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　　摘要：为研究饲粮不同纤维水平对初产母兔血清中瘦素含量以及卵巢组织中 ＯＢ、ＯＢ－Ｒ基因表达的影响，选取
１６５日龄的新西兰青年母兔２４０只，随机分为４个处理，分别为１２％、１４％、１６％、１８％纤维水平添加组，每个处理设５
个重复，每个重复１２只，每个处理共６０只。结果显示，从配种到分娩，各处理组的母兔血清中瘦素含量均呈上升趋
势。不同处理组相比较，母兔血清中瘦素含量存在显著差异，其中１６％添加组的母兔血清瘦素含量最高。基因表达
研究表明，１６％添加组的母兔卵巢中，ＯＢ、ＯＢ－Ｒ基因的表达量显著高于其他各试验组。饲粮不同纤维水平对初产母
兔瘦素分泌影响显著，初产母兔饲粮中纤维的适宜添加水平为１６％。
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　　粗纤维泛指植物性来源纤维成分，包括纤维素、半纤维
素、果胶、植物胶、黏多糖、木质素等，主要存在于植物的细胞

壁中。国内外研究表明，粗纤维是家兔最重要的营养素之一，

对家兔具有特殊的生理作用，在构成合理日粮结构、维持家兔

正常生理功能、初产母兔繁殖及胚胎成活率等方面起着极为

重要的作用。瘦素（ｌｅｐｔｉｎ）是肥胖基因（ｏｂｅｓｅｇｅｎｅ，ｏｂ）编码
的产物，是一种分泌性蛋白质类激素。ＯＢ基因是１条含１６７
个氨基酸密码的ＤＮＡ序列，包含有２个外显子、１个内含子。
Ｈｉｎｄｌｅｔ等研究发现，缺陷 ｏｂ／ｏｂ（缺乏功能性瘦素）雌鼠不仅
表现出肥胖，还出现生殖功能障碍，持续注射外源性瘦素后可

恢复生殖功能，由此证明瘦素与生殖功能有关［１－２］。瘦素受

体由ｄｂ基因（ｄｉａｂｅｔｅｓｇｅｎｅ）编码，为高度特异的跨膜蛋白质，
与瘦素具有高度亲和力。最初认为瘦素只在白色脂肪组织中

表达，之后研究发现，瘦素在下丘脑、垂体、肺、胃底部上皮、骨

骼肌、卵巢、子宫内膜、合体滋养层细胞、乳腺上皮等均有表

达，且在卵巢、子宫内膜中与瘦素受体同时表达［３－４］。

瘦素及其受体在下丘脑 －垂体 －性腺（ＨＰＧ）轴的多处
表达，表明瘦素对生殖的调节是通过旁分泌或内分泌方式对

ＨＰＧ轴不同水平进行复杂的网络式调节，从而对哺乳动物的

繁殖机能发挥重要作用［５－７］。适宜的粗纤维水平对家兔繁殖

生产具有重要意义；因此，通过深入研究不同粗纤维水平对初

产母兔瘦素分泌及其基因表达的影响，为降低母兔淘汰率、死

亡率，综合提高母兔繁殖性能提供前提条件和基础。

１　材料与方法

１．１　试验设计及母兔饲养管理
选择相同日龄（１６５日龄）的新西兰青年母兔２４０只，随

机分为４个处理，每个处理设５个重复，每个重复１２只，每个
处理共６０只。试验期为母兔１６５日龄至第１胎分娩，４个处
理分别饲喂１２％、１４％、１６％、１８％水平纤维的日粮，所有日
粮均按美国ＮＲＣ肉兔饲养标准配制。分别于母兔配种当天、
妊娠２１ｄ、分娩当天从每个重复中选择４只母兔，每个处理共
２０只，进行耳缘静脉采血，分离血清并于 －２０℃保存待测。
同时，在以上日龄的每个重复中选择１只母兔，每个处理５
只，共计６０只，进行屠宰并采集卵巢组织样品，于 －８０℃保
存，用于瘦素及瘦素受体ｍＲＮＡ表达量的测定。
１．２　试验日粮及营养水平

按照美国ＮＲＣ肉兔饲养标准配制全价料，试验日粮组成
及营养成分见表１。在日粮中添加苜蓿草粉，将日粮粗纤维
水平分别调整为１２％、１４％、１６％、１８％，即试验１、２、３、４组。
所有试验母兔均饲养在同一兔舍内，自由采食、自动饮水。

１．３　主要仪器及试剂
ＢｉｏｗａｖｅＤＮＡ型核酸蛋白检测仪，ＰｏｗｅｒＰａｃ３０００型电泳

仪，岛津ＵＶ２６００型紫外分光光度计，ＰｏｌｙｔｒｏｎＰＴ１２００Ｅ型电
动匀浆器，Ｂｉｏ－ｒａｄｉＣｙｃｌｅｒｉＱ型定量 ＰＣＲ仪，日立 ＣＲ２２ｇ型
高速冷冻离心机，ＶｅｒｓａＤｏｃ１０００型凝胶成像系统，无菌操作
工作台。兔瘦素（ｌｅｐｔｉｎ）ＥＬＩＳＡ测定试剂盒为基因美公司产
品，Ｔｒｉｚｏｌ试剂、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ反转录试剂盒、
ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ均为ＴａＫａＲａ公司产品。
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表１　饲粮组成及营养水平（风干基础）

原料
含量（％）

试验１组 试验２组 试验３组 试验４组
玉米 １９．００ １６．００ １８．００ １４．００
麸皮 １８．５０ １６．５０ ７．００ ５．００
苜蓿草颗粒 １７．５０ １９．００ ２８．００ ３０．００
豆粕（４３型） １６．５０ １７．３０ １９．００ ２１．００
次粉 ９．００ ８．２０ ４．００ ２．００
菜粕 ６．００ ６．００ ６．００ ５．００
统糠 ６．２０ １０．００ １０．００ １４．００
大豆油 ２．５０ ３．００ ４．００ ５．００
氯化钠 ０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．５０
磷酸二氢钙 ０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．５０
石粉 ２．００ ２．００ ２．００ ２．００
澎润土 ０．８０ ０．００ ０．００ ０．００
预混料 １．００ １．００ １．００ １．００
营养水平

粗纤维ＣＦ １２．０１ １４．０３ １６．０４ １８．０２
粗蛋白ＣＰ １７．０９ １７．１０ １７．０８ １７．０９
消化能ＤＥ（ＭＪ／ｋｇ） １０．４０ １０．４０ １０．４０ １０．４０
钙 １．２２ １．２３ １．２５ １．２６
磷 ０．６１ ０．６０ ０．６２ ０．６３

　　注：预混料可为 １ｋｇ全价料提供 Ｆｅ１００ｍｇ、Ｃｕ１２０ｍｇ、Ｚｎ
９０ｍｇ、Ｍｎ３０ｍｇ、Ｍｇ１５０ｍｇ、维生素Ａ４０００ＩＵ、维生素Ｄ３１０００ＩＵ、

维生素Ｅ５０ｍｇ、胆碱１ｍｇ。消化能为计算值，其余为实测值。

１．４　试验指标测定
１．４．１　血清瘦素水平测定　分别取－２０℃冰箱中冷冻保存
的血清样品，每个样品取０．５ｍＬ进行瘦素水平测定。血清瘦
素的测定采用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ），利用紫外分光光度
计（酶标仪）进行读数。

１．４．２　瘦素及瘦素受体基因 ｍＲＮＡ表达量的测定　采用
Ｔｒｉｚｏｌ法提取各组织样品中的总 ＲＮＡ，利用琼脂糖凝胶电泳
法检测总 ＲＮＡ的质量和完整性，将质量合格的 ＲＮＡ置于
－８０℃ 冰箱中冻存备用。参照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ
试剂盒说明书将 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ模板，反转录产物于
－２０℃ 保存备用。根据 ＧｅｎＢａｎｋ公布的家兔瘦素基因
（ＯＢ）、瘦素受体基因（ＯＢ－Ｒ）、内参基因 ＧＡＰＤＨ序列，使用
Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计引物扩增 ＯＢ、ＯＢ－Ｒ、ＧＡＰＤＨ基因。所

有引物均由上海生物工程技术有限公司合成，引物序列及参

数见表２。以ＧＡＰＤＨ为内参基因，利用实时荧光定量ＰＣＲ技
术检测ＯＢ、ＯＢ－Ｒ基因在初产母兔卵巢组织中 ｍＲＮＡ表达
量的变化规律。ＲＴ－ＰＣＲ体系（２０μＬ）为：１μＬ反转录产
物、１０μＬＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（２×）、１０μｍｏｌ／Ｌ的上下游
引物各 ０．６μＬ、７．８μＬ超纯水。采用 ｉＣｙｃｌｅｒ型荧光定量
ＰＣＲ仪（Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）进行扩增，ＰＣＲ条件为：９５℃ ９０ｓ；
９５℃ １５ｓ，６３℃２０ｓ，４２个循环；７２℃ １５ｓ。每个样品设３
个平行样。所得到的 ＣＴ值（ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ）采用 ２

－ΔΔＣＴ方

法［８］计算。目的基因 ｍＲＮＡ表达水平通过内参基因 ＧＡＰＤＨ
进行校正。

表２　目的基因引物信息

基因名称 用途
引物序列

（５′－３′）
产物长度

（ｂｐ）

ＯＢ 定量 正向：ＴＧＣＣＣＡＴＧＣＧＧＡＡＡＧＴＣＣＡＧＧＡＴＧ ２０４
反向：ＧＣＡＧＡＣＴＧＧＣＧＡＧＧＡＴＣＴＧＴＴＧＧＴ

ＯＢ－Ｒ 定量 正向：ＴＧＴＧＣＣＡＧＣＡＧＣＣＡＡＧＣＴＣＡＡＣＴ １３６
反向：ＡＣＧＣＡＡＧＣＣＴＡＡＣＧＧＴＧＧＡＴＣＡＧＧ

ＧＡＰＤＨ 内参 正向：ＧＡＴＧＣＴＧＧＴＧＣＣＧＡＧＴＡＣ １０４
反向：ＧＣＴＧＡＧＡＴＧＡＴＧＡＣＣＣＴＴＴＴＧＧ

１．５　数据统计分析
采用ＳＰＳＳ１１．５软件进行单因素方差分析，采用Ｄｕｎｃａｎｓ

检验进行多重比较和显著分析。所有数据均为“平均值 ±标
准误”，显著性水平为Ｐ＜０．０５，极显著水平为Ｐ＜０．０１。

２　结果与分析

２．１　纤维水平对初产母兔瘦素分泌的影响
由表３可知，配种当天各处理组母兔血清中的瘦素含量

存在差异，其中试验３组瘦素含量最高，显著高于其他试验组
（Ｐ＜０．０５），试验１、２组显著高于试验４组（Ｐ＜０．０５）。在妊
娠２１ｄ，试验３组瘦素含量最高，显著高于试验１、４组（Ｐ＜
０．０５），试验１组与试验４组之间差异不显著。在分娩当天，
试验３组瘦素含量显著高于其他各试验组（Ｐ＜０．０５），试验１
组与试验４组之间差异不显著，试验１组瘦素含量最低。从
配种到分娩，各处理组母兔血清中的瘦素含量均呈上升

趋势。

表３　纤维水平对初产母兔血清瘦素含量的影响

时间
瘦素含量（ｎｇ／ｍＬ）

试验１组 试验２组 试验３组 试验４组
配种当天 ３．７１±０．０８ｂＡ ３．８０±０．０９ｂＡ ４．０３±０．０７ｃＡ ３．５８±０．１１ａＡ
妊娠２１ｄ ４．８７±０．１２ａＢ ５．３４±０．０９ｂＢ ５．４９±０．１１ｂＢ ４．７６±０．０８ａＢ
分娩当天 ５．７３±０．１７ａＣ ６．４０±０．１３ｂＣ ７．１１±０．１６ｃＣ ５．７８±０．１５ａＣ

　　注：同行数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），相同小写字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）；同列数据后不同大写字母表示差异显
著（Ｐ＜０．０５），相同大写字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。下表同。

２．２　纤维水平对初产母兔卵巢组织中ＯＢ基因表达的影响
由表４可知，配种当天各处理组母兔卵巢组织中的 ＯＢ

基因表达量存在显著差异，其中试验３组 ＯＢ基因表达量最
高，显著高于其他各试验组（Ｐ＜０．０５），试验４组表达量最
低，试验１组与试验２组之间差异不显著。在妊娠２１ｄ，试验
３组 ＯＢ基因表达量最高，表达量依次为试验３组 ＞试验１
组＞试验２组＞试验４组。在分娩当天，试验３组 ＯＢ基因

表达量显著高于其他各试验组（Ｐ＜０．０５），试验１组与试验４
组之间差异不显著。从配种到分娩，各处理组母兔卵巢组织

中的ＯＢ基因表达量均呈显著上升趋势。
２．３　纤维水平对初产母兔卵巢组织中 ＯＢ－Ｒ基因表达的
影响

由表５可知，饲料中纤维水平对初产母兔卵巢组织中的
ＯＢ－Ｒ基因表达有显著影响。在配种当天，各处理组母兔卵
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表４　纤维水平对初产母兔卵巢组织中ＯＢ基因表达的影响

时间
ＯＢ基因相对表达量

试验１组 试验２组 试验３组 试验４组
配种当天 １．３８±０．４６ｂＡ １．２１±０．３１ｂＡ ３．４１±０．７５ｃＡ ０．３１±０．０５ａＡ
妊娠２１ｄ ２．６３±０．９８ｂＢ ２．５４±０．５２ｂＢ ５．４５±０．６３ｃＢ １．２２±０．１７ａＢ
分娩当天 ３．４３±０．８３ａＢ ５．９２±１．００ｂＣ ７．１６±０．９２ｃＣ ３．５２±１．１２ａＣ

巢组织中的 ＯＢ－Ｒ基因表达量存在差异，其中试验 ３组
ＯＢ－Ｒ基因表达量最高，显著高于其他各试验组（Ｐ＜０．０５）。
在妊娠２１ｄ，试验３组 ＯＢ－Ｒ基因表达量最高，显著高于其
他各试验组（Ｐ＜０．０５），试验４组表达量最低。在分娩当天，
试验３组ＯＢ－Ｒ基因表达量显著高于其他各试验组（Ｐ＜

０．０５），表达量依次为试验３组＞试验２组＞试验４组＞试验
１组。从配种到分娩，试验 ２、３、４组母兔卵巢组织中的
ＯＢ－Ｒ基因表达量均呈显著上升趋势，试验１组则表现为先
升高、后基本维持不变。

表５　纤维水平对初产母兔卵巢组织中ＯＢ－Ｒ基因表达的影响

时间
ＯＢ－Ｒ基因相对表达量

试验１组 试验２组 试验３组 试验４组
配种当天 ０．８６±０．１８ａＡ １．１８±０．５６ａＡ １．８４±０．５９ｂＡ ０．６０±０．２７ａＡ
妊娠２１ｄ ２．２３±０．８１ａＢ １．６５±０．４９ａＡ ３．７５±０．７５ｂＢ １．３１±０．６１ａＢ
分娩当天 ２．２３±０．４３ａＢ ３．３２±０．３４ｂＢ ５．８１±０．５１ｃＣ ２．４８±０．３４ａＣ

３　结论与讨论

作为分泌性蛋白质类激素，瘦素通过与其受体发生特异

性结合来发挥作用。瘦素水平呈生理性波动，卵泡早期瘦素

水平较低，于排卵期达到高峰。瘦素可激活磷酸二酯酶水解

第二信使 ｃＡＭＰ，刺激胚泡的分裂，从而导致卵细胞的成
熟［９－１０］。已有研究表明，瘦素可促进卵泡刺激素（ＦＳＨ）、促
黄体激素（ＬＨ）、雌二醇（Ｅ２）的产生，影响卵巢的生殖能力，
体内瘦素水平过低将导致女性不孕。Ｂａｒａｓｈｉ等每天给小鼠
注射瘦素，发现小鼠的ＬＨ、ＦＳＨ水平明显升高，表明瘦素可在
一定程度上提高动物卵巢的生殖功能；小鼠在瘦素水平极低

的情况下出现不孕症现象，而注射瘦素后生育功能得到改

善［１１－１２］。为禁食蛋鸡注射外源瘦素，结果发现，在禁食期间

注射瘦素可抑制卵泡的衰亡，蛋鸡产蛋行为的停止被延迟，由

此可见瘦素具有抑制卵巢功能退化、提高鸡繁殖性能的作

用［１３－１４］。本试验结果表明，从配种到分娩，各处理组母兔血

清中的瘦素含量均呈上升趋势，这与母兔卵巢组织中 ＯＢ、
ＯＢ－Ｒ基因表达量基本符合。不同纤维水平添加组之间相
比较，母兔血清中的瘦素含量存在显著差异。在各试验阶段，

试验３组母兔血清中的瘦素含量均最高。在基因表达方面，
试验３组母兔卵巢中的 ＯＢ、ＯＢ－Ｒ基因表达量显著高于其
他各试验组。饲粮不同纤维水平对初产母兔瘦素分泌影响显

著，初产母兔饲粮中纤维的适宜添加水平为１６％。
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