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%
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丹莪妇康煎膏提高子宫内膜异位症体外受精 $

胚胎移植患者卵细胞质量及
GDH

#

%

表达的研究

连"方#

"李晓娜!

摘要"目的"研究丹莪妇康煎膏提高子宫内膜异位症体外受精 $胚胎移植!

(3H

#

<)

"患者周期卵细胞

质量和胚胎质量的作用机理# 方法"将
;"

例腹腔镜确诊子宫内膜异位症行
(3H

#

<)

的患者随机分为两组$

治疗组!

$8

例"为丹莪妇康煎膏加控制性超促排卵组$对照组!

$8

例"为安慰剂加控制性超促排卵组$另取

$8

例因男方因素行卵细胞浆内单精子注射!

(&,(

#

<)

"者设为正常对照组# 应用
*-I/-2A 154/

法测定取卵

日成熟卵泡液颗粒细胞中生长分化因子$

%

!

GDH

#

%

"的含量%

J)

#

K&J

法检测颗粒细胞中
GDH

#

% 0J7L

的

表达%并比较各组的获卵数&卵裂率&受精率&优质胚胎率及妊娠率等# 结果"颗粒细胞中
GDH

#

% 0J7L

的

表达$治疗组显著高于对照组$差异有统计学意义!

K M"

!

"8

"$与正常对照组比较差异无统计学意义# 颗粒

细胞中
GDH

#

%

的表达治疗组高于对照组$但差异无统计学意义!

K N"

!

"8

"$与正常对照组比较差异亦无统

计学意义# 卵裂率治疗组与对照组比较差异无统计学意义!

K N"

!

"8

"# 受精率&优质胚胎率治疗组均高于

对照组$差异有统计学意义!

K M"

!

"8

"%与正常对照组比较差异无统计学意义# 结论"丹莪妇康煎膏有提高

子宫内膜异位症
(3H

#

<)

患者卵细胞和胚胎质量的作用$ 其作用机制可能与调控颗粒细胞
GDH

#

% 0J7L

水

平有关#

关键词"丹莪妇康煎膏%体外受精$胚胎移植%生长分化因子$

%

%颗粒细胞

D=A

%

- HOP=AQ ,4?/ <R/2=C/ (0.24S-T /U- E4CV/- WO=5>/V =AT GDH

#

% <R.2-II>4AI 4? <AT40-/2>4I>I

K=/>-A/I

#

=A <R.-2>0-A/=5 ,/OTV

"

X(L7 H=AQ

#

=AT X( Y>=4

#

A=

!

"

# &-A/-2 ?42 (A/-Q2=/>S- +-T>C>A- J-

#

.24TOC/>4A =AT G-A-/>CI &-A/-2

!

L??>5>=/-T Z4I.>/=5 4? ,U=AT4AQ [A>S-2I>/V 4? )2=T>/>4A=5 &U>A-I- +-T>

#

C>A-

!

'>A=A

$

!8""##

%!

&U>A=

&

! ,U=AT4AQ [A>S-2I>/V 4? )2=T>/>4A=5 &U>A-I- +-T>C>A-

!

'>A=A

$

!8""#:

%!

&U>A=

L\,)JL&)

$

E1]-C/>S-

$

)4 I/OTV /U- 0-CU=A>I0 4? D=A

%

- HOP=AQ ,4?/ <R/2=C/

$

DH,<

%

4A >0.24

#

S>AQ 44CV/- =AT -012V4 ^O=5>/>-I >A -AT40-/2>4I>I .=/>-A/I OAT-2Q4>AQ >A S>/24 ?-2/>5>_=/>4A

#

-012V4 /2=AI

#

?-2

$

(3H

#

<)

%

6 +-/U4TI

$

)4/=55V ;" .=/>-A/I `>/U -AT40-/2>4I>I C4A?>20-T 1V 5=.=24IC4.- `-2- 2=AT405V

=II>QA-T /4 /`4 Q24O.I

!

/U- /2-=/-T Q24O. =AT /U- C4A/245 Q24O.

!

$8 C=I-I >A -=CU Q24O.6 K=/>-A/I >A /U-

/2-=/-T Q24O. `-2- /2-=/-T `>/U DH,< a C4A/2455-T 4S=2>=A UV.-I/>0O5=/>4A

$

&EZ

%!

`U>5- /U4I- >A /U-

C4A/245 Q24O. `-2- /2-=/-T `>/U DH,< .5=C-14 a&EZ6 \-I>T-I

!

2-C2O>/-T `-2- =A4/U-2 $8 IO1]-C/I OAT-2

#

Q4>AQ >A/2=CV/4.5=I0>C I.-20 >A]-C/>4A

#

-012V4 /2=AI?-2

$

(&,(

#

<)

%

=I = A420=5 C4A/245 Q24O.6 )U- C4A/-A/

4? Q24`/U T>??-2-A/>=/>4A ?=C/42 %

$

GDH

#

%

%

>A /U- Q2=AO54CV/-I 4? /U- 0=/O2- ?455>CO5=2 ?5O>T 4A /U- 44CV/-

2-/2>-S=5 T=V `=I T-/-20>A-T 1V *-I/-2A 154/6 )U- 0J7L -R.2-II>4A 4? GDH

#

% `=I T-/-C/-T 1V J)

#

K&J6

)U- 44CV/- 2-/2>-S=5 AO01-2

!

/U- C5-=S=Q- 2=/-

!

/U- ?-2/>5>_=/>4A 2=/-

!

/U- U>QU

#

^O=5>/V -012V4 2=/-

!

=AT /U-

.2-QA=ACV 2=/- `-2- C40.=2-T6 J-IO5/I

$

)U- 0J7L -R.2-II>4A 4? GDH

#

% >A /U- Q2=AO54CV/-I `=I I>QA>?

#

>C=A/5V U>QU-2 >A /U- /2-=/-T Q24O. /U=A >A /U- C4A/245 Q24O.

!

IU4`>AQ I/=/>I/>C=5 T>??-2-AC-

$

K M"

%

"8

%!

1O/

`>/U A4 I/=/>I/>C=5 T>??-2-AC- `U-A C40.=2-T `>/U /U=/ 4? /U- A420=5 C4A/245 Q24O.6 )U-2- `=I A4 I/=/>I/>

#

C=5 T>??-2-AC- >A /U- C5-=S=Q- 2=/- 1-/`--A /U- /`4 Q24O.I

$

K N"

%

"8

%

6 )U- ?-2/>5>_=/>4A 2=/- =AT /U- U>QU

#

^O=5>/V -012V4 2=/- `-2- U>QU-2 >A /U- /2-=/-T Q24O. /U=A >A /U- C4A/245 Q24O.

!

IU4`>AQ I/=/>I/>C=5 T>??-2

#

-AC-

$

K M"

%

"8

%!

1O/ `>/U A4 I/=/>I/>C=5 T>??-2-AC- `U-A C40.=2-T `>/U /U=/ 4? /U- A420=5 C4A/245 Q24O.6
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&4AC5OI>4AI

$

DH,< C4O5T >0.24S- /U- 44CV/- =AT -012V4 ^O=5>/>-I 4? -AT40-/2>4I>I .=/>-A/I OAT-2Q4>AQ

(3H

#

<)6 (/I 0-CU=A>I0 0>QU/ 1- =II4C>=/-T `>/U 2-QO5=/>AQ /U- GDH

#

% 0J7L 5-S-5 4? Q2=AO54CV/-I6

b<c*EJD,

$

D=A

%

- HOP=AQ ,4?/ <R/2=C/

&

>A S>/24 ?-2/>5>_=/>4A

#

-012V4 /2=AI?-2

&

Q24`/U T>??-2-A/>=/>4A

?=C/42 %

&

Q2=AO5=2 C-55

""卵母细胞质量是影响体外受精 $胚胎移植$

(3H

#

<)

%的重要因素之一!卵母细胞通过分泌卵母细胞分泌

因子$

44CV/-

#

I-C2-/-T ?=C/42I

!

E,HI

%调节卵泡细胞

的功能! 并在卵子生成'排卵以及受精的调节中起到关

键作用( 生长分化因子$

%

$

GDH

#

%

%是重要的
E,HI

之

一!亦是转化生长因子
!

$

)GH

#

!

%超家族成员之一!是

转化生长因子$

/2=AI?420>AQ Q24`/U ?=C/42

!

)GH

%超

家族成员!有研究认为卵泡液中高水平的
GDH

#

%

与高

质量的卵子和胚胎相关)

#

!

!

*

( 本研究以
GDH

#

%

为切入

点!通过运用
*-I/-2A 154/

'

J)

#

K&J

两种方法!探讨丹

莪妇康煎膏提高子宫内膜异位症
(3H

#

<)

患者周期卵细

胞质量和胚胎质量的作用机理(

资料与方法

#

"诊断标准"参照+子宫内膜异位症的诊断与

治疗规范,

)

$

*

!并结合腹腔镜进行诊断(

!

"纳入及排除标准"纳入标准#符合本病诊断标

准!行
(3H

#

<)

的患者!年龄
!$ d $8

岁&知情同意者(

排除标准#原发性痛经!盆腔炎!陈旧性宫外孕!子宫腺

肌病'子宫肌瘤或其他生殖系统肿瘤!阑尾炎!未按时

服药!近
$

个月接受激素类药物治疗!严重心脑血管疾

病及肝肾功能不全!精神疾病!同时接受多项其他治疗

及对本药物过敏者(

$

"一般资料"

;"

例均为
!"#!

年
#

月-

!"#$

年
#

月在山东中医药大学附属医院生殖中心就诊的腹

腔镜确诊为子宫内膜异位症行
(3H

#

<)

的患者!按随机

数字表法分为治疗组$丹莪妇康煎膏加控制性超排卵

组%和对照组$安慰剂加控制性超排卵组%( 其中治疗

组
$8

例!

!: d$$

岁!平均$

!e

!

!"

&

!

!

e9

% 岁&对照组

$8

例!

!$ d $:

岁!平均 $

!e

!

#$

&

!

!

;;

% 岁&另取

$8

例因男方因素行卵细胞浆内单精子注射$

(&,(

#

<)

%

的患者设为正常对照组!年龄
!! d $$

岁!平均

$

!;

!

e%

&

!

!

$9

% 岁(

$

组患者年龄比较! 差异无统计

学意义$

K N"

!

"8

%(

:

"治疗方法"

$

组患者均采用超排卵长方案#促

性腺激素释放激素激动剂
F

基因重组卵泡刺激素
F

人绝

经后促性腺激素
F

人绒毛膜促性腺激素$

GAJZ=FH,Z

#

2 FZ+GFZ&G

%方案( 即入选患者于
(3HF(&,(

#

<)

治疗

前一月经周期的黄体期$月经周期
!#

天左右%给予醋

酸曲普瑞林$达菲林!法国
(K,<7

公司!

$

!

;8 0QF

支!

批号#

["89

%

#

!

" 0Q

肌肉注射( 自月经周期第
$

天

开始每天根据患者基础内分泌!肌肉注射重组人促卵

泡激素$果纳芬!

;8 ([F

支! 默克雪兰诺公司! 批号#

3#:#$;"8e

%

#8" d$"" ([

( 用药期间
\

超监测卵泡

发育情况并测血清黄体生成素$

XZ

%'雌二醇$

<

!

%'孕

激素$

K

%! 根据患者卵泡发育情况及时调整药物的剂

量! 当两侧卵巢至少有
$

个卵泡直径
!#e 00

时停

药! 给予
Z&G

$

8""" [F

支!默克雪兰诺公司! 批号#

3#:#$8e"e

%

#" """ [

肌肉注射!

$: d $9 U

后在阴

道超声引导下行穿刺取卵术( 其中治疗组在启动周期

前
$

个月服用丹莪妇康煎膏治疗
$

个月$药物组成#

紫丹参'莪术'竹叶'柴胡'三七'赤芍'当归'三棱'香

附'延胡索'甘草!由昆明滇虹药业有限公司生产%!口

服!每次
#" Q

!

!

次
F

天!经前
#8

天开始服药!连服
#8

天为
#

个疗程!第
!

疗程下个周期开始( 对照组在启

动周期前
$

个月服用安慰剂治疗
$

个月!方法同前(

8

"观察指标及方法

8

!

#

"颗粒细胞收集"经阴道超声引导下用
#;G

穿刺针$

*=55=C-

%负压$

#"" 00ZQ

%抽吸卵泡!留取

每侧卵巢直径
!#e 00

的主导卵泡的卵泡液( 将卵

泡液置于尖底离心管中离心$

# 8"" 2 F0>A

!

8 0>A

%!除

去上清液!沉淀中加入磷酸缓冲液$

K\,

%至
8 0X

混

匀! 另一离心管中加入人淋巴细胞分离液
8 0X

! 将

颗粒细胞和
K\,

混悬液缓慢加入淋巴细胞分离液的

液面上离心$

# !"" 2 F0>A

!

!" 0>A

%! 在两液面之间有

一层白色细胞层! 即为去除红细胞后的颗粒细胞! 吸

取此颗粒细胞层加
K\,

离心! 然后转入
#8 0X

尖头

无菌离心管中! 常温条件下
$ """ 2 F0>A

!离心
8 0>A

!

用移液器枪头$规格
# 0X

%轻轻将上清液吸干净! 然

后投入液氮快速冷冻至少
8 0>A

! 然后转入$

e"

'冰

箱长期冻存待测(

8

!

!

"

*-I/-2A 154/

法测定颗粒细胞
GDH

#

%

表

达"取颗粒细胞
#

!

8 "X

! 用细胞裂解液裂解! 用十二

烷基硫酸钠 $聚丙烯酰胺凝胶$

,D,

#

KLG<

%电泳!

将分离到的蛋白条带转移至
K3DH

膜上! 转移后的

K3DH

膜放入
GDH

#

%

$

#

(

#"""

&

,=A/= &2O_

%工作液

中!

:

'反应过夜!

)\,)

洗膜
#" 0>A

)

$

次! 与二

抗孵育
# U

洗膜( 采用底物化学发光
<&X

显色! 用
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!

#

=C/>A

作为内参! 采用美国
[3K

分析仪器! 对胶片

进行扫描! 系统自动生成灰度值! 行数据统计分析处

理! 将目的条带与内参照的光密度比值作为蛋白相

对量(

8

!

$

"

J)

#

K&J

测定颗粒细胞
GDH

#

% 0J7L

表

达"

GDH

#

%

引物合成#上游引物序列#

)&)L)&)G))

#

GGG&GLGG)G

&下游引物序列#

)GLLGGLGG&)

#

GG)&L&L)&

! 产物长度
:8% 1.

( 内参
GLKDZ

引

物! 上游引物序列#

L&&L&LG)&&L)G&&L)&L&

&

下游引物序列#

)&&L&&L&&&)G))G&)G

! 产物长

度
:8! 1.

( 以上引物由上海生物有限公司合成( 在

超净工作台内加入
8"" "X G()

!吹打混匀&加入
8" "X

! 045FX 7=L&E

!摇匀&加入
#"" "X

水平衡酚!摇匀&

加入
#"" "X

氯仿!摇匀&冰浴!

$ 0>A

&取上清!加等量

异丙醇!摇匀& $

!"

'冻存
! U

&去上清!加入
#"" "X

G()

!轻吹打
#"

下&加入
#"" "X

异丙醇!摇匀&

$

!"

'冻存!

# U

&离心#

$ """ 2 F0>A

!

$ 0>A

&去上清!

加
D<K&

水配置的
;8f

乙醇&离心#

$ """ 2F0>A

!

$ 0>A

&轻弃乙醇!待挥发干后加入
D<K&

水溶解

J7L

&加入
E5>Q4 T) # "X

&加入
J7L

产物
#" "X

&放入

K&J

仪!

J)#

!

8 0>A

&冰浴
$ 0>A

&加入
8

)

1O??-2

: "X

'

T7)K ! "X

'

J=I>A # "X

'

+

#

+X3 # "X

&放入

K&J

仪!

J)$

!

# U

&取出
J)

产物!置于冰盒上&加入

+(Y 8 "X

'

J)

产物
$ "X

'

D<K&

水
#" "X

&放入
K&J

仪!

K&J#

#

8 0>A

&加
)=Q

酶
! "X

&放入
K&J

仪!

K&J

#

! U

( 电泳#

;8 3

!

$8 0>A

&取出胶!小心铺在凝胶图像分

析仪上!进行检测分析(

8

!

:

"记录相关临床数据"促性腺激素$

GA

%用

药量'用药天数'获卵数'受精率'卵裂率'优质胚胎率

及妊娠率(

9

"统计学方法"应用
,K,, #;

!

"

统计软件进

行统计!计量资料以
R

&

I

表示!计数资料用率表示!采

用
/

检验及
#

!检验等进行统计学处理!

K M"

!

"8

为差

异有统计学意义(

结""果

#

"各组
GA

用量'获卵数及妊娠率比较$表
#

%

治疗组
GA

用量少于对照组!但差异无统计学意义

$

K N"

!

"8

%!多于正常对照组!差异亦无统计学意义

$

K N"

!

"8

%&治疗组获卵数大于对照组!差异有统计学

意义$

K M"

!

"8

%!与正常对照组比较!差异无统计学意

义$

K N"

!

"8

%( 治疗组妊娠率显著高于对照组!差异

有统计学意义$

K M"

!

"8

%!与正常对照组比较!差异无

统计学意义$

K N"

!

"8

%(

表
#

$各组
GA

用量'获卵数及妊娠率比较

组别 例数
GA

用量

$

([

!

R

&

I

%

获卵数

$个!

R

&

I

%

妊娠率

$

f

%

治疗
$8 # $#8

*

8

&

$8"

*

:

#9

*

!"

&

8

*

9"

"
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;

"

对照
$8 # $e8

*

"

&

$""

*

" #"

*
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&

9

*

"e :%

*

#

正常对照
$8 # !::

*

8

&

!;%

*

# #;

*

$"

&

:

*

%e 9e

*

%

""注#与对照组比较!

"

K M"

*

"8

!

"各组受精率'卵裂率及优质胚胎率比较"治疗

组受精率'卵裂率及优质胚胎率分别为
;:

!

8f

'

%$

!

;f

及
9:

!

#f

!对照组分别为
9:

!

#f

'

%#

!

8f

及
8$

!

!f

!

正常对照组分别为
;;

!

#f

'

%8

!

9f

及
9%

!

$f

( 治疗组

卵裂率与对照组比较!差异无统计学意义$

K N"

!

"8

%(

受精率'优质胚胎率均高于对照组!差异有统计学意义

$

K M"

!

"8

%&治疗组受精率'卵裂率及优质胚胎率均低

于正常对照组!但差异无统计学意义$

K N"

!

"8

%(

$

"各组卵泡液颗粒细胞
GDH

#

%

表达比较$表
!

!

图
#

%"治疗组卵泡液
GDH

#

%

水平高于对照组!但差

异无统计学意义$

K N"

!

"8

%! 与正常对照组比较差异

有统计学意义$

K M"

!

"8

%(

表
!

$各组卵泡液颗粒细胞
GDH

#

%

表达比较"$

R

&
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#

%
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"
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"
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"

*

!%
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*
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*
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""注#与正常对照组比较!

"
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*
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""注#

L

为治疗组!

\

为对照组!

&

为正常对照组&图
!

同

图
#

$各组卵泡液颗粒细胞
GDH

#

%

表达

$

*-I/-2A 154/

电泳图%

:

"各组卵泡液颗粒细胞
GDH

#

% 0J7L

表达比

较$表
$

!图
!

%"治疗组卵泡液
GDH

#

% 0J7L

水平显

著高于对照组!差异有统计学意义$

K M "

!

"8

%! 与正

常对照组比较!差异无统计学意义$

K N"

!

"8

%(

表
$

$各组卵泡液颗粒细胞
GDH

#

% 0J7L

结果比较"$
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组别 例数
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#
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讨""论

卵子质量是决定胚胎发育的重要因素之一( 有关

研究表明! 卵母细胞通过分泌
E,HI

在卵泡细胞的功

能中处于中心调节地位! 在卵泡生成和自身发育中发

挥关键作用)

8

*

(

GDH

#

%

是最重要的
E,HI

之一! 研

究表明!

GDH

#

%

主要表达于卵母细胞! 与垂体卵巢激

素相互调节!在卵泡的发育'成熟'排卵及受精过程中

均起到重要作用)

9

*

(

GDH

#

%

基因缺陷的鼠和羊由于

发育初期的卵泡生产受阻均表现为不孕)

;

*

(

ZO=AQ

Zc

)

!

*等研究了颗粒细胞中
GDH

#

%

水平与卵子质量和

胚胎发育的关系! 认为高水平
GDH

#

%

与卵子质量及

胚胎质量相关!

GDH

#

%

水平可以作为预测卵子质量和

胚胎发育潜能的指标(

子宫内膜异位症是免疫性疾病!激素依赖性疾病!

在组织学上是良性的!但其生物学行为却和恶性肿瘤相

似!具有增生'浸润'扩散和远处转移的特点( 由于子宫

内膜周期性脱落!中医学称为.离经之血/!离经之血蓄

积于下焦而致病!瘀滞内停!冲任失调!不能摄精成孕而

为不孕( 故中医治疗原则是补肾调肝'活血化瘀'软坚

散结( 现代药理研究认为!活血化瘀药可以调节人体的

免疫机制!调补肝肾药有类似内分泌激素的作用!但却

没有激素的不良反应)

e

*

( 子宫内膜异位症导致不孕的

可能机制包括影响卵泡发育'排卵障碍'对早期胚胎发

育的影响以及影响胚胎着床等( 而卵母细胞的质量直

接影响了卵泡的发育!从而引起胚胎质量的下降!进一

步导致胚胎的着床率降低( 接受
(3H

治疗的子宫内膜

异位症性不孕妇女的颗粒细胞的凋亡率!相比于输卵

管'男性因素和不明原因不孕症患者显著增高)

%

*

(

丹莪妇康煎膏用丹参活血!当归补血调血!香附理

气!莪术'三七'三棱及延胡索活血化瘀!改善盆腔血液

循环&甘草内含三萜皂苷黄酮!具有补脾益气'免疫调节

和广泛的激素样作用( 有研究表明!丹莪妇康胶囊能改

善子宫内膜异位症大鼠异位内膜组织的免疫病理变化!

能降低异位内膜组织内
&De

a

)

细胞数和巨噬细胞

数)

#"

*

( 本研究结果表明!予丹莪妇康煎膏治疗后!子宫

内膜异位症患者颗粒细胞
GDH

#

% 0J7L

表达明显高于

对照组$

K M"

!

"8

%!

GDH

#

%

表达!治疗组较对照组虽差

异无统计学意义!但经丹莪妇康煎膏治疗后!表达仍有

升高( 综合研究结果提示!丹莪妇康煎膏能够提高卵泡

质量!改善卵细胞和胚胎的发育潜能!提高
(3H

#

<)

临床

妊娠率!其机理与通过调节
GDH

#

%

的表达有关( 今后

还需从卵细胞的旁自分泌角度!深入研究丹莪妇康煎膏

治疗子宫内膜异位症性不孕患者的机理(
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