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不同繁殖节律母牦牛冷暖季血浆褪黑激素
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摘　要：为研究不同季节、不同繁殖节律和繁殖活动期与静止期成年母牦牛血浆 ＭＬＴ分泌水平的差异，应用反相

高效液相色谱法（ＲＰＨＰＬＣ）检测成年母牦牛血浆 ＭＬＴ浓度。供试母牦牛６３头，分为 Ａ、Ｂ、Ｃ３组，每组２１头。

Ａ组：１年１胎，繁殖活动期；Ｂ组：２年１胎，全奶，繁殖静止期；Ｃ组：２年１胎，半奶，繁殖活动期。在暖季的７月

２１－２３日和冷季的１１月２１－２３日，自然光制：１２．００Ｌ∶１２．００Ｄ和１４．６５Ｌ∶９．３５Ｄ，日落前２ｈ开始采血，持续５０

ｍｉｎ，颈静脉采血每头２０ｍＬ，肝素抗凝，离心取血浆。１年１胎母牦牛血浆 ＭＬＴ浓度（（６８．９０±５．８２）ｐｇ／ｍＬ）高

于２年１胎全奶个体（（４４．３８±２．６１）ｐｇ／ｍＬ）（犘＜０．０１）和２年１胎半奶个体（（５７．５１±３．８２）ｐｇ／ｍＬ）（犘＜

０．０５）；母牦牛血浆 ＭＬＴ浓度暖季高于冷季（犘＜０．０５），表明其具有季节波动，并提示除光照外牦牛 ＭＬＴ分泌还

与气温等环境因子有关；母牦牛血浆 ＭＬＴ浓度繁殖活动期高于繁殖静止期（犘＜０．０５）。母牦牛 ＭＬＴ分泌存在季

节波动，母牦牛季节性繁殖和繁殖节律受到 ＭＬＴ水平的影响。
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　　牦牛（ＢｏｓＧｒｕｎｎｉｅｎｓ）的生产性能取决于繁殖

性能。放牧条件下，牦牛的繁殖率低，仅为４７．６６

％
［１］，其原因一是母牦牛中存在１年产１胎、２年产

１胎及３年产１胎等多种不同繁殖节律的个体。据

统计，２年及３年产１胎个体占７１．１６％
［２］。其次，

受营养、气温、光照等环境条件周期性振荡的影响，

牦牛的繁殖活动受到季节变化的限制，是典型的季

节性繁殖动物。母牦牛集中在７－９月发情配种，翌

年４－６月产犊
［３］。当年产犊的泌乳牦牛称为全奶

牛；当年产犊，未发情配种，次年暖季继续泌乳，但乳

量仅为全奶牛５０％左右的牦牛称半奶牛。２年１胎

牦牛的繁殖周期可分为繁殖活动期与静止期，从暖

季第１个情期出现到次年产犊这段时间称为繁殖活

动期，产犊后保持空怀且不发情，直到次年第１个情

期出现前的这段时间，称为繁殖静止期。因此，２年

１胎全奶牦牛处于繁殖静止期，２年１胎半奶牦牛处

于繁殖活动期。有学者指出，仅靠外源生殖激素的

方法难以有效改善牦牛的繁殖状况。重视环境、内

分泌和遗传等因素的综合作用，深入研究牦牛的生

殖生理机制，是解决繁殖水平低下的重要途径［４５］。

研究显示，不同繁殖节律母牦牛血浆孕酮、１７β雌二

醇的波动以及卵巢原始卵泡数都存在差异［６７］。脊

椎动物的褪黑激素（ｍｅｌａｔｏｎｉｎ，ＭＬＴ）主要由松果

体分泌，属吲哚胺类活性最强的一种神经激素，具有

多种生理功能，其中，对动物周期性繁殖的作用受到

普遍关注。ＭＬＴ充当内分泌传感器，季节性光照

周期的变化引起 ＭＬＴ分泌节律的改变，控制着季

节性繁殖动物的生殖行为［８９］。ＭＬＴ昼夜波动相

限、峰值持续时间、振幅、总量等对动物周期性繁殖

均存在影响［１０１３］。ＭＬＴ影响牦牛繁殖节律的报道

较少，张勇检测到母牦牛暖季血浆 ＭＬＴ分泌具有

昼夜节律［１４］。Ｓａｒｋａｒ等也证实牦牛在发情配种期

和怀孕期血浆 ＭＬＴ分泌均存在昼夜波动，但未检

测到两个时期之间是否有显著差异，Ｓａｒｋａｒ等认为

可能是２个采样时期自然光制（昼、夜时间比）较为

接近所致［１５］。迄今为止，针对不同繁殖节律、繁殖

活动期与繁殖静止期母牦牛 ＭＬＴ分泌差异性的研

究未见报道，有关牦牛 ＭＬＴ分泌的季节节律研究

也未见更多报道。为此本试验在冷季和暖季选择自

然光制相差较大的时期，对具有两种繁殖节律以及

处于繁殖活动期与静止期的成年母牦牛血浆 ＭＬＴ

水平进行反相高效液相色谱法（ＲＰＨＰＬＣ）测定，以

阐明繁殖节律、季节以及繁殖活动期与静止期ＭＬＴ

分泌的差异性，为深入研究牦牛 ＭＬＴ分泌的规律、

ＭＬＴ调控牦牛繁殖节律和季节性繁殖的机制等提

供依据。

１　材料与方法

１１　血样采集

　　血样采集于四川省红原县境内的四川省龙日种

畜场，该场位于青藏高原东南缘的川西北草地，东经

１０２°４８′３０″，北纬３２°３２′，海拔３５３４．２ｍ。于２００５

年暖季和冷季进行２次采样（见表１），７和１１月气

温分别为１１．１４℃和－２．６７℃，相对湿度为７６．８％

和６５．８％，采样日自然光制１２．００Ｌ∶１２．００Ｄ和

１４．６５Ｌ∶９．３５Ｄ。７月牧草丰茂，营养充足；１１月

牧草枯死，粗纤维含量高。供试成年母牦牛全放牧，

年龄９．５～１０．５岁，体重１９０～２４０ｋｇ，营养状况良

好，发育繁殖史正常，无临床可见疾病。试验动物被

分为Ａ、Ｂ、Ｃ３组，每组２１头，共６３头（见表２）。７

和８月采集相同牦牛的血，每次采样分３ｄ完成，２１

头／ｄ，每组７头。每日采血时间定在日落前２ｈ开

始，持续５０ｍｉｎ。颈静脉血，肝素抗凝，４０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ取血浆。日出日没时间取自“中国科学

院国家授时中心日出日没时刻查询系统”（Ｗｅｂｓｉｔｅ：

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔｉｍｅ．ａｃ．ｃｎ／ｓｅｒｖｅ／ｓｕｎｒｉｓｅｓｅｔ）（见

表１）。

１２　仪器及试剂

　　美国 Ｗａｔｅｒｓ公司２６９５高效液相色谱仪，２４７５

荧光检测器，配自动进样器及 Ｅｍｐｏｗｅｒ工作站。

ＫＬ５１２数显氮吹仪（北京康林科技有限公司），

ＴＤＬ８０２Ｂ高速离心机（上海安亭科学仪器厂），５０１

３０３
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表１　采样日期与日照时数

犜犪犫犾犲１　犛犪犿狆犾犻狀犵犱犪狋犲犪狀犱狊狌狀犾犻犵犺狋犺狅狌狉狊

采样日期

Ｓａｍｐｌｉｎｇｄａｔｅ

日出时间

Ｓｕｎｕｐｔｉｍｅ

日没时间

Ｓｕｎｓｅｔｔｉｍｅ

日照时数

Ｓｕｎｌｉｇｈｔｈｏｕｒｓ／ｈ

暖季７．２１－７．２３ ６：１５－６：１７ ２０：１４－２０：１３ １２

冷季１１．２１－１１．２３ ７：４４－７：４６ １８：０５ ９．３５

表２　试验动物基本情况

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犫犪狊犻犮犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犪狀犻犿犪犾狊

组别

Ｇｒｏｕｐｓ

年龄／岁

Ａｇｅ

繁殖节律

Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｒｈｙｔｈｍ

泌乳状况

Ｍｉｌｋｉｎｇｓｔａｔｕｓ

繁殖状况

Ｂｒｅｅｄｉｎｇｓｔａｔｕｓ

头数

Ｎ

Ａ １０．５ １年１胎Ｃａｌｖｉｎｇｅｖｅｒｙｙｅａｒ 全奶Ｆｕｌｌｍｉｌｋｉｎｇ 活动期Ａｃｔｉｖｅ ２１

Ｂ ９．５ ２年１胎Ｃａｌｖｉｎｇｐｅｒｔｗｏｙｅａｒｓ 全奶Ｆｕｌｌｍｉｌｋｉｎｇ 静止期Ｒｅｓｔｉｎｇ ２１

Ｃ １０．５ ２年１胎Ｃａｌｖｉｎｇｐｅｒｔｗｏｙｅａｒｓ 半奶Ｓｅｍｉｍｉｌｋｉｎｇ 活动期Ａｃｔｉｖｅ ２１

型超声波清洗器（上海实验仪器厂有限公司）。甲

醇、乙腈、二氯甲烷等均为色谱纯，ＭＬＴ标准品购

于Ｓｉｇｍａ公司。

１３　样品处理

　　取血浆２．０ｍＬ，加二氯甲烷５ｍＬ，涡旋震荡３

ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分离水层，重复提

取，合并２次的二氯甲烷层。室温下，氮吹仪吹干，

加０．５ｍＬ流动相溶解，待测。

１４　色谱条件优化

　　在文献［１６１８］基础上进行改进和条件优化，比

较流动相甲醇水、甲醇水醋酸、甲醇醋酸盐、乙

腈水的分离效果，同时对激发波长、发射波长、柱

温、流速和进样量等条件进行筛选。

１５　线性关系测定

１．５．１　标准贮备液　定量称取 ＭＬＴ标准品，流动

相定容，制成３００ｐｇ／ｍＬ的标准溶液备用。

１．５．２　对照血浆　据文献记载，随年龄增长，松果

体ＭＬＴ钙化程度增加，分泌量下降
［１９］；暖季牦牛血

浆 ＭＬＴ浓度昼夜变化以１９：００时左右最低
［１４］。因

此选择１５岁以上母牦牛３头，于１９：００采血，经检

测，混合血浆 ＭＬＴ水平为６．５ｐｇ／ｍＬ，以此作为对

照血浆。

１．５．３　标准曲线　取不同量的 ＭＬＴ标准溶液于

１０ｍＬ试管，氮吹仪吹干，加入２ｍＬ对照血浆，使

ＭＬＴ标准品浓度分别为０、７．１２、１４．２４、２８．４８、

７１．２０、１４２．４０、２８４．８０ｐｇ／ｍＬ。按１．３方法处理。

以进样浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，制作标准

曲线。

１６　回收率与精密度测定

　　按１．５．３方法配成 ＭＬＴ标准品浓度分别为

７．１２、７１．２０、２８４．８０ｐｇ／ｍＬ的溶液，首先各取６份

按１．３方法处理，进行回收率测定；然后各取５份按

１．３方法处理，于当日不同时间分别检测３种浓度

的溶液，计算日内变异；另在连续３ｄ内分别检测３

种浓度的溶液，计算日间变异。

１７　数据处理与分析

　　计算公式：

　　ＭＬＴ浓度＝（样品峰面积×标样进样体积×

样品定容体积×标样浓度）／（标样峰面积×样品进

样体积×取样体积）

　　采用ＳＰＳＳ１３．０对数据进行线性分析与多重比

较。模型为：

χ犻犼犽 ＝μ＋α犻＋β犼＋α犻β犼＋ε犻犼犽

　　其中χ犻犼犽表示 ＭＬＴ浓度；μ表示总体均值；α犻、

β犼分别表示第犻种繁殖节律和犼季节产生的效应；

α犻β犼为繁殖节律与季节之间的互作效应；ε犻犼犽表示误

差项。

２　结果与分析

２１　条件优化

　　优化结果为色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ公司 Ｓｙｍｍｅｔｒｙ

ＳｈｉｅｌｄＴＭＲＰ１８色谱分析柱（５μｍ，３．９ｍｍ×１５０

ｍｍ）；激发波长：２８５ｎｍ；发射波长：３４５ｎｍ；柱温：

２５℃；流动相：乙腈∶水＝２５／７５（Ｖ／Ｖ）；流速：０．６０

ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：５μＬ。在此优化条件下，标准品

ＭＬＴ的保留时间为１４．１１２ｍｉｎ，样品 ＭＬＴ的保留

４０３
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时间为１４．０９３ｍｉｎ，二者基本一致。样品 ＭＬＴ峰

与两侧的干扰峰之间完全可以区分，表明对牦牛血

浆 ＭＬＴ的检测有较好的专一性和分离效果（图１）。

Ａ．标准品；Ｂ．样品

Ａ．Ｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｂ．Ｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅ

图１　标准品与样品 犕犔犜的色谱图

犉犻犵．１　犜犺犲犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狊狅犳犕犔犜犻狀（犃）狊狋犪狀犱犪狉犱狊狅犾狌狋犻狅狀犪狀犱（犅）狆犾犪狊犿犪狊犪犿狆犾犲

２２　线性关系

　　在７．１２～２８４．８０ｐｇ／ｍＬ之间，获得１条线性

关系良好的直线（图２），方程为：狔＝－１８９４．２１＋

５３７．９８狓，相关系数狉＝０．９９９８。

图２　犕犔犜的标准曲线

犉犻犵．２　犜犺犲狊狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲狅犳犕犔犜

２３　回收率与精密度

　　回收率测定结果见表３。ＭＬＴ平均添加回收

率为９１．２６％ ～９４．５２％，变异系数为 ０．８７％ ～

１．９７％，符合检测要求
［２０］。

　　精密度测定结果见表４。从表４看出，日内变

异相对标准差（ＲＳＤ）为２．３７％～３．９８％，日间变异

相对标准差（ＲＳＤ）为６．５５％～８．０５％，符合检测要

求［２０］。

２４　成年母牦牛血浆 犕犔犜含量分析

２．４．１　线性模型分析　母牦牛血浆 ＭＬＴ含量的

线性模型分析结果见表５。模型、α、β的检验校能值

为０．９７～１．００，表明样本量充足
［２１］；模型概率犘＜

０．０１，表明可以进行下一步分析；α、β概率 犘＜

０．０１，表明这２种因子效应极显著，也表明２个不同

季节之间以及３种不同繁殖状况个体之间血浆

ＭＬＴ分泌差异极显著；α×β概率犘＞０．０５，表明２

因子的互作效应不显著；偏Ｅｔａ平方值表示变异源

占总变异的大小［２１］，从表５看出，β的偏Ｅｔａ平方值

略大于α，表明季节因子效应略占优势。

表３　犕犔犜在血浆样品中的添加回收率（狀＝６）

犜犪犫犾犲３　犕犔犜狉犲犮狅狏犲狉狔狉犪狋犲狅犳狆犾犪狊犿犪狊犪犿狆犾犲狑犻狋犺犕犔犜犪犱犱犻狋犻狅狀（狀＝６） ％

添加浓度／（ｐｇ／ｍＬ）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

ＭＬＴａｄｄｉｔｉｏｎ

回收率

Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ

平均回收率

Ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ

变异系数

Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆ

ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ

７．１２ ８９．５０９１．３２９０．１１９０．２５９３．５５９２．８５ ９１．２６±１．６３ １．７８

７１．２０ ９４．３６９１．２９９２．３６９５．３６９５．２３９１．５８ ９３．３６±１．８４ １．９７

２８４．８０ ９５．２１９３．２５９４．５６９４．２１９５．５８９４．３２ ９４．５２±０．８２ ０．８７

５０３
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表４　犕犔犜测定的精密度结果（狀＝５）

犜犪犫犾犲４　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狅犳狆狉犲犮犻狊犻狅狀狅犳犕犔犜犿犲犪狊狌狉犲犿犲狀狋（狀＝５） ％

浓度／（ｐｇ／ｍＬ）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

日内变异ＲＳＤ

Ｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎａｄａｙ

日间变异ＲＳＤ

Ｖａｒｉａｔｉｏｎａｍｏｎｇ３ｄａｙｓ

７．１２ ２．３７ ６．５５

７１．２ ２．５４ ７．２４

２８４．８ ３．９８ ８．０５

表５　线性模型分析结果

犜犪犫犾犲５　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犵犲狀犲狉犪犾犾犻狀犲犪狉犿狅犱犲犾犪狀犪犾狔狊犻狊

变异来源

Ｓｏｕｒｃｅ

概率

犘

检验校能

Ｏｂｓｅｒｖｅｄｐｏｗｅｒ

偏Ｅｔａ平方

ＰａｒｔｉａｌＥｔａｓｑｕａｒｅｄ

模型 Ｍｏｄｅｌ ０．００ １．００ ０．２４

截距Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ（μ） ０．００ １．００ ０．８３

繁殖节律Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｒｈｙｔｈｍ（α） ０．００ ０．９８ ０．１２

季节Ｓｅａｓｏｎ（β） ０．００ ０．９７ ０．１３

繁殖节律×季节（α×β） ０．２７ ０．２９ ０．０２

２．４．２　不同繁殖节律个体 ＭＬＴ水平　不同繁殖

节律母牦牛血浆 ＭＬＴ含量见表６，冷季和暖季各繁

殖节律个体血浆 ＭＬＴ含量见表７。从表６看出，Ａ

组血浆 ＭＬＴ浓度分别高于Ｂ组（犘＜０．０１）和Ｃ组

（犘＜０．０５）。从表７看出，暖季 Ａ组血浆 ＭＬＴ浓

度分别高于同季的Ｂ组（犘＜０．０１）和 Ｃ组（犘＜

０．０５）；冷季Ａ组高于Ｂ组 （犘＜０．０１），Ａ组也高于

Ｃ组，但差异不显著（犘＞０．０５）。从繁殖生理条件

看，１年１胎全奶与２年１胎半奶个体都处于繁殖

活动期，比较一致。虽然２者在冷季差异不显著，但

暖季和两季平均值差异显著，表明 ＭＬＴ对母牦牛

的繁殖节律具有影响。

表６　不同繁殖节律母牦牛两季血浆 犕犔犜平均含量比较

犜犪犫犾犲６　犜犺犲犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狔犪犽犮狅狑狊’狆犾犪狊犿犪犕犔犜

犮狅狀狋犲狀狋狅犳狋犺犲狋狑狅狊犲犪狊狅狀狊犪犿狅狀犵狋犺犲

犱犻犳犳犲狉犲狀狋狉犲狆狉狅犱狌犮狋犻狏犲狉犺狔狋犺犿 ｐｇ／ｍＬ

组别

Ｇｒｏｕｐｓ

ＭＬＴ平均含量

ＭＬＴｃｏｎｔｅｎｔ

Ａ ６８．９０±５．８２Ａａ

Ｂ ４４．３８±２．６１Ｂｃ

Ｃ ５７．５１±３．８２ｂ

数据肩标字母不同，表示差异显著（犘＜０．０５，小写字母）或

差异极显著（犘＜０．０１，大写字母），下表同

Ｍｅａｎｓｗｉｔｈｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＜

０．０５，ｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒ）ｏｒｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＜

０．０１，ｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒ），ｓａｍｅａｓｆｏｌｌｏｗｔａｂｌｅ

　　从表６还可看出，Ｂ组 ＭＬＴ水平低于Ｃ组（犘

＜０．０１）；从表７看出，无论暖季或冷季，Ｂ组 ＭＬＴ

水平均低于Ｃ组，但差异都不显著（犘＞０．０５）。表

明在单个季节内二者之间 ＭＬＴ水平虽然差异不显

著，但从两季平均值看，差异显著，前者高于后者（表

６）。由于Ｂ组处于繁殖静止期，Ｃ组处于繁殖活动

期，表明繁殖活动期与静止期个体间血浆 ＭＬＴ水

平存在差异，且繁殖活动期高于繁殖静止期。

表７　不同繁殖节律不同季节母牦牛血浆 犕犔犜含量比较

犜犪犫犾犲７　犜犺犲犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狋犺犲犳犲犿犪犾犲狔犪犽狆犾犪狊犿犪

犕犔犜犮狅狀狋犲狀狋犫犲狋狑犲犲狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狉犲狆狉狅犱狌犮狋犻狏犲

狉犺狔狋犺犿犪狀犱狊犲犪狊狅狀狊 ｐｇ／ｍＬ

季节

Ｓｅａｓｏｎｓ

组别

Ｇｏｕｐｓ

ＭＬＴ含量

ＭＬＴｃｏｎｔｅｎｔ

Ａ ８３．５２±９．２７Ａａ

暖季 Ｗａｒｍ Ｂ ５０．１２±３．１４Ｂ

Ｃ ６５．０４±４．４５ｂ

小计Ｔｏｔａｌ ６６．２３±３．９３

Ａ ５４．２９±５．６３ａ

冷季Ｃｏｌｄ Ｂ ３８．６３±３．８５ｂ

Ｃ ４９．９９±５．８７

小计Ｔｏｔａｌ ４７．６±４３．０７

２．４．３　不同季节间 ＭＬＴ水平比较　母牦牛冷暖

季血浆 ＭＬＴ水平见图３：Ａ组血浆 ＭＬＴ水平暖季

高于冷季（犘＜０．０１），Ｂ和Ｃ组暖季分别高于冷季

（犘＜０．０５）。由于Ａ和Ｃ组均处于繁殖活动期，即

６０３
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７月采样时两组正值发情配种期，１１月采样时都处

在妊娠期，而目前尚不清楚处在这两种生理阶段的

母牦牛其 ＭＬＴ水平是否有差异，因此不能将Ａ和

Ｂ组间 ＭＬＴ水平差异完全解释为季节差异。但是

对于Ｂ组来说，由于暖季和冷季都处于繁殖静止

期，生理条件较为一致，因此该组 ＭＬＴ水平表现出

的季节差异，表明母牦牛 ＭＬＴ分泌存在季节波动。

Ａ．１年１胎；Ｂ．２年１胎全奶；Ｃ．２年１胎半奶．

．犘＜０．０１；．犘＜０．０５

Ａ．Ｃａｌｖｉｎｇｅｖｅｒｙｙｅａｒａｎｄｆｕｌｌｍｉｌｋｉｎｇ；Ｂ．Ｃａｌｖｉｎｇ

ｐｅｒｔｗｏｙｅａｒｓａｎｄｆｕｌｌｍｉｌｋｉｎｇ；Ｃ．Ｃａｌｖｉｎｇｐｅｒｔｗｏ

ｙｅａｒｓａｎｄｓｅｍｉｍｉｌｋｉｎｇ．．犘＜０．０１；．犘＜

０．０５

图３　冷暖季母牦牛血浆 犕犔犜分泌水平比较

犉犻犵．３　犜犺犲犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狆犾犪狊犿犪犕犔犜狊犲犮狉犲狋犻狅狀狅犳

狔犪犽犮狅狑狊犫犲狋狑犲犲狀狑犪狉犿犪狀犱犮狅犾犱狊犲犪狊狅狀狊

３　讨　论

　　本研究在人、鼠血浆 ＭＬＴＲＰＨＰＬＣ检测方法

基础上进行改进和条件优化，为牦牛血浆 ＭＬＴ检

测建立了一种灵敏、快速、准确的ＲＰＨＰＬＣ方法。

文献［１６］记载人血浆 ＭＬＴＲＰＨＰＬＣ测定的流动

相乙腈∶水＝４０／６０（Ｖ／Ｖ），本试验结果以乙腈∶

水＝２５／７５（Ｖ／Ｖ）为最佳。柱温２５℃同文献［１６］，

低于文献［１７１８］报道的４０℃。流速０．６０ｍＬ／ｍｉｎ

高于文献［１６］报道的０．５０ｍＬ／ｍｉｎ。ＭＬＴ保留时

间１４．１０ｍｉｎ较文献［１６］报道的５．４０ｍｉｎ长，但稍

短于文献［１７１８］报道的１５ｍｉｎ。

　　哺乳动物和人血浆 ＭＬＴ浓度变化速度夜间高

于白昼，午夜达到顶峰，日出时降到一个较低水平。

白天 ＭＬＴ 水平较低，变化较小，以日落 前 最

低［２２２３］。张勇报道，牦牛血浆 ＭＬＴ变化的昼夜节

律相似于其他哺乳动物，８月份检出牦牛血浆 ＭＬＴ

浓度白天最低值为６４．５６ｐｇ／ｍＬ，夜间最高值为

２６８．５３ｐｇ／ｍＬ
［１４］。Ｓａｒｋａｒ等也作了类似报道

［１５］。

本试验分别在冷暖两季的连续３ｄ内，选择在日没

前２ｈ持续５０ｍｉｎ采样，目的是使所测得的 ＭＬＴ

浓度值在季节间具有可比性。本试验７月采样测得

的 ＭＬＴ含量为６６．２３ｐｇ／ｍＬ（表６），与张勇的报道

基本吻合［１４］。

　　本试验１年１胎个体血浆 ＭＬＴ浓度高于２年

１胎全奶和半奶个体，表明母牦牛的繁殖节律受到

ＭＬＴ 分泌水平的影响；２年１胎半奶个体血浆

ＭＬＴ水平高于２年１胎全奶个体，显示繁殖活动期

血浆 ＭＬＴ水平高于繁殖静止期；母牦牛血浆 ＭＬＴ

浓度暖季高于冷季，存在季节波动，表明牦牛的季节

性繁殖受到 ＭＬＴ分泌的影响。对羊的研究有类似

报道，季节性繁殖的成年公羊血液 ＭＬＴ含量在不

同季节之间差异显著，６和９月血液中 ＭＬＴ含量比

３和１２月高
［２４］。有学者研究了几个不同绵羊品种

血浆ＭＬＴ的季节性变化，其中滩羊血浆ＭＬＴ的季

节性变化最显著［２５］。Ｓａｒｋａｒ等未检测到牦牛血浆

ＭＬＴ在发情、配种与妊娠期的差异，其原因之一，可

能是由于两次采样时的昼夜持续时间相似（１２．５Ｌ

∶１１．５Ｄ与１１．５Ｌ∶１２．５Ｄ），白昼时间相差仅１ｈ

所致［１５］。本试验２次采样白昼持续时间相差达

２．６５ｈ（见表１），因而获得与Ｓａｒｋａｒ不同的结果。

其次，Ｓａｒｋａｒ的试验动物都处于繁殖活动期，首次

检测时间是在发情配种期，第２次检测时间是在妊

娠９０ｄ左右，由于目前尚不清楚牦牛妊娠生理变化

与 ＭＬＴ分泌之间的关系，因而较难对两个时期血

浆 ＭＬＴ水平的影响因素进行进一步分析。也有研

究者认为，除光照外，ＭＬＴ分泌还与其它环境因子

的季节性变化有关，如气温、气湿、营养等因子周期

性变化对季节性繁殖动物的 ＭＬＴ分泌有较大影

响［１０］。因此牦牛 ＭＬＴ的分泌暖季高于冷季，提示

此结果可能与气温、营养等环境因子周期变化有关，

有待于进一步研究。

４　结　论

　　母牦牛血浆 ＭＬＴ 分泌暖季高于冷季（犘＜

０．０５），表明具有季节波动。１年１胎母牦牛血浆

ＭＬＴ浓度高于２年１胎个体（犘＜０．０１），繁殖活动

期母牦牛血浆 ＭＬＴ 水平高于繁殖静止期 （犘＜

０．０５）。母牦牛的繁殖节律和季节性繁殖均受到

ＭＬＴ分泌水平的影响。
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