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泰山磐石散调控 KEAP1/NRF2/FoxO3 信号通路抑制
滋养层细胞氧化应激损伤的作用机制
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［摘要］ 目的：探讨泰山磐石散（TSPSP）抑制人绒毛膜滋养层细胞（HTR-8/SVneo）氧化应激损伤的作用与机制，了解

TSPSP 治疗自然流产（SA）的机制。方法：采用临床数据库（GEO）对 SA 进行基因差异分析，并与氧化应激相关联，利用网络药

理学方法筛选 TSPSP 活性成分，构建“中药-成分-靶点-疾病”网络，预测 TSPSP 作用机制。体外验证实验将滋养层细胞 HTR-8/

SVneo 细 胞 分 为 空 白 组 ，模 型 组 ，TSPSP 含 药 血 清 2.5%、5%、10% 组 ，核 因 子 E2 相 关 因 子 2（Nrf2）抑 制 剂 组（ML385，

30 μmol·L-1）。除空白组外，其他组加入 150 μmol·L-1 H2O2刺激 3 h 构建细胞氧化应激损伤模型，造模成功后，空白组和模型组

给予 10% 的空白血清，各 TSPSP 含药血清组分别加入相应浓度含药血清处理，Nrf2 抑制剂组在给予 10% TSPSP 含药血清的基

础上，额外加入 30 μmol·L-1 ML385，各组细胞在上述条件下培养 24 h，收集样本进行后续检测。细胞增殖活性检测（CCK-8）
法检测各组细胞活力；划痕实验检测细胞迁移率；酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测丙二醛（MDA）、Fe2+、谷胱甘肽（GSH）含
量；活性氧荧光探针（DCF-DA）检测细胞内活性氧（ROS）水平；免疫荧光（IF）、实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）
检测细胞 Kelch 样 ECH 关联蛋白 1（KEAP1）、Nrf2、叉头框蛋白 O3（FoxO3）蛋白和 mRNA 表达水平；蛋白免疫印迹法（Western 

blot）检测细胞 KEAP1、Nrf2、FoxO3、谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）、超氧化物歧化酶（SOD）蛋白表达水平。结果：GEO 数据库

获取 GSE76862与 GSE22490数据库，差异基因分析表明 KEAP1、Nrf2、FoxO3基因均与疾病相关；同氧化应激通路匹配后，获得

9条差异显著通路（P<0.05），其中 3条包含目的基因 Nrf2、FoxO3。通过网络药理学共获得 TSPSP 活性成分靶点 246个、SA 相关

靶点 2 804个，取交集后得到 154个潜在作用靶点。拓扑分析显示 KEAP1、Nrf2等靶点度值较高，基因本体（GO）与 KEGG 富集分

析表明，交集靶点主要涉及氧化应激反应、FoxO 及丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号通路等。体外实验中，与空白组比较，模型

组细胞活力显著下降（P<0.01）；与模型组比较，各 TSPSP 含药血清组细胞活力显著增高（P<0.01）；与 10% TSPSP 含药血清组比

较，ML385 组细胞活力下降至 70% 左右（P<0.01）。与空白组比较，模型组 MDA、Fe2+、ROS 含量均显著增高，GSH 表达下降（P<

0.01），细胞迁移率显著降低（P<0.01），模型组 KEAP1、FoxO3蛋白及 mRNA 表达水平均升高（P<0.01），Nrf2、GPX4、SOD 蛋白质

及 mRNA 表达水平降低（P<0.01）；与模型组比较，各 TSPSP 含药血清组 MDA、Fe2+、ROS 含量均显著降低，GSH 表达上升（P<

0.01），迁移率显著升高（P<0.01），KEAP1、FoxO3蛋白及 mRNA 表达水平均明显降低（P<0.05，P<0.01），Nrf2、GPX4、SOD 蛋白及

mRNA 表达水平明显升高（P<0.05，P<0.01）；与 10% TSPSP 含药血清组比较，ML385 组各指标趋势逆转（P<0.05，P<0.01）。
结论：TSPSP能抑制 H2O2引起的滋养层细胞氧化应激损伤，其作用机制可能与药物激活 KEAP1/Nrf2/FoxO3信号通路有关。
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［［Abstract］］  Objective：： To explore the effect and mechanism of Taishan Panshi powder （TSPSP） on inhibiting oxidative 

stress injury in human chorionic trophoblast cells （HTR-8/SVneo）， and to uelucidate the underlying mechanism of TSPSP in the 

treatment of spontaneous abortion （SA）. Methods：： Gene differential analysis of SA was performed using the Gene Expression 

Omnibus （GEO） database and correlated with oxidative stress. Network pharmacology was employed to screen the active 

components of TSPSP， and a "Chinese medicine-component-target-disease" network was constructed to predict the mechanism of 

action of TSPSP. For in vitro validation experiments， HTR-8/SVneo cells were divided into blank group， model group， TSPSP-

containing serum 2.5%， 5%， 10% groups， and nuclear factor E2-related factor 2 （Nrf2） inhibitor group （ML385， 30 μmol·L-1）. 

Except for the blank group， other groups were stimulated with 150 μmol·L-1 H2O2 for 3 h to establish a cell oxidative stress injury 

model. After successful modeling， the blank group and model group were given 10% blank serum， each TSPSP-containing serum 

group was treated with the corresponding concentration of drug-containing serum， and the Nrf2 inhibitor group was additionally 

given 30 μmol·L-1 ML385 on the basis of 10% TSPSP-containing serum. All groups of cells were continuously cultured under the 

above conditions for 24 h， and then samples were collected for subsequent detection. Cell viability in each group was detected by 

CCK-8 assay. Cell migration rate was detected by scratch test. The contents of malondialdehyde （MDA）， Fe2+ ， and Glutathione 

（GSH） were detected by enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）. Intracellular reactive oxygen species （ROS） level was 

detected by a fluorescent probe （DCF-DA）. The protein and mRNA expression levels of Kelch-like ECH-associated protein 1 

（KEAP1）， Nrf2， and forkhead box protein O3 （FoxO3） in cells were detected by immunofluorescence （IF） and real-time 

quantitative polymerase chain reaction （Real-time PCR）. The protein expression levels of KEAP1， Nrf2， FoxO3， Glutathione 

peroxidase 4 （GPX4）， and superoxide dismutase （SOD） in cells were detected by Western blot. Results：： The GSE76862 and 

GSE22490 datasets were obtained from the GEO database. Differential gene analyses showed that the KEAP1， Nrf2， and FoxO3 

genes were all associated with the disease. After matching with the oxidative stress pathway， nine significantly differential pathways 

were identified （P<0.05）， among which three contained the target genes Nrf2 and FoxO3. A total of 246 active ingredient targets of 

TSPSP and 2 804 SA-related targets were obtained through network pharmacology， and 154 potential action targets were obtained 

after taking the intersection. Topological analysis showed that targets such as KEAP1 and Nrf2 exhibited high degree values. GO 

and KEGG enrichment analyses indicated that the intersection targets were mainly involved in oxidative stress response， FOXO and 

MAPK signaling pathways， etc. In in vitro experiments， compared with the blank group， the cell viability in the model group was 

significantly decreased （P<0.01）. Compared with the model group， the cell viability in each TSPSP-containing serum group was 

significantly increased （P<0.01）. Compared with the 10% TSPSP-containing serum group， the cell viability in the ML385 group 

decreased to approximately 70% （P<0.01）. Compared with the blank group， the model group showed significantly increased 

contents of MDA， Fe2+， and ROS， decreased GSH expression （P<0.01）， significantly reduced cell migration rate （P<0.01）， and 

increased protein and mRNA expression levels of KEAP1 and FoxO3 （P<0.01）， while decreased protein and mRNA expression 

levels of Nrf2， GPX4， and SOD （P<0.01）. Compared with the model group， each TSPSP-containing serum group showed 

significantly decreased contents of MDA， Fe²⁺， and ROS， increased GSH expression （P<0.01）， significantly increased migration 

rate （P<0.01）， significantly decreased protein and mRNA expression levels of KEAP1 and FoxO3 （P<0.05， P<0.01）， and 

significantly increased protein and mRNA expression levels of Nrf2， GPX4， and SOD （P<0.05， P<0.01）. Compared with the 10% 

TSPSP-containing serum group， the ML385 group showed reversed trends in all indicators （P<0.05， P<0.01）. Conclusion：： 

TSPSP can inhibit H2O2-induced oxidative stress injury of trophoblast cells， and its mechanism of action may be related to the drug 

activating the KEAP1/Nrf2/FoxO3 signaling pathway.

［［Keywords］］ Taishan Panshi powder； spontaneous abortion； Kelch-like ECH-associated protein 1 （KEAP1）/

nuclear factor E2-related factor 2 （Nrf2）/forkhead box protein O3 （FoxO3） signaling pathway； human chorionic trophoblast； 

oxidative stress injury

自然流产（SA）通常是指一定妊娠孕周前的妊

娠过程失败，主要包括生化妊娠、空孕囊、胚胎发育

逐渐停止、胚胎或胎儿死亡及胚胎及其附属物排出

等表现［1］。SA 是妇科的常见病之一，多次流产可造

成复发性流产（RSA）［2］，我国近年来 SA 的发生率呈

上升趋势，10%~15% 的临床妊娠会发生早期 SA［3］，

对患者的身心健康和家庭经济负担影响巨大。目

前西医治疗 SA 主要采用妊娠激素补充、抗凝和免

疫治疗等，但疗效不稳定，存在并发感染、过敏等不

良反应［4］；且 SA 发病原因极其复杂，约有 50% 的病

例无法解释，难以治疗［5］。

中医学认为“肾主生殖”“胞脉者，系于肾”，基

于此理论的 SA 治疗方法具有多成分、多靶点、多途

径整体调节的独特优势，对难治性 SA 治疗效果良
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好。泰山磐石散（TSPSP）是由人参、黄芪、白术、炙

甘草、当归、川芎、白芍、熟地黄、续断、糯米、黄芩、

砂仁 12 味药组成的经典方剂，有益气健脾、养血安

胎的功效。该方在防治 RSA 及先兆流产方面疗效

确切，尤其在改善子宫内膜容受性、促进绒毛血管

生成及支持胚胎发育等方面优势明显［6-7］。课题前

期研究发现 TSPSP 可以降低大鼠胚胎吸收率，调节

母胎界面免疫平衡［5］，同时降低流产大鼠血清和胎

盘中谷胱甘肽（GSH）、超氧化物歧化酶（SOD）、丙
二醛（MDA）的表达，可减轻氧化应激损伤，但具体

机制尚未明确［8］。

人绒毛膜滋养层细胞的状态对于维持正常妊

娠至关重要，其功能障碍可导致胎盘发育异常，进

而引发胚胎或死亡［9］。氧化应激损伤是细胞内氧化

与抗氧化作用失衡导致活性氧（ROS）过量积累的状

态，与 SA 密切相关［10］。近期研究表明，氧化应激损

伤对妊娠的损害显著，滋养层细胞损伤参与 SA 的

发生发展，并在其中扮演重要角色［11］。滋养层细胞

抗氧化损伤的能力与胎盘组织的生理结构及功能

密切相关，是防治 SA 的关键机制之一。叉头框蛋

白 O3（FoxO3）作为细胞内重要的转录因子，当细胞

遭遇氧化损伤时，其去磷酸化转入核内，与抗氧化

反应元件（ARE）结合启动一系列下游靶基因的转

录程序［12］。

课题组前期经体内实验证实了 TSPSP 对 SA 的

治疗效果，其间 Kelch 样 ECH 关联蛋白 1（KEAP1）/

核因子 E2 相关因子 2（Nrf2）抗氧化通路被激活［8］。

在此基础上，本研究通过临床数据库对 SA 进行基

因差异分析，并与氧化应激相关联，再运用网络药

理学方法进一步分析，随后采用过氧化氢（H2O2）诱
导滋养层细胞建立氧化应激损伤模型，分析细胞氧

化应激损伤表型及分子变化，验证 TSPSP 是否通过

调控 KEAP1/Nrf2/FoxO3 信号通路，抑制滋养层细

胞氧化应激损伤，旨在为阐释该方防治 SA 的作用

机制提供更多实验依据。

1 材料

1.1　动物与细胞     SPF 级 SD 大鼠 20 只，8~9 周龄，

体质量 200~240 g，购自上海斯莱克动物公司，合格

证号 SCXK（沪）2022-0004，饲养于福建中医药大学

SPF 级动物中心实验室，条件为温度 24~26 ℃，湿度

40%~60%。人绒毛膜滋养层细胞 HTR-8/Svneo 购

自上海科学院细胞库，批号 SCSP-5203。

1.2　伦理     实验符合福建中医药大学动物伦理学

要求，伦理编号 2023184。

1.3　药物与试剂     人参（吉林，批号 230701）、黄芪

（甘肃，批号 231002）、白术（安徽，批号 240102）、炙
甘 草（内 蒙 古 ，批 号 240401）、当 归（甘 肃 ，批 号

230801）、川芎（四川，批号 231201）、白芍（安徽，批

号 240201）、熟地黄（河南，批号 A231204）、续断（四

川，批号 2312010112）、黄芩（河南，批号 240123）、砂
仁（广东，批号 231010）采购于福建省第三人民医院

中药房，糯米（吉林，批号 20240505）购自福建永辉

超市有限公司，均经福建省第三人民医院罗清华副

主任药师鉴定为正品；H2O2（南京化学试剂股份有

限 公 司 ，货 号 C04045200）；细 胞 增 殖 与 活 性

检测（CCK-8）试剂盒（上海碧云天生物技术有限公

司，货号 C0038）；MDA、Fe2+酶联免疫吸附测定法

（ELISA）试剂盒（上海江莱生物科技有限公司，货号

分别为 JL48593、JL48596）；GSH 检测试剂盒（武汉

云克隆科技股份有限公司，货号 CEA294Ge-48T）；
ROS 荧光测定试剂盒（武汉伊莱瑞特生物科技股份

有限公司，货号 E-BC-K138-F）；KEAP1 小鼠单克隆

抗体、Nrf2 兔单克隆抗体、FoxO3 小鼠单克隆抗体、

谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）小鼠单克隆抗体、

β-肌动蛋白（β-actin）抗体、多克隆重组辣根过氧化

物酶（HRP）标记山羊抗小鼠免疫球蛋白 G（IgG）
（H+L）二抗、多克隆重组 HRP 标记山羊抗兔 IgG

（H+L）二抗（武汉三鹰生物技术有限公司，货号分别

为 60027-1-Ig、 80593-1-RR-100ul、 67763-1-Ig、

66428-1-Ig、66009-1-Ig、RGAM001、RGAR001）；
SOD 兔 单 克 隆 抗 体（ 美 国 ImmunoWay 

Biotechnology 公司，批号 PT0113R）；TRIzol试剂（北

京 鼎 国 昌 盛 生 物 技 术 有 限 责 任 公 司 ，货 号

15596026）；2×Universal Blue SYBR Green 实时荧光

定量聚合酶链式反应（Real-time PCR） Master Mix、

Synthsis Super Mix for Real-time PCR（One-

StepgDNARemover）（武汉思科捷科技有限公司，货

号 0305-C）。
1.4　仪器     ChemiDoc XRS+型化学发光成像仪、

CFX96 Opus 型 Real-time PCR 仪（美国 Bio-Rad 公

司）；Infinite 200 Pro 型酶标仪（瑞士 Tecan 公司）；
A00-1-1102 型流式细胞仪（美国 Beckman 公司）；
IX73 型倒置显微镜（日本 Olympus公司）；Countess™
型 细 胞 分 析 仪（ 美 国 Life Technologies 公 司 ）；
PowerPac Basic 型 电 泳 仪（ 德 国 GFL 公 司 ）；
PowerPac Basic 型转膜仪（中国亚光医用公司）；
Universal HoodⅡ型化学发光成像仪（上海一恒科学

仪器有限公司）。
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2 方法

2.1　TSPSP 含药血清的制备     TSPSP 组方出自《古

今医统大全》，由人参 3 g、黄芪 3 g、白术 1.5 g、炙甘

草 1.5 g、当归 3 g、川芎 2 g、白芍 2 g、熟地黄 2 g、续

断 3 g、糯米 3 g、黄芩 3 g、砂仁 1.5 g 组成［13］。浸泡、

大火煮沸后，文火煮 25 min，加入捣碎的砂仁再煮

5 min，重复煎煮 2 次，合并 2 次药液并过滤，水浴蒸

发，浓缩为含生药量 1 g·mL-1的 TSPSP 水煎液，4 ℃

保存备用。SD 大鼠进行 7 d 适应性喂养后，随机数

字法将其均匀分为空白组、TSPSP 含药血清组，每

组 10 只。根据单位体质量的剂量换算，大鼠的等效

剂量相当于成年人（60 kg）的 6.3 倍，计算得大鼠灌

胃量约为 10 mL·kg-1·d-1。TSPSP 含药血清组大鼠

药液灌胃，空白组灌服等体积的生理盐水，均连续

给药 7 d。末次给药 1 h 后将大鼠用 3% 戊巴比妥钠

（30 mg·kg-1）腹腔麻醉，经腹主动脉采血，于室温静

置 3 h，3 000 r·min-1离心 10 min（离心半径 10 cm，下

同），收集血清。将血清于 56 ℃、30 min，灭活补体，

0.22 μm 无菌膜过滤除菌，-80 ℃保存备用。后续实

验过程中，为保持各反应体系中血清的终体积分数

为 10%，使用基础培养基和胎牛血清（FBS）将大鼠

血清依次稀释，分别配制为含 2.5%、5% 和 10% 血清

的完全培养基。

2.2　生物信息学研究     

2.2.1　氧化应激通路的生物信息学挖掘     本研究

自美国国家生物技术信息中心基因表达综合数据

库（NCBI GEO，https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）
检 索 微 阵 列 数 据 ，检 索 关 键 词 为（"recurrent 

spontaneous abortion" OR "recurrent pregnancy loss" 

OR " unexplained recurrent spontaneous abortion"）和
（"endometrium" AND "Homo sapiens"），并依据物种

为智人、实验类型为表达谱芯片及样本来源于母胎

界面滋养层细胞等标准，筛选得到 GSE76862 与

GSE22490 2 个数据集。采用 GEOquery 包获取表达

矩阵及相关注释文件，以 avereps 函数合并同一基因

的多探针表达值，利用 limma 包进行归一化处理，并

运用 sva 包的 ComBat 函数校正批次效应。进一步

从 MSigDB（v7.5）获取基因集，筛选出氧化应激相

关 通 路 ，通 过 基 因 集 变 异 分 析（GSVA）软 件 包

（v1.42.0）估计各样本通路活性绘制热图。针对目

标基因（KEAP1、Nrf2、FoxO3），系统识别其所属通

路 ，并 基 于 样 本 表 达 数 据 绘 制 小 提 琴 图 ，采 用

Wilcoxon 检验评估表达差异。最后，基于 GSVA 评

分，应用 limma 包分析 SA 组与健康对照组间通路活

性差异，以 |t 值 |>2 为显著性阈值，并通过双向条形

图展示差异通路及其活性变化方向。

2.2.2　网络药理学研究     将 TSPSP 中的成分通过

中 药 系 统 药 理 学 数 据 库 与 分 析 平 台（TCMSP，

https：//tcmsp-e.com/）检索［口服生物利用度（OB）≥
30%、类 药 性（DL）≥0.18］的 活 性 成 分 ；通 过

PubChem 数 据 库（https：//pubchem. ncbi. nlm. nih.

gov/）在“Chemical Structure”模块中提取各成分的

Canonical SMILES。输入 TargetNet 数据库（http：//

targetnet.scbdd.com/），设定预测概率≥0.9，筛选得到

潜在作用靶点；以“spontaneous abortion”为关键词

在 GeneCards （https：//www. genecards. org/）
（Relevance score≥10）和在线人类孟德尔遗传数据

库（OMIM，https：//omim.org/）检索并合并去重，获

得疾病相关靶点；利用 Venny 2.1 在线工具（https：//

bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/）取交集获得潜在

作用靶点。将交集靶点导入基因/蛋白质相互作用

检 索 工 具 数 据 库（STRING，https：//string-db. org/）
（confidence≥0.9）构 建 蛋 白 质 - 蛋 白 质 相 互 作 用

（PPI）网络，Cytoscape 3.9.1 结合 CytoHubba 插件依

据度值、介数中心性和紧密度中心性筛选核心靶

点。采用 R 语言 clusterProfiler 等包进行基因本体

（GO）和京都基因与基因组百科全书（KEGG）富集

分 析（P<0.05），选 取 前 10 条 GO 条 目 及 前 15 条

KEGG 通 路 ，重 点 聚 焦 FoxO 信 号 通 路 ，并 在

Cytoscape 中构建“中药 -成分 -靶点 -疾病”网络以可

视化 TSPSP 干预 SA 的多成分-多靶点机制。

2.3　 细 胞 培 养     人 绒 毛 膜 滋 养 层 细 胞（HTR-8/

SVneo）细胞株培养于 1640 完全培养基培养［含

10% FBS，100 mg·L-1青霉素和 100 mg·L-1链霉素］，

置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养，2~3 d 进行 1 次传

代。使用对数生长期的细胞进行后续实验。

2.4　CCK-8 法检测各组 HTR-8/SVneo 细胞活力影

响     将生长状态良好的 HTR-8/SVneo 以 106 个/mL

接种于 96 孔板中，分为空白组，模型组，TSPSP 低、

中 、高 剂 量 组（2.5%、5%、10%），Nrf2 抑 制 剂 组

（ML385 30 μmol·L-1）。除空白组外，其余各组加入

H2O2 150 μmol·L-1，干预 3 h，进行造模。造模后空白

组和模型组使用空白培养基培养 24 h；TSPSP 组加

入不同体积分数（2.5%、5%、10%）的含药培养基，

Nrf2 抑制剂（ML385）组加入 10% 的含药培养基后，

另加入 30 μmol·L-1 ML385，培养 24 h。随后，弃去原

有培养基，每孔加入 CCK-8 试剂 10 μL 和基础培养

基 90 μL 培养 1~2 h，使用酶标仪检测各孔在 450 nm
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波长下吸光度 A，计算细胞活力。细胞活力=（实验

组 A-调零孔 A）/（空白组 A-调零孔 A）×100%。

2.5　细胞划痕实验检测 HTR-8/SVneo 细胞迁移能

力     将对数生长期的 HTR-8/SVneo 细胞以每孔约

7×105个细胞密度接种于 6 孔板中，细胞生长至融合

率 90% 以上时，使用无菌 200 μL 移液枪头在细胞表

面力道均匀、垂直地划一道直线。用磷酸盐缓冲液

（PBS）小心冲洗脱落的细胞。各细胞分组及给药处

理同 2.4 项，分别在 0 h 和 24 h 置于倒置显微镜下拍

照并记录每组划痕宽度，用 Image J 软件计算迁移

率，迁移率=（0 h 划痕宽度-48 h 划痕宽度）/0 h 划痕

宽度×100%。

2.6　生化法检测细胞中 Fe2+、MDA 和上清液中 GSH

表 达    细 胞 按 照 2.4 项 方 法 分 组 、造 模 给 药 后 ，

1 200 r·min-1离心 5 min，分别收集细胞和上清液，根据

Fe2+、MDA、GSH试剂盒说明书检测 Fe2+、MDA、GSH。

2.7　荧光染色法（DCFH-DA）标记检测细胞 ROS 水

平     根据 2.4 项分组进行细胞培养后，PBS 洗涤细胞

2 次，弃 PBS，加入 DCFH-DA（10 μmol·L-1），37 ℃孵

育 30 min；PBS 洗涤细胞 2 次，于 488 nm 激发波长，

525 nm 发射波长下采用荧光显微镜观察各组细胞

荧光强度，并拍照，采用 Image J 软件分析各组细胞

相对荧光强度。

2.8　 免 疫 荧 光（IF）检 测 细 胞 中 KEAP1、Nrf2、

FoxO3 的表达水平     按照 2.4 项分组处理细胞后，

PBS 清洗 3 次，用 4% 多聚甲醛室温固定 15 min，

0.05% Triton 100 通透 20 min，PBS 清洗 3 次，加入

5% 牛血清白蛋白于室温下封闭 60 min，加入一抗

KEAP1（1∶400）、Nrf2（1∶400）、FoxO3（1∶300），4 ℃

孵 育 过 夜 。 PBS 清 洗 3 次 后 ，加 入 山 羊 抗 鼠

Fluorescein 和山羊抗兔 Rhodamine 37 ℃避光孵育

1.5 h，PBS 清 洗 3 次 ，4′，6- 二 脒 基 -2- 苯 基 吲 哚

（DAPI）复染核 10 min，于荧光显微镜下观察并拍

照，采用 Image J软件分析荧光强度。

2.9　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测细胞中

KEAP1、Nrf2、FoxO3、GPX4、SOD 蛋白水平     细胞

分组及给药处理同 2.4 项，放射免疫沉淀法（RIPA）
裂解液提取细胞总蛋白，蛋白定量法（BCA）检测蛋

白质浓度。制备十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶

电泳（SDS-PAGE）凝胶、上样后进行电泳、转膜及封

闭，TBST 洗膜。加入一抗（1∶1 000），4 ℃孵育摇床

过夜。二抗孵育（1∶10 000），洗膜后使用增强化学

发光法（ECL）发光液以待显像，采用 Image J 软件计

算蛋白条带灰度值。

2.10　 Real-time PCR 检 测 细 胞 中 KEAP1、Nrf2、

FoxO3 mRNA 表 达     细 胞 分 组 及 给 药 处 理 同

2.4 项，按照 TRIzol 试剂说明书提取细胞总 RNA，测

定总 RNA 纯度及浓度，并将 RNA 反转录成 cDNA，

以 cDNA 为模板进行 Real-time PCR 反应。PCR 反

应体系 20 μL：含 MIX 10 μL、cDNA 1 μL、无菌无酶

水 8.2 μL、上下游引物各 0.4 μL。95 ℃预变性 30 s，

95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 30 s，延伸 40 个循环。以

β-actin 为内参基因，采用 2-ΔΔCt法分析各基因在细胞

内的相对表达水平。引物由尚亚生物科技技术公

司合成。引物序列见表 1。

2.11　统计学分析     本次实验采用 SPSS 27.0 分析，

计量资料使用 x̄ ± s 表示，先对数据进行正态性检验

及方差齐性检验，若均符合要求，则采用单因素方

差分析，P<0.05 表示差异有统计学意义，并进行多

重比较。若不满足正态性检验及方差分析，则采用

非参数秩和检验比较总的差异及组间比较。

3 结果

3.1　生物信息学验证     

3.1.1　 SA 滋 养 层 细 胞 中 氧 化 应 激 相 关 通 路 的

GSVA 富集分析     基于 GSE76862 和 GSE22490 数

据集，本研究共纳入 9 例健康对照来源的滋养层细

胞样本与 7 例 SA 患者来源的滋养层细胞样本，在对

基 因 芯 片 数 据 进 行 校 正 及 归 一 化 处 理 后 ，从

MSigDB 的 C2 数据集中匹配到 41 条与氧化应激相

关的通路（见增强出版附加材料）。进一步分析显

示，目标基因 KEAP1、Nrf2 与 FoxO3 在样本组间呈

现表达变化；GSVA 富集分析识别出 41 条关键通路

中有 9 条在组间具有显著差异，包括 5 条在 SA 组中

表达上调通路和 4 条下调通路。其中 3 条通路包含

目的基因（t>2，P<0.05），差异最为显著的上调通路

为 “BUYTAERT_PHATODYNAMIC_THERAPY_

表  1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

β-actin

KEAP1

Nrf2

FoxO3

序列（5′-3′）
上游 GAGCACAGAGCCTCGCCTTT

下游 TCATCATCCATGGTGAGCTGG

上游 GCTCAACCGCTTGCTGTATG

下游 TAATCATCCGCCACTCATTCCT

上游 CGATTAGAGGCTCATCTCACAA

下游 GTTGAATTGCTCCTTGGACATC

上游 CGGACAAACGGCTCACTCT

下游 GGACCCGCATGAATCGACTAT

长度/bp

177

104

191

155
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STRESS_UP”（t>3，P<0.01），该通路涵盖了本研究

重 点 关 注 的 2 个 基 因——Nrf2（由 Nrf2 编 码）与
FoxO3，提示其在 SA 氧化应激机制中可能发挥重要

作用（见增强出版附加材料）。
3.1.2　TSPSP 网络药理学研究     网络药理学分析

共获得 TSPSP 活性成分预测靶点 246 个、SA 相关靶

点 2 804 个，经 Venny 2.1 取交集后保留 154 个潜在

作用靶点。使用 Cytoscape 构建“药物 -疾病 -靶点”

网络。将交集靶点导入 STRING（confidence≥0.9）
后，利用 Cytoscape 拓扑分析（按 STRING 数据库中

的 degree 排序）共筛选出 98 个节点，包括 KEAP1、

Nrf2、STAT1、TP53 等。GO 富集结果显示，交集靶

点在外源性刺激应答、氧化应激应答等生物过程，

膜筏、质膜外侧等细胞组分，以及 DNA 结合型转录

因子结合、激酶调节活性等分子功能条目上呈现富

集。KEGG 通路分析中，FoxO 信号通路、MAPK 信

号通路及脂质与动脉粥样硬化等 182 个条目被显著

富集，其中 FoxO 通路内多数核心靶点的表达趋势

以上调为主。见增强出版附加材料。

3.2　TSPSP含药血清对滋养层细胞活力的影响     与

空白 组 比 较 ，模 型 组 滋 养 层 细 胞 活 力 显 著 降 低

（P<0.01）；与模型组比较，给药干预后 TSPSP 各剂

量 组 滋 养 层 细 胞 活 力 均 显 著 升 高（P<0.01）；与
TSPSP 高剂量组比较，ML385 组滋养层细胞活力显

著降低，差异具有统计学意义（P<0.01）。TSPSP 可

使 H2O2 诱导的滋养层氧化损伤细胞的细胞活力上

升。见表 2。

3.3　TSPSP 含药血清对滋养层细胞迁移率的影响    

    与空白组比较，模型组滋养层细胞迁移率显著降

低（P<0.01）；与模型组比较，给药干预后 TSPSP 各

剂量组滋养层细胞迁移率均显著升高（P<0.01）；与
TSPSP 高剂量组比较，ML385 组滋养层细胞迁移率

显著降低（P<0.01）。TSPSP 可显著改善 H2O2 造模

引起的滋养层细胞迁移率降低。见表 3 及增强出版

附加材料。

3.4　TSPSP 含药血清对滋养层细胞氧化应激损伤

相关指标的影响     与空白组比较，模型组滋养层细

胞 Fe2+、MDA 显著升高（P<0.01），上清液中 GSH 显

著下降（P<0.01）；与模型组比较，给药干预后 TSPSP

各 剂 量 组 滋 养 层 细 胞 Fe2+ 、MDA 均 明 显 下 降

（P<0.05，P<0.01），GSH 显 著 升 高（P<0.01）；与

TSPSP 高剂量组比较，ML385 组滋养层细胞 Fe2+、

MDA 明显增高（P<0.05），GSH 明显下降（P<0.05）。
TSPSP 可显著改善 H2O2 诱导的滋养层细胞氧化应

激损伤。见表 4。

3.5　TSPSP含药血清对滋养层细胞 ROS的影响     与

空白组比较，模型组细胞 ROS 表达量显著升高

（P<0.01）；与模型组比较，给药干预后 TSPSP 各剂

量 组 细 胞 ROS 表 达 量 均 显 著 降 低（P<0.01）；与
TSPSP 高剂量组比较，ML385 组细胞 ROS 表达量显

表 4　TSPSP 含药血清对滋养层细胞氧化应激损伤相关指标的影

响  （x̄± s，n=3）

Table 4　 Effect of TSPSP-contained serum on oxidative stress 

injury-related indicators of HTR-8/SVneo cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

TSPSP 低剂量组

TSPSP 中剂量组

TSPSP 高剂量组

ML385 组

体积

分数/%

2.5

5

10

Fe2+

/nmol·10-6

0.10±0.01

0.25±0.021）

0.19±0.022）

0.19±0.032）

0.14±0.033）

0.18±0.014）

MDA

/nmol·10-4

0.10±0.01

0.25±0.031）

0.16±0.032）

0.11±0.043）

0.11±0.033）

0.19±0.114）

GSH

/mg·L-1

21.18±0.71

10.91±1.731）

14.98±1.523）

17.64±2.013）

18.45±1.853）

16.94±1.234）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；

与 TSPSP 高剂量组比较 4）P<0.05

表 2　TSPSP 含药血清对滋养层细胞活力的影响  （x̄± s，n=5）

Table 2　 Effect of TSPSP-contained serum on viability of HTR-8/

SVneo cells （x̄± s，n=5）

组别

空白组

模型组

TSPSP 低剂量组

TSPSP 中剂量组

TSPSP 高剂量组

ML385 组

体积分数/%

2.5

5

10

细胞存活率/%

100.00±0.03

65.31±0.051）

81.05±0.022）

81.08±0.032）

88.75±0.052）

74.53±0.043）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01；与 TSPSP

高剂量组比较 3）P<0.01

表 3　TSPSP 含药血清对滋养层细胞迁移率的影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　 Effect of TSPSP-contained serum on migration rate of 

HTR-8/SVneo cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

TSPSP 低剂量组

TSPSP 中剂量组

TSPSP 高剂量组

ML385 组

体积分数/%

2.5

5

10

细胞迁移率/%

76.14±0.71

28.75±1.871）

43.82±0.172）

53.30±1.462）

63.17±2.842）

46.75±2.463）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01；与 TSPSP

高剂量组比较 3）P<0.01
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著升高（P<0.01）。TSPSP 可显著抑制模型组滋养层 细胞的 ROS 的产生。见图 1、表 5。

3.6　 TSPSP 含药血清对滋养层细胞 KEAP1/Nrf2/

FoxO3 蛋 白 的 影 响     通 过 IF 检 测 KEAP1、Nrf2、

FoxO3 蛋白的表达情况，结果显示，与空白组比较，

模型组中 Nrf2 表达量显著降低（P<0.01），KEAP1、

FoxO3 表达量均显著升高（P<0.01）；与模型组比较，

TSPSP 低、中、高剂量组中 Nrf2 表达量显著增高，差

异具有统计学意义（P<0.01），KEAP1、FoxO3 表达量

均显著降低，差异具有统计学意义（P<0.01）；与
TSPSP 低剂量组比较，中、高剂量组中 Nrf2 表达量

明显增高，差异具有统计学意义（P<0.05，P<0.01），
KEAP1、FoxO3 表达量明显降低，差异具有统计学

意义（P<0.05，P<0.01）；与 TSPSP 高剂量组比较，

ML385 组 中 Nrf2 表 达 量 显 著 降 低（P<0.01），

KEAP1、FoxO3 表达量显著增高（P<0.01）。见图 2、

图 3、表 6。

3.7　TSPSP 含药血清对滋养层细胞氧化应激损伤

相 关 蛋 白 表 达 的 影 响     通 过 Western blot 检 测

KEAP1、Nrf2、FoxO3、SOD、GPX4 蛋白的表达情况，

结果显示，与空白组比较，模型组中 Nrf2、SOD、

GPX4 表达量均显著降低（P<0.01），KEAP1、FoxO3

表达量显著增高（P<0.01）；与模型组比较，TSPSP

低、中、高剂量组中 Nrf2、SOD、GPX4 表达量均显著

增高（P<0.01），KEAP1、FoxO3 表达量显著降低（P<

0.01）；与 TSPSP 低剂量组比较，TSPSP 中、高剂量组

中 Nrf2、SOD、GPX4 表达量均明显增高（P<0.05，P<

注：A.空白组；B.模型组；C.TSPSP 低剂量组；D.TSPSP 中剂量组；E.TSPSP 高剂量组；F.ML385 组（图 2-图 4 同）
图 1　TSPSP 含药血清对滋养层细胞 ROS 的影响  （DCFH-DA，×100）
Fig. 1　Effect of TSPSP-contained serum on ROS levels in HTR-8/SVneo cells （DCFH-DA，×100）
表 5　TSPSP 含药血清对滋养层细胞 ROS 的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　 Effect of TSPSP-contained serum on ROS of HTR-8/

SVneo cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

TSPSP 低剂量组

TSPSP 中剂量组

TSPSP 高剂量组

ML385 组

体积分数/%

2.5

5

10

ROS 表达量

27.14±1.68

145.89±6.791）

98.97±7.302）

76.04±6.062）

47.56±2.892）

108.72±5.953）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01；与 TSPSP

高剂量组比较 3）P<0.01

图 2　TSPSP 含药血清对滋养层细胞 KEAP1、Nrf2 表达的影响  （DAPI染核，×200）
Fig. 2　Effect of TSPSP-contained serum on expression of KEAP1 and Nrf2 in HTR-8/SVneo cells （DAPI nuclear staining，×200）
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0.01），KEAP1、FoxO3 表达量明显降低（P<0.05，P<

0.01）；与 TSPSP 高剂量组比较，ML385 组中 Nrf2、

SOD、GPX4 表 达 量 显 著 降 低（P<0.01），KEAP1、

FoxO3 表达量显著增高（P<0.01）。见表 7、图 4。

3.8　 TSPSP 含药血清对滋养层细胞 KEAP1/Nrf2/

FoxO3 通路 mRNA 表达的影响     与空白组比较，模

型组细胞 Nrf2 mRNA 表达水平显著降低（P<0.01），
KEAP1、FoxO3 mRNA 表达水平显著升高（P<0.01）；
与模型组比较，TSPSP 低、中、高剂量组给药后细胞

的 Nrf2 mRNA 表 达 水 平 均 明 显 升 高（P<0.05，

P<0.01），KEAP1 及 FoxO3 mRNA 表达水平明显下

降（P<0.05，P<0.01）；与 TSPSP 低 剂 量 组 比 较 ，

TSPSP 中、高剂量组中 Nrf2 mRNA 相对表达量明显

增高（P<0.05，P<0.01），KEAP1 及 FoxO3 mRNA 相

对表达量明显降低（P<0.05，P<0.01）；与 TSPSP 高剂

量组比较，ML385 组中 Nrf2 mRNA 相对表达量显著

降低（P<0.01），KEAP1、FoxO3 mRNA 相对表达量

明显增高（P<0.05，P<0.01）。见表 8。

4 讨论

SA 的临床发病率在育龄夫妇中占 5%~15%，且

图 3　TSPSP 含药血清对滋养层细胞 FoxO3 表达的影响  （DAPI染核，×200）
Fig. 3　Effect of TSPSP-contained serum on expression of FoxO3 in HTR-8/SVneo cells （DAPI nuclear staining，×200）

表  6　TSPSP 含药血清对滋养层细胞氧化应激损伤相关蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　Effect of TSPSP-contained serum on oxidative stress injury-related proteins expression of HTR-8/SVneo cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

TSPSP 低剂量组

TSPSP 中剂量组

TSPSP 高剂量组

ML385 组

体积分数/%

2.5

5

10

KEAP1

38.99±0.03

121.32±1.001）

55.01±0.882）

48.24±0.792，3）

43.85±0.352，4）

108.85±0.855）

Nrf2

117.92±0.62

36.24±0.291）

50.86±1.422）

61.00±0.832，3）

105.22±0.662，4）

40.69±1.215）

FoxO3

19.66±0.44

70.56±1.151）

52.41±1.882）

34.82±0.672，3）

35.97±0.332，4）

57.44±0.955）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01；与 TSPSP 低剂量组比较 3）P<0.05，4）P<0.01；与 TSPSP 高剂量组比较 5）P<0.01（表 7 同）

表 7　TSPSP 含药血清对滋养层细胞氧化应激损伤相关蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　Effect of TSPSP-contained serum on oxidative stress injury-related proteins expression of HTR-8/SVneo cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

TSPSP 低剂量组

TSPSP 中剂量组

TSPSP 高剂量组

ML385 组

体积分数/%

2.5

5

10

KEAP1/β-actin

0.37±0.01

0.74±0.031）

0.53±0.022）

0.46±0.022，3）

0.41±0.022，4）

0.58±0.025）

Nrf2/β-actin

1.65±0.03

0.91±0.021）

1.11±0.042）

1.22±0.052，3）

1.40±0.052，4）

0.82±0.025）

FoxO3/β-actin

0.75±0.03

1.44±0.031）

1.17±0.052）

1.04±0.042，3）

0.85±0.022，4）

1.25±0.045）

GPX4/β-actin

0.67±0.02

0.27±0.011）

0.38±0.022）

0.44±0.032，3）

0.57±0.022，4）

0.35±0.035）

SOD/β-actin

0.34±0.03

0.15±0.031）

0.19±0.022）

0.23±0.002，3）

0.29±0.012，4）

0.15±0.025）
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有逐年上升的趋势，其中在妊娠 12 周以前的流产被

称为早期流产［14］。SA 临床症状包括妊娠过程中妊

娠终止、胚胎丢失，在中医中属“滑胎”“堕胎”“小

产”的范畴，是我国中医治疗的优势病种。

中医理论强调“肾主生殖，脾为气血生化之

源”。脾肾两虚可致气血亏虚，胞宫失于濡养，进而

引发胚胎发育不良；脾虚运化不力，则水湿内停、聚

痰阻胞，进一步妨碍胚胎正常生长。TSPSP 出自

《古今医统大全》，为补肾健脾、益气养血之经典方。

全方以人参、黄芪、白术、炙甘草健脾益气；熟地黄、

当归、川芎、白芍滋阴养血；续断、黄芩、砂仁、糯米

安胎和胃，共奏补脾肾、益气血、固冲任而安胎之

效［15］。现代药理学研究证实，方中活性成分人参皂

苷 Rg1、黄芪甲苷、黄芩苷、芍药苷等具有协同抗氧

化作用，可有效清除自由基、增强细胞抗氧化防御

能力，从而保护胚胎发育［16-18］。临床实践表明，

TSPSP 可通过多靶点调控，改善脾肾功能、纠正气

血不足、减轻氧化应激损伤，对防治 SA 具有显著疗

效，尤其在改善母胎界面耐受性、促进胚胎稳固发

育方面有重要应用价值［19］。先前的研究已经发现，

KEAP1/Nrf2 介导的抗氧化通路与 SA 密切相关，有

动物实验证实，TSPSP 能上调流产大鼠蜕膜组织中

Nrf2 及其下游因子的表达［6］，并减轻胎盘组织氧化

应激，减少胚胎吸收率［8］，但具体在细胞的调控机制

尚不明确。

本研究基于 GEO 芯片数据，分析健康对照与

SA 患者滋养层细胞的差异表达基因，揭示疾病状态

下的转录组变化。结果观察到健康和疾病组中

KEAP1、Nrf2 与 FoxO3 基因表达存在变化，虽因样

本量所限，差异未达显著，但仍提示了其潜在的生

物学作用，并且这些基因表达的变化得到本实验的

证实。GSVA 富集分析进一步发现，Nrf2 与 FoxO3

参与的氧化应激通路在 SA 组中显著上调，提示二

者可能在滋养层细胞氧化应激调控中作为关键转

录因子发挥作用。同时发现 TSPSP 通过多成分、多

靶点特性与 KEAP1、Nrf2、FoxO3 等关键因子密切

关联。PPI 网络中，KEAP1 与 Nrf2 的 degree 值显著

居前，提示其在靶点网络中处于核心地位；FoxO3 亦

被纳入交集靶点，并在通路中显著上调。 GO 与

KEGG 富集分析表明，TSPSP 潜在靶点显著集中于

“应答氧化应激”及 FoxO 信号通路。综合提示，

TSPSP 可 能 通 过 调 控 KEAP1/Nrf2 轴 及 FoxO3 节

点，参与滋养层细胞氧化应激过程，从而干预 SA，但

具体机制有待实验进一步验证。

在体外试验中，本研究首次发现 TSPSP 含药血

清可逆转 H ₂O ₂诱导的滋养层细胞氧化应激损伤。

氧化应激是细胞内氧化与抗氧化作用失衡，导致

ROS 过度积累的状态，其典型特征包括 MDA 含量

升高、SOD 等抗氧化酶活性降低，可伴随 Fe²⁺代谢异

常和脂质过氧化物蓄积，最终引起细胞膜结构损伤

和功能异常［20］。本研究中，H2O2诱导的滋养层细胞

呈现典型的氧化应激状态，表现为细胞内 Fe² ⁺、

MDA 及 ROS 水平显著升高，GSH、GPX4 与 SOD 活

性明显下降；而 TSPSP 含药血清可有效逆转上述指

标，同时促进细胞增殖与迁移，表明其可能通过缓

解氧化应激、恢复抗氧化防御能力，实现对滋养层

细胞的保护作用。

进一步机制研究表明，该保护作用与 KEAP1/

Nrf2/FoxO3 信号轴的调控密切相关。KEAP1/Nrf2

通路是细胞氧化应激应答的核心环节，静息状态下

KEAP1 介导 Nrf2 泛素化降解，应激状态下 Nrf2 核

表  8　TSPSP 含药血清对滋养层细胞氧化应激损伤相关 mRNA 表

达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 8　 Effect of TSPSP-contained serum on oxidative stress 

injury-related mRNA expression of HTR-8/SVneo cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

TSPSP 低剂量组

TSPSP 中剂量组

TSPSP 高剂量组

ML385 组

体积

分数/%

2.5

5

10

KEAP1

1.00±0.10

1.96±0.051）

1.41±0.043）

1.18±0.133，5）

1.15±0.093，5）

1.76±0.057）

Nrf2

1.00±0.09

0.34±0.011）

0.44±0.022）

0.57±0.013，5）

0.84±0.023，5）

0.45±0.027）

FoxO3

1.00±0.02

1.46±0.041）

1.30±0.052）

1.12±0.073，5）

1.14±0.103，4）

1.29±0.106）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；

与 TSPSP 低剂量组比较 4）P<0.05，5）P<0.01；与 TSPSP 高剂量组比

较 6）P<0.05，7）P<0.01

图 4　各组滋养层细胞 KEAP1、Nrf2、FoxO3、GPX4、SOD 蛋白表达

电泳

Fig. 4　 Electrophoresis of KEAP1， Nrf2， FoxO3， GPX4， and 

SOD protein expression in HTR-8/SVneo of each group
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转位激活 ARE 依赖的抗氧化基因转录；FoxO3 作为

重要应激转录因子，最先在人胎盘组织中被发现，

其核质穿梭与磷酸化状态调控多种抗氧化及细胞

存活相关基因［12，21-22］。有研究发现，流产患者的胎

盘组织中滋养层细胞的 FoxO3 水平增高［23］，FoxO3

能通过 PI3K/Akt 信号通路抑制滋养层细胞的增殖、

侵袭并促进其发生凋亡［24］。此外，早产患者胎盘组

织中 FoxO3 表达明显高于足月分娩者，表明滋养层

细胞中 FoxO3 表达增加参与妊娠相关疾病的发生

发 展［25］。 本 研 究 显 示 ，TSPSP 含 药 血 清 可 下 调

KEAP1 和 FoxO3 表达，同时上调 Nrf2 及其下游抗氧

化因子 GPX4 和 SOD 的表达；而使用 Nrf2 抑制剂

后，FoxO3 与 KEAP1 表达回升，Nrf2、GPX4、SOD 表

达则受到抑制，不仅证实 TSPSP 依赖 Nrf2 通路激活

发挥抗氧化功能，也提示 Nrf2 可能对 FoxO3 存在负

向调控作用，KEAP1/Nrf2/FoxO3 可能构成一个协

同响应氧化应激的关键网络，TSPSP 则可调节该网

络增强抗氧化能力，从而缓解滋养层细胞的氧化

损伤。

本研究通过体外实验初步证实了 TSPSP 通过

调控 KEAP1/Nrf2/FoxO3 信号通路减轻 H2O2诱导氧

化应激损伤的潜在机制。但由于体内存在免疫微

环境、代谢酶系统及药物动力学等多重因素，可能

影响 TSPSP 在体内的药效及信号通路表达，因此结

果可能与体内实验结果存在差异。后续仍需通过

构建 SA 动物模型，对信号通路的表达情况进行体

内验证，以进一步验证 TSPSP 的疗效与作用机制。

此外，本研究虽通过加入 Nrf2 抑制剂 ML385，表明

TSPSP 可通过激活 Nrf2 信号通路，在滋养层细胞中

发挥抗氧化保护作用，但 ML385 的非特异性效应及

作用可逆性可能导致难以精准控制其抑制程度，同

时未能排除 FoxO3 在应激状态下的协同或代偿作

用。在未来的研究中，拟通过 siRNA 分别敲低 Nrf2

与 FoxO3，并在双敲背景中实施单个基因的回补，进

一步解析 TSPSP 对 KEAP1/Nrf2/FoxO3 信号通路上

下游因子的调控关系。

SA 发病机制复杂，越来越多的研究认为 SA 的

核心与母胎界面微环境失衡有关［26］。而该界面由

滋养层细胞、蜕膜免疫细胞、巨噬细胞、血管内皮细

胞及基质成纤维细胞等共同构成［27］。仅凭单一滋

养层细胞实验，无法从整体上模拟母胎界面微环

境，难以展现 TSPSP 对母胎界面多细胞互作网络的

具体影响，因而无法全面呈现  TSPSP 在 SA 治疗中

的真实效应。因此，后续研究应构建包含滋养层细

胞、蜕膜基质细胞及免疫细胞等多细胞组分的共培

养体系或类器官模型，借助微流控系统构造出更具

生理性的母胎界面，系统研究 KEAP1/Nrf2/FoxO3

信号通路与其他信号通路之间的交互网络，并评估

TSPSP 在母胎界面互作网络中的综合作用，以更深

入揭示其防治 SA 的潜在机制。

综 上 所 述 ，TSPSP 含 药 血 清 可 通 过 调 控

KEAP1/Nrf2/FoxO3 信号通路，显著抑制 H2O2 诱导

的滋养层细胞氧化损伤，改善细胞功能，为其进一

步开发和应用提供了理论基础和实验支持。后续

研究将结合动物模型，并明确复方中的有效成分，

以推动该方在生殖医学领域的精准治疗应用。
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