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大熊猫的早期妊娠诊断 

刘维新 刘农林 谢 钟 
(北 京动 暂目科 研鼢  

摘 要 

大熊猫 (Ai~uropoda melunoteuea)的早期妊娠诊断，是大熊猫繁殖生物学研究中引人 

注意的课题之一，国内外尚无这方面报道。我们在 1985—1087年问采用 E一玫瑰花环彤成试 
验进行探索，根据母体外周血中T细胞的E一玫瑰花环结台率的变化诊断大熊猫妊娠。试验结 

果发现，妊娠者在配种后96—144小时 T淋巴细胞的E一玫瑰花环结合率有四显下降，而未妊 
者则不明显，借此能比较准确地诊断大能猫妊娠。 

关键词 (Key wo rds)：大熊猫 (Giant panda，Ailuropoda，melunoleuca)，妊 娠 

(Pregnancy)，诊断 (Diagnosis)，E-玫瑰花环形成试验 (Erythrocyte rosette 
formation test)。 

大熊猫 (Ailuropoda meluno!euca)的妊娠诊断，特别是早期妊娠诊断，一直是大 

熊猫繁殖生物学研究中引人注目的课题之一。准确的早期妊娠诊断能使我们及时确定配 

种效果，据此制定饲养护理方案，提高繁殖存活率 同时，对于即刻判定精液的品质， 

能提供重要的参考依据。 

大熊猫的妊娠诊断，国外曾有报道，Hodges等 (1984)报道了大熊猫妊娠期甾体激 

素的变化 ，Masui等 (1985)连续 5年测定了大熊猫尿液申的雌激素和孕二醇。 以上研 

究都想借激素或其代谢产物的变化规律预测大熊猫的妊娠。但是，这种方法往往要在配 

种50天 以后才能得到结果，由于非妊娠熊猫也出现近似妊娠熊猫的激素分解产物的峰值 

变化，所 以这种方法曾多次出现诊断错误，结果不能十分令人满意。因此，准确的早期 

妊娠诊断对于犬熊描繁育实践更为重要。 

免疫学研究的进展，使人们把免疫机能与妊娠联系起来。Medawar(1 953)提出 “母 

体免疫机能在妊娠期间相应降低”。Morton等(1974)应用玫瑰花环抑制实验研究了与妊 

娠相关的 T细胞反应性的变化，结果表明，取自妊娠14天内的孕鼠淋巴细胞与标准抗淋巴 

细胞血清 (Als)形成的玫瑰花玮抑制反应滴度 (RIT)明显高于未孕鼠的淋巴细 胞 ， 

而且逸一反应在小鼠交配 4— 8个小时之后即可测 出。因此，他们认为RIT的增加是由 

于一种称为早期妊娠因子 (EPP)的血清因子所 致(Morton等，1976)。Clarke等(1980) 

的研究证明，EPP是一种具有多分子量结构的蛋白质 。Noonan等 (1979)研究证明了 

EPF对 T细胞的作用没有种属特异性 。Morton等 (I979)对羊进行的早期妊娠试验及 

Koch等 (1983)．的研究都说明早期妊娠因子生物学可以应用于早期妊 娠诊断。 
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此后，卢伟成 (1983)、邵振堂 (1987)，郑德先 (1983)，吴白涛 (1981)等 先后 

对人、小鼠、猪 、羊、牛等的T细 胞 免 疫 能进行了研究，丰富和证明了 上 述 研 究 

成就。 

据此，本实验采用E一玫瑰花环形成试验测定母体外周血中 T细胞的变化，根据T细 

胞的机能变化．作大熊猫早期妊娠诊断。 

材料和方法 

1．实验动物 

大熊猫 供试验用的7只大熊猫均为本园饲养的健康雌兽，与雄兽隔离管理，年龄 

为3．5—22岁 (表 1)。 

绵羊 本园饲养的成年雄性健康个体。 

囊 1 宴t咱精状巍寰 

Table l Coxadltioa of I~boratory 8nimBIs 

年 度 Year 1口8B 1986 1 188'／ 

wo． j妻 I I F I Ⅶ I l V 1 Ⅵ 
宴驻时年情 I1 3

．5 ‘．5 4．5 2I 12 『 9 17 ‘．6 Age 0f be g experlmented 

宴骑序号 1 2 
Ordinal N0．of laboratory 

2．试剂 

(1)无钙镁Hank g液。 (2)肝素：12500单位／支，用NS稀释成500单位／毫升 

备用。(3)Ficol1一IPx比重1．O75—1．080。(4)灭菌灭活吸收之小牛血清。(5)pH 

6．4的1／15磷酸缓冲液。 (6)0．8 成二醛溶液。 (7)瑞氏染色液。 

3．试验方法 

(1)采用全量法 E一玫瑰花环形成试验，测定外周血中 E一玫瑰花环结台率，根据 

结台率的变化进行早期妊娠诊断。 

(2)血样采集 大熊猫血：无菌操作，从四肢静脉采血，每次4毫升，分装两试 

管中，肝素抗凝，用以分离淋巴细胞，作两组平行试验。在发情期人工授精，第一次人 

工授精时，在操作之前采集血样，作自身对照样，以后每隔48小时授精一次，同时采集血 

样，作试验样，直至发情结束。绵羊血：无菌操作，采集颈静脉血，用玻璃珠脱纤，以 

Hank s液洗涤 3次，2500转／分离心，弃上清液后，将压积的羊红细胞以Hank，s液配成 

1％羊红纽胞悬液，细胞浓度约为 2×10。／毫升，4℃冰箱保存，两周内使用。 

(3)大熊猫血样在采集后 4小时之内开始试验，将第一次A工授精前采集的血样 

经试验测定的数值作为该个体的自身对照值。 

(4)操作程序 完全采用余赣等(1982)的全置法E一玫瑰花环形成试验的操作程 

序：肝索抗凝血2．0毫升加等量 Hank g液，混 匀后置于 2．0毫升 Fieoll-IP分层液上， 

2000转／分离心20分钟。吸出淋巴细胞层至含5毫升 Hank g液试管中 ，1000转／分离心 

lO分钟，随后再重复一次。用Hank b液配成 5×10 ／毫升的淋巴细胞悬液，取淋 巴细胞 

悬液0．I毫升，加入小牛血清0．1毫升及1％羊红细胞悬液0．2毫升后混匀。37℃水裕 5分 
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钟，500转／分离心 5分钟。然后在4℃冰 箱2小时或过夜。取出样品，旋转混匀，加入 

0．8 戊二醛 1滴。4℃冰箱内置2O分钟，500转／分离心5分钟，弃上请液。沉淀混匀后， 

推片，染色，镜检。 

(5)结果观察 凡结合3个 上羊红细胞者为阳性花环形成细胞，计数200个淋巴 

细胞申形成花环的淋巴细胞数，并算出百分率。 

(6)数据处理 将妊娠大熊猫与非妊娠大熊猫舟成两组，采用成对比较试验的方 

法，分别对两组的实验结果进行差异显著性检验。 

结 果 

1985—1 987年对 9只次大熊猫做了E一玫 瑰花环形成试验，结果如下： 

1．不同大熊猫个体间T淋巴细胞E一致瑰花环结合率的差异很大。如表 2所示， I 

号和Ⅵ号个体都在70％ 上，Ⅳ 号却只有 41． ％。即使同一只大熊猫在不同年度 E一致 

瑰花环结合率也会有差别，只有 每只大熊猫试验期的样品间作 自身对照， 才 能 确 定 

E一玫瑰花环结合率在该试验期间的变化。 

寰 2 E-玫瑰花环皓台率 
'

Table 2 The pm ent啦 0f E-RFC 

实 验 号 

Ordln N0 

勃钉编号 

No．of 

BⅡhma|s 

小 时 
Ho~rs 

06 l 144 { 1 02 
j 】 

数 值 
Figu s 

1 

*1 I 5日．0 } 50．0 29．0 l l1．0，6 

2 I T 3．5 { 4D．0 1．0 l 60．0 

a F 4i．5 4O．0 44．5 I 

★4 I 78．3 8O．3 27．7 l 3口．5 36． 5i．5 北．3蹦 

5 Ⅱ 6 7．B 87．0 T5．0 1 

*6 I 56．3 40．5 61．7 36． 

7 V 6O．D l e6．0 5 a．0 eT．5 60．6 

8 I 5T．9 f 4g．1 6i．5 t 

*g Ⅵ 7D．0 54．8 5B．3 51．3 

妊娠 p1"egn~,ncy 

2． 对 9只次大熊猫 E-玫瑰花环形成试验所得数据进行差异显著性检验 (表 3)。 

结果表明：妊娠组大熊猫首次与末次血样的E-玫瑰花环结合率差异显著 (I>to．oD，末 

次 E一玫瑰花环结台率明显低于首次 (图 1)，而未妊娠组首末次值近似 (固 2)，无显 

著差异 (t<to．D5)。 

3． 以每只太熊猫自身对照，计算末次血样所测 数 值较 首次 下 降 的 相对 差 值 

(苣送 i 盟)得知妊娠组相对差值最小为27．64％，而非妊娠熊猫最大为 
1 8．37 。如表 4、图3所示，当配种后的雌熊猫末次血样 E一玫瑰花环结合率较首次对 

照样下降的相对差值大于27．64 时，显示早期妊娠。 
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B一敢瑰花环结合率 【％) 

percentage of E—RFC(％1 

—■_ 首末次实验数值 

Figures of the lirst time 

and the 1ast time 

品 中间实验数值 

Figures between the f'~rst 

time and last time 

图 I E一妊娠玫瑰花环培合率 

Fig．I The perc t_ge of E。RFC -蚰 pregn蛆cy group 

实验序号 
Ordlhal No 

裹 5 E·玻璃花耳蕾台事差异五薯性拉验 
T~hle 3 The sig~uifiemat difference test of the percentage of E。RFC 

实啦序号 首求教值 束砍数值 差 教 d d 备 注 
Ordin矗1 No． Fig．ofthe Fig．ofthe 
of 1aboratory first ti丑e l,st time Margin d V|ri姐ce Remarks 

妊 娠组 53．0 1I．0 42．0 1协4．a t=5
． I1 

73 3 0．3 3日．O 129e．O t
o-口， 

Pregn4ncy 56．3 36．T l9 6 384．2 3
． I82 

70．0 61．3 I9．6 384．2 t>t
o．0 5 group 

258．5 141．3 11T．2 S828．4 

r l 

T3．5 t82．3 t 0
． 43 

非妊 娠组 3 4t．5 口．0 t 
0．O 5 

6 7．5 56．3 2
- 7T8 

Non—prege— T 60．0 88．4 t< t
o．0 s 

ancy gr oup 8 57．9 61．5 —3．6 t3．a 

3O0．4 291．6 1 8．8 349．0 

囊 4 t束旋
．

E-玻璃花珲墙台事相对差■裹 

Table 4 Relative mw,~gin of the perceat~ge of E—RFC the first time ∞ d the la．st time 

宴验謦号 动物端号 首求教值 束墩鼓值 相对差值 
0rdlnl1 No． No．ol Fig．ofthe Fig．ofthe 
1 oratory anlm~ls first time 1丑sttime Relative m  _Ⅲ 

*l I 53．O 儿．o 7口．25 

2 I 73．5 6o．o 18．3T 

3 Ⅳ 4t．5 44．5 一T．船 

t4 I 78．3 42．3 45．08 

6 Ⅱ 87．5 5．O 一11．1l 

t8 I 56．3 36．T s4．8I 

V 6O．o 50．6 1 5．6T 

8 I 57．9 6I．5 一8-22 

■p Ⅱ 70．9 51．3 27．“ 

— —
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E一玫瑰花环结合率 (％) 

Percentage of E-RFC(％) 

—_ 首末欢实验数值 口墨墨 中厨实验数值 

Figures ofthe first f~rae F／gures betwe
en thc 6Ⅲ  

and the 】ast tim~ time and last time 

腰 2 束 妊娠组 E-玫 瑰花环 结台事 

Fig．2 The percentage of E-RFC in n0n-pregnancy group 

相对差值 (％) 

Relative margin(％) 

实验序号 

Ordinal No
． 

实验序号 

Oxe na1．No
． 

Fig．3 Relative margin of the peroentage of E—RFC of the first time and the htst time 

讨 论 

1． 以E一玫瑰花环结合率的变化对9只次大熊猫作早期妊娠诊断，鉴别出4只次母 

兽早期妊娠和5只次母兽未妊，这一结果与吴白涛 (1 981)用同样方法对人所做的实验 

结果是一致的 可见以E一玫瑰花环结合率明显下降为依据，作大熊猫的早期妊娠诊断 
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是可行的，并且比较准确。 

2． 试验过程中发现，妊娠大熊猫 B一玫瑰花环结合率下降的幅度差异较大 ， 下降 

最大者相对差值可选79．25％，而最小者仅27．64％，同时发现，产双胎者下降幅度相当 

于产单胎者的两倍左右。如表 4中之实验号 1产双胎，相对差值为 79．25 ’实验号4 

相对差值为45．98 ，实验号 6相对差值为 34．81 ，实验号 9为 27．64％，这 3只次均 

产单胎。这种现象是否偶然，仍需进一步研究。 

3． 鉴于可供研究的大熊猫是珍稀兽种，不允许完全按试验需要连续长时间采集血 

样，因此，难以测定出妊娠母兽 E一玫瑰花环结合率开始下降的准确时问 ， 以及其开始 

恢复正常水平的时问。尽管如此，对大熊猫来说，配种后 96～l4 小时即可确诊妊娠， 

这种诊断方法仍是快速的。 

4． 有受精卵存在时，母体免疫机能发生改变，这在小鼠和猪等多种动物实验中巳 ● 

得到证实。所以，大熊猫在人工授精后其T淋巴细胞E一玫瑰花环结合率出现明显下降， 

这可能是受精卵出现的反映。这一信息不仅对于孕兽早期管理有实际价值，而且对胚胎 ． 

移植手术有重要参考价值，手术人员可根据这种信息确定移植早期胚胎的 日期。 

5． 由于可供研究的大熊猫个体很少，采集样品必须不干扰其正常的繁殖活动，有 

很大的局限性。所以，此项研究虽然已有3年，仍需利用一切机会和条件进行继续探索， 

以完善本试验，井应用于生产实践。 
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外文摘要(Abst ract)、 

DIA0NOSIS QF THE EARLy STAGE 0F GIANT 

PANDA ’S PREGNANCY 

LIU W eixin LIU Nonglin XIE Zhong 

(Science and Technology Rese~ch Institute,the Betjing zoologies|G~den) 

No report had ever been published On the diagnosis of the ear13'stage of pregnancy 

or the Giant panda (ARur口口oda redan e~ca) ejther in China or abroad． This is a vaI· 

uble subject in the field of Giant Panda breeding biology．On the basis of many years 

of researdh，we had made erythrocyte rosette formation test to diagnose the early stage 

of Giant Pan da s pregnan cy from 1985 to 1987．The  diagnosis was based on the varla— 

tlon of th e combination rate of erythrocyte rosette of T—ceII in th e blood of the female． 

The resuit showed that pregnan t female had 0bviOUS decline in the combination rate of 

erytJ1rocyte rosette of T—cell after 96— 144 hours of mating while non—pregnan t female 

hadn t．By such test we can readily distinguish the pregnan ts fZ~om the non—pregnan ts． 
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