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摘　要　目的　探讨 ＡＭＨ对于乳腺癌化疗后卵巢储备功能损伤的评估价值。方法　检测不同年龄段正常雌性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ

小鼠血清 ＡＭＨ水平，并计数不同年龄段小鼠卵巢原始卵泡及生长卵泡的数量。构建乳腺癌荷瘤小鼠模型，于 ２７只 ６周龄

ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠皮下成瘤，随机分为 ３组，即对照组、ＣＴＸ１００ｍｇ／ｋｇ组、ＣＴＸ２００ｍｇ／ｋｇ组。分别在干预前和干预后 １、３周检测血清

ＡＭＨ水平，留取不同时期小鼠卵巢，记录原始卵泡和生长卵泡数目。结果　４～６月龄小鼠血清 ＡＭＨ水平保持较为稳定，８月龄

后小鼠 ＡＭＨ总体下降明显，同时小鼠原始卵泡和生长卵泡数量的减少与 ＡＭＨ水平直接相关，ＨＥ染色可见年老小鼠卵泡数量

明显减少。另外，高剂量 ＣＴＸ处理的小鼠 ＡＭＨ水平（Ｐ＝００００）、原始卵泡和生长卵泡数量均显著下降（Ｐ＝０．０００），而低剂量

ＣＴＸ组的变化不显著。结论　血清 ＡＭＨ作为评估卵巢储备功能的指标，对化疗后卵巢损伤的评估具有意义。
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ｆａｉｌｕｒｅ（ＰＯＦ）

　　抗苗勒管激素（ａｎｔｉ－Ｍüｌｌｅｒｉａｎｈｏｒｍｏｎｅ，ＡＭＨ）
为转化生长因子 β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－β，ＴＧＦ
－β）超家族的一员，是一种二聚糖蛋白，也称为苗勒
管抑制物质（Ｍüｌｌｅｒｉａｎｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｓｕｂｓｔａｎｃｅ，ＭＩＳ）［１，２］。
男性胎儿由发育中的睾丸产生 ＡＭＨ，可使苗勒管退
化

［３］
。女性 ＡＭＨ主要由颗粒细胞产生，其表达开始

于初级卵泡，在次级卵泡和小腔卵泡中达到峰值。但

ＡＭＨ在原始卵泡和闭锁卵泡中几乎检测不到，其水
平在卵泡发育的最后阶段逐渐下降

［４，５］
。因此，在临

床应用中，血清 ＡＭＨ可作为评估卵巢储备的一种标

志物。既往的详细研究证实血清 ＡＭＨ水平可作为
体外受精（ＩＶＦ）和多囊卵巢综合征（ＰＣＯＳ）中卵巢储
备和卵巢功能障碍的定量标志物

［６，７］
。此外，ＡＭＨ可

能具有抑制原始卵泡向生长卵泡的招募和发育的作

用
［８］
。

在年轻女性恶性肿瘤如淋巴瘤、妇科肿瘤、肺癌、

乳腺癌患者中，其预后往往比老年患者差，病死率也

较高
［９，１０］

。包括具有生殖毒性药物在内的化疗方案

常用于治疗年轻恶性肿瘤患者，而环磷酰胺（ｃｙｃｌｏ
ｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ，ＣＴＸ）是最常用的细胞周期非特异性细
胞毒性药物之一，常对卵巢功能造成不可逆的损害。

目前对环磷酰胺破坏卵巢卵泡的机制尚不清楚，但最

近的研究表明，环磷酰胺通过 ＤＮＡ烷基化和破坏正
常细胞过程直接损伤卵泡，并通过损伤颗粒细胞消耗
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原始卵泡
［１１］
。在 ＡＭＨ缺乏的情况下，更多的原始卵

泡发育为生长卵泡，卵泡耗竭加快
［１２，１３］

。

目前，寻找一种可靠的生物学标志物来预测化疗

后患者卵巢功能的损伤情况是十分必要的。虽然

ＡＭＨ已经应用于临床卵巢功能的检测，但由于血清
ＡＭＨ会受到很多因素的影响，所以一直存在争议。
研究表明，ＡＭＨ作为卵巢储备的生物学标志物与女
性自然生育能力无关

［１４］
。Ｄｅｚｅｌｌｕｓ证实绝经前乳腺

癌患者化疗后卵巢储备发生快速改变，部分患者血清

ＡＭＨ水平会迅速恢复或保持平稳［１５］
。尽管在人类

研究中有这些结果，但在 ＣＴＸ给药 １０天后测定血清
ＡＭＨ与青春期后小鼠生殖细胞破坏程度（原始卵
泡）无相关性

［１２］
。有关ＡＭＨ是否可用于化疗后卵巢

功能的评估成为最近研究的热点
［１６］
。本研究检测了

血清 ＡＭＨ在小鼠不同年龄组的变化，以及不同剂量
环磷酰胺对荷瘤小鼠血清 ＡＭＨ及各级卵泡的影响，
从而明确血清 ＡＭＨ在评估化疗后卵巢储备功能损
伤中的意义。

材料与方法

１．实验材料：（１）动物：４～６周龄 ＳＰＦ级雌性
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠及 ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，由上海交通大学附属
上海市第六人民医院动物实验中心提供［实验动物

许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１７－０００８］。标准饲料喂养，
室温１５～２５℃，相对湿度 ４５％ ～６０％，每日正常光
照，空气流通，自由摄食、饮水。动物实验经医学实验

动物管理委员会批准。（２）药物与试剂：环磷酰胺
（ＣＴＸ）购自江苏恒瑞医药股份有限公司，０．９％氯化
钠注射液购自安徽丰原药业股份有限公司，戊巴比妥

购自上海索莱宝生物科技有限公司，小鼠血清 ＡＭＨ－
ＥＬＩＳＡ试剂盒购自上海优培诺生物科技有限公司。

２．实验方法：（１）随机选取 １５只野生型雌性
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，分别为 １、４、６、８、１２月龄（每月龄 ３
只），麻醉后心脏采血留取血清、卵巢进一步检测。

另外，随机选取２７只６周龄、体质量 １５～２０ｇ的雌性
近交系 ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，每组小鼠皮下注射 １×１０７个
ＭＣＦ７细胞，每２天观察并记录肿瘤生长情况。８周
龄时，将２７只裸鼠随机分为 ３组（９只／组），分别单
次腹腔注射 ０．９％氯化钠注射液、ＣＴＸ１００ｍｇ／ｋｇ、
ＣＴＸ２００ｍｇ／ｋｇ。药物处理前每组随机抽取 ３只小鼠，
麻醉后心脏采血，留取卵巢。然后在化疗后 １、３周，
每组随机抽取３只小鼠，麻醉后心脏采血，留取卵巢。
卵巢用甲醛溶液固定，石蜡包埋，切片，苏木精 －伊红
染色（ＨＥ）。全血静置 １ｈ后 ４℃过夜，离心后，吸取

上清液。血清中 ＡＭＨ水平通过酶联免疫吸附试验
（ＥＬＩＳＡ）试剂盒测定。荷瘤小鼠实验流程如图 １。
（２）血清 ＥＬＩＳＡ检测：空白孔不加样，只加显色剂和
终止液用于调零。标准品孔加入稀释好的标准品

５０μｌ，然后加入酶标试剂 ５０μｌ。样品孔加入血清
５０μｌ，然后加入酶标试剂 ５０μｌ。轻轻摇晃，盖上封板
膜，３７℃培养箱中孵育 ６０ｍｉｎ。小心揭掉封板膜，洗
涤液清洗 ５次，拍干。每孔加入显色剂 １００μｌ，轻轻
震荡混匀，３７℃ 避光显色 １０ｍｉｎ。每孔加终止液
５０μｌ，终止反应（此时蓝色立转黄色）。以空白孔调
零，４５０ｎｍ波长依序测量各孔的吸光度（Ａ值）。（３）
卵泡计数：ＨＥ染色切片厚度为 ５μｍ，每隔 ５张计数
一张片子，上下同一个卵泡不重复计数，并应用 ５倍
校正因子来估计每个卵巢的卵泡总数。只记录有卵

母细胞核的卵泡。卵泡发育经过５个阶段，即原始卵
泡、初级卵泡、次级卵泡、腔卵泡和黄体卵泡阶段。原

始卵泡卵母细胞周围只有一层扁平颗粒细胞。若观

察到周围是单层立方颗粒细胞，则为初级卵泡。次级

卵泡有多层立方颗粒细胞。如果在颗粒细胞层中观

察到腔，则将卵泡归类为腔卵泡。黄体可见异常卵母

细胞和多层粘连颗粒细胞时。初级卵泡、次级卵泡和

腔卵泡统称生长卵泡。

图 １　荷瘤小鼠实验流程
　
３．统计学方法：运用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７和 ＳＡＳ８．０２

统计学软件对数据进行统计分析，小鼠卵泡及 ＡＭＨ
测定数据采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。小鼠不同
月龄段以及化疗前后的各级卵泡数量及血清 ＡＭＨ
水平统计分析应用方差分析，小鼠生长卵泡数量与血

清 ＡＭＨ水平的相关性分析采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性统
计分析，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
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结　　果
１．正常小鼠各年龄组 ＡＭＨ水平及各组卵泡数

目：为检测不同年龄段 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ野生型雌性小鼠血
清 ＡＭＨ水平及卵泡数量，分别留取了１、４、６、８、１２月
龄小鼠的血清及卵巢。可以看到血清 ＡＭＨ早期呈
上升趋势，随着年龄的增长呈显著下降趋势（图 ２）。
根据小鼠 ＡＭＨ水平可将其生殖状态分为 ３个阶段。
第１阶段血清 ＡＭＨ水平在 ４月龄前明显升高（Ｐ＝
０．０００）。第２阶段 ４～８月龄小鼠血清 ＡＭＨ水平相
对稳定（４月龄 ｖｓ６月龄，Ｐ＝０．２８；４月龄 ｖｓ８月龄，
Ｐ＝０．９８）。第 ３阶段 ８月龄以上小鼠血清 ＡＭＨ水
平显著下降（Ｐ＝０．０００），表现为小鼠月经周期不规
则，进入围绝经期。通过对卵泡计数的分析发现，随

着年龄的增长，原始卵泡数量呈下降趋势，６～８月龄
下降较为明显（Ｐ＝０．０００，图３Ａ）。６月龄前生长卵

泡数量增加（ｒ＝０．９１，Ｐ＝０．０００），６～８月龄保持稳
定（ｒ＝０．９１，６月龄 ｖｓ８月龄，Ｐ＝０．２１），８月龄后
显著下降（ｒ＝０．９１，Ｐ＝０．０００，图 ３Ｂ）。组织学表现
见图４。小鼠血清 ＡＭＨ水平与生长卵泡数量之间存
在显著相关性（图５）。

图 ２　正常小鼠不同年龄段血清 ＡＭＨ水平

与４月龄比较，Ｐ＝０．０００

　

图 ３　正常小鼠不同年龄段原始卵泡与生长卵泡的数量变化

与 １月龄比较，Ｐ＝０．０００；与 ４月龄比较，＃Ｐ＝０．０００

　

图 ４　不同月龄段小鼠卵巢 ＨＥ染色（×２００）
Ａ．１月龄；Ｂ．４月龄；Ｃ．６月龄；Ｄ．８月龄；Ｅ．１２月龄

　

　　２．化疗后荷瘤小鼠 ＡＭＨ水平及卵泡数目变
化：为观察不同剂量环磷酰胺对小鼠卵巢的损伤情况，

分别留取了对照组、ＣＴＸ１００ｍｇ／ｋｇ组、ＣＴＸ２００ｍｇ／ｋｇ
组荷瘤小鼠化疗后不同时期的血清、卵巢。对照组

及不同剂量化疗组裸鼠肿瘤生长情况见图 ６。３组
荷瘤小鼠化疗前肿瘤体积比较差异无统计学意义，

且 ＣＴＸ１００ｍｇ／ｋｇ组肿瘤生长与对照组比较差异无
统计学意义，而 ＣＴＸ２００ｍｇ／ｋｇ组肿瘤生长情况较为

缓慢。ＢＡＬＢ／ｃ荷瘤裸鼠 ８周龄（化疗前）、９周龄
（ＣＴＸ或 ０．９％氯化钠注射液后 １周）、１１周龄
（ＣＴＸ或 ０．９％氯化钠注射液后 ３周）血清 ＡＭＨ、原
始卵泡及生长卵泡计数的变化趋势见图７、图８。对照
组小鼠血清 ＡＭＨ水平在８～１１周龄无明显变化，且各
实验组 ８周龄（化疗前）小鼠血清 ＡＭＨ水平较为一
致，差异无统计学意义。ＣＴＸ２００ｍｇ／ｋｇ组的 ＡＭＨ水
平显著下降（Ｐ＝０．０００）。而在 ＣＴＸ１００ｍｇ／ｋｇ组中，

·２０１·
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ＡＭＨ水平在９周时先略有上升，在１１周时明显下降。
各组原始卵泡随时间推移均呈下降趋势 （Ｐ＝
００００），且高剂量 ＣＴＸ组原始卵泡数量下降趋势十
分显著。而各组生长卵泡的数量与血清 ＡＭＨ水平
的变化均一致。由 ＨＥ切片可以看到化疗后第 ３周
各组生长卵泡数量的情况，以及高剂量 ＣＴＸ下卵巢
周围组织的改变（图９）。

图 ５　小鼠血清 ＡＭＨ水平与生长卵泡数量的关系
　

图 ６　各组荷瘤小鼠肿瘤生长情况
　

图 ７　不同剂量 ＣＴＸ对荷瘤小鼠 ＡＭＨ的影响
　

图 ８　不同剂量 ＣＴＸ处理对荷瘤小鼠卵泡数量影响
　

图 ９　化疗后第 ３周各组小鼠卵巢 ＨＥ染色情况（×２００）
Ａ．对照组；Ｂ．ＣＴＸ１００ｍｇ／ｋｇ组；Ｃ．ＣＴＸ２００ｍｇ／ｋｇ组

　

讨　　论
研究证实，随着年龄的增长，生长卵泡中 ＡＭＨ

的表达水平保持稳定
［１６］
。因此，血清 ＡＭＨ水平的下

降直接反映了卵巢生长卵泡数量的减少。Ｓｃｈｅｆｆｅｒ
等

［１７］
也认为生长卵泡的数量反映了女性和小鼠卵巢

储备。本研究观察到生长卵泡的数量与原始卵泡以

及血清 ＡＭＨ水平密切相关。在成熟小鼠中 ＡＭＨ水
平和原始卵泡数量都随着年龄的增长而呈持续下降

趋势。但是在８月龄以上的小鼠，血清 ＡＭＨ水平和
生长卵泡数量均呈稳定下降趋势，此前生长卵泡保持

稳定或者增长趋势。由此笔者认为一旦原始卵泡池

大小达到一定阈值水平，维持生长卵泡池的补偿机制

可能不再有效。更重要的是，在生殖阶段的后期，原

始卵泡池的耗竭逐渐减缓，而生长卵泡数量的也在逐

渐减少。这意味着原始卵泡的使用率在生殖阶段早

期是相对较低的，而在生殖阶段后期有着更高的使用

率。

２０１３年，Ｄｅｔｔｉ等［１８］
报道 ＡＭＨ不能很好地评估

成年小鼠在青春期前暴露于 ＣＴＸ时的卵巢功能。此

·３０１·
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外，血清 ＡＭＨ水平无法预测环磷酰胺诱导的急性卵
巢卵泡破坏。本研究发现血清ＡＭＨ水平在前６个月
是不断升高的，之后随着年龄的增长而下降。在未成

熟的雌性小鼠和女性中，ＡＭＨ水平随着卵泡的生长
而升高。此后，小鼠生殖早期生长卵泡数量保持不变，

同时 ＡＭＨ水平不变。这表明补偿机制是存在的，以保
持不断增长的卵泡的数量。因此，尽管原始卵泡池下

降，血清 ＡＭＨ水平是恒定的。也有可能，相对较多的
原始卵泡从卵泡池中被招募，以维持数量恒定的生长

卵泡。因此，笔者的研究表明，血清 ＡＭＨ水平对于评
估正常年轻小鼠卵巢储备不够准确和合适。

低剂量 ＣＴＸ对小鼠 ＡＭＨ水平的影响并不显著，
原始卵泡略有减少，生长卵泡一过性增多，然后减少，

卵巢储备功能的损伤程度较小。不同的是，高剂量

ＣＴＸ小鼠 ＡＭＨ明显下降，原始卵泡数量明显减少，
生长卵泡数量也有下降。因此，血清 ＡＭＨ水平对化
疗导致的有限的卵巢储备更为敏感，或者说在卵巢储

备充裕的个体其卵泡池的消耗无法通过 ＡＭＨ体现、
而在卵巢储备有限的个体血清 ＡＭＨ的波动则能忠
实地反映卵巢储备的流失，可用于评估化疗药物对卵

巢储备功能的损伤。

本研究的意义在于以下几个方面：（１）验证了小
鼠血清 ＡＭＨ水平与原始卵泡及生长卵泡之间的关
系，与生长卵泡的数量呈正比，当卵巢储备下降到一

定界值后，随着原始卵泡的数量减少而降低。（２）明
确了不同年龄段雌性小鼠 ＡＭＨ的分布，在成熟及年
老的小鼠中，ＡＭＨ更能反映其卵泡储备的情况。
（３）化疗毒性不良反应下，ＡＭＨ水平可以反映其卵
巢储备功能的损伤情况。
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ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＥｕｒＪＣａｎｃｅｒ，２０１７，７４：１－８

１５　ＷｏｎｇＱＨＹ，ＡｎｄｅｒｓｏｎＲＡ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆａｎｔｉｍｕｌｌｅｒｉａｎｈｏｒｍｏｎｅｉｎａｓ

ｓｅｓｓｉｎｇｏｖａｒｉａｎｄａｍａｇｅｆｒｏｍｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙａｎｄｓｕｒｇｅｒｙ

［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌＤｉａｂｅｔｅｓＯｂｅｓｉｔｙ，２０１８，２５（６）：３９１－

３９８

１６　ＫｉｍＨＡ，ＣｈｏｉＪ，ＰａｒｋＣＳ，ｅｔａｌ．Ｐｏｓｔ－ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｓｅｒｕｍａｎｔｉ－

Ｍｕｌｌｅｒｉａｎｈｏｒｍｏｎｅｌｅｖｅｌｐｒｅｄｉｃｔｓｏｖａｒｉａｎｆｕｎｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙ［Ｊ］．Ｅｎｄｏ

ｃｒｉｎｅＣｏｎｎｅｃｔ，２０１８，７（８）：９４９－９５６

１７　ＳｃｈｅｆｆｅｒＧＪ，ＢｒｏｅｋｍａｎｓＦＪ，ＬｏｏｍａｎＣＷ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆａｎｔｒａｌ

ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｉｎｎｏｒｍａｌｗｏｍｅｎｗｉｔｈｐｒｏｖｅｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙｉｓｔｈｅｂｅｓｔｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｇｅ［Ｊ］．ＨｕｍａｎＲｅｐｒｏｄ，２００３，１８（４）：７００－７０６

１８　ＤｅｔｔｉＬ，ＵｈｌｍａｎｎＲＡ，ＬｕＭ，ｅｔａｌ．Ｓｅｒｕｍｍａｒｋｅｒｓｏｆｏｖａｒｉａｎｒｅｓｅｒｖｅ

ａｎｄｏｖａｒｉａｎｈｉｓｔｏｌｏｇｙｉｎａｄｕｌｔｍｉｃｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅｉｎ

ｐｒｅ－ｐｕｂｅｒｔａｌａｇｅ［Ｊ］．ＪＡｓｓｉｓｔｅｄＲｅｐｒｏｄＧｅｎｅｔ，２０１３，３０（１１）：

１４２１－１４２９

（收稿日期：２０１９－０２－２６）

（修回日期：２０１９－０３－０５）

·４０１·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｍａｒ２０２０，Ｖｏｌ．４９Ｎｏ．３　　


