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摘　要：旨在研究中国荷斯坦牛中瓜氨酸血症 （Ｃｉｔｒｕｌｌｉｎｅｍｉａ，ＣＮ）和尿苷酸核酶缺乏症 （Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｕｒｉｄｉｎｅ

ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＤＵＭＰＳ）２种遗传缺陷的携带者比率及系谱来源，并构建更简便的检测方法。本研究通

过ＰＣＲＲＦＬＰ方法对参加我国联合青年公牛后裔测定和良种补贴项目的５９１头荷斯坦公牛进行了大规模ＣＮ和

ＤＵＭＰＳ的遗传缺陷检测，并构建了奶牛ＣＮ隐性有害基因的 ＡＳＰＣＲ检测技术。结果，共发现２头ＣＮ和１头

ＤＵＭＰＳ隐性有害基因携带者公牛，携带者比例分别为０．３４％和０．１７％。经过系谱追溯，２头ＣＮ携带者公牛均为

澳大利亚公牛ＬｉｎｍａｃｋＫｒｉｓｓＫｉｎｇＣＮ后代，ＤＵＭＰＳ携带者公牛为美国公牛ＳｋｏｋｉｅｓｅｎｓａｔｉｏｎＮｅｄ后代。基于此，

我国有必要尽快建立荷斯坦牛隐性遗传缺陷监控体系并进行系谱标注，通过青年公牛预选和选种选配，避免携带

者公牛进入后裔测定和良种补贴项目，以逐步降低我国奶牛群体中隐性有害等位基因频率。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ＣｈｉｎｅｓｅＨｏｌｓｔｅｉｎ；ＣＮ；ＤＵＭＰＳ；ｇｅｎｅｔｉｃｄｅｆｅｃｔ

　　随着人工授精和胚胎移植技术在奶牛育种中的

应用，种质产品（个体、冻精、胚胎等）在世界范围内

广泛流通，使得优秀公牛种质资源得到充分利用。

但在获得优秀生产性能的同时，会将遗传缺陷基因

也进行扩散，尤其是常染色体隐性遗传缺陷，其杂合

基因型携带个体表型正常的特点，使得有害基因几

率非常大，对世界各国奶牛业造成了严重的经济损

失。很多国家已报道奶牛群体中发现了隐性遗传缺

陷有害基因并相继建立了检测和监控体系，使其频

率逐年降低［１］。

瓜氨酸血症（Ｃｉｔｒｕｌｌｉｎｅｍｉａ，ＣＮ）最早由 Ｈａｒ

ｐｅｒ等
［２］在澳大利亚荷斯坦牛群中发现，为常染色

体单基因控制的隐性遗传缺陷［１］。其分子遗传学基

础为奶牛１１号染色体上精氨酸合成酶（Ａｒｇｉｎｉｎｏ

ｓｕｃｃｉｎａｔｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＡＳＳ）基因编码的第８６个氨

基酸密码子发生无义突变（ＣＧＡ→ＴＧＡ），导致合成

肽链缺失，使得隐性纯合个体ＡＳＳ功能缺失
［３］。在

机体内ＡＳＳ参与肝脏的尿素循环，酶功能缺失引起

的尿素循环受阻导致氨代谢障碍，发生高氨血症。

隐性纯合子犊牛出生时健康，一般在２４ｈ内发病，

表现为逐渐加重的神经症状，病理学研究发现患病

个体大脑皮层受到不同程度的损伤，犊牛从出生到

发病再到死亡的全过程不超过１周
［４１０］。系谱分析

发现几乎世界各国的ＣＮ患病犊牛都可追溯到１个

共同祖先澳大利亚优秀种公牛 ＬｉｎｍａｃｋＣｒｉｓｓ

Ｋｉｎｇ
［１１］。该公牛由于其女儿具有较高乳脂率，因此

其冻精在澳大利亚、新西兰等英联邦国家被广泛使

用，对澳大利亚荷斯坦牛群影响很大［１０１１］，也相继

被传播到世界各国。

尿苷 酸 合 酶 缺 乏 症 （Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｕｒｉｄｉｎｅ

ｍｏｍｏｐｈｏｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＤＵＭＰＳ）也是一种荷斯

坦牛特有的常染色体单基因隐性遗传缺陷［１２１４］。

Ｓｃｈｗｅｎｇｅｒ等人在１９９３年发现杂合子的犝犕犘犛 基

因编码的Ｃ末端４０５密码子处存在着一个Ｃ／Ｔ点

突变，导致精氨酸密码子 ＣＧＡ 突变为终止子

ＴＧＡ，使尿苷酸合成酶缺失７６个氨基酸
［１５］。隐性

纯合子胚胎，由于体内尿苷酸合酶活性几乎完全丧

失不能生成嘧啶核苷酸，在母畜妊娠４０～５０ｄ左右

死亡［７８，１３１８］。１９８７年检测出的大多数北美（狀＝

４３８）和欧洲（狀＝３１４）有害基因携带者均为 Ｈａｐｐｙ

ＨｅｒｄＢｅａｕｔｉｃｉａｎ的后代，这头公牛在１９８７年美国

荷斯坦牛协会颁布的公牛体型生产指数 ＴＰＩ排名

第５，随着 ＨａｐｐｙＨｅｒｄＢｅａｕｔｉｃｉａｎ冻精的大规模商

业应用，将隐性有害基因广泛传播到世界各国［７］。

近几十年来，由于我国不断从北美、欧洲和澳大

利亚进口荷斯坦牛、冻精和胚胎，因此推测我国奶牛

群中存在遗传缺陷隐患，近年来国内研究也证明了

这一推测［１９２２］。奶业发达国家均已建立了完善的

遗传缺陷检测和监控体系，使隐性有害基因频率逐

年降低，显著降低了经济损失。本研究旨在对我国

参加全国青年公牛联合后裔测定的青年公牛和良种

补贴种公牛的ＣＮ和ＤＵＭＰＳ两种遗传缺陷进行全

面和系统的扫描检测，为建立我国奶牛遗传缺陷检

测和监控体系以及提高奶牛牛群质量提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

来自全国１４个省市共计５１９头荷斯坦公牛冻

精样品及其系谱由中国奶业协会数据处理中心提

供。包括：北京、天津、上海、河北、黑龙江、山东、山

西、内蒙古、辽宁、南京、云南、青海、宁夏和新疆。

１．２　基因组犇犖犃提取

管制冻精用５００μＬ 生理盐水清洗，１２０００

ｒ·ｍｉｎ－１离心２ｍｉｎ，保留沉淀，重复２次，加入４００μＬ

裂解缓冲液、１００μＬ２０％ＳＤＳ和１０μＬ蛋白酶 Ｋ，

５６℃消化６～１０ｈ，然后加入３００μＬ饱和食盐水，

颠倒２～３ｍｉｎ，４℃静置片刻，１２０００ｒ·ｍｉｎ
－１离心

１０ｍｉｎ，保留上清，加入 １０００μＬ 冰乙醇沉淀

ＤＮＡ，５００μＬ７５％乙醇清洗２～３次，干燥２～３

ｍｉｎ，ＴＥ缓冲液溶解，１％琼脂糖凝胶检测ＤＮＡ提

取结果。

１．３　犘犆犚犚犉犔犘

１．３．１　引物序列和ＰＣＲ扩增　　犃犛犛和犝犕犘犛

基因的ＰＣＲ扩增引物由上海生工生物技术服务有

限公司合成，参考Ｄｅｎｎｉｓ和Ｓｃｈｗｅｎｇｅｒ等
［３，１５］的设计，

引物序列为：ＡＳＳＦ：５′ＧＴＧＴＴＣＡＴＴＧＡＧＧＡＣＡＴＣ

３′，ＡＳＳＲ：５′ＣＣＧＴＧＡＧＡＣＡＣＡＴＡＣＴＴＧ３′；ＵＭＰＳ

Ｆ：５′ＧＣＡＡＴＴＧＧＣＴＧＡＡＧＡＡＣＡＴＴＣＴＧ３′，ＵＭＰＳ

７７３
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Ｒ：５′ＧＣＴＴＣＴＡＡＣＴＧＡＡＣＴＣＣＴＣＧＡＧＴ３′。

ＰＣＲ扩增体系２５μＬ：１０×ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ、

ＭｇＣｌ２１．５μＬ、ｄＮＴＰｓ２μＬ、上下游引物各０．５μＬ

（２００μｍｏｌ·Ｌ
－１）、ＤＮＡ聚合酶０．１５μＬ、ＤＮＡ模

板２μＬ。循环参数：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性

３０ｓ，５７／６０℃（ＡＳＳ／ＵＭＰＳ）退火３０ｓ，７２℃ 延伸

３０ｓ，３５个循环；最后７２℃ 延伸７ｍｉｎ。用３％琼脂

糖凝胶电泳检测。

１．３．２　ＰＣＲ产物的酶切和测序　　酶切反应体

系：取８μＬＰＣＲ 产物、１０×ｂｕｆｆｅｒ１μＬ、ｄｄＨ２Ｏ

０．６μＬ和 限 制 性 内 切 酶 犃狏犪ＩＩ／犃狏犪Ｉ（ＡＳＳ／

ＵＭＰＳ）０．４μＬ（４Ｕ）混匀后，３７℃ 酶切过夜，酶切

后产物全部用于４％的琼脂糖１３０Ｖ电泳４０ｍｉｎ

分型检测。对携带者和随机挑选的２个正常个体的

ＰＣＲ扩增产物进行正反双向测序。同时对携带者

公牛进行系谱追溯，验证ＰＣＲＲＦＬＰ检测方法的准

确性。

１．４　犃犛犘犆犚检测方法的建立

通过ＰＣＲＲＦＬＰ的方法检测出２头ＣＮ和１

头ＤＵＭＰＳ致病基因的携带者，用这３头和另外２３

头正常纯合子个体的样本建立有害基因等位基因特

异性 ＰＣＲ（ＡｌｌｅｌｅｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ，ＡＳＰＣＲ）检测体

系。根据突变位点Ｃ／Ｔ，设计２条３′端分别为Ｃ和

Ｔ 的上 游 引 物 ＡＳＣＦ：５′ＣＧＣＡＣＴＧＴＡＣＧＡＴ

ＧＡＣＣ３′， ＡＳＴＦ：５′ＡＧＣＧＣＡＣＴＧＴＡＣＧＡＴ

ＧＡＣＴ３′和１条共用下游引物 ＡＳＲ：５′ＧＣＧＧ

ＧＡＡＣＡＴＧＧＧＡＧＡＣ３′，对不同等位基因序列进

行特异性扩增。同时在ＰＣＲ体系中加入１对内标

引物来扩增出１条内标条带，内标上游引物Ｆ：５′

ＴＧＣＴＴＡＴＧＧＧＡＧＡＡＧＧＧ３′，下游引物 Ｒ：５′

ＡＧＴＴＡＡＣＣＡＣＡＣＣＡＡＡＣＧ３′。内标条带指示

ＤＮＡ和ＰＣＲ体系质量，排除假阴性（由于ＤＮＡ模

板或者ＰＣＲ体系问题导致目的条带未出现而产生

的错误判型结果）存在的可能性。

１个ＰＣＲ体系加入上游特异性引物（ＡＳＣＦ／

ＡＳＴＦ）和共用下游引物（ＡＳＲ）各０．４μＬ（２００

μｍｏｌ·Ｌ
－１），内标条带上下游引物各为０．８μＬ（２００

μｍｏｌ·Ｌ
－１），ｄＮＴＰｓ１．６μＬ，犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶

１．５Ｕ，１０×ＰＣＲ缓冲液（含Ｍｇ
２＋）２μＬ。扩增条件

为：９４℃预变性５ｍｉｎ；然后９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，

７２℃３０ｍｉｎ，共３５个循环；最后７２℃延伸７ｍｉｎ。

每个个体经过２个分别用特异性引物 ＡＳＣＦ或

ＡＳＴＦ的ＰＣＲ扩增，产物用２％的琼脂糖凝胶电泳

检测后进行个体分型。

２　结　果

２．１　犘犆犚犚犉犔犘结果

５１９头荷斯坦公牛的冻精基因组ＤＮＡ经ＰＣＲ

扩增，分别得到１７６（犃犛犛）和１０８ｂｐ（犝犕犘犛）的特

异性扩增产物（图１）。

Ａ：Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１～４．犃犛犛基因扩增结

果。Ｂ：Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１～４．犝犕犘犛基因

扩增结果

Ａ：Ｍ．ＭａｒｋｅｒＩ；１４．犃犛犛ｇｅｎｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ．Ｂ：

Ｍ．ＭａｒｋｅｒＩ；１４．犝犕犘犛ｇｅｎｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ
图１　犃犛犛和犝犕犘犛 基因的犘犆犚扩增结果（１％琼脂糖

凝胶电泳）

犉犻犵．１　犘犆犚狉犲狊狌犾狋狊狅犳犃犛犛犪狀犱犝犕犘犛（１％犪犵犪狉狅狊犲犲犾犲犮

狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊）

按照犃犛犛和犝犕犘犛 基因突变位点的酶切图

谱，其基因型判定见表１，其中ＣＣ基因型为正常个

体，ＴＴ基因型为隐性有害基因纯合致死个体，ＣＴ

基因型为携带者个体。

对５９１头荷斯坦公牛进行ＰＣＲＲＦＬＰ检测，共

发现２头ＣＮ携带者和１头ＤＵＭＰＳ携带者，频率

分别为０．３４％和０．１７％。由于这２种遗传病为隐

性纯合致死，因此无法检测到ＴＴ基因型，酶切结果

见图２。对检测出的有害基因携带者和正常个体的

测序结果与酶切分型的结果一致，说明ＰＣＲＲＦＬＰ

检测结果准确性为１００％。

２．２　系谱分析

在中国奶业协会奶牛数据处理中心（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｈｏｌｓｔｅｉｎ．ｏｒｇ．ｃｎ）、美国荷斯坦牛协会（ｈｔ

ｔｐ：／／ｈｏｌｓｔｅｉｎｕｓａ．ｃｏｍ）、澳大利亚荷斯坦牛协会

８７３
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（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｈｏｌｓｔｅｉｎ．ｃｏｍ．ａｕ／ｌｉｎｋｓ．ｈｔｍ）、英国

和爱尔兰荷斯坦牛协会（Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ＵＫ，ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｈｏｌｓｔｅｉｎｕｋｉ．ｏｒｇ）和加拿大荷斯坦牛协会

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｈｏｌｓｔｅｉｎ．ｃａ）等网站进行携带公牛的

系谱查询，以构建完整系谱，进行遗传缺陷来源的系

谱追溯。

表１　犘犆犚犚犉犔犘结果及基因型

犜犪犫犾犲１　犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀犪狀犱狉犲狊狌犾狋狊狅犳犘犆犚犚犉犔犘

基因 Ｇｅｎｅ
限制性内切酶

Ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄｅｎｚｙｍｅ

识别序列位点

Ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

酶切产物长度／ｂｐ

Ｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ

犃犛犛 犃狏犪ＩＩ
５′ＧＧＡＣＣ３′

３′ＣＣＴＧＧ５′

ＣＣ ９８、７８

ＴＴ １７６

ＣＴ １７６、９８、７８

犝犕犘犛 犃狏犪Ｉ
５′ＣＣＣＧＡＧ３′

３′ＧＧＧＣＴＣ５′

ＣＣ ５３、３６、１９

ＴＴ ８９、１９

ＣＴ ８９、５３、３６、１９

Ａ：Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１．ＰＣＲ产物；２～３，６～８．正常个体；４～５．携带者个体。Ｂ：Ｍ．ＤＮＡ相对分子质

量标准；１～３，５～８．正常个体；４．携带者个体

Ａ：Ｍ．５０ｂｐｌａｄｄｅｒ；１．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ；２３，６８．Ｔｈｅｎｏｒｍａｌｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ；４５．Ｃａｒｒｉｅｒ．Ｂ：Ｍ．５０ｂｐｌａｄｄｅｒ；１３，５

８．Ｔｈｅｎｏｒｍａｌｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ；４．Ｃａｒｒｉｅｒ
图２　犆犖和犇犝犕犘犛致病基因的犘犆犚犚犉犔犘的检测结果（４％琼脂糖凝胶电泳）

犉犻犵．２　犘犆犚犚犉犔犘狉犲狊狌犾狋狊狅犳犃犛犛犪狀犱犝犕犘犛 （４％犪犵犪狉狅狊犲犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊）

　　系谱分析发现，２头犆犖 有害等位基因携带者

公牛具有共同的澳大利亚公牛父亲，其父母均为已

知 犆犖 携 带 者 Ｌｉｎｍａｃｋ Ｋｒｉｓｓ ＫｉｎｇＣＮ

（ＡＵＳＭ３０３７３１）的后代。在被检测群体中犇犝犕犘犛

有害基因携带者公牛有６个父系半同胞（分布在５

个不同地区）和１个母系半同胞，该７头公牛的测序

结果表明其均不是携带者，推测致病基因是由携带

者母亲传递而来，进一步系谱追溯发现其祖母和外

祖母为同一头荷斯坦母牛，与已知犇犝犕犘犛携带者

美国公牛ＳｋｏｋｉｅｓｅｎｓａｔｉｏｎＮｅｄ（ＵＳＡＭ１３０８１０１）存

在血缘关系。

２．３　犃犛犘犆犚方法的建立

本研究成功构建了犆犖 隐性有害等位基因携带

者的ＡＳＰＣＲ检测体系，扩增结果与理论预期一致

（图３），根据１５７ｂｐ内标条带出现与否判定ＤＮＡ

模板和ＰＣＲ体系质量，在内标条带出现的前提下，

如果突变位点碱基组成有Ｃ，能够扩增出３８６ｂｐ的

目的条带，如果突变位点碱基组成有Ｔ，则能扩增出

３８８ｂｐ的目的条带。以ＣＣ正常个体基因组ＤＮＡ为

模板能够扩增出３８６ｂｐ的目的条带而没有３８６ｂｐ目

的条带，以ＣＴ杂合子个体基因组ＤＮＡ为模板２条

目的条带都能扩增出来。内标不出现的个体，更换

模板或ＰＣＲ体系。测序结果表明特异性引物特异

９７３
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扩增效果良好。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；ＣＴ．携带者公牛；ＣＣ．正

常个体

Ｍ．５０ｂｐｌａｄｄｅｒ；ＣＴ．ＣＮｃａｒｒｉｅｒｂｕｌｌｓ；ＣＣ．Ｔｈｅｎｏｒ

ｍａｌｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

图３　犆犖的犃犛犘犆犚扩增结果（２％琼脂糖凝胶电泳）

犉犻犵．３　犃犛犘犆犚狉犲狊狌犾狋狊狅犳犆犖（２％犪犵犪狉狅狊犲犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊）

３　讨　论

本研究证实了我国荷斯坦牛群中确实存在犆犖

和犇犝犕犘犛两种遗传缺陷有害基因，虽然携带者比

例不高，但是也应予以重视。由于现代奶牛育种采

用人工授精技术，种公牛的影响范围非常大，隐性遗

传缺陷有害基因为单碱基突变，遵循孟德尔遗传方

式，其携带者１／２的女儿牛将为有害基因的获得者，

将有害基因传播。尤其对产奶性能高的优秀种公牛

而言，传播范围和速度更为显著。

本研究采用常规ＰＣＲＲＦＬＰ方法检测隐性有

害基因，在ＰＣＲ扩增效果较好情况下，检测准确性

较高，但需要ＰＣＲ扩增、酶切和电泳等试验步骤。

在ＰＣＲ扩增效率不能保证时，存在将携带者错判为

正常个体的假阴性情况，且需要对１次酶切后判定

为携带者的个体加大内切酶用量重复酶切１次，以

消除假阳性。基于此，本研究建立了犆犖 致病基因

ＡＳＰＣＲ检测体系，只需ＰＣＲ扩增和琼脂糖电泳检

测即可进行个体基因型检测，且加入了内标引物，根

据内标条带有无，可克服传统方法假阴性高的缺点，

因此具有操作方便、结果准确和假阳性低等优点，适

合大规模检测应用。

基于该研究检测结果，在奶牛育种中应制订合

理的选种选配计划和淘汰计划，防止有害基因进一

步扩散并逐步降低我国荷斯坦牛群中隐性有害基因

频率。对于已发现的携带者来说，可分为以下２种

情况：（１）对于种公牛而言，鉴于国际上已经建立了

ＣＮ的检测体系，所以可以根据系谱分析，对它的同

胞、后裔进行重点检测，避免杂合子之间发生近交；

（２）对母牛群而言，在计划选配时，首先应对种子母

牛进行检测，然后根据公牛信息找到可疑携带者，再

根据系谱资料，进行局部抽检，逐步把有害突变的频

率降到最低。

４　结　论

本研究对我国参加联合青年公牛后裔测定和良

种补贴项目的５９１头荷斯坦公牛进行了大规模ＣＮ

和ＤＵＭＰＳ筛查，证实了该２种遗传缺陷存在于我

国奶牛群体中。为了为与国际接轨并逐步降低我国

奶牛群体中隐性有害等位基因的频率，有必要尽快

建立荷斯坦牛隐性遗传缺陷监控体系并进行系谱

标注。
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