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摘 要

本文介绍了测定 乳汁孕酮的放射免疫方法
。

样品不经提取
,

直接进行测定
。

标准曲

线的范围是 O一 1 2 0 0 p g
。

灵敏度为 4 p g
。

回 收 率 91
.

6 士 3
.

17 %
。

分 析 内 C V = 4
.

4%

( n =
25 )

,
分析间 C v = 7

.

5 % (
n = 9 )

。

共测定了 7只奶山羊和 3 头奶牛的孕酮水平
。

其中 16 号羊产后的孕酮值是 3
.

20 士 1
.

3 2 n g / m l ; 6 只羊发情时 ( 。一 1天 ) 为 0
.

83 士

o
.

2 3n g / m l ; 3 头持久黄体牛为 2
.

74 士 3
.

2 8n g / m l
。

并对测定方法作了较全面的讨论
。

引 言

孕酮是由黄休
,

胎盘和肾上腺皮质产生的一种出体激素
,

与家畜的繁殖生理现象密

切相关
。

在发情周期和妊娠过程中
,

它的变化明显
,

规律性强
,

能反映出卵巢机能的变

化
。

因此
,

观察乳汁孕酮含量的变化
,

对家畜的繁殖管理和科学研究都有十分重要的意

义
。

乳汁孕酮的测定方法
,

过去以化学分析法和竞争蛋白结合法为主
。

近年来所出现的

放射免疫分析法 ( IR A ) 更为理想
,

因其灵敏度高
,

特异性强
,

操作较简便
,

易于 半自

动化和自动化操作
。

国外从 1 9了3年开始报导乳汁孕酮的放免测定 ( H e aP 等 )
,

但 国内

至今未见正式资料
,

因此将我们建立的乳汁孕酮放射免疫测定法介绍如下
。

材 料 与 方 法

( 一 ) 采样

采用发情 。 天的晚上前乳 (开始挤出的奶 )为标准乳
。

被测样品均采用下午末乳 ( 最

后挤出的奶 )
,

每次取 5 m l
。

采样后立即放
一

20 ℃ 贮存
。

采样点较远的乳样
,

在加入防

腐剂重铬酸钾溶液后转运到实验室
,

放 4 ℃贮存
。

本方法的建立曾得到段恩奎和薛立群 同志的协助 . 本院畜牧场和西安第三奶牛场提 供实验动物 , 中国 科学院动

物研究所内分泌生理组婚送孕酮扰体
, 院 同位素室协助测定计数

,

谨 在此一并致谢
。
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重铬酸钾溶液的配制及用量
:

重铬酸钾1 59
,

加蒸馏水 1 00 m l
,

33 ℃浴中完全溶解
。

采样时按 s m l乳汁用 o
.

05 m l重铬酸钾溶液计算
。

( 二 ) 试剂的准备与配制

1
。

〔 1 , 2
,

6
,

7 一 “
H 〕孕酮 (

“
H P )

:

上海原子核研究所生产
。

比放射性 8 0 居

里 / 毫克分子
。

临用时稀释成 2 8 4 0 OD P m / o
.

l m l的工作液
。

2
.

标准孕酮
:

上海第十二药厂生产
。

3
。

孕酮抗体 ( A b )
:

中国科学院动物研究所内分泌研究室提供
。

有效滴度

是 1 : 8 0 0 0一 1 , 1 0 0 0 0
。

4
.

0
.

OSM 磷酸盐缓冲液 ( P B S ; p H 7
.

0 )
:

称 N a C I 4
.

5 9 ,
N a Z

H P O
` ·

7H
:
0

7
.

5 9 ,
N a H

Z p o ` ·

H
Z

O 1
.

2 5 9于量筒中
,

加重蒸馏水至 3 0 0m l溶解
,

再加入 0
.

5 9的明胶和

20 0创重蒸馏水
,

在 54 ℃水浴中溶解
。

最后加入 0
.

59 的N a N
: ,

调 p H至 7
.

。 , 4 ℃贮 存
。

5
.

葡聚糖活性炭悬浮液 ( dc
c )

:

取葡聚糖 25 m g ,

溶解于 50 m 1P B S
,

再加入

1
.

25 9的活性炭末
,

搅拌 l 小时
,

放 4 ℃保存
。

6
.

闪烁液
: 2 , 5一二苯基恶哩 ( P P O ) 2 9 ; 1 , 4一双一 〔 5 一 苯基恶哇一 2 〕

苯 ( P O P O P ) 0
.

0 6 9 ; 甲苯 s o o m l
。

( 三 ) 仪器设备

1
.

40 一 2 0 0时微量可调移液管
:

中国科学院生物物理研究所制造
。

2
.

50 时
、

100 八微量注射器
:

上海注射器三厂制造
。

3
。

康氏电力振汤机
:

北京通县城关医疗器械厂制造
。

4
.

FJ 一 3 53 双道液体闪烁计数器
:

西安 2 62 厂制造
。

( 四 ) 测定步骤

1
.

室温解冻乳样
。

2
.

稀释乳样
:

根据不同生理或病理状态下乳样的孕酮含量确定 稀 释 度
。

如

发情期的孕酮量较低
,

选用 2 , 0
.

5或 1 , 0
.

5 ( 奶
,
P B S )

。

而妊娠或持久黄体时的孕 酮

量较高
,

则选用 1 : 2或 0
.

5 : 2
。

3
.

标准曲线及样品的制备

( 1 ) 按表 1将标准曲线和样品管进行编码
,

于顺序加入试剂后摇匀
。

( 2 ) 选用发情 O天的晚上前乳为标准乳
。

( 3 ) 从加 A b起
,

所有步骤均在冰浴下进行
。

( 4 ) 温 门期的温度是 4 ℃
,

时间为 7 一 16 小时
。

( 5 ) d C c加入前在冰浴中充分振汤
。

( 6 ) 加入 d cc 振汤后冰浴 20 分钟
,

再以 4 0 0 0转 /分离心 5 分钟
,

冷却 半 小时

后取上清液 。
.

6 m l
,

加入盛有 s m l闪烁液的闪烁怀中
。

4
.

平衡过夜后测定 计数
。

乳汁孕酮 RI A 整个操作流程见图 l 所示
。
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解 冻 乳 样

工
稀 释 乳 样

!

杏 杏

标准曲线制作
( 双份 )

样品管制作
( 双份 )

告

试 管 编 码

O
。

3m l标准孕酮

加入 各 B 管 中

0
.

4和 0
.

3m lP B S

分别加入 N
、
T 和 B o 、

S x 管中

工 工
+ 0

.

l m l标

准乳 摇 匀

按管码 + o
.

l m l

乳样 摇 匀

工 l
除N

、
T 管外

其余管 + 。
.

l m 1A b

1

+ 0
.

l m l A b

专
十 0

.

l m l
3
H P摇匀

(
4 ℃温育 7 一 16 小时

1

除 T 管 + 0
.

3 m l P B S外
,

其余管均 + 0
.

3m ld C c .

杏
+ 0

.

3m l d e e

令

回旋振 汤 5 分钟 冰浴 2 0 分钟

工
4 0 0 0转 / 分离心 5 分钟

,

冷却半小时
,

取上清液

。
.

6m l 加入盛有 s m l闪烁液的闪烁杯内平衡过夜

毒
测 定 计 数

图 1 孕酮 R I A 流程
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表 1 孕酮一 IR A常规用表

组 别 标准品
( m l )

总放射性 ( T )

非特异性结合 ( N )

零标准 ( B。 )

标准 l ( B l
) O

。

3

礁 :
一

:::一…
一

:令巨)
一

十日
一

拼
一

…汁
一黑音:一…一哥哥哥芳摇
票火几万宫…干厅

一

{称万
当拼二口位贵份御借

。。 二 。 ,

_ 、 、

} 样 品 ( m l ) } A b }
3
H PPP 温温

rrr ” 口 、 ’ “ ` ’

【而雁乳碑〔耳若{ ( m l ) } ( m l ))) 育育
。。

.

,

…
。

.

11111 0
。

11111

000
。

444 0
。

1111111 0
。

11111

000
。

333 0
。

111

一 1
。

·

111 0
。

11111

一一 {
0

·

::::: 0
.

111 0
.

11111

___ …
。 .]]]]] 0

。

111 0
。

11111

一一 !
o

·

1

}一一 …
。

·

1 }}}

}
。

.

11111

一一 !
。

·

1

{一一 !
。

·

1

……{
。

·

11111

00000
。

11111 0
。

111 0
。

11111

00000
。

11111 O
。

111 O
。

11111

00000000000000000000000
。

1111111……一 111}
。

·

1
’’’

0
。

111111111111111

`̀一 JJJ…
。

·

1111111 0
。

11111

00000000000
。

lllll

000
。

111 0
。

111 0
。

11111

( 五 ) 计算

乳汁孕酮水平的计算参照梁素香等 ( 1 9 7 9 ) 的方法 ` ”
。

将样品结合率的 ol g it 值直

接代入标准曲线的回归方程
,

求出实验体积的孕酮含量
,

再按下式求出每毫升乳汁的孕

酮含量
。

孕酮 n g / m l乳汁
二 孕酮 n g / 管

又 稀释后 l m l乳样总体积

测定样品的体积

结 果

本方法制定的标 准曲线范围是 。一 1 2 0仰 g ,

OP g 与
’
H P ( 2 8 4 0 o D P m ) 的最大结合 率

稳定在 35 一 5 5旦百之问 ; 1 2 o o p g一点的结合率是 8 一 1 1%
。

1
.

灵敏度
:

才及据实验的标准曲线
,

用 2 又 S D方法计算 川
,

灵敏度为 4 p g
。

2
.

准确性
:

用回收试验鉴定方法的准确性
。

对未知孕酮含量的乳样添加不同 量 的

标准孕酮
,

其回收率见表 2 ( n 二 2 )
。
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表 2 内标准回收试验

投入量 ( p g ) 测定量 ( p g ) }回收率 ( %
平均回收率
( 9石士 SD )。一

((((( lll

迁迁 7
_

222 q J
_

迁迁

III U UUU U j
一 勺勺 廿 j 一 000

}}}}}}}}}

111 8 6
.

999 9 3
。

555

9 1
。

6士 3
。

1 7

3
.

精密度
:

对特定样品进行重复测定
,

以表示方法的精密度
。

分析内样品测 定 的

变异系数 C v 内
= 4

.

4% (
n =

25 ) , 分析间样品测定的变异系数 C V间 = 7
.

5% ( n = 9 ,

表 3 )
。

3 次不同时期测定的你准曲线如表 4 所示
。

表 3 重 复 试 验

一些型堑匡}
2

13
’

日小 日
8

…
9

…
`

平均士

叫
_
C v

兰
而 !1宁么尽导乡 }

_ _

} }
_
} {

_

} } } }
_

_
}

_

_
l

_

j ’

份少二生、
`

又 }」O
。
3 { 9

。

9 } 9
。
7 } 8

。

9 }1 1
。

川 g
。

g } 9
。

8 } 9
。

l {1 0
。
了 } 1 0

。

O士 0
。

了4 } 了
。

5
气 n g / 卫11 1 少 } } } 1 } } , ! } } }

表 4 标准曲线的重要性

` 。 。 j
s 月 2 8日汉。 1

6 月 1 。日测 }
6 月 1 5日测 1 1

_
二 ;

喀口、 工 上乳玉 i } } 1 0 1, 、 l 七 V
,

_
_

_

、 l

—
I

—
J

—
{ 0 J J } . ,

气 P g 少 } 。 n _ } D 。 /
} 。 。 _ } D n /

} 。 n _ { 。 n /

} } ( 为 少

— 一
一

卜牛毕
一

兴
~

兰干巴导兰 l斗兰洲一卜州一一一卫一
一

缪件牟兰{尘燮土兰竺牟粼些抖上圳
一一 一

竺竺-

一竺一一巴二些军竺军
二
竺军i

~

二里毕巴里毕斗竺旦
一{

一

里竺兰

一竺一户些早
一

…一竺二
一

黔望兰户生匕过兰}理纠兰州二兰
1 0 0 …1

,

9 6 3 … 5 3
·

6 …“
,

5 0 4 …6 2
·

` …“
,

3 0 9 { 5 8
·

7 …4
·

2 8
)

7
·

4

2 。。

】
1

,

3 5 2

…
3 6

·

g

…
1

,

7 0 1

!
4 2

·

9

…
1 , 3 9 9

}
3 5

·

6

…
3

·

8 9

…
1 0

·

1

4 。。

{
7 8 1

·

5

{
2 1

·

4

…
l

,

。 8。
…

2 6
·

8

一
。 6。

…
2 ,

·

4

…
2

·

7 1

…
1 1

·

2

蕊介{ 几
}

` 3
·

6

…
2

·

1。

)
1

.

3 9

{
1“

·

`

{
。

·

2 1

{
2

.

。 。

8
,

3 3 1

{ {
4

.

孕酮值
:

用本法测定了 7 只奶山羊和 3 头奶牛不同时期的孕酮水平 (表 5 ,

6
, 7 )

。
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其中 1 6号羊产后 1一 1 3天的孕酮值是 3
.

2 0士 1
.

32n g /ml , 6只羊发情时是 0
.

83 士 0
.

23

n g / m l , 3 头持久黄体牛是 2 7
.

4士 3
.

2 8 , 1 9 / m l
。

表 5 16 号奶山羊产后乳汁孕酮的变化
ó.、咨一nUg曰óù二,止Tl一Q曰,Jùó !一q口

11ō ó一nUó11土一月任l.ùO.d盯ù八曰à目.飞J一少1ùùQ自一.ó.一OJ曰盯
ó
nU工ù月了一叮Jù10奋ù.ùóìOJ甲 一nU一一产a一八Uù.9曰一.ùó一J任ó.

卜
一八卜ùó乃a一 |

.ó ó勺乙一
、
)ló11ùnljōù刀任óó一八Uó洲八JJù八Uù.ùJ任ùt一nUù-口J一J月性一口八一aùó、、J一UOō ó一9曰一óùOéóó`月̀ì八jó-一八Jóó|一Od一ó一Q山óóù八曰ó.一j土ù

茹廖卜
一

巨 {毛
一

}
孕酮

n g }
。 。 。

}
、 , n

}
、 J J

几
/ _ 1 }̀ . ` V { 1 . I V } 1 . 任 任 JJ

/ 川
l } } } }

222
。

2 000 1 1 000 1
。

4 444

表 6 奶山羊发情时的乳汁孕酮水平

号

酮
/ m l

4 9 1 } 4 3 0 } 4 0 5 ! 3 8 8 X 土 S D

0
。

8 3士 0
。

2 3一.07一.055州一一.115

;一
úód户n月一曰卜H一00口d一.叹J任一b川乙一八U;一n

.,J一ù1

.

f卜一叮̀O口一
, |qoù.曰

恤一ó日羊一孕ng

表 7 三头持久黄体牛孕酮水平的变化

{ { 孕 酮 ( n g / m l ) }

特
! 病 史 !

一
一—

! 直 检 情 况

{ 16日
4 日…6月 7日{

6 月 1 0日 {
“ 月 ` 6 日} X 士 SD {

。 。 。 n

}8 0年 12 月产犊 {
, 八 。

{
。 ,

f,

】
。 。 _

{
。 。 _ 一 !

_

石 clI
l , 。 卜 , 。“ 、 、 、 、 。

乙 U U。 }目
’ _

台 了 , 未姿冬
J

卜称 } 1 3 。 o } 乙 1 . J } 乙 0 。 吕 l 乙 0 。 日 { }Z 〔 秘 J川 , 二斗毛月 一 f r夕丫臾 飞今
_ 以日丁二 i至l 兰犷才心卫塑匕

_

_
(

_
{ {

—

_
。 , 尸 ,

}8 1年 2 月 产犊】n 尸 。
}

` 、 八 ,

】 。
J

, 】 n 。 _
1
。 。 , . 。 。 。

{、 、 : 。 r , : 。 `

、 、 、
.

* 。

里坦到质三遥萎吐竺匕至创
-

兰立L兰二上丝竺 …“
’ “ 工 “ ` 乙 “

汽竺燮{竺卫二士i全巴竺
二

。 ,
}8 0年 1 1月 严犊 }

n
, 。

}
。 。 。

}
。 。 。

{
。

,
。

{ }一 。 、 。 、 , `“ 、 、 、 * 压
0 1 0 州口

’ _

古 了 , ,
终 防 { 0 1 。 `

} ` , 。 ` { 。 U 。 0 1 J 4 。 J ! 卜妇洲绷 J科月一了寸入勇 体
l/曰 一上 L / ! 、 艺( 旧 } 1 1 1

:

} {

讨 论

( 一 ) 样品采集
:

根据挤奶的时间变化
,

通常将乳样分为前乳
、

末乳和全乳 ( 每次

挤的混合奶 )
。

由于乳汁孕酮水平与脂肪含量有关
,

各种乳样的脂肪含量不同
` “ ’ ,

故采

样时间和乳样类型必须一致
。

实验证明
,

末乳具有取样方便
,

污染可能性小
,

孕酮量高

和有时间纠正错样等优点
,

在实践中应该采用
。

( 二 ) 防腐剂的选择与乳样的转运
:

为了防止乳样变质
,

给新鲜乳样要加入防腐剂
。

所用防腐剂有氯化汞
,

福尔马林和重铬酸钾
。

经比较以重铬酸钾为好
,

重铬酸钾不干扰

乳汁孕酮的测定 ( 表 8 )
。

由于乳汁的孕酮相当稳定
,

所 以加入防腐剂的乳样
,

其孕酮

含量并不因转运途中温度的影响而减损 ( 表 9 )
。

( 三 ) 标准乳的选用
:

为了使标准曲线管和样品管在实验中的反应条件一致
,

给标

准管需加入与被测样品等量的标准乳 ( 少含或不 含孕酮 )
。

据报
一

导
,

标准乳应取于发情

。 天或摘除卵巢的家畜
,

因为这些家畜乳中的孕酮量甚微
。

我们 曾对 l 只奶山羊摘除两

侧卵巢
,

发现术后 2 4小时内的孕酮值是 2
.

了0士 1
.

l o n g / m l
, l 一 1 0天是 2

.

5 0士 0
.

8 0 n g / m l
。

P o P e ( 1 9 6 9 ) 在对 2 头奶牛摘除两侧卵巢后
,

测定了 20 0天内的血浆 孕 酮 水 平
,

其结
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表 8不 同防腐剂效果试验

… … …福 尔 马 林 {氯 化 汞

组 别 }对照 }重铬酸钾…

—
}

—
.

1 If
”

·

` %I
“

·

“ 2%
{

0
·

。` %I
。

·

0” `、

观」牢停
、

… 1 4
.

1
!

1 4
.

1
1

:。
.

1」, 1
.

8
}
1 3

.

。
{
l ,

.

1

( n g / m i 夕 !
一

}
-

一 } } 一 } 一 {

q 检脸
.

盆铬酸钾 与对服组无显 著差异
,

其余均差异明显
。

表 9 孕酮减损试验
带

间隔时间
( 小时 )

对照

孕 酮
n g /m l

1 2
。

3

常 温 放 置

卫全
-

…兰邑1
4 `

…
7 2

卜
4 4

1
2 1 6

“
·

6

}
` 2

·

l

…“
·

8

}
1 2

·

。

}
1 2

·

3

{
1 1

·

1

{
1 。

·

兰{些
对 服乳祥在采样后立即放 一 20 C贮存

,

其余乳样按表 中间隔时间
,

由常温 ( 12
.

5 一 27
“

C ) 下转入 一 20
O

C保存
。

t检验 P > 0 .

0 1

果平均孕酮值低于 Z n g / m l ` 7 ’
。

相比之下
,

家畜发情 。 夭的乳汁孕酮水平 很 低 ( 奶中

0
.

7 0士 0
.

2 0 n g / m l
, n = 3 ; 奶山羊 0

.

5 3士 o
.

2 3 n g / m l
, n = 6 )

,

选用这个时间 的乳

样作为标准乳较好
。

( 四 ) 测定结果
:

用本方法对 7 只奶山羊和 3 头奶牛乳样的测定结果
,

孕酮水平和

变化类型与文献报告的相近似 “ ’ ` “ ’ 。

( 五 ) 泌乳期对孕酮水平的影响
:

乳汁孕酮水平与乳脂 含量成正相关
,

乳脂含量随

泌乳时间而变化
`”

。

一般情况下
,

奶牛泌乳的第 1个月乳脂含量低
,

以后逐渐 升 高
,

6 个月左右达较高值
` 6 ’ 。

因此
,

泌乳时间越长
,

乳汁孕酮水平就越高 ( 图 2 )
。

5040

的20一日溉口陇叶

万孔百面万北 2` 2 6 2 8 5 0 3 2 3 4 36

配后天数

图 2 两头牛配种后第 14 一 36 天孕酮水平的变化
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孕 酮 (
ng /m l )

第 6 3天第 4 3天第 2 3天第 0 3天一第 22天第 02天
}

泌 , L

…
_
_

_
_

牛 号 }时 _ 间… 第 {第
{ 第 {

{ ( 大 ) 」 1 4 1 1 6 一 1 8 }

f } 天 }天 } 天 一

1 2 5 1 7
。

2 」1 9
。

7一 2 1
。

7 12 2
·

“ 1“ 。
·

“

二 {士三!叮四兰乙主目4 0
。

8

222 1
。

444 2 3
。

888 1 6
。

888 1 9
。

222 2 5
。

555

333 4
。

555 3 2
。

555 3 2
。

111 3 4
。

111 2 9
。

888

85

t检验 P ( 0
.

0 1
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