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摘要 用 纯系 (B A L B e)/ 雄性小鼠制备 H 一 Y 抗原对雌性大鼠进行免疫
,

可获得特异性的 H 一 Y

抗体
.

经初步检测
,

H 一 Y 抗血清的效价为 1:32
。

用 EL IS A 检测结果为阳性反应
,

抗血清与鼠精

子有特异性抑制的凝集作用
,

凝集反应的程度随抗血清 的稀释而降低
,

对牛的 Y 精子也有特异性

抑制
,

经抗血清感作过的牛精子荧光反应消失
.

曾两次用 H 一 Y 抗血清感作过的牛精液对母牛进

行体外输精
,

试验结果雌性比率分别达到 81
.

80 % 和 80 %
.

关键词 免疫 ; H 一 Y 抗血清 ; 荧光反应 ; 凝集反应 ; 酶联免疫吸附法
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.

43

对家畜后代性别的控制
,

长期以来是人们的预望
。

w
a ch fel ( 19 75) 发现染 色休编 码 的细

胞膜 H 一 Y 抗原
,

能直接或间接地诱导原始性腺分为皋丸
,

这一事实说明 H 一 Y 抗原在性腺

分化具有重要的意义
。

本项试验研究是用常规免疫的原理和方法制备 H 一 Y 抗血清
,

并用免

疫检测技术对这种抗血清的特异性进行检测及应用于母牛体外受精
,

以提高母牛生育的雌性率
。

1 材料与方法

L l 材料

小鼠
、

大 鼠 ( B A L B C/ )来 自中山医科大学实验动物饲养场
.

牛精液 华南农业大学乳牛场

荧光素 广州化学试剂厂

辣根过氧化物酶 (H o sr
ear dsj h p eor

x i d a s e )

1 2 方法

1
.

2
.

1 免疫 用小 鼠皋丸制得的匀浆液
,

经初步纯化后直接对雌鼠进行多途径免疫
。

在第 1

次免疫原中加人 eF
u n d 完全佐剂

,

加强免疫不加人佐剂
,

经 5 次加强免疫后隔 1周采血
。

1
.

.2 2 效价测定 用环状沉淀法和平板直接凝集反应
。

1
.

.2 3 E L E A 检测 用抗体夹心法
,

H RP 标记抗体
,

用戊二醛法标记
,

酶底物溶液用联苯胺

及过氧化氢
。

1
.

2 .4 荧光素染色标记 ( l) 用荧光素染色标记牛 X 与 Y 染色体精子观察 F 小体的特异性

荧光反应
.

( 2) 用 H 一 Y 抗血清结合定量的补体感作牛精子后再用荧光素染色标记和观察 F

小体的特异性荧光反应
。

通过以上对照试验
,

借 以检测 H 一 Y 抗体的生物活性
。

1
.

.2 5 直接凝集试验 用不同稀释度的抗血清与鼠精子直接作用
,

观察其发生凝集反应 的

程度
,

检测抗血清的专一性和生物效价
。
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2. 4直接凝集反应
,

用不同稀释度抗血清对鼠精子直接作用
,

结果见表 3
。

表 3 不同稀释度抗血清对鼠精子凝集效果比较

鼠精子加 (L
’ ) 住 0

.

2 0
.

抗血清稀释度

凝集反应结果

l /2

+ 十 十 + + 十 + 十 +

l /4

+ + 十

l /8

十 +

l / 16

十

] /3 2

士

0
.

2

l / 64

(l) 每 毫升含鼠精子 1护 个
.

从表 3 可见
,

抗 血 清对 鼠精子 有特异 性 的凝集反 应
,

凝集反应的程度随抗血清的稀

释而降低
,

这一结果进一步表明抗血清的生物效价为 1 : 320

用 .0 2 1 l l L 正常血清与 .0 2 In L 鼠精子反应 30 而 n 后
,

虽还能见到凝集反应
,

但随着血清浓

度的降低
,

基本上未见有凝集反应
。

.2 5 用盘状 聚丙烯酞胺凝胶电泳分 离抗血清蛋 白质
,

与正常血清 比较
,

结果如 图 1
,
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图 1 抗血清电泳图谱扫 描
’

·

用岛津 CS 一 930 双波长 扫描仪 s( ih m ad uz )

图 2 正常血清电泳图谱扫谱
’

从扫描显示 的波谱图来看
,

抗血清 图谱上出现一个明显的波谱
,

其它蛋 白质带 显 示

的波峰与正常血清也有明显的差别
,

这一结果可以认为
,

峰值最高的蛋白带是 由 H 一 Y 抗原

刺激免疫细胞所产生的免疫球蛋 白 ( lg G )
.



第 2期 蔡耀垣等 : H 一 Y 抗血清的制备
、

检测 与应用 149

.2 6 应用效果
,

试验是在华南农业大学乳牛场进行
。

选择发情母牛用 H 一 Y抗血清感作过的

牛精液进行输精
,

2批试验结果列于表 4 和表 5
。

表 4 H 一 y抗血清 一 牛精液输精的作用效果 《 ’ ) ( 199 1)

组别
试验

头数 /头
精液种类

妊娠

头数 /头 百分率

产 犊

公 /头 百分率 母 /头 百分率

试验 24

对照 41

H 一 Y 抗血清 一 牛精液

正常精液

10 4 1
.

3

20 48 .7

18 2

523

9 8 1
.

80

10 47刀

(l ) 其中一胎产异性双犊

表 S H 一 Y 抗血清一 牛精液输精的作用效果 ( 1卯 2)

组别
试验

头数 /头
精液种类

妊娠 产 犊

头数 /头 百分率 公 /头 百分率 母 Z头 百分率

试验

对照

H 一 Y抗血清 一 牛精液 5 4 5.4

正常精液 13 48
.

1

20

53
.

8

80

46 2

ll27

由表 4 和表 5 可见
,

H 一 Y 抗血清 一 牛精液进行输精
,

对提高雌性比率有显著的效果
,

199 1年和 19 9 2年试验结果
,

雌性率分别达到 81
.

80 % 和 80 %
。

3 讨论
H 一 Y 抗原是组织相容性抗原 Y伍ist o co mP

a it b波 y an 飞en 均
,

在哺乳动物 中
,

是 雄性

特有 的细胞表面蛋白质
,

它是 Y 染色体上的基因编码
,

H 一 Y 抗原的结构基因与攀丸分化的

启动密切相关
,

辜丸细胞一旦形成
,

便可分泌翠丸激素阻止性腺发展为雌性表现型的趋势 (王梦玖

等
,

19 8 5;林剑等
,

19 87)
。

因此利用雄性动物的 H 一 Y 抗原对雌性动物免疫
,

可刺激雌性 动

物 B 细胞产生对 H 一 Y 抗原具有特异性反应的 H 一 Y 抗体
,

这种 H 一 Y 抗体能阻遏 Y 染色

体精子的基因表达
,

抑制 Y 染色体精子细胞膜上 H 一 Y 抗原的产生 (王梦玖等
,

19 8 5江恤dr

19 87)
。

根据这一理论
,

本试验应用常规免疫的原理和方法制备得H 一 Y 抗血清
,

经初步检测
,

H 一 Y 抗血清具有较好的生物活性
,

应用此 H 一 Y 抗血清抑制牛 Y 染色体精子的受精能力

而提高牛的雌性 比率
。

由于 H 一 Y 抗原是一弱的组织相容性抗原
,

而
_

且是成分复杂的粗抗原
,

它既包含 H 一 Y

抗原
,

也包含其它蛋 白成分
,

因此
,

对 H 一 Y 抗原专一性 的
r 一 球蛋白 (gI G )和正常的 gI G 或

其它抗原 的 gI G 往往会混合存在于免疫动物的血清中
,

这就给 H 一 Y 抗体 的分离纯化与检

测工作带来许多困难
。

本研究采用儿种方法检测 H 一 Y 抗体的活性初步获得较好 的结果
:

用盘状聚丙烯酞胺凝胶电泳 (张龙翔等
,

19 8 5 )分离抗 血 清蛋 白质 与正常血清相 比较
,

免疫血

清的扫描图谱出现一个明显的波峰
,

其峰值接近 1
.

200
,

而正常血清在相同位置上显示的波峰

其 O D 值却在 .0 600 一 .0 70 0 之间
,

其它蛋 白显示的波峰亦有 明显的不同
。

这 一 结果可 以认为

峰值最高的蛋白质是由于 H 一 Y 抗原刺激免疫细胞产生的 gI G

用不同稀释度的抗血清与鼠精子直接起凝集反应 (徐宜为
,

199 1)
,

凝集反应程度随抗血清

的稀释而降低
。

而正常血清用最高浓度与 鼠精子虽也能见到微弱的凝集反应
,

但一旦稀释
,

凝

集反应未见发生
,

这一结果可进一步表明
,

抗血清对来 自鼠细胞的 H 一 Y 抗原是有专一性
,

抗

血清的效价达到 l : 犯
.

用荧光素标记牛 Y 染色体精子
,

F 小体呈现特异性荧光反应
,

用 H 一 Y 抗
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血清处理后
,

荧光反应立即消失 (罗承浩等
,

19 9 2)
,

这个结果又一次表明本试验制备的 H 一 Y

抗血清对牛 Y 染色体精子同样具有抑制作用
。

本试验所取得的结果仅是初步探索
,

在提高抗原 的纯度
、

抗原的生化性质 以及 测定 方

法的建立等方面
,

尚在继续探索
,

但可 以相信
,

通过免疫的途径控制家畜的性别分化
,

是具有

发展前途的途径之一
,

它为控制家畜性别提供一种直接安全而有效的简便方法
,

是家畜繁殖

生物技术应用研究中一项重大的研究课题
,

具有重要的生物科学理论价值和经济价值
。

致谢 文中电泳图谱承华南农业大学生物系邓兆活副教授帮助扫描
,

照片承刘治纬高级工程师拍摄
,

谨

此致谢
。
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