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　　[摘要]　目的:抗苗勒氏管激素(AMH)在评价卵巢储备功能方面具有更高的准确性,将其用于青春期、生育

期女性的生育指导时具有很好的临床价值。目前对于 AMH 的检测,临床上常采用的是酶联免疫分析法,但存在

灵敏度低、检测范围窄等缺点,而影响 AMH 实际水平的测定,使得对病情的预估不准确对疾病的治疗产生影响。
因此,建立一种低成本、高敏感度的检测 AMH 水平的方法尤为重要。方法:利用生物素-亲和素放大系统,将一

组抗 AMH 的第一抗体包被微孔板,同时用生物素标记第二抗体,与第一抗体-抗原复合物结合之后,再与生物

素-链霉亲和素-辣根过氧化物酶结合物结合,加入发光底物,建立 AMH 酶促化学发光免疫分析方法,同时对这

一体系的线性、灵敏度、特异度、稳定性、回收率等参数进行检测,并与常规 ELISA 法进行相比检测 AMH 浓度。
结果:线性检测范围为(0.42~50.00)U/ml,该体系稳定性好,灵敏度0.42U/ml,批内差异小于10.0%,批间差

异小于10.0%,与常规ELISA对比差异有统计学意义。结论:AMH 的生物素-链霉亲和素-辣根过氧化物酶酶促

化学发光免疫分析易于操作、灵敏度高、价格低廉,适用于临床检测。
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Abstract　Objective:Anti-Mullerianhormone(AMH)hasahigheraccuracyinevaluatingovarianreservefunc-
tion,anditisofgreatclinicalvalueinthereproductiveguidanceoffemaleduringpubertyandgrowingperiod.At
present,theenzyme-linkedimmunoassayiscommonlyusedinthedetectionofAMH,buttherearesomedisadvan-
tages,suchaslowsensitivityandnarrowdetectionrange,whichaffecttheactuallevelofAMH,whichmakesthe
predictionoftheconditioninaccuratetothetreatmentofthedisease.Therefore,itisveryimportanttoestablisha
lowcostandhighsensitivitymethodtodetectAMHlevel.Method:UsingtheBiotin-affinityamplificationSystem,

agroupofanti-AMHfirstantibodypackageswerecoatedwithmicroporousplates,amethodofAMHenzyme-in-
ducedchemiluminescenceimmunoassaywasestablishedbycombiningthebiotin-streptavidin-horseradishperoxi-
dasebindingwithbiotin-labeledsecondantibodyandthefirstantibody-antigencomplex,andaddingthelumines-
centsubstrate,theparameterssuchaslinearity,sensitivity,specificity,stabilityandrecoveryrateofthesystem
weredetected,andcomparedwiththeconventionalElisamethodtodetectAMHconcentration.Result:Thelinear
detectionrangeis(0.42-50.00)U/ml,thesystemhasgoodstability,sensitivity0.42U/ml,thedifferencebetween
batchesislessthan10%,thedifferencebetweenbatchesislessthan10%,andthedifferenceisstatisticallysignifi-
cantcomparedwiththeconventionalELISA.Conclusion:AMH biotin-streptavidin-horseradishperoxidaseenzy-
maticchemiluminescenceimmunoassayiseasytooperate,highsensitivityandlowprice,andissuitableforclinical
detection.

Keywords　anti-mullerianhormone;biotin;streptomycesaffinity;horseradishperoxidase;enzymaticchemilu-
minescenceimmunoassay
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　　基础性激素、窦卵泡计数、抑制素B、基础卵巢

体积等均是临床上用来评估卵巢储备力的指标〔1〕,
但是大多存在敏感性不高的问题。抗苗勒氏管激

素(anti-mullerianhormone,AMH)〔2〕由 2 个 72
000的二聚体单体通过二硫键组成的糖蛋白,出生

后少量 AMH 由卵巢颗粒细胞产生,绝经期后检测

不到,其参与调节初级卵泡从静息状态转为生长状

态再转为次级卵泡的过程。近年来研究〔3-4〕发现,
AMH 再评价卵巢储备功能方面具有更高的准确

性,将其用于青春期、生育期女性的生育指导时具

有很好的临床价值。研究认为,AMH 在出生后生

长卵泡的卵巢颗粒细胞分泌,在月经周期中可保持

由恒定的水平,采集血样进行检测时方便可随时进

行〔5〕,因此,相较于卵泡刺激素能较好的反映卵巢

储备变化趋势,具有更高的预测价值。研究还发

现,正常排卵的女性血清 AMH 水平比卵泡刺激素

等激素水平的变化出现要早〔6-7〕;血清基础 AMH
水平在0.5~1.1ng/ml,预示卵巢储备下降。因

此,AMH 可作为早期评估卵巢储备功能的敏感指

标。研究还发现多囊卵巢综合症(polycysticovari-
ansyndrome,PCOS)患者血清 AMH 水平与接受

体外受精(invitrofertilization,IVF)/卵胞浆内单

精子注射(intracytoplasmicsperminjection,ICSI)-
胚胎移植(embryotransfer,ET)助孕过程中控制

性促排卵结局呈正相关〔8〕。总之,AMH 在预测卵

巢卵泡的库存量,女性的生育力以及卵巢对促排卵

药物的反应性方面具有重要的指导意义。目前对

于 AMH 的检测,临床上常采用的是酶联免疫分析

法,但存 在 灵 敏 度 低、检 测 范 围 窄 等 缺 点 影 响

AMH 实际水平的测定,从而使得对病情的预估不

准确对疾病的治疗产生影响等。因此,建立一种低

成本、高敏感度的检测 AMH 水平的方法尤为重

要,本研究通过生物素-链霉亲和素-辣根过氧化物

酶酶促化学发光免疫分析方法与常规酶联免疫分

析法进行线性、灵敏度、特异度、稳定性、回收率等

参数比较,确定生物素-链霉亲和素-辣根过氧化物

酶酶促化学发光免疫分析方法在 AMH 检测中的

应用价值。

1　材料与方法

1.1　试剂及仪器

本研究中使用试剂及仪器:BHP951M 型微孔

板发光分析仪(北京滨松光子公司);微量移液器

(德国Eppendorf公司);DEM.2型自动洗板机(北
京拓普分析仪器公司);电热恒浴箱(北京长安科学

仪器公司);96孔微孔板(深圳金灿华工业有限公

司);LG15W 型离心机(北京医用离心机厂);链霉

亲和素(美国emofisherscientific公司);N-羟基硫

代琥珀酰亚胺生物素(美国emofisherscientific公

司);辣根过氧化物酶(Sigma公司);化学底物发光

液(北京科美生物技术有限公司);质控血清(中国

药品生物制品检定所);AMH 抗体(重庆探生科技

有限公司)。
1.2　样本血清

空腹抽取正常体检女性外周静脉血5ml,迅速

离心处理(3500r/min,15min)吸取血清,-20℃
保存。
1.3　方法

1.3.1　链霉亲和素包被板的制备　50mmol/L、

pH5.0柠檬酸包被缓冲液将链霉亲和酶配制成

0.5μg/ml溶 液,混 均 后 加 入 微 孔 板 中,每 孔

150μl,2~8℃下保存24h,甩干后加入封闭液(含
10g/LBSA),每孔200μl,2~8℃下过夜,甩去封

闭液,扣干、干燥、密封,2~8℃保存。
1.3.2　生物素化抗体的制备　将 N-羟基硫代琥

珀酰亚胺生物素冰箱取出平衡至室温,称取2mg
于西林瓶中加超纯水300ml,轻轻摇匀活化。立即

将活化的生物素溶液缓慢加入2ml抗体溶液中,
室温反应30min,反应液用10mmol/L的PBS透

析4℃8h(换液4次),收集,加入等量丙三醇,-
20℃保存。
1.3.3　酶标记抗体的制备　将5mg辣根过氧化

物酶溶于1 ml蒸馏水中,加0.2 ml新配的0.1
mol/LNaIO4 溶液,室温避光20min,1mmol/L
pH4.4醋酸钠缓冲液透析,4℃过夜(换液3次)。
加入20μl0.2mol/LpH9.5碳酸盐缓冲液,另加

入1ml0.01mol/L碳酸盐缓冲液含5mgAMH
抗体,室温 2h,加入 0.1 ml新配 4 mg/mlNa
BH4,混匀,4℃ 2h。0.15mol/LpH7.4PBS透

析4℃过夜(换4次液)。收集酶结合物,加入等量

丙三醇,-20℃保存。
1.3.4　校准品的配制　用校准品稀释液参照国家

标准品将 AMH 抗原配制成0.2、0.6、2.0、6.0、
20.0、60.0U/ml系列标准溶液,每瓶0.5ml分装

冻干,-20℃保存。
1.3.5　抗体反应液的配制　用抗体稀释液(含10
g/LBSA)将生物素化抗体以1︰3000和酶标记

抗体以1︰20000的终浓度进行混合,4℃保存。
1.3.6　操作步骤　向链霉亲和素包被板微孔中加

入50μl校准品或样本,再加100μl抗体反应液,
盖膜振动10s,37℃水浴45min,洗涤5次后拍干;
每孔加入发光底物100μl,避光5min,在发光分析

仪上 检 测 发 光 强 度。 常 规 酶 联 免 疫 分 析 法

(ELISA)严格按照说明书操作进行。
1.4　统计学处理

使用SPSS18.0软件分析数据。使用 K-S检

验确定样本中的浓度分布是否为正态分布。2组

间均值的比较采用t检验,2组以上的均值比较采
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用χ2 检验,P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　回收率

取 AMH 为2U/ml的人血清中,分别加入

AMH 浓度为30U/ml、50U/ml和150U/ml的

AMH,回 收 率 为 别 为 93.63%、97.16% 和

91.59%,平均回收率为94.13%。
2.2　线性范围

该检测体系中线性检测范围为(0.42~50.00)
U/ml,校准品与发光信号双对数剂量-反应曲线数

学模型,相关系数为0.9978。
2.3　灵敏度

平行测定10孔零校准品发光强度,计算■x±s,
平均值加2倍标准差所得的发光值,代入线性方程

计算出 对 应 浓 度,重 复 5 次,得 到 的 灵 敏 度 为

0.42U/ml。
2.4　精密度

对中国药品生物制品检定所的3个质控品分

别进行10孔平行测定,批内差异小于10.0%,批间

差异小于10.0%。
2.5　特异性

本研究选用其他3种激素进行交叉反应,测定

AMH 用于临床检查的特异性,结果见表1。

表1　交叉反应统计表 m U/ml

交叉反应因子 浓度 测定值

促甲状腺激素 500 <1
促黄体生成素 500 <1
人绒毛膜促性腺激素 200000 <1

2.6　稳定性

37℃7d热稳定性试验结果与4℃基本一致,
灵敏度0.42U/ml,平均回收率为94.11%,曲线线

性相关系数0.9925,批内精密度和批间精密度均

小于10%。
2.7　与ELISA法比较

将以上各参数与常规ELISA法所得参数进行

比较,结果显示,本研究中使用检测方法的灵敏度

和线性范围均明显优于常规ELISA法,见表2。

表2　与ELISA法所得参数比较表

方法
回收率

/%

灵敏度

/(U·ml-1)
精密度

/%

线性范围

/(U·ml-1)

ELISA 94.13 0.98 <10 (0.98~38.00)

CLIA 92.29 0.42 <10 (0.42~50.00)

χ2/t 2.917 7.254 1.032 8.217
P 0.374 0.027 0.817 0.012

3　讨论

年龄、窦卵泡数目、滤泡刺激激素和雌激素水

平等是临床医生评估卵巢功能的传统方法〔9-11〕,但
是以上方法极易收到各种因素的影响而产生误差,
同时也容易受到检测者的主观判断而对结果造成

影响。AMH 是一种糖蛋白二聚体,仅在性腺中表

达,主要由处于生长期卵泡中颗粒细胞分泌,主要

作用是调控卵泡的生长和发育,维持卵巢储备功

能〔12-13〕。目前对于 AMH 的检测主要使用的是酶

免疫测定,灵敏度低且影响因素较多,极易出现假

阳性 和 假 阴 性 结 果〔14-15〕。化 学 发 光 免 疫 分 析

(CLIA)是将发光物质或酶标记在抗原或抗体上,
免疫反应结束后,加入酶底物而发光,通过测量发

光强度和被测物的浓度关系,建立光信号与浓度关

系数 学 模 型,根 据 标 准 曲 线 测 定 待 测 物 的 浓

度〔16-17〕。CLIA的主要优点有灵敏度高、线性范围

宽、标记物的有效期长、无放射性危害等。链霉亲

和素(SA)是由链霉菌分泌的一种蛋白质,分子量

为65kD。相对于亲和素,SA 不仅等电点显示弱

酸性、分子量略小,而且不带任何糖基,所以在与聚

苯乙烯板结合时,单位面积吸附更多SA,也明显减

少非特异性吸附〔18-19〕。链霉亲和素-生物素系统在

免疫分析中的应用有多种形式,可用于间接包被,
亦可用于终反应放大〔20-22〕。本文建立的方法是在

固相上先预包被链霉亲和素,将捕获抗体进行生物

素化,通过链霉亲和素-生物素反应将捕获抗体.酶
标抗体复合物与固相桥联。在本研究中,线性检测

范围为(0.42~50.00)U/ml,该体系稳定性好,灵
敏度0.42U/ml,批内差异小于10.0%,批间差异

小于10.0%,与常规 ELISA 对比差异有统计学意

义。这提示,链霉亲和素-生物素桥联间接包被法

不仅可增加抗体吸附量,而且使其结合点充分暴

露,建立的免疫分析方法可测范围变宽。
本文建立一种 AMH 的生物素-链霉亲和素-

辣根过氧化物酶酶促化学发光免疫分析方法,更易

于操作、灵敏度高、价格低廉,适用于临床检测。
参考文献
[1]　ChinyaA,RatanSK,AggarwalSK,etal.Association

ofLevelsofSerumInhibinBandFollicle-stimulating
Hormonewith Testicular Vascularity,Volume,and
Echotexturein Children with Undescended Testes
[J].JIndianAssocPediatrSurg,2017,22:3-8.

[2]　郭丽,银铎.子宫切除术中预防性切除输卵管对卵巢

储备功 能 的 影 响 [J].中 华 实 用 诊 断 与 治 疗 杂 志,

2016,30(2):127-129.
[3]　JamilZ,FatimaSS,AhmedK,etal.Anti-Mullerian

Hormone:AboveandBeyondConventionalOvarian
ReserveMarkers[J].DisMarkers,2016,5246217.

[4]　ShenZ,BaoJ,ZengY,etal.InfluenceofCyclophos-
phamidum UsedinDifferentTimeduring Menstrual

·751·
薛燕平,等.抗苗勒氏管激素的生物素-链霉亲和素-辣根过氧化物酶酶促化学发光免疫分析方法的

建立第2期 　



Cycleon Ovary Anti-mullerian Hormone[J].China
Pharmacist,2018,1:　　.

[5]　AnnaJ,MałgorzataS,AnnaG,etal.TheRelationship
betweenAMHandAMHR2Polymorphismsandthe
FollicularPhaseinLateReproductiveStage Women
[J].IntJEnvironResPublicHealth,2016,13:185-
185.

[6]　MumfordSL,LegroRS,DiamondMP,etal.Baseline
AMHLevelAssociatedWithOvulationFollowingO-
vulationInductionin Women WithPolycysticOvary
Syndrome[J].JClinEndocrinolMetab,2016,101:

3288-3296.
[7]　陈华干,杨婷,伍萍芝,等.抗苗勒管激素在高龄妇女

卵巢功 能 评 估 中 的 价 值 探 讨 [J].中 国 妇 幼 保 健,

2016:31(19),3895-3898.
[8]　路锦,李杭生,韦多,等.抗苗勒管激素及体质量指数

与多囊卵巢综合征患者控制性促排卵结局的相关性

分析[J].中华实用诊断与治疗杂志,2018,32(6):

529-532.
[9]　FeiDingXU.TheValueofAge,BasalFollicleStimu-

latingHormoneandtheNumberofSinusFolliclein
PredictingOvarianResponse[J].MedicalInnovation
ofChina,2016.

[10]WangH,ChenL,JiangY,etal.Associationofgene
polymorphismsofestrogenreceptor,follicle-stimula-
tinghormoneβandleptin withfollicularcystsin
LargeWhitesows[J].Theriogenology,2017,103:143
-148.

[11]ZhangH,LuoQ,LuX,etal.EffectsofhPMSCson
granulosacellapoptosisand AMH expressionand
theirroleintherestorationofovaryfunctioninpre-
matureovarianfailuremice[J].StemCellResTher,

2018,9:20.
[12] Kereilwe O,Pandey K,Borromeo V,etal.Anti-

Müllerianhormonereceptortype2isexpressedingo-
nadotrophsofpostpubertalheiferstocontrolgonado-
trophinsecretion[J].ReprodFertilDev,2018,14.

[13]PankhurstMW,LeathartBL,BatchelorNJ,etal.The
Anti-MüllerianHormonePrecursor(proAMH)IsNot
ConvertedtotheReceptor-CompetentForm(AMHN,

C)intheCirculatingBloodofMice[J].Endocrinolo-
gy,2016,157:1622.

[14]DemirdjianG,BordS,LejeuneC,etal.Performance
characteristicsofthe Access AMH assayforthe
quantitativedeterminationofanti-Müllerianhormone
(AMH)levelsontheAccessfamilyofautomatedim-
munoassaysystems[J].ClinicalBiochemistry,2016,

49:1267-1273.
[15]PearsonK,LongM,PrasadJ,etal.Assessmentofthe

AccessAMH assayasanautomated,high-perform-
ancereplacementfortheAMH GenerationIImanual
ELISA[J].ReproductiveBiology & Endocrinology,

2016,14:1-9.
[16]ZhuW,ZengJ,TongLI,etal.Evaluationoftheappli-

cationofChemiluminescenceimmunoassay(CLIA)in
bloodscreening[J].ChineseJournalofBloodTransfu-
sion,2015,29:493-497.

[17]MeiS,WangJ,ZhuL,etal.AUPLC-MS/MSmethod
foranalysisofvancomycininhumancerebrospinal
fluidandcomparisonwiththechemiluminescenceim-
munoassay[J].BiomedChromatogr,2017,31.

[18]SalehiN,PengCA.PurificationofCD47-streptavidin
fusionproteinfrombacteriallysateusingbiotin-agar-
oseaffinitychromatography[J].BiotechnologyPro-
gress,2016,32:949-958.

[19]WetzelD,MüllerJM,FlaschelE,etal.Fed-batchpro-
ductionandsecretionofstreptavidinby Hansenula
polymorpha:Evaluationofgeneticfactorsandbiopro-
cessdevelopment[J].JournalofBiotechnology,2016,

225:3-9.
[20]YoonJG,HwangHJ,JinAC.Applicationofthebio-

tin-labeledtoxinmutantforaffinityisolationofasso-
ciatedproteinsinthemammaliancells[J].Journalof
Bioscience&Bioengineering,2018,125:497-504.

[21]FreitagS,LeIT,ChilkotiA,etal.Structuralstudies
ofbindingsitetryptophanmutantsinthehigh-affinity
streptavidin-biotincomplex[J].JournalofMolecular
Biology,2016,279:211-221.

[22]WangQ,HuangX,FuX,etal.Asensitiveandselec-
tiveresonanceRayleighscattering methodforquick
detectionofavidinusingaffinitylabelingAunanopar-
ticles[J].Spectrochim ActaA MolBiomolSpectrosc,

2016,162:75-80.
(收稿日期:2018-11-25)

·851· 临床血液学杂志　 第32卷


