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猪抑制素多克隆抗体对C57BL/6J小鼠超数排卵的
增效作用
赵 赫, 张 涛, 李 丽, 肖宇宙, 安学芳, 张 帆

(中国科学院武汉病毒研究所, 武汉 430070)

[摘要] 目的　制备兔抗猪抑制素多肽偶联钥孔血蓝蛋白 （keyhole limpet hemocyanin，KLH） 多克隆抗体，探究
其对 C57BL/6J 小鼠超数排卵的影响。方法　将人工合成的猪抑制素多肽偶联 KLH 蛋白免疫新西兰白兔，制备抗抑
制素血清 （anti-inhibin serum，AIS，即抑制素多克隆抗体）。将纯化后的 AIS 联合孕马血清促性腺激素 （pregnant 
mare serum gonadotropin，PMSG） 经腹腔注射雌性 C57BL/6J 小鼠，48 h 后再注射人绒毛膜促性腺激素 （human 
chorionic gonadotropin，hCG） 诱导超数排卵，15 h 后收集并计数超数排卵获得的卵母细胞数；在体外受精 24 h
后检测 2-细胞期胚胎数。结果　将 KLH 免疫新西兰白兔后制备 AIS，采用间接 ELISA 法测定 AIS 效价，结果显示其
效价可达 1∶512 000；AIS 经硫酸铵沉淀法纯化后进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分析，结果显示在分子量为 50 kDa
及 25 kDa 处均出现了清晰可见的条带，符合免疫球蛋白 G 抗体亚型重链和轻链的理论分子量大小，表明成功制备
出猪抑制素多克隆抗体。与常规超数排卵方法相比，AIS 10 倍稀释联合 PMSG 处理可以显著增加小鼠超数排卵产生
的卵母细胞数量 （P＜0.05），约为常规 PMSG 处理的 1.5 倍。结论　本研究制备的猪抑制素多克隆抗体作为改良超
数排卵试剂，可以提高 C57BL/6J 小鼠的超数排卵效果，在后续的市场应用中有较大前景。
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[ABSTRACT] Objective　 To prepare rabbit anti-porcine inhibin polypeptide-keyhole limpet hemocyanin
(KLH) conjugated polyclonal antibody and evaluate its effect on superovulation in C57BL/6J mice.　
Methods　 New Zealand white rabbits were immunized with a synthesized porcine inhibin polypeptide 
conjugated with KLH to produce anti-inhibin serum (AIS, i.e., inhibin polyclonal antibody). Female C57BL/6J 
mice received intraperitoneal injections of purified AIS in combination with pregnant mare serum 
gonadotropin (PMSG), followed by human chorionic gonadotropin (hCG) after 48 hours to induce 
superovulation. Oocytes obtained from superovulation were collected and counted 15 hours post-hCG 
administration, and the number of 2-cell embryos was assessed 24 hours after in vitro fertilization.　
Results　 AIS prepared by immunizing New Zealand White rabbits with KLH-conjugated porcine inhibin 
polypeptide was subjected to titer determination by indirect ELISA, showing titers reaching 1∶ 512 000. SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis analysis of ammonium sulfate-purified AIS revealed distinct 50 kDa and 
25 kDa bands corresponding to the theoretical molecular weights of IgG antibody heavy and light chains, 
confirming successful production of porcine inhibin polyclonal antibody. Compared with conventional 
superovulation methods, AIS diluted 10-fold combined with PMSG significantly increased the number of 
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oocytes obtained from superovulation in mice (P<0.05) by approximately 1.5-fold.　 Conclusion　 Porcine 
inhibin polyclonal antibody, as an improved superovulation reagent, can improve superovulation efficiency 
in C57BL/6J mice, and shows promising prospects for future applications.
[Key words]  Porcine anti-inhibin serum; C57BL/6J female mice; Superovulation; Oocyte number; Number 

of 2-cell embryos

抑制素是由α亚基和β亚基通过二硫键共价连接

而成的异二聚体糖蛋白激素，根据β亚基亚型的不同

可分为抑制素A和抑制素B两种［1］。在雌性动物体内，

卵巢颗粒细胞可以分泌抑制素A和抑制素B，它们在生

殖周期中均发挥重要作用；而在雄性动物体内，睾丸

支持细胞仅分泌抑制素B，抑制素B在精子发育周期中

发挥重要作用［2］。雌性动物体内，卵泡的发育和成熟

依 赖 于 卵 泡 刺 激 素 （follicle-stimulating hormone，
FSH），FSH的分泌受激活素的调控，而抑制素可以通

过与细胞表面的Ⅱ型激活素受体结合来降低激活素的

活性，进而影响垂体分泌FSH，因此抑制素和FSH在

机体中呈现负相关关系［3］。国内外学者研究发现，利

用抗抑制素血清（anti-inhibin serum，AIS）可中和动

物体内的抑制素活性，从而增加动物的排卵数。大动

物（如奶牛［4］、山羊［5］、马［6］等）主动免疫AIS后，

它们体内的卵泡数和排卵数均明显升高；实验动物

（如小鼠［7］、大鼠［8-9］等）也作为模型动物用于主动

免疫AIS改进超数排卵方法的研究，目前该效果已在

C57BL/6J小鼠［10］、BALB/c小鼠［11-12］等多个品系中得

到验证。在基因工程小鼠胚胎移植实验中，超数排卵

能够获得的卵母细胞数往往是决定实验成败的关

键［13］。有研究表明，使用AIS联合孕马血清促性腺激

素（pregnant mare serum gonadotropin，PMSG）进行促

排可以有效改良超数排卵效果，获得的卵母细胞数量

是常规超数排卵方法的 2~3倍，并且对卵母细胞的质

量和胚胎发育均无不良影响［7］。因此，AIS在优化小

鼠超数排卵方案方面有着理想的应用前景。

在AIS制备中，常见的免疫原主要有3种：从性腺

提取的抑制素、真核或原核表达的抑制素亚基和人工

合成的抑制素多肽段［7，14-15］。其中人工合成抑制素多

肽段具有制备过程简单、批次间质量稳定的特点。在

多肽氨基酸序列的选择上，抑制素α亚基的氨基酸序

列在不同物种间高度保守（同源性在98%以上）［16-17］，
因此多选择抑制素α亚基N端第 1~30位的氨基酸序列

制备多肽抗原，其抗体理论上可以中和不同物种体内

的抑制素。如Wang等［7］使用猪抑制素多肽免疫山羊

获得的 AIS，能够中和 C57BL/6J小鼠体内的抑制素，

从而达到超数排卵效果。

目前，基于AIS研发的高效超数排卵试剂在国内

市场上具有较广泛的应用前景。国际市场上由日本

Cosmo Bio公司出售的CARD HyperOva高效超数排卵试

剂虽处于领先地位，但价格过高。为填补国内高效超

数排卵试剂的市场空白，研发经济实用、性能稳定的

超数排卵试剂，并满足科研与应用需求，本研究采用

猪抑制素多肽偶联钥孔血蓝蛋白 （keyhole limpet 
hemocyanin，KLH）免疫家兔的方法制备AIS，探索一

种新型AIS制备途径，并在雌性C57BL/6J小鼠体内评

价其超数排卵效果。

1　材料与方法

1.1　实验动物
2月龄普通级雌性新西兰白兔 1只，体重约 2 kg，

购自武汉市万千佳兴生物科技有限公司［SCXK（鄂）

2021-0011，质量合格证号为 422355503328700001］。
SPF级雌性C57BL/6J小鼠15只，3~5周龄，体重为10~
14 g，购自广东药康生物科技有限公司［SCXK（粤）

2020-0054，质量合格证号为 44836900004147］。SPF
级雌性C57BL/6J小鼠 12只，4周龄，体重为 10~14 g，
购自广东药康生物科技有限公司［SCXK（粤） 2020-
0054，质量合格证号为448247000 45817］；SPF级雄性

C57BL/6J小鼠 2只，8周龄，体重为 22~24 g，购自北

京维通利华实验动物技术有限公司湖北分公司［SCXK
（鄂） 2022-0030，质量合格证号为 42202360000 
9981］。实验动物饲养及操作在中国科学院武汉病毒研

究所实验动物中心［SYXK（鄂） 2022-0131］屏障环

境中开展，12 h/12 h明暗交替，相对湿度 40%~70%，
室温 22~24 ℃，自由饮水与摄食。本实验中所有操作

均符合中国科学院武汉病毒研究所实验动物相关管理

制度要求，所有动物实验均已通过中国科学院武汉病

毒研究所科学研究伦理审查委员会审查 （批号

WIVAF30202401）。
1.2　主要试剂与仪器

注射用PMSG（批号B240608）及人绒毛膜促性腺

激素（human chorionic gonadotropin，hCG）（批号 S240 
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201）购自宁波三生生物科技股份有限公司；小鼠体外

受精培养液（批号 53241222）及精子获能液（批号

53241226）购自南京南晶生物技术有限公司；M2培养

基 （批号 0000256724）、弗氏完全佐剂 （批号

SLCQ7622）和弗氏不完全佐剂（批号0000324832）购

自美国 Sigma-Aldrich 公司；饱和硫酸铵溶液（批号

SL34212301）购自北京酷来搏科技有限公司；PBS
（pH=6.8，批号 P24111345564）购自上海麦克林生化

科技股份有限公司；碳酸钠-碳酸氢钠缓冲液（批号

0720A23）和辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，
HRP）标记的山羊抗兔免疫球蛋白G（immunoglobulin 
G，IgG）多克隆抗体（货号A0208）购自上海碧云天

生物技术股份有限公司；Tween-20（货号 ST825）购

自上海碧云天生物技术股份有限公司；小鼠超数排卵

试剂CARD HyperOva（货号19-2）购自日本Cosmo Bio
公司；舒泰® 50（货号 83887905）购自法国Virbac公
司； One-Step PAGE Gel Fast Preparation Kit （货号

E303-01）购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司。

12×F8可拆高结合力透明酶标板（货号 504201）购自

无锡耐思生命科技股份有限公司；biosharp透析袋（货

号BS-QT-021）购自杭州博日科技有限公司。

洁净工作台（型号SW-CJ-1BU）购自苏州安泰空

气技术有限公司；二氧化碳培养箱（型号HERAcell 
Vios 160i） 和 NanoDrop 超微量分光光度计 （型号

NanoDrop 2000） 购自美国 Thermo Fisher Scientific 公
司；体式显微镜（型号MZ101）购自广州市明美光电

技术有限公司；高速台式离心机（型号HT120）购自

湖南湘仪实验室仪器开发有限公司；酶标仪（型号

EPOCH2）购自美国BioTek Instruments公司；医用冷藏

冷冻箱（型号HYCD-290）和医用冷藏箱（型号HYC-
920）购自青岛海尔生物医疗股份有限公司；电子天平

（型号CN-LPC6002）购自昆山优科维特电子科技有限

公司；小动物麻醉机（型号 TAIJI-IE）购自深圳市瑞

沃德生命科技股份有限公司。

1.3　AIS 制备
根据文献［9］报道，并结合生物信息学分析，使用

DNAStar软件对抑制素α亚基氨基酸序列进行综合预测

分析，最终以抑制素α亚基第216~232位多肽偶联KLH
（以下简称“抑制素多肽”）作为免疫原［多肽合成及

KLH偶联工作由福来德生物科技（武汉）有限公司完

成］免疫新西兰白兔，制备多克隆抗体。首次免疫采

用腘淋巴结内注射+足底皮下注射的方式，将750 μL抗

原（含抑制素多肽 600 μg）与等体积弗氏完全佐剂充

分乳化后，于兔两侧腘淋巴结各注射 600 μL，两侧足

底皮下各注射 150 μL；间隔 2周后进行第 2、3次加强

免疫，加强免疫采用背部皮下多点注射的方式，将

750 μL抗原（含抑制素多肽 600 μg）与等体积弗氏不

完全佐剂充分乳化后，背部皮下多点注射（总体积

100~150 μL），每次 5~6个位点；第 3次免疫 1周后，

于耳缘静脉采血检测抗体效价；效价达到预期要求

（1/100 000）后，使用舒泰® 50肌内注射（20 mg/kg）
麻醉兔，手术颈动脉插管取全血后分离血清，获得AIS
原液。动物尸体冻存后交由专业环保公司进行无害化

处理。

1.4　AIS 效价检测
采用 ELISA方法检测AIS的效价，设置空白对照

孔、阴性对照孔和样品孔。用 0.02 mol/L的PBS（pH=
6.8）将抑制素多肽稀释至 1 μg/mL，按 100 μL/孔包被

96孔微孔板，4 ℃孵育过夜；弃去孔内液体，随后将

酶标板倒扣于吸水纸上轻轻拍打甩干，用PBST（含有

0.1% Tween-20的 PBS）洗涤 3次，再用 1%的牛血清

白蛋白封闭，37 ℃孵育2 h；弃去孔内液体，甩干后用

PBST洗涤 3次，将AIS初始稀释 1 000倍后，进行 2倍
梯度稀释；空白对照孔加入 100 μL PBST，阴性对照

孔加入 100 μL免疫前兔阴性血清，样品孔分别加入

100 μL梯度稀释的AIS样本，37 ℃孵育30 min；弃去孔

内液体，甩干后用PBST洗涤 3次，每孔加入 1∶1 000
稀释的羊抗兔 IgG-HRP，37 ℃孵育 30 min；弃去孔内

液体，甩干后用PBST洗涤3次，每孔再加入显色底物

50 μL，于37 ℃避光孵育10 min；每孔加入50 μL的终

止液终止反应；用酶标仪测定各孔在450 nm波长处的

吸光度（A）值。采用P/N比值法计算抗体效价，计算

公式为P/N比值=免疫后血清A450 nm/免疫前血清A450 nm，
以P/N≥2.1为阳性判定标准。

1.5　AIS 纯化及鉴定
使用硫酸铵沉淀法纯化AIS：在兔血清中逐滴缓慢

加入饱和硫酸铵并充分搅拌均匀，直至兔血清与饱和

硫酸铵的体积比为1∶1（50%饱和度），随后4 ℃静置

过夜；4 ℃，900×g离心 15 min，弃上清液，用与兔血

清初始体积相同的PBS溶解沉淀；再逐滴缓慢加入1/2
体积的饱和硫酸铵，4 ℃，900×g离心 15 min，弃上清

液，收集沉淀，用与初始兔血清体积相同的PBS充分

溶解沉淀，将溶液加入透析袋，于 4 ℃用 PBS进行透

析，每隔 2 h更换一次透析液，透析 8 h以充分去除硫
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酸铵。收集透析后的溶液，并通过SDS-聚丙烯酰胺凝

胶电泳分析AIS纯度，分离胶质量浓度为12%。
1.6　小鼠验证实验
1.6.1　不同超数排卵方法对 3~5 周龄 C57BL/6J 小
鼠超数排卵效果的影响实验

将 15只 3~5周龄的雌性C57BL/6J小鼠随机分为 5
组，分别为A1-1（AIS原液）组、A1-2（AIS 100倍稀

释）组、A1-3（AIS 10 000倍稀释）组、P1（PMSG）
组和 H1 （HyperOva）组，每组 3 只；另有 1 只雄性

C57BL/6J小鼠用于采集精子以进行体外受精。实验

首日，对 A1-1组、A1-2组和 A1-3组小鼠腹腔注射

100 μL AIS和 100 μL （10 U） PMSG的混合液，对 P1
组小鼠腹腔注射 200 μL（10 U，此前尝试较低剂量时

的超数排卵效果不理想） PMSG，对H1组小鼠腹腔注

射 100 μL CARD HyperOva；48 h后，对 5组小鼠各腹

腔注射 200 μL hCG（10 U）进行诱导排卵。注射 hCG 
15 h后，采集每组小鼠两侧输卵管的卵母细胞，同时

取雄鼠附睾中精子，进行体外受精；体外受精24 h后，

在体式显微镜下计数每组小鼠的受精2-细胞期胚胎数

及未受精卵母细胞数。

1.6.2　不同超数排卵方法对 4 周龄 C57BL/6J 小鼠
超数排卵效果的影响实验

将12只4周龄的雌性C57BL/6J小鼠随机分为A2-1
（AIS 原液） 组、 A2-2 （AIS 10 倍稀释） 组、 P2
（PMSG）组和H2（HyperOva）组4组，每组3只；另有

1只雄性C57BL/6J小鼠用于采集精子以进行体外受精。

实验首日，A2-1组、A2-2组腹腔注射 100 μL AIS和
100 μL（10 U）PMSG的混合液，对P2组小鼠腹腔注射

200 μL PMSG，对 H2 组小鼠腹腔注射 100 μL CARD 
HyperOva；48 h 后，对 4 组小鼠各腹腔注射 200 μL
（10 U） hCG进行诱导排卵。注射hCG 15 h后，采集每

组小鼠两侧输卵管的卵母细胞，同时采集雄鼠附睾精子

进行体外受精；体外受精24 h后，在体式显微镜下计数

每组小鼠的2-细胞期胚胎数以及未受精卵母细胞数。

1.7　统计学分析
使用GraphPad Prism 6软件对实验结果进行统计分

析，所有数据以 x̄±s表示。由于样本量较小（n=3），本

研究未对数据进行正态性检验，仅进行方差齐性检验。

数据经方差齐性检验确认方差齐后，多组间比较采用

单因素方差分析，随后使用Tukey检验进行两两比较，

两组间特定比较采用非配对 t检验，以P<0.05为差异

具有统计学意义。

2　结果

2.1　抑制素 α 亚基优势抗原表位的生物信息学筛
选结果

利用DNAStar软件对抑制素α亚基进行生物信息学

分析，结果显示，第 216~232位氨基酸区域具有较高

的结构柔性、表面可及性与亲水性，且抗原性指数显

著高于其他区域，具备优良的抗原表位特征。因此，

选取该区域氨基酸序列（HTRARPPSGGERARRSTC，
分子量为1995.19 Da）为免疫原（图1），委托武汉福

来德生物科技有限公司合成多肽。

2.2　兔抗抑制素多克隆抗体的制备及抗体效价检
测结果

ELISA结果显示（表 1），兔血清在 1∶512 000稀
释度下，P/N比值≥2.1，满足阳性判定标准，故最终测

得兔抗抑制素血清效价为1∶512 000。
2.3　AIS 蛋白纯化与 SDS-PAGE 鉴定

采用饱和硫酸铵法对 AIS 进行纯化，使用

NanoDrop测定纯化后的蛋白质量浓度为 25.8 mg/mL。
取纯化后的AIS蛋白（稀释至1 mg/mL）以及HyperOva
各 5 μL，进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳。电泳结果

（图2）显示，在分子量50 kDa及25 kDa处均出现了清

晰可见的条带，它们分别符合抗体重链和轻链的

大小。

2.4　不同稀释浓度 AIS 对 3~5 周龄 C57BL/6J 小
鼠超数排卵效果的初步探索

如图 3所示，A1-1组小鼠的卵母细胞数显著高于

A1-2组和P1组（P＜0.01），表明AIS原液的促排效果

优异；A1-3组与P1组的卵母细胞数无显著差异（P＞
0.05），表明AIS高稀释倍数下排卵效果减弱；A1-1组
与H1组无显著性差异（P＞0.05），表明二者促排效果

相当。另外，与卵母细胞数变化趋势相似，A1组小鼠

的受精2-细胞期胚胎数显著高于P1组（P＜0.05），但

H1组的受精2-细胞期胚胎数与A1-1组、A1-2组、P1
组相比均无显著性差异（P＞0.05）。以上结果表明，

AIS的促排效果具有剂量依赖性：AIS原液的促排效果

最优，随着稀释倍数增加，卵母细胞数和2-细胞期胚

胎数呈下降趋势。因此，下次实验不再对AIS进行过

高的稀释。

2.5　不同稀释浓度 AIS 对 4 周龄 C57BL/6J 小鼠
超数排卵效果的验证结果

如表 2 所示，A2-2 组的卵母细胞数为（52.67±
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3.06） 枚，显著高于 P2 组 ［（36.00±5.29） 枚，P<
0.05］，约为 P2组的 1.5倍；A2-2组的卵母细胞数与

H2 组［（63.00±6.00）枚］相比无显著性差异（P>
0.05），说明二者促排效果接近；A2-1组的卵母细胞数

为（22.67±3.51）枚，与 A2-2 组相比显著降低（P<
0.05），推测高浓度AIS可能对 4周龄C57BL/6J小鼠排

卵具有抑制作用。A2-2 组的 2-细胞期胚胎数为

Scale
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图 1 基于 DNAStar 的抑制素 α 亚基二级结构与抗原表位的生物信息学分析
Figure 1 Bioinformatics analysis of secondary structure and antigenic epitopes of inhibin α-subunit based on DNAStar

表 1　抑制素抗体效价检测结果
Table 1　Results of anti-inhibin antibody titer detection

（A450 nm）

稀释浓度
Dilution 

ratio

1∶1 000
1∶2 000
1∶4 000
1∶8 000
1∶16 000
1∶32 000
1∶64 000
1∶128 000
1∶256 000
1∶512 000
1∶1 024 000

Blank

免疫前血清
Pre-immune 

serum

0.086
0.096
0.086
0.087
0.076
0.060
0.075
0.082
0.073
0.071
0.073
0.075

免疫后血清
Post-immunization 

rabbit serum

2.106
2.083
2.033
2.005
1.139
1.187
1.067
1.008
0.761
0.548
0.573
0.239

PBST 对照
PBST control

0.070
0.068
0.069
0.071
0.069
0.067
0.067
0.066
0.065
0.067
0.069
0.067

M 1 2

180
130

100

70

55

40

35

25

 Mr/kDa

注：M，蛋白 marker；泳道 1，AIS 纯化蛋白；泳道 2，HyperOva 高
效超数排卵试剂。
Note： M， protein marker； lane 1， the purified protein of AIS； lane 
2， HyperOva high-efficiency superovulation reagent.
图 2 抑制素抗体的 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳结果
Figure 2 SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of 

inhibin antibody
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（47.67±2.52）枚，与H2组［（47.67±5.51）枚］相比

无显著性差异 （P>0.05），但均显著高于 P2 组

［（31.00±5.57）枚，P<0.05］；A2-1组的 2-细胞期胚

胎数为（14.00±3.61）枚，显著低于P2组（P<0.05）。

3　讨论

超数排卵技术是提高动物生产繁殖能力的有效手

段，已被广泛应用于动物生产与繁殖领域。该技术已

成功应用于多种实验动物进行超数排卵，包括不同品

种品系的小鼠、大鼠和豚鼠等实验动物［18］。在基因工

程小鼠的胚胎移植技术中，往往使用超数排卵手段来

获取大量的卵母细胞，从而为后续的实验做准备，其

中卵母细胞数量的多少会直接影响实验的成功率［19］。
目前常用的超数排卵方法为联合使用PMSG和hCG，此

方法具有普适性，但也有一定的局限性。研究表明，

高浓度的 PMSG 会导致动物体内雌二醇的含量升

高［20］，从而影响排卵后卵母细胞受精、胚胎发育和胚

胎着床［21-24］。为了寻找超数排卵技术的改良方法，研

究人员围绕抑制素与FSH之间的负相关调节机制开展

了相关探索，发现使用AIS可以中和动物体内抑制素

的活性，进而提高动物体内FSH的水平，这是一种有

效的超数排卵改良方法，并且此种方法对卵母细胞质

量以及后期的胚胎发育无明显不良影响［7］。本研究基

于目前的研究结果，寻求一种新的AIS制备方法，并

在C57BL/6J小鼠中验证了AIS的超数排卵效果。本文

2.5节结果显示，本研究制备的AIS在对C57BL/6J小鼠

进行超数排卵时，A2-2组获得的卵母细胞数约是常规

超数排卵方法 （P2 组） 的约 1.5 倍，显著提高了

C57BL/6J雌性小鼠的超数排卵效果，本研究结果可为

国内高效超数排卵试剂的研发提供参考。若后续推广

应用成功，该方法有望填补国内相关市场的空白。

在常规的超数排卵方法中，不同周龄小鼠对同一

激素的应答反应存在差异。有研究表明，21~32日龄

的C57BL/6J小鼠经 PMSG和 hCG联合刺激后可获得较

多的卵母细胞［25］，BALB/c和129背景品系小鼠在未性

成熟时的排卵数也较高［26］。在采用AIS联合PMSG和
hCG处理C57BL/6J小鼠的研究中，各周龄小鼠的排卵

数量均有提升，但同样具有周龄特异性，其中，4周龄

小鼠的排卵数量最高［27］。
由于新西兰白兔具备免疫应答能力强、实验操作

简便、饲养成本低廉以及抗体多样性等显著优势，本

研究将其选定为免疫动物［28］。在免疫原制备过程中，

载体蛋白的选择是影响抗体质量的关键因素。相较于

常用的BSA和卵清蛋白，KLH凭借其卓越的免疫原性、

灵活的偶联特性以及高度的特异性等优势，成为制备

小分子半抗原高效抗体理想的载体蛋白［29］。
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注：不同处理方法下小鼠超数排卵的卵母细胞数量 （A） 和 2-细胞
期胚胎数量 （B）。A1-1，AIS 原液组；A1-2，AIS 100 倍稀释组；A1-
3，AIS 10 000 倍稀释组；P1，PMSG 组；H1，HyperOva 组。n=3，
􀆽􀆽P＜0.01；􀆽P＜0.05；nsP＞0.05。
Note： Number of oocytes （A） and 2-cell stage embryos （B） in 
mice with superovulation under different treatments. A1-1， AIS 
stock solution group； A1-2， AIS 100-fold dilution group； A1-3， AIS 
10 000-fold dilution group； P1， PMSG group； H1， HyperOva group. 
n=3， 􀆽􀆽P＜0.01； 􀆽P＜0.05； nsP＞0.05.
图 3 不同超数排卵方法对 3~5 周龄 C57BL/6J 小鼠卵母细胞

数和 2-细胞期胚胎数的影响
Figure 3 Effects of different superovulation methods on 

the number of oocytes and the number of 2-cell 
embryos in C57BL/6J mice aged 3 to 5 weeks

表 2　不同超数排卵方法对 4 周龄 C57BL/6J 小鼠卵母细胞数
以及 2-细胞期胚胎数的影响

Table 2　Effects of different superovulation methods on 
the number of oocytes and 2-cell embryos in 4-
week-old C57BL/6J mice

组别
Group

A2-1

A2-2

P2

H2

卵母细胞总数
Total number of oocytes

22.67±3.51

52.67±3.06abc

36.00±5.29

63.00±6.00a

2-细胞期胚胎总数
Total number of 2-cell embryos

14.00±3.61

47.67±2.52abc

31.00±5.57

47.67±5.51a

注：a 与 P2 组相比，P＜0.05；b 与 A2-1 组相比，P＜0.05；c 与 H2 组
相比，P＞0.05。n=3；A2-1 组，AIS 原液组；A2-2 组，AIS 10 倍稀
释组；P2 组，PMSG 组；H2 组，HyperOva 组。
Note： acompared with the P2 group， P＜0.05； bcompared with the 
A2-1 group， P＜0.05； ccompared with the H2 group， P＞0.05. n=3； 
A2-1 group， AIS stock solution group； A2-2group， AIS 10-fold 
dilution group； P2 group， PMSG group； H2 group， HyperOva 
group.
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本研究在抗体研发策略上进行创新，选取猪源抑

制素α亚基部分序列合成多肽，并将其与KLH偶联以

增强免疫原性。通过免疫新西兰白兔成功制备出兔源

AIS。目前，商业化超数排卵试剂HyperOva为山羊来

源抗体，其制备周期较长、成本偏高，不利于大范围

普及应用；而本研究采用的兔源抗体制备体系具有制

备周期短、免疫效率高、生产成本低、动物饲养与管

理更为简便等优势，在实验室自制、低成本批量制备

及长期稳定供应方面更具潜力，适合在常规实验动物

中进行推广和应用。实验结果显示，A2-2组的卵母细

胞数与 2-细胞期胚胎数均显著高于 P2组（P<0.05），
且与H2组无显著差异，从功能上证实本研究制备的兔

源AIS对 C57BL/6J小鼠具有显著的促排作用，为AIS
在小鼠超数排卵中的应用提供了实验依据，标志着本

研究的AIS在制备与功能验证方面取得阶段性成果。

但本研究仍存在以下不足之处：在实验动物供应

商的选择方面，未统一供应商，不同供应商的小鼠在

遗传背景、饲养环境、肠道菌群、体重及生理状态上

存在细微差异，可能导致小鼠对激素的敏感性不同，

进而影响超数排卵效果，引入个体间差异。因此，在

后续研究中会统一动物供应商、周龄、体重及饲养环

境，进一步提高实验的稳定性与可重复性。此外，本

研究仅观察了特定周龄雌性C57BL/6J小鼠的超数排卵

情况，实验仅选取 3~5周龄C57BL/6J小鼠，周龄范围

较窄。未来将围绕AIS抗体的适用范围、稳定性、纯

度验证展开更深入研究，完善不同品系、不同周龄、

不同保存条件下的应用数据，为AIS抗体在生殖工程、

转基因动物制备及生命科学研究中的广泛应用提供更

翔实、可靠的技术支撑。
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