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摘要 为研究干扰素刺激基因IFITM1和RSAD2在奶牛早期妊娠阶段外周血中的表达规律,于人工授精

后0、14、18、21和28d采集奶牛外周血,利用荧光定量PCR检测IFITM1和RSAD2的相对表达量,采用化学

发光法同步检测血清中孕酮浓度;并深入分析自然发情和同期发情2种状态下青年母牛外周血中RSAD2基因

的相对表达及其在18d和21d外周血白细胞亚类(淋巴细胞、NK细胞、单核细胞)中的相对表达。结果表明,

妊娠牛与空怀牛血清孕酮在21d和28d呈显著差异。人工授精后14d和18dIFITM1基因在妊娠牛与空怀

牛中都显著下调,但在空怀牛与妊娠牛间差异不显著。妊娠牛外周血中RSAD2于21d显著上调;18d时,

RSAD2在妊娠青年牛外周血中的表达量显著高于空怀牛。进一步分析结果表明:自然发情条件下,妊娠牛外周

血中RSAD2表达量显著高于空怀牛,同期发情条件下该基因在趋势上与之类似但统计学上不显著。人工授精

后18d和21d,RSAD2在妊娠牛与空怀牛外周血淋巴细胞、NK细胞和单核细胞中的表达均无显著差异。研究

提示:IFITM1不适合用于奶牛早期妊娠诊断;利用RSAD2的相对表达量可望对青年牛在18d做出早期诊断,

具体判别标准有待于进一步扩群分析。
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  早期妊娠诊断是通过尽早发现空怀牛并对其进

行发情处理和再次人工授精,可缩短产犊间隔、减少

空怀导致的经济损失。比较常见的妊娠诊断方法有

直肠触诊和超声波检查,分别于人工授精后35d和

26d进行诊断[1],目前在生产上尚未广泛推广的牛

妊娠相关蛋白(PAG)ELISA 试剂盒能在妊娠后

28d做出较为可靠的判断[2]。如果人工授精后18~
20d能排查出空怀牛,即可对其进行快速的同期发

情处理,在第21~23天进行复配,减少空怀天数,提
高奶牛的繁殖效率[3]。牛早期胚胎发育的过程中,
母体妊娠识别发生在受精后14~18d[4-5],在此阶

段,孕体合成和分泌干扰素-τ(IFN-τ)。IFN-τ一方

面作用于子宫,抑制PGF2α的释放、阻止黄体溶解和

维持孕酮的分泌;另一方面进入系统循环,通过上调

母体免疫细胞中干扰素刺激基因的表达量,增加对

感染病毒后的抵抗力,促进母体系统对胎儿的识别

以及胚胎的定植[6]。已有研究表明,利用定量PCR

技术检测白细胞中干扰素刺激基因的表达水平可以

进行妊娠诊断[7-8],据此,便有望能在奶牛人工授精

后一个情期内诊断出空怀牛。
干扰素介导的跨膜蛋白1(interferon-induced

transmembraneprotein1,IFITM1)是干扰素诱导

跨膜蛋白家族的成员之一[9],具有调节细胞增殖与

分化的功能。IFITM1启动子区域含有干扰素刺激

反应元件,干扰素可诱导IFITM1基因在 U937、

Jurkat、K562等细胞中表达,与细胞的粘附、增殖、
肿瘤免疫及抗病毒有关。转录组学研究证实:IF-
ITM1在牛孕体着床之前参与胎儿与母体之间的免

疫调 节,在 子 宫 内 膜 组 织 中 显 著 上 调 表 达[10]。

Northern杂交结果还表明:妊娠15d和18d牛子

宫内膜IFITM1基因显著上调表达[11]。RSAD2
(sadicalS-adenosylmethioninedomaincontaining
2,RSAD2)是I型干扰素诱导产生的细胞质抗病毒

蛋白,机体在病毒感染状态下RSAD2可对干扰素



  华 中 农 业 大 学 学 报 第34卷 

产生 应 答,进 而 限 制 病 毒 复 制 并 调 节 获 得 性 免

疫[12-13]。研究证实,反刍动物妊娠早期IFN-τ可诱

导子宫内膜组织中RSAD2基因上调表达[14-15],另
外,其抗病毒作用可促进细胞因子分泌,利于孕体存

活与发育。采用RNA-seq技术对牛妊娠16d时孕

体和子宫内膜2种组织的转录组分析发现,RSAD2
基因仅在子宫内膜组织中表达,且其表达量在所有

子宫内膜组织特异性表达基因中位居前列[16]。同

处于发情周期中的母羊相比,妊娠14~20d母羊

RSAD2基因在子宫内膜腺体、间质和免疫细胞中

表达 量 显 著 增 加[17]。总 之,干 扰 素 刺 激 基 因

IFITM1和RSAD2在妊娠识别阶段母体子宫中的

表达量具有显著变化,可见这2个基因在奶牛胚胎

发育过程中发挥了重要的作用。尽管母体早期妊娠

免疫应答过程中可系统激活干扰素刺激基因,但尚

不清楚IFITM1和RSAD2基因在外周血中(白细

胞)是否也存在与子宫组织中类似的表达规律,它们

能否作为奶牛妊娠诊断的有效候选标志物研究方面

尚未见报道。
本研究以中国荷斯坦奶牛为试验牛群,分别于

人工授精后0、14、18、21和28d采集外周血,根据

直肠检查结果并结合血清孕酮含量,将试验奶牛分

为妊娠牛和空怀牛,用荧光定量 PCR 方法检测

IFITM1和RSAD2基因在不同胎次和不同发情诱

因奶牛(包括妊娠牛和空怀牛)外周血中的表达变化

规律,同时通过分离人工授精后0、18和21d奶牛

外周血中的淋巴细胞、NK细胞和单核细胞,进一步

检测RSAD2基因在不同白细胞亚类中的表达量,
旨在为深入揭示早期妊娠阶段IFITM1和RSAD2
基因的表达规律以及建立分子妊娠诊断方法提供重

要参考。

1 材料与方法

1.1 试验动物及处理方法

第1批次:武汉市金旭畜牧科技发展有限公司

产后60d以上不发情、产后配1~3次仍未受胎奶

牛和达到配种条件尚未发情的青年牛共12头,采用

生源2+1(宁波三生药业有限公司)对奶牛实施同

期发情和定时输精;第2批次:武汉市惠尔康扬子江

乳业有限公司奶牛场体况一致的青年牛19头,10
头自然发情青年牛按照正常程序进行人工授精,9
头达到配种条件但尚未发情的青年牛采用同期发情

技术,方法同第1批次;第3批次:武汉市惠尔康扬

子江乳业有限公司青年牛9头,全部采用同期发情

和定时输精程序,方法同第1和第2批次。第1批

次试验奶牛用于分析早期妊娠阶段外周血中IF-
ITM1和RSAD2基因的表达规律,第2批次和第3
批次试验奶牛用于进一步分析RSAD2基因在不同

发情诱因和不同白细胞亚类中的表达规律。
1.2 样品采集

第1批次和第2批次试验奶牛分别于人工授精

后0、14、18、21和28d尾静脉采集血液5~10mL,
一部分血液放入EDTAK2自动定量静脉采血管(武
汉致远医疗科技有限公司),2h内冷藏送到实验室

提取RNA,于-80℃保存备用;另一部分用于分离

血清,5000r/min离心15min,收集至1.5mL离

心管中,-20℃保存。第3批次试验奶牛于人工

授精后0、18和21d采集外周血,2h内冷藏运输

至实验室后进行白细胞亚类分离和细胞总 RNA
提取。
1.3 试验动物分组

每组试验奶牛于人工授精后50~60d进行直

肠检查,根据直肠检查的结果将试验牛分为妊娠牛

和空怀牛。其中,第1批次:妊娠牛7头,空怀牛

5头。第2批次:自然发情妊娠牛5头,空怀牛5头;
同期发情妊娠牛6头,空怀牛3头。第3批次:妊娠

牛5头,空怀牛4头。
1.4 血清样本孕酮含量测定

孕酮测定使用北京西门子医疗诊断设备有限公

司生产的孕酮测定试剂盒,严格按照试剂盒使用说

明进行操作,孕激素测定的标准曲线范围为0~60
ng/mL。
1.5 白细胞亚类分离、总 RNA 提取及反转录

采用单核细胞、淋巴细胞和NK细胞分离试剂

盒(天津市灏洋生物制品科技有限责任公司)分离牛

外周血中白细胞亚类。利用RNApreppure血液总

RNA提取试剂盒或 RNApreppure培养细胞总

RNA提取试剂盒(天根生化科技有限公司)分别提

取全血或白细胞亚类中总RNA,具体步骤参照试剂

盒说明书进行。利用 NanoDrop2000超微量分光

光度计(ThermoScientific)分析RNA样本浓度与

纯度(OD260/280=1.9~2.1);利用1.2%琼脂糖凝胶

电泳检测RNA完整性,通过质检的样本分装后于

-80℃保存备用。反转录采用 RevertAidTMFirst-
StrandcDNASynthesiskit(Fermentas)进行,每个

反应RNA用量为500ng,具体步骤参照试剂盒说

09
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明书进行。
1.6 牛 IFITM1 和 RSAD2 基因的荧光定量 PCR
检测

  用于荧光定量 PCR扩增的预混液(SYBR®
GreenMix)购自东洋纺(上海)生物科技有限公司,反
应体系共20μL:2×SYBR® Green10μL,上下游引

物各0.5μL(10μmol/L),cDNA模板0.3μL,最后用

ddH2O 补至20μL。根据 NCBI中牛IFITM1和

RSAD2基因序列设计定量引物,以牛内参基因β-Ac-
tin为参照[8],详细引物信息见表1。每个样本重复3
次,定量PCR实验在罗氏LightCycler®480实时荧光

PCR仪上进行。反应条件:95℃预变性60s,95℃变性

15s,58~61℃退火15s;72℃延伸30s,共40个循环;
熔解曲线及信号采集:58~95℃,0.5℃/s,共10s。

表1 定量PCR引物的序列及参数

Table1 Primersequencesandparametersusedforthereal-timequantitativePCR

目的基因

Targetgenes
引物序列(5′-3′)

Primersequences(5′-3′)
退火温度/℃
Temperature

扩增长度/bp
Productsize

IFITM1 F:ATCAACATCCGCAGCGACAC R:TCAGGCACTTGGCGGTAGAG 61 184

RSAD2 F:GCTGAAAGAAGCAGGTATGGA R:CGTACTTCTGGAACCACCTCT 58 176

β-Actin F:CTGGACTTCGAGCAGGAGAT R:GGATGTCGACGTCACACTTC 58 208

1.7 数据分折

定量PCR实验采用ΔCt法计算基因的相对表

达量[18],0d时各基因的相对表达量校正为1,其他

时间点的表达量均为0d时表达量的倍数。试验数

据用“平均值±标准误(x±SE)”表示,妊娠牛与

空怀牛各时间点基因表达量的差异采用t检验。

P<0.05和P<0.01分别表示显著和极显著差

异水平。

2 结果与分析

2.1 IFITM1 和 RSAD2 在奶牛人工授精后 0~28 d
外周血中的表达

  奶 牛 血 清 中 的 孕 酮 含 量 以 及 IFITM1 和

RSAD2基因表达的变化见图1。妊娠奶牛人工受

精后0~28d血清中孕酮的平均含量发生了显著变

化(图1A)。其中,人工授精后14、18、21和28d妊

娠牛血清中孕酮含量均显著高于0d(P<0.05),而
空怀牛血清中孕酮含量无显著变化。与空怀牛相

比,在14、21和28d妊娠牛血清中孕酮含量差异显

著(P<0.05)。妊娠牛和空怀牛人工授精后14d和

18d外周血中IFITM1基因的表达量均显著低于

0d(P<0.05),但该基因在妊娠牛与空怀牛之间

(14d和18d)的表达均无显著差异(图1B)。人工

授精后妊娠牛外周血中RSAD2基因的表达量持续

上升,21d达到峰值后下降,空怀牛人工授精0~
28d外周血中 RSAD2基因的表达量无显著变化

(图1C)。其中,人工授精后21d,妊娠牛外周血液

中RSAD2基因的表达量显著高于0d(P<0.05),
其他时间点的表达量与0d无显著差异。妊娠牛与

空怀牛间,RSAD2基因在人工授精后同一时间点

的表达均无显著差异。
2.2 RSAD2 在同期发情和自然发情青年牛人工授

精后 0~28 d 外周血中的表达

  青年牛人工授精后血清孕酮水平以及RSAD2
基因表达的变化见图2。青年牛人工授精后妊娠牛

和空怀牛血清中的孕酮含量均发生了显著变化(图

2A),青年牛人工授精后,妊娠牛血清中的孕酮含量

持 续 上 升,而 且 各 时 间 点 均 显 著 高 于 0 d
(P<0.05);空怀牛血清中孕酮的含量在人工授精

后14d和18d均显著高于0d(P<0.05),但是在

一个情期结束时,即人工授精后21d孕酮的含量下

降,与0d无显著差异。与空怀牛相比,18、21和28d
妊娠牛血清中的孕酮含量差异显著(P<0.05)。

人工授精后21d,妊娠牛外周血液中RSAD2
基因的表达量显著高于0d(P<0.05),其他时间点

妊娠牛外周血液中RSAD2基因的表达量与0d无

显著差 异;空 怀 牛 人 工 授 精0~28d外 周 血 中

RSAD2基因的表达量无显著变化。人工授精后

18d,妊娠牛血液中RSAD2基因的表达量显著高

于空怀牛(P<0.05)(图2B)。自然发情青年牛和

同期发情青年牛于人工授精后0~28d,妊娠牛

RSAD2基因的表达趋势一致,均在21d发生显著

变化;空怀牛RSAD2基因的表达量均无显著变化

(图2C和2D)。但是,自然发情的青年牛于人工授

精后18d,妊娠牛血液中RSAD2基因的表达量显

著高于空怀牛(P<0.05);而同期发情妊娠牛与空

怀牛血液中RSAD2基因的表达量在统计学上差异

没有达到显著水平。

19



  华 中 农 业 大 学 学 报 第34卷 

 不同小写字母表示与妊娠牛人工授精后0d相比,差异显著(P<0.05),不同小写字母(斜体)表示与空怀牛人工授精后0d相比,差

异显著(P<0.05);**表示妊娠牛与空怀牛相比,差异极显著(P<0.01);*表示妊娠牛与空怀牛相比,差异显著(P<0.05),下同。

BarswithdifferentlettersindicatesthesignificantdifferencelevelatP <0.05comparedwiththepregnantcowsat0dafterinsemina-
tion.Barswithdifferentletters(italic)indicatesthesignificantdifferenceatP<0.05comparedwiththenon-pregnantcowsat0dafter

insemination.**indicatesthesignificantdifferencelevelatP<0.01betweenthepregnantcowsandthenon-pregnantcows.*indi-
catesthesignificantdifferencelevelatP<0.05betweenthepregnantcowsandthenon-pregnant;thesameasbelow.

图1 血清孕酮的平均含量(A)以及IFITM1和RSAD2在奶牛外周血中的相对表达量(B和C)

Fig.1 Averageserumprogesterone(A)andrelativegeneexpressionsofbovineIFITM1
andRSAD2inbovineperipheralblood(BandC)

 A:青年牛血清中孕酮的含量 Averageserumprogesterone;B:RSAD2在青年牛外周血中的相对表达量 Relativegeneexpressionof

RSAD2inperipheralbloodofalltheheifers;C:RSAD2在自然发情青年牛外周血中的相对表达量RelativegeneexpressionofRSAD2

inperipheralbloodoftheheiferswithspontaneouscyclesofestrus;D:RSAD2在同期发情青年牛外周血中的相对表达量Relativegene

expressionofRSAD2inperipheralbloodoftheheiferswithsynchronizationofestrus.

图2 青年牛血清中的孕酮平均含量和RSAD2在奶牛外周血液中的相对表达量

Fig.2 AverageserumprogesteroneandrelativegeneexpressionsofRSAD2inperipheralbloodofheifers

29
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2.3 RSAD2 基因在奶牛外周血不同白细胞亚类中

的表达

  RSAD2基因在奶牛外周血白细胞亚类中的表

达结果显示,人工授精后18d和21d,妊娠牛与空

怀牛 外 周 血 淋 巴 细 胞、NK 细 胞 和 单 核 细 胞 中

RSAD2基因的相对表达量无显著差异(图3);趋势

上,人工授精后18d和21d妊娠牛外周血淋巴细

胞、NK细胞和单核细胞中RSAD2基因呈持续上

调表达;而空怀牛中 RSAD2基因的相对表达量无

明显变化。其中,人工授精后18d,妊娠牛外周血淋

巴细胞、NK细胞和单核细胞中RSAD2基因分别

上调1.73、1.94和1.95倍;空怀牛淋巴细胞中

RSAD2基因平均下调1.57倍,而空怀牛NK细胞和

单核细胞中RSAD2基因分别上调1.24倍和1.82倍。
总体上,妊娠牛与空怀牛RSAD2基因的表达量在淋

巴细胞中差别最大,但不具备统计学意义。

A:淋巴细胞Lymphocyte;B:NK细胞 Naturalkillercell;C:单核细胞 Monocyte.

图3 RSAD2在奶牛外周血白细胞亚类中的相对表达量

Fig.3 RelativegeneexpressionsofbovineRSAD2inperipheralbloodleukocytessubsets

3 讨 论

孕酮是维持妊娠的必要条件,主要来源于卵巢

的黄体细胞。对于空怀牛,黄体退化发生在发情周

期的第15~19天,随之,孕酮浓度会迅速下降;而对

于妊娠牛,黄体不发生退化,孕酮浓度一直平稳上

升。本研究表明人工授精后第21天和第28天,妊
娠牛血清中孕酮含量均显著高于空怀牛,说明试验

奶牛血清中孕酮的变化规律与黄体发育保持一致;
同时研究发现人工授精后第14天或者第18天,妊
娠牛血清中孕酮含量显著高于空怀牛,提示孕酮含

量在奶牛人工授精后一个情期内即发生了显著的变

化,能够作为鉴别妊娠牛和空怀牛的依据。但是,

Han等[19]的报道指出,以奶牛人工授精后18d的

孕酮含量来判断妊娠牛与空怀牛,空怀牛的准确率

为100%,妊娠牛的准确率为47%,只有在人工授精

后21~24d才能利用孕酮含量准确判断奶牛是否

妊娠。如果能在下一次排卵期之前准确排查出空怀

牛,并对其实施同期发情和再次人工授精,可提高奶

牛的繁殖效率。因此,挖掘奶牛血液样本中的妊娠

生物标记物并开发于一个情期内进行妊娠诊断的技

术显得尤为重要。

本研究利用荧光定量PCR方法检测奶牛人工

授精后血液中IFITM1基因的表达量,结果表明妊

娠牛和空怀牛血液中IFITM1基因的表达量无显

著差异。可能原因是外周血白细胞并不是检测

IFITM1基因表达变化的理想样品。尽管在早期妊

娠阶段,子宫内膜组织中该基因上调表达,但是其在

不同部位的表达量不同。IFITM1基因主要在子宫

内膜腺体上皮细胞中表达,在子宫腔上皮细胞和基

质中的表达丰度低[11],基于IFITM1基因表达复杂

的时 空 性,本 试 验 中 的 血 液 样 本 尚 不 能 检 测 到

IFITM1基因表达的变化;之前研究表明,用lacZ
报告基因取代鼠IFITM1基因编码区域使IFITM1
等位基因丧失功能,之后感染单核细胞增生李斯特

氏菌,血液中白细胞亚类包括粒细胞、单核细胞和B
淋巴细胞等的含量无显著变化,正常的免疫应答也

没有受到任何影响,提示IFN信号产生的免疫应答

并不依赖于IFITM1[20],因此,干扰素刺激基因

IFITM1可能并非被牛IFN-τ系统激活。从另一个

方面来讲,IFN-τ也可能并非是唯一的妊娠识别信

号,滋养层细胞还可以分泌其他蛋白如TKDP[21]和

PAG[22],这些蛋白也具有阻止“溶黄”作用,可能与

IFN-τ一起在妊娠识别时期与妊娠建立过程中发挥
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协同作用。最新的研究也指出:经典的干扰素刺激

基因最早可能由孕体分泌的前列腺素诱导产生,随
着妊娠识别的发生和IFN-τ的分泌,促使这些干扰

素刺激基因的表达量上升到峰值[23]。另外,本研究

结果也表明,人工授精后14d和18d,妊娠牛和空

怀牛血液中的IFITM1基因的表达量均显著低于

0d,这可能与该基因在早期胚胎发育过程中的分子

生物学功能有关,具体的调控机制有待于进一步

研究。
本研究同时对奶牛人工授精后血液中RSAD2

基因的表达进行了分析,结果显示:虽然在第1批次

试验牛中(不分胎次的情况下)空怀牛与妊娠牛中

RSAD2基因的表达量无显著差异,但是人工授精

后21d妊娠牛RSAD2基因的表达量显著高于0d。

RSAD2包含S-腺苷基甲硫氨酸(S-adenosylmethi-
onine,SAM)结构域,可以催化各种反应,包括特殊

的甲基化、异构化、成环作用、无氧氧化和蛋白质残

基的形成。胚胎植入前,SAM蛋白参与子宫内膜细

胞中DNA前体、维生素、辅助因子、抗生素和除草

剂类氨基酸的生物合成和降解途径,有利于孕体的

发育与植入[24]。同时,RSAD2还能在胚胎植入前,
特别是在孕体的免疫系统和抗病毒能力尚未发育完

善情况下,阻止病毒感染子宫[17]。研究结果提示:
血液中RSAD2基因的上调表达有利于妊娠识别和

早期胚胎的建立。KIZAKI等[25]也发现,日本黑

牛×荷斯坦奶牛杂交F1代的经产牛在妊娠21d时,
外周血白细胞中RSAD2的表达量上调2.33倍;但

Green等[26]利用基因芯片技术研究初产荷斯坦牛

人工授精后妊娠18d与妊娠15d2个时间点外周

血白细胞中的转录组学差异时并未发现RSAD2基

因的差异表达。这些研究结果之间的差异可能与试

验奶牛的品种和胎次有关。基于此,本研究进一步

分析 了 青 年 牛(第2批 次 试 验 牛)外 周 血 液 中

RSAD2基因的表达,结果表明人工授精后18d妊

娠牛外周血液中RSAD2基因的表达量显著高于空

怀牛。可能是因为青年牛妊娠识别阶段的胚胎较经

产牛大,IFNτ的产量相对较高,也可能由于青年牛

中IFNτ的浓度高于青年牛,导致这个时期青年牛

中IFN-τ刺激引起的RSAD2基因的表达变化较明

显[26]。研究结果提示:通过检测RSAD2基因的表

达量可望对奶牛进行分子妊娠诊断。
为了进一步分析RSAD2基因作为妊娠诊断候

选基因的敏感度,本研究首先比较了自然发情和同

期发情2种状态下基因的表达量,结果表明:自然发

情的条件下,妊娠牛外周血中RSAD2基因的表达

量在18d显著高于空怀牛,同期发情条件下,妊娠

牛和空怀牛RSAD2基因的表达趋势一致,但差异

不显著。这可能与本试验中同期发情空怀牛头数较

少有关,也可能因为遗传、营养、个体状态(疾病)等
导致动物个体间差异较大,具体原因有待深入研究。
早期妊娠阶段,母体免疫细胞的表型发生变化,即

NK细胞、γδT细胞和 Treg细胞被募集至子宫内膜

以及Th1应答被抑制,从而促进母体对父系抗原的

免疫耐受[6]。基于此,本研究进一步比较了RSAD2
基因在不同白细胞亚类中的表达情况,尽管人工授

精后18d妊娠牛与空怀牛中RSAD2基因的差异表

达在淋巴细胞中较大,但是不具备统计学意义。有

意思的是,中性粒细胞可以快速且特异性地对妊娠

信号产生应答,可能是干扰素刺激基因在妊娠早期

作用的靶细胞[25],但是奶牛妊娠识别阶段中性粒细

胞中RSAD2基因的表达情况尚不清楚,因此,进
一步研究人工授精后14~18d妊娠牛与空怀牛

外周血中性粒细胞中RSAD2基因的表达差异,
对于提高基于转录组水平的妊娠诊断方法的敏

感度和建立快速并且科学的妊娠诊断技术具有

重要意义。
本研 究 对 奶 牛 早 期 妊 娠 阶 段 外 周 血 液 中

IFITM1基因和RSAD2基因的表达规律进行了研

究,结果表明,妊娠牛和空怀牛外周血IFITM1基

因的表达量无显著差异;青年牛人工授精后18d,妊
娠牛外周血RSAD2基因的表达量显著高于空怀

牛,结果提示IFITM1基因不能作为妊娠诊断的有

效标记基因,人工授精后18d外周血中RSAD2基

因的相对表达量可望作为青年牛妊娠诊断的依据。
基于不同发情状态下妊娠牛与空怀牛外周血中

RSAD2基因的表达存在差异,依据该基因在外周血

中(总白细胞中)的表达水平进行妊娠诊断的相关判

别标准有待于扩大样本验证和进一步优化。本研究

也为深入探讨IFITM1和RSAD2基因对牛早期胚

胎发育的调控规律提供了参考。
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TranscriptionalanalysisofIFITM1andRSAD2inmaternal
peripheralbloodduringearlypregnancyofdairycows

CHENGLei WANGDing-fa XIANGMin HUXiu-zhong
LIUXiao-hua LINGMing-hu XIAYu

InstituteofAnimalScienceandVeterinaryMedicine,WuhanAcademyofAgriculturalScience,

Wuhan430208,China

Abstract ThepresentexperimentaimedtoestimatemRNAtranscriptionsofIFITM1andRSAD2
intheperipheralbloodofChineseHolsteindairycowsduringearlypregnancy.Peripheralbloodatfive
differenttimepoints(0d,14d,18d,21d,and28d)afterartificialinsemination(AI)werecollected.Re-
al-timePCRwasemployedtodetecttherelativegeneexpressionsofIFITM1andRSAD2,whileplasma
P4wasdetectedbyChemiluminescenceImmunoassay (CLIA)atthesametime.Transcriptionsof
RSAD2wereevaluatedinthewholebloodofheiferswithspontaneouscyclesofestrusand/orsynchroni-
zationofestrus.Inaddition,typicalperipheralbloodleukocytesubsets(lymphocyte,naturalkillercell,

andmonocyte)wereisolatedat0d,18d,and21dafterAIandgenetranscriptionsofRSAD2werede-
tected.Theresultsshowedthatpregnantcowshadsignificanthigher(P<0.05)plasmaP4levelsthan
non-pregnantcowsat21dand28d.At14dand18d,transcriptionsofbovineIFITM1inperipheral
bloodweresignificantlydeclinedcomparedwithcowsat0d(P<0.05),buttherewasnosignificant
differencebetweenpregnantcowsandnon-pregnantcows.AlthoughtranscriptionsofRSAD2inpreg-
nantcowswereelevatedsignificantlyat21d(P<0.05),expressionsofRSAD2inpregnantheiferswere
significantlyhigherthanthoseinnon-pregnantcowsasearlyas18d.Furtheranalysisdiscoveredthat
transcriptionsofRSAD2inpregnantcowswithspontaneouscyclesofestrusweresignificanthigherthan
thoseinnon-pregnantcowsat18d.Therewasasametrendincowswithsynchronizationofestrus,but
thedifferencewasnotstatisticallysignificant.At18dand21d,therewasnosignificantdifferenceof
RSAD2expressioninthebloodleukocytesubsetsbetweenthepregnantcowsandnon-pregnantcows.
TheseresultsindicatedthattranscriptionsofbovineIFITM1wasnotreliableforearlypregnancydiag-
nosis,whileRSAD2couldbeappliedinbovinepregnancydiagnosisat18dinheifers.Furtherstudyon
thestandardwhichcouldincreasethesensitivityofthetestisneeded.

Keywords dairycows;IFITM1;RSAD2;pregnancydiagnosis;geneexpression
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