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3-45 %$

!
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!

##

"!"!#$"

基金项目# 国家自然科学基金资助项目$

,-5 6#!$%$7"

%& 山东省自然科学基金资助项目$

,-5 89!"#:;<!7

%

作者单位#

#5

山东中医药大学附属医院中西医结合生殖与遗传中心$济南
!=""##

%&

!5

山东中医药大学第一临床学院$济南
!=""##

%

通讯作者# 连"方!

)/4

#

#%$":>"%#!!

!

?

#

0@A4

#

BC4A@DE#:%5F-0

GH(

#

#"

!

$::#IJ5FJA0

!

!"#$#"#6

!

%7%

!临床论著!

二至天癸方对
(3K

#

?)

患者颗粒细胞凋亡的影响

连"方#

"相"珊!

摘要"目的"观察二至天癸方干预调节
<(%LIMNO

信号通路关键效应分子
P

#

MNO

"

<(%L

及与通路相关

的
Q@R

水平对肾气虚体外受精#胚胎移植#

(3K

#

?)

$患者卵细胞质量的影响% 方法"选取行
(3K

#

?)

的肾气

虚不孕症患者
6"

例&按照随机数字表法分为治疗组#二至天癸方结合
(3K

#

?)

治疗$&安慰剂组#安慰剂颗粒

结合
(3K

#

?)

治疗$&每组
>"

例&另选取
>"

名因男方因素行
(3K

#

?)

的女性志愿者为健康对照组#安慰剂颗

粒结合
(3K

#

?)

治疗$%

%

组患者均于促性腺激素释放激素激动剂#

SD9;

#

@

$降调节的前一周期开始加服二

至天癸方或安慰剂颗粒至人绒毛膜促性腺激素#

;&S

$注射日停药% 观察
%

组患者临床妊娠率"颗粒细胞凋

亡率%

*/TO/2D 14-O

法检测
<(%LIMNO

信号转导通路
P

#

MNO

"

<(%L

"

Q@R

蛋白水平% 结果"与健康对照组比

较&安慰剂组
<(%L

"

P

#

MNO

蛋白表达量降低&

Q@R

蛋白表达量升高#

<

$

"

!

"=

&

<

$

"

!

"#

$'与安慰剂组比较&

治疗组
<(%L

"

P

#

MNO

蛋白表达量升高&

Q@R

蛋白表达量降低#

<

$

"

!

"=

&

<

$

"

!

"#

$% 与安慰剂组比较&健康

对照组及治疗组卵巢颗粒细胞凋亡率均降低&临床妊娠率增高#

<

$

"

!

"=

&

<

$

"

!

"#

$% 结论"二至天癸方可

能是通过
<(%LIMNO

信号转导通路&下调
Q@R

因子表达&抑制颗粒细胞凋亡&从而提高
(3K

#

?)

患者卵细胞质

量&最终改善肾气虚不孕症患者的
(3K

#

?)

结局%

关键词"二至天癸方' 肾气虚'

<(%LIMNO

信号转导通路' 体外受精#胚胎移植

?BB/FO -B ?2UVA )A@DWXA G/F-FOA-D -D S2@DX4-T@ &/44T MP-PO-TAT AD (3K

#

?) <@OA/DOT YAOV ZV/D

#

[A G/BA

#

FA/DF\

"

](M, K@DW @DR ^(M,S ZV@D

"

9/P2-RXFOA./ @DR S/D/OAF &/DO/2 -B (DO/W2@O/R )2@RAOA-D@4 @DR

*/TO/2D +/RAFAD/

!

MBBA4A@O/R ;-TPAO@4

!

ZV@DR-DW _DA./2TAO\ -B )2@RAOA-D@4 &VAD/T/ +/RAFAD/

!

'AD@D

$

!=""##

%&

! KA2TO &4ADAF@4 +/RAF@4 &-44/W/

!

ZV@DR-DW _DA./2TAO\ -B )2@RAOA-D@4 &VAD/T/ +/RAFAD/

!

'AD@D

$

!="""#

%

MQZ)9M&)

$

H1J/FOA./

$

)- -1T/2./ OV/ /BB/FO -B ?2UVA )A@DWXA G/F-FOA-D

$

?8)SG

%

-D AD .AO2- B/2OA4A

#

U@OA-D @DR /012\- O2@DTB/2

$

(3K

#

?)

%

P@OA/DOT YAOV ZV/D

#

[A R/BAFA/DF\ 1\ ADO/2./DOA-D -B P

#

MNO

'

<(%L

'

Q@R

P2-O/AD AD <(%LIMNO TAWD@4ADW P@OVY@\5 +/OV-RT

$

)-O@44\ 6" ADB/2OA4/ P@OA/DOT YAOV ZV/D

#

[A R/BAFA/DF\ XD

#

R/2W-ADW (3K

#

?) Y/2/ 2@DR-04\ @TTAWD/R O- OV/ ?8)SG O2/@O0/DO W2-XP

$

>" F@T/T

!

?8)SG F-01AD/R YAOV

(3K

#

?)

%

@DR OV/ P4@F/1- W2-XP

$

>" F@T/T

!

P4@F/1- F-01AD/R YAOV (3K

#

?)

%!

@DR @D-OV/2 >" B@0@4/ .-4XD

#

O//2T RX/ O- TP-XT/ P2-14/0 @T OV/ F-DO2-4 W2-XP

$

P4@F/1- F-01AD/R YAOV (3K

#

?)

%

Y/2/ 2/F2XAO/R5 M44 -B

OV/0 Y/2/ O2/@O/R B2-0 OV/ R@\ -B W-D@R-O2-PAD

#

2/4/@TADW V-20-D/ @W-DATO

$

SD9;

#

@

%

R-YD 2/WX4@OA-D O-

OV/ VX0@D FV-2A-DAF W-D@R-O2-PAD

$

;&S

%

ADJ/FOA-D R@\5 )V/ F4ADAF@4 P2/WD@DF\ 2@O/ @DR OV/ @P-PO-TAT

2@O/ -B W2@DX4-T@ F/44T Y/2/ -1T/2./R5 )V/ /`P2/TTA-D -B P

#

MNO

'

<(%L

'

Q@R Y/2/ R/O/FO/R 1\ */TO/2D

#

14-O5

9/TX4OT

$

&-0P@2/R YAOV OV/ F-DO2-4 W2-XP

!

OV/ P2-O/AD /`P2/TTA-D -B <(%L

!

P

#

MNO AD OV/ P4@F/1- W2-XP

Y/2/ R/F2/@T/R

!

OV/ P2-O/AD /`P2/TTA-D -B Q@R Y@T ADF2/@T/R

$

< a"

%

"=

!

< a"

%

"#

%

5 &-0P@2/R YAOV OV/

P4@F/1- W2-XP

!

OV/ P2-O/AD /`P2/TTA-D -B <(%L

!

P

#

MNO AD W2@DX4-T@ F/44T -B OV/ ?8)SG O2/@O0/DO W2-XP

Y/2/ ADF2/@T/R

!

YVA4/ OV/ P2-O/AD /`P2/TTA-D -B Q@R Y@T R/F2/@T/R

$

< a"

%

"=

!

< a"

%

"#

%

5 &-0P@2/R YAOV

OV/ P4@F/1- W2-XP

!

OV/ @P-PO-TAT 2@O/ -B -.@2A@D W2@DX4-T@ F/44T 2/RXF/R @DR OV/ F4ADAF@4 P2/WD@DF\ 2@O/

ADF2/@T/R AD OV/ ?8)SG O2/@O0/DO W2-XP @DR OV/ F-DO2-4 W2-XP

$

< a"

%

"=

!

< a"

%

"#

%

5&-DF4XTA-D

$

?8)SG

0@\ 1/ OV2-XWV <(%LIMNO TAWD@4 O2@DTRXFOA-D P@OVY@\

!

R-YD

#

2/WX4@OA-D -B Q@R B@FO-2 /`P2/TTA-D

!

OV/2/1\
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ADVA1AOADW W2@DX4-T@ F/44T @P-PO-TAT

!

T- @T O- A0P2-./ OV/ [X@4AO\ -B --OAR @DR OV/ -XOF-0/ -B (3K

#

?) P@

#

OA/DOT YAOV ZV/D

#

[A R/BAFA/DF\5

L?b*H9GZ

$

?2UVA )A@DWXA G/F-FOA-D

&

ZV/D

#

[A R/BAFA/DF\

&

<(%LIMNO TAWD@4 O2@DTRXFOA-D P@OVY@\

&

AD

.AO2- B/2OA4AU@OA-D @DR /012\- O2@DTB/2

""现代医学认为卵巢颗粒细胞是卵巢内的主要功能

细胞!是卵泡内最主要的体细胞成分!其增殖'分化直

接影响卵泡发育'卵子成熟'减数分裂及能量供

应(

#

%

%

)

* 课题组前期研究已证实!二至天癸方能改善肾

气虚型体外受精#胚胎移植$

AD .AO2- B/2OA4AU@OA-D @DR

/012\- O2@DTB/2

!

(3K

%患者的肾气虚症状!提高患者

的受精率'优质胚胎率以及临床妊娠率!并能干预蛋白

的表达(

>

)

* 在此基础上进行信号转导通路的研究!为深

入诠释+肾主生殖,的科学内涵提供了可能性*

资料与方法

#

"诊断标准"不孕症的诊断标准#性生活正常!

未避孕
!#

年未孕者!称为不孕症(

=

)

* 从未妊娠者称

原发性不孕&曾经妊娠而后未再妊娠者称为继发性不

孕* 不孕症输卵管因素诊断标准参考中国中西医结合

学会妇产科专业委员会第三届学术会议-子宫内膜异

位症
I

妊娠高血压综合征及女性不孕症的中西医诊疗

标准(

:

)

*

不孕证肾气虚辨证标准参.中药新药临床研究指

导原则/

(

$

)

!主症#不孕&腰膝酸软或足跟痛&经色暗淡

或经质稀薄* 兼症#头晕耳鸣&小便清长或淋漓不尽&

大便溏薄&性欲淡漠&神疲乏力&心悸气短&反应迟钝或

健忘* 典型舌脉#舌质黯或淡红!苔薄白!两尺脉沉细

或沉细弱* 同时具备
!

项主症及兼症中的
#

&

!

项!

参照舌脉即可诊断*

!

"纳入标准"$

#

%符合上述诊断标准&$

!

%近

!

个月经周期未使用激素类药物者&$

%

%签署知情同意

书者&$

>

%生殖内分泌水平符合降调标准*

%

"排除标准"$

#

%患有严重的精神疾患'泌尿生

殖系统急性感染'性传播疾病者&$

!

%近期接触过射线

并在作用期内者&$

%

%具有吸毒等严重不良嗜好者&

$

>

%子宫不具备妊娠功能或严重的躯体疾病不能承受

妊娠者*

>

"脱落标准"因各种原因未按规定完成治疗者*

=

"一般资料"

#!"

例患者均为
!"#>

年
%

月-

!"#=

年
#

月就诊于山东中医药大学附属医院中西医

结合生殖与遗传中心行
(3K

#

?)

治疗的肾气虚不孕症

患者!按照随机数字表法分为二至天癸方治疗组和安

慰剂组!每组
>"

例* 另选取
>"

名因男方因素行
(3K

#

?)

助孕的女性志愿者作为健康对照组* 患者年龄分

布!病程!不孕类型!基础
KZ;

'

];

'

?

!

!差异无统计学

意义$

< c"

!

"=

!见表
#

%* 经山东中医药大学附属医

院生殖医学伦理委员会同意$

,-5 !"#>"!#>+

%*

:

"干预方法

:

!

#

"

(3K

#

?)

前预处理"

%

组患者皆给予常规

(3K

#

?)

前预处理!二至天癸治疗组患者于
(3K

前
#

个月经周期始自月经第
%

天给予二至天癸方$由菟

丝子'女贞子'旱莲草'枸杞子'当归'熟地黄'白芍'

川芎'制香附及炙甘草组成* 每袋
% W

!每盒
#!

袋!

由山东中医药大学附属医院制剂室提供%!每次
%

袋!

每日
!

次!口服!共治疗
#>

日!

!

个周期* 另两组患

者给予安慰剂$主要由糊精组成!由山东中医药大学

附属医院制剂室提供%一次
%

袋!一日
!

次!治疗天

数同上*

:

!

!

"控制性超促排卵方案$

F-DO2-44/R -.@2A@D

V\P/2TOA0X4@OA-D

!

&H;

%"

%

组患者均于
(3K

周期前

#

个月经周期的黄体中期$月经的第
!#

天左右%根据

患者不同情况给予达菲林$

SD9;

#

@

!博福 %益普生天

津制药有限公司&批准文号#

;!""%"=$$

&规格#

%

!

$= 0WI

支%

"

!

7 d#

!

! 0W

肌肉注射!自月经周期第

%

天始给予重组人促卵泡激素注射液$

2KZ;

!果纳芬!

瑞士雪兰诺公司!批准文号#

Z!"#%""==$=

&规格#

$= (_I

支%皮下注射和$或%尿促性腺激素$

;+S

!丽珠

集团丽珠制药厂!规格#

$= (_I

支%肌注!期间行
Q

超

以监测卵泡发育!直至发现有直径
!#

!

6 F0

的卵泡

!%

个以上!予以人绒毛膜促性腺激素$

;&S

!丽珠集

团丽珠制药厂!规格#

= """ (_I

支%

6 """ d#" """ (_

肌肉注射!

%: V

后行取卵术*

表
#

$三组患者一般资料比较

组别 例数
原发不孕

(例$

e

%)

继发不孕

(例$

e

%)

年龄

$岁!

`

'

T

%

不孕年限

$年!

`

'

T

%

1KZ;

$

0(_I0]

!

`

'

T

%

1];

$

0(_I0]

!

`

'

T

%

?

!

$

PWI0]

!

`

'

T

%

健康对照
>" #6

$

>=

(

"

%

!!

$

==

(

"

%

%#

(

=$

'

=

(

:! %

(

%"

'

!

(

=7 $

(

=%

'

!

(

>6 >

(

>$

'

!

(

#7 >>

(

::

'

#6

(

$7

安慰剂
>" #>

$

%=

(

"

%

!:

$

:=

(

"

%

%%

(

6:

'

>

(

6! >

(

"6

'

!

(

=$ $

(

!"

'

#

(

6% >

(

:"

'

#

(

>$ >=

(

7!

'

#$

(

6#

治疗
>" #=

$

%$

(

=

%

!=

$

:!

(

=

%

%!

(

"=

'

=

(

!# %

(

%"

'

!

(

"= $

(

=#

'

!

(

:" >

(

=6

'

!

(

%= >=

(

:$

'

!!

(

#=
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:

!

%

"

(3K

#

?)

"取卵的同时收集直径为
#6 d

!" 00

卵泡的第一管淡黄色'近透明的卵泡液!标记

后液氮罐保存* 取卵后行
(3K

#

?)

!观察卵细胞'受精

及胚胎情况*

$

"肾气虚证候积分评价"分别在治疗前和
;&S

注射日记录治疗组及安慰剂组肾气虚证候积分以及

差值*

6

" 收 集 颗 粒 细 胞 " 收 集 卵 泡 液* 离 心

$

="" 2 I0AD

!

#" 0AD

%!留取沉淀* 将沉淀物中加入

<QZ

至
= 0]

*取
#= 0]

离心管!加入人淋巴细胞分

离液
= 0]

!将混悬液缓慢加入淋巴细胞分离液的液

面上!离心$

# !"" 2 I0AD

!

!" 0AD

%!吸取在两液面之间

的颗粒细胞层
<QZ

离心$

% """ 2 I0AD

!

= 0AD

%!下层

即为壁颗粒细胞!吸尽
<QZ

! %

6"

)直接冻存!用于

*/TO/2D 14-O

实验*

7

"卵泡壁颗粒细胞
<(%L

'

P

#

MNO

'

Q@R

蛋白表达

检测"采用
*/TO/2D 14-O

法* 将提取的人颗粒细胞

加入蛋白裂解液!冰浴
%" 0AD

!使细胞充分裂解*

>

)!

6 """ 2 I0AD

离心
#" 0AD

!收集上清!

Q&M

法测

定蛋白浓度* 聚丙炼酸胺凝胶电泳后转膜'封闭!取出

已封闭的
<3GK

膜!浸于
#`)QZ)

缓冲液中!洗涤

= 0AD

*然后加入一抗!

>

)孵育过夜* 用
#

*

)QZ)

漂

洗
%

次孵育后的
<3GK

膜!移入含有二抗的小袋中!

室温孵育
# V

* 用
#`)QZ)

洗膜
%

次!

#= 0ADI

次*

?&]

化学发光显影*

#"

"

)_,?]

染色法测细胞凋亡数"随机计数

=""

个颗粒细胞!

)_,?]

染色阳性细胞的胞浆内呈棕

黄色颗粒!阴性细胞呈蓝色&结合细胞凋亡的形态学改

变综合判断$阳性细胞出现染色质浓缩!核膜裂解!出

现凋亡小体&阴性细胞变小!胞膜完整但有发泡现

象%* 颗粒细胞凋亡率$

e

%

f

阳性细胞数
I

总的观察细

胞数*

#""e

*

##

"统计学方法"应用
Z<ZZ #7

!

"

统计软件进

行分析!计量资料以
`

'

T

表示!两两比较采用
O

检验!

%

组之间均数比较采用
HD/

#

*@\ M,H3M

方差分析*

计数资料采用
!

! 检验!组间两两比较采用
Q-DB/22-

#

DA

调整检验水准法!检验水准
" f "

!

"#:

*

< a "

!

"=

为差异有统计学意义*

结""果

#

"脱落情况"治疗过程中!由于患者取消周期!

部分病例脱落!最后治疗组
%$

例!安慰剂组
%$

例!健

康对照组
%6

例完成治疗*

!

"治疗组与安慰剂组肾气虚证候积分比较$表

!

%"与本组治疗前比较!治疗组
;&S

日证候积分降

低$

< a"

!

"#

%&与安慰剂组比较!治疗组前后积分差值

更高$

< a"

!

"#

%*

表
!

$治疗组与安慰剂组肾气虚证候积分比较$$分!

`

'

T

%

组别 例数 治疗前
;&S

日 积分差值

治疗
%$ #%

(

!$

'

#

(

6>

6

(

6#

'

#

(

$=

"

>

(

>:

'

%

(

>!

#

安慰剂
%$ #%

(

"=

'

#

(

7$ #!

(

:6

'

#

(
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(

%6
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""注#与本组治疗前比较!

g

< a"

!

"#

&与安慰剂组比较!

#

< a"

!

"#

%

"

%

组患者临床妊娠率比较"健康对照组临床

妊娠率为
:"

!

=%e

$

!%I%6

%!安慰剂组为
%!

!

>%e

$

#!I

%$

%!治疗组为
:!

!

#:e

$

!%I%$

%* 与安慰剂组比较!健

康对照组及治疗组临床妊娠率增高 $

< f "

!

"#=

!

"

!

"#"

%*

>

"

%

组
<(%L

'

P

#

MNO

'

Q@R

蛋白表达比较$图
#

!

表
%

%"与健康对照组比较!安慰剂组
<(%L

'

P

#

MNO

蛋

白表达量降低!

Q@R

蛋白表达量升高$

< a"

!

"=

!

< a

"

!

"#

%&与安慰剂组比较!治疗组
<(%L

'

P

#

MNO

蛋白表达

量升高!

Q@R

蛋白表达量降低$

< a"

!

"=

!

< a"

!

"#

%*

图
#

$

%

组患者
<(%L

'

P

#

MNO

'

Q@R

蛋白电泳图

表
%

$

%

组患者
<(%L

'

P

#

MNO

'

Q@R

蛋白表达比较"$

`

'

T

%

组别 例数
<(%L P

#

MNO Q@R

健康对照
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"

(

%$6 $
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组患者卵巢颗粒细胞凋亡率比较$表
>

%

健康对照组及治疗组卵巢颗粒细胞凋亡率均明显低于

安慰剂组$

< a"

!

"#

%*

表
>

$

%

组患者卵巢颗粒细胞凋亡率比较"$

e

!
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T

%

组别 例数 凋亡率

健康对照
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年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3-45 %$

!

,-

!

##

讨""论

肾藏精!为藏精之脏* 肾藏精之充沛与否与卵子生

长发育密切相关* 肾所藏之精气!是卵子生发之本源!

为卵母细胞的生成'生长及成熟提供物质基础* 肾精肾

气充盛!肾之阴阳平衡!相互转化!卵巢才得以+藏泻有

时,!产生优质卵并按时发育成熟排出!为孕育胚胎提供

前提条件* 肾精化肾气!肾气是机体发挥各种功能活动

的原动力!肾气又分阴阳!无论阴虚亦或阳虚!均阻碍卵

母细胞的生长'发育'成熟及排出!引起不孕*

卵巢颗粒细胞是卵母细胞周围的细胞层!它与卵

母细胞间存在着复杂的连接机制!能够调节卵母细胞

的发育*

;

+

TO ?

等(

6

)报道卵巢颗粒细胞的凋亡与卵

细胞的成熟与受精有关*

9@0@D 9Z

等(

7

)研究表明

卵细胞的受精能力与颗粒细胞的凋亡有关!

]// LZ

等(

#"

)研究也表明颗粒细胞的凋亡状态与
(3K

#

?)

患者

的获卵数'受精率以及
(3K

的妊娠结局相关!提示颗粒

细胞与
(3K

#

?)

患者妊娠结局相关!其凋亡状态可以作

为预测
(3K

#

?)

的结局的标志之一* 颗粒细胞在卵冠

丘复合物的成熟过程中存在着凋亡(

##

%

#=

)

* 颗粒细胞

与卵母细胞相连并对其成熟起作用(

6

)

*

(3K

#

?)

过程

中!颗粒细胞凋亡率较低的卵母细胞
?)

后妊娠率更

高(

#:

!

#$

)

* 因此!颗粒细胞的凋亡与卵母细胞的发育成

熟相关(

6

!

#%

)

*

<(%LIMNO

信号通路是影响细胞凋亡通路最主要

的一条!其机制为
<(%L

扩增及
MNO

的过度活化(

#6

)

*

目前!以
<(%LIMNO

信号通路关键效应分子及靶基因

P

#

MNO

'

<(%L

'

Q@R

为靶点的凋亡抑制正在成为研究的

热点(

#7

)

* 卵巢中颗粒细胞的凋亡与普通细胞存在相

似之处!但也有自己独特的调控模式* 已知与颗粒细

胞凋亡相关的因素包括基因'细胞因子等(

!"

)

* 其中基

因的参与尤为重要*

QF4

#

!

家族在颗粒细胞凋亡的调

控中起着决定性作用(

!#

)

* 研究显示!

QF4

#

!

能够抑制

颗粒细胞凋亡!而
Q@R

蛋白能够拮抗
QF4

#

!

的生物学

活性(

!!

)

*

本研究结果显示#二至天癸方治疗组治疗后肾气

虚症状较治疗前明显改善!证候积分降低$

< a"

!

"#

%&

二至天癸方治疗组获卵数'获胚数较安慰剂组均较高

$

< a "

!

"#

%! 二 至 天 癸 治 疗 组 的 临 床 妊 娠 率

$

:!

!

#:e

%高于安慰剂组$

%!

!

>%e

!

< a"

!

"=

%&与安

慰剂组比较!治疗组
<(%L

'

P

#

MNO

蛋白表达量升高!

Q@R

蛋白表达量降低$

< a "

!

"=

!

< a "

!

"#

%&治疗组

卵巢颗粒细胞凋亡率较安慰剂组低$

< a "

!

"#

%* 表

明二至天癸方可明显改善肾气虚
(3K

女性肾虚状态!

提高其临床妊娠率!其可能是通过
<(%LIMNO

通路下

调
Q@R

水平表达!抑制颗粒细胞的凋亡!从而改善肾

气虚型不孕症患者卵细胞质量!提高其
(3K

#

?)

成

功率*

二至天癸方以+补肾调冲任,的立法之本!能够提

高
(3K

#

?)

患者卵子质量!改善子宫内膜容受性!从而

提高不孕症患者的妊娠率* 菟丝子补益肾精!既可补

阳!又可益阴!女贞子'枸杞子'旱莲草滋补肝肾!熟地

黄养阴补血'滋养精髓!川芎活血调经!当归补血调经!

白芍养血敛阴!香附疏肝解郁!全方共奏补益肝肾!调

理冲任之功!使肾中阴平阳秘!精血俱旺!肾精充盛!血

海按期满盈!则胎孕可成*

<(%LIMNO

信号通路的配体

还包括
K-`-%@

'

<

!#

'

<

!$

等(

!%

)

!二至天癸方是否能通

过增加
MNO

的表达而调控其他因子如
K-`-%@

等的信

号转录!还有待于进一步研究*
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