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补肾安胎冲剂调控ＶＨＬ／ＨＩＦ１α信号通路改善

复发性流产小鼠母胎界面血管生成的实验研究

郝乐乐１，李伟莉２，吴　花１，金　雅１，王媛中２，余欣慧２
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［摘要］目的　研究补肾安胎冲剂对复发性流产小鼠蜕膜组织中希佩尔林道抑癌基因（ＶｏｎＨｉｐｐｅｌＬｉｎｄａｕ，

ＶＨＬ）、缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）的影响，探讨其降低胚胎丢失率的作用机制。

方法　以ＣＢＡ／Ｊ雌鼠与ＢＡＬＢ／Ｃ雄鼠合笼复制正常妊娠小鼠模型，以ＣＢＡ／Ｊ雌鼠和ＤＢＡ／２雄鼠合笼复制复

发性流产（ｒｅｃｕｒｒｅｎｔｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｂｏｒｔｉｏｎ，ＲＳＡ）小鼠模型，将其随机分为模型组，黄体酮组，补肾安胎冲剂高、

中、低剂量组，每组１０只。妊娠第１天，正常组与模型组采取蒸馏水灌胃，黄体酮组以２６ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃，

补肾安胎冲剂高、中、低剂量组分别按３５．１、１１．７、３．９ｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃。连续干预１５ｄ后处死小鼠，收集样

本，采用ＥＬＩＳＡ检测各组小鼠血清ＶＨＬ、ＨＩＦ１α水平，采用荧光定量ＰＣＲ、免疫组织化学法、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

法分别检测各组小鼠蜕膜组织中ＶＨＬ、ＨＩＦ１αｍＲＮＡ及其蛋白表达水平。结果　补肾安胎冲剂显著降低

ＲＳＡ小鼠胚胎丢失率（犘＜０．０５），降低血清和蜕膜组织中ＶＨＬ水平和ＶＨＬｍＲＮＡ表达水平（犘＜０．０５），

升高血清和蜕膜组织中 ＨＩＦ１α水平和 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达水平（犘＜０．０５），呈现明显的剂量依赖性（犘＜

０．０５）。结论　补肾安胎冲剂降低ＲＳＡ小鼠流产率的机制可能与激活ＶＨＬ／ＨＩＦ１α信号通路有关。

［关键词］补肾安胎冲剂；复发性流产；母胎界面；ＶＨＬ／ＨＩＦ１α信号通路
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　　复发性流产（ｒｅｃｕｒｒｅｎｔｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｂｏｒｔｉｏｎ，

ＲＳＡ）指与同一性伴侣发生２次或２次以上的自然

流产，是女性妊娠期主要疾病之一，病因复杂，且仍

有４０％患者病因不明，严重影响育龄女性的身心健

康，引起ＲＳＡ的原因较多，包括先天遗传、女性解

剖异常、内分泌紊乱、盆腔感染因素、男性因素、心理

因素及免疫因素等，但其确切机制尚不明确［１］。因

此ＲＳＡ的机制研究引起越来越多学者的关注
［２３］。

有研究表明，希佩尔林道抑癌基因（ＶｏｎＨｉｐｐｅｌ

Ｌｉｎｄａｕ，ＶＨＬ）缺陷会抑制缺氧诱导因子１α（ｈｙ

ｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）的降解，从而升

高 ＨＩＦ１α的表达，引起血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕ

ｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、细胞代谢等

一系列改变，促进血管生成［４］。也有研究表明，补肾

健脾活血法能改善子宫内环境和胎盘的微循环［５］。

补肾安胎冲剂是安徽中医药大学第一附属医院的院

内制剂，在寿胎丸的基础上改良而成，具有补肾健

脾、养血安胎的作用，广泛应用于ＲＳＡ患者的防治

中，其保胎疗效确切［６７］。但补肾安胎冲剂影响血管

生成的机制尚不明确。故本研究以 ＶＨＬ／ＨＩＦ１α
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信号通路作为切入点，旨在从母胎界面血管生成角

度，探讨补肾安胎冲剂的作用机制，为临床保胎应用

补肾安胎冲剂提供科学依据。

１　材料

１．１　动物　健康雌性 ＣＢＡ／Ｊ小鼠７６只，雄性

ＤＢＡ／２小鼠３０只，ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠８只，小鼠体质量

均为２０ｇ左右，属于ＳＰＦ级，８周龄，均购于北京华

阜康实验动物有限公司［动物生产许可证号：ＳＣＸＫ

（京）２０１４０００４］。所有小鼠均饲养于安徽中医药大

学实验动物中心［环境温度：（２４±２）℃；相对湿度：

４５％±５％；每日光照时间和黑夜时间均等，各１２

ｈ］，自由获得水及食物，适应性饲养１周。本实验方

案经安徽中医药大学实验动物伦理委员会批准。

１．２　药物　补肾安胎冲剂（每袋１０ｇ，皖药制字

ＢＺ２００８００１７）由安徽中医药大学第一附属医院提

供；黄体酮胶囊（每粒５０ｍｇ，国药制字 Ｈ２００４１９０２）

由浙江仙琚制药股份有限公司提供。

１．３　试剂与仪器　①酶联免疫吸附测定试剂盒。

ＶＨＬ（货 号 ＥＫＥ２０７７５Ｒ）、ＨＩＦ１α（货 号 ＥＫ

Ｅ２０３５３Ｒ）：北京安迪华泰生物科技有限公司。②荧

光定量ＰＣＲ试剂。Ｔｒｉｚｏｌ（批号９０８０３）：Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎ

ｏｇｉｅｓ公司；ＱｕａｎｔｉＮｏｖａＳｙＢｒＧｒｅｅｎＰＣＲ 试剂盒

（批 号 ２０８０５４）：Ｑｉａｇｅｎ；逆 转 录 试 剂 盒 （批 号

００５１９９６３）：ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ。③免疫组织化学法

试剂。ＶＨＬ（批号 ＡＣ１１２５３６５６）、ＨＩＦ１α（批号

５６
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ＧＲ１９６８１２１）：Ｂｉｏｓｓ公司；通用型二抗试剂盒（批号

Ｋ１３６８３０Ｂ）、ＤＡＢ显色剂（批号 Ｋ１３６８２１Ｆ）、ＰＢＳ

（批号 ＷＫ１６３３０７１）：北京中杉公司。④Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ法试剂。山羊抗小鼠ＩｇＧ（批号１２７６５５）、山羊

抗兔ＩｇＧ（批号１２９２５６）、βａｃｔｉｎ（批号１７ＡＶ０３０３）：

北京中杉公司；ＶＨＬ（批号 ＡＣ１１２５３６５６）、ＨＩＦ１α

（批 号 ＡＥ１２０１０１Ｐ）：Ｂｉｏｓｓ 公 司；ＳＤＳ（批 号

１０２９Ｈ０３２）： Ｓｏｌａｒｂｉｏ； ＰＶＤＦ 膜 （批 号

Ｒ８ＣＡ８２５７Ｅ）：Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ；ＥＣＬ超敏发光试剂盒（批

号 ＱＦ２２０６４８）：Ｔｈｅｒｍｏ。

ＲＭ２１３５切片机（Ｌｅｉｃａ）：德国；普通 ＰＣＲ 仪

（型号 Ｋ９６０）；显微镜（Ｎｉｋｏｎ８０ｉ）：日本；ＥＰＳ３００型

电泳 仪：Ｔａｎｏｎ；高 速 台 式 冷 冻 离 心 机 （ＪＷ

３０２１ＨＲ）：安徽嘉文仪器装备有限公司；ＴＳ１０００水

平摇床、ＬＸ３００型微量离心机：海门市其林贝尔仪

器制造有限公司。

２　方法

２．１　模型复制、分组及给药　按照文献［８］方法复

制ＲＳＡ小鼠模型和正常妊娠小鼠模型。每日凌晨

５：００—６：００检查雌鼠阴道，若见阴道栓，计为妊娠

第１天；若未见阴道栓，则继续合笼。共复制ＲＳＡ

模型小鼠５０只，正常妊娠小鼠１０只。将模型复制

成功的ＲＳＡ小鼠随机分为５组：模型组，黄体酮组，

补肾安胎冲剂高、中、低剂量组，每组１０只。从妊娠

第１天开始给药，正常组、模型组小鼠给予等容积蒸

馏水灌胃，黄体酮组小鼠以２６ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）黄体酮

灌胃，补肾安胎冲剂高、中、低剂量组小鼠于妊娠第

１天分别按３５．１、１１．７、３．９ｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃。每日

１次，连续１５ｄ，末次给药２４ｈ后处死小鼠。

２．２　胚胎丢失率的计算　肉眼观察各组孕鼠胚胎

丢失情况并记录，计算胚胎丢失率。参照赵爱明

等［９］的方法制定胚胎丢失的标准，记录每组孕鼠的

存活胚胎数、丢失胚胎数，然后计算胚胎丢失率。胚

胎丢失率＝丢失胚胎数／（存活胚胎数＋丢失胚胎

数）×１００％。

２．３　ＥＬＩＳＡ法检测外周血ＶＨＬ、ＨＩＦ１α水平　从

眶后静脉丛采血２ｍＬ，４℃、３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ，取上清液０．５～１ｍＬ于试管中，－８０℃保存。

采用酶联免疫吸附测定试剂盒测定外周血中ＶＨＬ、

ＨＩＦ１α的含量。

２．４　采用荧光定量ＰＣＲ检测 ＶＨＬ、ＨＩＦ１αｍＲ

ＮＡ的表达水平　运用Ｔｒｉｚｏｌ法对小鼠蜕膜组织进

行总ＲＮＡ提取，然后进行逆转录操作，严格按照试

剂盒说明书进行，荧光定量ＰＣＲ检测 ＶＨＬ、ＨＩＦ

１αｍＲＮＡ的表达水平。以ｃＤＮＡ作为荧光定量的

模板，引物序列见表１。

表１　引物序列

基因名称 正向引物（５′３′） 反向引物（５′３′） 扩增长度／ｂｐ

βａｃｔｉｎ ＡＧＴＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴ ＴＧＣＴＡＧＧＡＧＣＣＡＧＡＧＣＡＧＴＡ １２０

ＶＨＬ ＡＧＣＡＧＣＡＧＧＡＧＴＴＧＴＡＣＴＧＴ ＴＧＡＣＴＧＡＡＧＡＣＴＣＣＡＣＧＣＴＧ １３４

ＨＩＦ１α ＣＡＧＣＡＴＡＣＡＧＴＧＧＣＡＣＴＣＡＣ ＡＧＧＣＴＣＣＴＴＧＧＡＴＧＡＧＣＴＴＴ ９４

２．５　免疫组织化学法检测蜕膜组织ＶＨＬ、ＨＩＦ１α

表达水平　蜕膜组织石蜡切片，常规脱蜡至水，３％

Ｈ２Ｏ２灭活内源性过氧化物酶，微波修复抗原。ＰＢＳ

液洗涤 ３ 次，滴加一抗 （ＶＨＬ、ＨＩＦ１α，稀释至

１∶２００），３７℃孵育６０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤后再滴加通用

型二抗，３７℃孵育２０ｍｉｎ。ＤＡＢ显色，复染，脱水，

封片。光镜下以细胞胞浆、胞核中呈棕黄色或棕褐

色为阳性对照。采用ＪＥＤＲ８０ＩＤ形态学图像分析

系统软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ１．０）对阳性反应细胞的积分光

密度值（ｉｎｔｅｇｒａｌｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）进行分析。

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蜕膜组织中ＶＨＬ、ＨＩＦ１α

蛋白水平　取小鼠蜕膜组织，按照总蛋白提取试剂

盒说明书提取小鼠蜕膜组织总蛋白，用ＢＣＡ蛋白测

定试剂盒检测蛋白浓度。ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电

泳将蛋白分离后转移至ＰＶＤＦ膜上，然后用５％脱

脂奶粉溶液在摇床上室温封闭２ｈ，加入不同一抗

ＶＨＬ（稀释至１∶３００）和 ＨＩＦ１α（稀释至１∶３００），４℃

孵育过夜。ＰＢＳＴ洗涤３次，加入二抗稀释液稀释辣

根过氧化物酶（稀释至１∶１００００），孵育２ｈ。室温孵

育２ｈ，ＰＢＳＴ洗涤３次。使用ＥＣＬ超敏发光试剂

盒检测蛋白条带，最后用ＩｍａｇｅＪ软件分析条带灰

度值，以目的条带与内参照βａｃｔｉｎ的灰度比值表示

蛋白相对表达水平。

２．７　统计学方法　采用ＳＰＳＳ２４．０进行统计分析。

实验数据以“均数±标准差（珚狓±狊）”表示。数据符合

正态性及方差齐性则采用单因素方差分析，均数多重

比较用ＬＳＤ方法。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

３　结果

３．１　各组小鼠胚胎丢失率　与正常组比较，模型组

小鼠胚胎丢失率显著升高（犘＜０．０５）。与模型组比

较，所有治疗组小鼠胚胎丢失率均显著下降（犘＜

０．０５）；与补肾安胎冲剂低剂量组比较，补肾安胎冲

剂高、中剂量组胚胎丢失率显著升高（犘＜０．０５）；黄

体酮组与补肾安胎冲剂高剂量组小鼠胚胎丢失率比

６６

Ｗｅｂｓｉｔｅ　ｈｔｔｐ：／／ｘｕｅｂａｏ．ａｈｔｃｍ．ｅｄｕ．ｃｎ　　　　　　　　　　　　　　　　　 Ｅｍａｉｌ　ａｈｘｂｂｊｂ＠１６３．ｃｏｍ
安徽中医药大学学报 第３９卷 第１期 ２０２０年２月 ＪＡＮＨＵＩＵＮＩＶＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤ Ｖｏｌ．３９ Ｎｏ．１ Ｆｅｂ．２０２０



较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表２。

表２　各组小鼠胚胎丢失率比较（珚狓±狊）

组　别 狀 胚胎丢失率／％

正　常 １０ ８．２３±６．１０

模　型 １０ ４１．９９±５．６０

黄体酮 １０ １５．３５±３．８７＃

补肾安胎冲剂低剂量 １０ ２７．２４±４．５０＃□

补肾安胎冲剂中剂量 １０ ２１．２２±４．３６＃△□

补肾安胎冲剂高剂量 １０ １１．１１±６．８８＃△◇

　　注：与正常组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５；

与黄体酮组比较，□犘＜０．０５；与补肾安胎冲剂低剂量组比

较，△犘＜０．０５；与补肾安胎冲剂中剂量组比较，◇犘＜０．０５

３．２　各组小鼠血清中ＶＨＬ、ＨＩＦ１α含量比较　与

正常组比较，模型组小鼠血清中 ＶＨＬ含量明显上

升（犘＜０．０５），ＨＩＦ１α含量明显下降（犘＜０．０５）；与

模型组比较，所有治疗组小鼠血清中 ＶＨＬ含量均

明显下降（犘＜０．０５），ＨＩＦ１α含量均明显升高（犘＜

０．０５）；补肾安胎冲剂高剂量组小鼠血清中ＶＨＬ含

量低于低、中剂量组（犘＜０．０５），ＨＩＦ１α含量高于

低、中剂量组（犘＜０．０５）。见表３。

表３　各组小鼠血清中ＶＨＬ、ＨＩＦ１α含量比较（珚狓±狊）

组　别 狀 ＶＨＬ／（ｐｇ／ｍＬ） ＨＩＦ１α／（ｐｇ／ｍＬ）

正　常 １０ ４２．５４±６．６６ ４８．４２±５．２４

模　型 １０ ８９．６０±９．６９ １７．８１±３．７６

黄体酮 １０ ６３．９３±４．５２＃ ４２．６６±５．２９＃

补肾安胎冲剂低剂量 １０ ７２．５９±６．０５＃□ ３３．４２±２．９８＃□

补肾安胎冲剂中剂量 １０ ５７．３９±８．３４＃△□ ３８．３０±４．１９＃△

补肾安胎冲剂高剂量 １０ ５０．５７±６．４８＃△□ ４２．５５±２．６６＃△◇

　　注：与正常组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５；

与黄体酮组比较，□犘＜０．０５；与补肾安胎冲剂低剂量组比

较，△犘＜０．０５；与补肾安胎冲剂中剂量组比较，◇犘＜０．０５

３．３　各组小鼠蜕膜 ＶＨＬ、ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达水

平比较　与正常组比较，模型组ＶＨＬｍＲＮＡ表达水

平显著升高（犘＜０．０５），ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达水平显著

降低（犘＜０．０５）；与模型组比较，各药物治疗组ＶＨＬ

ｍＲＮＡ表达水平显著降低（犘＜０．０５），ＨＩＦ１αｍＲＮＡ

表达水平显著升高（犘＜０．０５）；补肾安胎冲剂对ＶＨＬ、

ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达的影响具有剂量依赖性，以补肾安

胎冲剂高剂量作用最优（犘＜０．０５）。见表４。

３．４　免疫组织化学法检测的各组小鼠蜕膜组织中

ＶＨＬ、ＨＩＦ１α蛋白表达水平比较　ＶＨＬ、ＨＩＦ１α

在各组妊娠小鼠蜕膜组织中皆有表达，主要表达于

细胞的细胞浆中，除此之外在细胞核中也可见表达。

见图１。与正常组比较，模型组小鼠蜕膜组织中

ＶＨＬ蛋白表达水平显著升高（犘＜０．０５），ＨＩＦ１α

蛋白表达水平显著降低（犘＜０．０５）；与模型组比较，

各治疗组小鼠蜕膜组织中ＶＨＬ蛋白表达水平显著

下降（犘＜０．０５），ＨＩＦ１α蛋白表达水平显著升高

（犘＜０．０５）；补肾安胎冲剂降低模型小鼠蜕膜组织

中ＶＨＬ蛋白和升高 ＨＩＦ１α蛋白的作用具有明显

的剂量依赖性（犘＜０．０５）。见表５。

表４　各组小鼠蜕膜ＶＨＬ、ＨＩＦ１αｍＲＮＡ

相对表达水平比较（珚狓±狊）

组　别 狀 ＶＨＬｍＲＮＡ ＨＩＦ１αｍＲＮＡ

正　常 １０ ０．１０±０．０２ １．００±０．１０

模　型 １０ ６．８９±０．０５ ０．２８±０．０６

黄体酮 １０ ３．４５±０．０５＃ ０．７３±０．０６＃

补肾安胎冲剂低剂量 １０ ５．６４±０．０５＃□ ０．４１±０．０４＃□

补肾安胎冲剂中剂量 １０ ５．３７±０．０５＃□△ ０．５４±０．０４＃△□

补肾安胎冲剂高剂量 １０ ２．０８±０．０５＃□◇ ０．８９±０．０６＃□◇

　　注：与正常组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５；

与黄体酮组比较，□犘＜０．０５；与补肾安胎冲剂低剂量组比

较，△犘＜０．０５；与补肾安胎冲剂中剂量组比较，◇犘＜０．０５

表５　免疫组织化学法检测的各组小鼠蜕膜组织中

ＶＨＬ、ＨＩＦ１α蛋白表达水平比较（珚狓±狊）

组　别 狀 ＶＨＬ／１０－２ＩＯＤ ＨＩＦ１α／１０－２ＩＯＤ

正　常 １０ ３０．３２±２．０９ ４５．８１±１．７９

模　型 １０ ７９．９５±５．１８ ２１．２２±１．７８

黄体酮 １０ ５４．４１±４．８６＃ ３７．８７±１．１０＃

补肾安胎冲剂低剂量 １０ ６６．２５±３．８２＃□ ２８．９１±１．１９＃□

补肾安胎冲剂中剂量 １０ ６０．０４±４．５５＃□△ ３１．３３±１．４０＃□△

补肾安胎冲剂高剂量 １０ ３７．３０±３．５１＃□△◇ ４１．０１±１．７４＃□△◇

　　注：与正常组比较，犘＜０．０５；与模型组相比，＃犘＜０．０５；

与黄体酮组比较，□犘＜０．０５；与补肾安胎冲剂低剂量组比

较，△犘＜０．０５；与补肾安胎冲剂中剂量组比较，◇犘＜０．０５

３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测的各组小鼠蜕膜组织中

ＶＨＬ、ＨＩＦ１α蛋白表达水平比较　与正常组比较，

模型组小鼠蜕膜组织中ＶＨＬ蛋白表达水平显著升

高（犘＜０．０５），ＨＩＦ１α蛋白表达水平显著降低（犘＜

０．０５）；与模型组比较，各治疗组蜕膜组织中 ＶＨＬ

蛋白表达水平显著降低（犘＜０．０５），ＨＩＦ１α蛋白表

达水平显著升高（犘＜０．０５）；补肾安胎冲剂降低模

型小鼠蜕膜组织中 ＶＨＬ蛋白和升高 ＨＩＦ１α蛋白

的作用具有明显的剂量依赖性（犘＜０．０５）。见图２、

表６。

表６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测的各组小鼠蜕膜组织中ＶＨＬ、

ＨＩＦ１α蛋白表达水平比较（珚狓±狊）

组　别 狀 ＶＨＬ ＨＩＦ１α

正　常 １０ ０．２７±０．０５ １．３８±０．０１

模　型 １０ １．１２±０．０６ ０．３３±０．０２

黄体酮 １０ ０．７０±０．０４＃ １．１６±０．０３＃

补肾安胎冲剂低剂量 １０ １．０２±０．０７＃□ ０．６４±０．０４＃□

补肾安胎冲剂中剂量 １０ ０．８４±０．０６＃□△ ０．８３±０．０３＃□△

补肾安胎冲剂高剂量 １０ ０．５７±０．０５＃□△◇ １．１５±０．０４＃△◇

　　注：与正常组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５；

与黄体酮组比较，□犘＜０．０５；与补肾安胎冲剂低剂量组比

较，△犘＜０．０５；与补肾安胎冲剂中剂量组比较，◇犘＜０．０５
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　　注：Ａ．正常组；Ｂ．模型组；Ｃ．黄体酮组；Ｄ．补肾安胎冲剂低剂量组；Ｅ．补肾安胎冲剂中剂量组；Ｆ．补肾安胎冲剂高剂量组；

箭头所示棕黄色或棕褐色颗粒是ＶＨＬ、ＨＩＦ１α蛋白

图１　各组小鼠蜕膜组织中ＶＨＬ、ＨＩＦ１α蛋白表达水平比较（免疫组织化学法，１０×２０倍）

　　注：Ａ．正常组；Ｂ．模型组；Ｃ．黄体酮组；Ｄ．补肾安胎冲

剂低剂量组；Ｅ．补肾安胎冲剂中剂量组；Ｆ．补肾安胎冲剂高

剂量组

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组小鼠蜕膜

组织中ＶＨＬ、ＨＩＦ１α蛋白表达水平

４　讨论

ＲＳＡ属于中医“滑胎”范畴，是妊娠期的一种常

见疾病，ＲＳＡ主要是由“脾肾气血两虚”所致。目前

对于ＲＳＡ的治疗，中医主要通过补肾健脾法进行治

疗。《胎产指南》指出：“凡孕妇脾胃旺而血气充，则

胎安而正。”脾气主升，气能载胎，中气升提有力，胎

儿正常发育而不致堕胎。《傅青主女科》指出：“肾水

足而胎安，肾水亏而胎动。”肾主固胎，肾气盛则孕后

胞脉固胎有力，使胎无下坠之虑，说明胎儿生长发育

全赖母体之肾所系，脾胃化生之气血所养，气以载

之，冲任以固之。补肾安胎冲剂是基于此理论的一

种经验性复方，主要由菟丝子、桑寄生、续断、黄芪、

白术、黄芩等药物组成，具有补肾健脾、养血安胎的

作用。菟丝子能补肾，肾旺自能荫胎；桑寄生能养

血，强筋骨，使胎气强壮；续断亦为补肾要药；黄芪、

白术配伍，健脾益气安胎；白术、黄芩为安胎圣药，白

术健脾除湿，黄芩滋阴清热，合而用之养血健脾，清

化湿热，以安胎气。

ＨＩＦ１是一种异源二聚体，主要由 ＨＩＦ１α和

ＨＩＦ１β两个亚单位组成。ＨＩＦ１α作为唯一的活性

亚基，能调节多种基因的表达，如参与红细胞生成、

血管形成等生物学效应，同时还对胚胎及胎盘发育

起重要作用［１０］。有研究［１１１２］表明，ＨＩＦ１α通过诱

导或调控血管生成相关基因促进血管新生，如增加

ＶＥＧＦ等细胞因子的分泌从而调控动物对缺血反应

的适应。ＶＨＬ是一种蛋白质编码基因，参与 ＨＩＦ

的泛素化和降解［１３］。有研究［１４］表明，ＶＨＬ的关键

组成部分Ｅ３连接酶复合体可泛素化和降解 ＨＩＦ

１α，当ＶＨＬ蛋白失活会抑制Ｅ３连接酶复合体，从

而上调 ＨＩＦ１α的表达水平，过量的 ＨＩＦ１α会积聚

于细胞内，激活其靶基因转录，间接启动 ＶＥＧＦ、

Ｎｏｔｃｈ和ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ等信号通路，激活缺

血传导途径，促使肿瘤血管新生及肿瘤细胞的增殖。

另有研究［１５１６］表明，ＶＨＬ／ＨＩＦ１α信号通路对胚胎

的发育和机体组织的生长等均有重要的调控作用。

因此，本研究进一步从微观角度探讨经补肾安胎冲

剂干预后，ＶＨＬ、ＨＩＦ１α蛋白表达及这一信号通路

在ＲＳＡ过程中的作用。

ＣＢＡ／Ｊ×ＤＢＡ／２交配组合具有易患反复自然

性流产的特点，可以用作研究反复自然性流产的动

物模型［１７］。因此，本研究采用ＣＢＡ／Ｊ×ＤＢＡ／２交

配组合经典反复流产小鼠模型，观察补肾安胎冲剂

对ＲＳＡ小鼠胚胎丢失率、血清和蜕膜组织中ＶＨＬ、

ＨＩＦ１α表达的影响。结果发现，与正常组比较，模

型组ＲＳＡ小鼠胚胎丢失率高，血清中ＶＨＬ含量升

高，ＨＩＦ１α含量降低；蜕膜组织中 ＶＨＬｍＲＮＡ及

蛋白表达水平升高，ＨＩＦ１αｍＲＮＡ及其蛋白表达

水平下降。经药物干预后，ＲＳＡ小鼠胚胎丢失率降
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低；血清ＶＨＬ含量和蜕膜组织中 ＶＨＬｍＲＮＡ及

其蛋白表达水平明显降低，血清 ＨＩＦ１α含量和蜕

膜组织中ＨＩＦ１αｍＲＮＡ及其蛋白表达水平明显增

加，其中补肾安胎冲剂高剂量组效果最为显著。因

此可以推测，补肾安胎冲剂可能是通过ＶＨＬ／ＨＩＦ

１α信号通路诱导ＲＳＡ小鼠胎盘血管的形成，降低

胚胎丢失率，从而达到保胎的效果。因此，补肾安胎

冲剂可以作为一种潜在的、有益的中药复方制剂，用

于ＲＳＡ的预防和治疗中。
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补益肺肾汤对变应性哮喘大鼠

模型Ｔｈ１／Ｔｈ２的影响
陈　宏１，张　伟１，苏玉明１，宋倩男１，董国玉１，秦　琪１，陈　群２，隋博文３

（１．黑龙江中医药大学附属第一医院儿一科，黑龙江 哈尔滨　１５００４０；

２．黑龙江省哈尔滨市阿城区人民医院检验科，黑龙江 哈尔滨　１５０３００；

３．黑龙江中医药大学附属第一医院呼吸科，黑龙江 哈尔滨　１５０４００）

［摘要］目的　观察补益肺肾汤对变应性哮喘大鼠模型辅助性Ｔ淋巴细胞（ｈｅｌｐｅｒＴｃｅｌｌ，Ｔｈ）１／Ｔｈ２的影响，

探讨其治疗变应性哮喘的作用机制。方法　选取６０只雄性ＳＤ大鼠，将其随机分成正常对照组、模型组、生

理盐水组、补益肺肾组，每组１５只，采用０．５％磷酸组胺溶液超声雾化法复制变应性哮喘大鼠模型，最后一

次激发后处死大鼠，收集血清和支气管肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ），采用酶联免疫吸

附法检测大鼠血清免疫球蛋白Ｅ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｉｎＥ，ＩｇＥ）、白细胞介素４（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ４，ＩＬ４）和干扰素γ（ｉｎ

ｔｅｒｆｅｒｏｎｇａｍｍａ，ＩＦＮγ）水平，用流式细胞仪检测脾Ｔｈ１、Ｔｈ２细胞比例。结果　与正常对照组比较，模型

组大鼠血清ＩｇＥ和ＩＬ４水平均显著升高（犘＜０．０５）；与模型组比较，补益肺肾组血清ＩｇＥ和ＩＬ４水平均显

著降低（犘＜０．０５）；补益肺肾组大鼠血清ＩｇＥ和ＩＬ４水平显著低于生理盐水组（犘＜０．０５）。与模型组比较，

生理盐水组和补益肺肾组大鼠ＢＡＬＦ中ＩＬ４水平明显降低（犘＜０．０５），ＩＦＮγ水平明显上升（犘＜０．０５）；补

肾益肺组大鼠ＢＡＬＦ中ＩＦＮγ水平显著高于生理盐水组（犘＜０．０５）。与模型组比较，生理盐水组和补益肺

肾组大鼠脾中Ｔｈ１／Ｔｈ２明显上升（犘＜０．０５）；补肾益肺组大鼠脾中Ｔｈ１／Ｔｈ２显著高于生理盐水组（犘＜

０．０５）。结论　补益肺肾汤可能通过下调ＩＬ４水平和提高ＩＦＮγ水平，调节变应性哮喘大鼠体内Ｔｈ１／Ｔｈ２

失衡。

［关键词］变应性哮喘；补益肺肾汤；辅助性Ｔ细胞；免疫功能

［中图分类号］Ｒ５６２．２＋５　［ＤＯＩ］１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．２０９５７２４６．２０２０．０１．０１９

　　变应性哮喘是过敏原所引起的呼吸道慢性炎症

及气道过度反应而导致支气管过度收缩，气流阻塞
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和呼吸不顺的一种常见疾病［１］。其免疫病理机制为

过敏原活化免疫系统中的第２型辅助性Ｔ淋巴细

胞（ｈｅｌｐｅｒＴｃｅｌｌ，Ｔｈ）
［２３］。白细胞介素４（ｉｎｔｅｒｌｅｕ

ｋｉｎ４，ＩＬ４）可通过Ｂ细胞同型开关介导免疫球蛋

白Ｅ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｉｎＥ，ＩｇＥ）合成。变应原与ＩｇＥ交

联使肥大细胞和嗜碱性细胞迅速活化，组胺和白三

烯等递质的释放使血管通透性增加，平滑肌收缩和

黏液分泌增加［４］。晚期过敏反应的特征是嗜酸性粒
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