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摘要　目的：观察二补助育改良方对反复体外受精胚胎移植（ＩＶＦＥＴ）失败患者子宫内膜容受性的影响。方法：选取２０１６
年１月至２０１８年３月东直门医院、北京妇产医院及海淀区妇幼保健院多中心收集的因反复 ＩＶＦＥＴ失败而就医患者资
料，二补助育改良方药物干预３个月后，与未用药干预组比较，采集２组患者黄体中期子宫内膜活体检查，从分子生物学
层面进行研究观察，以ｑＰＣＲ研究同源盒基因（ＨＯＸ）Ａ１０ｍＲＮＡ表达，以免疫组织化学法检测白血病抑制因子（ＬＩＦ）、整
合素αⅤβ３等指标，同时记录妊娠结局。结果：在ＨＯＸＡｍＲＮＡ表达中，２组差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；在ＬＩＦ、整合素
αⅤβ３的表达，２组差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；胚胎种植率和临床妊娠率有显著提高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
结论：二补助育改良方可以改善反复ＩＶＦＥＴ失败患者黄体中期子宫内膜ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ、ＬＩＦ、整合素αⅤβ３的表达。二
补助育改良方的药效值得肯定，可以改善反复ＩＶＦＥＴ失败患者的子宫内膜容受性。
关键词　二补助育汤；二补助育改良方；子宫内膜容受性；体外受精胚胎移植；子宫内膜活体检查；同源盒基因 Ａ１０；白血
病抑制因子；整合素αⅤβ３
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　　随着体外受精胚胎移植（ＩＶＦＥＴ）技术在辅助
生殖领域的日益进步，胚胎移植率得到显著提高。

但最终妊娠率仍不理想。国内外临床研究发现，胚

泡着床障碍是导致 ＩＶＦＥＴ妊娠率低的主要原因之
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一，而子宫内膜容受性降低又是阻碍胚泡着床的主

要因素之一。子宫内膜容受性的调控机制需要诸多

因素的参与。其中，同源盒基因（ＨＯＸ）中 ＨＯＸＡ１０
是子宫内膜容受性建立和着床成功的必需调节因

子，可能是影响子宫内膜容受性更深层次的起源［１］；

白血病抑制因子（ＬｅｕｋｅｍｉａＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙＦａｃｔｏｒ，ＬＩＦ）目
前被认为是种植着床预测的金标准［２］；整合素 αⅤ
β３是目前公认的、影响子宫内膜容受性的指标之
一［３］。

二补助育汤是名老中医肖承教授调治子宫内

膜容受性低的经验方，全方“补肾气，通胞脉”，从而

改善子宫内膜容受性［４］。该方中“二补”是指以补

骨脂、骨碎补为君药。目前补骨脂的肝肾毒性存在

争议［５６］，临床应用时常去除，故在干预药物上，本研

究改用二补助育改良方（去补骨脂）进行深入研究。

前期工作中，本课题组已对该类患者的中医证型、相

关症状评分、女性激素水平并结合超声等各项指标

进行了临床研究［７９］，同时对改良方进行了相关实验

研究［１０１１］。在上述基础上，我们采用子宫内膜活体

检查的方法，采集反复ＩＶＦＥＴ失败肾虚血瘀证患者
黄体中期子宫内膜，以 ｑＰＣＲ研究 ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ
表达，以免疫组织化学法检测 ＬＩＦ、整合素 αⅤβ３等
指标，研究二补助育改良方对子宫内膜容受性在分

子生物学方面的影响。

１　资料与方法
１１　一般资料　选取２０１６年１月至２０１８年３月
就诊于东直门医院、北京妇产医院及海淀区妇幼保

健院，因子宫内膜容受性低下致ＩＶＦＥＴ反复失败而
欲再行ＩＶＦＥＴ的患者３１例。观察组的样本来自因
反复ＩＶＦＥＴ失败而于东直门医院就诊寻求中医治
疗诊断为肾虚血瘀证的患者，对照组的样本来自北

京妇产医院及海淀区妇幼保健院。患者皆因反复

ＩＶＦＥＴ失败而求子宫内膜活体检查，未经中医药干
预，肾虚血瘀证病例共１６例。

对照组 １６例，年龄 ２７～４２岁，平均年龄
（３６１３±１０１）岁，其中３５～４２岁有１２例，占７５％；
观察组１５例，年龄 ３０～４３岁，平均年龄（３８６０±
０８３）岁，其中３５～４２岁有１３例，占８６％。２组一
般资料比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。具有
可比性。

１２　诊断标准
１２１　西医诊断标准　对于反复 ＩＶＦＥＴ失败患
者，子宫内膜容受性低下的诊断标准，参照相关文

献［１２１４］制定。１）婚后未避孕，有正常性生活１年而

未受孕者；２）行２次及以上 ＩＶＦＥＴ技术失败，拟再
行ＩＶＦＥＴ治疗者；３）月经周期规律（２１～３５ｄ），月
经量少；４）子宫形态正常；５）基础体温（ＢＢＴ）双相和
（或）超声监测有正常排卵；６）超声 Ｓａｌｌｅ评分≤１３
分；７）男方精液常规正常。
１２２　中医证候诊断标准　肾虚血瘀证的证候诊
断标准，参照《中医病证诊断疗效标准》［１５］、《中医妇

科学》［１６］不孕症中肾虚证和血瘀证、月经过少中的

血瘀证等相关标准制定：主症：１）婚久不孕；２）月经
量少或行经时间不足２ｄ。次症：１）腰酸膝软；２）经
色紫黯有血块；３）头晕耳鸣；４）性欲淡漠或阴中干
涩；５）经行腹痛；６）面唇暗斑。典型舌脉：舌质淡黯，
舌边有瘀点，脉沉细或涩。凡具备主症及３项次症
参考典型舌脉即可诊断。

１３　纳入标准　１）符合上述诊断标准；２）同意并接
受子宫内膜活体检查；３）能够坚持口服中药并积极
配合完成治疗者。

１４　排除标准　１）因甲状腺、肾上腺、垂体等器质
性病变及其他内分泌疾病导致月经过少者；２）患有
输卵管积水、子宫肌瘤、腺肌症、内异症等；３）治疗前
３个月内使用过激素类药物治疗者；４）严重的精神
及心理疾患者；５）患有性传播疾病或泌尿生殖系统
急性炎性反应者；６）资料不完整；７）私自改用其他治
疗，影响疗效评定者。

１５　干预方法　观察组给予口服二补助育改良方
（去补骨脂），主要药物组成为：骨碎补、巴戟天、桑

寄生、川牛膝、川续断、郁金、鸡血藤等，并随辨证加

减，制成颗粒剂，每日１剂，１剂２袋，早晚各１袋开
水冲服。连续服用中药３个月经周期（月经期间不
停药）。服满３个周期中药且同意子宫内膜活体检
查患者。

对照组患者皆因反复 ＩＶＦＥＴ失败而求子宫内
膜活体检查，未经中医药干预，肾虚血瘀证患者。

１６　观察指标　３个月经周期后，于黄体中期取患
者子宫内膜活体检查。以试纸测定月经周期中尿黄

体生成素（ＬＨ），以 ＬＨ高峰日确定排卵日（ＬＨ
０ｄ），视为黄体期开始，于黄体中期（ＬＨ＋７ｄ）取子
宫内膜活体检查。或结合超声，明确排卵后７ｄ采
集子宫内膜标本。内膜检测当月月经周期禁同房一

个月。

治疗结束患者再行 ＩＶＦＥＴ治疗，判定胚胎种
植率和临床妊娠情况。胚胎移植后２周抽血测定血
β人类绒毛膜性腺激素 （βｈＣＧ），阳性结果确定
为生化妊娠，即为种植成功；胚胎移植后５周妇科
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超声发现子宫内孕囊和胎心搏动即确诊为临床

妊娠。

采用一次性使用内膜取样管负压吸取少量内膜

组织，以４℃生理盐水快速洗去血污，用无菌干纱
块吸去水分，分成 ２份，一份置于无菌 ＥＰ管于
－８０℃冰箱冻存，以备ｑＰＣＲ实验；另一份存放于
４％多聚甲醛固定液中，以备免疫组织化学染色。
１７　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１９０统计软件处理上
述所采集的数据。计量资料用均数 ±标准差 （珋ｘ±
ｓ）表示，采用独立 ｔ检验，非正态数据用中位数
（Ｍ） （ｍｉｎ，ｍａｘ）表示，采用非参数检验；计数
资料以率表示，采用 χ２检验。以 Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

２　结果
２１　２组 ＩＶＦＥＴ失败次数比较　对照组 ＩＶＦＥＴ
失败中位数为３（２，５）；观察组ＩＶＦＥＴ失败中位数３
（２，４）。差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
２２　二补助育改良方对反复ＩＶＦＥＴ失败患者子宫
内膜ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ表达的影响　２组患者子宫内
膜ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ表达比较，观察组患者子宫内膜
ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ表达明显提高。与对照组比较，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表１，图１～２。

表１　２组患者子宫内膜ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ表达比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ

对照组（ｎ＝１６） ２９３８３７±９６５００
观察组（ｎ＝１５） １０２９２６６±２６５３３８

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５

２３　二补助育改良方对反复ＩＶＦＥＴ失败患者子宫
内膜ＬＩＦ表达的影响　２组患者子宫内膜 ＬＩＦ表达
比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表２，图３。
２４　二补助育改良方对反复ＩＶＦＥＴ失败患者子宫
内膜整合素ανβ３表达的影响　２组患者子宫内膜
整合素 ανβ３表达比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。见表３，图４。
２５　２组胚胎种植率和临床妊娠率比较　对照组胚
胎种植率（２５％），低于观察组（４０％），对照组临床妊
娠率（６２５％），明显低于观察组（４０％），Ｐ＝００１４＜
００５，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表４。

表２　２组患者子宫内膜ＬＩＦ表达比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ＬＩＦ

对照组（ｎ＝１６） １１４３８±０７０４
观察组（ｎ＝１５） １６３７５±１５２３

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５

图１　ＨＯＸＡ１０扩增曲线

图２　ＨＯＸＡ１０溶解曲线

表３　２组患者子宫内膜整合素ανβ３表达比较（珋ｘ±ｓ）

组别 整合素ανβ３
对照组（ｎ＝１６） ７８７８±０３８５
观察组（ｎ＝１５） １１１６３±１０６２

表４　２组患者胚胎种植率和临床妊娠率比较

组别
生化妊娠

（例）

种植率

（％）
临床妊娠

（例）

妊娠率

（％）
未着床

（例）

失败率

（％）
对照组（ｎ＝１６） ４ ２５００ １ ６２５ １１ ６８７５
观察组（ｎ＝１５） ６ ４０００ ６ ４０００ ３ ２０００
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图３　２组患者子宫内膜ＬＩＦ的表达（组织化学染色，×２００）

图４　２组患者子宫内膜整合素ανβ３的表达（组织化学染色，×２００）

３　讨论
３１　一般情况分析　因教育水平提高、生活压力增
大、社会环境改变等原因，女性孕育年龄推后，加上

正值二胎政策开放，此年龄段患者的生育欲望强烈，

考虑到年龄因素及身体原因等，求助于辅助生殖技

术的患者较多，但成功率较低，失败次数增多。正如

《素问·上古天真论》中言“女子七岁，肾气盛，齿更

发长；二七而天癸至，任脉通，太冲脉盛，月事以时

下，故有子……五七阳明脉衰，面始焦，发始堕；六七

三阳脉衰于上，面皆焦，发始白；七七任脉虚，太冲脉

衰少，天癸竭，地道不通，故形坏而无子也”。考虑

该年龄患者正处于“五七”至“六七”之间，天癸渐

衰，又可能因多次孕产而损伤肾气，致肾气亏虚；同

时因患者求孕心切，多次试管经历，使得精神压力较

大，可能导致心气亏损，心血不足。如《素问·评热

病论》中言，“胞脉者，属心而络于胞中”，心气亏损，

心血不足，气血运行受阻而瘀滞，致胞脉不畅。此类

患者符合子宫内膜容受性低的主要病机肾气不足，
胞脉不畅［４］，亦合于二补助育改良方补肾气、通胞

脉［４］的立法。通过２组间年龄分布和 ＩＶＦＥＴ失败
次数的比较，差异均无统计学意义，具有可比性。年

龄（３５～４２岁）、ＩＶＦＥＴ失败次数（２次及以上）在
本研究纳入的患者中具有一定的代表性。

３２　ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ、ＬＩＦ及整合素 αⅤβ３与子宫
内膜容受性　对照组与观察组在 ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ
表达上有明显差异。相关研究表明，已普遍认同

ＨＯＸＡ１０的表达与子宫内膜容受性之间的关系，其
可能是影响子宫内膜容受性更深层次的起源。

ＨＯＸＡ１０是胞饮突形成、子宫内膜容受性和胚胎植
入等成功建立的必需调节因子［１］。结果表明二补

助育改良方能明显改善反复 ＩＶＦＥＴ失败患者子宫
内膜ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ表达，作用机制为可能通过上
调ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ，从而使子宫内膜容受性得到
改善。

本研究中对照组与观察组 ＬＩＦ表达有明显差
异。ＬＩＦ在胚胎移植中起着重要的作用，参与子宫
转变为接受状态、蜕膜化、胚泡生长、胚胎子宫内膜
相互作用、滋养层细胞侵入，以及免疫调制，在胚胎

着床期高水平表达，在子宫内膜的 ＬＩＦ水平可以作
为胚胎着床的预测指标［２］。结果表明二补助育改

良方能明显改善反复 ＩＶＦＥＴ失败患者子宫内膜
ＬＩＦ表达，改善子宫内膜容受性，促进胚胎着床。

对照组与观察组整合素 αⅤβ３表达亦有明显
差异。αⅤβ３是整合素的两个亚单位，两者通过共
价键连接，在子宫内膜“着床窗口期”（排卵后第６～
１０ｄ），两者可同时表达于子宫内膜的腺上皮和腔上
皮，此时子宫内膜容受状态最佳［２］。子宫内膜中低

水平的整合素αⅤβ３与子宫内膜容受性下降有关，
整合素表达上调可促进早期胚泡的黏附，反之，表达

下降则不利于胚泡的植入［３］。本研究结果表明二

补助育改良方能明显改善反复 ＩＶＦＥＴ失败患者子
宫内膜整合素ανβ３表达，改善子宫内膜容受性，有
助于胚泡对子宫内膜的黏附。

在本研究统计结果中，观察组与对照组

ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ、ＬＩＦ、整合素 ανβ３表达，胚胎种植
率及临床妊娠率有明显差异。表明二补助育改良方
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能明显改善反复 ＩＶＦＥＴ失败患者子宫内膜
ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ、ＬＩＦ、整合素 ανβ３表达，并改善妊
娠结局。可认为二补助育改良方的药效值得肯定，

作用机制可能为通过上调 ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ、ＬＩＦ、整
合素ανβ３的表达，从而改善子宫内膜容受性，有利
于胚泡对子宫内膜的黏附。同时显著提高患者成功

妊娠率，降低流产率，为临床提高 ＩＶＦＥＴ受孕率提
供一定的试验依据，为苦恼于“试管婴儿”反复失败

的家庭带来希望。

３３　不足与展望　本研究采集的样本数目较少。
试验群体皆为ＩＶＦＥＴ失败２次以上的患者，采集的
子宫内膜为珍稀样本。该群患者大多受孕意愿较迫

切，而再次失败的代价较高，使得患者对子宫内膜活

检及再次活检的接受度不高。尽管子宫内膜活检的

相关技术已比较成熟，且机械性刺激有助于改善子

宫内膜容受性［１７］，但毕竟属于有创检查，患者依从

性较差；另外，采集时间又必须在黄体中期，患者有

自然受孕及移植周期安排等相关顾虑。但对于评估

二补助育汤及其改良方对反复 ＩＶＦＥＴ失败患者子
宫内膜的影响，在前期动物实验及临床观察的基础

上，内膜的直接检测是更有说服力的，其结果能作为

依据更好地为临床服务。在今后的研究中，将尽可

能收集自身前后对照，并进一步扩大样本量。
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