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摘要： 目的　 探讨补肾调经方对控制性超促排卵 （ＣＯＨ） 小鼠子宫内膜腔上皮脱离和胚胎植入的影响。 方法　 将雌

性小鼠随机分为正常组、 模型组和补肾组， 模型组和补肾组小鼠采用促性腺激素释放激素激动剂 ／人绝经期促性腺激

素 ／人绒毛膜促性腺激素 （ＧｎＲＨ⁃ａ ／ ＨＭＧ ／ ｈＣＧ） 方案进行造模， 补肾组小鼠注射 ＧｎＲＨ⁃ａ、 ＨＭＧ 同时灌胃给予补肾调

经方至注射 ｈＣＧ 日， 正常组为自然排卵小鼠。 注射 ｈＣＧ 日将 ３ 组雌鼠与雄鼠合笼， 观察各组小鼠孕 ５、 ６ ｄ 胚胎植入、
子宫内膜腔上皮排列和基底膜情况； 孕 ５ ｄ 免疫荧光、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 免疫组化和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测子宫内膜 ＨＩＦ２α 及下

游分子 ＲＡＢ２７Ｂ、 ＭＭＰ⁃９、 ＬＯＸ、 ＭＴ２⁃ＭＭＰ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与正常组比较， 模型组小鼠胚胎着床数减少，
妊娠率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 子宫内膜腔上皮排列整齐， 基底膜连续， 阻断胚胎和基质的接触， ＨＩＦ２α、 ＲＡＢ２７Ｂ、 ＭＭＰ⁃
９、 ＬＯＸ、 ＭＴ２⁃ＭＭＰ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 补肾组小鼠胚胎着床数增加， 妊娠率升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 子宫内膜腔上皮脱离， 基底膜破坏， 滋养细胞入侵基质， ＨＩＦ２α、 ＲＡＢ２７Ｂ、 ＭＭＰ⁃９、 ＬＯＸ、 ＭＴ２⁃ＭＭＰ 蛋

白及 ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 补肾调经方可能通过 ＨＩＦ２α 介导途径调控 ＣＯＨ 小鼠子宫内膜腔上

皮脱离， 促进胚胎植入。
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　 　 不孕症在我国育龄妇女中的发病率可达 ７％ ～ １０％ ［１］ 。
体外受精⁃胚胎移植 （ ＩＶＦ⁃ＥＴ） 作为治疗不孕症的重要手

段， 其应用逐年增加［２］ 。 控制性超排卵 （ＣＯＨ） 是 ＩＶＦ⁃ＥＴ
过程中的重要组成部分。 胚胎植入失败已成为制约 ＩＶＦ⁃ＥＴ
成功的关键［３］ 。 来自子宫内膜的信号促进滋养层细胞的增

殖、 分化、 迁移和侵袭， 参与子宫内膜细胞外基质的降解，
对调控胚胎植入、 提高辅助生殖技术妊娠成功率具有重要

意义［４⁃５］ 。
子宫内膜在胚胎植入期间处于低氧状态［６⁃７］ ， 子宫内膜

基质低氧诱导因子 ２α （ＨＩＦ２α） 介导途径使胚胎植入部位

腔上皮脱离， 允许滋养层细胞与基质接触， 有利于滋养层

细胞的入侵［８］ ， 是研究胚胎植入很好的切入点。 中医理论

认为， 肾藏精， 主生殖。 前期研究证实， 补肾调经方可改

善 ＩＶＦ⁃ＥＴ 患者妊娠结局［９］ ， 提高 ＣＯＨ 小鼠胚胎着床

数［１０］ ， 增加子宫内膜 ＨＩＦ２α 的表达。 目前， 难以获取人类

标本对胚胎植入过程中的分子机制进行深入研究， 本实验

通过探讨补肾调经方对 ＣＯＨ 小鼠胚胎植入、 腔上皮脱离及

子宫内膜 ＨＩＦ２α 介导途径的影响， 阐明其促进胚胎植入的

作用及机制， 以期为探索中医药改善辅助生殖技术妊娠结

局提供科学依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 成年雌性小鼠 １５０ 只， ８ ～ １０ 周龄， 体质量

２５～３０ ｇ， 同品系成年雄性小鼠 ７５ 只， 均购自辽宁实验动

物技术有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （辽）
２０２０⁃０００１］， 饲养于河北中医药大学 ＳＰＦ 级动物房 ［实验

动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （冀） ２０１７⁃００５］， 环境温度

（２３±２）℃， 相对湿度 （４０±５）％ ， 自由饮水、 饮食。 本实

验经河北中医药大学伦理委员会审批通过 （伦理号

ＤＷＬＬ２０２００３２）。
１􀆰 ２　 药物与试剂 　 补肾调经方组方药材熟地黄 ２０ ｇ、 山

萸肉 １５ ｇ、 枸杞子 １２ ｇ、 女贞子 ９ ｇ、 菟丝子 １２ ｇ、 覆盆

子１０ ｇ、 淫羊藿 １０ ｇ、 紫河车 １０ ｇ、 丹参 １０ ｇ、 当归 ９ ｇ
等， 均购自石家庄市乐仁堂。 按组方量称取药材， 加清

水浸泡 ３０ ｍｉｎ， 依次煎煮、 过滤、 浓缩， 最终制成灌胃

汤剂， 每 １ ｍＬ 相当于 １􀆰 ５ ｇ 生药。 促性腺激素释放激素

激动剂醋酸丙氨瑞林 ［ＧｎＲＨ⁃ａ， 批号 Ａ６８９０， 吉尔生化

（上海） 有限公司］ ； 人绝经期促性腺激素 （ ＨＭＧ， 批

号 ２１０４０８， 丽珠集团丽珠制药厂） ； 人绒毛膜促性腺激

素 ［ ｈＣＧ， ２０１２１１０１， 杭动药业 （ 杭州） 有限公司） ；
ＨＩＦ⁃２α ／ ＥＰＡＳ１ 抗体 （ 货 号 ＮＢ１００⁃１２２， 美 国 Ｎｏｖｕｓｂｉｏ
公 司 ） ； ＲＡＢ２７Ｂ 抗 体 （ 批 号 １３４１２⁃１⁃ＡＰ， 美 国

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公 司 ） ； ＭＭＰ⁃９ 抗 体 （ 货 号 ＡＦ５２２８， 美 国

Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司） ； ＬＯＸ、 ＭＴ２⁃ＭＭＰ、 猴抗羊 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ 二抗

（货 号 ａｂ１７４３１６、 ａｂ１５４７５、 ａｂ１５０１７７， 英 国 Ａｂｃａｍ
公司） 。
１􀆰 ３　 仪器　 病理切片机 （德国徕卡公司）； 超声波细胞破

碎仪 （宁波新芝生物科技股份有限公司）； 垂直电泳仪

（武汉赛维尔生物科技有限公司）。

２　 方法

２􀆰 １　 分组、 造模与给药 　 参考文献 ［１０⁃１２］ 方法。 １５０
只雌性小鼠， 每天 ９： ００ 进行小鼠阴道脱落细胞检查，
１０ ｄ后择动情周期正常的小鼠随机分为正常组、 模型组和

补肾组， 每组 ５０ 只。 模型组小鼠按照临床 ＩＶＦ⁃ＥＴ 过程控

制性超促排卵方案 （ＧｎＲＨ⁃ａ ／ ＨＭＧ ／ ｈＣＧ） 构建 ＣＯＨ 模型，
第 １～９ 天 ９： ００ 腹腔注射 ＧｎＲＨ⁃ａ （０􀆰 ４ ｍｇ ／ ｋｇ）， 第 ９ 天在

注射 ＧｎＲＨ⁃ａ 的同时加注 ＨＭＧ （４００ ＩＵ ／ ｋｇ）， ４８ ｈ 后注射

ｈＣＧ （１ ０００ ＩＵ ／ ｋｇ）。 连续注射 ＧｎＲＨ⁃ａ ５ ｄ 后， 阴道脱落

细胞涂片见周期变化不明显， 出现动情间期的表现， 镜下

可见大量白细胞。 注射 ＨＭＧ 和 ｈＣＧ 后阴道分泌物明显增

多， 且阴道脱落细胞涂片见有大量的无核角化细胞， 即为

造模成功［１３］ 。 补肾组小鼠注射 ＧｎＲＨ⁃ａ 的同时灌胃给予补

肾调经方 （２５􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ） 至注射 ｈＣＧ 日 （共 １１ ｄ）。 小鼠灌

胃药物量按照 《药理学实验》 中人与动物的体表面积折算

法计算。 正常组小鼠自由饮水、 饮食。 注射 ｈＣＧ 日 １６： ３０
将 ３ 组雌鼠与雄鼠 （雌 ∶ 雄 ＝ ２ ∶ １） 分别合笼， 第 ２ 天发

现阴栓记为孕 １ ｄ。
２􀆰 ２　 样本采集　 每组选取 ３０ 只孕鼠 （见阴栓） 分为孕 ５ ｄ
和孕 ６ ｄ ２ 个亚组， 每个亚组 １５ 只， 分别于孕 ５、 ６ ｄ 颈椎

脱臼法处死小鼠， 暴露子宫， 观察胚胎植入情况， 记录胚

胎着床数并计算妊娠率。 取小鼠胚胎着床部位子宫， 左侧

部分放入 ４％ 多聚甲醛中固定， 右侧部分用生理盐水洗去宫

腔的黏液和胚胎， 于－８０ ℃冰箱保存。
２􀆰 ３　 六胺银 （ＰＡＳＭ） 染色法观察子宫内膜腔上皮排列及

基底膜　 取于 ４％ 多聚甲醛固定的小鼠胚胎着床部位子宫，
进行组织切片， 脱蜡至水， ＰＡＳＭ 染液染色， 组织酸化，
孵育， 复染， 脱水封片后， 于显微镜下观察。
２􀆰 ４　 免疫荧光法检测子宫内膜 ＨＩＦ２α、 ＲＡＢ２７Ｂ 蛋白表

达　 取于４％ 多聚甲醛固定的小鼠胚胎着床部位子宫， 进行

组织切片， 抗原修复， １０％ 山羊血清封闭， 一抗孵育过夜，
孵育二抗， ＤＡＰＩ 染核， 封片， 于显微镜下采集图像并

分析。
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测子宫内膜 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达　 取于

－８０ ℃冰箱保存的小鼠胚胎着床部位子宫， 进行组织裂解，
破碎， 离心， 收集上清， 经凝胶电泳分离， 转移至 ＰＶＤＦ
膜上， 脱脂牛奶封闭， 一抗孵育过夜， 次日与辣根过氧化

物酶偶联的二抗室温下孵育， 采用化学发光仪检测成像。
２􀆰 ６　 免疫组化法检测子宫内膜 ＬＯＸ、 ＭＴ２⁃ＭＭＰ 蛋白表

达　 取于４％ 多聚甲醛固定的小鼠胚胎着床部位子宫， 进行

组织切片， 脱蜡浸水， ＰＢＳ 清洗， 修复， 血清封闭， 一抗

孵育过夜； 二抗 ３７ ℃孵育， 脱水， 二甲苯透明， 封片， 于

显微镜下观察， 棕色为阳性表达， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行定

量分析。
２􀆰 ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测子宫内膜 ＨＩＦ２α、 ＲＡＢ２７Ｂ、 ＭＭＰ⁃９、
ＬＯＸ 和 ＭＴ２⁃ＭＭＰ ｍＲＮＡ 表达　 取于－８０ ℃冰箱保存的小鼠

胚胎着床部位子宫， 按照试剂盒说明书进行组织匀浆、 裂

解， 提取总 ＲＮＡ， 分光光度计测量浓度， 逆转录为 ｃＤＮＡ
０８０３
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并扩增， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参基因， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算目的基

因相对表达量。 引物序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 序列（５′→３′） 长度 ／ ｂｐ
ＨＩＦ２α 正向 ＡＣＴＣＣＣＡＣＡＧＧＣＣＴＧＡＣＴＡＡ ８４

反向 ＡＣＡＣＣＧＣＴＧＣＣＡＴＡＴＣＡＣＡＡ
ＲＡＢ２７Ｂ 正向 ＡＣＴＣＡＧＧＡＧＴＣＧＧＧＡＡＧＡＣＡ １３３

反向 ＧＣＴＣＣＡＴＣＴＧＣＴＣＣＴＴＧＴＧＴ
ＭＭＰ⁃９ 正向 ＡＡＡＣＣＴＣＣＡＡＣＣＴＣＡＣＧＧＡＣ １２２

反向 ＣＴＧＡＡＧＣＡＴＣＡＧＣＡＡＡＧＣＣＧ
ＬＯＸ 正向 ＧＣＣＣＡＧＡＴＴＡＡＧＴＣＧＡＧＴＧＴＧＴ １２８

反向 ＡＧＣＧＧＡＧＡＡＧＧＧＧＡＣＡＡＡＧＣ
ＭＴ２⁃ＭＭＰ 正向 ＣＡＧＡＣＡＴＣＣＣＣＴＡＴＧＡＣＣＧＣ １１２

反向 ＣＣＡＴＧＣＴＧＴＧＴＣＴＣＣＴＣＧＴＴ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＴＴＣＧＣＧＧＧＣＧＡＣＧＡＴ ８５

反向 ＧＡＣＣＣＡＴＴＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＣＡＣ

２􀆰 ８　 统计学分析　 使用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理， 符

合正态分布的计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组均数比较采用

单因素方差分析。 方差齐， 组间比较采用 Ｔｕｋｅｙ 检验； 方

差不齐， 采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ Ｔ３ 检验， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统

计学意义。 计数资料以百分率表示， 采用卡方检验， 多组

间两两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 校正方法， Ｐ＜０􀆰 ０１６ ７ 表示差异

具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 补肾调经方对 ＣＯＨ 小鼠胚胎植入的影响　 小鼠孕 ５、
６ ｄ， 正常组小鼠胚胎发育均匀， 呈串珠分布。 与正常组比

较， 模型组小鼠胚胎较小， 分布不均， 胚胎着床数减少

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 补肾组小鼠胚胎较大， 但分布

不均， 胚胎着床数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １。 正常组、 模型

组 和 补 肾 组 小 鼠 妊 娠 率 分 别 为 ６６􀆰 ６７％ 、 ３０􀆰 ００％ 、
６３􀆰 ３３％ ， 三组两两比较差异有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注： 箭头表示胚胎。 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组小鼠孕 ５、 ６ ｄ 胚胎植入比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

３􀆰 ２　 补肾调经方对 ＣＯＨ 小鼠胚胎植入部位子宫内膜腔上

皮排列和基底膜的影响　 小鼠孕 ５、 ６ ｄ 胚胎植入部位， 正

常组小鼠子宫内膜腔上皮脱离， 基底膜消失， 滋养层细胞

穿过基底膜入侵基质。 与正常组比较， 模型组小鼠子宫内

膜腔上皮排列较完整， 基底膜连续， 阻碍滋养层细胞与子

宫基质细胞的接触； 与模型组比较， 补肾组小鼠子宫内膜

腔上皮排列紊乱， 部分脱离， 基底膜大部分消失， 且滋养

层细胞侵入的基质区域较大， 见图 ２。
３􀆰 ３　 补肾调经方对 ＣＯＨ 小鼠孕 ５ ｄ 胚胎植入部位子宫内膜

ＨＩＦ２α 及其下游分子 ＲＡＢ２７Ｂ、 ＭＭＰ⁃９ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达

的影响　 与正常组比较， 模型组小鼠胚胎植入部位子宫内

膜 ＨＩＦ２α、 ＲＡＢ２７Ｂ 蛋白及 ＨＩＦ２α、 ＲＡＢ２７Ｂ、 ＭＭＰ⁃９ ｍＲＮＡ
表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 补肾组小鼠胚胎植

入部位子宫内膜 ＨＩＦ２α、 ＲＡＢ２７Ｂ、 ＭＭＰ⁃９ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３。

３􀆰 ４　 补肾调经方对 ＣＯＨ 小鼠孕 ５ ｄ 胚胎植入部位子宫内膜

ＬＯＸ、 ＭＴ２⁃ＭＭＰ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与正常组比

较， 模型组小鼠胚胎植入部位子宫内膜 ＬＯＸ、 ＭＴ２⁃ＭＭＰ 蛋

白及 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
补肾组小鼠胚胎植入部位子宫内膜 ＬＯＸ、 ＭＴ２⁃ＭＭＰ 蛋白及

ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ４。
４　 讨论

ＣＯＨ 是 ＩＶＦ⁃ＥＴ 过程中的关键环节， 其通过外源性

激素刺激卵泡发育和卵母细胞成熟， 获取更多数量的卵

子 ［１４］ 。 尽管选取了高质量胚胎， ＩＶＦ⁃ＥＴ 患者仍会面临

胚胎植入失败， 这是制约提高 ＩＶＦ⁃ＥＴ 成功率的关键 ［３］ 。
其中， 子宫内膜功能状态是决定胚胎是否成功植入的关

键因素 ［３，１５］ 。
肾藏精， 主生殖， 对女子胞宫蓄经、 育胎至关重要。

经前期， 子宫内膜精血充足、 阴平阳秘， 利于摄精受孕；
１８０３
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注： 黑色三角指示基底膜， 箭头指示胚胎着床部位腔上皮排列和基底膜。

图 ２　 各组小鼠孕 ５、 ６ ｄ 胚胎植入部位子宫内膜腔上皮排列和基底膜比较

（ＰＡＳＭ 染色）

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组小鼠孕 ５ ｄ 胚胎植入部位子宫内膜 ＨＩＦ２α、 ＲＡＢ２７Ｂ、 ＭＭＰ⁃９ ｍＲＮＡ 及蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
２８０３
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注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组小鼠孕 ５ ｄ 胚胎植入部位子宫内膜 ＬＯＸ、 ＭＴ２⁃ＭＭＰ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

受孕后精血下聚胞宫， 利于安胎。 补肾调经方由养精种玉

汤和五子衍宗丸化裁而成， 方中熟地黄为君药， 滋阴补血、
填精益髓； 山萸肉、 枸杞子、 女贞子补肾中之阴以养精血，
菟丝子、 覆盆子、 淫羊藿、 紫河车助熟地黄补助肾阳， 共

为臣药； 佐以丹参、 当归， 活血调经， 全方以肾为本， 气

血阴阳同补， 共奏填精养血、 任通冲盛、 种嗣衍宗之功。
本研究结果表明， ＣＯＨ 小鼠灌服补肾调经方后胚胎着床数

增加， 妊娠率提高， 表明补肾调经方对于促进胚胎植入有

一定作用。
胚胎植入是指具有植入能力的胚胎在处于接受态的子

宫内膜上定位、 粘附、 入侵的过程［１６］ 。 从小鼠孕 ５ ｄ 开始，
植入部位的子宫内膜腔上皮脱离； 孕 ５ ｄ 至孕 ６ ｄ， 滋养层

细胞透过腔上皮下基底膜入侵基质［８］ 。 胚胎植入期间， 子

宫内膜处于低氧状态［６⁃７］ ， 孕 ５ ｄ 胚胎附着后， ＨＩＦ２α 在子

宫内膜基质中强烈表达［１７］ 。 基质 ＨＩＦ２α 缺失的小鼠因腔上

皮排列完整， 阻碍胚胎入侵基质， 导致胚胎植入失败［８］ 。
由此可知， 子宫基质 ＨＩＦ２α 在胚胎植入过程中具有重要

作用。
子宫基质 ＨＩＦ２α 介导途径使子宫内膜腔上皮脱离， 以

允许基质和滋养层之间接触并建立直接联系。 子宫基质

ＨＩＦ２α 调节 ＲＡＢ２７Ｂ 的表达， ＲＡＢ２７Ｂ 控制基质细胞分泌基

质金属蛋白酶⁃９ （ＭＭＰ⁃９） 的运输与释放［５］ 。 ＭＭＰ⁃９ 能降

解细胞外基质 （ＥＣＭ）， 破坏基底膜， 使腔上皮脱离［１８］ 。
此外， 子宫基质 ＨＩＦ２α 还调节赖氨酰氧化酶 （ＬＯＸ） 和 ２
型金属蛋白酶 （ＭＴ２⁃ＭＭＰ） 的表达［８］ 。 细胞表面需要 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 来维持上皮细胞连接的完整性［１９］ 。 ＬＯＸ 通过抑制

Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和改变 ＥＣＭ 构象破坏上皮细胞连接和基底膜［８］ ；
而 ＭＴ２⁃ＭＭＰ 能够激活 ＭＭＰ⁃２， 降解 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 ＥＣＭ，
破坏上皮细胞连接［２０⁃２１］ ， 使腔上皮丧失完整性并脱离基质，
为滋养层入侵清除障碍， 以利于胚胎着床。

本研究结果表明， 补肾调经方上调 ＣＯＨ 小鼠孕 ５ ｄ 胚

胎植入部位子宫内膜 ＨＩＦ２α 及其下游分子 ＲＡＢ２７Ｂ、 ＭＭＰ⁃
９、 ＬＯＸ、 ＭＴ２⁃ＭＭＰ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达， 促进腔上皮细胞

连接破坏和 ＥＣＭ 尤其基底膜降解， 利于腔上皮脱离， 允许

基质和滋养层之间接触， 以支持胚胎植入， 增加胚胎着床

数， 提高妊娠率。 现代药理学亦证明， 补肾调经方中的当

归、 丹参能够上调子宫内膜 ＭＭＰ⁃９ 表达， 增加血管内皮生

长因子 ａ （ＶＥＧＦａ） 表达［２２⁃２４］ 。 ＭＭＰ⁃９ 促进 ＥＣＭ 降解以利

于腔上皮脱离， ＶＥＧＦａ 使血管平滑肌细胞增殖， 增加血管

生成和通透性， 以营养并支持胚胎的生长， 为补肾调经方

促进胚胎植入提供科学依据。
综上所述， 补肾调经方可能通过 ＨＩＦ２α 介导途径调控

腔上皮脱离， 使滋养层细胞和基质接触， 便于滋养层细胞

的侵袭， 以促进胚胎的植入。 本研究揭示了补肾调经方影

响 ＣＯＨ 小鼠胚胎植入的部分机制， 为探索中医药提高 ＩＶＦ⁃
ＥＴ 妊娠成功率提供一定实验基础。
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ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ⁃ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ
Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０１９， ２１（１）： ２３．

［ ５ ］ 　 Ｂｈｕｒｋｅ Ａ， Ｋａｎｎａｎ Ａ， Ｎｅｆｆ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ Ｒａｂ
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ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｅｍｂｒｙｏ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｂｙ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ
ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｇｒａｎｕｌｅｓ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２０２０，
１１７（２５）： １４５３２⁃１４５４２．

［ ６ ］ 　 Ｒｏｓａｒｉｏ Ｇ Ｘ， Ｋｏｎｎｏ Ｔ， Ｓｏａｒｅｓ Ｍ Ｊ． Ｍａｔｅｒｎａｌ ｈｙｐｏｘｉａ ａｃｔｉｖａｔｅｓ
ｅｎｄｏｖａｓｃｕｌａｒ ｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ［Ｊ］ ． ＤｅｖＢｉｏｌ， ２００８，
３１４（２）： ３６２⁃３７５．

［ ７ ］ 　 麻雨萌， 孙昭辉， 毛海婷． 妊娠早期低氧环境对滋养细胞

的影响［Ｊ］ ． 山东第一医科大学 （山东省医学科学院） 学

报， ２０２４， ４５（４）： ２２６⁃２３１．
［ ８ ］ 　 Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ Ｌ， Ｈｉｒｏｔａ Ｙ， Ｓａｉｔｏ⁃Ｆｕｊｉｔａ Ｔ， ｅｔ ａｌ． ＨＩＦ２α ｉｎ ｔｈｅ

ｕｔｅｒｉｎｅ ｓｔｒｏｍａ ｐｅｒｍｉｔｓ ｅｍｂｒｙｏ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｌｕｍｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ
ｄｅｔａｃｈｍｅｎｔ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔ， ２０１８， １２８（７）： ３１８６⁃３１９７．

［ ９ ］ 　 常秀峰， 杜惠兰， 高　 星， 等． 补肾调经方对输卵管性不孕

症患者体外受精—胚胎移植超排卵周期 ＧＤＦ⁃９ 的影响［Ｊ］ ．
中国中西医结合杂志， ２０１１， ３１（６）： ７８０⁃７８３．

［１０］ 　 段彦苍， 李志丽， 刘 　 蔚， 等． 补肾调经方在种植窗期经

ＳＴＡＴ３ 信号通路改善超促排卵小鼠胚胎着床的作用及机

制［Ｊ］ ． 北京中医药大学学报， ２０１８， ４１（８）： ６４８⁃６５４．
［１１］ 　 Ｃａｏ Ｃ， Ｚｈｏｕ Ｙ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＧＣＮ５ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓ ｉｎ ＫＬＦ４⁃

ＶＥＧＦＡ ｆｅｅｄｂａｃｋ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］ ．
ｉＳｃｉｅｎｃｅ， ２０２２， ２５（７）： １０４５０９．

［１２］ 　 耿丹丹， 杜惠兰， 魏学聪， 等． 补肾助孕方、 逍遥丸对超促

排卵小鼠围着床期妊娠结局和子宫内膜容受性的影响［Ｊ］ ．
中国中西医结合杂志， ２０１９， ３９（９）： １０９５⁃１１０２．

［１３］ 　 高　 星， 杜惠兰， 田茜华， 等． 补肾法、 疏肝法对超促排

卵大鼠子宫内膜组织形态及血管生成的影响［Ｊ］ ． 中医杂

志， ２０１５， ５６（９）： ７８２⁃７８７．
［１４］ 　 Ｍａｈｅｒ Ｊ Ｙ， Ｃｈｒｉｓｔｉａｎｓｏｎ Ｍ Ｓ． Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｏｖａｒｉａｎ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｔｒｉｇｇｅｒｓ ｉｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ： ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｐｅｒｓｏｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｋｅｙ ｔｏ
ｏｐｔｉｍｉｚｅ ｏｕｔｃｏｍｅｓ［Ｊ］ ． Ｍｉｎｅｒｖａ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ， ２０１８， ４３ （ １ ）：
３７⁃４９．

［１５］ 　 Ｆｒｉｔｚ Ｒ， Ｊａｉｎ Ｃ， Ａｒｍａｎｔ Ｄ Ｒ． Ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔ⁃
ｕｔｅｒｉｎｅ ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ， ２０１４， ５８ （ ２⁃４）：
２６１⁃２７１．

［１６］ 　 Ｔａｂｉｂｚａｄｅｈ Ｓ， Ｂａｂａｋｎｉａ Ａ． Ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌｓ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｈｗａｙｓ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ， ａ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ ａｎｄ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ａｄｈｅｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ
ｉｎｖａｓｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｈｕｍ Ｒｅｐｒｏｄ， １９９５， １０（６）： １５７９⁃１６０２．

［１７］ 　 Ｄａｉｋｏｋｕ Ｔ， Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ Ｈ， Ｇｕｐｔａ Ｒ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉ⁃ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｍｏｕｓｅ ｕｔｅｒｕｓ ｉｓ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ａ ｃｅｌｌ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｄ ｏｖａｒｉａｎ ｓｔｅｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ⁃
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ． Ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦｓ
ｄｕｒｉｎｇ ｅａｒｌｙ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ， ２００３， ２７８ （ ９ ）：
７６８３⁃７６９１．

［１８］ 　 Ｓｗｅｔｈａ Ｒ， Ｇａｙｅｎ Ｃ， Ｋｕｍａｒ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂａｓｉｓ ｏｆ
ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃９ ａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］ ． Ｆｕｔｕｒｅ Ｍｅｄ Ｃｈｅｍ，
２０１８， １０（９）： １０９３⁃１１１２．

［１９］ 　 Ｎｉñｏ Ｃ Ａ， Ｓａｌａ Ｓ， Ｐｏｌｏ Ｓ． Ｗｈｅｎ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｍｅｅｔｓ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ：
Ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｂａｒｒｉｅｒ［Ｊ］ ． Ｓｅｍｉｎ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ
Ｂｉｏｌ， ２０１９， ９３： １３６⁃１４４．

［２０］ 　 Ｍｏｒｒｉｓｏｎ Ｃ Ｊ， Ｏｖｅｒａｌｌ Ｃ Ｍ． ＴＩＭＰ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ ｏｆ ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ （ ＭＭＰ ） ⁃２ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｂｙ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｙｐｅ ２
（ＭＴ２） ⁃ＭＭＰ ｉｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｏｔｈ ｔｈｅ ＭＴ２⁃
ＭＭＰ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｎｄ ｈｅｍｏｐｅｘｉｎ Ｃ ｄｏｍａｉｎｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ，
２００６， ２８１（３６）： ２６５２８⁃２６５３９．

［２１］ 　 Ｇ􀆩ｍｅｚ⁃Ｅｓｃｕｄｅｒｏ Ｊ， Ｍｏｒｅｎｏ Ｖ， Ｍａｒｔíｎ⁃Ａｌｏｎｓｏ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ ｃｌｅａｖａｇｅ ｂｙ ＭＴ２⁃ＭＭＰ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ａｐｉｃａｌ ｊｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ
Ｓｃｉ， ２０１７， １３０（２３）： ４０１３⁃４０２７．

［２２］ 　 李　 雯， 蒋虎刚， 王新强， 等． 基于网络药理学和实验验

证探讨当归黄芪超滤物治疗放射性心肌纤维化的作用机

制［ Ｊ］ ． 中 国 临 床 药 理 学 与 治 疗 学， ２０２４， ２９ （ ６ ）：
６０１⁃６１１．

［２３］ 　 王　 虹， 高秀梅， 张伯礼， 等． 丹参不同组分对大鼠血管平

滑肌细胞增殖的影响［Ｊ］ ． 天津中医药， ２００４， ２１ （ ３）：
２３１⁃２３３．

［２４］ 　 连若纯． 丹参注射液宫腔灌注治疗肾虚血瘀型薄型子宫内

膜疗效和机制研究［Ｄ］． 广州： 广州中医药大学， ２０２３．
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