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脂多糖及 TOLL 样受体 4 阻断剂对蜕膜细胞中孕激素受体、  
IL-1β 及 COX-2 的影响

李燕，钟淑娟，姚若进

( 中南大学湘雅医院妇产科，长沙 410008)

[ 摘要 ] 目的：研究脂多糖 (LPS) 或拮抗剂 TOLL 样受体 4 阻断剂 (Toll-like receptor 4 antagonist，TLR4 mAb) 作用

于体外培养的蜕膜细胞后其孕激素受体 (progesterone receptor，PR)、IL-1β 及 COX-2 的表达改变，以探讨 LPS 及其拮

抗剂对蜕膜细胞中 PR 的影响，以及 PR 与炎症因子之间的关系。方法：分离培养早孕人蜕膜细胞，将细胞培养至第

4 代时随机分为 6 组，对照组：仅加培养液。研究 1 组：加入终质量浓度为 100 ng/mL 的 LPS。研究 2 组：加入终质

量浓度为 1 µg/ mL TLR4 mAb。研究 3 组：加入终质量浓度为 3 µg /mL TLR4 mAb。研究 4 组：终质量浓度为 1 µg/ mL 

TLR4 mAb 预处理 24 h，再加入质量浓度为 100 ng/mL 的 LPS。研究 5 组：终质量浓度为 3 µg/ mL TLR4 mAb 预处理 24 h，

再加入质量浓度为 100 ng/mL 的 LPS。均培养 24 h 后，采用 RT-PCR 半定量技术检测蜕膜细胞中 PR，IL-1β 及 COX-2 

mRNA 的表达情况。结果： LPS 使蜕膜细胞中 PR mRNA 的表达下调 (P<0.05)，使 IL-1β 和 COX-2 mRNA 的表达上调

(P<0.05)；TLR4 mAb 则使 LPS 作用后的蜕膜细胞中 PR mRNA 的表达上调 (P<0.05)、IL-1βmRNA 的表达下调 (P<0.05)；

高质量浓度 TLR4 mAb 使 COX-2 mRNA 的表达下调 (P<0.05)。结论：LPS 作用于体外培养的人蜕膜细胞后，PR mRNA

表达下调；IL-1β，COX-2 的 mRNA 表达增加；使用 TLR4 mAb 后能拮抗 LPS 对蜕膜细胞中 PR，IL-1β 以及 COX-2 的作用。

[ 关键词 ]   自然流产；脂多糖；TOLL 样受体 4 阻断剂；孕激素受体；白介素 -1β；环氧合酶 2

Influence of LPS and Toll-like receptor 4 antagonist 
on progesterone receptor, interleukin-1β, and 

cyclooxygenase-2 in decidual cells
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ABSTRACT Objective: To observe the expression of progesterone receptor (PR), interleukin-1β (IL-1β), and 
cyclooxygenase-2 (COX-2) induced by lipopolysaccharide (LPS) or Toll-like receptor 4 antagonist 
(TLR4 mAb) in decidual cells in vitro, and then to explore the effect of LPS and its antagonist on 
PR of decidual cells and the relation between PR and inflammatory cytokines. 

 Methods: We isolated and cultured human decidua of early abortion in the sterile state. When the 
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孕激素是维持妊娠成功的重要激素，而孕激

素 受 体 (progesterone receptor，PR) 是 孕 激 素 作 用

的特异性受体，与孕激素结合后能介导多种女性

生理效应。宫内感染在早期自然流产 (spontaneous 
abortion) 中 所 占 的 比 例 逐 年 增 加， 怀 孕 降 低 了

机 体 免 疫 力， 增 加 了 多 种 细 菌 和 病 毒 性 疾 病 的

发 病 率， 这 种 易 感 性 的 增 加， 易 导 致 感 染 引 起

流 产 [1]。 妊 娠 期 感 染 主 要 以革 兰 阴 性 菌 感 染 为

主， 脂 多 糖 (lipopolysaccharide，LPS) 是 革 兰 阴

性 菌 主 要 的 致 病 成 分，LPS- LPS 结 合 蛋 白 (LPS-
binding protein，LBP)-CD14 三 体 复 合 物 与 Toll 样

受 体 (Toll-like receptor 4，TLR4)/ 髓 样 分 化 蛋 白

2(myeloid differentiation protein-2，MD2) 复 合 体 结

合，将 LPS 刺激信号向细胞内转导，通过 MyD88
和非 MyD88 依赖的途径激活一系列信号反应 [2]。

其拮抗剂 TOLL 样受体 4 阻断剂 (Toll-like receptor 4 
monoclonal antagonist，TLR4 mAb) 则被认为能对抗

其引起的过激炎症反应。白细胞介素 -1β(interleukin-
1β，IL-1β) 是一种多功能、多效性的细胞因子之一，

参与局部和全身的炎症反应，是触发免疫和炎症反

应的重要介质之一，它几乎影响到每个器官 [3]。环

氧化酶 -2(cyclooxygenase-2，COX-2) 催化人体内的

花生四烯酸向前列腺素转变，COX-2 对前列腺素的

合成是影响女性生殖功能主要因素。前列腺素 E2 是

前列腺素中炎症反应最强的介质之一。因此，笔者

采用对 LPS 刺激的蜕膜细胞进行 TLR4 mAb 干预后，

测定 PR、炎性因子 IL-1β 和 COX-2 的表达，旨在

探讨 LPS 及其拮抗剂对蜕膜细胞中 PR 的影响，PR
与炎症因子之间的关系，研究感染导致自然流产的

机制及 TLR4 mAb 对感染所诱发流产的治疗作用，

避免流产的发生。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  标本采集  
收取自 2011 年 7 月中南大学湘雅医院妇科门

诊自愿要求行人工流产术的正常早孕妇女的蜕膜组

织 10 例。患者年龄 (26.3±4.2) 岁，孕 6~8 周，无先

兆流产等临床症状，经妇科 B 超证实为宫内妊娠单

活胎，且近期无感染及自然流产史。在患者知情并

同意的情况下，在人工流产术中用无菌人流负压瓶

收集标本，将标本置于盛有含双抗的无菌生理盐水

中 (400 U/mL 青霉素，100 U/mL 链霉素 )，15 min
内送至实验室。

1.1.2  主要试剂   
LPS 为 美 国 Sigma 公 司 产 品，TLR4 mAb 为 美

国 eBioscience 公司产品，DMEM/F-12 (1:1) 为美国

cells passaged to the 4th generation, the cells were randomly divided into 6 pore plates: A control 
group was added the culture medium alone; experimental group I was added 100 ng/mL of LPS; 
experimental group II was add 1 μg/mL of TLR4 mAb; experimental group III was added 3 μg/
mL of TLR4 mAb; experimental group IV was added 1 μg/mL of TLR4 mAb pretreatment for 
24 h, and then 100 ng/mL LPS; and experimental group V was added 3 μg/mL of TLR4 mAb 
pretreatment for 24 h, and then 100 ng/mL LPS for 24 h culture. Subsequently, HE staining and 
immunofluorescence were used to observe the morphology and identify the purity of decidual cells 
in the 6 groups. The levels of mRNA expression of PR, IL-1β, and COX-2 were detected by reverse 
transcription PCR (RT-PCR). 

 Results: LPS reduced the mRNA expression of PR (P<0.05), increased the mRNA expression 
of IL-1β and COX-2 (P<0.05). TLR4 mAb increased the mRNA expression of PR (P<0.05) 
and reduced the mRNA expression of IL-1β (P<0.05) after LPS-stimulated decidual cells. High 
concentrations of TLR4 mAb reduced the mRNA expression of COX-2 (P<0.05) after LPS-
stimulated decidual cells.

 Conclusion: The mRNA expression of PR is reduced, and the mRNA expressions of IL-1β and 
COX-2 are increased after LPS-stimulated decidual cells in vitro. TLR4 mAb antagonize the role of 
LPS on PR, IL-1β, and COX-2.

KEY WORDS spontaneous abortion; lipopolysaccharide; Toll-like receptor 4 antagonist; progesterone receptor; 
interleukin-1β; cyclooxygenase-2
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Hyclone 公 司 产 品， 双 抗、0.25% 胰 蛋 白 酶 -EDTA
液为美国 Gibco 公司产品，Prolactin 抗体 (PRL，鼠

单克隆抗体 ) 为北京博奥森生物技术有限公司产品，

Cy3 标记荧光鼠 ( 兔 ) 二抗为美国 Jackson Immuno- 
Research Laboratories 公司产品，反转录 PCR 试剂盒

为加拿大 Fermantas 公司产品；PCR 反应液为日本

TaKaRa 公司产品；PCR 引物由北京鼎国昌盛生物

技术有限责任公司合成。所有仪器均由中南大学医

学遗传学国家重点实验室提供。

1.2  方法

1.2.1  蜕膜细胞培养  
于负压下收集无菌人蜕膜组织置于含双抗的无

菌生理盐水中，充分清洗；将组织剪成糊状；加入

2 倍体积复合消化酶；混匀后置 37 ℃ 培养箱中消化

30 min；加入与消化酶等倍体积的培养液终止消化；

用培养液清洗离心细胞 2 次，弃上清；将细胞吹打

成悬液；用计数板计数细胞质量浓度 4×106/mL；接

种于培养皿中，置 37 ℃，5%CO2 的培养箱中过夜，

48 h 后换液。

1.2.2  实验分组  
在 预 实 验 中 发 现 100 ng/mL LPS，1 µg/mL 

TLR4 mAb，3 µg/mL TLR4 mAb 作用 24 h 对蜕膜细

胞活性无不可逆性影响，细胞数量与对照组类似，

且显微镜下细胞无形态、透明度改变或细胞浆内出

现颗粒及细胞核萎缩等变化，因此笔者将培养至第

4 代的蜕膜细胞分成 6 组 ( 每个实验组均设 3 个复

孔 )。对照组：仅加培养液。研究 1 组：加入终质

量浓度为 100 ng/mL 的 LPS。研究 2 组：加入终质

量浓度为 1 µg/ mL TLR4 mAb。研究 3 组：加入终

质量浓度为 3 µg /mL TLR4 mAb。研究 4 组：终质

量浓度为 1 µg/ mL TLR4 mAb 预处理 24 h，再加入

质量浓度为 100 ng/mL 的 LPS。研究 5 组：终质量

浓度为 3 µg/ mL TLR4 mAb 预处理 24 h，再加入质

量浓度为 100 ng/mL 的 LPS。将各组细胞放入 37 ℃、

5%CO2 培养箱内培养。

1.2.3  免疫荧光

  吸 除 24 孔 板 内 细 胞 爬 片 上 的 液 体， 用 4%
多 聚 甲 醛 固 定 15 min；0.1% Triton X-100 液 反 应 
10 min； 用 5% BSA/PBS 封 闭 30 min， 再 每 孔 加 
100 µL PRL 抗体 (1:50)，于 4 ℃ 过夜；加入 1:300 荧光

标记二抗于室温孵育 60 min；以 DAPI 反应 90 s，取出

细胞爬片，盖在载玻片上。于荧光显微镜下观察、拍照。

1.2.4  RT-PCR  
将细胞离心后收集细胞样品于 1.5 mL 离心管

内，去除培养液，加入 Trigol 室温裂解，依次加入

三氯甲烷、异丙醇、75% 乙醇，离心、弃上清，室

温干燥。按 Fermantas 公司反转录 PCR 试剂进行反

转 录， 再 行 PCR。PR，IL-1β，COX-2 及 GAPDH 
引物设计见表 1。用 Image J 软件行定量分析，以

目的基因与 GAPDH 条带平均灰度值表示目的基因

mRNA 的相对表达量。

表 1   IL-1β，COX-2，PR 和 GAPDH 引物

Table 1   Primers of IL-1β, COX-2, PR, and GAPDH  

靶基因 引物序列 大小 /bp

PR 上游 5'-TGGAAGAAATGACTGCATCG-3'

下游 5'-TAGGGCTTGGCTTTCATTTG-3'

196

IL-1β 上游 5'-CAGTGAAATGATGGCTTATTAC-3'

下游 5'-CTTTCAACACGCAGGACAGGT-3'

548

COX-2 上游 5'-CAATCTGGCTGAGGGAACACAACA-3'

下游 5'-ATCTGCCTGCTCTGGTCAATGGA-3'

466

GAPDH 上游 5'-AGCCACATCGCTCAGACACC-3'

下游 5'-GTACTCAGCGCCAGCATCG-3'

302

1.3  统计学处理

所有数据以均数 ± 标准差 (x±s) 表示，全部数

据采用 SPSS 18.0 软件包进行统计学处理，采用方

差分析，P<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结   果

2.1  光镜下蜕膜细胞

正常蜕膜细胞呈多边形，相互嵌紧成砖砌状排

列，胞质丰富，核卵圆形并居中，染色略淡蓝，核

仁大而明显 ( 图 1)。

2.2  免疫荧光实验结果

本实验采用免疫荧光技术检测蜕膜细胞中 PRL
的表达作为鉴定体外培养蜕膜细胞的方法。镜下见

细胞浆内含有大量的红色颗粒，说明培养的细胞

95% 以上含有 PRL，蜕膜细胞纯度较高 ( 图 1C)。

2.3  PR 在各组蜕膜细胞中的表达

RT-PCR 检测结果显示：1) 与正常对照组比较，

研究 1 组 LPS 作用于蜕膜细胞后，PR 表达明显下

调 (P<0.05)；而研究 2 组、研究 4 组及研究 5 组 PR
表达与正常对照组比较差异无统计学意义 (P>0.05)；
研究 3 组 PR 表达稍上调 (P<0.05)。2) 与研究 1 组

LPS 组比较，研究 2 组、研究 3 组、研究 4 组、研

究 5 组 PR 表 达 均 明 显 上 调 (P<0.05)。3) 与 研 究 2
组比较，研究 3 组 PR 表达上调 (P<0.05)。4) 与研

究 4 组比较，研究 5 组 PR 表达差异无统计学意义

(P>0.05；表 2，图 2，3)。
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2.4  IL-1β 在各组蜕膜细胞中的表达

RT-PCR 检测结果显示：1) 与正常对照组比较，

研究 1 组 LPS 作用于蜕膜细胞后，IL-1β 表达明显

上调 (P<0.05)；研究 2 组、研究 3 组 IL-1β 表达下

调 (P<0.05)；而研究 4 组及 研究 5 组 IL-1β 表达上

调 (P<0.05)。2) 与研究 1 比较，研究 2 组、研究 3 组、

研究 4 组、研究 5 组 IL-1β 表达均下调 (P<0.05)。3)
与研究 2 组比较，研究 3 组 IL-1β 表达下调 (P<0.05)。

4) 与研究 4 组比较，研究 5 组 IL-1β 表达差异无统

计学意义 (P>0.05；表 2，图 2，3)。

2.5  COX-2 在各组蜕膜细胞中的表达

RT-PCR 检测结果显示：1) 与正常对照组比较，

研究 1 组 LPS 作用于蜕膜细胞后，COX-2 表达明显

上调 (P<0.05)；研究 4 组及 研究 5 组 COX-2 表达亦

上调 (P<0.05)；而研究 2 组与研究 3 组 COX-2 表达

与正常对照组比较差异无统计学意义 (P>0.05)。2)
与研究 1 组比较，研究 2 组、研究 3 组、研究 5 组

COX-2 表达下调 (P<0.05)。研究 4 组 COX-2 表达与

研究 1 组比较差异无统计学意义 (P>0.05)。3) 与研

究 2 组比较，研究 3 组 COX-2 表达差异无统计学意

义 (P>0.05)。4) 与研究 4 组比较，研究 5 组 COX-2
表达下调 (P<0.05；表 2，图 2，3)。 

表 2   RT-PCR 中 PR，IL-1β 及 COX-2 的表达 (x±s)

Table 2   Expression of PR, IL-1β, and COX-2 by RT-PCR (x±s)

组别
灰度值

PR IL-1β COX-2

对照组 0.712±0.098 1.005±0.098 0.384±0.139

研究 1 组 0.529±0.054* 1.913±0.237* 1.073±0.366*

研究 2 组 0.761±0.077 △ 0.852±0.128* △ 0.485±0.124 △

研究 3 组 0.890±0.155* △☆ 0.438±0.148* △☆ 0.247±0.049 △

研究 4 组 0.742±0.185 △ 1.336±0.338* △ 1.123±0.532*

研究 5 组 0.819±0.221 △ 1.353±0.413* △ 0.847±0.355* △＃

与对照组比较，*P<0.05；与研究 1 组比较，△ P<0.05；与研究

2 组比较，☆ P<0.05；与研究 4 组比较，＃ P<0.05。

图 1   蜕膜细胞形态及其中 PRL 的表达 (×400)。A：光镜下形态；B：HE 染色；C：免疫荧光下蜕膜细胞中 PRL 的表达。

Figure 1   Decidual cell morphology and PRL expression of decidual cells (×400). A: Decidual cells under the light 
microscope; B: Decidual cells by HE staining; C: PRL expression of decidual cells by immunofluorescence.
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图 2   各组蜕膜细胞中 PR，IL-1β 及 COX-2 mRNA 的表达。1：对照组；2：研究 1 组；3：研究 2 组；4：研究 3 组；5：研

究 4 组；6：研究 5 组。

Figure 2   PR , IL-1β, and COX-2 mRNA expression of decidual cells in each group. 1: Control group; 2: Experimental group I;  

3: Experimental group II; 4: Experimental group III; 5: Experimental group IV; 6: Experimental group V.
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3  讨   论

微生物感染能引起妊娠子宫发生炎症反应，产

生一系列炎症因子而导致妊娠失败。LPS 是革兰阴

性菌细胞壁外膜的成分之一，是革兰阴性菌主要的

致病物质 [4]。而 TLR4 蛋白被认为是内毒素激活炎

症反应的关键节点，控制 TLR4 受体的过度活化，

可有效抑制其引起的过激炎症反应。体外观察 [5]

发现，抗 TLR4 抗体可抑制 LPS 诱导的核因子 -κB 
(nuclear factor-κB，NF-κB) 活化及炎症介质的产生。

封闭 TLR4 的作用可能很大程度上阻断 LPS 向胞内

转导信号，从而阻断 LPS 的一系列胞内下游反应。

蜕膜细胞是在孕激素作用下子宫内膜发生蜕

膜化而形成，能分泌多种细胞因子，构成特殊的免

疫系统，在早期妊娠的成功维持中起重要作用。PR
是一种转录蛋白，是核受体家庭的一员。研究 [6-7]

表明，正常受孕以后，体内孕酮分泌持续增加，通

过与子宫内膜 PR 发生特异性结合发挥生理效应，

导致子宫内膜发生蜕膜化，且蜕膜细胞中的 PR 也

随之增多，以维持妊娠的顺利进行。

IL-1β，COX-2 是两种重要的炎症因子，在炎

症反应中具有较为广泛的作用。IL-1β 是触发免疫

和炎症反应的重要介质，有研究 [8] 发现高质量浓度

重组人 IL-1β 对小鼠胚胎可能具有直接的毒性作用。

有学者 [9] 进一步指出，在自然流产患者中产生的

IL-1β 的活性明显增强，使母体对胎儿产生强排斥

作用，这或许是导致早期自然流产的重要机制之一。

COX-2 是人体内催化花生四烯酸转变为前列腺素的

限速酶，是体内重要的信使和效应分子。COX-2 在

绒毛、蜕膜组织中的表达可能起到一定的抑制细胞

凋亡的作用 [10]，但是当细胞受各种刺激时 COX-2

可迅速合成，导致前列腺素合成增多，最终不利于

继续妊娠。

本研究发现，LPS 作用于蜕膜细胞后，PR 表

达明显下调，而 IL-1β，COX-2 表达上调，PR 的表

达可能与 IL-1β，COX-2 存在信号级联反应。推测

LPS 的 作 用 机 制 可 能 是 LPS 首 先 与 LBP 结 合， 然

后再结合于细胞表面的 CD14 分子，LPS-LBP-CD14

三体复合物再通过与 TLR4/ 髓样分化蛋白 2(MD2)

复合体结合，而将 LPS 刺激信号向细胞内转导，导

致 NF-κB 磷酸化和核转位 [11-12]，进而抑制 PR 的表达，

激活 IL-1β，被激活的 IL-1β 同时亦抑制了 PR 的转

录活性；而 COX-2 除了直接受 NF-κB 的影响外还

能被 IL-1β 诱导而迅速合成，使前列腺素中最强的

炎 症 介 质 前 列 腺 素 E2 被 大 量 合 成 [13]， 且 IL-1β，

COX-2 上调同时还能上调多种炎症介质，启动多条

信号通路 [14]，如此恶性循环，使蜕膜细胞内的 PR
表达越来越低，IL-1β，COX-2 表达越来越高，可

能致血管炎性反应、血管内凝血级联反应、细胞膜

的损伤及细胞凋亡，在早孕期有可能导致流产的发

生 [2,15-17]。

LPS 作 用 于 TLR4 mAb 预 处 理 之 后 的 蜕 膜 细

胞，PR 表达并未下调；且 LPS 作用于不同质量浓

度 TLR4 mAb 预处理之后的蜕膜细胞，PR 的表达随

浓度的升高而稍上调，但两者之间差异无统计学意

图 3   PR，IL-1β 以 及 COX-2 的 灰 度 值。A：PR；B：IL-1β；C：COX-2。 与 对 照 组 比 较，*P<0.05； 与 研 究 1 组 比 较，
△ P<0.05；与研究 2 组比较，☆ P<0.05；与研究 4 组比较，＃ P<0.05。

Figure 3   Gray value of PR, IL-1β, and COX-2. A: PR; B: IL-1β; C: COX-2. *P<0.05 vs the control group; △ P<0.05 vs experimental group I; 
☆ P<0.05 vs experimental group II; ＃ P<0.05 vs experimental group IV.
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义，PR 表达与 TLR4 mAb 剂量间无明显量效关系。

在对蜕膜细胞进行 LPS 刺激之前给予 TLR4 mAb 预

处理则 IL-1β 表达较单独 LPS 组下降，提示 TLR4 
mAb 的作用机制可能是通过预先结合细胞表面的

TLR4 形成抗原抗体复合物，使得后来的 LPS 不能

与 TLR4 结合，进而阻断下游信号转导通路，使其

下游炎症因子、PR 的表达不能受 LPS 的影响。另

外，在研究中笔者发现 COX-2 在低质量浓度 TLR4 
mAb+LPS 组中表达与 LPS 组差异无统计学意义；

而在高质量浓度 TLR4 mAb+LPS 组中表达较 LPS 组

下调，推测高质量浓度 TLR4 mAb 能更有效地抑制

COX-2 的过度表达，控制其引起的过激炎症反应，

这有待进一步研究。

在无 LPS 作用下，TLR4 mAb 能使蜕膜细胞内
PR 表达增强，随着 TLR4 mAb 质量浓度的增加而上
调；IL-1β 的表达则随 TLR4 mAb 质量浓度的增加
而下调，由此推测：1) 高质量浓度 TLR4 mAb 作用
于蜕膜细胞时 PR 表达上调而 IL-1β 表达下调，高
表达的 PR 可能抑制了 NF-κB 的转录活性，进而抑
制 IL-1β 的表达，与 Allport 等 [9] 的研究结论相符；
2)TLR4 mAb 除拮抗 LPS 作用通路外，自身可能作
用于蜕膜细胞，通过细胞因子的局部调控，适当增
加 PR 的表达，减少炎症因子的生成，以保证妊娠
的顺利进行，且 TLR4 mAb 对 PR 表达的影响可能
与 TLR4 mAb 质量浓度有相关性。

总之，本研究提示 LPS 作用于体外培养的人蜕
膜细胞后，PR mRNA 表达下调；IL-1β，COX-2 的
mRNA 表达上调；使用 TLR4 mAb 后能拮抗 LPS 对
蜕 膜 细 胞 中 PR，IL-1β 以 及 COX-2 的 作 用。 推 测
LPS 对 PR，IL-1β 以及 COX-2 的影响可能是通过结
合 TLR4 来实现， TLR4 mAb 可能封闭 LPS 向蜕膜
细胞内的信号转导。本研究结果为研制新的抗内毒
素靶向药物提供了前期实验依据；但 TLR4 mAb 能
否作为早期不良妊娠辅助治疗的新策略，值得进一

步研究。
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