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#
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右归配方颗粒对肾阳虚型体外受精 #胚胎移植患者

卵巢颗粒细胞基因表达谱的影响

连"方#

"李"芸!

"孙振高#

"吴海萃#

摘要"目的"从基因组学角度探讨温肾阳中药对肾阳虚型体外受精 #胚胎移植!

=@ .=F2- >/2F=4=G<F=-@

$

/012H- F2<@I>/2

"

(3J

$

;)

#患者卵巢颗粒细胞基因表达谱的影响$ 方法"

7!

例行
(3J

治疗的肾阳虚患者

按照随机数字表法分为治疗组!

%:

例#和对照组!

%:

例#"治疗组服用右归配方颗粒联合促性腺激素!

K-@<

$

L-F2-M=@

"

N@

#"对照组服用安慰剂联合
N@

"两组均在
(3J

治疗前连续用药
%

个周期$ 两组采用超排卵长方

案治疗后"行穿刺取卵术$ 利用基因高通量测序技术对两组患者卵巢颗粒细胞基因表达谱进行分析"研究两

组患者基因表达谱的差异"并对差异基因行基因本体!

K/@/ -@F-4-KH

"

ND

#分析和京东基因与基因组百科

全书!

OH-F- /@BHB4-M/L=< -> K/@/I <@L K/@-0/I

"

P;NN

#通路分析$ 结果"通过对两组患者卵巢颗粒

细胞基因表达谱的分析"共筛选到
%8#

个差异表达基因"其中上调基因
!%6

个"下调基因
#9%

个$ 差异表达

基因参与的富集的分子功能是%与细胞增殖&凋亡有关的细胞周期调节蛋白"蛋白质泛素化"微管&微丝等细

胞骨架的构建"线粒体及能量相关功能的因子"激素合成调节因子等'参与的通路是能量代谢通路和转化生

长因子#

!

!

F2<@I>-20=@K K2-QFR ><BF-2

$

!

"

)NJ

$

!

#信号通路$ 结论"两组患者卵巢颗粒细胞基因表达谱

存在明显差异"差异表达基因所涉及的生物学过程与肾阳虚导致的生殖细胞增殖&凋亡紊乱"线粒体产生能

量过程受阻等有相关性$

关键词"温肾阳'右归配方颗粒'肾阳虚型' 基因组学'体外受精#胚胎移植

;>>/BF -> S-TKT= J-20T4< N2<@T4/ -@ D.<2=<@ N2<@T4-I< &/44I N/@/ ;UM2/II=-@ V2->=4/I =@ (3J V<

$

F=/@FI -> WR/@ S<@K C/>=B=/@BH WH@L2-0/

"

X(Y, J<@K

#

"

X( ST@

!

"

WZ, [R/@

$

K<-

#

"

<@L *Z \<=

$

BT=

#

"

# (@F/K2<F=./ +/L=B=@/ ]/I/<2BR &/@F2/ -> ]/M2-LTBF=-@ <@L \/2/L=FH

"

Y>>=4=<F/L \-IM=F<4 -> WR<@

$

L-@K Z@=./2I=FH -> )2<L=F=-@<4 &R=@/I/ +/L=B=@/

"

'=@<@

$

!9""#$

%"

&R=@<

&

! J=2IF &4=@=B<4 &-44/K/

"

WR<@

$

L-@K Z@=./2I=FH -> )2<L=F=-@<4 &R=@/I/ +/L=B=@/

"

'=@<@

$

!9"%99

%"

&R=@<

Y^W)]Y&)

%

D1_/BF=./

%

)- -1I/2./ FR/ />>/BF -> S-TKT= J-20T4< N2<@T4/

$

SJN

%

-@ -.<2=<@ K2<@T

$

4-I< B/44I K/@/ /UM2/II=-@ M2->=4/I =@ =@ .=F2- >/2F=4=G<F=-@

$

/012H- F2<@I>/2

$

(3J

$

;)

%

M<F=/@FI -> WR/@ H<@K

L/>=B=/@BH IH@L2-0/

$

WSCW

%

>2-0 FR/ .=/QM-=@F -> K/@-0=BI5 +/FR-LI

%

)-F<44H 7! =@>/2F=4=FH M<F=/@FI T@

$

L/2K-=@K (3J

$

;) Q/2/ 2<@L-04H <II=K@/L F- FR/ F2/<F0/@F K2-TM <@L FR/ B-@F2-4 K2-TM <BB-2L=@K F- 2<@

$

L-0 L=K=F F<14/

"

%: =@ /<BR K2-TM5 V<F=/@FI =@ FR/ F2/<F0/@F K2-TM F--O SJN B-01=@/L K-@<L-F2-M=@

$

N@

%"

QR=4/ FR-I/ =@ FR/ B-@F2-4 K2-TM F--O M4<B/1-I B-01=@/L N@5 Y44 0/L=B<F=-@ 4<IF/L >-2 % 0/@IF2T<4 BHB4/I

1/>-2/ (3J5 *=FR R=KR

$

FR2-TKRMTF K/@/ I/`T/@B=@K F/BR@-4-KH

"

K/@/ /UM2/II=-@ M2->=4/I -> -.<2=<@ K2<@T

$

4-I< B/44I =@ FR/ FQ- K2-TMI Q/2/ <@<4HG/L F- /UM4-2/ FR/ L=>>/2/@B/ 1H K/@/ -@F-4-KH

$

ND

%

/@2=BR0/@F <

$

@<4HI=I <@L OH-F- /@BHB4-M/L=< -> K/@/I <@L K/@-0/I

$

P;NN

%

M<FRQ<H <@<4HI=I 5 ]/IT4FI

%

D.<2=<@

K2<@T4-I< B/44 K/@/ /UM2/II=-@ M2->=4/I >2-0 FR/ >-44=BT4<2 >4T=L IR-Q/L

"

QR/@ B-0M<2/L Q=FR FR/ B-@F2-4

K2-TM

"

%8# L=>>/2/@F=<4 K/@/I Q/2/ >-T@L =@ FR/ IH@L2-0/

$

B-@F2-4 K2-TM

"

#9% L-Q@

$

2/KT4<F/L <@L !%6 TM

$

2/KT4<F/L5 ;@2=BR0/@F -> L=>>/2/@F=<44H /UM2/II/L B/44T4<2 4-B<F=-@ <@L 0-4/BT4<2 >T@BF=-@ -> K/@/I =@.-4./L

B/44 M2-4=>/2<F=-@ <@L <M-MF-I=I <II-B=<F/L BHB4=@

"

M2-F/=@ T1=`T=F=@<F=-@

"

B-@IF2TBF=-@ -> 0=B2-FT1T4/I <@L
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0=B2->=4<0/@F

"

0=F-BR-@L2=<4 >T@BF=-@ <@L /@/2KH

$

2/4<F/L ><BF-2I

"

2/KT4<F-2H ><BF-2I >-2 R-20-@/ IH@FR/I=I5

V<2F=B=M<F/L M<FRQ<HI =@.-4./L /@/2KH 0/F<1-4=I0 M<FRQ<H <@L F2<@I>-20=@K K2-QFR ><BF-2

$

!

$

)NJ

$

!

%

I=K

$

@<4=@K M<FRQ<H5 &-@B4TI=-@I

%

)R/2/ /U=IF/L I=K@=>=B<@F L=>>/2/@B/ =@ K/@/ /UM2/II=-@ M2->=4/I -> -.<2=<@

K2<@T4-I< B/44I 1/FQ//@ FR/ F2/<F0/@F K2-TM <@L FR/ B-@F2-4 K2-TM5 C=>>/2/@F=<44H /UM2/II/L K/@/I =@.-4./L

=@ 1=-4-K=B<4 M2-B/II/I B-22/4<F/I Q=FR WR/@ H<@K L/>=B=/@BH =@LTB/L M2-4=>/2<F=-@ -> K/20 B/44I

"

B-@>TI/L

<M-MF-I=I

"

<@L R=@L/2/L M2-B/II LT2=@K QR=BR 0=F-BR-@L2=< M2-LTB/L /@/2KH5

P;S*D]CW

%

Q<20=@K WR/@ H<@K

&

S-TKT= J-20T4< N2<@T4/

&

WR/@ S<@K B/>=B=/@BH IH@L2-0/

&

K/

$

@-0=BI

&

=@ .=F2- >/2F=4=G<F=-@

$

/012H- F2<@I>/2

""近年来"随着妊娠年龄的延后"环境污染的加重"

人类的生殖健康面临威胁' 如何促进人类生殖健康"

随着现代辅助生殖技术的发展与应用"(肾主生殖)的

科学内涵得到不断地丰富' 然而"目前大多数研究仍

停留在临床验证和简单的实验研究阶段"对其所包含

的科学内涵"仍缺乏全面而又深入地探讨' 本研究以

现代辅助生殖技术与肾阳虚证相结合"应用基因高通

量测序技术"以期从基因水平探讨(温肾阳促生殖)的

作用靶点'

资料与方法

#

"诊断标准"西医诊断标准参照全国高等学校

教材*妇产科学+

,

#

-中关于不孕症诊断标准&输卵管阻

塞诊断标准参考中国中西医结合学会妇产科专业委员

会
#88"

年第三届学术会议修订的(女性不孕症的诊

疗标准)'

,

!

-

!

"中医辨证分型标准"参考*中医妇科学+中关

于肾阳虚型不孕症的证候标准,

%

-

' 主症#不孕.腰膝

酸痛.腹冷肢寒.腰背发冷&次症#月经后推或停闭不

行.色暗淡.头目眩晕.精神萎靡.性欲淡漠.小便频数

或失禁"舌淡.苔白滑.脉沉细而迟或沉迟无力' 以上

主症必须具备"次症具备
# a!

项即可以诊断'

%

"纳入标准"符合西医输卵管阻塞性不孕症分

型标准&符合中医肾阳虚证不孕症辨证的诊断标准&年

龄在
!9 a$"

岁的已婚女性&男方精液常规基本正常&

夫妇双方签署知情同意书&生殖相关内分泌水平均符

合降调标准'

$

"排除标准"近
%

个月内曾应用激素类药物

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&患有严重的精神类疾患.泌尿生殖系统的急性

感染者和性传播疾病者&患有*母婴保健法+规定的不

宜生育且目前无法行种植前基因诊断 $

M2/=0M4<@F<

$

F=-@ K/@/F=B L=<K@-I=I

"

VNC

%的遗传性疾病者&具有

吸毒等严重的不良嗜好者&曾接触致畸量的射线.毒

物.药品并目前处于作用期者'

9

"一般资料"选择
!"#!

年 #

!"#%

年就诊于山

东中医药大学附属医院生殖与遗传中心门诊"预行

(3J

的
7!

例患者"按随机数字表法分为治疗组
%:

例

$右归配方颗粒联合
N@

用药"

%:

个周期%和对照组

%:

例$安慰剂联合
N@

用药"

%:

个周期%' 两组年龄.

病程.病史.治疗前肾虚证候积分比较$表
#

%"差异均

无统计学意义$

V b"

!

"9

%' 此方案经本院生殖医学伦

理委员会研究同意'

表
#

%两组一般资料比较

组别 例数
年龄

$岁"

U

%

I

%

病程

$年"

U

%

I

%

原发性不孕

,例$

c

%-

继发性不孕

,例$

c

%-

证候积分

$分"

U

%

I

%

治疗
%: %%

&

9:

%

%

&

%8 $

&

9!

%

#

&

66 !!

$

:#

&

##

%

#$

$

%6

&

68

%

#6

&

%:

%

#

&

!6

对照
%: %%

&

$!

%

%

&

#7 $

&

99

%

#

&

7% #6

$

9"

&

""

%

#6

$

9"

&

""

%

#6

&

!6

%

#

&

%%

""

:

"治疗方法"治疗组和对照组给予常规
(3J

$

;)

前预处理$进行必要的术前检查.避孕%"分别在
(3J

治疗前用药
%

个周期"治疗组予右归配方颗粒"对照组

予安慰剂"两组每周期分别自月经第
9

天开始用药"每

日
#

剂"每次
!"" 0X

"连服
!"

天为
#

个疗程"治疗
%

个疗程' 右归配方颗粒药物组成为附子
: K

"肉桂

: K

"阿胶
#! K

"熟地黄
%" K

"山茱萸
#! K

"枸杞子

%" K

山药
%" K

"菟丝子
%" K

"杜仲
#" K

"当归

#" K

'安慰剂的剂量.剂型均与右归配方颗粒相同"主

要由糊精组成' 右归配方颗粒与安慰剂均由山东中医

药大学附属医院制剂室提供'

两组患者均采用超排卵长方案#促性腺激素释放激

素激动剂
E

基因重组卵泡刺激素
E

注射用尿促性素
E

注射

用绒毛膜促性腺激素$

N@]\

$

<EJW\

$

2 E\+NE\&N

%方

案' 即入选患者于
(3J

治疗前
#

个月经周期的黄体期

$

+&!#

天左右%给予达菲林 $法国
(VW;,

公司"

%

!

79 0KE

支"产品批号#

Z"9:

%

"

!

8 a #

!

! 0K

肌肉注

射&自月经周期第
%

天开始每天根据患者不同情况皮下

注射果纳芬 $

79 (ZE

支" 瑞士
W/2-@-

公司" 批号#

S#$Y::8$

%

#9"

'

%"" (Z

" 用药期间
^

超监测卵泡发

育情况并测血清雌二醇$

;

!

%.孕酮$

V

%.促黄体生成素

$

X\

%" 根据患者卵泡发育情况及时调整药物的剂量"
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当两侧卵巢至少有
%

个卵泡直径
!#6 00

时给予注射

用绒毛膜促性腺激素$

9 """(ZE

支"珠海丽珠集团丽宝

生物化学制药公司"批号#

"8"9#9^

%

#" """ (Z

肌肉注

射"

%$

'

%: R

后在阴道超声引导下行穿刺取卵术'

7

"观察指标与方法

7

!

#

"颗粒细胞收集"经阴道超声引导下用
#7N

穿刺针$

*<44<B/

%负压$

#"" 00\K

%抽吸卵泡"留取

每侧卵巢直径
#6 a!" 00

的主导卵泡的卵泡液' 利

用磷酸缓冲液$

V^W

%和淋巴细胞分离液提取卵泡液

中的颗粒细胞"然后转入#

6"

(冰箱冻存待测'

7

!

!

"

],Y

的提取及样本检测"实验用
)2=G-4

$

(@.=F2 =K/@

%对样本进行总
],Y

的提取' 通过
YK=

$

4/@F @<@-BR=M

分析仪完成此过程' 样本选择标准#

](,

值
b7

!

"

'

7

!

%

"文库构建及高通量测序"将通过质量检测

的样本进行文库构建"此过程由
(44T0=@<

公司提供的

M2-F-B-4

实现' 建构好的文库"利用
\=I/`!"""

$

(44T

$

0=@<

%进行
#

)

#""1M

的测序'

6

"统计学方法"采用
WVWW #7

!

"

统计软件包进行

统计分析' 计量资料采用
U

%

I

进行统计描述"两组资料

组间比较采用
F

检验&计数资料采用构成百分比描述"两

组分类资料采用
"

! 检验"当
) d9

时"采用
J=IR/2

精确

检验&多分类有序变量采用秩和检验&所有的统计检验均

采用双侧检验'

V d"

!

"9

为差异有统计学意义'

结""果

#

"脱落情况"治疗组脱落
%

例"对照组脱落

%

例"因为提取颗粒细胞中
],Y

浓度过低"不符合实

验预期效果'

!

"差异基因的筛选$图
#

%"实验原始数据筛选

的标准是阈值为
!

"即
V d "

!

"9

"

JC] d "

!

"9

"

>-4L

$

BR<@K/

值高于阈值的基因则被视为差异表达基因'

根据
>-4L

$

BR<@K/ b!

或
d"

!

9

"进行两组间上调或下

调基因的筛选' 经过筛选"两组的差异表达基因有

%8#

个"其中表达上调的基因有
!%6

个"表达下调的

基因有
#9%

个' 黑色的点为两组间
0],Y

差异无统

计学意义$

V b"

!

"9

%&红色的点为两组间
0],Y

差异

有统计学意义$

V d"

!

"9

%"图中散点的分散程度越大"

说明两组的
0],Y

差异越大'

%

"两组基因表达热图$图
!

%"热图说明用温肾

阳中药干预后两组基因表达有差异' 图中颜色越浅为

表达量越低"颜色越深为表达量越高"如图所示基因表

达信号分为两类"此结果与入组患者分为治疗组和对

照组相符'

图
#

%差异基因散点图

""注#

e

轴为分别划分为不同组别的各个样本&

S

轴为差异表

达基因

图
!

%两组基因表达信号热图

$

"差异表达基因
ND

功能分析"根据实验筛选

出两组的差异表达基因"其参与的富集的细胞位置和

分子功能是#$

#

%细胞周期调节蛋白&$

!

%蛋白质泛素

化&$

%

%微管.微丝等细胞骨架构建&$

$

%线粒体及能量

相关功能的因子&$

9

%激素合成调节因子'

9

"差异表达基因
P;NN

通路分析"差异表达基

因参与的通路主要为#$

#

%葡萄糖.脂类.能量代谢&

$

!

%

)NJ

$

!

信号传导通路'

讨""论

差异基因参与了机体多个生物学过程和通路"如

^B4

$

!

相关
e

蛋白 $

^B4

$

! <II-B=<F/L e M2-F/=@

"

^<U

%. 核受体激素$

@TB4/<2 2/B/MF-2 IT1><0=4H $

"

K2-TM Y

"

0/01/2 #

"

,]$Y#

%和脂肪酸合成酶$

><F

$

FH <B=L IH@FR<I/

"

J<I

%表达均上调"

^<U

在
0],Y
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和蛋白表达水平的升高与颗粒细胞死亡及卵泡闭锁存

在持续关系'

W<II-@ ]

等,

$

-发现在人类卵巢颗粒细

胞的凋亡被皮质激素所抑制时"细胞内
^<U

的含量增

高达
%

'

7

!

:

倍"证明了
^<U

能抑制颗粒细胞凋亡"促

进卵泡的生长和排卵'

X=T Xf

,

9

-等发现
,]$Y#

对猪

的生殖功能具有调节作用&

V<2O '(

等,

:

-研究发现在

大鼠排卵前卵泡颗粒细胞中应用
X\

能显著促进

,]$Y#

的表达"进而影响排卵&董丽,

7

- 研究发现

,]$Y#

可以参与调节颗粒细胞葡萄糖的利用及脂类

物质的转运.氧化'

CR<20< W'

等,

6

-研究认为
J<I

抗原在卵母细胞.卵及某些颗粒细胞上有表达"而
J<I

配体在颗粒细胞上则强表达"该实验证明颗粒细胞上

J<I

配体的表达能诱导表达
J<I

的卵细胞发生凋亡'

肾为天癸之源"冲任之本"寓元阴元阳"是生精的

基础"也是生长.生育.生殖的根本' 王瑞霞等,

8

-提出

人体生殖能力由肾精.天癸所主导"胚胎质量及发育潜

能由肾精决定' 若肾阳亏虚"肾中阴阳失衡"卵泡发育

迟缓"导致卵子及颗粒细胞(藏而不泄)&只有肾阳充

盛"肾中阴阳平衡"天癸才能泌至"冲任两脉才能通盛"

精气由此到达胞脉"卵巢得以蓄积人之元精"卵子适时

而泄"颗粒细胞随之泻出"才能为精卵受精及胚胎的着

床提供可能'

肾藏精"主生长发育和生殖"阳虚阴寒内盛"气血运

行不畅"以人体的生长发育迟缓或早衰.卵巢藏泻功能

失常.生殖机能障碍为主要病理变化' 本研究结果提示

颗粒细胞增殖代谢迟缓.凋亡加快"蛋白质降解过程受

阻"颗粒细胞能量代谢障碍.激素合成能力下降等可能

是肾阳虚导致生殖功能障碍的一个重要原因' 治疗组

运用温肾阳中药后颗粒细胞基因表达谱发生变化"通过

对差异基因的
ND

功能和信号通路分析提示右归配方

颗粒能提高颗粒细胞的增殖速度"抑制其凋亡"调节蛋

白质降解.能量代谢.激素合成等过程"提示其与协调肾

阳虚患者卵巢颗粒细胞代谢水平低下有关"但这些基因

在卵泡发育过程中的协调作用还有待进一步研究'

右归配方颗粒用附子.肉桂.阿胶培补肾中元阳"

熟地黄.山茱萸.枸杞子.山药滋阴益肾"养肝补脾"填

精补髓"枸杞子能改善神经内分泌的调节"具有诱发排

卵作用"对女性不孕症有良好的治疗功能,

#"

-

' 菟丝

子.杜仲.当归可使精血互化"菟丝子具有雌激素样作

用,

##

-

"菟丝子黄酮可下调心理应激大鼠下丘脑神经递

质
!

$

;V

"上调腺垂体
X\

水平,

#!

-

"当归有增加卵巢血

流量"改善微循环的作用"有助于卵子的生成及排卵"

丰富卵巢血供"改善生殖内分泌功能,

#%

-

' 本研究应用

基因高通量测序技术"研究温肾阳中药是否对肾阳虚

型
(3J

患者卵巢颗粒细胞基因表达谱有影响' 其中表

达水平上调的基因占到
:"

!

8c

"这与应用右归配方颗

粒之前肾阳虚以致卵巢的藏泻功能失调导致颗粒细胞

增殖分化.蛋白质泛素化.能量代谢障碍等有关"深化

了肾阳虚证基因调控机制的研究'
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