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两温度梯度多重CE>鉴别牛早期胚胎性别的技术
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摘!要!稳定*可靠和快速的牛胚胎性别鉴定方法在生产应用中具有重要意义(通过两温度梯度CE>方法对牛基

因组*克隆胚胎*胚胎样品进行性别鉴别实验研究$建立了稳定*简便*快速的牛早期胚胎性别鉴别两温度梯度CE>
方法$鉴定时间仅为’L分钟(采用两温度梯度CE>方法对#%枚奶牛胚胎进行了早期性别鉴别$并将鉴别的(’枚

胚胎!((枚为雌性$$枚为雄性"移植到同期处理的(’头受体母牛体内(&%天后妊娠检查$有L个受体成功受孕$’
头受体怀孕晚期流产$流产犊牛全部为母犊(结果产下(公(母两头犊牛$流产个体与出生个体的性别与CE>鉴

别结果完全相符(

关键词!性别鉴别)两温度梯度CE>)胚胎
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!!由于家畜性别对畜牧生产有重要影响$而奶牛
性控精液远不能满足当前生产实践的大量需求$早
期胚胎性别的快速鉴别在我国奶业发展中仍具有重

要的理论和实际意义(现在科研人员已经建立起了

许多CE>性别鉴定技术体系$但尚不能满足生产实
践的需要(巢式CE>鉴别技术%(!#&$预先需进行一
次CE>模板的富集$然后再进行第二次CE>扩增$
增加了工作量$延长了性别鉴别时间$增加了成本)



两步CE>法%$&$首先对V染色体特异引物进行(%
个循环的预扩增$然后再加入常染色体引物进行二
重CE>扩增$这种方法一次就可完成早期胚胎性别
鉴别$同巢式CE>技术相比操作过程相对简单了$
准确率也很高$但也增加了鉴定所用的时间及污染
的机会)只对V染色体特异引物进行扩增的单重

CE>法是最简单的方法$但没有分子内标$往往把
没有发生CE>扩增反应的个体也误判为雌性个
体%’!L&$增加了假阴性的几率)近来$U)\C法采用
特殊的引物设计$把传统CE>技术中的变性*复性*
延伸过程都统一在&#]’̂ 或&’̂ 下进行%"&$缩短了
检测时间$但该方法在检测时引入了化学显色反应
体系$该体系对检测过程的反应条件特别敏感$稍有
污染就可能影响到检测结果的准确性$同时高昂的
检测费用和专门的检测仪器$限制了其在生产实践
中的应用(
因此$本研究根据O07S57[中收录的牛V染色体

特异序列和牛基因组序列分别设计多对公牛特异引

物和内标引物$研究了传统CE>技术的循环参数$并
对本研究室以前的工作进行了改进%G&$旨在摸索出一
种可在奶牛生产实践中推广应用的实用技术手段(

(!材料和方法

DED!牛血液#细胞和胚胎样品的采集
颈静脉采集牛!!公$!母"血液样品$BU$)E@

抗凝$M!%̂ 冻存备用(克隆胚胎为体外培养L1
的克隆牛胚胎$移植的胚胎为冷冻解冻的)级奶牛
体内胚胎(应用显微操作技术从每枚胚胎中切取$
!&个细胞$分别置于CE>管中$̂ 下短时保存$或
作为模板立即进行CE>检测(

DEF!牛血液0@A模板的制备
取(%%!(!%#U抗凝血于(]’BU离心管中$加

双蒸水至(]’BU$充分混匀$冰浴’B67后(!%%%
.+B67离心(B67$弃上清$加入(%%#U双蒸水悬浮沉
淀$煮沸’!(%B67$立即冰浴’B67$以(!%%%.+B67
离心’B67$取上清于另一离心管中即可用于CE>
检测$或M!%̂ 保存备用(

DEG!引物的设计与合成
依据O07S57[中收录的V染色体特异重复序

列!:6#’"L%G($序列报道长度为$"G2,"$设计引物

S#$)根据V染色体特异 @4)文库序列设计引物

SL"(依据牛微卫星@4)!S-A670(]L(’?5/0886/0$

:6#L%("序列设计了内标引物)(!(引物序列及相
关的信息见表((

DEH!0@A循环参数
两温度梯度CE>反应的温度循环程序#G’̂ 预

变性#B67$G$̂ (?$’’̂ (?$#%个循环$循环结束
后L!̂ 延伸#B67$最后$̂ 保存$或立即琼脂糖凝
胶电泳检测(

表D!胚胎性别鉴别所用引物序列及相关信息

!695#D!7"#41&3#1;;#’(#%$#*)1;#,&%-#391:);6%>1#567#>&%*)1367&)%

引物代号

E-10-D,.6B0.?

引物序列!’_"#_"

*0‘+07=0-D,.6B0.?!’_"#_"

引物长度

U07:/;-D,.6B0.?

&\ 值

&\A58+0

产物长度

U07:/;-D,.-1+=/?!2,"

S#$
<E<<<O<E<EOOO<<O<OO< !% ’’F$

O))<EE<)E<EE<E)O))<O !% ’#F$
!&"

SL"
O)<E)E<)<)E)<)E)EE)E< !% ’(FL

OE<)<OE<))E)E)))<<E<O !( ’(FL
($(

)(!
<EO<E)O)))EEOE)E)E<O !% ’LF’

<OO))OE)))O))EEEEOE< !% ’LF’
!(&

DEI!琼脂糖凝胶电泳检测
取’#UCE>扩增产物加入!#U上样缓冲液$

在!a的琼脂糖凝胶上电泳$*VS>$O.007%荧光染
料染色$紫外透射仪检测CE>扩增结果(只有内标
引物扩增产物带的确定为雌性$同时出现内标引物

和V染色体特异引物扩增产物条带的确定为雄性$
无任何扩增条带出现的确定检验无效(分子量标记
!鼎国S%%#H!"同时上样电泳$分子量标记中最亮的
条带为#[2$次亮的条带为&%%2,(
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DEJ!胚胎移植
将鉴别后的胚胎移植于同期发情处理的黄牛受

体母牛$所用受体牛全为安徽省当地黄牛(移植时
对每枚胚胎和每一受体牛都进行统一编号$跟踪观
察受体牛的受孕情况$并记录流产个体和出生个体
的性别(

!!结果与分析

FED!两温度梯度多重0@A的基因组KLB扩增结果
将V染色体特异引物 S#$*SL"和内标引物

)(!组合$对基因组@4)进行两温度梯度多重CE>
扩增$琼脂糖凝胶检测结果见图((两对引物组合
都获得了较为理想的扩增效果(

图D!基因组KLB的两温度梯度多重0@A扩增结果

(#阴性对照)\#分子量标记)#!’#S#$与

)(!的产物)&!"#SL"与)(!的产物)#*&#雌性

个体)$*’*L*"#雄性个体(

M&-ED!!"#6345&*&$67&)%1#;(57;)*-#%)3&$KLB

&%7<)27#34#167(1#-16>&#%73(57&45#,0@A
(#40:5/6A0=-7/.-8)\#\-80=+85.\5.[0.)

#!’#C.6B0.?S#$571)(!)&!"#C.6B0.?571

SL"571)(!)#$&#Y0B580)$$’$L$"#\580F

FEF!两温度梯度多重0@A的克隆胚胎检测结果
以牛基因组@4)为阳性对照$对已知性别克隆

胚胎样品进行两温度梯度多重CE>扩增$产物电泳
结果如图!(检测时对同一胚胎样品分别采用两对
引物组合进行鉴定$结果$枚克隆胚胎样品性别鉴
定结果为!雌!雄$与已知性别相符$两对引物的鉴
定结果完全一致(

FEG!两温度梯度多重0@A的胚胎检测结果
本研究共对#%枚奶牛胚胎进行了早期性别鉴

定$鉴定结果除一枚胚胎没有扩增出条带外$其他

!G枚胚胎都得到了较为清晰的扩增结果$其中(#
枚为雌性胚胎$(&枚为雄性胚胎(图#为采用引物

)(!和SL"组合对其中G枚胚胎的检测结果(图#

图F!克隆胚胎的性别鉴定结果

(!&#)(!+S#$扩增结果)"!(##)(!+SL"扩增结果)

(*!*"*G#牛基因组@4)扩增结果)#!&*

(%!(##克隆胚胎切割样的扩增结果)

\#分子量标记)($#阴性对照(

M&-EF!!"#;#,&%-1#;(57;)*$5)%##391:);
($!$"$G#CE>,.-1+=/?-D:07-B6=@4))

#!&*(%!(##CE>,.-1+=/?-D=8-700B2.3-?)

\#@4)\5.[0.)($#40:5/6A0=-7/.-8F

表明$所有样品都获得了理想的检测结果$G枚胚胎
样品中’枚为雄性胚胎$$枚为雌性胚胎$而鉴定时
间仅为’LB67(

图G!胚胎的两温度梯度多重0@A检测结果

(#阴性对照)!#雌性@4)样品)##雄性@4)样品)

$!(!#胚胎样品)$*’*L*(%*(!#雄性胚胎)

&*"*G*((#雌性胚胎)\#分子量标记(

M&-EG!!"#6345&*&$67&)%1#;(57;)*7<)27#34#167(1#

-16>&#%73(57&45#,0@A*)19)/&%##391:);
(#40:5/6A0=-7/.-8)!#Y0B580@4))##\580@4))

$!(!#IB2.3-??5B,80?)$$’$L$(%$(!#\580

0B2.3-?)&$"$G$((#Y0B5800B2.3-?)

\#\-80=+85.\5.[0.F

FEH!胚胎移植结果
将(’枚经鉴定的奶牛胚胎!((枚为雌性$$枚

为雄性"移植给(’头同期发情处理的安徽当地黄
牛$移植后&%1进行妊娠检查$L个受体成功妊娠$
但妊娠的’头受体于怀孕晚期流产$流产犊牛全部
为母犊$!头受体分别产下(公*(母两头犊牛$流产
犊牛和出生犊牛的性别与应用CE>法进行的早期
胚胎性别鉴别结果完全相符(

#!讨论与结论

常规CE>反应每个循环包括#个温度梯度#
!("G$̂ 变性$双链@4)解链成单链@4))!!"复性$
引物与模板特异结合)!#"L!̂ 延伸$@4)聚合酶在

$种14<C的参与下扩增模板(常规CE>反应一般

#"" 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!%%&!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



表F!牛胚胎的性别鉴定结果

!695#F!+#,&>#%7&*&$67&)%)*7"#9)/&%##391:);

受胚牛编号

>0=6,607/4-F

胚胎编号

IB2.3-?4-F

CE>结果

CE>.0?+8/?

犊牛性别

E58D?0Z

妊娠

C.0:757=3

流产

)2-./6-7

性别验证结果是否一致

W107/6/3

’L %!%"(H( # b # 符合S067:6107/6=58

%$# %!%"(H! # M

%(L %!%"(H# # b # 符合S067:6107/6=58

%#( %!%"(H$ # b # 符合S067:6107/6=58

%’# %!%"(H’ # M

%!# G"%!$H( # M

%L’ G"%!$H! $ M

%%# G"%!$H# # M

%(" G"%!$H$ $ $ b 符合S067:6107/6=58

%%G %!%$(H( $ b $ 符合S067:6107/6=58

%#G %!%$(H! # # b 符合S067:6107/6=58

%$( %!%G%H( # M

%&G %!%G(H! # M

’L %!%$(H( # M

L# %!%$(H! $ b $ 符合S067:6107/6=58

需要#%!#’个循环约!个;左右(如果扩增的

@4)片断较小时!小于!%%2,"$从’’̂ 左右复性到

G$̂ 左右变性过程中$引物在与底物模板结合后$继
而@4)聚合酶就可以在升温过程中很快完成@4)
链的催化合成%(%&(N6//J0.等%((&的实验证明了这
一点$他们采用毛细血管作为CE>反应容器$以空
气作为热传导介质$使用快速循环仪在(’B67内完
成了三温度循环CE>的#’个循环(快速CE>每
一个循环包括G$̂ 变性不超过(?"$’̂ 复性不
超过(?"L!̂ 延伸(%?#步$该方法除了缩短了
扩增时间外$还得到了较为理想的扩增产物(E;5
>*等%(!&进一步简化了传统的CE>程序$取消了延
伸这一温度梯度$他们采用这种两温梯度CE>扩增
方法研究大鼠EH95H.5?基因的突变$实验中使用了
至少$套不同的引物$采用的CE>反应程序为$变
性(B67$复性+延伸(B67$均获得了理想的扩增结
果(据报道$&5= 酶的最佳催化合成温度为L’!
"%̂ $在此温度下的延伸速度为(’%!#%%个核苷酸
+秒,酶分子$温度下降合成速度也随之降低$到

L%̂ 时合成速度为&%个核苷酸+秒,酶分子$而在
温度高于"%̂ 时$则几乎没有延伸反应发生%(#&(本

研究使用的是德国ICCI4@T>Y公司的CE>仪$其
升温速度为$̂ +?$在升温时经L’!"%̂ 的时间约
为(]!?$可合成长度约为("%!#&%个核苷酸的长
链$所以本研究根据扩增片段的长度取消了延伸这
一温度梯度$表明扩增反应仍能照常发生(同时本
实验还做了两温度梯度扩增能力的检测研究$研究
结果表明两温度梯度CE>能够成功地实现对’%%
2,片段的扩增!未发表资料"(说明@4)聚合酶的
合成能力及CE>反应的潜力还值得进一步探索研
究(
本实验还发现两温度梯度CE>方法提高了扩

增的特异性$减少了很多在常规CE>反应中存在的
非特异条带(N6//J0.等%((&的实验也证明$缩短各
个温度梯度的反应时间$不但缩短了扩增时间$还得
到了比传统CE>法更特异的扩增产物(故推断$

@4)聚合酶的特异性与其在各个温度梯度的停留
时间有关$在保证合成过程能够成功发生的前提下$
在各个温度梯度停留的时间越长则越容易引起非特

异产物的形成$所以除了引物*反应体系等因素外$
尽可能缩短CE>反应各个温度梯度的反应时间也
可提高反应特异性(
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本研究将CE>扩增时间缩短到#"B67$并且得
到的CE>产物较小$两条带相差较大$电泳检测时
可以在较短的时间内得到明显的区分$由于产物片
断较小和扩增时间的缩短$同传统CE>检测方法相
比检测时间大大缩短$可以使整个性别鉴别时间缩
短到’LB67左右(本研究的胚胎移植结果表明$本
方法是较为简捷*可靠的奶牛胚胎性别鉴别方法$基
本满足胚胎性别鉴定实践中所需要的快速*高效的
鉴定要求(
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