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二至天癸方对小鼠卵细胞质量影响的实验研究
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摘要 目的 观察二至天癸方在体外受精2胚胎移植过程中对卵细胞质量的影响。方法 将(%只小鼠

随机分为;组：结合组〔给二至天癸方加人绝经期促性腺激素（<=>）〕、中药组（给二至天癸方）、激素组（给

<=>）、对照组（给生理盐水），并进行排卵和卵裂试验，观察中药对卵细胞质量的影响。结果 结合组与激

素组在促排卵数量上差异无显著性，但在卵细胞形态学评分及受精率、卵裂率中比较差异均有显著性（!!
%*%’），以结合组为优。结论 二至天癸方可与西药发挥协同作用，并能提高卵细胞质量。
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不孕症是严重影响育龄夫妇双方身心健康的世界

性问题，国内研究中药诱导排卵治疗不孕症，主要集中

于临床研究方面，以动物实验阐明其作用的报道不多。

本研究采用现代生殖医学的观察指标，将中医药与现

代辅助生殖技术相结合，对二至天癸方在促卵细胞发

育、受精及卵裂过程中的作用加以分析，探讨其在改善

卵细胞质量中的作用机理，为本中药方在辅助生殖技

术中的应用提供依据，从一个侧面反应中医调经种子

理论在辅助生殖技术中的指导价值，进而为试管婴儿

领域开拓新思路、新途径。

材料与方法

) 动 物 健 康 昆 明 种 小 鼠，("$周 龄，体 重

（.’Z’）C，山东大学医学院动物中心提供；雌性在本室

饲养)周后用于实验。根据小鼠阴道涂片动情周期的

表现〔)〕，选用动情间期小鼠(%只和有性交经验的雄性

小鼠;%只。

& 药物和试剂 二至天癸方由女贞子、旱莲草、

枸杞子、菟丝子、当归、白芍、川芎、熟地黄、制香附、炙

甘 草 等 组 成。 人 绝 经 期 促 性 腺 激 素（9N347
3,7"O4NK4-C"74T"IL"O57，<=>，中国丽珠集团丽宝

生物化学制药有限公司生产，批号%&%.&.;），人绒毛

膜促性腺激素（9N34789"L5"758C"74T"IL"O57，<V>，

上海生物化学制药厂生产，批号%%)&&%)），%".天胚

胎培养液（[2)，3,T5N3H5I9C,7I435857），血清替代品

（KR7I9,I58K,LN3KNJKI5INI,，DDD）。

. 分组与给药情况 将(%只雌性小鼠随机分

为;组，即结合组、中药组、激素组和对照组，每组&%
只，每笼;只小鼠，雌雄分笼饲养，自由进食和饮水，饲

养室的温度保持在（&%Z)）\，相对湿度约’%]，自动

控制光照)&9，黑暗)&9，每日)(：%%灌胃给药。结合

组、中药组给二至天癸方，激素组和对照组给等量生理

盐水；中药剂量按成人每日服用量（即每日)剂两煎共
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!""#$，含生药%!&’）计算〔(〕，以人的标准体重&")’换

算成!*’体重小鼠的每日+倍量，即每只雌性小鼠每

日服用中药%,-#$（雄性小鼠不服药），连续给药%%
天，最后一次给药后，结合组与激素组同时腹腔注射

./0%(1，中药组、对照组注射等量生理盐水，-+2后

+"只小鼠同时腹腔注射.30%(1，并进行胚胎体外

培养（按体外授精4胚胎移植技术要求进行操作）。

- 排卵试验 注射.30次日上午%"：""，-组

中每组分别随机取%"只小鼠脱颈处死，解剖取出输卵

管，在体视镜下用%#$注射针划破输卵管壶腹部，收集

被黏液团和颗粒细胞包裹的卵子，观察正常和异常卵

子数目。

* 卵裂试验 注射.30同时，将每组剩余%"
只小鼠按雌5雄6%5%比例分别合笼饲养，-"2后同上

法处死小鼠，解剖取出输卵管，%#$注射针冲洗一端，

使受精卵从另一端流出，收集受精卵于含74%液的-
孔培养皿中，并在*839( 培养箱中培养，定时（(-、

-+、:(、;&、%("2）观察受精卵的发育情况（包括受精、卵

裂情况）。正常情况下，(细胞期鼠胚培养(-2后即发

育到+细胞期，培养-+2后到桑椹胚期，:(2后到囊胚

期，到;&2后开始有鼠胚孵出。在计算鼠胚孵出率时，

以培养%("2的鼠胚为准。

& 统计学方法 由7</=（>?@(,"）华西医科大

学卫生统计教研室提供）统计软件处理，采用!检验和

!(检验。

结 果

% 各组小鼠卵泡计数和排卵数情况 见表%。

结合组与激素组两组排卵数比较差异无显著性，但二

者与中药组和对照组比较差异有显著性（"!","*）。

提示 二 至 天 癸 方 不 减 少 超 排 卵 方 案 中 卵 细 胞 的

数目。

表! 各组小鼠卵泡计数和排卵数比较

组别 鼠数
卵细胞计数

（个）
排卵数

（个，"#A$）

结合 %" !+- !+,-"A(&,;%#$

中药 %" %"% %",%"A*,!(
激素 %" !:; !:,;"A(:,%+#$

对照 %" +; +,;"A*,("

注：与对照组比较，#"!","*；与中药组比较，$"!","*

( 各组小鼠卵细胞质量的观察结果 见表(。

在排卵数目检查的同时，对卵细胞形态进行评价，异

常，包括卵胞浆不饱满，颗粒细胞分布不均匀等。结果

显示，激素在增加卵细胞的同时，异常卵细胞亦明显增

加，而配合二至天癸方能在不减少卵细胞数目的前提

下，有效提高卵细胞的质量，但两种异常卵细胞之间比

较差异无显著性。

表" 各组小鼠卵细胞形态比较 〔个（8）〕

组别
卵细胞数

（个）

卵胞浆

饱满 固缩

颗粒细胞

松散 致密

结合 !+- (:+（:(,-）#$%"&（(:,&）(+%（:!,(）#$%"!（(&,+）

中药 %"% :;（:+,(）#$ ((（(%,+） +"（:;,(）#$ (%（(",+）

激素 !:; (%;（*:,+） %&"（-(,(）("&（*-,-） %:!（-*,&）

对照 +; *!（*;,&） !&（-",-） *!（*;,&） !&（-",-）

注：与对照组比较，#"!","*；与激素组比较，$"!","*

! 各组小鼠卵裂和受精卵情况的观察结果 见

表!、表-。培养(-2后，结合组有%+:个卵细胞发育

至+细胞期，激素组有%";个卵细胞发育至+细胞期，

两组比较差异有显著性（"!","*）。培养:(2后，结

合组的鼠胚大都已发育至囊胚期，而激素组的鼠胚则

显示出发育迟缓，部分仍停留在(细胞期，其中有的细

胞大小均匀，形状规则，透明带完整，胞质均匀清晰，没

有颗粒现象，表明鼠胚虽然停止发育但并未退化死亡；

有的细胞大小明显不均匀，细胞皱缩，形状不规则，胞

质有明显颗粒现象，表现细胞已出现退化融解。培养

到:(2时，结合组有%**个鼠胚发育至囊胚期，激素组

只有&&个鼠胚发育至囊胚期，两组比较差异有显著性

（"!","*）。结合组囊胚内细胞团清晰，细胞数目较

多，滋养层细胞饱满，激素组鼠胚内细胞团细胞数目较

少，滋养层细胞散在，结构松散。培养;&2，结合组有

+:个鼠胚孵出，激素组有(:个孵出，两组比较差异有

显著性（"!","*）。在不同时间对受精卵的发育情况

进行评价的结果显示，早期鼠胚发育的进程中，./0
有增加卵细胞数目的作用，但卵的受精率和胚胎卵裂

能力均较低，异常和终止发育的卵裂球增加；而配合二

至天癸方，则卵的受精率及胚胎卵裂能力无明显降低，

异常卵裂球亦少于激素组。

表# 各组小鼠不同培养时间卵裂球观察结果比较 〔个（8）〕

组别 受精卵数 +细胞期／(-2 桑椹胚／-+2 囊胚期／:(2 囊胚孵出／%("2
结合 ("% %+:（;!,"）#$ %&;（+-,%）#$%**（::,%）#$+:（-!,!）#$

中药 -; -*（;%,+）#$ -%（+!,:）#$ !&（:!,*）#$("（-",+）#$

激素 %!( %";（+(,&） +:（&*,;） &&（*","） (:（(",*）

对照 -% !!（+",*） !"（:!,(） (!（*&,%） %%（(&,+）

注：与对照组比较，#"!","*；与激素组比较，$"!","*
表$ 各组小鼠受精卵情况比较 〔个（8）〕

组别 卵子数 受精卵细胞数 正常卵裂球 异常卵裂球

结合 !:+ ("%（*!,(）# %:(（+*,&）# (;（%-,-）

中药 ;% -;（*!,;）# -(（+*,:）# :（%-,!）

激素 !+% %!(（!-,:） ;"（&+,(） -(（!%,+）

对照 +! -%（-;,-） !"（:!,(） %%（(&,+）

注：对激素组比较，#"!","*

讨 论

“肾气盛、天癸至”在中医学理论中描述的是肾气、
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天癸在女性生长、发育、生殖过程中的重要作用。肾藏

精，主生殖，肾精与天癸是促进生殖的精微物质，可以

说是促使卵细胞发育的源泉。肾中阴阳动态平衡遭到

破坏，阴精失于润泽，阳气不能施化，天癸艰于泌至，冲

任之气行涩，均可致不孕。肾气充盛，封藏有权，天癸

产生至成熟，通达冲任，使任通冲盛，聚阴血以注于胞

宫，周而复始，以至行经孕育。因此肾气不足可成为卵

细胞发育障碍的基础病机；补肾益天癸，养血调冲任对

生殖功能有明显的促进作用已成为共识。

!"#$年第一例试管婴儿的诞生后，随着体外受

精%胚胎移植（&’(%)*）技术的推广和应用，使用药物

超排卵已是不可缺少的环节之一。但在临床应用中仍

有一些不足之处，如价格昂贵，妊娠率偏低，原因之一

可能为+,-对卵子质量、生殖内分泌激素及子宫内

膜容受性的某些不良影响，尤其是可使子宫内膜发育

延迟或提早成熟，改变内膜与囊胚发育的同步性〔.〕；流

产的发生率较自然妊娠高〔/〕；我们对行&’(%)*的患

者在超排卵的过程中，配合二至天癸方可与西药发挥

协同作用，在不减少临床促排卵疗效的前提下，提高卵

细胞质量，进而提高受精率、卵裂率和妊娠率〔0〕，其作

用机理与促卵细胞发育、改善生殖内分泌环境、调整免

疫功能及提高子宫内膜容受性的中药整体调节作用有

关。目前体外培养条件仍达不到体内生理状态下受精

和胚胎发育的条件。昆明种小鼠是我国目前使用广泛

的一种远交品系小鼠，其早期胚胎在体外培养中表现

出严重的1细胞期阻滞现象〔2〕，我们的研究发现，激素

组鼠胚在培养过程中，有!/3/4停滞在1细胞期而不

再向前发展，加服二至天癸方的小鼠有".354的1细

胞鼠胚向前发育，说明二至天癸方有促使早期胚胎细

胞发育的作用。早期鼠胚的生命活动主要表现为细胞

的分化和增殖，本研究结果显示，服用二至天癸方可促

进早期胚胎的分化和发育。

将中医药理论应用于试管婴儿技术领域虽然已有

报道〔#〕，但对其机理的认识仍处于起步阶段。笔者认

为中西医结合能够互相取长补短，发挥中药整体调节

之优势，在提高西药疗效的同时，并可消除或降低西药

毒副反应，使用药量减少，费用降低，而且可改善患者

免疫功能，不易产生耐药性等，但联合用药对卵细胞促

熟因子基因表达的影响需做进一步的研究。
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