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青春期母鼠抗缪勒管激素暴露对其卵泡发育与生育功能的影响
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[摘　要]	 目的：探讨青春期抗缪勒管激素(anti-Müllerian hormone，AMH)暴露对小鼠成年后生育能力的影

响。方法：将4周龄雌性CD-1小鼠分为对照组与AMH暴露组。AMH暴露组小鼠每周腹腔注射2次

外源性AMH(0.125 mg/kg)，连续4周。对照组小鼠腹腔注射同体积的生理盐水，给药频率同AMH

组。通过组织学观察评价青春期AMH暴露对小鼠卵泡发育的影响。通过免疫荧光实验检测AMH对

小鼠卵巢细胞增殖的影响。随后将雌性小鼠与雄性小鼠交配，记录交配后50 d内产仔率、产仔数

以及产仔时间。结果：与对照组比较，AMH暴露组小鼠在动情前期中卵巢内窦前卵泡增多，早期

窦卵泡和窦卵泡数量明显减少；在动情期中卵巢内卵母细胞和黄体数量明显减少。免疫荧光结果

显示：与对照组比较，AMH暴露组小鼠卵泡中增殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen，

PCNA)阳性细胞数比例明显下降。与雄性小鼠交配后，与对照组比较，AMH暴露组小鼠产仔率、

产仔数以及产仔时间均明显下降。结论：青春期AMH暴露可显著降低小鼠成年后生殖能力。
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Abstract Objective: To investigate the effects of puberty anti-Müllerian hormone (AMH) exposure on the fertility of 

adult mice. Methods: Four-week-old female CD-1 mice were divided into a control group and an AMH exposed 

group. Mice in the AMH exposure group were intraperitoneally injected with exogenous AMH (0.125 mg/kg) 

twice a week for 4 weeks. Mice in the control group were intraperitoneally injected with the same volume normal 

saline and were given with the same frequency as AMH group. The effects of AMH exposure during puberty on 

follicular development in mice were examined by histological staining. The effects of AMH on the proliferation 

of mouse ovarian cells were examined by immunofluorescence assay. Female mice were then mated with fertile 

male mice, and the litter rate, litter size and litter time within 50 days were recorded. Results: Compared with 
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抗缪勒管激素(anti-Müllerian hormone，AMH)
是一种性腺激素，属于转化生长因子β(transforming 
growth factor β，TGF-β)超家族成员，是神经细胞、

子宫和胎盘的旁分泌调节因子[1]。在生殖系统中，

A MH是一种由睾丸未成熟的Ser tol i细胞以及卵巢

窦前卵泡和小窦卵泡的颗粒细胞分泌的糖蛋白[2]。

女 性 卵 巢 内 的 小 窦 卵 泡 数 量 越 多 ， A M H 的 浓 度

越高；当卵泡随着年龄及各种因素逐渐消耗时，

A M H 浓 度 会 逐 渐 降 低 ； 当 女 性 接 近 绝 经 期 时 ，

AMH浓度渐趋于零[3]。

AMH作为与一种女性生殖功能相关的激素，

可用于卵巢功能的评估、卵巢早衰、卵巢颗粒细

胞肿瘤以及某些自身免疫性疾病等的诊治[4]。目前

研究 [5]表明：过低的A MH浓度与女性不孕具有相

关性。而青春期过度的AMH接触对女性成年后生

育能力的影响的相关研究尚少。本研究建立CD -1
雌性小鼠模型，旨在探讨青春期AMH暴露对雌性

小鼠成年后卵泡生长成熟、卵巢细胞增殖以及生

育能力的影响。

1  材料与方法

1.1  实验动物

6 0 只 4 周 龄 雌 性 C D - 1 小 鼠 和 2 0 只 成 年 雄 性

CD -1小鼠购自武汉大学实验动物中心[SCX K(鄂) 
2 0 1 4 - 0 0 0 4 ]。实验动物均饲养在河南利欣制药股

份有限公司实验动物公共中心SPF级动物房[SYXK 
(豫)2017-0007]中，温度设定为(23±1) ℃，昼夜

循环12 h，动物可自由进食进水。60只4周龄雌性

CD-1小鼠被随机分为对照组与AMH暴露组，每组

30只小鼠。AMH暴露组小鼠每周腹腔注射2次外源

性A MH(0.125 mg/kg )，连续4周。对照组小鼠腹

腔注射同体积的生理盐水，注射频率同AMH组。

本 研 究 经 恩 施 州 中 心 医 院 动 物 伦 理 委 员 会 审 批

(2018090300423)。

1.2  卵巢组织获取

给药结束后，用巴氏涂片染色检测小鼠动情

周期，在小鼠动情前期(在给药处理结束后12 d)和

动情期(给药处理结束后15 d)，每组分别随机抽取

1 0只小鼠，并对小鼠进行麻醉，快速移除卵巢。

卵巢组织采用石蜡包埋后，制作6 μm厚度的石蜡

切片。其中动情前期的卵巢切片用于研究卵泡生

长；动情期的卵巢切片用于研究排卵。

卵泡形态学观察：取卵巢组织切片，固定在

Bouin氏液中，在显微镜(BX53型，Olympus，日本) 
下(×200)观察，每个切片任取5个视野拍照，利用

Image J软件进行卵泡和黄体计数。

1.3  免疫荧光

将小鼠动情前期的卵巢切片置于载玻片上，

滴加柠檬酸缓冲液(pH 6.0，10 mmol/L)，放入微

波炉中加热3次，每次加热5 min，然后置于5%山

羊血清(美国Sigma-Aldrich公司)后封闭30 min后，

用1:200稀释比例的增殖细胞核抗原( prol i ferat ing 
cell nuclear antigen，PCNA)抗体(美国Abcam公司) 
在 4  ℃孵育过夜。以 P B S 冲洗后，切片在室温下

用1 : 4 0 0稀释的A l e x a  F l u o r  4 8 8标记的二抗( 美国

Inv itrogen公司)孵育2 h。用1:200稀释的DAPI(上

海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ) 染 核 后 在 共 聚 焦 显

微镜(TCS SP8 MP型，德国Leica公司)下观察，每

个切片任取5 个视野拍照，利用 Im a g e  J 软件统计  
分析。通过免疫荧光方法检测动情前期卵巢的卵

泡中PCNA阳性细胞数，评估青春期AMH暴露对小

鼠卵巢细胞增殖的影响。

1.4  交配实验

剩余每组10只CD -1雌性小鼠在动情期分别与

成年雄性CD-1小鼠交配，每只雌性小鼠仅与1只雄

性小鼠同笼7 d，进行交配。小鼠交配后，每天进

行分娩检查(产仔或产后出血)，记录产仔率、产仔

the control group, the number of preantral follicles in the AMH exposed group were increased, while the number 

of early antral follicles and antral follicles at preoestrus were decreased significantly; the number of oocytes 

and corpus luteum at oestrus were decreased significantly. Immunofluorescence results showed that, compare 

with the control group, the proportion of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) positive cells of mouse 

follicles in AMH exposed group was significantly decreased. After mating with male mice, compared with the 

control group, the litter yield, litter size and litter time in the AMH exposed group were significantly reduced.  

Conclusion: Adolescent AMH exposure can significantly reduce the reproductive capacity of adult.

Keywords anti-Müllerian hormone; follicular development; proliferating cell nuclear antigen; reproductive capacity
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数量以及交配后产仔时间，用于评估小鼠的生殖

能力。

1.5  统计学处理

采用SPSS 19.0统计软件进行数据分析，本实验

数据均用均数±标准差(x±s)表示，两组之间比较采

用独立样本t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  青春期 AMH 暴露对小鼠卵巢卵泡生长的影响

对 不 同 成 熟 阶 段 的 卵 泡 进 行 计 数 ， 结 果 显

示：与对照组相比，AMH暴露组小鼠窦前卵泡显

著增多(P<0.001)，而早期窦卵泡(P<0.05)和窦卵

泡(P<0.001)均减少(图1)。提示青春期AMH暴露可

抑制小鼠卵巢滤泡生长。

2.2  青春期 AMH 暴露对小鼠卵巢细胞增殖的影响

在对照组动情前期小鼠卵巢组织中，窦前卵

泡和早期窦卵泡颗粒细胞中PCNA阳性细胞(绿色

染色 ) 数量都较高；与对照组相比， A M H 暴露组

动情前期小鼠卵泡中 P C N A 阳性细胞数显著减少

(P<0.001，图2)。提示A MH暴露可显著降低小鼠

卵巢细胞增殖能力。

图1 青春期AMH暴露对小鼠卵巢滤泡生长和成熟的影响

Figure 1 Effects of AMH exposure during puberty on the growth and maturation of ovarian follicles in mice

(A)卵巢组织卵泡发育的代表性图像(三角形：窦前卵泡；箭头：早期窦卵泡；星号：窦卵泡；比例尺=50 µm)；(B)不同发

育阶段的卵泡的统计结果。与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001；n=10。

(A) Representative images of follicular development in ovarian tissues (triangle: preantral follicles; arrows: early antral follicles; asterisks: 

antral follicles; scale bar =50 µm); (B) Statistical results of follicular classification. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs the control group; n=10.
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2.3  青春期 AMH 暴露对小鼠排卵能力的影响

对动情期小鼠卵巢组织的观察结果示：AMH
暴露组小鼠与对照组相比成熟的卵母细胞数量显

著减少(图3A，P<0.001)。采用Image J软件统计卵

巢中黄体数目的结果(图3B)显示：与对照组相比，

A MH暴露组小鼠的黄体数量明显减少(P<0.01)，

且含有卵母细胞的窦卵泡体积变大。提示青春期

AMH暴露可显著降低小鼠排卵能力。

2.4  青春期 AMH 暴露对小鼠生殖能力的影响

为 研 究 青 春 期 A M H 暴 露 对 小 鼠 生 殖 能 力 的

影 响 ， 我 们 将 A M H 暴 露 组 小 鼠 和 对 照 组 小 鼠 分

别 与 成 年 雄 性 C D - 1 小 鼠 交 配 ， 随 后 统 计 了 对 照

组 与 A M H 暴 露 组 小 鼠 交 配 后 5 0  d 内 产 仔 率 、 产

仔 数 量 以 及 交 配 后 产 仔 时 间 ， 结 果 显 示 ： 与 对

照组相比， A M H 暴露组与雄性 C D - 1 配对后 5 0  d
内产仔率率显著下降 ( P < 0 . 0 0 1 ，图 4 A ) ，且每次

产仔数量也显著下降 ( P < 0 . 0 0 1 ，图 4 B) 。同时，

A M H组小鼠交配后产仔时间显著降低( P < 0 . 0 5，  
图4 C)。提示青春期A M H暴露可显著降低小鼠生

殖能力。

图2 青春期AMH暴露对小鼠卵巢细胞增殖的影响

Figure 2 Effects of adolescent AMH exposure on the proliferation of ovarian cells in mice

(A)PCNA免疫荧光图像(×100)；(B)PCNA阳性细胞数的统计结果。与对照组比较，***P<0.001；n=10。

(A) PCNA immunofluorescence images (×100); (B) Statistical results of PCNA positive cell count. ***P<0.001 vs the control group; n=10.
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图3 青春期AMH暴露对小鼠排卵能力的影响

Figure 3 Effects of AMH exposure during puberty on ovulation ability in mice

(A)卵巢内卵母细胞数的统计结果。(B)黄体染色的组织学结果(星号：黄体；箭头：窦卵泡；比例尺=50 µm)。与对照组比

较，***P<0.001；n=10。

(A) Statistical results of oocyte in mouse ovary; (B) Histological results of luteal staining (asterisks: corpora lutea; arrows: antral follicles; 

scale bar =50 µm). ***P<0.001 vs the control group, n=10.
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3  讨论

A M H 是 一 种 两 性 双 态 性 腺 激 素 [ 6 ] ， 可 在 一

些成熟神经元、子宫、胎盘在内的多种非绒毡层

细胞合成 [6-7]。目前研究 [8]表明：在成年女性中，

AMH的内分泌和旁分泌都与生殖有关。AMH在月

经周期中波动幅度并不明显，但会在妊娠中期和

晚期急剧下降，并随着年龄的增长而长期下降[3]。

与此同时，发育过程中的卵泡中的AMH含量也会

下降 [ 9 - 1 0 ]。以上结果提示A M H与女性生殖能力具

有重要相关性，但青春期AMH含量的波动对成年

女性生殖能力的影响却没有报道。本研究首先用

AMH处理青春期CD-1雌鼠，并研究对其成年后生

殖能力的影响，结果显示：在青春期AMH处理小

鼠的动情前期的卵巢中成熟的卵泡更少，在这些

卵巢中，窦卵泡和早期窦卵泡明显减少，表明成

年后小鼠卵泡成熟受到阻碍。随后的免疫荧光结

果显示：AMH暴露组小鼠PCNA的阳性细胞数显著

下降，进一步证明了青春期AMH暴露可抑制小鼠

成年后卵泡细胞增殖。

AMH可延缓小鼠衰老，调节卵泡刺激素对颗

粒细胞的影响 [11]。然而在乳腺、子宫和胎盘中存

在AMH特异性受体(AMHR2)[12]，提示AMH的生理

作用可能会扩展到其他生殖器官，进而影响小鼠

的生育能力。本研究发现青春期AMH暴露可导致

小鼠动情期的卵母细胞及黄体数目下降，说明青

春期AMH暴露可显著抑制小鼠排卵能力。为进一

步评价青春期AMH暴露对雌性小鼠生育能力的影

响，本研究将青春期AMH暴露的雌性小鼠与雄性

小鼠进行交配，统计产仔率、产仔数量以及产仔

时间来评估小鼠的生殖能力，结果显示：青春期

AMH暴露可显著降低小鼠配对后产仔率和产仔时

间，且每次产仔数目也显著下降。产仔的调控是

一个复杂的过程，从理论上讲，产仔数是由多种

因素决定的，包括排卵的数量、着床的速度，以

及胚胎或胎儿阶段对胚胎的吸收 [13]。本研究结果

表明：青春期AMH暴露可降低生殖功能，但青春

期AMH暴露对成年期小鼠AMH的表达量以及AMH
在这些过程中到底扮演怎样的角色，仍然需要进

一步研究。

综上，青春期AMH暴露可抑制卵泡发育，降

低小鼠生殖能力；此外，对于具有其他疾病的青

春期女孩应尽量减少AMH类药品暴露。
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