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摘要:目的 观察安子合剂对抗心磷脂抗体(ACA)阳性小鼠母胎界面JAK/STAT3信号通路的影响。方法 以人β2GPⅠ为

诱导剂建立ACA阳性小鼠模型,空白组给予生理盐水,模型组给予人β2GPⅠ;各治疗组分别给予阿司匹林和高、低两种不同

剂量安子合剂,于妊娠第15天处死,计算胚胎吸收率,采用ELISA方法检测外周血 ACA;采用免疫组化方法检测胎盘、蜕膜

组织JAK、GP130、pSTAT3,以 Westernblot方法检测STAT3、pSTAT3。结果 安子合剂低、高剂量组、阿司匹林组小鼠的

胚胎吸收率明显降低,小鼠血清ACA的滴度也显著降低(P<0.05),母胎界面的JAK、GP130、pSTAT3的表达均增高,其中

胎盘的JAK、pSTAT3的表达与模型组比较具有显著差异(P<0.05),蜕膜GP130、pSTAT3的表达与模型组比较具有显著

差异(P<0.05)。结论 ACA导致妊娠丢失的病理机制与母胎界面JAK/STAT3信号通路有关,安子合剂发挥治疗作用的

机制可能是通过提高胎盘JAK的表达、增强蜕膜GP130的表达,促进胎盘及蜕膜STAT3的活化。
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ABSTRACT OBJECTIVE ItistoobservetheinfluencesofAnziHejiontheJAK STAT3signalingpathwaysonthematernal
fetalinterfaceofanticardiolipinantibody ACA positivemice METHODS EstablishACApositivemicemodelwith
humanβ2GPⅠasderivant andadministernormalsalinetotheblankgroupandhumanβ2GPⅠtothemodelgroup adminis-
teraspirinandhighandlowdoseAnziHejirespectivelytoeachtherapygroup killthemiceatthe15thdayoftheirpregnancy 
calculatetheembryoresorptionrate andtesttheACAofperipheralbloodbymeansofELISA testtheJAK GP130andp
STAT3ofplacentaanddecidualtissuewithimmunohistochemicalmethod andtestSTAT3andpSTAT3withwesternblot
method RESULTS TheembryoresorptionrateofthemiceoflowandhighdoseAnziHejigroupsandaspiringroupwas
loweredobviously sowasthetiterofACAintheserumofmice P<0 05  theexpressionofJAK GP130andpSTAT3on
thematernalfetalinterfacewasraised andwherein theexpressionofJAK pSTAT3ofplacentahadsignificantdifference
fromthatofmodelgroup P<0 05  andtheexpressionofGP130andpSTAT3ofdecidualtissuehadsignificantdifference
fromthatofthemodelgroup P<0 05  CONCLUSION ThepathomechanismforACAtoinducepregnancylossisrelatedto
theJAK STAT3signalingpathwaysonthematernalfetalinterface andthemechanismforAnziHejitoproducetherapeutic
effectispossiblytopromotetheactivationofSTAT3ofplacentaanddecidualtissuebyenhancingtheexpressionofJAKofpla-
centaandstrengtheningtheexpressionofGP130ofdecidualtissue 
KEYWORDS anticardiolipinantibody abortion JAK STAT3signalingpathway AnziHeji

  抗 心 磷 脂 抗 体 (Anticardiolipinantibodies,

ACA)阳性流产的机理目前主要认为与抗体损伤胎

盘绒毛血管上皮细胞,引起凝血障碍,血栓形成,胎
盘梗塞有关。陆启滨教授认为ACA阳性流产的中

医病机为“脾肾两虚,血热夹瘀”[1],根据补肾健脾、

清热活血法创立安子合剂,临床疗效显著。
近年来研究发现,ACA阳性流产与酪氨酸蛋白

激酶/信 号 转 导 子 和 转 录 激 活 子(Janusprotein
tyrosinekinase/signaltransducerandactivatorof
transcription,JAK/STAT)信号通路相关。JAK/
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STAT信号通路广泛参与细胞增殖、分化、凋亡以及

免疫调节等过程,是众多细胞因子信号转导的重要

途径[2],大多数细胞因子、生长因子、激素等可通过

JAK/STAT通路进行信号传导。JAK/STAT3信

号通路与肿瘤的发生发展关系密切[3],滋养细胞和

肿瘤细胞生长方式具有相似性,且近年来研究表明

STAT3与胚胎着床密切相关,抑制STAT3活性会

导致胚胎着床受阻[4],故我们认为JAK/STAT3信

号通路与滋养细胞的增殖和胚胎的发育相关。
本实验在以往的研究基础上建立ACA阳性流

产动物模型,采用ELISA法检测外周血ACA的含

量,采用免疫组化、Westernblot实验方法测定母胎

界面JAK、GP130、STAT3、pSTAT3的含量,研究

安子合剂与JAK/STAT3信号通路的关系,为临床

治疗ACA阳性先兆流产提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 雌性BALB/c小鼠80只,8周

龄,体质量(25±2)g。雄性BALB/c小鼠55只,8~
10周龄,体质量(30±2)g。购自扬州大学比较医学

中心。

1.1.2 实验用药 ①安子合剂:250mL/瓶,主要成

分:川断、桑寄生、菟丝子、太子参、白术、苎麻根、黄
芩、丹参、甘草等,为南京中医药大学附属医院院内

制剂,批号:1407001。将安子合剂分别浓缩成低、高
剂量,合生药量3.77、7.54g/mL。②阿司匹林:石药

集团欧意药业有限公司生产。将阿司匹林肠溶片溶

于蒸馏水中,配成0.975mg/mL的溶液。

1.1.3 主要实验试剂 ①人β2GPⅠ(β2glycopro-
teinⅠ),购 自 Prospec 公 司;②JAK、GP130、

STAT3、pSTAT3抗体,购自bioworld公司;③抗

心磷脂抗体(IgG)试剂盒,购自为上海联硕生物技

术公司。

1.2 实验方法

1.2.1 动物分组 空白对照组、模型组、阿司匹林

组、安子合剂低剂量组、安子合剂高剂量组。

1.2.2 给药方法 ①空白对照组:妊娠第1天给予

蒸馏水灌胃,每10g灌胃0.1mL,每日1次。②模

型组:妊娠第1天给予蒸馏水灌胃,每10g灌胃0.1
mL,每日1次。③阿司匹林组:妊娠第1天给予溶

解后的阿司匹林灌胃,0.0195mg/(g·d),每10g
灌胃0.1mL,每日1次。④安子合剂低剂量组:妊
娠第1天给予浓缩后的低剂量安子合剂灌胃,37.7

mg/(g·d),相当于成人剂量,每10g灌胃0.1mL,
每日1次。⑤安子合剂高剂量组:妊娠第1天给予

浓缩后的高剂量安子合剂灌胃,75.4mg/(g·d),相
当于成人剂量的2倍,每10g灌胃0.1mL,每日1
次。各组均连续灌胃给药14d。

1.2.3 模型建立及检测指标 参照文献方法[56],
人β2GPⅠ溶于无菌PBS中,调整浓度为100μg/

0.25mL,模型组、安子合剂低剂量组、安子合剂高剂

量组、阿司匹林组第1天注射人β2GPⅠ溶液与

CFA1∶1比例混合液50μL,空白对照组注射生理

盐水50μL;第8天以IFA代替CFA 加强免疫1
次,模型组、安子合剂低剂量组、安子合剂高剂量组、
阿司匹林组注射人β2GPⅠ溶液与IFA1∶1比例

混合液50μL,空白对照组注射生理盐水50μL;至
第18天各组雌性小鼠与雄性小鼠1∶1合笼,自合

笼之日起以观察到阴栓为妊娠第0天。在妊娠第

15天时处死孕鼠,摘眼球采血,计算胚胎吸收率,采
用ELISA方法检测外周血ACA;取胎盘、子宫组织

用4%多聚甲醛固定,石蜡包埋用于常规组织病理

切片及免疫组化检测。取新鲜胎盘、子宫组织-80
℃保存,用于 Westernblot检测。

1.2.4 ELISA实验 严格按照试剂盒说明操作,用
酶标仪在450nm波长处测定各孔的OD值。

1.2.5 免疫组化实验 组织标本经4%多聚甲醛固

定后,常规脱水,石蜡包埋,石蜡切片常规脱蜡至水。

PBS洗3次,每遍5min。抗原修复用蒸馏水或PBS
配置新鲜的3%H2O2 室温封闭10min,蒸馏水洗1
次。PBS洗5min。甩去多余液体滴加一抗4℃过

夜(过夜后在37℃复温45min)。PBS洗3次各5
min。甩去PBS液,每张切片加1滴 MaxVisionTM

试剂,室温下孵育15min。PBS洗3次各5min。
每张切片加2滴或100μL新鲜配制的DAB溶液,
显微镜下观察1~3min,阳性显色为棕色。蒸馏水

洗终止染色,苏木素复染,0.5%盐酸分化,自来水冲

洗,PBS冲洗返蓝。梯度酒精脱水,透明,封 片。

JAK、GP130均定位于细胞浆,以细胞浆着色呈棕

黄色为阳性细胞。根据组织中免疫组织化学染色细

胞着色的深浅及阳性细胞所占的百分数对每个切片

作逐一评分,染色强度评分标准:未被染色为阴性

(-),极轻度棕色为极轻微阳性(±),浅棕色为弱阳

性(+),棕色为阳性(++),深棕色为强阳性(++
+),为了统计方便,分别予以半定量计0、1、2、3、4
分。

—062— 南京中医药大学学报2016年5月第32卷第3期



1.2.6 Westernblot实验 用10倍体积于组织质

量的RIPA裂解液对组织进行匀浆,高速离心分离

上清液,用BCA法测定蛋白浓度。取40μg上述蛋

白在10%聚丙烯酰胺凝胶中电泳分离,将蛋白质从

胶恒流转至PVDF膜,封闭2h,将稀释好的抗体和

膜一起孵育,4℃冰箱过夜,PBS洗涤后,二抗孵育2
h,ECL显色系统检测目的蛋白的表达,以GAPDH
为内参照。扫描胶片,用ImageJ软件进行统计分

析。

1.3 统计学方法

所有数据以x±s表示,采用SPSS20.0统计软

件进行统计学分析,多组间比较采用方差分析,两两

比较采用LSD法,计数资料采用非参数χ2 检验,以

P<0.05具有统计学意义。

2 结果

2.1 各组孕鼠胚胎吸收率比较

模型组胚胎吸收率明显升高,与空白对照组相

比,升高了462.8%,差异有统计学意义(P<0.05),
表明模型建立成功。安子合剂低、高剂量组,阿司匹

林组小鼠的胚胎吸收率明显低于模型组,与模型组

比较分别降低了63.5%、53.9%、41.6%,差异有统

计学意义(P<0.05)。见表1。
表1 各组孕鼠胚胎吸收率比较(x±s)

组别 n 胚胎吸收率

模型组 14 0.726±0.236△

空白对照组 16 0.129±0.257*

安子合剂低剂量组 17 0.265±0.161*

安子合剂高剂量组 15 0.335±0.259*

阿司匹林组 14 0.424±0.293*

 注:与模型组相比,*P<0.05;与空白对照组相比,△P<0.05。

2.2 各组血清ACA滴度的比较

结果见表2。
表2 各组孕鼠血清ACA滴度比较(x±s)

组别 n ACA滴度/(AU·mL-1)
模型组 6 257.015±16.504△

空白对照组 5 11.030±1.526*

安子合剂低剂量组 6 54.095±2.404*

安子合剂高剂量组 6 56.308±3.437*

阿司匹林组 6 66.378±2.549*

 注:与模型组比较,*P<0.05;与空白对照组比较,△P<0.05。

模型组ACA滴度明显升高,与空白对照组相

比,升高了2230.1%,差异有统计学意义(P<
0.05);安子合剂低、高剂量组、阿司匹林组小鼠的

ACA滴度明显低于模型组,与模型组比较分别降低

了63.5%、53.9%、41.6%,差异有统计学意义(P<
0.05)。

2.3 各组母胎界面JAK结果

与空白对照组相比,模型组胎盘及蜕膜JAK均

明显下降,差异有统计学意义(P<0.05);安子合剂

低、高剂量组,阿司匹林组小鼠胎盘JAK明显升高,
与模型组比较差异有统计学意义(P<0.05)。阿司

匹林组小鼠蜕膜JAK明显升高,与模型组比较差异

有统计学意义(P<0.05);安子合剂低、高剂量组蜕

膜JAK无统计学差异。见图1~2,表3。

 模型组      空白对照组     低剂量组

      高剂量组     阿司匹林组

图1 胎盘JAK的表达(SP,×200)

 模型组       空白对照组     低剂量组

      高剂量组     阿司匹林组

图2 蜕膜JAK的表达(SP,×200)

表3 各组孕鼠胎盘及蜕膜JAK水平比较(x±s)

组别 n 胎盘均分 蜕膜均分

模型组 5 0.200±0.447△ 0.200±0.447△

空白对照组 4 1.500±1.000 1.500±0.577
安子合剂低剂量组 5 1.333±1.033* 1.167±0.983
安子合剂高剂量组 6 1.333±1.033* 0.500±0.836

阿司匹林组 6 1.600±0.984* 1.600±0.894*

注:与模型组相比,*P<0.05;与空白对照组相比,△P<0.05。

2.4 各组母胎界面GP130结果

与空白对照组相比,模型组胎盘及蜕膜GP130
均明显下降,差异有统计学意义(P<0.05);阿司匹

林组小鼠的胎盘GP130明显升高,与模型组比较差

异有统计学意义(P<0.05),安子合剂低、高剂量与
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模型组无统计学差异。阿司匹林组、安子合剂高剂

量组小鼠的蜕膜GP130明显升高,与模型组比较差

异有统计学意义(P<0.05),安子合剂低剂量组与

模型组比较无统计学差异。见图3~4,表4。

  模型组      空白组      低剂量组

      高剂量组     阿司匹林组

图3 胎盘GP130的表达(SP,×200)

 模型组       空白组      低剂量组

      高剂量组     阿司匹林组

图4 蜕膜GP130的表达(SP,×200)

表4 各组孕鼠胎盘及蜕膜GP130水平比较(x±s)

组别 n 胎盘均分 蜕膜均分

模型组 5 0.200±0.447△ 0.400±0.548△

空白对照组 4 1.500±1.000 1.750±0.500
安子合剂低剂量组 5 0.500±0.837 0.833±0.753
安子合剂高剂量组 6 1.167±0.983 1.500±0.837*

阿司匹林组 6 1.600±0.894* 1.600±0.894*

 注:与模型组比较,*P<0.05;与空白对照组比较,△P<0.05。

2.5 各组母胎界面pSTAT3结果

与空 白 对 照 组 相 比,模 型 组 胎 盘 及 蜕 膜 p
STAT3表达水平分别降低了37.3%、29.3%,差异

均有统计学意义(P<0.05);与模型组相比,安子合

剂低、高剂量组、阿司匹林组小鼠的胎盘pSTAT3
表达水平分别升高了48.0%、38.6%、41.9%;安子

合剂低、高 剂 量 组、阿 司 匹 林 组 小 鼠 的 蜕 膜 p
STAT3表 达 水 平 与 模 型 组 相 比,分 别 升 高 了

34.1%、30.8%、32.0%,差异均有统计学意义(P<
0.05)。见图5~6。

   

注:与模型组相比,*P<0.05;与空白对照组相比,△P<0.05。

图5 胎盘pSTAT3的表达

   

注:与模型组相比,*P<0.05;与空白对照组相比,△P<0.05。

图6 蜕膜pSTAT3的表达

3 讨论

ACA与复发性流产关系极大。以往研究认为

主要病因是ACA导致胎盘部位血管栓塞和组织梗

死,损伤胎盘绒毛血管上皮细胞。但后来发现栓塞

不足以解释全部原因[78]。抗磷脂抗体可直接作用

于滋养层细胞磷脂,诱导凋亡、促进炎性反应和无法

控制的免疫反应,抑制其分化成熟,导致合体滋养细

胞融合障碍,HCG合成下降;滋养细胞侵蚀能力下

降,子宫螺旋动脉血管重铸障碍,最终导致滋养细胞

受损、凋亡,胚胎着床失败[9]。
近年来由于分子生物学的发展,国内外学者提

出ACA阳性流产的病理机制与细胞信号转导通路

异常有关,研究较多的是STAT3、MAPK、TLR4、

NFκB等信号通路。其中STAT3被认为与抗磷脂
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抗体导致流产的机制相关[1012]。
在生理状态下,STAT3可被JAK激酶(Janus

kinase)、白介素6(IL6)、表皮生长因子受体(EG-
FR)等多种细胞因子、生长因子受体或癌蛋白激活,
参与细胞增殖、分化、存活、凋亡、转化、免疫等过

程[13],活化的STAT蛋白抑制因子(PIAS)、蛋白酪

氨酸磷酸酶(PTP)等负性调控因子的调节[14],在早

期胚胎发育和许多正常组织分化中发挥重要作用。

ACA可以抑制STAT3的活化,从而限制胚胎

滋养层的移植。STAT3的下降可引起滋养细胞的

迁移异常[15],STAT3的下降引起NFκB活化的抑

制、VEGF分泌下降和 MMP2活性的受损[2],致子

宫内膜细胞的血管生成减少,STAT3的活性被抑

制,胚胎滋养层的移植受限,在胚胎着床期间降低

STAT3磷酸化可以降低小鼠着床率。pSTAT3是

STAT3的活化形式,pSTAT3的低表达亦与小鼠

流产相关[1112]。
本研究发现在ACA的作用下JAK/STAT3信

号通路相关蛋白表达下降,表明 ACA导致妊娠丢

失的病理机制之一是JAK/STAT3信号通路的失

活,使相关蛋白表达下降,降低滋养细胞增殖活性,
从而引起母胎界面组织损伤,导致妊娠丢失。

安子合剂为南京中医药大学附属医院院内制

剂,主要药物组成为:川断、桑寄生、菟丝子、太子参、
白术、苎麻根、黄芩、丹参、甘草等,是治疗 ACA阳

性先兆流产的安胎中成药,具有补肾健脾、清热和血

安胎功效,经20年的临床应用,疗效确切,总有效率

达85%以上,ACA转阴率达90%左右,且未发现明

显毒副作用和不良反应[16]。
本研究发现给予安子合剂治疗的小鼠胚胎吸收

率明显降低、小鼠血清ACA的滴度也显著降低,母
胎界面的JAK、GP130、pSTAT3的表达均增高,其
中胎盘的JAK、pSTAT3的表达与模型组比较具

有显著差异,蜕膜GP130、pSTAT3的表达与模型

组比较具有显著差异。这表明安子合剂发挥治疗作

用的机制可能是通过提高胎盘JAK的表达、增强蜕

膜GP130的表达,促进胎盘及蜕膜STAT3的活化。
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