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益气养阴方联合体外受精 －胚胎移植对卵巢低反应
患者卵细胞质量及妊娠结局的影响
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［摘要］ 目的 观察益气养阴方在卵巢低反应 ( POＲ) 患者体外受精-胚胎移植 ( IVF-ET) 过程中对卵细胞
质量及妊娠结局的影响，并探讨其可能作用机制。 方法 将既往曾行体外受精 ( IVF) 治疗并诊断为 POＲ
的 59 例患者随机分为治疗组 28 例和对照组 31 例。两组均采用微刺激方案，治疗组从促超排卵当月月经第 2
天开始至人绒毛膜促性腺激素 ( HCG) 注射日给予益气养阴方，每日 1 剂。比较两组患者获卵及妊娠结局
情况，观察促超排卵过程中促性腺激素 ( Gn) 使用情况、性激素水平及子宫内膜厚度，并检测患者卵泡液
颗粒细胞生长分化因子-9 ( GDF-9) 、骨形态发生蛋白-15 ( BMP-15) 表达。 结果 治疗组平均获卵数、受
精率、优胚率、取卵周期临床妊娠率分别为 ( 4. 51 ± 2. 49) 个、51. 93%、47. 19%、23. 81%，对照组分别
为 ( 2. 02 ± 1. 98) 个、46. 90%、42. 42%、10. 42%，治疗组获卵数、取卵周期临床妊娠率均明显高于对照
组 ( P ＜ 0. 05) ，受精率、优胚率两组比较差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。与对照组比较，治疗组 Gn 使用
量显著降低，雌二醇水平、子宫内膜厚度均显著升高，颗粒细胞 GDF-9、BMP-15 表达显著升高，差异均具
有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) 。 结论 益气养阴方可改善 POＲ患者 IVF-ET 过程中的卵巢反应性，提高获卵数
并增加患者妊娠率，其作用机制可能与调控卵巢颗粒 GDF-9、BMP-15 表达有关。
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卵巢对外源性促性腺激素的反应是体外受精-胚
胎移植 ( IVF-ET ) 成功的关键，卵巢低反应
( POＲ) 患者因其卵巢对药物的反应性差，无法获
得数量适中的优质卵子及胚胎，往往造成周期取消

率高而妊娠率降低［1］。本研究通过在常规 IVF-ET
过程中辅以益气养阴中药治疗，观察其对 POＲ 患
者妊娠结局的影响，并探讨可能的作用机制。

1 临床资料

1. 1 诊断标准
POＲ诊断标准采用 2011 年欧洲人类生殖与胚

胎学会制定的博洛尼亚标准［2］: 1) 年龄≥40 岁或
POＲ其他危险因素 ( 减少卵泡数量的相关疾病包
括基因异常、盆腔感染、卵巢肿瘤手术和化疗史
等) ; 2) 既往 POＲ 史: 既往卵巢刺激方案获卵
数≤3 个; 3 ) 卵巢储备功能降低: 窦卵泡数

( AFC) ＜ 5 ～ 7 个或抗苗勒管激素 ( AMH) ＜ 0. 5 ～
1. 1μg /L。符合以上标准 2 条者即可诊断。
1. 2 纳入标准
符合 POＲ 诊断标准; 签署知情同意书; 患者

既往曾行体外受精 ( IVF) 治疗并满足以下条件之
一: 1) 人绒毛膜促性腺激素 ( HCG ) 注射日直
径≥14 mm的卵泡 2 ～ 5 个，血清雌二醇 ( E2 ) ＜
300 ～ 600 pg /ml，或获卵数 3 ～ 4 个; 2 ) 平均每天
促性腺激素 ( Gn) 剂量≥300 IU，或刺激天数≥15
天，或 Gn 总量≥3300 IU; 3 ) 标准的卵巢刺激方
案失败史，或者具有卵巢刺激周期取消史。
1. 3 排除标准
染色体异常者; 有卵巢手术史或一侧卵巢切除

者; 合并其他内分泌疾病，如多囊卵巢综合征、高
泌乳素血症等; 合并子宫内膜异位症; 男方重度少

弱精症。
1. 4 一般资料
本研究经江苏省中医院伦理委员会批准。选择
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2011 年 9 月至 2014 年 3 月在南京中医药大学附属
江苏省中医院生殖中心行 IVF-ET 助孕，既往曾行
IVF治疗并诊断为 POＲ 的 59 例不孕症患者作为研
究对象，采用随机数字表法分为治疗组 28 例和对
照组 31例。治疗组年龄 30 ～ 39 岁，平均 ( 36. 42 ±
1. 94) 岁; 不孕年限 2 ～ 10 年，平均 ( 6. 39 ±
3. 57) 年; AFC ( 4. 59 ± 1. 97 ) 个; 促卵泡激素
( FSH) ( 12. 03 ± 4. 67 ) IU /L; 促黄体生成激素
( LH) ( 3. 84 ± 1. 06 ) IU /L; E2 ( 34. 72 ± 10. 25 )
pg /ml。对照组年龄 29 ～ 40 岁，平均 ( 35. 56 ±
3. 81) 岁; 不孕年限 2 ～ 11 年，平均 ( 6. 05 ±
3. 28) 年; AFC ( 5. 01 ± 2. 03) 个; FSH ( 12. 03 ±
4. 67 ) IU /L; LH ( 3. 84 ± 1. 06 ) IU /L; E2

( 34. 72 ± 10. 25 ) pg /ml。两组患者一般资料比较
差异均无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) ，具有可比性。

2 方法

2. 1 治疗方法
对照组患者促超排卵 ( COH) 均采用微刺激

方案［3］。月经周期第 2 天 B 超检查子宫内膜厚
度≤5 mm、最大卵泡直径 ＜ 10 mm、E2 ＜ 50 pg /ml，
即开始使用枸橼酸氯米芬片 ( CC，每片 50 mg，塞
浦路斯高特制药有限公司，批号: A1208 ) 每次
50 ～ 100 mg，每日 1 次，或来曲唑 ( 芙瑞，每片
2. 5 mg，江苏恒瑞医药股份有限公司，批号:
H19991001) 每次 2. 5 ～ 5. 0 mg，每日 1 次，连续
服用 5 天; 根据卵泡发育情况使用 Gn ［人绝经尿
促性素 ( HMG ) ，每支 75 IU，丽珠集团，批号:
H10940097］每次 75 ～ 150 IU，每日 1 次; 当最大
卵泡直径≥16 ～ 18 mm，或内源性 LH 峰出现时，
当晚 21: 00 注射 HCG ( 每支 5000 IU，丽珠集团，
批号: H44020668 ) 5000 ～ 10000 IU; 34 ～ 36 h 后
阴道超声引导下行穿刺取卵术 ( OPU) 。
治疗组在对照组治疗基础上，于 COH 当月月

经第 2 天开始加服益气养阴方 ( 组成: 党参 10 g，
白术 10 g，山药 10 g，山萸肉 9 g，白芍 10 g，当归
10 g，熟地黄 10 g，菟丝子 10 g，枸杞子 10 g，茺蔚
子 10 g，甘草 5 g 等) ，每日 1 剂，水煎服，直至
HCG注射日。
2. 2 受精方式、胚胎质量评估及胚胎移植
两组均在 OPU 术后 4 ～ 6 h 进行常规 IVF，根

据卵裂球形态与大小、核碎片量和分布、胞质均质
情况等进行胚胎评分，共分为 6 级［4］，其中 1、2
级为优质胚胎。OPU 术后 72 h 行胚胎移植术

( ET) ［4］ ( 35 岁以下患者移植 2 个胚胎，35 岁及以
上患者移植 3 个胚胎) 。ET 后给予黄体酮软胶囊
( 安琪坦，每片 100 mg，法国 Laboratoires Besins-
Tscovesco公司，批号: H20090062 ) 每次 200 mg，
每日 2 次，地区孕酮 ( 每片 10 mg，荷兰苏威制药
公司，批号: H20090470) 每次 20 mg，每日 2 次，
支持 14 天。ET后 14 天，检测血 HCG值，确定是
否妊娠; 5 周后 B超检查显示孕囊或原始心管搏动
者确定为临床妊娠。
2. 3 观察指标和方法
观察两组 Gn 用量及时间; 受精率 ( 受精数 /

获卵数) 、优质胚胎率 ( 优质胚胎数 /卵裂数) 、取
消周期率 ( 取消周期数 /取卵总期数) 、取卵周期
临床妊娠率 ( 妊娠周期数 /取卵总周期数 ) ［5 － 7］;

化学发光法［8］检测 HCG 注射日两组血清 LH、E2、
孕酮 ( P) 水平; B 超检测 HCG 注射日两组子宫
内膜厚度。
参照文献 ［9 － 10］方法，在行阴道超声引导

下穿刺取卵术时，留取卵泡液采用 Western Blot 检
测生长分化因子-9 ( GDF-9 ) 、骨形态发生蛋白-15
( BMP-15) 表达。加磷酸缓冲盐溶液 ( PBS) 制成
5ml混悬液，另取 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，1200 r /min离心 20 min，吸取两液面间的颗
粒细胞层，加 PBS，3000 r /min 离心 5 min，弃上
清，下层即为颗粒细胞， － 80℃冻存待测。将提取
的人颗粒细胞加入蛋白裂解液，冰浴 30 min，充分
裂解。4℃，8000 r /min离心 10 min，收集上清，采
用考马斯亮蓝法测定蛋白浓度。样品进行 SDS-
PAGE 凝胶电泳，转膜，封闭，加入一抗孵育，
4℃静置过夜，洗涤后加入二抗，孵育，充分洗涤，
化学发光，显影，定影，蒸馏水冲洗终止。以 β-
actin为内参，采用凝胶图像处理系统分析结果。
2. 4 统计学方法
采用 SPSS 17. 0 统计软件进行分析，数据用均

数 ±标准差 ( 珋x ± s) 或率 ( % ) 表示; 计量资料中
符合正态分布数据用 t检验，非正态分布数据采用
非参数检验 ( Mann-Whitney U-test) ，计数资料采用
χ2 检验。

3 结果

3. 1 两组患者体外受精及临床结局比较
治疗组: 42 个取卵周期，其中 39 个周期获

卵，36 个新鲜移植周期，取消 6 个周期，取消周
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期率为 14. 28% ( 6 /42 ) 。取消原因包括: 未获得
卵母细胞 ( 3 个周期) ，卵母细胞未受精 ( 2 个周
期) ，子宫内膜发育欠佳改行全胚冷冻 ( 1 个周
期) 。平均获卵数 ( 4. 51 ± 2. 49 ) 个，共获卵 285
个，受精 148 个，受精率 51. 93% ( 148 /285 ) ; 卵
裂 89 个，优质胚胎 42 个，优胚率 47. 19% ( 42 /
89) ; 新鲜移植周期临床妊娠 9 个，冷冻周期临床
妊娠 1 个，取卵周期临床妊娠率为 23. 81% ( 10 /
42) 。
对照组: 48 个取卵周期，其中 42 个周期获

卵，36 个新鲜移植周期，取消 12 个周期，取消周
期率为 25. 00% ( 12 /48) 。取消原因包括: 因卵泡
发育欠佳取消 ( 2 个周期) ，穿刺取卵但未获得卵
母细胞 ( 4 个周期) ，胚胎发育异常致无可移植胚
胎 ( 3 个周期) ，子宫内膜发育欠佳改行全胚冷冻
( 3 个周期) 。平均获卵数 ( 2. 02 ± 1. 98 ) 个，共
获卵 145 个，受精 68 个，受精率 46. 90% ( 68 /
145) ; 卵裂 33 个，优质胚胎 14 个，优胚率
42. 42% ( 14 /33 ) ; 新鲜移植周期临床妊娠 4 个，
冷冻周期临床妊娠 1 个，取卵周期临床妊娠率为
10. 42% ( 5 /48) 。
与对照组比较，治疗组获卵数、取卵周期临床

妊娠率均显著升高，取消周期率则显著降低，差异

均有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) 。两组受精率、优胚
率比较差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。
3. 2 两组患者 Gn使用情况比较
表 1 示，与对照组比较，治疗组 Gn 总使用量

较低 ( P ＜ 0. 05) ; 两组 Gn使用时间差异无统计学
意义 ( P ＞ 0. 05) 。

表 1 两组卵巢低反应患者促超排卵过程中
Gn使用情况比较 ( 珋x ± s)

组别 例数 周期数
Gn总使用量
( 支)

Gn使用时间
( d)

治疗组 28 42 25. 66 ± 9. 09* 9. 82 ± 2. 41
对照组 31 48 34. 58 ± 11. 67 10. 54 ± 2. 03

注: Gn，促性腺激素; 与对照组比较，* P ＜ 0. 05

3. 3 两组患者 HCG日激素水平及子宫内膜比较
表 2 示，与对照组比较，治疗组 HCG日 E2 水

平、子宫内膜厚度均明显升高 ( P ＜ 0. 05 ) ; 两组

患者 P、LH水平差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。
3. 4 两组患者卵泡颗粒细胞 GDF-9、BMP-15 蛋白
表达的比较

表 3 示，治疗组颗粒细胞 GDF-9、BMP-15 水
平均高于对照组 ( P ＜ 0. 05) 。

表 3 两组卵巢低反应患者卵泡液颗粒细胞 GDF-9、
BMP-15 灰度值比较 ( 珋x ± s)

组别 例数 周期数 GDF-9 BMP-15

治疗组 28 42 0. 84 ± 0. 06* 0. 51 ± 0. 04*

对照组 31 48 0. 67 ± 0. 07 0. 24 ± 0. 03

注: GDF-9，生长分化因子-9; BMP-15，骨形态发生蛋白-15;

与对照组比较，* P ＜ 0. 05

4 讨论

IVF-ET的成败与否，关键在于 COH 过程中卵
巢的反应，即获得卵子和胚胎的数量及质量。自
1983 年 Garcia等［11］首先提出 POＲ以来，其发病率
可达 9% ～24%，严重影响 IVF 成功率。如何改善
卵巢反应性，提高临床妊娠率及活产率，是生殖医

学领域亟待解决的难点问题之一。
中医学认为“肾主生殖” “肾藏精”，天癸由

肾中精气化生，受后天水谷精微滋养，天癸的盛衰

调控冲任的通盛，决定月经的潮止和生殖功能的盛

衰。POＲ是指在 COH 过程中，卵巢对 Gn 的刺激
反应不良，获得优质卵子和可移植胚胎的数目较

少。始基卵泡在母体胚胎时期已经形成，即为先天
之精。父精母卵结合方能形成胚胎，因此卵泡可谓
先天之精、生殖之精［12］。在 COH过程中，短时间
内募集多个卵泡，需要先天肾精充实，后天脾胃健

运，能运化大量精微物质使卵泡液在短时间内增

多，从而使卵泡的生长速度正常，形态饱满［10］。
POＲ者基础 AFC数少，因而可募集卵泡基数不足，
提示肾精不足，肾气虚衰，不能在短时间内使卵泡

迅速生长和发育。因此，对 PＲO 患者在填补肾精
的同时，须加大健运脾胃，助卵泡发育，以后天之

力助先天之精发育成长。本研究益气养阴方中熟地
黄、枸杞子、山茱萸滋补肝肾，填精养血，调补冲
任; 菟丝子温肾填精，于滋补肾阴药中配以补阳

药，旨在阳中求阴，使“阴得阳升而泉源不竭”;

表 2 两组卵巢低反应患者人绒毛膜促性腺激素注射日激素水平及子宫内膜厚度比较 ( 珋x ± s)

组别 例数 周期数 E2 ( pg /ml) P ( ng /ml) LH ( IU /L) 子宫内膜厚度 ( mm)

治疗组 28 42 2547. 76 ± 381. 54* 1. 94 ± 0. 37 3. 05 ± 1. 73 10. 10 ± 2. 03*

对照组 31 48 1875. 00 ± 306. 52 2. 17 ± 0. 58 2. 88 ± 1. 26 7. 02 ± 2. 10

注: E2，雌二醇; P，孕酮; LH，促黄体生长激素; 与对照组比较，* P ＜ 0. 05
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党参、白术、山药健脾益气; 当归、白芍养血调
经，调补冲任; 茺蔚子理气活血，交通阴阳; 甘草

调和诸药。全方脾肾双补，补肾填精，健脾益气，
后天助先天，合力共助卵泡发育长养。
本课题组前期临床研究发现，益气养阴方

( 别名乌鳖颗粒) 能显著改善卵巢早衰患者的内分

泌水平，缓解临床症状［13］; 动物实验证实，益气

养阴方具有类雌激素样作用，能促进幼鼠子宫、卵
巢发育，并能调节卵巢摘除大鼠的内分泌功能，抑

制老年大鼠超氧化物歧化酶 ( SOD) 及脂质过氧化
物 ( LPO) 生成［14 － 15］。进一步体外实验发现，益
气养阴方 ( 更名抗早衰方) 能降低颗粒细胞 Bcl-2
蛋白表达，显著抑制顺铂所致颗粒细胞凋亡，从而

发挥保护卵巢的作用［16］。本研究结果表明，益气
养阴方能减少 COH 过程中 Gn 使用量，提高获卵
数，改善卵细胞质量，进而提高优质卵率、优胚率
及妊娠率，降低周期取消率。
转化生长因子超家族的新成员 GDF-9与 BMP-15，

被证实与卵泡的生长发育密切相关。研究发现，
GDF-9 和 BMP-15 可以刺激颗粒细胞和卵泡膜细胞
的增生，增加窦卵泡的 FSH 受体表达，抑制颗粒
细胞凋亡和卵泡闭锁，促进窦前卵泡向窦卵泡的生

长; 外源性 BMP-15 还可以促进次级卵泡的生长。
GDF-9、BMP-15 可以在 LH峰前促进排卵前卵泡中
的卵丘细胞胆固醇及葡萄糖合成，为卵细胞的成熟

提供底物。颗粒细胞中的 GDF-9 表达水平还可用
于预测卵母细胞和胚胎质量; 而发育潜能好的卵母

细胞其卵泡液中含有较高水平的 BMP-15，并且
BMP-15 与 E2 水平正相关

［17 － 18］。本研究结果表明，
治疗组颗粒细胞 GDF-9、BMP-15 表达均显著高于
对照组，提示 IVF-ET 过程中，益气养阴方可协同
外源性 Gn 提高 IVF-ET 临床妊娠率，作用机制与
其增强卵巢颗粒细胞 GDF-9、BMP-15 表达、改善
卵细胞质量有关。
综上所述，益气养阴方具有多靶点、整体调节

作用，在 IVF-ET过程中，能与外源性促性腺激素
协同作用，相辅相成，对 POＲ 患者的临床结局具
有实际价值与意义，值得进一步深入研究。
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Effect of Yiqi Yangyin Formula on Oocyte Quality and Pregnancy Outcome in Poor Ovarian Ｒesponse Patients
with In Vitro Fertilization and Embryo Transfer
HONG Yanli，TAN Yong，SHI Yanqiu，ZOU Yijie，GUO Yinhua，NIE Xiaowei
( First Clinical Medical School，Nanjing University of Chinese Medicine，Jiangsu province，210046)

ABSTＲACT Objective To observe the effect of Yiqi Yangyin Formula on oocyte quality and pregnancy outcome in
poor ovarian response ( POＲ) patients with in vitro fertilization and embryo transfer ( IVF-ET) and discuss the possible
mechanism． Methods In total 59 POＲ patients with the history of IVF-ET were randomly divided into a treatment
group with 28 cases and a control group with 31 cases． Both groups adopted the Minimal Stimulation IVF ( Mini-
IVF) ，and the treatment group was also administered with Yiqi Yangyin Formula one dose daily from the second day
of the menstrual cycle in the month when the control ovarian hyperstimulation started until the day when the patients
were injected with human chorionic gonadotropin ( HCG) ． Ｒetrieved oocytes and pregnancy outcomes between the two
groups were compared． The usage of Gn during tropic hyper ovulation，sex hormone levels and endometrial thickness
in both groups were observed． Also，the expression of growth differentiation factor-9 ( GDF-9) and bone morphogenetic
protein-15 ( BMP-15) in granulosa cell in follicle fluid from patients were detected． Ｒesults The average number
of retrieved oocytes，fertilization rate，optimal embryo rate，clinical pregnancy rate in oocyte retrieval cycles were
4. 51 ± 2. 49，51. 93%，47. 19% and 23. 81% in the treatment group，and 2. 02 ± 1. 98，46. 90%，42. 42%，
and 10. 42% in the control group，respectively． There were significant differences in the number of retrieved oocytes
and clinical pregnancy rate between the two groups ( P ＜ 0. 05) ，while no statistical differences showed in fertilization
rate and optimal embryo rate between the two groups ( P ＞ 0. 05 ) ． Compared with those in the control group，the
usage of Gn was less，the estradiol levels，the endometrial thickness，and the expression of GDF-9 and BMP-15 were
higher in the treatment group，with significant differences between the two groups ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion Yiqi
Yangyin Formula could improve the ovarian response in POＲ patients in the process of IVF-ET，and increase the
number of retrieved oocytes and pregnancy rate． The possible mechanism might be related with regulating the expres-
sion of GDF-9 and BMP-15 in ovarian granulosa cells．
Keywords low ovarian response; in vitro fertilization and embryo transfer ( IVF-ET ) ; Yiqi Yangyin Formula;
growth differentiation factor-9 ( GDF-9) ; bone morphogenetic protein-15 ( BMP-15)
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