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　　摘要：为满足畜牧生产需求，更有效地控制奶牛的后代性别，采用ＲＮＡ干扰技术分别对２头成年健康繁殖性能正
常的荷斯坦公牛Ｚｆｙ基因ｍＲＮＡ进行干扰，应用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行卡方检验分析方法。结果显示，与对照组相
比，干扰组公牛的后代性别比例发生明显的偏移，母犊比例达７５％以上，而子代的体尺、生长发育及繁殖性能等均无
变化。得出结论，干扰Ｚｆｙ基因生产奶牛性控精液的方法简单、方便、易操作，在生产中具有一定的推广价值和应用
前景。

　　关键词：奶牛；性别控制；试验；效果验证
　　中图分类号：Ｓ８２３．３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１９）２３－０１９５－０２

收稿日期：２０１８－０９－０６
基金项目：２０１７年度新疆农业职业技术学院资助课题（编号：
ＸＪＮＺＹＫＪ２０１７０４）；新疆生产建设兵团第十二师科技专项（编号：
ＮＹＪＨ２０１３０１０）。

作者简介：席继锋（１９７８—），男，甘肃人，博士，副教授，主要从事动物
遗传育种与繁殖研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｆｆｔｔ２０１１＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：王香祖，博士，副教授，主要从事动物遗传育种与繁殖研

究。Ｅ－ｍａｉｌ：１７３８９７３０２＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　与Ｙ染色体相关的锌指蛋白转录因子（Ｙｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ｌｉｎｋｅｄＺｉｎｃ－ｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｆａｃｔｏｒ，Ｚｆｙ），是位于Ｙ
染色体短臂上的能够编码锌指蛋白的基因。Ｚｆｙ基因参与哺
乳动物的单倍体生精细胞的更新分化和发育，对于减数分裂

和精子生成至关重要。Ｚｆｙ与精子的形成与发生相关，作为
一个较强的转录激活因子，引导靶基因穿过核膜，定位于精子

细胞核内，可能对精子变态过程中的某些基因具有转录激活

作用［１－２］。１９８６年，Ｖｅｒｇｎａｕｄ等通过对Ｙ染色体上有不同缺
失的患者的ＤＮＡ文库进行分子杂交，首次克隆获得了Ｚｆｙ基
因［３］。而睾丸决定因子最佳候选基因Ｓｒｙ被发现前，Ｚｆｙ基因
曾被认为是睾丸决定因子的候选基因［４］，在雄性睾丸生长发

育过程中发挥重要作用［５－６］。彭强等首次用 ＲＮＡｉ的方法通
过构建Ｚｆｙ基因ｓｉＲＮＡ重组表达载体进行小鼠体内 ＲＮＡｉ的
研究，从而研究编码Ｚｆｙ基因在精子的生成过程中的作用，其
后代出现雄性小鼠比例下降现象［７］。马军德通过逆转录病

毒ＲＮＡｉ载体对小鼠进行性别控制产生了显著效果，在小鼠
后代性别鉴定中绝大部分窝组的母鼠率都达到了 ７０％以
上［８］。本研究就Ｚｆｙ基因干扰技术在奶牛性别控制中的应用
进行简单的介绍。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂与设备　酵母、蛋白胨、氯化钠、氨苄青霉
素、无内毒素质粒提取试剂盒（北京天根生化有限公司）、无

水乙醇、异丙醇、双抗（上海英骏生物技术有限公司）。

冷冻离心机、水浴锅、振荡器、摇床、恒温干燥箱。

１．１．２　试验动物　试验公牛来自新疆天山畜牧生物工程股
份有限公司种公牛站，随机选择系谱资料完整的健康荷斯坦

种公牛２头，受配荷斯坦母牛均健康、成年，繁殖性能良好。
１．２　方法
１．２．１　重组表达质粒制备　将保存的菌种从－８０℃超低温
冰箱中取出，室温解冻后，超净台中将 ２００μＬ菌液接种至
２００ｍＬ含氨苄青霉素（１００μｇ／ｍＬ）的Ｌｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉ培养基，
摇床内３７℃、８０００ｒ／ｍｉｎ过夜培养。１２～１６ｈ后将处于对
数期的菌液取出，按照无内毒素质粒大提试剂盒说明书提取

质粒，测定浓度后－２０℃保存备用。
１．２．２　Ｚｆｙ基因 ｍＲＮＡ表达水平检测　通过实时定量 ＰＣＲ
（ＲＴ－ＰＣＲ）检测重组干扰质粒 ｐＬＬ３．７－Ａ、ｐＬＬ３．７－Ｂ对奶
牛生精细胞的Ｚｆｙ基因 ｍＲＮＡ表达水平的干扰效果，结果显
示，与对照组（未做任何干扰处理）相比，奶牛生精细胞转染

ｐＬＬ３．７－Ａ后 Ｚｆｙ基因 ｍＲＮＡ表达水平显著降低了 ５０％
（Ｐ＜０．０５），转染质粒ｐＬＬ３．７－Ｂ后 Ｚｆｙ基因 ｍＲＮＡ表达水
平降低了７６％，与对照组差异极显著（Ｐ＜０．０１）（图１）。

１．２．３　公牛体内干扰试验　选取１头荷斯坦种公牛做对照，
不做任何处理。选择干扰效果较好的质粒 ｐＬＬ３．７－Ｂ进行
体内试验。将提取好的质粒用灭菌 ＰＢＳ滤液稀释，同时加入
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双抗以防止感染，然后按每管２．５ｍｇ／５ｍＬ的量对质粒进行
分装。试验组公牛每侧睾丸注射剂量２．５ｍｇ，沿睾丸纵轴进
针，一边注射一边缓慢回抽针头，注射完毕拔出针头，碘酒消

毒。试验公牛间隔７ｄ注射１次，共注射３次。第３次注射
后第７天开始采精，以后每隔７ｄ采精１次，连续采精５次。
收集精液，迅速检测精子活力和密度，然后制作０．２５ｍＬ的细
管冻精，液氮中冻存备用。

１．２．４　奶牛配种　奶牛配种均采用人工授精技术，试验组
（注射ｐＬＬ３．７－Ｂ干扰质粒）和对照组分别配种母牛１００头，
试验组与对照组奶牛均在同一条件下饲养管理。

１．３　统计分析
数据采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行Ｆｉｓｈｅｒ（卡方检验）检

验试验结果的差异显著性。

２　结果与分析

２．１　奶牛后代性别统计
对照组和试验组奶牛由专人负责管理，记录牛号、年龄、

胎次、配种日期、产犊日期等，统计结果见表１。

表１　犊牛性别统计

组别
公犊

（头）

母犊

（头）

母犊率

（％）

对照组 ４６ ４９ ５１．５８Ｂｂ
试验组 ２４ ７３ ７５．２６Ａａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）；不同大
写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

　　由表１可知，对照组母犊率为 ５１．５８％，公母比例接近
１∶１，与生产实际中的正常性别比例相比差异不显著（Ｐ＞
０．０５）；试验组母犊率高达７５．２６％，与生产实际中的正常性
别比例相比差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
２．２　奶牛体尺测量

随机选取试验公牛和普通公牛后代各５头进行体尺测量
（体高、背高、肩高、十字部高、体斜长、体直长、胸围、管围、坐

骨端高、腰角宽、头长、最大额宽、最小额宽、尻长），具体数据

见表２。

表２　对照组与试验组奶牛体尺测量指标

组别 序号 牛号 月龄
奶牛体尺（ｃｍ）

体高 背高 肩高 十字部高 体斜长 体直长 胸围 管围 坐骨端高 腰角宽 头长 最大额宽 最小额宽 尻长

试验组 １ ０３１ １３ １３４ １３４ １３１ １３８ １４１ １０６ １７７ １８ １３１ ４５．０ ４６．０ ２０ １８ ４６．０
２ ０２１ １３ １３７ １３４ １３３ １３９ １５３ １１０ １９４ １８ １２６ ４９．０ ５０．０ ２２ １７ ４８．０
３ ０５０ １３ １２６ １２９ １２４ １３２ １３７ １０３ １６３ １７ １２５ ４１．０ ４６．０ ２０ １５ ４３．０
４ ０４７ １３ １３０ １３０ １２８ １３４ １４２ １０２ １５９ １７ １３０ ４２．０ ４５．０ １９ １７ ４３．０
５ ０２６ １３ １３４ １３４ １３０ １３７ １４５ １１２ １７６ １７ １３０ ４５．０ ４５．０ １９ １７ ４６．０
平均 １３ １３２ １３２ １２９ １３６ １４４ １０７ １７４ １７．４ １２８ ４４．４ ４６．４ ２０ １６．８ ４５．２

对照组 １ ０２５ １３ １３２ １３７ １２７ １３７ １３５ １１３ １６７ １６ １３９ ４２．０ ４７．０ １９ １７ ４３．０
２ ０４５ １４ １２９ １２９ １２３ １３１ １３８ ９６ １６１ １６ １２４ ３９．０ ４３．０ １９ １５ ４２．０
３ ０４６ １３ １２０ １２０ １１６ １２５ １３０ ９４ １５１ １６ １２０ ３７．０ ４６．０ １９ １５ ３８．０
４ ０２４ １３ １２７ １２７ １２６ １３２ １４３ １０８ １６７ １７ １２６ ４６．０ ４７．０ １９ １８ ４７．０
５ ０５２ １３ １２８ １２８ １２２ １３２ １３８ １０３ １５１ １６ １２６ ４４．０ ４５．０ １８ １６ ４５．０
平均 １３．２ １２７ １２８ １２３ １３１ １３７ １０３ １５９ １６．２ １２７ ４１．６ ４５．６ １８．８ １６．２ ４３．０

　　注：性控奶牛与普通奶牛体尺相比，差异不显著。表示差异显著（Ｐ＜０．０５），表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），无表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

　　由表２可知，试验组奶牛体尺与对照组奶牛体尺对应的
各项指标差异不显著（Ｐ＞０．０５），说明性控奶牛生长发育正
常，性控冻精可以进一步在生产中推广。

３　讨论

动物的性别决定机制与众多基因调控通路和机制相关

联，人们往往通过研究性别决定的关键基因来调控动物性别

和探究调控机制。Ｚｆｙ基因曾被确定为性别决定候选基因。
目前研究表明，尽管它不能直接决定睾丸的发育和原始生殖

嵴的分化，但是它对于单倍体 Ｙ精子的发育起到关键作用。
Ｙ染色体上的特异基因 Ｚｆｙ对于 Ｙ精子头部和尾部的发
育［９］、生殖细胞的减数分裂［１０－１２］、染色体联会交换的发生及

染色体的失活［１３］等起着重要的作用。

Ｚｆｙ基因是位于 Ｙ染色体上的特异性基因，是染色体上
编码锌指蛋白的基因，从减数分裂期开始表达，在圆形精子细

胞中的含量最高。Ｐａｇｅ等明确指出 Ｚｆｙ基因与性别分化、精
子发生有关［１４］。Ｚｆｙ基因是 Ｙ染色体短臂上特异性单拷贝

序列，一直以来人们针对 Ｚｆｙ基因的特异性主要集中在动物
性别鉴定方面的研究，而利用该基因进行动物性别控制方面

的研究仍为空白，本试验的开展将对家畜的性别控制技术开

发提供新的思路和方法。
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灵芝多糖对脂多糖诱导的小鼠乳腺炎的保护作用

苗　景１，何祥波１，许锦聪１，林仕欣２，梁学武１

［１．福建农林大学动物科学学院（蜂学学院），福建福州３５０００２；２．国家菌草工程技术研究中心，福建福州 ３５０００２］

　　摘要：灵芝多糖（ＧＬＰ）是灵芝中主要功能性活性成分，具有增强免疫力、抗氧化、抗炎、抗肿瘤、降血糖和降血脂等
功效。采用大肠杆菌内毒素脂多糖（ＬＰＳ）诱导小鼠乳腺炎，研究灵芝多糖对小鼠乳腺炎的保护作用。试验选取刚分
娩的健康雌性小鼠７５只，分为空白对照组、ＬＰＳ组、ＬＰＳ＋２％ ＧＬＰ组、ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组和ＬＰＳ＋８％ ＧＬＰ组，ＬＰＳ＋２％
ＧＬＰ组、ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组、ＬＰＳ＋８％ＧＬＰ组分别灌胃２％、４％、８％的灵芝多糖溶液，空白对照组和ＬＰＳ组灌胃等量的
生理盐水。注射ＬＰＳ后，测量小鼠体温变化，２４ｈ后取乳腺制作石蜡组织切片，并测定乳腺中的ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－
α含量和ＭＰＯ活性。结果表明，与空白对照组相比，ＬＰＳ组小鼠体温变化显著，乳腺组织切片出现明显的中性细胞浸
润现象，ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α含量和 ＭＰＯ活性显著上升；ＬＰＳ＋２％ ＧＬＰ组、ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组、ＬＰＳ＋８％ＧＬＰ组与
ＬＰＳ组相比，小鼠体温变化有显著改善，１８ｈ后ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组和ＬＰＳ＋８％ ＧＬＰ组与ＬＰＳ组差异显著（Ｐ＜０．０５）；
与ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋２％ ＧＬＰ组、ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组、ＬＰＳ＋８％ＧＬＰ组小鼠乳腺中性细胞浸润现象明显减轻，ＬＰＳ＋４％
ＧＬＰ组和ＬＰＳ＋８％ ＧＬＰ组的ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β含量显著低于ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５）；ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组和ＬＰＳ＋８％ ＧＬＰ组
中ＩＬ－６含量显著低于ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５），ＬＰＳ＋２％ ＧＬＰ组与 ＬＰＳ组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。上述结果表明，添加
４％、８％灵芝多糖可以减轻由ＬＰＳ引起的小鼠乳腺炎反应。
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　　奶牛乳房炎是奶牛场常见的疾病之一，是奶牛健康养殖 中极具挑战性的难题。乳腺炎是由病原微生物感染、理化因

素刺激等引起的一种炎症反应。其中病原微生物感染是导致

乳房炎的主要因素，研究发现，大肠杆菌是引发乳腺炎的主要

环境性致病菌。脂多糖（ＬＰＳ）是大肠杆菌细胞壁外膜主要成
分，可通过细胞信号转导系统激活单核巨噬细胞、内皮细胞、

上皮细胞等合成和释放多种细胞因子和炎性介质，诱导乳腺

炎［１－２］。奶牛乳腺炎是生产中普遍存在的问题，可造成巨大

的经济损失。使用奶牛进行试验成本高，且操作复杂，小鼠具

有成本低、操作简单、重复性好和易于管理等优点，因此国内

外常使用小鼠作为乳腺炎研究的动物模型［３－６］。

临床上多采用抗生素方法治疗乳腺炎，但存在细菌产生
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