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　　摘要：用洗涤后的奶牛 Ｙ精子与免疫佐剂１∶１混合，免疫产蛋母鸡，收集免疫蛋，用水稀释法进行卵黄抗体
（ＹＡｂ）的分离，对提取的ＹＡｂ用奶牛Ｙ精子进行滴度测定，并对提取样品进行抗体含量、得率以及提取前后抗体效价
损耗率进行测定。结果表明：卵黄中含有与奶牛Ｙ精子作用的有效抗体（ＩｇＹ），并且能使精子发生凝集现象；水稀释
法提取后抗体得率为８８．３８％，抗体效价损耗率为１２．４９％。该抗体对Ｙ精子作用的专一性有待进一步研究。
　　关键词：奶牛Ｙ精子；卵黄抗体
　　中图分类号：Ｓ８５２．４＋３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１３）０６－０１６１－０２

收稿日期：２０１２－１１－２９
基金项目：甘肃省农牧厅生物技术研究与开发应用项目（编号：

ＧＮＳＷ－２００９－０５）。　
作者简介：赵万乐（１９８７—），男，山西晋城人，硕士研究生，研究方向
为动物繁殖。Ｅ－ｍａｉｌ：５０３５８７５７８＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：张兆旺，博士，教授，研究方向为动物繁殖。Ｅ－ｍａｉｌ：
ｚｈａｎｇｚｈａｏｗａｎｇ＠ｇｓａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　卵黄免疫球蛋白（ｅｇｇｙｏｌｋｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，ＩｇＹ）也称卵黄
抗体，是母鸡在卵的发育过程中由血清中的 ＩｇＧ有效转移至
卵黄而成［１］。卵黄抗体具有产量高、成本低、易于生产、不需

放血即可大量获得的优点，因此它在疾病诊断、防治等诸多方

面得到了广泛应用［２］。精子具有免疫原性质的发现，使人们

能够用精子制成抗原去免疫机体，使其产生相应的抗体，从而

达到避孕等目的。本试验以分离的奶牛 Ｙ精子作为免疫抗
原，免疫产蛋母鸡，从蛋黄中提取特异的抗奶牛 Ｙ精子的抗
体，并用这些抗体作用于奶牛的精子，期望能达到分离 Ｘ、Ｙ
精子的效果。

１　材料与方法

１．１　供试产蛋鸡
选用３０周龄的海兰母鸡作为供试鸡群。饲养于甘肃农

业大学实验动物中心鸡舍。采用三阶笼养，整个试验期内自

由采食和饮水。

１．２　精子样品
本试验所用奶牛 Ｙ精子样品均为购自大连金弘基种畜

有限公司生产分离的奶牛Ｙ精子。
１．３　精子免疫原的制备

液化后的奶牛精液用稀释液（配方：葡萄糖５ｇ、乙二胺
四乙酸二钠０．１ｇ、柠檬酸钠 ０．３ｇ、蒸馏水 １００ｍＬ）稀释，
２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，弃上清液。用稀释液压集精子，
２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，如此洗涤４次至上清无蛋白。用稀
释液较正精子密度为４００×１０８／Ｌ。
１．４　免疫

取试验用母鸡５只，胸肌５点注射与完全佐剂１∶１混合
的精子抗原进行初免。初免后的第 ２、４、６周各加强免疫

１次，之后每隔１个月加强免疫１次。加强免疫用不完全佐
剂。初免５～７ｄ后开始收集免疫蛋。
１．５　卵黄抗体的提取

参考文献［３］并加以改进，采用水稀释法对抗体进行初
提。卵黄中以１∶６比例加入纯化水，搅拌均匀，用盐酸调ｐＨ
值为５．０～５．２，４℃静置５ｈ，然后４℃、１００００ｒ／ｍｉｎ离心
２５ｍｉｎ，弃掉沉淀，收集上清液，再添加１９％硫酸钠沉淀，在
４５℃ 水浴中温浴５ｍｉｎ，等沉淀溶解后用乙醇沉淀，静止过
夜取上清液，量取容量。

１．６　精子凝集试验及抗体效价评定
参考文献［４］，取小试管８支，分别标明１～８号，每管各

加生理盐水１００μＬ，取所保存的液体样品１００μＬ加入到第１
管充分混匀后，从第１管取１００μＬ加入到第２管，充分混匀
后取１００μＬ加入到第 ３管，依次倍量稀释。将第 ８管的
１００μＬ稀释液弃去，然后向各管中加入奶牛 Ｙ精子样品
１００μＬ，充分混匀，显微镜下检测。
１．７　ＩｇＹ含量及回收率的测定

参考文献［５］，采用紫外分光光度法，以生理盐水为对
照，分别测定２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处的光吸收值，根据公式：

ＩｇＹ浓度（ｍｇ／ｍＬ）＝１．５０Ｄ２８０ｎｍ－０．７５Ｄ２６０ｎｍ
　　计算出原卵黄中和样品中的ＩｇＹ含量，并计算得率。
１．８　蛋黄液提取前后抗体总量及抗体损耗率计算

参照文献［３］，将提取的 ＹＡｂ溶液测得的抗体效价分别
乘以所提取的总量，得到提取后的抗体总量，再用提取前的抗

体总量减去提取后的抗体总量，得到的结果即为提纯过程的

损耗量。

１．９　保存期测定
抗体放置冰箱（４～８℃）保存８个月，观察其物理性状，

并接种肉汤培养基作无菌检查。

２　结果

２．１　抗体对精子的凝集情况
由图１至图３可以看出，在不加入 ＩｇＹ时，精子较分散，

没有发生精子凝集现象（图１）；当加入未免疫母鸡蛋黄中提
取的ＩｇＹ后，精子也不发生凝集（图２）；当加入从免疫母鸡蛋
黄中提取的ＩｇＹ后，精子密度明显增大，精子发生较明显的凝
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集现象（图３）。
２．２　抗体滴度随免疫时间的变化关系

以首免后时间为横坐标，以所测抗体效价的 ｌｏｇ２的值为
纵坐标，抗体效价与时间变化关系如图４所示。
　　从图４可以看出：第１次免疫后１周，产生特异性抗体；
第２次免疫后，抗体滴度增加；第３次免疫后，抗体滴度继续
增加，并达到最高峰；第４次免疫后，抗体滴度继续维持在最
高峰，其间有１个小小的回落，但马上又达到最高；第５次免
疫后２个月，抗体滴度一直维持在最高；从第５次免疫后的３
个月开始，抗体滴度逐渐下降。

２．３　ＩｇＹ含量、得率及抗体损耗、损耗率测定结果
由表１可见，水稀释法提取后抗体得率为８８．３８％，抗体

效价损耗率为１２．４９％。

表１　ＩｇＹ含量、得率及抗体损耗测定结果

样品

ＩｇＹ ＩｇＹ效价

含量

（ｍｇ）
得率

（％） 效价 抗体损耗
损耗率

（％）

原卵黄 １１４．８９６ ８８．３８ ８５．３３２ １０．６５８ １２．４９

水稀释法

提取后样品

１０１．４７６ ７４．６７４

　　注：表中数值均为多次测定后的平均值。

２．４　保存期
将提取的 ＹＡｂ放置冰箱（４～８℃）保存８个月后，其物

理性质仍保持不变；接种肉汤培养基作无菌检查，均无菌。

３　讨论

家禽受到外源抗原的刺激后，外源抗原能够刺激 Ｂ淋巴

细胞分化形成浆细胞，然后分泌特异性的抗体进入机体的血

液循环。由于卵黄膜的表面有密集的免疫球蛋白受体，所以

当血液流经卵巢时，血液中的特异性抗体（主要是 ＩｇＹ）会与
卵黄膜上的受体结合，并通过主动运输被从血液中大量转移

到卵黄中，并在卵黄中富集，形成卵黄抗体［６］。精子具有免

疫原性，某些特异性抗体与精子抗原结合后可影响精子的运

动或获能，干扰精卵结合从而引起不育［７］。

本试验中，当用洗涤后的奶牛Ｙ精子混合免疫佐剂去免
疫产蛋母鸡时，会产生大量的特异的抗Ｙ精子抗体并在卵黄
处富集。将特异抗体与Ｙ精子混合后产生免疫反应，从而影
响Ｙ精子的运动，使得Ｙ精子产生凝集现象。在整个免疫过
程中，开始阶段，随着免疫次数的增加，抗体滴度逐渐上升，但

当第５次免疫后停止免疫，从停止免疫后的３个月开始，抗体
滴度逐渐下降，可能的原因是机体逐渐适应了免疫抗原，机体

对抗原的排异性减弱，抗体产生也逐渐减少，也可能是机体内

的抗原量逐渐减少，对机体的刺激也逐渐减小，所以抗体产生

也逐渐减少。
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４　小结

用奶牛Ｙ精子免疫产蛋母鸡，在鸡蛋蛋黄中会产生能与
精子发生免疫反应的蛋黄抗体（ＩｇＹ），使精子产生凝集现象。
这种技术可能会在今后利用于奶牛的性别控制等方面的研究

中利用。在５次免疫后停止免疫，抗体滴度能维持较高的水
平达２个月，从第３个月开始滴度逐渐降低，所以在生产实践
中要及时地对机体进行加强免疫。
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　　摘要：为培育贵州黑马羊新品种，采取在农家建立核心群的开放式选育方法，制定综合选择指数和建立 ＢＬＵＰ模
型估测育种值，指导选种选配及选育提高。结果表明：核心群周岁公羊、母羊体重分别达（２９．７７±５．５１）、（２５．１８±
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　　贵州黑马羊是从贵州黑山羊中分化出来的一群无角个
体，生活在毕节高寒山区，产区地形破碎，山高坡陡，切割纵

深，海拔多在１４００～２０００ｍ之间，相对湿度８０％左右，年均
气温１０．５～１３．４℃，无霜期２０９～２４５ｄ，降水量８００ｍｍ，属
湿润气候暖温带地区。产区草山草坡、灌木草丛资源丰富，多

为传统放牧，管理简单。黑马羊具有耐粗饲、抗寒耐湿、早熟

易肥、皮薄骨细、肉质优美等特点，已显示出优良的种质特

性［１］，但总体生产性能、品种整齐度还有待提高，因此特开展

品系选育，以期培育出体格大、产肉多、净肉率高、繁殖性能

好、外貌特征独特的优良肉用新品种。

１　材料与方法

１．１　试验材料
以２００６年贵州省赫章县古达、威奢、兴发等选育基地的

贵州黑马羊为试验材料。

１．２　试验方法
１．２．１　品种整齐度选育　统一外貌特征，把被毛黑色、头无
角、颌下有髯、颈下有肉垂等质量性状作为贵州黑马羊的外貌

特征进行选育。

１．２．２　生产性能选育　主要采取把核心群建立在农户中的
核心群开放式选育方法，选育提高黑马羊生长速度和繁殖性

能。首先组建核心群，开展闭锁繁育，培育后备种公羊推广到

基础群中去配种，然后再从基础群中选育优良种公羊吸收到

核心群中来，保证基因的双向流动，以加快选育进展。

种公羊选择：先根据制订的生产性能选育指标，把体格

大、生长速度快、背腰平直、前胸开阔、雄性十足、体型外貌好

的优秀公羊初选为配种公羊，再采用 ＢＬＵＰ法估测种公羊育
种值，最后根据系谱和后裔鉴定成绩综合评定。

种母羊选择：先根据制订的生产性能选育指标，把繁殖性

能好、母性强、体型外貌好的优秀母羊初选为配种母羊，再利
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