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不完全型胚胎着床障碍模型小鼠滤泡辅助性T细胞
占比及功能相关细胞因子表达水平分析

王 鹏 1，巩晓芸 1，张曼丽 1，张于念 1，腊晓琳 1，2，3，4

（1 新疆医科大学第一附属医院生殖医学中心，乌鲁木齐 830054；2 新疆医科大学生殖疾病与出生

缺陷临床医学研究中心，乌鲁木齐　830054；3 新疆生殖免疫临床医学研究中心，乌鲁木齐 830054；
4 省部共建中亚高发病成因与防治国家重点实验室，乌鲁木齐 830054）

摘要 目的　检测不完全型胚胎着床障碍（EID）模型小鼠脾脏滤泡辅助性 T（Tfh）细胞比例及其功能相关的细胞因子表达水

平，探讨 Tfh 在 EID 导致的不孕症中的免疫学机制。方法　将 16 只雌性昆明小鼠随机均分为 2 组，于妊娠第 4 天利用米非司酮

混悬液灌胃的方式建立不完全型 EID 小鼠模型，Control 组给予等量生理盐水；于妊娠第 8 天处死小鼠，采用流式细胞术检测不

完全型 EID 组和 Control 组小鼠脾脏淋巴细胞内 Tfh 细胞水平，qRT-PCR 检测两组小鼠脾脏淋巴细胞中 B 细胞淋巴瘤分子 6
（Bcl-6）和趋化因子受体 5（CXCR5） mRNA 水平，Western blot 检测两组小鼠脾脏淋巴细胞中 Bcl-6 和 CXCR5 蛋白表达水平，

ELISA 法检测血清白细胞介素 4（IL-4）、IL-6 和 IL-21 水平，免疫组织化学法（IHC）检测两组小鼠子宫内膜组织孕激素受体

（PR） 、Bcl-6 和 CXCR5 蛋白的水平。结果　不完全型 EID 小鼠胚胎着床点数降低，子宫内膜 PR 表达降低。流式检测结果显

示，不完全型 EID 小鼠脾脏淋巴细胞中 CD4+CXCR5+Tfh 细胞比例显著高于 Control 组（P<0. 05）。与 Control 组相比，不完全型

EID 组小鼠脾脏淋巴细胞 Bcl-6 和 CXCR5 mRNA 水平和蛋白水平均升高，差异有统计学意义（P<0. 05）；不完全型 EID 组小鼠血

清 IL-4、IL-6 和 IL-21 水平均增高，子宫内膜中 Bcl-6 和 CXCR5 蛋白显著升高（P<0. 05）。结论　Tfh 细胞及其相关细胞因子 Bcl-
6 和 CXCR5 的增加与不完全型 EID 的发生有关，可能参与女性免疫性不孕的发生。
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胚胎着床是哺乳动物繁殖过程中至关重要的

环节，需要母体子宫内膜与胚胎之间的高度协调与

相互作用。在临床实践中，胚胎着床障碍（embryo 
implantation dysfunction， EID）是导致女性不孕的重

要因素之一，其发病机制复杂，涉及多种生理与病

理过程。近年来，母体免疫系统在胚胎着床过程中

的作用日益受到关注，尤其滤泡辅助性 T 细胞（T fol‑
licular helper cells， Tfh）及其相关因子的变化被认

为 与 EID 密 切 相 关［1］。 Tfh 细 胞 是 辅 助 性 T 细 胞

（CD4+T 细胞）的重要亚群，通过高表达趋化因子受

体 5（C-X-C chemokine receptor type 5 protein，

CXCR5）和 B 细胞淋巴瘤分子 6（B cell lymphoma 6，

Bcl-6）等分子定位于滤泡区，调控 B 细胞活化及抗

体生成，参与体液免疫应答。已有研究［2］表明，Tfh
细胞功能异常或其标志分子表达失调可能诱发妊

娠相关免疫病理反应，影响胚胎着床。然而其在

EID 中的具体机制尚不明确。该研究通过建立不完

全型 EID 小鼠模型，系统探讨 Tfh 细胞及其关键因子

在胚胎着床过程中的作用，以进一步揭示 EID 的免

疫学机制。

1　材料与方法

1. 1　材料　

1. 1. 1　实验动物　16 只 7 周龄雌性昆明小鼠，体质

量 30 ～ 35 g，均为发育成熟且未曾怀孕或分娩的个

体；8 只 7 周龄雄性昆明小鼠，体质量 35 ～ 40 g，均

为发育成熟且未曾交配的个体。所有小鼠均来自
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并饲养于新疆医科大学实验动物中心。饲养环境

为 12 h 昼夜交替光照，20 ～24 ℃，相对湿度保持在

40% ～ 60%，小鼠自由进食。此项研究已通过新疆

医科大学实验动物伦理委员会的审查批准（批号：

IACUC-20211224-47）。

1. 1. 2　试剂与仪器　米非司酮片（武汉九珑人福

药业有限责任公司），白细胞介素-4（interleukin-4，

IL-4）、IL-6 和 IL-21 ELISA 试剂盒（上海江莱生物科

技有限公司），RIPA 裂解液、PMSF、BCA 蛋白定量试

剂 盒（北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司），一 步 法 SDS-

PAGE 凝胶快速制备试剂盒（北京博泰斯生物技术

有限公司），0. 45 μm PVDF 膜（上海碧云天生物技术

有限公司），ECL 化学发光底物试剂盒（北京兰杰柯

科技有限公司），反转录试剂盒、RT-PCR 试剂盒［宝

生物工程（大连）有限公司］，APC-CyTM7 标记抗小

鼠 CD3 抗体、FITC 标记抗小鼠 CD4 抗体、PE 标记抗

小鼠 CXCR5 抗体（美国 BD 有限公司），兔抗 Bcl-6 多

克隆抗体、兔抗孕激素受体（progesterone receptor，
PR）多克隆抗体（武汉三鹰生物技术有限公司），兔

抗 CXCR5 多克隆抗体（北京博奥森生物技术有限公

司）。qPCR 引物由上海吉凯基因有限公司合成，引

物序列见表 1。

倒置显微镜（日本尼康株式会社），酶标仪（上

海伯乐生命医学产品有限公司），电泳仪（上海伯乐

生命医学产品有限公司），流式细胞仪（美国 BD 有

限公司），荧光定量 PCR 仪［爱普拜斯应用生物系统

贸易（上海）有限公司］，Westen blot 成像扫描仪（北

京深蓝云生物科技有限公司），2. 5/10/100/1 000 μL
移液器（德国艾本德股份公司）。

1. 2　方法　

1. 2. 1　不完全型 EID 小鼠模型的建立　雌雄小鼠

适应性分笼喂养 1 周后，以 2∶1 的比例将处于动情

期的雌、雄鼠进行合笼处理，次日早晨根据雌鼠阴

道是否有阴栓判断其是否受孕，若发现阴栓则记为

雌鼠妊娠第 1 天。将 16 只妊娠雌鼠随机分为 2 组，

分别为 Control 组和 EID 组，每组 8 只小鼠。于小鼠

妊娠第 4 天早上进行造模，EID 小鼠给予 0. 16 mL/只

米非司酮混悬液灌胃制备不完全型 EID 模型，Con‑
trol 组小鼠灌胃等量生理盐水，喂养至妊娠第 8 天

处死。

1. 2. 2　ELISA 法检测血清 IL-4、IL-6 和 IL-21 水平　

　雌鼠眼球取血后收集外周血血清，按照说明书对

标本进行包被、洗涤、孵育后，于 450 nm 处测各孔光

密度值（optical density，OD），并绘制标准曲线，计算

IL-4、IL-6 和 IL-21 含量。

1. 2. 3　小鼠脾脏淋巴细胞 Tfh 细胞比例的检测　　

　在无菌条件下以仰卧位固定小鼠，暴露腹腔后取

出脾脏并将其浸泡在预冷的 PBS 溶液中。将脾脏置

于洁净的细胞筛上，用注射器尾端碾压小鼠脾脏。

用 PBS 冲洗细胞筛并将组织细胞收集到 50 mL 离心

管中，2 000 r/min 离心 5 min 后加入 4 mL 红细胞裂

解液，重悬混匀并静置 5 min 后以 2 000 r/min 离心 5 
min 并弃上清液。PBS 重悬并通过滤网过滤至新的

离心管中，以 2 000 r/min 离心 5 min 弃上清液。PBS
重悬，并调整浓度为至少 1×106 个/mL。取 100 μL 细

胞 液 加 入 抗 体 ：2 μL CD3-APC-CyTM7、CD4-FITC、

CXCR5-PE，室温避光孵育 15 min。加入 400 μL 无

菌 PBS 进行洗涤，1 500 r/min 离心 5 min，弃去上清

液。再次加入 300 μL 无菌 PBS 重悬细胞，混匀并过

滤细胞悬液。调整流式细胞仪的荧光补偿后进行

检测。

1. 2. 4　小鼠脾脏淋巴细胞 Bcl-6 mRNA 和 CXCR5 
mRNA 表达水平的检测　根据 TRIzol 试剂盒的操作

说明提取脾脏淋巴细胞总 RNA，使用 DNase 酶处理

去除基因组 DNA，然后进行反转录反应合成 cDNA。

Bcl-6、CXCR5 以及内参基因 GAPDH 的基因序列可

以通过基因库（Gene Bank）查找。定量 PCR 反应体

系采用 SYBR Green 荧光染料进行检测，并确保反应

过程中避光操作，每个样本进行 3 次技术重复。使

用荧光定量 PCR 仪进行实时 PCR 检测，分析转录因

子及细胞因子基因的转录水平。根据试剂盒说明

书 进 行 PCR 扩 增 ，qPCR 反 应 条 件 为 ：初 始 变 性

95 ℃，持续 30 s；接下来进行 40 个循环，每个循环包

括 95 ℃变性 5 s 和 60 ℃退火/延伸 34 s。通过记录每

表1　Bcl-6、CXCR5和GADPH基因引物序列

Tab.  1　Primer sequences for Bcl-6， CXCR5 and GADPH genes

Gene
Bcl⁃6

CXCR5

GADPH

Forward （5′-3′）

TGGCTCCAAGTTTCCTATGTG
GAAAACGAAGCGGAAACTAGAG

TCCATTTCCCCTGTTCTCCC

Reverse （3′-5′）

GAGGAGTTGGCTTGCATTCC
AGGAAGATGACAATGTGGTAGG

GATTTTCACCTGGCACTGCA
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个孔的循环阈值（cycle threshold value，Ct），并使用

相对定量法计算基因的表达量。

1. 2. 5　Western blot检测小鼠脾脏淋巴细胞中Bcl-6
和 CXCR5 蛋白的表达　将从小鼠脾脏中提取的淋

巴细胞置于 EP 管中，每管加入 1 mL RIPA 裂解液和

10 μL 苯甲基磺酰氟（phenylmethylsulfonyl fluoride，

PMSF），样品冰上静置 30 min 以确保充分裂解。将

裂解后的样品放入低温高速离心机中，12 000 r/min
离心 15 min，收集中间层液体，并转移到 1. 5 mL 的

EP 管中。使用 BCA 法测定蛋白质浓度。接下来，取

适量组织蛋白置于 100 ℃的金属加热器中加热 10 
min，使蛋白质完全变性。加热后，冷却至室温并储

存于-20 ℃冰箱中备用。配制 10% 的分离胶。加样

完毕后，先 80 V 电泳 30 min，后用 100 V 继续电泳

80 ~ 90 min。电泳结束后，设置电流为 0. 25 A，电转

90 min。电转完成后，将 PVDF 膜浸泡在 5% 的脱脂

奶粉溶液中，在室温下封闭 60 min。封闭结束后，加

入 Bcl-6 和 CXCR5 抗体稀释液（1∶3 000），内参蛋白

甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶（glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase，GADPH） （1∶5 000）并在 4 ℃下孵育

过夜。次日将 PVDF 膜放入 TBST 溶液中，洗涤 5 次，

每次 10 min。然后加入辣根过氧化物酶二抗稀释液

（1∶5 000），在室温下孵育 60 min，使用 TBST 洗涤 3
次，每次 10 min。最后，将显色液 A 和 B 按 1∶1 的比

例混合，取 200 ~ 250 μL 均匀涂抹于膜上，曝光并拍

照记录。

1. 2. 6　免疫组化观察小鼠子宫内膜 PR、Bcl-6 和

CXCR5 的表达　将子宫内膜白片置于 60 ℃的烤箱

中加热 4 ~ 6 h，再在 37 ℃孵箱中孵育过夜。使用二

甲苯脱蜡 2 次，每次 10 min，通过乙醇梯度复水，每

次 3 min。用去离子水振荡洗涤 2 次，每次 5 min。

进行抗原修复后，样本在室温下冷却。用 3% H₂O₂
在室温下避光浸泡 10 min，使用 PBS 缓冲液清洗样

品 3 次，每次 5 min。加入封闭血清并在室温下孵育

15 min，滴 加 PR、Bcl-6 和 CXCR5 抗 体 稀 释 液（1∶
200），并在 4 ℃条件下过夜孵育。孵育结束后，复温

15 min，用 PBS 清洗样品 3 次，每次 5 min。加入辣根

过氧化物酶稀释液（1∶200），在室温下孵育 30 min，

再用 PBS 洗涤 3 次，每次 5 min。再次滴加二抗，在

常温下继续孵育 20 min，最后使用 PBS 清洗 3 次，每

次 5 min。使用 DAB 显色剂染色，苏木精复染。之

后进行乙醇梯度脱水，用二甲苯进行透明化处理 2
次，每次 10 min。使用中性树胶封片，观察并拍摄显

微镜下的图像。通过 ImageJ 软件分析，计算阳性区

域的累积 OD 值及其对应的面积，并用平均光密度

值（average optical density， AOD）作为阳性表达的定

量指标，反映 PR 的表达情况。AOD =累积 OD 值/阳
性区域面积。

1. 3　统计学处理　统计分析和制图分别使用 SPSS 
26. 0 软 件 和 GraphPad Prism 8. 0 软 件 。 采 用

Shapiro-Wilk 检验对数据进行正态性检验。对于呈

正态分布的数据，组间差异使用 t 检验进行比较；对

于非正态分布的数据，则采用非参数秩和检验进行

组间差异比较。所有报告的 P 值均为双侧检验，

P < 0. 05 为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　不完全型EID小鼠模型的建立　通过评估模

型小鼠的胚胎着床点数及子宫内膜 PR 蛋白表达判

断是否造模成功。结果显示，EID 组小鼠的胚胎着

床点数为 0. 13（0，1）个，Control 组小鼠的胚胎着床

点数为 14. 75（13，17）个（P<0. 001，图 1）。子宫内膜

免疫组化结果提示，PR 在 Control 组中的表达连续、

完整，EID 组中 PR 表达部分缺失，进一步蛋白半定

量分析显示，EID 组小鼠子宫内膜组织中 PR 蛋白的

表达水平显著低于 Control 组（P=0. 003，图 2）。

2. 2　 EID 对小鼠脾脏淋巴细胞中 CD4+CXCR
5+Tfh细胞表达水平的影响　将脾脏淋巴细胞分离

后进行多重免疫荧光标记，将 CD4+CXCR5+作为 Tfh
的标志进行分析。结果显示，与 Control 组相比，EID
组小鼠脾脏 CD4+CXCR5+Tfh 细胞比例显著增多（P<
0. 001，图 3）。提示 EID 组雌鼠可能通过促进 Tfh 细

胞的扩增或激活，调控机体免疫反应的发生。

2. 3　EID对小鼠脾脏淋巴细胞中Bcl-6 和CXCR5 
mRNA 表达水平的影响　Bcl-6 是 Tfh 细胞的转录

因子，而 CXCR5 是 Tfh 细胞的标志性受体之一。为

了进一步确认和细化 Tfh 细胞的激活及功能状态，

本研究检测了小鼠脾脏淋巴细胞中 Bcl-6 和 CXCR5 
mRNA 和 蛋 白 的 表 达 水 平 。 qRT-PCR 结 果 提 示 ，

EID 组小鼠淋巴细胞 Bcl-6 和 CXCR5 mRNA 含量升

高（均 P<0. 001）。Western blot 结果提示，与 Control
组相比，EID 组小鼠 Bcl-6 和 CXCR5 蛋白的表达水

平也显著增加（均 P<0. 001）。见图 4。

2. 4　EID对小鼠血清中 IL-4、IL-6和 IL-21表达水

平的影响　血清 ELISA 结果提示：与 Control 组相

比 ，EID 组 小 鼠 血 清 中 IL-4（P=0. 002）、IL-6（P=
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0. 004）和 IL-21（P<0. 001）的 含 量 均 升 高 ，见 图 5。

结合流式细胞术的检测结果提示，EID 模型小鼠 Tfh
细胞活性增强，体液免疫应答可能被激活。

2. 5　EID对小鼠子宫内膜Bcl-6和CXCR5蛋白表

达水平的影响　免疫组化法检测子宫内膜组织中

Bcl-6 和 CXCR5 的表达水平，检测结果提示，阳性信

号同时存在于子宫内膜基质细胞和腺上皮细胞中，

Bcl-6 阳性信号定位于间质细胞的细胞核或腺上皮

细胞的胞核，CXCR5 阳性信号定位于间质细胞和线

体细胞的胞膜或胞质中。与 Control 组相比，EID 组

小鼠子宫内膜组织中 Bcl-6 和 CXCR5 的表达显著增

多（均 P<0. 001，图 6）。

3　讨论

成功的胚胎植入依赖于母体子宫内膜与胚胎

之间的成功“对话”。在这一过程中，蜕膜中的免疫

图1　两组小鼠胚胎着床点数的比较

Fig.  1　Comparison of the number of embryo implantation points in two groups of mice
  A： Morphological observation of the uterus in two groups of mice； B： Bar graph of the number of points of embryo implantation in two groups of 
mice； ***P<0. 001 vs Control group.   

图2　Control组与EID组小鼠子宫内膜孕激素受体表达量的比较　免疫组化 ×400
Fig.  2　Comparison of endometrial progesterone receptor expression in Control and EID groups of mice　Immunohistochemistry ×400

  **P < 0. 01 vs Control group.   

图3　Control组和EID组小鼠脾脏CD4+CXCR5+Tfh细胞比例分析

Fig.  3　Analysis of the proportion of CD4+CXCR5+Tfh cells in the spleen of mice in Control and EID groups
  ***P<0. 001 vs Control group.   
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细胞和基质细胞发挥了关键作用，参与了母胎相互

作用的初期阶段。Tfh 细胞是 CD4+ T 细胞的一种特

殊亚群，在调控体液免疫中具有核心地位，主要通

过促进 B 细胞增殖、分化及抗体生成来发挥作用［3］。

研究［4］表明，妊娠期妇女的外周血和蜕膜组织中，

CD4+CXCR5+ Tfh 细胞的比例会增加，且在孕晚期，

外周血中 PD-1+ Tfh 细胞的比例显著高于孕早期。

此外，PD-1+/CXCR3+ Tfh 细胞的比例与外周血中的

雌激素水平呈正相关［5］。适度水平的 Tfh 细胞有助

于维持妊娠期免疫平衡，但异常增多则可能与病理

性妊娠相关［6］。例如，子痫前期和复发性流产（re‑
current spontaneous abortion，RSA）患者外周血中 Tfh
细胞比例显著上升，免疫性不孕患者中也存在类似

现象［7］，且体外受精成功率与 Tfh 细胞水平呈负相

关，提示其异常活跃可能影响胚胎着床［8–9］。因此，

妊娠期间 Tfh 细胞的积累需要适时且适度，过多或

过少的 Tfh 细胞积累都可能导致 EID 或流产。本研

究中，EID 组胚胎着床点数显著降低，同时伴有子宫

内膜 PR 蛋白表达异常。进一步免疫学分析显示，

EID 组小鼠脾脏中 CD4+CXCR5+ Tfh 细胞比例明显

上升，提示 Tfh 细胞的异常活化参与母胎免疫耐受

的失衡，进而影响胚胎的着床和妊娠。

在细胞因子层面，EID 组小鼠血清中 IL-4、IL-6
及 IL-21 水平显著升高。IL-21 作为 Tfh 细胞的关键

效应因子，不仅促进 B 细胞应答，还可通过抑制 Treg
细胞分化、破坏 Th17/Treg 平衡，从而影响母胎免疫

耐受［10］。已有临床研究［11］报道，RSA 患者外周血及

蜕膜中 IL-21 及相关炎症因子水平升高，提示这类

细胞因子可能不利于胚胎的种植和妊娠维持。

Tfh 细胞的分化和功能依赖于转录因子 Bcl-6 和

趋化因子受体 CXCR5 的调控［12］。Bcl-6 作为 Tfh 细

胞的关键转录因子，不仅促进其分化，还正向调控

CXCR5 的表达，后者介导 Tfh 细胞向 B 细胞区迁移，

从而参与免疫应答的精细调节［13–14］。多项临床研

究［15–16］指出，Bcl-6 在子宫内膜中的过度表达与不孕

症患者不良妊娠结局显著相关，提示其可能通过影

响子宫内膜容受性而损害胚胎植入能力。此外，

Bcl-6 还被认定为子宫内膜异位症的潜在诊断标志

物，进一步支持其在子宫内膜功能紊乱中的重要作

用［13］。本研究显示，在不完全型 EID 模型小鼠的脾

脏淋巴细胞中，Bcl-6 和 CXCR5 在转录和蛋白水平

均显著上调，表明 Tfh 细胞处于高度活化和分化状

态。更重要的是，在子宫内膜组织中同样检测到

Bcl-6 与 CXCR5 表达的明显升高，且主要分布于基

质细胞与腺上皮细胞。这一结果提示，Tfh 细胞及

相关分子可能直接参与子宫内膜局部免疫微环境

的调节。基于上述发现，本研究提出在 EID 小鼠子

宫内膜中，免疫微环境紊乱与腺体功能异常之间存

在“双向调控”机制：Bcl-6 所驱动的免疫异常及炎症

因子分泌可能抑制腺体正常功能，而腺体功能失调

又进一步加剧免疫细胞的异常募集与活化，这种相

图4　两组小鼠脾脏淋巴细胞中Bcl⁃6 和CXCR5 mRNA和蛋白的表达水平

Fig.  4　The expression levels of Bcl-6 and CXCR5 mRNA and protein in splenic lymphocytes of mice in two groups
  A： The expression levels of Bcl-6 and CXCR5 mRNA in splenic lymphocytes of mice in both groups； B， C： The expression levels of Bcl-6 and 
CXCR5 protein in splenic lymphocytes of mice in both groups； ***P<0. 001 vs Control group.   

图5　小鼠血清中 IL-4、IL-6、IL-21的表达水平

Fig.  5　The expression levels of IL-4， IL-6 and IL-21 in mouse sera
  **P<0. 01， ***P<0. 001 vs Control group.   
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互作用形成正反馈循环，最终导致胚胎着床失败。

该机制为理解 EID 的复杂病理生理过程提供了新视

角，也表明 Tfh 细胞—Bcl-6/CXCR5 轴在母胎界面免

疫调节中具有潜在重要作用。

此 外 ，本 研 究 所 有 流 式 、qRT-PCR 和 Western 
blot 数据均来源于脾脏组织，未能直接证实子宫局

部 Tfh 细胞的存在及分布，因此无法完全阐明其在

子宫内膜微环境中的具体作用机制。未来需开展

子宫组织的免疫细胞表型分析和空间定位研究，以

更精确揭示 Tfh 细胞在母胎界面中的功能路径。
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Analysis of follicular helper T cell percentage and expression levels of 
functionally related cytokines in a mouse model of incomplete embryo 

implantation disorders
Wang Peng1， Gong Xiaoyun1， Zhang Manli1， Zhang Yunian1， La Xiaolin1，2，3，4

（1 Center for Reproductive Medicine， The First Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University，

Urumqi　830054； 2 Xinjiang Medical University Clinical Medical Research Centre of Reproductive 
Diseases and Birth Defects，Urumqi 830054； 3 Xinjiang Clinical Research Centre for Reproductive 

Immunology， Urumqi　830054； 4 State Key Laboratory of Pathogenesis， Prevention， 
and Treatment of High Incidence Diseases in Central Asia， Urumqi　830054）

Abstract Objective　To detect the proportion of splenic follicular helper T （Tfh） cells and their functionally re‑
lated cytokine expression levels in the incomplete embryo implantation disorder （EID） model mice， and to explore 
the immunological mechanism of Tfh in infertility caused by embryo implantation disorder. Methods　Sixteen fe‑
male Kunming mice were randomly divided into two groups， with eight mice in each group.  On day 4 of pregnancy， 
an incomplete EID mouse model was established by oral gavage of mifepristone suspension， while an equal volume 
of saline was administered to the control group.  On day 8 of pregnancy， the mice were euthanized.  Flow cytometry 
was used to detect the levels of Tfh cells in the spleen lymphocytes of both incomplete EID mice and normal control 
mice.  qRT-PCR was performed to measure the mRNA levels of B-cell lymphoma 6 （Bcl-6） and C-X-C chemokine 
receptor type 5 protein （CXCR5） in the spleen lymphocytes of both groups.  Western blot was employed to assess 
the protein expression levels of Bcl-6 and CXCR5 in the spleen lymphocytes of both groups.  Serum levels of inter‑
leukin-4 （IL-4）， IL-6， and IL-21 were measured by ELISA.  Immunohistochemistry （IHC） was used to observe 
the expression levels of progesterone receptor （PR）， Bcl-6， and CXCR5 proteins in the uterine endometrial tissue 
of mice in both groups. Results　 Incomplete-type EID mice had a reduced number of embryo implantation points 
and reduced endometrial PR expression.  Flow assay results showed that the proportion of CD4+CXCR5+Tfh cells in 
splenic lymphocytes of incomplete-type EID mice was significantly higher than that of normal controls （P<0. 05）.  
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辛伐他汀通过抑制铁死亡减轻肾脏缺血再灌注损伤
付志辉 1，刘忠忠 2，叶啟发 2，肖 琦 1，邓 琴 1，肖建生 1，符碧琪 3

（南昌大学第一附属医院 1器官移植科、3免疫科，南昌 330006；
2武汉大学中南医院肝胆疾病研究院，武汉 430000）

摘要 目的　探讨辛伐他汀预处理对小鼠肾脏缺血再灌注损伤（IRI）的作用及机制。方法　将 15 只 6~8 周龄雄性 C57BL/6 小

鼠均分为 3 组：假手术（Sham ）组、肾脏 IRI（IR）组、辛伐他汀预处理+肾脏 IRI（SIM ）组。对肾脏组织行苏木精-伊红（HE）染色，

检测血清肌酐（Scr）、乳酸脱氢酶（ LDH）以评估肾脏损伤情况；检测超氧化物歧化酶（SOD）、还原型谷胱甘肽（GSH）、脂质过氧

化物丙二醛（MDA）含量和活性氧（ROS）水平以评估氧化应激水平；检测肾脏组织二价铁离子（Fe2+）及三价铁离子（Fe3+）含量；

采用透射电镜观察线粒体形态学变化；检测肾脏组织 Krüppel 样因子 2（KLF2）、谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）、溶质载体家族

7 成员 11（SLC7A11）、酰基辅酶 A 合成酶长链家族成员 4（ACSL4）蛋白的相对表达量。结果　与 IR 组相比，SIM 组肾小管损伤

明显减轻，血清中 Scr 和 LDH 的含量降低（P<0. 001）；抗氧化应激物质 SOD 和 GSH 的表达增加，氧化应激物质 MDA 和 ROS 的

表达减少（P<0. 01）；辛伐他汀预处理降低组织中的 Fe2+、Fe3+的含量（P<0. 01），减轻线粒体损伤；促进 KLF2 的表达（P<0. 01），

上调铁死亡相关保护蛋白 GPX4 和 SLC7A11 的表达，下调铁死亡相关损伤蛋白 ACSL4 的表达（P<0. 05）。结论　辛伐他汀预处

理可能通过促进 KLF2 的表达抑制肾脏铁死亡，进而减轻肾脏 IRI。
关键词 辛伐他汀；肾脏；缺血再灌注损伤；Krüppel 样因子 2；铁死亡；线粒体损伤
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终末期肾病严重危害患者生命健康，而肾脏移

植是最有效的治疗手段之一。与脑死亡供体（dona‑
tion after brain death，DBD）相比，心脏死亡供体（do‑

nation after cardiac death，DCD）器官存在更长的热

缺血时间，致缺血再灌注损伤（ischemic reperfusion 
injury，IRI）更加严重，是影响移植物长期存活的关

键因素之一［1］。研究［2］表明铁死亡主要依赖铁过载

和活性氧（reactive oxygen species，ROS）聚积，肾小

管上皮细胞富含线粒体和细胞内铁，活性氧和铁离

子在该区域功能极其活跃，对缺血缺氧表现出高度

敏感性，因此肾小管上皮细胞可能以铁死亡方式参

与肾损伤。研究［3］显示，使用铁死亡抑制剂 Ferro‑
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Compared with the normal control group， Bcl-6 and CXCR5 mRNA levels and protein levels were elevated in 
splenic lymphocytes of incomplete EID mice， with statistically significant differences （P<0. 05）； serum IL-4， IL-

6， and IL-21 levels were elevated in incomplete EID mice， and Bcl-6 and CXCR5 proteins in the endometrium 
were significantly elevated （P<0. 05）. Conclusion　The increase of Tfh cells and their associated cytokines Bcl-6 
and CXCR5 is associated with the development of incomplete EID， and may be involved in the development of fe‑
male immune infertility.
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