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摘要:目的 观察当归芍药散对控制性超促排卵(COH)致小鼠胎盘微绒毛膜(MVM)葡萄糖转运体1(GLUT1)蛋白表达下调

的影响。方法 将IVF囊胚分别移植入自然交配假孕鼠,超促排假孕鼠。自然交配受体组以自然交配假孕鼠为囊胚受体,超

促排受体组以超促排假孕鼠为囊胚受体,以超促排假孕鼠为囊胚受体并于E3.5d给予当归山药散治疗为当归芍药散治疗组。

E18.5d检测胚胎、胎盘质量及胎盘迷路层、连接层面积。qPCR检测胎盘Igfbp1、Igf1、Glut1mRNA水平,ELISA法检测胎盘

中IGFBP1,IGF1蛋白水平,Westernblot检测胎盘、MVM 中 GLUT1蛋白水平。结果 超促排受体组较自然交配受体组

E18.5d胚胎、胎盘质量显著降低(P<0.01),胎盘Igf1、Glut1mRNA水平显著降低(P<0.01),胎盘、MVM中GLUT1蛋白水

平显著降低(P<0.01),胎盘Igfbp1mRNA水平及IGFBP1蛋白水平显著增高(P<0.01)。当归芍药散组较超促排受体组

E18.5d胚胎、胎盘质量显著增高(P<0.01),胎盘Igf1、Glut1mRNA水平显著增高(P<0.05),胎盘、MVM中GLUT1蛋白水

平显著增高(P<0.05),胎盘Igfbp1mRNA水平及IGFBP1蛋白水平显著降低(P<0.05)。结论 当归芍药散改善控制性超

促排卵小鼠胚胎生长,上调控制性超促排卵小鼠 MVM中GLUT1蛋白表达与抑制胎盘IGFBP1蛋白表达,促进胎盘IGF1蛋

白表达有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToassesstheprotectionofDangguiShaoyaoSanonthedownregulatedglucosetransporterin
mouseplacentalmicrovillousmembrane MVM bycontrolledovarianhyperstimulation METHODS IVFblastocystswere
transferredtononstimulatedorsuperovulatedpseudopregnantrecipientmice Thenonstimulatedpseudopregnantrecipient
micewerenonstimulatedrecipientmicegroup Thesuperovulatedpseudopregnantrecipientmiceweresuperovulatedrecipient
micegroup ThesuperovulatedpseudopregnantrecipientmicewhichreceivedDangguiShaoyaoSantreatmentwereDanggui
ShaoyaoSantreatmentgroup AtE18 5d thefetalweightandplacentalweightwereexamined ThemRNAexpressionsof
Igfbp1 Igf1andGlut1inplacentaweredeterminedbyqPCR TheIGFBP1andIGF1proteinlevelsinplacentalhomogenates
weredeterminedbyELISA TheGLUT1proteinlevelsinplacentalhomogenatesandMVM weredetectedbyWesternblot-
ting RESULTS AtE18 5d themeanweightsoffetalandplacental P<0 01  themRNAforIgf1、Glut1inplacenta P<
0 01  andGLUT1proteinlevelsofplacentalhomogenatesandMVM P<0 01 insuperovulatedrecipientmicegroupwere
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significantlylowercomparedwithnonstimulatedrecipientmicegroup ThemRNAforIgfbp1inplacentaofsuperovulatedre-
cipientmicegroupwassignificantlyhighercomparedwithnonstimulatedrecipientmicegroup P<0 01  Meanwhile the
meanweightsoffetalandplacenta P<0 01  themRNAforIgf1 Glut1inplacenta P<0 05  andGLUT1proteinlevels
ofplacentalhomogenatesandMVM P<0 05 inDangguiShaoyaoSantreatmentgroupweresignificantlyhighercompared
withthoseinsuperovulatedrecipientmicegroup ThemRNAforIgfbp1inplacentaofDangguiShaoyaoSantreatmentgroup
wassignificantlylowercomparedwiththatinsuperovulatedrecipientmicegroup P<0 05  CONCLUSION Danggui
ShaoyaoSanplaysprotectiveeffectonthedownregulatedglucosetransporterinmouseplacentalMVMbycontrolledovarian
hyperstimulation TheprotectionofDangguiShaoyaoSanisassociatedwithdownregulatedIGFBP1proteinexpressionandup
regulatedIGF1proteinexpressioninplacenta 
KEYWORDS controlledovarianhyperstimulation DangguiShaoyaoSan placenta glucosetransporter

  随着我国育龄人口中不孕不育发生率的上升及

二胎政策的放开,辅助生殖技术(ART)子代正逐渐

成为我国新人口的一个重要组成部分。控制性超促

排卵(COH)是ART的核心步骤,但值得注意的是,
使用促性腺激素COH可导致母体在早孕期间多种

激素处于超生理的高水平状态,包括雌激素、孕激素

等[1]。资料显示,COH引发的母体孕早期超生理的

激素水平与胎儿宫内发育迟缓(IUGR)、低出生体

质量密切相关[23]。更为深远的影响是COH 引发

的母体孕早期超生理的激素水平可导致子代罹患

心、脑血管疾病、代谢性疾病等胚胎源性成年疾病的

风险显著增加[4]。
本实验观察了当归芍药散对COH致小鼠胎盘

微绒毛膜(MVM)葡萄糖转运体1(GLUT1)蛋白表

达下调的影响,以期为当归芍药散防治现代辅助生

殖技术COH引发的母体孕早期高激素水平导致的

胎儿生长发育迟缓提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 昆明小鼠,雌(7~8周)150只,
体质量26~32g;雄(8~10周)40只,体质量32~
40g,SPF级,许可证号:SCXK(沪)20130006,购自

上海杰思捷实验动物技术有限公司。

1.1.2 实验用药 按《金匮要略》原方配比(当归∶
芍药∶川芎∶白术∶茯苓∶泽泻=3∶16∶8∶4∶4
∶8)加10倍量50%乙醇,浸泡过夜,水浴回流2h,
冷却后收集滤液;8倍量50%乙醇水浴回流2h,冷
却后收集滤液。合并2次滤液,过滤,悬蒸、水浴浓

缩至生药浓度为0.4g/mL的全方药液。

1.1.3 主要实验试剂 HTF、KSOM 胚胎培养液

(日本ARKResource公司);人绒毛膜促性腺激素

(HCG)、孕马血清促性腺激素(PMSG)(宁波第二

激素厂);生化检测试剂盒(南京建成生物工程研究

所有限公司);葡萄糖转运体1(GLUT1)抗体(美国

abcam公司)。βactin抗体及二抗(美国Santacruz
公司);胰岛素样生长因子1(IGF1)及胰岛素样生长

因子结合蛋白1(IGFBP1)ELISA检测试剂盒(博
士德生物技术有限公司)。

1.2 方法

1.2.1 体外受精(IVF) 取供卵鼠每只腹腔注射

PMSG10U,46~48h后腹腔注射 HCG10U。注

射HCG13h后取卵丘复合物,加入获能精子,置于

HTF胚胎培养液中受精4~6h,将受精卵移入

KSOM胚胎培养液中培养至囊胚。

1.2.2 假孕雌鼠制备 将性成熟雌性小鼠与输精

管结扎术后的雄性小鼠合笼,次日上午检查雌鼠,见
阴道栓者为假孕雌鼠,计为E0.5d。以此假孕雌鼠

作为囊胚移植的受体鼠为自然交配假孕鼠。将每只

性成熟雌性小鼠腹腔注射PMSG10U,46~48h后

腹腔注射HCG10U,与输精管结扎术后的雄性小

鼠合笼,次日上午检查雌鼠,见阴道栓者为假孕雌

鼠,计为E0.5d。以此假孕鼠作为囊胚移植的受体

鼠为超促排后交配假孕鼠。

1.2.3 动物分组 自然交配受体组:自然交配假孕

鼠为囊胚移植的受体;超促排受体组:超促排后交配

假孕鼠为囊胚移植的受体;当归芍药散治疗组:超促

排后交配假孕鼠为囊胚移植的受体。以上3组,均
在E2.5d左侧子宫角移植8~10枚囊胚(图1)。

图1 小鼠模型制备流程图

1.2.4 给药方法 当归芍药散治疗组E3.5d灌胃

给予当归芍药散50mg/d的药液,给药体积按每只
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0.5mL,每日1次;自然交配受体组和超促排受体组

分别灌胃等体积蒸馏水,至妊娠E18.5d。

1.2.5 胎盘组织学分析 E18.5d选取自然交配受

体组、超促排受体组、当归芍药散治疗组每窝胎鼠中

最接近平均体质量的胎鼠的相应胎盘,4%福尔马林

固定,蜡块包埋,HE染色,显微镜观察胎盘组织病

理学改变,辨别胎盘迷路层、连接层,cellSenssoft-
ware软件测量胎盘迷路层面积、连接层面积。

1.2.6 ELISA法检测胎盘IGFBP1、IGF1蛋白水平

 E18.5d分别将自然交配受体组、超促排受体组、
当归芍药散治疗组每窝胎鼠的胎盘合并、匀浆,

ELISA法检测胎盘IGFBP1、IGF1蛋白水平,具体

操作步骤按试剂盒说明书进行。

1.2.7 qPCR检测胎盘Igfbp1、Igf1、Glut1mRNA
水平 E18.5d选取自然交配受体组、超促排受体

组、超促排受体接受当归芍药散治疗组每窝胎鼠中

最接近平均体质量的胎鼠的相应胎盘,Trizol试剂

提取各组胎盘组织总RNA,取4μgRNA用逆转录

试 剂 盒 转 录 为 cDNA,用 Applied Biosystems
StepOnePlusTM荧光实时定量PCR仪进行PCR扩

增。反应条件:95℃5min,1个循环,95℃15s,60
℃30s,35个循环。检测荧光信号并分析循环阈值

(Ct),△Ct为目的基因与内参照Gapdh循环阈值的

差值,△△Ct为超促排受体组或超促排受体接受当

归芍药散治疗组与自然交配受体组△Ct的差值,采
用公式2-△△Ct计算目的基因的相对表达量,每组设

6个复孔。基因序列:Igfbp1上 游5'CTCTCA-
GAAAGCTCATCCGC3',下 游 5'TGTGTAC-
CAGAACCTGCTGC3';Igf1 上 游 5'AAG-
GCAGTTTACCCAGGCTC3',下游5'GGCCGAG-
GTGAACACAAAAC3';Glut1上游5'CCAGCT-
GGGAATCGTCGTT3',下 游 5'CAAGTCTG-
CATTGCCCATGAT3';Gapdh 上 游 5'
ACAACTTTGGCATTGTGGAA3',下游5'GAT-
GCAGGGATGATGTTCTG3'。

1.2.8 提取胎盘微绒毛膜 E18.5d分别将自然交

配受体组、超促排受体组、超促排受体接受当归芍药

散治疗组每窝胎鼠的胎盘合并,于BufferA中(250
mmol/Lsucrose,1mmol/L EDTA,10mmol/L
HEPESTris,proteinaseinhibitorcocktail,pH7.4)
匀浆,取上清,参照Jones等报道[5]的方法通过差速

离心,Mg2+沉淀法提取胎盘 MVM,胎盘 MVM 纯

度通过检测总胎盘组织悬液与提取的 MVM 碱性

磷酸酶活性的比值来确定,碱性磷酸酶活性增加

(8.4±1.14)倍(n=18)。

1.2.9 Westernblot检测胎盘组织及 MVM 中

GLUT1的蛋白水平 测定各样本蛋白浓度,蛋白

煮沸变性后,10%SDSPAGE电泳。电泳结束后,
将蛋白转移至PVDF膜上,含5%BSA的TBST室

温封闭2h,加入一抗,4℃孵育过夜;加入 HRP标

记的二抗,室温孵育1h,化学发光试剂ECLA液和

B液检测,IS2000R图像工作站成像。

1.3 统计学方法

采用统计软件SPSS16.0对实验数据进行统计

分析,所有计量资料以x±s表示,进行单因素方差

分析,多 组 间 两 两 比 较 采 用 StudentNewman
Kueuls检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 E18.5d各组胚胎、胎盘质量比较

6只自然交配受体获得37枚E18.5d胚胎;6
只超促排受体获得29枚E18.5d胚胎;6只超促排

受体接受当归芍药散治疗获得33枚E18.5d胚胎。
胚胎均在左侧子宫角获得,说明胚胎均是通过移植

获得。超促排受体组较自然交配受体组E18.5d胚

胎质量(P<0.01)、E18.5d胎盘质量(P<0.01)显
著降低;当归芍药散治疗组较超促排受体组E18.5d
胚胎质量(P<0.01)、E18.5d胎盘质量(P<0.01)
显著增加。见表1。

表1 E18.5d各组胚胎、胎盘质量比较(x±s)

组别 n 胚胎质量/g 胎盘质量/g
自然交配受体组 37 1.75±0.13 0.17±0.01
超促排受体组 29 1.37±0.13* 0.14±0.02*

当归芍药散治疗组 33 1.64±0.16△ 0.16±0.02△

 注:自然交配受体组比较,*P<0.05;与超促排受体组比较,△P<

0.05。

2.2 E18.5d各组胎盘迷路层面积、连接层面积比

较

E18.5d自然交配受体组、超促排受体组、当归

芍药散治疗组各组胎盘未见明显病理学改变,且3
组间胎盘迷路层面积、连接层面积无显著性差异。
见图2,表2。

注:A.自然交配受体组;B.超促排受体组;C.当归芍药散

治疗组;L.胎盘迷路层;J.胎盘连接层

图2 E18.5d胎盘组织学图片(HE,×40)
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表2 E18.5d各组胎盘迷路层面积、连接层面积比较(x±s)

组别 n 胎盘迷路层面积/mm2 胎盘连接层面积/mm2

自然交配受体组 6 8.99±0.61 6.82±0.44
超促排受体组 6 8.18±0.58 6.22±0.58

当归芍药散治疗组 6 8.67±0.51 6.27±0.48

2.3 E18.5d各组胎盘Igfbp1、Igf1、Glut1mRNA
水平比较

超促排受体组较自然交配受体组E18.5d小鼠

胎盘Igf1、Glut1mRNA水平显著降低(P<0.01),

Igfbp1mRNA水平显著增高(P<0.01);当归芍药

散治疗组较超促排受体组 E18.5d小鼠胎盘Igf1、

Glut1mRNA 水平显著提高(P<0.05),Igfbp1
mRNA水平显著降低 (P<0.05)。见图3。

2.4 E18.5d各组胎盘IGFBP1、IGF1蛋白含量比

较

超促排受体组较自然交配受体组E18.5d小鼠

胎盘IGF1蛋白水平显著降低(P<0.01),IGFBP1

蛋白水平显著增高(P<0.01);当归芍药散治疗组

较超促排受体组E18.5d小鼠胎盘IGF1蛋白水平

显著提高(P<0.01),IGFBP1蛋白水平显著降低

(P<0.05)。见表3。

注:N.自然交配受体组;S.超促排受体组;D.当归芍药散治疗组。

与自然交配受体组比较,*P<0.05;与超促排受体组比较,
△P<0.05。

图3 E18.5d各组胎盘Igfbp1、Igf1、Glut1mRNA水平比较

表3 E18.5d各组胎盘IGFBP1、IGF1蛋白含量比较(x±s)

组别 n
IGFBP1/

(pg·mL-1·mg-1)
IGF1/

(pg·mL-1·mg-1)
自然交配受体组 6 17.05±3.53 92.83±10.68
超促排受体组 6 36.12±9.57* 58.80±8.75*

当归芍药散治疗组 6 24.11±6.06△ 84.09±7.57△

            注:自然交配受体组比较,*P<0.05;与超促排受体组比较,△P<0.05。

2.5 各组E18.5d胎盘及胎盘微绒毛膜葡萄糖转运

体GLUT1含量比较

超促排受体组较自然交配受体组E18.5d小鼠

胎盘及 MVM葡萄糖转运体GLUT1蛋白含量显著

降低(P<0.01);当归芍药散治疗组较超促排受体

组E18.5d小鼠胎盘(P<0.05)及 MVM 葡萄糖转

运体GLUT1(P<0.01)显著增加。见图4。

注:N.自然交配受体组;S.超促排受体组;D.当归芍药散治疗组。

与自然交配受体组比较,*P<0.05;与超促排受体组比较,△P<0.05。

图4 E18.5d各组胎盘及 MVMGLUT1蛋白水平比较

3 讨论

流行病学数据显示,鲜胚移植的单胎活产胎儿

发生低出生体质量的风险较冻胚移植和自然妊娠的

单胎活产胎儿显著增加。而冻胚移植与自然妊娠的

单胎活产胎儿发生低出生体质量的风险无显著差

异。此外,鲜胚移植的供卵周期与冻胚移植供卵周

期单胎活产胎儿发生低出生体质量的风险无显著差

异[2]。说明COH引发的母体高激素水平主要是通

过影响种植环境进而影响种植后胚胎生长。因此,
我们的小鼠动物模型,选用自然交配受体为对照组,
超促排后交配受体为模型组。

本实验研究显示超促排受体组较自然交配受体

组E18.5d胚胎、胎盘质量显著降低,但胎盘未见明

显病理学改变,且胎盘迷路层面积、连接层面积无显

著性差异。妊娠期胎盘是联系母体和胎儿之间的枢

纽,胎儿在子宫内能否正常生长关键取决于营养物

质能否顺利跨胎盘屏障。其中葡萄糖是胚胎生长发

育必不可少的营养物质之一,其从母体转运至胎儿,
主要依赖胎盘表面营养转运体的易化扩散能力,因
此胎盘葡萄糖转载体的数量与功能对满足胎儿生长
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发育的能量需求极为重要。葡萄糖自母体转运至胎

儿,需跨越靠近母体血液循环的 MVM、靠近胚胎毛

细血管的基底膜(BM)和胚胎毛细血管内皮。葡萄

糖跨越胎盘 MVM、BM 由膜上的葡萄糖转运体介

导而跨越胚胎毛细血管内皮较容易,只需通过内皮

细胞的缝隙。因此,胎盘 MVM 是葡萄糖自母血转

运至胚胎的首过限速屏障,其关键取决于 MVM 葡

萄糖转运体的表达[6]。葡萄糖转载体在胎盘分布的

亚型主要有GLUT1、GLUT3、GLUT4和GLUT9,
其中GLUT1在胎盘葡萄糖转运中起主要作用[7]。
本实验研究显示超促排受体组较自然交配受体组

E18.5d胎盘Glut1mRNA和蛋白水平及 MVM中

的GLUT1蛋白水平显著降低。说明超促排受体组

胚胎生长受限与胎盘、MVM 中的 GLUT1蛋白表

达下调有关。此外,研究显示超促排受体组较自然

交配受体组E18.5d胎盘Igf1mRNA水平及IGF1
蛋白水平显著降低,Igfbp1mRNA水平及IGFBP1
蛋白水平显著增加。IGFBP1能与IGF1结合,降低

游离IGF1水平,抑制IGF1生物学活性[8]。临床研

究和动物研究也显示,胎盘IGFBP1蛋白表达增加、

IGF1蛋白表达降低与胚胎生长迟缓相关[9]。此外,
研究表明IGF1促进GLUT1表达[7]。由此我们推

测,超促排受体组较自然交配受体组E18.5d胎盘

及 MVM中GLUT1表达下调与抑制胎盘IGF1表

达,促进IGFBP1表达有密切关系。

COH引发母体早孕期高激素水平可导致母体

促凝物质增加,抗凝物质降低及纤溶活性下降,易使

机体处于高凝状态[10]。此外,COH 引发母体早孕

期高激素水平可促进毛细血管渗透性增加,液体从

血管内进入“第三间隙”,易导致血液浓缩,血容量减

少,钠水潴留[10]。血液浓缩和血容量减少易造成血

液运行不畅,从而产生“瘀”的病理因素。而钠水潴

留则是“湿”的病理因素产生的原因。瘀血留滞,新
血难生,水湿浸淫,这些病理产物势必对母体和胎儿

均造成一定的不良影响。宫内胎儿生长受限属于中

医胎萎不长等范畴,正如《景岳全书·妇人规》所说:
“妊娠胎气本乎血气,胎不长者,惟乎血气之不足耳。
……妇人中年血气衰败者有之,泉源日涸也;妇人多

脾胃病者有之,仓廪薄而化源亏而冲任穷也;妇人多

讳怒者有之,肝气逆则血有不调,而胎失所养也。
……”[11]《陈素庵妇科补解》则指出:“何至瘦而不

长,……盖胎瘦由于母血不足也。母血之不足也。

母血之不充由于脾胃之衰弱耳。”[12]多种古典医籍

共同指出:病因多与气血不足,脾肾亏虚、肝郁血滞

等因素有关,临床治疗多以补气养血,健脾益肾方法

取效。
当归芍药散,出自东汉张仲景所著《金匮要略》,

针对孕妇的虚、瘀、湿三者发挥作用,养血祛瘀、健
脾、除湿,扶正祛邪,立方用药对于COH 引发母体

早孕期高激素水平所致的病理状态具有较好的针对

性,起到安胎长胎的作用。本实验研究显示当归芍

药散改善控制性超促排卵小鼠胚胎生长,抑制胎盘

IGFBP1蛋白表达,促进胎盘IGF1蛋白表达,上调

控制性超促排卵小鼠胎盘微绒毛膜GLUT1蛋白表

达。
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