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!临床论著!

基于卵泡液代谢组学的'黄帝内经(

)七七理论*临床研究

孙振高#

#张兴兴!!

#宋景艳!

#王爱娟!

#杨#毅!

#王晓明!

#王天琪!

#徐凯月!

摘要#目的#基于卵泡液代谢组学分析" 四七#$"五七#女性卵泡液%探讨卵母细胞衰老机制%辨识并确定

与高龄不孕肾气虚证有密切关系的差异性化合物& 方法#回顾性分析
::

例既往行体外受精$胚胎移植'

(3J

"

<)

( 或卵母细胞单精子显微注射'

(&K(

(的不孕患者%按照年龄将其分为两组)高龄组'

%:

%

9!

岁%

!7

例%"五

七#(和年轻组'

!$

%

%:

岁%

!$

例%"四七#(%选用拮抗剂超促排卵方案%利用超高效液相色谱$高分辨质谱技术

分析两组的卵泡液%最终通过碎片离子扫描得到的碎片信息对这些物质进行结构鉴定以确定差异性化合物&

结果#与高龄组比较%年轻组获卵数$正常受精卵数$有效胚胎数均增多'

L M"

!

"#

(& 两组在
+!

卵数$优质胚胎

数$异常受精卵数比较%差异无统计学意义'

L N"

!

":

(& 两组间差异性化合物大致分为激素类$卵磷脂类$溶血

磷脂类$蛋白降解片段
9

类%其中上调物有
;

种%下调物有
8

种%仅在高龄组卵泡液中发现的差异性化合物有
!

种& 结论#高龄组和年轻组相比生殖功能下降比较明显%揭示了中医学"七七#理论的内涵&

关键词#卵泡液代谢组学* "七七#理论* 高龄* 生物标志物
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##中医学)七七*理论出自'素问!上古天真论("谓

女子以)七*为律"并以)七七*为期"论述女性各个年

龄阶段的生理变化"同时强调女性生殖机能的维持以

肾气为主导"是中医学对女性生殖功能的基本认识"但

目前对)七七*理论所蕴含的丰富科学道理缺乏深入研

究+ 高龄女性的生殖功能下降明显"体外受精$胚胎移

植$

?B R?2./ `12.?4?C>.?/B >BO 1=02P/ .2>B@`12

"

(3J

"

<)

% 及卵母细胞单精子显微注射$

?B.2> -P./_4>@=?-

@_12= ?BI1-.?/B

"

(&K(

% 后的临床结局较差+ 继蛋白组

学后代谢组学技术得到不断的应用和发展"那么高龄不

孕肾气虚女性的与正常生育期女性的卵泡液代谢物是

否有差异, 能否尝试从卵泡液代谢组学角度初步阐释

)七七*理论的内涵, 因此本研究旨在从卵泡液代谢组

学层面丰富'内经()七七*理论的科学内涵+

资料与方法

#

#诊断标准#$

#

%夫妻双方正常性生活不避孕

#

年未孕-

#

.

& $

!

% 符合中医肾气虚型不孕症诊断

标准-

!

.

+

!

#纳入及排除标准#纳入标准# $

#

%符合上述

诊断&$

!

%年龄在
!$

%

9!

岁的非妊娠期及哺乳期妇

女&$

%

%符合因男方因素导致不孕的病例&$

9

%既往月

经周期
!# c%:

天"无生殖道感染"无明显妇科疾病&

$

:

%签署知情同意书+ 排除标准#$

#

%近半年内应用激

素类药物者&$

!

%合并有心脑血管/肝/肾及造血系统

等严重疾病者"精神病者"甲状腺和肾上腺功能异常

者&$

%

%患有'母婴保健法(规定的不宜生育目前无法

行种植前基因诊断$

_21?=_4>B.>.?/B E1B1.?- O?>E

"

B/@?@

"

LXG

%的遗传性疾病者&$

9

%具有吸毒等严重不

良嗜好者&$

:

%接触致畸量的射线/毒物/药品并处于

作用期者+

%

#一般资料#

!"#:

年
7

月0

!"#:

年
#"

月于

山东中医药大学附属医院生殖医学中心行
(3JH(&K(

治

疗的患者
::

例"根据年龄分为高龄组$

%:

%

9!

岁"

!7

例")五七*%和年轻组 $

!$

%

%:

岁"

!$

例" )四

七*%"分别取卵泡液进行研究+ 两组一般资料比较可

见年轻组年龄/基础窦卵泡数明显优于高龄组$

L M

"

!

"#

%"高龄组的基础窦卵泡明显少于年轻组"基础

JKV

水平高龄组明显高于年轻组 $

L M"

!

":

%"表明高

龄组患者的卵巢功能有明显的下降+ 两组在不孕年

限/基础
dV

水平/基础
<

!

水平/基础
L

水平/受精方

式比较$表
#

%"差异无统计学意义$

L N"

!

":

%+ 卵泡

液研究通过山东中医药大学生殖伦理委员会通过

$

6/5 !"#8"!""%

%+

表
#

$两组患者一般情况比较

项目 年轻组$

!$

例% 高龄组$

!7

例%

L

值

年龄$岁"
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受精方式
(3J

-例$

e

%.

#;

$
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(

$8

%

#%

$

9$

(

#:

%

"

(
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-例$
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(
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%
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$
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(
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#治疗方案#控制性超促排拮抗剂方案$

XB^V

"

>B.

方案%#两组均采用
XB^V

"

>B.

方案"即入选患者于

月经周期第
%

天行血清性激素水平检测及超声检查"评

估卵巢功能"给予注射基因重组卵泡刺激素$

2

"

JKV

"果

纳芬"

+12-b K12/B/ KW WA0/BB1 S2>B-D

"瑞士"批

号#

K!"#%""::7:

%或$和%注射用尿促性腺激素$

DA

"

=>B =1B/_>A@>4 E/B>O/.2/_D?B

"

V+X

"丽珠集团丽

珠制药厂"批号#

V#";9"";7

%"起始剂量
%"" (THO

"

9

天

后复诊"超声检查监测卵泡发育情况监测卵泡发育情况

并调整用量+ 一旦主导卵泡直径达到
#%

%

#9 ==

时

加用西曲瑞克
"5 !: =E H O

$

&1.2?>-1.?- W-1.>.1 `/2

(BI1-.?/B

" 思 则 凯"

+12-b K12/B/ KW WA0/BB1

S2>B-D

"瑞士" 批号#

V!"#""%8;

% 直至皮下注射人绒

毛膜促性腺激素 $

DA=>B -D/2?/B?- E/B>O/.2/_?B

"

V&X

"丽珠集团丽珠制药厂"批号
V99"!"879

"或
21

"

-/=0?B>B.

"

DA=>B -D/2?/B?- E/B>O/.2/_?B

"

2

"

V&X

"

+12-b K12/B/ KW WA0/BB1 S2>B-D

"瑞士"批号#

K!"":"";%

%日+ 注射
V&X %8 D

后行经阴道超声引导

下穿刺取卵术+ 收集第一管淡黄色/无血/透明卵泡液"

显微镜下确认有
+!

期卵母细胞存在+ 收集的卵泡液予

以离心"

% """

)

E

"

#: =?B

&将上清液分装于
<__1B

"

O/2`

管"标记后直接冻存于液氮贮存罐中"

$

周内实验

备用+

:

#观察指标及方法#对比并观察年轻组与高龄
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组两组间的获卵数/成熟卵裂数/有效胚胎数/优胚数/

受精率/妊娠率/周期取消率等临床结局"并通过对卵

泡液使用除蛋白方法/色谱柱选择/色谱质谱仪参数的

设置优化等步骤"建立基于液相色谱
H

质谱 $

d&H+K

%

的代谢组学平台+

:

!

#

#样品预处理及样品分析#卵泡液样本冰上

解冻"在
K?2/--/

蛋白沉淀板 $

*>.12@

% 中加入

8"" =d

乙腈"再将
!"" =d

卵泡液加入孔中$乙腈*卵

泡液
f %

*

#

%"混匀后涡旋
: =?B

"经真空抽滤$压力保

持在
$" c#"" ==VE

%"将过滤后的液体收集于洁净

的
;8

孔板中"准备上样分析&样品处理取
#"" =d

卵

泡液加入
%"" =d

含有
9 ==/4Hd

吉非罗齐$宁波大

学%和$

U*#9

% $中国科学院广州生物医药与健康研

究院%的甲醇溶液#

#9 """

)

E

离心
%" =?B

"取
#" =d

上清液进样分析+

:

!

!

#代谢组学分析#采用超高效液相色谱 $高

分辨质谱联用仪对
::

例卵泡液样品进行采集数据"

利用代谢组学分析方法对获取的多维色谱数据转化为

一个矩阵"采用主成分分析法 $

_2?B-?_>4 -/=_/

"

B1B.@ >B>4P@?@

"

L&W

%和偏最小二乘法$判别分析

法$

_>2.?>4 41>@. @\A>21@

"

O?@-2??=?B>.1 >B>4P@?@

"

LdK

"

GW

%从整体上对样本进行直观/可靠和有统计学

意义的分析+ 在得分图中每个点代表一个对应的样

本"载荷图中离散点代表得分图分离的变量"离散度越

高"对得分图贡献越大+ 通过
)

检验对每个变量进行

计算求出
L

值"

L M"

!

":

为差异有统计学意义+ 由此

可得到组间有差异性的物质质荷比"由获得的精确质

量数得到匹配的分子式"通过数据库搜索得到匹配的

信息"再通过碎片离子扫描得到的碎片信息对这些物

质进行结构鉴定+ 由此研究年轻组与高龄组之间的物

质变化规律+

8

#统计学方法#采用
KLKK #;

!

"

统计软件进

行计算+ 各组就诊的定量资料符合正态分布将采用

Z

'

@

进行统计描述+ 两组治疗前后的变化值符合正

态分布的采用独立样本
.

检验进行比较"不符合正态

分布的用秩和检验进行比较+ 两组就诊的计数资料采

用频数 $构成比% 进行统计描述"采用
"

! 检验+

L M"

!

":

为差异有统计学意义+

结##果

#

#两组临床结局比较$表
!

%#与高龄组比较"年

轻组获卵数/正常受精卵数/有效胚胎数均增多$

L M

"

!

"#

%+ 两组在
+!

卵数/优质胚胎数/异常受精卵数

比较"差异无统计学意义$

L N"

!

":

%+

!

#

L&W

结果比较$图
#

%#对本次研究的试验样

品做数据处理"各卵泡液样品
d&

"

+K

谱的
L&W

得分

图可以看出年轻组与高龄组相比较"很难分辨两组间

的差异+

图
#

$各卵泡液样品
d&

"

+K

谱的
L&W

得分

%

#

LdK

"

GW

及对模型的验证$图
!

%#使用
K(+

"

&W

"

L g

软件 $

3##

!

"

"

T=1.2?-@ WS

"

T=1>

"

Ka1

"

O1B

%对归一化后的数据进行
LdK

计算+ 各卵泡液样

本间
LdK

"

GW

排列检验图中可以看出年轻组与高龄

组
LdK

"

GW

排列在上下两侧"说明模型的有效性及两

组间具有群体间的差异+

9

#差异代谢物的筛选及鉴定$图
%

%#在经过

LdK

"

GW

分析之后能够得出新的结果"此结果反映的

是高龄组与年轻组的载荷对比+ 从图中可得到年轻组

与高龄组两组间存在差异的物质质荷比"以为进一步

的分子式精准匹配来完成对匹配信息的过滤筛选+

表
!

$两组临床结局比较$$个"

Z

'

@

%

组别 例数 获卵数
+!

卵数 正常受精卵数 有效胚胎数 优质胚胎数 异常受精卵数

年轻
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图
!

$各卵泡液样本间
LdK

"

GW

排列检验图

图
%

$高龄组与年轻组载荷图

:

#差异性物质$表
%

%#其发现两组间差异性化

合物大致分为激素类/卵磷脂类/溶血磷脂类/蛋白降

解片段等+ 具体为
#:

种差异性化合物"其中上调物

有
;

种"下调物
8

种"有
!

种仅在高龄组中存在+

讨##论

)七七*理论分期论述女性各个年龄阶段的生理

变化"同时强调女性生殖机能的维持以肾气为主导"指

出肾气的盛衰"天癸的至竭"与女性生长/发育/生殖

及衰老的过程息息相关+ )七七*理论认为"人之盛衰

皆本源于肾"肾气盛实则天癸不竭"冲任相资"胎孕有

时&肾气衰微则天癸渐竭"冲任虚衰"胎孕无时+ 强调

了肾气/天癸对于女性生殖能力的重要作用+ 年龄是

影响女性生育能力的重要因素"而伴随年龄的增长"女

性的肾气渐衰/天癸渐竭+ )夫精者"生之本也*"而肾

为先天之本"主藏精气"肾中精气的虚衰"主宰着人体

的生长发育及生殖功能的成熟和衰退"故肾气盛"天癸

至"月经来潮和孕育胎儿才能实现肾气衰"天癸渐竭"

月经渐闭"丧失孕育胎儿的能力+ 因此"肾气的虚衰和

天癸的衰竭"生殖功能的衰退都与高龄不孕女性生殖

功能逐渐下降的现象相吻合+

)七七*理论中讲述了女性生殖能力衰退的一个

过程"也是一个肾气虚/天癸竭的过程"所以临床上根

据)七七*理论"临床上提出运用补肾益天癸的方子改

善女性的卵巢功能/提高卵母细胞质量"取得了不错的

治疗效果-

%

.

"但是仍然缺乏大样本/系统的研究+ 反

观高龄不孕患者所面临的现状"本研究可从卵泡液代

谢组学角度为'内经(的)七七*理论提供一些现代科

研证据+

在高龄组与年轻组对比发现的差异性化合物中"

肾气虚型高龄组的
GWX

-
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#7U

%.明显下调"而
GX

和
)X

是卵母细胞

表
%

$差异性物质

分子式 差异性化合物 丰度比$
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V
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,H[

%表示高龄组与年轻组差异物的丰度比"

N#

表示上调"

M#

表示下调
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脂质代谢中的物质"说明高龄组卵母细胞的能量代谢

与年轻组有差异+ 甘油二脂$

O?>-P4E4P-12/4

"

GWX

%

是油脂代谢的中间体"是第一个被发现的脂质的第二

信使+

GWX

由磷脂酰肌醇$

L(

%/磷脂酰肌醇"

9

"磷酸

$

L(

"

9

"

L

%和磷脂酰肌醇"

9

"

:

"二磷酸$

L(

"

9

"

:

"

L!

%被磷

脂酶
&

$

_D/@_D/4?_>@1 &

"

Ld&

%裂解产生+ 并且蛋

白激酶
&

$

_2/.1?B b?B>@1 &

"

L]&

%是其主要效应物+

GWX

与
L]&

中保守
&#

结构域的结合导致
L]&

活

化"调节细胞周期"细胞存活"恶性转化和细胞凋

亡-

9

.

+ 研究发现-

:

$

7

.在卵母细胞衰老期间"深色调变

得更显著"并且出现不规则的卵泡"而且在卵母细胞成

熟期间脂质的性质发生改变+ 存储在卵母细胞中的最

丰富的细胞内脂质显示为三酰基甘油$

.2 ?>-P4E4P-12

"

/4@

"

)WX

%"可用于线粒体
#

"氧化"在卵母细胞成熟期

间产生能量+

)WX

是卵母细胞中含量最丰富的脂质

物质"比例构成超过
:"e

-

7

.

"是卵母细胞的一个巨大

的潜在能源储备+ 高龄组
GWX

/

)WX

的下调通过影

响卵母细胞的能量代谢"从而影响到卵母细胞的发育"

推测肾气虚高龄不孕患者卵母细胞储备减少/质量下

降与之相关"但具体是如何影响的"仍需进一步研究+

磷脂在卵母细胞成熟和胚胎发育过程中发挥着重

要作用"此外"在卵母细胞成熟期间磷脂和胆固醇的富

集对于在卵母细胞受精后的快速细胞分裂期间形成膜

是关键的+ 在卵母细胞中磷脂酰肌醇占总磷脂的

8e

"富含花生四烯酸$

!"

*

9B

"

8

%和硬脂酸$

#$

*

"

%和

棕榈酸$

#8

*

"

%+ 该膜磷脂的水解产生两个第二信使"

肌醇
#

"

9

"

:

"三磷酸和
GWX

"在卵母细胞成熟和单子

宫受精的能力中有重要的作用-

$

.

+ 而在女性生殖功

能中研究最多的是溶血磷脂酸 $

4P@/_D/@_D>.?O?-

>-?O

"

dLW

%"其为迄今发现的一种最小/结构最简单的

磷脂"已经被认为是参与各种生物过程的重要信号分

子"比如在细胞增殖-

;

.

"分化-

#"

.

"活化-

##

"

#!

. 形态发

生-

#%

.和细胞因子分泌-

#9

.过程中+ 该分子由膜磷脂通

过两种主要途径
H

酶产生#自分泌运动因子$

>A./.>Z

"

?B

"

W)Y

% 和 磷 脂 酶
W!

$

LD/@_D/4?_>@1 W!

"

LdW!

%

-

#:

"

#8

.

+ 研究发现用
dLW

补充成熟培养基会增

加卵母细胞中
JK)

和
XGJ;

的
=^6W

丰度"并降低

卵丘细胞中组织蛋白酶$

->.D1_@?B K

"

&)K

%的
=^

"

6W

丰度"从而改善卵母细胞的功能-

#8

.

+

S1..1E/a

"

O> W

-

#8

.等发现卵丘细胞中
&)K@

转录丰度与卵母细

胞质量及其发育能力之间呈负相关"而
dLW

补充成熟

培养基会减少
&)KS

"

&)K]

"

&)KK

和
&)KU

的卵丘

细胞转录水平"这再次表明
dLW

可改善卵母细胞的功

能+ 此外"用
dLW

刺激的卵母细胞具有较高的
S&d!

转录水平和较低的
SWY

转录水平"导致明显降低的

SWY H S&d!

比率"而且
dLW

通过几种
dLW^

在颗粒

细胞中发挥自分泌和旁分泌作用"并通过增加
JKV

受

体和
#7#

"羟基类固醇脱氢酶$

#7#

"

VKG

%表达来刺激

雌二醇$

<

!

%合成+ 若阴道内施用
dLW^@

拮抗剂可降

低妊娠率"延长黄体的寿命"刺激卵母细胞中促乳杆菌

前列腺素/

<

!

合成-

#$

"

#;

.

"从而在卵母细胞的发育和成

熟过程中发挥着重要的作用+ 研究还发现用
dLW

补

充成熟培养基可促进卵母细胞和周围细胞之间的联

系"影响胚胎发育/卵母细胞和卵丘细胞凋亡/卵母细

胞能力的基因的表达+ 而溶血磷脂酰胆碱是磷脂质的

一种"磷脂被磷脂酶
W

水解生成的一种化合物"

L&

通

过
LdW!

的作用磷脂酰胆碱$

L&

%的水解产生+ 在正

常生理条件下"在组织中形成的大多数
dL&

被快速代

谢或再乙酰化-

!"

.

+

L&

和鞘磷脂是功能性
L+

的结构

单元"它们的组成决定了细胞膜的大多数物理化学性

质"包括流动性/渗透性和热相行为"

L&

可以调节各

种细胞制备物中的离子通道活性"比如它可以引起持

续的细胞内
&>

! g增加"这或与选择性阳离子通道的活

化相关-

!#

.

+ 本研究通过代谢组学分析发现高龄组与

年轻组的差异性化合物中
dP@/L&

$

#9

*

"

%/

dP@/L&

$

#8

*

"

%/

dP@/L&

$

#$

*

"

%/

_DP./@_D?BE/@?B1

下调"

而这四种物质都属于磷脂类物质"仅在高龄组发现的

另外一种磷脂是
_D/@_D>.?-4P4-D/4?B1

$

#8

*

"H!!

*

"

%"以上四种磷脂是否同
dLW

一样影响卵母细胞的发

育和成熟/卵母细胞和卵丘细胞凋亡和卵母细胞能力

的基因的表达"尚不得而知"需要进一步研究+

本研究中)五七*高龄肾气虚$高龄组%及)四七*

生育阶段正常女性$年轻组%相比生殖功能下降比较

明显"反映了中医学)七七*理论)五七"阳明脉衰"面

始焦"发始堕*+ 研究发现的差异性化合物与女性生

殖功能密切相关"影响女性卵母细胞的发育/成熟/衰

老和女性生殖功能的衰退"揭示了中医)七七*理论的

内涵+ 但研究纳入的符合筛选标准的患者缺乏客观的

观察指标"而且由于卵泡液检测费用较高"获取的样本

量少"缺乏大样本/多中心的研究"需要进一步研究+

此外"本研究所筛选的差异性化合物只是初步的筛选"

化合物具体的影响机制仍需要进一步研究+ 实验研究

中所获取得卵泡液虽然是收集第一管淡黄色/无血/透

明卵泡液"但无法做到单卵泡单针取卵"混合后的卵泡

液是否会影响结果"不得而知"仍需进一步探索新的方

法"以提供全面可靠的依据+

利益冲突#无+
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