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菟丝子黄酮促进蜕膜化改善复发性流产的作用机制研究 Δ
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摘 要 目的 探讨菟丝子黄酮（CCF）促进蜕膜化改善复发性流产（RSA）的作用机制。方法 将对数生长期的HTR-8/SVneo细胞

随机分为空白组、脂多糖（LPS）组、CCF组、血清和糖皮质激素调节激酶2（SGK2）抑制剂（GSK650394，简称“GSK”）组、CCF+GSK

组，分别给予相应药物处理；将敲低SGK2的HTR-8/SVneo细胞随机分为SGK2的小干扰RNA（siSGK2）组、siSGK2+CCF组，并另

设空白组、LPS组，分别给予相应药物处理。检测敲低SGK2前后各组细胞的存活率、WNK信号通路及蜕膜化相关蛋白和mRNA

表达水平以及敲低后的线粒体膜电位水平。构建RSA小鼠模型，随机分为模型组、CCF低剂量组、CCF高剂量组、GSK组、联合给

药组，每组4只；另选4只正常妊娠小鼠作为对照组。记录小鼠胚胎着床数、活胎数和丢失胚胎数，观察小鼠子宫内膜结构及蜕膜

化情况，检测WNK信号通路及蜕膜化相关蛋白和mRNA表达水平以及线粒体膜电位水平。结果 与空白组比较，LPS组细胞存

活率，以及SGK2、WNK1、WNK4、催乳素、胰岛素样生长因子结合蛋白1、氧化应激反应激酶1、Ste20相关脯氨酸/丙氨酸丰富激酶

的蛋白及mRNA的表达水平均显著降低（P＜0.05）；与LPS组比较，CCF组细胞存活率和上述蛋白及mRNA的表达水平均显著升

高，而GSK组细胞存活率和上述蛋白及mRNA的表达水平均显著降低（P＜0.05）；与CCF组比较，CCF+GSK组细胞存活率和上述

蛋白及mRNA表达水平均显著降低（P＜0.05）。敲低SGK2后，与LPS组比较，siSGK2组细胞存活率、红/绿荧光强度比值和上述

蛋白及mRNA的表达水平均显著降低（P＜0.05）；与 siSGK2组比较，siSGK2+CCF组细胞存活率、红/绿荧光强度比值和上述蛋白

及mRNA表达水平均显著增加（P＜0.05）。体内实验结果显示，CCF治疗可显著改善RSA模型小鼠胚胎着床数、活胎数并减少胚

胎丢失，子宫内膜组织中上述蛋白及mRNA表达水平均显著升高，并显著提升红/绿荧光强度比值（P＜0.05）；联合给药组可逆转

CCF的作用（P＜0.05）。结论 CCF可激活SGK2，上调WNK信号通路，促进子宫内膜蜕膜化，进而改善RSA。
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ABSTRACT OBJECTIVE To explore the mechanism by which Cuscuta chinensis flavonoids （CCF） promote decidualization 

and improve recurrent spontaneous abortion （RSA）. METHODS HTR-8/SVneo cells in logarithmic growth phase were randomly 

divided into blank group， lipopolysaccharide （LPS） group， CCF group， SGK2 inhibitor （GSK650394， abbreviated as “GSK”） 

group and CCF+GSK group. Each group was treated with the corresponding agents accordingly. HTR-8/SVneo cells with SGK2 

knockdown were randomly divided into small interfering RNA of SGK2 （siSGK2） group and siSGK2+CCF group； additionally， 

blank group and LPS group were established； each group was treated with the corresponding agents accordingly. The cell survival 

rate， expression levels of WNK signaling pathway- and decidualization-related proteins and mRNAs， as well as mitochondrial 

membrane potential levels， were assessed in each group before and after SGK2 knockdown. RSA mice model was constructed and 

randomly divided into model group， CCF low-dose group， CCF high-dose group， GSK group， and combined dosing group， with 4 

mice in each group. Other 4 normal pregnant female mice were selected as the control group. The number of implanted embryos， 

viable fetuses， and lost embryos in mice was recorded. The 

morphological changes of endometrium and decidualization 

were observed， and WNK signaling pathway- and 

decidualization-related proteins and mRNAs expressing levels 

as well as mitochondrial membrane potential levels were all 

detected. RESULTS Compared with the blank group， the cell 

survival rate， as well as the protein and mRNA expression 

levels of SGK2， WNK1， WNK4， prolactin， insulin-like 
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growth factor- binding protein-1， oxidative stress responsive kinase 1， and Ste20-like proline-/alanine-rich kinase were significantly 

reduced in the LPS group （P＜0.05）； compared with the LPS group， the cell survival rate and the expression levels of the above-

mentioned proteins and mRNAs were significantly increased in the CCF group， while the cell survival rate and the expression levels 

of the above-mentioned proteins and mRNAs were significantly decreased in the GSK group （P＜0.05）； compared with the CCF 

group， the cell survival rate and the expression levels of the above-mentioned proteins and mRNAs were significantly reduced in 

the CCF+GSK group （P＜0.05）. After knocking down SGK2， compared with the LPS group， the cell survival rate， red/green 

fluorescence intensity ratio， and the expression levels of the above-mentioned proteins and mRNAs were significantly reduced in the 

siSGK2 group （P＜0.05）； compared with the siSGK2 group， the cell survival rate， red/green fluorescence intensity ratio， and the 

expression levels of the above-mentioned proteins and mRNAs were significantly increased in the siSGK2+CCF group （P＜0.05）. 

The in vivo experimental results showed that CCF treatment can significantly improve the number of implanted embryos and viable 

fetuses in RSA model mice and reduce lost embryos， the expression levels of the above-mentioned proteins and mRNAs in 

endometrial tissue were significantly increased， and the red/green fluorescence intensity ratio was significantly increased （P＜

0.05）； the combined dosing group could reverse the effect of CCF （P＜0.05）. CONCLUSIONS CCF can activate SGK2， up-

regulate the WNK signaling pathway， promote endometrial decidualization， and improve RSA.

KEYWORDS Cuscuta chinensis flavonoids； recurrent spontaneous abortion； WNK signaling pathway； serum and glucocorticoid 

induced kinase； decidualization

复发性流产（recurrent spontaneous abortion，RSA）

指2次及以上妊娠失败，发病率为1%～2%，对患者的身

体和心理健康构成威胁[1―2]。RSA 的机制尚不完全明

确，西医治疗以免疫疗法和抗凝治疗为主，然而上述治

疗不仅伴随较高的医疗费用，而且存在诸多应用禁忌证

及潜在的不良反应风险[3―4]。因此，寻找更有效的治疗

方法尤为重要。

菟丝子具有止泻、滋补肝肾、益精壮阳和安胎等多

重功效[5―6]，其有效成分复杂，其中黄酮类成分为主要活

性成分，在女性生殖疾病治疗领域具有一定优势[7―8]。

已有研究证实，菟丝子黄酮（Cuscuta chinensis flavo‐

noids，CCF）可促进辅助型T细胞 2及孕激素受体表达，

抑制流产模型大鼠胎盘及蜕膜结构产生病理改变，并降

低流产率[9]。血清和糖皮质激素调节激酶（serum and 

glucocorticoid induced kinase，SGK）是一类丝氨酸/苏氨

酸激酶，包括SGK1、SGK2、SGK3，参与多种细胞信号的

转导[10]。研究表明，SGK 在 RSA 中起重要作用，其中

SGK2在RSA子宫内膜蜕变中呈低表达，可能与流产相

关[11―12]。近年来，WNK赖氨酸缺乏蛋白激酶（WNK ly‐

sine deficient protein kinase，简称“WNK”）信号通路被发

现与子宫稳态及妊娠支持密切相关[13―14]。本研究团队

前期利用GeneMANIA数据库预测了与SGK2互作密切

的潜在靶点，结果表明 SGK2与 WNK 信号通路相关分

子关联。基于此，本研究拟探讨 CCF 改善 RSA 的作用

机制，以期为RSA的防治提供新的理论依据。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器有 CytoFLEX 型流式细胞仪

（美国Beckman Coulter公司），DP72型倒置荧光显微镜

（日本 Olympus 公司），Multiskan FC 型酶标仪和 3308E

细胞培养箱（美国Thermo Fisher Scientific公司），Power‐

Pac型电泳仪（美国Bio-Rad公司），ABI7500型实时荧光

定量聚合酶链式反应（qRT-PCR）仪（美国ABI公司）。

1.2　主要药品与试剂

CCF（批号PY20220216，纯度≥98%）购自南京普怡

生物科技有限公司；SGK2抑制剂GSK650394的原料药

（纯 度≥95%，批 号 S7209）购 自 美 国 Selleck 公 司 ；

DMEM 培养基（批号 C11995500BT）购自美国 Gibco 公

司；碘化丙啶（propidium iodide，PI）、脂多糖（lipopoly‐

saccharide，LPS）、二甲基亚砜（DMSO，纯度≥99%）（批

号分别为 P4170、L2630、D2650）均购自美国 Sigma-

Aldrich 公司；CCK-8 试剂盒（批号 CK04）购自日本

DOJINDO 公司；磷酸盐缓冲液（PBS，批号 P1020）购自

北京索莱宝科技有限公司；线粒体膜电位检测试剂盒、

5-乙炔基 -2′-脱氧尿嘧啶核苷（5-ethynyl-2′-deoxyuri‐

dine，EdU）增殖检测试剂盒、苯甲基磺酰氟（phenylmeth‐

anesulfonyl fluoride，PMSF；纯度≥98.5%）、RIPA 裂解

液、苏木精-伊红（HE）染色试剂盒（批号分别为C2003S、

C0071S、ST2573、P0013B、C0105S）均购自上海碧云天

生物技术有限公司；兔抗 β-肌动蛋白（β-actin）、催乳素

（prolactin，PRL）抗体、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）、

辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔免疫球蛋白G二抗（批

号分别为 ab8227、ab130316、ab9485、ab7090）均购自英

国 Abcam 公司；兔抗胰岛素样生长因子结合蛋白 1

（insulin-like growth factor-binding protein-1，IGFBP-1）抗

体（批号 DF7130）购自武汉爱博泰克生物科技有限公

司；兔抗 WNK1、WNK4、SGK2、Ste20相关脯氨酸/丙氨

酸 丰 富 激 酶（Ste20-like proline-/alanine-rich kinase，

SPAK）、氧化应激反应激酶 1（oxidative stress-responsive 

kinase 1，OSR1）抗体（批号分别为4979S、5713S、5595S、

3729、84671）均购自美国 CST 公司；SGK2 的小干扰

RNA（small interfering RNA，siRNA）序列由生工生物工
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程（上海）股份有限公司设计合成；siRNA转染试剂盒、

Trizol试剂（批号分别为L3000015、15596026CN）均购自

美国 Invitrogen 公司；FastStart Universal SYBR Green 

Master（Rox）试剂盒（批号04913914001）购自瑞士Roche

公司；扩增所用引物由宝生物工程（大连）有限公司协助

合成。

1.3　实验细胞与动物

人绒毛膜滋养层细胞 HTR-8/SVneo 购自上海雅吉

生物科技有限公司。24只 8～9周龄SPF级雌性CBA/J

小鼠，体重（20.2±0.6）g；10只 9～10周龄 SPF 级雄性

DBA/2小鼠，体重（20.8±1.1）g；2只 9～10周龄 SPF 级

雄性 BALB/C 小鼠，体重（22.9±1.0）g。所有小鼠均购

自北京维通利华实验动物技术有限公司，动物生产许可

证号为 SCXK（京）2021-0011。小鼠在温度 20～25 ℃、

相对湿度40%～70%、每12 h明暗交替的环境中饲养，自

由饮水、摄食。本实验方案经江西省妇幼保健院伦理委

员会批准（审批号：科研伦审 IACUC 2024153）。

2　方法

2.1　CCF对LPS诱导的HTR-8/SVneo细胞的影响

2.1.1　细胞造模、分组与给药

取CCF溶于DMSO中，避光保存于 4 ℃冰箱中，备

用。SGK2抑制剂GSK650394溶于DMSO中，再用水稀

释，备用。取对数生长期的 HTR-8/SVneo 细胞，以 6×

105个/mL 的密度接种于 6孔板，以含 10%胎牛血清的

DMEM培养基培养。待细胞融合至80%～90%，将其随

机分为空白组、LPS 组、CCF 组、抑制剂组（GSK 组）、

CCF+抑制剂组（CCF+GSK组）。除空白组外，其余各组

细胞用含100 μg/L LPS和10%胎牛血清的DMEM培养

基 100 μL诱导 24 h构建滋养层细胞炎症模型[15]；随后，

空白组、LPS组细胞加入100 μL的1% DMSO，CCF组细

胞加入 100 μL 400 mg/L CCF（CCF 剂量根据前期预实

验得出，下同），GSK 组细胞加入 100 μL 10 μmol/L 

GSK650394[16]，CCF+GSK 组细胞加入 100 μL 400 mg/L 

CCF+100 μL 10 μmol/L GSK650394，于培养箱中培养

24 h，进行后续实验。每组设5个复孔，实验重复3次。

2.1.2　细胞增殖水平检测

采用 CCK-8实验检测。取对数生长期的细胞，按

“2.1.1”项下方法造模、分组、给药。培养24 h后，每孔加

入 10 μL的CCK-8试剂，孵育 2 h后，使用酶标仪于 450 

nm波长处检测各孔的光密度（OD）值，并计算细胞存活

率[细胞存活率（%）＝（OD 给药组/OD 空白组）×100%]。

2.1.3　细胞中SGK2与WNK1、WNK4共定位检测

采用免疫荧光共定位实验检测。取对数生长期的

细胞，按“2.1.1”项下方法造模、分组、给药。培养 24 h

后，收集细胞，以 3×105 个/mL 接种于 6 孔板中，于

37 ℃、5%CO2条件下培养，待细胞融合至70%～80%，用

4%多聚甲醛固定；浸洗后，细胞以0.5% TritonX-100（采

用 PBS 配制）于室温下通透；浸洗后，分别滴加 SGK2、

WNK1或SGK2、WNK4一抗（稀释比例均为 1∶500），于

4 ℃下孵育过夜；加入荧光二抗（稀释比例为 1∶1 000），

于37 ℃下孵育1 h；浸洗后，滴加4′，6-二脒基-2-苯基吲

哚（DAPI）染核，避光孵育10 min；浸洗后，在荧光显微镜

下观察并拍照。为评估 SGK2与 WNK1或 WNK4的共

定位水平，采用双重荧光免疫标记的倒置荧光显微图像

作为分析基础。将图像导入 Image J软件后，应用自动

阈值算法将Merge图像转化为二值图像，以明确阳性信

号区域。随机选取5个无重叠的视野进行定量分析：利

用 IHC Profiler插件对免疫荧光染色强度进行自动化评

分，并进一步采用 Trainable Weka Segmentation 插件对

SGK2、WNK1或SGK2、WNK4双标阳性细胞进行计数。

阳性细胞占比（%）＝目的蛋白阳性细胞数/DAPI阳性细

胞数×100%，计算 SGK2阳性细胞与 WNK1或 WNK4

阳性细胞的相对表达量表示共定位水平。

2.1.4　细胞WNK信号通路及蜕膜化相关蛋白和mRNA

的检测

采用Western blot法检测蛋白的表达。取对数生长

期的细胞，按“2.1.1”项下方法造模、分组、给药。培养

24 h后，收集细胞并消化，加入RIPA蛋白裂解液和蛋白

酶抑制剂PMSF，于 4 ℃下振摇 5 min，收集上清液。将

上清液于 4 ℃下以 14 000 r/min离心 5 min，取上清液以

BCA法测定蛋白浓度后进行加热变性处理（100 ℃加热

15 min）。取变性蛋白适量，进行电泳分离，转膜，用封闭

液封闭 1 h；加入 β -actin、SGK2、WNK1、WNK4、PRL、

IGFBP-1、OSR1、SPAK 一抗（稀释比例均为 1∶500），于

4 ℃下孵育过夜；用PBST清洗后，加入二抗（稀释比例

为 1∶1 000），于室温下避光孵育 1 h；用PBST清洗 3次，

使用ECL显影液显影后成像。采用 Image J软件分析，

以目标蛋白与内参蛋白（β-actin）条带灰度值的比值表示

目标蛋白的表达水平。

采用 qRT-PCR法检测mRNA的表达。取对数生长

期的细胞，按“2.1.1”项下方法造模、分组、给药。培养

24 h 后，收集细胞，用 TRIzol 试剂盒提取总 RNA 后，按

照反转录试剂盒操作说明将其反转录成 cDNA；以此

cDNA 为模板，加入相应引物，使用 FastStart Universal 

SYBR Green Master（Rox）试剂盒，根据试剂盒中的说明

书进行 PCR 扩增，具体反应体系为：FastStart Universal 

SYBR（2×）Forward 10.0 μL，正、反向引物各0.6 μL（具

体引物序列及产物长度见表 1），cDNA模板 2 μL，dH2O 

6.8 μL，共 20 μL。反应条件为：预变性 95 ℃ 30 s，变性

95 ℃ 10 s，退火 55 ℃ 30 s，延伸 72 ℃ 15 s，40个循环，

每组重复 3次。以GAPDH为内参，采用 2－ΔΔCt法对目标

基因mRNA的表达水平进行相对定量分析。
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2.2　敲低SGK2对CCF药效的影响

2.2.1　细胞分组、siRNA转染与给药

取对数生长期的细胞，分为空白组、LPS组、siSGK2

组、siSGK2+CCF组。空白组、LPS组使用正常的HTR-

8/SVneo 细胞，按“2.1.1”项下方法干预。 siSGK2 组、

siSGK2+CCF组使用转染后的HTR-8/SVneo细胞，具体

转染、干预过程如下：根据 siRNA转染试剂说明书进行

转染体系的配制及转染操作，将携带空白质粒和携带

siRNA SGK2质粒的逆转录病毒分别感染HTR-8/SVneo

细胞，得到阴性对照细胞和敲低SGK2的HTR-8/SVneo

细胞。转染体系为 46 μL GA-RNA 缓冲液、4 μL 20 

μmol/L siRNA和 7.5 μL GA-RNA试剂。将配制好的转

染体系室温放置 20 min，随后加入培养液中，24 h后换

液。阴性对照的正向引物为 5′-UUCUCCGAACGAG- 

UCACGUTT-3′，反向引物为 5′-ACGUGACUCGUUC- 

GGAGAATT-3′；siSGK2的正向引物为 5′-TAGGTGC- 

TCGACTATGTCAACGG-3′，反向引物为 5′-AAACCC- 

GTTGACATAGTCGAGCA-3′。参考“2.1.4”项下 qRT-

PCR法检测转染前后细胞内SGK2 mRNA的表达水平，

若转染后SGK2 mRNA的表达水平显著低于转染前，表

明 SGK2成功敲低[17]。取转染后的HTR-8/SVneo细胞，

以 6×105个/mL 的密度接种于 6孔板中，以含 100 μg/L 

LPS的DMEM完全培养基 100 μL培养 24 h后，siSGK2

组细胞加入 100 μL 的 1% DMSO，siSGK2+CCF 组细胞

加入 100 μL 的 1% DMSO+100 μL 的 CCF（400 mg/L，

CCF剂量根据前期预实验得出）。各组细胞于培养箱中

培养24 h，进行后续实验。细胞每组设5个复孔，实验重

复3次。

2.2.2　敲低SGK2后细胞增殖水平检测

取对数生长期的细胞，按“2.2.1”项下方法分组、转

染、给药，按“2.1.2”项下方法检测各组细胞的存活率。

2.2.3　敲低SGK2后细胞WNK信号通路及蜕膜化相关

蛋白和mRNA的检测

取对数生长期的细胞，按“2.2.1”项下方法分组、转

染、给药，按“2.1.4”项下方法检测各组细胞中WNK信号

通路及蜕膜化相关蛋白和mRNA的表达水平。

2.2.4　敲低SGK2后细胞线粒体膜电位检测

采用流式细胞仪检测。取对数生长期的细胞，按

“2.2.1”项下方法分组、转染、给药。培养24 h后，收集细

胞，按照线粒体膜电位试剂盒说明书操作，检测各组细

胞单体荧光（绿色）和聚合物荧光（红色），并计算红/绿荧

光强度比值以反映线粒体膜电位（上述比值降低表示细

胞线粒体膜电位降低）。

2.3　CCF对RSA小鼠的影响

2.3.1　小鼠造模、分组与给药

参考文献构建小鼠RSA模型[18]。小鼠适应性饲养1

周后，20只雌性CBA/J小鼠与 10只雄性DBA/2小鼠按

2∶1合笼交配构建RSA模型，4只雌性CBA/J小鼠与2只

雄性BALB/C小鼠按 2∶1合笼交配构建正常妊娠模型。

于合笼次日早晨对雌鼠进行阴道涂片，若可见大量精子

或阴道栓，记为妊娠第1天。从妊娠第1天开始，将20只

RSA模型CBA/J小鼠随机分为5组：模型组（生理盐水灌

胃）、CCF低剂量组（20 mg/kg CCF灌胃）、CCF高剂量组

（40 mg/kg CCF灌胃）、GSK组（10 mg/kg GSK650394腹

腔注射）、联合给药组（40 mg/kg CCF 灌胃+10 mg/kg 

GSK650394腹腔注射），每组 4只；将 4只正常妊娠模型

小鼠作为对照组（生理盐水灌胃）。所有小鼠每天干预1

次 ，持 续 14 d。 CCF 的 剂 量 设 置 参 考 文 献 [19]，

GSK650394的剂量设置参考文献[20]。

2.3.2　小鼠胚胎着床数、活胎数及丢失胚胎数的计算

末次给药结束后，处死各组小鼠并剖宫，记录并计

算其胚胎着床数、活胎数及丢失胚胎数。胚胎着床数计

算方法参考文献[21]。活胎判断标准为：胎鼠体形完整，

颜色发红或粉红，有自然动作，胎盘大，色红[22]。丢失胚

胎判断标准为：胚胎体积明显缩小，或失去正常胚胎形

状，胎盘颜色暗红，母胎界面有出血水肿[23]。

2.3.3　小鼠子宫内膜结构及蜕膜化情况观察

采用HE染色法观察。分离各组小鼠的右侧子宫内

膜组织，置于4%多聚甲醛中固定24 h，经二甲苯透明后

进行石蜡包埋、切片。取切片，经脱蜡、梯度乙醇水合

后，以苏木精染色10 min；经水冲洗、盐酸乙醇处理30 s、

流水冲洗返蓝后，再用伊红染色5 min；依次经梯度乙醇

脱水 5 min、二甲苯清洗 10 min后，用中性树脂封片，使

用显微镜观察小鼠子宫内膜结构及蜕膜化情况。

2.3.4　小鼠子宫内膜组织WNK信号通路及蜕膜化相关

蛋白和mRNA的检测

分离各组小鼠的右侧子宫内膜组织，按“2.1.4”项下

方法检测各组小鼠子宫内膜组织WNK信号通路及蜕膜

化相关蛋白和mRNA的表达水平。

2.3.5　小鼠子宫内膜组织线粒体膜电位的检测

采用流式细胞仪检测。另取各组小鼠的左侧子宫

内膜组织，剪碎裂解后离心，取适量上清液，加入96孔板

中，向每孔加入等体积的荧光探针工作液，于 37 ℃、

5%CO2条件下避光孵育 30 min；以PBS洗涤 2～3次后，

按“2.2.4”项下方法检测各组小鼠的线粒体膜电位。

表1　qRT-PCR引物序列及产物长度

基因
SGK2

WNK1

WNK4

PRL

IGFBP-1

OSR1

SPAK

GAPDH

正向引物（5′→3′）

TCATCGGCAAAGGGAACT

CAGAGTGAGCAGCCAACAGA

CACCCAGCGAGTCCGTCTGT

GGTGGGCCTTCCTAACGAG

TGCTCAGATCCCCTTGTGAT

CTCCTTCCTTCAGGCAGTG

GGCCCATCTGCAGGGAC

TCGTGGAAGGACTCATGACC

反向引物（5′→3′）

CCTCAGCAGCGTAGAACC

CCACGGACTGAGGCATACTT

CCACCCTCTGTCTGTCATCCT

GACCACATCAGGCTCAATGCT

AGCTGGTGGGTTTGTGACAT

ATCTCGGGCTTGGGTTG

CTACACGTTCTTGCCTGGGT

TCCACCACCCTGTTGCTGTA

产物长度/bp

309

152

149

365

210

243

102

469
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2.4　统计学处理

采用GraphPad Prism 8软件绘图，采用SPSS 25.0软

件进行统计分析。计量资料满足正态分布以 x±s表示，

多组间比较采用方差分析，进一步两两比较采用LSD-t

检验。检验水准α＝0.05。

3　结果
3.1　CCF对LPS诱导的HTR-8/SVneo细胞的影响

3.1.1　CCF对细胞增殖的影响

空白组、LPS组、CCF组、GSK组、CCF+GSK组细胞

存活率分别为（96.10±3.68）%、（56.21±3.93）%、（86.41±

2.77）%、（43.98±3.02）%、（72.25±5.56）%（n＝5）。与空

白组比较，LPS 组细胞存活率显著降低（P＜0.05）；与

LPS组比较，CCF组细胞存活率显著升高，而GSK组细

胞存活率显著降低（P＜0.05）；CCF+GSK组细胞存活率

较GSK组有所恢复，但仍低于CCF组（P＜0.05）。

3.1.2　CCF对细胞中SGK2与WNK1、WNK4共定位的

影响

免疫荧光共定位实验结果（表 2）显示，与空白组比

较，LPS组细胞中SGK2与WNK1和WNK4的共定位水

平均显著降低（P＜0.05）；与LPS组比较，CCF组细胞中

SGK2与WNK1和WNK4的共定位水平均显著升高，而

GSK组细胞中 SGK2与WNK1和WNK4的共定位水平

均显著降低（P＜0.05）；与 CCF 组比较，CCF+GSK 组细

胞中 SGK2与 WNK1和 WNK4的共定位水平均显著降

低（P＜0.05）。限于篇幅，免疫荧光共定位图可通过本

文首页二维码链接中“增强出版”板块查看附图1。

3.1.3　CCF对细胞WNK信号通路、蜕膜化相关蛋白和

mRNA表达的影响

Western blot法（表3、图1）和qRT-PCR法（表4）检测

结果显示，与空白组比较，LPS组细胞中SGK2、WNK1、

WNK4、PRL、IGFBP-1、OSR1、SPAK蛋白和mRNA的表

达水平均显著降低（P＜0.05）；与LPS组比较，CCF组细

胞中上述蛋白和mRNA的表达水平均显著升高，而GSK

组细胞中上述蛋白和 mRNA 的表达水平均显著降低

（P＜0.05）；与 CCF 组比较，CCF+GSK 组细胞中上述蛋

白和mRNA的表达水平均显著降低（P＜0.05）。

3.2　敲低SGK2对CCF药效的影响

3.2.1　敲低SGK2对细胞增殖的影响

空白组、LPS组、siSGK2组、siSGK2+CCF组细胞的

存活率分别为（97.09±2.94）%、（54.88±3.37）%、（22.28±

2.49）%、（41.27±3.15）%（n＝5）。与空白组比较，LPS组

细胞存活率显著降低（P＜0.05）；与LPS组比较，siSGK2

组细胞存活率显著降低（P＜0.05）；与 siSGK2组比较，

siSGK2+CCF组细胞存活率显著升高（P＜0.05）。

3.2.2　敲低 SGK2对细胞中 WNK 信号通路、蜕膜化相

关蛋白和mRNA表达的影响

Western blot 法（表 5）和 qRT-PCR 法（表 6）检测显

示，与空白组比较，LPS组细胞中SGK2、WNK1、WNK4、

PRL、IGFBP-1、OSR1、SPAK 蛋白和 mRNA 的表达水平

均显著降低（P＜0.05）；与LPS组比较，siSGK2组细胞中

上述蛋白和mRNA的表达水平均显著降低（P＜0.05）；

与 siSGK2组比较，siSGK2+CCF 组细胞中上述蛋白和

mRNA 表达水平均显著升高（P＜0.05）。限于篇幅，敲

低SGK2后的蛋白表达电泳图可通过本文首页二维码链

接中“增强出版”板块查看附图2。

表2　各组细胞中免疫荧光共定位结果比较（x±s，n＝5）

组别
空白组
LPS组
CCF组
GSK组
CCF+GSK组

SGK2/WNK1的相对表达量
1.01±0.02

0.41±0.10a

1.48±0.16b

0.11±0.03b

0.58±0.10c

SGK2/WNK4的相对表达量
1.00±0.02

0.51±0.09a

1.62±0.15b

0.12±0.04b

0.53±0.11c

a：与空白组比较，P＜0.05；b：与LPS组比较，P＜0.05；c：与CCF组

比较，P＜0.05。

表3　各组细胞中 WNK 信号通路、蜕膜化相关蛋白表

达水平比较（x±s，n＝5）

组别

空白组
LPS组
CCF组
GSK组
CCF+GSK组

SGK2/

β-actin

1.09±0.05

0.45±0.05a

0.82±0.09b

0.24±0.03b

0.41±0.05c

WNK1/

β-actin

1.06±0.08

0.53±0.06a

0.73±0.08b

0.33±0.04b

0.47±0.05c

WNK4/

β-actin

1.08±0.05

0.49±0.09a

0.86±0.10b

0.29±0.07b

0.52±0.06c

PRL/

β-actin

1.04±0.06

0.32±0.04a

0.65±0.09b

0.14±0.02b

0.31±0.03c

IGFBP-1/

β-actin

1.02±0.07

0.57±0.06a

0.91±0.11b

0.37±0.05b

0.60±0.07c

OSR1/

β-actin

1.05±0.08

0.48±0.08a

0.87±0.11b

0.35±0.08b

0.53±0.08c

SPAK/

β-actin

1.03±0.06

0.51±0.10a

0.84±0.11b

0.28±0.06b

0.55±0.07c

a：与空白组比较，P＜0.05；b：与LPS组比较，P＜0.05；c：与CCF组

比较，P＜0.05。

IGFBP-1

PRL

SGK2

WNK1

WNK4

OSR1

SPAK

β-actin

30 kDa

30 kDa

30 kDa

66 kDa

52 kDa

250 kDa

250 kDa
130 kDa

52 kDa

80 kDa

52 kDa

40 kDa

CCF+GSK组空白组 LPS组 CCF组 GSK组

图1　各组细胞中 WNK 信号通路、蜕膜化相关蛋白表

达电泳图

表4　各组细胞中 WNK 信号通路、蜕膜化相关基因

mRNA表达水平比较（x±s，n＝5）

组别
空白组
LPS组
CCF组
GSK组
CCF+GSK组

SGK2

2.15±0.12

0.59±0.10a

1.68±0.15b

0.36±0.07b

0.81±0.10c

WNK1

2.23±0.14

0.67±0.11a

1.54±0.12b

0.49±0.08b

0.72±0.09c

WNK4

2.08±0.19

0.70±0.08a

1.92±0.14b

0.41±0.06b

0.78±0.10c

PRL

2.17±0.11

0.48±0.07a

1.47±0.13b

0.28±0.05b

0.59±0.08c

IGFBP-1

2.20±0.15

0.82±0.12a

2.03±0.17b

0.60±0.09b

0.92±0.11c

OSR1

2.21±0.14

0.61±0.12a

2.03±0.17b

0.39±0.07b

0.68±0.12c

SPAK

2.19±0.13

0.75±0.12a

2.03±0.17b

0.44±0.09b

0.70±0.11c

a：与空白组比较，P＜0.05；b：与LPS组比较，P＜0.05；c：与CCF组

比较，P＜0.05。
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3.2.3　敲低SGK2对细胞中线粒体功能的影响

空白组、LPS组、siSGK2组、siSGK2+CCF组细胞中

红/绿荧光强度比值分别为 11.53±1.81、3.03±0.26、

2.16±0.17、5.37±0.61（n＝5）。与空白组比较，LPS 组

细胞中红/绿荧光强度比值显著降低（P＜0.05）；与 LPS

组比较，siSGK2组细胞中红/绿荧光强度比值显著降低

（P＜0.05）；与 siSGK2组比较，siSGK2+CCF组细胞中红/

绿荧光强度比值显著升高（P＜0.05）。限于篇幅，流式

细胞图可通过本文首页二维码链接中“增强出版”板块

查看附图3。

3.3　CCF对RSA小鼠的影响

3.3.1　CCF对RSA小鼠妊娠结局的影响

与对照组比较，模型组小鼠胚胎着床数、活胎数均

显著减少，丢失胚胎数均显著增加（P＜0.05）；与模型组

比较，CCF低、高剂量组小鼠胚胎着床数和活胎数均显

著增多，丢失胚胎数均显著减少（P＜0.05），而GSK组以

上指标均进一步恶化（P＜0.05）；与CCF高剂量组比较，

联合给药组小鼠胚胎着床数、活胎数均显著减少，丢失

胚胎数显著增加（P＜0.05）。结果见表7。

3.3.2　CCF对RSA小鼠子宫内膜结构及蜕膜化的影响

HE染色结果（图2）显示，对照组小鼠的子宫内膜组

织中，细胞形态结构完整且有序排列，细胞间连接紧密，

胞质颜色均匀，可观察到丰富的血管；与对照组比较，模

型组小鼠的子宫内膜血管密度降低，细胞出现嗜酸性

变，部分细胞显示出核碎裂和胞质溶解现象，提示有细

胞坏死及凋亡的病理过程存在；与模型组比较，CCF低、

高剂量组小鼠子宫内膜结构及蜕膜化进程明显恢复，

GSK 组小鼠子宫内膜结构和蜕膜化状态有所恶化；与

CCF组比较，联合给药组小鼠的子宫内膜结构及蜕膜化

状态有所恶化。

3.3.3　CCF对RSA小鼠WNK信号通路、蜕膜化相关蛋

白和mRNA表达的影响

Western blot法（表8）和qRT-PCR法（表9）检测结果

显示，与对照组比较，模型组小鼠子宫内膜组织中

SGK2、WNK1、WNK4、OSR1、SPAK、PRL和 IGFBP-1蛋

白和mRNA表达水平均显著降低（P＜0.05）；与模型组

比较，CCF低、高剂量组小鼠子宫内膜组织中上述蛋白

及 mRNA 的表达水平均显著升高，而 GSK 组小鼠子宫

内膜组织中上述蛋白和mRNA的表达水平均显著降低

（P＜0.05）；与CCF高剂量组比较，联合给药组小鼠子宫

内膜组织中上述蛋白和mRNA的表达水平均显著降低

（P＜0.05）。限于篇幅，蛋白表达电泳图可通过本文首

页二维码链接中“增强出版”板块查看附图4。

表5　敲低SGK2后各组细胞中WNK信号通路、蜕膜化

相关蛋白表达水平比较（x±s，n＝5）

组别

空白组
LPS组
siSGK2组
siSGK2+CCF组

SGK2/

β-actin

1.07±0.07

0.47±0.06a

0.21±0.04b

0.35±0.06c

WNK1/

β-actin

1.06±0.06

0.48±0.08a

0.19±0.03b

0.31±0.05c

WNK4/

β-actin

1.07±0.08

0.51±0.09a

0.15±0.03b

0.32±0.04c

PRL/

β-actin

1.05±0.06

0.40±0.06a

0.16±0.02b

0.29±0.03c

IGFBP-1/

β-actin

1.02±0.06

0.54±0.08a

0.14±0.03b

0.27±0.06c

OSR1/

β-actin

1.03±0.05

0.50±0.11a

0.18±0.04b

0.33±0.05c

SPAK/

β-actin

1.04±0.05

0.46±0.09a

0.17±0.02b

0.29±0.04c

a：与空白组比较，P＜0.05；b：与LPS组比较，P＜0.05；c：与siSGK2

组比较，P＜0.05。

表6　敲低SGK2后各组细胞中WNK信号通路、蜕膜化

相关基因mRNA表达水平比较（x±s，n＝5）

组别
空白组
LPS组
siSGK2组
siSGK2+CCF组

SGK2

2.32±0.14

1.05±0.12a

0.29±0.08b

0.53±0.11c

WNK1

2.28±0.13

0.97±0.12a

0.31±0.08b

0.61±0.12c

WNK4

2.19±0.15

1.03±0.10a

0.26±0.07b

0.49±0.12c

PRL

2.07±0.16

0.84±0.09a

0.28±0.06b

0.52±0.14c

IGFBP-1

2.21±0.14

0.92±0.11a

0.23±0.08b

0.58±0.13c

OSR1

2.06±0.17

0.81±0.11a

0.27±0.06b

0.63±0.13c

SPAK

2.15±0.13

0.95±0.12a

0.22±0.08b

0.61±0.15c

a：与空白组比较，P＜0.05；b：与LPS组比较，P＜0.05；c：与siSGK2

组比较，P＜0.05。

表 7　各组小鼠胚胎着床数、活胎数及丢失胚胎数比较

（x±s，n＝4）

组别
对照组
模型组
CCF低剂量组
CCF高剂量组
GSK组
联合给药组

胚胎着床数
14.00±0.82

6.00±0.82a

9.00±0.82b

11.75±0.96b

5.00±0.82b

6.50±1.29c

活胎数
12.25±0.96

5.25±0.50a

7.25±0.96b

11.00±0.82b

4.00±0.82b

5.25±0.96c

丢失胚胎数
1.75±0.50

4.00±0.82a

3.00±0.82b

2.50±0.58b

4.25±0.50b

3.50±0.58c

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05；c：与CCF高

剂量组比较，P＜0.05。

A.对照组 B.模型组 C. CCF低剂量组

D. CCF高剂量组 E. GSK组 F.联合给药组

注：箭头所指为小鼠子宫内膜结构。

图2　各组小鼠子宫内膜结构及蜕膜化HE染色显微图

表8　各组小鼠子宫内膜组织中 WNK 信号通路、蜕膜

化相关蛋白表达水平比较（x±s，n＝4）

组别

对照组
模型组
CCF低剂量组
CCF高剂量组
GSK组
联合给药组

SGK2/

β-actin

1.09±0.08

0.34±0.06a

0.52±0.07b

0.89±0.10b

0.19±0.04b

0.30±0.05c

WNK1/

β-actin

1.07±0.07

0.44±0.05a

0.63±0.06b

0.79±0.09b

0.32±0.06b

0.49±0.07c

WNK4/

β-actin

1.05±0.09

0.56±0.05a

0.78±0.07b

0.93±0.11b

0.37±0.04b

0.58±0.06c

PRL/

β-actin

1.04±0.07

0.32±0.05a

0.60±0.08b

0.86±0.09b

0.17±0.03b

0.36±0.05c

IGFBP-1/

β-actin

1.01±0.10

0.48±0.05a

0.71±0.08b

0.98±0.11b

0.29±0.04b

0.45±0.06c

OSR1/

β-actin

1.04±0.09

0.37±0.06a

0.67±0.07b

0.81±0.12b

0.23±0.04b

0.42±0.05c

SPAK/

β-actin

1.02±0.08

0.41±0.05a

0.58±0.09b

0.74±0.11b

0.27±0.03b

0.44±0.07c

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05；c：与CCF高

剂量组比较，P＜0.05。
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3.3.4　CCF对RSA小鼠子宫内膜组织中线粒体功能的

影响

对照组、模型组、CCF 低剂量组、CCF 高剂量组、

GSK组、联合给药组小鼠子宫内膜组织中的红/绿荧光

强度比值分别为 10.47±1.00、3.71±0.36、5.31±0.51、

6.95±0.89、3.08±0.32、5.08±0.55（n＝4）。与对照组比

较，模型组小鼠子宫内膜组织中的红/绿荧光强度比值显

著降低（P＜0.05）；与模型组比较，CCF 低、高剂量组小

鼠子宫内膜组织中的红/绿荧光强度比值均显著升高，

GSK组小鼠子宫内膜组织中的红/绿荧光强度比值显著

降低（P＜0.05）；与CCF高剂量组比较，联合给药组小鼠

子宫内膜组织中的红/绿荧光强度比值显著降低（P＜

0.05）。限于篇幅，流式细胞图可通过本文首页二维码链

接中“增强出版”板块查看附图5。

4　讨论

RSA是妊娠期常见并发症，发病率较高。近年来，

中药作为辅助治疗方法，逐渐展现出显著疗效和良好的

安全性。根据中医理论，RSA常与肾气不足、气血两虚

及瘀血阻络有关，以保胎固肾为主要治则。菟丝子具有

滋养肝肾、稳固胎元等疗效[24]，CCF 作为其主要活性成

分，含量可达到3.42%[25]。因此，本研究主要探讨CCF改

善RSA的作用机制。

SGK2是一类丝氨酸/苏氨酸激酶，其表达与多种生

理过程密切相关；而WNK信号通路是一类调控细胞内

离子转运、渗透压平衡及细胞存活的重要激酶家族，其

中WNK1已被确认能够调节人子宫内膜基质细胞蜕膜

化、增殖和迁移，与子宫稳态及其支持受孕的能力密切

相关[14—15]，WNK4则与妊娠期高血压密切相关[26]。本研

究团队前期预实验利用 GeneMANIA 数据库预测与

SGK2互作密切的潜在靶点，结果表明，WNK信号通路

可能是SGK2的作用靶点之一，本研究通过免疫荧光共

定位实验结果证实了SGK2与WNK1、WNK4存在直接

互作关系。

RSA与子宫蜕膜化异常密切相关。蜕膜化是指子

宫内膜基质细胞转化为蜕膜细胞的过程，此过程伴随多

核蜕膜细胞形成、新生血管生成、蜕膜标志蛋白表达增

加，PRL 和 IGFBP-1显著上调[26]。在胚胎发育过程中，

IGFBP-1和 PRL 的表达在子宫内膜蜕膜化和胚胎植入

中发挥重要作用，因此 IGFBP-1和PRL可作为子宫内膜

的蜕膜化指标。OSR1与 SPAK 均为 WNK 激酶的相关

下游因子，其中OSR1在子宫内膜中表达较高，与子宫内

膜增殖和凋亡有关；SPAK可调节肾脏钠氯协同转运蛋

白的磷酸化水平，进而参与妊娠过程[27]。本研究进一步

的实验表明，LPS 可以诱导 HTR-8/SVneo 细胞 WNK 通

路及蜕膜化相关因子水平降低，使用SGK2抑制剂可进

一步降低上述因子水平；CCF可促进WNK通路及蜕膜

化相关因子的表达，逆转 SGK2抑制剂的作用。敲低

SGK2后，细胞的增殖能力降低，凋亡增加，且WNK信号

通路及蜕膜化相关因子表达均降低；CCF 可逆转敲低

SGK2对细胞的影响。以上实验表明，CCF 能够上调

SGK2，上调WNK信号通路，进而促进细胞增殖，减少细

胞凋亡。

本研究体内实验结果显示，与对照组比较，模型组

小鼠胚胎着床数量和活胎数显著减少，丢失胚胎数显著

增加；SGK2抑制剂可进一步加重小鼠 RSA；经 CCF 干

预后，胚胎着床和活胎数量显著增加，丢失胚胎数显著

减少。HE 染色观察到 CCF 可以促进子宫内膜结构恢

复，促进蜕膜化进程。以上结果提示，CCF在子宫内膜

结构恢复和促进蜕膜化程度提升方面效果显著。进一

步的实验结果表明，模型组小鼠子宫内膜组织中WNK

信号通路、蜕膜化相关蛋白和mRNA表达均显著降低；

抑制 SGK2可导致 WNK 信号通路、蜕膜化相关蛋白和

mRNA表达进一步减少；CCF可使WNK信号通路、脱膜

化相关蛋白和mRNA表达显著升高。此外，与体外实验

结果相同，CCF低、高剂量组小鼠子宫内膜组织中线粒

体膜电位显著升高，表明小鼠子宫内膜组织内细胞凋亡

减少，进一步证实了CCF对RSA的改善作用。

综上所述，CCF可激活SGK2，上调WNK信号通路，

促进子宫内膜蜕膜化，进而改善RSA。
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