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一、内容摘要（不超过400字）

　　子宫内膜炎是造成母牛不孕的主要原因之一，其发病率高，严重影响着母牛的繁殖与受胎率，而且增加饲料消耗和治疗费，造成巨大的经济损失，制约了养牛业生产的正常发展。近年来国内外对牛子宫内膜炎的研究集中在病原菌的分离、鉴定及其对病原微生物抑制的相关研究上，然而对于子宫内膜炎的抗病的分子机制尚不清楚，关于肉牛子宫内膜炎的分子研究未见相关报道。本研究拟采用抑制性消减杂交（SSH）方法构建肉牛子宫内膜炎差异表达cDNA文库，筛选和鉴定差异表达基因，为肉牛子宫内膜炎的抗病机理和生物治疗奠定分子基础，对肉牛业的快速发展具有重要的意义。

　　

二、立项依据

研究意义、国内外研究现状及发展动态分析，需结合科学研究发展趋势来论述科学意义；或结合国民经济和社会发展中迫切需要解决的关键科技问题来论述其应用前景。附主要参考文献目录。

【项目的研究意义】

子宫内膜炎是造成母牛不孕的主要原因之一，其发病率高，严重影响着母牛的繁殖与受胎率，而且增加饲料消耗和治疗费，造成巨大的经济损失，制约了养牛业生产的正常发展。根据病情的急缓和临床症状的轻重，可分为急性型、脓毒血症型、慢性型和隐性型四种，其中隐性型临床上难以诊断，潜在对牛的繁殖性能危害更大[1,2]。牛子宫内膜炎发病原因较为复杂，该病的发生主要与病源因素、继发因素、机体的激素水平和免疫力等因素有关。治疗方案大多为抗生素治疗，近年来随着广谱高效抗菌药物的广泛使用或滥用，出现大量的新型耐药菌株，尤其是多重耐药菌临床感染日益增多，同时伴随着新耐药谱的变异。

近年来国内外对牛子宫内膜炎的研究集中在病原菌的分离、鉴定及其对病原微生物抑制的相关研究上[3-5]，然而对于子宫内膜炎的抗病机制尚不清楚，关于肉牛子宫内膜炎的分子研究未见相关报道。本研究拟采用抑制性消减杂交（SSH）方法构建肉牛子宫内膜炎差异表达cDNA文库，筛选和鉴定差异表达基因，为肉牛子宫内膜炎的抗病机理和生物治疗奠定分子基础，对肉牛业的快速发展具有重要的意义。

【国内外研究现状分析】

牛子宫内膜炎的研究重在奶牛，奶牛子宫内膜炎发病原因较为复杂，该病的发生主要与病源因素、继发因素、机体的激素水平和免疫力等因素有关[2,6]。但是肉牛子宫内膜炎也频繁发生。其研究情况如下：

1. 奶牛子宫内膜炎研究进展

目前，关于奶牛子宫内膜炎的研究较多，包括：（1）主要病原微生物的分离、鉴定和耐药性分析；（2）子宫内膜炎的治疗方法研究。 

（1）子宫内膜炎的主要病原微生物的分离、鉴定和耐药性分析
结合申请者近几年的研究发现，引起子宫内膜炎的细菌主要有葡萄球菌、链球菌、大肠埃希菌、棒状杆菌、假单胞菌、变形杆菌、生殖器杆菌、嗜血杆菌、乳酸菌、化脓性放线杆菌、坏死性梭菌和拟杆菌等[3-5]。刘明春等2009年研究发现，可通过病原菌的16SrRNA进行设计引物，通过PCR方法对病原菌进行鉴定[6]，发现隐秘杆菌整合子基因的携带与牛子宫内膜炎密切相关[7]，此外，还发现奶牛子宫内膜炎大肠杆菌耐药性及其与整合子奶牛子宫内膜炎致病性大肠杆菌的耐药性和多重耐药性与整合子携带有着密切关系[8]。

（2）子宫内膜炎的治疗方法研究。

用于母牛子宫内膜炎治疗的药物主要为各种抗生素、化学制剂和激素等,但使用这些药物进行治疗的主要缺点是细菌容易产生耐药性，治疗成本较高，易产生药物残留和降低子宫的防御机制[9]。随之而来，生物制剂对子宫内膜炎的治疗研究纳入到研究者的视野之内，用微生态制剂、溶菌酶制剂和免疫制剂治疗的应用研究已经展开[10]。生物制剂虽然在奶牛子宫内膜炎的治疗中已经显示出了较好的疗效，但到目前为止，还没有一种用于防治奶牛子宫内膜炎的生物制剂上市，因此还需要进行更多的试验研究。

2. 肉牛子宫内膜炎研究进展。

迄今为止，关于肉牛子宫内膜炎的研究工作还未开展，但是子宫内膜炎潜在的影响着肉牛的繁殖，严重的影响着肉牛的经济效益。因而，肉牛子宫内膜炎的分子机理研究迫在眉睫。

【存在的问题】

子宫内膜炎受外界因素的影响，与肉牛自身的免疫和抗病能力密切相关。目前虽然对于子宫内膜炎的发生基础和治疗研究很多，但是对于子宫内膜炎的抗病机理是什么？其分子机制又是什么？其机制尚不清楚。倘若这些研究清楚，我们可采用生物治疗的方法，对子宫内膜炎抗性途径进行正向调控，从而达到治疗的目的。

【研究思路和预期目标】

1. 研究方法

抑制性消减杂交（Suppression Subtractive Hybridization，SSH）方法是一种筛选组织或细胞系差异表达基因的有效方法。1996年Diatchenko等将“抑制性PCR”理论与代表性差异分析相结合，建立了一种分离差异表达基因的新方法—抑制性消减杂交[11]。抑制性消减杂交方法将需要检测的组织mRNA称为“tester”，将对照组织mRNA称为“driver”，以mRNA合成cDNA后，通过仅仅两轮杂交和两次PCR过程，就能有效地分离到在tester中表达，而在driver中不表达或表达丰度较低的mRNA。抑制性消减杂交方法通过两次特异杂交和两次特异PCR扩增使假阳性率大大降低，真阳性率高达94%[12]。SSH能得到某种组织中相对其他组织的差异表达基因的较全面的信息，它较好地克服了其它方法中低丰度基因难以得到的问题。该技术与其他分子生物学技术相结合，具有假阳性率低、敏感性高、效率高等优点而得到广泛应用于差异表达基因的筛选上。

2. 研究思路

本研究拟采用抑制性消减杂交（SSH）方法构建肉牛子宫内膜炎差异表达cDNA文库，筛选和鉴定差异表达基因，进行差异基因的克隆，测序，为肉牛子宫内膜炎的抗病机理和生物治疗奠定分子基础。

3. 预期目标

本项目如能达到预期目标，将对构建子宫内膜炎差异表达cDNA文库，可筛选出差异表达基因，为阐明子宫内膜炎的分子机制基础，为进一步研究牛子宫内膜炎的生物治疗提供重要线索。
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三、研究方案

1．研究内容、研究目标以及拟解决的关键科学问题。

 【研究目标】

筛选肉牛子宫内膜炎差异表达基因，试图发现与肉牛子宫内膜炎密切相关的基因，为子宫内膜炎抗病的分子机制奠定基础，为进一步研究肉牛子宫内膜炎的生物治疗提供重要线索。

【研究内容】

第一、构建肉牛子宫内膜炎SSH消减cDNA文库。

第二、消减cDNA文库中差异表达基因的筛选、克隆鉴定。

第三、差异表达基因的表达谱分析，揭示差异基因在肉牛子宫内膜炎中的作用。

【拟解决的关键问题】

筛选、克隆和鉴定肉牛子宫内膜炎差异表达基因，确定差异表达基因在乳牛子宫内膜炎中的作用，揭示肉牛子宫内膜炎发生和发展的分子机制，为肉牛子宫内膜炎的快速诊断和治疗奠定基础。

2．拟采取的研究方法、技术路线、实验方案及可行性分析。

【研究方法】
构建肉牛子宫内膜炎SSH消减cDNA文库


消减cDNA文库的筛选、克隆测序，进行生物信息学分析


差异表达基因的组织表达谱分析

确定差异表达基因在肉牛子宫内膜炎中的作用
【技术路线/实验方案】

实验一、构建肉牛子宫内膜炎SSH消减cDNA文库

样品采集

（分别采集肉牛正常子宫和患有子宫内膜炎的子宫）


提取总RNA的制备

mRNA的分离、纯化


mRNA反转录为cDNA

接头连接


二轮消减杂交与PCR扩增


消减效率检测

连接载体，转化


α互补，筛选阳性克隆，保存


获得消减cDNA文库

实验二、从消减cDNA文库中筛选差异表达基因，并进行克隆测序、组织表达谱分析，确定其在肉牛子宫内膜炎中的作用

消减cDNA文库的筛选

标记正、反向消减cDNA和未消减Driver cDNA的探针


有效阳性克隆的PCR产物点膜3张

分别进行斑点杂交

阳性克隆筛选
（取杂交信号仅在用正向消减cDNA作探针杂交时出现、或信号强度明显高于

用反向消减cDNA和未消减的Driver cDNA作探针杂交时5倍以上者）


测 序

生物信息学分析


确定差异表达基因片段


差异表达基因的组织表达谱分析

初步确定差异表达基因在肉牛子宫内膜炎中的作用

【可行性分析】

(1) 成熟的相关技术
项目组成员已经熟练掌握本研究所依赖的关键技术，如消减抑制杂交技术、基因克隆技术和基因的生物信息学分析等相关的理论和操作技术，为本项目的开展打下了坚实的的基础。
(2) 较强的研究工作经验

申请者有多年从事研究工作的经验，主持和参与过许多项目的研究，在学术刊物上发表研究论文和综述文章多篇。项目组第二成员，获得动物遗传博士学位，掌握了cDNA文库构建等分子生物学技术，在基因分离、克隆和功能研究方面积累了丰富的经验。项目组第三成员为国家肉牛疾病控制中心专家组成员，近年来主要从事肉牛、奶牛子宫内膜炎和乳房炎等肉牛疾病相关课题的调研与科学研究。2005~2006年在华中农业大学国家微生物重点实验室访问学习期间，开展分子生物学、微生物学与免疫学等领域研究，参与了《湖北省奶牛常见病的防治》、《1型菌毛体内介导沙门氏菌侵袭树突状细胞及对免疫反应的影响》等省级、国家级自然科学基金的部分研究工作；对实验必需的先进仪器设备及技术平台相当熟悉；其所从事的前期工作为本项目积累了相关技术知识和研究材料。项目组其他组成成员，均为引进博士、硕士，具有扎实的分子生物学、微生物学、免疫学方面的理论知识和相关实验操作技能。

申请者和项目组成员有充分的时间保障从事该项研究。

 (3) 较完善的研究条件
本课题研究依托的创新平台是湖南省动物学重点建设实验室和动物科学专业实验室，所属学科动物学学科为湖南省“十一五”重点建设学科。目前拥有近500万元的实验设备，属省内同类实验室先进水平，图书资料及信息来源齐全。具有较成熟的技术分析条件，具备本研究中各种分子生物学实验测试所需要的相关仪器设备。同时湘西北地区拥有涟源市天华科技牧业有限公司、湖南怀化振鑫牧业有限责任公司和湖南加华生物科技发展有限公司，确保实验材料的供给。项目组第三成员为国家肉牛体系中心肉牛疾病控制功能研究室科学家团队成员，可借助国家肉牛体系中心肉牛疾病控制功能研究室的高端仪器设备，更好的完成本项目的研究内容。

因此，本研究在技术上及研究条件等重要方面都是可行的。

3．本项目的特色与创新之处。

(1) 构建肉牛子宫内膜炎差异表达cDNA文库，为肉牛子宫内膜炎的发病分子机理和抗病分子机制研究提供素材。

(2) 筛选和克隆差异表达基因，检测差异基因及其相关基因的表达水平，采用分子生物学手段法证实差异基因在子宫内膜炎中的作用，为子宫内膜炎的生物治疗奠定基础。

4．年度研究计划及预期进展。

2011年  构建肉牛子宫内膜炎SSH消减cDNA文库。

2012年  从文库中筛选差异表达基因，并克隆。

2013年  差异表达基因的组织表达谱分析，初步确定其在肉牛子宫内膜炎中的作用。资料总结，撰写论文，成果鉴定。

5．预期研究成果。(能否形成自有知识产权成果)

(1) 构建子宫内膜炎差异表达cDNA文库；筛选出子宫内膜炎差异表达基因1～3个。

(2) 培养学生1～3名。

(3) 在国、内外期刊上发表高质量的论文1～2篇。

四、经费预算

	支 出 科 目
	金 额（万元）
	用  途  及  计 算 依 据

	①研究经费
	1.60
	

	  其中：科研业务费
	0.30
	论文发表费及差旅费等

	        实验材料费
	1.10
	各种试剂盒，载体，细胞株，各种培养基，引物合成，各种酶，各种常规试剂。

	        仪器设备费
	0.20
	小型仪器的购买

	实验室改装费
	
	

	②国际合作与交流费
	
	

	③劳务费
	0.20
	参与研究人员劳务补助费。

	④管理费
	0.10
	按课题经费的5％核算

	⑤其他
	0.10
	水电费等

	合计
	2.00
	

	说  明
	


注：预算支出科目参见《湖南省自然科学基金项目资助经费管理办法》第二章：经费开支范围。
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