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二至天癸颗粒和右归丸对肾虚小鼠卵细胞
Ｓｎｒｐｎ和Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ甲基化状态的影响
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［摘　要］　目的　探讨二至天癸颗粒和右归丸改善体外受精－胚胎移植结局的疗效机制。 方法　将１７５只雌性小鼠随机分

为正常组（生理盐水０．５ｍｌ灌胃）、肾阴虚模型组（甲状腺片按３００ｍｇ／ｋｇ灌胃，连用１０天）、肾阴虚治疗组（造模同时每天予二

至天癸颗粒０．５ｍｌ灌胃）、肾阳虚模型组（氢化可的松注射液按２５ｍｇ／ｋｇ肌肉注射，连用１０天）、肾阳虚治疗组（造模同时每天

予右归丸０．５ｍｌ灌胃），每组３５只。实验至第１１天进行超排卵，每组３０只小鼠取卵，观察卵细胞印迹基因Ｓｎｒｐｎ和Ｐｅｇ１／

Ｍｅｓｔ甲基化状态，另５只雌鼠和５只雄鼠合笼后取受精卵，观察受精卵数目、卵裂率、成胚率。 结果　正常组小鼠卵细胞

Ｓｎｒｐｎ和Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ基因完全甲基化；肾阴虚、肾阳虚模型组小鼠卵细胞Ｓｎｒｐｎ和Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ基因发生了明显的去甲基化；肾

阴虚、肾阳虚治疗组小鼠卵细胞Ｓｎｒｐｎ和Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ基因的去甲基化状态得到了部分纠正。肾阴虚、肾阳虚模型组受精卵数

目、卵裂率、囊胚形成率明显低于正常组（Ｐ＜０．０５），肾阴虚、肾阳虚治疗组受精卵数目、卵裂率、囊胚形成率均高于相应的模

型组（Ｐ＜０．０５）。 结论　肾虚可致卵细胞印迹基因Ｓｎｒｐｎ和Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ发生异常去甲基化，二至天癸颗粒和右归丸可防止

印迹丢失的发生，改善肾虚小鼠的卵裂率、囊胚形成率，从而发挥补肾治疗不孕症作用。
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　　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，卵细胞、精子、子宫
内膜等与“肾主生殖”所指的先天之精有诸多相合之
处［１］。表观遗传学是研究不涉及ＤＮＡ序列改变的
基因表达和调控的学科，表观遗传修饰在人类生殖
的卵细胞、精子发生，受精，胚胎发育等过程中起着
重要作用。长期临床实践证明，补肾能提高卵细胞
质量、胚胎发育潜能及辅助生殖技术的成功率［２－４］。
本研究通过观察二至天癸颗粒和右归丸对肾虚小鼠

卵细胞印迹基因Ｓｎｒｐｎ和Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ甲基化状态，
探讨补肾中药改善体外受精－胚胎移植（ＩＶＦ）结局
的表观遗传学疗效机制。

１　材料与方法

１．１　动物
健康清洁级昆明种小鼠１７５只，雌性，８～９周

龄，体重（３５±５）ｇ；另选择有性交经验的雄性小鼠

２５只，８～９周龄，体重（４５±５）ｇ，以上小鼠均由山东
大学医学院动物中心提供，实验动物合格证号：ＳＣＸ
鲁２００９０００１。

１．２　实验药物
二至天癸颗粒，由菟丝子、女贞子、墨旱莲、枸杞

子、熟地黄、当归、川芎、白芍、制香附、炙甘草组成，
每袋３ｇ，由山东中医药大学附属医院制剂室提供
（批号ＦＺ０３２－０３）。右归丸，每粒０．１８ｇ，每瓶２５０
粒，河南省宛西制药股份有限公司生产 （批号

１００３０７）。运用人与动物的体表面积计算法换算［５］，
取３ｇ二至天癸颗粒稀释入１５ｍｌ蒸馏水中；取

１．８ｇ右归丸稀释入５．６ｍｌ蒸馏水中。人绝经期尿
促性腺激素（ＨＭＧ，批号０９０２０２Ｂ）、人绒毛膜促性
腺激素（ＨＣＧ，批号０９０４１５Ｂ），均为中国丽珠集团
丽宝生物化学制药有限公司生产。氢化可的松注射
液：每支２５ｍｇ，天津金耀氨基酸有限公司生产（批
号０９１２１０１）。甲状腺片：每片４０ｍｇ，山东省莱阳生
物化学制药厂生产（批号０９０５２５）。

１．３　主要实验试剂和仪器
微量ＤＮＡ提取试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产品，

批号 Ｄ３０９６－０１），ＤＮＡ 甲基化修饰试剂盒（美国

Ｅｐｉｇｅｎｔｅｋ公司产品，批号 Ｐ１００１），ＤＮＡ 内切酶

ＢｓｔＵＩ（批号 ＥＲ０１２１）、ＢｓｔＢＩ（批号 ＥＲ０１５８）均为

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公 司 产 品， ＭｏｄｉｆｉｅｄＨＴＦＭｅｄｉｕｍ
（ｍＨＴＦ，ＨｕｍａｎＴｕｂａｌＦｌｕｉｄＨＥＰＥＳＢｕｆｆｅｒｅｄ，批号

Ａ１２３Ａ）、０．３％透明质酸酶（批号Ａ３０１Ａ）、Ｐ－ｌ（Ｍｅ－
ｄｉｕｍ　ｗｉｔｈ　Ｇｅｎｔａｍｉｅｉｎ）均为美国Ｉｒｖｉｎｅ公司产品。

体视镜（德国，Ｌｅｉｃａ，ＧＺ６），倒置显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，

ＣＫ４０－３２ｐｈ），图像分析仪（Ｌｅｉｃａ，ＱＷｉｎＶ３图像分
析系统），照像显微镜（Ｌｅｉｃａ，ＤＭ４０００Ｂ），ＰＴＣ－１５０
型ＰＣＲ扩增仪（美国 ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ公司）。

１．４　动物分组、造模和给药
按随机数字表法将小鼠分为正常组、肾阴虚模

型组、肾阴虚治疗组、肾阳虚模型组、肾阳虚治疗组，
每组３５只。参考文献［６－７］建立动物模型，肾阴虚
模型：甲状腺片按３００ｍｇ／ｋｇ剂量灌胃，连用１０天；
肾阳虚模型：氢化可的松注射液按２５ｍｇ／ｋｇ剂量大
腿外侧轮流肌肉注射，连用１０天。肾阴虚治疗组：
造模同时每天予配制的二至天癸颗粒溶液０．５ｍｌ
灌胃。肾阳虚治疗组：造模同时每天予配制的右归
丸溶液０．５ｍｌ灌胃。正常组：予０．５ｍｌ的生理盐水
灌胃。各组经上处理１０天后，按照文献［８］进行超
排卵，即实验至第 １１ 天，每只小鼠注射 ＨＭＧ
１２ＩＵ，４８ｈ后注射 ＨＣＧ　１２ＩＵ。

１．５　标本收集
注射 ＨＣＧ　１３ｈ后，每组脱颈处死３０只小鼠，

剖腹取出输卵管，在体视镜下用ＴＢ针划破输卵管
壶腹部，收集被黏液团和颗粒细胞包裹的卵子；选取

ＭＩＩ期卵细胞放入含０．３％透明质酸酶的 ｍＨＴＦ
培养液中３～５ｍｉｎ除去卵丘细胞，接着用 ｍＨＴＦ
洗卵，防止被体细胞污染，获得脱颗粒后的卵母细
胞。注射ＨＣＧ同时，将每组另５只雌鼠和雄鼠１∶１
比例合笼饲养，次日８时观察阴道栓，见阴道栓日为
孕１天，４０ｈ后同上法处死小鼠，解剖取出输卵管，

ＴＢ针冲洗一端，使受精卵从另一端流出，收集受精
卵于含Ｐ－１液的四孔培养皿中，观察受精卵卵裂及
囊胚形成情况，计算卵裂率和囊胚形成率。

１．６　卵细胞印迹基因Ｓｎｒｐｎ和Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ的甲基
化测定

１．６．１　ＤＮＡ提取和重亚硫酸盐处理　使用微量

ＤＮＡ回收试剂盒提取卵子ＤＮＡ。每组回收两批独
立收集卵子（４００～５００卵子／批）ＤＮＡ。使用ＤＮＡ
甲基化修饰试剂盒进行ＤＮＡ的修饰处理。

１．６．２　小鼠卵细胞 ＤＮＡ－ＰＣＲ 扩增　Ｓｎｒｐｎ和

Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ甲基化位点上下游引物序列参考文献
［９］，由上海博尚生物科技公司合成。Ｓｎｒｐｎ：Ｏｕｔ－
ｓｉｄｅ　ｆｏｒｗａｒｄ： ＡＴＧＴＡＡＴＡＴＧＡＴＡＴＡＧＡＴＴ－
ＴＡＧＡＡＡＴＴＡＧ，Ｉｎｓｉｄｅ　ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＡＴＴＴＧＴＧＴ－
ＧＡＴＧＴＴＴＧＴＡＡＴＴＡＴＴＴＧＧ，Ｏｕｔｓｉｄｅ　ｒｅｖｅｒｓｅ：

ＡＡＴＡＡＡＣＣＣＡＡＡＴＣＴＡＡＡＡＴＡＴＴＴＴＡＡＴＣ，
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Ｉｎｓｉｄｅ　ｒｅｖｅｒｓｅ：ＡＴＡＡＡＡＴＡＣＡＣＴＴＴＣＡＣＴＡＣ－
ＴＡＡＡＡＴＣＣ； Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ： Ｏｕｔｓｉｄｅ　 ｆｏｒｗａｒｄ：

ＧＡＴＴＴＧＧＧＡＴＡＴＡＡＡＡＧＧＴＴＡＡＴＧＡＧ，Ｉｎ－
ｓｉｄｅ　 ｆｏｒｗａｒｄ： ＴＴＴＴＡＧＡＴＴＴＴＧＡＧＧＧＴＴＴ－
ＴＡＧＧＴＴＧ，Ｏｕｔｓｉｄｅ　ｒｅｖｅｒｓｅ：ＴＣＡＴＴＡＡＡＡＡＣＡ－
ＣＡＡＡＣＣＴＣＣＴＴＴＡＣ，Ｉｎｓｉｄｅ　ｒｅｖｅｒｓｅ：ＡＡＴＣ－
ＣＣＴＴＡＡＡＡＡＴＣＡＴＣＴＴＴＣＡＣＡＣ。
为获得ＰＣＲ产物和避免ＰＣＲ扩增的随机性，

使用２μｌ生理盐水处理之后的ＤＮＡ作模板同时进
行两个独立的巢式ＰＣＲ。每个巢式ＰＣＲ中，第一
次扩增的体积是２５μｌ，取其６μｌ作为第二轮扩增的
模板，第二次扩增的体积是５０μｌ。参照ＰＣＲ检测
试剂盒使用说明书进行操作。

１．６．３　ＰＣＲ限制性内切酶分析　每个处理中一半

ＰＣＲ产物用于酶切分析。用内切酶ＢｓｔＵＩ切Ｓｎｒｐｎ
基因，识别位点：５－Ｃ　ＧＣ　Ｇ－３，３－Ｇ　ＣＧ　Ｃ－５，酶切产物
大小：２６８＋２＋１５０ｂｐ；用内切酶 ＢｓｔＢＩ切 Ｐｅｇ１／

Ｍｅｓｔ基因，识别位点：５－Ｔ　ＴＣ　ＧＡＡ－３，３－ＡＡＧ　ＣＴ

Ｔ－５，酶切产物大小１７２＋９３＋１３５＋１６３ｂｐ。

１．６．４　电泳　反应结束后取产物５μｌ经１．５％的
琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭ＥＢ染色，１００Ｖ电压电
泳２５ｍｉｎ，在紫外光下自显影，经计算机扫描成像来
判定结果。

１．７　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１５．０统计软件包进行统计分析，计

量资料以均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，进行ｔ检验；计
数资料采用χ

２ 检验，当Ｔ＜５时，采用Ｆｉｓｈｅｒ精确
检验。

２　结果

２．１　各组小鼠卵细胞印迹基因Ｓｎｒｐｎ和 Ｐｅｇ１／

Ｍｅｓｔ甲基化的比较
各组小鼠卵细胞均有Ｓｎｒｐｎ和Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ基

因表达，结果见图１、图３；酶切后各组小鼠卵细胞

Ｓｎｒｐｎ和Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ基因的甲基化状态，结果见图

２、图４。正常组小鼠卵细胞Ｓｎｒｐｎ和Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ基
因完全甲基化；肾阴虚模型组、肾阳虚模型组小鼠卵

图１　酶切前各组小鼠卵母细胞Ｓｎｒｐｎ　ＤＮＡ 图２　酶切后各组小鼠卵母细胞Ｓｎｒｐｎ　ＤＮＡ

图３　酶切前各组小鼠卵母细胞Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ　ＤＮＡ 图４　酶切后各组小鼠卵母细胞Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ　ＤＮＡ
注：图１－４中Ａ为正常组，Ｂ为肾阴虚模型组，Ｃ为肾阴虚治疗组，Ｄ为肾阳虚模型组，Ｅ为肾阳虚治疗组
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细胞Ｓｎｒｐｎ基因发生了明显的去甲基化；肾阴虚治
疗组、肾阳虚治疗组小鼠卵细胞 Ｓｎｒｐｎ和 Ｐｅｇ１／

Ｍｅｓｔ基因的去甲基化状态得到了纠正。表明肾虚
可导致小鼠卵细胞母本印迹基因Ｓｎｒｐｎ和Ｐｅｇ１／

Ｍｅｓｔ的ＤＭＲ发生去甲基化，而二至天癸颗粒和右
归丸可纠正该基因异常去甲基化。

２．２　各组小鼠受精卵数目、卵裂率、囊胚形成率比
较

表１示，各组受精卵数目、卵裂率、囊胚形成率
比较，肾阴虚模型组、肾阳虚模型组明显低于正常
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），肾阴虚治疗组、
肾阳虚治疗组与正常组相似，差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）；肾阴虚治疗组明显高于肾阴虚模型组，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），肾阳虚治疗组明显
高于肾阳虚模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表１　各组小鼠受精卵数目、卵裂率及囊胚形成率比较

　组别 鼠数
受精卵数目
（个，珚ｘ±ｓ）

卵裂率
（％）

囊胚形成率
（％）

正常组 ５　 ３３．８０±３．９２　 ９３．２０　 ４３．５６
肾阴虚模型组 ５　 ２７．８０±３．１１＊ ８２．７１＊ ２３．７６＊

肾阴虚治疗组 ５　 ３３．００±３．８１＃ ８９．５６＃ ３９．８２＃

肾阳虚模型组 ５　 ２７．８０±３．９０＊ ８５．７２＊ ２４．５６＊

肾阳虚治疗组 ５　 ３２．８０±３．８３＃ ９０．１２＃ ４０．５３＃

　　注：与正常组比较，＊Ｐ＜０．０５，与相应模型组比较，＃Ｐ＜０．０５

３　讨论
卵泡的发育、成熟除受促性腺激素、卵巢局部细

胞因子的调节，还要经历复杂的表观遗传修饰。目
前在人类卵母细胞和早期胚胎各阶段，印迹基因表
达尚无一个明确的图谱，对印迹基因的消除和建立
的精确时间及其调控机制还未完全清楚。但已证
实，卵细胞和植入前胚胎为印迹基因的甲基化印迹
建立、去除、重新建立和维持的关键窗口期［１０］。这
是一个动态的过程，在每个生殖周期都必须保持精
确。此时期受外界因素干扰将可能影响胚胎发育，
导致疾病发生。
研究显示，Ｓｎｒｐｎ、Ｚｎｆ１２７和 Ｎｄｎ等基因的印

迹在原始卵泡到初级卵泡阶段就建立，而 Ｐｅｇ３、

Ｉｇｆ２Ｒ和ｐ５７等基因的印迹在次级卵泡阶段才建
立，还有更晚阶段建立的印迹：早期窦卵泡阶段建立
的 Ｍｅｓｔ和窦卵泡阶段才建立的Ｉｍｐａｃｔ基因，而

Ｐｅｇ１直到卵母细胞完全成熟后才快速完成新发甲
基化［１１］。Ｌｕｃｉｆｅｒｏ等［８］发现在注射 ＨＣＧ 之后的

２０ｈ，小鼠的卵子已经获得了完全的甲基化印迹。
由此可知，排卵前卵泡中的成熟卵母细胞已完全完

成印迹模式，此阶段干扰印迹建立会改变印迹基因
的表达模式，影响卵细胞质量、受精卵、胚胎的发育
甚至导致出生后子代的表型异常。

Ｓｎｒｐｎ是一个母本印迹基因，卵母细胞中该基
因的甲基化状态与卵细胞发育、老化及质量有关。
该基因的印迹功能紊乱可引起胚胎发育异常，包括
流产、畸形、胚胎死亡、生长迟缓、精神行为异常、神
经系统的发育异常等［１２］。Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ也是一个母
本印迹基因，该基因在卵细胞上的母本表达会导致
胚胎的生长阻碍［１３］。Ｓｎｒｐｎ、Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ基因表达
的研究对卵子成熟、胚胎发育和人类相关印迹疾病
发生的分子机制有着十分重要意义。

“肾主生殖”是《黄帝内经》对人体生殖功能的高
度概括。二至天癸颗粒中女贞子、菟丝子滋补肝肾
益精，阴阳并补，共为君药；墨旱莲、枸杞子、熟地黄
滋补肝肾、填精养血，协助君药共奏清补肾阴之功，
共为臣药；白芍、当归、川芎、制香附养血疏肝，调达
冲任，精血互化，以佐君药滋补肾阴之功，共为佐药；
炙甘草补脾益气，调和诸药为使药。诸药共用使肾
中阴阳平秘，经候自调，则胎孕可成。二至天癸颗粒
可通过改善卵细胞质量而提高临床妊娠率［１４］。
右归丸是温补肾阳代表方，功效为温补肾阳，填

精益髓。临床上妇科常用于治疗不孕症、闭经等病
症辨证属肾阳虚精血亏虚者，该方可上调肾阳虚模
型大鼠卵巢卵泡细胞Ｂｃｌ－２、Ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ表达，发
挥抑制凋亡的作用［１５］。本研究结果发现，各组小鼠
成熟卵细胞均有Ｓｎｒｐｎ、Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ基因表达；正常
组小鼠卵细胞Ｓｎｒｐｎ和Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ基因完全甲基
化；肾阴虚模型组、肾阳虚模型组小鼠卵细胞Ｓｎｒｐｎ
和Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ基因发生了明显甲基化；使用二至天
癸颗粒、右归丸治疗的肾阴虚、肾阳虚治疗组小鼠卵
细胞Ｓｎｒｐｎ和Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ基因去甲基化状态得到
了一定的纠正。各组受精卵数目、卵裂率、囊胚形成
率比较，肾阴虚模型组、肾阳虚模型组明显低于正常
组（Ｐ＜０．０５），肾阴虚治疗组、肾阳虚治疗组与正常
组相似（Ｐ＞０．０５）；各治疗组均高于相应的模型组，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。提示肾虚可导致小
鼠卵细胞印迹基因Ｓｎｒｐｎ和Ｐｅｇ１／Ｍｅｓｔ基因发生
去甲基化，这种异常的去甲基化可能是肾虚不孕症
的发病机制之一；二至天癸颗粒、右归丸可在一定程
度上纠正该基因的异常去甲基化，改善肾虚小鼠受
精卵卵裂率、囊胚形成率，推测纠正ＤＮＡ异常去甲
基化是补肾治疗不孕症的作用机制之一。
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