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养精种玉汤对原因不明不孕症患者子宫内膜

胰岛素样生长因子+!及其受体表达的影响!

吴瑞瑾 周馥贞

内容提要 目的：探讨养精种玉汤对原因不明不孕症患者黄体中期子宫内膜胰岛素样生长因子+!
（,-.+!）及其受体表达的影响及与子宫内膜接受性的关系。方法：采用逆转录聚合酶链反应（/0+1&/）

技术，对$$例原因不明不孕症患者服用养精种玉汤前后黄体中期子宫内膜行,-.+!及,-.+!型受体

2/!3检测。结果：治疗前黄体中期子宫内膜,-.+!2/!3表达水平（灰度比值）为%456’7%4’8(，显著

低于治疗后同期水平（)4$%$7%488)，!"%4%)）；治疗前,-.+!型受体2/!3表达水平（灰度比值）为

%45$87%4(8’，显著低于治疗后的表达水平（)4%’87%489)，!"%4%8）。相关分析显示治疗前后,-.+!
2/!3与,-.+!型受体2/!3表达呈正相关。结论：养精种玉汤能促进黄体中期子宫内膜,-.+!及其

受体的基因表达，促进子宫内膜分化，提高子宫内膜对胚泡种植的接受性。
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生殖过程的机理及调节极其复杂，不仅受神经内

分泌系统的影响，而且还受到生长因子、细胞因子及药

物的调控。近年来的研究发现人类子宫存在完整的胰

岛素样生长因子（=?G<T=?+T=UEIS"VHDKJLH"S，,-.）系

统，其中,-.+!主要在黄体期表达，其在胚泡着床中

的重 要 性 倍 受 关 注。原 因 不 明 不 孕 症 占 不 孕 者 的

)%Z"$%Z，中西医结合治疗疗效良好，但作用机理不

详。本研究旨在探讨养精种玉汤加减对辨证属肝肾不

调的原因不明不孕症患者治疗前后子宫内膜,-.+!
及其,-.+!型受体2/!3的表达和对子宫内膜胚泡

着床接受性的影响及可能的作用机理。
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临 床 资 料

选取本院!"""年#"月!!""#年#"月收治的原

因不明的不孕症患者!!例，年龄（!$%!&’!%(#）岁；不

孕时间(!)年；其中原发性不孕#(例，继发性不孕*
例；月经周期为（!$’(）天；基础体温呈双相型或+超

连续监测有正常排卵，子宫输卵管碘油造影示双侧输

卵管通畅，血卵泡刺激素（,-.）、黄体生成素（/.）、雌

二醇（0!）、孕酮（1）、睾酮、泌乳素测定值均正常；腹腔

镜检查盆腔无粘连，子宫、输卵管外观正常、通畅。男

方精液检查正常，夫妇抗精子抗体阴性。患者至少在

(个月内未服用性激素类药物。

方 法

# 治疗方法 !!例患者在每月月经干净后服用

养精种玉汤加减治疗，每日#剂，水煎，分!次服，服用

)!#"剂为#个疗程，连续(个疗程。养精种玉汤由

熟地#!2 当归#"2 白芍#"2 山萸肉#"2组成（#）。

肝肾阴虚、腰酸乏力者（##例），加杜仲#"2、续断#"2，

以补肝益肾，固腰补冲任；胸胁胀满、肝气郁积兼七情

所伤者（&例），加香附#"2、郁金32，以疏肝理气解郁；

气滞血瘀、血行不畅者（)例），加川芎32，以养血活血

行气，通达气血（!）。服药期间自测基础体温或排卵试

纸预测，测尿/.峰值，以监测排卵。

! 测定指标和方法

!%# 标本采集 以未服药的自然周期作为自身

对照周期，分别在用药前和用药(个疗程后基础体温

上升3!#"天采集标本（黄体中期）。用小号刮匙刮取

子宫前 后 壁 内 膜 各 一 条，即 刻 放 入 液 氮 中，贮 藏 于

4$"5超低温冰箱保存待测。同时将刮出的内膜取少

量送病理检查，证实为分泌中期内膜，无黄体功能不全

（/16）。

!%! 总789的提取、鉴定 每例患者取#"":2
内膜组织置于玻璃匀浆器中，采用;<=>?@一步法提取

总789。将789行甲醛变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，

紫外观察仪下观察，见#$-、!$-和A-亚单位(个条

带。提取的789样品在波长!3"B:和!$"B:处的

吸光度（9）比值（9!3"／9!$"）保持在#%)!!%"之间，根

据9值计算总789浓度。

!%( 引物及试剂 根据文献（(）设计CD,E"基因

引物互补脱氧核糖核酸（F689）序列。上游：AG;DHDE
DH9D;;;;DH;H9H;;HHD9;;DH;DD(G，下游：AG
9D;HD9;DH;DD;DH;;H;H9HH;;H;;DDH(G，

扩增CD,E"基因片段长度为A($IJ。由于#E肌动蛋白

（#EKFL=B）在所有组织中均呈高水平恒定表达，不易受

其他因素影响，故以其为内对照，以矫正加样误差。#E
KFL=B基因引物F689序列参照文献（(），上游引物：AG
HD;H9;9H;HH;DH;;DH;D9;HH9H9;H;DH(G，

下 游 引 物：AG9;H;DDH9HH9H9HH;;H;9H99;E
D9DH;DHD(G。扩增的基因片段为$($IJ。CD,E"
型受体基因引物据基因库设计，上游：AGH99D;9HE
;9HH;;H99D9HDDHD9;H;H(G，下 游：AGD;9DE
D9H9HD;;DD99H;;H;HH;9H9D(G。扩增的基因

片段为&#AIJ。所用引物均由上海生工生物公司合

成。;<=>?@试剂、789酶抑制剂、MEMCN逆转录酶及

;KO689聚合酶均购自上海生工生物公司。

!%& CD,E"及CD,E"型受体:789的逆转录

聚合酶链反应（7;E1H7） 789模板量为#"$2，

采用随机引物法将789逆转录为F689，采用单管

法在1;HE!""1H7扩增仪上完成1H7扩增。取!$@
逆转 录 产 物 作 模 板， 反 应 体 系A"$@， 每 管 加 入

#"::?@／/CD,E"（或CD,E"型受体）上下游引物各

#$@，#"::?@／/#EKFL=B上下游引物各#$@，#"倍1H7
缓冲液A$@，#A:?@／/氯化镁&$@，;KO酶"%&$@，加

水至A"$@。反应条件：*&5变性#:=B，CD,E"A35
（CD,E"型受体A)5）退火#:=B，)!5延伸#:=B，

(A个循环的1H7扩增。

!%A 1H7产物测定 取#"$@1H7反应产物在

#P琼脂糖凝胶中电泳，紫外观测仪下摄像，凝胶图像

分析系统（HH6）扫描各电泳带的灰度值，计算CD,E"
与#EKFL=B的灰度值的比值，即为子宫内膜CD,E":7E
89的表达水平，计算CD,E"型受体与#EKFL=B的灰度

值的比值，即为子宫内膜CD,E"型受体:789的表

达水平。

( 统计学方法 采用配对!检验，直线回归与相

关法，%Q"%"A。

结 果

# !!例患者治疗前后子宫内膜CD,E":789
表达的变化（即7;E1H7扩增CD,E":789的琼脂糖

电泳结果） 见图#。治疗后（A!$泳道）A($IJ的

CD,E":789条带较治疗前（#!&泳道）条带亮，而治

疗前后$($IJ的#EKFL=B:789条带亮度无明显差异。

计算CD,E":789与#EKFL=B:789的灰度值的比

值，治疗前黄体中期子宫内膜CD,E":789的表达灰

度比 值 为"%)*&’"%&A(，治 疗 后 表 达 灰 度 比 值 为

#%!"!’"%AA#，治 疗 前 后 比 较 差 异 有 显 著 性（"!
"%"#）。
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图! 养精种玉汤治疗前后子宫内膜"#$%!&’()’*%
+,’扩增图谱

注：-为.()相对分子质量；!"/为治疗前；0"1为治疗

后

2 22例患者治疗前后子宫内膜"#$%!型受体

&’()表达的变化（即’*%+,’扩增"#$%!型受体

&’()的琼脂糖电泳结果） 见图2。治疗后（0"1
泳道）/!034的"#$%!型受体&’()条带较治疗前（!
"/泳道）条带亮，而治疗前后15134的#%6789:&’()
条带亮度无明显差异。计算"#$%!型受体&’()与

#%6789:&’()的灰度值的比值，治疗前黄体中期子宫

内膜"#$%!型受体&’()的表达灰度比值为;<=20
>;<50/，治疗后的表达灰度比值为!<;/0>;<01!，治

疗前后比较差异有显著性（!!;<;0）。

图2 养精种玉汤治疗前后子宫内膜"#$%!型受体&’%
()’*%+,’扩增图谱

注：-为.()相对分子质量；!"/为治疗前；0"1为治疗

后

5 子 宫 内 膜"#$%!&’()与"#$%!型 受 体

&’()的相关性 相关分析显示，治疗前后"#$%!
&’()与"#$%!型 受 体 &’()呈 正 相 关 性，’!?
;<=0=，!!;<;;0；’2?;<1@2，!!;<;;!，其散点图示

各点呈直线回归。

/ 受孕情况 经养精种玉汤治疗5个疗程后，22
例患者中有@例自然妊娠，其中!例已足月分娩，其余

0例继续妊娠；/例以人绝经后促性腺激素（A-#）超

促排卵后经丈夫精子人工受精助孕而妊娠，其中!例

双胎妊娠，已剖宫分娩，其余5例继续妊娠。服药后出

生的5名新生儿未见畸形。

讨 论

《女科·受妊》说，胚胎上系于心包而下系于命门，

心者阳也；系命门者通于肾，肾者阴也，阴阳协和，始能

变化生人。而肝为藏血之脏，有疏泄、喜条达而恶抑

郁。肾主闭藏，肝肾协调始得经血条达是为孕育之根

本。因此肝气疏泄，肾气充盈在治疗不孕症中具重要

作用。子宫是孕育胚胎的器官，子宫内膜对胚胎着床

的接受性是决定能否受孕的关键因素之一，各种与生

殖有关的物质诸如性激素、细胞因子、生长因子、免疫

调节物、各种药物等作用于子宫使内膜发育分化而适

于胚胎着床。养精种玉汤之疏肝、补肾的结果必然最

终作用于辨证属肝肾不调不孕妇女的子宫内膜，改善

其接受性而达到受孕目的。

人类子宫内膜在排卵后第@"!;天，即正常月经

周期的第2;"2/天表现出最大的胚泡种植接受性。

"#$系统在子宫内膜存在，"#$%!主要在黄体期子宫

内膜表达，"#$%!型受体与"#$%!具有高亲和力，可

协助溶酶体酶运转，调节"#$%!的功能，直接影响子

宫内膜的发育分化（/）。"#$%!及"#$%!型受体&’%
()在分泌中期子宫内膜间质细胞大量表达，提示其

在间质细胞蜕膜化过程中的作用（0）。子宫内膜分化可

能是+调节"#$%!介导的（5）。子宫内膜存在功能信

号途径，"#$%!与"#$%!型受体结合后经此途径刺激

上皮细胞.()合成及有丝分裂，并呈剂量依赖性（@）。

有研究发现滋养层固定的绒毛柱体上"#$%!&’()
呈梯度形式高表达，侵入最前端浓度最高，提示"#$%
!在滋养层侵入中的作用（=，1）。因此目前认为"#$%!
是与胚泡着床过程有关的生长因子。我们先前的免疫

组化研究已发现，养精种玉汤治疗后原因不明不孕症

患者黄体中期子宫内膜间质细胞"#$%!表达呈强阳

性，治疗前则为弱阳性（待发表）。

本研究结果发现22例原因不明不孕症患者在养

精种玉汤治疗后，黄体中期子宫内膜"#$%!及"#$%!
型受体基因的表达显著高于治疗前的表达，"#$%!
&’()与"#$%!型受体&’()呈正相关性，可能是

养精种玉汤方药中熟地滋肾益精以生血；当归、白芍养

肝和血；山萸肉滋养肝肾，共奏养血滋肾之功，使精血

充、冲任滋而能助孕。加减杜仲、续断以补肝益肾、固

腰补冲任；香附、郁金以疏肝理气解郁；川芎养血活血

行气，通达气血，从而协调刺激子宫内膜"#$%!基因

表达，促进"#$%!介导的子宫内膜分化。"#$%!通过

与高亲和力的"#$%!型受体结合而实现其生物学功
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能。养精种玉汤治疗后!"#$!型受体表达增高，直接

或间接地促进子宫内膜腔上皮与间质细胞相互作用及

!"#$!生物学信息的传递，促进上皮细胞%&’合成

及有丝分裂，两者结合共同调节间质细胞的蜕膜化，蛋

白水解酶的激活，细胞外基质的降解及细胞滋养层的

侵入，产生适合胚泡粘附和侵入的变化，从而提高子宫

内膜的接受性，使得胚泡着床而受孕。推测养精种玉

汤可能通过疏肝益肾的作用，上调卵巢某些基因的表

达，从而促使黄体发育及(分泌增加，促进!"#$!表

达及子宫内膜蜕膜化，直接促进内膜的发育及内膜局

部!"#$!型受体、孕激素受体的表达，!"#$!通过自

分泌和旁分泌机制促进内膜蜕膜化；通过疏肝补肾，调

理整体及内膜、卵巢局部的内分泌环境，使患者恢复到

正常生育妇女状态而受孕。
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《中国中西医结合杂志》第六届编委会名单

名誉总编 季钟朴

总 编 辑 陈可冀

副总编辑 沈自尹 肖培根 陈维养（常务）

顾 问 吴咸中 辛育龄 关幼波 邓铁涛 尚天裕 王永炎 侯 灿

编辑委员 马必生 王一涛 王书臣 王今达 王宁生 王 阶 王学美 王 佩 王宝恩

王硕仁 王雪苔 尹光耀 史大卓 史载祥 刘干中 刘建勋 刘耕陶 刘猷枋

危北海 匡调元 朱 兵 吕爱平 吕维柏 齐清会 孙 燕 李 恩 李乃卿

李大金 李玉光 李连达 李廷谦 李国贤 李国栋 李鸣真 李顺成 李恩宽

杨任民 杨秀伟 时毓民 陈士奎 陈小野 陈冬燕 陈香美 吴伟康 陆付耳

张大钊 张之南 张永祥 张伯礼 张国玺 张亭栋 张荣华 张家庆 张梓荆

林求诚 林志彬 林瑞超 郁仁存 周文泉 周 俊 周霭祥 金益强 赵伟康

唐由之 顾振纶 郭赛珊 徐治鸿 梁晓春 黄晓愚 曹小定 葛秦生 谢宗万

谢竹藩 董福慧 曾晓春 雷 燕 蔡定芳 裴正学 黎磊石 廖家桢 廖福龙

戴瑞鸿
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