
加味寿胎丸联合黄体酮调节NKG2D、NKG2A表达治
疗肾虚型URSA作用机制研究

曹卫平1,2,师伟2,李霞3,马青1,吴美玲2,王东梅2*

(1.山东中医药大学第一临床医学院,山东 济南 250014;2.山东中医药大学附属医院,山东 济南 250014;3.山东省医学科学

院基础医学研究所,山东 济南 250062)

摘要:目的 探讨NK细胞活性变化在不明原因复发性流产(URSA)发病中的机制;加味寿胎丸联合黄体酮通过调节 NK细

胞受体表达变化诱导母胎免疫耐受治疗URSA的作用机制。方法 选取加味寿胎丸联合黄体酮治疗肾虚型URSA成功患者

20例,并选取同期URSA妊娠丢失组及健康早孕(HEP)组各15例,以流式细胞术检测各组外周血NKG2D、NKG2A的表达,

并比较URSA妊娠组治疗后与健康早孕组血E2、P、β􀆼HCG水平。结果 URSA妊娠丢失组pNK细胞 NKG2D呈高表达及

NKG2A呈低表达,与 HEP组比较有显著统计学意义(P<0.01)。URSA妊娠组治疗后pNK细胞 NKG2D表达水平明显低

于治疗前,与 HEP组比较有统计学意义(P<0.05),与URSA妊娠丢失组比较有显著统计学意义(P<0.01);NKG2A表达水

平明显高于治疗前(P<0.01),与 HEP组比较无统计学意义,与URSA妊娠丢失组比较有显著统计学意义(P<0.01)。经加

味寿胎丸联合黄体酮治疗后,URSA妊娠组血清E2、P、β􀆼HCG水平与 HEP组分别比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。结

论 NK细胞受体NKG2D、NKG2A的表达参与了URSA的发病;加味寿胎丸联合黄体酮能通过下调URSA患者NKG2D的

表达水平,上调NKG2A的表达水平介导母胎免疫耐受治疗 URSA;固肾安胎法是治疗肾虚型 URSA的有效方法,加味寿胎

丸是治疗肾虚型URSA的有效方剂。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToinvestigateNKcellsactivitychangesintheoccurrenceofURSA andexplaintheactionmecha-
nismofcombinedGushenAntaiexperiencedformula"JiaweishoutaiWan"andprogesteroneinthetreatmentofURSAbyregu-

latingexpressionchangesofNKcellreceptortoinduceimmunetolerance METHODS Twentypatientswithkidneydeficiency
typeURSAsuccessfullytreatedbycombinedJiaweishoutaiWanandprogesteronewerechosen AndURSApregnancylosspa-
tientsandHEPpatientsatthesameperiodwereselected 15casesineachgroup TheexpressionofNKG2DandNKG2Ain

peripheralbloodweredetectedbyflowcytometry ThelevelsofE2 Pandβ􀆼HCGintheURSApregnancygroupandHEP

groupwerecomparedaftertreatment RESULTS InURSApregnancylossgroup theexpressionofNKG2DofNKcellswas
higherandNKG2Awaslower thedifferenceswerestatisticallydifferentcomparedwithHEPgroup P<0 01  NKG2Dex-

pressionlevelofpNKcellsinURSApregnancygroupwassignificantlylowerthanthatofpretreatment andthedifferencewas

statisticallydifferentcomparedwithURSApregnancylossgroup P<0 01  andtheNKG2Aexpressionlevelwasobviously
higherthanthatofpretreatment P<0 01  thedifferencewasnotstatisticallysignificantcomparedwithHEPgroup andthe
differencewasstatisticallydifferentcomparedwithURSApregnancylossgroup P<0 01  AftertreatingwithcombinedJia-
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weishoutaiWanandprogesterone thebloodserumE2 Pandβ􀆼HCGlevelsinURSApregnancygroupwereallnotsignificant-
lydifferentwiththatintheHEPgroup P>0 05  CONCLUSION TheexpressionofNKcellsreceptorsincludingNKG2D
andNKG2AisinvolvingintheoccurrenceofURSA ThecombinedJiaweishoutaiWanandprogesteronecantreatURSAby
downregulatingtheNKG2DexpressionlevelsofURSApatientsandupregulatingNKG2Aexpressionlevelstoinducematernal
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  不明原因复发性流产(URSA)的发生率呈逐年

上升趋势,超过80%的 URSA由免疫因素导致[1]。
胚胎及胎儿的正常发育有赖于母胎之间的免疫耐受

状态,自然杀伤细胞(NK细胞)作为维持母胎免疫

耐受的一类主要免疫细胞,通过针对性识别特定靶

细胞并发挥分泌功能,对妊娠的免疫调节起到至关

重要的作用,而一旦其免疫调节作用失衡则可能发

生自然流产[2]。URSA在中医学中属“滑胎”、“数
堕胎”范畴,我们以固肾安胎法为治疗原则创立的加

味寿胎丸治疗肾虚型 URSA,临床疗效确切,但其

作用靶点与治疗机制尚不明确。本研究旨在探讨

NK细胞受体NKG2D、NKG2A在URSA发病中的

作用,并观察加味寿胎丸联合黄体酮治疗前后 UR-
SA患者外周血NK(pNK)细胞受体的表达变化,为
解析母胎免疫耐受机理提供思路,阐释加味寿胎丸

联合黄体酮通过调节 NK 细胞受体的表达治疗

URSA的作用机制,为进一步提高中医药临床治疗

URSA的能力提供针对性的靶点。

1 临床资料

1.1 诊断标准

1.1.1 URSA 的西医诊断标准 参考《妇产科

学》[3]及《中华妇产科学》[4]制定,主要为:①既往连

续发生2次及2次以上的自然流产,再次妊娠后经

妇科B超证实为宫内妊娠;②排除夫妻双方及既往

自然流产胚胎染色体异常者;③妇科B超、宫腔镜

检查等排除生殖道器官解剖异常;④排除黄体功能

不全、甲 状 腺 功 能 异 常 等 内 分 泌 疾 病;⑤ 排 除

TORCH感染各项中IgM阳性者;⑥排除母儿血型

不合、抗心磷脂抗体等自身抗体阳性者;⑦血栓前状

态有关的检查无异常;⑧近3月未使用免疫药物或

免疫治疗;⑨男方精液常规检查无异常。

1.1.2 肾虚证候诊断标准 参考《中药新药临床研

究指导原则》[5]《中医妇科学》[6]及《中医诊断学》[7]

制定。主症:①堕胎或小产连续发生2次及2次以

上;②腰膝酸软。次症:①头晕耳鸣;②小便清长、夜
尿频多;③眼眶黯黑或面有黯斑。舌质淡黯,苔薄

白,脉沉细滑,尺脉弱。具备主症及次症1项以上,
参考舌脉即可诊断。

1.2 纳入及排除标准

1.2.1 病例纳入标准 ①年龄20~40岁的育龄女

性;②符合URSA西医诊断标准;③符合 URSA中

医肾虚证辨证标准;④再次妊娠后经妇科彩超检查

符合宫内妊娠5~6周。

1.2.2 病例排除标准 ①不符合纳入标准者;②患

有心、肝、肾严重疾病及严重贫血、高血压、糖尿病等

全身性疾病者;③对医嘱的依从性差或者不能按期

随诊者。

1.3 一般资料

病例收集自2016年4月至2017年3月在山东

中医药大学附属医院妇科门诊及病房就诊的患者。
经山东中医药大学附属医院伦理委员会批准,并征

得患者本人知情同意。

URSA妊娠组(20例):符合纳入标准及排除标

准患者,明确宫内妊娠5~6周,给予加味寿胎丸[菟
丝子15g,盐续断30g,桑寄生15g,阿胶(烊化)11
g,盐杜仲12g,黄芩9g,麸炒白术9g,炙黄芪30g,
白芍9g,山药15g,紫苏梗9g,醋香附12g],每日1
剂,水煎200mL,分早晚2次餐前0.5h温服,并随

症加减:阴道流血者,加苎麻根30g,墨旱莲15g;小
腹下坠者,加党参15g,升麻9g;恶心呕吐者,加竹

茹12g,砂仁(后下)9g,治疗3周。并联合应用黄

体酮注射液,20mg,im,qd,如彩超探及胎心搏动、
临床症状消失,继用2周无异常后停用。经妇科彩

超检查显示胚胎发育正常,符合停经天数,并探及胎

心搏动者。

URSA妊娠丢失组(15例):选择同期年龄20
~40岁的女性,符合 URSA西医诊断标准及中医

肾虚证辨证标准,再次妊娠后经彩超检查符合宫内

妊娠7~9周,经妇科彩超检查示胚胎停育的患者。
健康早孕组(HEP组,15例):选择同期正常早

孕,要求行人工流产的女性,年龄20~40岁,均无自

然流产、早产和妊娠高血压疾病史等。本次妊娠无
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先兆流产症状和体征,均经妇科彩超确诊为正常宫

内7~9周妊娠且胚胎发育良好,探及规律胎心搏

动。

3组患者年龄、孕周情况经统计学分析,差异无

统计学意义,具有可比性,见表1。
表1 3组患者年龄、孕周情况比较(􀭺x±s)

组别 例数 年龄/岁 孕周/周

HEP组 15 27.53±4.58 8.29±0.29
URSA妊娠丢失组 15 30.08±3.55 8.45±0.33
URSA妊娠治疗后 20 30.00±4.28 8.27±0.25

2 方法

2.1 标本收集

URSA妊娠组分别于治疗前和治疗后、URSA
妊娠丢失组胚胎停育后、HEP组于确诊妊娠7~9
周后,空腹抽取肘静脉血6mL,置于含K2EDTA抗

凝剂的采血管待行外周血单个核细胞(PBMC)分
离。

2.2 观察指标及方法

2.2.1 血清E2、P、β􀆼HCG水平检验 URSA妊娠

组治疗后及 HEP组血E2、P、β􀆼HCG水平,由我院

检验科负责检测,试剂由ROCHE公司提供。

2.2.2 NKG2D、NKG2A的检测

1)主要试剂:HumanCD3􀆼APC,HumanCD56􀆼
APC,HumanNKG2A􀆼FITC,HumanNKG2D􀆼PE-
Cy7,均购自美国BDPharmingen公司;Ficoll购自

德国GEHealthcare公司;PBS购自济南国光精细

化工有限公司。

2)NKG2D、NKG2A水平检测:静脉血3mL,1
×PBS稀释血样至6mL,小心铺于盛有3mLFicoll
的离心管内,配平,离心:460g×20min;小心吸取

中间单个核细胞层,1×FACSbuffer洗1遍,离心:

400g×6min;去上清,1640培养液混匀细胞,离心:

400g×6min,细胞计数板计数,1.10%1640完全培

养液种板,每孔浓度5×106cells/mL,1.5mL/孔;每
孔加500×cellstimulationcocktail3μL,5%CO2培

养箱刺激5h;收细胞,1×FACSbuffer洗2遍,离
心:400g×6min;去上清,加入100μL1×PBS,混
匀细胞;按照说明书加入外标抗体(CD3􀆼FITC、

CD56􀆼APC),4℃避光孵育30min;1×FACSbuffer
洗2遍,离心:400g×6min;标记内标的样本每管加

入250μLICFixationbuffer,4℃避光孵育20min;

1×Permeabilizationbuffer洗2遍,离心:500g×6
min;按照说明书加入内标抗体(NKG2D􀆼PECy7、

NKG2A􀆼FITC),4℃避光孵育30min;1×Perme-
abilizationbuffer洗1遍,离心:500g×6min;去上

清,1×FACSbuffer混匀细胞,离心:500g×6min;
转管,上机检测。

2.3 统计学方法

数据统计分析釆用SPSS16.0统计软件,计量

资料数据以􀭺x±s表示,应用单因素方差分析(one􀆼
wayANOVA)进行多组间样本均数的比较和统计

分析,两独立样本数据比较采用t检验。P<0.05为

差异有统计学意义。

3 结果

3.1 NK细胞的活性在URSA发病中的作用

3.1.1 NKG2D的表达在 URSA发病中的作用 
HEP组pNK细胞 NKG2D表达水平与 URSA妊

娠丢失组比较,有显著性意义(P<0.01)。URSA
妊娠组治疗后pNK细胞NKG2D表达水平与治疗

前比较,有显著性意义(P<0.01);与 HEP组比较

有显著性意义(P<0.05);与 URSA妊娠丢失组比

较有显著性意义(P<0.01)。见图1,表2。

3.1.2 NKG2A的表达在 URSA发病中的作用 
HEP组pNK细胞 NKG2A表达水平与 URSA妊

娠丢失 组 比 较,差 异 有 显 著 性 意 义(P<0.01)。

URSA妊娠组治疗后pNK细胞NKG2A表达水平

与治疗前比较,有显著性意义(P<0.01);与 HEP
组比较无显著性意义;与URSA妊娠丢失组比较有

显著性意义(P<0.01)。见图2,表2。

图1 URSA妊娠丢失组、HEP组、URSA妊娠组治疗前后pNK细胞NKG2D的表达
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表2 流式细胞术检测3组pNK细胞

NKG2D、NKG2A的表达(􀭺x±s)

组别 例数 NKG2D/% NKG2A/%
HEP组 15 1.96±0.34 48.79±2.67

URSA妊娠丢失组 15 6.97±1.44** 32.01±2.76**

URSA妊娠组治疗前 20 8.44±1.27 31.74±2.67
URSA妊娠组治疗后 20 2.99±0.67*##△△ 46.06±5.18##△△
注:与HEP组比较,*P<0.05,**P<0.01;与URSA妊娠丢失组

比较,##P<0.01;URSA妊娠组治疗前后比较,△△P<0.01。

3.2 加味寿胎丸联合黄体酮对 URSA患者血清

E2、P、β􀆼HCG的影响及妊娠结局随访

经加味寿胎丸联合黄体酮治疗后,URSA妊娠

组血清E2、P、β􀆼HCG水平与 HEP组分别比较,差
异均无统计学意义(P>0.05)。见表3。

所有20例URSA妊娠组患者经随访统计,5名

患者已足月生产并获得健康活婴;11名患者已妊娠

28周以上;4名患者妊娠12周以上;所有未足月患

者产检均无明显异常,妇科彩超检查胎儿均发育正

常。

图2 URSA妊娠丢失组、HEP组、URSA妊娠组治疗前后pNK细胞NKG2A的表达

表3 URSA妊娠组治疗后与 HEP组血清E2、P、β􀆼HCG水平比较(􀭺x±s)

组别 例数 E2/(pg·mL-1) P/(ng·mL-1) β􀆼HCG/(mU·mL-1)

HEP组 15 2161.3±570.63 40.32±7.66 100802±28308
妊娠组治疗后 20 2118.6±787.07 41.19±9.02 99534±41359

4 讨论

URSA在中医学中属“滑胎”“数堕胎”范畴。
肾虚乃URSA发病之关键。肾为先天之本,藏精、
主生殖,胞胎所养皆赖先天肾精滋养;肾主系胞,通
过冲任二脉与胞宫相连。正如《女科经纶·引女科

集略》说:“女之肾脏系于胎,是母之真气,子之所赖

也,若肾气亏损,便不能固摄胎元。”[8]屡孕屡堕则伤

肾,肾气虚则封藏失职,胎失所系而致滑胎;肾精血

亏则冲任血虚,胎失所养而致滑胎;肾阳虚则冲任失

于温煦,寒凝胞脉,胞脉不通而致滑胎。宋代《女科

百问》提 出 曾 有 胎 动 不 安 之 苦 者,“可 预 服 杜 仲

丸”[9],首创补肾安胎防治滑胎。至民国时期张锡纯

之《医学衷中参西录》创制寿胎丸治疗滑胎和预防流

产,逐渐成为治疗滑胎、先兆流产的经典方。明·张

介宾之《景岳全书·妇人规》中有云:“凡治堕胎者,
必当察此养胎之源,而预培其损,保胎之法无出于

此”[10],首先明确提出了滑胎要以“预培其损”为治

疗原则。我们在寿胎丸基础上创立加味寿胎丸方,
以固肾安胎为治疗方法,治疗再次妊娠伴有或不伴

有腹痛、阴道流血等症状的肾虚型 URSA患者,临
床疗效颇佳。方中菟丝子有补肾益精,固摄冲任,平
补肾阴肾阳安胎之效,为君药。续断、杜仲取杜仲丸

之义,与桑寄生共为臣药。阿胶补血安胎;黄芩、炒

白术乃安胎圣药;炙黄芪善入脾胃,为补中益气之要

药;香附、白芍疏肝解郁,柔肝安胎;山药平补脾、肺、
肾三脏,益气养阴;苏梗理气安胎,以上诸药共为佐

使。全方共奏固肾安胎之效。
妊娠是一个复杂的生理过程,此过程的成功有

赖于母体免疫系统对胎儿的精细免疫调控。NK细

胞功能状态是影响母胎界面免疫调控的关键因素。
研究表明,URSA所表现的母胎界面免疫耐受异常

与NK细胞等多因素有关[1,11]。NK细胞的活性受

其表面受体的调控,抑制性受体和活化性受体之间

的平衡表达决定了 NK 细胞的功能。NKG2D及

NKG2A同为C型凝集素样结构。NKG2D通过与

其相 连 的、胞 浆 内 含 有ITAM 模 体 的 接 头 蛋 白

DAP10结合而转导活化信号[12]。NKG2D与其配

体结合后能直接使NK细胞活化,介导NK细胞的

杀伤效应[13]。NKG2D的功能主要是杀伤肿瘤细胞

和清除致病原感染的细胞。若杀伤功能的细胞在母

胎界面比率显著增高或活性过强,就会不利于妊娠

成功[14]。NKG2A为Ⅱ型跨膜分子,其与CD94结

合形成异二聚体CD94/NKG2A,能特异性地结合

HLA􀆼E,传递抑制性信号抑制 NK细胞的杀伤活

性。蜕膜NK细胞NKG2A能够结合滋养层组织表

达的 HLA􀆼E,通过 NKG2A受体的胞浆尾携带的
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IT􀆼IMs传递抑制性信号,使胚胎免受母体的免疫攻

击[15]。
本研究中 URSA妊娠丢失组与 HEP组比较,

pNK细胞表面 NKG2D呈高表达及 NKG2A呈低

表达,从受体蛋白水平证明了NK细胞的活性变化

参与了URSA的发病。URSA妊娠组治疗后pNK
细胞NKG2D表达水平明显低于治疗前,NKG2A
表达水平明显高于治疗前(P<0.01);URSA妊娠

组治疗后 NKG2D水平明显低于 URSA妊娠丢失

组(P<0.01);NKG2A水平明显高于 URSA妊娠

丢失组 URSA(P<0.01),与 HEP组无明显差异

(P>0.05)。说明加味寿胎丸联合黄体酮能明显下

调URSA患者NKG2D的表达水平并上调NKG2A
的表达水平。经中药固肾安胎法合孕激素治疗后,

URSA妊娠组血清E2、P、β􀆼HCG水平与 HEP组分

别比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。说明加

味寿胎丸联合黄体酮通过调整 NK细胞的活性变

化,介导母胎免疫耐受治疗 URSA;加味寿胎丸是

治疗肾虚型URSA的有效方剂。
本课题应用加味寿胎丸联合黄体酮治疗肾虚型

URSA,证实了固肾安胎法治疗肾虚型 URSA的有

效性,为URSA等母胎免疫调节紊乱性疾病的防治

提供特异性和针对性的靶点,但今后还需进一步深

入研究。
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