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［摘要］ 目的 观察体外受精—胚胎移植术 ( IVF-ET) 分别联合补肾调经方、逍遥散方治疗不孕症的临床
疗效及可能机制。 方法 40 例不孕症患者辨证分为补肾组、疏肝组各 20 例，另设单纯控制性超排卵 20 例
为对照组。各组均接受 IVF-ET治疗，补肾组同时服用补肾调经方，疏肝组同时服用逍遥散方。治疗后检测
各组患者卵巢颗粒细胞中活化素受体样激酶 5 ( ALK5) mＲNA的表达，观察患者获卵数、受精率、优质胚胎
率和临床妊娠率。 结果 对照组优质胚胎率、临床妊娠率分别为 29. 3%、45. 0%，补肾组分别为 50. 3%、
65. 0%，疏肝组分别为 50. 6%、60. 0%，补肾组、疏肝组优质胚胎率均高于对照组 ( P ＜ 0. 05) ，各组临床
妊娠率以及获卵数、受精率比较差异均无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。补肾组、疏肝组 ALK5 mＲNA 表达均高
于对照组 ( P ＜ 0. 05) 。 结论 补肾调经方、逍遥散方均可以上调不孕症患者颗粒细胞膜受体 ALK5 mＲNA
的表达，促进颗粒细胞的增殖，从而调节卵巢功能而治疗不孕症。
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卵泡发育过程是一个精细的调节过程，卵母细

胞及颗粒细胞在内分泌、旁分泌的调节作用下完成
卵泡发育、成熟、排卵及卵母细胞的发育成熟过
程。前期研究发现，补肾法、疏肝法可以提高接受
体外受精—胚胎移植 ( IVF-ET) 患者的卵母细胞
质量以及改善妊娠结局，并且这一作用与上调颗粒

细胞生长分化因子-9 ( GDF9 ) 表达有关［1 － 2］。活
化素受体样激酶 5 ( ALK5 ) 可以在卵泡发育的不
同时期通过表达量的不同调节配体对下游信号因子

的作用［3］。本研究以补肾调经方为补肾法的代表
方、逍遥散方为疏肝法的代表方，观察两方对颗粒
细胞上 ALK5 mＲNA表达的影响，为补肾法和疏肝
法调节卵巢功能、治疗不孕症提供实验依据。

1 临床资料

1. 1 一般资料
收集 2010 年 9 月至 2011 年 7 月在石家庄市第

四医院生殖医学中心和白求恩国际和平医院妇产科

生殖医学中心接受 IVF-ET治疗的不孕症患者共 60
例。其中符合肾虚证诊断标准的 20 例患者为补肾
组，符合肝郁证诊断标准的 20 例患者为疏肝组;
单纯控制性超排卵 20 例患者为对照组。补肾组年
龄 21 ～ 38 岁，平均 ( 31. 33 ± 2. 61 ) 岁; 不孕年
限 1 ～ 10 年，平均 ( 4. 59 ± 1. 48 ) 年。疏肝组年
龄 21 ～ 38 岁，平均 ( 32. 56 ± 3. 15 ) 岁; 不孕年
限 1 ～ 9 年，平均 ( 4. 19 ± 1. 41 ) 年。对照组年龄
22 ～ 39 岁，平均 ( 30. 56 ± 2. 97 ) 岁; 不孕年限
2 ～ 10 年，平均 ( 4. 72 ± 1. 82) 年。各组患者一般
资料比较差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) ，具有可
比性。该研究经石家庄市妇产医院伦理委员会和白
求恩国际和平医院伦理委员会批准，伦理审查批

号: 2009 年第 1 号。
1. 2 西医诊断标准及中医辨证标准
西医诊断标准参照《妇产科学》［4］不孕症诊断

标准。
中医辨证标准参照《中医临床诊疗术语·证候

部分》［5］及《中医妇科学》［6］制定。肾虚证: ①月经
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量少或质稀; ②腰酸或痛; ③胫酸膝软或足跟痛;
④头晕耳鸣; ⑤性欲淡漠; ⑥两尺脉沉迟。以上 6
项具备 3项以上即可诊断。肝郁证: ①经期先后不
定; ②经行不畅，量少色黯; ③经前乳房胀痛; ④
经行腹痛; ⑤精神抑郁或烦躁易怒; ⑥舌质正常或
黯红，脉弦。以上 6项具备 3项以上即可诊断。
1. 3 纳入标准
符合西医诊断标准; 治疗组符合中医辨证标

准; 年龄 ＜ 40 岁; 基础促卵泡生成素 ( BFSH) ＜
10 mIU /ml; 患者签署知情同意书。
1. 4 排除标准
子宫不具备妊娠功能或严重躯体疾病不能承受

妊娠者; 患有严重的精神疾患、泌尿生殖系统感
染、性传播疾病者; 有吸毒等严重不良嗜好者; 接
触致畸量的射线、毒物并处于作用期不能接受
IVF-ET治疗者; 子宫内膜异位症患者。

2 方法

2. 1 治疗方法
各组患者均采用常规的促性腺激素释放激素激

动剂 ( GnＲHa) 长方案促排卵，即月经周期的黄
体中期或者第 21 天每日皮下注射 GnＲHa ( 醋酸曲
普瑞林注射剂，法国博福-益普生集团，0. 1 mg /
支，批号 D22863 ) 0. 1mg，至少 14 天。达到降调
节标准即子宫内膜≤5 mm、血清雌二醇 ( E2 ) ＜
50 pg /ml后，每日注射重组人卵泡刺激素 ( FSH，
果那芬注射剂，75 IU /支，德国默克雪兰诺公司，
批号 AU002290 ) 250 ～ 300 IU /天，B 超及血清促
黄体生成素 ( LH) 、E2、孕酮 ( P) 监测卵泡发育
情况，当较多卵泡直径≥18 mm时停药，皮下注射
重组人绒毛膜促性腺激素 ( HCG，艾泽注射剂，
德国默克雪兰诺公司，250 g /支，批号 DA009256 )
250 g诱导卵泡成熟，36 ～ 38 h 后经阴道超声引导
下穿刺取卵。补肾组同时服用补肾调经方，处方:
熟地黄 20 g，当归 9 g，白芍 9 g，山药 12 g，山萸
肉 15 g，枸杞子 12 g，女贞子 9 g，淫羊藿 10 g，紫
河车 10 g，覆盆子 10 g，菟丝子 12 g，香附 6 g。疏
肝组同时服用逍遥散方，处方: 北柴胡 10 g，当归
10 g，茯苓 10 g，白芍 10 g，白术 10 g，甘草 5 g，
生姜 5 g，薄荷 5 g。两组均每日 1 剂，早晚分服，
至 HCG注射日停服。
2. 2 观察指标和方法
2. 2. 1 标本的采集 取卵后留取优势卵泡的卵泡
液，离心 ( 500 r /min，10 min) ，在沉淀物中加入
磷酸盐缓冲液 ( PBS) 至 5 ml。取 15 ml 离心管，

加入人淋巴细胞分离液 5 ml，将混悬液缓慢加入淋
巴细胞分离液的液面上，离心 ( 1200 r /min，
20 min) ，吸取在两液面之间的颗粒细胞层加 PBS
离心 ( 3000 r /min，5 min) ，吸尽 PBS，下层即为
壁颗粒细胞。部分加入 2 ml总 ＲNA抽提试剂 Trizol
液 ( Invitrogen公司，批号 46532 ) ，完全裂解后置
于 － 80℃冻存，用于实时荧光定量 PCＲ。
2. 2. 2 卵泡壁颗粒细胞 ALK5 mＲNA 表达 采用
实时荧光定量 PCＲ方法。运用 Trizol一步法提取颗
粒细胞总核糖核酸 ( ＲNA) ，2%琼脂糖凝胶电泳
鉴定 ＲNA的完整性，紫外分光光度计检测 ＲNA的
纯度和浓度。各组取 2μg 总 ＲNA 进行反转录，反
应条件为 25℃ 10 min，42℃ 50 min，85℃ 5 min。
然后分别以人 GAPDH、ALK5 的特异性引物进行
PCＲ反应。所用引物序列利用 GenBank 数据库中
提供的基因序列，经 GenBank BLAST 进行同源性
检测，用 DNAman version6 软件设计，由上海生工
生物工程有限公司合成。序列: GAPDH-上游: 5'-
TGAACGGGAAGCTCACTGG-3，GAPDH-下 游: 5'-
GCTTCACCACCTTCTTGATGTC-3'; ALK5-上游: 5'-
AAACTTGCTCTGTCCACGG-3'， ALK5-下 游: 5'-
AATGGCTGGCTTTCCTTG-3'。应用 7300 型实时荧
光定量 PCＲ 仪 ( ABI 公司) 进行扩增，反应参数
为: 95℃预变性 5 min，然后 95℃ 15 s、58℃ 20 s、
72℃ 27 s反应 40 个循环，在每个循环的第 27 s 探
测各孔的荧光量; 溶解曲线阶段，变性 95℃ 15 s，
退火 60 ～ 64℃ 30 s，最后 72℃ 延伸 30 s。ALK5
mＲNA表达量以 2 －△△CT表示，其值为 ALK5 mＲNA
表达量与 GAPDH表达量的比值，再将对照组样品
设为标准 1，其余样本的数值与其相除，得到相对
定量值。每个目的基因测定重复 3 次。
2. 2. 3 临床疗效指标 治疗后观察获卵数、受精
率、优质胚胎率和临床妊娠率。
2. 3 统计学方法
采用 SPSS 13. 0 统计软件处理数据。计量资料

用均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，采用 t检验。计数
资料采用卡方检验。

3 结果

3. 1 各组患者治疗后获卵数、受精率、优质胚胎
率和临床妊娠率比较

表 1示，治疗后各组患者获卵数和受精率比较，
差异均无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) ; 补肾组和疏肝组
优质胚胎率均高于对照组，差异有统计学意义( P ＜
0. 05) ; 补肾组和疏肝组临床妊娠率与对照组比较有
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表 1 各组不孕症患者临床疗效指标及 ALK5 mＲNA表达比较

组别 例数
获卵数
( 个，珋x ± s)

受精率
［% ( 受精数 /获卵数) ］

优质胚胎率
［% ( 优质胚胎率 /胚胎数) ］

临床妊娠率
［% ( 例) ］

ALK5 mＲNA
( 珋x ± s)

对照组 20 12. 5 ±4. 2 66. 7( 142 /213) 29. 3( 39 /133) 45. 0( 9) 1. 04 ±0. 67
补肾组 20 13. 9 ±5. 7 70. 4( 150 /213) 50. 3( 80 /159) 65. 0( 13) 2. 32 ±1. 21*

疏肝组 20 14. 6 ±7. 7 72. 5( 161 /222) 50. 6( 82 /162) 60. 0( 12) 3. 15 ±1. 41*

注:与对照组比较，* P ＜0. 05

增高趋势，但差异无统计学意义 ( P ＞0. 05) 。
3. 2 各组患者人卵巢壁颗粒细胞 ALK5 mＲNA 表
达比较

表 1 示，补肾组和疏肝组人卵巢壁颗粒细胞
ALK5 mＲNA的表达量均高于对照组，差异有统计
学意义 ( P ＜ 0. 05 ) 。补肾组人卵巢壁颗粒细胞
ALK5 mＲNA的表达量与疏肝组比较差异无统计学
意义 ( P ＞ 0. 05) 。

4 讨论

中医学认为，肾藏精，主生殖，肾所藏先天之

精包括生殖之精，故肾为先天之本。肾气旺盛，肾
精充实，气血调和，任通冲盛，则经调子嗣。肝主
藏血，司血海，主疏泄，是女性生殖调节的枢纽，

血海蓄溢受肝所司，故叶天士在 《临证指南医案》
中提出 “女子以肝为先天”。朱丹溪曰: “气血冲
和，百病不生，一有怫郁，诸病生焉。”肾、肝与
女子生殖功能密切相关，而补肾、疏肝也成为治疗
不孕症的常用治法［7 － 9］。补肾调经方由养精种玉汤
合五子衍宗丸加减化裁而成。 《景岳全书》指出，
肾为水火之宅，补肾贵在能平衡肾之阴阳，善补阴

者必于阳中求阴。方中熟地黄滋补肝肾、填精养
血，枸杞子、山萸肉滋肝肾之阴，淫羊藿、覆盆
子、菟丝子补肾温阳，则阴得阳升而源泉不竭。妇
女以血为要，当归、白芍养血调经，香附为气病之
主司，是调经理血要药，紫河车为血肉有情之品，

入冲任，滋先天，温肾阳。诸药合用，补肾填精，
调补冲任，以达到经调子嗣的作用。逍遥散方为疏
肝法的代表方剂，源于宋代 《太平惠民和剂局
方》，柴胡专入肝经而疏肝理气，使肝经、冲任气
血调畅; 当归、白芍养血调经，调补冲任，白术、
茯苓健脾益气，助脾化气血以养肝阴而使肝气疏

达，营血生化有源; 薄荷疏肝解郁。诸药合用使肝
气条达、肝血充盈、冲任二脉调畅，达经调子嗣、
诱发排卵之效果。有研究表明，逍遥口服液有温和
的雌激素样作用［10］。前期研究证实，逍遥散方可
使雄激素致无排卵大鼠卵巢颗粒细胞层次增加排列

整齐，优势卵泡内见有卵母细胞［11］。
本研究结果发现，补肾调经方和逍遥散方都有

提高 IVF-ET患者优质胚胎数的作用，并有增加妊
娠率的趋势，与课题组前期研究结果［1 － 2］一致，证

实补肾法和疏肝法有提高卵母细胞质量的作用。
ALK5 的主要配体是转化生长因子-β ( TGF-β)

和 GDF-9，在卵巢内 ALK5 作为 GDF9 的受体发挥
主要作用［12］。ALK5 可以在卵泡发育的不同时期通
过表达量的不同调节配体对下游信号因子的调节作

用［13］。ALK5 基因的敲除可以阻断配体的作用，如
促使卵丘细胞扩展等［14］。对由于基因突变而导致
排卵增加的羊进行的基因分析时发现，虽然配体

GDF9 mＲNA表达不增加，但是 ALK5 mＲNA 的增
加可以增强配体的作用［15］。ALK5 的基因表达也与
卵母细胞质量有关，体外培养发现卵母细胞成熟率

低下的卵冠丘复合物，ALK5 的基因表达也减
少［16-17］。由此可见细胞膜受体 ALK5 的表达在
TGFβ超家族信号通路中，对卵子的发育和成熟有
重要的影响。
本研究结果显示，补肾调经方、逍遥散方均有

上调细胞膜受体 ALK5 mＲNA表达的作用，补肾组
和疏肝组卵巢壁颗粒细胞 ALK5 mＲNA 的表达均比
对照组增加，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) 。由
此推测，补肾调经方及逍遥散方治疗不孕症的机理

可能包括上调颗粒细胞膜受体 ALK5 的表达，增强
上游 GDF9 及 TGF-β，促进颗粒细胞细胞周期素蛋
白等的合成而刺激颗粒细胞的增殖，从而达到促进

卵泡发育及卵母细胞成熟的作用。
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Effect of IVF-ET Combined With Kidney-Supplementing or Liver-Coursing Methods on the Expression of
ALK5 in Patients With Female Infertility
LIANG Ying1，DU Huilan2，ZHAO Shengnan2，CHANG Xiufeng3

( 1． The Fourth Hospital of Shijiazhuang，Hebei Province 050011; 2． Hebei College of Chinese Medicine; 3． Bethune International
Peace Hospital)
ABSTＲACT Objective To observe the therapeutic effect of in vitro fertilization-embryo transfer ( IVF-ET) com-
bined with Bushen Tiaojing Formula ( formula to supplement the kidney and regulate menstruation) or Xiaoyao Powder
( Free Wanderer Powder) respectively on female infertility and its possible mechanism． Methods Forty cases of
female infertility were divided into the kidney-supplementing group and liver-coursing group according to the pattern
identification，with 20 in each． Twenty cases of controlled ovarian hyperstimulation were selected as the control
group． All groups were given IVF-ET． The kidney-supplementing group and liver-coursing group were added with
Bushen Tiaojing Formula or Xiaoyao Powder respectively． The expressions of activin receptor-like kinase 5 ( ALK5)
and ALK5 mＲNA in the ovarian granulosa cells were detected after treatment． The number of oocytes retrieved，
fertilization rate，good-quality embryo rate and clinical pregnancy rate were observed． Ｒesults The good-quality
embryo rate in the control group，kidney-supplementing group and liver-coursing group was 29. 3%，50. 3% and
50. 6% respectively． The good-quality embryo rate in the kidney-supplementing group and liver-coursing group was
significantly higher than that in the control group ( P ＜ 0. 05 ) ． The clinical pregnancy rate in the control group，
kidney-supplementing group and liver-coursing group was 45. 0%，65. 0% and 60. 0% respectively，with no
significant difference between groups ( P ＞0. 05) ． There was no significant difference between groups in the number of
oocytes retrieved and fertilization rate ( P ＞0. 05) ． The expression of ALK5 mＲNA in the kidney-supplementing group
and liver-coursing group was significantly higher than that in the control group ( P ＜0. 05) ． Conclusion Both Bushen
Tiaojing Formula and Xiaoyao Powder can up-regulate the expression of ALK5 in granulosa cells of patients with female
infertility，promote the proliferation of granulosa cells and regulate the ovarian function，especially Xiaoyao Powder．
Keywords female infertility; in vitro fertilization-embryo transfer; Bushen Tiaojing Formula; Xiaoyao Powder;
mural granulosa cell; activin receptor-like kinase 5
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