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寿胎丸通过调控 Nrf2 信号通路减轻人绒毛膜滋养层细胞的
氧化损伤治疗复发性流产
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（湖南中医药大学 中西医结合心脑疾病防治湖南省重点实验室，中西医结合学院，长沙 410208）

［摘要］ 目的：研究寿胎丸含药血清通过核因子 E2相关因子 2（Nrf2）信号通路对过氧化氢（H2O2）损伤的人绒毛膜滋养层

细胞（HTR-8/Svneo）的保护作用，并阐明其可能的机制。方法：细胞增殖与活性检测（CCK-8）法检测不同浓度的 H2O2 溶液

（25、50、100、200、400 μmol·L-1）对 HTR-8/Svneo 增殖的抑制作用，CCK-8 法筛选含药血清的最佳浓度。将细胞分为空白组、模

型组、地屈孕酮组、寿胎丸组，CCK-8 法检测含药血清对 H2O2诱导的 HTR-8/Svneo 细胞增殖活力的影响，酶联免疫吸附测定法

（ELISA）检测各组细胞内活性氧（ROS）含量；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测核 Nrf2、血红素加氧酶-1（HO-1）、醌氧化还原

酶 1（NQO1）、胱天蛋白酶-3（Caspase-3）、B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）蛋白表达；细胞免疫荧光检测 Nrf2、Bcl-2 的表达；实时荧光定

量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测 Nrf2、Caspase-3、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）mRNA 的表达。结果：CCK-8 法筛选 H2O2最

佳造模浓度为 50 μmol·L-1，含药血清的最佳体积分数为 10%。与空白组比较，模型组细胞的增殖活力显著降低（P<0.01），细
胞内 ROS 含量显著升高（P<0.01），Nrf2、HO-1、NQO1、Bcl-2 蛋白表达明显下降（P<0.05，P<0.01），Caspase-3、Bax 蛋白表达显著

上升（P<0.01），Nrf2 mRNA 表达显著降低（P<0.01），Caspase-3、Bax mRNA 的表达明显升高（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，

寿胎丸组细胞的增殖活力显著上升（P<0.01），细胞内 ROS 含量显著降低（P<0.01），Nrf2、HO-1、NQO1、Bcl-2 蛋白表达明显上

升（P<0.05，P<0.01），Caspase-3、Bax 蛋白表达明显下降（P<0.05，P<0.01），Nrf2 mRNA 表达明显升高（P<0.05），Caspase-3、Bax

mRNA 的表达明显降低（P<0.05，P<0.01）。结论：寿胎丸含药血清可以通过激活 Nrf2 信号通路来抑制 H2O2诱导的细胞凋亡，

对人绒毛膜滋养层细胞具有一定的保护作用。
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Shoutaiwan Ameliorates Oxidative Damage of Human Chorionic Trophoblast Cells by

Regulating Nrf2 Signaling Pathway to Treat Recurrent Abortion

SHEN Sinan，MU Zhenni，TANG Li，LEI Lei*

（College of Integrated Chinese and Western Medicine， Key Laboratory of Hunan Province for Integrated

Traditional Chinese and Western Medicine on Prevention and Treatment of Cardio-Cerebral Diseases，

Hunan University of Chinese Medicine， Changsha 410208， China）

［［Abstract］］ Objective：： To study the protective effect of Shoutaiwan-containing serum on the human

chorionic trophoblast cells（HTR-8/Svneo）exposed to hydrogen peroxide（H2O2）via the nuclear factor erythroid

2-related factor 2（Nrf2）signaling pathway and to decipher the underlying mechanism. Method：： The H2O2

solutions of 25，50，100，200，400 μmol·L-1 were used to treated the HTR-8/Svneo cells. The cell counting kit-8
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（CCK-8）was employed to measure the proliferation of the cells and further determine the optimal concentration

of H2O2 solution for modeling and the drug-containing serum. The cells were divided into a blank group，a model

group，a dydrogesterone group，and a Shoutaiwan group. The effect of drug-containing serum on H2O2-induced

proliferation of HTR-8/Svneo cells was detected by CCK-8 assay. The intracellular reactive oxygen species

（ROS）in each group was determined by enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）. Western blot was

employed to determine the protein levels of Nrf2，heme oxygenase-1（HO-1），quinone oxidoreductase 1

（NQO1），cysteine-containing aspartate-specific protease-3（Caspase-3），and B cell lymphoma/leukemia-2（Bcl-

2）. Cellular immunofluorescence was employed to detect the expression of Nrf2 and Bcl-2. Real-time

quantitative polymerase chain reaction（Real-time PCR）was carried out to examine the mRNA level of Nrf2，

Caspase-3，and Bcl-2 associated X protein（Bax）. Result：：The optimal concentration of H2O2 for modeling was

50 μmol·L-1，and the optimal concentration of drug-containing serum was 10%. Compared with the blank

group，the modeling decreased the proliferation of cells（P<0.01），increased the intracellular ROS（P<0.01），
down-regulated the protein levels of Nrf2，HO-1，NQO1，and Bcl-2（P<0.05，P<0.01），up-regulated the

protein levels of Caspase-3 and Bax（P<0.01），down-regulated the mRNA level of Nrf2（P<0.01），and up-

regulated the mRNA levels of Caspase-3 and Bax（P<0.05，P<0.01）. Compared with the model group，

Shoutaiwan-containing serum increased the proliferation of cells（P<0.01），reduced the intracellular ROS（P<

0.01），up-regulated the protein levels of Nrf2，HO-1，NQO1，and Bcl-2（P<0.01），down-regulated the protein

levels of Caspase-3 and Bax（P<0.05，P<0.01），up-regulated the mRNA level of Nrf2（P<0.05），and down-

regulated the mRNA levels of Caspase-3 and Bax（P<0.05，P<0.01）. Conclusion：： Shoutaiwan-containing

serum can inhibit H2O2-induced apoptosis by activating the Nrf2 signaling pathway and has protective effect on

human chorionic trophoblast cells.

［［Keywords］］ Shoutaiwan；oxidative stress；apoptosis；human chorionic trophoblast cells；nuclear factor

erythroid 2-related factor 2

复发性流产（RSA）是指与同一性伴侣，在妊娠

28 周之前，发生 3 次或以上的妊娠丢失［1］。RSA 的

病因复杂，除目前已知的染色体异常、解剖异常、内

分泌代谢异常、自身免疫性疾病及感染等因素外，

仍有高达 50% 以上的 RSA 无法明确其致病原因，称

为原因不明复发性流产（URSA）［2-5］。氧化应激是机

体氧化和抗氧化系统失去平衡产生的病理状态，其

在复发性流产的病理生理中发挥着重要作用［6］。氧

化应激可引起卵母细胞减数分裂停滞［7］、滋养细胞

损伤［8］等，最终导致流产的发生。因此，缓解细胞氧

化损伤和凋亡是防治 RSA 的重要策略。

寿胎丸出自清代名医张锡纯的《医学衷中参西

录》，由菟丝子、续断、桑寄生、阿胶 4 味药物组成，具

有补肾、固冲、安胎的作用，大量临床和实验研究均

证实该方对防治 RSA 发挥着重要作用［9-11］。核因子

E2相关因子 2（Nrf2）介导的信号通路是机体抗氧化

应激的重要信号通路。Nrf2 可以驱动 300 多个抗氧

化反应元件（ARE）来调控基因的转录，从而参与外

源性解毒、氧化还原调节、蛋白质稳定等关键的细

胞过程［12］。研究证明，Nrf2 对妊娠早期机体发生的

氧化损伤具有保护作用，过表达其下游基因血红素

加氧酶 -1（HO-1）的表达可防止流产的发生［13］。过

氧化氢（H2O2）作为活性氧（ROS）诱导剂之一，常被

用于诱导细胞氧化应激和死亡［14］。因此，本实验拟

通过 H2O2诱导人绒毛膜滋养层细胞（HTR-8/Svneo）
建立氧化损伤模型，探索寿胎丸的抗氧化作用及其

可能机制，为其临床推广应用提供理论依据。

1 材料

1.1 动物 SPF 级雌性 SD 大鼠 24 只，体质量（220±

20）g，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，大

鼠合格证号 SCXK（湘）2019-0004，在湖南中医药大

学动物实验中心 SPF 级动物房饲养，饲养湿度（50±

5）%，温度（22±2）℃，昼夜 12 h/12 h 间断照明，适应

性喂养 7 d 后进行实验。实验已通过湖南中医药大

学 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 ，伦 理 审 批 号 为

LL2020070104。

1.2 细胞株 人绒毛膜滋养层细胞 HTR-8/Svneo

细胞系由上海美湾生物科技有限公司提供，货号

C1016，传至第 3 代用于后续实验。

1.3 药物与试剂 寿胎丸由菟丝子 30 g、桑寄生
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15 g、续断 15 g、阿胶 15 g 组成，饮片均购自湖南中

医 药 大 学 第 一 附 属 医 院 药 剂 科（ 货 号 均 为

20200618），由湖南中医药大学第一附属医院药剂

科主任戴冰教授进行筛选、鉴定，符合 2020 年版《中

华人民共和国药典》规定标准。根据课题组前期研

究，采用水提醇沉法制备寿胎丸药液［15］，将菟丝子、

续断、桑寄生经浸泡、煎煮、浓缩后加入乙醇，使醇

含量达 65%，4 ℃冷藏 24 h 后将醇液滤过、回收至药

液无醇味；将阿胶烊化后与药液混合，过滤沉淀；滤
液冷藏静置，待无沉淀析出后，加蒸馏水调 pH6.5~

7.0，浓缩成生药质量浓度为 2 g·mL-1，分装后保存

备用。地屈孕酮片（荷兰 Abbott Biologicals B.V. 公

司，批号 H20170221）；过氧化氢溶液（美国 Sigma-

Aldrich 公司，货号 323381）；细胞增殖与活性检测

（CCK-8）试剂盒（上海碧云天生物科技有限公司，批

号 C0039）；活 性 氧（ROS）酶 联 免 疫 吸 附 测 定 法

（ELISA）试剂盒（上海江莱生物科技有限公司，批号

JL13783）；兔 Nrf2 抗体、HO-1 抗体、醌氧化还原酶 1

（NQO1）抗体、甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗
体、辣根过氧化物酶（HRP）标记羊抗兔二抗、HRP

标记羊抗鼠二抗、羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G（H+L）
Fluor594 荧光二抗（美国 Affinity 公司，货号分别为

AF0639、AF5393、DF6437、AF7021、S0001、S0002、

S0006）；胱天蛋白酶 -3（Caspase-3）、B 细胞淋巴瘤 -2

（Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）抗体（上海艾比玛

特 医 药 科 技 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 M005851、

T40056、T40051）；超纯总 RNA 提取试剂盒（杭州新

景生物试剂开发有限公司，批号 5003050）；cDNA 反

转录试剂盒、SYBR 染料（苏州近岸蛋白质科技股份

有限公司，批号分别为 E047、E096）。
1.4 仪器 SW-CJ-1FD 型超净工作台（苏州安泰空

气技术有限公司），Gel Doc XR+凝胶成像系统、

T100™Thermal Cycler 型实时荧光定量聚合酶链式

反应（Real-time PCR）仪、Cytation3 型全自动细胞成

像多功能检测系统（美国 Bio-Rad 公司），Axio Vert.

A1 型倒置式材料金相显微镜（德国 Zeiss 公司），
Tissue FAXS 全景组织细胞定量分析系统（奥地利

Tissue Gnostics公司）。
2 方法

2.1 含药血清制备 24 只 SD 大鼠随机分为 3 组，

即空白组、地屈孕酮组、寿胎丸组，适应性喂养 7 d

后予以灌胃。以人的临床用量计算，按人与动物体

表面积换算及稀释倍数计算，得出大鼠灌胃剂量，

即寿胎丸组予以 20.25 g·kg-1灌胃，地屈孕酮组予地

屈孕酮水溶液 2.7 g·kg-1灌胃，空白组予以等体积蒸

馏水灌胃，1 次/d，连续 7 d。末次给药 60 min 后，用

3% 的戊巴比妥钠按 30 mg·kg-1 麻醉后经腹主动脉

取血，静置 1 h，3 500 r·min-1 离心 10 min（离心半径

10 cm），吸取上层血清，在 56 ℃水浴锅中补体灭活

30 min、0.22 μm 无 菌 滤 膜 过 滤 除 菌 后 分 装 置

于−80 ℃保存备用。

2.2 细胞培养 将 HTR-8/Svneo 细胞接种于 RPMI

1640 完全培养基中，在含有 5% CO2的 37 ℃恒温培

养箱中进行培养，每 2 d 换液 1 次，用 0.25% 胰蛋白

酶消化传代，取对数生长期细胞进行实验。

2.3 H2O2 诱导 HTR-8/Svneo 细胞氧化损伤模型的

建 立 用 0.25% 的 胰 蛋 白 酶 将 处 于 对 数 生 长 期

HTR-8/Svneo 细胞消化后制成细胞悬液，细胞计数

后以 5×103 个/孔接种于 96 孔板中，置于培养箱培

养，待细胞贴壁后弃去旧培养基。磷酸盐缓冲液

（PBS）洗 2 遍后，分别加入完全培养基稀释的最终

浓度为 25、50、100、200、400 μmol·L-1 的 H2O2 工作

液，空白组加入不含 H2O2 工作液的完全培养基，每

组 5 个复孔，置于培养箱培养 12 h。弃去培基，用

PBS 洗 2 次后每孔加入 CCK-8 工作液 110 μL，培养

箱中孵育 2 h，使用酶标仪测定 450 nm 波长处各孔

的吸光度 A，以不含细胞只有 CCK-8 工作液的孔作

为 调 零 孔 ，计 算 细 胞 存 活 率 。 细 胞 存 活 率 ＝

（AH2O2组
-A 调零孔）÷（A 空白组-A 调零孔）×100%。

2.4 CCK-8 法筛选含药血清对 HTR-8/Svneo 细胞

作用浓度 实验将细胞分为无血清组、空白组、地

屈孕酮组、寿胎丸组，无血清组加入不含血清的

RPMI 1640 培养基，空白组、地屈孕酮组、寿胎丸组

每组又分为 5%、10%、15%、20% 4 个浓度，分别加入

用培养基稀释的相应浓度的空白组血清、地屈孕酮

含药血清、寿胎丸含药血清，每组设 5 个复孔。将细

胞以 5×103个/孔接种于 96 孔板中，置于含有 5% CO2

的 37 ℃恒温培养箱中培养，待细胞贴壁后弃去旧培

养基，PBS 洗 2 次。除无血清组外，各组加入用培养

基稀释的相应浓度的含药血清，无血清组加入不含

血清的 RPMI 1640 培养基，置于 37 ℃、5% CO2培养

箱培养 12 h。弃去培基，PBS 洗 2 次后每孔加入

CCK-8 工作液 110 μL，于培养箱中继续孵育 2 h，

450 nm 处测定各孔的 A，计算细胞存活率。

2.5 分组及给药 用 0.25% 的胰蛋白酶将处于对

数生长期 HTR-8/Svneo 细胞消化后制成细胞悬液，

以 2×106个/孔接种于 6 孔板中，置于培养箱中培养。

待细胞贴壁后，将细胞分为空白组、H2O2组、地屈孕
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酮组、寿胎丸组，弃去旧培养基，PBS 洗 2 次，空白

组、H2O2 组予以 10% 的空白血清干预 12 h，地屈孕

酮组、寿胎丸组分别予以 10% 地屈孕酮含药血清、

10% 寿胎丸含药血清干预 12 h。吸弃旧培养基，除

空白组外，其余各组加入 H2O2（50 μmol·L-1）继续培

养 12 h。

2.6 CCK-8 法测定 HTR-8/Svneo 的增殖活力 将

细胞以 5×103 个/孔接种于 96 孔板中，按 2.5 项下方

法处理各组细胞，弃去旧培养基，用 PBS 洗 2 次后每

孔加入 CCK-8 工作液 110 μL，于培养箱中继续孵育

2 h，450 nm 处测定各孔的 A，计算细胞存活率。

2.7 ELISA 检测各组细胞内 ROS 含量 按 2.5 项中

的方法处理各组细胞，弃去旧培养基，收集细胞，进

行细胞计数后按每 1×106 个细胞加入制成细胞悬

液，用 20 kHz 频率，150 W 功率的细胞超声破碎仪

在冰浴中进行超声破碎，每破碎 2 s，间隔 3 s，反复

破碎 3 次，4 ℃、10 000 r·min-1离心 10 min（离心半径

5 cm），取上清液，按 ROS ELISA 试剂盒说明书操

作，450 nm 波长检测各孔 A，计算细胞中 ROS 含量。

2.8 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测细胞中

Nrf2、HO-1、NQO1、Caspase-3 蛋白的表达 将密度

为 2×105 个/mL 的细胞悬液接种于 6 孔板中，每孔

2 mL，按 2.5 项中方法处理各组细胞，处理结束后用

PBS 洗 3 遍，用细胞刮板收集细胞，使用 BCA 试剂

盒检测蛋白浓度，将各组蛋白质量浓度定为 3 g·L-1

配制样品。将定量后的样品与标准品蛋白上样进

行凝胶电泳；5% 脱脂奶粉封闭 1 h，TBST 漂洗 3 次，

4 ℃过夜孵育一抗［GAPDH（1∶2 万）、Nrf2、HO-1、

NQO1、Caspase-3、Bcl-2、Bax（1∶2 000）］，次日弃去

一抗，洗膜后 37 ℃孵育二抗（1∶1 万）1 h，孵育完成

后弃去二抗，洗膜，ECL 显影液显影，使用 Image Lab

软件分析目的条带灰度值。

2.9 免疫荧光法检测 Nrf2、Bcl-2 蛋白的表达 将

细胞爬片放入 24 孔板，将密度为 1×104 个/mL 的细

胞悬液接种于孔板中，置于 5% CO2、37 ℃培养箱中

培养 12 h，按 2.5 项下方法处理细胞，弃去旧培养基，

预冷 PBS 洗涤爬片 2 次，4% 多聚甲醛固定 20 min，

PBS 洗涤 3 次，加入 0.5% 曲拉通 X-100 通透 30 min，

PBS 洗涤 3 次，一抗 4 ℃孵育过夜［Nrf2（1∶300）、
Bcl-2（1∶300）、GAPDH（1∶200）］。次日，弃去一抗，

用 PBS 洗 涤 3 次 ，羊 抗 兔 IgG（H+L）Fluor594

（1∶300）37 ℃避光孵育 1 h，PBS 洗 3 次，加入 DAPI

染核 5 min，PBS 洗 3 次，将爬片勾出，吸水纸吸干水

分后滴加抗荧光衰减封片剂封片，全景组织细胞定

量分析系统观察并拍照，使用 Image J软件分析。

2.10 Real-time PCR 检测 Nrf2、Caspase-3、Bax 的

mRNA 表达 按 2.5 项下方法处理细胞后收集细

胞，超纯总 RNA 提取试剂盒提取各组细胞总 RNA，

测定 RNA 样品浓度及纯度后，逆转录为 cDNA，置

于−80 ℃冰箱保存备测。自行设计引物，由北京擎

科生物科技有限公司合成，序列见表 1。循环参数

为 95 ℃预变性 90 s，95 ℃变性 20 s，60 ℃退火 20 s，

72 ℃延伸 60 s，40 个循环。以 GAPDH 为内参，采用

2-ΔΔCt法进行相对定量。

2.11 统计学方法 采用 SPSS 25.0 软件进行统计

分析，数据以 x̄ ± s 表示，多组间比较采用单因素方

差分析，若方差齐，各组两两比较采用最小显著性

差异法（LSD），若方差不齐，采用 Dunnett's T3 法，以

P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 H2O2 诱导 HTR-8/Svneo 细胞氧化损伤模型的

建立 为选择合适的 H2O2 的浓度建立细胞氧化损

伤 模 型 ，通 过 CCK-8 检 测 不 同 浓 度 H2O2 处 理

HTR-8/Svneo 细胞的增殖情况。CCK-8 结果表明，

与空白组比较，H2O2 组细胞存活率显著下降（P<

0.01），且呈浓度依赖性；50 μmol·L-1 H2O2溶液处理

细胞 12 h 后，HTR-8/Svneo 细胞存活率为 52.32%，最

接近半数致死量，故选用该浓度作为造模浓度。

见表 2。

3.2 对 HTR-8/Svneo 细胞存活率的影响 CCK-8

结果表明，与无血清组比较，体积分数为 5%、15%、

20% 的空白组、地屈孕酮组、寿胎丸组含药血清处

理 后 的 HTR-8/Svneo 细 胞 存 活 率 显 著 降 低（P<

0.01）；体积分数为 10% 空白组、地屈孕酮组、寿胎丸

组含药血清处理后的 HTR-8/Svneo 细胞存活率优于

5%、15% 和 20% 的含药血清处理后的 HTR-8/Svneo

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

引物

Nrf2

Caspase-3

Bax

GAPDH

序列（5'-3'）
上游 CAACTACTCCCAGGTTGCCC

下游 AGTGACTGAAACGTAGCCGA

上游 GGCGGTTGTAGAAGAGTTTCG

下游 CACGGCCTGGGATTTCAAG

上游 ACATGGAGCTGCAGAGGATG

下游 CAGGGACATCAGTCGCTTCA

上游 CTGGGCTACACTGAGCACC

下游 AAGTGGTCGTTGAGGGCAATG

长度/bp

129

101

299

101
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细胞，因此选用 10% 的含药血清作为给药浓度。

见表 3。

3.3 对造模后 HTR-8/Svneo 细胞存活率影响 与

空白组比较，模型组的细胞存活率显著下降（P<

0.01）；与模型组比较，地屈孕酮组、寿胎丸组的细胞

生存率明显提高（P<0.05，P<0.01）。见表 4。

3.4 对 HTR-8/Svneo 细胞内 ROS 含量的影响 与

空白组比较，模型组细胞中 ROS 含量显著升高（P<

0.01）；与模型组比较，地屈孕酮组、寿胎丸组细胞中

的 ROS 含量显著降低（P<0.01）。见表 5。

3.5 对 HTR-8/Svneo 细 胞 内 Nrf2、HO-1、NQO1、

Caspase-3、Bcl-2、Bax 蛋白表达的影响 与空白组

比较，模型组细胞 Nrf2、HO-1、NQO1、Bcl-2 蛋白表

达明显降低（P<0.05，P<0.01），Caspase-3、Bax 蛋白

表达显著升高（P<0.01）；与模型组比较，寿胎丸组细

胞 Nrf2、HO-1、NQO1、Bcl-2 蛋白表达明显升高（P<

0.05，P<0.01），Caspase-3、Bax 蛋白表达明显降低

（P<0.05，P<0.01）。见表６、图１。

表 4 含药血清对造模后 HTR-8/Svneo 细胞存活率的影响（x̄± s，

n=5）

Table 4 Effect of Shoutaiwan drug-containing serum on survival

rate of HTR-8/Svneo cells after modeling（x̄± s，n=5）

组别

空白组

模型组

地屈孕酮组

寿胎丸组

浓度

10% 空白血清

10% 空白血清+50 μmol·L-1 H2O2

10% 含药血清+50 μmol·L-1 H2O2

10% 含药血清+50 μmol·L-1 H2O2

细胞存活率/%

100.00±9.81

68.98±7.041）

81.44±5.441，2）

91.90±6.293）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01

表 6 寿胎丸含药血清对各组细胞 Nrf2、HO-1、NQO1、Caspase-3、Bcl-2、Bax蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of Shoutaiwan drug-containing serum on Nrf2，HO-1，NQO1，Caspase-3，Bcl-2 and Bax proteins in cells of each group

（x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

地屈孕酮组

寿胎丸组

浓度

10% 空白血清

10% 空白血清+50 μmol·L-1 H2O2

10% 含药血清+50 μmol·L-1 H2O2

10% 含药血清+50 μmol·L-1 H2O2

Nrf2

/GAPDH

0.87±0.10

0.59±0.051）

0.97±0.104）

0.94±0.144）

HO-1

/GAPDH

0.61±0.15

0.30±0.032）

0.46±0.12

0.53±0.103）

NQO1

/GAPDH

1.07±0.09

0.59±0.051）

0.81±0.33

1.08±0.253）

Caspase-3

/GAPDH

0.59±0.16

1.25±0.082）

1.03±0.331）

0.75±0.183）

Bax

/GAPDH

0.63±0.16

1.18±0.112）

1.01±0.062）

0.58±0.054）

Bcl-2

/GAPDH

2.77±0.71

1.64±0.611）

2.32±0.58

3.21±0.114）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 7 和表 8 同）

表 2 不同浓度的 H2O2对细胞生存率的影响（x̄± s，n=5）

Table 2 Effect of different concentrations of H2O2 on cell viability

（x̄± s，n=5）

组别

空白组

H2O2组

浓度/μmol·L-1

25

50

100

200

400

细胞存活率/%

100.00±5.02

74.14±1.981）

52.32±1.791）

31.14±3.071）

13.09±1.251）

7.36±1.051）

注：与空白组比较 1）P<0.01

表 3 寿胎丸含药血清对细胞生存率的影响（x̄± s，n=5）

Table 3 Effect of Shoutaiwan drug-containing serum on cell

viability（x̄± s，n=5）

组别

无血清组

空白组

地屈孕酮组

寿胎丸组

体积分数/%

5

10

15

20

5

10

15

20

5

10

15

20

细胞存活率/%

100.00±8.19

83.74±4.531）

96.42±4.96

85.63±6.831）

81.54±5.191）

79.80±1.851）

92.86±5.49

85.68±4.431）

81.36±7.711）

78.22±3.771）

94.56±5.27

85.70±4.461）

74.60±7.231）

注：与无血清组比较 1）P<0.01

表 5 寿胎丸含药血清对各组细胞 ROS含量的影响（x̄± s，n=4）

Table 5 Effect of Shoutaiwan drug-containing serum on ROS

content in cells of each group（x̄± s，n=4）

组别

空白组

模型组

地屈孕酮组

寿胎丸组

浓度

10% 空白血清

10% 空白血清+50 μmol·L-1 H2O2

10% 含药血清+50 μmol·L-1 H2O2

10% 含药血清+50 μmol·L-1 H2O2

ROS/U·L-1

8.62±5.372）

99.48±36.441）

40.85±11.651，2）

11.43±4.482）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01
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3.6 对 HTR-8/Svneo 细胞内 Nrf2、Bcl-2 蛋白平均

荧光强度的影响 与空白组比较，模型组和地屈孕

酮组的 Nrf2、Bcl-2 的平均荧光强度明显下降（P<

0.05，P<0.01），寿胎丸组 Bcl-2 平均荧光强度明显下

降（P<0.05）；与模型组比较，寿胎丸组 Nrf2、Bcl-2 的

平均荧光强度显著升高（P<0.01）。见图 2、表 7。

3.7 对 HTR-8/Svneo 细 胞 内 Nrf2、Caspase-3、Bax

的 mRNA 表达的影响 与空白组比较，模型组 Nrf2

mRNA 相对表达水平显著降低（P<0.01），Caspase-3、

Bax 的 mRNA 相 对 表 达 水 平 明 显 上 升（P<0.05，

P<0.01）；与模型组比较，寿胎丸组 Nrf2 mRNA 相对

表达明显上升（P<0.05），Caspase-3、Bax mRNA 相对

表达水平明显下降（P<0.05，P<0.01）。见表 8。

4 讨论

RSA 是女性妊娠常见的并发症之一，RSA 患者

的妊娠结局不仅是患者和妇产科医生关心的问题，

而且涉及优生优育、国家经济和政策等诸多领域，

其防治已成为国内外生殖领域研究的重点，深受各

国专家的关注。RSA 的发生发展与多种因素有关，

氧化应激引起的细胞凋亡是 RSA 的重要原因之一，

使用抗氧化剂可以有效防治 RSA 的发生［16-17］。

中医学中无 RSA 的病名，根据其“屡孕屡堕、应

注：A.空白组；B.模型组；C.地屈孕酮组；D.寿胎丸组（图 2 同）
图 1 各组细胞 Nrf2、HO-1、NQO1、Caspase-3、Bcl-2、Bax蛋白表达

电泳

Fig. 1 Electrophoresis of Nrf2，HO-1，NQO1，Caspase-3，Bcl-2

and Bax protein expression in each group of cells

图 2 寿胎丸含药血清对各组细胞中 Nrf2、Bcl-2平均荧光强度的影响（免疫荧光，×200）
Fig. 2 Effect of Shoutaiwan drug-containing serum on average fluorescence intensity of Nrf2 and Bcl-2 in cells of each group（IF，×200）
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期而下”的临床特点，归属于“滑胎”“数堕胎”范畴。

中医认为“肾主生殖，胞络系于肾”，滑胎本于肾虚

所致冲任虚衰、胎失所养，胎结不实。因此，历代医

家重视补肾安胎法以防治滑胎。寿胎丸由炒菟丝

子、桑寄生、续断、阿胶 4 味药组成，君药菟丝子多脂

微辛，阴中有阳，守而能走，为补肾安胎要药；臣药

桑寄生补肝肾，养血安胎；续断补益肝肾，调理冲

任；阿胶补血止血。四药合用，补肾固冲安胎，为治

疗滑胎的验方。研究发现，菟丝子、桑寄生具有良

好的抗氧化性，菟丝子水提取物可以保护小鼠成骨

细胞 MC3T3-E1 细胞免受叔丁基过氧化氢的损伤，

桑寄生提取液可以提高超氧化物歧化酶（SOD）的
活性，加强清除超氧化物自由基的能力［18-19］。

正常生理状态下，体内存在着氧化/抗氧化平

衡。病理状态下，机体受到各种内外因素的刺激，

线粒体 ROS 产生过多，体内氧化/抗氧化失去平衡，

则会启动氧化应激，进而引起细胞损伤。Nrf2/HO-1

信号通路是细胞抗氧化防御机制的一个重要组成

部分，当 ROS 过量产生时，Nrf2 被激活易位到细胞

核，识别并激活 ARE，进而诱导下游 NQO1、HO-1 等

下游抗氧化基因的表达［20］。有研究报道 Nrf2 信号

通路的失调与流产、先兆子痫和胎儿宫内发育迟缓

等不良出生结局有关［21-22］。

细胞凋亡是指细胞的程序性死亡，在维持机体

内环境稳态中发挥着重要作用。Caspase 是细胞凋

亡的关键介质，其中 Caspase-3 是一种被频繁激活的

死亡蛋白酶，可由降低的线粒体膜电位激活，进而

引起不可逆的凋亡过程［23-24］。Bcl-2 家族蛋白是通

过调节促凋亡与抗凋亡之间的平衡来维持线粒体

的完整性的一类关键蛋白［25］。Bcl-2 为抗凋亡因子，

可 抑 制 线 粒 体 释 放 细 胞 色 素 C（Cyt C），抑 制

Caspase 级联反应发生，从而抑制细胞凋亡；Bax 为

促凋亡蛋白，可被激活易位到线粒体膜上，引起线

粒体功能障碍，进而诱导细胞凋亡［26］。

本研究结果发现 H2O2 诱导后 HTR-8/Svneo 细

胞活力下降 ROS 生成显著增加，细胞凋亡率显著升

高，表明 H2O2引起了氧化应激及细胞凋亡。通过对

Nrf2、HO-1、NQO1、Caspase-3、Bcl-2、Bax 进行检测，

发现 H2O2 诱导后细胞内 Nrf2、HO-1、NQO1 蛋白表

达明显降低，Caspase-3、Bax 蛋白表达明显升高，

Bcl-2 蛋白表达明显降低；Nrf2 的 mRNA 表达升高，

Caspase-3、Bax mRNA 表达升高，表明 H2O2 诱导的

氧化应激可抑制 Nrf2 信号通路促进细胞凋亡。而

寿胎丸能显著提高 H2O2 诱导后 HTR-8/Svneo 细胞

活力，抑制 ROS 的产生，提高 Nrf2、HO-1、NQO1、

Bcl-2 的表达，减低 Caspase-3、Bcl-2 的表达，表明寿

胎丸可能通过激活 Nrf2 信号通路来抑制细胞凋亡，

从而减轻氧化应激引起的细胞损伤。

综上所述，寿胎丸可通过激活 Nrf2 信号通路抑

制氧化应激减轻 H2O2 诱导的 HTR-8/SVneo 细胞损

伤，这可能是寿胎丸防治 RSA，发挥其安胎作用的

机制之一。但本研究仅对 Nrf2 信号通路相关指标

进行直接验证，未使用通路抑制剂对细胞进行处理

来进行反向验证，下一步将采用 Nrf2 抑制剂 HTR-8/

SVneo 细胞进行处理，以期得出更严谨的结论。
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表 7 寿胎丸含药血清对各组细胞中 Nrf2、Bcl-2相对表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 7 Effect of Shoutaiwan drug-containing serum on relative expression levels of Nrf2 and Bcl-2 in each group of cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

地屈孕酮组

寿胎丸组

浓度

10% 空白血清

10% 空白血清+50 μmol·L-1 H2O2

10% 含药血清+50 μmol·L-1 H2O2

10% 含药血清+50 μmol·L-1 H2O2

Nrf2/GAPDH

39.19±8.90

22.60±2.342）

24.69±0.821）

38.84±5.734）

Bcl-2/GAPDH

50.91±6.48

22.01±2.892）

29.22±2.412）

37.41±5.542，4）

表 8 寿胎丸含药血清对各组细胞 Nrf2、Caspase-3、Bax mRNA表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 8 Effect of Shoutaiwan drug-containing serum on expression of Nrf2，Caspase-3 and Bax mRNA in each group of cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

地屈孕酮组

寿胎丸组

浓度

10% 空白血清

10% 空白血清+50 μmol·L-1 H2O2

10% 含药血清+50 μmol·L-1 H2O2

10% 含药血清+50 μmol·L-1 H2O2

Nrf2

1.02±0.24

0.47±0.222）

0.79±0.06

0.95±0.123）

Caspase-3

1.00±0.03

1.95±0.181）

1.43±0.032）

1.14±0.213）

Bax

1.00±0.00

2.64±0.352）

1.12±0.084）

0.84±0.044）
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