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牦牛胚胎性别鉴定
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反应体系的建立
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摘
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要!研究旨在建立牦牛胚胎性别鉴定准确%可靠的
&'(

反应体系及研究切割取样对胚胎发育能力的影响&根

据牦牛
-./

和
0-1

基因序列分别设计合成
)

对巢式
&'(

引物作为性别鉴定引物和
)

对引物作为内标引物!通过

优化
&'(

反应条件!对已知性别牦牛血液基因组
*+,

和牦牛杂种胚胎
*+,

采用巢式
&'(

进行性别鉴定&结果

表明!血液样本性别鉴定与实际性别完全相符!准确率
#$$-

&从早期胚胎取
.

个细胞进行性别鉴定!结果雄性为

%/0.-

"

##

'

)%

#!雌性为
/%0)-

"

#1

'

)%

#!取样后胚胎发育率为
/"02-

&结果说明已成功建立牦牛胚胎性别鉴定的

&'(

体系&

关键词!牦牛(体外受精(胚胎(巢式
&'(

(性别鉴定
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牦牛"

=+<

?

'9))(&)<

#是分布在青藏高原及其

毗邻高山地区不可替代的重要畜种!是青藏高原人

们赖以生存的主要生活资料和生产资料!但牦牛的

生产性能低下!产奶量低!生长速度慢&用良种奶牛

"

=+<#$9'9<

#与牦牛种间杂交可以有效提高其杂种

一代"

\

#

#的泌乳性能!但是由于
\

#

代雄性不育!

\

#

代母牛只能与奶牛或牦牛回交繁殖后代以提供产奶

性能!然而回交后代因生产性能极为低下而被早期

淘汰)

#

*

&近年来!奶牛和牦牛异种体外受精"

H)

E(#'+V@XT:;:A9T:>E

!

J[\

#已经取得了成功)

)!1

*

!为通过
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胚胎移植繁殖
\

#

代以及实现
\

#

代+繁殖,具有高经

济价值的后代提供了技术保障&如果能建立胚胎性

别鉴定体系以控制后代性别!则繁殖的后代更具经

济价值&

自哺乳动物性别决定基因
-./

发现以来)

%

*

!以

少量胚胎细胞
*+,

为模板进行
&'(

扩增开展早期

胚胎性别鉴定已在多种哺乳动物获得成功)

/!#)

*

&牦

牛与普通牛
-./

基因的核酸同源性为
44]$.-

)

#1

*

!

但目前尚未利用该基因建立牦牛胚胎性别鉴定体

系&因此!本研究旨在建立用于牦牛及其杂种胚胎

性别鉴定准确%可靠的
&'(

反应体系!并研究显微

操作取样对胚胎发育能力的影响&

#

!

材料与方法

#C#

!

材料

牦牛精液为青海省大通牦牛场的牦牛细管冷冻

精液!牦牛血液样品及黄牛卵巢采自成都郊区屠宰

场&血液用
,'*

抗凝!

)̂$_

保存&

胎牛血清"

\'3

#购自
H:R=>

公司(引物由大连

宝生物公司合成(

2$

I

酶%

O9XY@X

%

C+?&D

%

O

L

)̀ 购

自
?:9

L

@E

公司(其余体外胚胎生产试剂均为
3:

L

89

公司产品&

#C!

!

模板
D>@

的提取

牦牛血液
*+,

的提取$采用常规的酚
!

氯仿抽

提法)

2

!

#%

*提取基因组
*+,

!

?7

溶解&

$02-

琼脂糖

凝胶电泳检测基因组
*+,

!

)̂$_

保存&

胚胎样品
*+,

的提取$根据本实验室建立的

牦牛体外受精技术)

)!1

*

!利用牦牛精子与黄牛卵母细

胞生产牦牛杂种胚胎&用
*&a3

液"无
'9

)̀ 和

O

L

)̀

#清洗胚胎
%

次后!移入
"$88

的平皿"

#$$

"

N

液滴!覆盖石蜡油#&用显微操作仪 "

N@:=9

*OJ(7)

!

H@X89E

W

#从早期囊胚"

J[\

第
2

天#中吸

出
/

或
.

个卵裂球!用煮沸法提取
*+,

)

#$

*

&

#CE

!

切割后胚胎的培养

将取样后的胚胎继续培养!

J[\

第
#$

天观察其

发育情况&

#C$

!

%&'

引物的设计和合成

根据
+'aJ

中
3(6

基因序列"

,==@DD:>E+>0

$

7M)4%#.40#

#设计合成牦牛
6!

染色体特异基因

-./

内外引物各
#

对!参考文献)

#/

*合成公母牦牛

共有的常染色体
0-1

基因内外引物各
#

对"表
#

#&

表
#

!

牦牛杂种胚胎性别鉴定的引物序列及
%&'

产物大小

F7;G)#

!

%2+:)2=)

H

4),5)=7,3%&'

1

2.345?=+I)=/.2=)*3)?)2:+,7?+.,./

<

78):;2

<

.=

基因

H@E@

引物序列

&X:8@XD@

<

P@E=@

&'(

产物大小'
R

Z

3:A@>V

Z

X>CP=TD

-./

外$

\#'H''',??'???H,HH,H

!

(#''HH'??,,??HH'???'

内$

\)''',??'???H,HH,HH','

!

()???'?H?HH''?'??HH'?'

))/

0-1

外$

\#'H',',,?H,',',H?','?HH?

!

(#',HH',H'HH''H?,H,,H',

内$

\)',',H?','?HH?H,'''?H

!

()H?'?'?H?H?'',HH?',,,H,

%4.

#CJ

!

巢式
%&'

反应体系的建立

&'(

反应体系总体积为
)/

"

N

$

#$b 7B2$

I

aPVV@X

"

O

L

)̀

\X@@

#

)0$

"

N

!

O

L

';

)

"

)/88>;

-

N

!#

#

)0$

"

N

!

C+?&D

"

)0/88>;

-

N

!#

#

)0$

"

N

!

-./

和

0-1

的引物"

#$

Z

8>;

-

N

!#

#各
#0$

"

N

!模板
*+,

)0$

"

N

!

7B2$

I

酶"

#M

-

"

N

!#

#

$0/

"

N

!超纯水

.]/

"

N

&优化
&'(

条件$"

#

#

O

L

)̀ 浓度$

#0/

%

)0$

和
)0/88>;

-

N

!#

1

个浓度梯度("

)

#

&'(

循环数$

1$

%

1/

%

%$

三个梯度!在每组进行
##

个循环后加入

内引物("

1

#退火温度$

//

%

/2

%

/4

和
"#_%

个梯度&

取
/

"

N&'(

产物!

#-

的琼脂糖凝胶电泳!紫外透

射仪检测
&'(

扩增结果&

!

!

结
!

果

!C#

!

%&'

反应条件的优化

以牦牛血液
*+,

为模板进行
&'(

条件优化!

结果表明!在
)/

"

N

的
&'(

扩增体系中!

O

L

)̀ 浓度

为
)0$88>;

-

N

!#时!特异性扩增产物带清晰%整

齐!无非特异性产物产生!扩增效果理想"图
#9

#(退

火温度为
/4_

的
-./

和
0-1

基因扩增条带亮度

都高"图
#R

#(

1/

个循环足以得到准确的结果!进一

步增加循环数对扩增效果无明显改善"图略#&

)%#
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期 张大伟等$牦牛胚胎性别鉴定
&'(

反应体系的建立

90O

L

)̀ 浓度的优化$

#0#0/88>;

-

N

!#

(

)0)0$88>;

-

N

!#

(

10)0/88>;

-

N

!#

&

R0

退火温度的优化$

#0//_

(

)0/2_

(

10/4_

(

%0"#_

90&'(

Z

X>CP=TD98

Z

;:V:@CI:TQU9X:>PD=>E=@ETX9T:>ED>VO

L

)̀

$

#0#0/88>;

-

N

!#

(

)0)0$88>;

-

N

!#

(

10)0/88>;

-

N

!#

0

R0&'(

Z

X>CP=TD98

Z

;:V:@CI:TQU9X:>PD9EE@9;:E

L

T@8

Z

@X9TPX@

$

#0//_

(

)0/2_

(

10/4_

(

%0"#_

图
#

!

牦牛胚胎性别鉴定
%&'

反应体系的优化

K+

-

C#

!

L

1

?+:+I7?+.,./%&'

1

2.?.5.G/.2=)*3)?)2:+,7?+.,./

<

78):;2

<

.=

!C!

!

巢式
%&'

在牦牛胚胎性别鉴定中的准确性和

可靠性

!!

用牦牛血液提取基因组
*+,

对优化后
&'(

体系的准确性进行检测!

#)

头母牦牛均只能看到

%4.R

Z

的
0-1

基因扩增带!而
#)

头公牦牛均能看

到
%4.R

Z

的
0-1

基因扩增带和
))/R

Z

的
-./

基

因扩增带!其性别鉴定结果与实际性别完全一致"图

)

#&从每枚牦牛杂种胚胎中吸取
.

个卵裂球进行性

别鉴定时!

)%

枚胚胎均得到稳定的扩增结果!其中

##

枚为雄性!

#1

枚为雌性"图
1

#&从每枚胚胎中吸

取
/

个卵裂球进行性别鉴定时!

)2

枚胚胎中
"

枚为

雄性!

#.

枚为雌性!

1

枚未出结果&

!CE

!

切割后胚胎的发育能力

将吸出
.

个卵裂球的早期囊胚在原
J['

体系

中进一步培养!

J[\

第
#$

天!取样后的胚胎发育率

为
/"02-

"

#2

'

1$

#!对照组为
2$0$-

"

)#

'

1$

#!

)

组

间差异不显著"

7

#

$0$/

#&

O0)/$R

Z

;9CC@X*+,

相对分子质量标准(

#

#

#)

为雌

性(

#1

#

)%

为雄性

O0)/$R

Z

;9CC@X

(

#!#)I@X@V@89;@D

(

#1!)%I@X@89;@D

图
!

!

已知性别的牦牛血液
D>@%&'

扩增结果

K+

-

C!

!

()*+3),?+/+57?+.,./

<

78;G..3D>@;

<

%&'

O0*N)$$$*+,

相对分子质量标准(

#

%

1

%

%

%

2

%

4

%

#$0

为

雄性!其余为雌性

O0*N)$$$*+,89XY@X

(

#

!

1

!

%

!

2

!

4

!

#$I@X@89;@D

!

>TQ@XDI@X@V@89;@D

图
E

!

牦牛杂种胚胎的性别鉴定结果

K+

-

CE

!

()*3)?)2:+,7?+.,./

<

78M

<

;2+3):;2

<

.=

E

!

讨
!

论

目前建立的胚胎性别鉴定方法主要有核型分析

法)

#"

*

!

K^

链接酶检测法)

#2

*

%

G!6

抗原检测法)

#.

*

%

3(6

片段的
&'(

扩增法)

"

*

&采用巢式
&'(

可以

有效提高性别鉴定的灵敏度和特异性!是最有效的

胚胎性别鉴定方法&用于哺乳动物性别鉴定的基因

主要有
-./

)

/!#)

*和
*J/

'

*JK

基因)

#4

*

&本研究根

据牦牛
-./

基因序列设计的
)

对巢式
&'(

引物作

为性别鉴定引物!同时!考虑到在胚胎性别鉴定的分

割取样过程中由于样品小而容易丢失!如果只用
#

对雄性特异的引物!就会把已丢失样品或扩增失误

的个体误判为雌性而影响准确率)

.

!

#$

*

!因此!我们根

据
0-1

序列设计了
#

对内标引物!避免了假阴性

的产生&

与
\P

等)

#$

*在水牛的研究结果相似!本研究也

发现
O

L

)̀ 浓度%循环数及退火温度对
&'(

扩增效

1%#
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果有明显影响&采用优化的
&'(

反应体系对已知

性别的牦牛
*+,

样品进行性别鉴定!鉴定结果与

实际性别完全一致!准确率
#$$-

!说明引物特异性

高&在开展胚胎性别鉴定时!取样少对胚胎发育能

力影响小!但操作难度大!一般在胚胎中吸取
%

#

/

个胚胎细胞就足以开展早期胚胎性别鉴定)

#$!#)

!

#4

*

&

本研究表明!从每枚牦牛杂种胚胎取出
.!

细胞提取

的
*+,

进行
&'(

扩增!所有胚胎都得到稳定的扩

增结果!虽然取样后胚胎的发育能力有所降低!但未

达到显著水平&但是!吸取
/

个胚胎细胞进行
&'(

扩增时!部分胚胎没有得到扩增结果!说明微量胚胎

细胞
*+,

的提取技术及
&'(

技术有待进一步改进&

$

!

结
!

论

本研究建立了牦牛及其杂种胚胎早期性别鉴定

的准确%可靠的
&'(

反应体系(在牦牛早期囊胚吸

取
.

个卵裂球足以进行胚胎性别鉴定!且对胚胎的

发育能力没有显著影响&
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