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摘    要 
 

本论文主要研究了导入外源GRF基因质粒对犊牛生长发育、血液生化指标和激素水平的影响，

以及导入外源 GRF 基因质粒对生长抑素基因工程活载体苗（SS 苗）促进犊牛生长性能和激素水平

的影响。   

试验结果表明：导入不同剂量 GRF 基因质粒，整个饲养试验期中各处理组的生产性能都好于

对照组。3mg、6mg、9mg 处理组的日增重分别比对照组高 14.29% （P>0.05），33.33%（P<0.05），

26.19%（P<0.05），而料重比分别比对照组降低 10.69%，24.93%，21.37%。各处理组的胸围、鬐

甲高、体斜长等体尺指标同对照组相比都有增加的趋势，器官比例没有显著变化（P>0.05） 

导入不同剂量 GRF 基因质粒，各处理组的尿素氮、甘油三酯与对照组相比有下降的趋势

（P<0.05），而血中的葡萄糖有升高的趋势（P<0.01）。处理组的生长激素水平同对照组相比都

有不同程度的升高，其中，6mg 处理组升高的幅度最大；3mg 和 6mg 处理组生长抑素水平变化幅

度较小，而 9mg 生长抑素的水平升高明显（P<0.05），各生化指标的变化有利于加强蛋白的合成

作用和脂肪分解。 

导入不同剂量 GRF 基因质粒对 SS 苗促进犊牛生长效果的影响研究发现：整个饲养试验期中，

GRF 基因质粒同 SS 苗的共同使用要好于其单独使用。SS 苗+3mg 和 SS 苗+6mg 处理组日增重分别

比 SS 苗处理组提高 37.50%，33.33%都达到显著水平（P<0.05）。料重比分别降低 25.56%，23.47%。

激素水平都有明显提高（P<0.05），SS 苗和 SS 苗+3mg 处理组生长抑素水平有逐渐走低的趋势，

而 SS 苗+6mg 处理组有增加的趋势。 

整个实验表明通过注射 GRF 基因质粒可以提高犊牛的生产性能。 

 

关键词：  GRF 基因质粒，生长抑素基因工程活载体苗，生长发育，犊牛，生化指标   
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ABSTRACT 
 

The objective of this paper were to explore effect of extraneous GRF gene plasmid injection on 

growth and development, bio-chemical index and hormone level in blood and of both GRF gene 

plasmid and SS vaccine injection together on growth performance and hormone level of calves. 

The results showed that the growth performance of every treatments injecting different dosage of 

GRF gene plasmid were better than control to some extend in whole trials.Average daily gain (ADG) of 

3mg ,6mg,9mg treatments were 14.29%（P>0.05）,33.33%（P<0.05），26.19%（P<0.05）higher than 

control.And the feed/gain (F/G) were 10.69%,24.93%,21.37% lower than control.The body 

measures ,including body length,height at withers,heart girth of every treatment had the tendency to 

increase.And the ratio of organ hadn’t change significantly（P>0.05）. 

 Injecting different dosage of GRF gene plasmid, the blood urea nitrogen (BUN) and triester glycerol 

(TG) level had the tendency to drop (P<0.05) and the glucose (GLU ) had the tendency to increase 

(P<0.01). The growth hormone (GH )levels in all treatments were higher than control. And the 6mg 

treatments reached the maximum.SS level had the smaller change in the 3mg and 6mg treatments.The 

somatostatin (SS) level of the 9mg treatment increased obviously (P<0.05).The change of bio-chemical 

indexes benefited to strengthen the anabolism for protein and catabolism for fat. 

The trial results showed growth performance through combination of both SS vaccine with 

different dosage of GRF gene plasmid injection were better than use of SS vaccine alone.The ADG of 

SS vaccine +3mg and SS vaccine +6mg treatments were 37.50%，33.33% higher than SS vaccine 

treatment,respectively(P<0.05).And F/G were 25.56%, 23.47% lower, respectively.The GH level of all 

treatments increased significantly (P<0.05). The SS level of both SS vaccine and SS vaccine + 3mg 

treatments had the tendency to decline.But the SS vaccine +6mg treatment tended to increase. 

The whole trials results showed injection of GRF gene plasmid could improve growth performance 

of calves. 

 

Key words:GRF gene plasmid,SS vaccine,Growth performance,Calf,Hormone level 
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第一章  引   言 

随着分子生物学、遗传学等相关学科的飞速发展，人们对生命及其规律的认识也越来越深刻，

与生长相关的激素的结构功能及其机理的研究已经很深入，在激素水平进行动物生长发育调控的

研究也越来越深入。 

1.1 生长轴与动物生长调控的相关激素 

生长轴是动物体内从下丘脑一垂体一靶器官等一系列激素及其受体所组成的神经内分泌系

统。在生长轴中生长激素(Growth hormone,GH)处

于中心位置，是调节动物生长最重要的激素。GH

的分泌是脉冲式的，主要受下丘脑释放的生长激

素释放因子(Growth hormone-releasing factor,GRF)

和生长抑素(Somatostatin,SS)的动态平衡调控，使

体内 GH 维持在一种相对稳定的水平。GH 和其受

体(GHR)结合，这种结合作为一种信号可以刺激胰

岛素样生长因子一 I(Insulin-like growth factor 

1,IGF-I)的合成。IGF-I 又与其受体结合，诱导细

胞分化，促进 DNA 的合成和细胞的分裂。能促进

核酸和蛋白质合成，脂肪分解。这几种激素既相

互促进又相互制约，最终影响着动物的生长发育。 

1.1.1 生长激素 

生长激素是由垂体前叶嗜酸性细胞产生分泌的，是调节动物生长发育的一种重要的多肽类激

素。它是一条单链多肽，由 190～191 个氨基酸组成，其具有两个二硫键形成的稳定的分子结构， 

分子量为 21000～22000 道尔顿。GH 是一种具有广泛生理功能的生长调节素，能影响几乎所有

的组织类型和细胞，甚至包括免疫组织、脑组织及造血系统。它的生物学功能是调控新陈代谢，

促进生长发育,包括促进蛋白质、核酸的合成，加快脂肪的分解；促进碳水化合物的代谢，提高血 

糖浓度以及促进骨的生成等。宏观表现为动物的体重增加，产毛、产奶量的上升以及胴体瘦肉率

的提高等。（孙逊等，1999；梁建清，2002） 

生长激素的分泌是脉冲式的，主要受 GRF 和 SS 两种激素的共同调节。GRF 对 GH 分泌

合成的促进作用是与 SS 抑制 GH 分泌的作用并存的，共同维持着 GH 的周期性脉冲分泌

（Tannenbaum 等,1984）。以 1μg 人胰腺（hp）提取的 GRF-44 及鼠下丘脑提取的 GRF 对鼠静

脉注射，试验结果表明：GRF 的作用存在着时间依赖性，在 GH 峰值，血浆 GH 水平对 GRF 反

应最敏感，可引起 GH 分泌升高 2～3 倍，（115.4ng/ml）；而在谷期，GH 对 GRF 的反应不 敏

1 
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感，只引起 GH 轻微升高（62.0ng/ml）（P<0.01）。给予 GRF 单克隆抗体后， GH 分泌量下降，

具体表现为  GH 脉冲式分泌完  全  被  抑  制  ，  但  对  其  基  础  水  平  则  无  影  响

（Wehreubery，1982;Padmanabhan 等,1987）。此外，离体试验结果表明，SS 可抑制 GH 的自发

分泌，对 GRF 刺激垂体 GH 分泌有明显拮抗作用。体内试验结果也证明：下丘脑提取的 SS 和

合成的 SS 都可抑制体内 GH 的自发分泌。SS 的主动和被动免疫均可使 GH 水平明显提高

（Muller 等，1979）。SS 抗血清可使 GH 的基础值明显上升，而脉冲式分泌未受影响，并增加 GH 

对 GRF 在 GH 峰值时的反应（Painson JC， Tannenbaum GS， 1985）。SS 和 GRF 经下丘脑

强直分泌到垂体门脉血液中，这两种激素的周期为 3～4h，相差约 180°，也就是说，两者交替

节律式分泌，调节着 GH 的脉冲式分泌。但是，在不同的动物物种中，GH 的释放模式也是有

所差异的，比如鼠的 GH 分泌是以脉冲为特征的，具有高频率、高峰值的特点，约 3.3h 出现一

次（Tannenbaum 等，1976），而绵羊的 GH 分泌每 3.5～5h 一个峰（Driver 等，1981）。此外

不同的品系的分泌规律也不相同，二花脸公猪的峰频率为 1.1 个峰/3h，持续时间为 42min 左右

（姜礼胜，2002）。而皮特兰与德国大白猪的杂交猪 GH 峰频率为 5.2/24h（Kraetzl 等，1994）。

除此之外，在正常的生理状况下，GH 分泌还受采食、运动、睡眠等状态的影响，也因动物的品

种、年龄、性别而有所不同。 

1.1.2 生长激素释放因子 

生长激素释放因子主要是由下丘脑中弓状核的神经细胞分泌产生的，是一种蛋白类激素，它

依动物物种的差异而有所不同，如表 1-1 六种不同动物的GRF的氨基酸序列。成熟的GRF一般含

有 40-44 个氨基酸残基，是GH的正性调控因子，他同SS共同调节GH的分泌(刘建文等，2003) 。

GRF能特异性地增加生长激素的mRNA,从而增加GH的生成，达到加快核酸和蛋白质的合成，减

少脂肪沉积，进而影响动物的生产性能。 

GRF 对 GH 的合成与释放的主要机理是加强了GH 基因的转录和 GH-mRNA 的生成。而

这一信号的传递是通过GRF受体（GRF-RP）实现的。人们已经证实，在垂体前叶存在 GRF 的

特异性膜受体。将 GRF-RP 在转染细胞中表达，可以使它们获得与GRF以很高的亲合力相结合，

并促使细胞内腺苷酸环化，提高胞内的 cAMP 水平（Mayo，1992；Gaylinn等，1993； DeAlmeida 

等，1998）。同时，在生长激素分泌细胞中，GRF与其上的受体结合，通过 Ca++的电压敏感型通

道导致 Ca++内流（Holl 等，1988；Lussier 等，1991；Chen 等，1994） 综合已有的试验结论，

人们目前在GRF促进GH释放机理的认识上基本是一致的。 GRF 经垂体门脉系统到达腺垂体，并

与分泌 GH 的嗜酸性细胞的膜上受体 Gs 偶联受体(GCR) 结合。GRF与受体结合后先激活一种

对霍乱毒素敏感的 Gs 蛋白（Stimulatory Guanine nucleotide-binding protein，Gs），进而 Gs 激活

膜上的腺苷酸环化酶（AC），使 ATP 转变为 cAMP，导致 cAMP 的水平上升。而 cAMP 水平

的上升又会促进 cAMP 依赖性蛋白酶激酶 A 的调节亚基(R)及催化亚基(C)构象的改变并活化，

促进相关蛋白的磷酸化，进而影响到细胞的活性。cAMP 引起的GH 分泌是 Ca++依赖性的，当

GRF作用到生长激素分泌细胞 60 秒内会提高 Ca++的浓度。 
 
 
 
 

2 
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表 1-1  六种动物 GRF 的氨基酸序列 

Table 1-1 GRF amino acid sequence from six kinds of animals 

hGRF(人) YADAIFTNSYRKVLGQLSARKLLQDIMSRQQGESNQERGARARL-NH2

pGRF（猪） YADAIFTNSYRKVLGQLSARKLLQDIMSRQQGERNQEQGARVRL-NH2

c,bGRF（牛） YADAIFTNSYRKVLGQLSARKLLQDIMNRQQGERNQEQGAKVRL-NH2

oGRF（绵羊） YADAIFTNSYRKILGQLSARKLLQDIMNRQQGERNQERGARKVL-NH2

rGRF（鼠） HADAIFTSSYRRILGQLYARKLLHEIMNRQQGERNQERSRFN-OH 

1.1.3 生长抑素 

生长抑素是由动物体内神经系统和胃肠道产生的肽类激素,广泛分布于动物各组织内,其氨基

酸序列在各种动物体内都是相同的,无种属特异性。其中在下丘脑的生长抑素主要是 14 肽(SS 14) ,

而存在于中枢及末梢神经、心脏、甲状腺、消化道及胰腺的生长抑素主要是 28 肽(SS -28) 。生

长抑素在哺乳动物体内以下丘脑浓度最高,而分泌量则以消化道为最多。生长抑素发挥作用后主要

在肝和肾中被清除,降解部分为色氨酸 8-赖氨酸 9, 体内 SS 半衰期较短,狗、猫和猪的都小于     

2 min 。生长抑素除具有抑制生长激素、胰岛素样生长因子、胃泌素、胰岛素等激素分泌的作用

外,还可抑制胃酸及胰酶、胃蛋白酶的分泌,抑制多巴胺-β羟化酶、肾上腺皮质 11 -β-羟化酶的活性,

生长抑素的这些抑制作用在一定程度上表现为机体的代谢机能下降,进而抑制动物的生长。由于生

长抑素广泛存在于消化器官中,抑制消化液的分泌、胃排空、胆囊收缩和 Oddi 氏括约肌收缩,从而

抑制消化道对营养物质及各种金属离子的吸收,因而该方面也可调控动物的生长。尽管生长抑素对

消化功能的生理调节方面主要表现为抑制作用。 

SS影响GH的主要作用机制包括：通过环化酶-cAMP系统，即SS与细胞上的特异性受体结合

后，改变cAMP代谢，影响蛋白质的合成，进而抑制GH的分泌；降低膜对Ca++的通透性，表现为

关闭Ca++的通道，减少内流Ca++，降低细胞内游离的Ca++，降低细胞内游离的水平Ca++或阻断Ca++

介导的细胞内反应；抑制特异GH的mRNA转录。 

1.1.4 类胰岛素样因子 I 

胰岛素样生长因子(insulin-like growth factors, IGFs)从发现到现在已经有 40 多年了。其中的

IGF-Ⅰ最早曾被称为硫化因子，后来又称之为生长介素。 

GH/IGF-Ⅰ轴：生长激素通过肝脏生长激素受体促进肝脏 IGF-Ⅰ基因的表达从而促进 IGF-

Ⅰ的合成和释放；IGF-Ⅰ反馈抑制垂体生长激素的释放。血清 IGF-Ⅰ的浓度和血清生长激素水平

在 24 小时内大致平行（Dunger D B，1996）。IGF-Ⅰ能促进细胞增殖、分化、成熟，并可抑制细

胞凋亡；介导生长激素的大部分作用；促进生长和合成代谢；并且有降低血糖、调节免疫等作用。

器官、组织局部也可产生 IGFs。在禁食时，它可逆转负氮平衡，阻止肌肉蛋白分解。它们通过自

分泌、旁分泌的方式发挥作用。这种局部的 IGFs 在肾脏、骨胳和神经等器官、系统有着重要作

用。在肾脏，IGF-Ⅰ扩张微阻力血管、增加肾小球滤过率、增加肾小管钠、磷的吸收。动物试验

发现：IGF-Ⅰ在慢性肾衰可延缓肾衰进展；在急性肾衰，能加速肾功能的恢复〔Hirschberg R 等，

1998〕。 

营养状态影响 IGF-Ⅰ浓度，它是循环和组织 IGFs 系统的重要调节因子〔Estivariz C F ，1997〕。
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空腹和营养不良时，尽管生长激素正常或升高，但血清 IGF-Ⅰ水平降低，肝脏、肠道等组织 IGF-

Ⅰ mRNA 及 IGF-Ⅰ水平降低。这是由 GH 拮抗、IGF-Ⅰ基因转录和翻译缺陷及 mRNA 不稳定等

引起的。进食和营养状态的改善能恢复 IGF-Ⅰ水平。营养状态影响生长激素和 IGF-Ⅰ的治疗作

用。在其它状态，如严重创伤和败血症时，也有 GH 拮抗，此时血清 IGF-Ⅰ浓度也降低。 

IGF-Ⅰ具有广泛的生物学效应，它促进骨形成、蛋白合成、肌肉糖摄取、神经生存及髓鞘合

成。 

1.2 生长激素释放因子基因质粒 

GRF 基因质粒是利用基因重组技术将 GRF 基因的 cDNA 序列与表达载体重组后，直接导入

动物细胞内，并通过宿主细胞的转录系统合成 GRF，生成的 GRF 通过血液到达靶细胞发挥作用。 

1.2.1 GRF 基因质粒的作用机制 

1990 年，Wolff 将编码 β-半乳糖糖苷酶报告基因注入小鼠后腿肌肉中，经过组织化学染色

发现，注射区约有 10～30%肌纤维染成兰色，纵向染色深度可达 400μm，说明肌纤维可以摄取

并表达外源基因产物。用编码虫荧光素酶的质粒 DNA 免疫小鼠后发现，表达的酶活性呈 DNA

剂量依赖关系，而且报告基因可持续表达 19 个月之久。进一步的定量 PCR 结果发现，大多数的

质粒 DNA 载体可以在肌纤维内稳定持续存在并表达；而 mRNA 转录产物及表达的蛋白稳定性

较差，不能持续存在（Wolff 等，1990）。Buttrick 将质粒 DNA 表达载体注入小鼠左心室壁中，

发现心肌组织与骨骼肌一样，能够摄取外源基因，持续表达至 60 天左右（Buttrick 等，1992）。

但与骨骼肌不同，心肌组织对启动子的组织特异性限制较骨骼肌明显，且表达量常受激素调节 

（Leinwand 等，1991）。 

目前，肌纤维对外源质粒摄取的具体机制还不十分清楚，但是凭借人们对肌肉结构的已有认

识，一系列相关的实验结果为人们解释这一机制提供了一些线索。首先，质粒 DNA 载体进入肌

组织后，在肌纤维外间质内扩散，影响扩散的主要屏障是肌束膜。灵长目动物肌组织中肌束膜较

啮齿类动物厚且致密，因此灵长目动物中肌注外源性 DNA 的表达率较啮齿类动物低（Wolff 等，

1992）。骨骼肌具有丰富的 T 小管系统和肌浆网结构，T 小管中有较多的细胞外液，这些结构上

的特殊性有可能使骨骼肌肌纤维直接摄取外源 DNA。研究发现预先注射心肌毒素使肌纤维处于

再生状态，只有当肌纤维分裂处于多核状态时，才可摄取质粒 DNA，而单核的未成熟肌纤维则

无摄取质粒 DNA 的功能，说明只有当肌纤维分化形成 T 小管系统后，才能摄取外源 DNA（Davis 

等，1993）。人们认识肌纤维摄取 DNA 机制的过程中有三种假设： 

1、 首先，认为质粒可被处于分裂活跃状态的肌卫星细胞摄取，然后相互融合分化成新的肌

细胞。但是 目前来看，心肌组织和骨骼肌都能同样有效地在体内摄取外源 DNA，而心肌组织中

并不存在肌卫星细胞，因此可以认为肌卫星细胞介导的 DNA 摄取过程不是必需的。 

2、 认为注射过程中液体流的冲击作用或针头直接损伤了肌纤维的肌膜，使外源 DNA 沿破

口进入肌浆中。骨骼肌具有多核、体积大的特点，可以修复肌膜而存活下来表达 DNA 产物。但

多数学者不支持该种观点（Davis 等，1993）。因为心肌细胞虽然缺乏如骨骼肌的修复能力，但这
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并不影响对外源 DNA 的表达。同时发现对肌组织多部位针头刺扎反而减少了质粒 DNA 的表达。

将金颗粒包被的质粒 DNA、多聚赖氨酸或多聚谷氨酸三种颗粒共同转染骨骼肌，电镜下仅见结

合有质粒 DNA 的金颗粒穿过肌纤维膜进入 T 小管及膜穴样内陷，其它两种金颗粒均存在于肌纤

维基膜外的间质中，进一步证实了肌纤维对质粒 DNA 的摄取不可能是通过肌膜破口（Wolff 等，

1992）。 

3、认为骨骼肌在收缩过程中肌浆网中 Ca++外流进入肌浆中，致使肌纤维胞液中正电荷增加，

导致带负电荷的 DNA 穿过基膜进入 T 小管和膜穴样内陷中，这一过程不需能量介导，但存在质

粒尺寸限制。质粒  DNA 与  T 小管腔膜或膜穴样内陷的包膜之间有特殊亲和力，在肌注

100-500μg 质粒 DNA 五分钟后， 电镜观察显示，质粒出现在完整肌纤维的 T 小管系统及膜穴样

内陷中。进入膜穴样内陷中的 DNA 通过胞饮作用消耗能量穿过肌膜进入肌浆中（Wolff 等，1992）。

膜穴样内陷与有被凹陷不同， 没有笼蛋白存在，其内包含的特异受体通过糖基磷酯酰肌醇

（glycosyl phosphatidyl inositol，GPI） 锚定于膜穴样内陷的内侧包膜上，DNA 进入呈开放状态

的膜穴腔内后与受体结合，穴腔关闭向肌浆内迁移，腔内低 pH 环境便于 DNA 与受体分离，通

过浓度梯度利用穴腔肌浆侧包膜内的载体蛋白进入肌浆中。穴腔与包含的受体再循环至肌纤维表

面，呈开放状态以携带其它的 DNA 分 子（Anderson 等，1992）。Potocytosis 仅能摄取分子量

小于  1000～2000Da 的小分子，而 DNA 的环状构型横向直径仅为  2nm×4mm，可以通过 

potocytosis 途径进入肌浆中。人们指出，DNA 利用的可能是其它分子的 pototcytosis 通道，而

非 DNA 特异性的，这种通道特异性存在于横纹肌内。将一定量的质粒 DNA 和非编码 DNA（如

鲑精 DNA）一起肌注免疫时，当逐渐增加非编码 DNA 量时，质粒 DNA 摄取明显受到抑制，

这种竞争性抑制现象提示 DNA 的摄取是由受体介导的（Cox 等，1993）。但也有学者认为，DNA 

的摄取是通过胞饮作用，或有被凹陷中的特异受体介导。Hagstrome 认为 DNA 可通过肌浆网而

进入肌浆中，在肌浆网的膜结构中存在特异 DNA 结合蛋白，分子量为 60 和 90KDa，可与双

链 DNA 结合，而不与单链结合。同时也指出，共价闭环的外源质粒 DNA 载体较线状质粒更利

于表达。（Hagstrome 等，1996）。这一假说开始受到越来越多的重视。 

质粒进入到动物细胞后，编码 GRF 的基因在强启动子的作用下高水平地表达，生成的 GRF

经血液携带到腺垂体刺激生长激素分泌细胞释放 GH。试验还表明 GRF 促进 GH 合成的机理可能

是加强了 GH 基因的转录和 GH-mRNA 的生成。垂体前叶存在 GRF 受体，GRF 与受体结合激发

一系列反应，由 cAMP 和 Ca+十介导刺激了 GH 释放，GH 再促使肝脏产生调节生长的物质。而

GH 促进动物生长是通过类胰岛素生长因子 I ( IGF-I )实现的。GH 通过与受体结合，诱导肝细胞

产生 IGF-I，而 IGF-I 能直接作用于动物体内的各种组织，促进蛋白质的合成，促进细胞增殖，从

而促进肌肉、内脏和骨骼的生长。 

1.2.2 影响 GRF 基因质粒表达的因素 

影响 GRF 基因质粒的表达的因素较多，基因质粒的结构，基因质粒导入的方式以及佐剂等

的使用等都可影响到质粒的表达的表达效率。 
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1.2.2.1 GRF 基因质粒的构建对表达效率的影响 

GRF 基因质粒的构建主要包括核心基因的选择和真核载体的构建，为提高合成蛋白作用的有

效性，选择核心基因时要以作用的动物物种的角度做出针对性的选择，从某种意义上讲也是为了

减少免疫。真核载体要保证具有强的表达操纵区，在动物细胞内能高水平地表达目的基因，要求

活性蛋白的表达能够实现组织器官的特异表达，因此需要以特异表达的操作元件构建载体，比如

使用肌肉的 alpha－肌动蛋白的调控序列以实现肌肉的特异表达；作为促生长的核酸制剂产物，

如 GRF 其作用位点是在垂体，因此在异位表达的 核酸产品的分泌并进入血液就显得至关重要

了，一个好的分泌引导肽是必须的。M- cadherin 可以很好的实现这一点。在选择质粒时对于能长

期高效表达对机体无副作用的基因，则选择 CMV 启动子、RSV 启动子操纵下的真核表达载体。

但如果高水平的表达产物对机体有毒性，则选择ＳＶ40 启动子更为合适。还有鼠白血病病毒长

臂末端重复序列（LTR）等启动子也被用于载体的构建。此类启动子具有较强的转录激活作用，

还可包含一些合适的增强子、终止子、内含子、多聚腺苷酸信号（孟庆勇，2003）。 

1.2.2.2 基因质粒导入方式 

不同的导入方式可以影响到质粒在体内的表达，目前主要的导入方式有三种直接肌肉注射、

基因枪注射以及无针喷射器喷射。 

1.2.2.2.1 直接肌肉注射 

是指用注射器直接将质粒 DNA 的盐溶液注入动物体内，我们知道肌肉在动物体上的分布是

相当广泛的；其次，肌肉细胞特别是横纹肌细胞还具有细胞体积大、多核的特点。这样使得肌肉

组织具有体积大、容量大以及方便操纵的优点(Reecy 等, 1996)；此外，实验表明肌肉注射的方法

也是安全的，肌注的外源 DNA 以非甲基化的方式存在于细胞染色体外，并不与染色体发生整合，

也不进行复制，并且表达水平受肌细胞有丝分裂率影响，分裂加速的肌细胞，对外源基因丢失亦

加速，表达水平下降（Danko 等，1994a），使其更为安全，鉴于此肌肉多被用来进行 DNA 质粒

注射。但是直接肌肉注射缺点是，在注入肌肉的质粒中，肌肉吸收并表达的不到 0.01%。注入的

裸质粒大部分被包外的核酸酶降解了。使得需要的质粒用量较大，一般为毫克级，同时，肌肉对

质粒利用率低导致基因的低水平表达。尽管如此，由于肌内注射操作的便利性，更易于研究及生

产推广，因此，肌内注射途径仍然是一种普遍关注的方法。也是本试验所采用的方法。 

1.2.2.2.2 基因枪 

通过粒子轰击技术可将疫苗 DNA 导入动物体各个组织，这是目前用作基因免疫的最常用最

有效的转移方法。其基本程序是：先将质粒 DNA 包被在金微粒子表面，用基因枪将被 DNA 包

着的金颗粒加速，有效地将 DNA 带入靶器官、组织或单个细胞，可以使质粒以金颗粒的形式沉

积于靶器官内。基因枪给药相比肌注给药有明显的优点，该方法效率高，所需的 DNA 量比其他

方法低 250～2500 倍。该方法也有其不足，缺点是制备 DNA 包被的金颗粒操作较复杂，并有

特殊的设备要求。由于诸如价格和便利性方面的障碍，基因枪技术的推广还需技术的不断完善。 

1.2.2.2.3 无针喷射器喷射 
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通过高压设备也可称为无针注射器将通过高压气体携带外源 DNA 穿透皮肤进入肌肉组织，

由于外力的使用使 DNA 质粒个容易直接进入到肌肉细胞，从而有助于提高 DNA 的转移效率通常

表达效率是直接注射的 15～20 倍，此种方法便于推广使用，同时又可以成倍提高表达效果，将

是一种值得发展的方向。（Vahlsing 等,1993;Lawrence Baizer 等，2000；Sujata Manam 等，2001） 

1.2.2.3 提高基因质粒表达效率的其他因素 

由于在肌细胞摄取质粒的效率较低以及质粒在进入到细胞之前被核酸酶分解，造成进入的

质粒表达率相对较低，表达时间相对较短。研究表明对质粒进行适当的包裹，以及导入部位的

预处理的都能够在一定程度上提高质粒的表达效率。 

张永亮等人进行了质粒包裹研究。就是以乳酸-乙醇酸共聚物为载体，采用蒸发法制备的载

生长激素释放因子的真核表达质粒 pcDNA3-GRF(1-32)的微球。同裸质粒相比它能更好的保持

DNA 结构的完整性，抵抗核酸酶的降解。任晓慧等 2003 年做了关于微球包裹基因质粒同裸质

粒对比的实验，结果表明释放 GRF 表达质粒在小鼠肌肉内存在并表达的时间至少为 30 天，增

重效果同其他对照组比差异极显著，比裸质粒组、质粒和空白微球混合物组、生理盐水组分别

高 12.87%、19.72%、58.58%，试验表明载 pcDNA3-GRF(1-32)微球具有缓释作用，并可实现 GRF

基因体内局部基因转染、表达并发挥其相应的生物学作用（任晓慧等，2003）。 

由于肌肉摄取 DNA 与肌肉的横管和细胞膜有关，在肌肉损伤和再生的过程中，这些横管和

细胞膜很活跃，再生的肌纤维较脆弱，细胞膜易破损，从而使他们对外源 DNA 的摄取更加容易

(Wells 等，1993)。如果在注射前对肌肉进行预处理，人为地造成肌肉的损伤，就能提高基因的转

染效率。布比卡因能够选择性地破坏肌细胞，引起肌细胞再生，而再生肌细胞表达外源 DNA 的

能力高于成熟肌细胞。从而提高基因的转染和表达效率。通过动物实验结果表明：用布比卡因处

理过的基因质粒给动物注射后的生长速度显著高于对照组。（张永亮等，2003，孟庆勇，2004） 

Davis 等在给小鼠接种质粒 DNA 前 15-30 分钟注射高渗蔗糖溶液（２５％Ｗ／Ｖ，用ＰＢＳ

溶解）结果外源基因表达水平高于对照组。Davis 认为高渗蔗糖可导致组织水肿而使肌束间隙变

大，肌纤维通透性增加，这都有助于 DNA 在组织内扩散和进入到肌纤维。将质粒溶于 10%的甘

油溶液也可以提高表达的水平，降低个体间表达水平的差异。 

增大外源 DNA 和肌纤维的接触面积可以提高 DNA 的转染效率。施娅雪等(1998)在兔上的研

究表明增大注射体积有助于降低表达的变异系数，可能是由于注射体积的增大更有利于质粒DNA

向肌肉组织中迅速分布，促进肌细胞对 DNA 的摄取（施娅雪等，1998）。 

此外还有基因缝针、基因球囊导管、基因支架、基因电针等肌肉基因转移方法，也都具有提高质

粒 DNA 转染效率的作用。Draghia-Akli (1999)在给猪注射 pSP-HV-GRF 质粒时就曾采用过电刺的

方法，由于没有设对照组，所以他并没有报道这种方法是否增加了目的基因的表达效率 

1.2.3GRF 基因质粒的构建和应用 

1.2.3.1 几种动物的 GRF 的基因结构 

1983年，首次报道了人的GRF1-44的cDNA序列：
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TATGCAGATGCCATCTTCACCAACTGCTACCGGAAGGTGCTGGGCCAGCTGTCCGCCCGCAA

GCTGCGCCAGGACATCATGAGCAGGCAGCAGGGAGAGAGCAACCAAGAGCGAGGAGGAG

CAAGGGCACGGCTTT。 

以后又报道猪成熟型GRF1-44的cDNA序列：

TATGCAGATGCCATCTTCACCAACAACTACCGGAAGGTGCTGGGCCAGCTCTCTGCCCGAAA

GCTCCTCCAGGACATCATGAGCAGGCAGGCAGCAGGGGGAGAGAAACCAGGAGCAAGGA

GCAAGGGTACGGCTT。 

成熟型牛GRF1-44的cDNA序列：

TACCCAGATGGCATCTTCACTAACAGCTACCGGAAGGTTCTGGGCCAGCTGTCTGCCCGCAA

GCTACTCCAGGATATCATGAACAGGCAGCAGGGAGAGAGAAACCAGGACCAAGGAGCAAA

GCTACGGCTT。 

在上述cDNA序列中，人GRF编码序列与猪相差13个碱基，同源性为90.15%，猪与牛GRF的

编码序列相差8个碱基，同源性为91.58%。可见编码氨基酸的核苷酸序列同源性很高。 

1.2.3.2GRF 基因质粒的构建和应用 

1997 年 Draghia-Akli R 等首次将人的生长激素释放因子的基因与肌源性表达载体连接后注给

小鼠，2 周内刺激小鼠体内 GH 释放增加 3-4 倍，生长速度提高 10%（Draghia-Akli ,等 ，1997）。

随后，Draghia-Akli 等（1999）将人工构建的 pSP-HV-GHRG 基因质粒 10mg 于半腱肌部位注射给

3-4 周龄的四元杂交猪，14 天后血浆 GRF 浓度增加 1.5 倍，60 天后增加 2-3 倍，证明了肌肉注射

基因质粒可以得到有效表达。 

张永亮等人将改造后猪的生长激素释放因子 GRF(1-32)克隆到表达质粒载体中，构建了

pcDNA3-GRF（1-32）基因表达质粒。通过在新西兰大耳白兔进行对生长发育影响的的试验证明：

注射组同对照组相比平均日增重提高了 34.62%（冯立文，1998；张永亮，2003）。 

香港领前基因公司将猪 GRF 基因克隆到 PUC19 质粒载体中构建了 GRF 基因质粒，张勇给 6

公斤仔猪注射 1.0mg 的 GRF 基因质粒，到 100 公斤出栏时屠宰背膘厚降低 33%，眼肌面积增大

25%（张勇，2001）。辜玉红给 10 公斤仔猪注射 2.0mg 的 GRF 基因质粒可降低屠宰膘厚 6.2%，

增大眼肌面积 11.81%，提高胴体瘦肉率 3.59%（辜玉红，2001）。 

2004 年孟庆勇等在牛的一个 DHFR-GRF 融合蛋白 cDNA 的基础上设计了羊的生长激素释放

因子编码序列，以及用牛的 α-肌动蛋白为启动子，pGEM-T venctor 为载体构建了羊的 GRF 基因

质粒 pM-GRF.并且在羊上使用日增重率达到 0.84±0.01%（P<0.01）（孟庆勇，2004）。 

1.2.4GRF 基因质粒的应用优势 

最初人们直接向动物体内注射 GH 或 GRF。每日最大有效剂量（≥100µg/bw/day）向生长猪

注射 GH30-77 天，提高平均日增重 10%-20%，提高饲料转化率 13%-33%，降低脂肪沉积率 70%，

提高蛋白沉积量 62%。（Etherton T D 等，1998）。Peticlere 等研究表明，给小公牛和猪分别注射

hGRF (1-29)NH2 和 hGRF (1-44)NH2 血浆中生长激素的含量与注射剂量呈正相关（Peticlere D，

1987）。Enright 等给小公牛注射 20mg/kg 的 GRF，其血清 GH 由 3.1μg/L 提高到 170μg/L（Enright
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等,1984）。Lapierre 等给肉用牛注射 GRF，可增加 N 储留率达 10.8%（Lapierre 等，1988）。Hodate

等用 GRF 类似物给奶牛注射，可提高 GH 的浓度，连续注射 24 小时，产奶量增加 30%。Dubreuil

等将人工合成的人的生长激素释放因子类似物 hGRF -AN(1-29)NH2 以 1.66，3.33，6.66µg/日的剂

量，每天分三次给体重为 49.5kg 的生长猪注射至猪体重达到 110kg，结果表明血浆 GH 浓度、平

均日增重、胴体长、瘦肉率与注射剂量呈正相关；耗料量、背膘厚度、背最长肌脂肪含量与注射

剂量呈负相关（Dubreuil 等，1990）。  

虽然直接注射 GH 或 GRF 在促进动物生长及改善胴体品质发面取得很好的效果，且无种属

特异性。但 GH 或 GRF 在机体内的半衰期非长短，只有 10-20min，需要每日注射，这给具体操

作带来了很大的不便，同时增加了动物的应激，不利于动物发挥生产潜能。另外。直接注射还可

能导致内脏器官异常增大。（chung 等，1985；machlin 等，1972；dubreuil 等，1990）  

随着基因技术的发展，人们通过将改造后的含有 GH 或 GRF 的目的基因用显微注射等技术

注入到动物受精卵，而后再将其植入受体动物的输卵管或子宫内使其发育成携带由外源基因的转

基因动物。1982 年 Palmiter 等人将小鼠金属硫蛋白-1 基因启动子与大鼠生长激素基因融合后用显

微注射技术导入小鼠受精卵细胞获得生长速度为对照鼠 4 倍（Palmiter 等，1982）。GRF 基因也曾

成功地被导入到猪的受精卵细胞中（Pursel V C 等,1989.） 。 

但是转基因动物现在存在着很大的争议，可能会表现出健康异常。例如关节炎、应激敏感性

增加、肝脏与肾脏炎症等；遗传的稳定性也不能保证。 

GRF 基因质粒的应用解决了这些问题，一次注射可以持续表达 2 个月左右，甚至更长的时间， 

同时由于其选用特别表达载体在动物体内不进行复制，有研究表明 GRF 基因质粒也不会插入到

动物基因组内。保证了其遗传的安全性。另外其在体内缓慢表达，不会造成体内激素水平瞬间升

高而影响到器官的发育。  

1.2.5 GRF 基因质粒对畜禽胴体品质影响以及质粒的安全性 

同直接注射 GRF 和 GH 类似，肌肉注射 GRF 基因质粒具有降低背膘厚，皮脂率，提高眼肌

面积和瘦肉率的作用。张勇给 6 公斤仔猪注射 1.0mg 的 GRF 基因质粒，到 100 公斤出栏时屠宰

背膘厚降低 33%，眼肌面积增大 25%。辜玉红给 10 公斤仔猪注射 2.0mg 的 GRF 基因质粒可降低

屠宰膘厚 6.2%，增大眼肌面积 11.81%，提高胴体瘦肉率 3.59%。张勇经生长肥育猪骨骼肌注射

GRF 基因质粒可明显降低超声波测膘厚及屠宰测膘厚，增大眼肌面积。 
现有结果表明：注射 GRF 基因质粒对屠宰猪的肉色、pH 值和系水力都没有影响，未发现 PSE

肉和 DFD 肉（辜玉红，2001）。 

直接注射 GRF 和 GH 可导致内脏器官异常增大。而转生长激素基因动物可出现关节炎、肝

脏和肾脏的炎症和胃溃疡等病症。现有结果未发现注射 GRF 基因质粒对动物的发育和健康存在

不良影响。Draghia-Akli 等（1997）综合双能 X 线吸收剂量法、中子激活分析以及器官的重量测

定的结果显示，受试猪接受肌肉 GRF 基因质粒注射后，组织和器官等比例均衡发育，动物具有

正常的生理形态。孟庆勇、辜玉红和张勇注射的仔猪屠宰时也未发现有异常器官的出现。孟庆勇

等提取各实验组的心、肝、注射部位肌肉的组织基因组，PCR 检测质粒的残留，均没有发现质粒

残留（孟庆勇，2003；王立志，2003）。血样 GRF, IGF-I, GH 含量也在正常的生理水平范围内。
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Wolff 等试验也都证明肌肉注射的裸露质粒 DNA 不会整合到宿主染色体上，不会改变动物的遗传

特性。  

1.3 生长抑素基因工程活载体疫苗（SS 苗） 

生长抑素除具有抑制生长激素、胰岛素样生长因子、胃泌素、胰岛素等激素分泌的作用外,

还可抑制胃酸及胰酶、胃蛋白酶的分泌,抑制多巴胺-β羟化酶、肾上腺皮质11 -β-羟化酶的活性,生

长抑素的这些抑制作用在一定程度上表现为机体的代谢机能下降,进而抑制动物的生长。主动免疫

动物体内的SS可以提高动物的生产性能。免疫中和SS的研究表明：雄性大鼠接受抗SS血清处理，

可使基础TSH和TRH刺激的TSH水平分别提高250%和200;血清GH含量明显升高。动物的生长速度

加快，许多资料还表明，无论在生长快速型，还是缓慢型动物，中和SS均能不同程度地促进家畜

生长。Spencer（1981）等首次报道了这一结果。他们发现，4只3周龄羔羊接受SS主动免疫后，生

长速度提高17.6%，血清IGF水平显著升高。之后，进一步的实验结果表明，SS主动免疫使羔羊日

增重明显增加，对胴体质量无明显影响。 

随着研究的进一步深入，核酸疫苗的原理被应用于生长抑素基因工程疫苗的构建。比如生长

抑素基因工程活载体苗产品“激生 1 号”就是这样一种产品，在这里我们简称为（SS 苗）。SS 苗

利用激素免疫调控机理，通过疫苗免疫动物，产生生长抑素（SS）抗体，中和动物体内生长抑素，

使内源性的促生长的激素整体水平提高，从而促进动物的生长。将合成的ＳＳ基因连接于乙肝表

面抗原（HBsAg）基因上，构建成 HBs/SS 融合基因。 然后将其克隆到痘苗病毒表达载体（pGJP-5）

中，与痘苗病毒同源重组，筛选出能表达 HBsAg/SS 融合蛋白的重组痘苗病毒（vv－HBs/SS）。

将此基因工程体在鸡胚绒毛尿膜上增殖后，制成生长 抑素基因工程活载体疫苗。试验结果表明， 

该疫苗不造成环境污染，免疫猪、牛、羊等家畜安全有效。使用效果明显，属国家 863 高科技

成果，处于国际领先水平。下表的数据为 SS 苗在动物上的应用效果。 

表 1-2  SS 苗的动物生长试验 

Table 1-2 Animal growth experiment for SS 苗 

 

试验动物 猪 牛 山羊 绵羊 

头数 31700 9000 18000 6900 

平均增重提高率 15% 18% 16% 21% 

1.4GRF 基因质粒应用存在的问题 

肌肉注射 GRF 基因质粒是一种新兴的动物生长调控手段，初步的研究表明该方法具有明显

改善动物生产性能的作用。为了进一步挖掘动物的生长潜力，深入了解 GRF 基因的作用机制及

影响因素，如何在不同动物生产中合理高效利用 GRF 基因质粒还有许多问题需要解决。 

（1） 不同动物上使用基因质粒的剂量不一样，在犊牛中因为还没有进行试验所以还不知道确

切的使用量。 
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（2） 不同的注射剂量对犊牛相关激素的影响变化规律还不清楚。 

（3） 注射 GRF 基因质粒对犊牛血液生化指标影响还不清楚。 
（4）GRF 基因质粒对 SS 苗促进犊牛生长效果的影响还没人进行过研究。 

1.5 本研究的目的和意义 

犊牛肉是一种高蛋白、低脂肪、低胆固醇产品，与一般牛肉相比具有营养价值高、肉味鲜美、

肉质细嫩等美食特点，是受市场欢迎的高档奢侈肉制品。犊牛肉的生产所用原料牛主要是奶牛产

业中不作种用的公犊牛或淘汰的母牛。随着肉牛业的发展，一些肉用品种也逐渐用来生产犊牛肉，

如皮埃蒙特、西门塔尔杂交牛等。目前通常将犊牛肉分为三种类型，分别是特殊饲喂犊牛（Special

—fed veal）、bob 犊牛和谷物饲喂犊牛（Grain—fed veal）。bob 犊牛仅喂牛奶，大约 3 周龄、体重

在 150 磅（68kg）以内便屠宰出售，肉质松软，呈微红色（优质犊牛白肉）。特殊饲喂犊牛全部

饲喂代乳料，到 18~20 周龄体重为 400~450 磅（182~204kg）时屠宰出售,肉色为白色或粉红色，

肉质柔软，有韧性，肉味鲜美，这种肉占全美小牛肉生产的 85%（犊牛白肉）。谷物饲喂犊牛先

喂牛奶，再喂谷物、干草加添加剂。肉色较暗，并有大理石纹，常有脂肪可见。这种犊牛通常饲

喂至 5~6 月龄、体重 450~600 磅（204~270kg）时出售（犊牛红肉）。（欧宇，2002）目前国内所

需的大部分犊牛肉需要进口，我国犊牛肉生产发展缓慢，相应的生产配套技术不完善，犊牛日增

重较低，饲料报酬不高，生产成本较高。 

目前已经研究出几种 GRF 基因质粒的形式，并且在猪，羊，鼠，兔等动物上面作了试验都

取得了一定的促生长效果。但是该类产品始终没有在牛上面进行应用试验，本试验主要是研究注

射不同剂量 GRF 基因质粒对犊牛生长发育的影响，以及从血液激素和相关生化指标的变化规律

来研究其促生长的机制，找出 GRF 基因质粒在犊牛上应用得最佳剂量。另外，本试验也初步的

研究 GRF 基因质粒对 SS 苗促进犊牛生长效果的影响。通过本试验的研究希望能够研究出新的育

肥技术来提高犊牛生产性能，为我国犊牛肉产业的发展提供技术支持。
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第二章 GRF 基因质粒的鉴定和制备 

2.1 材料和方法 

2.1.1 试验材料 

2.1.1.1 质粒，引物 

GRF 基因质粒由中国农业大学李宁实验室提供， 

上游引物：up5’    ctggggaggagggtttcgtatgt 3’ 

下游引物：down 5’ ctgatgcatttcccgcctcctcccacct 3’ 

上下游引物由中国农业大学李宁实验室孟庆勇博士设计，由赛百盛公司合成。 

2.1.1.2 主要仪器 

GDS-8000 凝胶成像系统（美国） 

10μl，20μl，100μl, 200μl, 1000μl 移液器（法国 Gilson）(Eppendorf) 

Thermo Hybaid HBPXⅡ220 PCR 扩增仪(英国)、 

SANYO MDF-192 超低温冰箱（日本） 

WD-9403C 紫外分析仪（北京） 

HZS-H 恒温水浴振荡器（哈尔滨） 

2002 型 ZW-A 微量振荡器（江苏） 

SYQ ZDX-35BI 自动座式压力蒸汽灭菌器（上海）、 

Thermo IEC Multirf 8467 冷冻高速离心机（美国） 

SPS2001F 电子天平（上海） 

SE2020 电子精密天平（上海） 

HQ-60 型漩涡混合器（北京） 

100090ECA-LVD 电泳仪(美国)、 

NN-MX20WF 微波炉（日本） 

超净工作台，北京净化设备厂  

摇床（北京） 

2.1.1.3 感受态细胞、酶及化学试剂 

感受态细胞 DH5α购自天为时代，EB（10mg/ml）购自天为时代实验中所使用的各种限制性内切

酶、RNaseA、RNA 酶抑制剂等分别购自 Promega 公司 Takara 公司、世纪华林公司等。  

总 RNA 提取试剂盒 TRIZOL、cDNA 合成试剂盒来自 GIBCOL 公司。 dNTP（dATP、dTTP、

dCTP、dGTP）：天为时代。 琼脂糖（Agrose）：三泰兴隆公司。 三氯甲烷（Chloroform）：北京
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鼎国生物技术发展中心。无水乙醇（Ethanol）：北京化工厂。 IPTG、X－gal、氨苄青霉素（Amp）：

天为时代。 DNA MarkerIV：赛百盛。其他常规化学试剂均为国产分析纯来自华绿渊生物制品公

司。 

2.1.1.4 培养基 

LB 液体培养基：蛋白胨 10g，酵母提取物 5g，NaCl 10g，水溶解后，用 NaOH 调 pH 至 7.0，

加水定容到 1L，15 lbf/in2 高压蒸汽灭菌 20 分钟。 

LB 固体培养基：在 LB 液体培养基中加入 15g/L 琼脂，15 lbf/in2 灭菌 20 分钟。 

2.1.1.5 溶液的配制 

TE 溶液：10mM Tris·Cl， 1mM EDTA， pH8.0， 高压灭菌。高压灭菌条件为 1.034×105Pa，20min。  

50X TAE 缓冲液：Tris 碱 242g，冰乙酸 57.1ml，0.5MEDTA(pH8.0)100ml，加水至 1L。 

STE 缓冲液: 0.1M NaCl,10mM Tris.Cl,1mM EDTA pH8.0，高压灭菌。 

5×TBE 缓冲液：Tris 碱 54g，硼酸 27.5g，0.5M EDTA (pH8.0)20ml，加水至 1L。 

1M Tris·Cl：121.14g Tris 碱溶于 800ml 双蒸水中，用盐酸调 pH 值至 8.0，定容至 1000ml，高

压灭菌。 

0.5M EDTA：EDTA 186.1g 溶于 800ml 双蒸水中，用 NaOH 调 pH 值至 8.0，定容至 1000ml，

高压灭菌。 

5M Nacl： 150ml 水中加入 58.44g Nacl，加水定容至 200ml，高压灭菌。 

3M NaAc(pH7.0): NaAc·3H2O 408.1g 溶于 800ml 双蒸水中，用冰乙酸调 pH 至 7.0，定 容至 

1000ml，高压灭菌。 

3M NaAc(pH5.2)：NaAc·3H2O 408.1g 溶于 800ml 双蒸水中，用冰乙酸调 pH 至 5.2， 定容至 

1000ml，高压灭菌。 

PBS 磷酸缓冲盐溶液： 在 800ml 双蒸水中溶解 8g NaCl,0.2g KCl，1.44g Na2HPO4 和 0.24g 

KH2PO4，调 pH 值至 7.4，加水定容至 1L，高压灭菌。 

10% SDS：SDS 100g 溶于 900ml 双蒸水中，加热至 68℃助溶，用 HCl 调 pH 值至 7.2，定容

至 1000ml。 

质粒 DNA 提取溶液Ⅰ： 50mM 葡萄糖，2.5mM Tris·Cl(pH8.0)，10mM EDTA (pH8.0)，高压灭 菌 

10 磅 15min，贮存于 4℃。  

质粒 DNA 提取溶液 II： 0.2M NaOH，1% SDS，现配现用。  

质粒 DNA 提取溶液 III：5M 乙酸钾溶液 60ml，冰乙酸 11.5ml，灭菌水 28.5ml。 

IPTG 溶液： IPTG1g 溶于 5ml 双蒸水中，过滤除菌，分装成 1ml 小份储存于-20℃。 

氨苄青霉素：50mg/ml（溶于水），-20℃保存 

酚仿混合液：等体积的苯酚和氯仿混合，保存于 4℃棕色瓶中 

1M CaCl2：CaCl2·6H2O 27g 加水至 100ml，过滤灭菌，贮存于-20℃。 

RNaseA 溶液：100mg/ml 溶于 10mM Tris·Cl(pH7.5)，15mM NaCl 中 100℃煮沸 10min， 室温

冷却后，贮存于-20℃。 
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3.6%NaOH：100ml 水中加 3.6gNaOH。 

ACD 抗凝剂：在 80ml 双蒸水中溶解 0.48g 柠檬酸，1.32g 柠檬酸钠，1.47g 葡萄糖， 加水至 

100ml，高压灭菌。 

2.1.2 试验方法 

2.1.2.1 质粒 DNA 的转化 

取 100ul 感受态细胞 

↓ 

加 5ul 质粒 DNA 

↓ 

在冰浴中放置 30 分钟 

↓ 

将管放在 42℃水浴中 60-90 秒不要摇动 

↓ 

将管快速转移至冰浴中使细胞冷却 2-3 分钟 

↓ 

每管加 500ulLB 培养基，置于 37℃摇床振荡培养，保温 45 分钟使细菌复苏 

↓ 

取 100ul 已转化的感受态细胞转移到含相应抗生素（100μg/ml）的 LB 琼脂培养基上，用无菌

玻璃轻轻的将细胞均匀涂开 

↓ 

将平板置于室温直至液体被吸收 

↓ 

倒置平板于 37℃培养箱中 12-16 小时 

↓ 

长出的菌落即为含有基因质粒的菌落 

2.1.2.2 质粒 DNA 的小规模制备—碱裂解法 

将转化后的单菌落，接踵到 10ml 含有氨苄（70μg/ml）的 LB 培养基上，37℃，220rpm，振摇下

培养过夜 

↓ 

将 1.5ml 培养的菌液倒入微量离心管，4℃，12000rpm，1min，离心。将剩余的菌液置于 4℃冰箱

保存 

↓ 

离心结束，尽可能吸干菌液。用冰预冷的 STE（菌液体积的 0.25 倍）重悬沉淀，离心。4℃，12000rpm，

5min 

14 
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↓ 

将细菌沉淀重悬于 100ul 冰预冷的碱裂解液 I 中，剧烈振荡。 

↓ 

加 200ul 新配置的碱裂解液Ⅱ，盖紧管口，迅速颠倒离心管，混合内容物，切勿振荡！！，将离心

管置于冰上。3-5min 

↓ 

加 150ul 冰预冷的碱裂解液Ⅲ，盖紧管口，反复颠倒数次，使溶液Ⅲ分散均匀，置于冰上。5min 

↓ 

离心，4℃，12000rpm，5min。将上清转移到另一离心管中。 

↓ 

加等量体积的酚：氯仿，氯仿抽提，取上清。 

↓ 

用 2 倍体积的乙醇于室温沉淀核酸。加入 3M NaAc 2-3 滴。室温放置 2min， 

↓ 

4℃，12000rpm，5min，收集沉淀核酸。弃去上清，使所有液体流出排干 

↓ 

加入 1ml 70%乙醇于沉淀中，颠倒数次，4℃，12000rpm，2min，回收 DNA。除去管壁上的酒精

液滴，将开口的试管置于室温使酒精挥发。5-10min 

↓ 

用 50ul 含有 RNase 酶（20μg/ml）TE 重新溶解沉淀，电泳检测，-20℃保存。 

2.1.2.3 质粒的鉴定 

 
 
 
 

质粒 DNA  2ul 

5`端引物（0.1μg/ul） 1ul 

3`端引物（0.1μg/ul） 1ul 

5mMdNTP 1ul 

10×扩增缓冲液 5ul 

TaqDNA 聚合酶 1ul 

PCR 染料 5ul 

H2O 34ul 

总计 50ul 

表 2-1PCR 方法鉴定质粒反应体系 

Table2-1 Reaction system about identification method of PCR  

引物：up   5’ ctggggaggagggtttcgtatgt 3’ 

down 5’ ctgatgcatttcccgcctcctcccacct 3’ 
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循环条件：94℃变性 40 秒，66℃退火 60 秒， 72℃延伸 80 秒,扩增 30 个循环。 
PCR 反应后进行 0.8%的琼脂糖凝胶电泳，如果质粒正确会出现 1kb 的特异性条带。 

2.1.2.4 质粒 DNA 的大量制备 

将转化后的单菌落（或用 0.1-1.0ml单菌落的培养物），接种到 30ml含有氨苄（70μg/ml）的LB培

养基上，37℃，220rpm，振摇下培养直至对数生长晚期（OD600约为 0.6） 

↓ 

在含有 500mlLB（预热到 37℃）及适当抗生素的三角瓶中接种 25ml对数生长晚期的菌液。37℃，

300rpm，剧烈振摇，2.5h后测定OD600值，达到 0.4。 

↓ 

取部分菌液（1-2ml）到离心管中，4℃贮存。其余培养物，4℃，4000rpm，15min，离心。弃上

清，倒置离心管使残余的上清流出。 

↓ 

离心结束，尽可能吸干菌液。用冰预冷的 STE（菌液体积的 0.25 倍）100ml 重悬沉淀，离心。4

℃，4000rpm，15min，离心。收集细菌，可贮存于-20℃。 

↓ 

将贮存的 1-2ml 菌液提取质粒，采取酶切和琼脂糖电泳分析此小量，质粒，以确定大量培养液中

正确的质粒已得以扩增。 

↓ 

将冻存细菌沉淀室温下放置 5-10min 使其解冻，重悬于 10ml 冰预冷的碱裂解液 I 中，剧烈振荡。 

↓ 

加入 1ml 新配置的 10mg/ml 溶菌酶 

↓ 

加 20ml 新配置的碱裂解液Ⅱ，盖紧管口，轻轻颠倒离心管，混合内容物，切勿振荡！！，室温放

置 5-10 min 

↓ 

加 15ml 冰预冷的碱裂解液Ⅲ，盖紧管口，反复颠倒数次，使溶液Ⅲ分散均匀，置于冰上（此时

不再有分离的两个液相）。10min 

↓ 

离心，4℃，12000rpm，30min。将上清转移到另一离心管中。（若细菌碎片不能形成紧密的沉淀，

再次离心 15min）。转移的时候使用四层纱布过滤上清可除去粘稠的基因组 DNA 和蛋白质沉淀残

余。 

↓ 

量取上清体积，将其连同 0.6 倍体积的异丙醇一起移入一只洁净离心管中并将其充分混匀，室温

放置 10min 

↓ 

室温，8000rpm，15min 回收核酸沉淀 
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↓ 

小心弃去上清，室温用 70%乙醇刷洗管底与管壁，倒掉乙醇，并除去管壁的液滴。10-15min 

↓ 

用 3mlTE 溶解核酸沉淀 

2.1.2.5 质粒的纯化 

Sepharose CL-4B 柱纯化质粒，依据分子克隆第二版 p 444 制备 Sepharose CL-4B(Pharmacia 

Biotech, Sweden)柱，以至少 2 倍柱体 积的缓冲液（pH8.0 TE、0.1% SDS）以 30 cm/h 流速平

衡该柱,并在表面铺 1ml 的水。 

↓ 

以常规大提碱裂解法提取粗质粒 DNA 

↓ 

质粒浓度低于 5mg/ml 浓度经过 0.45um 的滤膜过滤 

↓ 

过滤产物，以一次上样体积不超过柱体积的 5％的标准上样 

↓ 

用上述缓冲液以低于 30 cm/h 的流速流过柱体，柱流出液在 260nm 波长的监控下每 0.5ml/份收

集 洗脱产物 

↓ 

合并监控得到的 DNA 峰对应的收集管溶液，以 10ul 上琼脂糖胶检测纯化效果；用 2 倍柱体积的

0.5 M NaOH 清洗柱子保存。 

↓ 

2 倍体积的无水乙醇沉淀，离心 12000rpm×30min。 

↓ 

所得质粒沉淀再经 70％乙醇洗涤 1－2 遍，离心 12000×10min，干燥备用。 

↓ 

测定 OD，电泳检查 

2.2 结果和讨论 

2.2.1 质粒的鉴定 

我们知道，从外部获得的质粒，第一步就是进行质粒的鉴定，以保证所获得质粒的正确性。

质粒的鉴定包括：质粒的转化，质粒的制备，酶切或 PCR 检测三步。 

2.2.1.1 质粒的转化 

按照质粒转化操作步骤将质粒转到感受态细胞中铺平板，37℃培养过夜。我们发现平板上有
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一些白色菌落如图 2-1 所示。由于该质粒DNA选择了Promega的pGEM-T 载体,其上带有细菌复制

子，能在大肠杆菌-内高效稳定的复制，同时含有lacZ筛选和Ampr选择标记，LB培养基中含有

70μg/ml氨苄，没有转入带有Ampr选择标记的质粒不能在上面生长。所以出现的白色菌落初步判

断是含有我们所需要的目的质粒。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-1  基因质粒转化后长出的菌落 

Figure 2-1The bacterial colony after gene plasmid transform 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-2：  GRF 基因质粒的 PCR 鉴定 
六个不同菌落提取的质粒 PCR 结果，扩增条带为 1kb 

Figure2-2  PCR identification for GRF gene plasmid 

The band marked 1kb was the GRF gene plasmid from six bacterial colony 

2.2.1.2 质粒特定序列的 PCR 扩增 

将制备得到的质粒进行 PCR 反应，我们做了六个不同菌落经细菌培养获得的质粒样品，PCR

结束后进行 0.8%的琼脂糖电泳，如图 2-2 所示我们发现电泳图 1-6 道中都出现了 1kb 的扩增带，

18 



中国农业科学院硕士学位论文                                   第二章 GRF 基因质粒的鉴定和制备 

质粒在设计的时候包含了一段 1kb 的特异条带，加入特定的上下游引物可以扩增出该条带，我们

可以断定该质粒即我们所需的 GRF 基因质粒。 

2.2.2 质粒的大量制备和纯化 

由于我们下一步进行的动物试验所需要的质粒是以毫克为单位来计算的，对于质粒来说，这

已经是非常高的量了，所以我们就要进行质粒的大量制备。制备和纯化后的质粒，通过一定配比

形成注射液。质粒的纯度是以每针注射针剂为单位进行衡量的：在每只针剂中，细菌基因组 DNA 

的含量要少于 0.01μg；细菌蛋白含量低于 0.01μg；RNA 的含量以通过 0.8％的琼脂糖胶电泳检

测不到为准；更为重要的是每 μg 质粒 DNA 中，内毒素的含量要低于 0.1 个单位(Horn 等, 

1995)。如下图 2-3 经过纯化后的质粒达到了转染所要求的纯度。 

2.2.3 质粒定量 

广泛用于测定制备物中质粒的含量的方法有两类。若样品较纯(即蛋白质、酚、琼脂糖及其

他核酸等杂质含量较低时)，可通过分光光度法测定碱基吸收紫外线的量，既简便又准确。若样品

中 DNA 或 RNA 含量较低或含有较多杂质，则可通过溴化乙锭或 Hoechst 33258 发出的荧光估测

质粒含量。由于本试验中质粒比较纯，所以采用第一种方法，利用分光光度计测定 260nm 处吸光

度来计算质粒浓度，具体计算为：1 个 OD260nm 单位等于 50μg/ml 质粒 DNA. 

图 2-3：纯化后质粒的 0.8%琼脂糖电泳图 

Figure2-3 0.8% agarose gel image for the puried GRF gene plasmid 

2.3 结论 

（1）鉴定的质粒就是我们所需要的 GRF 基因质粒 

（2）大量制备后的质粒的纯度达到了肌肉注射的要求。 
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第三章单独注射 GRF 基因质粒对犊牛生长发育影响 

动物自身通过生长轴中的各激素进行自身生长发育的调控，改变其中的任何一种激素的水

平，都会引发一系列相关激素的变化，进而引起血液中相关生化指标的变化。表观上观测就是动

物的生长加快或降低等。 

本部分试验是通过外源导入 GRF 基因质粒，来观察其对犊牛生长发育的影响，并通过进一步

测定相关激素水平和血液中生化指标，来研究其对犊牛生长发育影响的规律和机理。 

3.1 材料和方法 

3.1.1 试验设计 

采用单因子实验设计，试验分为 4 个处理，每个处理 6 头牛，各处理组随机注射 5ml 含 0mg、

3mg、6mg、9mg 质粒，布比卡因浓度为 0.25%的生理盐水溶液，注射部位为在犊牛半肌腱处。 

3.1.2 试验动物及分组 

选取 24 头平均体重为 100.63kg 的西门塔尔牛杂交牛，把体重相近的犊牛随机平分到四个试

验组中。犊牛由科尔沁牛业股份有限公司提供。 

3.1.3 饲养管理 

本试验于 2005 年 10 月至 2006 年 1 月在内蒙古通辽市北甘旗牧场进行，试验前已完成犊牛

的疫苗注射和驱虫，并将犊牛进行拴养。由专人进行犊牛饲养，早晚 7：00 各喂一遍精料，粗饲

料为青干草和氨化秸秆，牛舍定期清理打扫。 

3.1.4 试验日粮组成及营养水平 

表 3-1 试验精料组成和营养水平 

Table 3-1  Composition and nutrient level of tested diet  

原料 日粮% 原料 日粮% 

玉米 42.00  石粉 1.00  

大麦 19.00  食盐 1.00  

豆粕 33.00  小苏打 1.50  

磷酸氢钙 1.50 预混料 1.00  

营养水平 

净能 (MJ/kg) 8.2 钙 % 0.92 

粗蛋白 % 21 磷 % 0.65 

注：预混料包含了犊牛所需的各种微量元素和维生素 
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Note：Premix contains various vitamins and mineral elements needed for calves growth 

3.1.5 试验器材 

测杖、皮卷尺、注射器、磅秤、超低温离心机、离心管、FH-408 自动定标器，电子秤 

3.1.6 指标测定方法 

3.1.6.1 日增重和饲料采食量的测定 

试验开始后 0 天，30 天和 60 天各称量一次体重和每个处理组的总采食量，体重在早上空腹

时进行称量，根据增重和采食量计算每组平均日增重和料重比。 

3.1.6.2 体尺的测定 

鬐甲高：又称体高，自鬐甲最高点到地面的垂直距离。 （测杖） 

体斜长：通常指体长，肩端前缘至尻尖的软尺距离。 （卷尺） 

胸围：肩胛后缘胸部的圆周长度。 （卷尺）（蒋洪茂，1995） 

3.1.6.3 器官重量的称量 

屠宰后立即称量心、肝、脾、肺、肾重量 

3.1.6.4 血液指标的测定 

血样的前处理：早晨犊牛空腹颈静脉取血，将离心管中收集的血样在 2000g 低温离心制备血

浆，制得血浆分三份，其中两份保存于与-70℃冰箱用于生长激素和生长抑素浓度的测定。另外一

份进行血液中葡萄糖，甘油三酯和尿素氮等生化指标浓度的测定。取血分别在注射 GRF 基因质

粒后的 0 天，15 天，30 天，45 天，60 天。其中 15 天， 45 天进行的采血仅用于激素的测定。 

GH 和 SS 测定采用放射免疫分析方法测定，具体操作依照试剂盒说明进行。试剂盒购自大连泛邦

化工技术开发有限公司。 

GH 测定 

 (1)试剂准备 

A.冻干 GH 标准样品七瓶:0，0.5, 1.5, 3, 8, 20，和 50ng/ml, 零管加蒸馏水 2 毫升，其余各标

准管加蒸馏水 1 毫升。 

B.冻干125I-GH两瓶，每瓶加蒸馏水 5.5 毫升。 

C.冻干 GH 第一抗体一瓶，加蒸馏水 10.5 毫升。 

D.冻干 GH 分析试剂一瓶，加蒸馏水 10.5 毫升。 

E.冻干 GH 第二抗体两瓶，每瓶加蒸馏水 5.5 毫升。 

(2)操作方法 
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A.分别在新的干净试管中加入 0.1 ml 的标准样品或 0.1ml 的待测血样，再加入 0.lml 的第一

抗体。混匀后放置在 37℃水浴 1 小时。 

B.加入 0.1ml的125I-GH，混匀后放置 37℃水浴 2 小时。 

C.依次加入分析试剂和第二抗体各 0.lml,混匀后放置 37℃水浴 30-60 分钟。 

D.出现絮状沉淀后离心，3500r/min 离心 15 分钟。倒掉上清液，并用吸水纸吸净上清液。 

E.用国营二六一厂生产的 FH-408 自动定标器测定各管的沉淀的 CPM 值。 

(3)绘制标准曲线及样品含量的测定 

B/B0=每管沉淀的CMP/零管沉淀的CMP×100% 

    以各标准管结合率BB0为纵坐标，相应的GH含量为横坐标，用半对数坐标绘制标准曲线，

根据各样品管的结合率，从坐标曲线中查出待测样品GH含量。 

SS 的测定步骤 

(1)试剂准备 

A. 1251 标记物 150 万CPM，加入 12m1 缓冲溶液配制成每l00u1 含 12500CMP的溶液。 

B. SS 抗体一瓶，每瓶加缓冲溶液 l0.sml 复溶。 

C. SS 标准样品 25.6ng 加入 2ml 缓冲溶液充分混匀，即为每 100ul 含 1280pg 的标准样品，

然后吸取 500ul 标准样品再用 500ul 缓冲溶液稀释即为 640pg 浓度，依次倍比稀释至到每

100u1 含 2.5pg。 

(2)操作方法 

A.分别在新的干净试管中加入 100ul 的标准样品或 100ul 的待测样品。 

B.再加入 100u1 的 SS 抗血清和 200ul 的缓冲溶液，混匀后放置于 4℃孵化 24 小时。 

C.每管加入 100ul的125I-SS,混匀后放置 4C孵化 24 小时。 

D.每管加分离剂 500u1,混匀后室温放置 45 分钟，4000r/min 离心 15 分钟倒掉上清液，并用

吸水纸吸净上清液。 

E.用国营二六一厂生产的 FH-408 自动定标器测定各管的沉淀的 CPM 值。 

(3)制作标准曲线及样品含量的测定 

B/B0=每管沉淀的CMP/零管沉淀的CMP×100% 

以各标准管结合率BB0为纵坐标，相应的SS含量为横坐标，用半对数坐标绘制标准曲线，

根据各样品管的结合率，从坐标曲线中查出待测样品SS含量。 

其他血液生化指标的测定 

取制备好的血清，使用 OLYMPUS AU640 自动分析仪进行甘油三酯，葡萄糖和尿素氮分析。 

3.1.7 数据处理 

采用 SPSS11.0 软件对数据进行方差分析，并用 Duncan 法进行多重比较，试验结果用平均值

±标准差。 
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3.2 结果和分析 

3.2.1 导入 GRF 基因质粒对犊牛生长发育的影响 

本试验在研究 GRF 基因质粒对犊牛生长发育的影响时主要考察了日增重、料重比、体尺和

器官变化等指标。日增重和料重比可以从生长性能方面了解 GRF 基因质粒对犊牛的影响；体尺

和器官的变化可以从发育方面了解 GRF 基因质粒对犊牛的影响。 

3.2.1.1 导入 GRF 基因质粒对日增重和料重比的影响 

表 3-2  不同注射剂量的 GRF 基因质粒对犊牛日增重和料重比的影响 

Table3-2   Effect of different dose of GRF gene plasmid injection on ADG and F/G 

 0mg 3mg 6mg 9mg 

始体重(kg) 101±11.31a 100.33±11.08a 101±10.66a 100.17±10.63a

终体重(kg) 126.33±11.60 128.83±12.31 134.83±10.02 131.67±11.12 

第一个月 

每组采食量(kg) 516.1 522.34 526.89 522.88 

料重比 7.94 6.37 5.79 6.88 

平均日增重(kg) 0.36±0.06a 0.46±0.09ab 0.51±0.08 b 0.42±0.05 ab

第二个月 

每组采食量(kg) 635.97 634.57 628.32 633.66 

料重比 7.31 7.13 5.61 5.37 

平均日增重(kg) 0.48±0.09 a 0.49±0.08 a 0.62±0.09b 0.63±0.08 b

全期 

全期每组采食量(kg) 1152.07 1156.91 1155.21 1156.54 

料重比 7.58 6.77 5.69 5.96 

平均日增重(kg) 0.42±0.07 a 0.48±0.06ab 0.56±0.09c 0.53±0.07bc

注：同一行中的标有不同小写字母者为差异显著（P<0.05） 

Note:values with different lower case superscripts within the same column indicates difference significantly(P<0.05)  

由表 3-2 可以看出：整个饲养试验期中各处理组的日增重都不同程度的高于对照组，而料重

比都比对照组低。其中 6mg 组效果最好日增重为 0.56kg 显著高于对照组 33.33%（P<0.05），料

重比为 5.69 比对照组低 24.93%；9mg 组的日增重同对照组相比也达到了显著的水平（P<0.05），

比对照组高 26.19%，料重比同对照组比降低了 21.37%；3mg 组同对照组相比没有显著变化日增

重仅比对照组高出 14.29%，料重比降低 10.69%。 
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另外，从图 3-1 和图 3-2 中也可以看出，不饲养阶段各处理组的日增重和料重比的结果也不

尽相同。从第一个月可以看出，6mg 处理组效果最好，3mg 处理组其次，9mg 处理组再次，但效

果都要好于对照组，其中 6mg 组达到了显著水平（P<0.05）；而第二个月 3mg 组与对照组相比

已没有太大的差异，此时 9mg 组的日增重和料重比的效果都得到了较大的提升，甚至已经超过了

全期增重效果最好的 6mg 组，日增重达到 0.63 比对照组高出 31.25%达到显著水平（P<0.05）料

重比降低 26.54%。 

3.2.1.2 导入 GRF 基因质粒对体尺变化的影响 

表 3-3   注射不同剂量 GRF 基因质粒对体尺变化的影响 

Table 3-3 Effect of different dose of GRF gene plasmid injection on body measurments 

  0mg 3mg 6mg 9mg 

体斜长(cm) 100.5±2.51a 101.83±5.36 a 106.33±5.43 a 104.00±5.02 a

胸  围(cm) 121±6.32 a 123.83±6.54 a 126.33±4.89 a 124.67±3.97 a

鬐甲高(cm) 90.33±3.87 a 91.50±3.28 a 92.33±1.63 a 91.83±3.71 a

注：同一行中的标有不同小写字母者为差异显著（P<0.05） 

Note:values with different lower case superscripts within the same column indicates difference significantly(P<0.05)  

 

从表 3-3 可以看出，从统计的角度来看，注射 GRF 基因质粒对犊牛的体斜长，胸围，鬐甲高

没有显著性影响。但是通过图 3-3 我们可以看出随着质粒的注射量的增加，各体尺指标均有不同

程度升高的趋势，其中体斜长和胸围增加的趋势明显，鬐甲高的增势比较缓慢。当过了 6mg 的注

不同剂量GRF基因质粒对日增重的影响
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图 3-2 不同剂量 GRF 基因质粒对料重比的影响 

Figure3-2 Effect of different dose of GRF gene plasmid on F/G 

图 3-1 不同剂量 GRF 基因质粒对日增重的影响 

Figure3-1 Effect of different dose of GRF gene plasmid on ADG  
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射剂量后，曲线又有下降的趋势，说明剂量过高就不能很好的促进体斜长和胸围的增加。 

 

 

 

 

注射GRF基因质粒对犊牛体尺指标的影响
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3.2.1.3 导入 GRF 基因质粒对内脏器官的影响 

有研究表明，直接注射生长激素或生长激素释放因子的蛋白形式，会导致器官的异常增大

（chung 等，1985；machlin 等，1972；dubreuil 等，1990）。为了观察各处理组的器官占体重的比

例同对照组相比是否有差异，我们计算求得各器官占宰前活重的百分比如下表所示，通过统计分

析我们得到各处理组的器官比例同对照组相比没有显著差异，因此我们可以得到结论注射 GRF

基因质粒没有导致器官的异常增大或减小。 

 

表 3-4  注射 GRF 基因质粒对犊牛器官所占体重比例的影响 

Table 3-4 Effect of different dose of GRF gene plasmid injection on proportion of calves’ organ  

 0mg 3mg 6mg 9mg 

心 0.46±0.04 0.44±0.02 0.45±0.06 0.41±0.03 

肝 1.3±0.18 1.24±0.06 1.28±0.13 1.23±0.06 

肾 0.38±0.04 0.39±0.03 0.35±0.04 0.36±0.01 

肺 0.72±0.12 0.69±0.05 0.71±0.07 0.67±0.06 

脾 0.18±0.10 0.18±0.02 0.20±0.04 0.17±0.02 

图 3-3 注射 GRF 基因质粒对犊牛体尺影响 

Figure 3-3 Efect of different dose of GRF gene plasmid injection 

on body measurments   
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3.2.2 导入 GRF 基因质粒对犊牛血液生化指标和激素水平的影响 

血液的生化指标和激素水平可以微观的表现动物机体的变化，通过这些指标的测定，我们可

以掌握注射 GRF 基因质粒对犊牛血液各指标的影响和变化规律，进而研究其促生长的机制。  

 

3.2.2.1 导入 GRF 基因质粒对血液生化指标的影响 

表 3-5GRF 基因质粒注射后血液生化指标变化 

Table3-5 Change of bio-chemical index in blood after GRF gene plasmid injection 

 0mg 3mg 6mg 9mg 

0 天 

尿素氮(mmol/L) 8.03±0.13 a 7.97±0.11 a 7.91±0.10 a 7.83±0.10 a

血糖(mmol/L) 3.43±0.24 a 3.47±0.20 a 3.44±0.29 a 3.45±0.28 a

甘油三酯(mmol/L) 0.22±0.06 a 0.23±0.10 a 0.23±0.04 a 0.20±0.15 a

30 天 

尿素氮(mmol/L) 7.87±0.19 a 7.63±0.21ab 7.45±0.17 b 7.54±0.20 ab

血糖(mmol/L) 3.77±0.13 Aa 4.07±0.10 ABb 4.51±0.09 Cc 4.29±0.07 BCbc

甘油三酯(mmol/L) 0.23±0.05 a 0.21±0.03 ab 0.16±0.03 b 0.19±0.02 ab

60 天 

尿素氮(mmol/L) 7.68±0.25a 7.57±0.24 a 7.41±0.26 a 7.12±0.27 b

血糖(mmol/L) 3.88±0.16 a 3.91±0.13 a 4.09±0.12 ab 4.31±0.13 b

甘油三酯(mmol/L) 0.21±0.04 a 0.21±0.04 a 0.19±0.03 a 0.16±0.03 b

注：同一行中的标有不同小写字母者为差异显著（P<0.05）大写字母为差异极显著（P<0.01） 

Note:values with different lower case superscripts within the same column indicates difference significantly(P<0.05) and capital case 

indicates difference very significant（P<0.01） 
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图 3-4 注射基因质粒对血液中尿素氮的影响 

Figure 3-4 Effect of different dose of GRF gene plasmid injection  

on urea in blood  
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图 3-5 注射基因质粒对血液中葡萄糖的影响 

Figure 3-4 Effect of different dose of GRF gene plasmid injection  

on gluose in blood 
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图 3-6 注射 GRF 基因质粒对血液中甘油三酯变化的影响 

Figure 3-6 effect of different dose of GRF gene plasmid injection on TG in blood  

由表中我们可以看到，在基因质粒注射前各生化指标没有显著差异（P>0.05），但是在注射

后 30 天再进行测定时发现各处理组同对照比相比都不同程度的差异，有些处理组的差异达到了

显著水平。 

（1）尿素氮的水平各处理组同对照组相比呈下降趋势，我们从表中 30 天时尿素氮同对照相

比可以看到这一点，6mg 组下降最多，同对照组相比达到了显著水平（P<0.05）,虽然 3mg 和 9mg

组与对照组相比没有达到显著水平（P>0.05），但是从图 3-4 中我们可以看到他有一个下降的趋

势。60 天的测定结果我们现，3mg 组同对照组相比已没有差异，6mg 组的水平仍比对照组水平低，

但已经没有显著差异，此时 9mg 的尿素氮水平比 6mg 组要低，同对照组相比达到了显著水平

（P<0.05）。 

（2）从图 3-5 中我们可以直观地看到血中葡萄糖的变化曲线同尿素氮的变化正好相反，呈上

升趋势。30 天时，各处理组均高于对照组的水平，其中 6mg 和 9mg 组同对照组相比均达到了极

显著水平（P<0.01），分别比对照组高出 19.63%和 13.79，60 天时 9mg 组的血中葡萄糖含量已高

出 6mg 组，与对照组相比达到显著水平（P<0.05）而此时 3mg 组同对照组相比已没有明显差异。 

（3）甘油三酯的变化曲线与尿素氮的变化趋势基本相同，从图 3-6 中可以看出整体呈下降趋

势，同对照组相比，30 天时 6mg 组下降幅度最大（P<0.05），而 60 天时 9mg 组的下降幅度最大

（P<0.05）。试验结束时 3mg 和 6mg 组同对照组相比已经没有明显差异。 

3.2.2.2 导入 GRF 基因质粒对激素水平的影响 

GRF 基因质粒进入到体内进行表达生成 GRF 蛋白，GRF 可以促进 GH 的释放，同时如果 GH
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的量过多就会引起机体的负反馈引起 SS 分泌增多。从而抑制 GH 的分泌，生长激素释放因子和

生长抑素共同调节生长激素的动态平衡。通过测定生长激素和生长抑素水平我们就可以得出 GRF

基因质粒是否表达，以及表达的量如何。 

       

 

 

 

表 3-6 不同注射剂量对生长激素水平的影响       单位：ng/ml 

Table 3-6 Effect of different dose GRF gene plasmid injection on GH level   unit: ng/ml 

 0mg 3mg 6mg 9mg 

0d 1.07±0.05a 1.09±0.03 a 1.08±0.04 a 1.05±0.05 a

15d 1.08±0.04Aa 1.23±0.04Bb 1.47±0.04Cd 1.34±0.05Bc

30d 1.12±0.04Aa 1.17±0.09ABa 1.32±0.02Bb 1.28±0.04Bb

45d 1.09±0.03a 1.12±0.09 a 1.20±0.05b 1.24±0.06b

60d 1.07±0.03Aa 1.09±0.02Aa 1.11±0.04ABa 1.20±0.06Bc

注：同一行中的标有不同小写字母者为差异显著（P<0.05）大写字母为差异极显著（P<0.01） 

Note:values with different lower case superscripts within the same column indicates difference significantly(P<0.05) and capital case indicates 

difference very significant（P<0.01） 

通过表3-6可以看出：15天左右时各处理组生长激素水平同对照组相比都有不同程度的升高，

其中 6mg 处理组提高的幅度最大，是对照组的 1.37 倍达到了极显著水平（P<0.01）9mg 处理组

次于 6mg 处理组，是对照组的 1.24 倍 P<0.01），3mg 处理组是对照组的 1.14 倍（P<0.01）。由图

3-7 可以看出 15 天是生长激素分泌的一个高峰，30 天时我们看到生长激素的水平已经有所降低，

其中 6mg 组的降低幅度最大，但此时该组的生长激素水平仍为最高，比对照组高出 17.86%

（P<0.01）9mg 处理组的生长激素水平下降比较缓慢，生长激素水平比对照组高 14.29%（P<0.01），

而此时 3mg 处理组虽然比对照组高 4.46%，但是统计结果表明此时已没有显著差异（P＞0.05）。

到第 45 天时，最显著的变化是 9mg 处理组的激素水平已经超过 6mg 组，同对照组达到显著水平

（P<0.05），此时 6mg 和 3mg 处理组与对照组都没有显著差异（P＞0.05），60 天时即屠宰前进

行生长激素测定发现 3mg 和 6mg 和对照组没有显著差异，而 9mg 处理组与对照组和 3mg 组达到

极显著差异，与 6mg 组达到显著差异（P<0.05）。 

表 3-7 不同注射剂量对生长抑素水平的影响         单位：pg/ml 

Table 3-7 Effect of different dose of GRF gene plasmid injection on SS level      unit: pg/ml 

 

 0mg 3mg 6mg 9mg 

0d 82.37±1.95a 80.52±0.79a 81.51±1.35a 80.28±1.48a 

15d 80.58±0.86Aa 83.84±1.59Aab 85.61±2.24Ab 95.97±2.73Bc

30d 79.42±0.99 Aa 81.88±1.13 Aab 83.18±2.20Ab 90.83±2.69Bc

45d 79.93±1.61Aa 82.64±1.47ABab 84.78±2.36ABb 86.31±1.96Bb
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60d 81.23±0.96a 81.09±2.19a 81.41±2.60a 83.85±2.98a

  注：同一行中的标有不同小写字母者为差异显著（P<0.05）大写字母为差异极显著（P<0.01） 

Note:values with different lower case superscripts within the same column indicates difference significantly(P<0.05) and capital case indicates 

difference very significant（P<0.01） 

由表 3-7 可以看出，随着 GRF 基因质粒的注射剂量的增加生长抑素的水平呈直线上升，随着

时间的推移同一注射剂量的处理组有下降达到对照组水平的趋势，最终在对照组水平基础上下浮

动。15 天时可以看到 9mg 处理组的生长抑素水平同对照组相比达到了极显著的水平（P<0.01）

6mg 处理组与对照组达到了显著水平（P<0.05）；在整个试验过程中，3mg 处理组同对照组没有

差异（P＞0.05）6mg 组在 60 天时与对照已没有显著差异（P＞0.05）。由图 3-8 可以看到不同处

理组生长抑素的变化趋势。

图 3-7 不同剂量对生长激素分泌水平的影响 

Figure 3-7 Effect of different dose of GRF gene plasmid on GH level   

不同剂量GRF基因质粒对生长激素水平的影响
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图 3-8 不同剂量对生长抑素水平的影响 

Figure 3-8 Effect of different dose of GRF gene plasmid on SS level 
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3.3 讨论 

3.3.1 不同剂量 GRF 基因质粒对犊牛生长发育的影响 

由表 3-2 看出在整个饲养期中 3mg、6mg、9mg 处理组的日增重为 0.48kg、0.56kg、0.53kg

分别比对照组的 0.42kg 高出 12.50%、33.33%、26.19%。料重比 6.77、5.69、5.96 分别比对照组

7.58 降低了 10.69%，24.93%，21.37%，这与 Draghia-Akli 等(1999)，张勇(2001)，辜玉红(2001)，

陶青燕(2002)等人的试验结果一致。Draghia-Akli等(1999)给3周龄仔猪注射含GRF基因的质粒，

饲养 65 天后，可以使试验猪的体重增加 38%，料重比降低 20%。张勇(2001)给 5-10 公斤阶段的

仔猪注射 1.0mg 的 GRF 基因质粒，结果使仔猪最终体重增加了 20% （ p<0.01)、日增重提高 43% 

(p<0.01)、料重比降低 14% (p<0.05)。辜玉红(2001)给 10 公斤的仔猪注射 2mg 的 GRF 基因质粒，

到 100 公斤出栏时生长速度提高 8.8%，饲料利用率提高 15.77%。陶青燕(2002)给 7 公斤仔猪注

射 2.2mg 的 GRF 基因质粒，到 100 公斤出栏时，全期日增重提高 4.6% (p>0.05，料重比降低 5.4% 

(p<0.05)，出栏日龄缩短 8.4 天(p>0.05).以上结果表明注射 GRF 基因质粒可以加快动物生长，

提高饲料利用率。大量免疫化学证明，含 GRF 的细胞位于弓状核，其纤维延伸到正中隆起，GRF
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被分泌到门脉系统，经血液携带到腺垂体刺激生长激素分泌细胞释放 GH。试验还表明 GRF 可促进

GH 合成，其机理可能是加强了 GH 基因的转录和 GH-mRNA 的生成。垂体前叶存在 GRF 受体，GRF

与受体结合激发一系列反应，由 cAMP 和 Ca++介导刺激了 GH 释放，GH 再促使肝脏产生调节生长

的物质。而 GH 促进动物生长是通过 IGF-I 实现的。GH 通过与受体结合，诱导肝细胞产生 IGF-I，

而 IGF-I 能直接作用于动物体内的各种组织，促进蛋白质的合成，促进细胞增殖，从而促进肌肉、

内脏和骨骼的生长。本试验通过肌肉注射 GRF 基因，GRF 基因在体细胞内不断表达、释放，增加

了血液中 GRF 浓度，刺激了 GH 水平的提高。进而引起一系列的生理生化反应，提高了的动物生

产性能。 

基因治疗上的研究表明，DNA 药物的使用剂量直接影响作用的效果(JeeHian. 1997). Wolff

等(1990)第一次将质粒 DNA 用作肌肉注射时就曾注意到了剂量一效应关系的存在。10 倍量 DNA

的注射会引起虫荧光素的量 10 倍的增加，从注射 10μgDNA 得到 33μg 虫荧光素酶到注射

100μgDNA 得到 320μg 虫荧光素酶。这说明注射 GRF 基因质粒的量越多，其相应在体内表达的量

越多。 

是不是注射剂量越大犊牛的生产性能就越好呢？我们从本试验也观察到，并非注射剂量最高

的 9mg 处理组取得了最好增重效果，我们从图 3-1 和图 3-2 页可以直观地看到 6mg 处理组取得了

全期的最好效果，不同试验组的效果由好到差的顺序为 6mg>9mg>3mg>0mg。陶青燕(2002)也发现

了相似的规律，她使用 2.2mg 的注射剂量，试验猪全期(6-100 公斤)的日增重和饲料转化率还能

有明显的改善，使用 4.4mg(针注)的注射剂量后这种改善效果已经不能观察到了。同样王立志也

观察到注射高注射剂量 6mg 和 9mgGRF 基因质粒的处理组没有比 3mg 的注射剂量的效果好，甚至

比对照组的效果还要差。张勇(2001) ，辜玉红(2001)也有相同的结果。但从表 3-2 也可以看出，

不同阶段其效果也是不同的，尤其是 6mg 处理组和 9mg 处理组的比较可以看到，第一个月 6mg 组

表现效果最好，9mg 组在第二个月表现效果最好。产生这种效果的原因与身体内各激素的变化有

关系。我们知道动物的生长受内源激素的作用和调控，各种激素间通过促进、协同、抑制等作用

相互联系，交织成网，以维持动物生长的相对稳定。GH 和 IGF-I 作为效应因子，直接发挥着促进

生长的作用，而 GRF 和 SS 作为高位调节因子，是通过调控 GH 和 IGF-I 进而达到促生长的作用。

肌肉注射高剂量的 GRF 基因质粒，一方面使外源 GRF 在肌肉组织中获得大量表达，促进内源 GH

和 IGF-I 的合成，另一方面，肌肉组织中的外源 GRF 释放进入血液可以使血液 GRF 的浓度升高，

通过负反馈作用对内源 GRF 的合成和分泌产生抑制，同时可引起下丘脑 SS 分泌的增加，对动物

体内 GH 和 IGF-I 的合成与分泌以及动物的消化系统产生广泛的抑制作用。当外源生长激素释放

因子表达量引起生长激素的增加的浓度在机体生理允许范围内时，此时 GRF 基因质粒的注射剂量

表现的为正效应即日增重增加，饲料转化率提高。但是当外源生长激素释放因子的表达量继续增

加时，就会引起生长激素的量继续增加，当生长激素增加到的浓度已经超过了机体的允许范围时，

就会引发生长抑素的大量分泌，从而抑制内源性生长激素释放因子的释放和生长激素对生长激素

释放因子的敏感性，从而降低生长激素的分泌量，此时过量的 GRF 基因质粒的表现就是负相应，

即日增重和饲料转化率降低，甚至低于对照组的水平。但是随着 GRF 基因质粒的消耗，机体血容

量的增加，可能会解除生长抑素对生长激素释放因子和生长激素的抑制，使得 GRF 基因质粒又发

挥其促生长的作用。本试验发现 6mg 组在 2 个月的饲养期中的表现效果最好，但是如果随着饲养

时间的增加，9mg 组就会表现出后效应。具体效果还需要进一步的试验验证。 
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     有研究表明，给猪直接注射 GH 或 GRF 可使猪肝脏（Chung 等，1985；Machlin 等，1972） 、

肾脏和心脏（Chung 等，1985；Enright 等，1993）、肺（Dubreuil 等，1990）的重量增加，但是，

我们在试验中没有发现类似的现象，在 2 个月的饲养其中，注射 GRF 基因质粒没有对犊牛的体尺

和器官占体重的比例造成显著性的影响，这可能由于生长激素和生长激素释放因子的半衰期非常

短只有 10-20min，直接注射 GH 或 GRF 会导致体内生长激素的浓度瞬间升高，从而造成内脏器官

的变化。而 GRF 基因质粒进入到体内后是一个缓慢释放的过程，是渐进式表达。在注射剂量不是

太过量的情况下，对内脏器官就不会有显著的影响。 

3.3.2 导入 GRF 基因质粒时间与效应关系 

质粒 DNA 通过肌肉注射入动物体内以后，目的基因需要经过一段时间才可能进行表达生成

GRF 蛋白，而达到最大表达效率的时间则会更长。这种时间跨度可因目的基因的种类、质粒载体、

注射方式的不同而不同。Wolff 等(1990)将含荧光素酶基因的 DNA 质粒注射入老鼠的骨骼肌，2

天后能在骨骼肌中检测到荧光素酶的活性，15 天后酶的活性达到最高。朱小君等(1994)采用缝线

法将 pN2-LacZ 基因质粒转入大鼠的股四头肌，2 天后 LacZ 基因开始有明显的表达，7 天时达到

最高峰。郑润等(1998)将含人生长激素的重组真核表达质粒直接注射入小鼠的后肢肌肉，20 天后

表达水平达到最高。 

本试验发现生长激素水平在 15 天左右时，各处理组都产生了一个高峰说明 15 天附近时质粒

的表达量，达到了最大值，随着时间的推移 3mg 组在 45 天左右时生长激素的量与对照组已没有

差异，说明此时 3mg 组的质粒已经耗尽或量已经非常少。在试验结束时，6mg 组的质粒还有促进

生长激素分泌增加的作用但是作用已经非常微弱。而 9mg 组在试验结束前还有很强的促生长激素

分泌的作用，由于试验时间的限制还有待进一步考察。 

3.3.3 GRF 基因质粒对激素水平变化的影响 

注射生长激素释放因子基因质粒可以使其在动物体内表达 GRF 蛋白，这与（Drghia-Akli 等，

1999；张永亮等，2000；张勇 2001；王立志 2002）研究一致，研究认为：注射 GRF 基因质粒后

血液中 GRF 蛋白的提高是由于其进入体内后进行表达的结果。张永亮等（2000）给大鼠肌肉注

射 GRF 基因质粒 30 天后用 PCR 和 RT-PCR 检测到质粒及其表达得到的阳性结果，同时对注射处

肌肉进行免疫组化分析可检测到 GRF 蛋白，说明质粒在大鼠肌肉内存在和表达。 

由于试验的限制，本试验并没有测定与此密切相关的所有激素，而是选取了生长激素和生长

抑素两种激素来检测表达的情况，我们知道，生长激素释放因子和生长抑素在高位控制低位的生

长激素和 IGF-I 的分泌。生长激素释放因子分泌量的增加会引起生长激素和 IGF-I 的增加，但是

同时也会引发生长抑素分泌的增加来平衡生长激素的浓度，所以可以通过生长激素和生长抑素的

浓度变化来观察其他几个重要激素的变化。 

通过本试验可以观察到，随着注射量的增加，生长激素的分泌量在 6mg 的剂量处有一个高

峰，也就是说在 6mg 以下的注射剂量生长激素的分泌量在增加，当注射剂量超过 6mg 时，生长

激素的分泌量开始有所下降。伴随着生长抑素的变化我们发现，6mg 的注射剂量已轻微引发生长

抑素分泌的增加，随着量的继续加大 9mg 处理组生长抑素的量已经显著增加（P<0.01）。张勇(2001)

给 6-10 公斤仔猪注射 0.25-2.0mg 的 GRF 基因质粒时也发现在 1mg 之前生长激素一直在增长，生
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长抑素的量没有变化，当超过 1mg 的量时，生长抑素的分泌量开始增加，生长激素的浓度增加缓

慢，随着进一步的增加注射量，生长激素有下降的趋势，生长抑素有继续增加的趋势。说明随着

注射量的增加生长激素释放因子的表达量也在增加（wolff，1990）生长激素的量也在增加，当增

加到一定程度时，引发了机体的负反馈机制，使生长抑素的量逐渐增加。来抑制内源性生长激素

释放因子的释放。但是随着质粒的逐渐消耗和犊牛身体血容量的增加，会逐渐解除抑制，生长激

素的量会有所增加，生长抑素的量降低。与辜玉红（2001）的研究结果相似高注射剂量的生长抑

素浓度在中后期逐渐降低到对照组的水平，直到没有显著性差异。 

3.3.4 GRF 基因质粒对生化指标变化的影响 

本试验进行了尿素氮、甘油三酯和葡萄糖三种血液生化指标的测定，他们在一定程度上代表

了蛋白质、脂肪和糖代谢的变化趋势。研究表明，激素水平的变化会引起血液生化指标的相应变

化。 

本试验发现注射 GRF 基因质粒会降低血液中尿素氮的水平，这与辜玉红（2001）,张勇（2001），

Pearson 等 (1991),Bauman 等(1993 ),Etherton 等(1998 )的试验结果相同，由于生长激素分泌的增

加，会直接增加 IGF-I 分泌的增加，研究表明：IGF-Ⅰ能促进细胞增殖、分化、成熟，并可抑制

细胞凋亡；介导生长激素的大部分作用；促进生长和合成代谢；阻止肌肉蛋白分解。血液水尿素

氮在一定程度上可以说明蛋白质的代谢状况，注射 GRF 基因质粒可以降低血液中尿素氮含量，

使蛋白质合成速度加强，，外在的表现就是动物生长加快，饲料利用率提高，通过这点也证明了

生长激素的增加进一步促进了 IGF-I 的增加。 

注射 GRF 基因质粒后使血液中的葡萄糖的浓度有上升的趋势 6mg 和 9mg 处理组达到极显著

水平（P<0.01），这与张勇（2001）,Pearson 等（1991）,Bauman 等（1993）,Etherton 等（1998 )

研究结果相一致，研究表明生长激素具有抗胰岛素及抑制糖原分解和葡萄糖进入细胞氧化的作用

（沈同等，1981）。由于注射 GRF 基因质粒使得生长激素含量的增加，进而影响到胰岛素合成

糖原的过程，提高了血糖的水平。 

注射 GRF 基因质粒会导致血液中甘油三酯水平的下降。30 天时 6mg 组下降幅度最大

（P<0.05），而 60 天时 9mg 组的下降幅度最大（P<0.05）这与沈同（1981）的理论相一致。研

究表明生长激素水平的增加会加快一系列的反应，使得甘油三酯分解成为脂肪酸和甘油。并最终

导致降低血液中甘油三酯的含量。在生产中的变现为降低脂肪含量，提高瘦肉率。 

综上所述，注射 GRF 基因质粒可以增加血液中生长激素的含量，生长激素含量的增加从两

个渠道来影响体内物质的代谢，（1）通过自身直接作用达到加快脂肪分解，提高血液中血糖的

水平；（2）通过增加 IGF-I 的含量，间接提高蛋白质合成。 

3.4 结论 

（1）在两个月的饲养期中，注射 3mg，6mg，9mg 剂量的 GRF 基因质粒都能提高犊牛的日

增重和降低料重比，其中注射剂量 6mg 达到了最好的增重效果，高于或低于 6mg 达不到最佳效

果。 

（2）GRF 基因质粒注射到犊牛半肌腱部位，15 天左右达到表达高峰。 
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（3）注射三种剂量的 GRF 基因质粒都能够提高生长激素的水平，其中 6mg 剂量 GRF 基因

质粒使犊牛生长激素的水平提高的幅度最大，比对照组高 1.37 倍。 

（4）生长抑素的分泌量同 GRF 基因注射剂量成正比。 

（5）注射 GRF 基因质粒可以降低血液中尿素氮和甘油三酯的水平，提高血中葡萄糖的浓度，

最终体现为蛋白质合成作用的加强，脂肪分解加快，犊牛的瘦肉率提高。 

（6）注射 GRF 基因质粒对犊牛的器官的比例没有显著影响。 

（7）注射 GRF 基因质粒可以增加犊牛体斜长、胸围和鬐甲高。
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第四章 GRF 基因质粒对 SS 苗促进犊牛生长效果的影响 

生长抑素基因工程活载体苗（SS 苗）是通过降低动物体内的生长抑素水平来达到增加生长激

素基础水平的目的，而 GRF 基因质粒的作用机理是通过 GRF 基因质粒在体内的表达，生成 GRF 蛋

白，进而提高 GH 分泌时的峰值，从而达到提高生长激素的水平。 

 本试验通过研究两种不同增加生长激素水平的作用机制，来研究 GRF 基因质粒对 SS 苗促进

犊牛生长效果的影响。 

4.1 材料和方法 

4.1.1 试验设计 

采用单因子实验设计，试验分为 3 个处理，每个处理 6 头牛，各处理组各注射一针生长抑素

基因工程活载体苗（蚀斑单位为 5×10
7
PFU/g）（SS苗），并随机选择两组在犊牛半肌腱部位注射

5ml含 3mg和 6mg质粒，布比卡因浓度为 0.25%的生理盐水溶液 

4.1.2 试验动物及分组 

选取平均体重为 150.50kg 西门塔尔牛杂交牛 18 头，把体重相近的犊牛随机平分到三个试验

组中。犊牛由科尔沁牛业股份有限公司提供。 

4.1.3 饲养管理 

同 3.1.3 

4.1.4 试验日粮组成及营养水平 

同 3.1.4 

4.1.5 试验药品和器材 

生长抑素基因工程活载体苗（SS 苗）购自南京南农高科技股份有限公司，其他药品和器材

同 3.1.5 

4.1.6 指标测定方法 

相关指标测定方法同 3.1.6 

4.1.7 数据处理 

同 3.1.7 
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4.2 结果和分析 

4.2.1 GRF 基因质粒与 SS 苗共同使用对犊牛生长性能的影响 

表 4-1 GRF 基因质粒和 SS 苗共同作用对犊牛日增重和料重比的影响 

Table 4-1 effect on ADG and F/G SS  using both GRF gene plasmid and SS vaccine altogether 

 SS 苗 SS 苗+3mg SS 苗+6mg 

始体重(kg) 151±48.79 150.5±49.92 150±49.11 

终体重(kg) 180.17±54.99 190.33±53.20 188.67±45.54 

第一个月 

每组总采食量(kg) 588.12 601.02 596.16 

料重比 7.54 5.67 6.21 

平均日增重(kg) 0.43±0.11a 0.59±0.14b 0.53±0.12ab

第二个月 

每组总采食量(kg) 672.21 679.63 682.72 

料重比 6.93 5.11 5.02 

平均日增重(kg) 0.54±0.14a 0.74±0.12b 0.75±0.11b

全期 

每组总采食量(kg) 1260.33 1280.65 1278.88 

料重比 7.20 5.36 5.51 

平均日增重(kg) 0.48±0.12a 0.66±0.14b 0.64±0.10b

注：同一行中的标有不同小写字母者为差异显著（P<0.05） 

Note:values with different lower case superscripts within the same column indicates difference significantly(P<0.05)  

 

由表 4-1 看出 GRF 基因质粒与 SS 苗共同作用要好于 SS 苗的单独注射。SS 苗+3mg 取得了

最好
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图 4-1GRF 基因质粒与 SS 苗共同作用对日增重的影响 

Figure 4-1 Effect of use of both GRF gene plasmid and SS 

vaccine on ADG 
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图 4-21GRF 基因质粒与 SS 苗共同作用对料重比的影响 

Figure4-2 Effect of use of both GRF gene plasmid and SS 

vaccine on F/G 

的日增重比 SS 苗组增加 37.50%，料重比降低 25.56%。达到了显著水平（P<0.05），SS 苗+6mg
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组比 SS 苗组日增重增加了 33.33%，料重比降低了 23.47%。各阶段日增率的变化由图 4-1 和图

4-2 可以看出，第一个月各处理组的效果为 SS 苗+3mg 组>SS 苗+6mg 组>SS 苗组,而第二个月情

况有所变化各处理组的效果为 SS 苗+6mg 组>SS 苗+3mg 组>SS 苗。第二个月时 SS 苗+6mg 组的

效果要好于 SS 苗+3mg 组。 

4.2.2 GRF 基因质粒与 SS 苗共同使用对犊牛血液激素水平的影响 

表 4-2 犊牛激素水平变化 

Table4 calves 

 注射后时间 SS g SS 苗+6mg 

-2 the change of GH level of 

苗 SS 苗+3m

0d 1.0 a7± 0.05 1.05± 0.04a 1.09± 0.03a

15d 1.15± 0.04A 1.45± 0.05B 1.36± 0.04B

30d 1.21± 0.02A 1.37± 0.07B 1.19± 0.03A

45d 1.27± 0.02a 1.28± 0.05a 1.34± 0.07a

生长激素 

生长抑素 

(ng/ml) 

60d 1.22± 0.03a 1.23± 0.05a 1.24± 0.05a

0d 82.33± 1.07a 81.05± 1.95a 83.27± 1.40a

15d 71.48± 1.65A 71.31± 1.81A 87.02± 1.55B

30d 62.93± 1.99A 65.85± 1.21A 102.31± 3.61B

45d 60.29± 1.04A 65.88± 2.62A 82.76± 4.48B
(pg/ml) 

60d 62.93± 1.75A 63.55± 2.47A 70.04± 1.75B

 

由表 4-2 和图 4-3 可以看出：不同的处理组生长激素在注射后 15 天左右都有由升高的趋势

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-3GRF 基因质粒与 SS 苗共同作用对生长激素的影响 

Figure 4-3 Effect of use of both GRF gene plasmid and SS vaccine on GH 
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Figure 4-4 Effect of use of both GRF gene plasmid and SS vaccine on SS 
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其中，

图 4-4 看出：注射后 30 的时间内 SS 苗+3mg 和 SS 苗组生

长抑

4.3 讨论 

GH 的分泌是脉冲式的，主要受 GRF 和生长激素抑制素（也称生长抑素 Somatostatin，SS） 

两种

SS 苗+3mg 组升高的幅度最大同单独注射 SS 苗组相比提高了 26.09%，达到了极显著水平

（P<0.01）.SS 苗+6mg 组生长激素增加幅度没有 SS 苗+3mg 组大,但同 SS 苗组相比也增加了

18.26% ，到 30 天时可以看到 SS 苗组生长激素水平在增加，SS 苗+3mg 组在缓慢下降，而 SS

苗+6mg 组下降幅度较大生长激素水平同 SS 苗组的水平相当。45 天时 SS 苗组的激素水平还在缓

慢上升，此时 SS 苗+3mg 组的水平与 SS 苗组相当，而 SS 苗+6mg 组此时生长激素水平又达到了

一个小高峰，到 60 天时三个处理组的激素水平相当，但同注射前的激素水平相比较，各处理组

的水平仍然高于试验前水平 14.95%。 

生长抑素的变化可以从由表 4-2 和

素的水平一直在缓慢下降，过了 30-60 天阶段，生长抑素的水平稳定在 62pg/ml 左右。而对

于 SS 苗+6mg 组，生长抑素在注射后 15 天内有缓慢上升趋势，30 天时有一个高峰，此后生长抑

素开始下降，最终下降到同另外两个处理组相近。 

激素的共同调节。GRF 对 GH 分泌合成的促进作用是与 SS 的抑制 GH 分泌的作用并存

的，共同维持着 GH 的周期性脉冲分泌（Tannenbaum 等，1984）。此外，离体试验结果表明，

SS 可抑制 GH 的自发分泌，对 GRF 刺激垂体 GH 分泌有明显拮抗作用。体内试验结果也证

明：下丘脑提取的 SS 和合成的 SS 都可抑制体内 GH 的自发分泌。SS 的主动和被动免疫均可

使 GH 水平明显提高（Muller 等，1979）。SS 抗血清可使 GH 的基础值明显上升，而脉冲式分

泌未受影响，并增加 GH 对 GRF 在 GH 峰值时的反应（Painson JC,1985）。SS 和 GRF 经下

丘脑强直分泌到垂体门脉血液中，这两种激素的周期为 3～4h，相差约 180°，也就是说，两者

交替节律式分泌，调节着 GH 的脉冲式分泌。本试验中的 GRF 基因质粒能够增加犊牛 GRF 的浓

度，而 SS 苗可以起到中和体内部分生长抑素的作用。通过二者的共同使用我们发现，在生长抑

素注射量一定的时候，注射不同剂量的 GRF 基因质粒在一定范围内可以进一步改善犊牛的生长

性能。在本试验中 SS 苗+3mg 组同单独注射 SS 苗相比取得了较好的增重效果。SS 苗+6mg 组效

果相对较差，这与上一个试验相反。说明 SS 苗与 3mgGRF 基因质粒共同使用促进了动物生长性

能的改善，具有协同作用，从生长激素和生长抑素的变化量我们以可以看出，SS 苗+3mg 组从生

长激素的基础水平和峰值分泌量的增加提高了生长激素在体内的整体水平，而此时的水平正好在

机体的生理允许范围之内。而 SS 苗与 6mgGRF 基因质粒共同使用没有超过 SS 苗+3mg 组的效果，

反而还有所下降，主要由于两者共同作用所产生的生长激素的量已经超过了机体的允许范围，引

起了机体的负反馈，虽然 SS 苗可以中和部分生长抑素，但其中和的能力不是无限的，这样就会

变现出生长抑素的浓度大量增加，此时二者的作用就不是协同作用，而是变成了拮抗作用，即两

者都不发挥作用了，或者说作用相抵消了，外部的表现生长变慢，生长性能下降。而这种拮抗也

并总是存在，我们在图 4-3 可以看到在 45 天左右时 SS 苗+6mg 组的生长激素的分泌量有一个高

峰，出现这种现象的原因有可能是，此时随着 GRF 基因质粒的消耗其表达生成的 GRF 也随之降

低，解除了负反馈。同时由于 SS 苗的作用使得生长抑素的量明显降低，这一点由图 4-4 也可以

看出。所以生长激素的量有一定的上升。随着质粒的消耗生长激素升高主要是由 SS 苗的作用带
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来的。 

4.4 结论 

（1）GRF 基因质粒同 SS 苗共同作用可以起到进一步提高犊牛生长性能的作用，其中 SS 苗+3mg

有拮抗作用，

量（蚀斑单位为 5×10
7
PFU/g）不变时，注射 3mgGRF基因质粒可以进一步增加

组合的效果最好，比单独使用 SS 苗的日增重增加 37.50%，料重比降低 25.56%。 

（2）在 SS 苗注射剂量不变的情况下，GRF 质粒注射量达到 6mg 以上剂量时，两者

使用效果降低。 

（3）在SS苗注射

犊牛血液中生长激素水平，注射 6mgGRF基因质粒时，犊牛生长激素水平已经开始下降；生长抑

素的水平随着GRF基因质粒注射量的增加而升高。
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第五章  总结论 

1. 在两个月的饲养期中，单独注射 3mg，6mg，9mg剂量的GRF基因质粒都能提高犊牛的

日增重和降低料重比，其中注射剂量 6mg达到了最好的增重效果，高于或低于 6mg达不

到最佳生产性能。在与SS苗（蚀斑单位为 5×10
7
PFU/g）共同使用时，3mgGRF基因质粒

使犊牛达到了最好的生长性能。6mgGRF基因质粒的注射剂量由于与SS苗发生拮抗而导

致犊牛生产性能下降；本试验中两种剂量的GRF基因质粒与SS苗共同使用的增重结果都

好于SS苗单独使用。 

2. GRF 基因质粒注射到犊牛半肌腱部位，15 天左右 GRF 基因质粒表达达到高峰。 

3. 单独注射 GRF 基因质粒以及 GRF 基因质粒与 SS 苗共同注射都可以提高犊牛生长激素

的水平，其中单独注射 6mgGRF 基因质粒提高幅度最大是对照组的 1.37 倍（P<0.01），

GRF 基因质粒与 SS 苗共同使用，3mg+SS 苗组提高幅度最大，是单独注射 SS 苗的 1.26

倍（P<0.01）。 

4. 生长抑素的分泌量随着 GRF 基因注射剂量的增加而升高。 

5. 注射 GRF 基因质粒可以降低血液中尿素氮和甘油三酯的水平，提高血中葡萄糖的浓度，

最终体现为蛋白质合成作用的加强，脂肪分解加快，犊牛的瘦肉率提高。 

6. 注射 6mgGRF 基因质粒时，犊牛体斜长、胸围和鬐甲高增加的幅度最大。 

7. 注射 GRF 基因质粒对犊牛的器官的比例没有显著影响。 
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