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抗苗勒管激素及卵丘细胞端粒长度与卵母细胞成熟度 

的相关研究 

王兴玲，蔡鹏飞，张文娟，肖雅琳 

(郑州大学第三附属医院生殖中心，郑州 450052) 

【摘 要】目的：探讨体外受精一胚胎移植(in vitro fertilization—embryo transfer，IVF—ET)中卵泡液内抗苗勒管激素(anti—mullerian 

hormone．AMH)水平及对应的卵丘细胞端粒长度与卵母细胞成熟度的关系。方法：收集52例行ⅣF—ET患者卵泡液及卵丘细 

胞，依据每位患者卵母细胞成熟度，将成熟卵泡液、未成熟卵泡液分别混合标记为成熟的卵泡液组(follicular fluids of mature 

oocyte，FFM n)、未成熟的卵泡液组(follicular fluids of immature oocyte，FFMI)。从卵母细胞周围机械剥离的部分卵丘颗粒细胞 

同样依据卵母细胞成熟度分组，标记为成熟卵母细胞的颗粒细胞组 cumulus cells of mature oocyte，CCMⅡ)、未成熟卵母细胞的 

颗粒细胞组 cumulus cells of immature oocyte stage。CCMI)。应用酶联免疫法(enzyme—linked immunosorbent assay．ELISA)检测卵 

泡液中AMH，实时定量PCR测定卵丘细胞端粒长度。结果：未成熟卵泡液组中AMH水平高于成熟组[(6．02±1．34)VS．(5．66-I- 

1．42)】，差异未达到统计学意义( 0．13)；未成熟组卵丘细胞端粒长度较成熟组的短[(3．50±1．o8)VS．(4．40±1．24)】，差异有统计 

学意义(e=-0．000)。结论：未成熟的卵泡液组中AMH水平高于成熟组，卵泡液中AMH可能与卵母细胞成熟度有关，卵丘细胞端 

粒长度可以反映卵母细胞成熟度。 
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Relationship between anti-mullerian hormone in follicular fluid and telomere 

Iength in cumulus cells with oocytes at different mature stages 

Wang Xingling，Cai Pengfei，Zhang We Uan，Xiao Yalin 

(Reproductive Center，the Affiliated Hospital ofZhengzhou University) 

【Abstract]Objective：To investigate the association between anti-mullerian hormone(AMH)levels in the follicular fluid and corre— 

sponding cumulus cell telomere length as well as oocyte maturity in vitro fertilization-embryo transfer(IVF—ET)．Methods：Follicular 

fluids and cumulus granular cells were obtained from 52 patients during IVF cycles．On the basis of oocyte maturation of each patient， 

the immature follicle fluid，mature follicle fluid were respectively mixed and marked as mature follicle fluid group(FFMⅡ)and imma— 

ture follicular fluid(FFMI)group．Cumulus granular cells(CCs)were manually separated from the oocyte-cumulus complex under 

microscope．All the CCs sample were divided into two groups：granulosa cells of mature ooeytes(CCMⅡ)，granular cell of immature 

ooeytes group(CCMI)based on the maturation of oocyte in every patient．Follicular fluids AMH basal levels were evaluated by ELISA， 

DNA was extracted from cumulus cells and assessed for telomere length by real-time quantitative PCR．Results：AMH concentrations 

in the FFMI group were higher than those in FFM II group，but without statistical significances[(6．02~1．34)VS．(5．66±1．42)，P= 

0．131．The telomere length was significantly shorter in CCMI group than in CCM II group．with significant differences between the two 

groups[(3．50±1．08)vs．(4．40±1．24)，P=0．ooo]．Conclusion：AMH in follicularfluid may reflect the degree of oocyte maturation；the 

telomere length could be used as a diagnostic criterion for oocyte maturation． 
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优质成熟的卵母细胞是体外受精一胚胎移植(in 

vitro fertilization—embryo transfer，IVF—ET)成功的关 

键因素之一，目前临床上主要应用显微镜下形态学 

分级来评估卵母细胞成熟度。在IVF过程中卵丘一 

卵母细胞复合物(cumulus—oocyte complexes。COCs) 

内的卵丘颗粒细胞不能全部剥离，卵母细胞未能完 

全暴露，使得不同的观测者对其评估存在主观性， 

导致无法准确筛选出优质的卵母细胞。与卵母细胞成 

熟度相关的生化指标较形态学能更准确、客观地反 

映卵母细胞质量。卵泡液是 COCs生长发育的微环 

境 ，卵泡液内的细胞因子能调控卵母细胞的发育和 

成熟；抗苗勒管激素(anti-mullerian hormone，AMH)是 

转化生长因子一B超家族成员，能调控卵子的生长和 

发育。以前的研究[1-2】主要关注单个优势卵泡内AMH 

对卵母细胞成熟及卵母细胞发育潜能的影响，结论 

相互矛盾存在争议。这可能是仅针对单个卵泡，不 

能全面反映促排卵中卵泡的整体状况。若以卵巢中 

卵泡池内AMH水平为研究对象，探究其与卵母细 

胞成熟的关联．将比单个卵泡更能准确全面地反映 

AMH与卵母细胞质量的关系。 

卵母细胞与卵丘颗粒细胞紧密相连、相互支持。 

形成了COCs。细胞间存在缝隙连接，同时卵母细胞 

通过旁分泌一自分泌方式调控其自身及卵丘细胞的 

生长，经细胞间双向调节轴来维持卵母细胞和卵丘 

细胞同步发育。一些学者【3卅对颗粒细胞与卵母细胞 

发育潜力及胚胎质量关系进行了广泛研究．结果提 

示颗粒细胞凋亡的程度与卵母细胞的成熟及胚胎 

质量有相关性。未成熟卵泡内颗粒细胞呈现高凋亡 

率。颗粒细胞内端粒酶与端粒共同控制细胞的衰 

老、凋亡，随着细胞的分裂，端粒不断缩短；当端粒 

缩短至其阈值时，出现细胞凋亡。目前，国内外关于 

卵丘颗粒细胞端粒与卵母细胞成熟度之间关系鲜 

有报道。本文通过对卵泡液中AMH及细胞端粒的 

研究，探讨能否以AMH及端粒作为评估卵母细胞 

成熟度的生物指标，从而为临床治疗提供理论基础 

及实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 研究对象 

收集 2014年 2月至 2014年 l2月期间在郑州大学第 

三附属医院因输卵管因素接受 IVF—ET治疗的患者，纳入标 

准：①符合输卵管性不孕的诊断；②男方精液正常；③既往月 

经规律；④近3个月内未服用激素类药物。排除标准：①排卵 

障碍性疾病(多囊卵巢综合征、高泌乳素血症等)；②子宫内 

膜异常(子宫内膜异位症、黏膜下子宫肌瘤等)；③有卵巢手 

术史。本实验获得郑州大学第三附属医院伦理委员会批准， 

患者签署知情同意书。 

1．2 方法 

1．2．1 促排卵方案 采用黄体期短效长方案促排卵治疗，黄 

体中期开始注射短效达菲林进行降调节。降调达标后开始每 

日注射促性腺激素(gonadotropin，Gn)，启动剂量为 150～300 

IU／d：根据患者卵泡发育情况适时调整药物剂量，当达到至 

少有3个优势卵泡发育至直径为 18—20 mm，肌肉注射重组人 

绒毛膜健性腺激素(rhCG，默克雪兰诺公司 )250 mg，34～36 h 

后 B超引导下经阴道穿刺取卵。 

1．2．2 标本的采集与保存 经阴道超声引导下穿刺取卵抽 

吸每份卵泡液，一对一收集卵泡液及 COCs；若未找到卵母细 

胞则将该卵泡的卵泡液丢弃。根据卵母细胞成熟度，将相同 

成熟度卵母细胞对应的卵泡液混合，对应卵泡液分为 2组： 

成熟卵母细胞的卵泡液组(follicular fluids of mature oocyte， 

FFMⅡ)、未成熟卵母细胞的卵泡液组(follicular fluids of im— 

mature oocyte，FFMI)；采用机械法剥除每个卵母细胞周围的 

部分卵丘颗粒细胞，将相同成熟度卵母细胞的颗粒细胞混 

合，对应的卵丘颗粒细胞分为 2组：成熟卵母细胞的颗粒细 

胞组(cumulus cells of mature oocyte，CCM 1I)、未成熟卵母细 

胞的颗粒细胞组 cumulus ceils of immature ooeyte，CCMI)。将 

获得卵泡液立即 3 000 r／min，离心 15 rain，取上清液储存至 

EP管内．8O octgg；将所获得的颗粒细胞收集到EP管内—80 qc 

保存。卵母细胞成熟度分级：(1)MII期形态表现：卵丘松散， 

可见透明带和第一极体，放射冠呈放射状排列；(2)M I期表 

现 ：卵丘紧密 ，透明带不清楚，第一极体 尚未排出，放射冠不 

同程度分散。 

1．2．3 测定卵泡液 AMH水平和颗粒细胞端粒长度 采用 

ELISA法测定 AMH，步骤如下：①待测样品加至微孔中、室 

温下振荡孵育90 min，孵育完后、自动洗板5次；②每孔加入 

lOO l抗 AMH抗体一生物素结合物、室温下振荡孵育30 rain， 

孵育完成后、洗板5次：③每孔加入 100 txl的AMH链霉亲 

和素一酶结合物、室温下振荡孵育30 min，孵育完成后、洗板 

5次；④每孔加入 100 l显色液、室温下振荡孵育 10 min，每孔 

加入 100 trl终止液、10 rain内用酶标仪450 llm波长读数， 

记录吸光度(absorbance，A)值。每个样品均做 2个平行样 ，取 

其平均值为该样的A值。运用qRT—PCR检测端粒长度，步 

骤如下：@DNA提取取 100 l卵丘细胞到1．5 ml的EP管中， 

加入 20 l蛋白酶 K、180 l的GA，混匀后 56℃水浴 30 min； 

加入 200 Ixl的 GB，混匀后 70℃水浴 10 min；加入 200 Ixl的 

乙醇．混匀后将溶液全部转入吸附柱CR2中、13 400 r／min离 

心30 S；向CR2中加入500 l的GD、13 400 r／min离心30 S； 

向CR2中加入 600 l的 PW、13 400 r／min离心 30 S，重复 1 
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次；将CR2转入 1个干净EP管中、滴加4O l的TB，13 400 

r／min离心 2 min、收集 EP管中溶液，一2O℃保存颗粒细胞 

DNA。②引物的设计、合成 引物设计参照文献，由上海生工 

生物工程有限公司合成，PCR反应引物序列见表 1。(~qRT— 

PCR由北京康为世纪公司提供试剂盒，PCR仪为ABI7500。 

反应体系：上、下游引物 1 Ix]、UhraSYBR Mixture 10 Ixl、模板 

DNA 2 l、ddH20 6 Ixl，反应体系 20 l。反应条件：反应体系 

于95℃预变陛10min后．按程序95℃变性 15 s，60℃退火和 

延伸 1 min，扩增 40个循环。 

1．3 统计学分析 

采用 SPSS 19．0软件进行统计学分析，数据以均数 ±标 

准差(x±s)表示，定量资料 2组间比较采用t检验和Levene’S 

方差齐性检验。检验水准 =0．05。 

2 结 果 

共纳入 52例输卵管性不孕患者 。患者平均年龄 25～41 

(35_3±2．8)岁。收集该52例患者对应的成熟卵泡液、未成熟 

卵泡液；及成熟、未成熟卵泡中的颗粒细胞团。样本量均为 

52份。 

比较不同成熟度卵母细胞对应的卵泡液内AMH水平， 

FFMI组的较 FFM 11组高(6．02±1．34 V8．5．66±1．42)，差异 

无统计学意义(P>0．05)(表 2)。 

表 2 比较成熟组卵泡液、未成熟组卵泡液的AMH( ± pg／m1) 

Tab．2 Follicular fluid AMH concentration between mature follicle 

group and immature follicle group( ±S pg／m1) 

比较不同成熟度卵母细胞对应 的颗粒细胞相对端粒长 

度 ，CCM 11组端粒较 CCMI组长(4．40±1．24 VS．3．50±1．08)， 

差异有统计学意义(P<0．01)(表 3)。 

表 3 比较成熟、未成熟组卵母细胞周围颗粒细胞端粒长度(i 4-S) 

Tab．3 Telomere length in cumulus cells around mature and 

immature ooc~es(x± ) 

3 讨 论 

3．1 卵泡液 AMH和卵母细胞成熟度的相关研究 

AMH由卵巢颗粒细胞产生。可调控卵泡的起始 

募集与周期募集；在<4 mm卵泡中表达最强，随卵 

泡发育 AMH表达逐渐减弱．当卵泡达 8ram时卵泡 

液中AMH骤降，促进优势卵泡最终成熟嘲。卵泡液 

为卵母细胞发育提供微环境 ，卵泡液中 AMH在卵 

泡发育、成熟过程中处于动态变化。研究表明卵泡 

液中AMH与卵母细胞受精率、优质胚胎率之间存 

在相关性，受精卵、优质胚胎对应卵泡液中AMH浓 

度较低。Desforgesm和姜宇等人f6】研究结果显示卵泡 

液中高水平 AMH阻碍卵子成熟，抑制卵母细胞的 

生殖潜力。然而赵海波研究网发现成熟卵母细胞的 

卵泡液 AMH水平明显高于未成熟者，卵泡液中高 

浓度的AMH有利于卵子成熟、受精及优胚的形成。 

以上实验都是研究单个卵泡的AMH．未能反应卵巢 

中卵泡池的总体状况。本实验显示未成熟卵泡池中 

AMH水平高于成熟卵泡池 ．但未达到统计学差异 

(P=-O．130)。研究结果无统计学意义可能是因为收集 

的样本量较小，未能全面反映未成熟、成熟卵泡的 

总体的情况；另外本研究比较的是成熟、未成熟卵 

泡池中AMH不是对单一的卵泡进行比较．卵泡池中 

AMH水平比较均衡波动范围较小。下一步需扩大 

样本量 ，进一步明确二者间的关系。本研究比较未 

成熟卵泡池与成熟卵泡池中AMH水平，更能真实、 

全面地反应卵巢内AMH对卵母细胞发育、成熟的影 

响。胡蓉等研究[SIAMH作用机制发现卵泡液中AMH 

可与颗粒细胞AMHR II受体结合、形成复合物。影响 

细胞核基因表达：可抑制干细胞生长因子促进卵子 

生长的作用。此外 AMH可以降低卵丘颗粒细胞中 

芳香酶1)450的表达，抑制雄激素向雌激素转化：导 

致卵泡雄激素蓄积、雌激素缺乏。阻碍卵母细胞成 

熟。AMH是卵泡成熟的负向调控因子。卵泡液AMH 

水平可间接反应卵母细胞成熟度。 



一 242 一  重庆医科大学学报2016年第41卷第 3期 (Journal of Chongqing Medical University 2016．Vo1．41 No．3) 

3．2 卵丘细胞端粒长度与卵母细胞成熟度的相关 

研究 

COCs中细胞间的缝隙连接及卵母细胞的自分 

泌一旁分泌．使卵母细胞、卵丘细胞同步发育。有研 

究发现[31牛的颗粒细胞的凋亡程度可影响卵母细胞 

的发育潜力 ，二者呈现负相关 ；端粒和端粒酶可调 

控颗粒细胞增殖与凋亡的动态平衡。端粒随细胞分 

裂不断缩短．端粒酶可催化DNA的合成．抑制端粒 

缩短，延长细胞的寿命，抑制凋亡 。追踪端粒酶缺 

陷型小鼠繁殖进程发现：端粒长度缩短损害生育能 

力[10]。Keefe等【l】研究ICSI中端粒与胚胎关系表明： 

卵子端粒长度与胚胎质量正相关，与胚胎胞质碎片 

率呈负相关。在本研究中发现成熟卵母细胞周围卵 

丘细胞端粒长度明显较未成熟卵母细胞的长．差异 

有统计学意义。一些环境或遗传因素可影响端粒酶 

活性，细胞分裂次数增加及氧化应激，导致端粒缩 

短、加速凋亡进程。异常的凋亡信息可经过细胞间 

缝隙连接，直接由颗粒细胞传递至卵母细胞；阻碍 

卵母细胞发育成熟及抑制其生殖潜力。Cheng等【-21 

研究发现 ：颗粒细胞端粒长度可影响相应胚胎质 

量，端粒较长的卵母细胞发育潜力更强；颗粒细胞 

大量凋亡，可严重影响卵母细胞的成熟[ 31；Endo争 41 

体外培养牛的未成熟 COCs，添加雌激素可显著延 

长未成熟颗粒细胞端粒长度、增加卵母细胞线粒体 

DNA的拷贝数，促进卵母细胞的成熟。卵丘细胞在 

结构及功能上支持卵母细胞发育成熟，其端粒可调 

控细胞衰老与凋亡，卵丘细胞端粒长度是反应卵母 

细胞成熟的一个 良好指标。 

综上所述，卵丘细胞及卵泡液构成了卵母细胞 

生长的微环境。二者在结构及功能上与卵母细胞息 

息相关。未成熟卵泡池中高水平AMH可抑制E2的 

合成，阻碍了卵泡的最终成熟；未成熟卵母细胞周 

围颗粒细胞中端粒酶未能修复缩短的端粒，加速了 

颗粒细胞的衰老凋亡导致未能形成适宜的微环境． 

不利于卵母细胞的成熟。AMH和颗粒细胞的端粒 

在一定程度上可以反映卵母细胞的成熟情况，但因 

本研究样本量较少准确性欠佳。下一步应加大样本 

量，尝试找到能够区别卵母细胞成熟度的阈值；加深 

对卵泡液 AMH及颗粒细胞与卵母细胞间关系研 

究，真正了解深层次的作用机制，从而为优质卵母 

细胞筛选及未成熟卵的体外培养提供新的方法。 
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