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荷斯坦牛脊椎畸形综合征 ＴａｑＭａｎ荧光 ＰＣＲ
检测方法的建立与应用

刘志玲１，２，吴晓薇１，２，康　伟３，朱道中１，２，刘中勇１，２，陈增荣３，郭霄峰４

（１广东出入境检验检疫局 检验检疫技术中心，广东 广州 ５１０６２３；２广东省动植物与食品进出口技术措施研究重点实验室，
广东 广州 ５１０６２３；３广州出入境检验检疫局，广东 广州 ５１０６２３；４华南农业大学 兽医学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】建立快速筛查牛脊椎畸形综合征（Ｃｏｍｐｌｅｘｖｅｒｔｅｂｒａｌｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＣＶＭ）基因携带者的方法，在牛群中
逐渐淘汰ＣＶＭ基因携带者以减少养牛业损失．【方法】根据 ＧｅｎＢａｎｋ已发表的 ＣＶＭ基因的 ＳＬＣ３５Ａ３基因序列，设
计合成了２对特异性引物和２条ＴａｑＭａｎ探针，建立了牛脊椎畸形综合征ＴａｑＭａｎ探针检测方法．对方法的特异性
和敏感性进行分析后，应用该方法对临床样本进行检测，并与测序方法进行比较．【结果和结论】该方法能有效区分
突变型、野生型和杂合型个体．各种基因型的检测灵敏度为：突变型质粒拷贝数１×１０３μＬ－１，杂合型质粒拷贝数
１×１０４μＬ－１，野生型质粒拷贝数５×１０３μＬ－１．从２９２份荷斯坦牛全血中检出６份ＣＶＭ基因携带者，与测序方法结
果一致．本研究建立的方法简便快捷、准确率高，适合大样本筛选和口岸现场快速筛查．
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　　牛脊椎畸形综合征（Ｃｏｍｐｌｅｘｖｅｒｔｅｂｒａｌｍａｌｆｏｒｍａ
ｔｉｏｎ，ＣＶＭ）是由常染色体上 ＳＬＣ３５Ａ３基因单碱基突
变（Ｇ→Ｔ）引起的隐性遗传病，该基因隐性纯合
（ＣＶ／ＣＶ）时奶牛可致死．病牛的主要临床症状为脊
椎弯曲畸形、两前腿筋腱缩短、颈短和心脏畸形，同

时出现一系列综合症状［１］．妊娠奶牛还会发生早期
流产、胎牛死胎、早产，严重影响荷斯坦牛的繁殖力，

延长产犊间隔，增加母牛淘汰率．ＣＶＭ的遗传缺陷最
早由丹麦科学家于２００１年发现报道［２］，引起了各国

奶牛育种协会和育种工作者的重视．美国、英国、日
本、瑞典、波兰和德国等国家相继报道了在荷斯坦牛

群中存在ＣＶＭ有害基因［３８］．近年，在中国荷斯坦牛
群中也检出一定数量的ＣＶＭ基因携带者［９１０］．

ＣＶＭ基因隐性纯合时表现病征，ＣＶＭ基因携带
者表现正常，但ＣＶＭ基因携带者公牛在人工授精时
会传播ＣＶＭ缺陷基因，一旦两杂合体交配，隐性缺
陷基因传播风险将大大提高，将给奶牛业造成巨大

经济损失．因此有必要建立快速、准确的方法从
ＤＮＡ水平筛查出表型正常的隐性遗传缺陷杂合子，
通过剔除ＣＶＭ基因携带者公牛有效地控制 ＣＶＭ遗
传缺陷，减少畜群养殖的经济损失．

目前，ＣＶＭ有害基因的分子检测方法主要有等
位基因特异性扩增方法（Ａｌｌｅｌｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＡＳＰＣＲ）和聚合酶链式反应 －引物诱
导限制性分析（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｉｎｔｒｏ
ｄｕｃｅｄｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＲＰＩＲＡ）方法［１１１２］，但成

本较高，不适合规模化检测．李艳华等［９］采用聚合酶

链式反应－单链构象多态性（ＰＣＲＳｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｃｏｎ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＰＣＲＳＳＣＰ）方法对荷斯坦牛
进行诊断分析，但 ＰＣＲ扩增产物需要同时进行琼脂
糖凝胶电泳和聚丙烯酰胺电泳来判定基因型．王帅
等［１０］应用错配 ＰＣＲ突变分析技术（ＰＣＲｍｉｓｍａｔｃｈ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｕｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＰＣＲＭＡＭＡ）从国内荷斯
坦公牛中检出ＣＶＭ基因携带者，该方法同样需要采
用琼脂糖凝胶电泳判定结果．本研究根据 ＧｅｎＢａｎｋ
已发表的ＣＶＭ基因的 ＳＬＣ３５Ａ３序列，设计合成了１
对特异性引物和２条ＴａｑＭａｎ探针，经过反应条件的
优化，建立了奶牛脊椎畸形综合征ＴａｑＭａｎ探针荧光
ＰＣＲ检测方法，该方法只需１次加样便可直接从仪
器中判定结果、避免了电泳等繁琐操作．

１　材料与方法
１．１　仪器

ＳＬＡＮ９６Ｐ荧光定量 ＰＣＲ仪器为上海宏石医疗

科技有限公司产品；高速离心机为湖南湘仪科教仪

器有限公司产品；高压蒸汽灭菌器为上海博讯生物

仪器有限公司产品．
１．２　样本

采集某口岸隔离期的荷斯坦种母牛的全血样品

２９２份，采用天根生化科技（北京）有限公司的血液、
细胞、组织基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（货号：ＤＰ３０４
０２），从血液中提取基因组ＤＮＡ．按试剂盒说明操作，
提取后的基因组ＤＮＡ于－２０℃条件下冻存备用．
１．３　质粒

ＣＶＭ基因的野生型质粒（Ｇ／Ｇ型）、突变型质粒
（Ｔ／Ｔ型）和杂合型质粒（Ｇ／Ｔ型）由中国检验检疫科
学研究院构建与保存．
１．４　引物、探针的设计与合成

根据ＧｅｎＢａｎｋ已发表的奶牛遗传缺陷 ＣＶＭ基
因的 ＳＬＣ３５Ａ３序列，应用 ＤＮＡｓｔａｒ软件设计特异性
ＰＣＲ的引物和分别针对 ＣＶＭ基因野生型（ＳＬＣ３５Ａ３
Ｗ）和突变型（ＳＬＣ３５Ａ３Ｍ）的探针．引物由上海捷瑞
生物科技有限公司合成，探针由上海基康生物技术

有限公司合成．具体序列如表１．

表１　荧光ＰＣＲ的引物与探针
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓａｎｄｐｒｏｂｅｓｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

引物与探针名称 引物序列（５＇→３＇） 产物大小／ｂｐ ｔ退火／℃
Ｆ１ ＡＧＣＴＧＧＣＴＣＡＣＡＡＴＴＴＧＴＡＧＧＴ
Ｒ１ ＣＴＣＡＡＡＧＴＡＡＡＣＣＣＣＡＧＣＡＡＡＧ
ＳＬＣ３５Ａ３Ｗ ＶＩＣＴＣＡＴＧＧＣＡＧＴＴＣＴＣＡ ７９ ６０
ＳＬＣ３５Ａ３Ｍ ＦＡＭＴＣＡＴＧＧＣＡＴＴＴＣＴＣＡ

１．５　检测方法的建立
分别取１μＬ制备的 Ｔ／Ｔ基因型、Ｇ／Ｇ基因型、

Ｇ／Ｔ基因型混合质粒 ＤＮＡ作为模板，荧光定量
ＰＣＲ反应体系包含２×Ｍｉｘｂｕｆｆｅｒ１５μＬ，上、下游引
物各０５μＬ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１），２条探针各１μＬ（１０
μｍｏｌ·Ｌ－１），加入超纯水至３０μＬ．反应条件为９４℃
预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃
延伸３０ｓ（采集荧光信号 ＦＡＭ和 ＶＩＣ），４０个循环；
反应在ＳＬＡＮ９６Ｐ上进行．采用 ＳＬＡＮ９６Ｐ自带的分
析软件进行分析．根据循环结束后终点荧光信号值
的差异，以ＦＡＭ和 ＶＩＣ的荧光值为变量，构建双变
量散点图，鉴定样品是否为野生型、突变型或杂合

型．
１．６　特异性试验

为验证此方法检测特异性，以 ＣＶＭ基因的突变
型、野生型和杂合型的质粒标准品作为模板，进行

ＴａｑＭａｎ荧光ＰＣＲ检测．
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１．７　敏感性试验
将质粒标准样品测定浓度后，按１０倍的倍比稀

释，以系列稀释度样品做为模板进行扩增，直至某一

稀释度样品检测不出信号，将该浓度作为样品的检

测下限，以测试该方法的灵敏度．
１．８　临床血液样品的检测

采用所建立的 ＴａｑＭａｎ探针检测方法对２９２份
荷斯坦种母牛血液样品提取的ＤＮＡ进行检测．
１．９　探针法的准确性比较

对ＴａｑＭａｎ探针法分析为 Ｇ／Ｔ基因型的样品以
及部分为Ｇ／Ｇ基因型的样品进行普通测序分析，验
证该方法与测序法的符合率，从而评价探针法的准

确性．

２　结果与分析
２．１　特异性分析

用双探针和引物在优化的反应程序下检测时，

突变型、野生型和杂合型质粒标准品能够很好地区

分，具体结果如图１所示．以野生纯合型质粒为模板
扩增的结果显示野生型探针出现典型扩增，突变型

探针未有荧光信号（图１Ａ）；以突变纯合型质粒为模
板扩增的结果显示突变型探针出现典型扩增，野生

型探针未有荧光信号（图１Ｂ）．杂合型模板２种探针
的信号都得到了有效的扩增，混合引物和探针能将

突变型和野生型的模板有效地区分开来（图１Ｃ）．针
对阴性对照模板２种探针均未有起跳信号（图１Ｄ）．

Ａ：野生型模板的扩增；Ｂ：突变型模板的扩增；Ｃ：杂合型模板的扩增；Ｄ：阴性模板的扩增．

图１　 ＣＶＭ基因特异性试验
Ｆｉｇ．１　ＳｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｔｅｓｔｓｆｏｒＣＶＭｇｅｎｅ

２．２　敏感性试验
采用质粒提取试剂盒纯化阳性克隆质粒 ＤＮＡ，

用微量核酸分光光度计测纯化质粒 ＤＮＡ样品的浓
度．根据公式：质粒拷贝数 ＝质粒 ＤＮＡ质量浓度
（μｇ·μＬ－１）／（质粒分子碱基数 ×１０－１５μｇ），将纯化

质粒ＤＮＡ质量浓度换算成单位体积对应基因拷贝
数．由此计算得到的各种基因型的检测灵敏度为：突
变型质粒拷贝数１×１０３μＬ－１（图２Ａ），杂合型质粒
拷贝数１×１０４μＬ－１（图２Ｂ），野生型质粒拷贝数５×
１０３μＬ－１（图２Ｃ）．

Ａ：突变型模板；Ｂ：杂合型模板；Ｃ：野生型模板．
图２　ＣＶＭ基因敏感性试验

Ｆｉｇ．２　ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｅｓｔｓｆｏｒＣＶＭｇｅｎｅ
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２．３　临床样品的检测
在临床样品检测中，设Ｇ／Ｇ、Ｔ／Ｔ和Ｔ／Ｇ基因型

质粒为对照，将 ＴａｑＭａｎ探针法的荧光 ＰＣＲ曲线分
成３组．３组基因型区别明显，有３种熔解曲线，２９２
例样品中２８６份为Ｇ／Ｇ基因型，６份为Ｔ／Ｇ基因型．
２．４　准确性分析

从检测的临床样品中，挑选３个杂合型样品和５
个野生型样品做测序分析，测序结果和ＴａｑＭａｎ探针
法分型结果吻合（图３），说明ＴａｑＭａｎ探针检测方法
准确可靠．

Ａ：Ｇ／Ｔ杂合型；Ｂ、Ｃ：Ｇ／Ｇ野生型．

图３　临床样品基因组ＤＮＡ测序图
Ｆｉｇ．３　ＧｒａｐｈｉｃｓｏｆｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｓａｍｐｌｅｓ

３　讨论

近年，我国多份研究报告显示，从国外引进的荷

斯坦牛及国内奶牛厂养殖的荷斯坦牛中检出ＣＶＭ基
因携带者［９１０，１３１４］．说明目前国内存在一定数量的
ＣＶＭ基因携带者．要防止 ＣＶＭ给养牛业带来损失最
彻底的办法是在奶牛群体中彻底剔除 ＣＶＭ隐性有
害基因，采用传统的数量遗传学方法———测交，需要

进行长期的后裔测验，既费力又费钱．采用分子生物
学方法可快速、准确、经济地筛查出种牛基因型．
ＰＣＲＳＳＣＰ法、ＰＣＲＭＡＭＡ法与 ＰＣＲＰＩＲＡ是有效筛
查ＣＶＭ致病基因的分子生物学方法，但ＰＣＲ扩增产
物需要同时进行酶切、琼脂糖电泳或聚丙烯酰胺凝

胶电泳来判断基因型［９１０，１３］，电泳检测环节相对

繁琐．
实时荧光 ＰＣＲ方法可以直接检测核酸，准确性

高，且不需后续电泳，操作简便．探针法的优胜在于在
上、下游引物之间引入了１条与目的模板特异性结合
的荧光标记探针，增加了实时荧光ＰＣＲ的特异性和敏
感性［１５］．本研究根据ＧｅｎＢａｎｋ已发表的ＣＶＭ基因的
ＳＬＣ３５Ａ３序列，设计合成了１对特异性引物和２条
ＴａｑＭａｎ探针，建立了奶牛脊椎畸形综合征 ＴａｑＭａｎ
探针检测方法．检测方法能有效地区分突变型、野生
型和杂合型．各种基因型质粒拷贝数的检测灵敏度
为：突变型质粒拷贝数１×１０３μＬ－１，杂合型质粒拷
贝数１×１０４μＬ－１，野生型质粒拷贝数５×１０３μＬ－１．

李艳华等［９］采用 ＰＣＲＳＳＣＰ法对北京地区 ２４２
头公牛样品和４０３头母牛样品进行检测分析，ＣＶＭ
基因携带率为母牛５７１％和公牛８８２％．王帅等［１０］

利用 ＰＣＲＭＡＭＡ法检测 １５４头公牛，发现 ２３头
ＣＶＭ基因携带者，携带率为１５．５８％．范学华等［１３］建

立ＰＩＲＡＰＣＲ法从 ５８７头种公牛中检出携带者 ５６
头，携带率为９．５４％．本研究建立的 ＴａｑＭａｎ探针检
测方法从２９２头母牛样品中检出６头ＣＶＭ基因携带
者，携带率为２．２９％．

为控制ＣＶＭ对我国奶业生产带来的负面影响，
首先应从牛群中筛选出 ＣＶＭ基因携带者，在选种、
选配上尽量不使用 ＣＶＭ基因携带者公牛和 ＣＶＭ基
因携带者母牛配种，以减少隐性有害基因纯合致死

给奶业生产带来的危害．另一方面，从国外引进种
牛、牛遗传物质时应严防 ＣＶＭ基因携带者的潜入．
本研究建立的方法简便快捷、准确率高，适用样品宽

泛，适合大批样本筛选和口岸现场快速筛查．该方法
对进一步提高我国检验检疫系统的检疫把关能力、

防止不合格的国外相关产品进入国内，保护我国适

当的动物卫生健康水平，促进我国奶牛业的健康发

展，具有重要意义．
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国内外公开发行，欢迎订阅．双月刊，逢单月上旬出版，Ａ４幅面．定价１５００元，全年９０．００元．自办发
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