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［摘　要］　目的　研究逍遥丸治疗不孕症的可能作用机制。 方法　６０例接受体外受精－胚胎移植（ＩＶＦ－ＥＴ）治疗的不孕症

患者中肝郁证者２１例（治疗组），其余３９例患者为对照组。对照组采用西医常规方案促排卵，治疗组在对照组的基础上口服

逍遥丸，每次２０丸，早晚分服。测定两组患者成熟卵泡壁颗粒细胞激活素受体激酶５（ＡＬＫ５）、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３和Ｓｍａｄ４

ｍＲＮＡ和蛋白的表达。 结果　治疗组颗粒细胞 ＡＬＫ５和Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ及蛋白的表达显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；Ｓｍａｄ３、

Ｓｍａｄ４ｍＲＮＡ和蛋白的表达两组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。 结论　逍遥丸治疗不孕症的机制可能与上调壁颗粒细

胞受体ＡＬＫ５和Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ及蛋白，调节ＡＬＫ５／Ｓｍａｄｓ信号通路而达到促进卵泡发育目的，调节卵巢功能。
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　　近年来不孕症发病率逐渐增加，不孕症患者的
心理状况逐渐受到关注［１－２］。不孕症以兼夹证多

见，其中肝郁证比例为最高［３］。近年来临床实践发
现，疏肝中药对治疗不孕症疗效确切［４－７］。逍遥丸
为疏肝解郁代表方，具有疏肝解郁健脾、养血活血调
经、调和气血、调畅冲任二脉的作用。人颗粒细胞上
生长分化因子－９（ＧＤＦ－９）表达与卵母细胞质量相
关［８］。ＧＤＦ－９需要结合特异受体才能发挥信号转
导作用，激活素受体激酶５（ＡＬＫ５）是 ＧＤＦ－９的转
化生长因子－β（ＴＧＦ－β）Ⅰ型受体，下游结合Ｓｍａｄ２
和Ｓｍａｄ３，并与Ｓｍａｄ４结合转移进入细胞核，调节

靶基因的转录［９］。本研究探讨逍遥丸对人卵巢颗粒
细胞上ＧＤＦ－９／Ｓｍａｄｓ信号通路的影响，旨在为疏
肝中药治疗不孕症提供实验基础。

１　临床资料

１．１　诊断及辨证标准
西医诊断标准参照《妇产科学》［１０］中不孕症的

诊断标准。肝郁证辨证标准参考《中医临床诊疗术
语·证候部分》［１１］及《中医妇科学》［１２］拟定：①经期
先后不定；②经行不畅，量少色暗；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项即可诊断。
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１．２　纳入标准
符合上述诊断标准者；年龄＜４０岁；基础促卵

泡生成素（ＢＦＳＨ）＜１０ｍＩＵ／ｍｌ；经医院伦理委员会
批准，签署知情同意书。

１．３　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；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，接触致畸量的
射线、毒物并处于作用期不能接受体外受精－胚胎移
植（ＩＶＦ－ＥＴ）治疗者；子宫内膜异位症患者。

１．４　一般资料
收集２０１０年９月至２０１１年７月在石家庄市妇

产医院生殖医学中心接受ＩＶＦ－ＥＴ治疗的６０例不
孕症患者。符合肝郁证辨证标准者２１例为治疗组，
其余３９例患者为对照组。对照组年龄２３～３９岁，
平均（２９．６６±４．１３）岁；不孕时间１～１０年，平均
（４．８±１．３）年。治疗组年龄 ２２～３８ 岁，平均
（３１．３３±２．６１）岁；不孕时间１～１０年，平均（４．４±
１．１）年。两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。

２　方法

２．１　治疗方法
对照组采用西医常规方案促排卵，即月经的黄

体中 期或 第 ２１ 天给予注射用醋酸 曲 普 瑞 林
（０．１ｍｇ／支，法国博福－益普生制药有限公司，批号

Ｄ２２８６３）０．１ｍｇ每日皮下注射，至少１４天。达到将
调节标准，即子宫内膜≤５ｍｍ，血清雌二醇（Ｅ２）＜
５０ｐｇ／ｍｌ后，每日皮下注射重组人促卵泡激素注射
液（７５ＩＵ／支，瑞 士 默 克 雪 兰 诺 制 药 厂，批 号

ＡＵ００２２９０）２５０～３００ＩＵ／ｄ，Ｂ超及血清黄体生成素
（ＬＨ）、Ｅ２、孕酮（Ｐ）监测卵泡发育情况，当至少３个
卵泡直径达到或超过１８ｍｍ时停药，给予重组人绒
促性素注射液（２５０μｇ／支，瑞士默克雪兰诺制药厂，
批号 ＤＡ００９２５６）２５０μｇ皮下注射诱导卵泡成熟，

３６～３８ｈ经阴道超声引导下穿刺取卵。
治疗组在对照组的基础上自给予注射用醋酸曲

普瑞林日开始口服逍遥丸（宛西制药股份有限公司，

２００丸／瓶，批号０９０５１３），每次２０丸，早晚分服，至
皮下注射重组人绒促性素注射液日停服。

２．２　观察指标及方法
皮下注射重组人绒促性素注射液３６ｈ后在阴道

Ｂ超指引下行穿刺取卵术，留取优势卵泡的卵泡液，

１　５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，留取沉淀。将沉淀物中加

入ＰＢＳ至５ｍｌ。取１５ｍｌ离心管，加入人淋巴细胞
分离液５ｍｌ，将混悬液缓慢加入淋巴细胞分离液的
液面上，１　２００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，吸取在两液面之间
的颗粒细胞层加ＰＢＳ，３　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，下层
即为壁颗粒细胞。治疗组１８例、对照组３６例吸尽

ＰＢＳ后，加入２ｍｌ　Ｔｒｉｚｏｌ液完全裂解后置于－８０℃
冻存用于实时荧光定量ＰＣＲ；另外治疗组３例、对
照组３例按照细胞免疫荧光化学方法涂片。

２．２．１　卵泡壁颗粒细胞 ＡＬＫ５、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３和

Ｓｍａｄ４ｍＲＮＡ的表达　采用实时荧光定量ＰＣＲ的
方法。采用Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｏｔｒｉｇｅｎ公司，美国）一步法提
取颗粒细胞总ＲＮＡ，２％琼脂糖凝胶电泳鉴定ＲＮＡ
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℃
１０ｍｉｎ，４２℃ ５０ｍｉｎ，８５℃ ５ｍｉｎ。然后分别以人

ＧＡＰＤＨ、ＡＬＫ５、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３和Ｓｍａｄ４的特异
性引物进行ＰＣＲ反应。所用引物序列利用 Ｇｅｎ－
Ｂａｎｋ数 据 库 中 提 供 的 基 因 序 列，经 ＧｅｎＢａｎｋ
ＢＬＡＳＴ进行同源性检测，用ＤＮＡｍａｎ　ｖｅｒｓｉｏｎ　６．０
软件设计，由上海生工生物工程有限公司合成。应
用ＡＢＩ　７３００型实时荧光定量ＰＣＲ仪来进行扩增，
反应参数为：９５℃预变性５ｍｉｎ，然后９５℃１５ｓ、５８℃
２０ｓ、７２℃２７ｓ反应４０个循环，在每个循环的第２７ｓ
探测各孔的荧光量；溶解曲线阶段，变性９５℃１５ｓ，
退火６０～６４℃３０ｓ，最后７２℃延伸３０ｓ。ＡＬＫ５、

Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 和 Ｓｍａｄ４ 的 ｍＲＮＡ 表 达 量 以

２－△△ＣＴ来表示，其值为以Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８和

Ｓｍａｄ４的 ｍＲＮＡ 表达量与 ＧＡＰＤＨ 表达量的比
值，再将对照组某某的量设为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。

２．２．２　卵泡壁颗粒细胞 ＡＬＫ５、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３和

Ｓｍａｄ４蛋白的表达　采用细胞免疫荧光化学法。
将分离好的壁颗粒细胞加入ＰＢＳ制成细胞悬混液，
调整密度后，在涂布有多聚赖氨酸的玻片上涂片，待
干片后，４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，１％ Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
处理１５ｍｉｎ，１０％山羊血清室温封闭１５ｍｉｎ，分别加
入兔抗 ＡＬＫ５、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３和Ｓｍａｄ４多克隆抗
体（１∶５０），３７℃孵育３０ｍｉｎ。经ＰＢＳ充分漂洗后，
加入１∶１００稀释的 ＴＲＩＴＣ标记的羊抗兔二抗，

３７℃孵育，３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗５ｍｉｎ×３次，８０％甘油
封片。激光共聚焦显微镜ＳＰ－５（Ｌｅｉｃａ，德国）下观察
并计算荧光值。
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２．３　统计学方法
应用ＳＰＳＳ　１３．０软件进行统计学分析，计量数

据以均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，组间比较采用ｔ
检验。

３　结果

３．１　两组患者颗粒细胞 ＡＬＫ５、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３和

Ｓｍａｄ４ｍＲＮＡ比较
表 １ 示，治 疗 组 ＡＬＫ５ ｍＲＮＡ 和 Ｓｍａｄ２

ｍＲＮＡ表达高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；两组患者Ｓｍａｄ３ｍＲＮＡ 和Ｓｍａｄ４ｍＲＮＡ
比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表１　两组患者颗粒细胞ＡＬＫ５、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３

　　和Ｓｍａｄ４ｍＲＮＡ表达的比较（珚ｘ±ｓ）

组别 例数
ＡＬＫ５
ｍＲＮＡ

Ｓｍａｄ２
ｍＲＮＡ

Ｓｍａｄ３
ｍＲＮＡ

Ｓｍａｄ４
ｍＲＮＡ

治疗组 １８　２．０３±１．４１　 ２．０４±１．４１　０．７５±０．５１　０．９０±０．２７
对照组 ３６　１．０４±０．９６＊ １．０４±０．９４＊ ０．６８±０．５４　０．８７±０．７２

　　注：与治疗组比较，＊Ｐ＜０．０５

３．２　两组患者颗粒细胞 ＡＬＫ５、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３和

Ｓｍａｄ４蛋白表达的比较
激光共聚焦在荧光显微镜下可观察到特异性的

点状荧光分布，ＡＬＫ５、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３和Ｓｍａｄ４蛋
白在壁颗粒细胞上都有表达。ＡＬＫ５主要在细胞膜
表达，Ｓｍａｄ２的表达在细胞膜和细胞浆，Ｓｍａｄ３和

Ｓｍａｄ４表达在细胞膜和细胞浆上。表２示，治疗组

ＡＬＫ５蛋白荧光值和Ｓｍａｄ２蛋白荧光值高于对照
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）。

Ｓｍａｄ３蛋白荧光值和Ｓｍａｄ４蛋白荧光值两组比较
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表２　两组患者颗粒细胞ＡＬＫ５、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３

　　和Ｓｍａｄ４蛋白荧光值表达的比较（珚ｘ±ｓ）

组别 例数
ＡＬＫ５蛋白
荧光值

Ｓｍａｄ２蛋白
荧光值

Ｓｍａｄ３蛋白
荧光值

Ｓｍａｄ４蛋白
荧光值

治疗组３　２１．２１±１．２８　６４．５１±２．６７　 ４７．７８±４．４４　３７．６２±６．７２
对照组３　１３．４４±１．９７＊１４．１３±２．１２＊＊５０．６３±５．６０　４０．３５±４．５０

　　注：与治疗组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１

４　讨论
中医认为“女子以肝为先天”，肝主疏泄，通过调

理冲任进而调节女性的生殖功能；同时肝藏血，具有
贮藏血液和调节血量功能，对女子的月经及胎产亦
有重要作用。逍遥丸出自宋代《太平惠民和剂局
方》，由柴胡、当归、茯苓、白术、甘草等组成，为疏肝
解郁的代表方剂。本方用柴胡疏肝解郁，以使肝气
条达，肝经及冲任二脉气血调畅，为君药。白芍养血

敛阴柔肝，当归补血调经，活血止痛，二药合用既养
肝体助肝用，又兼制柴胡疏泄太过，为臣药。白术、
茯苓、甘草健脾益气，使运化有权，营血生化有源以
助肝用，同时又达到扶土抑木的功效；生姜温胃和
中，薄荷少许，助柴胡疏肝而散郁热，共为佐药。甘
草又兼调和药性。诸药相合，疏肝解郁、养血活血，
可复肝用，养肝体；佐以健脾，使气血调匀、冲任二脉
通畅，达到经调子嗣的效果。
既往研究证明，ＡＬＫ５在卵泡发育各期的人颗

粒细胞上都有表达［１３］。同时敲除颗粒细胞Ｓｍａｄ２
和Ｓｍａｄ３的小鼠会表现为体型小、卵泡发育受阻、

黄素化卵泡、卵丘功能缺陷［１４］。卵巢中条件性敲除

Ｓｍａｄ４基因的小鼠表现为类固醇激素产生、排卵、
卵丘细胞的功能缺陷，最终发展为卵巢功能早
衰［１５］。因此，ＡＬＫ５、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３和Ｓｍａｄ４在卵
泡发育和卵母细胞成熟过程中起重要作用。本研究
发现，在人卵巢壁颗粒细胞上，两组ＡＬＫ５、Ｓｍａｄ２、

Ｓｍａｄ３和Ｓｍａｄ４ｍＲＮＡ 及蛋白均有一定量的表
达。治疗组ＡＬＫ５ｍＲＮＡ及蛋白表达均高于对照
组（Ｐ＜０．０５），提示口服逍遥丸可以上调颗粒细胞
上膜受体的表达，增强ＧＤＦ－９促进颗粒细胞增殖的
作用，从而达到促进卵泡的生长和卵母细胞成熟的
作用；治疗组Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ及蛋白表达亦高于对
照组（Ｐ＜０．０１），提示口服逍遥丸可以促进颗粒细
胞内信号因子的表达，从而增强ＧＤＦ－９信号通路促
进颗粒细胞增生的作用，促进卵泡的生长和卵母细
胞成熟。另外，ＡＬＫ５／Ｓｍａｄｓ也是ＴＧＦ－β因子在卵
巢内的主要信号通路，ＴＧＦ－β可提高鼠颗粒细胞对
低剂量卵泡刺激素（ＦＳＨ）刺激的敏感性从而促进
颗粒细胞增殖［１６］。提示口服逍遥丸可以增强ＴＧＦ－

β促进颗粒细胞增殖的作用。本研究结果显示，口
服逍遥丸可以上调颗粒细胞膜受体ＡＬＫ５的表达，
并且可以增强Ｓｍａｄ２信号分子的表达，通过这一途
径，促进颗粒细胞的增殖，而卵巢颗粒细胞增殖是卵
泡发育和成熟过程的重要环节，颗粒细胞提供卵母
细胞发育所需要的物理支持及微环境［１７］。因此提
示口服逍遥丸通过对卵巢颗粒细胞上关键的信号通

路调节而达到促进卵泡发育，调节卵巢功能，达到治
疗不孕症的目的。
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·信 息 窗·
《中医杂志》２２篇优秀论文获得

“精品期刊顶尖论文平台———领跑者５０００”论文提名
　　“精品期刊顶尖论文平台———领跑者５０００”是在国家科技部立项支持下，由中国科学技术信息研究所构建
的、集中展示我国精品期刊上发表的最高端学术研究成果的平台，旨在进一步提升“中国精品科技期刊”的品牌价
值，巩固精品期刊学术影响力，促进学术交流和知识传播。平台将成为开展科技评价工作的有力工具，同时也是
开展科研管理、科技政策以及相关研究的新途径。“领跑者５０００”项目为扩大我国精品科技期刊的显示度，提高优
秀科技论文的国际影响力发挥了积极作用，并已经取得了一定的社会影响。在一些研究单位的科研绩效管理与
评价工作中，已经开始尝试引入“领跑者５０００”项目的成果。“领跑者５０００”将与国际和国内重要检索系统连接，

拟利用 ＷＯＫ国际检索系统平台，与ＳＣＩ数据库在同一平台内实现文献链接和国际引文检索，在更大范围内向世
界科技同行展示和推广我国最重要的科技成果。

国家科技部“中国精品科技期刊服务与保障系统”项目于２００８年和２０１１年公布了两届“中国精品科技期刊”

评选结果，《中医杂志》两次连续被评为“中国精品科技期刊”。本次以定量分析方法及同行评议方式，从２００７－
２０１２年在本刊发表的论文中共选出２２篇优秀论文获得“精品期刊顶尖论文平台———领跑者５０００”提名。这２２篇
论文集中体现了本学科优秀作者的研究成果，定量分析显示已产生了很好的学术影响。借助“领跑者５０００”平台，

这些优秀论文将在国内和国际学术界产生更加广泛的影响。（本刊编辑部）

·７５７·２０１３年第９期 梁莹等　逍遥丸对人卵巢壁颗粒细胞ＡＬＫ５／Ｓｍａｄｓ通路的影响


