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研究方向：生殖内分泌、复发性流产、反复着床失败　　Ｔｅｌ：（０３７１）６３９７４１７１８

低分子肝素钠调控 ｍｉＲ３３ａ３ｐ、Ｓ１ＰＲ１表达促进不明原因反复妊娠丢失
大鼠 Ｔｒｅｇ细胞分化

耿旭景，毛跟红，项云改，万利静，王梦，朱颖，谭丽
（郑州大学第二附属医院生殖医学部，郑州 ４５００１４）

摘要：目的　探究低分子肝素钠可否调控ｍｉＲ３３ａ３ｐ、１磷酸鞘氨醇受体１（Ｓ１ＰＲ１）表达影响不明原因反复妊娠丢失（ＵＲＰＬ）
大鼠调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）分化。方法　６０只雌性大鼠随机分为空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、阴性对照组（ＮＣ）、ＵＲＰＬ组、低分子肝
素钠组（ＬＭＷＨ）和芬戈莫德（ＦＴＹ７２０）组，每组１２只。妊娠第８天、第 １２天时，采用背部多部位皮下注射抗心磷脂抗体
（ＡＣＡ）ＩｇＧ诱导大鼠ＵＲＰＬ模型；ＬＭＷＨ组、ＦＴＹ７２０组在ＵＲＰＬ组基础上给药。妊娠第０天至第１５天，ＬＭＷＨ组大鼠皮下注
射低分子肝素钠（４２０ＩＵ·ｋｇ－１），ＦＴＹ７２０组尾静脉注射ＦＴＹ７２０（１００μｇ·ｋｇ－１），Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＮＣ组、ＵＲＰＬ组大鼠尾静脉注射
等量生理盐水。治疗结束后，胚胎称重并计算胚胎吸收率；苏木精伊红（ＨＥ）染色观察胎盘组织病理学；酶联免疫吸附试验
（ＥＬＩＳＡ）检测血清白介素（ＩＬ）１０、转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）水平；实时荧光定量聚合酶链式反应（ＲＴｑＰＣＲ）和蛋白印迹
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测胎盘组织中ｍｉＲ３３ａ３ｐ、Ｓ１ＰＲ１、叉头框蛋白Ｐ３（ＦＯＸＰ３）、细胞毒性Ｔ淋巴细胞相关蛋白４（ＣＴＬＡ４）、糖皮
质激素诱导肿瘤坏死因子受体（ＧＩＴＲ）ｍＲＮＡ和蛋白水平；流式细胞术检测胎盘组织中 Ｔｒｅｇ细胞数量。结果　Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＮＣ
组大鼠胎盘细胞排列整齐、结构清晰；与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＵＲＰＬ组胚胎质量减轻，胚胎吸收率升高，胎盘组织存在大量炎症细胞
浸润、细胞增生和水肿，血清 ＩＬ１０、ＴＧＦβ１水平降低，胎盘组织 ｍｉＲ３３ａ３ｐ、ＦＯＸＰ３、ＣＴＬＡ４、ＧＩＴＲｍＲＮＡ和蛋白水平降低，
Ｓ１ＰＲ１ｍＲＮＡ和蛋白水平升高，Ｔｒｅｇ细胞数量减少（Ｐ＜００５）；与 ＵＲＰＬ组相比，ＬＭＷＨ组、ＦＴＹ７２０组胚胎质量增加，胚胎吸
收率降低，胎盘组织病理损伤明显减轻，可见少量炎症细胞浸润和水肿，血清 ＩＬ１０、ＴＧＦβ１水平升高，胎盘组织 ｍｉＲ３３ａ３ｐ、
ＦＯＸＰ３、ＣＴＬＡ４、ＧＩＴＲｍＲＮＡ和蛋白水平升高，Ｓ１ＰＲ１ｍＲＮＡ和蛋白水平降低，Ｔｒｅｇ细胞数量增多（Ｐ＜００５）；ＬＭＷＨ组、
ＦＴＹ７２０组上述指标差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论　低分子肝素钠可能通过调控ｍｉＲ３３ａ３ｐ、Ｓ１ＰＲ１表达促进ＵＲＰＬ大
鼠Ｔｒｅｇ细胞分化。
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ＦＴＹ７２０ｇｒｏｕｐ（Ｐ＞００５）ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　ＬｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｈｅｐａｒｉｎｓｏｄｉｕｍｍａｙｂｅｐｒｏｍｏｔｅＴｒｅｇｃｅｌｌｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎＵＲＰＬ
ｒａｔｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｍｉＲ３３ａ３ｐ，Ｓ１ＰＲ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ：ｌｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｈｅｐａｒｉｎｓｏｄｉｕｍ；ｍｉＲ３３ａ３ｐ；ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ１ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ１；ｕｎｅｘｐｌａｉｎｅｄｒｅｃｕｒｒｅｎｔｐｒｅｇ
ｎａｎｃｙｌｏｓｓ；ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌ

　　反复妊娠丢失（ｒｅｃｕｒｒｅｎｔｐｒｅｇｎａｎｃｙｌｏｓｓ，ＲＰＬ）
指妊娠２０周之前出现连续３次及以上自然妊娠丢
失的临床现象［１］。据统计，全世界约有２％的育龄
女性受此困扰，ＲＰＬ占所有妊娠丢失的 １５％ ～
２０％［２］。尽管已知多种因素可能导致 ＲＰＬ，如胎儿
染色体异常、母体生殖道异常、激素和免疫失调、精

子质量不佳、感染和环境因素，但仍有超过５０％的
ＲＰＬ患者病因不明，称为不明原因反复妊娠丢失
（ｕｎｅｘｐｌａｉｎｅｄｒｅｃｕｒｒｅｎｔｐｒｅｇｎａｎｃｙｌｏｓｓ，ＵＲＰＬ），严重
影响孕妇身心健康［３］。正常妊娠是一个复杂且精

密的生理过程，其中，母胎界面的免疫耐受机制起
到了关键作用，特别是调节性 Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴ
ｃｅｌｌ，Ｔｒｅｇ）与其细胞因子间的相互作用［４］。Ｔｒｅｇ细
胞是一类表达转录因子叉头框蛋白Ｐ３（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘ
ｐｒｏｔｅｉｎ３，ＦＯＸＰ３）的ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群，具有免疫抑
制作用，对于维持免疫稳态至关重要［５］。研究显

示，ＵＲＰＬ患者蜕膜组织中 ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ ＦＯＸＰ３＋

Ｔｒｅｇ细胞数量较少，可作为预测 ＵＲＰＬ的潜在标志
物［６］。调节辅助性 Ｔ细胞 １７（ｈｅｌｐｅｒＴｃｅｌｌｓ１７，
Ｔｈ１７）／Ｔｒｅｇ细胞平衡能够抑制胚胎吸收，提高 ＲＰＬ
大鼠妊娠成功率［７］。因此，促进Ｔｒｅｇ细胞分化可能
是治疗ＵＲＰＬ的有效策略。１磷酸鞘氨醇（ｓｐｈｉｎｇｏ
ｓｉｎｅ１ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，Ｓ１Ｐ）是一种生物活性鞘脂代谢物，
由鞘氨醇激酶（ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＳＰＨＫ）催化鞘氨
醇磷酸化而成［８］。Ｓ１Ｐ通过与免疫细胞表面的 Ｓ１Ｐ
受体（ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ１ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，Ｓ１ＰＲ）结合，
调节免疫细胞的多种功能［９］。研究显示，Ｓ１Ｐ类似
物芬戈莫德（ｆｉｎｇｏｌｉｍｏｄ，ＦＴＹ７２０）通过影响 Ｓ１Ｐ／
Ｓ１ＰＲ通路，促进初始 ＣＤ４＋ Ｔ细胞向 Ｔｒｅｇ细胞分
化，从而诱导妊娠免疫耐受［１０１１］。微小 ＲＮＡ（ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类内源性非编码ＲＮＡ，通过调
节靶基因的表达，参与多种生理和病理过程［１２］。研

究显示，ｍｉＲＮＡ表达异常与 ＲＰＬ发生相关［１３］。如

某些ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ３３ａ、ｍｉＲ３３ｂ和ｍｉＲ１８１ａ）在ＲＰＬ
患者胎盘中的表达减少，可能通过影响 Ｓ１ＰＲ１表达
来抑制Ｔｒｅｇ细胞分化［１４］。低分子肝素钠（ｌｏｗｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｈｅｐａｒｉｎｓｏｄｉｕｍ，ＬＭＷＨ）作为一类抗血
栓形成药，不仅用于血栓性疾病的治疗，还在先兆流

产、复发性流产以及ＵＲＰＬ中显示出治疗潜力［１５１８］。

尽管其疗效得到了肯定，但低分子肝素钠调控 ＵＲ
ＰＬ的具体机制仍待进一步阐明。

基于此，本研究拟探究低分子肝素钠对 ＵＲＰＬ
大鼠中 ｍｉＲ３３ａ３ｐ、ＳＩＰＲ１表达及 Ｔｒｅｇ细胞分化的
调控作用，以期为低分子肝素钠治疗 ＵＲＰＬ提供理
论和实验依据。

１　材料和方法
１１　样本

人血清样本：收集３例２０２２年１～１２月就诊于
郑州大学第二附属医院生殖医学部门诊的复发性流

产患者的外周血样本（各５ｍＬ），收集样本后２ｈ内
样本经１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ分离获得血清，
血清于－８０℃冰箱冻存。纳入标准：患者经历 ２
次及以上胎盘丢失或停育；排除传染病、子宫解

剖异常、糖尿病、甲状腺功能障碍等经典危险因

素；近期未使用药物治疗。排除标准：合并心、

肝、肾功能不全者；合并自身免疫性疾病者。另

外，收集３例同期在我院正常妊娠、分娩者的外
周血样本作为对照。所有患者均对本研究知情

同意，本研究已通过郑州大学第二附属医院医学
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伦理委员会批准（２０２２００４）。
实验动物：８周龄ＳＰＦ级ＳＤ雌性大鼠６０只，体

质量为１８０～２００ｇ，８周龄 ＳＰＦ级 ＳＤ雄性大鼠 ３０
只，体质量为２００～２２０ｇ，均购自中研子创（北京）
生物科技有限公司［生产许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０２２
００１０］。大鼠饲养于室温 ２２～２３℃、湿度 ４５％ ～
５５％、光照／黑暗各１２ｈ环境中，并喂以高压灭菌食
品和水，适应性喂养１周后进行实验。本研究所有
实验经郑州大学第二附属医院医学伦理委员会批准

（２０２２００４）。
１２　药品与试剂

低分子肝素钠注射液（国药准字 Ｈ２００３０４２９，
０２ｍＬ：２５００ＩＵ，齐鲁制药有限公司）；芬戈莫德
（ＦＴＹ７２０，货号：１６２３５９５６０，美国ＭＣＥ公司）；聚乙
二醇（货号：９５９０４，美国Ｓｉｇｍａ公司）；ＲＰＭＩ１６４０培
养基（货号：ＥＹＸＹ５４８５，上海一研生物科技有限公
司）；离子霉素、佛波酯、莫能霉素（货号：Ｓ４８４１４、
Ｒ３２４１４、Ｒ３２３５６，上海源叶生物科技有限公司）；放
射免疫沉淀试验（ＲＩＰＡ）裂解液、二喹啉甲酸（ＢＣＡ）
蛋白浓度试剂盒（货号：Ｒ３０１８９９、Ｂ５９８０７１，上海阿拉
丁生化科技股份有限公司）；Ｓ１ＰＲ１兔多抗、糖皮质激
素诱导肿瘤坏死因子受体（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｉｎｄｕｃｅｄ
ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＩＴＲ）小鼠单抗（货号：
ＩＰＤＡＮＰ１２４００、ＩＰＤＡＮＭ４０８５，湖北艾普蒂生物工程
有限公司）；ＦＯＸＰ３兔多抗、细胞毒性 Ｔ淋巴细胞相
关蛋白４（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ４，
ＣＴＬＡ４）兔多抗（货号：ｂｓ１０２１１Ｒ、ｂｓ１０００６Ｒ，北京博
奥森生物技术有限公司）；苏木精伊红（ＨＥ）染色试
剂盒、白介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）１０和转化生长因子β１
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）酶联免疫吸附
试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（货号：Ｃ０１０５Ｓ、ＰＩ５２５、ＰＴ８７８，上
海碧云天生物技术有限公司）。

１３　仪器
ＯｐｔｉｍａＭＡＸＸＰ型超速离心机（美国ＢｉｏＴｅｋ公

司）；ＡＢＩ７５００型实时荧光定量 ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ
公司）；１６４５０５０型基础电泳仪、ＧｅｌＤｏｃＸＲ凝胶成
像仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。

２　方　法
２１　抗心磷脂抗体（ａｎｔｉｃａｒｄｉｏｌｉｐｉｎａｎｔｉｂｏｄｙ，ＡＣＡ）
的制备

取复发性流产患者和健康妊娠者的血清样本

（各４ｍＬ），加入硫酸铵［（ＮＨ４）２ＳＯ４］饱和溶液，至
（ＮＨ４）２ＳＯ４质量分数为３３％，４℃过夜沉淀，离心收

集上清液，加入（ＮＨ４）２ＳＯ４饱和溶液，至（ＮＨ４）２ＳＯ４
质量分数为５０％，４℃过夜沉淀，离心收集沉淀，加
入磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）溶解，装入透析袋，放置在
蒸馏水中４℃透析除盐２ｄ，采用聚乙二醇浓缩含有
ＡＣＡ组分的免疫球蛋白 Ｇ（ＩｇＧ）蛋白，测定蛋白浓
度，配制成１５ｍｇ·ｍＬ－１的蛋白液，来源于复发性流
产患者和健康妊娠者的 ＩｇＧ分别记作 ＡＣＡＩｇＧ和
ＮＨＩｇＧ。
２２　动物分组与给药

６０只雌鼠随机分为空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、阴性
对照组（ＮＣ）、ＵＲＰＬ组、低分子肝素钠组（ＬＭＷＨ）
和阳性对照 ＦＴＹ７２０组，每组各１２只。采用 ＡＣＡ
ＩｇＧ诱导大鼠ＵＲＰＬ模型，具体如下：各组大鼠分别
以雌雄２∶１的比例合笼过夜，次日清晨对雌鼠进行
阴栓检查，以检出栓子视为成功受孕，记为妊娠第０
天。随后将孕鼠分笼饲养，未孕大鼠继续合笼，最终

所有大鼠均成功受孕。ＵＲＰＬ组、ＬＭＷＨ组和
ＦＴＹ７２０组大鼠分别于妊娠第８天、第１２天时，背部
多部位皮下注射１ｍＬＡＣＡＩｇＧ（７５ｍｇ·ｋｇ－１），ＮＣ
组皮下注射等量 ＮＨＩｇＧ（７５ｍｇ·ｋｇ－１），Ｃｏｎｔｒｏｌ组
注射等量生理盐水。ＬＭＷＨ组、ＦＴＹ７２０组在 ＵＲＰＬ
组基础上给药，妊娠第０天至第１５天，ＬＭＷＨ组大鼠
每日皮下注射２０μＬ低分子肝素钠（４２０ＩＵ·ｋｇ－１），
ＦＴＹ７２０组每日尾静脉注射２０μＬＦＴＹ７２０（１００μｇ·
ｋｇ－１），Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＮＣ组、ＵＲＰＬ组大鼠尾静脉注射等
量生理盐水。最后一次给药２４ｈ后，大鼠腹腔注射
质量分数１％戊巴比妥钠（４０ｍｇ·ｋｇ－１）麻醉后腹主
动脉采血，随后颈椎脱臼处死，收集胚胎和胎盘组织

备用。

２３　胚胎称重和胚胎吸收率计算
取各组大鼠胚胎，使用电子天平称重；对活胚胎

个数、吸收胚胎个数进行计数，并计算胚胎吸收率

（公式１）。
胚胎吸收率（％）＝吸收胚胎数／（活胚胎数 ＋

吸收胚胎数）×１００％ 公式（１）
２４　ＨＥ染色观察胎盘组织病理学

取各组大鼠胎盘组织，加入质量分数１０％福尔
马林溶液固定过夜，使用梯度乙醇脱水，二甲苯Ⅰ／
Ⅱ透明，包埋热融化的石蜡，制备５μｍ厚的组织切
片。切片依次置于二甲苯Ⅰ／Ⅱ和梯度浓度乙醇中
去蜡，随后使用苏木精染液染色，体积分数１％盐酸
乙醇溶液酸洗，体积分数０６％氨水返蓝，伊红染液
中染色，梯度浓度乙醇脱水，二甲苯Ⅰ／Ⅱ透明，中性
树胶封片，镜检（×４００）。
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２５　ＥＬＩＳＡ检测血清ＩＬ１０、ＴＧＦβ１水平
取各组大鼠腹主动脉血，离心收集血清，将

血清按体积稀释１００倍，按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒进行
操作：加样、洗板、加酶结合物、洗板、加显色剂显

色、４５０ｎｍ波长处检测样品吸光度（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，
Ａ）值，制作标准曲线，计算各组样品中 ＩＬ１０、
ＴＧＦβ１水平。
２６　实时荧光定量聚合酶链式反应（ｒｅａｌｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴｑＰＣＲ）检测
胎盘组织中 ｍｉＲ３３ａ３ｐ、Ｓ１ＰＲ１、ＦＯＸＰ３、ＣＴＬＡ４、
ＧＩＴＲｍＲＮＡ水平

取各组大鼠胎盘组织，剪碎，加入 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ

进行组织匀浆，离心收集上清液，加入１／５体积氯
仿，离心收集上清液，加入等体积异丙醇，离心收集

ＲＮＡ沉淀，加入体积分数７５％乙醇清洗，室温干燥，
加入焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水溶解ＲＮＡ。使用紫外
分光光度计测定 ＲＮＡ浓度。使用逆转录试剂盒将
ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，反应条件为 ３７℃ １５ｍｉｎ，
８５℃ ５ｓ，４℃保存。使用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂盒进行
ＰＣＲ扩增，选择Ｕ６和βａｃｔｉｎ作为内参基因，反应条
件为９５℃３０ｓ，９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循环，制
作ＰＣＲ标准曲线，根据公式２计算各组样品中ｍｉＲ
３３ａ３ｐ、Ｓ１ＰＲ１、ＦＯＸＰ３、ＣＴＬＡ４、ＧＩＴＲｍＲＮＡ相对水
平。ＰＣＲ引物序列见表１。

２－ΔΔＣＴ＝２－｛［ＣＴ（目的基因，实验组）－ＣＴ（内参基因，实验组）］－［ＣＴ（目的基因，对照组）－ＣＴ（内参基因，对照组）］｝ 公式（２）

　　其中 ＣＴ表示荧光信号达到阈值的 ＰＣＲ循环
数；ΔＣＴ表示目的基因的 ＣＴ值内参基因的 ＣＴ值；
ΔΔＣＴ表示实验组的 ΔＣＴ值对照组的 ΔＣＴ值；
２－ΔΔＣＴ表示目的基因在不同样本中的相对表达
水平。

表１　各基因ＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｅａｃｈｇｅｎｅ

　Ｐｒｉｍｅｒｓ 　　　　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｍｉＲ３３ａ３ｐＦ ５′ＧＡＣＴＡＣＣＣＴＣＣＴＡＧＧＧＧＴＣ３′
ｍｉＲ３３ａ３ｐＲ ５′ＴＴＣＧＧＡＡＴＴＧＣＣＡＣＧＴＡＴ３′
Ｓ１ＰＲ１Ｆ ５′ＣＡＣＴＣＴＧＡＣＣＡＡＣＡＡＧＧＡＧＡＴＧ３′
Ｓ１ＰＲ１Ｒ ５′ＧＡＴＧＡＴＧＧＧＴＣＧＣＴＴＧＡＡＴＴＴＧ３′
ＦＯＸＰ３Ｆ ５′ＡＧＴＧＣＴＧＡＣＴＴＴＣＣＧＴＧＧ３′
ＦＯＸＰ３Ｒ ５′ＧＧＣＡＣＣＴＣＧＧＴＣＡＡＧＧＣＧＧＡ３′
ＣＴＬＡ４Ｆ ５′ＡＧＴＣＣＧＴＣＴＴＡＣＣＴＧＣＣＡ３′
ＣＴＬＡ４Ｒ ５′ＣＣＴＣＡＡＣＴＣＴＣＡＧＴＧＣＡＴＣ３′
ＧＩＴＲＦ ５′ＡＧＡＣＡＴＴＧＴＧＡＣＡＴＣＡＧＧＡ３′
ＧＩＴＲＲ ５′ＣＴＧＡＧＧＡＣＡＴＧＣＴＣＣＴＴＣＡ３′
Ｕ６Ｆ ５′ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡＡＡＴ３′
Ｕ６Ｒ ５′ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ３′
βａｃｔｉｎＦ ５′ＴＣＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴ３′
βａｃｔｉｎＲ ５′ＡＡＡＧＡＡＡＧＧＧＴＧＴＡＡＡＡＣＧＣＡ３′

２７　流式细胞术检测胎盘组织中Ｔｒｅｇ细胞数量
取各组大鼠胎盘组织，剪碎，加入 ＰＢＳ进行组

织匀浆，使用２００目滤网进行过滤，收集滤液，离心
收集沉淀，加入细胞稀释液重悬，加入到淋巴细胞分

离液中，离心收集淋巴细胞悬液，加入ＲＰＭＩ１６４０培
养基重悬，进行淋巴细胞计数，并调整细胞浓度至密

度每毫升１×１０６个。将２ｍＬ淋巴细胞悬液接种于
２４孔板，分别加入含离子霉素（终质量浓度１μｇ·
ｍＬ－１）、佛波酯（终质量浓度５０μｇ·ｍＬ－１）和莫能
霉素（终质量浓度０１ｍｇ·ｍＬ－１）的 ＲＰＭＩ１６４０培

养基，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养４ｈ；培养结
束后，收集淋巴细胞，经过 ＣＤ４－ＦＩＴＣ、ＣＤ２５－ＡＰＣ
抗体４℃避光孵育２０ｍｉｎ，细胞固定液固定２０ｍｉｎ，
破膜剂破膜２０ｍｉｎ，离心收集沉淀，ＰＢＳ重悬淋巴细
胞，加入 ＦＯＸＰ３－ＰＥ抗体避光孵育２０ｍｉｎ，流式细
胞仪检测ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦＯＸＰ３＋Ｔｒｅｇ细胞比例。
２８　蛋白印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测胎盘组织中
Ｓ１ＰＲ１、ＦＯＸＰ３、ＣＴＬＡ４、ＧＩＴＲ蛋白水平

取各组大鼠胎盘组织，剪碎，加入 ＲＩＰＡ裂解液
进行组织匀浆，离心收集上清液，使用前面已经出现

（ＢＣＡ）蛋白浓度试剂盒测定样品蛋白浓度，蛋白样
品和上样缓冲液４∶１混合加热。配置分离胶和浓缩
胶，将胶板组装在电泳架上，加入适量电泳液，进行

上样。随后进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。１０ｍＡ电流电泳
约４０ｍｉｎ，待蛋白跑到上下胶分界处，调整为２０ｍＡ
电流电泳约１ｈ，待蛋白跑到下层胶底部时，停止电
泳。留取下层胶，置于转膜液中，按照“负极、海绵、

滤纸、胶、ＰＶＤＦ膜、滤纸、海绵、正极”顺序进行转
膜，将转膜架组装在转膜槽上，加入适量转膜液，

２００ｍＡ电流转膜约９０ｍｉｎ。转膜完成后，ＰＶＤＦ膜置
于质量分数５％脱脂牛奶中，室温封闭２ｈ，含聚山梨
酯２０的 Ｔｒｉｓ盐酸缓冲液（ＴＢＳＴ）洗涤后，加入一抗
（Ｓ１ＰＲ１、ＦＯＸＰ３、ＣＴＬＡ４、ＧＩＴＲ，稀释比例为１∶２０００）
４℃孵育过夜，次日加入二抗（ＨＲＰ标记山羊源ＩｇＧ，
稀释比例为１∶１００００）室温孵育２ｈ。ＴＢＳＴ洗涤后，
加入 ＥＣＬ试剂，进行曝光、显影，计算各组样品中
Ｓ１ＰＲ１、ＦＯＸＰ３、ＣＴＬＡ４、ＧＩＴＲ蛋白相对水平。
２９　统计学分析

使用 ＳＰＳＳ２２０软件进行统计学分析。所有
数据均表示为平均值 ±标准差（ｘ±ｓ），多组间数
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据的比较使用单因素方差分析，多组间两两比较

使用 ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜００５表示差异具有统计学
意义。

３　结　果
３１　低分子肝素钠对ＵＲＰＬ大鼠胚胎质量、胚胎吸
收率及胎盘病理损伤的影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＮＣ组大鼠胚胎质量、胚胎吸
收率无明显变化（Ｐ＞００５），而 ＵＲＰＬ组大鼠胚胎
质量明显减轻，胚胎吸收率明显升高（Ｐ＜００５）；与

ＵＲＰＬ组相比，ＬＭＷＨ组、ＦＴＹ７２０组胎盘质量明显
增加，胚胎吸收率明显降低（Ｐ＜００５）；而 ＬＭＷＨ
组、ＦＴＹ７２０组大鼠胎盘质量、胚胎吸收率差异无统
计学意义（Ｐ＞００５）（图１Ａ～Ｃ）。

ＨＥ染色结果显示，Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＮＣ组大鼠胎盘
细胞排列整齐、结构清晰；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＵＲＰＬ
组胎盘组织存在明显的炎症细胞浸润、细胞增生和

水肿，空泡化细胞增加；与ＵＲＰＬ组相比，ＬＭＷＨ组、
ＦＴＹ７２０组胎盘组织病理损伤明显减轻，可见少量炎
症细胞浸润和水肿（图１Ｄ）。

Ａ－妊娠第１６天时，胚胎植入子宫角情况；Ｂ－胚胎质量；Ｃ－胚胎吸收率；Ｄ－苏木精－伊红（ＨＥ）染色观察大鼠胎盘病理损伤（×４００）；ＮＣ－阴性对照；ＵＲＰＬ－不

明原因反复妊娠丢失；ＬＭＷＨ－低分子肝素钠；ＦＴＹ７２０－芬戈莫德；黑色箭头－炎症细胞；蓝色箭头－水肿；绿色箭头－空泡化；与对照组比较，１）Ｐ＜００５；与ＵＲ

ＰＬ组比较，２）Ｐ＜００５。

Ａ－ｏｎｔｈｅ１６ｔｈｏｆｐｒｅｇｎａｎｃｙ，ｔｈｅｓｉｔｕａｔｉｏｎｏｆｅｍｂｒｙｏｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｔｏｔｈｅｕｔｅｒｉｎｅｈｏｒｎ；Ｂ－ｅｍｂｒｙｏｑｕａｌｉｔｙ；Ｃ－ｅｍｂｒｙｏａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｒａｔｅ；Ｄ－ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅ

ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｄａｍａｇｅｉｎｒａｔｐｌａｃｅｎｔａ（×４００）；ＮＣ－ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；ＵＲＰＬ－ｕｎｅｘｐｌａｉｎｅｄｒｅｃｕｒｒｅｎｔｐｒｅｇｎａｎｃｙｌｏｓｓ；ＬＭＷＨ－Ｌｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｈｅｐａｒｉｎ；ＦＴＹ７２０－ｆｉｎ

ｇｏｌｉｍｏｄ；１）Ｐ＜００５，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＵＲＰＬｇｒｏｕｐ．

图１　低分子肝素钠对不明原因反复妊娠丢失（ＵＲＰＬ）大鼠胚胎质量、胚胎吸收率及胎盘病理损伤的影响。ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｈｅｐａｒｉｎｓｏｄｉｕｍｏｎｅｍｂｒｙｏｑｕａｌｉｔｙ，ｅｍｂｒｙｏａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｒａｔｅ，ａｎｄｐｌａｃｅｎｔａｌｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｄａｍａｇｅ
ｉｎＵＲＰＬｒａｔｓｎ＝３，ｘ±ｓ

３２　低分子肝素钠对 ＵＲＰＬ大鼠胎盘组织中 ｍｉＲ
３３ａ３ｐ、ＳＩＰＲ１表达的影响

Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ数据库显示，ｍｉＲ３３ａ３ｐ和 Ｓ１ＰＲ１
存在结合位点（图 ２Ａ）。ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＮＣ组大鼠胎盘组织中
ｍｉＲ３３ａ３ｐ、Ｓ１ＰＲ１ｍＲＮＡ和蛋白水平无明显变化
（Ｐ＞００５），而 ＵＲＰＬ组大鼠胎盘组织中 ｍｉＲ３３ａ
３ｐ水平明显降低，Ｓ１ＰＲ１ｍＲＮＡ和蛋白水平明显升
高（Ｐ＜００５）；与 ＵＲＰＬ组相比，ＬＭＷＨ组、ＦＴＹ７２０

组胎盘组织中 ｍｉＲ３３ａ３ｐ水平明显升高，Ｓ１ＰＲ１
ｍＲＮＡ和蛋白水平明显降低（Ｐ＜００５）；而 ＬＭＷＨ
组、ＦＴＹ７２０组大鼠胎盘组织中 ｍｉＲ３３ａ３ｐ、Ｓ１ＰＲ１
ｍＲＮＡ和蛋白水平差异无统计学意义（Ｐ＞００５）
（图２Ｂ～Ｅ）。
３３　低分子肝素钠对 ＵＲＰＬ大鼠 Ｔｒｅｇ细胞分化及
其细胞因子表达的影响

流式细胞术、ＥＬＩＳＡ结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相
比，ＮＣ组大鼠胎盘组织中Ｔｒｅｇ细胞数量、血清ＩＬ１０、
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Ａ－ｍｉＲ３３ａ３ｐ和 Ｓ１ＰＲ１的结合示意图；Ｂ－ＲＴｑＰＣＲ检测胎盘组织中

ｍｉＲ３３ａ３ｐｍＲＮＡ水平；Ｃ－ＲＴｑＰＣＲ检测胎盘组织中 Ｓ１ＰＲ１ｍＲＮＡ水平；

Ｄ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胎盘组织中Ｓ１ＰＲ１蛋白水平；Ｅ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ定量结果；

与对照组比较，１）Ｐ＜００５；与ＵＲＰＬ组比较，２）Ｐ＜００５。

Ａ－ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｍｉＲ３３ａ３ｐａｎｄＳ１ＰＲ１ｂｉｎｄｉｎｇ；Ｂ－ＲＴｑＰＣＲｗａｓｕｓｅｄ

ｔｏｄｅｔｅｃｔｍｉＲ３３ａ３ｐｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｃ－ＲＴｑＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏ

ｄｅｔｅｃｔＳ１ＰＲ１ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｄ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔ

Ｓ１ＰＲ１ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｉｎｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｅ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；１）Ｐ＜

００５，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＵＲＰＬｇｒｏｕｐ．

图２　低分子肝素钠对 ＵＲＰＬ大鼠胎盘组织中 ｍｉＲ３３ａ３ｐ、
ＳＩＰＲ１表达的影响。ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｈｅｐａｒｉｎｓｏｄｉｕｍ ｏｎ
ｍｉＲ３３ａ３ｐａｎｄＳＩＰＲ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＵＲＰＬｒａｔｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅ
ｎ＝３，ｘ±ｓ

ＴＧＦβ１水平无明显变化（Ｐ＞００５），而 ＵＲＰＬ组大
鼠胎盘组织中 Ｔｒｅｇ细胞数量、血清 ＩＬ１０、ＴＧＦβ１
水平明显减少（Ｐ＜００５）；与 ＵＲＰＬ组相比，ＬＭＷＨ
组、ＦＴＹ７２０组胎盘组织中 Ｔｒｅｇ细胞数量、血清
ＩＬ１０、ＴＧＦβ１水平明显增多（Ｐ＜００５）；而 ＬＭＷＨ
组、ＦＴＹ７２０组大鼠胎盘组织中 Ｔｒｅｇ细胞数量、血清
ＩＬ１０、ＴＧＦβ１水平差异无统计学意义（Ｐ＞００５）
（图３Ａ～Ｃ）。

ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组相比，ＮＣ组大鼠胎盘组织中 ＦＯＸＰ３、ＣＴＬＡ４、
ＧＩＴＲｍＲＮＡ和蛋白水平无明显变化（Ｐ＞００５），而
ＵＲＰＬ组大鼠胎盘组织中 ＦＯＸＰ３、ＣＴＬＡ４、ＧＩＴＲ
ｍＲＮＡ和蛋白水平明显降低（Ｐ＜００５）；与 ＵＲＰＬ组
相比，ＬＭＷＨ组、ＦＴＹ７２０组胎盘组织中 ＦＯＸＰ３、
ＣＴＬＡ４、ＧＩＴＲｍＲＮＡ和蛋白水平明显升高（Ｐ＜
００５）；而 ＬＭＷＨ组、ＦＴＹ７２０组大鼠胎盘组织中

ＦＯＸＰ３、ＣＴＬＡ４、ＧＩＴＲｍＲＮＡ和蛋白水平差异无统
计学意义（Ｐ＞００５）（图３Ｄ～Ｆ）。

４　讨　论
低相对分子质量肝素钠通过抑制纤维蛋白形

成，从而防止血栓形成及生长，常用于流产、血栓性

疾病的预防和治疗［１９］。然而，低分子肝素钠调控

ＵＲＰＬ的相关机制尚不清楚。因此，本研究通过背
部多部位皮下注射 ＡＣＡＩｇＧ诱导大鼠 ＵＲＰＬ模型。
既往研究标明ＡＣＡ阳性与凝血功能障碍、血管形成
和补体激活等免疫异常相关，是导致 ＲＰＬ的机制之
一［２０］。本研究发现，模型组大鼠胚胎质量减轻，胚

胎吸收率升高，胎盘细胞存在明显的炎症细胞浸润、

细胞增生和水肿，提示 ＡＣＡＩｇＧ可能诱导了大鼠妊
娠流产。经过低分子肝素钠干预后，大鼠胚胎质量

增加，胚胎吸收率降低，胎盘组织病理损伤减轻，提

示低分子肝素钠可能够阻止ＵＲＰＬ发生。
胚胎作为同种半抗原，依赖于母胎界面的免疫

耐受机制而不被母体排斥，ＵＲＰＬ发生与胚胎免疫
耐受失败相关。Ｔｒｅｇ细胞在诱导母体耐受及母体对
胎儿免疫排斥反应中扮演重要角色［２１］。Ｔｒｅｇ细胞
（ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦＯＸＰ３＋）具有抗炎和免疫抑制功能，
其通过广泛识别自身或外来抗原，以接触依赖的方

式分泌ＩＬ１０、ＴＧＦβ１等抑制性因子，从而抑制Ｔ细
胞的活化及其免疫应答反应。研究显示，ＵＲＰＬ患
者外周血和蜕膜组织中 Ｔｒｅｇ细胞数量显著降低，
Ｔｒｅｇ细胞可作为预测不良妊娠结局的潜在标志
物［２２２３］。本研究发现，模型组大鼠胎盘组织中

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦＯＸＰ３＋Ｔｒｅｇ细胞数量、Ｔｒｅｇ细胞相关
标志物ＦＯＸＰ３、ＣＴＬＡ４、ＧＩＴＲｍＲＮＡ和蛋白水平及
血清ＩＬ１０、ＴＧＦβ１水平均减少，说明ＡＣＡＩｇＧ诱导
的大鼠妊娠流产与Ｔｒｅｇ细胞介导的免疫异常有关。
分析原因可能是ＡＣＡＩｇＧ注射到大鼠体内，大量消
耗Ｔｒｅｇ细胞，使得机体免疫调节能力降低；ＡＣＡＩｇＧ
通过结合母胎界面的磷脂分子，形成免疫复合物，
进而损伤蜕膜及胎盘组织的血管内皮，导致血栓形

成，从而引发流产。经过低分子肝素钠干预后，大鼠

Ｔｒｅｇ细胞数量增多，提示低分子肝素钠可能通过诱
导Ｔｒｅｇ细胞分化阻止 ＵＲＰＬ发生。分析原因可能
是低分子肝素钠能够抑制补体激活，减少机体免疫

炎症反应；同时，低分子肝素钠能够结合 ＡＣＡＩｇＧ，
减少血管内皮损伤，抑制中性粒细胞、自然杀伤细胞

功能，并促进母胎界面细胞因子向辅助型 Ｔ细胞２
（Ｔｈ２）转化。此推测有待进一步的实验验证。
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Ａ－流式细胞术检测胎盘组织中Ｔｒｅｇ细胞数量；Ｂ－Ｔｒｅｇ细胞百分比；Ｃ－ＥＬＩＳＡ检测血清ＩＬ１０、ＴＧＦβ１水平；Ｄ－ＲＴｑＰＣＲ检测胎盘组织中ＦＯＸＰ３、ＣＴＬＡ４、ＧＩＴＲ

ｍＲＮＡ水平；Ｅ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胎盘组织中ＦＯＸＰ３、ＣＴＬＡ４、ＧＩＴＲ蛋白水平；Ｆ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ定量结果；与对照组比较，１）Ｐ＜００５；与ＵＲＰＬ组比较，２）Ｐ＜００５。

Ａ－ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＴｒｅｇｃｅｌｌｓｉｎｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｂ－ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＴｒｅｇｃｅｌｌｓ；Ｃ－ＥＬＩＳＡｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｓｅｒｕｍＩＬ１０ａｎｄＴＧＦβ１

ｌｅｖｅｌｓ；Ｄ－ＲＴｑＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＦＯＸＰ３，ＣＴＬＡ４，ａｎｄＧＩＴＲｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｅ－ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＦＯＸＰ３，ＣＴＬＡ４，ａｎｄＧＩＴＲ

ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｆ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；１）Ｐ＜００５，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＵＲＰＬｇｒｏｕｐ．

图３　低分子肝素钠对ＵＲＰＬ大鼠调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）分化及其细胞因子表达的影响。ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｌｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｈｅｐａｒｉｎｓｏｄｉｕｍｏｎｔｒｅｇｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｃｙｔｏｋｉｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＵＲＰＬｒａｔｓ．ｎ＝３，ｘ±ｓ

　　ｍｉＲＮＡ表达异常与ＲＰＬ发生相关。研究表明，
某些 ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ１９ａ、ｍｉＲ１８１ａ、ｍｉＲ５４２）可直接
靶向 Ｓ１ＰＲ１、Ｓ１ＰＲ２表达，调节 Ｓ１Ｐ通路［２４２６］。

Ｓ１ＰＲ１广泛表达于在免疫细胞表面，能够调节免疫
细胞增殖、迁移和细胞因子释放。有研究发现 ＲＰＬ
患者胎盘中ｍｉＲ３３ａ３ｐ表达减少，ｍｉＲ３３ａ３ｐ通过
靶向抑制Ｓ１ＰＲ１表达，抑制 Ｔｒｅｇ细胞分化，从而导
致ＲＰＬ［１４］。本研究发现，模型组大鼠胎盘组织中
ｍｉＲ３３ａ水平降低，Ｓ１ＰＲ１ｍＲＮＡ和蛋白水平升高，
且数据库预测ｍｉＲ３３ａ３ｐ和Ｓ１ＰＲ１具有结合位点，
说明ｍｉＲ３３ａ３ｐ可能调控 ＳＩＰＲ１表达，并在大鼠妊
娠流产中发挥调节作用。分析原因可能是机体免疫

细胞表面的Ｓ１ＰＲ１通过激活自身免疫，削弱Ｔｒｅｇ细
胞免疫抑制作用，从而胚胎免疫耐受失败，引发流

产。此推测有待进一步的实验验证。经过低分子肝

素钠或 ＦＴＹ７２０干预后，大鼠胎盘组织中 ｍｉＲ３３ａ
水平升高，Ｓ１ＰＲ１水平降低，且低分子肝素钠和
ＦＴＹ７２０作用效果相似，说明低分子肝素钠可能通过

调节 ｍｉＲ３３ａ３ｐ、ＳＩＰＲ１表达阻止 ＵＲＰＬ发生。分
析原因可能是低分子肝素钠能够诱导细胞膜Ｓ１ＰＲ１
内化并降解，抑制自身免疫细胞流出及其应答反应，

从而增强胚胎免疫耐受。此推测有待进一步的实验

验证。

综上所述，低分子肝素钠可能通过调控 ｍｉＲ
３３ａ３ｐ、ＳＩＰＲ１表达促进 ＵＲＰＬ大鼠 Ｔｒｅｇ细胞分化，
这一研究为ＵＲＰＬ的治疗提供了新的理论依据和实
验支持。然而，妊娠涉及母体和胎儿多种复杂因素

的相互作用，ｍｉＲ３３ａ３ｐ、ＳＩＰＲ１表达是否可用于
ＵＲＰＬ的治疗仍需进一步研究。
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