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内容提要 目的：探讨补肾活血汤对女性生殖活动的影响，揭示其治疗不孕的作用机理。方法：以补肾

活血汤的兔含药血清作为培养基添加剂，分别与未交配小鼠的精、卵及交配后雌鼠体内回收的,细胞期胚胎

共同体外培养，观察小鼠体外受精及早期胚胎体外发育的变化。结果：含药血清加入培养能显著提高小鼠的

体外受精率（!"’+’*），并可促进其后的各期胚胎发育，尤其对-细胞及)细胞期胚胎的发育有显著促进作

用（!"’+’%）；对小鼠体内,细胞期胚胎的体外-细胞发育率无明显影响，而对其)细胞期胚、桑椹胚、囊

胚、孵化胚的各期发育率均有明显促进作用（!"’+’%或!"’+’*）。结论：补肾活血汤具有提高卵子受精率

和促进早期胚胎发育的作用。
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中医药治疗女性不孕症有着良好的临床疗效，并

已为世人所公认，但目前对其作用机理尚缺乏深入地

研究，特别是中医药在人类生殖活动中受孕的早期阶

段，即受精及早期胚胎发育阶段所起的作用更是知之

甚少。我们在多年临床实践中，根据中医学肾主生殖

的理论，采用补肾为主，活血调经为辅的方法，治疗女

性功能失调性不孕取得较好的疗效，并在此基础上总

结出治疗女性不孕的经验方———补肾活血汤。为探明

该方在女性生殖活动中所起的作用，进而揭示中医药

治疗不孕的作用机理，为临床治疗提供科学依据，我们

采用了血清药理学及细胞、胚胎培养的实验方法，以补

肾活血汤对小鼠体外受精及早期胚胎发育过程的影响

进行了研究。

材料与方法

* 实验动物 新西兰健康成年雌兔，体重（,+$S
’+%）TO，由江苏省农业科学院畜牧兽医研究所实验动

物室提供。雌性昆明种小鼠，-!%周龄，体重,’!
,,O；雄性昆明种小鼠，)!*’周龄，体重(’!(%O；均由

南京医科大学实验动物中心提供；常规饲养*周后用

于实验。

, 药物及药物血清的制备 孕马血清（7UK0）

由宁波第二激素厂提供；绒毛膜促性腺激素（EV0）由

南京动物激素厂与上海生化制药厂共同提供。体外受

精实验采用含’+(W&K/的 UXU（L252L1L8HH85?2:@
L8J21L，由美国0Y&VZ公司提供）作为基础培养液，
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早期胚胎培养采用 !"#（由美国$%&’(公司提供）。

为基础培养液。补肾活血汤由菟丝子、紫河车、当归、

川芎、淮山药、柴胡等药组成。分别经乙醇回流提取及

水煎煮浓缩后合并提取液为含生药量为)*+,&／’-的

中药浸膏，供动物给药制备含药血清；按成人量的.倍

量，即补肾活血汤浸膏每天#*.&／/&，每天)次给雌兔

灌服，连续+天，于末次灌药后"、+0分别心脏采血，无

菌分离血清，1)23保存，实验前经.#3、+2’%4灭活

后使用。并以灌药前血清作为正常血清组。

+ 小鼠精、卵及)细胞期胚胎的采集 给每只雌

鼠腹腔注射5!$6.!"278，9:0后再注射0;6.!
"278，造成超排卵刺激。于注射0;6"+!"90后以颈

椎脱臼法处死小鼠，从输卵管壶腹部采取未受精成熟

卵；处死雄鼠，从副睾管采取精子，并孵育"!"*.0。

取雌鼠按上法行超排卵刺激后，于注射0;6当晚使与

同种雄鼠按"<"比例合笼，次日晨检查雌鼠确认有阴

栓者于0;6注射后+:!920处死，从输卵管内收集)
细胞期胚胎。

9 小鼠体外受精、早期胚胎的体外培养及分组

体外受精及早期胚胎的培养均采用微滴培养法（.2"-／
滴），均在+,3、.=;>)孵育箱中培养")20，于倒置显

微镜下动态观察卵子受精和早期胚胎的发育情况。实

验分组：空白组（#组）：为基础培养液；模型组（$组）：

基础培养液中含)=浓度的子宫内膜异位症不孕患者

腹腔液（以下简称腹腔液）；正常血清组（%组）：基础培

养液中含)=浓度的腹腔液及"2=浓度的兔灌药前血

清；"0药物血清组（&组）：基础培养液中含)=浓度的

腹腔液及"2=浓度的兔末次灌药后"0所采血清；+0
药物血清组（’组）：基础培养液中含)=浓度的腹腔

液及"2=浓度的兔末次灌药后+0所采血清。

9*" 体外受精与体外受精卵发育 将采集的卵

母细胞与调整浓度后的获能精子悬液〔（"*2!"*.）?
"2)／"-〕分别加入各组培养液中混合培养，以精卵混合

)90后已分裂为)细胞期胚以上的数目计算其受精

率；受精卵经清洗后转入 !"#液中继续培养，每隔

)90观察"次，分别计算其9细胞期胚、:细胞期胚、桑

椹胚及囊胚的发育情况。

9*) 小鼠体内)细胞期胚胎体外发育 将采集

的小鼠体内)细胞期胚胎分别置于各组培养液中培

养，每隔)90观察"次，分别计算其9细胞期胚、:细

胞期胚、桑椹胚、囊胚、孵化胚的发育情况。

. 统计学方法 采用()检验。

结 果

" 补肾活血汤对小鼠体外受精的影响 各组小

鼠体外受精率依次是：#组为.+*:=（#9／""@只），$
组为)@*.=（+:／")@只），%组为+)*#=（9#／"9"只），

&组为#2*+=（:.／"9"只），’组为#2*)=（,9／")+
只），&、’组与%组的体外受精率之间差异有显著性

（!!2*2"）。说明补肾活血汤有显著提高小鼠体外受

精的作用。

) 各组体外受精卵发育情况 见表"。体外受

精卵在继续培养过程中，其9细胞期、:细胞期胚发育

率：与#组比较，$、%组显著降低（!!2*2.或!!
2*2"）；与%组比较，&、’组则明显增高，但以’组为

显著（!!2*2.）。桑椹胚、囊胚发育率：与%组比较，

&、’组胚发育有所增加，但差异无显著性。说明经补

肾活血汤作用过的体外受精卵其后的各期胚发育率亦

得到明显提高。

表! 各组体外受精卵的发育情况 〔个（=）〕

组别 " 9细胞 :细胞 桑椹胚 囊胚

# #9)9（+,*.） ")（":*:） )（+*"） 2
$ +: ,（":*9）"" 2"" 2 2
% 9# :（",*9）"" )（9*+）" "（)*)） 2
& :.):（+)*@） "2（""*:） +（+*.） "（"*)）

’ ,9):（+,*:）# "9（":*@）# @（")*)） +（9*"）

注：与#组比较，"!!2*2.，""!!2*2"；与%组比较，#!!2*2.

+ 补肾活血汤对小鼠体内)细胞期胚胎体外发

育的影响 见表)。小鼠)细胞期胚胎体外培养过程

中，其9细胞期胚胎发育率各组间均未见明显差异；:
细胞期胚、桑椹胚、囊胚、孵化胚的发育率&、’组均明

显高于%组（!!2*2.或!!2*2"）。表明药物血清能

明显促进小鼠体内)细胞期胚胎的体外发育。

表" 各组体内"细胞期胚胎体外发育情况 〔个（=）〕

组别 " 9细胞 :细胞 桑椹胚 囊胚 孵化胚

$ ::#2（#:*)）).（):*9） #（#*:） "（"*"） 2
% @#,.（,:*"）++（+9*9） ")（")*.） +（+*"） 2
& "2+:+（:2*#）.+（."*.）" ).（)9*+）" ""（"2*,）" #（.*:）"

’ @#:+（:#*.）.,（.@*9）"" +)（++*+）"" ":（":*:）"" @（@*9）""

注：与%组比较，"!!2*2.，""!!2*2"

讨 论

中医学认为，肾为先天之本，主生殖、藏精。《素问

·奇病论》曰：“胞脉者，系于肾”。肾与冲任二脉经气相

通，胞宫的生理活动与肾气盛衰息息相关，只有当肾气

旺盛，精血充沛，任通冲盛，月事如期，两精相搏，方能

成孕。《妇科要旨·种子》又曰：“种子之法，即在于调经

之中”。在补肾基础上予以活血调经，使患者建立起正

常的月经周期，又为受孕创造条件。基于这一理论，我

们自拟补肾活血汤为基本方，治疗女性功能性不孕取

得了满意的临床疗效（"）。而现代中药药理研究亦提

示，补肾中药具有类似内分泌激素样作用，能够增强垂
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体及卵巢的反映性，调节下丘脑—垂体—卵巢轴功

能（!，"）；而在补肾的基础上加活血药又可以改善患者的

循环与微循环，增加卵巢血流量，诱发成熟卵泡排卵及

促进黄体发育（#，$）。因此，为进一步探明补肾活血汤是

否对受精及早期胚胎发育过程产生影响？并且究竟是

在哪一阶段发生影响？我们采用了血清药理学方法对

此进行了实验研究。

为了更好地反映中药的作用，我们考虑首先利用

目前国内外对子宫内膜异位症不孕患者腹腔内微环境

因素的研究结果（%!&），采用子宫内膜异位症不孕患者

的腹腔液制造小鼠体外受精及早期胚胎发育抑制模型

来观察补肾活血汤对小鼠体外受精及早期胚胎发育过

程的作用。结果表明，补肾活血汤含药血清加入培养

液后，能显著提高小鼠体外受精率，并对其后的体外受

精卵的各期胚胎发育率亦有明显促进作用。在小鼠体

内!细胞期胚胎的体外发育过程中，补肾活血汤对其

#细胞期胚以后的各期胚胎发育均有明显促进作用。

我们在实验中还观察到，末次灌药后"’所采含药血清

与末次灌药后(’所采含药血清相比，其对小鼠体外受

精及早期胚胎发育的促进作用更为显著，这有待于我

们下一步对药物血清的最佳浓度进行更深入地探讨。

从本研究结果显示，补肾活血汤治疗女性不孕的

作用机制可能与其在受孕的极初期阶段，即在受精及

早期胚胎发育过程中起到促进作用有关。
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