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［摘要］ 目的 探讨两固汤加减对促排卵模型小鼠种植窗期子宫内膜容受性的影响及可能作用机制。 方法
144 只雌性 ICＲ小鼠随机分为自然周期组、促排卵组、黄体酮组、两固汤加减组，每组 36只。促排卵组依据体
重给予生理盐水 0. 2ml /10 g 灌胃，黄体酮组给予黄体酮 0. 4 mg /10 g 灌胃，两固汤加减组给予两固汤加减
0. 3 mg /10 g灌胃，每日 1 次，连续 15 天。连续灌胃的后 9 天，促排卵组、黄体酮组、两固汤加减组雌鼠采
用孕马血清 +醋酸曲普瑞林注射液法建立促排卵小鼠模型，自然周期组雌鼠腹腔注射等体积生理盐水。最后
一次注射后各组小鼠雌雄 2 ∶ 1 合笼。合笼第 2 天早上观察雌鼠阴栓情况、胚胎着床数，观察种植窗期孕鼠
子宫内膜组织学变化特点，测量子宫内膜螺旋动脉数量。分别于交配日后第 2、3、4、5、6、7 日处死小鼠
各 6 只，检测小鼠子宫内膜巨噬细胞炎症蛋白 1β ( MIP1β) 、CD244、子宫自然杀伤细胞 ( uNK) 蛋白表达。
结果 与自然周期组比较，促排卵组交配日后第 2 天胚胎着床数显著减少，交配日后第 4 天子宫内膜螺旋动
脉数量减少 ( P ＜ 0. 05) 。与促排卵组比较，黄体酮组及两固汤加减组小鼠胚胎着床数、子宫内膜螺旋动脉
数数量增加 ( P ＜ 0. 05) 。第 4、5 天，促排卵组 CD244、uNK蛋白表达较自然周期组降低，而黄体酮组和两
固汤加减组较促排卵组升高，且两固汤加减组在第 4 天高于黄体酮组和自然周期组 ( P ＜ 0. 05) 。 结论 两
固汤加减可改善促排卵模型小鼠种植窗期子宫内膜容受性，促进胚胎着床，其机制可能通过纠正子宫内膜

uNK、CD244 蛋白表达时序紊乱有关。
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子宫内膜对胚胎的接受特性即子宫内膜容受

性，是妊娠建立的关键因素。在黄体期特定时间内
子宫内膜组织在雌激素、孕激素的作用下发生动态
改变，发育为具有良好接受胚胎的容受能力，此时

期称为“种植窗”［1］。子宫内膜容受性不良对胚胎
着床不利，临床表现为反复胚胎种植失败如不孕、
生化妊娠等，也是制约辅助生殖技术发展的瓶颈，

目前现代医学尚无统一治疗方案，且存在诸多使用

局限［2 － 3］。中医学认为，“肾藏精，主生殖”“脾为
气血生化之源”［4］。如果肾精亏损，脾虚气血生化
乏源，精血不足，则影响子宫摄精容物的功能。临
床上我们应用首都国医名师郭志强经验方两固

汤［5 － 6］加减，取得了一定的疗效。本研究从子宫内
膜局部微环境的角度，探讨两固汤加减对子宫内膜

容受性的影响及可能作用机制，以期为辅助生殖医

疗提高临床妊娠率提供有效方法。本研究经广西医
科大学第四附属医院伦理委员会批准，编号

k2013101。

1 材料与方法

1. 1 动物
SPF级雌性 ICＲ小鼠 144 只，8 ～ 10 周龄，未

孕，体重 ( 20 ± 2) g; SPF级雄性 ICＲ小鼠 72 只，
8 ～ 12 周龄，体重 ( 30 ± 2) g，均由北京维通利华
实验动物研究所提供，实验动物许可证号: SCXK
( 京) 2016-0016。小鼠饲养在 SPF级屏障环境动物
实验室内，温度为 ( 23 ± 3 ) ℃，湿度为 ( 55. 5 ±
10) %。
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1. 2 药物
两固汤加减由菟丝子 15 g、覆盆子 10 g、枸杞

子 15 g、淫羊藿 10 g、党参 15 g、黄精 15 g、熟地
黄 15 g、山药 15 g、巴戟天 10 g、补骨脂 15 g、续
断 15 g、当归 15 g组成，中药饮片购于北京同仁堂
医药有限公司。以上生药加 10 倍量水，煎煮 3 次，
每次 1 h，合并煎液，过滤，放置 24 h，浓缩至药
物浓度为 1. 25 g /ml，4℃冰箱保存，依据药物与人
体间等效剂量换算公式［7］计算小鼠给药量为

0. 3 mg /10 g。黄体酮胶囊，浙江仙琚制药股份有限
公司生产，50 mg /粒，批号: 150722，生理盐水配
成浓度为 2 mg /ml的溶液。
1. 3 主要试剂及仪器
巨噬细胞炎症蛋白 1β ( MIP1β) 抗体 ( 批号

I1311) 、CD244 抗体 ( 批号 I1108 ) 、子宫自然杀
伤细胞 ( uNK) 抗体 ( 批号 I1196 ) ，Santa cruz 公
司; 孕马血清 ( PMSG，宁波三生药业有限公司，
批号 C150801 ) ; 醋酸曲普瑞林注射液 ( GnＲHa，
成都天台山制药有限公司，批号 170802-234 ) ; 注
射用绒促性素 ( HCG，丽珠集团丽珠制药厂，批
号 170907-1) ; 牛血清白蛋白 V ( Solarbio公司，批
号 A8020 ) ; 无水乙醇 ( 批号 20151106 ) 、二甲苯
( 批号 20150326 ) 、双氧水 ( 批号 20151115 ) 、生
理盐水 ( 批号 20160203 ) 、苏木素染液 ( 批号
20141016) 、伊红染液 ( 批号 20140326 ) ，均为国
药集团化学试剂有限公司产品; 乙酸 ( 上海阿拉

丁生化科技股份有限公司，批号 G1512005 ) ;
EDTA抗原修复液 ( 批号 20150908 ) 、双氧水 ( 批
号 20151115 ) 、PBS ( 批号 20150908 ) 、DAB 显色
剂 ( 批号 20150908 ) 、中性树胶封片剂 ( 批号
20151112) ，均为北京中科万邦生物科技有限公司
产品。
脱水机 ( 型号 JT-12S ) 、包埋机 ( 型号 JB-

P7) ，均为武汉俊杰电子有限公司产品; 病理切片
机 ( 德国徕卡，型号 ＲM2235 ) ; 组织摊片机 ( 浙
江省金华市科迪仪器设备有限公司，型号 KD-P) ;
烤片机 ( 常州国华电器有限公司，型号 DB-B2 ) ;
烤箱［邦西仪器科技( 上海) 有限公司，型号 101-
1BS］; 倒置显微镜 ( 型号 IKON CI-S) 、成像系统
( 型号 NIKON DS-U3) ，均为日本尼康公司产品。
1. 4 造模方法［8］

雌鼠阴道涂片为动情后期时给予腹腔内注射

GnＲHa 2μg /100 g，每日 1 次，连续 9 天，第 9 天
同时给予腹腔内注射 PMSG 40 IU /100 g，48 h 后腹
腔内注射给予 HCG 100 IU /100 g。注射 HCG 后阴

道脱落细胞涂片，可以见到大量无核角化细胞，为

促排卵小鼠模型造模成功［9］。
1. 5 动物分组及干预方法
给所有雌鼠编号为 1—144 号，按阿拉伯数字

顺序组成 4 列、36 行的拉丁方阵，编码在同一列
的雌鼠分在同一组。自然周期组、促排卵组、黄体
酮组、两固汤加减组各 36 只雌鼠。自然周期组、
促排卵组小鼠给予生理盐水 0. 2 ml /10 g 灌胃，黄
体酮组给予黄体酮 0. 4 mg /10 g 灌胃，两固汤加减
组给予两固汤加减 0. 3 mg /10 g 灌胃，每日 1 次，
连续 15 天。连续灌胃的后 9 天，促排卵组、黄体
酮组、两固汤加减组雌鼠建立促排卵小鼠模型，自
然周期组雌鼠腹腔注射等体积生理盐水。最后一次
注射后各组小鼠雌雄2 ∶ 1 合笼。合笼第 2 天早上
观察雌鼠阴栓情况，有阴栓者为受孕。分别于交配
日后第 2、3、4、5、6、7 天处死雌鼠各 6 只。
1. 6 观察指标及方法
1. 6. 1 小鼠阴栓数、胚胎着床数 交配日后第 2
天早晨 8: 00 检测小鼠阴道栓，记录阴栓数。处死
小鼠后迅速取出子宫角并剖开，记录着床胚胎数。
1. 6. 2 种植窗期小鼠子宫内膜形态学 交配日后
第 4 天为种植窗期［10］，剪开腹腔，取出子宫，HE
染色法检测。石蜡切片烘箱中 65℃烤 1 h，常规二
甲苯脱蜡至水后，流水冲洗 10 min，苏木精染色
20 min，流水充分冲洗，5%乙酸分化 1 min，流水
冲洗，伊红染色 5 min，流水冲洗 10 min，梯度酒
精脱水，二甲苯 1 min，自然晾干后中性树胶封片。
使用显微镜病理图文分析系统，观察种植窗期小鼠

子宫内膜组织学变化特点，记录子宫内膜螺旋动脉

数量。
1. 6. 3 小鼠子宫内膜 uNK、MIP1β、CD244 蛋白
表达 采用免疫组化法检测，于交配日后养 2、3、
4、5、6、7 天各检测 1 次。取石蜡切片厚度为
4μm，65℃烤箱 1 h，脱蜡至水后进行抗原修复，
灭活内源性过氧化物酶，阻断非特异性反应，滴加

适当比例用抗体稀释液稀释的一抗 ( uNK 1 ∶ 500，
MIP1β 1 ∶ 200，CD244 1 ∶ 500 ) ，4℃过夜。取出
孵育盒，PBS 冲洗 3 次，每次 3 min，滴加相应二
抗 ( 浓度均为 1 ∶ 1000) 进 37℃温箱 30 min，PBS
充分冲洗，DAB 显色剂显色，光镜下观察，蒸馏
水充分冲洗，苏木素复染、梯度酒精脱水、二甲苯
透明后，中性树胶封片。使用显微镜成像系统以及
Meta morph /Cool snapfx /AX70 图像分析软件对
uNK、MIP1β、CD244 免疫组织化学染色切片进行
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拍照及分析。每张切片在高倍视野下 ( × 200 ) 的
子宫内膜层随机选取 3 个视野，测量其灰度值，取
平均值。同时镜下 ( × 200) 观察种植窗期 ( 交配
日后第 4 天) 各组小鼠子宫内膜 uNK、MIP1β、
CD244 蛋白表达情况。
1. 7 统计学方法
运用 SPSS 24. 0 统计软件处理数据，计量数据

符合正态分布以均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，多组
间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

S-N-K法; 计数资料用 χ2 检验。P ＜ 0. 05 为差异
具有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组小鼠交配日后第 2 天阴栓数及胚胎着床
数比较

表 1 示，各组小鼠阴栓数比较差异无统计学意
义 ( χ2 = 7. 90，P = 0. 141) ，胚胎着床数比较差异
有统计学意义 ( F = 13. 08，P ＜ 0. 001) 。促排卵组
胚胎着床数显著少于其余各组 ( P ＜ 0. 05 ) 。自然
周期组、黄体酮组及两固汤加减组胚胎着床数差异
无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。

表 1 各组小鼠交配日后第 2 天阴栓数及胚胎着床数比较

组别 鼠数 阴栓数 /个 胚胎着床数
/个，珋x ± s

自然周期组 6 5 11. 50 ± 1. 05a)

促排卵组 6 3 6. 83 ± 1. 94

黄体酮组 6 6 11. 17 ± 1. 72a)

两固汤加减组 6 6 11. 83 ± 1. 94a)

注: a) 与促排卵组比较，P ＜ 0. 05。

2. 2 各组小鼠交配日后第 4天子宫内膜形态学比较
表 2 示，交配日后第 4 天各组小鼠子宫内膜螺

旋动脉数量差异有统计学意义 ( F = 6. 13，P =
0. 004) 。促排卵组小鼠子宫内膜螺旋动脉数量较
自然周期组减少，两固汤加减组、黄体酮组小鼠子
宫内膜螺旋动脉数量较促排卵组增加 ( P ＜ 0. 05) 。
两固汤加减组、黄体酮组小鼠子宫内膜螺旋动脉数
量差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。

表 2 各组小鼠交配日后第 4 天子宫内膜螺旋
动脉数量比较 ( 个，珋x ± s)

组别 鼠数 子宫内膜螺旋动脉数量

自然周期组 6 19. 67 ± 2. 25a)

促排卵组 6 13. 81 ± 2. 93

黄体酮组 6 19. 73 ± 3. 44a)

两固汤加减组 6 19. 87 ± 3. 06a)

注: a) 与促排卵组比较，P ＜ 0. 05。

2. 3 各组小鼠不同时间子宫内膜 MIP1β、CD244、
uNK蛋白表达比较
表 3 示，各组内不同时间点整体比较: 自然周

期组各时间点小鼠子宫内膜 MIP1β 蛋白表达差异
无统计学意义 ( F = 0. 17，P = 0. 967 ) ，CD244、
uNK蛋白表达差异有统计学意义 ( F = 5. 78，P =
0. 006; F = 4. 94，P = 0. 011) 。促排卵组小鼠各时
间点子宫内膜 MIP1β、CD244、uNK蛋白表达差异
均无统计学意义 ( F = 0. 41，P = 0. 834; F = 0. 78，
P = 0. 580; F = 1. 72，P = 0. 205 ) 。黄体酮组各时
间点子宫内膜 MIP1β、CD244、uNK蛋白表达差异
均无统计学意义 ( F = 1. 92，P = 0. 164; F = 2. 89，
P = 0. 061; F = 1. 72，P = 0. 204 ) 。两固汤加减组
各时间点小鼠子宫内膜 MIP1β 蛋白表达差异无统
计学意义 ( F = 3. 08，P = 0. 051 ) ，CD244、uNK
蛋白表达差异有统计学意义 ( F = 9. 69，P =
0. 001; F = 17. 86，P ＜ 0. 001 ) 。各组本组内不同
时间点两两比较: 与本组第 4 天比较，自然周期组
第 2、3、6、7 天 CD244 蛋白表达降低，第 2、7
天 uNK蛋白表达亦降低 ( P ＜ 0. 05 ) ; 促排卵组第
7 天 CD244 蛋白表达升高 ( P ＜ 0. 05 ) ; 两固汤加
减组第 2、3、5、6、7 天 CD244、uNK蛋白表达均
降低 ( P ＜ 0. 05 ) 。各组内其余各时间点两两比较
差异均无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。
同一时间各组间整体比较: 第 2 天各组小鼠子

宫内膜 MIP1β、CD244、uNK蛋白表达差异均无统
计学意义 ( F = 0. 69，P = 0. 582; F = 1. 53，P =
0. 279; F = 1. 54，P = 0. 278) 。第 3 天各组小鼠子
宫内膜 MIP1β 蛋白表达差异无统计学意义 ( F =
1. 50，P = 0. 287 ) ，CD244、uNK 蛋白表达差异有
统计学意义 ( F = 9. 57，P = 0. 005; F = 18. 40，P =
0. 001) 。第 4 天各组小鼠子宫内膜 MIP1β 蛋白表
达差异无统计学意义 ( F = 3. 79，P = 0. 059 ) ，
uNK、CD244 蛋白表达差异有统计学意义 ( F =
4. 84，P = 0. 033; F = 12. 83，P = 0. 002) 。第 5 天
各组小鼠子宫内膜 MIP1β、CD244、uNK 蛋白表达
差异有统计学意义 ( F = 7. 56，P = 0. 01; F =
8. 66，P = 0. 007; F = 10. 28，P = 0. 004) 。第 6 天
各组小鼠子宫内膜 MIP1β、CD244 蛋白表达差异无
统计学意义 ( F = 0. 57，P = 0. 651; F = 2. 04，P =
0. 187) ，uNK 蛋白表达差异有统计学意义 ( F =
9. 90，P = 0. 005 ) 。第 7 天各组小鼠子宫内膜
MIP1β、CD244、uNK蛋白表达差异无统计学意义
( F = 2. 25，P = 0. 160 ; F = 3. 76，P = 0. 060 ; F =
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表 3 各组小鼠不同时间子宫内膜 MIP1β、CD244、uNK蛋白表达比较 ( 灰度值，珋x ± s)

组别 时间 鼠数 MIP1β CD244 uNK

自然周期组 第 2 天 6 0. 09 ± 0. 01 0. 07 ± 0. 03a) 0. 11 ± 0. 02a)

第 3 天 6 0. 10 ± 0. 01 0. 09 ± 0. 01a) 0. 12 ± 0. 01
第 4 天 6 0. 09 ± 0. 01 0. 14 ± 0. 01 0. 16 ± 0. 02
第 5 天 6 0. 09 ± 0. 01 0. 11 ± 0. 01 0. 14 ± 0. 02
第 6 天 6 0. 09 ± 0. 04 0. 08 ± 0. 01a) 0. 12 ± 0. 01
第 7 天 6 0. 09 ± 0. 02 0. 08 ± 0. 02a) 0. 10 ± 0. 03a)

促排卵组 第 2 天 6 0. 10 ± 0. 02 0. 10 ± 0. 03 0. 12 ± 0. 02
第 3 天 6 0. 09 ± 0. 03 0. 06 ± 0. 03 0. 08 ± 0. 01b)

第 4 天 6 0. 09 ± 0. 02 0. 07 ± 0. 05b) 0. 12 ± 0. 03b)

第 5 天 6 0. 08 ± 0. 01 0. 07 ± 0. 02b) 0. 11 ± 0. 01b)

第 6 天 6 0. 08 ± 0. 04 0. 08 ± 0. 01 0. 12 ± 0. 02
第 7 天 6 0. 09 ± 0. 01 0. 09 ± 0. 01a) 0. 11 ± 0. 01

黄体酮组 第 2 天 6 0. 09 ± 0. 01 0. 11 ± 0. 01 0. 13 ± 0. 02
第 3 天 6 0. 11 ± 0. 01 0. 13 ± 0. 01c) 0. 15 ± 0. 01b) c)

第 4 天 6 0. 10 ± 0. 02 0. 17 ± 0. 06c) 0. 18 ± 0. 02c)

第 5 天 6 0. 12 ± 0. 03c) 0. 12 ± 0. 01c) 0. 16 ± 0. 03c)

第 6 天 6 0. 10 ± 0. 01 0. 11 ± 0. 02 0. 15 ± 0. 02
第 7 天 6 0. 11 ± 0. 01 0. 10 ± 0. 02 0. 14 ± 0. 03

两固汤加减组 第 2 天 6 0. 10 ± 0. 00 0. 10 ± 0. 01a) 0. 14 ± 0. 01a)

第 3 天 6 0. 11 ± 0. 01 0. 13 ± 0. 01a) c) 0. 17 ± 0. 01a) b) c)

第 4 天 6 0. 12 ± 0. 01 0. 17 ± 0. 01c) 0. 23 ± 0. 02b) c) d)

第 5 天 6 0. 12 ± 0. 01c) 0. 14 ± 0. 02a) c) 0. 19 ± 0. 01a) b) c)

第 6 天 6 0. 11 ± 0. 01 0. 10 ± 0. 02a) 0. 18 ± 0. 01a) b) c) d)

第 7 天 6 0. 11 ± 0. 01 0. 11 ± 0. 01a) 0. 12 ± 0. 03a)

注: MIP1β，巨噬细胞炎症蛋白 1β ; uNK，子宫自然杀伤细胞。

a) 与本组第 4 天比较，P ＜ 0. 05; b) 与自然周期组同时间比较，P ＜ 0. 05; c) 与促排卵组同时间比较，P ＜ 0. 05; d) 与黄体酮组同时

间比较，P ＜ 0. 05。

1. 42，P = 0. 306) 。同一时间各组间两两比较: 第
3天，与自然周期组比较，促排卵组、黄体酮组和
两固汤加减组 uNK蛋白表达差异有统计学意义( P ＜
0. 05) ; 与促排卵组比较，黄体酮组和两固汤加减
组 CD244、uNK 蛋白表达升高 ( P ＜ 0. 05 ) 。第 4
天，促排卵组 CD244、uNK 蛋白表达较自然周期
组降低，而黄体酮组和两固汤加减组较促排卵组升

高，且两固汤加减组 uNK 蛋白高于黄体酮组和自
然周期组 ( P ＜ 0. 05) 。第 5 天，促排卵组 CD244、
uNK蛋白表达较自然周期组降低，而黄体酮组和
两固汤加减组 MIP1β、CD244、uNK蛋白表达较促
排卵组升高，且两固汤加减组 uNK 蛋白表达高于
自然周期组( P ＜ 0. 05 ) 。第 6 天，两固汤加减组
uNK蛋白表达高于自然周期组、促排卵组和黄体
酮组 ( P ＜ 0. 05) 。
2. 4 各组小鼠交配日后第 4 天子宫内膜 MIP1β、
CD244、uNK镜下表达情况
自然周期组 uNK 在血管内皮细胞、子宫内膜

腺上皮细胞以及间质细胞的胞浆中均广泛表达;

CD244 表达特点与 uNK 相似，但稍弱; MIP1β 主

要在子宫内膜腺上皮细胞胞浆中表达，间质细胞以

及血管内皮细胞的胞浆中有少许表达。促排卵组
uNK在子宫内膜腺上皮细胞胞浆中表达稍减弱，
血管内皮细胞、间质细胞的胞浆中均表达减弱，部
分子宫内膜间质细胞胞浆中未表达; CD244 表达变
化与 uNK相似; 促排卵组 MIP1β 表达与自然周期
组类似，变化不大。黄体酮组 uNK、CD244、
MIP1β表达变化主要为子宫内膜间质细胞的胞浆
中，较促排卵组增强，在子宫内膜腺上皮细胞胞浆

中表达变化不大。两固汤加减组 uNK、CD244、
MIP1β表达变化主要为子宫内膜腺上皮细胞胞浆，
均较促排卵组显著增强，在间质中表达变化不大。
各组小鼠交配日后第 4 天子宫内膜 MIP1β、
CD244、uNK镜下表达见图 1 ( 图片请扫描文中二
维码获取) 。

3 讨论

尽管生殖医学在最近几十年以来取得了很大的

进展，但胚胎植入失败率高的问题始终无法有效解

决［11］，子宫内膜容受性不良已被公认为胚胎着床

失败的主要原因［12］。种植窗期子宫内膜容受性不
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良的女性可以表现为月经过少，超声排卵期子宫内

膜菲薄或内膜血流缺失，也可仅为反复胚胎种植失

败而无其他临床表现［13］。不孕症女性在接受辅助
生殖技术如体外受精 胚胎移植术时往往需要接受

促排卵治疗。促排卵治疗的药物如克罗米芬等在促
排卵同时，也对子宫内膜有抑制作用［14 － 15］。因此，
高效促排卵方案带来反应迟钝的子宫内膜和反复胚

胎种植失败的问题仍然是辅助生殖领域的一个挑战。
子宫内膜容受性不良在中医学属于 “无子”

“断绪”“续断”等范畴。临床以脾肾阳虚、精血
亏损多见。《景岳全书·妇人规》中提到 “女子以
血为主，血旺则经调而子嗣”“补脾胃以资血之源，
养肾气以安血之室”。中医理论认为，脾、肾既是
经血之源，又是安胎养胎之本。除精血充旺之外，
受孕的条件还需要阳气充盛以助生发。种植窗处于
女性黄体期，经过排卵期的阴阳转化、重阴及阳，
黄体期为阳长之期，阳气鼓动，万物生发，为受孕

提供孕育胎儿的必要环境。但现代女性往往冬日保
暖不够，或夏日贪凉，易损伤阳气，导致机体阴阳

失调; 加上既往多次宫腔手术操作史、情绪紧张、
工作生活压力大等因素，易致肾虚、脾虚、阴血耗
损，加重冲任、胞宫损伤。我们在种植窗期采用郭
志强教授黄体期常用的经验方两固汤加减口服，方

中菟丝子、覆盆子、枸杞子三味药为平补阳气之
品; 熟地黄、山药、黄精专于滋补脾肾之阴，兼具
补气补脾之效; 淫羊藿、补骨脂、巴戟天为温肾阳
之药，以助阳生的生长; 续断温补肝肾，调理冲

任; 当归补血活血，黄芪健脾益气。诸药合用，治
以温补脾肾、养血固冲，使阴阳调和、阴阳俱盛，
为孕卵种植做好充分准备。Linden 等［16］系统综述
认为，黄体酮是黄体期支持最好的选择，能有效改

善胚胎种植率和妊娠率。孕激素在人类妊娠的建立
过程中，具有很强的免疫调节作用［17］。因此，本
研究选用黄体酮为阳性对照组探讨两固汤加减在子

宫内膜容受性建立中的作用及机制。本实验结果显
示，促排卵药物处理后，小鼠子宫内膜螺旋动脉

数、胚胎着床数均显著降低; 而黄体酮组和两固汤
加减组小鼠子宫内膜螺旋动脉数、胚胎着床数与自
然周期组相似，均显著高于促排卵组; 且两固汤加

减组在增加子宫内膜螺旋动脉数、胚胎着床数方面
优于黄体酮。以上结果说明两固汤加减治疗可改善
子宫内膜容受性，促进胚胎着床。
妊娠过程类似于器官移植，母体免疫细胞识别

并耐受胚胎抗原，源于单核细胞的白细胞、uNK
占分泌期子宫内膜细胞总数的 20% ～ 40%，在子

宫内膜容受性建立过程中至关重要［17］。在植入窗
口期大量的 uNK 细胞聚集在胎盘部位的蜕膜处与
侵入的滋养层细胞密切接触并分泌多种细胞因子影

响滋养细胞的生长、受精卵的着床、胎盘血管的形
成和调节胚胎生长发育，为种植成功营造适宜的内

膜微环境［18］。uNK 在维持循环子宫内膜的稳态方
面起着至关重要的作用［19］。MIP1β 在窗口期子宫
内膜中的首要作用是趋化妊娠相关白细胞的迁移和

活化，其主要受体为趋化因子受体，是 uNK 细胞
非常重要的趋化剂和激活剂［20］。另有研究［21］发
现，CD244 是一种跨膜蛋白，uNK 细胞上 CD244
分子与其配体的相互作用，能抑制自然杀伤细胞的

细胞毒作用和细胞因子干扰素-γ的分泌。
本研究结果显示，促排卵组小鼠子宫内膜在交

配后 uNK、CD244 表达失去规律，提示促排卵干
预对子宫内膜容受性存在一定影响。各组小鼠子宫
内膜 MIP1β 表达部位与 uNK、CD244 略有不同，
前者主要表达于子宫内膜腺上皮细胞胞浆中，后二

者在血管内皮细胞、子宫内膜腺上皮细胞以及间质
细胞的胞浆中均有表达。在不同时间点检测，各组
小鼠子宫内膜 MIP1β的表达无明显时间变化规律，
uNK、CD244 表达有明显时间规律性且相似，除促
排卵组外，均为交配后第 4 天水平达峰值，再次证
明种植窗期为交配日后第 4 天。与自然周期组比
较，促排卵组小鼠子宫内膜 uNK、CD244 表达在
第 3、4、5 天有不同程度降低。而给予黄体酮和两
固汤加减后，在第 3、4、5 天小鼠子宫内膜
MIP1β、uNK、CD244 蛋白表达有不同程度升高，
且以两固汤加减组最为明显。说明两固汤加减及黄
体酮均可恢复促排卵处理后小鼠子宫内膜 uNK、
CD244 表达时序，且两固汤加减在第 4、6 天改善
uNK蛋白表达方面优于黄体酮。
综上所述，两固汤加减可改善促排卵处理后小

鼠胚胎着床，其机制可能通过纠正子宫内膜 uNK、
CD244 表达时序紊乱，从而改善小鼠子宫内膜容受
性。下一步我们将进行细胞实验验证以上结果，并
增加安全性及最佳有效剂量的研究。
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Effect of Modified Lianggu Decoction ( 两固汤加减) on Endometrial Ｒeceptivity during the Implantation
Window of Ovulation Induction Model Mice
LIN Jiajing1，ZENG Dingyuan2，LIU Li1，LI Jingjing1

1． The Fourth Affiliated Hospital of Guangxi Medical University，Liuzhou，545005; 2． Liuzhou Maternity and Child Healthcare Hospital
ABSTＲACT Objective To explore the effect of Modified Lianggu Decoction ( 两固汤加减) on endometrial recep-
tivity during the implantation window of ovulation induction model mice，and the underlying mechanism． Methods
Totally 144 female ICＲ mice were randomly divided into natural cycle group，ovulation induction group，progesterone
group，and Modified Lianggu Decoction group，with 36 mice in each group． Normal saline 0. 2 ml /10 g ( body
weight) ，progesterone 0. 4 mg /10 g，and Modified Lianggu Decoction 0. 3 mg /10 g were administered by gavage，once
daily，for 15 days in ovulation induction group，progesterone group and Modified Lianggu Decoction group，respec-
tively． After nine days of gavage，pregnant mare serum and triptorelin acetate injections were used to establish a mod-
el of ovulation induction in female mice of ovulation induction group，progesterone group and Modified Lianggu Decoc-
tion group，while equal volume of normal saline was injected in natural cycle group． After last injection，female and
male mice at a ratio of 2 ∶ 1 were caged in each group． The vaginal plug，number of embryo implantation，histologi-
cal changes of the endometrium during implantation window，and the number of spiral arteries in the endometrium
were assessed on the next morning． Mice were sacrificed after mating day，with six mice per day since the 2nd day．
The expression of macrophage inflammatory protein 1β ( MIP1β) ，CD244，and uterine natural killer cell ( uNK) pro-
tein were detected． Ｒesults The number of embryo implantation in ovulation induction group significantly decreased
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on the 2nd day after the mating day，while the number of spiral arteries in the endometrium decreased on the 4th day
compared to natural cycle group ( P ＜ 0. 05) ． Compared to ovulation induction group，there were significantly larger
numbers of embryo implantation and spinal arteries in the endometrium in progesterone group and Modified Lianggu
Decoction group ( P ＜ 0. 05) ． The expression of CD244 and uNK protein significantly decreased on the 4th and 5th
day in ovulation induction group compared to the natural cycle group，and were elevated in progesterone group and
Modified Lianggu Decoction group compared to the ovulation induction group ( P ＜ 0. 05) ． Modified Lianggu Decoction
group had the highest expression of CD244 and uNK protein on the 4th day compared to progesterone group and natu-
ral cycle group ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Modified Lianggu Decoction may improve the endometrial receptivity dur-
ing implantation window and promote embryo implantation of ovulation induction model rats，by regulating the disorder
of uNK and CD244 protein expression．
Keywords modified Lianggu Decoction ( 两固汤加减) ; induction of ovulation; endometrial receptivity; progester-
one; endometrial spiral artery; uterine natural killer cells
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杂志． ( 2020 －02 －19) ［2020 －02 －26］． http: / /kns． cnki． net /kcms /detail /11． 2166． Ｒ． 20200217． 2034． 006． html．
［3］罗兰．“国医大师”王琦院士开的预防药方来了［N /OL］． 长江日报． ( 2020 － 01 － 29) ［2020 － 05 － 12］． http: / /

www. cjrbapp. cjn. cn /wuhan /p /154889. html．

稿件中数字的用法

稿件中用于表示数量的数字一般应使用阿拉伯数字。在表示数值的范围时，可采用浪纹式连接号“～”或连接号
“－”。前后两个数值的附加符号或计量单位相同时，在不造成歧义的情况下，前一个数值的附加符号或计量单位可省
略。如果省略数值的附加符号或计量单位会造成歧义，则不应省略。如: 100 ～ 150 kg，2 亿 ～ 3 亿 ( 不能写为2 ～ 3 亿) 、
15% ～ 30% ( 不写为 15 ～ 30% ) 、4. 5 × 104 ～ 5. 5 × 104 ( 不能写为 4. 5 ～ 5. 5 × 104 ) 。
在某些特定情况下应使用汉字数字。干支纪年、农历月日、历史朝代纪年及其他传统上采用汉字形式的非公历纪年

等，应采用汉字数字，如丙寅年三月十五日，正月初八，清咸丰十年九月二十日，日本庆应三年。数字连用表示的概
数、含“几”的概数应采用汉字数字，如三四个月，四十五六岁，二十几，几万分之一。数字作为词素构成定型词、词
组、惯用语、缩略语或具有修辞色彩的词句，应使用汉字，如一氧化碳，“十一五”规划，十二指肠等。

( 本刊编辑部)
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