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摘 要

孕 酮是与生 殖生理 密切 相 关 的雌性激素
。

1 9 7 3年
,
H e a p在英国 首次 建立 了乳汁子

酮 的放射 免疫分析法
; 1 9 8 2年

,
国内建立 了这种测 定 法

。

为 了提 高测 定效率
,

经 多次实

脸对该法进行 了改进研 究
,

取得 了满意的效 果
。

改进 包括三个方 面
。

第一
,

用等量的 明

胶磷酸盐缓冲液代替加 入标准 曲线管 中的标 准奶
;
第二

,

将温育温度 由原 来的 4 ℃改 为

3 7 c ;
第三

,

将温育时间 由原来的 8 一 1 6 小时缩短 为 20 分钟
。

这些 改进不但使所建立 的

标准曲线 更加理想
,
而 且缩短 了测 样时 间

。

用本法测 定的秦川牛和摩拉水牛产后 未乳 的

孕酮 水平和 范型与文 南封反道 相近似
。

引 言

孕酮是一种黄体激素
,

属于性腺激素
,

与家畜的生殖生理机能密切相关
。

目前
, 贾

一

2

测乳汁孕酮水平的变化 已成为监控母牛繁殖的有效手段
。

乳汁孕酮测定方法 自 1 9 8 2年在国内建立以来
,

已被应用于奶牛
、

山羊和新疆 褐牛约

发情鉴定
、

早妊诊断
、

不孕症诊治和有关基础理论的研究等
`” 2 , “ ’ 摇 , “ ’ , 并 日 益显示出

它的实用价值
。

在本研究室 1 9 8 2年建立的乳汁孕酮放射免疫分析法的基础上
,

本研究再次对该测定

法进行改进实验
,

其目的是 : ①寻求标准奶的代用品
,

使所建立的标准 曲线更为理想
;

②寻找温育的最适温度
,

减少温育时间
,

提高测定效率
。

材料和方法

(一 ) 试剂

1 ) ( 1
、

2
、

6
、

7 一
3
H ) 孕酮 (

3
H P )

:

上海原子核研究所生产
,

比放射性 5 0居

里 /毫克分子
。

2 )标准孕酮
:

上海第十二药厂生产
。

辛①本文承王建辰教授
、

鲁安太讲师审阅
,

特此致谢
。

②本刊编辑室收到此稿的时间
: 1 9 85年 1 月 22 日

。
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3) 孕酮抗血清 ( Ab )
:

中国科学 院动物 研究所 内分泌室提供
,

最 佳稀 释度是

1 : 8 , 0 0 0 ~ 1 : 1 0
, 0 0 0

。

过) O
.

05 M 明胶磷酸盐缓冲液 汤G P B S ; p H
二 夕

.

0)
。

5) 2
.

理%葡聚糖活性炭悬浮液 ( D C C )
:

葡聚糖 50 m g ; 活性 炭 舅论
.

4 9 ; G P B S l o o

6) 闪烁液
:

对三联苯 4
.

0 9 , 1
.

4一 22 〔 5 一苯基嗯哇一 2 〕 苯 12 5 m g ; 无 水乙醇 2 0

甲苯 1 0 0 0m l
。

(二 ) 测定

O,川川

改进的乳汁孕酮测定方法是在本研究室 ( 1 9 8 2 ) 所建立的方法基础上
,

将加夕、 标准

白线管的标准奶用等量的 G P B S代替 ;
将温育时间由 4 ℃条 件 下 8 一 16 小 时

,

改变为

3 7℃水浴 20 分钟 ; 奶样的稀释度
、

发情期为 1 : 0
.

5 (奶 : G P B )S
,

妊 娠期 或黄体期

为 1 : 2
.

5或 1 : 3
。

改进的乳汁孕酮测定操作流程如下
:

解冻乳样

杏
稀释乳样

今
标准 曲线及样品的制作

咨
流程表 (见下页 )

(三 ) 计算

先求出实验体积的孕酮含量
,

再按下式计算出每毫升乳汁的孕酮值
:

孕酮 n g /m l乳汁
= 孕酮 p g /管

x 稀释后 l m l乳 汁总体积
实际测样的体积

1
X

—1 0 0 0

结 果

(一 ) 标准曲线

本方法建立的标准曲线的测量范围是 。 ~ 4 00 P g
, o p g 与 3 H P ( 1 6 O7 1 D p m ) 的最大

结合率为 35 一 50 %
,

标准品
、

标记抗原与抗血清的结合率如图 1 所示
。

图 2 表示用改进后方法与原方法 ( 1 9 8 2 ) 所得的直线化标准曲线
。

可以看出
,

用两

种方法所得的标准曲线经 lo g it 直线化后
,

前者在 y /

坐标上的各点都重 复或 靠 近直线化

的标准 曲线
,

而后者却较多的偏离直线化的标准 曲线
。

(二 ) 回收试验

给元离子水中分别加入 1 0 0
、

2 0 0
、

3 00 和 4 OOP g的孕酮标准品
,

回收率分 别为 9 5
.

4%
、

1 0 3
。

6%
, 9 1

.

5%和 9 1
.

8乡百
,

平均为 9 5
.

6%
。



乳汁孕酮测定方法的改进 6 5

流 程 表

于
(三 ) 重复性和一致度的试验

取 同一 份奶样
,

分别置于 4 个反应管 (双管 )
,

按本法进行测定
, 平 均 值为 1

.

8毫

微 克 /毫升
,

标准差为 0
.

1 , 变异系数为 5
.

6%
。

将 3 份奶样分别在 3 次实验中进行测定
,

变异系数为 9
.

0%
,

说明本法的一致性和重复性均较好
。

-
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图 1 标准品
、

标记抗原与杭体的结合百分率

改进启约方法

_ _ _ 匕 _ . 原 方法
内Q,1++

,̀ǹó伪
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图 2
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直线化的标准曲线

( 四 ) 孕翻值

用本法测定了一头秦川牛产后 1 一 10 天下午末乳的孕酮水平 (图 3 )
。

与原方法测

定的结果相比
,

其值没有显著差异 ( P > O
。

0 5)
。

用本方法测定了 3 头摩拉 水牛产后 1



乳汁孕酮测定方法的改进

一 0 6天下午末乳的孕酮值
。

结果表 明
,

在产后期
,

水牛的乳汁孕酮水平均持续的低 (图

4 )
。

讨 论

(一 ) 标准乳龟取替

本法用等量的 G P B S奶代替标准奶
,

所建立的标准曲线经 L o ig t直线 化后
,

x, 和 y 产

几乎呈完全负相关 (
r = 二 0

.

99 7 9 )
,

各点的偏离度均在 10 %以下
,

其范围是 2
.

8 ~ 8
.

8%

( 图 2 )
。

同原方法直线化的标准曲线相 比
,

不仅拟合度
r值接近 一 1

,
_

且偏离度较小
,

说明这样标准的曲线较为理想
。

j涌
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产后天数 (天 )

图 3 用两种方法所侧的 46 号秦川牛产后 1 一 10 天的乳汁孕酮水平

( 一 一 一 一原方法
,

—
改进后方法 , P > 0

.

0 5)

(二 ) 温育时间与温育温度

实验证明
,

将原方法的温育温度 4 ℃改为 37 ℃
,

温 育时 间 由 8 一 1 6小时改为20 分

钟
,

同样能使结合率达到 35 一 50 %
,

从而大大缩短了测定时间
。

用原方法两天方能完成

的测样工作
,

现仅用 1 天就可完成
。

(三 ) 测定结果

用本法测定了一头秦川牛产后 1 一 10 天末乳的孕酮水平
,

其值与原方法测定的结果

没有显著差异 ( P > 0
.

0 5)
。

用本法对 3 头摩拉水牛产后 1 一 60 天奶样的测 定结果
,

孕

酮水平均持续的低
,

其变化类型与文献报道的相近似 ` “ ’ 。
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图 4 三头摩拉水牛产后期平均孕酮值的变化
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