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摘　要　为增强肉牛的繁殖力 ,应用本实验室构建的抑制素真核融合表达质粒 pCISI ,提纯后辅以不同的免疫佐剂

注入 96头母黄牛体内 ,采用 AMI2900兽用 B超对其中 84头发情牛进行卵泡检测 ,并对其中 78头妊娠牛进行早期

胚胎数目检测。结果发现 :抑制素质粒 pCISI能促进双大卵泡发育 (80195 % ,68/ 84) ,诱发排双卵 (60171 % ,51/

84) ,诱导黄牛孪生 (41103 % ,32/ 78) ;普鲁卡因佐剂 (48178 %)比脂质体 (32143 %)效果明显。研究表明 ,抑制素基

因免疫能有效提高黄牛的繁殖率。
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Abstract 　To improve the fertility of cattle , the fusion expressing plasmid of inhibin pCISI , which was designed and ex2
tracted in our laboratory , was us ed to immune the 96 female cattle . Besides , the AMI2900 ultras canner was adopted to

examine the follicles of 84 ruttish cattles and the embryos of 78 pregnant cattles . The res ults showed that inhibin pCISI

could caus e two big follicles development (80195 % ,68/ 84) and induce two mature follicles bringing out (60171 % ,51/

84) . Meanwhile , inhibin pCISI could induce 41103 % (32/ 78) cattle twinning. The procaine had obviously a better effect

than the lipos ome (48178 % vs . 32143 %) . The res earch proved that inhibin gene immunization could effectively im2
prove the reproduction rate of cattles .
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　　提高单胎动物繁殖性能 ,特别是对产仔间隔较

长的牛来说 ,人工诱导孪生以提高繁殖率 ,直接影响

到牛数量的增加及生产力水平。该研究也取得了较

大的成果 ,涉及遗传选择、激素诱导、胚胎移植、转基

因动物等诸多领域[1 ]。1992年以来 ,南京农业大学

动物繁育所开展了小鼠、大鼠、绵羊等动物的抑制素

免疫研究[2 ]。抑制素是一种主要由睾丸支持细胞

和卵巢颗粒细胞等组织分泌的蛋白激素 ,对促卵泡

素 ( FSH)分泌具有反馈性抑制作用。抑制素基因免

疫是将编码抑制素抗原蛋白的外源基因以重组表达

载体的形式转化入动物体内 ,使目的基因通过宿主

细胞的转录系统合成抗原蛋白 ,诱导宿主免疫系统

产生抗体以中和体内抑制素 ,导致体内 FSH含量的

升高 ,繁殖率提高[3 ]。该技术以其疫苗稳定、高效

安全、操作简便、成本低、便于大规模生产等优势弥

补了以往诱导双胎技术的不足。南京农业大学动物

繁育所现已构建了多种抑制素基因免疫用重组质

粒 ,免疫结果表明 :抑制素基因免疫质粒能够在动物
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体内表达 ,表达产物具有抑制素免疫原性[4 6 ]。本研

究通过配以不同佐剂的抑制素质粒免疫黄牛 ,旨在

了解抑制素 DNA 免疫对黄牛生殖方面的影响 ,优

化抑制素基因免疫技术。

1　材料与方法

111　试验动物与分组

选自河南省南阳市唐河县农户散养的南阳黄

牛。处理组 :96头 ,均为健康、体重接近、经产、产后

3个月内的空怀母牛 ;随机均分 2组 ,一组为普鲁卡

因佐剂处理组 ,另一组为脂质体佐剂处理组。对照

组 :80头 ,均为健康的发情母牛。

112　试验试剂

抑制素 pCISI质粒 DNA :双拷贝抑制素真核融

合表达质粒 pCISI由南京农业大学动物繁育所构

建 ,大连宝生公司鉴定[5 ]。选含有 pCISI质粒的大

肠杆菌单菌落于含 Amp 的 LB培养基中扩增培养 ,

碱裂解法大量抽提 pCISI质粒DNA ,并用 LiCl法加

以纯化[7 ]。酶切、电泳、分光光度计检测 ,直至质粒

DNA的 OD260/ OD280为 118～210。最后用生理盐

水对质粒 DNA进行浓缩 ,将终质量浓度调至 1 mg/

mL。

pCISI基因脂质体 :脂质体购于南京动物激素

厂 ,按 1∶1 (质量比)包裹抑制素 pCISI质粒 DNA。

015 %(体积分数 ,下同)盐酸普鲁卡因 ,市售。

113　试验仪器

离心机 ,恒温振荡器 ,电泳仪 ,电泳槽 ,紫外分光

光度仪 ,系列加样器 ,注射器 , AM I2900 兽用 B 超

机 ,510 MHz直肠线阵探头 ,人工授精系列器具。

114　试验方法

1 )免疫程序。初次免疫 21 d后进行加强免疫 ,

免疫部位为左右臀部肌肉。程序为 :普鲁卡因佐剂

处理组母牛在初次免疫时 ,于两侧肌肉各注射

015 %普鲁卡因 1 mL ,然后于相同部位各注射 pCISI

质粒 1 mL (共含 pCISI210 mg) ;加强免疫时 ,普鲁卡

因和 pCISI注射量各减半。脂质体佐剂处理组母牛

初次免疫时于两侧臀肌各注射 pCISI基因脂质体 1

mL (共含 pCISI210 mg) ,加强免疫时用量减半。

2)卵泡发育及排卵情况检测。从牛发情当天开

始到排卵结束 ,至少进行 3次B超探查 ,主要检测卵

巢大小、成熟卵泡和黄体的数目。

3)早期妊娠诊断。直肠检查法与 B 超诊断法

相结合 ,对配种后 30～60 d的母牛至少进行 2次探

查 ,主要检测子宫对称与否、妊娠黄体数目、胎儿数

目和大小。

4)数据分析。采用 SPSS1010 进行统计学分

析 ,对卵泡数、排双卵牛数、双胎牛数的组间差异采

用方差分析法 ,对排双卵率、双胎率采用卡方检验。

2　试验结果

211　抑制素质粒 pCISI免疫对黄牛卵泡发育和排

卵的影响

　　处理组卵巢略大于对照组 ,但差异不显著 ( P >

0105) ,普鲁卡因佐剂处理组和脂质体佐剂处理组之

间差异也不显著 ( P > 0105) 。处理组成熟卵泡的平

均发育个数为 1194 (163/ 84) ,比对照组平均多 0154

个 ,统计结果差异显著 ( P < 0105) 。处理组诱发

60171 % ( 51/ 84 ) 牛排双卵 ,也显著高于对照组

13175 %( P < 0105) 。不同佐剂的抑制素 pCISI免

疫 ,普鲁卡因佐剂处理组的 71111 % (32/ 45)母牛排

双卵 ,较脂质体佐剂处理组 (4817 % ,19/ 39)效果明

显 ( P < 0105) 。

212　抑制素质粒 pCISI免疫对黄牛胚胎发育和数

目的影响

　　抑制素质粒 pCISI能诱导 41103 % (32/ 78)黄

牛怀双胎 ,比对照组多 37103 % ,差异极显著 ( P <

0101) 。普鲁卡因佐剂 (48178 % ,20/ 41)比脂质体佐

剂 (32143 % ,12/ 37)效果明显 ( P < 0105) (表 1) 。

3　讨　论

311　双拷备抑制素 pCISI基因免疫对黄牛生殖活

动的影响

　　1) pCISI免疫对黄牛发情周期的影响。

本研究期间 ,通过询问上次分娩和发情时间检

查黄牛的发情周期 ,连续 4个月 ,发现绝大多数母牛

发情周期正常 ,为 21 d左右。Glencross等曾用抑制

素免疫青春期前小母牛 ,发现母牛到达初情期的年

龄和体重不受影响 ,发情周期与对照组相比差异不

显著 ,分别为 (1919 ±015)和 (1918 ±015) d [8 ]。因

此可以认为抑制素 pCISI基因免疫对发情周期没有

影响。

2) pCISI基因免疫对黄牛卵巢、卵泡发育、排卵

的影响。

用抑制素质粒 pCISI加强免疫后 ,对黄牛卵巢

大小影响不大 ,仅仅因为成熟卵泡数目增多而有所

增大 ,因此免疫具有一定的安全性 ,不会造成卵巢囊
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肿等病症。

抑制素基因免疫动物后 ,所产生的抑制素抗体

中和了外周血浆中的抑制素 ,削弱对 FSH的抑制作

用 ,使 FSH分泌增加 ,从而促进卵泡的发育。在优

势卵泡局部调节因子的协同作用下 , FSH 受体增

多 ,对 FSH的敏感性增强 ,保证了优势卵泡的发育。

本实验中 ,处理组成熟卵泡的发育个数为 1194 ,具

有双大卵泡牛的数量占总量的 80195 % ,排双卵的

牛数量占总量的 71111 % ,与对照组相比 ,统计结果

差异显著 ( P < 0105) 。可见 ,抑制素融合质粒 pCISI

免疫黄牛 ,可促进卵泡发育 ,提高大卵泡数目 ,增加

排卵率和黄体数。

表 1　抑制素 pCISI免疫对黄牛卵泡和胚胎的影响

Table 1　Effect of immunization against inhibin pCISI on follicular and embryo in cattle

　　项　目 普鲁卡因佐剂处理组 脂质体佐剂处理组 处理组合计 对照组

总牛数/头 48 48 96

发情并配种牛/头 45 39 84 80

发情率 (配种率) / % 93175 81125 87150

总成熟卵泡数 87 76 163 112

均头牛成熟卵泡数 1193 3 1195 3 1194 3 1140

至少双成熟卵泡的牛/头 36 32 68 28

排双卵的牛/头 32 3 19 51 3 11

排双卵率/ % 7111133 48172 3 60171 3 13175

妊娠牛/头 41 37 78 75

具有双胎的牛数/头 20 3 12 3 3233 3

双胎率/ % 4817833 32143 3 4110333 4100

　　　注 :同一行中 ,无 3者与对照组相比为差异不显著 P > 0105 , 3为差异显著 P < 0105 ,33为差异极显著 P < 0101。

　　3) pCISI基因免疫对黄牛胚胎的影响。

抑制素免疫可提高母畜的产仔数 ,张小冬等用

抑制素免疫 3岁的考力代母羊 ,结果处理组的羊全

部受胎并产羔 ,各组妊娠期无明显差异[9 ]。抑制素

免疫可提高黄牛的孪生率。杨利国等用猪精液抑制

素主动免疫黄牛 ,妊娠期末 ,57头母牛中有 15头牛

产出双胎 ,孪生率达 2613 %[10 ]。本实验通过 B 超

的早期妊娠检查 ,发现处理组的双胎率达 41103 % ,

显著高于对照组。另外 ,处理组中双胎的胚体、孕囊

大小 ,与单胎的大小相比 ,差异不显著 ,与妊娠时间

一致。由此可见 ,pCISI基因免疫可以诱导黄牛怀

双胎 ,对胎儿发育没有显著影响 ,。

312　免疫佐剂对抑制素 pCISI基因免疫效果的

影响

　　影响抑制素基因免疫效果的因素主要有免疫

原、免疫方法、免疫佐剂、免疫剂量、免疫次数、免疫

间隔等。

南京农业大学动物繁育所将抑制素基因插入到

乙肝表面抗原基因 S区的第 112与 113氨基酸密码

之间 ,形成具有更好免疫原性的双拷贝抑制素表

位[11 ]。由于肌细胞能将 DNA疫苗的作用效率提高

10倍以上 ,因此本实验选用二次肌肉免疫 ;是否随

着免疫次数的增加免疫反应就能增强 ,需要进一步

探索。

免疫佐剂本身不具有免疫原性 ,而与抗原合用

或前后使用时能增强抗原免疫原性或改变免疫反应

类型的物质。抑制素常规免疫通常用弗氏完全佐剂

或弗氏不完全佐剂 ,抑制素基因免疫的佐剂主要有

化学因子、免疫剌激序列或细胞因子等。本实验主

要比较了普鲁卡因和脂质体 2种佐剂的免疫效果。

脂质体作为一种可供选择的质粒传递载体 ,具

有无毒、无免疫原性 ,可生物降解 ,可保护质粒 DNA

免被核酸酶降解的特点 ,介导 DNA 免疫可提高体

液免疫和细胞免疫反应[12 ]。普鲁卡因可以提高浸

润的肌肉对疫苗的吸收能力 ,从而增强 T细胞增殖

反应和 CL T反应。本研究中 ,普鲁卡因佐剂处理组

的排卵率、双胎率都显著高于脂质体佐剂处理组 ,证

明了在抑制素 pCISI基因免疫中 ,以 015 %普鲁卡
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因为免疫佐剂比脂质体佐剂免疫效果更为显著。

用抑制素基因免疫 ,可以长时间地降低体内抑

制素水平 ,可提前动物的发情 ,提高动物的排卵率和

精子的产量 ,从而提高动物的繁殖力 ,服务于科研和

生产。随着分子生物学的进一步发展 ,目的基因的

获得日趋容易 , 分离纯化抑制素基因逐步简易 ,该

疫苗必将大规模应用于畜牧业生产。
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