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!临床论著!

右归胶囊通过
(HI!F-*H*&

通路改善高龄

体外受精 #胚胎移植女性卵细胞质量

连"方#

"宋诗艳!

摘要"目的"探讨右归胶囊通过干预调节络氨酸激酶
!F

信号传导及转录激活因子
&

"

(HI!F-*H*&

#通

路中关键因子
(HI!

$细胞周期蛋白
D#

"

'JC6>A D#

#及与通路相关的超氧化物歧化酶"

KL/.35M>N. N>K

$

1L0=K.

%

-ED

#水平对高龄肾阳虚体外受精#胚胎移植"

>A O>035 ?.30>6>P=0>5A

$

.123J5 03=AK?.3

%

)4Q

$

<*

#患

者卵细胞质量的影响& 方法"

;R

例高龄肾阳虚
)4Q

$

<*

女性分为治疗组"右归胶囊
S

西药#和安慰剂组"安

慰剂
S

西药#%每组
&!

例& 另选非肾阳虚
)4Q

$

<*

"男方因素#高龄女性
&!

例为对照组& 观察前两组肾阳虚

证候积分变化和各组促性腺激素"

TA

#天数及用量$绒毛促性腺激素"

U'T

#日血雌二醇"

<

!

#$黄体生成素

"

VU

#$孕酮"

W

#水平$获卵数$优卵率$受精率$获胚数$临床妊娠率'检测
(HI!F-*H*&

通路中关键因子

(HI!

$

'JC6>A D#

蛋白表达及与通路相关的
-ED

水平& 结果"与本组治疗前比较%治疗组
U'T

日证候积

分降低"

W X"

!

"#

#%且较安慰剂组积分低更明显"

W X"

!

"#

#& 与安慰剂组比较%治疗组和对照组
TA

天数及

用量减少"

W X"

!

"#

#%

U'T

日
<

!

水平$获卵数$获胚数$优卵率$受精率$临床妊娠率均增高"

W X"

!
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%

W X
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水平$

(HI!

$

'JC6>AD#

蛋白相对表达量亦升高"

W X "

!

":

#& 结论"右归胶囊可能是通过

(HI!F-*H*&

通路上调
-ED

$

(HI!

$

'JC6>A D#

水平表达%从而改善肾阳虚症状%提高高龄肾阳虚
)4Q

$

<*

患者的卵细胞质量%有助于改善
)4Q

结局&

关键词"高龄女性' 补肾中药' 卵细胞质量' 络氨酸激酶
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通路' 细胞周期蛋白
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超氧化物歧化酶
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0>5A =AN C6>A>C=6 /3.ZA=ACJ 3=0. ].3. K>ZA>?>C=A06J \>Z\.3

$

W X"
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"
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"
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'JC6>A D#

&

KL/.35M>N. N>K1L0=K.

""随着经济'文明的双发展"很多女性选择先立业后

成家"导致婚育年龄推迟( 女子自)五七*始生殖力逐

渐降低"突出表现在卵细胞质量上的降低"最终导致不

孕( 前期研究证明补肾中药可改善机体肾虚症状"提

高卵子质量+

#

,

( 近些年已明确验证络氨酸激酶
!F

信

号传导及转录激活因子
&

$

(=ALK I>A=K.!F->ZA=6

03=AKNLC.3K =AN =C0>O=053K 5? 03=AKC3>/0>5A&

"

(HI!F-*H*&

%通路参与调节氧化应激和卵巢颗粒细

胞增殖+

!

,

( 本研究旨在监测卵巢颗粒细胞
(HI!F

-*H*&

通路上关键因子
(HI!

'细胞周期蛋白
D#

$

'JC6>A D#

%及与通路相关的超氧化物歧化酶$

KL

$

/.35M>N. N>K1L0=K.

"

-ED

%水平的表达"完善补肾中

药通过抗氧化应激促进颗粒细胞增殖从而提高卵细胞

质量和改善体外受精$胚胎移植$

>A O>035 ?.30>6>P=0>5A

$

.123J5 03=AK?.3

"

)4Q

$
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%结局理论(

资料与方法

#

"诊断标准

#

!

#

"西医不孕症诊断标准"不孕症参照文献

+

&

,&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
F

妊娠高血压综合征及女性不孕症的中西医

诊疗标准+

R

,

&年龄
c&:

岁的女性称为高龄女性(

#

!

!

"中医肾阳虚不孕症辨证标准"参照参考文

献+

:

,"由两位副主任医师对入选受试者进行独立辨

证"两次辨证相吻合者随即入选(

!

"纳入标准"$

#

%符合西医输卵管因素或男方

因素所致不孕症的诊断标准&$

!

%符合中医肾阳虚型

不孕症的诊断标准&$

&

%年龄
&:

%

R!

岁已婚女性&

$

R

%基础内分泌值未见明显异常者&$

:

%签署知情同

意书(

&

"排除标准"$

#

% .母婴保健法/中不建议受孕

者&$

!

%对实验药物过敏者&$

&

%合并其他系统重大疾

病者&$

R

%严重精神障碍者&$

:

%吸毒病史者&$

;

%近

&

个月经周期应用激素或其他不利于妊娠且处在作用

期物品者&$

9

%智力低下"无法沟通者(

R

"一般资料"

!"#R

年
9

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

高龄不孕女性
%;

例"其中高龄肾阳虚
)4Q

$

<*

患者
;R

例"

按照随机数字表法分为治疗组$右归胶囊
S

西药%"安慰

剂组$安慰剂
S

西药%"每组
&!

例( 最终治疗组入组分析

&#

例"对照组
!%

例"另选高龄非肾阳虚
)4Q

$

<*

$男方因

素%患者
&!

名作为对照组( 各组年龄'病程'不孕类型'

基础卵泡刺激素$

?566>C6.

$

K0>1L6=0>AZ \5315A.

"

Q-U

%'

黄体生成素$

6L0.5035/>C \5315A.

"

VU

%'雌二醇$

.K03=

$

N>56

"

<

!

%"肾阳虚证候积分比较"差异无统计学意义$

W c

"

!

":

%"见表
#

( 此研究经山东中医药大学附属医院生殖

伦理委员会批准$伦理号#

!"#R"9""!-

%(

:

"治疗方法"各组均使用拮抗剂方案"月经周期

第
&

天测血
Q-U

'

VU

'

<

!

和阴道
`

超结果" 皮下注射

重组人促卵泡激素注射液$

3Q-U

"规格#

9: )_F

支"瑞

士雪兰诺公司"批准文号#

-!"#&""::9:

%或$和%人绝

表
#

%各组患者一般资料比较%$

M

&

K

%

组别 例数 年龄$岁% 病程$年% 原发
F

继发
Q-U

$

1)_F1V

%

VU

$

1)_F1V

%

<

!

$

/ZF1V

% 证候积分$分%

治疗
&# &9

'

R!

&

!

'

&: &

'

9R

&

!

'

9# #&F#$ #"

'

&R

&

#

'

;# :

'

R#

&

#

'

"; R:

'

!&

&

$

'

;$ !&

'

R!

&

&

'

!!

安慰剂
!% &9

'

9;

&

!

'

#! R

'

#R

&

&

'

"9 #:F#R %

'

%%

&

#

'

&! :

'

#$

&

#

'

"R R:

'

:!

&

%

'

:; !&

'

9!

&

!

'

R&

对照
&" &9

'

:9

&

!

'

"; R

'

"9

&

!

'

!# #RF#; #"

'

#$

&

#

'
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'
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&

#

'

!: R;

'
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%

经期促性腺激素$

\L1=A 1.A5/=LK=6 Z5A=N5035

$

/>A

"

U,T

%"规格#

9: )_F

支"丽珠集团丽珠制药厂"按

照卵泡大小'激素水平及时改变药物及药量( 当卵泡

直径
!#R 11

时"连续每天皮下注射注射用醋酸西曲

瑞克 $

TA^U

$

=A0

"规格#

"

!

!: !ZF

支"瑞士雪兰诺公

司%

"

!

!: !Z

至
U'T

日(

治疗组于月经周期第
&

天予右归胶囊$由炮附

子'肉桂'鹿角胶'熟地黄'酒萸肉'枸杞子'山药'菟丝

子'盐杜仲'当归组成"规格#

"

!

R: ZF

粒"江西银涛药业

有限公司提供"批号#

d!""&"#&R

%口服"

R

粒
F

次"每日

&

次"口服"至扳机日"同时予安慰剂组及对照组等量

安慰剂(

`

超示子宫内膜三线征"卵泡直径
!#$ 11

时"肌肉注射注射用绒促性素 $

\L1=A C\53>5AGC

Z5A=N5035/>A

"

U'T

%"规格#

! """ )_F

支"丽珠集团丽

珠制药厂"

; """

%

#" """ )_

"

&R

%

&; \

后行经阴道

超声引导下穿刺取卵术(

;

"观察指标及方法"取卵后收集卵泡液"以提取

颗粒细胞&行
)4Q

"并观察受精情况"体外培养
&

天后

行
<*

"术后予适量黄体酮和 $或%

U'T

进行黄体

支持(

;

!

#

"临床观察指标检测"包括肾阳虚证候评

分'促性腺激素$

TA

%天数及用量'

U'T

日血
<

!

'

VU

'

W

水平'获卵数'优卵率'受精率'获胚数和临床妊娠率

指标的检测(

;

!

!

"

-ED

水平检测"采用化学发光法测定

-ED

水平(

;

!

&

"

(HI!

'

'JC6>AD#

蛋白水平检测"采用蛋

白质印迹法$

+.K0.3A 2650

%测定(

#

!

: 1V <W

管装

R"" !V

细胞裂解液裂解
W`H

清洗后的颗粒细胞"

# !"" 3 F1>A

(

!" 1>A

"吸取上清液于新的
#

!

: 1V

冰

浴
<W

管中( 应用
*\.315 `'H

蛋白浓度测定试剂

盒"配制
^.=Z.A0 H

与
^.=Z.A0 ` e:"

)

#

的混合蛋

白定量液( 将双蒸水
!" !V

'蛋白样品
: !V

和蛋白定

量液
!"" !V

依次加入
%;

孔板中"

&9

*孵育
&" 1>A

(

:9" A1

测量波长"

R:" A1

矫正波长测量蛋白反应液

吸光度( 用标准公式换算成浓度后予
W`H

将每个样

品调整为等体积等浓度"加入
;

(

-D- V5=N>AZ `L??

$

.3

"

#""

*加热
: 1>A

"制成蛋白样品( 取出凝胶置于

#

(转膜液中( 准备两块稍大于凝胶的滤纸浸泡于

#

(转膜液( 另准备一块稍大于滤纸的
W4DQ

膜置甲

醇
! 1>A

(转膜装置顺序是滤纸$凝胶$

W4DQ

膜$滤纸(

&:" 1H

恒流"接通电源"转膜
9" 1>A

( 将
W4DQ

膜

置于
#f `-H

封闭液中"摇床上室温封闭
! \

( 根据

1=3b.3

将
W4DQ

膜切成大小合适的目的条带"适量

的封闭液与相应抗体配比成一抗工作液"将条带置于

一抗孵育盒中"摇床
R

*过夜( 次日用
#

(

*`-*

于

摇床中清洗"

#" 1>AF

次 (

&

次( 适量的二抗工作液

$封闭液)二抗
e:" """

)

#

%覆盖条带"于二抗孵育盒

中摇床上室温
# \

( 后用
#

(

*`-*

于摇床中清洗"

#" 1>AF

次(

&

次(将条带置于
!"" !V <'V

底物发光

工作液$

H

液)

`

液
e#

)

#

%中曝光"

)1=Z. (

软件分析

蛋白和内参$

"

$

=C0>A

%的灰度值"并计算两者的比值"

该比值可反应蛋白表达水平( 即蛋白相对表达量
e

蛋

白灰度值
F"

$

=C0>A

灰度值(

#""f

(

9

"统计学方法"应用
-W-- #9

!

"

软件进行统

计分析( 计量资料用
M

&

K

描述"同组治疗前后或两组

间比较用
0

检验&各组间比较用单因素方差分析"组间

两两比较用
V-D

检验( 计数资料用
#

!检验(

W X

"

!

":

为差异有统计学意义(

结""果

#

"病例完成情况"治疗组脱落
#

例"完成
&#

例"

安慰剂组脱落
&

例"完成
!%

例"对照组脱落
!

例"完

成
&"

例(

!

"两组治疗前后肾阳虚证候积分比较$表
!

%

与本组治疗前比较"治疗组治疗后肾阳虚证候积分降

低$

W X"

!

"#

%&与安慰剂组比较"治疗组治疗后肾阳虚

证候积分降低更明显低$

W X"

!

"#

%(

表
!

%两组治疗前后肾阳虚证候积分比较%$分"

M

&

K

%

组别 例数 时间 肾阳虚证候积分

治疗
&#

治疗前
!&

'

R!

&

&

'

!!

治疗后
#%

'

9R

&

&

'

"%

"$

安慰剂
!%

治疗前
!&

'

9!

&

!

'

R&

治疗后
!&

'

&R

&

!

'

#;

""注#与本组治疗前比较"

"

W X"

!

"#

&与安慰剂组比较"

$

W X"

!

"#

&

"各组
TA

天数及用量'

U'T

日
<

!

'

VU

'

W

水

平'获卵数'获胚数'优卵率'受精率'临床妊娠率比较

$表
&

%"与安慰剂组比较"治疗组及对照组的
TA

天

数及用量减少$

W X "

!

"#

%"

U'T

日
<

!

水平'获卵数'

获胚数'优卵率'受精率'临床妊娠率均增高 $

W X

"

!

":

"

W X"

!

"#

%(

R

"各组
-ED

水平比较$表
R

%"与安慰剂组比

较"治疗组和对照组
-ED

水平升高$

W X"

!

":

%(

:

"各组
(HI!

'

'JC6>AD#

蛋白相对表达量比较

$表
:

"图
#

% "与安慰剂组比较"治疗组和对照组

(HI!

'

'JC6>AD#

蛋白相对表达量均升高$

W X"

!

":

%(

讨""论

中医学)七七*理论中讲到)五七"阳明脉衰"面始



中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

-./0.12.3 !"#$

"

4567 &$

"

85

!

%

!!"(!%!

表
&

%各组
TA

天数及用量'

U'T

日
<

!

'

VU

'

W

水平'获卵数'获胚数'优卵率'受精率'临床妊娠率比较

组别 例数
TA

天数$天"

M

&

K

%

TA

用量$

)_

"

M

&

K

%

<

!

$

/ZF1V

"

M

&

K

%

VU

$

1)_F1V

"

M

&

K

%

W

$

AZF1V

"

M

&

K

%

安慰剂
!% ##

'

&R

&

#

'

:R & &"R

'

&R

&

$!&

'

!# # ;$9

'

%"

&

$%&

'

$$ &

'

9$

&

!

'

R9 #

'

!!

&

"

'

RR

治疗
&#

#"

'

!;

&

#

'

&!

""

! :R$

'

%R

&

9!$

'

99

""

! ;&&

'

R$

&

9%&

'

#&

""

&

'

$"

&

!

'

9; #

'

"&

&

"

'

R:

对照
&"

#"

'

"9

&

#

'

&R

""

! ;:#

'

9&

&

$!&

'

::

""

! ;%;

'

""

&

99#

'

R9

""

&

'

%9

&

!

'

$; #

'

#9

&

"

'

R9

组别 例数 获卵数$枚"

M

&

K

% 获胚数$枚"

M

&

K

% 优卵数+例$

f

%, 受精数+例$

f

%, 临床妊娠数+例$

f

%,

安慰剂
!% ;

'

!#

&

&

'

%; !

'

!$

&

#

'

!! ###

$

;#

'

;9

%

%%

$

::

%

;

$

!"

'

;%

%

治疗
&#

$

'

""

&

&

'

:R

"

&

'

;$

&

#

'

%!

"

#%R

$

9$

'

!&

%

"

#9:

$

9"

'

:;

%

"

#R

$

R:

'

#;

%

"

对照
&"

$

'

&&

&

!

'

::

"

&

'

%9

&

#

'

%R

"

!"&

$

$#

'

!"

%

"

#%#

$

9;

'

R"

%

"

#:

$

:"

'

""

%

"

""注#与安慰剂组比较"

"

W X"

!

":

"

""

W X"

!

"#

表
R

%各组
-ED

水平比较"$

#"

&

8_FZ/350

"

M

&

K

%

组别 例数
-ED

安慰剂
!% &

'

"";

&

"

'

:"9

治疗
&#

&

'

&;#

&

"

'

:9#

"

对照
&"

&

'

!$R

&

"

'

R%9

"

""注#与安慰剂组比较"

"

W X"

!

":

表
:

%各组
(HI!

'

'JC6>A D#

蛋白相对表达量比较"$

M

&

K

%

组别 例数
(HI! 'JC6>AD#

安慰剂
!% "

'

:"! R

&

"

'

"&R ! "

'

;%; :

&

"

'

"R" $

治疗
&#

"

'

:!R &

&

"

'

"R! !

"

"

'

9!: $

&

"

'

"R: 9

"

对照
&"

"

'

:!% ;

&

"

'

"R: "

"

"

'

9!# $

&

"

'

"&$ :

"

""注#与安慰剂组比较"

"

W X"

!

":

""注#

#

为对照组&

!

为治疗组&

&

为安慰剂组

图
#

%

(HI!F'JC6>A D#

蛋白表达图

焦"发始堕*( 即生理状态下"女子自五七始"阳明脉

气渐衰"肾阳开始衰少"生殖功能的开始衰退"机体呈

现)肾阳易虚*的生理状态( 肾主生殖"卵巢归属胞

脉"而)胞脉系于肾*"故卵巢的藏泻受肾的调节( 若

肾阳虚衰"推动无力"温煦乏源"卵巢只藏不泻"藏泻失

司"影响其成熟和排出"故可导致卵子质量低下和

$或%滞留于卵巢"出现不排卵'卵泡黄素化或卵巢囊

肿等现象(

颗粒细胞是卵巢内的主要功能细胞"其合成和分

泌卵巢性激素"促进卵子的生长'发育及排出( 机体活

性氧类$

^E-

%导致女性卵母细胞质量的下降可能是

高龄女性发生不孕和
)4Q

$

<*

妊娠结局差的重要原因

之一+

;

"

9

,

(

^E-

是通路的重要组成之一"有研究证实

其可激活
(HIF-*H*

信号转导通路+

$

"

%

,

"调控卵巢颗

粒细胞增殖+

!

,

(

-ED

是颗粒细胞产生的可以保卫卵

细胞免受氧化应激损害的金属酶抗氧化剂+

#"

,

"能够反

映机体氧化和抗氧化水平及氧化应激状态"其能够清

扫氧自由基"从而保卫卵细胞遭遇氧化应激伤害+

##

,

(

临床研究证实
(HI!F-*H*&

通路的活化可缓解细胞

氧化应激状态"促进其增殖( 有资料显示
(HI!F

-*H*&

通路被激活后可提高
-ED

活性以对抗生物膜

膜脂质过氧化损伤+

#!

,

( 王超君等+

!

,研究发现
(HI!F

-*H*&

通路参与调节氧化应激和卵巢颗粒细胞增殖(

本研究中"与本组治疗前比较"治疗组
U'T

日证

候积分降低$

W X "

!

"#

%"且较安慰剂积分低更明显

$

W X"

!

"#

%"说明右归胶囊可显著改善肾阳虚患者的肾

阳虚症状(

<

!

的高低预示卵子质量的好坏( 治疗组

U'T

日
<

!

较高$

W X"

!

":

%"因此可推测右归胶囊能够

提高卵细胞质量( 治疗组
-ED

水平升高$

W X"

!

":

%"

表明颗粒细胞氧化应激程度较安慰剂组低(

(HI!

'

'JC6>AD#

蛋白相对表达量亦升高$

W X"

!

":

%"说明颗

粒细胞的增殖较安慰剂组明显( 治疗组的获卵数'获胚

数'优卵率'受精率'临床妊娠率均增高$

W X"

!

":

%"表

明右归胶囊通过提高卵子质量最终改善
)4Q

$

<*

结局(

右归胶囊中"炮附子'肉桂'鹿角胶补肾助阳"温里

祛寒"为君&熟地黄'酒萸肉'枸杞子'山药滋肾填精"养

肝补脾"取自张景岳.景岳全书/)善补阳者"必于阴中

求阳"则阳得阴助而生化无穷*之义"为臣&菟丝子'盐

杜仲补肝肾"强腰膝"加用当归养血活血"共补肝肾之

精血"为佐( 诸药合用"温补肾阳"填精益髓"适用于不

孕之肾阳虚证( 动物实验结果提示右归胶囊可明显提

高小鼠的体温和增加肾阳虚证小鼠负重游泳时间"从

而达到补肾助阳的作用+

#&

,

( 赵敏等+

#R

,研究发现其可

上调模型大鼠肾组织内
*V^R

蛋白和基因的表达"增

强机体免疫功能"最终改善模型大鼠肾阳虚状态( 崔

妍等+

#:

,临床观察发现其在中医方面明显改善患者的
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肾阳虚症状"从现代医学角度使基础体温高温相温度

显著升高并延长"常被用于治疗肾阳虚型女性不孕症(

本研究表明右归胶囊可明显改善高龄肾阳虚
)4Q

$

<*

女性肾虚状态"提高其获卵数'优卵率'受精率'获

胚数'临床妊娠率"其可能是通过
(HI!F-*H*&

通路

上调
(HI!

'

'JC6>A D#

'

-ED

水平表达"从而提高高

龄肾阳虚不孕患者的卵细胞质量"最终改善
)4Q

$

<*

结

局( 鉴于多种条件的限制"本研究样本量较少"若想进

一步证实结论"需进行大样本临床研究(
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