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养精种玉汤对原因不明不孕患者子宫内膜基质金属

蛋白酶42表达及性激素调节的影响
吴瑞瑾 周馥贞

摘要 目的 探讨养精种玉汤对原因不明不孕患者黄体中期子宫内膜基质金属蛋白酶42（@@A42）及
其抑制物4)（+B@A4)）表达及性激素调节的影响。方法 采用原位杂交、逆转录聚合酶链反应（C+4A&C）技
术，对$$例原因不明不孕患者服用养精种玉汤前后黄体中期子宫内膜行@@A42及+B@A4)5C!D检测，放
射免疫法测定同期血清雌二醇（3$）、孕酮（A）水平。结果 治疗后黄体中期血清3$水平为（’.)E.%)F
$$*E(’$）G5"-／H，显著高于治疗前水平（(%’E*.*F)(.E1.(）G5"-／H，治疗前后比较，差异有显著性（!!
%E%.）；治疗后血清A水平为（’*E.%$F)2E2’1）<5"-／H，显著高于治疗前水平（((E/1$F).E’.2）<5"-／H，治
疗前后比较，差异亦有显著性（!!%E%)）。治疗后黄体中期子宫内膜腺上皮细胞胞浆、胞核@@A425C!D
阳性颗粒较治疗前加深，间质变化不显著，@@A425C!D表达水平（灰度比值）为%E*)/F%E)1*，显著高于
治疗前水平%E’2%F%E(/%，治疗前后比较，差异有显著性（!!%E%.）；治疗前后+B@A4)5C!D在腺上皮、间
质表达变化不显著，灰度比值分别为%E.11F%E)2)和%E*$)F%E)’*，差异无显著性（!"%E%.）。相关分析
提示，治疗前、后A的差值与@@A425C!D差值呈正相关（"I%E*1$，!!%E%)）。结论 养精种玉汤疏肝、
补肾，提高黄体中期血清A水平，进而促进子宫内膜@@A42基因表达，有利于子宫内膜细胞外基质降解而
适于胚泡种植。

关键词 养精种玉汤；子宫内膜；基质金属蛋白酶42；金属蛋白酶抑制物4)；性激素
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滋养层细胞对着床部位细胞外基质的降解是胚胎

植入的关键步骤之一。基质金属蛋白酶（%’+#43%"+0
’77.-#.+"4(’!"!，//&!）可水解多种细胞外基质成分，
近期研究发现，子宫内膜分泌//&!，与月经发生、内
膜重建、排卵、胚胎植入等有关〔=，>〕。人体内//&!除
受到基因转录水平、酶原激活、组织金属蛋白酶抑制剂

（+4!!$"4(,454+.#!.*%"+’77.-#.+"4(’!"!，?@/&!）的调节
外，还受到激素、药物等的作用。中西医结合治疗原因

不明不孕症疗效良好，但作用机理不详。本研究拟探

讨养精种玉汤加减对辨证属肝肾不调的原因不明不孕

患者治疗前后黄体中期子宫内膜 //&01、?@/&0=
%ABC的表达及其性激素调节的影响，初步探讨养精
种玉汤对子宫内膜胚泡着床接受性的影响。

临 床 资 料

凡婚后未避孕，有正常性生活，同居>年而未曾受
孕者，诊断为不孕症。本研究选取本院>DDD年=D
月—>DD=年=D月收治的原因不明不孕患者>>例，年
龄>E!FG岁，平均（>HI>GJ>IF=）岁；其中原发性不孕

=F例，继发性不孕1例，不孕年限F!K年。患者至少
在F个月内未服用性激素类药物。原因不明不孕症的
诊断标准为：月经周期规则（>HJF）天，基础体温呈双
相型或L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（M>）、孕酮（&）、睾酮、泌乳素测定值正常，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。

方 法

= 治疗方法 >>例患者在每个月的月经干净后
服用养精种玉汤（由熟地=>2 当归=D2 白芍=D2
山萸肉=D2组成）

〔F〕加减治疗，每日=剂，水煎，分>次
服，连续服用K!=D剂为=个疗程，连续F个疗程。其
中肝肾阴虚、腰酸乏力者==例，加杜仲=D2、续断=D2，
以补肝益肾固腰补冲任；胸胁胀满、肝气郁积兼七情所

伤者G例，加香附=D2、郁金N2，以疏肝理气解郁；气滞
血凝、血行不畅者K例，加川芎N2，以养血活血行气，
通达气血。服药期间自测基础体温或预测排卵试纸测

尿黄体生成素峰值监测排卵。

> 测定指标和方法

>I= 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F个疗程后基础体温
上升N!=D天上午H：DD—=D：DD采集静脉血E%7，常
规分离血清后O>DP冻存待测。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OHDP超
低温冰箱保存待测。同时将少量刮出的内膜送病理检

查，证实为分泌中期内膜，无黄体功能不全。

>I> 血清M>、&水平测定 采用放射免疫抗体
包被试管法（美国Q&R公司产品），实验一次完成，批
内精密度图示批内差异!=DS。

>IF 子宫内膜 //&01、?@/&0=%ABC 定位
采用原位杂交技术，根据文献〔G〕并略做修改，新鲜冰冻

组织切片经GS多聚甲醛固定，EDS甲酰胺NDP变性，
蛋白酶T（=DD"2／%7）消化，GS多聚甲醛后固定，酒精
梯度脱水后空气干燥，FKP预杂交>,，于含探针="2／

%7的杂交液中FKP杂交=N,后经缓冲液充分漂洗，蛋
白封闭液封闭，滴加小鼠抗生物素抗体连接物>D%4(，
生物素化羊抗小鼠抗体连接物>D%4(，碱性磷酸酶O
链霉蛋白结合物>D%4(，洗涤后滴加显色液避光>D!
FD%4(或镜检观察至背景显色，蒸馏水终止反应。实
验对照组为无探针的空白对照。显微镜下评定原位杂

交结果，//&01、?@/&0=%ABC阳性反应为细胞胞浆
或胞核内呈蓝色颗粒。//&01探针序列为E’0
CUR?UURCUCUUCC?CRR?U?CRRUR?C?UU??0
CRCR?RU0F’，?@/&0=探针序列为E’0UUCRCRRC0
UCCU?RCCRRCUCRRCRR??C?CRRCURU??C0
F’。由上海生工生物公司合成。

>IG 子宫内膜 //&01、?@/&0=%ABC的半定
量测定 每例患者取=DD%2内膜组织置于玻璃匀浆
器中，采用?#4V.7一步法提取总的核糖核酸（ABC）。
将ABC行甲醛变性聚丙烯酸胺凝胶电泳，紫外观察
仪下观察，见=HW、>HW和EW亚单位F个条带。提取的

ABC样品在波长>ND(%和>HD(%处的吸光度（C）
比值（C>ND／C>HD）保持在=IK!>ID之间，根据C值计
算总ABC浓度。根据基因库设计//&01和?@/&0=
基因引物互补脱氧核糖核酸（6QBC）序列。//&01上
游：E’0CUUC?UUUCCU?CR?UURUC??R?R?U0
F’，下游：E’0CR??UU?RRCRR?UU??RCCR?RCR?R0
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!’，扩增片段长度为"#$%&。’()*+,上游：-’+.’+
/’’/’’/.’/’//.’/0’0+!’，下游：-’+../’..0+
.00/.00’/0/’+!’，扩增片段长度为"$,%&。!+肌动
蛋白（!+12345）为内对照，以矫正加样误差，其上游引物：

-’+./’.0’0.’..’/.’’/.’/0’..0.0’.’/.+!’，
下 游 引 物：-’+0’.’//.0..0.0..’’.’0.00’/+
0/.’/./+!’。扩增的基因片段为$!$%&。采用随机
引物法将670逆转录为2870，采用单管法在*’.9
:;;*.6扩增仪上完成*.6扩增。取:"<逆转录产物
作模板，反应体系-;"<，每管加入,;==><／?))*+@
（或’()*+,）上下游引物各,"<，,;==><／?!+12345
上下游引物各,"<，,;A*.6缓冲液-"<，,-=><／?氯
化镁""<，’1B酶;C""<，加水至-;"<。反应条件

))*+@：@"D预变性!=45,个循环，然后@"D!;E，

-#D!;E，#:D,=45扩增!-个循环，最后#:D延伸-
=45。’()*+,：@-D预变性-=45,个循环，F;D变性

,=45，#:D延伸:=45，然后@-D"-E，F@D:=45扩增

:$个循环，最后#:D延伸-=45。取,;"<*.6反应
产物在,G琼脂糖凝胶中电泳，紫外观测仪下摄像，凝
胶图像分析系统（..8）扫描各电泳带的灰度值，计算

))*+@与!+12345的灰度值的比值，即为子宫内膜

))*+@=670的表达水平，计算’()*+,与!+12345
的灰度值的比值，即为子宫内膜’()*+,=670的表
达水平。所用引物均由上海生工生物公司合成。’H4+
I><试剂、670酶抑制剂、))?J 逆转录酶及 ’1B
870聚合酶均购自上海生工生物公司。

! 统计学方法 应用K*KK,;C;L>HM45N>OE
软件进行统计学分析，实验结果采用均数P标准差
（!!P"）表示，采用配对#检验，直线回归与相关法，

#Q;C;-。

结 果

, ::例患者治疗前后R:、*水平比较 黄体中
期血清R:水平为（"-,C-;,P::FC!":）&=><／?，显著
高于治疗前水平〔（!;"CF-FP,!-C$-!）&=><／?，$"
;C;-〕；治疗后*水平为（"FC-;:P,@C@"$）5=><／?，显
著高于治疗前水平〔（!!C#$:P,-C"-@）5=><／?，$"
;C;,〕。治疗前后R:S*比值分别为,S#"与,S$$，差
异无显著性（#Q;C!,F，$#;C;-）。

: 黄体中期子宫内膜 ))*+@、’()*+,=670
的原位杂交定位分析 发现腺上皮、间质细胞胞浆、胞

核中均有 ))*+@=670表达，以腺上皮细胞表达为
主，腺上皮细胞胞浆顶部阳性染色尤其深，治疗后腺上

皮细胞阳性颗粒较治疗前深，间质变化不明显。子宫

内膜间质、腺上皮细胞胞浆、胞核中均有’()*+,
=670的表达，以间质细胞表达为主，在毛细血管和螺
旋动脉平滑肌细胞胞浆中也有表达，治疗前后变化不

显著。

! :: 例患者治疗前后子宫内膜 ))*+@、

’()*+,=670表达的变化（即6’+*.6扩增))*+@
=670、’()*+,=670的琼脂糖电泳结果） 见图,、

:。图,中治疗后（-$$泳道）"#$%&的))*+@=670
条带较治疗前（,$"泳道）条带亮，而治疗前后$!$%&
的!+12345=670条带亮度无明显差异。计算))*+@
=670与!+12345=670的灰度值的比值，治疗前黄
体中期子宫内膜 ))*+@=670的表达灰度比值为

;C"@;P;C!#;，治疗后表达灰度比值为;CF,#P;C,$F，
治疗前后比较，差异有显著性（$";C;-）。图:中治
疗前（,$"泳道）、治疗后（-$$泳道）"$,%&的

’()*+,=670条带亮度无明显差异，治疗前后$!$
%&的!+12345=670 条带亮度无明显差异。计算

’()*+,=670与!+12345=670的灰度值的比值，治
疗前、后黄体中期子宫内膜’()*+,=670的表达灰
度比值分别为;C-$$P;C,@,和;CF:,P;C,"F，治疗
前后比较，差异无显著性（$#;C;-）。灰度值比值治
疗后))*+@S’()*+,为;C$@S,较治疗前;C#@S,较
接近,S,，但差异无显著性（$#;C;-）。

" 治疗前后子宫内膜 ))*+@、’()*+,=670
与性激素的相关性分析 治疗前、后*的差值与

))*+@=670 差值呈正相关性（%Q;CF$:，$"
;C;,）；而R:的差值与 ))*+@=670差值无相关性
（$#;C;-）；治疗前后R:的差值、*的差值与’()*+,
=670差值无相关性（$#;C;-）。

- 受孕情况 经养精种玉汤治疗!个疗程后，::
例患者中有F例自然妊娠，其中-例足月分娩，,例因
胎膜早破于!-T周早产；"例以人绝经后促性腺激素
（U)/）超促排卵后经夫精人工受精助孕而妊娠，其中
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!例双胎妊娠，剖宫产分娩，其余"例足月分娩。服药
后出生的!!名新生儿未见畸形。

讨 论

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、酶及药

物等作用于子宫使内膜发育分化而适于胚胎着床。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，阴阳协调，始能变化生人。而肝为藏血

之脏，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

盈在治疗不孕中具重要作用。养精种玉汤具疏肝、补

肾之功能，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。

近期研究表明，子宫内膜分泌 ##$%，其中

##$&’是’()*+胶原酶，可降解细胞外基质、基底膜
成分，尤其是胶原酶!、"。有学者用免疫组化法发现

##$&’在整个月经周期均有表达，分泌中、晚期及围
月经期表达最高，提示其在月经发生及种植中的作

用〔,，-〕。动物实验〔.〕发现##$&’及/0#$&"特异表达
于小鼠胚胎着床区，并参与调节胚胎着床过程中的细

胞外基质降解。##$%的活性受到基因转录的调控、
酶原的活化及/0#$%对其溶蛋白抑制等方面的调节。

##$&’的调节仍不清，但至少部分由性激素〔(，,，1〕、生
长因子、细胞因子及药物的调节。2)34456等〔,〕研究发
现，在分泌早、中期孕酮分泌达高峰时，腺上皮分泌到

宫腔的##$&’达最高峰，提示孕激素可能刺激内膜
分泌##$%。但也有学者发现分泌早期孕激素分泌高
峰时各种##$几乎无表达，说明孕激素可能抑制内
膜分泌##$〔(〕。
本研究结果提示养精种玉汤治疗原因不明不孕患

者，促进黄体中期雌孕激素水平升高，子宫内膜##$&

’789:基因的表达增高并与孕激素水平相关。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，从而使原因不明不孕患者子宫内膜局

部，主要是腺上皮细胞##$&’789:表达增高，进而
调节其蛋白翻译，协调 ##$&’：/0#$&!的比值，

##$&’活性增高，蛋白水解酶的激活有利于子宫内膜
细胞外基质降解、细胞间连接疏松及细胞滋养层的侵

入；##$&’;/0#$&!比率平衡，不至于造成细胞外基
质降解受阻或过分降解，滋养层细胞侵入子宫内膜失

败或过度侵入，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。由此

推测，养精种玉汤可能通过疏肝、益肾的作用，调理整

体及卵巢局部的内分泌环境，上调卵巢某些基因的表

达从而促使黄体发育，孕激素分泌增加，<(;$比率协
调，最终作用于辨证属肝肾不调不孕妇女的子宫内膜，

促进子宫内膜分化及细胞外基质降解，改善其对胚泡

的容受性，使患者恢复到正常生育妇女状态而受孕。
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中西医结合治疗男性乳房异常发育症MA例

汤鲁霞> 胡慧华;

>N煤炭总医院肿瘤科（北京 ><<<;A）；;N北京中医药大学中药学

院

男性乳房异常发育症是发生在中、老年男子乳晕下的扁圆

形肿块或乳房隆起，中医学谓之成年男子乳疬。笔者于>JJA
年>月—;<<2年2月在临床上以中西医结合方法治疗男性乳
房异常发育症MA例，效果满意，现报道如下。
临床资料 本组病例均符合男性乳房异常发育症诊断参

考标准（林毅4现代中医乳房病学4北京：人民卫生出版社，

;<<2?;;<）。MA例均为煤炭总医院肿瘤科患者，其中住院>例，
门诊MO例。年龄2A!O2岁，平均（==N<PMNA）岁；病程>!>M
个月，平均（>N2;P>NAJ）个月。临床表现为：发病乳房的乳晕
下可触及孤立的结节，质地较韧，边缘清楚整齐，活动良好，与

皮肤无黏连，直径为;!=7.，有胀痛感，或刺痛、跳痛，有压痛
或触痛。部分患者伴有精神郁闷、胸胁胀满、夜寐欠佳、腰膝酸

软、性功能减退等。通过近红外扫描、彩色多普勒超声检查、头

颅BD及内分泌检查等，排除男性乳腺癌，脑垂体肿瘤及治疗
前列腺病变药物引起的乳腺肥大。

治疗方法 自拟具有疏肝补肾、行气活血、化痰散结功能

的“消疬汤”内服，主要药物组成为：三棱><H 莪术><H 青
皮><H 陈皮><H 柴胡><H 元胡><H 海藻>=H 昆布

>=H 白芍>=H 赤芍>=H 生麦芽2<H 焦山楂><H 仙茅

>;H 仙灵脾>;H 鹿角胶><H 枸杞子>;H 菟丝子>;H，水
煎服；口服甲基睾丸素=.H，每日;次；复合维生素Q;片，每日

2次；维生素B><<.H，每日2次。2<日为>个疗程。
结 果

> 疗效评价标准 显效：乳房疼痛完全消失，肿块完全消
失；有效：疼痛完全消失，肿块较原来缩小;／2以上；无效：肿块
大小无变化。

; 治疗结果 本组MA例患者中，治愈2@例，有效><例，

无效;例，治愈率O=N<R，总有效率J=NAR。
典型病例 盛某，男，O2岁，住院号：OJJ@。>JJA年O月>=

日因左乳肿块疼痛;月余住院治疗。患者左乳有肿块，疼痛，
伴乏力、睡眠欠佳、双膝酸软，有脑梗塞病史。查体：左乳晕下

可触及一肿块，约27.S27.，呈扁形纽扣状，质地较韧，与皮肤
无黏连，有压痛，双腋下淋巴结未触及。彩色多普勒超声检查：

左乳头下方可探及直径;N>A7.、厚<N@M7.之乳腺组织，内结
构紊乱，回声减弱，未见异常血流信号。诊断：男性乳房异常发

育症。中医诊断：乳疬。证属肝郁肾虚、气滞血瘀。治以疏肝

补肾、行气活血、化痰散结。给予消疬汤原方内服，并按照上述

治疗方法中的剂量给予口服甲基睾丸素=.H，每日;次；复合
维生素Q;片，每日2次及维生素B><<.H，每日2次等药物。
治疗>周后疼痛明显减轻，肿块缩小，>=日后疼痛消失，>个月
后肿块消失，病情痊愈出院，=年后随访未复发。
体 会

男性乳房异常发育症属于中医学“乳疬”之范畴。乳疬之

生乃是肾精不足，肝气郁滞所致，治疗总在疏肝补肾、行气活

血、化痰散结。方中用柴胡、青皮、陈皮疏肝行气；赤芍、白芍、

三棱、莪术、元胡养血活血、行气止痛；海藻、昆布化痰散结；仙

茅、仙灵脾、鹿角胶、枸杞子、菟丝子补肾益精，全方共奏疏肝补

肾、消痛散结之效。

目前大多数学者认为本病与内分泌激素紊乱有关。主要

是与体内雌激素、睾酮、孕酮、催乳素等激素的分泌、代谢以及

它们之间的平衡失调有关。因此，笔者在治疗中给予口服甲基

睾丸素以对抗雌激素作用；给予复合维生素Q、维生素B有保
肝作用，有利于雌激素在肝脏的分解，从而也有利于本病的缓

解，达到保肝益肾，合理调节内分泌，使体内激素水平保持相对

平衡。从本组病例治疗效果来看，运用中西医结合方法，疗效

显著，且无明显不良反应。

（收稿：;<<2L>>L;@ 修回：;<<ML<;L<M）
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