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摘要：本文探讨了重复超排对育成牛繁殖力的影响。结果表明，1、经1～3次重复超排后14～16月龄育成荷斯坦牛自然发情后人工授精（3次以内），超排1次组、超排2次组、超排3次妊娠率分别为96.25%、91.67%、95.29%，与对照组(未超排组)妊娠率为94.74%均无显著差异（p>0.05）。2、超排处理后恢复期为5～10天组的妊娠率为50.0%低于恢复期为30～40天组66.67%和恢复60～80天组60.47%的移植妊娠率，但差异不显著（p>0.05）。3、不同超排次数胚胎移植妊娠率分别为，超排1～2次组63.27%、3～4次组61.11%、5～6次组57.14%，差异不显著（p>0.05）。重复超排后奶牛胚胎移植妊娠率随超排次数的增加有下降趋势，但与对照组（未超排组）62.50%的妊娠率无显著差异。
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引言:
近年来，随着胚胎移植技术在奶牛生产中的应用和推广，我国整体奶牛良种化程度得到明显提高，但是供体奶牛的超数排卵(Superovulation)仍是胚胎移植的主要胚胎来源。重复超数排卵简称“重复超排”，已经成为一项提高供体奶牛利用率的手段，研究表明重复超排能够提高同一供体所获胚胎数量，提高良种奶牛的利用率[1]，而提高供体奶牛利用率的主要方法是缩短重复超排间隔[2]。2005年，代苏伟[3]报道超排对泌乳牛产奶量和繁殖性能均无显著影响。对育成牛经高强的重复超排生产胚胎后，其利用方式主要为自然发情后配种或作为受体移植，但对重复超排后奶牛的人工授精及胚胎移植效果是否会受影响，少见相关报道。因此本文对重复超排后的奶牛进行人工授精配种和作为受体进行胚胎移植，分析了重复超排后恢复时间和超排次数对奶牛妊娠率的影响。
1 材料与方法：
1.1 实验动物及主要试剂
实验动物：奶牛为石家庄天泉良种奶牛有限公司提供的14～16月龄荷斯坦育成牛，于2007年1月～2007年6月间重复超排1～6次不等，两次超排间隔10天左右，供体牛健康，无生殖道和传染性疾病，营养状况较好。每次超排后根据超排结果对供体牛进行选择，超排效果好（即排卵总数大于10个或可用胚数大于5个）的供体牛继续用于超排，效果不好的供体牛做为受体进行同期发情处理用于胚胎移植或自然发情后人工授精。
实验试剂：促卵泡素FOLLTROPIN-V：加拿大Vetrepharm Canada Inc；维生素ADE注射液：中国农业科学院畜牧研究所；氯前列腺烯醇PG2α:每支0.3mg/2ml 中国农业科学院畜牧研究所；雌激素Estrumate:加拿大 Schering Canada Inc；孕酮栓CIDR:新西兰 Pharmacia Limited Company。
1.2 奶牛重复超排处理
在发情周期的任一天上午8:00～10:00给供体牛放栓(土霉素粉+CIDR)，同时肌注维生素ADE注射液10ml/头，当日为第0天。第1天上午8:00肌肉注射雌二醇1ml/头， 第5天到第8天，分别在上午7:00和下午6:00每天两次递减注射FSH(2.5ml×2次，2.0ml×2次， 1.5ml×2次， 1.0ml×2次)，第7天下午注射FSH的同时肌肉注射PG 0.4mg/头，第8天上午注射FSH的同时撤拴并且用0.9％的生理盐水冲洗阴道。第9天观察发情，在发情后12小时进行第一次配种，同时肌肉注射促排三号25μg每头，12小时后进行第二次配种。第17天对供体牛进行冲胚，性别鉴定。相邻两次超排之间间隔为10天左右。
供体冲胚采用非手术法进行。保定好供体牛后，进行麻醉，采用尾椎硬膜外麻醉的方法，待尾部松弛后进行冲胚，根据供体牛子宫颈的情况进行选择冲胚管的型号，冲胚结束后注射土霉素针剂。操作过程注意卫生，防止感染及硬性损伤发生。
1.3 人工授精

供体奶牛超排处理1～3次后如果超排效果不理想，自然发情牛则进行人工授精。人工授精方法：采用常规冻精，发情后12h第一输精，24h第二次输精，每次1支。
1.4 奶牛同期发情处理
超排处理后对供体牛进行同期化处理，首先对已超排1～6次不等，营养状况良好的荷斯坦牛进行直肠触检，检查卵巢是否处于活动状态，子宫及生殖道是否有炎症等。同期发情处理方法：CIDR-PG法，在发情周期的任意一天放入CIDR，在放CIDR后第7～9天注射PG 0.4mg/头，注射PG后的第3天取出CIDR，取出CIDR后24—48小时观察发情。以发情之日计为0天，在6～8天内进行胚胎移植。

1.5 胚胎移植

同期发情处理后发情牛可进行胚胎移植。胚胎移植前对受体进行直肠触检，黄体合格者用于移植。实行1～2尾椎间硬膜外麻醉，擦拭外阴部。由技术熟练的技术人员将胚胎移植到受体有黄体一侧子宫角的上1/3～1/2处。

1.6 妊娠检查 
胚胎移植后45～60天对受体牛进行直肠妊检，对已妊娠的受体要加强饲养管理，避免应激反应。

1.7 数据统计

试验数据采用x2检验。
2 结果：
2.1重复排卵对奶牛人工授精妊娠率的影响
本试验对经过1～3次重复超排的14～16月龄育成荷斯坦牛自然发情后采用常规冻精人工授精使其自然繁殖，人工授精限定在3次以内，研究重复超排对人工授精妊娠率的影响。由表1可知，超排1次组、超排2次组、超排3次妊娠率分别为96.25%、91.67%、95.29%，与对照组(未超排组)妊娠率94.74%无显著差异（p>0.05），表明在重复超排三次之内，超排次数的增加对育成牛人工授精妊娠率无显著影响（p>0.05）。

	表1  重复超排对育成牛人工授精妊娠率的影响

	超排次数
	人工授精头数
	妊娠头数
	妊娠率

	对照组
	170
	162
	94.74%a

	超排1次
	38
	36
	96.25%a

	超排2次
	80
	77
	91.67%a

	超排3次
	12
	11
	95.29%a

	注:同列中上标相同差异不显著（p>0.05）。


2.2 重复超排后恢复期对移植妊娠率影响

供体牛超排处理后，按超排后恢复时间分为5～10天、30～40天和60～80天3组。结果如表2所示，超排处理后恢复期对牛移植利用率没有显著影响，恢复期为30～40天组的移植利用率最高(100%)，与其它两组差异不显著（p>0.05）。恢复期为5～10天组的妊娠率为50.0%，低于恢复期为30～40天组66.67%和恢复60～80天组60.47%妊娠率，但差异不显著（p>0.05）。

	表2  重复超排对育成牛移植妊娠率的影响

	超排后恢复期
	处理头数
	移植头数
	妊娠头数
	移植利用率
	妊娠率

	5～10天
	16
	12
	6
	75.0%a
	50.0%a

	30～40天
	9
	9
	6
	100%a
	66.67%a

	60～80天
	58
	43
	26
	74.14%a
	60.47%a

	注:同列中上标相同差异不显著（p>0.05）。


2.3重复超排次数对胚胎移植妊娠率的影响
对经过1～6次重复超排的14～16月龄育成牛进行同期发情处理，发情后移植性别鉴定雌性冻胚。结果如表2所示，超排处理对牛移植利用率没有显著影响，但随着超排次数的增加移植利用率反而上升。对照组（未超排组）妊娠率为62.50%与超排1～2次组63.27%、超排3～4次组61.11%和超排5～6次组57.14%的妊娠率差异不显著（p>0.05），重复超排后奶牛胚胎移植妊娠率随超排次数的增加有下降趋势。
	表3  重复超排对育成牛移植妊娠率的影响

	超排次数
	处理头数
	移植头数
	妊娠头数
	移植利用率
	妊娠率

	对照组
	136
	96
	60
	70.59%a
	62.50%a

	超排1～2次
	66
	49
	31
	74.24%a
	63.27%a

	超排3～4次
	21
	18
	11
	85.71%a
	61.11%a

	超排5～6次
	16
	14
	8
	87.50%a
	57.14%a

	注:同列中上标相同差异不显著（p>0.05）。


3 讨论

3.1重复超数排卵对奶牛人工授精妊娠率的影响
重复超数排卵处理主要是通过两个方面对牛繁殖性能产生影响：一是通过繁殖内分泌系统，二是通过采卵操作对子宫内膜的机械刺激、损伤或感染。如果超排激素纯度不够，用量过大会引起内分泌紊乱，甚至造成囊肿。多次采卵对奶牛子宫以及生殖道影响较大，如果激素用量得当，采卵等人为损伤较小，重复超排可能不会影响奶牛自然繁殖力[4]。据岳奎忠等[5]报道超排后首次发情配种青年牛妊娠率为53.8%高于经产母牛38.5%。据王宏宝[6]2003年报道，对重复超排后24头供体母牛人工授精，情期受胎率为62.5%。本试验中实验动物为14～16月龄育成奶牛，结果表明超排1次，超排多次和对照组（未超排组）对人工授精及胚胎移植妊娠率均无显著差异（p>0.05），因此重复超排对育成牛人工授精妊娠率没有影响。

3.2 重复超排后恢复期对移植妊娠率影响

超排处理对母牛是极大的应激，处理后母牛必然要有一个恢复的过程，使其体内的激素调节等生理功能重新趋于正常。超排间隔时间短，供体的生殖系统不能得以完全恢复，体内激素调节功能尚未恢复正常，重复超排效果不稳定。据试验报道，重复超排时间间隔大多在3个月[6，7]。而本实验的超排时间间隔为10天左右，强度较大，目的是为探讨高强度下超排后恢复时间对移植妊娠率的影响。实验结果表明恢复5～10天组的妊娠率为50.0％低于恢复期为30～40天和60～80天组，而恢复期为30～40天组和60～80天组的妊娠率比较接近。因此供体牛高强度超排后恢复30～40天再进行同期发情处理并移植是可行的。
3.3重复超排对育成牛胚胎移植妊娠率的影响
为探讨不同超排次数对妊娠率的影响，将不同超排次数供体牛进行30～40天的恢复饲养后进行同期化处理并移植。结果表明，虽然随超排次数的增加妊娠率有下降趋势，但各组与对照组妊娠率62.50％均无显著差异。据报道供体母牛超排1次与重复超排多次的妊娠率为83.33%和69.57%，而同期育成牛的妊娠率为79.16%[8]，这说明经重复超排利用后的育成牛进行胚胎移植，生产已知性别的遗传和生产性能优秀的犊牛是可行的。本试验提供了一种新的育成牛繁殖模式，可充分发挥了育成牛的繁殖潜力，提高了经济效益。
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Effect of Repeated Superovulation on Reproduction of Dairy Heifer
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Abstract: The objective of the experiment was to determine the effects of repeated superovulation on reproductive of dairy heifer. The result indicated that one to three times superovulated dairy deifer after nature oestrus with artificial insemination gained pregnant rate96.25%、91.67%、95.29% respectively ,have no significant differences with the control group(no superovulation). After superovulation, the pregnant rate of dairy heifer. recovered within 5～10d was 50.0%,which was relatively lower than that both 30～40d group and 60～80 group.But there was no differences between three groups（p>0.05）. Embryo transferred into recipient heifers that superovulated different times , there were no effect for pregnant rate of embryo transfer compared with control group（p>0.05）although the pregnant rate of embryo transfer tend to drop with the increase of superovulation times,.It was instructed that there were no clear influences on reproductive of dairy heifer.of repeated superovulation.
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