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  摘要 目的 观察针刺对胚胎着床障碍大鼠子宫CD68+巨噬细胞的影响。方法 将48只妊娠大

鼠随机分为正常组(N)、模型组(M)、针刺组(A)和黄体酮组(P)。其中 M、A和P组于妊娠第1天(D1)
给予米非司酮-麻油溶液造模,N组作为对照仅给予等量麻油溶液。同时,A组用自制布袋固定并于D1
开始每天针刺三阴交、后三里,N组和 M 组仅固定,P组则肌肉注射黄体酮,直至处死。于D8、D10分

别收集各组子宫样本,采用免疫组织化学法、Westernblot和Real-timePCR等方法测定子宫CD68的

表达。结果 与 N组相比,M 组大鼠 D8、D10子宫CD68蛋白和 mRNA 的表达均明显降低(P<
0.05);与 M组相比,A组和P组大鼠D8、D10子宫CD68蛋白的表达明显增高(P<0.05);与 M 组相

比,A组大鼠D8和P组大鼠D8、D10子宫CD68mRNA的表达明显增高(P<0.05)。结论 针刺可能

通过调节大鼠子宫CD68+巨噬细胞的表达而改善胚胎着床障碍,从而促进胚胎着床。
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  Abstract Objective ToobservetheeffectofacupunctureonuterineCD68+ macrophagesinratswithembryo
implantationdisorder.Methods Forty-eightpregnantratswererandomlydividedintonormalgroup(N),model
group(M),acupuncturegroup(A)andprogesteronegroup(P).PregnantmiceingroupsM,AandPweregiven
mifepristone-sesameoilsolutiononthefirstdayofpregnancy(D1),andgroupNwasonlygivenequalamountof
sesameoilsolutionascontrol.Atthesametime,groupAwasfixedwithahomemadeclothbagandacupunctureat
SanyinjiaoandHousanlieveryday.GroupNandMwereonlyfixed,andgroupPwasinjectedintramuscularlywith
progesteroneuntilsacrificed.UterinesampleswerecollectedatD8andD10,anduterineCD68expressionwasde-
terminedbyimmunohistochemistry,WesternblotandReal-timePCR.Results ComparedwithgroupN,theex-
pressionsofCD68proteinandmRNAingroupMweresignificantlydecreasedinuterusonD8andD10(P<0.05).
ComparedwithgroupM,theexpressionofCD68proteiningroupAandPweresignificantlyincreasedonD8and
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D10(P<0.05).ComparedwithgroupM,theexpressionofuterineCD68mRNAingroupA(D8)andgroupP(D8
andD10)weresignificantlyincreased(P<0.05).Conclusion Acupuncturemayimproveembryoimplantationdys-
functionbyregulatingtheexpressionofCD68+ macrophagesinratuterus,therebyfacilitatingembryoimplanta-
tion.

Keywords acupuncture;embryoimplantationdisorder;uterus;CD68

  巨噬细胞是由单核细胞分化产生的白细胞,几乎

存在于人体的所有组织中。它们参与人体多种生理

和病理过程,表现出吞噬作用、参与先天性或适应性

免疫、促炎(M1)和抗炎(M2)等多种作用,具体取决于

各组织的微环境[1]。在母胎着床微环境中,子宫内膜

巨噬细胞是胚胎着床环节的重要参与者之一,对成功

妊娠起着至关重要的作用。母胎界面数量最多的免

疫细胞是自然杀伤细胞,占总免疫细胞的50%~
60%;其次为子宫内膜巨噬细胞,占20%~30%[2]。
除了在蜕膜中作为主要抗原呈递细胞的作用外,巨噬

细胞还积极参与妊娠早期的滋养层侵袭、组织和血管

重塑等过程,并在妊娠的不同阶段表现出不同的表型

和极性[3]。子宫内膜巨噬细胞的数量或功能异常可

能导致各种病理性妊娠的发生,如先兆子痫、复发性

自然流产、不孕、宫内生长受限和早产等。课题组前

期研究发现,针刺具有调节胚胎着床障碍模型动物母

胎界面趋化因子CCR2[4]、CXCL8[5]和CD4+ CD25+

Foxp3+调节性T细胞[6]等的作用,表现出通过调节

Th1/Th2细胞因子网络[7]发挥促进胚胎着床的疗效。
鉴于子宫内膜巨噬细胞是母胎界面第二大免疫细胞

群体,本研究聚焦子宫内膜巨噬细胞,旨在研究针刺

是否可通过调节巨噬细胞表达发挥促进胚胎着床的

作用,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

未经孕产的雌性 Wistar成年大鼠(SPF级,10~
12周,220g~230g)和生育能力正常的成年雄性

Wistar大鼠(SPF级,250g~300g)购买于湖北省疾

病控制中心。所有实验动物均饲养于华中科技大学

同济医学院实验动物中心屏障系统中。经适应性喂

养1周后,采用阴道涂片的方法观察并记录雌性大鼠

动情周期,动情周期正常者纳入后续实验。随后,动
情期的雌性大鼠与雄性大鼠以2∶1的比例于6pm
进行合笼,并以次日8am时行大鼠阴道涂片发现有

大量精子 者 作 为 妊 娠 标 准,并 记 录 为 妊 娠 第1天

(D1)。妊娠大鼠被随机分为正常组(N)、模型组(M)、
针刺组(A)和黄体酮组(P),每组12只。

1.2 试剂与仪器

主要的试剂:小鼠抗大鼠单克隆抗体CD68购于

英国AbDserotec公司;辣根过氧化物酶(HRP)标记

的山羊抗小鼠IgG、兔抗大鼠β-actin多克隆抗体购于

美国SantaCruz公司;HRP标记的山羊抗兔IgG(H
+L)和DAB显色试剂盒购于中国北京中杉金桥生

物技术有限公司;Cocktail蛋白酶抑制剂购于瑞士

Roche公司;RIPA 裂解液、BCA 蛋白浓度测定试剂

盒、超敏ECL化学发光试剂盒购于中国碧云天生物科

技研究所;TrizolRNA提取试剂盒、逆转录试剂盒和

SYBR荧光定量试剂盒来源于中国Takara公司;NC
膜来自德国Pierce公司。

实验药品:米非司酮片(湖北葛店人福药业有限

责任公司,国药准字 H20083780)、黄体酮注射液(浙
江仙琚制药股份有限公司,国药准字 H33020828)由
华中科技大学同济医学院附属同济医院药学部提供。

主要设备:PCR仪(EppendorfCompany,德国);
荧光定量PCR仪(AppliedBiosystems,美国);核酸蛋

白质分析仪(DU730,BeckmanCoulter,美国);全能酶

标仪(BioTekSynergy2,Vermote,美国)和尼康显微

成像系统(TE2000-U日本)。

1.3 造模与干预措施

在超净工作台中将米非司酮片研末后用麻油溶

解,配制成2mg/mL的米非司酮-麻油溶液,分装后于

4℃冰箱备用。M 组、A组和P组孕鼠于D19am于

头颈部皮下注射米非司酮-麻油溶液(5mg/kg)造模。

N组孕鼠则给予等量的纯麻油溶液于同一时间进行

注射。
针刺操作:A组从D1直至处死当日,每日3pm

用自制布袋固定后,使用规格0.30mm ×13mm(华
佗牌,苏州医疗用品厂有限公司)针灸针针刺大鼠双

侧后三里和三阴交,使用手动针刺刺激,每5min行针

1次,共留针25min,穴位的定位和进针深度参考前期

的研究[4-7];同时 M组和N组大鼠仅固定不予针刺;P
组大鼠则每日肌肉注射黄体酮(40mg/kg)。

1.4 取材

分别于D8和D10处死各组大鼠,收集子宫标本,
每个处死时间节点每组大鼠各6只。取材时,使用
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1%的戊巴比妥纳对实验动物进行麻醉,剖腹后暴露

子宫,观察胚泡着床情况。其中,取1/3的着床点子

宫组织,使用4%多聚甲醛固定24h后,石蜡包埋并

切片用于后续实验。剩余的子宫组织使用锡箔纸包

裹后立即置于-80℃冰箱冷冻保存。

1.5 观察指标与检测方法

1.5.1 免疫组织化学法观察各组大鼠子宫巨噬细胞

的分布

首先,将5μm的石蜡切片置于60℃烤箱中烤片

1h。然后,经二甲苯脱蜡和梯度酒精水化后,用PBS
漂洗,并将切片置于枸橼酸缓冲液(pH6.0)中微波修

复15min(98℃)。随后,用3%的 H2O2室温下封闭

过氧化氢酶10min。漂洗切片后,用5%BSA室温下

封闭20min。随后,孵育一抗(CD681∶100),4℃过

夜。第2天漂洗切片后,孵育 HRP标记的山羊抗兔

IgG(H+L)二抗,37℃孵育30min。漂洗切片后,经

DAB显色、苏木精染核、氨水返蓝、梯度酒精脱水、二
甲苯透明、中性树胶封片等步骤后,使用显微成像系

统进行拍照。

1.5.2 Western-blot法检测各组大鼠子宫CD68的

蛋白表达

首先,沿子宫系膜对侧将子宫沿长轴剪开,并在

解剖显微镜下将胎儿剔除,收集着床点子宫组织。随

后将这些组织剪碎,置于预冷的RIPA裂解液中在冰

上研磨成匀浆状,并静置30min。然后,在4℃条件

下,12000g离心20min。最后,收集其上清并分装放

于-80℃冰箱中,用于后续实验。

Western-blot具体步骤:组织样本的蛋白浓度用

BCA试剂盒定量,并使用酶标仪进行分析;样本加入

上样缓冲液,98℃蒸煮10min;样本加入12%SDS-
PAGE中电泳;电泳后将分离的蛋白转移至NC膜上;
用5%的脱脂牛奶室温下封闭2h后,一抗孵育4℃过

夜(β-actin1∶200;CD681∶500);漂洗后,HRP标记

的山羊抗兔IgG二抗(1∶20000),于室温下孵育1h;
根据说明书进行 ECL曝光;扫描胶片,用 Quantity
One软件分析获得积分光密度值。

1.5.3 Real-timePCR法检测各组大鼠子宫CD68的

mRNA表达

首先,将剪碎的着床点子宫组织置于预冷的Tr-
izol中 按 说 明 书 的 步 骤 提 取 RNA。随 后,取2μl
RNA用核酸蛋白质分析仪测定其浓度和纯度。随

后,用PrimeScriptRTRe-agentKit将其逆转录成

cDNA,反应条件为37℃15min,85℃5s。然后,在

20μL体系下进行扩增[10μLSYBRPremixExTaq

(2×),2μLcDNA样品,10μM的引物各0.4μL,0.4

μLROXReferenceDye(50×),6.8μL无菌 DECP
水]。反应条件为:第一步95℃30s,1个循环;第二

步95℃5s,60℃30s,40个循环;第三步95℃15s,

60℃1min,95℃15s,1个循环。其中,每个样本做

2个复孔,β-actin作为内参。最后,通过2-△△ct法计算

各组样本中CD68的相对RNA含量。所用引物序列

见表1。
表1 CD68和β-actin的引物序列

基因
引物

(5'-3')
序列

β-actin
Forward GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA
Reverse GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG

CD68
Forward CGCCAGTGACCAATCTCTC
Reverse GGGTAACGCAGAAGGCAAT

1.6 统计学处理

采用SPSS22.0统计软件对数据进行分析处理,
所有实验数据均为连续数据,符合正态分布的计量资

料以均数±标准差(􀭺x±s)表示,采用单因素方差分析

进行统计处理。如果数据满足方差齐性条件,选择

LSD检验;如果不满足,则选择Dunnett’sT3检验。
以P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠子宫内膜巨噬细胞分布

免疫组化结果显示:子宫内膜巨噬细胞在母胎界

面分布较为广泛,主要在集中在子宫内膜腺上皮、腔
上皮和螺旋动脉附近,其次在蜕膜区和子宫肌层。与

N组相比,M 组大鼠子宫内膜巨噬细胞少量散在分

布,且主要集中在子宫内膜腺上皮、腔上皮附近和子

宫肌层;与 M 组相比,A组和P组大鼠子宫内膜巨噬

细胞数量较多,且分布广泛,除了子宫内膜腺上皮、腔
上皮附近和子宫肌层分布外,在螺旋动脉和蜕膜区亦

有较多分布。见图1。

2.2 各组大鼠子宫CD68蛋白表达

与N组相比,M组大鼠D8、D10子宫CD68的蛋

白表达明显降低(P<0.05)。与 M 相比,A组和P组

大鼠D8、D10子宫CD68的蛋白表达均明显上升(P<
0.05)。A组和P组CD68的蛋白表达相比,差异无统

计学意义(P>0.05)。见图2。

2.3 各组大鼠子宫CD68mRNA表达

与N组相比,M 组大鼠D8、D10子宫CD68mR-
NA表达明显降低(P<0.05)。与 M组相比,A组大

鼠D8、P组大鼠D8、D10子宫CD68mRNA表达均明
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显上升(P<0.05);与 M 组相比,A组大鼠D10子宫

CD68mRNA表达有上升趋势,但差异无统计学意义

(P>0.05)。A组和P组之间CD68mRNA表达比

较,差异无统计学意义(P>0.05)。见图3。

N:正常组;M:模型组;A:针刺组;P:黄体酮组;棕黄色为阳性表达(×200)

图1 各组大鼠D8、D10子宫CD68+巨噬细胞分布及表达

N:正常组;M:模型组;A:针刺组;P:黄体酮组;与 N组

比较#P<0.05;与 M组比较*P<0.05
图2 各组大鼠D8、D10子宫CD68蛋白表达

N:正常组;M:模型组;A:针刺组;P:黄体酮组;与 N组

比较#P<0.05;与 M组比较*P<0.05
图3 各组大鼠D8、D10子宫CD68mRNA表达

3 讨论

妊娠早期的蜕膜中有着大量白细胞,包括巨噬细

胞、自然杀伤细胞、T细胞和树突状细胞等,这些免疫

细胞组成了复杂而精细的免疫调节网络,共同调节着

母胎免疫耐受的过程,且在整个妊娠期呈现时空有序

的动态变化。研究表明,子宫巨噬细胞在非妊娠子宫

内膜中占一般白细胞抗原的10%[8],而在妊娠早期占

蜕膜细胞的20%~30%[2]。既往研究显示,子宫巨噬

细胞遍布 整 个 母 胎 界 面,主 要 在 子 宫 螺 旋 动 脉 附

近[9-10],并且在分娩时数量显著增加[11]。1项关于胚

胎着床和妊娠早期子宫内膜白细胞亚类的研究显示,
恒河猴早期妊娠蜕膜中CD68+ 巨噬细胞的比率明显

增加[12];这与本研究结果相一致。在人孕早期,子宫

巨噬细胞在母胎界面分布较为广泛,主要在集中在子

宫内膜腺上皮、腔上皮和螺旋动脉附近,其次在蜕膜

区和子宫肌层。
子宫巨噬细胞在母胎界面具有多重作用,具体表

现在参与半异体胎儿的免疫耐受、滋养层入侵以及组

织和血管重塑等过程[13]。此外,它具有可塑性,可通

过改变其功能以响应组织中不断变化的微环境,从而

广泛参与生理功能和疾病过程[3]。根据它们功能和

产生细胞因子的不同,可分为经典激活(M1)和交替激

活(M2)表型[14]。M1型巨噬细胞由干扰素-γ诱导,
其特点是主动产生炎性细胞因子、活性氮和氧中间

体,并促进Th1反应。M1型巨噬细胞本质上是促炎

性的。相比之下,M2型巨噬细胞被IL-4激活,并与
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炎症消退和促进组织重塑和纤维化有关。巨噬细胞

这种可塑性称为 M1/M2极化。在母胎界面,M1/M2
巨噬细胞的数量和比例在整个妊娠期都会发生变化,
以保护胎儿免受母体免疫微环境的影响并建立母胎

耐受。在围着床期,M1型占主导地位,之后过渡到

M1型和 M2型的混合型,在此期间滋养细胞侵入基

质并定居在子宫内膜;这种混合型的主导地位持续至

孕中期的早期阶段[1]。随后,随着胎盘的建立,M2表

型占主导地位,促使母胎免疫耐受。CD68是溶酶体

和内体膜上与吞噬活性相关的抗原[15],其表达被视为

M1型巨噬细胞的标志[16]。本研究通过米非司酮诱导

胚胎着床障碍,发现着床障碍大鼠母胎界面 M1型巨

噬细胞的低表达,这表明米非司酮可能抑制 M1型巨

噬细胞在母胎界面的表达,而黄体酮和针刺可能通过

逆转 M1型巨噬细胞的低表达而改善胚胎着床障碍。
与西药相比,针刺具有明显的整体调节优势;同

时在针刺的现代机制研究中,“免疫调节机制”被认为

是其中十分重要的途径。课题组前期一系列研究表

明,针刺可通过调节Treg细胞的功能、Th1/Th2比例

和趋化因子CXCL8受体的表达提高胚泡着床障碍模

型大鼠受孕率[4-7];提示针刺可能通过“调节母胎局部

免疫”的途径促进胚胎着床。而本研究关注的子宫巨

噬细胞是母胎界面另一重要免疫细胞,本研究结果表

明,针刺可以改善胚胎着床障碍模型大鼠子宫着床位

点巨噬细胞CD68的蛋白和mRNA表达,从而表现出

调节 M1/M2极化的作用,这可能是针刺改善胚胎着

床障碍、促进着床的分子机制之一。
然而,本研究也具有一定的局限性:本研究只观

察到针刺可以调节子宫巨噬细胞表达的现象,而未进

一步探讨针刺对巨噬细胞促炎(M1)和抗炎(M2)活性

的影响。未来有待开展更多机制研究、深入揭示针刺

如何通过免疫调节途径促进胚胎着床。
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