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　 　 摘要:　 本研究旨在分析 ＡＭＨ 及其相关基因在鸭不同等级卵泡中的表达特征ꎬ为水禽卵泡发育的分子机制研究

积累基础资料ꎮ 以连城白鸭为研究对象ꎬ通过定量 ＰＣＲ 技术分别检测了卵巢不同等级卵泡中 ＡＭＨ 基因及其相关调

控基因的表达情况ꎮ 结果表明ꎬ随着卵泡的发育ꎬＡＭＨ 及其相关基因 ＡＭＨＲ２、ＢＭＰ６、ＳＦ１、ＧＡＴＡ４ 和 ＷＴ１ 的表达量逐

渐降低ꎬ而 ＣＹＰ１９Ａ１ 基因的表达量逐渐升高ꎬＳＯＸ９ 和 ＦＳＨＲ 基因的表达量保持不变ꎮ 我们推测 ＡＭＨ 基因在鸭等级前

卵泡中的高表达量可能有助于维持颗粒细胞未分化的状态ꎬ且可能是通过抑制 ＦＳＨＲ 信号通路来实现的ꎮ
关键字:　 抗缪勒氏管激素ꎻ 鸭ꎻ 卵泡ꎻ 基因表达

中图分类号:　 Ｓ８５８.３２　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０１８)０１￣００８７￣０６

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＭＨ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ￣ｓｉｚｅｄ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｏｆ ｄｕｃｋ

ＣＨＥＮ Ｒｏｎｇꎬ　 ＹＩＮＧ Ｓｈｉ￣ｊｉａꎬ　 ＣＨＥＮ Ｚｈｅꎬ　 ＹＵ Ｊｉａｎ￣ｎｉｎｇꎬ　 ＳＨＩ Ｚｈｅｎ￣ｄａｎ
( Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＭＨ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ￣ｓｉｚｅｄ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｏｆ ｄｕｃｋ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ
ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｄａｔａ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｗａｔｅｒｆｏｗｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＭＨ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅ￣
ｌａｔｅｄ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｖａｒｉｏｕｓ￣ｓｉｚｅｄ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｆｒｏｍ Ｌｉａｎｃｈｅｎｇ ｄｕｃｋ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｉｎ ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＭＨ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ＡＭＨＲ２ꎬ ＢＭＰ６ꎬ ＳＦ１ꎬ ＧＡＴＡ４ ａｎｄ ＷＴ１
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＣＹＰ１９Ａ１ ｇｅｎｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ａｎｄ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＯＸ９ ａｎｄ ＦＳＨＲ ｇｅｎｅｓ ｒｅｍａｉｎｅｄ ｕｎｃｈａｎｇｅｄ. Ｗｅ ｓｐｅｃｕｌａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＭＨ ｇｅｎｅ
ｉｎ ｐｒｅｈｉｅｒａｒｃｈａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｏｆ ｄｕｃｋ ｗａｓ ｈｅｌｐｆｕｌ ｔｏ ｍａｉｎｔａｉｎ ｔｈｅ ｕｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｓｔａｔｅ ｏｆ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ａ￣
ｃｈｉｅｖｅｄ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＦＳＨＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ＡＭＨꎻ ｄｕｃｋꎻ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓꎻ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 抗 缪 勒 氏 管 激 素 ( Ａｎｔｉ￣Ｍｕｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅꎬ
ＡＭＨ)ꎬ又称缪勒氏管抑制物质(Ｍｕｌｌｅｒｉａｎ￣ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅꎬＭＩＳ)ꎬ是转化生长因子 β ( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ βꎬＴＧＦβ)超家族成员[１]ꎬ在性腺组织中

表达ꎮ 最初ꎬ人们对 ＡＭＨ 的理解仅限于其在性别

分化中的作用———抑制雄性胚胎缪勒氏管的发

育[２]ꎮ 直到 １９９９ 年ꎬＤｕｒｌｉｎｇｅｒ 等通过 ＡＭＨ 基因敲

除小鼠研究发现 ＡＭＨ 具有抑制原始卵泡募集和降

低生长卵泡对促卵泡激素( Ｆｏｌｌｉｃｌｅ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒ￣
ｍｏｎｅꎬＦＳＨ)敏感性的作用[３￣４]ꎮ 体外研究结果已表

明ꎬＡＭＨ 抑制生长卵泡对 ＦＳＨ 敏感性是通过调控

ＦＳＨ 受体 ( ＦＳＨ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＦＳＨＲ) 信 号 通 路 实 现

的[５￣６]ꎮ 与其他 ＴＧＦβ 超家族成员一样ꎬＡＭＨ 通过

与细胞膜上的 ２ 个丝氨酸 /苏氨酸激酶受体(Ⅰ和

Ⅱ型)相结合ꎬ激活胞浆内 Ｓｍａｄ 分子从而调控靶基

７８



因的转录[７]ꎮ 其中ꎬⅡ型受体(ＡＭＨ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ꎬＡＭ￣
ＨＲ２)是 ＡＭＨ 特异性的[８]ꎬⅠ型受体则与 ＴＧＦβ 超

家族另一个成员骨形态发生蛋白(Ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅ￣
ｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ＢＭＰｓ) 共享[９]ꎮ 与哺乳动物相比ꎬ
ＡＭＨ 基因在禽类卵泡发育中的功能研究起步较晚ꎬ
目前主要集中在家鸡中ꎮ ２００８ 年ꎬＪｏｈｎｓｏｎ 等[１０] 首

次检测了产蛋鸡卵巢不同等级卵泡的颗粒细胞中

ＡＭＨ 基因的表达情况ꎬ发现 ＡＭＨ 基因的信使核糖

核酸(Ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄꎬｍＲＮＡ)表达量随

着卵泡的发育逐渐降低ꎬ并且 ＡＭＨ 主要由小卵泡

的颗粒细胞表达ꎬ与哺乳动物的表达模式相一致ꎬ表
明 ＡＭＨ 基因在禽类中具有保守的生物学功能ꎮ 目

前ꎬ国内外尚无 ＡＭＨ 基因在水禽卵泡发育中的功能

研究ꎮ 本研究拟以连城白鸭为研究对象ꎬ通过定量

ＰＣＲ 技术检测卵巢不同等级卵泡中 ＡＭＨ 基因及其

相关调控基因的表达情况ꎬ为水禽卵泡发育的分子

机制研究积累基础资料ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 样本采集

选择同批出雏同条件饲养的 ２００ 日龄连城白鸭雌

性个体 ８ 只ꎬ分别采集卵巢组织中的等级卵泡 Ｆ５(最小

的等级卵泡)、小黄卵泡(Ｓｍａｌｌ ｙｅｌｌｏｗ ｆｏｌｌｉｃｌｅꎬＳＹＦ)和

大白卵泡(Ｌａｒｇｅ ｗｈｉｔｅ ｆｏｌｌｉｃｌｅꎬＬＷＦ)ꎬ经液氮速冻后置

于－８０ ℃保存ꎮ 其中ꎬ等级卵泡 Ｆ５ 去除卵黄蛋白ꎮ
１.２　 总 ＲＮＡ 提取与 ｃＤＮＡ 第一链的合成

采用动物组织总 ＲＮＡ 提取试剂盒[ＤＰ４３１ꎬ天
根生化科技(北京)有限公司产品] 提取总 ＲＮＡꎬ
ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 分 光 光 度 计 检 测 ＲＮＡ 的 纯 度

(ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０≥１􀆰 ８ꎻＯＤ２６０ / ＯＤ２３０≥１􀆰 ０)和浓度ꎮ 采

用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒[ＲＲ０３６Ａꎬ日
医生物技术(北京)有限公司产品]以总 ＲＮＡ 为模

板合成互补脱氧核糖核酸(Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｄｅｏｘｙｒｉ￣
ｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄꎬｃＤＮＡ)第一链ꎮ
１.３　 ｍＲＮＡ 定量 ＰＣＲ 分析

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中绿头鸭或者近缘物种相关 ｍＲ￣
ＮＡ 序列设计基因特异性引物ꎬ引物信息见表 １ꎬ其
中 ＳＦ１(Ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃ ｆａｃｔｏｒ １ꎬ类固醇生成因子 １)、
ＷＴ１(Ｗｉｌｍｓ ｔｕｍｏｒ １ꎬ Ｗｉｌｍｓ 肿瘤基因 １)、 ＧＡＴＡ４
(ＧＡＴＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ４ꎬＧＡＴＡ 结合蛋白 ４)基因引

物序 列 引 自 参 考 文 献 [ １１ ]ꎮ 以 β￣肌 动 蛋 白

(β￣ａｃｔｉｎ)为内参基因ꎬ按照 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ Ｔｏｐ ＧｒｅｅｎＳｕ￣
ｐｅｒＭｉｘ 试剂盒(ＡＱ１３１￣０４ꎬ北京全式金生物技术有

限公司产品)的说明书配制反应体系并在 ＡＢＩ ７５００
Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪上进行聚合酶链式反应(Ｐｏｌｙｍｅｒ￣
ａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＰＣＲ)ꎬ每个样品重复 ３ 次ꎮ

表 １　 定量 ＰＣＲ 引物信息表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

基因名称 　 　 　 　 序列(５′→３′) 产物长度(ｂｐ) 退火温度(℃)

ＡＭＨ Ｆ: ＣＴＣＧＧＡＴＧＡＣＡＡＡＴＧＣＴＴＣＡ １１１ ６０
Ｒ: ＡＣＴＣＣＡＴＣＡＧＣＧＧＡＧＡＧＧＴＡ

ＳＯＸ９ Ｆ: ＧＣＴＧＡＡＴＧＡＧＡＧＣＧＡＧＡＡＧＣ １１９ ６０
Ｒ: ＣＧＴＴＣＴＴＣＡＣＣＧＡＣＴＴＣＣＴＣ

ＳＦ１ Ｆ: ＧＣＴＣＡＧＴＡＣＣＴＴＴＧＧＣＣＴＣＡ １２２ ６０
Ｒ: ＧＣＡＧＣＡＧＣＴＴＣＡＴＣＴＧＧＴＣＴ

ＧＡＴＡ４ Ｆ: ＴＴＴＣＴＧＣＴＡＡＣＧＧＧＡＧＧＧＡＧＣＡＡＴ １０２ ６０
Ｒ: ＡＡＧＴＣＣＡＡＧＴＧＧＴＧＧＣＣＡＴＴＴＣＡＧ

ＷＴ１ Ｆ: ＴＣＴＧＡＡＧＡＣＴＣＡＴＡＣＣＡＧＧＡＣＴＣＡ １３６ ６０
Ｒ: ＣＡＴＧＴＴＣＣＴＣＴＧＧＴＧＣＡＴＧＴ

ＡＭＨＲ２ Ｆ: ＣＴＧＡＴＧＧＡＧＣＡＣＧＡＧＡＡＣＧ ９０ ６０
Ｒ: ＧＴＡＧＡＧＣＴＧＣＡＧＧＡＣＣＡＧＧＡ

ＦＳＨＲ Ｆ: ＣＣＴＡＧＣＣＡＴＴＧＣＴＧＴＧＣＡＴＴＴ １０６ ６０
Ｒ: ＴＧＣＣＡＧＧＴＴＧＣＴＣＡＴＣＡＡＧＧ

ＣＹＰ１９Ａ１ Ｆ: ＡＧＡＡＧＣＧＡＣＡＡＣＡＧＣＴＴＴＣＣ １２６ ６０
Ｒ: ＴＣＴＣＣＡＧＣＡＣＡＣＡＣＴＧＧＴＴＣ

β￣ａｃｔｉｎ Ｆ: ＧＡＧＡＡＡＴＴＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＣＡ １５２ ６０
Ｒ: ＣＣＴＧＡＡＣＣＴＣＴＣＡＴＴＧＣＣＡ
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１.４　 总蛋白提取

将卵泡组织置于适量的组织细胞裂解液(ＷＢ￣
００６１ꎬ北京鼎国昌盛生物技术有限公司产品)中ꎬ匀
浆ꎬ冰上静置至充分裂解ꎬ４ ℃ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０
ｍｉｎꎬ保留上清液ꎬＢＣＡ 蛋白定量试剂盒测定总蛋白

的浓度 ( ＢＣＡ０１ꎬ北京鼎国昌盛生物技术有限公

司)ꎮ 取适量的上清液与蛋白上样缓冲液混匀ꎬ煮
沸 ５ ｍｉｎꎬ冷却至室温ꎮ
１.５　 蛋白质印迹检测

总蛋白质经浓度为 １２％的十二烷基硫酸钠聚

丙烯酰胺凝胶电泳(Ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌ￣
ａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)分离后ꎬ电转印

至聚偏二氟乙烯(Ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ＦｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＶＤＦ)膜

上ꎬ５％脱脂奶粉室温封闭 １ ｈꎮ 加入鼠抗人 ＡＭＨ 单

克隆抗体(稀释比例为１ ∶ １００ꎬｓｃ￣１６６７５２ꎬＳａｎｔａ Ｃｒｕｚ
公司产品)ꎬ４ ℃ 孵育过夜ꎮ 洗膜缓冲液(Ｔｒｉｓ￣ｂｕｆｆ￣
ｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ０.０５％ Ｔｗｅｅｎ ２０ꎬＴＢＳＴ)洗涤后ꎬ加
入过氧化物酶标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ(稀释比例为１ ∶
２ ０００ꎬＣＷ０１０３Ｓꎬ北京康为世纪生物科技有限公司

产品)ꎬ室温孵育 １ ｈꎮ ＴＢＳＴ 洗涤后ꎬ加入 ＥａｓｙＳｅｅ􀅸
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ Ｋｉｔ 发光液(ＤＷ１０１￣０２ꎬ北京全式金生

物技术有限公司产品)ꎬ置于 ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ ＬＡＳ ４０００
化学发光成像仪中曝光ꎬ拍照ꎮ 同时ꎬ使用兔抗人

β￣ａｃｔｉｎ 单克隆抗体(稀释比例为１ ∶ １ ０００ꎬＣａｔ Ｎｏ.

４９７０ꎬＣｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司产品)进行内参

蛋白的检测ꎮ
１.６　 数据分析

采用 ２－△△Ｃｔ法进行 ｍＲＮＡ 定量 ＰＣＲ 试验数据

处理ꎬ目的基因的相对表达量采用“平均数±标准

差”的形式表示ꎮ 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对蛋白质印迹

条带进行灰度值分析ꎬ目的蛋白的相对表达水平采

用“平均数±标准差”的形式表示ꎮ 采用 ＳＰＳＳ 软件

进行统计分析ꎬ均值比较采用单因素方差分析法ꎬ两
两比较采用 ＬＳＤ 法ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＡＭＨ 基因在鸭不同等级卵泡中的表达量

本研究分别通过定量 ＰＣＲ 和蛋白质印迹技术

检测了 ＡＭＨ 基因在鸭不同等级卵泡中的表达情况ꎮ
在 ｍＲＮＡ 水平上ꎬＡＭＨ 基因在大白卵泡中的表达量

显著高于等级卵泡 Ｆ５ꎬ在小黄卵泡中的表达量也显

著高于等级卵泡 Ｆ５(图 １Ａ)ꎮ 在蛋白质水平上ꎬ
ＡＭＨ 蛋白在大白卵泡中的表达量显著高于小黄卵

泡和等级卵泡 Ｆ５ꎬ但是在小黄卵泡中的表达量与等

级卵泡 Ｆ５ 无显著差异(图 １Ｂ)ꎮ 此外ꎬＡＭＨ 基因在

蛋白质水平上的差异程度要低于 ｍＲＮＡ 水平ꎮ 这

些结果表明ꎬ随着卵泡的发育ꎬＡＭＨ 基因的表达量

逐渐降低ꎮ

Ａ:ＡＭＨ 基因的 ｍＲＮＡ 表达量ꎻＢ:ＡＭＨ 蛋白的表达量ꎮ Ｆ５:等级卵泡 Ｆ５ꎻＳＹＦ:小黄卵泡ꎻＬＷＦ:大白卵泡ꎮ 不同小写字母表示差异显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ

图 １　 鸭不同等级卵泡中 ＡＭＨ 基因的表达量

Ｆｉｇ.１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＭＨ ｇｅｎｅ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ￣ｓｉｚｅｄ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｏｆ ｄｕｃｋ

２.２　 ＡＭＨ 基因启动子区相关转录因子在鸭不同等

级卵泡中的表达量

　 　 本研究通过定量 ＰＣＲ 技术分别检测了 ＳＯＸ９
(Ｓｅｘ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ Ｙ￣ｂｏｘ ９ꎬＳＲＹ 相关基因 ９)、
ＳＦ１、ＧＡＴＡ４ 和 ＷＴ１ 这 ４ 种转录因子在鸭卵巢不同

等级卵泡中的表达量ꎮ 在 ｍＲＮＡ 水平上ꎬＳＯＸ９ 基

因在不同等级卵泡中的表达量无显著差异 (图

２Ａ)ꎻ ＳＦ１ 和 ＧＡＴＡ４ 基因在大白卵泡和小黄卵泡中

的表达量显著高于等级卵泡 Ｆ５(图 ２Ｂ 和图 ２Ｃ)ꎻ
ＷＴ１ 基因在大白卵泡和小黄卵泡中的表达量也显

９８陈　 蓉等:ＡＭＨ 及其相关基因在鸭不同等级卵泡中的表达



著高于等级卵泡 Ｆ５(图 ２Ｄ)ꎮ 这些结果表明ꎬ随着

卵泡的发育ꎬＳＦ１、ＧＡＴＡ４ 和 ＷＴ１ 基因的表达量逐渐

降低ꎮ

Ａ~Ｄ:分别为 ＳＯＸ９、ＳＦ１、ＧＡＴＡ４ 和 ＷＴ１ 基因的 ｍＲＮＡ 表达量ꎮ Ｆ５:等级卵泡 Ｆ５ꎻＳＹＦ:小黄卵泡ꎻＬＷＦ:大白卵泡ꎮ 不同小写字母表示差异

显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ２　 鸭不同等级卵泡中转录因子 ＳＯＸ９、ＳＦ１、ＧＡＴＡ４ 和 ＷＴ１ 的表达量

Ｆｉｇ.２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＯＸ９ꎬ ＳＦ１ꎬ ＧＡＴＡ４ ａｎｄ ＷＴ１ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ￣ｓｉｚｅｄ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｏｆ ｄｕｃｋ

２.３　 ＡＭＨＲ２ 和 ＡＭＨ 相关调控基因在鸭不同等级

卵泡中的表达量

　 　 本研究通过定量 ＰＣＲ 技术分别检测了 ＡＭ￣
ＨＲ２、ＦＳＨＲ、ＣＹＰ１９Ａ１ 和 ＢＭＰ６ 这 ４ 种基因在鸭卵

巢不同等级卵泡中的表达量ꎮ 在 ｍＲＮＡ 水平上ꎬ
ＡＭＨＲ２ 基因在小黄卵泡的表达量显著高于等级卵

泡 Ｆ５(图 ３Ａ)ꎻＦＳＨＲ 基因在不同等级卵泡中的表达

量无显著差异(图 ３Ｂ)ꎻＣＹＰ１９Ａ１ 基因在小黄卵泡

和等级卵泡 Ｆ５ 中的表达量显著高于大白卵泡(图
３Ｃ)ꎻＢＭＰ６ 基因在大白卵泡和小黄卵泡中的表达量

显著高于等级卵泡 Ｆ５(图 ３Ｄ)ꎮ 这些结果表明ꎬ随
着卵泡的发育ꎬＣＹＰ１９Ａ１ 基因的表达量逐渐升高ꎬ
ＡＭＨＲ２ 和 ＢＭＰ６ 基因的表达量逐渐降低ꎮ

３　 讨 论

鉴于 ＡＭＨ 基因在哺乳动物和鸡卵泡发育中的

重要作用ꎬ本研究通过定量 ＰＣＲ 技术检测了鸭卵巢

不同等级卵泡中 ＡＭＨ 基因的表达情况ꎮ 结果发现

ＡＭＨ 基因的 ｍＲＮＡ 表达量随着卵泡的发育逐渐降

低ꎬ这与 Ｊｏｈｎｓｏｎ 等在产蛋鸡中的研究结果相一

致[１０]ꎬ表明 ＡＭＨ 基因在禽类中具有保守的生物学

功能ꎮ 鉴于哺乳动物 ＡＭＨ 抗体可用于检测禽类

ＡＭＨ 蛋白表达[１２]ꎬ本研究还从蛋白质水平上验证

了 ＡＭＨ 基因在卵泡发育中的表达规律ꎮ 在哺乳动

物中ꎬＡＭＨ 基因的起始转录需要转录因子 ＳＯＸ９ 的

参与ꎬ而转录因子 ＳＦ１、ＷＴ１ 和 ＧＡＴＡ４ 能够协同

ＳＯＸ９ 增强 ＡＭＨ 基因的表达[１３]ꎮ 但是ꎬＯｒｅａｌ 等[１４]

在鸡胚中发现 ＡＭＨ 基因的起始转录不需要转录因

子 ＳＯＸ９ 的参与ꎬ表明 ＡＭＨ 基因转录的调控机制在

禽类与哺乳动物之间是非保守的ꎮ 本研究通过定量

ＰＣＲ 技术分别检测了这 ４ 种转录因子在鸭卵巢不

同等级卵泡中的表达情况ꎮ 结果发现ꎬ除了 ＳＯＸ９
基因外ꎬＳＦ１、ＷＴ１ 和 ＧＡＴＡ４ 基因的 ｍＲＮＡ 表达量

随着卵泡的发育逐渐降低ꎬ与 ＡＭＨ 基因的表达趋

势相一致ꎬ表明这 ３ 种转录因子可能在 ＡＭＨ 转录

调控中发挥重要作用ꎮ 其中ꎬＴａｋａｄａ 等[１５] 在鸡胚

中已经证实 ＳＦ１ 能够结合到 ＡＭＨ 基因启动子区

并激活其转录ꎮ 因此ꎬ下一步我们需要证实 ＷＴ１
和 ＧＡＴＡ４ 是否能够结合到禽类 ＡＭＨ 基因启动子

区并激活其转录ꎮ
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Ａ~Ｄ:分别为 ＡＭＨＲ２、ＦＳＨＲ、ＣＹＰ１９Ａ１ 和 ＢＭＰ６ 基因的 ｍＲＮＡ 表达量ꎮ Ｆ５:等级卵泡 Ｆ５ꎻＳＹＦ:小黄卵泡ꎻＬＷＦ:大白卵泡ꎮ 不同小写字母表

示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ３　 鸭不同等级卵泡中 ＡＭＨＲ２、ＦＳＨＲ、ＣＹＰ１９Ａ１ 和 ＢＭＰ６ 基因的表达量

Ｆｉｇ.３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＭＨＲ２ꎬ ＦＳＨＲꎬ ＣＹＰ１９Ａ１ ａｎｄ ＢＭＰ６ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ￣ｓｉｚｅｄ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｏｆ ｄｕｃｋ

　 　 在哺乳动物中的研究结果表明ꎬＡＭＨ 抑制生长

卵泡对 ＦＳＨ 敏感性是通过调控 ＦＳＨＲ 信号通路实

现的ꎮ 因此ꎬ本研究通过定量 ＰＣＲ 技术分别检测了

ＡＭＨＲ２、ＦＳＨＲ 和 ＣＹＰ１９Ａ１ 基因的表达情况ꎮ 结果

发现ꎬＡＭＨＲ２ 基因的 ｍＲＮＡ 表达量在等级卵泡中显

著降低ꎬ与 ＡＭＨ 基因的表达趋势相似ꎬ推测 ＡＭＨ 在

卵泡发育中的重要作用是由其受体 ＡＭＨＲ２ 介导

的ꎮ 尽管 ＦＳＨＲ 基因的表达量在不同等级卵泡间无

显著差异ꎬ但是 ＣＹＰ１９Ａ１ 基因的表达量随着卵泡的

发育逐渐升高ꎬ与 ＡＭＨ 基因的表达趋势相反ꎬ推测

ＡＭＨ 基因具有抑制 ＦＳＨＲ 信号通路的功能ꎬ而且这

种作用是通过影响 ＦＳＨＲ 信号通路的下游因子来调

控类固醇激素的合成实现的ꎮ 在鸡中ꎬＯｃóｎ￣ｇｒｏｖｅ
等[１１]发现 ＢＭＰ６ 和 ＡＭＨ 基因在卵泡发育中具有相

似的表达模式ꎬ并且 ＢＭＰ６ 能以剂量依赖关系促进

鸡等级前卵泡颗粒细胞中 ＡＭＨ 基因的表达ꎬ表明

ＡＭＨ 基因的表达受到卵巢局部生长因子的调控ꎮ
在本研究中ꎬ我们也发现 ＢＭＰ６ 和 ＡＭＨ 基因在鸭不

同等级卵泡中的表达趋势一致ꎬ但是 ＢＭＰ６ 是否能

够促进 ＡＭＨ 基因的表达需要进一步的试验验证ꎮ
综上所述ꎬＡＭＨ 基因在鸭卵泡发育过程中发挥

重要作用ꎬ其在等级前卵泡中的高表达量可能有助

于维持颗粒细胞未分化的状态ꎬ且可能是通过抑制

ＦＳＨＲ 信号通路来实现的ꎮ
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ｃｌａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎꎬ ａｒｏｍａｔａｓｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ
ｈｕｍａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ￣ｌｕｔｅｉｎ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] . Ｆｅｒｔｉｌ Ｓｔｅｒｉｌꎬ ２０１３ꎬ １００(２):
５８５￣５９２.

１９陈　 蓉等:ＡＭＨ 及其相关基因在鸭不同等级卵泡中的表达



[７] 　 ＪＯＳＳＯ Ｎꎬ ＣＬＥＭＥＮＴＥ Ｎ. Ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ａｎｔｉ￣Ｍｕｌｌｅｒｉａｎ
ｈｏｒｍｏｎｅꎬ ａ ｓｅｘ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ＴＧＦ￣ｂｅｔａ ｆａｍｉｌｙ [ Ｊ] .
Ｔｒｅｎｄｓ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ Ｍｅｔａｂꎬ ２００３ꎬ １４(２): ９１￣９７.

[８] 　 ＢＡＡＲＥＮＤＳ Ｗ Ｍꎬ ＶＡＮ ＨＥＬＭＯＮＤ Ｍ Ｊꎬ ＰＯＳＴ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｏ￣
ｖｅｌ ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｅｒｉｎｅ / ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｆａｍｉｌｙ ｉｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｇｏｎａｄｓ ａｎｄ ｉｎ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｃｅｌｌｓ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｏ ｔｈｅ ｍｕｌｌｅｒｉａｎ ｄｕｃｔ [Ｊ] . Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ １９９４ꎬ １２０
(１): １８９￣１９７.

[９] 　 ＶＩＳＳＥＲ Ｊ Ａ. ＡＭＨ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ: ｆｒｏｍ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｏ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ [ Ｊ] .
Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌꎬ ２００３ꎬ ２１１(１ / ２): ６５￣７３.

[１０] ＪＯＨＮＳＯＮ Ｐ Ａꎬ ＫＥＮＴ Ｔ Ｒꎬ ＵＲＩＣＫ Ｍ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉ￣ｍｕｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅ ｉｎ ａｎ ｏｖｉｐａｒｏｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ｔｈｅ
ｈｅｎ [Ｊ] . Ｂｉｏｌ Ｒｅｐｒｏｄꎬ ２００８ꎬ ７８(１): １３￣１９.

[１１] ＯＣ􀆕Ｎ￣ＧＲＯＶＥ Ｏ Ｍꎬ ＰＯＯＬＥ Ｄ Ｈꎬ ＪＯＨＮＳＯＮ Ａ Ｌ. Ｂｏｎｅ ｍｏｒ￣
ｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ６ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ＦＳＨ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｄ ａｎｔｉ￣Ｍüｌｌｅｒｉａｎ

ｈｏｒｍｏｎｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｈｅｎ ｐｒｅｈｉｅｒａｒ￣
ｃｈａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ [Ｊ] . Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ ２０１２ꎬ １４３(６): ８２５￣８３３.

[１２] ＪＯＨＮＳＯＮ Ｐ Ａ. Ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ａｖｉａｎ ｏｖａｒｙ [ Ｊ] . Ｒｅｐｒｏｄ
Ｄｏｍｅｓｔ Ａｎｉｍꎬ ２０１２ꎬ ４７(Ｓ４): ２８３￣２８７.

[１３] ＬＡＳＡＬＡ Ｃꎬ ＣＡＲＲÉ￣ＥＵＳÈＢＥ Ｄꎬ ＰＩＣＡＲＤ Ｊ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｕｂｃｅｌｌｕ￣
ｌａｒ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ａｎｔｉ￣Ｍｕｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅ
ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍａｍｍａｌｉａｎ ａｎｄ ｎｏｎｍａｍｍａｌｉａｎ ｓｐｅｃｉｅｓ [ Ｊ] .
ＤＮＡ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌꎬ ２００４ꎬ ２３(９): ５７２￣５８５.

[１４] ＯＲＥＡＬ Ｅꎬ ＰＩＥＡＵ Ｃꎬ ＭＡＴＴＥＩ Ｍ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅａｒｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＡＭＨ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｇｏｎａｄｓ ｐｒｅｃｅｄｅｓ ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ＳＯＸ９ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ [Ｊ] . Ｄｅｖ Ｄｙｎꎬ １９９８ꎬ ２１２(４): ５２２￣５３２.

[１５] ＴＡＫＡＤＡ Ｓꎬ ＷＡＤＡ Ｔꎬ ＫＡＮＥＤＡ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ａｃｔｉｖａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ Ａｍｈ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃ ｆａｃｔｏｒ １ [ Ｊ] . Ｍｅｃｈ
Ｄｅｖꎬ ２００６ꎬ １２３(６): ４７２￣４８０.
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