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滋肾育胎丸对免疫性不孕模型大鼠卵母细胞

生物学行为的调节作用

张晓丽#赵晓勇

摘要#目的#探讨滋肾育胎丸对抗精子抗体!

6@6E

"阳性的不孕大鼠卵母细胞的干预作用# 方法#采

用主动免疫建立
6@6E

阳性的免疫性不孕模型# 将
#""

只雌性
FB

大鼠随机分为空白对照组$模型组及滋

肾育胎丸低$中$高剂量组!简称中药低$中$高剂量组"%每组
!"

只# 造模
!!

天开始灌胃给药%模型组给予

5 =GDHI

生理盐水灌胃%中药低$中$高剂量组分别给予
"

!

"$5

$

"

!

#""

$

"
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#5" ID=G

滋肾育胎丸灌胃%每天
#

次%至
%8

天# 分别在造模
!#

天及
%8

天采用
<G(F6

法测定
6@6E

和转化生长因子!

J-,A@K1-=>AI I-1LJ/

K,.J1-

"

!

%

)MN

"

!

"水平# 处死大鼠后取卵母细胞%采用实时定量聚合酶链反应!

O;,2

"

J>=; P&O

"及
*;@J

"

;-A E21J

分别检测
)MN

"

!=O46

及其蛋白表达水平&采用流式细胞学!

N&+

"和末端终未标记!

)Q4<G

"法

测定卵母细胞凋亡率&采用细胞计数$

:

法!

&&R

"

:

" 及
5

$乙炔基$

!

%脱氧尿嘧啶核苷 !

5

"

;J/SAS2

"

!

%"

T;

"

1USV->T>A;

%

<TQ

"检测卵母细胞增殖水平&采用划痕实验及侵袭小室!

)-,A@L;22

"测定卵母细胞迁移与侵

袭能力# 结果#与空白对照组比较%模型组卵母细胞凋亡增加%细胞增殖减少%迁移与侵袭能力减弱%

)MN

"

!

=O46

及其蛋白表达水平显著下调!

P W"

!

"5

"&与模型组比较%中药高剂量组卵母细胞凋亡减少%细胞增殖

增加%迁移与侵袭能力增强%

)MN

"

!=O46

及其蛋白表达水平显著上调!均
P W"

!

"5

"&且中药高剂量组作用

明显优于中药低$中剂量组!

P W"

!

"5

"# 结论#应用高剂量滋肾育胎丸干预免疫性不孕大鼠可明显上调其

卵母细胞
)MN

"
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水平%改善卵母细胞功能#
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##我国不孕症患者占已婚育龄夫妇的
#"b

左右!而

免疫性不孕约占不孕的
!"b c%"b

'

#

(

) 中医对不孕

症的临床诊疗也不断向规范化*系统化发展) 中西医

两种学科之间相互渗透!使得治疗方法上能取长补

短'

!

(

) 研究表明!滋肾育胎丸具有补肾健脾*益气培

元*养血安胎作用) 滋肾育胎丸治疗不孕的有效性已

经在临床实践中得到一定的证实'

%

!

7

(

) 但滋肾育胎丸

治疗抗精子抗体 $

6@6E

%阳性不孕的报道尚不多

见'

5

!

8

(

) 本研究在制备免疫性不孕动物模型的基础上

应用滋肾育胎丸进行干预!观察卵母细胞
)MN

"

!

水平

差异及卵母细胞功能变化!为临床免疫性不孕的治疗

提供实验依据)

材料及方法

#

#动物#

$

周龄
FPN

级雌性大鼠
#""

只!

9

周龄

雄性大鼠
!"

只!体重
!5" c%"" I

!购于南方医科大学

实验动物中心!实验动物生产许可证号#

FY]R

$粤%

!""%

$

"""#

!使用许可证号#

F&]R

$粤%

!""5

$

"""9

)

室温
!! c !5

&!相对湿度
75b c 85b

!适应性饲养

#

周)

!

#药物#滋肾育胎丸$药物组成#人参*菟丝子*

续断*巴戟*杜仲*党参*白术*桑寄生*阿胶*熟地*枸杞

子*艾叶%!

8" ID

瓶!批号#

#5"%!"

$

"%

!广州中一药

业有限公司生产)

%

#仪器与试剂#

<G]:""

酶联免疫检测仪$

Z>1

);H

%&

$!"

流式细胞仪$美国
6Z(

公司%&

'<+

"

#""@U

荧光显微镜$日本
C2S=^V@

公司%&

6Z(9$"" P&O

扩

增仪$美国
6Z(

公司%&

62^/, (AA1J;./

凝胶成像系

统$

Z>1

"

O6B

%&鼠抗人角蛋白
#:

*鼠抗人波形蛋白及

多克隆一抗和二抗$美国
F>I=,

公司%&

!

"

,.J>A

$美国

6E.,=

公司%)

7

#模型制备#参照参考文献'

$

!

:

(!采用主动免

疫建立
6@6E

阳性的免疫性不孕模型)

!"

只雄鼠处

死取附睾组织!剪碎过滤!二硫苏糖醇
7

&提取!

7

&

#! """ - D=>A

离心
!" =>A

!将沉淀的精子悬浮于碳酸

盐缓冲液中!吸取上清稀释后包被聚苯乙烯板!每孔

#"" "G

!

7

&过夜后 $

$"

&保存) 第
$

*

#7

*

!# T

予

FB

雌鼠前后足掌*背部正中*左右腹股沟注射精子)

第
#

次注射精子密度
#

!

%

'

#"

:

D=G

!以后密度为

5

!

"

'

#"

$

D=G

) 造模第
!# T

采用眼眶取血法取静脉

血
"

!

7 =G

!

! """ - D=>A

离心
% =>A

!

<G(F6

法检测血

清
6@6E

及
)MN

"

!

水平) 如大鼠
6@6E

$ (%!提示建

模成功)

5

#动物分组*给药及样本采集#将
#""

只
FB

雌

鼠随机分为
5

组#空白对照组*模型组及滋肾育胎丸

低*中*高剂量组$简称中药低*中*高剂量组%) 模型

组及中药各剂量组于
!!

天开始灌胃给药!模型组给

予生理盐水
5 =GDHI

灌胃!中药低*中*高剂量组分别

给予滋肾育胎丸
"

!

"$5

*

"

!

#

*

"

!

#5 I

灌胃$用蒸馏水

溶解成
"

!

# ID=G

溶液%) 每天
#

次!至
%8

天) 小鼠

用药量按照体重
8"

公斤的成年人每日常规服用药量

换算) 换算公式# $动物体重
D

人的体重% '人用药量

'

:3 85

) 空白对照组不予处理)

造模第
%8

天眼眶采血采用
<G(F6

法复测血清

6@6E

和
)MN

"

!

水平!大鼠脱颈椎处死!打开腹腔后

取双侧输卵管!划破输卵管壶腹部!用透明质酸酶消化

掉颗粒细胞!

PZF

冲洗!获得卵母细胞)

8

#观察指标及检测方法

8

!

#

#卵母细胞
)MN

"

!=O46

水平检测#采用

O;,2

"

J>=; P&O

法) 加 入
"

!

% =G

氯 仿!

7

&

#% """ - D=>A

离心
#5 =>A

) 弃上清!振荡后加入

7" "G #b B<P&

水溶解
O46

) 将
P&O

反应溶液

置于实时
P&O

仪上进行
P&O

反应!

!

"

,.J>A

和目的

基因同时扩增!建立熔解曲线和扩增曲线!结果以

),a+,A

探针检测积累荧光进行定量) 引物设计结

果见表
#

)
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表
#

$目的基因引物序列

基因 引物序列$

5

%$

%

%%

退火温度

$&%

产物长度

$

E^

%

!

"

,.J>A

上游#

&&)M)6&M&&66&6&6M)M&

下游#

6)6&)&&)M&))M&)M6)&& 5$ !##

)MN

"

!

上游#

&&)M66M&)M6&&&6MM)6M

下游#

))&&666&)M&6)&66)M66) 5: #95

8

!

!

#卵母细胞
)MN

"

!

蛋白水平检测#采用

*;@J;-A E21J

法) 细胞转染处理
7: c$! /

后冰上加

蛋白裂解液)

FBF

"

P6M<

电泳!冰上聚偏氟乙烯

$

P0BN

%转膜!并封闭) 稀释一抗溶液$

#

)

# """

%摇

床上
7

&孵育过夜!

)ZF)

冲洗后加入二抗室温孵育

#

!

5 /

!后加显影试剂) 应用
62^/, (AA1J;./

凝胶成

像检测结果) 蛋白表达值以条带灰度值除以
!

"

,.J>A

来校正)

8

!

%

#卵母细胞凋亡水平检测#分别采用流式

细胞及
)Q4<G

法测定) $

#

% 将待检测的细胞调整

密度为
8

'

#"

7

*

=G c #"

'

#"

7

*

=G

的单细胞悬液!

接种于中型培养皿)

!b

不含
<B)6

的胰酶消化!

PZF

冲洗重悬!依次加入
#

'

Z>AT>AI ZVKK;-

*

6A

"

A;U>A 0

"

N()&

及碘化丙啶$

P(

%!混匀后室温避光反

应
#5 =>A

!流式细胞仪上机检测早期和晚期凋亡的

卵母细胞) $

!

%以
7

'

#"

7

D=G

接种于
#!

孔板&

!7 /

后换为无血清
OP+( #87"

培养液!加入适量
B6P(

!

)T)

标记缓冲液室温孵育
5 =>A

&

%$

&

# /

后用

)T)

终止缓冲液室温作用
5 =>A

&

B6Z

显色) 封片

后荧光显微镜下观察) 激发波长
%8" A=

!发射波长

78" A=

)

8

!

7

#转染后卵母细胞增殖水平测定#分别采用

&&R

"

:

法及
<TQ

测定) $

#

% 细胞转染
7: /

后!以含

#"b

胎牛血清的
B+<+

常规培养!接种于
98

孔板

中!调整细胞浓度为
# c!

'

#"

%个细胞*孔!贴壁后培

养
7: /

!加
#" "G &&R

"

:

试剂!室温孵育
7 /

后振荡!

在酶 联 免 疫 检 测 仪 上 测 定 各 孔 的 吸 光 度 值

$

75" A=

%) $

!

% 取 对 数 生 长 期 细 胞! 按 每 孔

5

'

#"

7

c#

'

#"

5细胞接种于
98

孔板中) 将
<TQ

溶

液用细胞培养基稀释浓度至
5" "=12DG

!孵育
! /

!

7b

多聚甲醛孵育
%" =>A

后加入
! =ID=G

甘氨酸反应

5 =>A

!加入
#

'

6^1221

染色反应液!荧光显微镜观察

结果)

8

!

5

#划痕实验检测卵母细胞迁移能力#在
8

孔

板中加入细胞悬液!贴壁成单层细胞后!用消毒
!" "G

枪头均匀划
7

条横线!用
PZF

洗细胞
%

次!去除划下

的细胞) 加入无血液培养基!放入
%$

&*

5b &C

!

培

养箱培养) 分别在
"

*

!7

*

7: /

显微镜下拍照!测量划

痕闭合宽度)

8

!

8

#

)-,A@L;2

法测定卵母细胞侵袭能力#细

胞铺在
)-,A@L;22

侵袭小室$

&CO4(4M

!

QF6

%上室

的纤维聚碳酸脂膜上!翻转!

$"b

乙醇固定细胞&

!7

孔板中加入
5"" "G "

!

#b

的结晶紫!倒置显微镜下每

孔随机选择
7

个视野计算
)-,A@L;22

膜下室细胞数平

均值作为迁移至下室的细胞数!照相)

$

#统计学方法#采用
FPFF !!

!

"

统计软件分

析!计量资料以
U

+

@

表示!多组间比较采用单因素方

差分析!组间两两比较采用
GFB

"

J

检验!

P W"

!

"5

为

差异有统计学意义)

结##果

#

#各组大鼠造模情况#造模成功后中药低*中*

高剂量组和模型组大鼠表现同空白对照组基本一致!

未见异常变化)

!

#造模
!#

天及
%8

天各组大鼠血清
6@6E

及

)MN

"

!

水平比较$表
!

%#造模
!#

天模型组
6@6E

$ (%!建模成功&各干预组间
)MN

"

!

水平比较!差异无

统计学意义$

P d"

!

"5

%&造模
%8

天!与模型组比较!中

药高剂量组
)MN

"

!

水平升高!亦高于中药低*中剂量

组!差异有统计学意义$

P W"

!

"5

%)

%

#各组卵母细胞
)MN

"

!=O46

及其蛋白表达

水平比较$表
%

*图
#

%#各组大鼠卵母细胞所有抽提

总
O46

经微量核酸$蛋白定量仪定量!

6

!8"

D6

!:"

值均

在
#

!

: c !

!

"

范围内!表明
O46

纯度高!无蛋白和

B46

污染!可用于后续的实验研究)

表
!

$

!#

天$造模后%及
%8

天$药物干预后%各组大鼠血清
6@6E

及
)MN

"

!

水平比较#$

AID=G

!

U

+

@

%

组别
A

!#

天

6@6E )MN

"

!

%8

天

6@6E )MN

"

!

空白对照
!"

$

#9

,

78

+

#

,

%#

$

#9

,

5%

+

#

,

!5

模型
!"

(

$

,

%%

+

#

,

"!

!

(

7

,

5$

+

#

,

"%

!

中药低剂量
!"

(

$

,

%5

+

#

,

"7

(

9

,

%%

+

#

,

!#

"#

##中剂量
!"

(

$

,

7"

+

#

,

"%

(

#%

,

%5

+

#

,

#:

"#

##高剂量
!"

(

$

,

%:

+

#

,

"%

(

#$

,

%8

+

#

,

!7

##注# 与空白对照组比较!

!

P W"

!

"5

&与模型组比较!

"

P W"

!

"5

&与中药高剂量组比较!

#

P W"

!

"5
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!

%

##与空白对照组比较!模型组
)MN

"

!=O46

及其

蛋白表达水平明显降低$

P W"

!

"5

%&与模型组比较!中

药各剂量组
)MN

"

!=O46

及蛋白表达水平上调$

P W

"

!

"5

%!且中药高剂量组上调水平明显高于中药低*中

剂量组!差异有统计学意义$

P W"

!

"5

%)

表
%

$各组大鼠卵母细胞
)MN

"

!=O46

及其

蛋白表达水平比较#$

U

+

@

%

组别
A )MN

"

!=O46 )MN

"

!

蛋白

空白对照
!" #5

,

89

+

#

,

$$ !

,

8%

+

"

,

!5

模型
!"

7

,

8!

+

#

,

88

!

"

,

$$

+

"

,

#%

!

中药低剂量
!"

$

,

"#

+

#

,

"!

"#

#

,

55

+

"

,

#"

"#

##中剂量
!"

##

,

"8

+

#

,

%$

"#

#

,

97

+

"

,

#7

"#

##高剂量
!"

#%

,

"5

+

#

,

%%

"

!

,

7#

+

"

,

!$

"

##注# 与空白对照组比较!

!

P W"

!

"5

&与模型组比较!

"

P W"

!

"5

&与

中药高剂量组比较!

#

P W"

!

"5

图
#

$各组卵母细胞
)MN

"

!

蛋白表达电泳图

7

#各组卵母细胞凋亡水平比较$表
7

%#与空白

对照组比较!模型组卵母细胞凋亡率升高$

P W"

!

"5

%&

与模型组比较!中药各剂量组卵母细胞凋亡率降低!且

中药高剂量组明显低于中药低*中剂量组!差异有统计

学意义$

P W"

!

"5

%)

表
7

$

N&+

及
)Q4<G

检测各组大鼠卵母细胞

凋亡率比较#$

b

!

U

+

@

%

组别
A N&+ )Q4<G

空白对照
!" !

,

55

+

"

,

"7 #!

,

!$

+

8

,

%%

模型
!"

!"

,

%%

+

"

,

5%

!

%:

,

%5

+

$

,

"!

!

中药低剂量
!"

#5

,

#7

+

"

,

%"

"#

%%

,

!5

+

5

,

#7

"#

##中剂量
!"

#"

,

%"

+

"

,

%"

"#

!#

,

"5

+

!

,

8#

"#

##高剂量
!"

5

,

%!

+

"

,

"7

"

#"

,

#9

+

#

,

%%

"

##注# 与空白对照组比较!

!

P W "

!

"5

&与模型组比较!

"

P W "

!

"5

&

与中药高剂量组比较!

#

P W"

!

"5

5

#

&&R

"

:

及
<TQ

测定卵母细胞增殖能力比较

$表
5

%#与空白对照组比较!模型组细胞增殖吸光度

降低!细胞增殖数目减少$

P W"

!

"5

%) 与模型组比较!

中药各剂量组卵母细胞增殖水平提高$

P W"

!

"5

%!且

中药高剂量组明显高于中药低*中剂量组!差异有统计

学意义$

P W"

!

"5

%)

8

#划痕实验*

)-,A@L;22

法测定卵母细胞迁移与

侵袭水平比较$表
8

%#与空白对照组比较!模型组卵

母细胞迁移与侵袭能力减弱$

P W"

!

"5

%&与模型组比

表
5

$各组大鼠卵母细胞增殖能力比较$$

U

+

@

%

组别
A &&R

"

: <TQ

$增殖后阳性率!-%

空白对照
!" "

,

:9

+

"

,

"7 !#

,

8#

+

5

,

!5

模型
!"

"

,

!9

+

"

,

"%

!

%

,

"!

+

#

,

"#

!

中药低剂量
!"

"

,

%5

+

"

,

"%

"#

8

,

57

+

#

,

"5

"#

##中剂量
!"

"

,

89

+

"

,

"%

"#

##

,

$$

+

!

,

%$

"#

##高剂量
!"

"

,

:#

+

"

,

"7

"

#:

,

%%

+

7

,

!#

"

##注# 与空白对照组比较!

!

P W"

!

"5

&与模型组比较!

"

P W"

!

"5

&与

中药高剂量组比较!

#

P W"

!

"5

较!中药高剂量组卵母细胞迁移与侵袭能力增强$

P W

"

!

"5

%!并优于中药低*中剂量组!差异有统计学意义

$

P W"

!

"5

%)

表
8

$各组卵母细胞迁移和侵袭水平比较$$

"=

!

U

+

@

%

组别
A

划痕实验
)-,A@L;22

小室

空白对照
!" !#!

,

$9

+

#!

,

"5 7$

,

57

+

#

,

9!

模型
!"

8:

,

5$

+

:

,

%9

!

!7

,

5#

+

#

,

:8

!

中药低剂量
!"

$:

,

57

+

:

,

7#

"#

!:

,

5$

+

#

,

#7

"#

##中剂量
!"

#%$

,

"5

+

:

,

55

""#

%8

,

:$

+

#

,

"7

""#

##高剂量
!"

#::

,

97

+

9

,

!$

""

7"

,

!5

+

#

,

!%

""

##注# 与空白对照组比较!

!

P W "

!

"5

&与模型组比较!

"

P W "

!

"5

!

""

P W"

!

"#

&与中药高剂量组比较!

#

P W"

!

"5

讨##论

近年来随着免疫学发展!发现部分原因不明性流

产与自身抗体密切相关!可认为是由抗原的自身免疫

或同种免疫所引起的不孕'

9

$

##

(

) 西医学的免疫反应

与祖国医学的+邪正相争, 学说关系最为密切'

#!

!

#%

(

)

明代-免疫类方.首见+免疫, 一词!而有关免疫的相

关论述早在-黄帝内经.中就有类似记载'

#7

!

#5

(

) 历代

医家认为!不孕症的病因病机以肾虚为本!瘀血*湿热

$毒%为标!临床常常虚实夹杂!多以肝肾阴虚*脾肾阳

虚*湿热邪毒*气滞血疲为多见'

#8

(

)

6@6E

可通过多种途径对受精的多个环节进行干

扰)

6@6E

可引起精子凝集!降低精子的活动能

力'

#$

(

) 血清中的
6@6E

能与受精卵上的精子特异性

抗原结合!在补体存在的情况下可引起受精卵溶解!从

而导致早期流产'

#:

!

#9

(

) 卵母细胞分泌因子在调节卵

泡的发育和衰退*影响优势卵泡选择以及闭锁卵泡的

形成方面发挥重要作用!其中卵母细胞分泌的
)MN

"

!

最为重要'

5

!

!"

(

)

本研究结果显示!

!#T

$建模后% 采用
<G(F6

法测

各组血清
6@6E

水平!结果发现模型组*中药各剂量组

6@6E

$

e

%!确定建模成功!

)MN

"

!

以空白对照组最

高!模型组及中药各剂量组
)MN

"

!

水平明显减低且组

间比较未见明显差异)

%8 T

复测
)MN

"

!

水平!空白对

照组同前基本无变化!滋肾育胎丸干预后以中药高剂
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!

%

"!""$$"

量组变化最显著!接近空白对照组水平!考虑与高剂量

药物可以改善卵母细胞
)MN

"

!

分泌水平有关)

O;,2

"

J>=; P&O

和
*;@J;-A E21J

法测卵母细胞
)MN

"

!

=O46

及其蛋白表达水平!亦以中药高剂量组变化最

显著!模型组基本无变化)

N&+

和
)Q4<G

测卵母细

胞凋亡水平!滋肾育胎丸高剂量组凋亡率最低!基本

与空白对照组持平!而模型组凋亡最高)

&&R

"

:

*

<TQ

测定卵母细胞增殖能力!模型组卵母细胞增殖

能力明显下降!经高剂量中药干预后改善最显著)

划痕实验和
)-,A@L;22

测卵母细胞迁移与侵袭!模型

组最低!经高剂量组中药干预后明显改善!基本与空

白对照组持平)

滋肾育胎丸方补肾健脾!益气培元!养血安胎!强

壮身体) 用于脾肾两虚!冲任不固!补肾固胎) 考虑滋

肾育胎丸可以明显改善卵母细胞活性!应用高剂量滋

肾育胎丸干预卵母细胞活性明显增强!后续研究中将

明确滋肾育胎丸具体的剂量活性曲线)

综上!滋肾育胎丸可提高卵母细胞活性!改善免疫

稳定功能!恢复免疫平衡!并可能作用于神经/内分

泌/免疫网络!改善生殖内环境!清除外源性致敏因

素) 应用滋肾育胎丸干预!为基础实验在动物体内验

证后转化到临床建立了桥梁!也为免疫性不孕新的研

究思路提供了直接的实验支持)
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