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抑制素基因免疫黄牛的黄体发育与免疫纯度及剂量的关系 
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摘 要：为探讨双拷贝抑制素 pcISI基因疫苗纯度和剂量对肉牛黄体发育的影响，将 150头同期发情的南阳黄

牛随机分为 8个试验组和 2个对照组，试验组用 pcISI按 2种纯度、4种剂量(0.75、1.50、2.25、3.00 mg/头)进

行免疫处理，2个对照组分别用空质粒和生理盐水进行处理；初次免疫 21 d后进行加强免疫。结果表明：无论

用高纯度还是低纯度疫苗免疫，2.25 mg/头剂量处理对黄体的作用效果最明显，且抗体水平与黄体发育密切相

关，2.25 mg/头抑制素融合表达质粒组的黄体显著大于 0.75 mg/头组(P<0.05)，抗体阳性牛两侧黄体显著比抗体

阴性牛的大(P<0.05)。 
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Abstract: Estrus synchronized yellow cattle (n=150) were divided into 8 experimental groups immunized with different 
dosages (0.75, 1.50, 2.25, 3.00 mg per animal) of highly- or lowly-purified inhibin fusion expressing plasmid pcISI and 2 
control groups immunized with plasmid pcISI or physiological saline to investigate the effect of purity and dosage on 
corpus luteum development of yellow cattle immunized with inhibin gene expressing plasmid pcISI. Booster 
immunization was done 21 d after the primary immunization. The results showed that regardless of the highly- or 
lowly-purified plasmid immunization. inhibin fusion expressing plasmid in dosage of 2.25 mg per animal showed the best 
effect on corpus luteum size, which in experimental group with dosage of 2.25 mg per animal was remarkably larger than 
that in experimental group with dosage of 0.75 mg per animal (P<0.05). Inhibin antibody level is closely related to the 
development of corpus luteum. Corpus luteum sizes on both sides in inhibin antibody-positive cattle were bigger than 
those in inhibin antibody-negative ones (P<0.05). 
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抑制素(inhibin, INH)是由卵巢分泌的糖蛋白质
激素，能抑制垂体促卵泡素(FSH)分泌。有研究[1–4]

表明，应用INH主动或被动免疫动物，均能促进卵

泡发育，提高产仔数，并能诱导单胎动物孪生。抑

制素基因疫苗具有制备简单，成本较低，易储藏或

运输，免疫原性好，免疫效果持久、安全等优点。
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姜勋平等 [4]将编码抑制素 α亚基 (1–32)片段和
pCMV–S基因中的乙肝表面抗原S基因片段与真核
表达质粒pcDNA3.1(–)融合后得到pcIS真核表达质
粒。茆达干等[5–6]用pcIS免疫大鼠，结果表明pcIS免
疫源性低。在此基础上，曹少先等[7]构建了双拷贝

抑制素真核表达质粒pcISI，并证实了pcISI的免疫效
果高于pcIS质粒。质粒纯度不影响抑制素基因疫苗
的免疫反应性[8]，但在使用高或低纯度质粒免疫时

要选择多大免疫剂量才可以获得最适抗体水平，目

前尚无比较研究。另外，pcISI免疫剂量能影响黄牛
的黄体发育[9]，但目前揭示质粒纯度与黄牛黄体大

小关系的研究尚少。笔者比较分别经4种剂量、2种
纯度抑制素pcISI基因免疫处理后黄牛的抗体水平
和黄体大小，分析抗体P/N值与黄体大小的关系，
旨在为进一步开发诱导肉牛双胎的技术提供参考。 

1 材料与方法  

1.1 材 料 

供试黄牛为来自河南省唐河县集约化黄牛养殖

场的年龄、体质量和大小相近的，无病史并定期接

种抗病毒和驱虫的4～5岁经产空怀青年黄牛178头。 
双拷贝抑制素与乙肝表面抗原基因融合表达

质粒pcISI由曹少先博士[7]构建。HRP兔抗牛IgG为
Sigma公司产品。脂质体和酶标板为GIBCOBRL公
司产品。抑制素抗原肽a(1–26Tyr·Gly)由中国科学院
上海生命科学研究院崔大敷研究员合成。 

1.2 质粒的纯化 

按文献[10]碱裂解法抽提、纯化质粒，按文献
[11]方法浓缩质粒后，用生理盐水稀释至终质量浓
度为l g/L。用电泳法结合分光光度法检测质粒DNA
的纯度，其中，高纯度质粒DNA的OD260 nm/OD280 nm

为1.8～2.0，低纯度质粒DNA的OD260 nm/OD280 nm为

1.7～＜1.8或＞2.0～2.1。 

1.3 黄牛的同期发情处理和免疫处理 

采用二次注射法进行同期发情处理[12]。 
随机选取同期发情母黄牛150头，根据抑制素

pcISI基因免疫的剂量和纯度将供试黄牛随机分为8
个试验组和2个对照组，每组15头。8个试验组为
0.75、1.50、2.25、3.00 mg/头高纯度pcISI处理组(分

别用H1、H2、H3和H4表示)和0.75、1.50、2.25、3.0 
mg/头低纯度pcISI处理组(分别用L1、L2、L3和L4表

示)；CK1为每头注射3.0 mg/头 pcMV–S组；CK2为

每头注射3 mL生理盐水组。 
分别于8个试验组每头母牛臀部肌肉注射0.5、

1.0、1.5、2.0 mg高或低纯度pcISI质粒。初次免疫后
21 d再分别在相同部位进行半剂量加强免疫。用空质
粒和生理盐水分别对CK1和CK2进行处理。 

1.4 血样采集 

分别在初次免疫当天和初次免疫后10、21 d及
加强免疫后10、45 d对所有试验黄牛进行颈静脉采
血。初次免疫和加强免疫分别用“PM”和“BM”
表示，采血时间点用下标表示，即PM0、PM10、BM10、

BM45分别表示初次免疫当天、初次免疫后10 d和加
强免疫后10、45 d。将血样于室温静置约2 h，分离
血清，－20 ℃保存，用于测定抗体。 

1.5 抑制素抗体检测   

对文献[13]中的方法略加修改，即以人工合成的
抑制素a亚基(1～26)为包被抗原，黄牛血清稀释50
倍，用P/N值表示抗体水平，大于2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。 

1.6 黄体检测 

待pcISI处理后的母牛发情后，通过人工授精技
术进行配种[14]。用B超测定怀孕60～62 d妊娠黄体
的大小(用纵向直径表示)[15]。 

1.7 数据分析 

采用SAS8.2软件包进行统计学分析。采用单因
素方差分析法对组间差异进行分析。 

2 结果与分析 

2.1 不同剂量高纯度抑制素 pcISI 基因免疫对黄

牛抗体 P/N 值的影响 

对每组(15头黄牛)pclSl基因免疫黄牛抗体P/N
值进行分析。从表1可以看出，使用不同剂量高纯
度质粒免疫时，除H1组外，其他3个组在初次免疫
期(PM10和PM21)均与对照组差异显著(P<0.05)；4种
不同剂量高纯度质粒组在加强免疫期(BM10和BM45)
均与对照组差异显著(P<0.05)，且整个检测期均是
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H3组抗体P/N值最高，H1组最低；无论是初次免疫

期还是加强免疫期，H1组与其他3个试验组(H2、H3、

H4)均差异显著(P<0.05)。可见，4种不同剂量高纯
度质粒免疫均可诱导黄牛产生抗抑制素抗体，2.25 
mg/头是最佳免疫剂量。 

表1 不同剂量高纯度质粒免疫黄牛的抗体P/N 值 

Table 1 P/N value of yellow cattle immunized with different 

dosages of highly–purified plasmid  

P/N值 
组别 

PM10 PM21 BM10 BM45 

H1 (1.14±0.05)b (1.17±0.07)b (1.43±0.08)b (1.31±0.07)b

H2 (1.64±0.09)a (1.70±0.09)a (1.96±0.07)a (1.67±0.09)a

H3 (1.71±0.08)a (1.82±0.11)a (2.06±0.05)a (1.85±0.10)a

H4 (1.61±0.09)a (1.80±0.12)a (2.05±0.11)a (1.77±0.10)a

CK1 (1.05±0.10)b (0.99±0.09)b (1.09±0.16)c (1.05±0.03)c

CK2 (1.00±0.02)b (1.00±0.02)b (1.05±0.01)c (1.02±0.03)c

2.2 不同剂量低纯度抑制素 pcISI 基因免疫对黄

牛抗体 P/N 值的影响 

从表2可以看出，使用不同剂量低纯度质粒免
疫时，除了L1组外，其他3个试验组抗体P/N值均显
著高于对照组(P<0.05)。4种不同剂量低纯度质粒组
在整个免疫期均是L3组抗体P/N值最高，L1组最低，

且L1与其他3个试验组均差异显著(P<0.05)。可见，
4种不同剂量低纯度质粒免疫均可诱导黄牛产生抗
体，2.25 mg/头是最佳免疫剂量。 

表2  不同剂量低纯度质粒免疫黄牛的抗体P/N 值 

Table 2 P/N value of yellow cattle immunized with different 

dosages of lowly-purified plasmid 

P/N值 
组别 

PM10 PM21 BM10 BM45 

L1 (1.12±0.05)b (1.19±0.08)b (1.48±0.08)b (1.29±0.04)b

L2 (1.54±0.12)a (1.69±0.13)a (1.99±0.12)a (1.63±0.12)a

L3 (1.73±0.09)a (1.88±0.07)a (2.13±0.05)a (1.87±0.10)a

L4 (1.69±0.08)a (1.87±0.07)a (2.00±0.06)a (1.68±0.12)a

CK1 (1.05±0.10)b (0.99±0.09)b (1.09±0.16)c (1.05±0.03)c

CK2 (1.00±0.02)b (1.00±0.02)b (1.05±0.01)c (1.02±0.03)c

2.3 不同剂量高纯度抑制素 pcISI 基因免疫对黄

牛黄体发育的影响 

于每组随机抽取6头黄牛分析pcISI基因免疫对
黄体发育的影响。结果表明，黄牛妊娠位置有的在

左侧，有的在右侧。从表3可以看出，各试验组两

侧黄体均比对照组大，且H3和H4均与对照组差异显

著(P<0.05)。各试验组间，无论左侧还是右侧均是
H3组的黄体最大，H1组最小，但4个试验组两侧黄
体差异不显著(P>0.05)。 

表3  不同剂量高纯度质粒免疫黄牛两侧妊娠黄体的

纵向直径 

Table 3 Comparison of the corpus luteum size in cattle immunized 

with different dosages of highly-purified plasmid  
黄体纵向直径/ mm 

组别 
左侧黄体 右侧黄体 

H1 (22.42±0.97)ab (22.77±1.06)ab 
H2 (22.75±0.75)ab (23.15±0.88)ab 
H3 (24.65±1.34)a (25.48±0.99)a 
H4 (23.33±0.87)a (24.76±0.87)a 

CK1 (19.26±0.59)b (19.13±0.87)b 
CK2 (18.80±0.70)b (19.81±1.00)b 

2.4 不同剂量低纯度抑制素 pcISI 基因免疫对黄

牛黄体发育的影响 

于每组随机抽取6头黄牛分析pcISI基因免疫对
黄体发育的影响。结果(表4)表明，各试验组两侧黄
体均比对照组大，L3组两侧黄体与对照组差异显著

(P<0.05)，其他3个试验组均与对照组差异不显著
(P>0.05)。各试验组间，无论左侧还是右侧均是L3

组的黄体最大，L1组最小，但4个试验组间差异不
显著(P>0.05)。 

表4  不同剂量低纯度质粒免疫黄牛两侧妊娠黄体的

纵向直径 

Table 4 Corpus luteum size in cattle immunized with different 

dosages of lowly-purified plasmid 

黄体纵向直径/ mm 
组别 

左侧黄体 右侧黄体 

L1 (24.16±0.97)ab (24.23±0.70)ab 

L2 (24.44±0.94)ab (24.52±0.70)ab 

L3 (26.00±1.80)a (26.23±0.93)a 

L4 (24.82±1.33)ab (24.75±1.01)ab 

CK1 (19.26±0.59)b (19.13±0.87)b 

CK2 (18.80±0.70)b (19.81±1.00)b 

2.5 抗体水平与黄体发育的关系 

比较抗体阳性牛(所有抗体P/N值大于2的抑制
素基因疫苗免疫处理的黄牛)与抗体阴性牛(所有抗
体P/N值小于2的抑制素基因疫苗免疫处理的黄牛)
两侧黄体大小，抗体阳性牛黄体比抗体阴性牛的
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大，但左侧黄体差异不显著(P>0.05)，右侧黄体差
异显著(P<0.05)。 

3 结论与讨论 

在本试验条件下，无论高纯度还是低纯度质粒

pcISI免疫黄牛，4种剂量pcISI免疫均使黄体增大，

以2.25 mg/头剂量组增大最明显；抗体水平与黄体

发育密切相关。 

外源性抑制素可通过免疫调节中和体内的抑

制素而降低卵泡抑制素的生物学活性，导致机体循

环FSH升高，排卵率和产仔数增加。孙晓萍等[16]发

现抑制素生物活性中心在α亚基的1–32氨基酸上。

Li[17]等将抑制素基因α1–32与HBsAg融合构建了抑制

素融合表达质粒pcIS，3次免疫大鼠后55.6%(20/36)

的个体产生了抑制素阳性抗体。张德坤等[18]用pcIS

免疫绵羊，检测到了抗体，抗体阳性率达46.7% 

(14/30)。王水莲等[19]用pcIS免疫黄牛，发现免疫组

抗体P/N值显著高于对照组(P<0.05)。以上结果说明

抑制素基因与乙肝表面抗原融合形成的重组质粒

具有一定的抑制素免疫学活性。本研究结果表明

pcISI免疫可诱导黄牛产生抑制素抗体，说明该重组

质粒在大型动物体内的表达产物同样具有抑制素

免疫学活性。 

按照实验室分子生物学的常规要求，纯度较高

的重组质粒OD260 nm/OD280 nm应为1.8～2.0，此时所含

的RNA、蛋白质、染色体DNA等杂质较少[10]。如果

比值小于1.8，说明有蛋白质、细胞碎片和苯酚等杂

质；如果比值大于2.0，说明有RNA等杂质。各种报

道对重组质粒OD260 nm/OD280 nm要求不一，有的要求

其比值在1.70以上即可[20]。梅玲玲等[21]采用3种方法

(CTAB法、酶裂解法、SDS沉淀法)提取得到的质粒

DNA OD260 nm/OD280 nm为1.6～1.9，PCR扩增效果较

好，可满足大规模检测的需要。本研究中4种剂量高

纯度抑制素质粒DNA的OD260 nm/OD280 nm为1.8~2.0，

4种剂量低纯度抑制素质粒DNA的OD260 nm/OD280 nm

为1.7~＜1.8和＞2.0~2.1。无论是高纯度还是低纯度

质粒处理，均以2.25 mg/头免疫剂量的效果最好。 

文献[9]中用pcISI免疫黄牛，发现抑制素基因免

疫黄牛能促进黄体发育，但没有研究抑制素重组质

粒纯度与黄体发育的关系。本研究中无论用高纯度

还是低纯度质粒免疫黄牛，2.25 mg/头pcISI免疫处

理组两侧黄体均显著大于对照组(P<0.05)，因此，

抑制素基因疫苗处理可促进妊娠黄体发育，但质粒

纯度对黄体发育没有明显影响。本试验中，抗体阳

性牛右侧黄体明显大于抗体阴性牛(P<0.05)，这可

能是由于抑制素基因免疫后右侧卵巢的敏感性强

于左侧，右侧卵巢产生了更多的大卵泡。卵泡发育

成熟后产生黄体细胞的分化和增殖能力比左侧更

强，从而右侧黄体更大。受孕60 d左右的抑制素基

因免疫肉牛的妊娠黄体纵向直径为22~25 mm，对照

组黄体纵向直径为18~20 mm，这与马会明等[22]的

报道一致，他认为正常黄体直径小于30 mm。可以

推测，就黄体大小而言，抑制素基因免疫对于提高

母牛的繁殖力具有重要的实践意义。 
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