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摘要

抗苗勒氏管激素（AMH）是转化生长因子 β 超家族（TGF-β）成员之一，由雌

性动物的卵巢分泌，并通过 2型受体（AMHR2）发挥其生物学效应。AMH主要通

过抑制原始卵泡的募集、降低有腔卵泡对 FSH 的敏感性而参与调控卵泡生长发育，

AMH还可作为评估卵巢储备能力、预测超排反应的有效标志物。然而，有关 AMH

基因功能的研究多集中于对类固醇激素的调控上，AMH对卵母细胞体外成熟尤其是

卵丘扩展的研究报道较少。因此，本实验以昆明鼠的卵母细胞为研究对象，采用体

外培养、RT-PCR、Western Blot、ELISA等方法，分别研究 AMH对裸卵和卵丘卵母

细胞复合体体外成熟的影响，分析 AMH对卵丘扩展的调控作用，为提高卵母细胞

的利用率奠定基础。主要研究结果如下：

（1）AMH及其受体在小鼠卵巢中的表达。通过检测不同日龄小鼠卵巢中 AMH

及 AMHR2的表达，发现 AMH和 AMHR2在 14日龄时表达量最高；还发现 AMH

仅在卵丘颗粒细胞中表达，而 AMHR2在卵丘颗粒细胞与卵母细胞中均有表达，并

且 AMHR2 的表达量随着卵母细胞的发育呈现逐渐下降的趋势，GV 期卵母细胞中

AMHR2的表达显著高于MI期卵母细胞（P<0.05）。

（2）AMH对体外培养裸卵成熟率的影响。在裸卵培养液中分别添加不同浓度

的 rh-AMH（1 ng/mL、10 ng/mL、100 ng/mL），体外培养 14 h 后，发现裸卵的成

熟率与 AMH浓度呈剂量依赖关系，其中 100 ng/mL添加组成熟率最高，且均显著

高于对照组和低剂量添加组（P<0.05）；随着 AMH浓度的升高，MPF的含量逐渐

增加，BMP15 的表达量逐渐升高；此外，AMH 添加组能极显著降低胞质中 cAMP

含量（P<0.01）。可见，AMH可能是通过上调 BMP15表达、促进MPF分泌与降低

cAMP的途径来促进裸卵的体外成熟。

（3）AMH对卵丘卵母细胞复合体（COC）体外成熟的影响。将 100 ng/mLAMH

与 100 ng/mL FSH单独或联合添加于卵丘卵母细胞复合体（COC）体外培养体系，

分析 AMH对 COC体外成熟的影响。结果发现，与对照组相比，添加 100 ng/mLAMH

对 COC 的体外成熟无显著性影响（P >0.05）；与 FSH 单独添加组相比，AMH 与

FSH 联合添加组中 COC的成熟率显著降低（P<0.05），提示 AMH 能抑制 FSH 对

卵母细胞体外成熟的促进作用；此外，还发现 AMH 能显著抑制 FSH 促卵母细胞

MPF分泌的作用。
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（4）AMH对体外卵丘扩展的调控作用。将 100 ng/mLAMH与 100 ng/mL FSH

单独或联合添加于卵丘卵母细胞复合体（COC）体外培养体系，分析 AMH对卵丘

颗粒细胞扩展的调控作用。结果显示，AMH 单独处理组对卵丘扩展没有影响，而

FSH添加组能显著促进卵丘颗粒细胞的扩展（P<0.05）；与 FSH单独处理组相比，

AMH 与 FSH 联合处理组能显著降低卵丘扩展指数（P<0.05），提示 AMH 能抑制

FSH对卵丘扩展的促进作用。采用 RT-PCR法检测各处理中与卵丘扩展相关基因的

表达，发现 AMH 能显著上调卵丘颗粒细胞中 Ptgs2 mRNA 的表达（P<0.05），而

Has2、PTX3 和 Tnfaip6 基因的表达无显著性差异；FSH 处理组中 Has2、PTX3 和

Tnfaip6的表达显著升高（P<0.05），而 AMH能抑制 FSH对 Has2、PTX3和 Tnfaip6

基因表达的上调作用。

综上所述，高浓度 AMH能显著促进裸卵的体外成熟，但对 COC的成熟及卵

丘扩展无影响，且 AMH能抑制 FSH促 COC体外成熟及促卵丘扩展的作用。

关键词：AMH；AMHR2；表达；体外成熟；卵丘扩展
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Abstract

Anti-Mullerian hormone (AMH) is a member of the transforming growth factor β

(TGF-β) superfamily, secrets from the ovaries of female animals and exerts its biological

effects through the type II receptor (AMHR2). AMH is involved in the regulation of

follicular growth by inhibiting the recruitment of primordial follicles and reducing the

sensitivity of antral follicles to FSH. AMH can also be used as an effective marker to

evaluate ovarian reserve and predict superovulation. However, the research on the

biological function of AMH is mainly focused on regulating steroid hormone in granulosa

cells, little research on the in vitro maturation of oocytes, especially the expansion of

cumulus.Therefore, the regulation action of AMH on in vitro maturation of DOs and COC

as well as cumulus expansion were performed using methods of IVM, RT-PCR, Western

Blotand ELISA. The results can lay a foundation for improving the utilization rate of

female oocytes.

（1）Expression of AMH and its receptor in mouse ovary. Expression of AMH and

AMHR2 was detected in different aged mice, results showed that AMH and AMHR2 had

the highest expression at 14 days of age compared with other mice. AMH is only

expressed in cumulus cells, while AMHR2 is expressed in both cumulus cells and oocytes.

In addition, expression of AMHR2 decreased gradually with the development of oocyte,

AMHR2 expression in GV oocytes was significantly higher than that in MI oocytes

(P<0.05).

（2）Effect of AMH on the in vitro maturation of Denuded oocyte (DOs). Different

concentrations of rh-AMH (1 ng/mL, 10 ng/mL, and 100 ng/mL) were added to the

culture medium of DOs, after 14 h in vitro culture, the maturation rate of DOs was found

to be dose-dependent with the concentration of AMH. The high-dose (100 ng/mL) group

got the highest maturation rate, and it was significantly higher than that of the control

group and the low-dose group (P<0.05). With the increase of AMH concentration, the

MPF level gradually increased, and the expression of BMP15 gradually increased.

Furthermore, the AMH-added group could significantly reduce the content of cAMP in

the cytoplasm (P<0.01). It can be seen that AMH may promotes the in vitro maturation of
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DOs by promoting the expression of BMP15, increasing the content of MPF and

decreasing the expression of cAMP.

（3）Effect of AMH on in vitro maturation of Cumulus oocyte complexes (COC).

The effect of AMH on COC in vitro maturation was analyzed by adding 100 ng/mL AMH

and 100 ng/mL FSH alone or in combination into the COC in vitro culture system. The

results showed that compared with the control group, 100 ng/mL AMH treated group had

no significant effect on the maturation of COC (P >0.05); Compared with FSH alone

treated group, the maturation rate of COC in the combination of AMH and FSH group

was significantly decreased (P<0.05), suggesting that AMH could inhibit the promoting

effect of FSH on COC maturation in vitro. In addition, it was found that AMH could

significantly inhibit the promoting effect of FSH on MPF in COC.

（4）The role of AMH in regulation of cumulus expansion. The regulation of AMH

on cumulus expansion was analyzed by adding 100 ng/mL AMH and 100 ng/mL FSH

alone or in combination with the COC in vitro culture system. The results showed that the

AMH treated group had no effect on the expansion of the cumulus, while the FSH treated

group significantly increased the expansion of the cumulus (P<0.05). Compared with the

FSH alone treated group, the combination of AMH and FSH group significantly

decreased the cumulus expansion index (P<0.05), suggesting that AMH can inhibit the

promotion of FSH on cumulus expansion. RT-PCR was used to detect the expression of

genes associated with cumulus expansion in each treatment. It was found that AMH could

significantly increase the expression of Ptgs2 mRNA in cumulus cells, whereas the

expressions of Has2, PTX3 and Tnfaip6 genes were no significant difference(P >0.05).

But FSH can significant upregulate the expression of of Has2, PTX3 and Tnfaip6

(P<0.05), and AMH could inhibit this action.

In conclusion, high concentration of AMH could increase the maturation rate of

DOs, and AMH had no significant effect on COC maturation and cumulus expansion.

However, AMH can inhibit the promotion of FSH on oocyte maturation and cumulus

expansion in COC.

Key words: AMH; AMHR2; Expression; In Vitro Maturation; Cumulus expansion
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缩略语表

缩略词

Abbreviation words

英文名称

Full names in English

中文名称

Full names in Chinese

AMH Anti-Mullerian Hormone 抗苗勒氏管激素

AMHR2 Anti-Mullerian Hormone Receptor type 2 抗苗勒氏管激素受体

BSA Bovine SerumAmbumin 牛血清白蛋白

EGF Epidermal Growth Factor 表皮生长因子

FBS Fetal Bovine Serum 胎牛血清

FSH Follicle Stimulating Hormone 促卵泡激素

E2 Estradiol 雌二醇

P4 Progesterone 孕酮

IVM In Vitro Maturation 体外成熟

PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应

RT-PCR Real-time PCR 实时定量 PCR

PBS Phosphate Buffer Saline 磷酸盐缓冲液

DOs Denuded Oocytes 裸卵

COC Cumulus Oocyte Complex 卵丘卵母细胞复合体

GV Germinal Vesicle 生发泡

GVBD Germinal Vesicle Breakdown 生发泡破裂

MI Metaphase I 第一次减数分裂中期

MII Metaphase II 第二次减数分裂中期

cAMP Cyclic Adenosine Monophosphate 环腺苷一磷酸

MPF Maturation Promoting Factor 成熟促进因子

GDF9 Growth Differentiation Factor 9 生长分化因子 9

BMP15 Bone Morphogenetic Protein 15 骨形态发生蛋白 15

CYP19A1 Cytochrome P450 Family 19 Subfamily AMember 1 细胞色素 P450家族 19A1

StAR Steroidogenic Acute Regulatory Protein 类固醇激素急性调节蛋白

3β-HSD 3β-Hydroxysteroid Dehydrogenase 3β-羟基类固醇脱氢酶

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 酶联免疫吸附测定

https://en.wikipedia.org/wiki/Maturation-promoting_factor
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1前言

1.1研究问题的由来

在畜牧业生产中，繁殖性状是家畜的主要经济性状之一。雌性动物的生殖过程

是一个十分复杂的过程，卵巢中卵泡的募集与发育、卵母细胞的成熟与排出以及胚

胎的形成、着床与妊娠维持等活动是影响其繁殖性状的关键因素。为了提高动物繁

殖力，体外受精-胚胎移植（Invitro fertilization-embryo transfer，IVF-ET）技术受到

了广泛关注，而卵母细胞的质量是提高体外受精-胚胎移植成功率的关键。研究和开

发提高卵母细胞体外成熟培养（Invitromaturation，IVM）技术，能充分挖掘优良母

畜的繁殖潜力，对加快动物胚胎工程技术的发展，加速家畜良种扩繁具有重要意义。

AMH是转化生长因子β（TGF-β）家族的一个 140 kDa 二聚体糖蛋白。在雌性

动物中，AMH是卵巢产生的重要调节因子，主要在性腺中表达（Ingraham et al 2000）。

AMH 在原始卵泡的募集和以及在窦卵泡发育至成熟卵泡的选择过程中发挥重要作

用，AMH以负反馈的途径抑制原始卵泡募集到生长卵泡池中，AMH还可以通过调

节 FSH 在有腔卵泡中的敏感性的方式抑制优势卵泡的选择（Durlinger et al 2001，

Carlsson et al 2006，Pellatt et al 2011）。AMH是卵巢储备功能的评估指标之一，血

清中 AMH 含量可以反映卵巢中可激活的有腔卵泡数以及有腔卵泡规模的大小

（Kevenaar et al 2006，Ficicioglu 2006）。AMH可以作为牛卵巢中卵泡库大小的一

种内分泌标记物，可以帮助预测个体牛排卵反应（Danielle et al 2010，Ireland et al

2011），根据 AMH浓度的高低可判断超排效果（Rico et al 2009），提示牛血液 AMH

含量可预测其生产可转移胚胎的数量。然而，有关 AMH与卵母细胞的关系却存在

一些相反的观点，1986年 Takahashi发现在大鼠中 AMH能抑制卵母细胞减数分裂的

发生，表明 AMH可能是卵母细胞减数分裂的抑制剂（Takahashi et al 1986）。Desforges

和姜宙的研究报道也分别标明卵泡液中高浓度 AMH抑制卵母细胞的成熟，阻碍卵

子的发育能力（Desforges et al 2010，姜宙等 2013）。与之相反地是，Fanchin发现

在女性卵泡液中，AMH 以自分泌或旁分泌的形式在卵丘细胞卵母细胞复合体

（Cumulus Oocyte Complex，COC）中通过卵丘颗粒细胞（Cumulus Cells，CCs）对

卵母细胞发育起促进作用，并能提高受精卵的发育潜能（Fanchin et al 2007）。Zhang
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的研究表明，AMH对 COC的体外成熟率没有显著影响，但可以提高囊胚率（Zhang

et al 2014）。

可见，AMH在卵巢中发挥着重要作用，然而有关其调控卵母细胞成熟率的研究

较少，且结果不一致，极大地限制了 AMH在雌性动物中的应用。此外，尚未发现

有关 AMH 对卵丘细胞扩展的研究报道。因此，本研究分别以裸卵和卵丘卵母细胞

复合体为研究对象，具体研究 AMH对小鼠卵母细胞体外成熟及卵丘扩展的调控作

用及机制。

1.2 AMH基因的研究进展

1.2.1AMH及 AMHR2基因结构

AMH是分子量为 140 KDa的糖蛋白，属于转化生长因子β超家族成员之一。人

类 AMH基因位于第 19号染色体短臂上并由 2795个碱基对组成，含有 5个外显子

（Lindhardt et al 2013）。人 AMH的基因产物是 560个氨基酸前体（Pro-AMH），

由两个相同的分子量为 70kDa的 Pro-AMH亚基通过二硫键连接。Pro-AMH蛋白水

解导致 N-末端片段形成“前区”（115kDa AMHN）以及 C-末端结构域形成“成熟

区”（25kDa AMHC）。C-末端片段负责蛋白质和受体结合的生物活性，而 N-末端

结构域自身没有生物活性但能加强 C-末端的活性（Dewailly et al 2014）。

TGF-β家族成员通过两种相关的跨膜丝氨酸-苏氨酸激酶受体发挥作用，称为 1

型受体和 2型受体。在配体结合时，2 型受体通过磷酸化活化 1型受体，进而激活

下游 Smad蛋白。基于下游信号途径，可以鉴定两种主要信号传导途径：一种是 TGFβ/

激活素样途径，通过Smad2/3的信号传导；另一种是BMP样信号通路，通过Smad1/5/8

信号传导（Massague et al 2000）。作为 TGF-β家族成员之一，AMH也有两种类型

的受体：AMHR1型和AMHR2型，AMH对AMHR1不具有亲和力，但它能与AMHR2

结合发挥作用。AMHR2于 1994年分别由荷兰研究组和法-美的一个团队通过使用不

同的方法克隆出来。1995年，人类 AMHR2被克隆出来，AMHR2位于第 12号染色

体短臂 12q13，长度为 8kbp，有 11个外显子（Imbeaud et al 1995）。外显子 1编码

信号序列，外显子 2和 3为胞外结构域，外显子 4的大部分为跨膜结构域，外显子

5-11为胞内结构域（Josso et al 2003）。其中外显子 2在兔中可发生可变剪接，但在

人类和大鼠中不发生（Baarends et al 1994，Di et al 1994，Imbeaud et al 1995）。AMH
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通过特异性 2型受体（AMHR2）的信号传导激活 BMP样途径（Visser 2003）。在

苗勒管退化的研究中，BMP 1型受体 ALK2（激活素受体样激酶 2）、ALK3（又名

骨形态形成蛋白受体 IA）和 ALK6（激活素受体样激酶 6）被鉴定为 AMH 1型受体。

ALK 2 参与 AMH 诱导苗勒管退化，ALK 3 可能参与诱导苗勒管退化期间的 AMH

信号传导（Visser et al 2001，Jamin et al 2002）。ALK6 在 AMH信号传导中的作用

尚不明确，但体外实验研究表明 AMHR2和 ALK6之间存在依赖性相互作用，ALK6

也被认为是 AMHR1 型受体（Gouedard et al 2000）。AMH 与 AMHR2 的结合可能

触发 AMHR2与一种或几种候选 1型受体 ALK2，3型和 6型之间的复合物的形成。

活化的 1型受体磷酸化 Smad分子 1，5或 8，然后与 Smad4结合并进入细胞核以激

活 BMP特异性报道基因 XVent2和 Tlx2，其中 Smad6抑制该传导途径的发生。已知

的辅助信号传导途径包括β-连环蛋白的核易位与 LEF-1的结合，以及 NF-κB核结合

活性的诱导。在不存在 AMH的情况下，NF-κB亚基 p65/RelA和 p50/NF-κB通过抑

制性蛋白质 IκBα保留在细胞质中。 AMH从这种抑制作用中释放亚基，并使它们转

移到细胞核中（图 1-1）。

图 1-1 AMH的信号传导通路（Josso et al 2003）

Figure 1-1 Signaling pathways for AMH
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1.2.2 AMH基因的表达与定位

性腺未发育的胚胎由中肾管和苗勒管组成，AMH长期以来参与雄性胚胎的性腺

分化。在雄性中，睾丸支持细胞在妊娠第 7周就开始分泌 AMH，并诱导苗勒管的退

化。在睾酮的影响下，中肾管演变成附睾和精囊。从胎儿到青春期前，AMH保持相

对稳定的较高表达水平，直至青春期时，随着睾丸雄激素的大量合成 AMH呈下降

趋势。

在雌性动物中，由于缺乏 AMH，苗勒管分化为生殖系统，如子宫、输卵管和阴

道上端（Josso et al 1993，Lee et al 1993）。AMH最初在卵巢中不表达，小鼠从出生

后才可检测到卵巢 AMH，人类从妊娠第 36 周后才能检测到（Rajpertet al 1999，

Durlinger et al 2002a）。AMH在原始卵泡中不表达，在直径小于 4 mm的卵泡中表

达最强，在卵泡直径 4-8mm时 AMH的表达逐渐下降，在直径大于 8 mm的卵泡中

AMH的表达几乎消失，且在闭锁卵泡中不表达。在卵巢中，一旦 FSH依赖性生长

卵泡出现，AMH 表达呈下降趋势。由 AMH 在卵泡各时期的表达情况可知，AMH

参与了卵泡形成的两次重要募集，即起始募集和周期募集（Durlinger et al 2002a，

Weenen et al 2004）。在女性中，AMH的水平在青春期有缓和峰，随后在 23-25岁

之间达到最高水平。之后，AMH水平稳定下降，直至绝经期 AMH便检测不到（Kelsey

et al 2011）。在水牛中，AMH的浓度与卵泡大小密切相关，当卵泡在 3-5 mm时 AMH

的浓度是 204.65±19.10 ng/mL，随着卵泡直径增大到 5-8 mm 时 AMH 的浓度为

59.13± 10.63 ng/mL，当卵泡≥8mm时AMH浓度呈急剧下降趋势，仅为 26.81± 8.53

ng/mL，且 AMH及 AMHR2在水牛小卵泡中的表达量 10倍高于大卵泡，表明在水

牛中 AMH 含量与卵泡大小存在负相关性。在水牛卵泡液中 AMH 浓度及 AMH

mRNA表达量与雌激素呈显著负相关，AMH是卵泡活动的标志，表明 AMH在水牛

卵泡发生中起重要作用（Liang et al 2016）。在山羊、绵羊以及牛的有腔卵泡液检测

中发现，AMH在小窦卵泡中浓度最高，分别为 450 ng/mL、400 ng/mL和 290 ng/mL，

当卵泡增加至排卵前大小时，AMH浓度显著降低。Koizumi等检测日本黑牛外周血

中 AMH浓度，发现其水平随年龄和胎次的增加而增加（Koizumi et al 2016）。与反

刍动物相比，在不同大小直径的猪卵泡液中 AMH浓度没有观察到显著变化。此外，

猪有腔卵泡的 AMH浓度特别低，均未达到 1 ng/mL。反刍动物和猪之间 AMH浓度
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差异的原因尚不清楚，推测可能与单胎与多胎动物卵泡发育差异相关（Monniaux et al

2012）。

1.2.3 AMH在卵巢中的调控作用

1.2.3.1 AMH阻碍胎儿期卵巢的发育

在 AMH过表达的转基因小鼠的研究中发现，AMH在胎儿期间对卵巢的发育起

阻碍作用（Behringer et al 1990）。雌性 AMH过表达的转基因小鼠只具有阴道，没

有子宫和输卵管，虽然它们在出生时有卵巢存在，但卵巢中几乎没有生殖细胞，并

且在出生后 2周内形成绳状结构。成年后，卵巢便发生退化，不具备繁殖能力。胎

儿期间 AMH 浓度低的小鼠，卵巢发育正常。因此，小鼠胎儿期 AMH 的存在明显

影响卵巢和雌性生殖细胞的发育（Durlinger et al 2002a）。

1.2.3.2 AMH抑制原始卵泡的募集

在啮齿动物出生后卵巢内便形成了有限的原始卵泡池（Hirshfield 1991），这些

原始卵泡被募集后通过初级和次级阶段发展为腔前卵泡。一旦进入有腔卵泡阶段，

只有少数卵泡将达到排卵前期，而剩余的卵泡将变成闭锁卵泡（McGee and Hsueh

2000）。在雌性动物中，原始卵泡池的大小与雌性生殖寿命的持续时间呈正相关，

卵泡池的过早耗尽预示着排卵的早期停止。

AMH基因敲除（AMHKO）小鼠在 4月龄时与野生型小鼠相比，卵巢内含有更

多的生长卵泡和更少的原始卵泡。AMHKO小鼠在 13月龄时卵巢中几乎没有原始卵

泡，而野生型小鼠卵巢仍然含有原始卵泡（Durlinger et al 1999）。这些结果表明 AMH

在原始卵泡募集中具有抑制作用（图 1-2）。Durlinger 在添加/不添加 AMH的情况

下体外培养 2 日龄小鼠卵巢，发现添加 AMH 的卵巢中生长卵泡比不添加 AMH 的

卵巢少 40-50%（Durlinger et al 2002b）。类似地，在小鸡胚胎绒毛尿囊膜下接种小

鼠新生的卵巢，小鸡性腺分泌高水平的 AMH，抑制原始卵泡募集，同样，在体外用

AMH处理人卵巢皮质带 7天，原始卵泡的生长被抑制（Carlsson et al 2006）。AMH

能抑制原始卵泡的募集，因此 AMH在卵巢中卵泡发生的早期阶段起到抑制生长的

作用，这种抑制作用可能是颗粒细胞衍生的 AMH通过旁分泌方式对原始卵泡产生

作用的结果（Van Houten et al 2010）。
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1.2.3.3 AMH抑制有腔卵泡对 FSH的敏感性

AMH除了在原始卵泡的募集中发挥作用，AMH还在调整生长卵泡对 FSH的敏

感性中起作用。在血清 FSH浓度较低的情况下，4个月大的 AMHKO小鼠的卵巢比

野生型同窝小鼠的卵巢中含有更多的生长卵泡（Durlinger et al 1999），表明 AMH

可能抑制 FSH诱导的卵泡生长（图 1-2）。体外培养小鼠腔前卵泡，在培养基中单

独添加 FSH以及 AMH与 FSH联合添加，结果表明 AMH以时间依赖性地抑制 FSH

诱导的卵泡生长，第 4天和第 5天时 AMH与 FSH联合添加组比单独添加 FSH组的

卵泡直径更小 (Durlinger et al 2001)。在啮齿动物和猪卵巢颗粒细胞的体外培养研究

结果表明，外源性 AMH降低了芳香化酶的活性和 LH受体的表达，这与 AMH对卵

泡生长的抑制作用是一致的（Clemente et al 1994）。另外，AMH还能抑制 EGF诱

导的颗粒黄体细胞的增殖（Kim et al 1992）。AMH通过抑制颗粒细胞中芳香化酶细

胞色素 P450的表达，抑制 FSH对腔前卵泡和有腔卵泡生长，AMH参与了生长卵泡

到成熟卵泡的周期募集（Grossman et al 2008）。

图 1-2 AMH在卵巢内分泌模式（Visser JA 2006）

Figure 1-2 Model of AMH action in the ovary（Visser JA 2006）

1.2.3.4 AMH作为卵巢储备的标志物

卵巢储备功能主要包括卵巢内存留卵泡的数量和质量。生殖功能的下降反映了

卵巢储备的减少，这是由于原始卵泡池的数量和质量降低造成的，卵巢内原始卵泡

池耗尽，存留的可募集卵泡数量减少，卵母细胞质量下降，导致更年期。

生长卵泡的数量与原始卵泡池的大小相关（Scheffer et al 2003）。血清 AMH浓

度和有腔卵泡数之间存在强相关性，血清 AMH 浓度随着雌性动物的年龄增加而降

低。女性的血清 AMH浓度在出生至青春期阶段比较低；在青春期，血清 AMH 浓
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度不断增加，大约在 20-25岁时达到峰值；此后，AMH浓度逐渐降低，直至绝经后

检测不到（De et al 2002）。AMH在卵巢储备能力中具有潜在作用，它通过双重作

用来实现。首先，它通过阻止几种刺激性生长因子如 KIT配体和碱性成纤维细胞生

长因子等的作用，从而抑制卵泡的初始募集（Durlinger et al 2002b）。其次，进入青

春期，AMH 降低有腔卵泡对 FSH 的敏感性，从而降低卵泡周期募集的机会

（Kalich-Philosoph et al 2013）。一旦卵泡被选择为优势卵泡，AMH 含量迅速下降

（Jeppesen et al 2013）。

1.2.3.5 AMH与卵母细胞的关系

在卵巢中，AMH通过自分泌/旁分泌的方式调节卵巢内各种因子的表达，形成

了卵母细胞生长的微环境，对卵母细胞成熟和质量发挥着重要的作用。Kim等研究

结果表明，卵泡液 AMH含量可以预测卵母细胞质量并可作为评估卵母细胞是否成

熟的指标（Kim et al 2014）。AMH可能是卵母细胞减数分裂的抑制剂，在大鼠卵母

细胞体外培养研究中表明 AMH 能抑制其 GVBD 的发生（Takahashi et al 1986）。

Takahashi以同样条件培养小鼠卵母细胞和卵丘卵母细胞复合体，却发现不同剂量的

AMH对小鼠卵母细胞 GVBD率均无显著性影响。Ueno的研究发现在不含有 AMH

的情况下体外培养大鼠卵母细胞，有无添加 EGF对大鼠卵母细胞的 GVBD 率均无

影响；而 AMH与 EGF联合培养却可以大大提高大鼠卵母细胞的 GVBD率，这表明

EGF 可能是 AMH 的拮抗剂，EGF 阻止了 AMH 对卵母细胞减数分裂的抑制作用

（Ueno et al 1988）。在猫的卵丘卵母细胞复合体体外培养研究中发现，卵母细胞的

成熟率随着 AMH浓度的增加而显著降低（Gilchrist et al 2006）。小鼠卵丘卵母细胞

复合体在体外培养试验中表明其卵母细胞成熟率不受 AMH 的影响，但当 rh-AMH

浓度为 100ng/mL时可以显著提高小鼠卵母细胞的囊胚率（Zhang et al 2014）。血清

AMH水平与卵母细胞成熟数、受精率、获得胚胎数、高质量胚胎数及转移胚胎数之

间均呈显著正相关（Borges et al 2017）。

1.3卵母细胞的体外成熟

1.3.1卵母细胞质量的评定

哺乳动物卵母细胞质量的好坏将直接影响到卵母细胞的受精、早期胚胎存活、

妊娠维持甚至胎儿的发育。卵母细胞的成熟包含核成熟和胞质成熟两个方面，当核
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和胞质达到同步成熟时卵母细胞才有可能发育成为优质胚胎。通常以第一极体排出

作为卵母细胞核成熟的标志，胞质成熟包括特异性蛋白的合成、皮质颗粒细胞的释

放、细胞内储藏的钙离子的释放以及线粒体的重定位等。目前临床上用来观察卵母

细胞成熟度的常见方法是偏振光显微镜，成熟卵母细胞的形态为球形，排出第一极

体，卵细胞质收缩，卵黄膜和透明带之间出现一个小的裂隙。卵母细胞中谷胱甘肽

（Glutathione，GSH）是卵母细胞活性和发育能力的生化标志物，GSH具有抵抗卵

母细胞内氧化作用的伤害，可以作为卵母细胞胞质成熟的标志（Matos et al 2000）。

卵母细胞的受精率、卵裂率和早期胚胎的存活是卵母细胞质量的直接评价标准。

1.3.2卵母细胞体外成熟的影响因素

哺乳动物卵母细胞体外成熟培养技术是决定胚胎移植的关键，而卵母细胞体外

成熟还存在很多影响因素。比如卵母细胞的种类、卵泡的大小、卵母细胞的状态、

卵丘颗粒细胞的质量、体外培养卵母细胞的时间、卵母细胞培养液中各成分的组成

以及卵母细胞的培养环境等因素。

1.3.3卵母细胞分泌因子

卵母细胞在发育成熟的过程中并不是处于被动的状态，它可以通过分泌卵母细

胞分泌因子生长分化因子-9（GDF9）和骨形成蛋白-15（BMP15）来调节周围细胞

的功能（Erickson et al 2000，Moore et al 2005），卵母细胞分泌因子可以调节卵母细

胞自身的成熟、卵母细胞质量以及排卵。GDF9 和 BMP15是转化生长因子β超家族

（TGF-β）的两个成员（Chang et al 2002）。研究表明，GDF9促进卵丘颗粒细胞增

殖，抑制 LH/CG受体在颗粒细胞中的表达，并刺激卵丘颗粒细胞扩展，提高透明质

酸合成酶 2（Has2）和前列腺素合成酶 2（Ptgs2）表达（Elvin et al 1999 and 2000）。

尽管 BMP15在小鼠中的作用没有其他物种那么显著，但在小鼠中 BMP15一旦缺失

其生育能力便会受到负面影响，造成交配后受精卵母细胞数目的减少（Yan et al

2001）。BMP15在啮齿动物以及家养物种中影响卵泡发育的功能，重组 BMP15能

促进大鼠卵丘颗粒细胞的增殖，但可能通过减少 FSH 受体的表达来抑制 FSH的作

用（Otsuka et al 2000 and 2001，Shimasaki et al 2003）。
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1.3.4 cAMP与卵母细胞成熟的关系

环腺苷酸（cAMP）是普遍存在于机体中的重要第二信使，调节多种生理细胞反

应，在哺乳动物卵巢中是控制卵母细胞减数分裂的关键分子。早在 1978年，Dekel 和

Beers就将 cAMP鉴定为卵母细胞“减数分裂抑制剂”（Dekel and Beers 1978）。研

究显示 cAMP 依赖性蛋白激酶水平的降低能够促进卵母细胞的成熟（Huchon et al

1981），即磷酸化蛋白的磷酸化状态直接或间接地受 cAMP依赖性蛋白激酶控制，

并维持卵母细胞的前期停滞（Maller and Krebs 1977）。在牛卵母细胞中，刺激 cAMP

产生或抑制 cAMP 类似物的降解导致 GVBD 的瞬时抑制（ Homa 1988，

Bilodeau-Goeseels 2003）。一般而言，cAMP 发挥作用是通过 cAMP 依赖性蛋白激

酶 A（PKA）的激活介导的，在小鼠和爪蟾卵母细胞中的研究表明 PKA 直接调节

MPF催化亚基的激酶和磷酸酶（Han and Conti 2006）。卵母细胞中 cAMP含量的不

断增长导致 PKA激活，继而阻止MPF活化的进程，卵母细胞维持在M期。通常情

况下，卵母细胞内高水平的 cAMP维持卵母细胞减数分裂停滞，但在排卵时，卵泡

内高水平 cAMP可诱导减数分裂恢复（Dekel et al 1988）。cAMP一旦发生水解，卵

内细胞 cAMP水平下降，导致 PKA的失活，卵母细胞迅速发育为 GVBD期（Norris

etal 2009，Vaccari etal 2009）。cAMP的峰值通常出现在 GVBD之前，在 GVBD附

近水平急剧下降（Gilchrist et al 2016）。在 COC体外培养中，FSH的作用通过 cAMP

来实现，FSH最初诱导卵丘颗粒细胞产生 cAMP，并在 30min后达到最高峰。此后，

cAMP浓度逐渐降低，在 2h后达到最低浓度，卵丘卵母细胞复合体分泌减数分裂激

活物，诱导卵母细胞成熟（Lin et al 2011）。

1.3.5 MPF与卵母细胞成熟的关系

MPF（成熟促进因子）最早在 1971年由 Yoshio Masui和 Clement Markert在蛙

卵中发现，由于能诱导卵母细胞成熟而称之为成熟促进因子。MPF是有丝分裂和减

数分裂的通用细胞周期调节剂（Nurse et al 1990），它是由丝氨酸-苏氨酸蛋白激酶

p34cdc2（Cdc2，又可称为 CDK1）和调节亚基 Cyclin B组成的异二聚复合体（Dunphy

et al 1988，Draetta et al 1989）。MPF在减数分裂成熟过程中发挥主导作用，在未成

熟卵母细胞中MPF活性被抑制到低水平，并且MPF的激活诱导卵母细胞 GVBD的

发生（Dessev et al 1991，Luscher et al 1991）。Cyclin B的量是决定MPF活性的主
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要因素，在 GV 期卵母细胞中表达量较低，形成的是没有活性的 Pre-MPF。随着卵

母细胞的成熟 Cyclin B的量逐渐呈上升趋势，与此同时，Cdc2蛋白去磷酸化，形成

成熟的MPF，MPF活化（Han et al 2005）。卵母细胞 GVBD向MI的发育需重新依

赖于MPF的激活，并在此时MPF水平达到峰值（Masui and Market 1998）。在自发

成熟的大鼠卵母细胞中显示MPF活性在 GVBD开始减数分裂之后立即升高，在MI

达到最大水平，在 PBI形成之前下降并且在进入第二次减数分裂（Ezoe et al 2015）。

卵母细胞中 cAMP水平与MPF水平呈负相关趋势，研究表明 cAMP通过抑制p34cdc2

去磷酸化的途径来抑制MPF活性（Goren and Dekel 1994）。抑制MPF激活同时，

cAMP抑制 CyclinB1的合成，从而使 Pre-MPF的活性降至最低，卵母细胞减数分裂

被抑制（Josefsberg et al 2003）。

1.4卵丘扩展

1.4.1卵丘颗粒细胞与卵母细胞的关系

腔前卵泡中颗粒细胞可以分化成壁颗粒细胞和卵丘颗粒细胞，壁颗粒细胞位于

卵泡腔周围，是卵泡内主要的体细胞成分；而卵丘颗粒细胞紧密围绕在卵母细胞周

围，并与卵母细胞形成完整的卵丘卵母细胞复合体（Gilula et al 1978）。卵丘颗粒

细胞通过专门的间隙连接与卵母细胞相互沟通，这些连接允许信号分子的代谢交换

和转运，如传递氨基酸、谷胱甘肽、糖代谢产物等物质（Tanghe et al 2002）。卵丘

颗粒细胞可以维持卵母细胞减数分裂的阻滞以及参与减数分裂的恢复，在卵母细胞

成熟过程中起着促进的作用（Dekel and Beers 1980，Larsen et al 1986）。而卵母细

胞能够分泌促有丝分裂因子促进壁颗粒和卵丘颗粒细胞 DNA 合成和细胞增殖

（Gilchrist et al 2003），卵母细胞还能有效地调节卵丘颗粒细胞分化。卵母细胞通

过壁颗粒细胞和卵丘颗粒细胞调节 FSH 诱导的孕酮和雌二醇合成并抑制 FSH诱导

的黄体生成素受体（LHR）mRNA表达（Eppig et al 1997）。

1.4.2卵丘扩展相关因子

卵丘扩展是卵泡发育最后阶段的另一个重要方面，对卵巢排卵的成功（Chen et al

1993）和随后的受精是至关重要的（Ball et al 1983）。在 LH 峰诱导作用下，胞外

基质中合成大量透明质酸（HA）以及卵丘颗粒细胞细胞骨架的重排导致卵丘的膨胀
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和具有粘弹性，这一过程称为卵丘扩展（Dekel et al 1979，Eppig 1979）。在 FSH或

表皮生长因子样肽（EGF）（Vanderhyden et al 1990，Park et al 2004）的刺激下，卵

丘颗粒细胞中MAPK3/1和MAPK14激酶信号传导途径的激活，从而增加卵丘颗粒

细胞中卵丘扩展相关因子Has2、Ptgs2、PTX3和Tnfaip6 mRNA表达（Joyce et al 2001，

Varani 2002，Ochsner et al 2003，Su et al 2003，Salustri et al 2004，Richards 2005）。

Has2，乙酰透明质酸合酶 2是生成透明质酸所需的关键酶，透明质酸是由卵丘颗粒

细胞分泌的非硫酸化糖胺聚糖，它是卵丘基质的基本成分（Camaioni et al 1993；Chen

et al 1993）。Ptgs2，前列腺素合成酶 2（也被称为 COX2，环氧合酶 2）由卵丘颗粒

细胞以及壁颗粒细胞产生，并且是卵丘扩展和排卵所需的（Das 1997）。Tnfaip6，

肿瘤坏死因子诱导蛋白 6（也称为 TSG6）是一种分泌蛋白，其结合透明质酸和α-α

间胰蛋白酶抑制剂（ITI），这是一种对基质形成重要的血清衍生蛋白质，将 ITI重

链连接至透明质酸（Fulop et al 2003，Mukhopadhyay et al 2004）。PTX3，正五聚蛋

白 3也由卵丘颗粒细胞分泌，并起到稳定 Tnfaip6蛋白以维持扩展基质的作用（Varani

2002，Salustri et al 2004）。

1.4.3卵丘扩展与卵母细胞的关系

卵丘扩展可以促进卵母细胞核和胞质成熟，对卵母细胞的发育能力起促进作用，

卵丘扩展程度与卵母细胞体外受精呈正相关关系。在细胞与细胞之间连接丢失时，

卵丘扩展会产生更多的因子通过多条信号通路进入卵母细胞，从而提高卵母细胞的

成熟及其发育能力（岳顺利等 2005）。
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1.5实验的目的和意义

在哺乳动物中，卵母细胞的发育状态与成熟质量决定了早期胚胎能否正常发育。

在卵丘卵母细胞复合体中，卵丘颗粒细胞是卵母细胞生长发育的微环境，且通过缝

隙连接形式对卵母细胞发挥作用，而卵母细胞以旁分泌因子的形式来完成对卵丘颗

粒细胞的调控。AMH是卵巢产生的重要调节因子，主要通过抑制原始卵泡的募集、

降低有腔卵泡对 FSH 的敏感性而参与调控卵泡生长发育，AMH还可作为评估卵巢

储备能力、预测超排反应的有效标志物。然而 AMH在卵母细胞发育中发挥的调控

作用尚不明晰。

本研究以昆明鼠卵母细胞为研究对象，从裸卵和卵丘卵母细胞复合体 2个层面

研究 AMH 对卵母细胞体外成熟的影响，探讨 AMH 对卵丘扩展的调控作用，旨在

提高卵母细胞体外培养质量及卵母细胞利用率，促进体外胚胎发育，进而提高家畜

的繁殖率。
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2实验材料

2.1实验动物

SPF级昆明雌鼠购自湖北省疾病预防控制中心。动物房保持 12 h/12 h的明暗周

期变化，早晨 8:00至晚上 8:00为光照时间，晚上 8:00至次日早上 8:00为熄灯时间。

所有试验用小鼠均采取自由采食和饮水方式。动物房内设有空调及通风设备，严格

控制温度与湿度。

2.2试剂与耗材

表 2-1主要试剂与耗材

Table 2-1 Main reagents and consumables

试剂与耗材 厂家

PMSG 宁波三生药业有限公司

FBS（胎牛血清） 美国 Gibco公司

DMEM/F12 美国 Hyclone公司

M16 Medium 美国 Sigma 公司

α-MEM 美国 Gibco公司

青链霉素混合液 美国 Gibco公司

重组小鼠 EGF 美国 PeProtech公司

重组小鼠 FSH 美国 R & D Systems公司

重组人 AMH/MIS 美国 R & D Systems公司

石蜡油 美国 Sigma 公司

Trizol 试剂 美国 Invitrogen公司

无水乙醇 上海国药集团化学试剂有限公司

氯仿 上海国药集团化学试剂有限公司

异丙醇 上海国药集团化学试剂有限公司

DEPC水 武汉谷歌生物科技有限公司

DL1000 DNAMarker 日本 TaKaRa公司

PCR引物 武汉擎科创新生物科技有限公司
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试剂与耗材 厂家

琼脂糖 武汉市普博欣生物技术有限责任公司

PMSF 武汉谷歌生物科技有限公司

RIPA 裂解液 武汉谷歌生物科技有限公司

磷酸化蛋白酶抑制剂 A、B液 武汉谷歌生物科技有限公司

50×Cocktail蛋白酶抑制剂 武汉谷歌生物科技有限公司

5×蛋白上样缓冲液 武汉谷歌生物科技有限公司

蛋白Marker 美国 Thermo公司

一抗、二抗洗脱液 武汉谷歌生物科技有限公司

Tris-base 上海国药集团化学试剂有限公司

NaCl 上海国药集团化学试剂有限公司

甘氨酸 上海国药集团化学试剂有限公司

甲醇 上海国药集团化学试剂有限公司

Tween-20 上海国药集团化学试剂有限公司

PVDF纤维素膜 美国密理博公司

细胞培养板 美国 Corning公司

1mL注射器 上海金塔医用器材有限公司

1.5mL 离心管 赛默飞世尔科技(中国)有限公司

0.2mL PCR 管 赛默飞世尔科技(中国)有限公司

表 2-2主要试剂盒

Table 2-2 The main kits

试剂盒 厂家（货号）

RNeasy Micro Kit 德国 QIAGEN（74004）

QuantiTect Rev. Transcription Kit (50) 德国 QIAGEN（205311）

QuantiNova SYBR Green PCR Kit (100) 德国 QIAGEN（208052）

SDS-PAGE凝胶制备试剂盒 武汉谷歌生物科技有限公司（G2003）

小鼠雌二醇（E2）ELISA检测试剂盒 武汉华美生物工程有限公司 CUSABIO

小鼠孕酮（PROG）ELISA检测试剂盒 武汉华美生物工程有限公司 CUSABIO

小鼠成熟促进因子（MPF）ELISA检测试剂盒 上海酶联生物

小鼠环磷酸腺苷（cAMP）ELISA检测试剂盒 上海酶联生物
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2.3主要抗体

表 2-3主要抗体

Table 2-3The Main Antibodies

抗体 编号 厂家

兔抗 AMH ab84952 英国 Abcam

兔抗 AMHR2 ab107148 英国 Abcam

兔抗 BMP15 ab108413 英国 Abcam

兔抗 GDF9 ab93892 英国 Abcam

兔抗 GAPDH AB-P-R 001 上海贤至生物科技有限公司

兔抗β-actin B1033 北京博奥龙免疫技术公司

Goat Anti-Rabbit IgG BA1054 武汉博士德生物工程有限公司

2.4实验仪器

表 2-4主要仪器

Table 2-4 The main instruments

仪器 型号 厂家

微量移液器 1μL；10μL；200μL；1mL Eppendorf

超净工作台 SW-CJ-1FD 苏州安泰

CO2恒温培养箱 150i 美国 Thermo

倒置显微镜 IX51 OLYMPUS

低速离心机 5702R Eppendorf

实时荧光定量 PCR仪 ViiA7 ABI

电热恒温培养箱 ICV-450 日本 ASONE

电热恒温水浴锅 HW-SY11-K P2 北京长风仪器仪表有限公司

电热恒温鼓风干燥箱 DHG 9203A 上海精宏实验设备有限公司

全自动酶标仪 Multiskan MK3 Thermo scientific

Aquapro 超级纯水仪 AJY -0501 艾科浦

电子天平 BL1500 德国 Sartorius

PCR 仪 EDC-810 东胜创新生物科技有限公司

电泳仪 JY300 美国 Bio-Rad

微波炉 P70D20TJ-D3 Galanz公司

微型高速离心机 C2500-R-230V 美国 Labnet

体视显微镜 SE45-ST1 日本 Nikon公司

分光光度计 NanoDrop 2000 美国 Thermo
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2.5试剂的配制

（1）裸卵捡卵液：在 DMEM/F12培养液中加入 10% FBS、1%青链霉素混合液，

混匀后分装至 50 mL离心管，4°C保存备用。

（2）COC捡卵液：每 10 mLα-MEM溶液中加入 2% FBS、20 mM丙酮酸钠、

1%青链霉素混合液，分装后 4°C保存备用。

（3）裸卵体外成熟液：为商业化的M16培养液。

（4）COC体外成熟液：在α-MEM溶液中加入 5% FBS、1%青链霉素混合液、

20 ng/mL EGF、20 mM丙酮酸钠、3 mg/mL BSA，4°C保存备用。

（5）50×TAE电泳缓冲液：称取 600 mL蒸馏水，加入 242.0 g Tris-base、57.1 mL

冰乙酸、100 mL 0.5 mol/L EDTA，调 pH值至 8.0，加蒸馏水定容为 1000 mL，备

用。

（6）2%琼脂糖凝胶：称取 2 g琼脂糖，加入 100 mL 1×TAE电泳缓冲液，在微

波炉中加热融化。

（7）蛋白印迹电泳液：称取 3.02 g Tris-base、19 g Glycine、1 g SDS，加双蒸

水溶解并定容至 1000 mL，调 PH值至 8.3。

（8）蛋白印迹转膜缓冲液（1×）：称取 5.8 g Tris-base、2.9 g Glycine、0.37 g SDS，

加双蒸水溶解，并加入 200 mL甲醇，定容至 1000 mL。

（9）TBS缓冲液（10×贮存液）：称取 12.1 g Tris-base、87.75 g NaCl、浓 HCl

调节 pH到 7.4，加水定容到 1000 mL。

（10）TBST缓冲液：量取 1000 mL 1×TBS 工作液加入 1 mL Tween -20，现用

现配。

（11）5% BSA 溶液：称取 0.5g BSA，加入 10mL TBST 电泳缓冲液，缓慢摇

匀至溶解。

（12）75%乙醇溶液：量取 75 mL无水乙醇，加入 25 mL蒸馏水，混匀。

（13）PBS缓冲溶液（10×贮存液）：称取 80 g NaCl、2 g KCl、14.4 g Na2HPO4

和 2.4 g KH2PO4，加入 1000 mL蒸馏水溶解。

（14）2×SDS上样缓冲液：取 1 mL 1M Tris（PH 6.8），1 mLβ-巯基乙醇，0.002

g溴酚蓝，2 mL甘油，4 mL 10%SDS，加 2 mL超纯水溶解至 10 mL，-20℃保存备

用。
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3实验方法

3.1裸卵的收集与培养

（1）微滴的制备与平衡：培养前 30 min制好微滴（M16培养液、1 ng/mL rh-AMH

M16培养液、10 ng/mL rh-AMH M16培养液及 100 ng/mL rh-AMH M16培养液各约

100 μL），石蜡油覆盖微滴后，将其放入培养箱中进行酸碱度平衡。同时，于 1.5 mL

离心管中加入少许M16培养液，放入培养箱中进行平衡，以备清洗卵母细胞。

（2）裸卵的培养：各实验组取 5只 3周龄雌鼠，断颈快速处死，取出两侧卵巢，

将卵巢置于 PBS中清洗数次去除卵巢表面残余血迹和脂肪组织，然后将卵巢置于一

次性培养皿（35 mm）中央，用刀片剁碎卵巢，使卵母细胞从卵泡中释放出来；添

加适量裸卵捡卵液悬浮卵巢组织碎块，在体视显微镜下用自制口吸管挑选处于 GV

期的卵母细胞；随后，将经过清洗的卵母细胞转入提前制好的微滴中培养。

3.2卵丘卵母细胞复合体的收集与培养

（1）微滴的制备与平衡：培养前 30 min将 30 μL/滴培养液（α-MEM细胞培养

液、100 ng/mL rh-AMH α-MEM细胞培养液、100 ng/mL rm-FSH α-MEM细胞培养液

及 100 ng/mL rh-AMH+100 ng/mL rm-FSH α-MEM细胞培养液）置于小皿内，每个实

验组制备 3个微滴，石蜡油覆盖微滴后，将其放入培养箱中进行酸碱度平衡。同时，

于 1.5 mL离心管中加入少许α-MEM细胞培养液，放入培养箱中进行平衡，以备清

洗 COC。

（2）COC的收集与培养：各实验组取 5只 3周龄昆明雌鼠注射 PMSG 44 h后，

断颈处死取出含有大量有腔卵泡的卵巢，在体视显微镜下用 1 mL注射器小心地将卵

泡挑破，使 COC流到捡卵液中，用口吸管挑选大小均一且颗粒细胞层较多的 COC，

迅速清洗后转入微滴中培养。
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3.3实时荧光定量 PCR检测基因的表达

3.3.1RNA的提取

1. 小鼠卵巢组织总 RNA的提取

（1）取 7 d、14 d、21 d和 28 d的昆明雌鼠，颈椎脱臼处死后，在无菌条件下

迅速摘取卵巢并放入无菌 PBS溶液中，去除卵巢表面残余血迹和脂肪组织后，将卵

巢放入装有 1 mL Trizol的 RNase-free EP管中，使用磁珠振动匀浆。

（2）用 RNase-free 枪头反复吹打卵巢至完全裂解，转移至 1.5 mL EP管中。

（3）每管加入 200 μL预冷的氯仿，轻轻颠倒数次混匀，室温静置 10 min。

（4）标记、封口后，于 4℃离心机 12000 rpm离心 15 min，样品分层，RNA存

在于上层水相中。

（5）吸取上层水相（约 400 μL）于新的 1.5 mL EP管中，加入等量预冷的异丙

醇，充分混匀后，室温静置 10 min。

（6）标记、封口后，于 4℃离心机 12000 rpm离心 10 min，此时可看到管底的

白色 RNA沉淀。

（7）弃上清，向沉淀中加入 1 mL 75%无水冰乙醇漂洗 2次（注意：75% 无水

乙醇用 DEPC水配制，现用现配），于 4℃离心机 8000 rpm 离心 5 min，最后一遍

用移液枪将上清洗净。

（8）置于室温干燥 5-10 min，待沉淀呈半透明状，加入适量 DEPC水溶解，离

心管中收集到的为卵巢组织总 RNA。

（9）将 RNA保存在-80 °C备用。

2. 裸卵、COC和卵丘颗粒细胞 RNA的收集

裸卵、COC和卵丘颗粒细胞的收集方法分别如下：（1）裸卵：将 GV期裸卵

（约 150个）转入 350μL含有 1% β-巯基乙醇的裂解液（Buffer RLT Plus）的 1.5 mL

离心管中，反复吹打数次使之混匀。（2）COC：将 COC捡出吹进含有新鲜捡卵液

的 1.5 mL离心管中，12000 rpm 离心 30s后弃掉上清液，如此重复清洗 2-3遍，最

后将 350 μL含有 1% β-巯基乙醇的裂解液（Buffer RLT Plus）转移到该离心管中，

用移液枪反复吹打混匀。（3）用口吸管将 COC捡出吹进含有透明质酸酶的新鲜捡

卵液中，涡旋 3-5 min，将脱掉卵丘的卵母细胞捡出；收集卵丘颗粒细胞，12000 rpm

离心 30 s后弃掉上清液，如此重复清洗 2-3遍，最后将 350 μL含有 1% β-巯基乙醇



AMH对小鼠卵母细胞体外成熟及卵丘扩展的调控作用研究

19

的裂解液（Buffer RLT Plus）转移到该离心管中，用移液枪反复吹打混匀。

之后，参照 QIAGEN试剂盒说明书提取 RNA，步骤如下：

（1）将收集的 RNA 样品溶液转入到 2 mL 的过滤柱（gDNA Eliminater Spin

Column）中，12000 rpm离心 30 s后收集滤液。

（2）加入等体积预先配好的 70%乙醇，混匀后全部转移至 2 mL的吸附柱（RNase

MinElute Spin Column）中，将吸附柱放入收集管中，12000 rpm 离心 15 s，弃掉收

集管中的废液，将吸附柱放回收集管中。

（3）向上述吸附柱中加入 700 μL 去蛋白液 RW1，12000 rpm 离心 15 s，弃掉

收集管中的废液，将吸附柱放回收集管中。

（4）向上述吸附柱中加入 500 μL Buffer RPE，12000 rpm离心 15 s，弃掉收集

管中的废液，将吸附柱放回收集管中。

（5）向上述吸附柱中加入500 μL预先配制好的 80%乙醇，12000 rpm离心 2 min，

弃掉收集管中的废液，将吸附柱放回收集管中。

（6）将上述吸附柱放入新的收集管中，12000 rpm离心 5 min，弃掉收集管中

的废液，此时 RNA在柱膜上。

（7）将收集管更换为干净的 1.5mL离心管，在吸附柱中加入 15μL无 RNA酶

的水，12000 rpm离心 60 s。

（8）将 RNA保存在-80 °C备用。

3.3.2 RNA浓度和纯度的检测

取 1 μL 左右的 RNA，采用 NanoDrop 2000 进行检测，RNA 的 OD260/OD280

的值在 1.9-2.0之间则表明 RNA纯度较好，可以满足实验需求。

3.3.3 RNA反转录为 cDNA

（1）将样品置于冰盒上，在无 RNA酶的 PCR管中加入 10 μLRNA、3 μLgDNA

Wipeout 以及 7 μL RNase-free water，轻轻混匀。

（2）取出其中 6 μL进行 RNA电泳跑胶。

（3）将上述其他 14 μL 样品置于 42 ℃孵育 2 min后于冰上冷却。

（4）在以上冷却后的 14 μL 样品中加入 1 μLRT Primer、4 μL5× Quantiscript RT

Buffer、1 μLQuantiscriptReverse Transcriptase，总体系为 20 μL，轻轻混匀。



华中农业大学 2018届硕士研究生学位（毕业）论文

20

（5）将上述 PCR管置于 PCR仪中按照程序：42 ℃，15 min；95 ℃，3 min；

反应后置于-20 ℃保存。

3.3.4荧光定量 PCR

（1）定量引物的设计

通过 NCBI查阅小鼠相关基因的序列，与 AMH相关的基因（AMH和 AMHR2）、

与类固醇激素合成相关的引物序列（CYP19A1、3β-HSD和 StAR）、卵母细胞特异

性表达基因的引物序列（GDF9和 BMP15）、与卵丘扩展相关的基因（PTX3、Ptgs2、

Tnfaip6和 Has2）以及 FSHR、β-actin的 mRNA序列，应用 Primer 5.0软件设计引物，

由武汉擎科创新生物科技有限公司，其引物序列如下：

表 3-1本研究所涉及基因的引物序列

Table 3-1Primer sequences for genes used in this study

基因 引物序列（5'-3'） 扩增片段（bp）

AMH
F:TACTCGGGACACCCGCTATT

110bp
R:TCAGGGTGGCACCTTCTCT

AMHR2
F:GCAGCACAAGTATCCCCAAAC

204bp
R:GTCTCGGCATCCTTGCATCTC

FSHR
F:AGGTACAGCTCTGCCATGCT

171bp
R:GTACGAGGAGGGCCATAACA

CYP19A1
F:CCCGAGCCTTTGGAGAACAA

R:TGAGGGTCAACACATCCACG
161 bp

3β-HSD
F:TGGACAAAGTATTCCGACCAGA

R:GGCACACTTGCTTGAACACAG
250bp

StAR
F:GTGAAGGCTAAGGGATAA

R:TGGAGCTGGTAAGACAAC
125bp

GDF9
F:TGGAACACTTGCTCAAATCGG

R:GACATGGCCTCCTTTACCACA
106bp

BMP15
F:GAAAATGGTGAGGCTGGTAAAG

153bp
R:AGATGAAGTTGATGGCGGTAAA
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PTX3
F:TTTGGAAGCGTGCATCCTGT

186bp
R:GTTCTCCTTTCCACCCACCA

Ptgs2
F:GTTCATCCCTGACCCCCAAG

193bp
R:TCCATCCTTGAAAAGGCGCA

Tnfaip6
F:GCTCAACAGGAGTGAGCGAT

166bp
R:CTGACCGTACTTGAGCCGAA

Has2
F:GACGACAGGCACCTTACCAA

116bp
R:TGCTGGTTCAGCCATCTCAG

β-actin
F:CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC

240bp
R:TAAAGACCTCTATGCCAACACAGT

（2）荧光定量 PCR的反应体系（10 μL）如下：

表 3-2 qRT-PCR扩增反应体系

Table3-2 Reaction system for qRT-PCR

试剂 体积

SYBR Green PCR Master Mix 5 μL

Forward primer 0.5 μL

Reverse primer 0.5 μL

cDNA 1 μL

H2O 3 μL

Total Volume 10 μL

按照上述体系混匀后加入 96孔板（注意避光），上机检测。

（3）扩增反应条件设定如下：

荧光定量 PCR 采用 Bio-Rad CFX96 real-time PCR detection system 进行，反应

条件为：95 ℃ 1 min，40 cycles（95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 15 s）。溶解曲

线从 65 ℃开始到 95 ℃，0.5 ℃/s增量，读取荧光值。利用 2-△△Ct方法计算基因相

对表达水平，β-actin为内参基因。
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3.4 Western blot检测蛋白水平的表达情况

3.4.1裸卵蛋白的提取

根据实验所需收集不同发育时期的裸卵（裸卵培养 0 h，2 h，8 h，14 h后对应

GV，GVBD，MI，MII 时期），每个样品约 200个卵母细胞，体视显微镜下清洗卵

母细胞后，将卵母细胞小心吹到含有 20 μL 2×SDS上样缓冲液中（尽量少带入培养

液及其他液体），轻轻振荡，在室温裂解约 2 min后于-20℃储存备用。

3.4.2卵丘卵母细胞复合体蛋白的提取

COC培养 16h后，收集各激素处理组及对照组 COC，清洗后，将 COC吹到 20

μL RIPA裂解液（含 0.2 μL 1% cocktail 蛋白酶抑制剂，0.2 μL磷酸化蛋白酶抑制剂

A、B液，0.4 μL PMSF），冰上裂解 10-15 min后将裂解液转移至 1.5 mL离心管中，

冰上继续裂解 5-10 min。以 12000 rpm离心 10 min后吸取上清液，分装保存于-20°C。

3.4.3蛋白浓度检测及制样

1. 蛋白浓度检测

本实验采用 BCA蛋白浓度测定试剂盒进行蛋白浓度测定。具体操作步骤如下：

（1）配制标准品：取 0.8 mL蛋白标准配制液加入到蛋白标准（20 mg BSA）中，

充分溶解后配制成 25 mg/mL 的蛋白标准溶液，取适量用 PBS 稀释至终浓度为 0.5

mg/mL的标准品试剂。

（2）配制 BCA 工作液：根据样品数量，按体积比 50：1加入 BCA 的 A和 B

工作液，充分混匀，BCA工作液室温 24 h内稳定。

（3）96孔板标准品孔中分别加入 0，1，2，4，8，12，16，20 μL标准品，再

用 PBS将其它孔补足到 20 μL。

（4）样品孔中每孔加入 10 μL蛋白样品，再补加 PBS至 20 μL。

（5）每孔加入 200 μL BCA工作液，37 ℃孵育 30 min。

（6）利用酶标仪，检测波长为 562 nm时各孔 OD值，根据结果绘制蛋白浓度

标准曲线，通过标准曲线计算出检测样品的蛋白终浓度。
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2. 制样

根据测得的各蛋白样品浓度，加入去离子水使各样品的蛋白浓度相同，加入蛋

白上样缓冲液吹打混匀，煮沸 5 min，冰上放置 1 min，封口，-20℃保存备用。

3.4.4蛋白免疫印迹

（1）检漏：用单蒸水将玻璃胶板洗净，注意边边角角的残胶处理完全，洗完后

将其安装好。

（2）制胶：根据目的蛋白大小，配制 10 %的分离胶。在加入 10 %过硫酸铵和

4 μL TEMED后，迅速用移液枪吹打混匀，小心将胶液注于玻璃板的空隙内，避免

产生气泡。在胶上边缘加入无水乙醇用于平衡胶面，大约 40 min后倒去胶上层无水

乙醇，用吸水纸吸干。然后配制 5 %浓缩胶。每板加 2 mL左右，配好后迅速注胶，

并马上插入点样孔排梳，插入时动作轻慢避免产生气泡，插完后用烧杯内的剩余胶

液补齐液面。室温静置放置 1 h，待胶凝固后，将胶板放于电泳液中，轻轻地将排梳

拔出。

（3）点样：将已制好的蛋白样品煮沸 5 min，冰上放置 1 min；将蛋白样品吹打

混匀后，小心加入各胶孔中，未加样孔用 buffer补齐。

（4）电泳：电泳过程分为两步：先调节电泳仪恒压 80 V，跑电泳 1 h左右，目

测样品跑到分离胶时，将电压调至 120 V，预染 Marker 显示，判断目的蛋白得到

充分分离后，可结束电泳。

（5）转膜（湿转法）：将玻璃板取出，用胶板缓慢撬开玻璃板。轻轻取出凝胶

浸泡在转膜缓冲液中；剪下合适大小的 PVDF 膜，浸泡于甲醇中 1-2 min进行激活，

待 PVDF膜两边保护纸完全浸透后，将膜放入转膜缓冲液中浸泡漂洗，同时充分浸

泡两张转膜海绵垫和滤纸；按照黑色板-纤维垫-滤纸-凝胶-PVDF膜-滤纸-纤维垫-白

色板顺序依次放好，且每铺一层用玻璃棒轻轻擀走多余的气泡，防止气泡影响转膜

效果；夹紧板后放入转膜仪内，200 mA恒流转膜 3 h。

（6）封闭：转膜完成后用 TBS将 PVDF膜漂洗 10 min，然后用 5% 脱脂奶粉

室温摇床封闭 2 h。

（7）一抗孵育：按照相应抗体说明书的要求，用封闭液稀释一抗，4℃过夜孵

育。
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（8）二抗：过夜孵育后取出 PVDF 膜，室温下用 TBST 漂洗 3 次，每次漂洗

10 min，用 TBST稀释二抗，使 PVDF膜浸泡于二抗孵育液中，室温摇床孵育 2 h。

（9）洗膜：二抗孵育完成后用 TBST充分洗涤 PVDF膜 3次，每次 10 min，再

用 TBS洗涤 3次，每次 10 min。

（10）化学发光与成像：用 ECL显色试剂盒（BIO-RED），A液与 B液等比混

合加入离心管中，用锡箔纸包裹避光，上下摇动混匀，显影时小心将漂洗好的 PVDF

膜正面朝上放置在干净的大皿中，均匀滴加适量的 ECL 显影液，置于 ImageQuant

LAS 4000 mini成像仪底盘，打开配套软件，调整焦距和曝光时间，成像得到蛋白免

疫印迹化学显影图。

3.5激素的检测

采用 ELISA方法检测雌二醇与孕激素。首先，收集培养 16 h COC微滴，1000 rpm

离心 15 min，收集上清液。上清分装后于-20 ℃保存备用。参照 ELISA试剂盒说明

书检测上清中雌二醇和孕酮，具体步骤如下：

（1）配制洗液工作液：浓洗涤液按 1：20倍用去离子水进行稀释。例如用量筒

量取 285 mL去离子水，倒入烧杯或其它洁净容器中，再量取 15 ml浓洗涤液，均匀

加入，搅拌混匀，在临用前配妥。浓洗涤液低温保存会有盐析出，稀释时可在水浴

中加温助溶。

（2）将各种试剂移至室温平衡至少 30 min，按前述方法配制试剂，备用。

（3）将酶标板取出，设一个空白对照孔、不加任何液体；每个标准点依次各设

两孔，每孔加入相应标准品 50 μL；其余每个检测孔直接加待测标本 50 μL。

（4）手工洗板，弃去孔内液体。洗涤液注满各孔，静置 10 s甩干，重复三次后

拍干。

（5）每孔加显色剂 A液 50 μL，显色剂 B液 50 μL，震荡混匀后，37℃避光显

色 15 min，每孔加终止液 50 μL。

（6）用酶标仪在 450 nm波长依序测量各孔的光密度（OD 值），在反应终止

后 10 min内进行检测。
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3.6成熟促进因子及环磷酸腺苷的检测

将COC在不同处理的微滴中培养 16 h后，把COC吹进含有透明质酸酶的 200μL

捡卵液，用移液枪反复吹打后，在涡旋仪中涡旋 3 min，使卵丘颗粒细胞与卵母细胞

分离，瞬时离心后，用移液枪反复吹打将液体滴在小皿中，将 40枚左右卵母细胞用

口吸管捡出吹进 20 μL PH为 7.2-7.4的 PBS中，将样品放置-80℃中，破坏卵母细胞。

2500 rpm离心 20 min左右，收集上清。保存过程中如有沉淀形成，应再次离心。参

照试剂盒说明书分别检测 cAMP和MPF，具体操作步骤如下：

（1）标准品的加样：设置标准品孔和样本孔，标准品孔各加不同浓度的标准品

50 μL。

（2）加样：分别设空白孔（空白对照孔不加样品及酶标试剂，其余各步操作相

同）、待测样品孔。在酶标包被板上待测样品孔中先加样品稀释液 40 μl，然后再加

待测样品 10 μl（样品最终稀释度为 5倍）。加样将样品加于酶标板孔底部，尽量不

触及孔壁，轻轻晃动混匀。

（3）加酶：每孔加入酶标试剂 100 μl，空白孔除外。

（4）温育：用封板膜封板后置 37℃温育 60 min。

（5）配液：将 20倍浓缩洗涤液用蒸馏水 20倍稀释后备用。

（6）洗涤：小心揭掉封板膜，弃去液体，甩干，每孔加满洗涤液，静置 30 s

后弃去，如此重复 5次，拍干。

（7）显色：每孔先加入显色剂 A 50 μl，再加入显色剂 B 50 μl，轻轻震荡混匀，

37℃避光显色 15 min。

（8）终止：每孔加终止液 50 μl，终止反应（此时蓝色立转黄色）。

（9）测定：以空白孔调零，450 nm波长依序测量各孔的吸光度（OD值），测

定应在加终止液后 15 min以内进行。

3.7小鼠卵丘扩展的评定及卵丘扩展指数

小鼠卵丘扩展的评定及卵丘扩展指数（Cumulus Expansion Index，CEI）的计算

参照 Fagbohun和 Downs的报道。卵丘扩展分为 5个级别：0级，卵丘没有扩展，卵

母细胞贴到培养皿底部；1级，只有最外层的 1-2层卵丘颗粒细胞扩展；2级，外层

的卵丘颗粒细胞呈放射状扩展，观察到整个 COC较蓬松；3级，放射冠部分不扩展，
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其余的均扩展；4级，全部卵丘颗粒细胞扩展。卵丘扩展指数 CEI=[（0级卵母细胞

个数×0）+（1级卵母细胞个数×1）+（2级卵母细胞个数×2）+（3级卵母细胞个

数×3）+（4级卵母细胞个数×4）]/卵母细胞总个数（Fagbohun and Downs 1990）。

3.8数据分析

运用 SPSS 19.0软件中的单因素方差分析（One-way ANOVA）对实验数据进行

各处理组组间表达差异的显著性分析，P <0.05或 P <0.01分别为差异显著或极显著

判断标准，相对表达量的结果均使用平均值±标准差（Mean ± SD）表示，数据利用

Graphpad Prism 5软件作图。实验数据来自至少 3次独立重复实验。
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4 结果与分析

4.1 AMH和 AMHR2在小鼠卵巢中的表达模式

4.1.1不同日龄小鼠卵巢中 AMH与 AMHR2的表达

为明确 AMH及其受体 AMHR2在不同日龄阶段小鼠卵巢中的表达规律，分别

收集 7 d、14 d、21 d、28 d雌鼠卵巢，利用 Real-time PCR方法检测 AMH及 AMHR2

的相对表达量。结果显示，AMH和 AMHR2在不同日龄小鼠卵巢中均有表达且存在

差异，其中，14 d雌鼠卵巢中 AMH和 AMHR2 mRNA的表达量最高，均显著高于

其它日龄鼠（P<0.05），初情期后 AMH与 AMHR2的表达趋于稳定。

图 4-1-1 不同日龄小鼠卵巢中 AMH及 AMHR2的表达

a：7 d、14 d、21 d和 28 d小鼠卵巢中 AMH mRNA的表达水平；b：7 d、14 d、21 d和 28 d小

鼠卵巢中 AMHR2 mRNA 的表达水平；数据以平均值±标准差表示，不同的字母表示数据之间

差异显著，P<0.05。

Figure 4-1-1 The expression of AMH and AMHR2 in different days of mouse ovary

a: AMH mRNA level in mouse ovary of 7 d、14 d、21 d and 28 d ；b: AMHR2 mRNA level in mouse

ovary of 7 d、14 d、21 d and 28 d；The data represent mean±SD，different letters denote statistical

difference at a P<0.05.

4.1.2 不同细胞 COC、CCs及 DOs中 AMH与 AMHR2基因的表达

收集 3周龄雌鼠的卵丘卵母细胞复合体（COC）、卵丘颗粒细胞（CCs）以及

脱丘卵母细胞（DOs），利用 Real time PCR方法检测 AMH和 AMHR2基因的表达。

结果显示，在小鼠 COC与 CCs中均能检测到 AMH与 AMHR2基因的表达（图 4-1-2-

a、b），但在卵母细胞中仅检测到 AMHR2 基因的表达（图 4-1-2-b），未检测到
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AMH的表达（图 4-1-2-a），此结果提示 AMH可能通过 AMHR2对卵母细胞发挥作

用。

图 4-1-2不同细胞中 AMH 及 AMHR2基因的表达

M代表Marker DL1000，泳道 1-4分别以 COC、CCs、DOs及 H2O cDNA为模板扩增 AMH(图 a)

及 AMHR2（图 b）。

Figure 4-1-2 The Expression of AMH and AMHR2 Genes in Different Cells

eM represents Marker DL1000，lanes 1-4 represent application of AMH and AMHR 2 using COC、

CCs、DOs and H2O cDNA as templates, respectively.。

4.1.3不同时期卵母细胞中 AMHR2的表达

前期结果表明 AMHR2在卵母细胞中有表达，为进一步研究 AMHR2在卵母细胞

发育过程中的表达规律，体外培养 DOs（脱丘卵母细胞）0 h、2 h、8 h、14 h，分别

获得 GV 期、GVBD期、MI 期和MII 期的卵母细胞（图 4-1-3-a）。收集各时期卵

母细胞后提取总蛋白，Western Blot结果显示，AMHR2在 GV期卵母细胞中的表达

量最高，且显著高于MI期 AMHR2的表达（P<0.05）（图 4-1-3-b）。
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图 4-1-3 AMHR2在不同时期卵母细胞中的表达

a: 各时期卵母细胞的形态；b: 在不同时期卵母细胞 AMHR2 的表达。GV：生发泡期，GVBD：

生发泡破裂期，MI：第一次减数分裂中期，MII：第二次减数分裂中期。不同的字母表示数据之

间差异显著，P<0.05。

Figure 4-1-3 AMHR2 protein expression in different oocyte stages
a: The morphology of the oocyte in different stages；b: AMHR2 protein expression in different oocyte

stages。GV: Germinal vesicle，GVBD: Germinal vesicle breakdown，MI：Metaphase I，MII：

MetaphaseII。The data represent mean±SD，different letters denote statistical difference at a P<0.05.
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4.2 AMH对小鼠裸卵成熟的调控作用

4.2.1 AMH对体外培养裸卵成熟率的影响

分别添加不同浓度（0，1，10，100 ng/mL）rh-AMH于裸卵培养液，培养 14h

后，以第一极体的排出率统计MII期卵母细胞的比率（图 4-2-1）。由结果可知，随

着 AMH 浓度的增加卵母细胞成熟率逐渐升高，表明裸卵的成熟率与 AMH 的浓度

呈剂量依赖关系。 其中，100 ng/mL 添加组成熟率最高（76.8%），均显著高于低

剂量添加组及对照组（p<0.05）

表 4-2-1 不同浓度 rh-AMH 处理对裸卵成熟率的影响

Table4-2-1 Effect of different doses of rh-AMH on Maturation rateof DOs

Group No. of GV stage oocytes
Final stage oocyte maturation
Non- MII(%) MII(%)

1 ng/mL rh-AMH 855 38.7±3.2b 61.3±3.0a

10 ng/mL rh-AMH 726 30.5±5.7ab 69.5±5.9ab

100 ng/mL rh-AMH 837 23.2±7.3a 76.8±7.4b

Control 826 34.4±6.4b 65.6±6.5a

数据以平均值±标准差表示，同一列，不同的字母表示数据之间差异显著，P<0.05。

Note: The data represent mean±SD，in a row，different letters denote statistical difference at a P<0.05.

图 4-2-1 不同浓度 rh-AMH 对裸卵成熟率的影响

数据以平均值±标准差表示，不同的字母表示数据之间差异显著，P<0.05。

Figure4-2-1 Effects of different doses of rh-AMH on the maturation rate of DOs.

The data represent mean±SD，different letters denote statistical difference at a P<0.05.
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4.2.2 AMH对体外培养裸卵中 AMHR2表达的影响

分别添加不同浓度（0，1，10，100 ng/mL）rh-AMH于裸卵培养液，培养 14h

后，收集裸卵，提取裸卵蛋白。采用Western blot检测各处理组中 AMHR2的蛋白表

达。结果显示，随着 rh-AMH浓度的升高其受体的表达呈上升趋势，100 ng/mLAMH

添加组中 AMHR2的表达量最高，且显著高于对照组及低剂量添加组（P<0.05）（图

4-2-2）。

图 4-2-2 不同浓度 rh-AMH 处理下卵母细胞 AMHR2的表达

a：AMHR2蛋白在不同浓度 rh-AMH处理下卵母细胞中的表达水平。b：AMHR2蛋白在不同浓

度 rh-AMH处理下卵母细胞中相对表达水平统计分析（AMHR2/GAPDH）。0和 Control表示 0

ng/mL rh-AMH，1表示 1 ng/mL rh-AMH，10表示 10 ng/mL rh-AMH，100表示 100 ng/mL rh-AMH。

数据以平均值±标准差表示，不同的字母表示数据之间差异显著，P<0.05。

Figure4-2-2 AMHR2 protein expression inoocyte was treated with different concentrations

of rh-AMH

a :AMHR2 protein expression was detected by Western blot in different concentrations of rh-AMH .

b: TheAMHR2 relative protein level（AMHR2/GAPDH）was analyzed by Western blot in different

concentrations of rh-AMH . 0 and Control represents 0 ng/mL rh-AMH，1 represents 1ng/mL

rh-AMH，10 represents 10 ng/mL rh-AMH，100 represents 100 ng/mL rh-AMH . The data represent

mean±SD，different letters denote statistical difference at a P<0.05.
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4.2.3 AMH对体外培养裸卵中卵母细胞分泌因子的调控

利用 Western blot 方法检测各处理组中裸卵的卵母细胞相关因子 BMP15 和

GDF9的表达。结果显示，100 ng/mL rh-AMH添加组与其它三组相比均能极显著提

高 BMP15 的蛋白水平（P<0.01），而其它各组间 BMP15 的表达差异不显著（图

4-2-3-a）。此外，10 ng/mL rh-AMH 处理组中 GDF9 的蛋白表达量最高，显著高于

对照组及低剂量组（P<0.05），而 1 ng/mL rh-AMH处理组的 GDF9的表达量最低，

显著低于 10 ng/mL和 100 ng/mLAMH处理组（P<0.05）（图 4-2-3-b）。这些结果

提示 AMH可能通过增加 BMP15和 GDF9的表达而促进裸卵的核成熟。

图 4-2-3 不同浓度 rh-AMH处理对裸卵成熟相关基因表达的影响

BMP15蛋白（a）与 GDF9 蛋白（b）在不同浓度 rh-AMH处理下卵母细胞中的表达水平。数据

以平均值±标准差表示，不同的小写字母表示数据之间差异显著，P<0.05；不同的大写字母表示

数据之间差异极显著，P<0.01。

Figure4-2-3 Expression of oocyte maturation related genes in DOs treated with different

concentrations of rh-AMH

BMP15 (a) and GDF9 (b) protein expression was detected by Western blot in different concentrations

of rh-AMH. The data represent mean±SD，different lowercase letters denote statistical difference at a

P<0.05; different capital letters denote statistical difference at a P<0.01.
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4.2.4 AMH对体外培养裸卵中 cAMP含量的影响

将不同浓度 rh-AMH处理裸卵后，收集卵母细胞裂解物，采用 ELISA方法检测

胞质内 cAMP含量。结果显示，rh-AMH 处理后卵母细胞中 cAMP含量极显著低于

对照组（P<0.01），不同浓度 rh-AMH处理组间 cAMP含量差异并不显著（P>0.05）

（图 4-2-4-b）。此结果提示 AMH能通过降低胞质中 cAMP含量而促进裸卵的体外

成熟。

图 4-2-4 不同浓度 rh-AMH 处理下小鼠卵母细胞 cAMP含量

a：小鼠 cAMP 酶联免疫检测标准曲线；b：不同浓度 rh-AMH处理下小鼠卵母细胞中 cAMP 含

量。数据以平均值±标准差表示，不同的大写字母表示数据之间差异极显著，P<0.01。

Figure4-2-4 The cAMP levelin mouse oocyte treated with different concentrations of rh-AMH

a: The standard curve of cAMP enzyme linked immunosorbent assay in mouse；b：The cAMP level in

mouse oocyte was treated with different concentrations of rh-AMH. The data represent mean±SD，

different capital letters denote statistical difference at a P<0.01.
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4.2.5 AMH对体外培养裸卵中MPF含量的影响

将不同浓度 rh-AMH处理裸卵后，收集卵母细胞裂解物后，采用 ELISA方法检

测胞质中MPF的含量。由图 4-2-5可知，随着 AMH浓度的增加，MPF含量呈上升

趋势，且 100 ng/mL rh-AMH 处理组中 MPF 含量显著高于对照组与低浓度处理组

（P<0.05）。

图 4-2-5 不同浓度 rh-AMH 处理下小鼠卵母细胞MPF含量

a：小鼠 MPF 酶联免疫检测标准曲线；b：不同浓度 rh-AMH处理下小鼠卵母细胞 MPF 含量。

数据以平均值±标准差表示，不同的字母表示数据之间差异显著，P<0.05。

Figure4-2-5 The MPF level in mouse oocyte treated with different concentrations of rh-AMH

a:The standard curve of MPF enzyme linked immunosorbent assay in mouse; b:The MPF level in

mouse oocyte was treated with different concentrations of rh-AMH. The data represent mean±SD，

different lowercase letters denote statistical difference at a P<0.05.
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4.3 AMH对小鼠 COC中卵母细胞成熟的调控作用

4.3.1 AMH对 COC体外成熟的影响

为进一步探讨 AMH 在小鼠卵母细胞成熟过程中的调控作用，体外添加 100

ng/mLAMH到 COC培养体系 16 h后，脱丘收集并统计第一极体排出数（MII 期卵

母细胞）。由表 4-3-1可知，FSH处理组能显著提高 COC的体外成熟率（P<0.05），

AMH处理组中 COC的成熟率与对照组相比差异不显著（P>0.05），然而，AMH能

显著抑制 FSH对卵母细胞的促成熟作用（P<0.05），提示 AMH可能降低了 COC对

FSH的敏感性。

表 4-3-1 AMH对卵丘卵母细胞复合体成熟率的影响

Table4-3-1 Maturation rate of mouse COC after 16 hr culture

Groups No. of GV stage COC
Final stage oocyte maturation
Non-MII(%) MII (%)

AMH 266 19.6±4.3ab 80.4±2.9a

FSH 319 7.0±2.7c 93.0±2.7c

AMH+FSH 304 14.2±3.8b 85.8±2.3b

Control 289 20.3±4.7a 79.7±4.7a

数据以平均值±标准差表示，同一列，不同的字母表示数据之间差异显著，P<0.05。

The data represent mean±SD，in a row，different letters denote statistical difference at a P<0.05.
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图 4-3-1 AMH 对 COC体外成熟的影响

小鼠 COC 在对照组、100 ng/mL rh–AMH 组、100 ng/mL rm-FSH 组及 100 ng/mLrh–AMH+100

ng/mL rm-FSH 组中体外培养 16 h后脱去卵丘颗粒细胞后统计卵母细胞成熟率。数据以平均值±

标准差表示，不同的字母表示数据之间差异显著，P<0.05。

Figure 4-3-1 The rate of maturation of COC cultured in vitro by AMH

The mouse COC was cultured in control group, 100ng/mL rh-AMH group, 100 ng/mL rm-FSH group

and 100 ng/mL rh-AMH + 100 ng/mL rm-FSH group after 16 h remove the Cumulus cells and

statistical the oocytes maturation rate.The data represent mean±SD，different letters denote statistical

difference at a P<0.05.

4.3.2 AMH对 COC中 BMP15、GDF9、AMHR2及 FSHR表达的调控

利用 RT-PCR 方法检测各处理组中卵母细胞分泌因子 BMP15 和 GDF9 以及

AMHR2和 FSHR的表达。由图 4-3-2可知，COC中 BMP15和 GDF9的表达在各处

理组中差异均不显著（P>0.05）；AMH单独添加组、FSH单独添加组以及 AMH/FSH

联合添加组中 AMHR2的表达均显著高于对照组（P<0.05）；FSH处理组中 FSHR

的 mRNA水平显著高于对照组与 AMH处理组（P<0.05），提示 FSH可能通过增加

FSHR的表达来促进 COC的成熟。
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图 4-3-2 COC中卵母细胞分泌因子、AMHR2及 FSHR的 mRNA水平

小鼠 COC 在对照组、100 ng/mL rh -AMH 组、100 ng/mL rm-FSH 组及 100 ng/mL rh-AMH+100

ng/mL rm-FSH 组中体外培养 16 h 后，提取总 RNA，利用 RT-PCR 方法进行检测各基因 mRNA

水平。a：BMP15 mRNA水平；b：GDF9 mRNA水平；c：AMHR2 mRNA水平；d：FSHR mRNA

水平。数据以平均值±标准差表示，不同的字母表示数据之间差异显著，P<0.05。

Figure 4-3-2 The mRNA levels of oocyte secreting factor, AMHR2 and FSHR in COC

The total RNA was extracted after COC was cultured in control group, 100 ng/mL rh-AMH group, 100

ng/mL rm-FSH group and 100 ng/mL rh-AMH + 100 ng/mL rm-FSH group for 16 h,and mRNA levels

of each gene were detected by RT-PCR. a: BMP15 mRNA levels；b: GDF9 mRNA levels；c: AMHR2

mRNA levels；d: FSHR mRNA levels. The data represent mean±SD，different letters denote statistical

difference at a P<0.05.

4.3.3 AMH对 COC中 cAMP含量的影响

将不同处理的 COC培养 16 h后，脱去卵丘颗粒细胞，裂解卵母细胞后，利用

ELISA 检测胞质中 cAMP的含量。由图 4-3-3 可知，与 AMH或 FSH单独处理组相

比，AMH与 FSH联合添加组能显著降低卵母细胞中 cAMP的含量（P<0.05）；而

AMH和 FSH单独添加组中 cAMP的含量与对照组相比差异不显著（P>0.05）。



华中农业大学 2018届硕士研究生学位（毕业）论文

38

Contro
l

AMH
FSH

AMH+F
SH

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

a
ab

b
b

cA
M

P 
Le

ve
l（

pm
ol

/m
L）

图 4-3-3 COC在不同激素处理中的 cAMP含量

标准曲线见图 4-2-4-a，数据以平均值±标准差表示，不同的字母表示数据之间差异显著，P<0.05。

Figure 4-3-3 The cAMP level in COC were treated with different hormones

The standard curve is shown in Figure 4-2-4-a，The data represent mean±SD，different letters denote

statistical difference at a P<0.05.

4.3.4 AMH对 COC中MPF含量的影响

将不同激素处理的 COC培养 16 h后，脱去卵丘颗粒细胞，裂解卵母细胞后，

利用 ELISA 检测胞质中MPF含量。由图 4-3-4可知，AMH处理组中卵母细胞MPF

含量与对照组相比差异不显著（P>0.05）；而 FSH 处理组能显著提高卵母细胞中

MPF的含量（P<0.05）；有趣的是，与 FSH单独处理组相比，AMH与 FSH联合添

加组能显著降低MPF的含量（P<0.05）。提示 AMH 可能降低了 FSH 刺激的MPF

含量。
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图 4-3-4 COC在不同激素处理中的MPF含量

标准曲线见图 4-2-5-a，数据以平均值±标准差表示，不同的字母表示数据之间差异显著，P<0.05。

Figure 4-3-4 The MPF level in COC were treated with different hormones

The standard curve is shown in Figure 4-2-5-a，The data represent mean±SD，different letters denote

statistical difference at a P<0.05.

4.4 AMH对小鼠卵丘扩展的调控作用

4.4.1 AMH对小鼠卵丘扩展指数的影响

将不同处理的 COC 培养 16 h 后，根据卵丘扩展程度可分为 5 个级别（图

4-4-1-A），在倒置显微镜下拍下各组 COC的卵丘扩展状态（图 4-4-4-B）。由图 4-4-1-B

可观察到，FSH 处理组卵丘扩展程度基本达到 3-4级扩展，而 AMH 单独处理组与

对照组卵丘扩展程度没有 FSH处理组充分。根据 Fagbohun和 Downs报道的卵丘扩

展指数的计算方法，结果显示，AMH单独处理组的卵丘扩展指数与对照组差异不显

著（P>0.05）；FSH 单独处理组的卵丘扩展指数显著高于对照组和 AMH 处理组

（P<0.05）；有趣的是，与 FSH单独处理组相比，AMH与 FSH联合添加组能显著

降低卵丘扩展指数（P<0.05）。提示 AMH可能降低了 FSH对卵丘扩展的作用。
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图 4-4-1卵丘扩展级别和卵丘扩展指数

（A）卵丘扩展级别。a：0 级；b：1 级；c：2 级；d：3 级；e：4 级。（B）不同激素处理下

COC卵丘扩展状况。（C）不同处理组的卵丘扩展指数。

Figure 4-4-1 Cumulus expansion levels and Cumulus expansion index

（A）Cumulus expansion levels. a: score 0; b: score 1; c: score 2; d: score 3; e: score 4.（B）Cumulus

expansion of COC was treated by different hormones.（C）Cumulus expansion index.

4.4.2 AMH对卵丘扩展相关因子表达的影响

利用 RT-PCR 方法检测各处理组中卵丘扩展相关因子 Ptgs2、Has2、PTX3 和

Tnfaip6的表达。由图 4-4-2可知，与对照组相比，AMH处理组中 Ptgs2的表达显著

升高（P<0.05），而 Has2、PTX3和 Tnfaip6的表达无显著性差异（P>0.05）；FSH

处理组中 Has2、PTX3和 Tnfaip6的表达均显著高于对照组和 AMH处理组（P<0.05）；

然而，与 FSH单独处理组相比，AMH与 FSH联合添加组能显著降低 Has2、PTX3

和 Tnfaip6的表达（P<0.05）。
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图 4-4-2卵丘扩展相关因子 mRNA水平

卵丘扩展相关因子 Ptgs2（a）、Has2（b）、PTX3（c）及 Tnfaip6（d）mRNA水平。数据以平

均值±标准差表示，不同的字母表示数据之间差异显著，P<0.05。

Figure 4-4-2 cumulus expansion related factor mRNA levels

Cumulus expansion related factor Ptgs2（a）、Has2（b）、PTX3（c）and Tnfaip6（d）mRNA levels.

The data represent mean±SD，different letters denote statistical difference at a P<0.05.

4.5 AMH对雌激素、孕酮及芳香化酶相关基因的调控作用

4.5.1 AMH对雌激素、孕酮的影响

将不同处理的 COC培养 16 h后，收集培养液，利用 ELISA试剂盒检测雌激素

和孕酮的水平。结果显示，AMH 处理组、FSH处理组及 AMH 与 FSH 联合添加组

中雌激素含量和对照组相比差异均不显著（P>0.05）；与对照组相比，FSH 处理组

能显著提高孕酮含量（P<0.05），而 AMH处理对孕酮分布无显著性影响（P>0.05），

有趣的是，AMH能显著抑制 FSH对孕酮的促进作用（P<0.05）（图 4-5-1）。
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图 4-5-1不同激素处理 COC对雌激素（a）和孕酮（b）的影响

数据以平均值±标准差表示，不同的字母表示数据之间差异显著，P<0.05。

Figure 4-5-1 Effects of COC on Estrogen (a) and Progesterone (b) were treated with different

hormones

The data represent mean±SD，different letters denote statistical difference at a P<0.05.

4.5.2 AMH对芳香化酶相关基因表达的影响

利用 RT-PCR 方法检测各处理组中芳香化酶相关基因 CYP19a1、3β-HSD 和

STAR的表达。由图 4-5-2可知，COC中 3β-HSD和 STAR的表达在各处理组中差异

均不显著（P>0.05）；与对照组相比，FSH 处理组能显著提高 CYP19a1 的表达

（P<0.05），而 AMH处理组中 CYP19a1的表达无显著性变化（P>0.05）。

图 4-5-2芳香化酶相关基因 mRNA水平

不同激素处理后 COC中 CYP19a1（a）、3β-HSD（b）及 STAR（c）mRNA水平。数据以平均

值±标准差表示，不同的字母表示数据之间差异显著，P<0.05。

Figure 4-5-2 Aromatase related gene mRNA level

The levels of CYP19a1 (a), 3β-HSD (b) and STAR (c) mRNA in COC were treated with different

hormones. The data represent mean±SD，different letters denote statistical difference at a P<0.05.
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5讨论

AMH 是由雌性哺乳动物产生的一种卵巢内肽，在发育的卵巢卵泡中呈动态表

达。在啮齿动物（Durlinger et al 2002a）、家畜（Rico et al 2011）和女性（Andersen

et al 2010）的腔前卵泡中可检测到 AMH表达，在有腔卵泡中出现峰值，之后随着

卵泡的逐渐增大其表达量呈下降趋势。作为转化生长因子β（TGF β）家族的成员，

AMH通过结合特定的 2型跨膜丝氨酸/苏氨酸激酶受体 AMHR2发挥作用（Baarends

et al 1994）。很多研究发现，AMH可抑制原始卵泡的募集和降低其对促卵泡刺激素

（FSH）的敏感性。近期研究表明，AMH仅在颗粒细胞中表达，在卵母细胞中尚未

检测到，而 AMHR2 在颗粒细胞与卵母细胞中均有表达，提示 AMH 可能通过与

AMHR2结合旁分泌调节卵母细胞的发育（Fanchin et al 2007，Zhang et al 2014）。

然而，AMH 对卵母细胞体外成熟及对卵丘颗粒细胞扩展的调控作用及机制尚不明

晰。本研究以体外培养的裸卵及卵丘卵母细胞复合体为材料通过添加不同浓度

rh-AMH，探究 AMH在卵母细胞成熟及卵丘扩展中的调控作用。

5.1 AMH在卵巢中的表达模式

AMH是卵泡发育的调节因子。研究表明，AMH可以抑制原始卵泡的募集，抑

制有腔卵泡对 FSH的敏感性，防止卵泡过多过快地被消耗（Durlinger et al 1999）。

在小鼠卵巢中，AMH在原始卵泡的颗粒细胞中不表达，从初级卵泡到次级卵泡的颗

粒细胞中均有表达，且随着卵泡的增大 AMH的表达量逐渐增高，但在卵泡继续发

育为有腔卵泡，AMH的表达量呈下降趋势，直至成熟卵泡中检测不到其表达（Juengel

et al 2002，Pask et al 2004）。单春华等人研究发现，小鼠在 4-6 日龄时，卵巢内主

要是初级卵泡，在 6日龄时颗粒细胞由单层增至 2层，9-13日龄时，卵巢内多为次

级卵泡，卵母细胞周围的颗粒细胞增多，在 13日龄时开始出现大小不等的腔前卵泡，

在 17-21日龄时，卵巢内出现有腔卵泡且在 21日龄时明显增多（单春华等 2006）。

通过检测不同日龄小鼠中 AMH 的表达，我们发现，14 日龄小鼠卵巢中 AMH 和

AMHR2 mRNA表达显著高于 7日龄和 21日龄小鼠，原因可能在于 14日龄腔前卵

泡数量多，而腔前卵泡是分泌 AMH的主要来源。与该结果相一致的是 Salmon等人

发现在 6日龄小鼠早期腔前卵泡的颗粒细胞中AMH mRNA水平低于 12日龄小鼠晚

期腔前卵泡中的 AMH mRNA水平，从 22日龄 eCG 引发的小鼠前排卵泡分离的颗
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粒细胞中，AMH mRNA水平低于 6日龄和 12日龄小鼠（Salmon et al 2004）。各日

龄小鼠卵巢中 AMH表达模式的差异表明 AMH参与卵泡发育的调节。

Zhang等人采用 PCR和免疫荧光染色定位法发现 AMH和 AMHR2均在 GV期

和MII期 COC卵丘颗粒细胞中表达，而仅有 AMHR2在 GV期和MII 期卵母细胞中

表达（Zhang et al 2014）。在本研究中，同样也发现 AMH和 AMHR2均可在卵丘卵

母细胞复合体和卵丘颗粒细胞中表达，但仅有 AMHR2在卵母细胞中有表达。此外，

我们还利用WesternBlot 检测了 AMHR2 在不同发育阶段卵母细胞中的表达，发现

GV 期卵母细胞中 AMHR2 表达显著高于 MI 期卵母细胞，随着卵母细胞的发育

AMHR2的表达呈现逐渐下降趋势。此结果提示 AMH一方面可能通过旁分泌作用于

AMHR2而参与调控卵母细胞的体外成熟，另一方面可能通过自分泌作用于 AMHR2

而参与调控卵丘细胞的扩展。

5.2 AMH参与调控卵母细胞的体外成熟

卵母细胞的成熟与雌性动物的繁殖力密切相关，卵母细胞体外成熟培养可以提

供更多的优质胚胎，从而提高动物的繁殖率。卵母细胞的成熟过程受到很多内外因

素的影响，如 FSH、EGF、FGF、LH、类固醇激素、黄体酮、cAMP、MPF及卵母

细胞分泌因子 GDF9、BMP15等相互协调作用。在大鼠卵母细胞体外培养研究中发

现AMH能抑制其GVBD期的发生，但在小鼠实验中并未发现显著性影响，提示AMH

可能是大鼠卵母细胞减数分裂的抑制剂（Takahashi et al 1986）。Zhang等人通过添

加不同浓度 rh-AMH体外培养小鼠 COC，结果表明 AMH对小鼠卵母细胞的成熟率

并无显著性变化（Zhang et al 2014），我们的研究与之相一致的是添加 AMH 后对

COC卵母细胞成熟率也无显著性影响此外，我们还发现 AMH可以抑制 FSH对卵母

细胞体外成熟的促进作用，推测 AMH可能降低了 COC 对 FSH 的敏感性。在本研

究中，我们还检测了 AMH 对脱卵丘颗粒细胞的裸卵（DOs）体外成熟的影响，发

现高浓度 AMH （100 ng/mL）能显著提高裸卵的成熟率，且裸卵成熟率达到 76.8%。

Zhang等人研究发现，AMH浓度为 100 ng/mL时，卵母细胞分泌因子 BMP15

和 GDF9 mRNA表达量最高，且能显著提高小鼠卵母细胞的囊胚率。一旦 AMH被

干扰后 BMP15和 GDF9 mRNA表达量以及囊胚率显著降低（Zhang et al 2014）。我

们在裸卵体外成熟的研究中同样也发现，100 ng/mL rh-AMH 时卵母细胞中 BMP15

显著高于其它组，而 GDF9 在 10 ng/mL rh-AMH 时达到最高水平。在 COC 体外培
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养的结果，BMP15 的表达并不受外源性激素 FSH 和 AMH 的影响，而 GDF9 仅在

AMH 与 FSH 联合添加时才有显著提高的趋势。由此推测，AMH 可能通过提高

BMP15和 GDF9的表达而促进裸卵的成熟，然而这并不是唯一的途径。通过检测激

素处理后卵母细胞中 cAMP 和 MPF 的水平，发现 AMH 能显著抑制裸卵中 cAMP

的表达，且高浓度 AMH能显著提高MPF水平。卵母细胞内高水平 cAMP含量能够

抑制其 GVBD 的发生，卵母细胞胞质的成熟受到阻碍，而 MPF 则促进卵母细胞

GVBD的进程，提高卵母细胞的成熟。减数分裂开始时卵母细胞内 cAMP水平下降，

此时MPF水平逐渐上升，卵母细胞开始恢复减数分裂（Josefsberg et al 2003）。卵

母细胞中 cAMP水平与MPF水平呈负相关趋势，cAMP通过抑制 p34cdc2去磷酸化

及 CyclinB1的合成的途径来抑制MPF活性（Goren and Dekel 1994，Josefsberg et al

2003），卵母细胞减数分裂被抑制。由此推测，AMH主要通过降低卵母细胞胞质内

cAMP表达、MPF水平而促进裸卵的体外成熟。 然而，在卵丘卵母细胞复合体的体

外培养中，卵母细胞 cAMP水平并不受 AMH和 FSH单独添加的影响，但是当 AMH

与 FSH联合添加培养时，cAMP含量却显著下降其原因可能由于 AMH和 FSH发挥

了协同作用。此外，本研究还发现 FSH能显著促进卵母细胞中MPF水平，且 AMH

能抑制 FSH在卵母细胞中MPF水平。值得关注的是，AMH在裸卵和卵丘卵母细胞

复合体中对 cAMP含量和MPF水平的影响截然不同，可能与卵丘颗粒细胞的存在有

关，但具体机制尚待进一步研究。

5.3 AMH对卵丘扩展的调控作用

卵丘扩展是卵巢正常排卵和繁殖的先决条件。在动物体内，卵丘扩展发生在排

卵前卵泡（Eppig et al 1979），而在体外培养中，卵丘扩展发生在卵母细胞减数分裂

过程中（Salustri et al 1989）。在体外培养实验中，通常利用 FSH避免卵丘颗粒细胞

中缺乏黄体生成素（LH）受体而导致 LH不能发挥其功能，从而以 FSH来促进 COC

的卵丘扩展（Eppig et al 2015）。我们的研究发现在 COC中单独添加 FSH使卵丘颗

粒细胞得以充分的扩展，而 AMH单独添加组的卵丘扩展程度与对照组差异不显著，

但 AMH能显著降低 FSH对卵丘扩展的促进作用。卵丘颗粒细胞的扩展是基于细胞

外间隙糖胺聚糖大量合成透明质酸（HA），它起着卵丘扩展和调节卵母细胞成熟的

结构成分的作用（Eppig et al 1979，Salustri et al 1989，Chen et al 1990）。FSH可以

刺激 HA的合成，从而促进卵丘颗粒细胞的膨胀（Eppig et al 1980，Chen et al 1992）。
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COC中 Has2 是生成 HA 所需的关键酶，我们的研究发现 FSH 能显著提高 COC 中

Has2表达，与此同时，FSH还可以促进卵丘扩展相关因子 PTX3和 Tnfaip6的表达。

有研究表明 FSH 能激活卵丘颗粒细胞中MAPK3 / 1和MAPK14激酶信号通路，从

而增加卵丘颗粒细胞中卵丘扩展相关因子 Has2、Ptgs2、PTX3和 Tnfaip6 mRNA表

达，使卵丘细胞得以充分扩展（Su et al 2002，Ochsner et al 2003）。我们发现 AMH

能显著抑制 FSH对卵丘扩展相关因子 Has2、PTX3和 Tnfaip6 mRNA表达的促进作

用，但 AMH对卵丘扩展并没有显著性影响。表明 AMH能抑制 FSH对卵丘扩展的

促进作用，提示 AMH可能通过降低 FSH刺激的卵丘扩展相关因子表达的途径来抑

制卵丘扩展。

5.4 AMH对 COC中雌激素、孕酮分泌的影响

在颗粒细胞体外培养实验中发现，AMH对颗粒细胞分泌的雌激素及芳香化酶没

有显著性影响，但 AMH能抑制 FSH诱导的雌激素含量和芳香化酶水平（Chang et al

2013）。我们在 COC体外培养实验中发现，FSH能上调芳香化酶基因 CYP19A1的

表达，但是并没有影响雌激素的分泌；而 AMH 对雌激素水平及芳香化酶相关基因

的表达没有显著影响与之相反的是，我们猜测这可能与卵母细胞的存在有关，因为

卵母细胞在发育成熟的过程中并不是处于被动的状态，它可以通过分泌卵母细胞分

泌因子如 BMP15和 GDF9来调节卵丘细胞的功能（Erickson et al 2000，Moore et al

2005）。我们的研究还发现，FSH能上调 COC中孕酮的分泌量，而 AMH能抑制此

作用。卵母细胞在排卵前，卵泡中雌激素含量迅速降低，孕酮含量升高，而此时卵

母细胞恢复减数分裂并发育到MII 期，表明孕酮对卵母细胞的成熟可能有促进作用

（Fair and Lonergan 2012），提示 AMH 可能通过抑制 FSH 刺激的孕酮含量的途径

来抑制 COC的成熟。
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6 小结

6.1 全文结论

1. AMH 和 AMHR2 在 14日龄小鼠卵巢中的表达量最高；AMHR2在卵母细胞

GV、GVBD、MI和MII 中均有表达，且随着卵母细胞的发育其表达量有下降的趋

势。

2. 高浓度 AMH 能显著提高裸卵成熟率，且主要通过上调 BMP15 表达、降低

胞质内 cAMP水平、提高MPF含量来实现。

3. AMH对 COC卵母细胞成熟率无显著性影响，但能显著抑制 FSH 对 COC体

外成熟的促进作用。

4. AMH对卵丘扩展无显著性影响，但可显著抑制 FSH促 COC卵丘扩展及卵丘

扩展相关因子的表达。

6.2 研究特色与创新

1．分别从裸卵和 COC两个层面探讨了 AMH对卵母细胞成熟率的影响。

2．首次探讨了 AMH对 COC卵丘扩展的影响。

6.3 进一步研究进展

1．本研究虽初步证实了 AMH能促进小鼠裸卵成熟，但未能通过体外受精进一

步考察其对早期胚胎发育的影响。

2．本研究发现 AMH能抑制 FSH促 COC成熟和卵丘扩展的作用，但具体调控

机制尚待阐明。
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