
华南农业大学学报 13 ( 4 ) 1 9 9 2
:

1 4 2 ~ 1 4 5

J
.

S o u t h C h i n a A s r
`

U n iv
.

精子性别化对乳牛性别控制的试验

罗承浩 丘 陵 高 萍
(畜牡 亲遗传繁育教研室 )

蔡耀恒
(农业生 物未 )

李
户
扫

丈

摘要 试验于 1 9 91 年在华南农业大学实验乳牛场进行
,

初步成功地获得乳牛雌性控制率达

到 81
.

8坏的国内外先进水平
,

计有十头乳牛产犊
:

二雄
、

九雌
,

其中一头产异性双犊
,

研究

试验结果包括三个方面
:

一是研制成具有一定的纯度和工作效价的 H一Y 抗血清
.
二是这种

H一丫抗血清 gl G 确实存在有抑制牛 Y 染色体精子的荃因抗体 , 二是掌握 H一丫 抗血精 lg G

与牛精液发生
“

感作
”
和导致正常受胎的技术方法

.

试验应用免疫遗传学原理
,

进一步证明

H一Y 抗血清 gI G 有抑制牛 Y 染色体精子的受精能力而获得较高的雌性控制率
,

具有很大的

生物科学与经济价值

关链词 性别控制
; H一 Y 抗血精

,

特异性荧光反应
;

密度梯度离心法

乳牛性别控制是当前生物技术
,

遗传工程和家畜繁殖在组织开发生物技术应用研究中

的一项重大攻关课题
,

是生物发育科学的高技术研究
.

试验采用 H一 Y 抗血清感作牛精液
,

实现精子性别化
,

结合蔗糖溶液密度梯度离心法和荧光素染色标记法
,

目的就是在两性配

子结合受精前
,

将
x
与 y 染色体精子加以分离和选择而达到性别控制

,

确是具有很大的研

究价值和生产实践意义
。

1 材料和方法

1
.

1 试验材料
:

1
.

公牛精液

2
.

荧光素 ( F l u o r es e e i n e :

赶
: 20 。

)
,

广州化学试剂厂生产
,

批号 8 8 1 1 0 1

3
.

H一 Y 抗血精 xs G

4
.

不同密度梯度的蔗糖溶液
: 1

.

1 2
.

王
.

1 1
,

1
.

1 0
,

1
.

0 9
,

1
.

0 8
.

1
.

0 7
,

1
·

0 6
,

5
.

新西兰纯系小鼠
、

大 白鼠 (中山医科大学实验动物饲养场 )

1
.

2 试验方法
:

1
.

2
.

I H一 Y 才元血清的伟
.

1备
:

( l) 用新西兰 c A D 纯系小 鼠提取 H 一 Y 抗原和大白鼠进行体液免疫

( 2) 分离血清采用透析与滤过洗脱盐质
,

并用离子交换层析法进行 犯G 的纯化

( 3) 采用环状沉淀反应与双向琼脂扩散试验测定血清效价

( 4) 粗制抗血清用 eS p h a d以 G 25 进 一步纯化和收集活性最高组分进行理化性质鉴定
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( 5) 酶联免疫吸附双抗体夹心法进行 H一 Y抗血清 gI G 的检测

1
.

2
.

2 荧光素染 色标记和
x
与 y 染 色体精子 的鉴别

:

( l) 用蔗塘溶液密度梯度离心法分离牛
x
与 y 染色体精子

(2 ) 用国产荧光素染色标记
x
与 y染色体精子

,

分别观察有否 F 小体的特异性荧光反

应

( 3) 用 H一 Y 抗血清 gI G 结合定量的补体感作牛精液
,

然后再用荧光素染色标记和观察

F 小体的特异性荧光反应
.

1
.

2
.

3 乳 牛输粉试验
:

( l) 选择发情母牛用 H一 Y 抗血清 I ; G 感作过的牛精液进行输精
,

作为试验组
.

( 2) 用正常牛精液对发情母牛进行输精
,

作为对照组
.

2 结果

2
.

1 乳牛输精试验 结果列于表 1
。

表 I H一 Y 抗血清 犯G一牛精液输精的作用效果

组别 试验

头数

精液

种类

妊娠 产犊 备 注

数 % 含 环 早 %

试验 2 4

又寸照 4

H一 Y 杭

血清一牛精液

正常精液

] 0

2 0

4 1
.

3

4 8
.

7

] 8
.

2

5 2
.

3

8 1
。

8

4 7
。

7

其中
:

一胎产异性双犊

其中
:

一胎产同性双犊

910211

由表 l来看
,

H一 Y 抗血清一牛精液进行输精
,

其受胎率虽较对照组下降约 7
.

5 %
,

但对

提高雌性出生率有一定效果
,

可达 81
.

8%

2
.

2 荧光素刘精子的染色标记 结果列于表 2
。

表2

荧光素浓度 ( % )

荧光素对精子染色标记的效果

组别 染色的时间 (分钟 )

0
.

1

0
.

2

0
.

5

3 C

3 0

3 0

染色程度
明显的荧光亮点

微弱的荧光点

荧光模糊不清

由表 2
.

可见
,

0
.

1%浓度的荧光素对精子染色标记的效果 良好
,

可看到部分精子的头部

有 明显特异性荧光亮点
,

其它的则模糊不精
。

.2 3 H一Y 抗血清感作牛精液的荧光反应 结果见表 3
.

表3 H一 Y 抗血精感作后精子对荧光素染色标记的效果

组 别 精子量 ( 1 0
`

/ m l ) H一 Y 抗血清量 ( m l) 作用时间 m泊 荧光反应

I m l

l m l

l m l

0
.

3 m l

0
.

3 m l

0
.

3 m l

+ +

2 0

3 0
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由表 3
.

可见
,

H 一 Y 抗血清依时间的长短可作用于牛精子
,

并抑制其特异性荧光反应
,

经过 10 分钟后仍见头部有明显的荧光亮点
,

20 分钟后则荧光亮点全部消失
。

2
.

4 蔗糖溶液密度梯度分离牛精子试验 结果列于表魂
.

表 刁 蔗枪溶液密度梯度对精子分布及对荧光素反应的影响

序 别 蔗糖溶液密度 精子分布状况 荧光反应

+
·

十

0 6

0 7

0 8

0 9

1 0

l l

l 2

无

无

悬浮混浊

悬浮混浊

惫浮混浊

块状沉淀

块状沉淀

说 明
:

离心 运度均 为 3 0 00 转 /分
,

离心 时问为 30 分钟

由表 4
.

说明
,

精子分布依 比重不同而有很大的差异
,

悬浮混浊液内是游离分散的精子
,

呈现弱荧光亮点
;
块状沉淀液内是浓缩积集的精子

,

无特异性荧光亮点
。

前者被认为是 y 染

色体精子
,

后者是
x
染色体精子

.

3 讨论

乳牛性别控制当今仍然是一个重要的研究课题
,

许多专家的研究方法不尽相同
,

所获

得的结果亦不全一致
.

本试验采用 H一 Y 抗血精感作牛精液
,

实现精子性别化而获得雌性控

制率达 81
.

8 % 的国内外先进水平
。

哺乳动物胚胎时期的性腺具有 既向雄性分化亦可向雌性

分 化的双 向性潜能
.

H一 Y 抗原正是这种具有可诱发原始性腺分化为塞丸的潜能
,

它是由位

于 y 染色体上的基 因位点所编码的
·

H一 Y 抗原的结构基因与来丸分化的启动密切相关
,

一

旦 条九细胞形成
,

便可分 泌塞丸激素阻止性腺发展为雌性表现型的趋势
。

但是
,

雄性动物的

H一 Y 抗原对雌性动物发生免疫作用后
,

在雌性动物的血清中即存在有排斥 y 染色体精子

的基因抗体
,

简称为 H一 Y 抗血清 sI G
,

它可封闭 Y 染色体精子细胞膜上的 H一 Y 抗原
。

所

以试验采用 H一 Y 抗血清与牛精液发生感作
,

目的就是使 Y 精子失去 H一 Y 基因产物
,

失

去 Y 精子 F 小体的活性
.

此夕卜哺乳动物的 H一 Y 抗原均具有血精凝集交叉反应的特性
,

无

论 小白鼠
,

大白鼠与牛 的 H一 Y 抗原均极相似
,

因而试验采用大白鼠的 H一 Y 抗血清 gI G 就

具有抑制牛 Y 染色体清子的作用
.

试脸结果表 明
,

国产荧光素以 0
.

1%浓度直接染色标记牛 Y 染色体精子效果较明显
,

F

小 体可呈
·

现特异性荧光反应
,

可见其头部出现有区别于 x 染 色体精子的特异性荧光亮点
.

八、 ep r so n
的奎纳克林一马斯塔 氏法对 男性染色体

,

发现 Y 染色体长臂发出的荧光较强些
,

并且在细胞分裂期间可出现更强的斑点
,

这称为 F 小体
,

凡呈现 F 小体的一定是 Y 精子
,

否

则便是 x 精子
.

本试验所观察到牛 Y 染色体精子 F 小体与其研究结果相一致
,

均呈现特异

性荧光反应
。

试 验结 果亦表 明
,

蔗糖 溶液 密 度梯度离 心 法分离 牛 父 与 Y 精子 是成 功 的
。

R ho de

( ! 97 5) 曾用密度梯度离心法对人的精子进行分离
,

获得上层的精液多是 Y 精子
,

下层则是

x 精子
。

S has t r丫 ( 19 7 7) 亦曾用聚蔗糖胶体密度梯度离心法分离出 73 %以上的 Y 精子
。

eP r
co ll
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密度梯度离心法 ( 1 9 8 8) 用改进的胶质状硅胶亦分离出人的 x 与 Y 精子
.

本试验采用的蔗糖

溶液密度梯度离心法分离牛 x 和 Y 精子与彼等的研究结果亦相一致
,

精子依其物理特性的

不同而分布亦殊异
,

可见蔗糖溶液密度梯度离心法是分离牛 x 与 Y 精子的一种最简易而最

有效的技术方法
。
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