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摘 要 目的 研究清热安胎方改善血热型先兆流产大鼠妊娠结局的作用机制。方法 将妊娠成功的大鼠随机分为正常组、模型

组、地屈孕酮组（0.002 g/kg）和清热安胎方组（44.1 g/kg），每组13只。除正常组外，其余各组大鼠自妊娠第1天开始灌胃温阳中药

和相应药物，每天1次，连续12 d；妊娠第13天一次性灌胃米非司酮（5 mg/kg）建立血热型先兆流产模型。妊娠第14天，计算大鼠

流产率及子宫系数，观察大鼠妊娠子宫病理学形态，检测大鼠血清中三碘甲状腺原氨酸（T3）、甲状腺素（T4）、促甲状腺激素（TSH）

水平，检测大鼠妊娠子宫中血管内皮生长因子（VEGF）、一氧化氮（NO）水平和 Janus 激酶 2（JAK2）/信号转导与转录激活因子 3

（STAT3）、磷脂酰肌醇3-激酶（PI3K）/蛋白激酶B（AKT）通路相关mRNA及蛋白表达水平。结果 与正常组比较，模型组大鼠子宫

内膜组织出现损伤、蜕膜细胞数量减少，宫内可见大量瘀血；流产率，血清中T3、T4、TSH水平，子宫中 JAK2、STAT3、细胞因子信

号转导抑制因子 3（SOCS3）mRNA 表达水平和磷酸化 JAK2、磷酸化 STAT3、SOCS3蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05）；子宫系

数，妊娠子宫中 VEGF、NO 水平，血管内皮细胞生长因子受体 2（VEGFR2）、PI3K、AKT、一氧化氮合酶（eNOS）mRNA 表达水平，

VEGFR2、PI3K、eNOS蛋白表达水平和AKT蛋白磷酸化水平均显著降低（P＜0.05）。与模型组比较，清热安胎组大鼠子宫内膜组

织损伤及充血程度明显改善，上述定量指标水平均显著逆转（P＜0.05）。结论 清热安胎方可改善血热型先兆流产大鼠的妊娠结

局，其作用机制可能与抑制 JAK2/STAT3通路、激活PI3K/AKT通路有关。
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Mechanism of Qingre antai decoction in improving pregnancy outcomes of threatened abortion rats with 
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ABSTRACT OBJECTIVE To explore the mechanism by which Qingre antai decoction improves pregnancy outcomes of 

threatened abortion rats with blood heat syndrome. 

METHODS The pregnant rats were randomly divided into 

normal group， model group， dydrogesterone group （0.002       

g/kg）， and Qingre antai decoction group （44.1 g/kg）， with 13 

rats in each group. Except for normal group， other groups 

were given warming-yang Chinese medicine and corresponding 
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drugs intragastrically， once a day， for 12 consecutive days. On the 13th day of pregnancy， a single intragastric administration of 

mifepristone （5 mg/kg） was performed to establish a model of threatened abortion with blood heat syndrome. On the 14th day of 

pregnancy， the abortion rate and uterine coefficient were calculated； the pathological morphology of pregnant uterine was observed； 

the serum levels of 3，5，3′-triiodothyronine （T3）， thyroid hormone （T4）， thyroid stimulating hormone （TSH）， as well as the 

levels of vascular endothelial growth factor （VEGF） and nitric oxide （NO） in the pregnant uterus were all determined； the 

expressions of mRNA and protein related to Janus kinase 2 （JAK2）/signal transducer and activator of transcription 3 （STAT3） and 

phosphatidylinositol 3-kinase （PI3K）/protein kinase B （AKT） pathways were detected. RESULTS Compared with normal group， 

the model group exhibited endometrial tissue damage， a reduced number of decidual cells， and a significant presence of blood 

stasis within the uterus； abortion rate， the serum levels of T3， T4 and TSH， the mRNA expressions of JAK2， STAT3 and 

suppressor of cytokine signaling 3 （SOCS3） as well as protein expressions of p-JAK2， p-STAT3 and SOCS3 in the pregnant uterus 

were increased significantly （P＜0.05）； uterine coefficient， the levels of VEGF and NO in pregnant uterus， mRNA expressions of 

VEGFR2， PI3K， AKT and endothelial nitric oxide synthase（eNOS）， protein expressions of VEGFR2， PI3K and eNOS as well as 

phosphorylation level of AKT in the pregnant uterus were significantly reduced （P＜0.05）. Compared with model group， the 

endometrial tissue damage and congestion in the Qingre antai decoction group were significantly improved， and the levels of the 

aforementioned quantitative indicators were significantly reversed （P＜0.05）. CONCLUSIONS Qingre antai decoction can improve 

the pregnancy outcomes in rats with threatened abortion of blood heat syndrome， the mechanism of which may be associated with 

inhibiting JAK2/STAT3 pathway and activating PI3K/AKT pathway.

KEYWORDS Qingre antai decoction； blood heat syndrome； threatened abortion； JAK2/STAT3 pathway； PI3K/AKT pathway； 

pregnancy outcomes

先兆流产是妊娠期女性的常见疾病之一，发病率约

占妊娠相关疾病的10%～15%，且有逐年升高的趋势，严

重危害广大女性的生殖与心理健康[1]。先兆流产发病前

期会出现阴道出血，继而出现阵发性下腹痛、腰背痛及

坠胀感，其病程复杂，现代医学认为该病的发生与免疫

异常、内分泌失调、感染及染色体异常等因素有关，故常

以黄体酮、阿司匹林等药物进行常规治疗，这虽能在一

定程度上提高妊娠成功率，但总体效果并不理想[2―3]。

先兆流产在中医理论中归为“胎漏”“胎动不安”“滑

胎”等范畴，曾记载于《产经》《脉经》《医宗金鉴·妇科心

法要诀》等多部典籍中，分为肾虚型、气血虚弱型、血热

型、血瘀型、肝郁型等证型[4]。起源于清代乾隆年间的中

原庞氏妇科流派认为，妇女孕后阴血下注冲任以养胎，

易使机体阴血偏虚，阳气偏旺，血热内生，故“热”贯穿妊

娠病全过程，治疗时应重视“胎前热”[5]。该流派第六代

传人庞清治先生以清热、止血、安胎为原则，创制了清热

安胎方，其治疗血热型先兆流产的效果较好[6]，但具体作

用机制尚不明确。研究发现，血热与甲状腺激素分泌有

关，安胎与胚胎血管生成有关[7―8]。本课题组前期研究

发现，信号转导与转录激活因子 3（signal transducer and 

activator of transcription 3，STAT3）、蛋白激酶 B（protein 

kinase B，AKT）是清热安胎方治疗先兆流产的主要作用

靶点[6]。研究表明，Janus 激酶 2（Janus kinase 2，JAK2）/

STAT3通路与早期胚胎发育和甲状腺激素分泌相关，磷

脂酰肌醇 3-激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）/

AKT通路则参与调控胚胎血管生成[9―11]。然而，清热安

胎方是否可通过调控 JAK2/STAT3、PI3K/AKT双通路发

挥改善血热型先兆流产的作用仍不清晰。基于此，本研

究拟基于 JAK2/STAT3、PI3K/AKT 双通路，从甲状腺激

素分泌调节和胚胎血管生成调控两个层面探讨清热安

胎方改善血热型先兆流产妊娠结局的作用机制。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用的主要仪器有 BS110S 型电子天平[赛

多利斯科学仪器（北京）有限公司]，MR-96TB型酶标仪

[骋克仪器（上海）有限公司]，D3024R型台式高速冷冻型

微量离心机[大龙兴创实验仪器（北京）股份有限公司]，

CX23型光学显微镜（日本Olympus公司）。

1.2　主要药品与试剂

清热安胎方由黄芩 10 g、知母 30 g、金银花 30 g、蒲

公英30 g、荷叶10 g、旱莲草30 g、藕节30 g、升麻 6 g、苏

梗15 g、白术10 g、山茱萸30 g、白芍10 g、甘草4 g组成，

温阳中药方（用于制备血热型先兆流产模型）由附子10 g、

干姜 10 g、肉桂 10 g组成；上述两方中所有药材均购自

河南中医药大学第三附属医院，经河南中医药大学药学

院中药资源与鉴定教研室2名副教授以上职称人员鉴定

为真品。清热安胎方、温阳中药方均于河南中医药大学

医学机能实验室制备。清热安胎方制备过程为：称取处

方量药材以蒸馏水浸泡30 min，以大火煮沸后转小火煎

煮 30 min，共煎 3次，合并药液，再浓缩成质量浓度为
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1.11 g/mL（以生药量计）的药液；温阳中药方制备过程

为：称取处方量药材以蒸馏水常规煎煮，再浓缩成质量

浓度为1.00 g/mL（以生药量计）的药液。

地屈孕酮片（批号363775，规格10 mg/片）购自荷兰

Abbott Healthcare 公司；米非司酮片（批号 43210213，25 

mg/片）购自华润紫竹药业有限公司；三碘甲状腺原氨酸

（3，5，3′-triiodothyronine，T3）、甲状腺素（thyroid hor‐

mone，T4）、促甲状腺激素（thyroid stimulating hormone，

TSH）测定试剂盒（批号分别为 H222-1-2、H223-1-2、

H087-1-2）均购自南京建成生物工程研究所有限公司；

血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，

VEGF）测定试剂盒（批号ml-063019）购自上海酶联生物

科技有限公司；一氧化氮（nitric oxide，NO）测定试剂盒

（批号S0021）购自上海碧云天生物技术有限公司；兔抗

大鼠磷酸化 JAK2（p-JAK2）、磷酸化 STAT3（p-STAT3）、

细胞因子信号转导抑制因子 3（suppressor of cytokine 

signaling 3，SOCS3）、β-肌动蛋白（β-actin）抗体和辣根过

氧化物酶标记的山羊抗兔二抗（批号分别为GB114585-

100、GB1150001-100、GB113792-100、GB15003-100、

G1213-100UL）购自武汉赛维尔生物科技有限公司；兔

抗大鼠血管内皮细胞生长因子受体 2（vascular endothe‐

lial growth factor receptor 2，VEGFR2）、AKT、磷酸化

AKT（p-AKT）、PI3K、一氧化氮合酶（endothelial nitric 

oxide synthase，eNOS）抗体（批号分别为 bs-10412R、bs-

5570R、bs-0115R、bs-0876R、bs-20608R）购自北京博奥

森生物技术有限公司。

1.3　实验动物

本研究所用动物有 10周龄健康未产雌性 SD 大鼠

（60只，体重200～280 g）和10周龄健康雄性SD大鼠（30

只，体重250～280 g），均购自郑州市惠济区华兴实验动

物养殖场，动物生产许可证号为SCXK（豫）2022-0002。

所有大鼠均饲养于河南中医药大学医学机能实验室，饲

养环境温度为 20～22 ℃、相对湿度为 55%～60%、正常

光照。本实验由河南中医药大学实验动物伦理委员会

批准（编号为DWLL202401011）。

2　方法

2.1　分组、造模与给药

将 60只雌性大鼠与 30只雄性大鼠合笼配种，于次

日清晨观察雌性大鼠阴道栓形成情况，将出现阴道栓当

天记为妊娠第1天，最后确定妊娠成功大鼠共52只。选

取52只雌性妊娠大鼠，随机分为正常组、模型组、地屈孕

酮组（0.002 g/kg，根据临床等效剂量换算而成）和清热安

胎方组（44.1 g/kg，根据本课题组前期研究结果设置，为

临床等效剂量的2倍），每组各13只。

自妊娠第1天开始，模型组、地屈孕酮组和清热安胎

方组大鼠于每天上午按10 mL/kg灌胃温阳中药，每天1

次，连续12 d，以建立血热模型[12]；在造模的同时，地屈孕

酮组和清热安胎方组大鼠于每天下午灌胃相应药液，正

常组和模型组大鼠灌胃等体积蒸馏水；除正常组外，其

余各组大鼠在妊娠第13天一次性灌胃米非司酮（5 mg/kg）

建立先兆流产模型。各组随机取3只大鼠，测定血清中

T3、T4、TSH水平，并解剖观察胚胎情况，当血清中T3、

T4、TSH水平及流产率较正常组大鼠明显升高，则表明

血热型先兆流产模型构建成功[12]。

2.2　取材

妊娠第 14天，称量各组大鼠体重，再腹腔注射氨基

甲酸乙酯（1 g/kg）进行麻醉；经腹主动脉采血，以 3 000   

r/min离心10 min收集血清，于－80 ℃条件下保存备用。

取血完成后，解剖大鼠取出妊娠子宫，剥离周围附属组

织，用生理盐水冲洗干净，依次完成称重、拍照。将妊娠

子宫均分为两份，一份用4%多聚甲醛固定，另一份经液

氮速冻后置于－80 ℃条件下保存备用。

2.3　大鼠流产率及子宫系数计算

观察拍摄的图片统计各组大鼠妊娠子宫内流产胚

胎数和正常胚胎数（正常胚胎呈淡红色，且母鼠子宫腔

内未见瘀血；流产胚胎呈黑褐色，且部分胚胎发生缺

失），并计算流产率[流产率＝流产胚胎数/（流产胚胎数+

正常胚胎数）×100%]和子宫系数（子宫系数＝子宫质

量/大鼠体重）。

2.4　大鼠妊娠子宫病理学形态观察

取“2.2”项下于4%多聚甲醛固定的妊娠子宫组织，

经梯度乙醇脱水、二甲苯透明、石蜡包埋后，制作 4 μm

厚度的病理切片。取部分切片（剩余切片用于免疫组化

法检测）依次经过二甲苯脱蜡、苏木素-伊红（HE）染色、

梯度乙醇脱水后，再以中性树脂封片。采用光学显微镜

观察妊娠子宫的病理学形态，并在 400倍镜下采集相关

图像。

2.5　大鼠血清中T3、T4、TSH水平检测

取“2.2”项下血清样品适量，按照试剂盒说明书方法

操作，采用酶标仪于510 nm波长下测定吸光度，并依据

标准曲线计算大鼠血清中T3、T4、TSH水平。

2.6　大鼠妊娠子宫中VEGF、NO水平检测

取“2.2”项下冻存的妊娠子宫 100 mg，向样本中加

入 0.9 mL冰生理盐水，制成组织匀浆液；以 3 000 r/min

离心10 min后，收集上清液。严格遵循试剂盒说明书方

法操作，再利用酶标仪于450 nm波长下测定吸光度，并

根据标准曲线计算大鼠妊娠子宫中VEGF、NO水平。

2.7　大鼠妊娠子宫中 JAK2/STAT3、PI3K/AKT 通路相

关mRNA表达检测

取“2.2”项下冻存的妊娠子宫 100 mg，加入 1 mL 
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TriQuick 试剂充分研磨后提取总 RNA，并检测总 RNA

浓度及纯度，然后将总 RNA 逆转录为 cDNA；以 cDNA

为模板进行PCR扩增，PCR扩增条件为 95 ℃预变性 10 

min；95 ℃变性15 s，60 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，共40

个循环。以GAPDH基因为内参，采用2－ΔΔCt法计算目的

基因的表达水平。PCR引物由武汉塞维尔生物科技有

限公司设计合成，其具体信息见表1。

2.8　大鼠妊娠子宫中 JAK2/STAT3通路相关蛋白表达

检测

采用免疫组化法检测。取“2.4”项下剩余切片，经二

甲苯脱蜡、水化后，用柠檬酸盐缓冲液热修复 8 min，待

温度降至室温后依次用H2O2孵育10 min、山羊血清孵育

30 min，然后滴加 p-JAK2、p-STAT3、SOCS3抗体（稀释

度分别为 1∶500、1∶1 000、1∶500），于 4 ℃孵育过夜。次

日将切片复温至 37 ℃后滴加二抗孵育 20 min，以磷酸

盐缓冲液清洗后，以DAB显色10 min；经自来水冲洗后，

以苏木素复染 3 min，经乙醇梯度脱水、二甲苯透明、中

性树脂封片后，采用显微镜进行观察。切片在 400倍镜

下随机选取1个视野，以棕黄色为阳性染色，采用 Image-

Pro Plus 6.0软件分析视野中阳性染色的积分光密度

（integrated optical density，IOD）值。

2.9　大鼠妊娠子宫中PI3K/AKT通路相关蛋白表达检测

取“2.2”项下冻存的妊娠子宫 100 mg，加入裂解液

裂解后，采用BCA法测定蛋白浓度；再向蛋白样品中加

入上样缓冲液，于沸水浴中加热15 min完成蛋白变性处

理。取变性后蛋白适量，采用十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳进行分离，经转膜、封闭后，加入VEGFR2、

PI3K、AKT、p-AKT、eNOS 抗体（稀释度均为 1∶1 000），

于4 ℃孵育过夜；经TBST漂洗后，加入相应二抗于室温

孵育30 min。采用ECL试剂盒显影处理后，采用凝胶成

像系统成像，再使用 Image J 软件测定条带灰度值，以

β-actin作为内参，计算目的蛋白与内参蛋白的灰度值比

值，以反映目的蛋白的表达水平；再计算p-AKT与AKT

的表达水平比值，来反映AKT的磷酸化水平。

2.10　统计学方法

采用 SPSS 22.0软件进行统计分析，计量资料均用

x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两

比较采用LSD-t检验。检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　大鼠流产率及子宫系数计算结果

与正常组比较，模型组大鼠流产率显著升高（P＜

0.05），子宫系数显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，地

屈孕酮组和清热安胎方组大鼠流产率均显著降低（P＜

0.05），子宫系数均显著升高（P＜0.05）。结果见表2。

3.2　大鼠妊娠子宫病理学形态观察结果

正常组大鼠妊娠子宫内膜组织无损伤，蜕膜细胞排

列整齐、紧密；模型组大鼠蜕膜细胞数量减少，子宫内膜

组织出现损伤，宫内可见大量瘀血；地屈孕酮组和清热

安胎方组大鼠子宫内膜组织损伤及充血程度明显改善。

结果见图1。

3.3　大鼠血清中T3、T4、TSH水平测定结果

与正常组比较，模型组大鼠血清中 T3、T4、TSH 水

平均显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，地屈孕酮组和

清热安胎方组大鼠血清中T3、T4、TSH水平均显著降低

（P＜0.05）。结果见表3。

表1　PCR引物序列及扩增产物长度

基因
JAK2

STAT3

SOCS3

VEGFR2

PI3K

AKT

eNOS

GAPDH

引物序列（5′→3′）

上游：TTGGGCAAGCTGAAGGAGACT

下游：GCCGCCACTGAGCAAAAAGGTAA

上游：CCCCCGCCCCGAGAGTG

下游：CTGGCCAGGGAAGGGAGAGC

上游：GGGGCCCCTTCCTTTTCTTTACCA

下游：GGCCCCCTCTGACCCTTTCTTTG

上游：GCGGGCCAGGGACGGAGAAG

下游：CCCTGGGAATGGTGAGTGTTTTG

上游：TACCCCCGGGAAGCTACCATTT

下游：CAAGACAGCCCCACCAGAGAC

上游：AATGGGGGCGAGCTCTTCTTCC

下游：AGGCGGCCGCACATCATCTC

上游：CAGCGCCCACCCAGGAGAG

下游：ATCGGCAGCCAAACACCAAAGTC

上游：CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG

下游：GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

扩增产物长度/bp

336

348

312

350

367

350

311

138

表2　各组大鼠流产率、子宫系数比较（x±s，n＝10）

组别
正常组
模型组
地屈孕酮组
清热安胎方组

流产率/%
5.31±0.28

22.11±3.58a

6.54±0.45b

6.79±0.51b

子宫系数/×10－3

47.88±9.66

29.53±2.60a

52.65±7.00b

47.87±9.01b

a：与正常组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。

A.正常组 B.模型组

C.地屈孕酮组 D.清热安胎方组

注：黑色箭头所指为子宫内膜组织损伤；蓝色箭头所指为瘀血

部位。

图1　大鼠妊娠子宫的病理学形态显微图（HE染色）
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3.4　大鼠妊娠子宫中VEGF、NO水平检测结果

与正常组比较，模型组大鼠妊娠子宫中VEGF、NO

水平均显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，地屈孕酮组

和清热安胎方组大鼠妊娠子宫中VEGF、NO水平均显著

升高（P＜0.05）。结果见表4。

3.5　大鼠妊娠子宫中 JAK2/STAT3、PI3K/AKT 通路相

关mRNA表达水平检测结果

与正常组比较，模型组大鼠妊娠子宫中 JAK2、

STAT3、SOCS3 mRNA表达水平均显著升高（P＜0.05），

VEGFR2、AKT、PI3K、eNOS mRNA表达水平均显著降

低（P＜0.05）；与模型组比较，地屈孕酮组和清热安胎

方组大鼠妊娠子宫中 JAK2、STAT3、SOCS3 mRNA 表

达水平均显著降低（P＜0.05），VEGFR2、AKT、PI3K、

eNOS mRNA 表达水平均显著升高（P＜0.05）。结果

见表 5。

3.6　大鼠妊娠子宫中 JAK2/STAT3通路相关蛋白表达

水平检测结果

与正常组比较，模型组大鼠妊娠子宫中 p-JAK2、p-

STAT3、SOCS3蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05）；与

模型组比较，地屈孕酮组和清热安胎方组大鼠妊娠子宫

中 p-JAK2、p-STAT3、SOCS3蛋白表达水平均显著降低

（P＜0.05）。结果见表6、图2。

p-
JA

K
2
蛋

白

正常组 模型组 地屈孕酮组 清热安胎方组

p-
S

TA
T
3
蛋

白
S

O
C

S
3
蛋

白

图2　大鼠妊娠子宫中JAK2/STAT3通路相关蛋白表达的免疫组化图

表3　各组大鼠血清中 T3、T4、TSH 水平比较（x±s，n＝
10，ng/mL）

组别
正常组
模型组
地屈孕酮组
清热安胎方组

T3

0.44±0.05

0.92±0.06a

0.52±0.02b

0.45±0.03b

T4

205.82±4.25

238.90±5.87a

220.99±2.56b

213.51±4.39b

TSH

0.71±0.29

1.24±0.06a

0.71±0.06b

0.77±0.05b

a：与正常组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。

表4　各组大鼠妊娠子宫中 VEGF、NO 水平比较（x±s，
n＝10）

组别
正常组
模型组
地屈孕酮组
清热安胎方组

VEGF/（pg/mL）

145.91±1.04

77.26±6.67a

145.26±1.09b

145.30±0.93b

NO/（mmol/mg）

9.42±0.21

5.99±0.08a

9.45±0.20b

9.51±0.24b

a：与正常组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。

表5　各组大鼠妊娠子宫中 JAK2/STAT3、PI3K/AKT

通路相关mRNA表达水平比较（x±s，n＝10）

组别

正常组
模型组
地屈孕酮组
清热安胎方组

JAK2 

mRNA

1.00±0.00

1.60±0.09a

1.11±0.05b

1.12±0.05b

STAT3 

mRNA

1.00±0.00

1.59±0.09a

1.11±0.07b

1.16±0.05b

SOCS3 

mRNA

1.00±0.00

1.59±0.10a

1.09±0.06b

1.11±0.05b

VEGFR2 

mRNA

1.00±0.00

0.50±0.09a

0.90±0.06b

0.92±0.06b

AKT 

mRNA

1.00±0.00

0.51±0.11a

0.92±0.05b

0.90±0.06b

PI3K 

mRNA

1.00±0.00

0.58±0.07a

0.89±0.08b

0.90±0.07b

eNOS 

mRNA

1.00±0.00

0.50±0.07a

0.92±0.04b

0.91±0.05b

a：与正常组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。

表6　各组大鼠妊娠子宫中 JAK2/STAT3通路相关蛋白

的 IOD值比较（x±s，n＝10，×102）

组别
正常组
模型组
地屈孕酮组
清热安胎方组

p-JAK2

821.19±19.65

2 109.05±90.26a

848.52±22.92b

941.74±30.04b

p-STAT3

524.38±33.10

2 222.11±50.18a

645.83±25.84b

626.03±16.40b

SOCS3

642.38±33.10

1 885.39±49.28a

754.03±35.82b

666.41±18.85b

a：与正常组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。
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3.7　大鼠妊娠子宫中 PI3K/AKT 通路相关蛋白表达水

平检测结果

与正常组比较，模型组大鼠妊娠子宫中 VEGFR2、

PI3K、eNOS蛋白表达水平和AKT蛋白磷酸化水平均显

著降低（P＜0.05）；与模型组比较，地屈孕酮组与清热安

胎方组大鼠妊娠子宫中VEGFR2、PI3K、eNOS蛋白表达

水平和AKT蛋白磷酸化水平均显著升高（P＜0.05）。结

果见图3、表7。

4　讨论

先兆流产是不孕症的主要发生原因之一[13]，严重危

害广大女性的生殖健康。已有研究表明，使用米非司

酮、米索前列醇等药物诱导的流产特征与人类自然流产

类似，可以作为先兆流产动物模型的构建手段[14]。热证

是以机体阳盛阴虚、脏腑阳气亢盛为因，以机能活动亢

进为表现的一种证候形式，其核心表征为甲状腺激素

（T3、T4、TSH）分泌异常升高，从而激活下丘脑-垂体-甲

状腺轴[15]。本研究采用温热中药附子、干姜、肉桂配伍

诱导大鼠血热，再一次性灌胃米非司酮诱导大鼠先兆流

产，最后发现模型组大鼠血清中T3、T4、TSH水平和流

产率均显著升高，表明血热型先兆流产模型构建成功。

流产病机核心在于气血失和，治疗应注重活血与养

血、固冲与安胎的有机结合[16]。中原庞氏妇科流派依据

女性妊娠期特殊的生理病理特点，将体质与病证结合，

创立了清热安胎方。方中黄芩清热燥湿、泻火解毒、止

血安胎，知母滋阴降火，二者共为君药；金银花与蒲公英

可清热解毒，旱莲草和藕节则能凉血止血、养阴化瘀，此

四者为臣药；苏梗理气和胃、止痛安胎，白术健脾益气、

燥湿利水、止汗安胎，升麻少量配白术、荷叶可升阳止

血，山茱萸、白芍兼具补血、固肾、安胎之效，这几味药作

为佐药；甘草为使药，能调和各方药物，最终达到清热养

阴、理气养血、安胎的效果[17―18]。本研究结果发现，在清

热层面，经清热安胎方干预后，模型大鼠T3、T4、TSH水

平均显著降低；在安胎方面，经清热安胎方干预后，模型

大鼠流产率显著降低，子宫系数显著升高，这提示该方

可通过清除大鼠体内热邪发挥安胎作用。

JAK2/STAT3通路可参与细胞因子的调控过程，对

维持机体稳态至关重要；SOCS3 是 STAT3的重要靶基

因，活化后的 STAT3 可诱发 SOCS3 基因的转录，使

SOCS3蛋白结合到p-JAK2及其受体上，从而抑制 JAK2/

STAT3通路转导[19―20]。自然流产的发生通常会伴随促炎

因子的过度释放，使 JAK2/STAT3通路异常活化，从而导

致滋养层细胞功能障碍和胚胎丢失[21]。SOCS3理论上

应通过负反馈作用抑制 JAK2和STAT3的活化来缓解炎

症损伤，但本研究中却发现 SOCS3（蛋白或 mRNA）与

JAK2/STAT3通路变化趋势一致的矛盾现象。本课题组

前期研究发现，血热型先兆流产的发生与母胎界面免疫

失衡及炎症反应相关，由此笔者推测可能是因为促炎因

子可激活 JAK2/STAT3通路，从而增强了STAT3的磷酸

化水平；且热证相关的高氧化应激环境会使SOCS3表达

上调，从而使其失去对 JAK2/STAT3通路的负反馈调控

能力，进而导致上述矛盾现象的发生。然而总体而言，

经清热安胎方干预后，JAK2/STAT3通路活性受到抑制，

表明清热安胎方可通过抑制 JAK2/STAT3通路改善模型

大鼠的妊娠结局。

胚胎的定植、生长、侵袭等各阶段都依赖于胚胎血

管生成，以保障营养物质供给和能量代谢交换。VEGF

是血管内皮细胞分泌的一种肽类生长因子，也是血管内

皮细胞特异性有丝分裂原和血管发生关键因子，具有调

控血管生成和维持血管内皮细胞形态的作用[22]；PI3K作

为催化生成第二信使的激酶之一，能够特异性催化磷脂

酰肌醇3位羟基磷酸化反应；AKT作为PI3K信号转导途

径的下游靶激酶，是 PI3K/AKT 通路的核心环节[23―24]。

在胚胎形成及维持过程中，高水平的VEGF与VEGFR2

结合成二聚化，经磷酸化后招募PI3K，后者催化磷脂酰

肌醇-4，5-二磷酸生成磷脂酰肌醇-3，4，5-三磷酸，促使

AKT 磷酸化 ；活化的 p-AKT 可直接激活 eNOS 的

Ser1177位点，进而产生 NO[25―26]。NO 是一种重要的气

体递质，可诱导血管生成，调控血管通透性[27]。本研究

结果发现，经清热安胎方干预后，模型大鼠妊娠子宫中

VEGFR2、PI3K、eNOS 蛋白和 mRNA 表达水平以及

VEGF、NO水平和AKT蛋白磷酸化水平均升高，表明清

表7　大鼠妊娠子宫中 PI3K/AKT 通路相关蛋白表达水

平比较（x±s，n＝10）

组别
正常组
模型组
地屈孕酮组
清热安胎方组

VEGFR2/β-actin

0.98±0.01

0.72±0.01a

0.95±0.01b

0.94±0.02b

PI3K/β-actin

0.86±0.01

0.78±0.02a

0.90±0.02b

0.89±0.01b

eNOS/β-actin

0.87±0.01

0.80±0.01a

0.85±0.02b

0.89±0.02b

p-AKT/AKT

0.99±0.02

0.71±0.02a

0.99±0.01b

0.97±0.02b

a：与正常组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。

VEGFR2 

PI3K

p-AKT

AKT

eNOS

β-actin

正常组

180 kDa

110 kDa

110 kDa

60 kDa

133 kDa

45 kDa

模型组 地屈孕酮组 清热安胎方组

图3　大鼠妊娠子宫中 PI3K/AKT 通路相关蛋白表达的

电泳图
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热安胎方还可通过激活PI3K/AKT通路改善模型大鼠的

妊娠结局。

综上所述，清热安胎方可改善血热型先兆流产大鼠

的妊娠结局，其作用机制可能与抑制 JAK2/STAT3通路、

激活PI3K/AKT通路有关。
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