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摘要 头经产母黄牛分成 组 每组 头 分别在产后 个月用 × 组 或 × 组 精液抑制素和福

氏完全佐剂进行主动免疫 周后进行加强免疫 ∀加强免疫所用抑制素剂量减半 佐剂为福氏不完全剂 ∀另一组牛

用不含抑制素生物活性的精液提取物和上述佐剂进行主动免疫和加强免疫 用作对照组 ≤ 组 ∀母牛发情时 间隔 2

用冷冻精液进行人工授精 ∀在主动免疫和加强免疫后 采集颈静脉血 收集血清 分别用双扩散凝胶沉淀法

和酶联免疫吸附测定法测定抗抑制素抗体的效价 ∀根据记录完整的 头牛资料 发现 × 组 头母牛中有 头

发情 其中 头排单卵 头排双卵 ∀妊娠期末 头产双胎 孪生 ∀而在 × 组 头 和

≤ 组 头 中 分别只有 头 和 头 母牛发情 其中排双卵的母牛分别为 头和 ∀妊娠期末

孪生率分别为 和 ∀分析血清抗体水平 证明排双卵的母牛血清抗抑制素水平显著高于排单卵和

不排卵的母牛 排卵数与抗抑制素抗体水平呈正相关 ° ∀
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  自 年以来 本实验室一直进行人工诱导黄

牛和水牛的孪生机理和技术研究≈ ∗ ∀虽然结合

应用孕马血清促性腺激素 ° ≥ 及其抗体已成功

地诱导 妊娠母牛生双胎≈ 但由于该法成本较

高 而且操作麻烦 所以推广应用比较困难 ∀为了简

化人工孪生技术的操作程序 降低使用成本 促进推

广应用 自 年开始改变研究思路 采用抑制素

主动免疫方法进行了人工孪生试验 成功地诱导了

左右母牛排双卵≈ ∀

抑制素是由卵巢颗粒细胞或睾丸支持细胞分泌

的异二聚体糖蛋白质 具有抑制垂体促卵泡素

ƒ≥ 分泌的作用≈ ∗ ∀迄今 虽然应用从卵泡液

中提取的抑制素制剂或基因重组的卵泡抑制素 Α2亚

基片段主动免疫母牛≈ ∗ !母猪≈ 和母羊≈ ∗

均提高了卵泡数 并成功地诱导了 头母牛生双

胎≈ ∀虽然用基因重组的卵泡抑制素 Α2亚基主动

免疫公牛≈ 和公羊≈ 可以改善生殖内分泌机能

提高精液品质 ∀但是 除本实验室于 年首次报

道应用精液抑制素主动免疫提高母牛排卵率外 有

关应用精液抑制素主动免疫诱导母牛孪生及精液抑

制素抗体与排卵数相互关系的研究 国内外尚未报

道 ∀本研究通过扩大实验牛群数量 旨在研究应用

精液抑制素主动免疫方法诱导母牛孪生的效果 分

析血中抑制素抗体效价与排卵数的关系 为进一步

完善肉牛人工孪生新技术提供实验依据 ∀

1  材料与方法

1 1  精液抑制素制剂

根据参考文献≈ 从猪精液提取并纯化抑制

素 冷冻干燥后抑制素纯度为 单位 蛋白 ∀

抑制素生物活性采用 ≤ 介绍的人绒毛膜

促性腺激素诱导小白鼠卵巢增重抑制法≈ ∀

1 2  牛群及其处理

从安徽和新疆两省农户牛群中共选择 头体

重 ∗ !年龄 ∗ 岁的经产母黄牛 各省分

成 × !× 和 ≤ 组 ∀自母牛产后 ∗ 月开始 ×

和 × 两组母牛分别在颈部肌肉注射 含精液抑

制素 和 的福氏完全佐剂乳化液 主动免

疫 ∗ 周后 分别在颈部肌肉注射 含精液抑

制素 和 的福氏不完全佐剂乳化液 加强

免疫 ∀ ≤ 组母牛用同样剂量 !但不含抑制素生物活

性的精液抽提物冷冻干燥物与福氏完全佐剂或不完

全佐剂进行主动免疫或加强免疫 用作对照 ∀自加

强免疫后第 天开始 每天观察母牛发情情况 ∀母

牛发情时 经直肠触摸卵巢上的卵泡 以判断输精时

间 ∀应用冷冻精液间隔 ∗ 输精两次 ∀在配种

后第 ∗ 由有经验的配种员经直肠触摸卵巢上

的黄体判断排卵数 ∀

1 3  血样收集和抗抑制素抗体测定

在主动免疫前和加强免疫后第 ∗ 天 采集

颈静脉血 ∗ 室温静置 ∗ 分离血清

ε 冷冻保存 ∀用双扩散凝胶沉淀法 ⁄⁄ ° 检测

血中抗抑制素抗体的存在 用酶联免疫吸附测定法

∞ ≥ 测定血中抗抑制素抗体滴度及精液抑制素

抗体与卵泡抑制素的免疫交叉反应性 ∀

抗抑制素抗体凝胶沉淀法操作方法简述如下

在凝胶板中打间距为 的 排孔 在中间一排孔

中加 Λ 抑制素溶液 用 ! 的磷

酸缓冲液稀释成含抑制素制剂 两边孔中

加 Λ 待测血清 在室温于湿盒中静置 观察沉

淀线 ∀

抗抑制素抗体 ∞ ≥ 方法简述如下 用戊二醛

法≈ 将分子量为 的牛卵泡抑制素 2亚基 2

端 2 片段 由美国生产 德国 ∞ ƒ 博士惠

赠 与辣根过氧化物酶 ° ≥ 公司产品 偶联

°2 用纯化的抗卵泡抑制素抗体免疫球蛋

白 日本 × 博士惠赠 作阳性参考血清 ∀测定抗

体效价时 先用 ! 碳酸缓冲液将阳

性血清作梯度稀释 将待测血清作 倍稀释 在微

量反应板各孔内加稀释后的抗血清 Λ 每样重复
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孔 ε 静置过夜 ∀倾出反应液 加 °2 磷酸

缓冲液 Λ 孔 ε 避光反

应 后 倾出反应液并洗涤反应板 于各孔内加

Λ 四甲基联苯胺 × ° 2过氧化脲底物液显色

用 硫酸 Λ 孔 终止反应后读取

波长吸光值 ∀根据标准曲线计算抗抑制素抗体效

价 各测定的板内和板间变异系数分别为 和

∀

1 4  统计分析

该试验是在生产条件下进行的 ∀由于 头牛

在处理后被出售或死亡 所以实际只有 头牛有

完整记录 ∀ 采用 软件包

∏ ∏ × ∏ 英国 进行统计分

析 百分数比较采用卡方分析法 排卵数平均值比较

采用 ∂ 法 排卵数与抗体效价的关系采用回

归分析法 ∀

2  结果与分析

2 1  抗抑制素抗体水平

应用双扩散凝胶沉淀法检测血中抗抑制素抗

体 发现在用猪精液抑制素主动免疫后 ∗ 的所

有母牛血样中均出现明显的沉淀线 而在对照组母

牛血清以及所有抑制素免疫母牛在免疫前收集的血

清中 未发现明显的沉淀线 表明抑制素免疫牛血中

存在抗精液抑制素抗体 ∀

应用 ∞ ≥ 方法进一步证明 抗精液抑制素抗

体与牛卵泡抑制素 Α2亚基片段有交叉反应 ∀所有用

抑制素免疫的母牛血清中抗抑制素抗体滴度变动于

∗ ∀卵巢上有 个黄体的母牛 血中抗

抑制素抗体平均水平为 ? 显著高于

卵巢上只有一个黄体≈ °

或没有黄体的母牛≈ ? °

图  未排卵和排 1 !2 枚卵的母牛血中抗卵泡抑制素抗体水

平

ƒ  √ ∏ ∏

√∏ √

图 ∀而在对照组母牛和所有免疫组母牛在免疫前

的血清中 未检出抗卵泡抑制素抗体 ∀

2 2  发情

在 × 组有完整记录的 头母牛中 头

在加强免疫后 周内出现发情征

状 ∀在 × 和 ≤ 组中 有完整记录的母牛头数分别为

和 在加强免疫后 周内发情的母牛数分别为

和 ∀ × 组发

情率分别比 × 和 ≤ 组高 和 °

表 ∀

2 3  排卵率及其与抗抑制素抗体水平的关系

在 × 组 头发情母牛中 头未排卵 头

排单卵 头排双卵 ∀ 头排卵牛共排卵 枚 平

均排卵率为 ? 平均每头发情母牛排卵

? 枚 平均每头处理母牛排卵 ?

枚 ∀与 × 组和 ≤ 组比较 发情率分别增加

和 ° 平均每头排卵母牛的排卵率

分别增加 ° 和 ° 平均

每头发情母牛的排卵率分别增加 ° 和

表 1  各组母牛的发情和排卵情况比较

×  ≤ ∏ √∏ ∏

组别
∏

观察牛数
≤

√

发情牛数
≤

∏

发情率
∞ ∏

排卵牛数
≤
√∏

排双卵
× √∏

母牛数

排卵率
√∏

? ≥∞

发情母牛平均排卵率
√∏

∏
? ≥∞

处理母牛平均排卵率
√∏

? ≥∞

× ? ? ?

× ? ? ?

≤ ? ? ?

合计 × ? ? ?

 表中大小写字母分别代表 与 差异显著水平 ∀下同

 × √ √ ×
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° 平均每头处理母牛的排卵率分别

增加 ° 和 ° 排双卵率分

别增加 ° 和 ° 表 ∀

所有母牛在加强免疫后第 ∗ 天 外周血中

抗精液抑制素抗体滴度与排卵率有显著的正相关关

系 ° 排双卵的母牛 血中抗精

液抑制素抗体水平显著高于排单卵或不排卵的母牛

° 图 ∀

2 4  产犊率和孪生率

在 × 组中 头母牛配种后受胎 其中 头

母牛在妊娠期末正常分娩 共产下 头犊牛 孪生

母牛占分娩母牛总数的 产犊数占分娩母牛

总数 !妊娠母牛总数 !发情母牛总数和处理母牛总数

的百分比分别为 ! ! 和

∀与 × 组和 ≤ 组相比 孪生率分别增加

° 和 ° 产犊率分别增加

° 和 ° 产犊数占

处理母牛数的百分比分别增加 ° 和

° 表 ∀

表 2  各组母牛的妊娠率和产犊率比较 ? ≥∞

×  ≤ √ ∏

组别
∏

妊娠母牛数
≤

受胎率
≤

产犊母牛数 ≤ √

单胎
≥

双胎
×

合计
×

孪生率
×

产犊率 ≤ √

占发情母牛数
∏

占处理母牛数 占妊娠母牛数 占分娩母牛数

×

×

≤

合计 ×

3  讨论

本研究结果表明 应用猪精液抑制素主动免疫

方法可以诱导母牛孪生 尤其当主动免疫所用抑制

素剂量为 !加强免疫所用免疫原为 时 ×

组 孪生率达到 ∀此外 应用双扩散凝胶沉

淀试验和 ∞ ≥ 证明 用猪精液抑制素免疫所产生

的抗体可与猪精液抑制素和牛卵泡抑制素结合 而

且抗抑制素抗体滴度与排卵数呈正相关关系 ∀这些

试验结果进一步证明精液抑制素与卵泡抑制素有类

似的生物学作用与免疫活性 ∀

迄今 关于精液抑制素主动免疫诱导母牛孪生

的研究 国内外尚无报道 ∀即使关于卵泡抑制素主

动兔疫诱导母牛孪生的报道 也仅检索到 篇 据

等报道 他们应用人工合成的牛卵泡抑制素

Α2亚基 种片段 氨基端 2 2 2 2

2 共处理了 头海福特杂交青年母牛 结果

有 头产双胎 孪生率达 ≈ ∀本研

究应用精液抑制素主动免疫母牛的孪生率

与卵泡抑制素主动免疫的效果接近 ∀

由表 可知 × 组的发情率为 分别比

× 组和 ≤ 组高 ° 和 °

说明精液抑制素主动免疫可以促进母牛发

情 ∀而在 等的研究中 所有免疫牛和对照牛

均表现正常的发情周期 因此认为免疫对发情周期

长度和发情母牛比率没有影响≈ ∀引起这种差

异的原因 可能与牛群的生殖状况有关 即

等的研究是在试验条件下进行 所用牛群均正常发

情 而本研究是在生产条件下进行 部分牛群在分娩

后的发情周期可能异常 ∀

比较各组母牛的情期受胎率 表 发现统计

差异不显著 ° 表明用精液抑制素主动免

疫对情期受胎率没有影响 这一结果与 等的

报道一致≈ ∀

关于抗抑制素抗体水平与排卵数或孪生率的关

系问题 迄今的报道结果尚不一致 ∀ 等应

用人工合成的牛卵泡抑制素 Α2亚基片段免疫母牛

后 发现随着加强免疫次数的增加 排卵数增加≈ ∀

等比较人工合成的牛卵泡抑制素 Α2亚基 种

片段 ƒ ƒ 和 ƒ 的免疫效果 发现用 ƒ 免疫的母

牛孪生率最高 为 ƒ 免疫组其次

ƒ 免疫组最低 ∀这 组免疫牛血清

与抑制素的结合率依次为 范围 ∗

范围 ∗ 和 范

围 ∗ ∀在 ƒ 组 排卵率与抗抑制素

抗体效价呈正相关 而在 ƒ 组 排卵数与抗体效价
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呈负相关≈ ∀ ≥ 等用牛卵泡抑制素 Α2亚基片

段 端 2 主动免疫青年母牛 并进行 次加强免

疫 结果发现在第 次和第 次加强免疫后不同时

期的排卵率与抗抑制素抗体水平的相关系数变化较

大 最高的发生于第 次加强免疫后第 天 相关

系数达 最低的发生于第 次加强免疫后第

天 相关系数为 ∀第 次加强免疫后各发情周

期排卵数与抗抑制素抗体水平的相关系数 ∗

高于第 次加强免疫后的值 ∗ ≈ ∀

本研究证明 排双卵的母牛血中抗抑制素抗体水平

显著高于排单卵或未排卵的母牛 而且排卵数与抗

精液抑制素抗体水平呈强正相关 ∀值得

指出的是 本研究的排卵数资料是由有经验的配种

员经直肠触摸卵巢法得到的 不及用内窥镜观察得

到的结果准确 因此仅供参考 ∀

≥ 等用牛卵泡抑制素 Α2亚基片段免疫青

年母牛时认为 免疫效果 抗体滴度和排卵率 与免

疫程度有关 而与免疫原用量无关≈ ∀而在本研究

中 × 组的免疫效果明显优于 × 组 说明免疫效果

与免疫原用量有关 ∀引起这种差异的原因 可能与

免疫原的纯度有关 ∀本研究所用免疫原是用化学方

法提取纯化的 其纯度不及用抑制素 Α2亚基片段与

大分子蛋白质偶联后制备的免疫原 ∀在免疫原纯度

有限的情况下 可能需要一定量的兔疫原才能保证

免疫原对动物免疫系统的刺激作用 所以在一定范

围内免疫效果可能与免疫原用量有关 ∀

与 × 组和 ≤ 组相比较 × 组的产犊率高

以上 产犊数占处理母牛的比例高 以上 表

说明猪精液抑制素主动免疫方法对于提高母牛繁殖

效率是有效的 ∀

≈  ≠ ∏ ≠

∏ ∏ ∏ ∏ √

≤

杨利国 等 人工诱导黄牛和水牛生双胎 南京农业大学学报

≈  ≥ ≤ ÷ ∏ 2
√ ∏

∏ ∏

≈  ≠ × ∏

≤

杨利国 等 母牛孪生机理研究 草与畜杂志

≈  ≠ ∏ ∏2
∏2 ∏ 2 ¬∏ ¬ ƒ≤

° ≤ ≥ 2
≤ ∏ ∏ ≥ × °

≤

杨利国 等 下丘脑2垂体2性腺轴对肉牛人工孪生的调控 全

国首届生命科学学术讨论会论文汇编 北京 中国农业科技

出版社

≈  ≠ ∏ ∏ ∏2 ∏2
2 ¬∏ ¬

∏ ∂

≤

杨利国 等 对人工孪生处理母牛下丘脑2垂体2性腺轴

的调控 畜牧与兽医
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∏ ∏ ∏ √ 2
≤

吴  峰 等 抗 ° ≥ 血清在人工诱导黄牛双胎中的作用 南

京农业大学学报
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牛树理 等 猪精液抑制素主动免疫黄牛诱导超数排卵的研

究 南京农业大学学报
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叶  荣 等 猪精液抑制素的提取与纯化及其生物学测定 新

疆农业大学学报

≈  ≠ ∞ × √

° ≤

杨利国 等 酶免疫测定技术 南京 南京大学出版社

≈  ⁄ ∞ ∏ 2
∏ ∏ ∏ √ √∏

ƒ

≈  ≥ √ ∏ 2
√ ƒ

红麻雄性不育株的发现

⁄ √ ≥ ° ∏ ∏

国家自然科学基金资助项目

  红麻以收获韧皮纤维或茎秆为生产目的 易于

获得营养体生长优势 ∀其杂种优势率可高达

∗ 但目前尚无雄性不育系用于杂交制种 一般

采用化学杀雄法 ∀既污染环境 又增加成本 ∀为节

约成本 仅利用 ƒ 代 ∀

年 在湖北荆州 周瑞阳在卫星搭载红麻

≥° 代 卫星搭载种子第 代 发现了两株雄性可

育 !不育与半不育并存的红麻植株 ∀此后两年一直

没有找到使其稳定表现雄性不育的方法 仅进行自

交和互交 ∀ 年底 由于/ 红麻长花柱突变体的

遗传与杂种优势利用研究0获得国家自然科学基金

资助 首次将红麻材料在海南冬繁 ∀ 年 月

发现了大量全株稳定表现雄性不育 !并能正常受粉

结实的材料 同年 月 将备份种子在湖北荆州 β

. 种植 结果发现 出苗后即开始短日处理的植

株表现雄性不育 而自然条件下生长 株高

左右 之后同等条件下的短日处理株和对照株均表

现雄性可育 蕾期插梢繁殖株表现不育 而本株可育

或半不育 还观察到分枝不育远多于主茎不育的现

象 ∀说明其雄性不育性是由/ 大幅度缩短营养生长

期0导致某些基因型雄性器官的碳水化合物亏缺所

致 因为海南冬繁和出苗后即开始短日处理的植株

花前生长仅 左右 而在荆州春播 红麻的营养生

长期一般在 以上 蕾期插梢繁殖株本身没有经

过营养生长期 插梢仅 ∗ 长而直接进入生

殖生长 ∀暂时称之为/ 营养亏缺型雄性不育0 ∀

此类雄性不育株与光 温 敏感核不育或生态雄

性不育是完全不同的 前者不存在育性转换的光温

敏感期 因为红麻是无限花序 光温通过缩短或延

长营养生长期而起作用 后者则明显存在光温敏感

期 光温直接作用于雄性器官的发生和发育过程 与

营养生长期的长短无关 ∀可见 / 营养亏缺型雄性不

育0属于新的不育类型 具有重要的理论研究意义 ∀

由于插梢株能稳定表现雄性不育 因此 在红麻

杂交制种中 可采用母本插梢的方法 ∀既不影响母

本纤维的适时收获 又有利提高制种产量 同时 父

本授粉后也可适时收获 ∀有较大的利用价值 ∀

目前 正在将其雄性不育性转育到长花柱突变

体中 以利杂交授粉 ∀其不育机理和遗传规律正在

研究中 ∀

周瑞阳

湖北农学院农学系 荆州 ∏ ¬

                    中  国  农  业  科  学                   卷


