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苍附苁仙汤对多囊卵巢综合征氧化应激的影响

梁"莹#

"田茜华!

"穆玉霞#

"杜惠兰!

摘要"目的"观察苍附苁仙汤对多囊卵巢综合征!

A01B<BCD:< 0E9FB CB-GF08.

"

H&>I

#患者颗粒细胞

氧化应激的影响$ 方法"选择行体外受精 #胚胎移植术!

:- E:DF0 J.FD:1:K9D:0-

$

.8LFB0 DF9-CJ.F

"

(/M

$

7)

#

H&>I

患者
N"

例"按随机数字法分为两组"治疗组
!"

例"术前
!

个月服用苍附苁仙汤
!"" 8O

"分早%晚
!

次温

服&对照
#

组
!"

例"术前不予中药$ 另选同期因输卵管因素行
(/M

$

7)

患者
!"

例为对照
!

组$ 观察各组患者

的获卵数%两原核!

! AF0-,<1.9F

"

!H3

#受精率%优质胚胎率%临床妊娠率%因卵巢过度刺激综合征!

0E9F:9- PB

$

A.FCD:8,19D:0- CB-GF08.

"

>QII

#发生取消移植率$ 采用细胞免疫荧光结合共聚焦显微镜检测和流式细胞

术检测颗粒细胞中活性氧!

F.19D:E. 0RBS.- CA.<:.C

"

T>I

#表达$ 结果"与对照
#

组比较"对照
!

组和治疗

组获卵数%

!H3

受精率%优质胚胎率升高!

H U"

!

"4

#&对照
!

组因
>QII

发生取消移植率降低!

H U"

!

"4

#$ 与

对照
#

组比较"治疗组和对照
!

组颗粒细胞
T>I

荧光强度降低!

H U"

!

"#

#$ 结论"苍附苁仙汤通过下调卵巢

颗粒细胞中
T>I

的表达"纠正患者体内的氧化应激"从而增加
H&>I

患者的优质胚胎率$

关键词"苍附苁仙汤&多囊卵巢综合征&氧化应激&活性氧&颗粒细胞
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$

.8LFB0 DF9-CJ.F
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""多囊卵巢综合征$

A01B<BCD:< 0E9FB CB-GF08.

!

H&>I

%是一种代谢性疾病!是女性常见的内分泌紊乱

性疾病'

#

(

!表现为高胰岛素血症)高雄激素血症* 肥

胖是
H&>I

患者常见的临床表现之一!发病率远高于

正常人群'

!

(

* 研究提示此类患者存在氧化应激反应

异常'

%

(

* 活性氧$

F.19D:E. 0RBS.- CA.<:.C

!

T>I

%可

反映氧化应激状态* 实验表明氧化应激参与了胰岛素

抵抗$

:-C,1:- F.C:CD9-<.

!

(T

%的形成'

N

(

* 中药治疗

H&>I

疗效已得到证实'

4

#

6

(

* 苍附苁仙汤是本课题组

治疗
H&>I

经验方!本研究拟对苍附苁仙汤治疗

H&>I

疗效进行前瞻性研究!并从颗粒细胞氧化应激

方面探讨苍附苁仙汤治疗
H&>I

可能的作用机制!为

中医治疗方案提供客观指标依据*

资料与方法

#

"诊断标准"

H&>I

诊断标准参照文献'

5

(!以

下
%

项中至少符合
!

项#$

#

%稀发排卵或无排卵&$

!

%

高雄激素$

9-GF0S.-

%血症或高雄激素临床表现$如

多毛)痤疮等%&$

%

%月经周期或黄体酮撤退后出血

% a4

天超声检查显示双侧卵巢直径
! a5 88

小卵泡

均
!#!

个!即卵巢多囊样改变!和$或%卵巢体积增大

$每侧
b#" <8

%

%* 中医辨证分型标准参照+中医妇

科学,

'

#"

(

)+中药新药临床研究指导原则,

'

##

(不孕症

痰湿阻滞证标准* 主症#$

#

%月经周期延后!月经量

少!经色淡红!月经质黏腻&$

!

%逐渐闭经&$

%

%结婚日

久不孕* 兼症#$

#

%胸腹痞闷&$

!

%常见恶心呕吐&$

%

%

形体肥胖&$

N

%舌淡胖或有齿印!舌苔腻&$

4

%脉滑或弦

滑* 具备
#

项主症及
%

项兼症!即可诊断*

!

"纳入及排除标准"纳入标准#符合
H&>I

诊

断标准&同意接受检查)治疗并签订知情同意书* 排除

标准#高雄激素血症的其他原因$如高泌乳素血症和

甲状腺疾病)先天性肾上腺皮质增生)库欣综合征)雄

激素分泌性肿瘤)

!#

#羟化酶缺乏性非典型肾上腺皮

质增生)外源性雄激素应用等%&合并
#

型糖尿病&高

促性及低促性腺激素引起的闭经及子宫原因月经过少

或闭经*

%

"一般资料"

N"

例均为
!"#%

年
#

-

#"

月在河

北省石家庄市妇产医院就诊的
H&>I

患者!按照随机

数字表分为治疗组和对照
#

组* 另选取同期因输卵管

因素'包括因输卵管切除或输卵管阻塞!均经腹腔镜

或子宫输卵管造影$

PBCD.F0C91A:-0SF9APB

!

QIW

%证

实导致的不孕(在石家庄市妇产医院接受
(/M

$

7)

患

者
!"

例为对照
!

组* 治疗组年龄
!%

%

%!

岁!平均

$

!$

!

4

&

%

!

$

% 岁&

\+( !#

!

$

%

!4

!

4

! 平 均

!%

!

?

&

#

!

$

*对照
#

组年龄
!!

%

%#

岁!平均$

!4

!

4

&

!

!

$

%岁&

\+( !"

!

N

%

!$

!

%

!平均
!N

!

#

&

!

!

!

* 对照
!

组年龄
!!

%

%%

岁!平均$

!$

!

4

&

%

!

6

%岁&

\+( #6

!

$

%

!!

!

%

!平均
!"

!

6

&

#

!

5

* 各组患者年龄比较!差异无

统计学意义$

H b"

!

"4

%* 治疗组和对照
#

组
\+(

高

于对照
!

组$

H U"

!

"4

%* 本研究经石家庄市妇产医院

伦理委员会批准*

N

"治疗方法"治疗组术前
!

个月服用苍附苁仙

汤$组成#苍术
#" S

"香附
#" S

"肉苁蓉
#" S

"仙灵

脾
#" S

"清半夏
#" S

"陈皮
#" S

"茯苓
#" S

"菟丝

子
#" S

"当归
#" S

"川芎
#" S

%!饮片购自石家庄乐

仁堂药店!饮片均经药房专门鉴定达标后!由乐仁堂药

店代为煎煮* 煎前先将中药加水 $水量为药量
4

倍%

充分浸泡
%" 8:-

!以武火迅速煮沸!沸后改用文火再

煎
!" 8:-

!倒出药液!留取药渣重复煎煮
!

次!共取汁

!"" 8O

!分早)晚
!

次温服* 对照
#

组术前不予中药*

%

组均采用常规长方案促排卵治疗!月经黄体中

期或者第
!#

日皮下注射醋酸曲普瑞林$

)F:AD0F.1:-

V<.D9D.

!

"

!

# 8S@

支!法国博福 #益普生!批号#

=!!6$%

%

"

!

# 8S@

日!至少
#N

日* 达到垂体降调节

标准'

#!

(

$子宫内膜
"4 88

!血清
7

!

U4" AS@8O

%后!

皮下注射重组人促卵泡激素 $

W0-91

$

M

!果那芬!

?4 (Z@

支!默克雪兰诺!批号#

VZ""!!5"

%

!!4

%

%""

(Z@

日!观察血清黄体生成素$

1,D.:-:K:-S P0F80-.

!

OQ

%)

7

!

)孕酮$

AF0S.CD.F0-.

!

H

%!

\

超监测卵泡发

育情况!当
$"c

卵泡直径
!#6 88

时停药!皮下注射

重组绒促性素$艾泽!

!4" !S@

支!默克雪兰诺!批号#

=V""5!4$

%

!4" !S

诱导卵泡成熟!

%$

%

%6 P

经阴道

超声引导下穿刺取卵*

4

"观察指标及方法

4

!

#

"促性腺激素$

S0-9G0DF0A:-

!

W-

%使用时间

及使用量"

W-

使用时间
?

%

4

日!至
$"c

卵泡直径
!

#6 88

时停药&计量根据年龄)病史及
\+(

确定!

!!4

%

%"" (Z@

日*

4

!

!

"获卵数)受精率)卵裂率)胚胎数)优质胚胎

率)因卵巢过度刺激综合征$

0E9F:9- PBA.FCD:8,19

$

D:0- CB-GF08.

!

>QII

%发生取消移植率及临床妊娠

率检测"将取卵获得的卵泡液置于体视镜观察!挑取

卵冠丘复合物!培养并计数获卵数* 所有卵母细胞按

剥除卵丘细胞时的卵母细胞成熟度分为以下
%

组'

#%

(

!

"

组#有第一极体!为
+#

期卵$成熟卵%&

#

组#无第

一极体也无生发泡$

S.F8:-91 E.C:<1.

!

W/

%!为
+"

期卵&

$

组#有生发泡!为
W/

期卵*

卵 #丘复合体 $

<,8,1,C

$

00<BD. <08A1.R

!
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&>&

%常规培养
N a$ P

!加入处理后的配偶精液!受精

约
#$ a#6 P

后观察两原核$

AF0-,<1.9F

!

!H3

%!

!H3

为正常受精!计算
!H3

受精率$

c

%

d!H3

受精卵
@

获

卵数'

#""c

* 取卵后第
%

日评价胚胎质量!按形态

学分为以下
N

级!

"

级#卵裂速度正常!细胞数目与时

间相符!卵裂球等大!胞质均匀透明!颗粒均匀!无碎片

或碎片
U4c

&

#

级#卵裂速度基本正常!卵裂球不等

大!胞质均匀! 碎片
4c a!4c

&

$

级#卵裂速度基本

正常!卵裂球等大或不等大!色泽略差!碎片
!$c a

4"c

&

%

级#卵裂速度明显慢于正常!卵裂球不等大!

胞质变暗!颗粒不均匀!碎片
b 4"c

&其中
"

)

#

级为

优质胚胎* 计算优质胚胎率$

c

%

d

$

"

级 (

#

级%

@

胚

胎数'

#""c

*

因
>QII

发生取消移植率$

c

%

d

中重度
>QII

取消移植病例
@

总取卵病例'

#""c

*

胚胎移植后
#

个月!在超声下可见到胎囊)胎芽及

原始心管搏动! 记为临床妊娠* 临床妊娠率$

c

%

d

临

床妊娠例数
@

移植胚胎周期数'

#""c

*

4

!

%

"颗粒细胞的分离和准备"参照参考文献

'

#N

(!将含有颗粒细胞的卵泡液
! """ F @8:-

离心

#" 8:-

!弃上清!留取沉淀&取无菌离心管!加入人淋

巴细胞分离液
4 8O

将上述沉淀物中加入
H\I

至

4 8O

!将混悬液 经
N4

)缓慢加入淋巴细胞分离液的液

面上!离心$

! 4"" F@8:-

!

#" 8:-

%&两液面间白色细胞

层即为去除红细胞后的颗粒细胞!加
H\I % """ F@8:-

离心
4 8:-

!下层即为壁颗粒细胞&将获得的壁颗粒细

胞加入
!"" !O "

!

!4c

透明质酸酶消化
!

%

% 8:-

!充分

吹打!加入
# 8O H\I

!终止消化!经
! """ F@8:-

离心

4 8:-

!去上清留取沉淀!用枪吹打离心管底部沉淀!准

备处理过的黏附载玻片!取
4" !O

标本离心管底部的颗

粒细胞涂在载玻片上!做好标记!待完全干片后加入
Nc

多聚甲醛固定!用于免疫荧光法检测&剩余细胞经
N""

目网筛过滤后!做流式细胞术检测*

4

!

N

"

T>I

检测"采用流式细胞术和免疫荧光

法* 试剂盒购于
\.B0D:8.

公司$批号#

I""%%

#

#

%*

4

!

N

!

#

"流式细胞术"将荧光探针
=&MQ

$

=V

与

颗粒细胞混悬液以
#

*

# """

加入!使其终浓度为

#" !801@O

!室温孵育
! P

后!流式细胞仪$美国
\=

公司!激发光波长
N66 -8

% 检测!每个样品收集

#

'

#"

N个细胞!

&.11Y,.CD

软件分析结果*

4

!

N

!

!

"免疫荧光法"取多聚甲醛固定片!

H\I

清洗
!

次!每次
% 8:-

* 将荧光探针
=&MQ

$

=V

以

#

*

# """

稀释!使其终浓度为
#" !801@O

!滴片!室温

孵育
! P

!

H\I

清洗
#

次!封片!

IH

$

4

激光共聚焦显微

镜$德国
O.:<9

%下观察并计算荧光值*

$

"统计学方法"采用
IHII #%2 "

统计软件进

行统计处理!所有数据用
R

&

C

表示!对所测定结果进

行正态性及方差齐性检验!组间比较用单因素方差分

析检验!

H U"

!

"4

为差异有统计学意义*

结""果

#

"各组
(/M

$

7)

结局比较$表
#

%"与对照
#

组比

较!对照
!

组和治疗组获卵数)

!H3

受精率)优质胚胎

率升高$

H U"

!

"4

%&对照
!

组因
>QII

取消移植率降

低$

H U"

!

"4

%*

!

"各组颗粒细胞
T>I

荧光表达比较$图
#

!表
!

%

与对照
#

组比较!治疗组和对照
!

组颗粒细胞
T>I

荧光强度降低$

H U"

!

"#

%*

讨""论

4"c

%

?"cH&>I

患者无论是否肥胖均存在不

同程度
(T

'

#4

(

* 有学者认为!

(T

是机体在细胞水平对

T>I

产生过多的一种生理性防御机制!而
H&>I

患

者持续无排卵导致卵巢内雌激素持续中低水平!是诱

发其卵巢内异常氧化应激的重要原因* 卵巢内
T>I

的来源主要是巨噬细胞)颗粒细胞和上皮细胞!而抗氧

化酶主要来自颗粒细胞和卵泡膜细胞* 在卵泡生长过

程中!卵泡液内雌激素的逐渐增加是卵巢内抗氧化防

御主要机制之一&另一方面!卵泡液内异常的氧化应激

又会影响颗粒细胞和泡膜细胞的功能* 已有研究表明

局部氧化应激的变化可能参与了
H&>I

疾病的形成

或发展!据
\.G9:]B +V

等'

#$

(报道!卵泡液内氧化应

激状态与卵子质量及单精子显微注射技术助孕患者的

妊娠结局有关联* 国内也有类似报道'

#?

(

* 氧化损伤

由
T>I

产生和清除失衡所致!主要包括
=3V

)蛋白和

脂质氧化损伤* 过量
T>I

损伤可以导致核
=3V

和

表
#

$各组
(/M

$

7)

结局比较"$

R

&

C

%

组别 例数 获卵数$个%

!H3

受精率$

c

% 优质胚胎率$

c

% 因
>QII

取消移植率$

c

% 临床妊娠率$

c

%

对照
# !" #5

&

N $4

+

%N

$

!#%@%!$

%

N!

+

6$

$

#!"@!6"

%

?4

$

#4@!"

%

$"

+

""

$

%@4

%

对照
! !"

#!

&

N

#

6$

+

6"

$

!#?@!4"

%

#

$"

+

54

$

#!6@!#"

%

#

#4

$

%@!"

%

#

46

+

6!

$

#"@#?

%

治疗
!"

#%

&

4

#

65

+

"6

$

!$#@!5%

%

#

$%

+

"%

$

#4"@!%6

%

#

%

$

$@!"

%

$N

+

!5

$

5@#N

%

""注#与对照
#

组比较!

#

H U"

+

"4
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年
$

月第
%$

卷第
$

期
&'()*+

!

',-. !"#$

!

/012 %$

!

30

!

$

""注#

V

)

=

为对照
#

组&

\

)

7

为对照
!

组&

&

)

M

为治疗组&

V a&

为颗粒细胞
T>I

荧光表达$ '

$"

%!绿色荧光分布标

记
T>I

&

= a M

为颗粒细胞
T>I

荧光表达流式细胞术结果

图
#

$各组颗粒细胞
T>I

荧光表达

表
!

$各组颗粒细胞
T>I

荧光表达比较"$

R

&

C

%

组别 例数
平均荧光强度

免疫荧光法"" 流式细胞术

对照
# !" 4%

&

#" !% $?N

&

4 4$?

对照
! !"

##

&

?

#

% "54

&

55?

#

治疗
!"

#!

&

4

#

! 4!?

&

?$?

#

""注#与对照
#

组比较!

#

H

,

"

+

"#

线粒体
=3V

突变或缺失!细胞膜脂质过氧化导致膜

流动性改变!而蛋白氧化损伤导致重要酶失活* 本

研究结果显示!与对照
!

组比较!对照
#

组获卵数

多!优质胚胎率低!因
>QII

取消移植率升高!而颗

粒细胞
T>I

表达明显增加* 与以上研究结果一致!

提示
H&>I

患者卵子质量下降!可能与氧化损伤

有关*

中医学无
H&>I

病名!但根据其临床症状!可归

属于.不孕症/).月经后期/).闭经/).瘕/等范畴*

本病与肾)肝)脾三脏功能失调及痰湿)肝郁)脾虚)血

瘀等因素密切相关* 中药治疗
H&>I

的疗效已经得

到证实* 近年来许多研究提示中药在治疗
H&>I

方

面有独特的功效'

?

(

* 俞瑾'

4

(将
H&>I

分为肾虚痰实

型)肾虚肝郁型)肾阴虚痰实血瘀型!并分别给予补肾

化痰法)清肝补肾法)益肾化瘀祛痰法进行辨证治疗*

高雅'

$

(将本病分为痰湿型)肾虚夹瘀型)肝经郁热型!

分别以苍附导痰丸)归芍地黄丸)丹栀逍遥散加减治疗

%

个月!总有效率
66

!

%c

!妊娠率
4"

!

"c

!临床收效

良好* 黄健'

?

(用苍附导痰汤治疗痰湿型
H&>I

闭经

患者
$

个周期!血中
OQ

)催乳素)睾酮水平均明显下

降!与治疗前比较!差异有统计学意义$

H U"

!

"#

%* 杜

倩等'

6

(研究认为!采用健脾补肾法治疗痰湿型
H&>I

较化痰补肾法具有更好的临床疗效*

本课题组前期研究初步证实!应用苍附苁仙汤治

疗
H&>I

有较好的临床疗效'

#6

(

* 苍附苁仙汤是苍附

导痰汤)佛手散加减化裁而来!重在增加补肾之品* 方

从改善脾胃功能)温肾活血入手!旨在健脾和胃)清化

痰湿)温补肾阳)行气活血!使得痰湿得化!气机通畅)

血脉调和* 方中苍术可燥湿化痰&香附)理气散结!开

胸肋之痰&川芎)香附行气解郁!+本草纲目,

'

#5

(曰#

.芎隱!血中气药也!肝苦急以辛补之!故血虚者宜之&

辛以散之!故气郁者宜之/* 方中二陈汤$陈皮)半夏)

茯苓%化痰燥湿!和胃健脾&当归养血活血调经!助川

芎行气!且当归合川芎为佛手散!有益气活血)行气通

经之效&菟丝子温肾填精补血&肉苁蓉温肾助阳以升少

火* 现代药理学研究发现!.肾/与下丘脑-垂体-卵

巢轴)生殖内分泌相关'

!"

(

* 苍附苁仙汤的作用机制在

于补肾温阳)健脾祛痰* 本研究中!服用苍附苁仙汤的

治疗组颗粒细胞
T>I

水平明显下降!并且优胚数及

取消周期数明显下降!与因输卵管因素接受
(/M

$

7)

患

者相似!提示中药苍附苁仙汤有提高卵子质量的作用!

降低氧化损伤是重要的机制之一*
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