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摘要： 目的　 探讨加味宫外孕Ⅱ号方含药血清诱导人绒毛膜滋养层细胞 （ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ） 凋亡的机制。 方法　 ３６ 只大

鼠随机分为阴性对照组， 中药低、 中、 高剂量组， 西药 （甲氨蝶呤） 组， 中西药结合组， 每组 ６ 只， 各组给予相应的

药物处理， 于第 ８ 天给药 １ ｈ 后心脏采血， 制备空白血清及含药血清。 各组血清与 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞共培养 ２４ ｈ， 同

时设置仅添加培养基处理的 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞作为空白对照组， 流式细胞术检测细胞早、 晚期凋亡率及胞浆内游离

Ｃａ２＋水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞钙蛋白酶 １ （ｃａｌｐａｉｎ⁃１）、 半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶⁃１２ （ｃａｓｐａｓｅ⁃１２） 蛋

白及 ｍＲＮＡ 相对表达量。 结果　 与阴性对照组比较， 各给药组细胞凋亡率、 胞浆内 Ｃａ２＋水平、 ｃａｌｐａｉｎ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２
蛋白及 ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且中药各剂量组作用呈剂量依赖性 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其中中药高剂量组作用优于西

药组和中西药结合组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 加味宫外孕Ⅱ号方能够诱导人绒毛膜滋养层细胞凋亡， 并呈剂量依赖性， 其

机制可能与激活内质网应激 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 信号通路， 增加细胞胞浆内游离 Ｃａ２＋ 水平， 上调 ｃａｌｐａｉｎ⁃１ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 表达

有关。
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　 　 异位妊娠是妇科常见病， 其中输卵管妊娠占 ９５％ 以

上［１］ 。 祖国医学认为异位妊娠的主要病机是少腹血瘀实

证， 治疗以活血化瘀消癥杀胚为法。 研究显示化瘀消癥杀

胚中药能够诱导人输卵管妊娠滋养细胞凋亡［２］ 。 本课题组

前期研究显示， 加味宫外孕Ⅱ号方可能通过降低早孕大鼠

滋养细胞 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比值及改变滋养细胞的形态与超微结构

达到杀胚目的［３⁃４］ ， 与文献报道相一致， 但中医药介导滋养

细胞凋亡的分子机制尚不清楚。 ｃａｌｐａｉｎ⁃１ 与 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 是

内质网应激 （ＥＲＳ） 诱导凋亡途径中的重要分子， 有研究

指出 ＥＲＳ 可通过激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 信号通路诱导滋养细胞凋

亡［５］ ， 由此推测加味宫外孕Ⅱ号方可能导致过度 ＥＲＳ， 激

活 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 信号通路促使滋养叶细胞凋亡。 报道显示输

卵管妊娠滋养细胞在形态学、 生长能力和侵袭能力方面与

宫内早孕滋养细胞无明显差异， 提出宫内妊娠滋养细胞可

代替输卵管妊娠滋养细胞进行实验研究［６］ 。 本实验以人绒

毛膜滋养层细胞系 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 代替异位妊娠滋养细胞来

探讨加味宫外孕Ⅱ号方治疗异位妊娠的机理， 为中医药保

守治疗异位妊娠提供理论依据。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞及实验动物　 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 人绒毛膜滋养层细胞

系由武汉华中科技大学同济医学院附属协和医院提供。
ＳＰＦ 级雌性 ＳＤ 大鼠 ３６ 只， 体质量 １８０～２２０ ｇ， 由湖北省实

验动物研究中心提供， 实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （鄂）
２０１５⁃００１８， 本实验通过湖北省实验动物管理与使用委员会

批准 （编号 ２０１８２９０１）。
１􀆰 ２　 药物　 加味宫外孕Ⅱ号方由丹参 １５ ｇ、 赤芍 １５ ｇ、 桃

仁 ９ ｇ、 三棱 ９ ｇ、 莪术 ９ ｇ、 蜈蚣 ４ ｇ、 全蝎 ６ ｇ、 土鳖虫

１０ ｇ、 紫草 ２５ ｇ 组成； 注射用甲氨蝶呤， 广东岭南制药有

限公司生产， 批号 ８７２０１６， 规格 ０􀆰 １ ｇ ／支， 上述药物均购

于贵州省中医院。
１􀆰 ３　 试剂与仪器 　 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基、 胎牛血清 （美国

Ｇｉｂｃｏ 公司， 批号 １１８７５⁃０９３、 １００９１⁃１４８）； ＣＣＫ⁃８ 细胞增

殖试剂盒 （合肥白鲨生物科技有限公司， 批号 ＢＳ３５０Ｂ）；
ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒、 Ｆｌｕｏ⁃３ ＡＭ Ｃａ２＋荧光探针 （上海碧云

天生物技术有限公司， 批号 Ｐ００１０、 Ｓ１０５６）； 兔抗 ｃａｌｐａｉｎ⁃
１ 多克隆抗体、 羊抗兔 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ （武汉博士德生物工程有

限公司， 批号 ＢＡ０６７９、 ＢＡ１０５４）； 兔抗 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 多克隆

抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 批号 ａｂ６２４８４）； 细胞凋亡试剂盒

ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＡＰＣ ／ ７⁃ＡＡＤ （天津三箭生物技术股份有限公司，
批号 ＡＯ２００１⁃１１Ａ⁃Ｈ）； 逆转录及荧光定量试剂盒 （南京诺

唯赞生物科技股份有限公司， 批号 Ｒ１０１⁃０１ ／ ０２、 Ｑ１１１⁃
０２）； 引物由武汉擎科生物技术有限公司合成。 Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ
ＭＫ３ 型酶标仪购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司； ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ６ 型实时

荧光定量 ＰＣＲ 仪购于美国 ＡＢＩ 公司； ＣｙｔｏＦＬＥＸ 型流式细
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胞仪购于美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司。
２　 方法

２􀆰 １　 加味宫外孕Ⅱ号方药液制备 　 上述中药材经混合浸

泡、 水煎、 过滤、 浓缩， 制成生药量 ３ ｇ ／ ｍＬ 的药液， 保存

于４ ℃冰箱备用。
２􀆰 ２　 动物分组及给药　 ３６ 只大鼠采用随机数字表法分为 ６
组， 即阴性对照组， 中药 （加味宫外孕Ⅱ号方） 低、 中、
高剂量组， 西药 （甲氨蝶呤） 组及中西药结合组 （中剂量

加味宫外孕Ⅱ号方＋甲氨蝶呤）。 所有大鼠适应性喂养 ３ ｄ
后开始给药， 参考人与大鼠等效剂量换算公式［７］ ， 中药

低、 中、 高剂量组分别灌胃给予 １２、 ２４、 ４８ ｇ ／ ｋｇ 加味宫外

孕Ⅱ号方； 阴性对照组灌胃给予等量生理盐水； 西药组与

中西药结合组分别灌胃给予生理盐水和 ２４ ｇ ／ ｋｇ 加味宫外

孕Ⅱ号方， 每天灌胃 １ 次， 连续 ８ ｄ， 在第 ８ 天灌胃后均一

次性肌肉注射 ７􀆰 ７７５ ｍｇ ／ ｋｇ 甲氨蝶呤。
２􀆰 ３　 含药血清制备　 每组大鼠分别于第 ８ 天末次给药 １ ｈ
后， 水合氯醛腹腔注射麻醉， 心脏采血， 静置 ２ ｈ， ３ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １２ ｍｉｎ， 吸取血清， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤除

菌， ５６ ℃水浴灭活 ３０ ｍｉｎ， 将同组所有大鼠的血清混合，
分装后置于－８０ ℃冰箱备用。
２􀆰 ４　 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞培养及给药　 用含 １０％ 胎牛血清的

完全培养基重悬细胞， 接种到培养皿中， 轻揉吹打混匀，
３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下培养， 当细胞融合度达到 ８０％ ～９０％
时， 按 １ ∶ ３ 比例进行传代培养。 取对数生长期细胞以

５×１０５ ／ ｍＬ 密度接种于 ６ 孔板中， 培养过夜， 弃培养液， 更

换 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基， 加入对应组别的 １０％ 含药血清， 同

时设置仅添加细胞培养基的 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞作为空白对

照组， 以排除灌胃生理盐水组大鼠血清对细胞的异常影响。
２􀆰 ５　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞增殖能力　 取对数生

长期 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞， 按每孔 ８×１０３ 个的密度接种于 ９６
孔板中， 每孔 ２００ μＬ， 置于 ３７ ℃培养箱中培养 ２４ ｈ， 弃培

养液， 分别加入 ５％ 、 １０％ 、 １５％ 含药血清继续培养 ２４ ｈ，
然后每孔加入 ２０ μＬ ＣＣＫ⁃８， 轻摇混匀， ３７ ℃培养箱中孵

育 ４ ｈ， 酶标仪检测各孔于 ４５０ ｎｍ 波长处吸光度 （Ａ） 值，
以此确定药物作用于细胞的最佳体积分数。 细胞增殖抑制

率＝ （Ａ对照－Ａ实验） ／ （Ａ对照－Ａ空白） ×１００％ 。
２􀆰 ６　 指标检测 　 各组细胞分别与对应的含药血清共培养

２４ ｈ， 收集细胞， 用于以下指标检测。
２􀆰 ６􀆰 １　 流式细胞术检测细胞凋亡率　 按照 ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＡＰＣ ／
７⁃ＡＡＤ 细胞凋亡试剂盒说明书操作， 加入２ μＬ ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃
ＡＰＣ 混匀后再加入 ２ μＬ ７⁃ＡＡＤ， 室温避光反应 １５ ｍｉｎ， 流

式细胞仪上机检测。 细胞凋亡率＝早期凋亡细胞比例＋晚期

凋亡细胞比例。
２􀆰 ６􀆰 ２　 Ｃａ２＋荧光探针检测胞浆 Ｃａ２＋水平　 按 Ｆｌｕｏ⁃３ ＡＭ 试

剂说明书， 加入 Ｆｌｕｏ⁃３ ＡＭ （终浓度 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 置于３７ ℃
培养箱， 避光孵育 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 润洗细胞 ２ 次， １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ３ ｍｉｎ， 加 ５００ μＬ ＰＢＳ 重悬， 流式细胞仪检测荧光强

度， 激发波长为 ４８８ ｎｍ， 发射波长为 ５２５ ｎｍ， 以荧光指数

反映胞浆 Ｃａ２＋水平。
２􀆰 ６􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｃａｌｐａｉｎ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表

达　 提取总蛋白， ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒检测蛋白浓度， 加

入蛋白上样缓冲液， １００ ℃变性 １０ ｍｉｎ， 冷却至室温， 于

－２０ ℃保存。 ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺凝胶上样后电泳分离， 转膜，
５％ 脱脂奶粉溶液室温封闭２ ｈ， 一抗 ｃａｌｐａｉｎ⁃１ （１ ∶ ５００）、
ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ （１ ∶ １ ０００） ４ ℃ 孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗膜 ５ 次，
ＨＲＰ 标记二抗 （１ ∶ ５ ０００） ３７ ℃ 孵育 ２ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜 ５
次， ＥＣＬ 化学发光试剂曝光， Ｘ 胶片显影定影， ＢａｎｄＳｃａｎ
软件分析胶片灰度值。
２􀆰 ６􀆰 ４ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ｃａｌｐａｉｎ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ ｍＲＮＡ 表

达　 加入 ＴＲＩｚｏｌ 冰上裂解 １０ ｍｉｎ 提取总 ＲＮＡ， 微量分光光

度计检测 ＲＮＡ 的纯度和浓度， 置于－８０ ℃保存， 用于逆转

录。 ＲＮＡ 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－ΔΔＣＴ法进行分析。
ＧＡＰＤＨ 正向序列 ５′⁃ＴＣＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＣＡＧＧ⁃３′， 反

向序列 ５′⁃ＴＣＡＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＧＴＧＧＧＴ⁃３′； ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 正向

序 列 ５′⁃ＣＡＴＣＣＡＡＣＧＧＴＧＴＴＣＴＧＧＴＣ⁃３′， 反 向 序 列 ５′⁃
ＴＴＧＣＣＴＧＣＡＡＴＴＴＧＡＧＣＴＧＴ⁃３′； ｃａｌｐａｉｎ⁃１ 正 向 序 列 ５′⁃
ＧＧＧＴＣＣＣＡＡＴＴＣＣＴＣＣＡＡＧＡ⁃３′， 反向序列 ５′⁃ＣＴＧＧＡＡＡＴＧＧ
ＡＡＧＡＴＧＣＣＧＧ⁃３′。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０ 软件进行处理，
计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 加味宫外孕Ⅱ号方对 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞增殖能力的

影响　 与阴性对照组比较， 各含药血清组细胞增殖抑制率

增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且呈剂量依赖性， 对 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞

具有增殖抑制作用。 １０％ 含药血清作用细胞２４ ｈ， 中药高

剂量组细胞抑制率大于 ５０％ ， 为避免含药血清浓度过大引

起细胞毒性， 本实验确定 １０％ 含药血清作用于细胞 ２４ ｈ 为

最佳， 见表 １。
表 １　 各组 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞增殖抑制率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝

３）

组别
细胞增殖抑制率 ／ ％

５％ 含药血清 １０％ 含药血清 １５％ 含药血清

阴性对照组 ０ ０ ０
中药低剂量组 １７􀆰 １７０±８􀆰 ９４８∗ ２２􀆰 １４０±５􀆰 ８０８∗ ２３􀆰 ８３０±２􀆰 ４４５∗

中药中剂量组 ２５􀆰 ４１３±６􀆰 ９２３∗ ２９􀆰 ２２０±７􀆰 ８０４∗ ３０􀆰 ７３７±７􀆰 １５０∗

中药高剂量组 ４４􀆰 ４９７±７􀆰 ２５１∗ ５１􀆰 ２２３±６􀆰 ６５２∗ ５９􀆰 ７２７±８􀆰 ０２９∗

西药组 ３７􀆰 ５７０±６􀆰 １４０∗ ４７􀆰 ６７７±７􀆰 ２９０∗ ５６􀆰 ３００±６􀆰 １７７∗

中西药结合组 ４１􀆰 ０９７±７􀆰 ５１５∗ ４９􀆰 ２７７±９􀆰 ５１０∗ ６６􀆰 １４３±６􀆰 ３８５∗

　 　 注： 与阴性对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ２　 加味宫外孕Ⅱ号方对 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞凋亡率的影

响　 空白对照组与阴性对照组比较无差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 各

给药组细胞凋亡率均高于阴性对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其中中

药各剂量组作用呈剂量依赖性 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 中药高剂量组
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细胞凋亡率高于西药组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 与中西药结合组比较

无差异 （Ｐ＞ ０􀆰 ０５）； 西药组与中西药结合组比较无差异

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 ２、 图 １。
表 ２　 各组 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞凋亡率及胞浆内 Ｃａ２＋水平比

较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 细胞凋亡率 ／ ％ 胞浆内 Ｃａ２＋水平

空白对照组 ６􀆰 １１０±１􀆰 ２３０ １５ ７２１􀆰 ４６７±１ ８０８􀆰 ２１８
阴性对照组 ７􀆰 ４４３±０􀆰 ６０１ １５ ７１８􀆰 ０６７±２ ０２０􀆰 ６６５

中药低剂量组 １２􀆰 ６６０±１􀆰 ０８７∗ １８ ８２２􀆰 ５６７±１ ６６８􀆰 ５５０
中药中剂量组 １９􀆰 ０３３±１􀆰 ５５６∗▲ ２１ １１３􀆰 ８６７±１ ４１６􀆰 ９０８∗

中药高剂量组 ３４􀆰 ７１７±２􀆰 ３５３∗▲□ ３７ １０８􀆰 ７３３±７４７􀆰 ８６６∗▲□

西药组 ２８􀆰 ３０７±０􀆰 ６４８∗△ ２８ ０２２􀆰 ４００±１ ５１４􀆰 ６６０∗△

中西药结合组 ３１􀆰 ７９７±０􀆰 ８３２∗ ３２ ２２９􀆰 ３６７±１ ６２１􀆰 ４７９∗△

　 　 与阴性对照组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与中药低剂量组比较，▲ Ｐ ＜
０􀆰 ０５； 与中药中剂量组比较，□ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与中药高剂量组比较，
△Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ３　 加味宫外孕Ⅱ号方对 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞胞浆内 Ｃａ２＋

水平的影响　 空白对照组与阴性对照组比较无差异 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）； 与阴性对照组比较， 中药低剂量组细胞胞浆内 Ｃａ２＋

水平无明显上升 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 但中、 高剂量组、 西药组及

中西药结合组细胞胞浆内 Ｃａ２＋水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 中药

高剂量组细胞胞浆内 Ｃａ２＋水平高于西药组及中西药结合组

（Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 西药组与中西药结合组比较无差异 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）， 见表 ２、 图 ２。
３􀆰 ４　 加味宫外孕Ⅱ号方对 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞 ｃａｌｐａｉｎ⁃１、
ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表达的影响　 空白对照组与阴性对照组比较

无差异 （Ｐ＞ ０􀆰 ０５）； 与阴性对照组比较， 各给药组细胞

ｃａｌｐａｉｎ⁃１ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 中药高剂量组细胞

ｃａｌｐａｉｎ⁃１ 蛋白表达高于低、 中剂量组、 西药组及中西药结

合组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 中西药结合组细胞 ｃａｌｐａｉｎ⁃１ 蛋白表达高

于西药组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与阴性对照组比较， 中药低、 中剂

量组 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 高剂量

组、 西药组及中西药结合组 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 与西药组和中药高剂量组比较， 中西药结合组

ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表达量升高更明显 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 见表 ３、
图 ３。

图 １　 各组 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞凋亡率比较

表 ３　 各组 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞 ｃａｌｐａｉｎ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白

表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ｃａｌｐａｉｎ⁃１ ｃａｓｐａｓｅ⁃１２

空白对照组 ０􀆰 ２００±０􀆰 ０１３ ０􀆰 ０６７±０􀆰 ０１４
阴性对照组 ０􀆰 １９４±０􀆰 ００８ ０􀆰 ０６５±０􀆰 ０１２

中药低剂量组 ０􀆰 ３５０±０􀆰 ０２６∗△ ０􀆰 ０７３±０􀆰 ００５
中药中剂量组 ０􀆰 ２６７±０􀆰 ０２２∗△ ０􀆰 ０７２±０􀆰 ００９
中药高剂量组 ０􀆰 ４４０±０􀆰 ０１９∗ ０􀆰 １１０±０􀆰 ００８∗

西药组 ０􀆰 ２９３±０􀆰 ０２２∗△ ０􀆰 １５７±０􀆰 ０１５∗△

中西药结合组 ０􀆰 ３５３±０􀆰 ０２１∗△● ０􀆰 １９６±０􀆰 ０２１∗△●

　 　 注： 与阴性对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与中药高剂量组比较，△Ｐ＜

０􀆰 ０５； 与西药组比较，●Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ５　 加味宫外孕Ⅱ号方对 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞 ｃａｌｐａｉｎ⁃１、
ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ ｍＲＮＡ 表达的影响　 空白对照组与阴性对照组比

较无差异 （ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）； 与阴性对照组比较， 各给药组

ｃａｌｐａｉｎ⁃１ ｍＲＮＡ 表达均升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 中药高剂量组

ｃａｌｐａｉｎ⁃１ ｍＲＮＡ 表达高于低、 中剂量组及西药组 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 中西药结合组与中药高剂量组比较无显著差异

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 与阴性对照组比较， 中药高剂量组、 西药组及

中西药结合组 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 而中

药低、 中剂量组无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 中西药结合组与

中药高剂量组比较无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 ４。
４　 讨论

加味宫外孕Ⅱ号方中丹参、 赤芍、 桃仁、 三棱、 莪术

有活血化瘀消癥之功效； 蜈蚣、 全蝎、 土鳖虫、 紫草有破

血、 通络、 损害胚胎的作用。 现代药理研究认为丹参、 赤

芍、 桃仁、 三棱、 莪术能促进盆腹腔胚胎组织及包块的吸
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图 ２　 各组 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞胞浆内 Ｃａ２＋水平流式图

注： Ａ 为空白对照组， Ｂ 为阴性对照组， Ｃ 为中药低剂量

组， Ｄ 为中药中剂量组， Ｅ 为中药高剂量组， Ｆ 为西药

组， Ｇ 为中西药结合组。

图 ３　 各组 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞 ｃａｌｐａｉｎ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃
１２ 蛋白条带图

表 ４ 　 各 组 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细 胞 ｃａｌｐａｉｎ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２
ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ｃａｌｐａｉｎ⁃１ ｃａｓｐａｓｅ⁃１２
空白对照组 ０􀆰 ９８０±０􀆰 ０４５ １􀆰 ０３９±０􀆰 ０３９
阴性对照组 １􀆰 ０３０±０􀆰 ０６２ １􀆰 ０４５±０􀆰 ０６６

中药低剂量组 １􀆰 ８１５±０􀆰 ０８８∗ １􀆰 １４１±０􀆰 ０６３
中药中剂量组 １􀆰 ５３５±０􀆰 １１１∗ １􀆰 １００±０􀆰 ０５６
中药高剂量组 ２􀆰 ２０１±０􀆰 １２１∗▲□ １􀆰 ３６９±０􀆰 ０８０∗

西药组 １􀆰 ８１０±０􀆰 ２０７∗△ １􀆰 ４４２±０􀆰 １０５∗

中西药结合组 １􀆰 ８８６±０􀆰 ０４４∗ １􀆰 ５１９±０􀆰 １１９∗

　 　 注： 与阴性对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与中药低剂量组比较，▲Ｐ＜
０􀆰 ０５； 与中药中剂量组比较，□ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与中药高剂量组比较，
△Ｐ＜０􀆰 ０５。

收； 配伍蜈蚣、 全蝎、 土鳖虫、 紫草可抑制滋养细胞的生

长与分化， 致其变性坏死， 降低胚胎活性， 增强杀胚作用，
且能改善输卵管通畅度［８⁃９］ 。 为验证加味宫外孕Ⅱ号方对细

胞凋亡影响的剂量依赖性， 本研究比较了不同剂量中药组

对细胞凋亡的影响。
本研究发现， 中药各剂量组、 西药组和中西药结合组

细胞凋亡率升高， 说明加味宫外孕Ⅱ号方及甲氨蝶呤均可

以诱导 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞凋亡， 间接提示该方可以降低滋

养细胞对输卵管管壁的增殖和侵袭能力， 减少病灶破裂风

险， 保留输卵管的完整性。 中药高剂量组、 西药组及中西

药结合组 Ｃａ２＋水平较阴性对照组上升了约 ２ 倍， 提示经中

药与西药处理后细胞内 Ｃａ２＋ 水平增加， 钙超载。 Ｃａ２＋ 作为

细胞内第二信使， 当内质网腔内集聚过多未折叠及错误折

叠蛋白， 可引起大量 Ｃａ２＋外流， 胞质 Ｃａ２＋ 水平升高， 钙超

载， ｃａｌｐａｉｎ 被激活， 发挥蛋白水解功能， 产生细胞凋亡级

联反应［１０］ 。 研究显示中药各剂量组作用呈剂量依赖性， 细

胞凋亡率与胞浆内 Ｃａ２＋水平有升高趋势。
ｃａｌｐａｉｎ 属于钙依赖性半胱氨酸蛋白水解酶家族成员，

根据激活时所需 Ｃａ２＋水平差异， 分为 ｃａｌｐａｉｎ⁃１ （μ⁃ｃａｌｐａｉｎ）
和 ｃａｌｐａｉｎ⁃２ （ｍ⁃ｃａｌｐａｉｎ）， 对细胞凋亡、 细胞骨架重塑及信

号转导有重要作用［１１］ ， 正常状态下以无活性的酶原形式存

在于组织和细胞中， 由 Ｃａ２＋ 紊乱激活， 多项研究提示

ｃａｌｐａｉｎ⁃１ 与细胞凋亡密切相关［１２⁃１３］ ， ｃａｌｐａｉｎ⁃１ 在滋养细胞

凋亡中起作用［１４］ 。 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 是 ｃａｓｐａｓｅ 家族中唯一仅在

ＥＲＳ 反应时激活的蛋白， 在死亡受体途径及线粒体途径中

不发生活化［１５］ ， 是 ＥＲＳ 反应性凋亡的关键分子。 ｃａｓｐａｓｅ⁃
１２ 被激活的机制之一是 Ｃａ２＋ 依赖的 ｃａｌｐａｉｎ 水解活化，
ｃａｌｐａｉｎ 从胞质进入内质网， 剪切激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 前体， 进

一步活化 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２， 最终通过激活下游靶分子 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 促

进细胞凋亡［１６⁃１７］ 。 进一步研究显示， 经中药与西药含药血

清处理 ２４ ｈ 后， ｃａｌｐａｉｎ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白及 ｍＲＮＡ 相对表

达量均上调， 说明其参与了调控 ＥＲＳ 反应， 被过度激活，
说明加味宫外孕Ⅱ号方含药血清作用于人滋养细胞后使细

胞发生过度 ＥＲＳ 反应， 从而加速细胞凋亡。 中药和甲氨蝶

呤发挥促滋养叶细胞凋亡作用可能是依赖 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 途径；
再结合 ＨＴＲ⁃８ ／ ＳＶｎｅｏ 细胞的凋亡率及 Ｃａ２＋水平变化， 提示

加味宫外孕Ⅱ号方和甲氨蝶呤可能通过上调胞浆内 Ｃａ２＋水

平， 调控细胞 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 通路中关键信号分子的表达促滋养

叶细胞凋亡而终止妊娠。 从研究结果看， 中药高剂量组与

西药组及中西药结合组效果相近， 而甲氨蝶呤副作用大，
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临床上用于异位妊娠保守治疗的不良反应时有报道， 除肝

肾、 皮肤毒性外， 对生殖系统可产生致畸、 致突变作

用［１８⁃１９］ ， 因此， 对于今后异位妊娠保守治疗用药选择上是

否可以首选中药， 并根据患者情况适当增加中药剂量， 制

定个体化最佳用药方案具有参考价值。
综上所述， 加味宫外孕Ⅱ号方能够诱导滋养叶细胞凋

亡， 且高剂量作用最佳， 其机制可能是通过激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃１２
信号通路， 使细胞内质网发生过度应激反应， 上调促凋亡

因子的表达而加速滋养细胞的凋亡。
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