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补肾助孕汤对小鼠生殖能力影响的实验研究

李小妮　李雅璇　周吉海　谭季春

摘要　目的　探讨中药补肾助孕汤对小鼠生殖能力的影响。方法　
9"

只昆明雌性小鼠随机分为实验

组与对照组。实验组每天
!

次经鼠胃管灌注补肾助孕汤，对照组同时给予生理盐水灌胃，分别于给药
#"

、
!"

天处死小鼠，每次每组
#4

只，放射免疫法检测血清雌二醇和孕酮水平；
A:

染色，行子宫、卵巢组织形态学观

察；免疫组化法测定子宫内膜白血病抑制因子（
16BC+6;<+ <D.<E<=0,F G+-=0,

，
H'I

）、表皮生长因子（
6J<K6,


;+1 L,0M=. G+-=0,

，
:NI

）和降钙素（
-+1-<=<0D<D

，
%(

）表达。结果　给药
#"

、
!"

天，实验组小鼠子宫、卵巢

重量，血清雌二醇、孕酮水平以及子宫内膜
H'I

、
:NI

、
%(

表达均较对照组同期增加，差异有统计学意义

（
O P"


"4

，
O P"


"#

），且以给药
!"

天作用为优（
O P"


"4

）。组织学检查显示，实验组小鼠卵巢各级卵泡数

目增加，子宫内膜腺体数目增多，子宫内膜增生，复层排列，基质细胞增多，以给药
!"

天最明显。结论　补肾
助孕汤可以促进小鼠生殖器官的发育，促进雌二醇、孕酮分泌及卵泡生长；增加子宫内膜的容受性，从而增强

其生殖能力。

关键词　补肾助孕汤；生殖能力；白血病抑制因子；表皮生长因子；降钙素
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；
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；
6J<K6,


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；
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　　尽管体外受精 －胚胎移植（
<D V<=,0 G6,=<1<?+=<0D


6;E,F0 =,+DQG6,

，
'/I


:(

）技术及超排卵药物有了长

足进步，但其胚胎种植率仍未令人满意，影响种植的关

键为胚胎质量和子宫内膜容受性。如何改善子宫内膜

容受性，提高种植率是目前需要解决的问题［
#

］。已有

研究发现，白血病抑制因子（
16BC+6;<+ <D.<E<=0,F
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G+-=0,

，
H'I

）［! －5］、表皮生长因子（
6J<K6,;+1 L,0M=.

G+-=0,

，
:NI

）［5 －9］、降钙素（
-+1-<=<0D<D

，
%(

）［_，7］等细

胞因子在子宫内膜容受性或胚胎种植的窗口期起至关

重要的作用，而传统中医药在不孕症治疗方面曾起到

重大的作用。本研究依据中医“肾藏精，主生殖”和

“调经种子”理论，通过动物实验探讨《中医妇科学》［8］

所载方剂补肾助孕汤对小鼠生殖能力的影响，为临床

应用提供理论依据。

材料与方法

#

　动物　清洁级昆明雌性小鼠
9"

只，由中国医

科大学实验动物中心提供，动物合格证号：
]%X^

（辽）

!"#"

－
"""8

，
7

～
#!

周龄，体重
!4

～
$" L

，未交配。

饲养：室温
!#

～
!!

℃，湿度
9_`

～
_4`

，光照明暗时

间比为
#5 .a#" .

，能自由获取食物和水。

!

　药物及制备　补肾助孕汤方剂组成：紫石英、
川芎、川椒、川牛膝、续断、当归、赤芍、白芍、淫羊藿、菟

丝子、枸杞子、香附、桂心、丹皮。全部中药购于天益堂

大药房，经辽宁省中医药大学药学院中药鉴定教研室

鉴定。按常规煎药法制备，并将所得药液过滤，含生药

!9_ ;La;H

，相当于
9" CL

成人用药等效剂量，存于

5

℃冰箱待用。
$

　试剂及仪器　兔抗人
H'I

（
R\#!$8

）、
:NI

、

%(

单克隆抗体，生物标记素标记的羊抗兔
'LN

（武汉

博士德），即用型
]\R%

试剂盒和
T\R

显色试剂盒

（武汉博士德）；血清雌二醇、孕酮放射免疫检测试剂

盒购于美国
TO%

公司。光学显微镜，日本
3'^Z3

；美

国
TO% N\*RY(#"

探头 γ记数器；岛津 [/


!9""

型紫外可见分光光度计；
R<0 (6-C

全自动酶标仪；
*'


]\$""

多媒体图像分析系统。

5

　分组及给药　采用完全随机分组方法，将小鼠
分为实验组（

$"

只）和对照组（
$"

只），实验组进一步

分为实验
#

组（给药
#"

天，
#4

只）和实验
!

组（给药

!"

天，
#4

只）。以生药剂量比根据文献［
#"

］折算，依

照成人单位体重生药量求得小鼠单位体重用药剂量

后，再扩大
#"

倍给药，亦即
!


9_ La

（
CL

·
K

），实验组

小鼠每天
!

次（
9

：
""

和
#7

：
""

）经鼠胃管灌注；对照

组常规饲养，每日于同一时间给予同体积生理盐水

灌胃。

4

　标本采集　分别于给药
#"

、
!"

天后断颈处死

实验组和对照组小鼠，每组每次
#4

只。实验组和对

照组均心脏取血；横向剪开腹壁，找到子宫及卵巢，观

察并记录对照组及实验组子宫、卵巢形态，并称重，所

取组织用
5`

多聚甲醛固定，准备组织学检查和免疫

组化检查。

9

　血清雌二醇和孕酮测定　采用放射免疫法检
测小鼠血清雌二醇和孕酮含量。分离血清，采用

N\*RY(#"

探头γ记数器放免测定小鼠雌二醇及孕
酮水平。

_

　子宫、卵巢组织
A:

染色　石蜡包埋所取组织
后，切片至

5 μ; 厚度，再经二甲苯脱蜡，梯度酒精脱
水，苏木素染色

7 ;<D

；之后水洗、盐酸乙醇化，再经伊

红染色
# ;<D

，梯度酒精脱水，二甲苯透明，最后以中

性树脂封片。

7

　免疫组化法测定子宫内膜
H'I

、
:NI

和
%(

表达

7


#

　操作步骤　切片常规脱水，蒸馏水
#" ;<D

室温洗
$

次后，浸入
"


"# ;01aH

枸橼酸盐缓冲液，加

热至沸腾，间隔
4 ;<D

，再浸入枸橼酸盐缓冲液内；冷

却后，以
"


# ;01aH OR]

洗涤
!

次，加抗原修复液Ⅰ
室温

#" ;<D

，
"


# ;01aH OR]

洗涤
$

次，滴山羊血清

封闭室温
5" ;<D

。之后将切片分别滴加兔抗人
H'I

、

:NI

、
%(

单克隆抗体，
5

℃过夜，
"


# ;01aH OR]

洗涤

! ;<D $

次，滴加生物素化山羊抗小鼠
'LN

，
$_

℃
$" ;<D

，
"


# ;01aH OR]

洗涤
! ;<D $

次。滴加试剂

]\R%

，
$_

℃
!" ;<D

，
"


# ;01aH OR]

洗涤
4 ;<D 5

次，应用
T\R

显色试剂盒，室温显色。洗涤，苏木素

轻度染色
$" Q

，水洗、酒精梯度脱水、透明、中性树脂

封闭，显微镜观察拍照，并以
OR]

代替一抗和二抗作

为空白对照。

7


!

　结果判定　染色结束或在阴性对照无特
异性着色情况下对切片进行判读，阳性细胞必须符

合下列要求：（
#

）棕黄色颗粒为特异染色。镜下组织

细胞结构清楚，阳性颗粒定位好，染色明显高于背

景。（
!

）通过
*']\$""

多媒体图像分析系统进行分

析：每张切片用显微镜摄像头（
!""

×）随机选取
4

个区域，将图像输入计算机，以阳性细胞灰度值代表

染色强度，以任意单位
[

表示，反映
%(

、
:IN

、
H'I

的

含量。

8

　统计学方法　应用
]O]] #_


"

软件包，计量

资料以
W

±
Q

表示，进行单因素方差分析，
O P"


"4

为

差异有统计学意义。

结　　果

#

　各组小鼠子宫和卵巢重量比较（表
#

）　实验
#

组和实验
!

组小鼠子宫和卵巢重量较对照组同期明

显增加，差异均有统计学意义（
O P "


"4

，
O P "


"#

），

且实验
!

组优于实验
#

组（
O P"


"4

）。
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表
#

　各组小鼠子宫、卵巢重量及性激素水平比较 　（
W

±
Q

）

组别
D

给药时间 子宫（
L

） 卵巢（
L

） 雌二醇（
DLa;H

） 孕酮（
DLa;H

）

对照
#4 #"

天
"

．
$"

±
"

．
"8 "

．
"4#

±
"

．
"#7 7$

．
7

±
#_

．
$ #

．
$

±
#

．
7

实验
# #4 #"

天
"

．
54

±
"

．
#5


"

．
"9!

±
"

．
"!#


88

．
!

±
$#

．
5


$

．
5

±
#

．
8



对照
#4 !"

天
"

．
$#

±
"

．
"9 "

．
"58

±
"

．
""8 74

．
#

±
!"

．
_ #

．
_

±
#

．
4

实验
! #4 !"

天
"

．
4$

±
"

．
#!

△
"

．
"_9

±
"

．
"$5

△
#"8

．
!

±
!"

．
8

△
$

．
_

±
!

．
#

△

　　注：与对照组同期比较，
O P"

．
"4

，
O P"

．
"#

；与实验
#

组比较，△
O P"

．
"4

；表
!

同

　　
!

　各组小鼠性激素水平比较（表
#

）　实验
#

组

和实验
!

组小鼠血清雌二醇和孕酮水平均明显高于对

照组同期，差异有统计学意义（
O P "


"4

，
O P "


"#

），

且实验
!

组优于实验
#

组（
O P"


"4

）。

$

　各组小鼠子宫和卵巢形态学比较（图
#

）　实
验组小鼠子宫内膜腺体数目增加，局部腺体增大，腺腔

扩大，腺体上皮细胞核数目增加，子宫内膜增生，复层

排列，间质细胞增多；对照组小鼠子宫内膜腺体和间质

细胞清晰，子宫内膜完整。实验
#

组及实验
!

组小鼠

卵巢增大，初级卵泡、次级卵泡数均增多，间质细胞轻

度黄素化，以实验
!

组最为明显；对照组小鼠卵巢初级

卵泡、次级卵泡清晰，未见黄素化现象。

　　注：
\

为对照组
!"

天小鼠子宫；
R

为实验
!

组小鼠子宫，箭

头所示为子宫内膜；
%

为对照组
!"

天小鼠卵巢；
T

为实验
!

组小

鼠卵巢；箭头所示为各级卵泡

图
#

　对照组与实验
!

组小鼠子宫内膜及

卵巢组织形态学改变　（
A:

，×
#""

）

5

　各组小鼠子宫内膜
H'I

、
:NI

和
%(

表达比较

（表
!

，图
!

）　在小鼠子宫内膜中
H'I

、
:NI

表达于腺

上皮细胞及基质细胞浆中，呈棕黄色颗粒，
H'I

表达以

腺上皮细胞为主。实验
#

、
!

组小鼠腺上皮细胞及基

质细胞浆中
H'I

、
:NI

表达较对照组同期明显增强（
O

P "


"#

，
O P "


"4

），且实验
!

组优于实验
#

组

（
O P"


"4

）。在小鼠子宫内膜中
%(

表达于腺上皮细

胞浆中，呈棕黄色颗粒。实验
#

、
!

组小鼠
%(

表达较

对照组同期增强，差异有统计学意义（
O P"


"#

），且实

验
!

组优于实验
#

组（
O P"


"4

）。

表
!

　各组小鼠子宫内膜
H'I

、
:NI

和
%(

表达比较　（
W

±
Q

）

组别
D

给药时间
H'I :NI %(

对照
#4 #"

天
#$7

．
"_

±
9

．
!_ #54

．
7!

±
#"

．
74 #$9

．
$!

±
9

．
$_

实验
# #4 #"

天
#55

．
95

±
$

．
!"


#4_

．
$9

±
#9

．
!5


#5!

．
7_

±
$

．
!"



对照
#4 !"

天
#$8

．
#_

±
9

．
!$ #54

．
77

±
#"

．
$4 #$_

．
"!

±
9

．
#_

实验
! #4 !"

天
#44

．
4$

±
$

．
##

△
#_9

．
#!

±
#4

．
8$

△
#4"

．
"!

±
7

．
!#

△

图
!

　各组小鼠子宫内膜
H'I

、
:NI

及
%(

表达情况

（免疫组化染色，×
!""

）
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讨　　论

根据中医“肾藏精，主生殖”和“调经种子”等理

论，采用补肾助孕汤其宗旨系在于“补肾、活血、化瘀

及调经”。方中重用紫石英，《本草便读》云，紫石英温

营血而润养，可通奇脉，镇冲气之上升，故本方用其温

肾暖宫。现代认为，紫石英主要化学成分是氟化钙

（
%+I

!

），有兴奋卵巢分泌功能［
##

］，而且紫石英具有雌

激素样作用，并可升高雌激素水平，使育龄妇女基础体

温由单相型转变为双相型［
#!

，
#$

］。此外，药理研究证

实，当归对子宫有双向调节作用，可调整子宫收缩节

律，加速子宫的血液循环，确保子宫的供血供氧；当归

还可以使体内前列腺素维持正常水平。香附对子宫有

抑制其收缩、缓解其痉挛的作用。川芎、桂心、丹皮可

改善微循环，川芎还可提高机体的耐缺氧能力［
#5

］。

就方剂整体而言，国内的研究已经证明，补肾助孕

汤可明显提高不孕妇女血浆中黄体生成素（
1B=6<D<


?<DL .0,;0D6

，
HA

）和卵泡刺激素（
G011<-16


Q=<;B1+


=<DL .0,;0D6

，
I]A

）的含量［
8

］，而
I]A

不仅能刺激

卵泡生长发育，在少量
HA

参与下，还可使发育的卵巢

泡分泌雌激素。与本研究观察到的卵巢重量增加以及

雌二醇、孕酮含量增加的结果相吻合。

尚有研究显示，中药补肾方剂可以从促进子宫内膜

腺体和间质发育同步，促进卵巢黄体细胞的增生和改善

黄体细胞的发育，提高黄体功能［
#4

］。吴云霞等［
#9

］对小

鼠子宫内膜容受性进行研究发现，中药补肾益气活血汤

通过其雌激素样活性，加强雌激素与其受体相互作用，

使子宫内膜蜕膜化来促进着床。陈秋梅等［
#_

］对排卵障

碍性患者应用调经孕育方药治疗，经治疗后刮取子宫内

膜进行组织学观察发现，调经孕育方药可明显改善子宫

内膜容受性，促进内膜组织增殖和分泌。丁彩飞等［
#7

］

运用助孕汤补肾温阳、养血活血，增加
'/I


:(

患者因克

罗米芬引起的抗雌激素作用的内膜厚度，促进子宫内膜

血流状况，从而提高妊娠率。夏誉薇等［
#8

］研究发现女

贞孕育汤可养血补肾，使子宫内膜增殖，且雌、孕激素受

体、
:NI

受体等的表达明显增强。而本研究也发现补肾

助孕汤可以促进子宫和卵巢的发育，促进子宫内膜腺体

的发育，增加各级卵泡数目。

探讨补肾助孕汤与
H'I

、
:NI

及
%(

这一类细胞

因子的关系，是本研究的亮点之一。近来发现，
H'I

在

不明原因所致的不孕症妇女中起关键作用，
*+,<66 3

等［
!"

］发现
'/I

反复失败的妇女子宫内膜腺上皮
H'I

表达水平较正常妇女低，
\L.+>+D0V+ H

等［
!#

］也发现

不明原因不孕妇女的
H'I

通路受阻。关于
%(

［
!!

］，主

要由甲状腺滤泡旁
%

细胞合成并分泌，是两端高度保

守单链多肽激素，由
$!

个氨基酸组成的，其生物活性

区集中在第
$

－
9

位氨基酸序列中，而
O+10;E+ ]

等［
!$

］的研究提示，
%(

可能通过自分泌或旁分泌方式

促进细胞外
%+

! b内流，降低宫腔
%+

! b水平，而增加间

质细胞内
%+

! b浓度，并通过钙调蛋白，促进子宫内膜

间质细胞从
N

#

期进入
]

期，从而促进蜕膜的生长分

化；体外培养时加入
%+

! b，能促进上皮细胞间紧密连

接的形成，反之，则松持。
H< AY

等［
!5

］研究着床期子

宫内膜上皮细胞向滋养层细胞发生过程时发现，
%(

是

通过钙离子和蛋白激酶
%

达到促进此过程的作用的。

S+;+. \*

等［
!4

］在研究
HA

激发的排卵过程中

:NI

样生长因子的作用时，认为人绒毛膜促性腺激素

（
.B;+D -.0,<0D<- L0D+K0=,0J<D

，
A%N

）敏感的患者

成熟卵泡液中含大量
:NI

样生长因子的双调蛋白。

而在
HA

高峰前和体外颗粒细胞培养应用
A%N

之前

均检测不到这类双调蛋白，说明
:NI

样生长因子需要

促性腺激素的刺激。受激素刺激的卵泡液可以使卵丘

膨大、卵泡成熟。应用免疫耗竭卵泡液中的
:NI

样生

长因子将无法使卵丘膨大、卵泡成熟。不成熟的卵泡

液和发育成畸形胚胎的卵泡液中
:NI

样生长因子远

远少于正常成熟卵泡液。由此推论，
:NI

样生长因子

对卵细胞成熟，甚至排卵起重要作用。本研究发现补

肾助孕汤可以明显增加
:NI

在小鼠子宫内膜的表达，

且发现补肾助孕汤可以增加卵巢重量，卵巢各级卵泡

增多，雌二醇和孕酮也有提高，提示补肾助孕汤可以促

进卵泡的发育和激素分泌。

本研究结果证实，补肾助孕汤可促进小鼠生殖系

统的发育及雌二醇、孕酮的分泌，增加
H'I

、
:NI

、
%(

在子宫内膜的表达，且与用药时间有相关性；从组织

学、细胞学角度探讨了补肾调经中药对靶器官的作用，

证明补肾助孕汤可以提高子宫内膜的容受性，有利于

胚胎着床和发育。为补肾助孕汤用于改善子宫内膜容

受性的临床治疗提供了实验依据。
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