
畜牧兽医学报　２０１２，４３（１）：５７－６４

Ａｃｔａ　Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｉａ　ｅｔ　Ｚｏｏｔｅｃｈｎｉｃａ　Ｓｉｎｉｃａ
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摘　要：将９０只大鼠随机分为５组，分 别 注 射１０μｇ·１００μＬ
－１　ｐｃＩＳＩ（Ｔ１）、５０μｇ·１００μＬ

－１　ｐｃＩＳＩ（Ｔ２）、１００

μｇ·１００μＬ
－１ （Ｔ３）ｐｃＩＳＩ、１００μｇ空载体ｐｃＭＶ－Ｓ（Ｖ）和１００μＬ生理盐水（Ｓ），以 探 讨 在 不 使 用 免 疫 佐 剂 的 情 况

下，不同剂量的双拷贝抑制素ｐｃＩＳＩ基因免疫对大鼠卵泡发育、产仔和 生 殖 激 素 的 影 响。结 果 表 明，加 强 免 疫 能 提

高抗体Ｐ／Ｎ值，加强免疫后各剂量组平均抗体Ｐ／Ｎ值大于２，Ｔ３ 组抗体Ｐ／Ｎ值显著高于Ｔ１ 和Ｔ２ 组（Ｐ＜０．０５）。

Ｔ３ 组成熟卵泡数显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），且抗体阳性鼠成熟卵泡数比阴性鼠多１２．４５个（Ｐ＜０．０５）。除了Ｔ１
组外，其他２个剂量组产仔 数 和 胎 盘 数 均 高 于 对 照 组（Ｐ＜０．０５）。抗 体 阳 性 鼠 胎 盘 数 比 阴 性 鼠 多５．０９个（Ｐ＜
０．０５），产仔数比阴性鼠多５．３９个（Ｐ＜０．０５）。抑制素ｐｃＩＳＩ基因免疫大鼠后促卵泡素（ＦＳＨ）、雌二醇（Ｅ２）和 孕 酮

（Ｐ４）含量均高于对照组，Ｔ３ 组的ＦＳＨ含 量 与 对 照 组 差 异 显 著（Ｐ＜０．０５），Ｔ３ 组 的Ｅ２ 含 量 与 对 照 组 差 异 极 显 著

（Ｐ＜０．０１），各剂量组Ｐ４ 含量与对照组差异均不显著（Ｐ＞０．０５）。这些结果说明，在没有免疫佐剂的前提下，双拷

贝抑制素ｐｃＩＳＩ基因免疫可产生抗体，促进ＦＳＨ分泌和卵泡发育，增加产仔数。本试验条件下１００μｇ·１００μＬ
－１

是最佳免疫剂量。
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Ｔ３ｇｒｏｕｐ　ｗａｓ　ｈｉｇｈｅｒ　ｔｈａｎ　ｔｈａｔ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅ　ｒａｔｓ　ｗｉｔｈ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
ｈａｄ　ｍｏｒｅ　１２．４５ｉｎ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｍａｔｕｒｅ　ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ　ｔｈａｎ　ｔｈａｔ　ｏｆ　ｒａｔｓ　ｗｉｔｈ　ｎｅｇａｔｉｖｅ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（Ｐ＜
０．０５）．Ｉｎ　ｃｏｎｔｒａｓｔ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐｓ，ｌｉｔｔｅｒ　ｓｉｚｅｓ　ａｎｄ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｌａｃｅｎｔａｓ　ｗｅｒｅ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｃＩＳＩ　ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ　ｇｒｏｕｐｓ　ｅｘｃｅｐｔ　ｆｏｒ　Ｔ１ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．５．０９ｍｏｒｅ　ｐｌａｃｅｎ－
ｔａｓ　ａｎｄ　５．３９ｍｏｒｅ　ｌｉｔｔｅｒ　ｓｉｚｅｓ　ｏｎ　ａｖｅｒａｇｅ　ｗｅｒｅ　ａｌｓｏ　ｆｏｕｎｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ－ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｒａｔｓ　ｔｈａｎ　ｔｈｏｓｅ
ｉｎ　ｔｈｅ　ｎｅｇａｔｉｖｅ－ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｒａｔｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｆｏｌｌｉｃｌｅ　ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ　ｈｏｒｍｏｎｅ（ＦＳＨ）ａｎｄ
ｅｓｔｒａｄｉｏｌ（Ｅ２）ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｌａｓｍａ　ｏｆ　ｒａｔｓ　ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｄｏｓａｇｅｓ　ｏｆ　ｐｃＩＳＩ　ｐｌａｓｍｉｄｓ　ｗｅｒｅ
ｈｉｇｈｅｒ　ｔｈａｎ　ｔｈａｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ａｎｉｍａｌｓ，ＦＳＨ　ａｎｄ　Ｅ２ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　Ｔ３ｇｒｏｕｐ　ｗａｓ　ｈｉｇｈｅｒ　ｔｈａｎ　ｔｈａｔ　ｉｎ
ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），ｔｈｅｒｅ　ｗａｓ　ｎｏ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｉｎ　Ｐ４ｌｅｖｅｌｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｄｉｆ－
ｆｅｒｅｎｔ　ｄｏｓａｇｅｓ　ｇｒｏｕｐｓ　ａｎｄ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ　ｗａｓ　ｏｂｓｅｒｖａｔｅｄ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅｓｅ　ｆｉｎｄｉｎｇｓ　ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅ
ｔｈａｔ　ｄｏｕｂｌｅ　ｃｏｐｉｅｓ　ｉｎｈｉｂｉｎ　ｐｃＩＳＩｇｅｎｅ　ｃａｎ　ｅｎｈａｎｃｅ　ｔｈｅ　ｉｍｍｕｎｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ｓｔｉｍｕｌａｔｅ　ＦＳＨ　ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ
ａｎｄ　ｆｏｌｌｉｃｌｅ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ｉｍｐｒｏｖｅ　ｔｈｅ　ｌｉｔｔｅｒ　ｓｉｚｅ　ｗｉｔｈｏｕｔ　ａｎｙ　ｉｍｍｕｎｅ　ａｄｊｕｖａｎｔ．Ｔｈｅ　ｉｍｍｕｎｅ　ｄｏｓ－
ａｇｅ　ｏｆ　１００μｇ·１００μＬ

－１　ｉｓ　ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｄｏｓａｇｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓｔｕｄｙ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ｉｎｈｉｂｉｎ　ｇｅｎｅ；ｆｏｌｌｉｃｌｅ；ｌｉｔｔｅｒ　ｓｉｚｅ；ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ　ｈｏｒｍｏｎｅ；ｒａｔ

　　抑 制 素 的 主 要 作 用 是 抑 制 促 卵 泡 素（Ｆｏｌｌｉｃｌｅ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ　ｈｏｒｍｏｎｅ，ＦＳＨ）分泌。抑制素免疫能通

过中和 内 源 性 抑 制 素 增 加 单 胎 动 物［１－４］和 多 胎 动

物［５－７］分泌ＦＳＨ的能力，促进卵泡发育。研究表明，
抑制素基因疫苗制备简单，构建成本低，纯度高，用

抑制素基因免疫动物可引起宿主产生相应的特异性

免疫应答［８］。因此，抑制素基因免疫技术在 提 高 动

物繁殖功能上具有一定的优越性。用已构建的抑制

素原核表达质粒ｐｃＩＮＨ免疫大鼠能 产 生 抗 抑 制 素

抗体［９］。在 免 疫 佐 剂 辅 佐 下，单 拷 贝 抑 制 素 基 因

ｐｃＩＳ免疫可 诱 导 大 鼠［１０－１３］、绵 羊［１３－１４］、黄 牛［１５］等 产

生抗抑制素抗体，促进卵泡发育。随后，曹少先等扩

增了ｐｃＩＳ质粒的抑制素基因片段，将带有ＢａｍＨⅠ
酶切位 点 的 目 的 片 段 插 入 ＨＢｓＡｇ－Ｓ（Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｂ
ｓｕｒｆａｃｅ　ａｎｔｉｇｅｎ　ｇｅｎｅ）区第１１２～１１３氨基酸密码子

之间，构建了含２个拷贝抑制素（Ｉｎｈｉｂｉｎ，ＩＮＨ）片段

的基因疫苗ｐｃＩＳＩ，并证实了双拷贝抑制素ｐｃＩＳＩ质

粒的免疫源性比单拷贝抑制素ｐｃＩＳ更强［１６］。相关

研究表明，在免疫佐剂协助下，双拷贝抑制素ｐｃＩＳＩ
能促进小鼠［１７］、黄 牛［１８－１９］产 生 抗 体，增 强 动 物 的 繁

殖性能。前期研究也表明，在不使用佐剂的情况下，
双拷贝抑制素基因ｐｃＩＳＩ免疫不仅可以增加黄牛成

熟卵泡大小，还 能 促 进 妊 娠 黄 体 发 育［２０］。那 么，在

不使用免疫佐剂时双拷贝抑制素ｐｃＩＳＩ基因免疫是

否可影响大鼠成熟卵泡数、产仔和生殖激素分泌呢？

目前尚无这方面的报道。
在不使 用 免 疫 佐 剂 的 情 况 下，本 研 究 分 别 用

１０、５０、１００μｇ·１００μＬ
－１双拷贝抑制素ｐｃＩＳＩ基因

免疫大鼠，探讨了ｐｃＩＳＩ对大鼠卵泡发育、产仔和生

殖激素的影响，分析了抑制素基因免疫大鼠的抗体

水平与卵巢发育和产仔的关系，以深入了解卵泡抑

制素基因免疫的作用机制，为建立提高动物繁殖力

的新技术奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

双拷贝抑制素与乙肝表面抗原基因融合表达质

粒ｐｃＩＳＩ为曹少先等［１６］构建；抑制素抗原肽ａ（１－２６
Ｔｙｒ·Ｇｌｙ）由崔大敷等合成；ＨＲＰ兔抗鼠ＩｇＧ二抗

为Ｓｉｇｍａ公司产品；酶标板为ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司产品。

ＦＳＨ检测试剂盒为天津九鼎医学生物工程有限 公

司产品（ＫＦＳＤ１），测定灵敏度为０．５ＩＵ·Ｌ－１，批内

变异系数小于８．７％；Ｅ２ 检测试剂盒为天津德普生

物技术和医学产品有限公司产品（ＫＥ２Ｄ１），测定灵

敏度为０．００５ｎｍｏｌ·Ｌ－１，变异系数小于７．６％；Ｐ４
检测试剂盒 为 北 京 市 福 瑞 生 物 工 程 公 司 产 品（ＥＲ－
ＦＪ－０３７），测定灵 敏 度 为０．０６４ｎｍｏｌ·Ｌ－１，变 异 系

数小于１１．９％。

１．２　质粒的大量制备及纯化

按文献［２１］抽提纯化质粒，按文献［２２］对质粒

进行浓缩后，用生理盐水稀释至终浓度为１ｇ·Ｌ－１。

１．３　试验动物分组及免疫

动物分组：９０只２月龄ＳＤ大鼠随机分为５组，
分别 肌 肉 注 射１０μｇ·１００μＬ

－１　ｐｃＩＳＩ（Ｔ１）、５０

μｇ·１００μＬ
－１　ｐｃＩＳＩ（Ｔ２）、１００μｇ·１００μＬ

－１　ｐｃＩＳＩ
（Ｔ３）、１００μｇ空载体ｐｃＭＶ－Ｓ（Ｖ）和１００μＬ生理

８５
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盐水（Ｓ）。
免疫程 序：分 别 给３个 剂 量 组 大 鼠 肌 肉 注 射

１０、５０和１００μｇ·１００μＬ
－１　ｐｃＩＳＩ质粒，初次免疫４

周后再分别在相同部位进行同剂量加强免疫，每次

免疫前２４ｈ于相同部位注射０．５％盐酸普鲁卡因。
在２次免疫的同时用空质粒和生理盐水分别对空白

质粒对照组（Ｖ）和生理盐水对照组（Ｓ）实 施 相 应 处

理。

１．４　卵巢发育和产仔观察

按文献［２３］观察大鼠的发情周期，加强免疫后

第４周对每组随机选取１２只大鼠，于动情期用颈椎

脱臼法处死大鼠，取其卵巢，剔除脂肪组织，用游标

卡尺测量卵巢长度（ＯＬ）与宽度（ＯＷ），并统计卵巢

上成熟卵泡（ｄ≥０．８ｍｍ）的个数。对每组中另外６
只大鼠与１只公鼠合笼，待自然生产后处死，剖腹记

录子宫内胎盘数和窝产仔数。

１．５　血样检测

分别在初次免疫当天（ＰＭ０）、初次免疫后２周

（ＰＭ２）、初次 免 疫 后４周（ＰＭ４）、加 强 免 疫 后２周

（ＢＭ２）、加强免疫后４周（ＢＭ４）对所有大鼠尾部采

血，肝素钠抗凝，制备血浆，－２０℃保存。采用酶联

免疫吸附测定方法（ＥＬＩＳＡ）检测血浆中抗抑制素抗

体效价（用Ｐ／Ｎ值表示）［２４］，即以人工合成的抑制

素亚基ａ（１～２６）作 为 标 准 包 被 抗 原，鼠 血 浆 稀 释

１００倍，以Ｐ／Ｎ值＞２判为阳性，其中Ｐ为待测血样

的吸光值，Ｎ为阴性对照血样吸光值。应用放射免

疫双抗法测定加强免疫后第４周（ＢＭ４）各组大鼠血

浆中ＦＳＨ、Ｅ２ 及Ｐ４ 含量。

１．６　统计分析

采用ＳＡＳ　８．２软 件 包 进 行 统 计 学 分 析。各 级

抗体Ｐ／Ｎ值、卵 巢 参 数、成 熟 卵 泡 数、窝 产 仔 数、胎

盘数和生殖激素含量均以“平均值±标准差”表示，
其组间差异采用方差分析法；百分率用卡方分析。

２　结　果

２．１　双拷贝抑制素基因免疫对大鼠免疫反应性的

影响

　　不同剂量 抑 制 素ｐｃＩＳＩ基 因 免 疫 大 鼠，各 剂 量

组抗体平均Ｐ／Ｎ值均高于２个对照组，整个免疫期

均与对照组差异显著（Ｐ＜０．０５，表１）。加强免疫后

各剂量组抗体水平明显上升，抗体Ｐ／Ｎ平均值均大

于２，且在第２周（ＢＭ２）均 达 最 大；Ｔ１ 组 抗 体 平 均

Ｐ／Ｎ值最低，Ｔ３ 组最高，Ｔ３ 组与Ｔ１ 和Ｔ２ 组差异均

显著（Ｐ＜０．０５，表１）。加强免疫后各剂量组抗体阳

性率上升明显，Ｔ３ 与Ｔ１ 和Ｔ２ 组 差 异 均 显 著（Ｐ＜
０．０５），其中加强免疫第２周（ＢＭ２）Ｔ３ 组 抗 体 阳 性

率达８３．３３％（表２）。研究结果表明，在本试验条件

下，双拷贝抑 制 素ｐｃＩＳＩ基 因 免 疫 大 鼠 可 诱 导 产 生

抗体，１００μｇ·１００μＬ
－１的免疫效果最佳。

表１　双拷贝抑制素ｐｃＩＳＩ基因免疫对大鼠抗抑制素抗体Ｐ／Ｎ值的影响

Ｔａｂｌｅ　１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｉｎｈｉｂｉｎ　ｐｃＩＳＩ　ｇｅｎｅ　ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　Ｐ／Ｎ　ｖａｌｕｅ　ｏｆ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｇａｉｎｓｔ　ｉｎｈｉｂｉｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒａｔｓ

组别

Ｇｒｏｕｐ

初次免疫Ｐｒｉｍａｒｙ　ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

ＰＭ２ ＰＭ４

加强免疫Ｂｏｏｓｔｅｒ　ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

ＢＭ２ ＢＭ４

Ｔ１（ｎ＝１８） １．９１±１．１５ａ １．９４±１．２２　ａ ２．５９±０．５８ｂ　 ２．３５±０．８９ｂ

Ｔ２（ｎ＝１８） １．７９±０．９　ａ １．８９±１．０４ａ ２．８６±０．７５ｂ　 ２．５１±０．６６　ｂ

Ｔ３（ｎ＝１８） １．７２±０．６７ａ ２．１８±０．６０ａ ３．９２±１．０６　ａ ３．４１±０．５８　ａ

Ｖ（ｎ＝１８） １．１８±０．４２ｂ　 １．０６±０．３７ｂ　 １．２６±０．３６ｃ　 １．００±０．２０ｃ

Ｓ（ｎ＝１８） １．０９±０．３５ｂ　 ０．９１±０．２３ｂ　 １．１４±０．４３ｃ　 ０．９７±０．２７ｃ

同一列中小写字母有相同者为差异不显著（Ｐ＞０．０５），完全不同者为差异显著（Ｐ＜０．０５）。下同

Ｉｎ　ｔｈｅ　ｖｅｒｔｉｃａｌ　ｒｏｗ，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｌｅｖｅｌ　ｉｓ　Ｐ＞０．０５ｂｅｔｗｅｅｎ　ｖａｌｕｅｓ　ｓｃｒｉｐｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｓｍａｌｌ　ｌｅｔｔｅｒ，ａｎｄ　Ｐ＜０．０５ｗｉｔｈ　ｃｏｍ－

ｐｌｅｔｅｌｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｍａｌｌ　ｌｅｔｔｅｒｓ，ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｂｅｌｏｗ

２．２　双拷贝 抑 制 素ｐｃＩＳＩ基 因 免 疫 对 生 殖 激 素 的

影响

　　不同剂量 抑 制 素ｐｃＩＳＩ加 强 免 疫４周 后，各 剂

量组ＦＳＨ含量均高于对照组，除了Ｔ１ 组外，其它２

个剂量组均与对照组差异显著（Ｐ＜０．０５）；各剂量

组比较，Ｔ１ 组ＦＳＨ含量最低，Ｔ３ 组最高，且Ｔ３ 组

与Ｔ１ 及Ｔ２ 组 差 异 均 显 著（Ｐ＜０．０５，图１）。各 剂

量组Ｅ２ 含量均高于对照组，Ｔ３ 组与对 照 组 差 异 极

９５
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显著（Ｐ＜０．０１），Ｔ１ 和Ｔ２ 组与对照组 差 异 均 显 著

（Ｐ＜０．０５）；各剂量组比较，Ｔ１ 组Ｅ２ 含量 最 低，Ｔ３
组最高，Ｔ３ 与Ｔ１ 和Ｔ２ 组差异均显著（Ｐ＜０．０５，图

２）。各剂量组孕酮（Ｐ４）含量均高于对照组，但统计

差异不显著（Ｐ＞０．０５，图３）。

表２　双拷贝抑制素ｐｃＩＳＩ基因免疫对大鼠抗体阳性率的影响

Ｔａｂｌｅ　２　Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｏｆ　ｒａｔｓ　ｗｉｔｈ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ａｇａｉｎｓｔ　ｉｎｈｉｂｉｎ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｗｅｅｋｓ　ａｆｔｅｒ　ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｃＩＳＩ ％

组别 Ｇｒｏｕｐ
初次免疫Ｐｒｉｍａｒｙ　ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ 加强免疫Ｂｏｏｓｔｅｒ　ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

ＰＭ２ ＰＭ４ ＢＭ２ ＢＭ４

Ｔ１（ｎ＝１８） ２２．２２ａ（４／１８） ２７．７８ｂ（５／１８） ４４．４４ｂ（８／１８） ３３．３３ｂ（６／１８）

Ｔ２（ｎ＝１８） １６．６７ａ（３／１８） ２２．２２ｂ（４／１８） ５５．５６ｂ（１０／１８） ３８．８９ｂ（７／１８）

Ｔ３（ｎ＝１８） ２２．２２ａ（４／１８） ４４．４４ａ（８／１８） ８３．３３ａ（１５／１８） ６１．１１ａ（１１／１８）

字母相同者表 示 差 异 不 显 著（Ｐ＞０．０５），小 写 字 母 不 同

者为差异显著（Ｐ＜０．０５），大 写 字 母 不 同 者 为 差 异 极 显

著（Ｐ＜０．０１）。图２和图３同

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｌｅｖｅｌ　ｉｓ　Ｐ＞０．０５ｂｅｔｗｅｅｎ　ｖａｌｕｅｓ　ｓｃｒｉｐｔｅｄ　ｗｉｔｈ
ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｌｅｔｔｅｒ，Ｐ＜０．０５ｗｉｔｈ　ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｍａｌｌ
ｌｅｔｔｅｒｓ，ａｎｄ　Ｐ＜０．０１ｗｉｔｈ　ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃａｐｉｔａｌ
ｌｅｔｔｅｒｓ．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　Ｆｉｇｕｒｅ２ａｎｄ　Ｆｉｇｕｒｅ３
图１　加强免疫后第４周各组促卵泡素（ＦＳＨ）含量

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ＦＳＨ　ａｔ　ＢＭ４ａｆｔｅｒ　ｔｗｉｃｅ　ｉｍｍｕｎｉｚａ－
ｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｐｃＩＳＩ

图２　加强免疫后第４周各组雌二醇含量

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ｅｓｔｒａｄｉｏｌ　ａｔ　ＢＭ４ａｆｔｅｒ　ｔｗｉｃｅ　ｉｍｍｕｎｉ－
ｚａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｐｃＩＳＩ

２．３　双拷贝 抑 制 素ｐｃＩＳＩ基 因 免 疫 对 卵 泡 发 育 的

影响

　　各剂量组卵巢大小（含长径和短径）均高于２个

对照组，除Ｔ１ 组外，其它２个剂量组均与对照组差

异显著（Ｐ＜０．０５）；各剂量组卵巢质量均高于对照

组，但差异不显著（Ｐ＞０．０５，表３）。Ｔ３ 组成熟卵泡

数高于对照组，且差异显著（Ｐ＜０．０５）；各剂量组相

比较，Ｔ３ 组成熟卵泡数高于Ｔ１ 和Ｔ２ 组，但差异不

显著（Ｐ＞０．０５，表３）。抗体阳性鼠成熟卵泡比抗体

阴性鼠多１２．４５个（４８．３２±６．７７ｖｓ　３５．８７±５．６２，

Ｐ＜０．０５，表４）。抗体阳性鼠抗体水平与卵巢成熟

卵泡数相关 （Ｐ＜０．０５），但与卵巢大小不相关（Ｐ＞
０．０５，表５）。

图３　加强免疫后第４周各组孕酮含量

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ　ａｔ　ＢＭ４ａｆｔｅｒ　ｔｗｉｃｅ　ｉｍ－
ｍｕｎｉｚａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｐｃＩＳＩ

２．４　双拷贝抑制素ｐｃＩＳＩ基因免疫对产仔的影响

各剂量组产仔数和胎盘数均高于２个对照组，
除Ｔ１ 组 外，其 它２个 剂 量 组 均 与 对 照 组 差 异 显 著

（Ｐ＜０．０５）；对３个剂量组来说，Ｔ３ 组产仔数最高，

Ｔ１ 组最低，且Ｔ３ 与Ｔ１ 组 差 异 显 著（Ｐ＜０．０５），与

Ｔ２ 组差异不显著（Ｐ＞０．０５，表６）。抗 体 阳 性 鼠 的

窝产仔数和胎盘数分别比阴性鼠多５．３９和５．０９个

（Ｐ＜０．０５，表７）。分 析 阳 性 鼠 抗 体 水 平 与 产 仔 数

等的相关性，发现抑制素抗体水平与大鼠窝产仔数

０６
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和子宫内胎盘数均相关 （Ｐ＜０．０５，表８）。

表３　抑制素ｐｃＩＳＩ基因免疫对卵巢参数的影响

Ｔａｂｌｅ　３　Ｏｖａｒｙ　ｉｎｄｅｘ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｄｏｓａｇｅ　ｇｒｏｕｐｓ　ａｆｔｅｒ　ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｃＩＳＩ

组别

Ｇｒｏｕｐ

卵巢长径／ｍｍ

Ｌｅｎｇｔｈ　ｏｆ　ｏｖａｒｙ

卵巢短径／ｍｍ

Ｗｉｄｔｈ　ｏｆ　ｏｖａｒｙ

卵巢质量／ｍｇ
Ｗｅｉｇｈｔ　ｏｆ　ｏｖａｒｙ

成熟卵泡数

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｍａｔｕｒｅ　ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

成熟卵泡数范围

Ｒａｎｇｅ　ｏｆ　ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆ　ｍａｔｕｒｅ　ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

Ｔ１（ｎ＝６） ６．２２±０．６０ａｂ　 ４．０２±０．５８ａｂ　 ３８．７±２．５８ａ ３７．２６±５．１７ａｂ　 ２７～４９

Ｔ２（ｎ＝６） ６．３４±０．７０ａ ４．３２±０．７６ａ ４６．６±１．９４ａ ３７．８０±６．２８ａｂ　 ３２～５４

Ｔ３（ｎ＝６） ６．５６±０．５１ａ ４．３５±０．５９ａ ４４．７±４．１５ａ ４６．００±５．５０ａ ３８～５４

Ｖ（ｎ＝６） ６．０４±０．８９ｂ　 ３．７７±０．６５ｂ　 ３９．０±３．２９ａ ２９．２５±４．６９ｂ　 ２２～３８

Ｓ（ｎ＝６） ５．９８±１．００ｂ　 ３．７８±０．６５ｂ　 ３７．５±３．２２ａ ２７．９０±４．２６ｂ　 ２１～３５

表４　阳性鼠与阴性鼠成熟卵泡数比较

Ｔａｂｌｅ　４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｍａｔｕｒｅ　ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｒａｔｓ　ｗｉｔｈ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｎｅｇａｔｉｖｅ　ａｎｔｉｂｏｄｙ

抗抑制素抗体

Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ａｇａｉｎｓｔ　ｉｎｈｉｂｉｎ
样本数 Ｎｕｍｂｅｒ

成熟卵泡数

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｍａｔｕｒｅ　ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

范围

Ｒａｎｇｅ　ｏｆ　ｍａｔｕｒｅ　ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

阳性组Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｇｒｏｕｐ　 １６　 ４８．３２±６．７７ａ ３８～６２

阴性组Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｇｒｏｕｐ　 ２０　 ３５．８７±５．６２ｂ　 ２８～４７

表５　抑制素抗体水平与卵巢参数的相关（ｎ＝１６）

Ｔａｂｌｅ　５　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｉｎｈｉｂｉｎ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ａｎｄ　ｏｖａｒｙ　ｉｎｄｅｘｅｓ（ｎ＝１６）

卵巢长径／ｍｍ　Ｌｅｎｇｔｈ　ｏｆ　ｏｖａｒｙ 卵巢短径／ｍｍ　Ｗｉｄｔｈ　ｏｆ　ｏｖａｒｙ 成熟卵泡数 Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｍａｔｕｒｅ　ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

ＰＭ２　 ０．３４７　 ０．２４９　 ０．３５

ＰＭ４　 ０．３９５　 ０．２８２　 ０．５３

ＢＭ２　 ０．４２６　 ０．３２　 ０．７２＊

ＢＭ４　 ０．５２　 ０．４９　 ０．７０＊

ＯＬ　 ０．１８２　 ０．４０

ＯＷ　 ０．４９５

＊表示相关显著（Ｐ＜０．０５）；＊＊表示相关极显著（Ｐ＜０．０１）。表８同

＊Ｐ＜０．０５；＊＊Ｐ＜０．０１．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　Ｔａｂｌｅ　８

表６　各组产仔情况比较

Ｔａｂｌｅ　６　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｄｏｓａｇｅ　ｇｒｏｕｐｓ　ａｆｔｅｒ　ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｃＩＳＩ

组别Ｇｒｏｕｐ 产仔数Ｌｉｔｔｅｒ　ｓｉｚｅ 胎盘数Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｐｌａｃｅｎｔａ

Ｔ１（ｎ＝６） １２±２．５７ｂ １３．６９±１．８１ｂ

Ｔ２（ｎ＝６） １５．２５±１．６７ａ １６．５７±２．１１ａ

Ｔ３（ｎ＝６） １６．２±２．１６ａ １７．１６±６．１２ａ

Ｖ（ｎ＝６） １０．８±１．８８ｂ １１．２±２．０８ｂ

Ｓ（ｎ＝６） １０．８２±２．４５ｂ １２．８±２．４５ｂ

１６



畜　牧　兽　医　学　报 ４３卷　

表７　阳性鼠与阴性鼠产仔情况比较

Ｔａｂｌｅ　７　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｒａｔｓ　ｗｉｔｈ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｎｅｇａｔｉｖｅ　ａｎｔｉｂｏｄｙ

抗抑制素抗体 Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ａｇａｉｎｓｔ　ｉｎｈｉｂｉｎ 样本数 Ｎ 产仔数Ｌｉｔｔｅｒ　ｓｉｚｅ 胎盘数 Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｐｌａｃｅｎｔａ

阳性组Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｇｒｏｕｐ ８　 １５．００±０．２７ａ １５．９０±０．３０ａ

阴性组Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｇｒｏｕｐ １０　 ９．６１±０．５４ｂ　 １０．８１±０．７１ｂ

表８　抑制素抗体水平与产仔的相关

Ｔａｂｌｅ　８　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｉｎｈｉｂｉｎ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

ａｎｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ（ｎ＝８）

胎盘数

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｐｌａｃｅｎｔａ

产仔数

Ｌｉｔｔｅｒ　ｓｉｚｅ

ＰＭ２　 ０．６２　 ０．３９

ＰＭ４　 ０．７４＊ ０．５２

ＢＭ２　 ０．８４＊ ０．７７＊

ＢＭ４　 ０．８１＊ ０．６４＊

Ｐｌａｃｅｎｔａ　 ０．９５＊＊

３　讨　论

３．１　抑制素基因免疫对大鼠抗体水平的影响

研究表明，在脂质体等免疫佐剂协助下，抑制素

重组质粒ｐｃＩＮＨ［９］和单拷贝抑制素ｐｃＩＳ［２５］基 因 免

疫均可诱导 大 鼠 产 生 抗 抑 制 素 抗 体。茆 达 干 等［１７］

应用细菌ＤＮＡ和ｇｍ－ｃｓｆ编码载体协同抑制素ｐｃＩ－
ＳＩ基因免疫小鼠，发现这２种佐剂均可促进小鼠产

生体液免疫应答。先前的研究结果也表明，添加脂

质 体 等 佐 剂 时，单 拷 贝 抑 制 素 融 合 表 达 质 粒

ｐｃＩＳ［１５，２６］和双拷贝 抑 制 素 融 合 质 粒ｐｃＩＳＩ［１８－１９］均 能

促进黄牛产生抗体。因此，免疫佐剂能增强ｐｃＩＳ和

ｐｃＩＳＩ　２种 质 粒 的 免 疫 反 应 性。此 外，茆 达 干 等［１１］

用单拷贝抑制素ｐｃＩＳ质 粒 经 脂 质 体 介 导 免 疫 大 鼠

后发现，高剂量组抗体Ｐ／Ｎ值高于中、低剂量组，这
表明高剂量免疫并未导致大鼠产生明显的自身免疫

反应，抗体 水 平 与 免 疫 剂 量 具 有 一 定 的 依 赖 关 系。
本试验结果表明，在不使用佐剂的情况下，用不同剂

量双拷贝抑制 素ｐｃＩＳＩ基 因 免 疫 大 鼠 时，各 处 理 组

抗体Ｐ／Ｎ值和 抗 体 阳 性 率 均 较 高，加 强 免 疫 后 Ｔ１
组最低，Ｔ３ 组最 高。因 此，随 着 免 疫 剂 量 的 增 加 大

鼠免疫应答效果增强，呈现剂量依赖关系。这一点

与周永兴等［２７］的报道相同。但是，Ｌｉａｎｇ等［２８］用生

长抑制素ｐｃＳ／２ＳＳ基 因 免 疫 大 鼠 后 发 现 抗 体 水 平

并非随免疫剂量增加而上升。这可能是由于核酸疫

苗的免疫剂量不仅受质粒大小、免疫途径和方法影

响，还受质粒转染效率、局部细胞摄取ＤＮＡ能力和

抗原提呈效率等因素的影响［１２］。

３．２　抑制素基因免疫对大鼠卵泡发育的影响

抑制素 能 抑 制 卵 母 细 胞ＤＮＡ合 成，从 而 抑 制

卵母细胞的分裂与成熟［２９］。抑制素 免 疫 能 促 进 卵

泡发育，提高排卵率［３０－３１］。在免疫佐剂作用下，用单

拷贝抑制素ｐｃＩＳ基因二次免疫大鼠，１００μｇ组成熟

卵泡数高于对照组，但差异不显著［１２］。但在本研究

中，尽管笔者没有使用免疫佐剂，１００μｇ·１００μＬ
－１

剂量组成熟卵泡数明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）。这

样，在同等条件下，ｐｃＩＳＩ促进大鼠卵泡发育能力要

比ｐｃＩＳ质粒更 强。本 试 验 中，ｐｃＩＳＩ免 疫 后 大 鼠 卵

巢明显大于对照组（用卵巢长径和短径表示），其原

因可能是免疫后每个成熟卵泡直径均增大，从而使

整个卵巢增大。因此，卵泡发育能力的增强要以高

水平抗体作为基础，即使没有使用免疫佐剂，双拷贝

抑制素ｐｃＩＳＩ基因免疫可通过产生更多特异性抗体

促进大鼠卵泡发育。

３．３　抑制素抗体水平与卵泡发育的关系

Ｍｏｒｒｉｓ等［３２］比较 了 人 工 合 成 的 牛 卵 泡 抑 制 素

α亚基的３种片段（Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３），发现牛血清与抑制

素的平均结 合 率 分 别 为２７．５％、５．５％、２１．５％；Ｆ２
组排卵率与抗体效价呈正相关，而Ｆ３ 组与抗体效价

呈负相关。Ｓｃａｎｌｏｎ等［３３］用牛抑制素α（１～２６）主动

免疫青年母牛，结果发现免疫后不同时期排卵率与

抑制素抗体效价的相关系数最高发生于３次加强免

疫后第３６天，最低发生于２次加强免疫后第６９天，
总体上３次加强免疫后的相关系数高于２次加强免

疫。茆达干等［１２］用ｐｃＩＳ　３次免疫 大 鼠 后 的 抗 体 水

平与成熟卵 泡 数 的 相 关 性 不 显 著。王 水 莲 等［２０］用

ｐｃＩＳＩ免疫黄牛后发现，加强免疫后第１０天抗体水

平与成熟卵泡大小相关显著（ｒ＝０．６２９，Ｐ＜０．０５）。
在没有使用免疫佐剂的情况下，本研究用ｐｃＩＳＩ　２次

免疫大鼠的结果表明，整个加强免疫期抗体Ｐ／Ｎ值

与成熟卵泡 发 育 数 均 显 著 相 关（Ｐ＜０．０５）。因 此，
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关于抑制素抗体水平与卵泡发育的关系，迄今为止

的报道不一致，抑制素抗体影响卵泡发育的机制也

有待进一步研究。

３．４　抑制素基因免疫对产仔的影响

姜勋平等［８］用抑制素α（１～３２）质粒免疫小鼠，
抑制素抗体阳性鼠与阴性鼠的产仔数无显著差异。
茆达干等［１２］用单拷贝抑制素ｐｃＩＳ基因３次免疫大

鼠后，阳性鼠胎盘数和窝产仔数分别比阴性鼠多６．９
和７个（Ｐ＜０．０５）。本 研 究 中，随 着 免 疫 剂 量 的 增

加，胎盘数和窝产仔数均增加，这可能是由于ｐｃＩＳＩ
免疫后，大鼠卵泡发育能力增强，排卵率上升，从而

使胚胎数增加，最终导致产仔数和子宫内胎盘数增

多，这一点与 Ｍｅｉ等［３４］的报道类似。因此，抑 制 素

基因免疫技术可为研究如何提高胚胎产量提供一定

依据。

３．５　抑制素基因免疫对生殖激素的影响

研究表明，抑制素免疫可中和内源性抑制素，对
绵羊［１－２］、山 羊［３］、母 牛［４］、大 鼠［５］、豚 鼠［６］和 母 猪［７］

等分泌ＦＳＨ 有 重 要 的 调 节 作 用。本 研 究 也 表 明

ＦＳＨ分泌量在Ｔ３ 组最高，且与对照组有显著差异，
这可能是 由 于 Ｔ３ 组 抗 体 水 平 最 高 导 致。因 此，在

不使用免疫佐剂时双拷贝抑制素ｐｃＩＳＩ基因免疫能

促进ＦＳＨ分泌，且存在剂量依赖关系。
用１００μｇ·１００μＬ

－１单拷贝抑制素ｐｃＩＳ免疫

大鼠，经过２次加强免疫后，免疫组雌二醇（Ｅ２）与对

照组有显著性差异［９］。但本研究中，仅经过１次 加

强免疫，１００μｇ·１００μＬ
－１剂量组（Ｔ３）的Ｅ２ 水平与

对照组有极显著差异（Ｐ＜０．０１），５０μｇ·１００μＬ
－１

剂量组（Ｔ２）与对照组有显著差异（Ｐ＜０．０５），这 可

能是由于双拷 贝 抑 制 素ｐｃＩＳＩ基 因 免 疫 后，这２组

ＦＳＨ含量高，加快了卵泡发育的进程，从而使Ｅ２ 含

量明显增多［３５］。
茆达干等［９］用 单 拷 贝 抑 制 素ｐｃＩＳ结 合 免 疫 佐

剂免疫大鼠，随着免疫次数的增加，发情期及母鼠产

后血浆Ｐ４ 浓度均逐渐上升，但各组之间Ｐ４ 水平无

显著 差 异。张 德 坤 等［１３］发 现 用 抑 制 素 融 合 基 因

ｐｃＩＳ免疫绵羊后，Ｐ４ 含 量 上 升，但 与 对 照 组 无 显 著

性差异。王水莲等［２６］用ｐｃＩＳ免疫黄牛后发现各免

疫组黄牛血清Ｐ４ 含量在加强免疫前差异均不显著，
加强免疫后免疫组和对照组差异显著。所有这些结

果表明，抑制素基因免疫对动物Ｐ４ 分泌有影响，与

免疫次数密切相关。本研究中，孕酮含量在各免疫

组和对照组之间没有显著差异，这很可能是由于此

时大部分成熟卵泡没有排卵，或者是由于排卵后没

有形成黄体引起［３］。因此，抑制素基因免疫 对 孕 酮

分泌的影响除了与免疫剂量、免疫次数等因素有关

外，还与动物卵巢所处的发育阶段有关。本试验分

析的是加强免疫后第２周大鼠的生殖激素，尽管研

究结果表明抑制素基因免疫能明显调节内分泌激素

含量，但整个免疫期生殖激素的动态变化情况如何，
还有待进一步研究。

４　结　论

在本试 验 条 件 下，双 拷 贝 抑 制 素ｐｃＩＳＩ基 因 免

疫大鼠可产生抗抑 制 素 抗 体，１００μｇ·１００μＬ
－１的

免疫效果最好。Ｔ３ 组成熟卵泡数最多，产仔数和胎

盘数也最多；阳性鼠抗抑制素抗体水平与成熟卵泡

数、窝产仔数和子宫内胚胎数均显著相关；本试验条

件下，１００μｇ·１００μＬ
－１是最佳免疫剂量。
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