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《素问·灵兰秘典论》曰：“膀胱者，州都之官，津液

藏焉，气化则能出矣”，大肠主津，小肠主液。偏实4

个脏腑均与“水湿”相关，岭南地卑雾嶂，且长期炎

热，故易出现水湿阻滞化热之实证。综上，笔者发现

岭南健康人群虚证经络存在较高比例，其临床指导

意义及针刺干预对经络虚实状态的调整效果，有待

今后验证。
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左归丸含药血清对小鼠早期胚胎 
体外发育的影响
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摘要：目的：研究高糖环境下滋阴补肾方药左归丸对小鼠胚胎体外发育的影响。方法：体外培养小鼠胚胎，

用高浓度葡萄糖抑制胚胎发育，加左归丸含药血清干预胚胎体外发育过程，用囊胚率，2-细胞率和囊胚细胞计数

来评估胚胎发育的情况。结果：高糖环境抑制胚胎发育，选择40mmol/L为高葡萄糖抑制胚胎发育的浓度，与正常

组比较，囊胚率下降（P<0.05），用左归丸含药血清干预高糖抑制组，囊胚率升高（P<0.05）。从囊胚细胞计数

来看，高糖环境减少囊胚细胞数（P<0.05，P<0.01），左归丸含药血清进一步减少囊胚细胞数，但能有效提高囊

胚率。结论：高糖抑制胚胎发育，左归丸含药血清可以提高高糖干预下受抑制的胚胎发育率，促进胚胎发育。
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Abstract: Objective: To study the effects of glucose and Zuogui Pill serum on the in vitro development of mouse embryos 

in high glucose. Methods: Embryos were cultured in vitro and the embryonic development was inhibited by high level of glucose. 

Zuogui Pill serum was used to increase the development of embryos. The blastocyst rate, 2-cell rate and blastocyst nucleus count were 

used to evaluate the embryonic development. Results: High level of glucose inhibited the embryonic development, and 40mmol/L was 

selected as the concentration of high glucose to inhibit the embryo development. Compared with the control group, the blastocyst rate 

of high glucose was decreased (P<0.05). Compared with the model group, blastocyst rate of Zuogui Pill serum was increased (P<0.05). 

From the blastocyst nucleus counting, the high glucose environment reduced the number of blastocyst cells (P<0.05, P<0.01). Zuogui 

Pill serum further reduced the number of blastocysts, but it could improve the rate of blastocyst. Conclusion: High level of glucose 

reduces the development of embryo while Zuogui Pill serum promotes the blastocyst rate, and promote embryonic development.
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左归丸出自明代张景岳所著《景岳全书》，补先

天元阴，主治真阴肾水不足……或腰酸腿软，凡精髓

内亏，津液枯涸等证。中医藏象理论认为，肾为先天

之本，主藏精，主生殖。研究表明，左归丸体内喂食和

左归丸含药血清体外应用培养小鼠胚胎，均能促进酒

精抑制下的胚胎发育[1]。小鼠未成熟卵母细胞的体外

成熟效率也会受到左归丸含药血清的显著影响[2]。此

外，左归丸含药血清还能促进受精卵着床相关基因

的表达，提高胚胎种植率，从而实现对不孕症的治

疗[3]。糖代谢异常（糖尿病、糖耐量减低）的母亲不

易受孕，胚胎质量较正常人低。本研究期望用滋阴补

肾的方法，补“先天”益“后天”，探究滋阴补肾方药

对受高糖抑制的小鼠早期胚胎发育的恢复作用。

材料与方法

1. 动物  本实验所用实验动物为6-7周龄的ICR

小鼠（北京维通利华实验动物技术有限公司），其中

雌性80只，雄性15只，购入后在控温（20-27℃）、控

光（光照14h/d，06：00-20：00）的环境下自由采食和

饮水，适应性饲养1周。

2. 药物  左归丸含药血清，由山西中医学院提

供，制作方法参考文献[4]。

3. 试剂与仪器  如无特殊说明，所有化学药品

均采购自Sigma公司（St. Louis，MO，USA）；PMSG和

HCG购于宁波市激素制品有限公司；透明质酸酶、

M2操作液、KSOM培养液、DAPI染色液、超净工作

台（Nu-301-330E，英国NUVNR公司），体视显微

镜（261，日本Olympus公司），荧光显微镜（BX60，

日本Olympus公司），CO2培养箱（3110，美国Forma 

公司）。

4. 受精卵的收集和体外培养  腹腔注射PMSG

和HCG超数排卵并与性成熟同系公鼠交配，有栓雌

鼠于受精后10h引颈处死，摘除输卵管壶腹部置于

M2操作液中，显微镜下用注射器针头将输卵管透明

膨大处撕破，将游离出来的受精卵在透明质酸酶中

脱去颗粒细胞，清洗后放入培养液滴中，于37℃、

5%CO2饱和湿度的CO2培养箱中培养。24h后统计2-

细胞率，96h后统计囊胚率和囊胚细胞数。

5. 干预方法  实验一：将葡萄糖含量逐渐加到

80mmol/L，分成5组：正常组（2.81mmol/L），20mmol/L

组，40mmol/L组，60mmol/L组，80mmol/L组。将1次

实验收集的所有受精卵随机分入各组。观察含有不

同浓度葡萄糖的培养液对小鼠胚胎早期发育的作

用。实验二：基于实验一，筛选出高糖抑制胚胎发育

模型的最适葡萄糖浓度，加入5%左归丸含药血清

干预[1]。将1次实验收集的所有受精卵用移卵针随机

分入4组：正常组，高糖抑制组，高糖抑制+空白血清

组，高糖抑制+左归丸含药血清组。观察左归丸含药

血清对小鼠胚胎早期发育的影响。

6. 胚胎质量评价  倒置显微镜体外动态观测小

鼠胚胎早期发育情况，拍照做形态学观察，统计卵裂

率、囊胚率、DAPI荧光染色法统计囊胚数，观察高

糖抑制与左归丸含药血清处理对小鼠早期胚胎体外

发育的影响。

7.  统计学方法  数据分析用prism 6.01软件，计量
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资料组间比较用t检验，实验数据以x-±s表示，以P<0.05

为差异有统计学意义。

结果

1. 葡萄糖对体外胚胎发育情况的影响  见表1。

与正常组比较，40mmol/L组、60mmol/L组和80mmol/L 

组囊胚率明显降低（P<0.05，P<0.01）；20mmol/L

组、40mmol/L组、60mmol/L组和80mmol/L组囊胚细

胞数明显降低（P<0.05，P<0.01）。
表1  高糖对小鼠胚胎体外发育的影响（x-±s，n=4）

注：与正常组比较，*P<0.05，**P<0.01。

组别 2-细胞率（%） 囊胚率（%） 囊胚细胞数

正常组 0.85±0.18 0.74±0.16 44.79±12.33

20mmol/L组 0.84±0.14 0.67±0.19 41.55±12.63*

40mmol/L组 0.80±0.13 0.53±0.26* 40.11±13.41*

60mmol/L组 0.72±0.22 0.32±0.23** 29.98±14.36**

80mmol/L组 0.81±0.14 0.04±0.08** 34.89±8.68*

2. 各组胚胎2-细胞形态学观察  见图1。图1为

光镜下受精后38h的正常2-细胞和高糖培养液培养

的2-细胞图。2-细胞率与受精有着密切关系，光镜

下并没有观察到高糖影响下的胚胎出现异常。

图1  光镜下受精后38h 2-细胞图（×40倍）

注：A. 正常组；B. 20mmol/L组；C. 40mmol/L组；D. 60mmol/L
组；E. 80mmol/L组。

3. 各组胚胎囊胚形态学观察  见图2。图2为光

镜下受精后110h正常囊胚和高糖培养液培养的囊胚

图。正常培养液中囊胚率在70%以上，20mmol/L组与

正常组相似，在形态上无明显区别；60mmol/L组的

囊胚率显著下降（P<0.01），且囊胚腔较小；80mmol/

L组几乎未见囊胚，胚胎从2-细胞到4-细胞不等，大

多数胚胎被阻滞在2-细胞时期。

4. 左归丸含药血清对高糖40mmol/L负荷下小鼠胚

胎发育率的影响  见表2。囊胚率：与高糖抑制组比

较，高糖抑制+空白血清组无统计学差异，高糖抑制+

左归丸含药血清组有显著性差异（P<0.05），排除了空

白血清的干扰。2-细胞率：各组间无显著性差异。

组别 2-细胞率 囊胚率

正常组 0.62±0.12 0.65±0.18**

高糖抑制组 0.67±0.16 0.38±0.16

高糖抑制+空白血清组 0.75±0.16 0.52±0.20

高糖抑制+左归丸含药血清组 0.57±0.27 0.64±0.25*

表2  左归丸含药血清对高糖40mmol/L负荷下小鼠胚胎 
发育率的影响（x-±s，n=4，%）

注：与高糖抑制组比较，*P<0.05，**P<0.01。下表同。

5. 左归丸含药血清对囊胚细胞数的影响  见表

3，图3。各组囊胚用DAPI染色后荧光拍照，做囊胚细

胞计数。与高糖抑制组比较，高糖抑制+左归丸含药

血清组囊胚细胞数降低（P<0.01）。

组别 囊胚细胞数

正常组 43.77±13.11*

高糖抑制组 40.11±13.41

高糖抑制+左归丸含药血清组 28.97±11.12**

表3  左归丸含药血清对40mmol/L高糖负荷下囊胚 
细胞数的影响（x-±s，n=4，%）

图3  受精后110h囊胚DAPI染色荧光图（×100）

注：A. 正常组；B. 高糖抑制组；C. 高糖抑制+左归丸含药血 
清组。

讨论

小鼠超数排卵、受精卵收集培养、囊胚收样观

察的时间点是固定的。从形态上观察，囊胚率随着

葡萄糖浓度的增高而降低，自40mmol/L高糖浓度

始，囊胚形态发生明显改变，囊胚内细胞团厚而紧

密，囊胚腔小，腔液少。说明随着糖浓度增高，早期

囊胚数量占总囊胚数（包括早期囊胚，扩张囊胚和

孵化囊胚）的比例增高。经观查，当糖浓度上升到

80mmol/L，囊胚形成被完全抑制。令人费解的是，高

糖对卵裂率并没有影响，可能是体内自然受精的胚

胎没有2-细胞阻滞的问题，有着更好的抵御恶劣环

图2  光镜下受精后110h囊胚图
注：A. 正常组（×40）；B. 20mmol/L组（×40）；C. 40mmol/L组

（×40）；D. 60mmol/L组（×40）；E. 80mmol/L组（×20）。
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境的能力[5-8]。

本研究选用40mmol/L作为葡萄糖抑制浓度，从

囊胚率来看，左归丸含药血清能有效地促进胚胎发

育，并且能排除空白血清的影响。尽管高糖作用下的

胚胎与正常胚胎相比，早期囊胚比例增加，也能提示

胚胎能一定程度的抵抗高糖环境的影响。从高糖抑

制胚胎发育的情况来看，囊胚细胞核数量随着糖浓

度的增高而减少，但我们却得到了这样的结果：与高

糖抑制组相比，囊胚发育率更高的左归丸含药血清

组的囊胚细胞核数量反而较少。笔者推测，这种现象

可能与早期囊胚所占比例过大有关。

将不孕和2型糖尿病母亲的代谢问题联系起来，

是因为胰岛素抵抗是其可能存在的共同机制。最新

的研究表明，与排卵障碍和输卵管阻塞有关的不孕

和2型糖尿病有着密切的联系[9]。患有2型糖尿病或糖

耐量减低的妇女不易怀孕，胚胎质量差。研究证明，

多种表观遗传性的因素在这种代谢疾病的发生发展

中产生作用，影响胚胎发育[10]。

中医理论认为，先天之精是人从胎儿到完整个

体最基本的物质，内生脏腑与脏腑外应的皮、肉、脉、

筋、骨等本于先天精气。《灵枢·经脉》记载：“人始

生，先成精，精成而脑髓生，骨为干，脉为营，筋为刚，

肉为墙，皮肤坚而毛发长，谷入于胃，脉道以通，血

气乃行”。《黄帝内经灵枢集注·卷二·经脉第十》记

载：“皮肤脉肉筋骨，乃五脏之外合，本于先天之精气

也。谷入于胃，脉道以通，血气乃行，言荣卫气血，生

于后天水谷之精也”。因此，先天之精的盛衰影响子

代的先天禀赋与生长发育。先天之精是由父母的生殖

之精转化而来，先天禀赋不足直接影响胚胎发育。

2型糖尿病（包括糖代谢异常）的母亲，其先天

之精不足不仅影响受孕还影响子代的禀赋与生长发

育。研究人员正在试图解释葡萄糖是如何被运输到

小鼠卵母细胞并影响卵母细胞质量的[11]。但可以肯

定的是，糖代谢异常的母亲生育能力下降，且高糖环

境影响胚胎质量[12-13]。本研究显示滋阴补肾方药左

归丸能提高胚胎质量，激发胚胎发育潜能。血糖控制

不佳的妇女往往遭受一系列的生殖问题，如流产、新

生儿的发病率和病死率高，胎儿先天性畸形等，大大

增加了胚胎的畸形和死亡风险[14]。在卵子生发和受精

过程中，胎儿暴露于异常的代谢环境，足够永久的影

响其以后的发育状况。母体的高血糖影响胚胎的受

精、着床，异常的宫内环境会影响胚胎的早期发育，

是不好的“先天”。本课题组控制一个异常变量——

葡萄糖，来研究高糖子宫内环境对胚胎发育的影响，

试图补“先天”，益“后天”，提高胚胎质量，降低胚

胎异常的可能性。

本课题组试图探索一种方法，提高卵细胞质量

及防止生育缺陷。是不是有这样一种可能性，应用中

医中药“补肾”的方法，补“先天”不足，益“后天”质

量。滋阴补肾方药左归丸能提高胚胎质量，激发胚胎

发育潜能，成为中医理论“肾主藏精主生殖”的又一

力证，可能提供预防糖尿病、IGT等困扰人类的诸多

重大慢性疾病的新思路，为全人类的优生优育、生活

质量的提高提供技术方法。
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