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摘 要 目的：研究调经助孕胶囊对着床障碍模型小鼠子宫内膜容受性的影响及其机制。方法：将妊娠小鼠随机分为正常组、模

型组和调经助孕胶囊低、高剂量组[12、24 g/（kg·d）]，每组10只。从妊娠第1天开始，各给药组小鼠 ig相应药物，正常组和模型组

小鼠 ig生理盐水，连续3 d；妊娠第4天，除正常组外，其余各组小鼠均 ih米非司酮溶液复制着床障碍模型；妊娠第5天处死小鼠。

观察子宫内膜组织形态变化，并对子宫内膜成熟度进行评分；检测子宫内膜白血病抑制因子（LIF）、同源框基因HOXA10、基质金

属蛋白酶9（MMP-9）、基质金属蛋白酶抑制因子1（TIMP-1）蛋白表达水平。结果：与正常组比较，模型组和各给药组小鼠子宫内

膜发育均不完全，成熟度评分和子宫内膜LIF、HOXA10、MMP-9、TIMP-1蛋白表达水平均明显降低（P＜0.05）。与模型组比较，给

药组小鼠子宫内膜发育得到改善或趋向正常，各指标水平均明显升高（P＜0.05）；且调经助孕胶囊高剂量组指标改善较低剂量组

更明显（P＜0.05）。结论：调经助孕胶囊可改善着床障碍小鼠的子宫内膜容受性；其机制可能与上调HOXA10、LIF基因的表达，维

持MMP-9、TIMP-1平衡有关。
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Study on the Effects of Tiaojingzhuyun Capsules on Endometrial Receptivity in Mice with Implantation
Dysfunction and Its Mechanism
WANG Ruijie（Second Clinical Medical College，Henan University of TCM，Zhengzhou 450002，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the effects of Tiaojingzhuyun capsules on endometrial receptivity in mice with implanta-

tion dysfunction and corresponding mechanism. METHODS：Pregnant mice were randomized into normal group，model group and

the groups of low and high-dose [12，24 g/（kg·d）] Tiaojingzhuyun capsules，with 10 mice in each group. The mice in the drug ad-

ministration groups were given corresponding drugs intragastrically，while those in the normal group and the model group were giv-

en normal saline intragastrically，for 3 consecutive days from the 1st day of pregnancy. On the 4th day of pregnancy，the mice in

all groups except for the normal group were given mifepristone solution subactaneously to establish model of implantation dysfunc-

tion. On the 5th day of pregnancy，the mice were sacrificed，and then the change in endometrial morphology was observed and en-

dometrial maturity was scored；the protein expression levels of leukaemia inhibitory factor（LIF），homoeobox gene HOXA10，ma-

trix metalloproteinase 9（MMP-9）and matrix metalloproteinase inhibitory factor 1（TIMP-1）expression in endometrial tissues were

determined. RESULTS：Compared to the normal group，the mice in the model group and the drug administration groups had endo-

metrial hypoplasia and obviously lower endometrial maturity score and protein expression levels of LIF，HOXA10，MMP-9 and

TIMP-1 in endometrial tissues（P＜0.05）. Compared to the model group，the mice in the drug administration groups demonstrated

endometrial development which improved or tended to be normal and had significantly higher indexes mentioned above（P＜0.05）；

besides，the effect shown in the group of high-dose Tiaojingzhuyun capsules was stronger than that in the group of low-dose Tiao-

jingzhuyun capsules（P＜0.05）. CONCLUSIONS：Tiaojingzhuyun capsules can improve the endometrial receptivity in mice with

implantation dysfunction by a mechanism which may be related to upregulating the gene expression of HOXA10 and LIF，and main-

taining the balance of MMP-9 and TIMP-1.
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在体外受精-胚胎移植过程中，胚胎顺利着床是决定受精

是否成功的关键。子宫内膜容受性指子宫内膜对胚胎的接受

能力，受到多种因素的影响。在女性正常月经周期，卵巢雌、

孕激素共同作用于子宫内膜，促进腺体、间质发育成熟，而子

宫内膜与胚胎、卵泡发育的同步性是确保受精卵着床的前提

条件。子宫内膜与胚泡发育同步，可提高子宫内膜容受性，促

进胚胎着床。胚泡植入子宫内膜的过程涉及一系列细胞、分

子信号的传递，同源框基因HOXA10和白血病抑制因子（LIF）

则被认为是影响胚胎植入的关键调控因子。其中LIF可促进

胚泡与子宫内膜黏附，调控母胎免疫耐受，促进子宫内膜成

熟；HOXA10蛋白则为胚胎着床必需蛋白，是影响子宫内膜容

受性的关键因素。研究显示，基质金属蛋白酶 9（MMP-9）、基

质金属蛋白酶抑制因子1（TIMP-1）的动态平衡同样会对胚胎

植入、子宫内膜容受性产生影响[1]。其中MMP-9与月经发生、

子宫内膜重建、排卵、胚胎植入有密切关联；TIMP-1则可促进

子宫内膜修复与生长，抑制MMP-9侵袭滋养细胞。虽然药物

刺激超促排卵可提高体外受精的成功率，但同时也会导致激

素平衡失调，影响卵泡细胞质量，降低子宫内膜容受性，从而

导致受精率、妊娠率降低[2]；且较多促排卵化学药均对性激素

分泌、卵子发育有不同程度的负面影响，会干扰子宫内膜正常

发育，从而降低子宫内膜容受性及体外受精成功率[3]。

调经助孕胶囊是在中医妇科专家褚玉霞教授（原河南中

医学院妇科教研室主任）的经验方二紫赞育浓缩丸/二紫胶囊

基础上研制而成，由紫石英、紫河车、菟丝子、仙灵脾、香附、砂

仁、丹参、熟地黄、川牛膝等 11味药材组成，具有滋肾补肾、理

气活血、调经助孕之效。近年来其被证实可提高无排卵性不

孕症患者的血清雌、孕激素水平，调节内分泌，促进卵泡发育，

提高排卵率及妊娠率[4]，但其相关作用机制还尚未明确。基于

此，本研究拟通过建立着床障碍小鼠模型，并给予调经助孕胶

囊，旨在明确调经助孕胶囊对着床障碍小鼠子宫内膜容受性

的影响及其相关的作用机制，为其临床应用提供一定的基础

实验依据。

1 材料
1.1 仪器

CX23光学显微镜（日本 Olympus 公司）；Heraeus Biofue

Primo R台式低温高速离心机（德国Siemens公司）；Ventana-ES

全自动免疫组化染色仪（美国Ventana公司）；Q500MC图像分

析软件（德国Leica公司）。

1.2 药品与试剂

调经助孕胶囊（河南省中医学院第二附属医院制剂室自

制，批号：002320，规格：每 1 g胶囊含生药 1.5 g）；米非司酮片

（北京紫竹药业有限公司，批号：020710，规格：25 mg/片）；兔抗

鼠 LIF、HOXA10 多克隆抗体（美国 Santa Cruz 公司，批号：

NBP1-85717、BA0918）；兔抗鼠免疫球蛋白 G（IgG）、MMP-9、

TIMP-1多克隆抗体（武汉博士德生物工程有限公司，批号：

I0700-7、2844710、9G101）；其余试剂均为分析纯。

1.3 动物

正常性成熟昆明种小鼠，♀（80只，未交配）、♂（40只），鼠

龄 5～6周，体质量 18～22 g，均由河南省动物实验中心提供

[许可证号：SCXK（豫）2011-001]。将小鼠置于室温为 23 ℃、

明暗时间比为12 h ∶ 12 h、湿度为80％的环境下，适应性饲养7

d后用于实验，期间自由摄食、饮水。

2 方法
2.1 分组、造模与给药

将♀、♂小鼠分笼饲养3 d，每天下午17：00将小鼠（♀、♂

比例为2 ∶1）合笼，次日上午8：00检查♀小鼠阴道后分笼，发现

阴栓则标记为妊娠第 1天。将妊娠小鼠按随机数字表法分为

正常组、模型组和调经助孕胶囊低、高剂量组[12、24 g/（kg·d），

根据体表面积法换算分别为人临床用量的 10、20倍]，每组 10

只。妊娠第 1天，各给药组小鼠 ig相应药物，正常组和模型组

小鼠 ig生理盐水，连续3 d；妊娠第4天，除正常组外，其余各组

小鼠均于上午 9：00 ih米非司酮溶液（0.08 mg/只）复制着床障

碍模型[5]。观察小鼠的精神状态、饮食等一般情况，并在光镜

下观察阴道分泌物，若见分泌物明显增多且见大量核角化细

胞则表明建模成功。

2.2 子宫内膜成熟度考察

妊娠第 5天，各组小鼠尾 iv滂胺天蓝溶液 0.2 ml，观察 10

min，小鼠眼球及口周见蓝色后处死。开腹，取子宫（有蓝染点

子宫则取蓝染点处，无蓝染点则取对应部位），置于4％甲醛中

固定 20 h。常规制备切片后，行苏木精-伊红（HE）染色，光镜

下观察子宫内膜组织形态变化。参照文献[6]中方法对小鼠子

宫内膜腺体发育、间质形态等进行评分，评价子宫内膜成熟

度，评分总分为 9分。若得分为 8～9分则表示子宫内膜发育

成熟；得分为6～7分表示子宫内膜发育延迟；若得分≤5分表

示子宫内膜与卵泡发育不同步。

2.3 子宫内膜LIF、HOXA10、MMP-9、TIMP-1蛋白表达测定

采用免疫组化SP法。取小鼠子宫切片，脱蜡，滴50 μl 3％

过氧化氢，37 ℃孵育 20 min，热抗原修复；PBS冲洗 3次，滴兔

抗鼠LIF、HOXA10、MMP-9、TIMP-1多克隆抗体，4 ℃孵育过

夜，PBS冲洗3次；再滴加兔抗鼠 IgG抗体，室温孵育0.5 h，PBS

冲洗3次；显色、贴片、脱水、透明、封片。光镜下观察，每组切

片取 5个高倍视野，阳性细胞定位于胞浆，为棕黄色颗粒。采

用全自动图像分析系统进行分析，LIF、HOXA10蛋白表达情

况以光密度（OD）值进行判定（OD 值越高，表示蛋白表达越

强，下同）；MMP-9、TIMP-1蛋白表达情况以含棕黄色颗粒物

质面积总和、积分光密度值及黑度均值进行判定。

2.4 统计学方法

用 SPSS 19.0统计学软件处理数据。计量资料用x±s表

示。多组间比较采用方差分析，组间两两比较行 LSD 检验。

P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 一般情况观察结果

给药期间，各组小鼠精神状态均良好、活动敏捷、饮食正

常、未见异常分泌物，眼、鼻、口腔均洁净，无明显异常反应。

经观察，本实验用于造模的所有小鼠均造模成功。

3.2 各组小鼠子宫形态观察结果

正常组小鼠子宫内膜发育正常，腺体数量较多且分布均

匀，腺上皮为单层柱状上皮，夹杂透亮细胞，少见顶浆分泌，腺

腔增大，内可见分泌物；模型组小鼠子宫内膜发育差，腺体小，
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细胞呈梭形，间质致密，螺旋动脉较少，呈增生期改变，部分间

质水肿、疏松，部分间质致密，间质发育不同步；调经助孕胶囊

低剂量组小鼠子宫内膜发育较模型组有所改善，腺体增多、分

布趋向均匀，间质疏松水肿，可见螺旋小动脉增生，接近功能

层；调经助孕胶囊高剂量组小鼠子宫内膜发育趋向正常，腺体

明显增加、分布较均匀，腺腔增大，部分间质可见梭形细胞。

各组小鼠子宫病理切片图见图1。

3.3 各组小鼠子宫内膜成熟度评分结果

与正常组比较，模型组及调经助孕胶囊低、高剂量组小鼠

子宫内膜成熟度评分降低（P＜0.05）；与模型组比较，调经助孕

胶囊低、高剂量组小鼠子宫内膜成熟度评分升高（P＜0.05）；与

调经助孕胶囊低剂量组比较，调经助孕胶囊高剂量组小鼠子

宫内膜成熟度评分升高（P＜0.05）。各组小鼠子宫内膜成熟度

评分结果见表1。

表1 各组小鼠子宫内膜成熟度评分结果（x±±s，n＝10）

Tab 1 The endometrial maturity scores of mice in all groups

（x±±s，n＝10）

组别
正常组
模型组
调经助孕胶囊低剂量组
调经助孕胶囊高剂量组

剂量，g/（kg·d）

12

24

子宫内膜成熟度评分
8.66±0.28

4.56±0.97＊

7.22±0.26＊#

7.91±0.11＊#Δ

注：与正常组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05；与调经助

孕胶囊低剂量组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. normal group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05；vs.

group of low-dose Tiaojingzhuyun capsules，ΔP＜0.05

3.4 各组小鼠子宫内膜LIF、HOXA10、MMP-9 、TIMP-1蛋

白表达测定结果

与正常组比较，模型组和调经助孕胶囊低、高剂量组小鼠

子宫内膜 LIF、HOXA10、MMP-9、TIMP-1 蛋白表达均减弱

（P＜0.05）；与模型组比较，调经助孕胶囊低、高剂量组小鼠子

宫内膜 LIF、HOXA10、MMP-9、TIMP-1蛋白表达均增强（P＜

0.05）；与调经助孕胶囊低剂量组比较，调经助孕胶囊高剂量组

小鼠子宫内膜 LIF、HOXA10、MMP-9、TIMP-1蛋白表达均增

强（P＜0.05）。各组小鼠子宫内膜 LIF、HOXA10、MMP-9、

TIMP-1蛋白表达测定结果见表2。

图1 各组小鼠子宫病理切片图（HE染色，×200）

Fig 1 The uterine pathological pictures of mice in all groups

（HE staining，×200）

正常组 模型组

调经助孕胶囊低剂量组 调经助孕胶囊高剂量组

表2 各组小鼠子宫内膜LIF、HOXA10、MMP-9、TIMP-1蛋白表达测定结果（x±±s，n＝10）

Tab 2 The protein expression levels of LIF，HOXA10，MMP-9，TIMP-1 in endometria of mice in all groups（x±±s，n＝10）

组别

正常组
模型组
调经助孕胶囊低剂量组
调经助孕胶囊高剂量组

剂量，g/（kg·d）

12

24

LIF（OD值）

0.41±0.06

0.17±0.01＊

0.32±0.07＊#

0.39±0.05＊#Δ

HOXA10（OD值）

140.26±8.06

101.52±4.35＊

121.26±7.64＊#

132.21±6.32＊#Δ

MMP-9

面积总和，μm2

178 628.26±11 432.33

96 697.52±22 635.15＊

128 765.21±15 494.58＊#

163 438.85±13 155.28＊#Δ

积分光密度
58 543.19±1 532.25

29 996.54±2 866.15＊

47 612.43±2 810.55＊#

53 114.26±1 844.39＊#Δ

黑度均值
103.76±1.84

86.12±2.67＊

92.36±2.22＊#

98.24±1.89＊#Δ

TIMP-1

面积总和，μm2

169 284.52±6 682.56

101 378.98±22 936.35＊

126 754.42±18 944.52＊#

156 124.08±14 119.16＊#Δ

积分光密度
54 397.58±1 452.66

31 168.74±3 602.25＊

45 851.58±2 542.44＊#

51 479.08±2 543.05＊#Δ

黑度均值
107.32±1.62

97.48±1.22＊

101.74±1.98＊#

105.93±1.22＊#Δ

注：与正常组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05；与调经助孕胶囊低剂量组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. normal group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05；vs. group of low-dose Tiaojingzhuyun capsules，ΔP＜0.05

4 讨论
近年来，我国不孕症发病率呈逐渐上升趋势[7]。降低不孕

症患病率、提高妊娠率已成为生殖医学领域研究的重点课

题。辅助生殖技术（ART）是临床治疗不孕症的主要手段，其中

体外受精-胚胎移植为ART中最为成熟的技术。目前体外受

精成功率已突破70％，但临床妊娠率仅为40％[8]。胚胎着床障

碍是导致受精率高、妊娠率低的主要原因。胚胎着床过程较

复杂，其成功率与子宫内膜容受性有紧密联系。正常条件下，

为确保胚胎在子宫内膜种植，多选择子宫内膜对胚胎接受能

力最强的种植窗期[9]。以米非司酮建立稳定性着床障碍小鼠

模型的方法已被认可。一般妊娠4 d，小鼠发育正常胚胎已转

移至子宫腔，此时给予米非司酮可通过影响输卵管运动及胚

泡发育，阻止胚胎着床前子宫内膜由增生期向分泌期变化，降

低子宫内膜容受性，引起着床障碍；且米非司酮给药起效速度

快 ，一般6～30 h即可见效，同时对其他系统无副作用，造模安

全、简便[10]。故在本文中采用此种方法复制着床障碍小鼠模型。

临床研究已证实，以LIF、HOXA10、整合素β3等为主的多

类调控因子会影响胚胎着床 [11]。LIF 为白细胞介素 6家族成

员，本质为糖蛋白，可诱导肝细胞发生急相反应、促进骨髓白

血病细胞分化、控制胚胎肝细胞分化等，其参与了胚胎着床、

分化、发育以及子宫内膜容受性调节等过程[12]。子宫内膜中

LIF经腔上皮、腺上皮细胞分泌后进入宫腔，作用于子宫内膜

上皮，提高子宫内膜对胚胎的容受性，调控母胎免疫；同时LIF

可通过调节胚胎植入能力以及植入深度来确保妊娠成功。

HOX则为同源框基因，在胚胎形成过程中有重要作用。子宫

内膜经历有序过程后形成胚胎容受状态，HOX基因则可介导

胚胎形成、生长发育，促进子宫内膜容受状态的形成。

HOXA10基因为HOX基因中的一种，其主要表达于子宫内，与
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子宫发育及子宫内膜容受性联系密切，可调控多种靶基因，影

响胚胎着床。HOXA10基因可与下游转录调控区结合，诱导

靶基因转录，促进整合素β3、环氧合酶 2、前列腺 E2受体的释

放，参与子宫内膜细胞增殖、胚胎着床[13]。

MMPs为依赖于锌离子、钙离子的蛋白水解酶家族中的一

员，参与细胞外基质（ECM）的重塑与降解。研究发现，子宫内

膜所分泌的MMPs与内膜重建、胚胎植入等有关[14]。TIMPs则

为 MMPs 抑制因子，两者在体内同步表达，并结合形成复活

体，从而抑制MMPs活性。TIMPs不仅可调节ECM降解，同时

可参与其更新与重塑，对子宫内膜修复及生长有其较好的辅

助作用。MMP-9则为子宫内膜所分泌的MMPs酶中主要的蛋

白水解酶；TIMP-1为 MMP-9关键抑制因子，其可与活化的

MMP-9 结合成复合体，从而抑制 MMP-9 活性。 MMP-9、

TIMP-1表达失衡也是造成不孕不育的重要原因[15]。

中医学认为，肾虚是着床障碍不孕症的病因，在治疗方面

需重视调理肾脏、兼顾肝脾。调经助孕胶囊为中医妇科专家

河南省中医院褚玉霞教授的经验方，为纯中药制剂，方中紫石

英散寒暖宫、温阳补肾、填精益髓；紫河车益精血、补肝肾；菟

丝子滋阴补阳；仙灵脾壮阳益精；丹参活血通络；香附疏肝解

郁、通气降逆；熟地黄滋阴补血；砂仁理气安胎、温脾止泻；川

牛膝逐瘀通经。方中诸药共用可同奏理气活血、滋阴补肾、调

经助孕之效。本研究结果显示，模型组小鼠的子宫内膜成熟

度评分低于 5分，表明该组小鼠子宫内膜与卵泡发育不同步，

子宫内膜容受性较差；给予调经助孕胶囊后成熟度评分升高，

子宫内膜形态接近正常，提示子宫内膜的容受性得到改善；且

给药后小鼠子宫内膜 LIF、HOXA10、TIMP-1、MMP-9表达均

明显上调，与模型组比较差异有统计学意义（P＜0.05）。

综上，调经助孕胶囊可显著改善着床障碍小鼠子宫内膜

容受性，其机制可能与上调子宫内膜容受指标LIF、HOXA10

基因的表达，维持TIMP-1、MMP-9平衡有关。
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