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减味寿胎丸介导妊娠特异性糖蛋白1治疗 

自然流产的机制
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摘要：目的：探讨减味寿胎丸治疗自然流产（SA）的作用机制。方法：收集SA及人工流产者的绒毛组

织，Western Blot验证妊娠特异性糖蛋白1（PSG1）蛋白的表达。细胞实验选择HTR-8/SVneo滋养细胞，CCK-8检

测不同浓度的减味寿胎丸对细胞的毒性。根据临床绒毛组织验证结果构建滋养细胞SA疾病细胞模型，设置对照

组、模型组、减味寿胎丸低剂量组（50 μg/mL）、减味寿胎丸中剂量组（100 μg/mL）、减味寿胎丸高剂量组 

（200 μg/mL），划痕实验检测各组滋养细胞的迁移能力，transwell实验检测各组滋养细胞的侵袭能力。根据上述实

验结果选出减味寿胎丸最佳作用浓度，Western Blot检测对照组、模型组、减味寿胎丸组PSG1、转化生长因子-β1

（TGF-β1）、肿瘤坏死因子受体相关蛋白1（TRAP1）、Smad4蛋白的表达。结果：PSG1在SA绒毛组织中的表达

低于人工流产者。50 μg/mL和100 μg/mL减味寿胎丸促进细胞增殖（P<0.01），而200 μg/mL显示出一定的毒性

（P<0.01）。低、中剂量减味寿胎丸细胞的迁移和侵袭能力较模型组改善，其中100 μg/mL减味寿胎丸改善作用

更为明显，而200 μg/mL减味寿胎丸未能明显改善模型细胞的迁移能力。100 μg/mL减味寿胎丸可显著提高模型细

胞PSG1、TGF-β1、TRAP1和Smad4蛋白的表达（P<0.01）。结论：减味寿胎丸可以提高PSG1表达并上调TGF-β/

Smad通路蛋白表达，提高滋养细胞的侵袭及迁移能力，发挥抵抗SA的作用。
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Abstract: Objective: To explore the mechanism of Jianwei Shoutai Pill in the treatment of spontaneous abortion (SA). 

Methods: The villi of SA and induced abortion were collected, and the expression of PSG1 protein was verified by Western Blot. 

HTR-8/SVneo trophoblast cells were selected for cell experiment, and CCK-8 was used to detect the cytotoxicity of different 

concentrations of Jianwei Shoutai Pill. The control group, model group, low-dose Jianwei Shoutai Pill group (50 μg/mL), medium 

dose Jianwei Shoutai Pill group (100 μg/mL) and high-dose Jianwei Shoutai Pill group (200 μg/mL) were set up. The migration 

ability of trophoblast was detected by scratch test, and the invasion ability of trophoblast was detected by transwell test. According 

to the above experimental results, the optimal concentration of Jianwei Shoutai Pill was selected. Western Blot was used to detect 
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PSG1, TGF-β1, TRAP1 and Smad4 proteins in control group, model group and Jianwei Shoutai Pill group. Results: The expression 

of PSG1 in villi of SA was lower than that of normal pregnancy. Jianwei Shoutai Pill at the concentration of 50 μg/mL and  

100 μg/mL promoted cell proliferation (P<0.01), while the concentration of 200 μg/mL showed certain toxicity (P<0.01). 

Compared with model group, the migration and invasion ability of siPSG1 model cells were improved by low-, medium-dose 

Jianwei Shoutai Pills group. The improvement effect of 100 μg/mL Jianwei Shoutai Pill was more obvious, while 200 μg/mL 

Jianwei Shoutai Pill could not significantly improve the migration ability of model cells. Jianwei Shoutai Pill (100 μg/mL) could 

improve the expression of PSG1, TGF-β1, TRAP1 and Smad4 in model cells (P<0.01). Conclusion: Jianwei Shoutai Pill can 

increase the expression of PSG1, up regulate TGF-β/Smad pathway, improve the invasion and migration of trophoblast and play a 

role in resisting SA.

Key words: Jianwei Shoutai Pill; Spontaneous abortion (SA); Trophoblast; Pregnancy-specific glycoprotein 1 (PSG1); 

TGF-β/Smad pathway; Mechanism
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自然流产（spontaneous abortion，SA）定义为发生在妊娠 

28周以前的胚胎自然丢失、无法持续的宫内妊娠，多数自然流

产均发生在妊娠12周以内。随着经济社会的发展加快，妇女工

作压力增大、生育期推迟、环境污染等问题，SA的发生率有逐

年攀升的趋势。SA的致病因素复杂，探索SA的发病机制，健全

该类疾病的治疗手段对于指导临床妊娠、防治SA具有重要意

义。减味寿胎丸是罗颂平教授治疗SA的常用基础方，用于治疗

SA常有验效。为了明确减味寿胎丸治疗SA的药效机制，本研究

进行了如下探索。

材料与方法

1. 临床标本收集  本研究所用绒毛组织均来自广州中医

药大学第一附属医院日间手术室，所有收集组织留存在标本库

中，标本收集经广州中医药大学第一附属医院伦理委员会批准

（批号：科YJ【2015】021号）。所有纳入者均签署知情同意书，

人流或清宫术后无菌条件下留取绒毛组织。

2. 纳入标准  ①正常早孕人工流产者（N组）：年龄18～35岁，

临床孕周6～9周，B超见孕囊、卵黄囊及心管搏动，主动要求终止

妊娠行人工流产者；②SA清宫术患者（SA组）：年龄18～35岁， 

临床孕周6～9周，B超见胚胎停育或未见胎心，与停经天数明显

不相符，明确SA诊断需要行清宫术者。

3. 排除标准  ①夫妻双方或一方染色体异常者；②重要器

官严重病变、精神疾病及感染性疾病者；③孕期服用有潜在及

明确有胚胎毒性药物者；④病史资料不完整者。

4. 减味寿胎丸母液制备  菟丝子（广东天诚中药饮片有

限公司，批号：160601）、桑寄生（广东天诚中药饮片有限公

司，批号：150701）、川续断（康美药业股份有限公司，批号：

170200231），减味寿胎丸冻干粉制备：将菟丝子、桑寄生、川

续断按照20∶10∶10比例混合，使用中药粉碎机粉碎成20目粗

粉混合物，加入10倍纯水浸泡，经加热、沸腾、回流煎煮、过滤

后，回旋蒸发浓缩至黏稠糊状，干燥成粉状，4 ℃保存备用。称

取0.1 g减味寿胎丸冻干粉，加入1 mL DMSO溶液，充分溶解后，

药液经0.4 μm微孔滤膜过滤，得到100 mg/mL的减味寿胎丸 

母液。

5. 细胞株、试剂与仪器  HTR-8/SVneo滋养细胞株（ATCC

细胞库）。CCK-8试剂盒（日本同仁，批号：CK04），Matrigel基

质胶（康宁，批号：356234），妊娠特异性糖蛋白1（pregnancy-

specific glycoprotein 1，PSG1）抗体（abcam，批号：ab233130），

转化生长因子-β1（transforming growth factor-β1，TGF-β1）

抗体（abcam，批号：ab215715），肿瘤坏死因子受体相关蛋白1

（tumor necrosis factor receptor-associated protein 1，TRAP1）抗

体（Proteintech，批号：10325-1-AP），Smad4抗体（abcam，批

号：ab40759），一抗稀释液（碧云天，批号：P0256），山羊抗

兔抗体（四正柏生物，批号：GMG5RG10-0482），RIPA裂解液

（碧云天，批号：P0013B），SDS-PAGE蛋白上样缓冲液（碧云

天，批号：P0015），SDS-PAGE凝胶快速配制试剂盒（碧云天，

批号：P0012AC），BCA蛋白浓度测定试剂盒（碧云天，批号：

P0010S）。

Multiskan FC型酶标仪（Thermo Fisher Scienti f ic），

PowerPacTM型电泳仪（Bio-rad），IX71型显微镜（OLYMPUS），

ChemiDocTMMP型ChemiDoc成像仪（Bio-rad）。

6. 干预方法  收集SA及人工流产者的绒毛组织，Western 

Blot验证PSG1蛋白的表达。细胞实验选择HTR-8/SVneo滋养细

胞，CCK-8检测不同浓度的减味寿胎丸对细胞的毒性。根据临

床绒毛组织验证结果构建滋养细胞SA疾病细胞模型，设置对

照组、模型组、减味寿胎丸低剂量组（50 μg/mL减味寿胎丸）、

减味寿胎丸中剂量组（100 μg/mL减味寿胎丸）、减味寿胎丸高

剂量组（200 μg/mL减味寿胎丸），划痕实验检测各组滋养细

胞的迁移能力，Transwell实验检测各组滋养细胞的侵袭能力。
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根据上述实验结果选出减味寿胎丸最佳作用浓度，Western Blot

检测对照组、模型组、减味寿胎丸组PSG1、TGF-β1、TRAP1、

Smad4蛋白的表达。

7. 观察指标

7.1 Western Blot检测绒毛组织PSG1蛋白变化  RIPA裂解

液提取绒毛组织蛋白溶液，BCA法测定蛋白浓度，加入RIPA

裂解液和溴酚蓝使所有样品蛋白为同一浓度，100 ℃蛋白变性 

5 min。配制电泳凝胶，加入蛋白样品后70 V、30 min+120 V、

1 h条件下电泳。将凝胶与PVDF膜贴合，300 mA、1～2 h条件下

冰浴转膜。取出PVDF膜后，5%脱脂牛奶封闭2 h。加入PSG1一

抗，4 ℃过夜孵育。加入二抗，室温孵1 h。避光显影，获得灰度

条带，计算灰度值。

7.2 CCK-8检测减味寿胎丸对HTR-8/SVneo滋养细胞的

毒性  培养细胞至融合面积约50%时，加入不同浓度的减味

寿胎丸，即50、100、200 μg/mL共作用48 h。弃掉培养基，

每孔加入10 L CCK-8和90 L全培，培养箱中孵育2 h，酶标仪 

检测。

7.3 划痕实验检测细胞转染siPSG1及加入减味寿胎丸后的

迁移力变化  细胞接种至6孔板，融合面积达到50%以上时开

始转染。对照组：A管：opti-MEM培养基+siNC；B管：opti-MEM

培养基+转染试剂。模型组：A管：opti-MEM培养基+siPSG1； 

B管：同对照组。3个加药组转染方式同模型组。各组的A管与B

管混合孵育后加入细胞培养基中。3个加药组在转染6 h后加入

相应终浓度（50、100、200 μg/mL）的减味寿胎丸溶液。培养

细胞至融合面积为80%，移液枪枪头垂直6孔板底部划痕，PBS

清洗3遍，洗去悬浮细胞。取0、24、48 h 3个时间点观察划痕处

细胞迁移情况。

7.4 Transwell实验检测细胞转染siPSG1及加入减味寿胎丸

后的侵袭力变化  用培养基将提前4 ℃解冻的Matrigel基质胶

稀释，80 μL/室包被小室的上室面，培养箱内过夜使基质胶成

凝胶状。水化基质胶，制备细胞悬液，1.0×104/室种在基质胶

上。下室内加10%FBS，避免产生气泡。培养箱培养24 h。取出

Transwell小室，PBS清洗，4%多聚甲醛固定，加0.1%结晶紫染

色，显微镜下随机取5个视野观察细胞，计算穿过基质胶的细

胞数量。

7.5 Western Blot检测细胞转染siPSG1及加入减味寿胎丸

后的PSG1、TGF-β1、TRAP1、Smad4蛋白的表达  检测方式同 

“7.1”项。

8. 统计学方法  采用SPSS 22.0和GraphPad Prism 8软件对

数据进行统计分析。所有计量资料用Shapiro-Wilk法进行正态

性检验，满足正态分布，统计结果用x-±s表示。3组及以上多组

比较，正态分布资料用单因素方差分析，事后多重比较，方差齐

用Tukey法，方差不齐用Dunnett’s T3法。以P<0.05为差异有统

计学意义。

结果

1. N组和SA组绒毛组织中PSG1蛋白表达情况  见图1。 

SA组PSG1蛋白表达较N组显著降低（P<0.01）。

图1  两组患者绒毛组织PSG1蛋白表达比较（x-±s，n=3）

注：与N组比较，**P<0.01。
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2. 减味寿胎丸对HTR-8/SVneo滋养细胞的毒性  见图2。

与0 μg/mL（对照组）比较，50 μg/mL和100 μg/mL浓度促进细

胞增殖（P<0.01），而200 μg/mL浓度显示出一定的毒性，OD值

显著低于0 μg/mL的对照组（P<0.01）。

图2  CCK-8检测不同浓度减味寿胎丸作用48 h后 
HTR-8/SVneo的OD值（x-±s，n=3）

注：与0 μg/mL比较，**P<0.01。
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图3  减味寿胎丸干预siPSG1模型细胞后不同时间点 
迁移能力的变化情况（×40）

注：A. 对照组；B. 模型组；C. 减味寿胎丸低剂量组；D. 减味寿
胎丸中剂量组；E. 减味寿胎丸高剂量组。图4同。
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3 .  细 胞 转 染 s i P S G1及 加 入 减 味 寿 胎 丸 后 的 迁 移力 

变化  见图3。减味寿胎丸低、中剂量组细胞迁移速度较模型组

明显加快，其中，减味寿胎丸中剂量组改善作用更为明显。而减

味寿胎丸高剂量组未能明显改善siPSG1模型细胞的迁移能力。

4. 细胞转染siPSG1及加入减味寿胎丸后的侵袭力变化  见

图4。与对照组比较，模型组细胞穿透基质胶个数显著减少

（P<0.01）。减味寿胎丸中剂量组细胞穿透基质胶的个数显著

多于模型组（P<0.01），而减味寿胎丸高剂量组穿透细胞个数

显著少于模型组（P<0.01）。

5. 细胞转染siPSG1及加入减味寿胎丸后PSG1、TGF-β1、

TRAP1、Smad4蛋白表达情况  见图5。经减味寿胎丸作用

siPSG1模型细胞划痕实验和Transwell实验，加入减味寿胎丸

100 μg/mL是最佳作用浓度。取该浓度作用细胞，检测PSG1、

TGF-β1、TRAP1和Smad4蛋白的差异。结果发现，与对照组比

较，模型组PSG1、TGF-β1蛋白表达显著降低（P<0.01）；与模

型组比较，减味寿胎丸组可显著提高PSG1、TGF-β1、TRAP1、

Smad4蛋白的表达（P<0.01）。

讨论

母胎界面是母体和胎儿组织之间接触的解剖部位，包括壁

蜕膜、底蜕膜、绒毛或滋养层，该结构主要由滋养层细胞、蜕

膜细胞及免疫细胞构成[1-2]。在胚胎植入过程中，母胎界面的绒

毛外滋养细胞迁移并侵袭到子宫内膜，重塑子宫动脉以进行血

液和营养物交换，绒毛外滋养层细胞（extravillous trophoblast，

EVT）成功侵袭进入母体蜕膜是建立和维持妊娠的先决条件，

而EVT细胞浸润的紊乱将会导致SA的发生。

PSG1在人类胎盘中表达丰富，不仅可以通过与细胞表面蛋

白聚糖相互作用，诱导血管内皮生长因子A分泌促进内皮细胞

小管形成[3]；还可以影响白细胞介素（interleukin，IL）-10、IL-6

等因子的分泌调节母体免疫应答[4]。但PSG1是否调控EVT细胞

的迁移及侵袭到母体蜕膜笔者还未见相关文献报道。

寿胎丸是临床常用的经典安胎方剂，记载于《医学衷中

参西录》，是清代名医张锡纯所创制的治疗SA的经验方。郜 

洁[5]将寿胎丸原方进行均匀设计，优化处方，对寿胎丸的配伍

规律及药效物质深入研究，在寿胎丸的基础去掉了补肾安胎作

用不显著的使药阿胶，使菟丝子、桑寄生、续断的含量比例为

20∶10∶10，即减味寿胎丸。全方补肾固冲安胎，适用于肾虚滑胎

及妊娠下血、胎动不安、胎萎不长者。罗颂平教授常将此方作为

临床辨证的基础方随证加减，收效甚佳。前期研究[6]发现，减味

寿胎丸具有雌激素样作用，可上调血清雌二醇水平和下丘脑-垂

体-卵巢-子宫的雌激素受体，使Th17优势向Treg转移促进母胎

免疫耐受状态的维持[7]，并提升蜕膜组织FOXO3和PR的表达，

改善胎盘状态，降低SA的发生率[8]。减味寿胎丸有多个有效活性

成分，可发挥多靶点作用，参与胎盘形成、滋养细胞生长增殖、

介导母胎界面血管形成、维持母体免疫耐受等多个妊娠过程。

本研究发现，PSG1在SA绒毛组织中的含量降低，可能是影

响SA发生的基因之一，故通过干扰RNA沉默PSG1，观察基因沉

默对滋养细胞功能的影响。PSG1的沉默可以使滋养细胞的迁

移、侵袭能力得到抑制。在加入适当浓度的减味寿胎丸后，滋

养细胞的迁移、侵袭能力得到恢复。那PSG1是如何调控滋养细

胞侵袭迁移的呢？

图4  减味寿胎丸干预siPSG1模型细胞后侵袭能力的变化情况

注：a. 各组细胞侵袭情况（×100）；b. 各组侵袭细胞个
数比较（x-±s，n=3）。与对照组比较，**P<0.01；与模型组比较，
△△P<0.01。
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图5  减味寿胎丸干预siPSG1模型细胞后PSG1、TGF-β1、
TRAP1、Smad4蛋白表达情况

注：A. 对照组；B. 模型组；C. 减味寿胎丸组。a. 各组蛋白表达
条带；b. 各组蛋白相对表达量比较（x-±s，n=3）。与对照组比较，
**P<0.01；与模型组比较，△△P<0.01。
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文献研究发现，PSG1可以直接与TGF-β1结合发挥生物学

效应[9]。TGF-β1在妊娠中的重要性已被许多研究者所认识，因

为这种细胞因子参与了成功妊娠所必需的许多过程。在母胎界

面，蜕膜细胞产生的RANKL可以促进蜕膜γδT细胞向Foxp3+

调节性γδT细胞的极化，并通过激活NF-κB途径提高TGF-β1的

产生[10]。TGF-β1可以反过来诱导Foxp3+调节性T细胞的极化[11]，

并保护它们免于凋亡[12]，从而形成积极的反馈来抑制抗胎儿反

应。在胚胎植入窗口期间，胚胎的反复植入失败与子宫内膜中

血小板和内皮细胞黏附分子1的表达降低以及TGF-β1的减少有

关[13]。TGF-β1可诱导HTR-8/SVneo细胞增殖和侵袭，并通过激

活Smad信号通路抑制细胞凋亡[14]。

基于上述理论，本研究对PSG1调控滋养细胞的侵袭迁移

机制提出设想，PSG1是通过介导TGF-β/Smad通路调控滋养

细胞侵袭迁移功能的。在细胞敲低PSG1后，TGF-β/Smad通

路的关键蛋白——TGF-β1、TRAP1的蛋白表达量较对照组

降低，说明PSG1降低引起TGF-β/Smad通路关键蛋白的下调

可能是使滋养细胞侵袭迁移能力下降的机制。用siPSG1瞬转 

HTR-8/SVneo模拟SA疾病，加入不同浓度的减味寿胎丸后，细

胞的迁移速度、穿透基质胶的个数较模型组明显加快，其中 

100 g/mL减味寿胎丸改善作用更为明显。而200 μg/mL减味寿

胎丸未能明显改善siPSG1模型细胞的迁移和侵袭能力。说明一

定浓度的补肾安胎复方减味寿胎丸可以发挥提高PSG1的功效，

介导PSG1表达并上调TGF-β/Smad通路影响滋养细胞的侵袭迁

移，发挥抗SA发生的作用。
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