
2020 年 8 月

第 30 卷　 第 8 期
中国比较医学杂志

CHINESE JOURNAL OF COMPARATIVE MEDICINE
August, 2020
Vol. 30　 No. 8

范敏,郑文兰,文晓敏. 加味宫外孕 II 号方对人滋养叶细胞 Caspase-12 通路影响的研究[J]. 中国比较医学杂志, 2020, 30(8):
29-34.
Fan M, Zheng WL, Wen XM. Effect of modified ectopic pregnancy formula II on the Caspase-12 pathway in human trophoblasts [J].
Chin J Comp Med, 2020, 30(8): 29-34.
doi: 10. 3969 / j.issn.1671-7856. 2020. 08. 005

[基金项目]国家自然科学基金(81660805)。
[作者简介]范敏(1993—),女,硕士研究生,研究方向:中医药治疗异位妊娠的基础研究。 E-mail:fanmin1207@ 163.com
[通信作者]郑文兰(1963—),女,主任医师,硕士研究生导师,研究方向:异位妊娠中西医结合治疗研究。 E-mail:yunqq533@ 163.com

加味宫外孕 II 号方对人滋养叶细胞 Caspase-12
通路影响的研究

范　 敏1,郑文兰2∗,文晓敏2

(1.贵州中医药大学,贵阳　 550025; 2.贵州中医药大学第一附属医院,贵阳　 550001)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察加味宫外孕 II 号方对人滋养叶细胞内质网应激 Caspase-12 信号通路凋亡相关蛋白

Caspase-7、Caspase-9、Caspase-3 水平的影响及细胞超微结构变化,探讨其治疗异位妊娠的作用机制。 方法　 将 SD
大鼠分为阴性对照组(B 组)、低、中、高剂量中药组(C 组、D 组、E 组)、甲氨蝶呤组(F 组)、中西药结合组(G 组),
予相应药物处理后取血制备含药血清,将各组含药血清分别作用于 HTR-8 / SVneo 细胞 24 h,并设置未用含药血清

处理的细胞作为空白对照组(A 组)。 采用蛋白质免疫印迹法(Western blot)与实时荧光定量 PCR(Real-time PCR)
检测 HTR-8 / SVneo 细胞中凋亡基因 Caspase-7、Caspase-9、Caspase-3 蛋白及 mRNA 的表达水平;采用透射电镜观察

细胞超微结构的变化。 结果　 (1)Caspase-7、Caspase-9、Caspase-3 蛋白水平及 mRNA 相对表达量:A 组与 B 组比较

无差异(P>0. 05);与 B 组比较,C 组 Caspase-7 mRNA、Caspase-9 蛋白及 Caspase-3 蛋白与 mRNA 表达均上调明显

(P<0. 05),而 Caspase-7 蛋白、Caspase-9 mRNA 表达无差异(P>0. 05);D、E、F、G 组 Caspase-7、Caspase-9、Caspase-3
蛋白及 mRNA 表达量均较 B 组明显上调(P<0. 05);E 组较 D 组上调明显(P<0. 05);E 组与 F 组比较,Caspase-7、
Caspase-9 蛋白与 mRNA 及 Caspase-3 蛋白表达上调明显(P<0. 05);E 组与 G 组比较,Caspase-9 蛋白与 mRNA 及

Caspase-3 蛋白表达上调明显(P<0. 05);F 组与 G 组比较无差异(P>0. 05)。 (2)透射电镜结果显示:A 组与 B 组细

胞染色质均匀散布于核膜内,细胞内质网、线粒体、高尔基体清晰可见;与 B 组比较,C、D、E、F、G 组细胞微绒毛减

少,染色质固缩,异染色质边缘化,部分线粒体肿胀、脊紊乱或断裂、甚至消失,线粒体空泡化等典型的凋亡特征改

变。 结论　 加味宫外孕 II 号方可能通过激活内质网应激 Caspase-12 信号通路,破坏滋养叶细胞的形态学结构,上
调 Caspase-7、Caspase-9、Caspase-3 凋亡相关基因的表达,促进滋养叶细胞凋亡。
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To examine the effect of modified ectopic pregnancy formula II on levels of apoptosis-
related proteins Caspase-7, Caspase-9, and Caspase-3 in the endoplasmic reticulum stress Caspase-12 signaling pathway in
human trophoblasts, as well as associated changes in cell ultrastructure, to explore its treatment mechanism for ectopic
pregnancy. Methods　 SD rats were divided into a negative control group ( group B), low-, medium-, and high-dose
Chinese medicine groups ( groups C, D, E), a methotrexate group ( group F), and a combined Chinese and Western
medicine group ( group G). After receiving the corresponding drug treatment, we collected blood to prepare a drug-
containing serum. The drug-containing serum from each group was applied to HTR-8 / SVneo for 24 h, and cells not treated
with drug-containing serum were set as a blank control group (group A). The expression levels of apoptotic genes Caspase-
7, Caspase-9, Caspase-3 protein and mRNA in HTR-8 / SVneo cells were detected via Western blot and real-time
quantitative PCR. Transmission electron microscopy was used to observe changes in cell ultrastructure. Results　 (1) There
was no difference between group A and group B in terms of Caspase-7, Caspase-9, or Caspase-3 protein levels and relative
mRNA expression (P> 0. 05). Compared with group B, expression levels of Caspase-7 mRNA, Caspase-9 protein, and
Caspase-3 protein and mRNA were significantly up-regulated in group C (P < 0. 05), but we found no differences in
Caspase-7 protein or Caspase-9 mRNA expression (P> 0. 05). In terms of Caspase-7, Caspase-9, and Caspase-3 protein
and mRNA expression, expression was significantly increased in groups D, E, F, and G compared with group B (P <
0. 05), and expression in Group E was significantly up-regulated compared with group D (P < 0. 05). Group E was
compared with group F, expression levels of Caspase-7, Caspase-9 protein and mRNA, and Caspase-3 protein were
significantly up-regulated (P < 0. 05). Group E was compared with group G, expression of Caspase-9 protein and mRNA
and Caspase-3 protein was significantly increased (P <0. 05). There was no difference between group F and group G (P>
0. 05). ( 2) Transmission electron microscopy indicated that the cell chromatin in group A and group B was evenly
distributed in the nuclear membrane, and the endoplasmic reticulum, mitochondria, and Golgi apparatus were clearly
visible. Compared with group B, the cell microvilli in groups C, D, E, F, and G were reduced, chromatin was condensed,
heterochromatin was marginalized, some mitochondria were swollen, disordered, broken, or even absent, and
mitochondrial vacuolation were typical apoptotic characteristics. Conclusions　 Modified ectopic pregnancy formula II may
activate the Caspase-12 signaling pathway of endoplasmic reticulum stress, destroy the morphological structure of
trophoblasts, up-regulate the expression of Caspase-7, Caspase-9, and Caspase-3 apoptosis-related genes, and promote
trophoblast apoptosis.

【Keywords】　 modified ectopic pregnancy formula II; endoplasmic reticulum stress; HTR-8/ SVneo cells; Caspase-7;
Caspase-9; Caspase-3

　 　 内质网应激信号转导通路是目前研究细胞凋

亡的热点之一,Caspase-12 作为特有的仅在内质网

应激状态下激活的蛋白,与细胞凋亡及疾病发展变

化的关系已被逐步揭示。 Caspase-7、Caspase-9 与凋

亡靶因子 Caspase-3 是 Caspase-12 通路中的关键蛋

白,研究显示内质网应激介导细胞凋亡时 Caspase-
7、Caspase-9、 Caspase-3 呈高表达[1-2]。 本院基于

“瘀”是导致异位妊娠主要病因病机的中医理论,运
用加味宫外孕 II 号方保守治疗异位妊娠,取得肯定

临床疗效,且前期研究证实该方具有诱导细胞凋亡

的作 用[3], 但 是 否 可 以 通 过 内 质 网 过 度 应 激

Caspase-12 信 号 通 路 调 控 Caspase-7、 Caspase-9、
Caspase-3 基因表达发挥促细胞凋亡作用尚未可知。
本实验运用人绒毛膜滋养层细胞系 HTR-8 / SVneo
代替异位妊娠滋养细胞来研究该方诱导凋亡的机

制[4],为中医药保守治疗异位妊娠及药物开发利用

提供实验依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

健康雌性 SD 大鼠 36 只,SPF 级,体重(200 ±
20)g,由湖北省实验动物研究中心提供[SCXK(鄂)
2015-0018]。 饲养于湖北省预防医学科学院屏障

动物实验环境[SYXK(鄂)2017-0065]。 本实验通

过湖 北 省 实 验 动 物 管 理 与 使 用 委 员 会 批 准

(20182901),并按实验动物使用的 3R 原则给予人

道关怀。
1. 1. 2　 实验细胞

HTR-8 / SVneo 人绒毛膜滋养层细胞系来自于

武汉华中科技大学同济医学院附属协和医院。
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1. 2　 主要试剂与仪器

加味宫外孕 II 号方(丹参、赤芍各 15 g,桃仁、
三棱、莪术各 9 g,蜈蚣 4 g,全蝎 6 g,土鳖虫 10 g,紫
草 25 g,购于贵州省中医院,熬成 3 g / mL 的中药液

备用);注射用甲氨蝶呤(广东岭南制药有限公司生

产,国药准字 H20054692);胎牛血清(美国 Gibco);
Caspase-9( 中 国 武 汉 博 士 德 ); Caspase-7 ( 美 国

CST);Caspase-3(美国 Abcam);逆转录及荧光定量

试剂盒(中国南京 Vazyme);引物(中国武汉擎科生

物)。 QuantStudio 6 型实时荧光定量 PCR 仪(美国

ABI);FEI TecnaiG200 TWIN 透射电镜(美国 FEI)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组及处理　
36 只大鼠随机分为 6 组,即阴性对照组 ( B

组)、低、中、高剂量的中药加味宫外孕 II 号方组(C
组、D 组、E 组)、甲氨蝶呤组(F 组)及中剂量加味宫

外孕 II 号方+甲氨蝶呤组(G 组)。 由人与大鼠等效

剂量换算[5],计算出加味宫外孕 II 号方低剂量为 12
g / (kg·d),中、高剂量分别为 24、48 g / ( kg·d)。 B
组予中药中剂量等体积生理盐水灌胃;C 组、D 组、E
组分别予中药低、中、高剂量灌胃;F 组予中药中剂

量等体积生理盐水灌胃,G 组予中剂量中药灌胃,两
组均在取血前 1 h 按 7. 775 mg / kg 体重肌注甲氨蝶

呤;灌胃每天 1 次,连续 8 d。
1. 3. 2　 含药血清的制备

第 8 天末次给药 1 h 后心脏采血,3000 r / min
离心 12 min,分离血清,0. 22 μm 滤膜过滤除菌,
56℃灭活 30 min,将同组大鼠的血清混合、分装,存
于-80℃冻存备用。
1. 3. 3　 HTR-8 / SVneo 细胞培养及处理

用含 10%胎牛血清和 1%青、链霉素的 RPMI
1640 完全培养基接种细胞于 37℃ 5% CO2 培养箱

中,细胞贴壁生长至 85%左右,胰酶消化传代。 取

生长状态良好的细胞接种于六孔板,培养 24 h,加入

对应组别含药血清,前期研究证实含药血清体积分

数 10%为最佳,故选用此体积分数含药血清作用于

HTR-8 / SVneo 细胞 24 h,收集细胞进行相关指标检

测。 为排除大鼠含药血清对实验结果的干扰,设置

未用含药血清处理的细胞作为空白对照组,作为阴

性对照组的参照。
1. 3. 4 　 Western blot 检 测 Caspase-7、 Caspase-9、
Caspase-3 蛋白表达水平

提取总蛋白并测定浓度,聚丙烯酰胺凝胶上

样,电泳,转膜,5%脱脂奶粉封闭,一抗 (Caspase-7
1 ∶ 1000、Caspase-9 1 ∶ 500、Caspase-3 1 ∶ 2000 稀释)
4℃孵育过夜,TBST 洗膜,二抗(1 ∶5000 稀释)37℃
孵育 2 h,TBST 洗膜,ECL 发光液显影,胶片定影,
BandScan 软件进行胶片灰度值分析。
1. 3. 5 　 Real-time PCR 检测 Caspase-7、 Caspase-9、
Caspase-3 mRNA 表达水平

提取总 RNA 并检测纯度和浓度,RNA 定量后

逆转录合成 cDNA,反应条件为 25℃ 5 min,50℃ 15
min,85℃ 5 min,4℃ 10 min,配制 20 μL 体系进行基

因扩增,扩增条件为 50℃ 2 min,95℃ 10 min,95℃
30 s,60℃ 30 s,40 个循环。 以 2-△△ct进行所得数据

分析。 引物设计序列如下(见表 1)。
1. 3. 6　 透射电镜观察细胞超微结构变化

分别用 2. 5%戊二醛及 1%四氧锇酸室温固定,
按常规方法乙醇梯度脱水,再使用丙酮和 Epon-812
包埋剂等体积混合液与纯 Epon-812 包埋剂渗透,
制成 70 nm 超薄切片,2%醋酸双氧铀-枸橼酸铅染

色,透射电镜观察细胞超微结构变化。
1. 4　 统计学方法

GraphPad Prism 5. 0 软件进行统计学分析。 数

据以平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示,计量资料组间比

较采用单因素方差分析( one-way ANOVA),以 P<
0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1 　 HTR-8 / SVneo 细胞 Caspase-7、 Caspase-9、
Caspase-3蛋白相对表达量

A 组与 B 组比较无差异(P>0. 05)。 与 B 组比

较,C 组 Caspase-7 蛋白无差异(P>0. 05),D、E、F、G
组表达量上调(P<0. 05);与 C 组比较,E、F、G 组蛋

白表达量上调(P<0. 05);与 D 组比较,E、G 组蛋白

表达量上调(P<0. 05);与 F 组比较,E 组蛋白表达

　 　 　 表 1　 引物序列
Table 1　 Primer sequence

名称
Name

引物序列(5′-3′)
Primer sequence(5′-3′)

片段长度
Fragment
length

GAPDH F: 5′-TCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG-3′
R: 5′-TCAAAGGTGGAGGAGTGGGT-3′ 115 bp

Caspase-7 F: 5′-TCTTCGCCTATTCCACGGTT-3′
R: 5′-GGCAACTCTGTCATTCACCC -3′ 152 bp

Caspase-9 F: 5′- CTTCGTTTCTGCGAACTAACAGG -3′
R: 5′- GCACCACTGGGGTAAGGTTT -3′ 75 bp

Caspase-3 F: 5′- AGAGGGGATCGTTGTAGAAGTC -3′
R: 5′- ACAGTCCAGTTCTGTACCACG -3′ 81 bp
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量上调(P<0. 05);G 组与 E、F 组比较无差异(P>
0. 05)。 与 B 组比较,C、D、E、F、G 组 Caspase-9 蛋

白表达量上调(P<0. 05);与 C 组比较,D、E、F、G 组

蛋白表达量上调(P<0. 05);与 D、F、G 组比较,E 组

表达量上调(P<0. 05);F 组与 G 组比较无差异(P>
0. 05)。 与 B 组比较,C、D、E、F、G 组 Caspase-3 蛋

白表达量上调(P<0. 05);与 C、D 组比较,E、F、G 组

蛋白表达量上调(P<0. 05);与 F、G 组比较,E 组蛋

白表达量上调(P<0. 05);F 组与 G 组比较无差异

(P>0. 05),(见图 1、表 2)。
2. 2 　 HTR-8 / SVneo 细胞 Caspase-7、 Caspase-9、
Caspase-3 mRNA 相对表达量

A 组与 B 组比较无差异(P>0. 05)。 与 B 组比

较,C、D、E、F、G 组 Caspase-7 mRNA 表达量上调(P
<0. 05);与 C、D 组比较,E、G 组 mRNA 表达量上调

(P<0. 05);与 F 组比较,E 组 mRNA 表达量上调(P
<0. 05),G 组无差异(P>0. 05);E 组与 G 组比较无

差异 ( P > 0. 05 )。 与 B 组比较, C 组 Caspase-9
mRNA 表达无差异(P>0. 05),D、E、F、G 组表达量

上调(P<0. 05);与 C 组比较,E、F、G 组 mRNA 表达

量上调(P<0. 05);与 D、F、G 组比较,E 组 mRNA 表

达量上调(P<0. 05);F 组与 G 组比较无差异(P>
0. 05)。 与 B 组比较, C、 D、 E、 F、 G 组 Caspase-3
mRNA 表达量上调(P<0. 05);与 C 组比较,E、G 组

mRNA 表达量上调(P<0. 05);与 D 组比较,E、F、G
组 mRNA 表达量上调(P<0. 05);E、F、G 组三者比

较无差异(P>0. 05),(见表 3)。
2. 3　 透射电镜观察 HTR-8 / SVneo 细胞超微结构

的变化

A、B 组细胞包膜完整,表面有微绒毛,见清晰

的核膜及核仁,均匀的染色质散布于核膜内,细胞

内线粒体、内质网、高尔基体清晰可见,线粒体内外

膜完整、形态良好;C、D、E、F、G 组微绒毛减少,其中

C、D 组异染色质沿核膜边集,部分线粒体肿胀、脊
紊乱或断裂,E、F、G 组细胞核不规则,染色质固缩,
边集于核内的异染色质增多,胞浆内布满肿胀的线

粒体,部分出现脊紊乱或断裂、甚至消失,线粒体空

泡化;E、G 组观察到自噬体形成增多,(见图 2)。

图 1　 HTR-8 / SVneo 细胞蛋白表达量

Figure 1　 Protein expression of HTR-8 / SVneo cells

表 2　 HTR-8 / SVneo 细胞 Caspase-7、Caspase-9、Caspase-3 蛋白表达量( 􀭰x ± s, n= 3)
Table 2　 Protein expression of Caspase-7,Caspase-9 and Caspase-3 in HTR-8 / SVneo cells

组别 Groups Caspase-7 Caspase-9 Caspase-3
A 组　 Group A 0. 037±0. 005 0. 070±0. 005 0. 053±0. 008
B 组　 Group B 0. 036±0. 006 0. 073±0. 009 0. 057±0. 011
C 组　 Group C 0. 081±0. 015 0. 121±0. 018∗ 0. 141±0. 006∗

D 组　 Group D 0. 129±0. 032∗ 0. 187±0. 019∗▲ 0. 104±0. 009∗

E 组　 Group E 0. 264±0. 016∗▲● 0. 269±0. 027∗▲● 0. 272±0. 014∗▲●

F 组　 Group F 0. 182±0. 024∗▲□ 0. 212±0. 010∗▲□ 0. 173±0. 005∗▲●□

G 组　 Group G 0. 231±0. 010∗▲● 0. 216±0. 004∗▲□ 0. 202±0. 012∗▲●□

注:与 A、B 组比较,∗P<0. 05;与 C 组比较,▲P<0. 05;与 D 组比较,●P<0. 05;与 E 组比较,□P<0. 05。
Note. Compared with group A and B, ∗P<0. 05. Compared with group C, ▲P<0. 05. Compared with group D, ●P<0. 05. Compared with group E,
□P<0. 05.

表 3　 HTR-8 / SVneo 细胞 Caspase-7、Caspase-9、Caspase-3 mRNA 表达量( 􀭰x ± s, n= 3)
Table 3　 Expression of Caspase-7, Caspase-9 and Caspase-3 mRNA in HTR-8 / SVneo cells

组别 Groups Caspase-7 Caspase-9 Caspase-3
A 组　 Group A 1. 030±0. 088 1. 004±0. 054 0. 940±0. 071
B 组　 Group B 1. 089±0. 057 1. 019±0. 063 1. 025±0. 143
C 组　 Group C 1. 507±0. 193∗ 1. 380±0. 123 1. 895±0. 149∗

D 组　 Group D 1. 583±0. 063∗ 1. 655±0. 122∗ 1. 805±0. 218∗

E 组　 Group E 2. 312±0. 159∗▲● 2. 444±0. 176∗▲● 3. 060±0. 340∗▲●

F 组　 Group F 1. 701±0. 078∗□ 1. 950±0. 185∗▲□ 2. 483±0. 351∗●

G 组　 Group G 1. 988±0. 179∗▲● 1. 905±0. 219∗▲□ 2. 964±0. 084∗▲●

注:与 A、B 组比较,∗P<0. 05;与 C 组比较,▲P<0. 05;与 D 组比较,●P<0. 05;与 E 组比较,□P<0. 05。
Note. Compared with group A and B, ∗P<0. 05. Compared with group C, ▲P<0. 05. Compared with group D, ●P<0. 05. Compared with group E,
□P<0. 05.
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注:红色箭头指示为线粒体,蓝色箭头指示为自噬体。

图 2　 HTR-8 / SVneo 细胞透射电镜观察

Note. Red arrow indicates mitochondria. Blue arrow indicates autophagy.

Figure 2　 TEM observation of HTR-8 / SVneo cells

3　 讨论

本实验从蛋白、基因水平测定及形态学观察,
研究妊娠滋养叶细胞凋亡情况。 为排除大鼠含药

血清对实验结果的干扰,设置空白对照组作为参

照,确保实验结果的准确性。 细胞凋亡是指在多种

条件刺激下,多基因、多通路联合调控的细胞主动

有序的死亡方式[6]。 细胞凋亡的发生可清除体内

有害、多余、突变或衰老的细胞,同时抑制细胞过度

增殖[7],在胚胎发育、肿瘤的发生及自身免疫系统

疾病中占有重要地位[8]。 现研究的细胞凋亡途径

主要有死亡受体、线粒体和内质网途径[9]。 研究显

示中药可以通过调控内质网应激对疾病产生影

响[10]。 活血化瘀中药可通过死亡受体通路和线粒

体通路促使异位妊娠胚胎死亡已有报道,而关于本

院经验方加味宫外孕 II 号方能否通过内质网应激

介导滋养细胞凋亡尚未阐明。 研究表明内质网应

激参与子痫前期、妊娠期糖尿病等妊娠相关疾病的

发生发展[11-12]。 各种因素如 Ca2+ 紊乱、氧化应激、
病毒感染、营养缺乏、缺氧、药物或环境应激引起内

质网功能障碍[13-14],蛋白质在腔内正确折叠受阻,
出现过量的错误折叠和未折叠蛋白在内质网腔中

积累的现象称为内质网应激[15-16]。 适当的内质网

应激可促进蛋白质的重新折叠或抑制蛋白质的合

成以减轻细胞损伤,同时清除不可逆损伤细胞恢复

稳态,而过强的内质网应激超过未折叠蛋白的承受

能力无法修复细胞损伤时,则引起 Caspase 和相关

蛋白酶的激活,引发凋亡级联放大效应[17]。

内质网过度应激时,胞质中的 Caspase-7 转移到

内质网表面发生蛋白水解,Caspase-7 激活 Caspase-
12,活化的 Caspase-12 裂解 Caspase-9,进而分解凋

亡效应因子 Caspase-3 诱发细胞凋亡[18]。 课题前期

研究结果提示加味宫外孕 II 号方含药血清处理的

HTR-8 / SVneo 细胞中仅在内质网应激时活化的

Caspase-12 蛋白及基因水平呈高表达。 从以上数据

分析,我们发现经中、高剂量中药、甲氨蝶呤及二者

联合用药干预后的大鼠血清作用于 HTR-8 / SVneo
细胞,Caspase-7、Caspase-9 蛋白及 mRNA 表达水平

与所有药物处理组的 Caspase-3 蛋白及 mRNA 表达

量均较空白及阴性对照组增加,中药低剂量组

Caspase-7 mRNA、Caspase-9 蛋白表达增加,提示中

药及甲氨蝶呤能够上调 Caspase-12 通路中凋亡因子

的表达。 中药低剂量组 Caspase-7 蛋白、Caspase-9
mRNA 表达与空白及阴性对照组比较无差异,考虑

可能与此剂量下蛋白剪切激活、转录后修饰有关。
经中药中、高剂量与甲氨蝶呤处理的滋养叶细胞蛋

白与基因表达处于高水平,说明 HTR-8 / SVneo 细胞

内质网发生过度应激,内质网凋亡通路被激活,通
过调控 Caspase-12 信号通路发挥凋亡作用。 由此推

测,加味宫外孕 II 号方及甲氨蝶呤促妊娠滋养叶细

胞凋亡的机制之一可能是通过内质网过度应激激

活 Caspase-12 通 路 诱 导 Caspase-7、 Caspase-9、
Caspase-3 因子活化的凋亡途径。 其中中药高剂量

组较中药低、中剂量组表达更显著,说明高剂量较

低、中剂量促细胞凋亡作用增强,可达到进一步促

进胚胎消亡的功效。 而中药高剂量组杀胚效果与
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甲氨蝶呤组、中西药结合组相近,郑文兰等[19] 研究

显示中药加大剂量时杀胚效果增强,且对肝的损伤

较使用甲氨蝶呤小,鉴于中药具有高效杀胚且低毒

副作用的特点,临床值得推广应用。
本实验还通过细胞形态学、超微结构的变化进

一步观察细胞凋亡情况。 发现低、中、高剂量中药、
甲氨蝶呤与中西药结合含药血清处理 HTR-8 / SVneo
细胞,出现染色质固缩,异染色质边缘化,部分线粒

体肿胀、脊紊乱或断裂、甚至消失,线粒体空泡化等

凋亡特征。 电镜下未见明显凋亡小体,可能与细胞

尚处于凋亡早期,未进入核碎裂阶段有关。 线粒体

在细胞凋亡发生时反应较灵敏,中药高剂量组、甲
氨蝶呤组与中西药结合组线粒体损伤严重,且中药

高剂量组与中西药结合组可见自噬体形成增多,研
究提示细胞自噬过度可启动凋亡,使细胞程序化死

亡,二者存在协同关系[20]。 本研究从形态学上证实

经不同剂量的中药、西药及中西药结合含药血清处

理的细胞存在不同程度损伤和细胞凋亡的典型特

征。 因此我们推断加味宫外孕 II 号方通过损坏妊

娠滋养叶细胞正常形态结构,使线粒体功能障碍,
ATP 合成受阻,致妊娠组织失去营养支持而消亡。

综上,加味宫外孕 II 号方可破坏滋养叶细胞的

超微结构,诱导细胞凋亡,其机制可能是内质网过

度应激激活 Caspase-12 通路,通过上调 Caspase-7、
Caspase-9、Caspase-3 凋亡基因的表达促使滋养叶细

胞凋亡。 本研究在细胞超微结构中发现大量自噬

体形成,可能该方与自噬也存在一定关系,下一步

可针对滋养叶细胞自噬机制开展研究,挖掘中医药

保守治疗异位妊娠的更多理论依据。
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