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补肾调经方对小鼠体外培养卵泡卵母细胞
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!

!

摘要#目的#观察补肾调经方对小鼠体外培养窦前卵泡成活数及卵母细胞骨形成蛋白
!

型受体

"

0/C1 =/2OB/P1C1.?- O2/.1?C 21-1O./2 !

!

G+HI!

#

F

激活素受体样激酶
$

"

M=>@N

"

>-.?Q?C 21-1O

"

./2

"

4?R1 R?C>N1 $

"

@2/N/OB?4> =/.B12N >P>?CN. @1->O1C.>O41P?- O2/.1?CN

!

JKL$

"

M=>@N

#信号通路的

影响!探讨其提高体外生长卵泡卵母细胞质量的作用机制$ 方法#

$;

只
#!

日龄健康雌性昆明小鼠!采

用机械法分离其窦前卵泡!分别以正常大鼠血清%高%中%低剂量补肾调经方大鼠含药血清%高剂量补肾调

经方大鼠含药血清
S L"!!77

孵育!分为对照组%补肾高%中%低剂量组"即补肾组#%抑制剂组!普通法体

外培养$ 培养第
$

天比较补肾组与对照组窦前卵泡成活数!实时荧光定量
H&I

法检测卵母细胞中
G+

"

HI!

%

JKL$

%

M=>@#

%

M=>@;

%

M=>@7 =I6J

表达&细胞免疫荧光法检测上述指标和磷酸化的
M=>@#F

;F 7

"

OB/NOB/

"

M=>@#F ;F 7

!

O

"

M=>@#F ;F 7

#蛋白表达水平$ 结果#与对照组比较!补肾高剂量组窦前

卵泡成活数增加!补肾各剂量组
G+HI!

%

JKL$

%

M=>@;

%

M=>@7 =I6J

表达水平升高!上述指标及
O

"

M=>@#F ;F 7

蛋白表达水平升高!补肾高%中剂量组
M=>@# =I6J

及其蛋白表达水平升高"

H T"

!

";

#$

与补肾高剂量组比较!抑制剂组
O

"

M=>@#F ;F 7

蛋白表达降低"

H T"

!

";

#$ 结论#补肾调经方能增加体

外培养窦前卵泡成活数!提高卵母细胞质量!其作用机制可能与调控卵母细胞中
G+HI !FJKL$

"

M=>@N

信号通路有关$

关键词#补肾调经方&窦前卵泡&卵母细胞&骨形成蛋白
!

型受体&激活素受体样激酶
$

&信号通路

GANB1C )?>/U?CP I1-?O1 I1PA4>.1@ <VO21NN?/CN /W G+HI!FJKL$
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M=>@N ?C +/AN1 ,/-X.1N &A4
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#
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"
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#
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K( K?

#

!

*<( ZA1

"

-/CP

#

!

K(Y \>

"

BA>

#

!

]<6] E>C

"

@>C

#

!

]Y Z?>CP

"

V?>CP

#

!

>C@ EY ^A?

"

4>C

#

!

!

#

# ]2>@A>.1 M-B//4

!

^101? +1@?->4 YC?Q12N?.X

!

MB?U?>_BA>CP

$

";""#8

%&

! (CN.?.A.1 /W (C.1P2>.1@ &B?C1N1 >C@ *1N.12C +1@?-?C1

!

^101? &/441P1 /W )2>@?.?/C>4 &B?C1N1

+1@?-?C1

!

&/44>0/2>.?Q1 (CC/Q>.?/C &1C.12 /W (C.1P2>.1@ &B?C1N1 >C@ *1N.12C +1@?-?C1 /C I1O2/@A-.?Q1

E?N1>N1

!

MB?U?>_BA>CP

$

";""9#

%

JGM)IJ&)

$

,0U1-.?Q1

$

)/ /0N12Q1 .B1 1WW1-.N /W GANB1C )?>/U?CP I1-?O1

$

G)I

%

/C .B1 -/AC.N /W

NA2Q?Q>4 O21>C.2>4 W/44?-41N >C@ .B1 0/C1 =/2OB/P1C1.?- O2/.1?C 21-1O./2 !

$

G+HI!

%

F>-.?Q?C 21-1O./2

!

4?R1 R?C>N1 $

!

@2/N/OB?4> =/.B12N >P>?CN. @1->O1C.>O41P?- O2/.1?CN

$

JKL$

!

M=>@N

%

N?PC>4 O>.B`>X ?C //

!

-X.1N -A4.A21@ ?C Q?.2/

!

>C@ ./ N.A@X ?.N =1-B>C?N= W/2 ?=O2/Q?CP .B1 aA>4?.X /W //-X.1N5+1.B/@N

#

H21>C

!

.2>4 W/44?-41N `121 =1-B>C?->44X ?N/4>.1@ W2/= $; W1=>41 #!

!

@>X /4@ B1>4.BX LAC=?CP =?-1

!

`B?-B `121 ?C

!

/-A4>.1@ 0X C/2=>4 2>.N

"

N12A=

$

>N .B1 -/C.2/4 P2/AO

%!

B?PB

!

=1@?A=

!

4/` @/N1 G)I -/C.>?C?CP N12A=N

$

>N MB1C

!

NAOO41=1C.?CP P2/AON

%!

B?PB @/N1 G)I -/C.>?C?CP N12A= S L"!!77

$

>N .B1 ?CB?0?./2 P2/AO

%!

21NO1-.?Q14X 5 J44 `121 -A4.A21@ 0X -/==/C =1.B/@ ?C Q?.2/ 5 ,C .B1 $.B @>X .B1 -/AC.N /W NA2Q?Q>4 O21>C.2>4

W/44?-41N `121 -/=O>21@ 01.`11C 1>-B MB1C

!

NAOO41=1C.?CP P2/AO >C@ .B1 -/C.2/4 P2/AO 21NO1-.?Q14X 5 =I

!

6J 1VO21NN?/CN /W G+HI!

!

JKL$
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M=>@#

!

M=>@;

!

>C@ M=>@7 `121 @1.1-.1@ 0X I1>4

!

.?=1 W4A/21N

!

-1C-1 aA>C.?.>.?Q1 H&I5 )B1 O2/.1?C 1VO21NN?/CN /W ?C@?-1N =1C.?/C1@ >0/Q1 >C@ OB/NOB/

!

M=>@#F;F7

$

O

!

M=>@#F;F7

%
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#

&/=O>21@ `?.B .B1 -/C.2/4
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!

.B1 aA>C.?.X /W NA2Q?Q>4 O21>C.2>4 W/44?-41N ?C-21>N1@ ?C .B1 B?PB @/N1 G)I -/C.>?C?CP N12A= P2/AO

&

=I6J 1VO21NN?/CN /W G+HI!

!

JKL$

!

M=>@;

!

>C@ M=>@7 `121 141Q>.1@

!

O2/.1?C 1VO21NN?/CN /W ?C@?

!

-1N =1C.?/C1@ >0/Q1 >C@ O

!

M=>@#F;F7 `121 ?C-21>N1@ ?C .B1 % MB1C

!

NAOO41=1C.?CP P2/AON

$

H T"

!

";

%&

=I6J >C@ O2/.1?C 1VO21NN?/CN /W M=>@# `121 ?C-21>N1@ ?C B?PB >C@ =1@?A= @/N1 G)I -/C.>?C?CP N12A=

P2/AON

$

H T"

!

";

%

5 &/=O>21@ `?.B .B1 B?PB @/N1 G)I -/C.>?C?CP N12A= P2/AO

!

O2/.1?C 1VO21NN?/CN /W

M=>@#F;F7 `121 21@A-1@ ?C .B1 ?CB?0?./2 P2/AO

$

H T"

!

";

%

5 &/C-4AN?/C

#

G)I -/A4@ 141Q>.1 .B1 aA>C.?.X /W

NA2Q?Q>4 O21>C.2>4 W/44?-41N -A4.A21@ ?C Q?.2/ >C@ ?=O2/Q1 .B1 aA>4?.X /W //-X.1N

!

`B?-B =?PB. 01 O/NN?04X >N

!

N/-?>.1@ ./ 21PA4>.?CP .B1 G+HI !FJKL$

!

M=>@N N?PC>4 O>.B`>X ?C //-X.1N5

L<\*,IEM

$

GANB1C )?>/U?CP I1-?O1

&

O21>C.2>4 W/44?-41

&

//-X.1

&

0/C1 =/2OB/P1C1.?- O2/.1?C 21-1O

"

./2 !

&

>-.?Q?C 21-1O./2

!

4?R1 R?C>N1 $

&

N?PC>4 O>.B`>X

##不孕症是世界性的医学和社会学问题!目前!我国

女性不孕症的发病率为
#"b c#;b

!且逐年上升!其中

卵巢因素占
!;b c%;b

'

#

(

) 体外受精*胚胎移植$

?C

Q?.2/ W12.?4?_>.?/C

"

1=02X/ .2>CNW12

!

(3[

"

<)

%是目前

治疗不孕症的主要手段之一!开发和利用窦前卵泡!通

过体外培养技术获取大量成熟并具有受精能力的优质

卵母细胞!推动该技术继续发展是目前的研究热点) 研

究发现!卵泡液中较高的骨形成蛋白
#;

$

0/C1 =/2

"

OB/P1C1.?- O2/.1?C

!

G+H

"

#;

%表达与较高的卵母细胞

质量密切相关'

!

(

!而
G+H

"

#;

发挥信号转导作用需要

结合特异性膜受体骨形成蛋白
!

型受体 $

0/C1 =/2

"

OB/P1C1.?- O2/.1?C 21-1O./2!

!

G+HI!

%和激活素

受体 样 激 酶
$

$

>-.?Q?C 21-1O./2

"

4?R1 R?C>N1 $

!

JKL$

%!引起下游
M=>@N

活化!以调节靶基因转录)

中医学认为!肾藏精!为生殖之本!在维持女性妊

娠生理方面具有重要的作用) 临床上运用补肾法治疗

不孕症疗效显著'

%

(

) 补肾调经方由养精种玉汤与五

子衍宗丸加减化裁而成!可作为补肾法的代表方剂)

课题组前期研究证实!补肾调经方能调节促性腺激素

预处理小鼠的卵巢功能'

:

(

!改善雄激素致排卵障碍模

型大鼠卵巢形态'

;

(

!并通过上调
(3[

"

<)

患者颗粒细

胞和控制性超促排卵小鼠卵母细胞
G+H

"

#;

表达改

善卵母细胞质量'

$

!

8

(

) 而补肾调经方是否通过调控体

外生长卵泡卵母细胞中膜受体介导的
M=>@N

信号通

路!提高卵母细胞质量及其具体机制目前尚不明确)

本研究通过观察补肾调经方对小鼠体外培养窦前卵泡

成活数及卵母细胞
G+HI!FJKL$

"

M=>@N

信号通路

的影响!旨在为补肾中药促进体外卵泡发育!提高卵母

细胞质量!提供实验基础)

材料与方法

#

#动物#

$;

只清洁级健康雌性昆明小鼠$动物合

格证编号#

#;"8##"

%!

#!

日龄&

#!

只清洁级健康雌性

ME

大鼠!

$

周龄$动物合格证编号#

#;":#"%

%!均购自

河北省实验动物中心!室温
!"

$!相对湿度
;"b

!光照

#! B

!黑暗
#! B

) 动物均自由进食饮水)

!

#药物#补肾调经方由熟地黄
!" P

#当归
9 P

山药
#! P

#山萸肉
#; P

#枸杞子
#! P

#女贞子
9 P

淫羊藿
#" P

#紫河车
#" P

#覆盆子
#" P

#菟丝子

#! P

#香附
$ P

#白芍
9 P

#肉苁蓉
#" P

#丹参
#" P

组成!药材均购自石家庄乐仁堂药房!经河北中医学院

中药系鉴定为正品) 青链霉素$批号#

#::;:8!

!以色列

G?/?C@

公司%&重组人促卵泡激素$

21-/=0?C>C. BA

"

=>C W/44?-A4>2 N.?=A4>.?CP B/2=/C1

!

2[M^

!批号#

GJ"#87!7

%+重组人促黄体激素$

21-/=0?C>C. BA

"

=>C 4A.1?C?_?CP B/2=/C1

!

2K^

! 批号#

JY"":;#%

%均

由德国
+12-R M12/C/

公司生产)

%

#试剂及仪器#

"

改良伊格尔培养基$

"=/@?

"

W?1@ 1>P41 =1@?A=

!

"

"

+<+

!批号#

7##:"7%

!美国

(CQ?.2/P1C

公司%&胎牛血清 $

W1.>4 0/Q?CP N12A=

!

[GM

!批号#

#!"%#"

!美国
](G&,

公司%&胰岛素 %转

铁蛋白 %硒 $

?CNA4?C

"

.2>CNW122?C

"

N141C?A=

!

()M

!批

号#

MKGK"%773

!美国
M?P=>

公司%&胶原酶
6G:

$批

号#

#8:;:

!德国
M12Q>

公司%&透明质酸酶 $批号#

^7"%"

!北京索莱宝生物科技有限公司%&

L"!!77

$批

号#

#$$87

! 美国
&>X=>C

公司 %&

)2?_/4

$货号#

#;;9$

%

"!$

!美国
(CQ?.2/P1C

公司%&

+

"

+K3

反转录

试剂盒$货号#

J%;""

!美国
H2/=1P>

公司%&

M\GI

]211C #

荧光定量
H&I

试剂盒$货号#

L"!;#

!加拿

大
[1=1C.>N

公司%&

G+HI!

一抗$货号#

E[8::7

%+

JKL$

一抗 $货号#

E[$8:7

%+

M=>@#

一抗 $货号#

E[$!:%

%+

M=>@;

一抗$货号#

J[;##9

%及
M=>@7

一抗$货号#

J[;##:

%均为美国
JWW?C?.X

公司产品&

O

"

M=>@#F;F7

$批号#

#%7!"

!美国
&M)

公司%&荧光二抗

$批号#

##8989

!北京中杉金桥生物技术有限公司%)

6E!"""

型紫外分光光度计!美国
)B12=/

公司&

JG(
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!

#"

"!"#%$"

8%""

型荧光定量
H&I MXN.1=

!美国
JG(

公司&

IM

"

!7

型低温离心机!德国贺利氏公司&

Y3H

凝胶扫描

仪!美国
Y3H

公司&

K1?-> <d:

体视显微镜!德国徕卡

公司&

GZ;#)

"

H^E

"

'##

倒置显微镜!

(Z8#

荧光倒置

显微镜!均为日本
,4X=OAN

)

:

#动物分组及含药血清制备#将
#!

只雌性
ME

大

鼠按体重分为
:

组!即补肾高+中+低剂量组和对照组!每

组
%

只) 每日
7

#

""

+

#:

#

""

分别灌服补肾调经方混悬液

:

!

$!

+

%

!

"7

+

#

!

;: PF=K

和蒸馏水$分别相当于成人剂量

的
#7

+

#!

+

$

倍%!

# =KF

$

#"" P

"

@

%!连续
%

天!第
:

天禁

食
#! B

后一次性灌服全天剂量!

# B

后股动脉采血)

%8

$水 浴
#; =?C

后 常 温 下 离 心 $

% """ 2F=?C

!

#; =?C

%!取上清!

;$

$水浴
%" =?C

灭活补体!

"

!

!! $=

无菌滤器过滤除菌!获得高+中+低剂量补肾调经方大鼠含

药血清和正常大鼠血清!%

!"

$保存备用)

;

#窦前卵泡分离及培养#参照参考文献'

7

(!机

械法分离小鼠窦前卵泡) 将小鼠在无菌条件下颈椎脱

臼处死! 于肾囊处取出双侧卵巢! 用含青霉素

!"" (YF=K

+链霉素
!"" $PF=K

的生理盐水清洗
# c!

次!转移至超净工作台!在卵泡分离液中$

"

"

+<+ S

#"b [GM S #"" (YF=K

青霉素
S #"" $PF=K

链霉

素%!

:"

倍体视显微镜下用连接于
# =K

注射器的

!; ]

针头分离!操作时动作尽量精细) 选择窦前卵泡

的标准#直径为
7" c #!" $=

!中央有一圆形卵母细

胞!颗粒细胞透明!卵泡壁和基底膜清晰完整) 用外径

略大于卵泡直径的吸管将卵泡移入装有
! =K

预先平

衡过夜细胞培养液的
%; ==

培养皿中 $

"

"

+<+ S

#"b[GM S #b ()M S#"" =(YF=K 2[M^ S#" =(YF

=K 2K^ S #"" (YF=K

青霉素
S#"" $PF=K

链霉素%!

三气培养箱$

%8

$+

;b &,

!

+

#""b

湿度%培养)

$

#实验分组及样本收集#

!: B

后卵泡贴壁!分

别加入
#"b

正常大鼠血清!

#"b

高+中+低剂量补肾调

经方大鼠含药血清+

#"b

高剂量补肾调经方大鼠含药

血清
S#" $=/4FK L"!!77

!分为对照组+补肾高+中+

低剂量组$即补肾组%及抑制剂组) 普通法群体培养!

隔天换液
#F !

) 体外培养
$

天后!依次用
"

!

!;b

胶原

酶
6G:

和
"

!

#b

透明质酸酶
%8

$消化窦前卵泡
; c

#" =?C

!其中抑制剂组予
#" $=/4FK JKL$

受体抑制

剂
L"!!77

孵育
! B

后再行消化!得到卵母细胞) 将

收集的卵母细胞一部分置于液氮中保存!用于实时荧

光定量
H&I

&另一部分迅速用
:b

多聚甲醛固定!用

于细胞免疫荧光$

?==AC/W4A/21N-1C-1

!

([

%)

8

#观察指标及检测方法

8

!

#

#成活卵泡计数#体外培养
$

天!倒置显微

镜下计数成活卵泡数量) 判定标准#卵泡清晰完整!卵

母细胞形态正常!被颗粒细胞包围!即认为成活&反之!

卵泡轮廓不规则!基底膜模糊或缺失!颗粒细胞松散或

游离到卵泡外!卵泡内出现黑色坏死区!卵母细胞逸

出+变形或崩解等为退化现象)

8

!

!

# 卵母细胞
G+HI !

+

JKL$

+

M=>@#

+

M=>@;

+

M=>@7 =I6J

表达水平检测#采用实时荧

光定量
H&I

的方法)

)2?_/4

一步法提取卵母细胞总

I6J

!

!b

琼脂糖凝胶电泳鉴定
I6J

完整性!紫外分

光光度计检测
I6J

纯度和浓度) 各组取
! $P

总

I6J

反转录于
H&I

仪上! 反应条件为
:!

$

;" =?C

!

9;

$

; =?C

!灭活反转录酶) 然后分别以甘

油醛"

%

"磷酸脱氢酶 $

]JHE^

%+

G+HI !

+

JKL$

+

M=>@#

+

M=>@;

+

M=>@7

的特异性引物进行
H&I

反

应) 应用
JG( 8%""

型实时荧光定量
H&I

仪进行
:"

个循环反应!

9:

$

%" N

!

;7

$

%" N

!

8!

$

%" N

!于每

个循环的第
%

个步骤收集荧光信号!扩增完毕进入结

果分析界面!以
!

%

!!&.为公式!得到目的基因表达的

相对定量值$

214>.?Q1 aA>C.?W?->.?/C

!

Ie

%!每个目的

基因测定重复
%

次!进行统计分析)

8

!

%

# 卵母细胞
G+HI !

+

JKL$

+

M=>@#

+

M=>@;

+

M=>@7

+

O

"

M=>@#F ;F 7

蛋白表达水平检测

#采用细胞免疫荧光法) 将得到的卵母细胞重悬后!

在涂布有多聚赖氨酸的玻片上涂片!自然风干后!

:b

多聚甲醛固定
%" =?C

!

"

!

%b )2?./CZ

"

#""

处理

!" =?C

!

#"b

山羊血清室温封闭
!" =?C

!分别滴加

G+HI!

$

#

&

$"

%+

JKL$

$

#

&

;"

%+

M=>@#

$

#

&

7"

%+

M=>@;

$

#

&

7"

%+

M=>@7

$

#

&

#""

%+

O

"

M=>@#F ;F 7

$

#

&

;"

% 一抗! 湿盒中
:

$ 过夜! 次日室温静置

!" =?C

!加入
#

&

:"

稀释的
[()&

标记的荧光二抗孵

育
#

!

; B

!

EJH(

染液孵育
#" =?C

!进行细胞核染色!

含抗荧光淬灭剂的封片液封片) 采用美国
+1@?>

&X012C1.?-N

公司
(=>P1

"

H2/ H4AN

多功能真彩色细

胞图象分析管理系统计算积分光密度$

?C.1P2>4 /O.?

"

->4 @1CN?.X

!

(,E

%值!每个玻片测量
;

个视野用于统

计分析)

7

#统计学方法#采用
MHMM !#

!

"

软件包进行

统计学分析) 计量资料以
V

'

N

表示!多组间比较采用

单因素方差分析!两两比较采用
M6L

法
a

检验)

H T"

!

";

为差异有统计学意义)

结##果

#

#各组窦前成活卵泡数比较$表
#

%#与对照组

比较!补肾高剂量组窦前卵泡成活数升高$

H T"

!

";

%)
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年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
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!
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!

3/45 %$

!
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!

#"

表
#

$各组窦前成活卵泡数比较$$个!

V

'

N

%

组别 卵巢数
卵泡总数

$个%

成活卵泡总数

$个%

成活卵泡数

$个%

对照###

#" :"" %#$ %#

(

$"

'

!

(

;$

补肾高剂量
#" :"" %78

%7

(

8"

'

#

(

%;

"

##中剂量
#" :"" %!# %!

(

#"

'

!

(

7#

##低剂量
#" :"" %#8 %#

(

8"

'

!

(

:#

##注#与对照组比较!

"

H T"

!

";

!

#各组卵母细胞
G+HI!

+

JKL$

+

M=>@#

+

M=>@;

及
M=>@7 =I6J

表达水平比较$表
!

%#与对

照组比较!补肾各剂量组
G+HI!

+

JKL$

+

M=>@;

+

M=>@7 =I6J

表达水平升高 $

H T"

!

";

%!补肾高+中

剂量组
M=>@# =I6J

表达水平升高$

H T"

!

";

%)

%

#各组卵母细胞
G+HI !

+

JKL$

+

M=>@#

+

M=>@;

+

M=>@7

+

O

"

M=>@#F ;F 7

蛋白表达水平比较

$图
#

+表
%

!

:

%#荧光显微镜下可观察到特异性绿色

荧光分布!

G+HI!

+

JKL$

+

M=>@#

+

M=>@;

+

M=>@7

+

O

"

M=>@#F ;F 7

在各组卵母细胞中均有表达) 与对照组

比较!补肾各剂量组
G+HI!

+

JKL$

+

M=>@;

+

M=>@7

+

O

"

M=>@#F ;F 7

蛋白表达升高$

H T"

!

";

%!补肾高+中

剂量组
M=>@#

蛋白表达升高$

H T"

!

";

%) 与补肾高

剂量组比较!抑制剂组
O

"

M=>@#F;F 7

蛋白表达降低

$

H T"

!

";

%)

表
:

$各组卵母细胞
O

"

M=>@#F ;F 7

蛋白表达比较

$

(,E

值!

V

'

N

%

组别 卵巢数
O

"

M=>@#F ;F 7

对照###

% #"9

(

!"

'

9

(

9$

补肾高剂量
%

%%"

(

!%

'

#$

(

#"

"

##中剂量
%

#98

(

;"

'

#!

(

:"

"

##低剂量
%

#$#

(

!%

'

9

(

::

"

抑制剂##

%

#%#

(

!%

'

8

(

8#

!

##注#与对照组比较!

"

H T"

!

";

&与补肾高剂量组比较!

!

H T"

!

";

表
!

$各组卵母细胞
G+HI!

+

JKL$

+

M=>@#

+

M=>@;

及
M=>@7 =I6J

表达水平比较#$

Ie

值!

V

'

N

%

组别 卵巢数
G+HI! JKL$ M=>@# M=>@; M=>@7

对照###

#" #

(

!%9

'

"

(

##8 #

(

!;%

'

"

(

#%: #

(

!9%

'

"

(

!#$ #

(

#8"

'

"

(

:;9 #

(

!7"

'

"

(

:8!

补肾高剂量
#"

%

(

:$$

'

"

(

:"!

"

;

(

#$;

'

"

(

!""

"

:

(

##:

'

"

(

;::

"

:

(

:"9

'

"

(

!8$

"

:

(

88;

'

"

(

"7"

"

##中剂量
#"

!

(

%$:

'

"

(

!"$

"

%

(

8;;

'

"

(

#$7

"

!

(

9#8

'

"

(

:%:

"

%

(

#77

'

"

(

#!$

"

:

(

;#:

'

"

(

!:8

"

##低剂量
#"

#

(

$9;

'

"

(

#"9

"

!

(

"8%

'

"

(

!%"

"

#

(

9%"

'

"

(

!%;

#

(

9""

'

"

(

#""

"

!

(

%#"

'

"

(

%;7

"

##注#与对照组比较!

"

H T"

!

";

##注#

J

为对照组&

G

为补肾高剂量组&

&

为补肾中剂量组&

E

为补肾低剂量组&

<

为抑制剂组

图
#

$各组卵母细胞
G+HI!FJKL$

"

M=>@N

蛋白表达比较#$

([

! )

:""

%

表
%

$各组卵母细胞
G+HI!

+

JKL$

+

M=>@#

+

M=>@;

及
M=>@7

蛋白表达水平比较#$

(,E

值!

V

'

N

%

组别 卵巢数
G+HI! JKL$ M=>@# M=>@; M=>@7

对照###

#7 #:8

(

;8

'

!

(

$8 ##!

(

;%

'

7

(

$$ #"$

(

%"

'

:

(

"8 9$

(

!8

'

8

(

!: #"$

(

;%

'

9

(

##

补肾高剂量
#7

!;"

(

9%

'

#"

(

$:

"

%$7

(

78

'

#$

(

9:

"

!##

(

"8

'

:

(

!$

"

!8#

(

#8

'

;

(

#7

"

!%$

(

#"

'

##

(

:8

"

##中剂量
#7

!#9

(

%"

'

#"

(

"!

"

!#;

(

9%

'

9

(

7#

"

#79

(

!%

'

#"

(

7;

"

!"#

(

!%

'

$

(

;"

"

!!;

(

78

'

7

(

87

"

##低剂量
#7

#7$

(

:8

'

$

(

;;

"

#8:

(

:%

'

;

(

99

"

##$

(

!"

'

!

(

%"

#!7

(

%%

'

!

(

%#

"

#$:

(

$8

'

!

(

;7

"

##注#与对照组比较!

"

H T"

!

";
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期
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讨##论

卵母细胞质量是影响人类生殖能力+胚胎发育和

辅助生殖技术治疗结局的关键因素之一) 中医学认

为!,肾藏精!主生殖-+,经水出诸肾-) .素问"上古

天真论/曰#,女子七岁!肾气盛!齿更发长!二七而天

癸至!任脉通!太冲脉盛!月事以时下!故有子00-!

人类卵细胞的生成+发育+成熟与肾精充盛密切相关!

肾阴滋养卵泡能促进卵泡发育!而卵母细胞的生长+成

熟与卵泡发育相伴进行!因此理论上讲!补肾填精可以

促进卵泡发育!提高卵母细胞质量!从而发挥调经种子

的作用) 有研究报道!补肾中药具有改善卵子和胚胎

质量+提高卵巢储备功能!提高
(3[

"

<)

患者临床妊娠

率的作用'

9

!

#"

(

)

影响卵母细胞质量的因素是多方面的) 研究表

明!卵母细胞在卵泡发育过程中处于主导地位!其可通

过卵母细胞分泌因子 $

//-X.1 N1-21.1@ W>-./2N

!

,M[N

%调节自身的成熟!并影响周围颗粒细胞+卵泡

膜细胞和间质细胞的功能'

##

(

)

G+H

"

#;

是重要的

,M[N

之一!主要在卵母细胞中特异性表达'

#!

(

!调节

早期卵泡发育'

#%

(

) 在体外培养的卵泡膜细胞中可显

著抑制黄体激素合成!增加卵泡膜细胞数量!促进细胞

增殖'

#:

(

)

G+H#;

下游主要的信号转导通路是
G+

"

HI!FJKL $

"

M=>@N

信号通路)

G+HI!

和
JKL$

分别是
G+H

"

#;

的
!

型受体和
#

型受体'

#;

!

#$

(

!

M=>@#

+

M=>@;

+

M=>@7

是
G+H

"

#;

受体作用的直

接底物!是将配体与受体作用的信号由细胞质传导至

细胞核的中介分子!属于受体调节型
M=>@

$

21-1O./2

21PA4>.1 M=>@

!

I

"

M=>@

%!

O

"

M=>@#F ;F 7

是

M=>@#

+

M=>@;

+

M=>@7

的活化状态)

G+H

"

#;

的具

体信号转导通路如下#首先与细胞膜上的
!

型受体

G+HI!

结合!

G+HI!

发生自身磷酸化之后募集其

#

型受体
JKL$

!活化的
JKL$

与其下游信号分子

M=>@#

+

M=>@;

+

M=>@7

暂时结合!并将其磷酸化!

O

"

M=>@#F ;F 7

构象发生变化从
JKL$

上解离下来!与

M=>@:

结合形成异多聚体!进入核内与特异的
E6J

识别位点或调节转录的某些蛋白作用调控表达) 研究

显示!

G+HI!

和
JKL$

在卵泡发育各个阶段持续表

达'

#8

(

!

JKL$

突变与
G//2///4>

绵羊多胎表型完全一

致!卵巢中条件性敲除
M=>@#F ;F 7

基因的小鼠会表

现出类固醇激素产生减少+排卵功能障碍和不育'

#7

(

!

且卵母细胞内的
[M^

可以上调
M=>@#F ;F 7

的磷酸

化水平'

#9

(

) 因此!可以认为
G+HI!F JKL$

"

M=>@N

信号通路与卵泡发育和卵母细胞质量密切相关)

补肾调经方是导师杜惠兰教授治疗肾虚型不孕症的

经典方) 方中熟地黄滋阴补血+填髓益精!为君药) 枸杞

子+山萸肉入冲任!滋肝肾之阴&山药+女贞子+肉苁蓉助君

药滋肾益精&紫河车+覆盆子+淫羊藿+菟丝子温肾填精!于

滋阴药中配以补阳药!旨在阳中求阴!使,阴得阳升而泉

源不竭-!共为臣药) 丹参+当归+白芍活血养血!调补冲

任&香附为气病之主司!调经理血!交通阴阳!共为佐药)

纵观全方!滋肾阴+温肾阳+填精血+调冲任!以达补肾调经

之功!发挥促进卵泡发育的作用)

本研究结果显示!体外培养第
$

日!与对照组比

较!补肾高剂量组窦前卵泡成活数升高!提示补肾调经

方可以促进体外培养卵泡发育!提高窦前卵泡成活数)

实时荧光定量
H&I

结果显示!补肾调经方能够上调

卵母细胞
G+HI!

+

JKL$

+

M=>@#

+

M=>@;

+

M=>@7

=I6J

水平!提示补肾调经方激活了体外培养窦前卵

泡卵母细胞中
G+HI!FJKL$

"

M=>@N

信号通路) 细

胞免疫荧光结果显示!在体外培养第
$

日两组小鼠窦

前卵泡卵母细胞上均有一定量的
G+HI!

+

JKL$

+

M=>@#

+

M=>@;

+

M=>@7

和
O

"

M=>@#F ;F 7

蛋白表

达!加用补肾调经方!可以提高上述蛋白表达水平) 进

一步用
M=>@N

信号通路的抑制剂
L"!!77

进行干

预!抑制剂组
O

"

M=>@#F ;F 7

蛋白表达较补肾高剂量

组降低!提示补肾调经方通过上调体外生长卵泡卵母

细胞中
JKL$

对
M=>@#

+

M=>@;

+

M=>@7

的磷酸化

作用!增强了
G+HI !FJKL$

"

M=>@N

通路信号转

导) 据此笔者推测!补肾调经方能够提高体外培养

小鼠窦前卵泡成活数!促进卵泡发育!提高卵母细胞

质量!其作用的发挥可能是通过调控卵母细胞中

G+HI !FJKL$

"

M=>@N

信号通路实现的!但补肾调

经方能否通过其他信号通路激活
M=>@N

表达从而

提高体外培养卵泡卵母细胞质量以及信号转导过程

中是否有负调因子$如
+JHLF<IL

通路%影响有待

进一步研究)
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