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摘　　要

本研究旨在開發乳牛短脊椎綜合症 (brachyspina syndrome, BS) 基因型檢測新法。基於原檢測法費時且電泳圖像

結果不佳，故進行檢測方法改進。在 FANCI 基因的缺失片段中設計一特定引子，檢測新法採用多重引子 PCR 技術，

進行乳牛 BS 基因型鑑別。BS 正常基因型受檢個體在電泳圖像中約 1.0 kb 處會有一條明顯 DNA 片段，而雜合型者

則在約 0.4 kb 與 1.0 kb 處各有一條明顯 DNA 片段；隨後分別將 0.4 kb 與 1.0 kb 的 DNA 片段溶離定序後，確認兩

DNA 片段係屬於 FANCI 基因，故可確效新檢測法。以新檢測法鑑定來自 4 家乳牛場共 172 個試驗樣品結果顯示，

雜合型個體 21 個，頻率 12.21%；其餘樣品皆為正常型。因雜合型頻率已超過 10%，故有必要持續監控國內進口冷

凍精液與篩檢乳牛群 BS 基因型，俾利逐步篩除此不良遺傳缺陷基因。

關鍵詞：短脊椎綜合症、基因型鑑定、荷蘭乳牛。

緒　　言

牛短脊椎綜合症病例首度在 2006 年揭露於丹麥的荷蘭乳牛 (Agerholm et al., 2006)，隨後荷蘭與丹麥 (Agerholm 
and Peperkamp, 2007; Charlier et al., 2012)、 義 大 利 (Testoni et al., 2008)、 加 拿 大 (Agerholm et al., 2010)、 德 國

(Buck et al., 2010)、美國 (VanRaden et al., 2011)、中國 (Fang et al., 2013) 及波蘭 (Ruść and Kamiński, 2015) 陸續

有荷蘭牛 BS 相關研究報導。經由系譜追蹤，獲知該 BS 缺陷基因源自一頭名號為 Sweet Haven Tradition (NAAB: 
023HO00206；個體號 HOUSA000001682485) 之公牛；而義大利兩頭死產之荷蘭牛仔牛，經系譜確認具同父異母

半同胞之親屬關係。Charlier et al. (2012) 進一步指出，BS 病仔牛係因其第 21 號染色體上 FANCI (fanconi anemia 
complementation-group I) 基因發生 3.3 kb 片段缺失，導致懷孕母牛早期流產或死產，而造成酪農經濟損失，並確認

其為一種隱性致死遺傳缺陷。

依據行政院農業委員會統計報告顯示，104 年我國在養荷蘭牛約有 13.2 萬頭，其中泌乳牛約 6.2 萬頭，年產乳

量約37.5萬公噸，產值約達98.3億元 (行政院農業委員會統計室，2015)。基於培育我國優質種乳牛與提升生產效益，

除需瞭解我國乳牛族群與繁殖性狀相關的重要遺傳缺陷基因頻率分布與來源外，亦需監控與避免引進攜帶遺傳缺陷

的種原，進口冷凍精液管控對我國乳牛群產能與生產效益尤其重要。BS 基因型原檢測法係應用一般 PCR 技術，意

即使用一對引子進行特定 DNA 片段增幅，再配合電泳技術進行片段大小分析與基因型判別 (Fang et al., 2013)。本

研究室曾針對上述方法進行條件與組成改良，並將改良法應用於我國荷蘭乳牛群 BS 基因型鑑定 ( 廖等，2015)。為

增進檢測效果與縮短檢測時間，本研究應用多重引子 PCR 技術發展 BS 基因型新檢測法，並成功地應用於我國乳牛

BS 基因型鑑定。
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材料與方法

I. 試驗乳牛樣品

分別自 4 家乳牛場取得 33、31、92 及 16 頭荷蘭牛生物樣品，共計 172 頭，其中前三場提供血液樣品，最

後一場則提供毛囊樣品。應用 DNA 萃取套組 (DNA Isolation Kit for Mammalian Blood, Roche, Germany) 與廠商

提供的操作流程進行血液樣品 DNA 萃取；以 User-Developed Protocol: Purification of total DNA from nails, hair, or 
feathers using the DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen, Germany)，進行乳牛毛囊樣品 DNA 萃取，供檢測用。

II. BS 新檢測法開發

參照廖等 (2015) 方法，進行 BS 基因型為正常型與雜合型樣品分析，並視為對照組；使用引子有 BSF：
5’-GCTCAAGTAGTTAGTTGCTCCACTG-3’ 與 BSR：5’-ATAAATAAATAAAGCAGGATGCTGAAA-3’。PCR 反

應組成為 100 － 200 ng 模板 DNA、0.25 mM dNTP、每個引子 0.5 μM、1 × 反應緩衝液及 0.75 U ( 單位 ) Taq 聚

合酶 (TaKaRa Bio Inc., Japan)，反應總體積為 20 μL。PCR 反應條件：第一步驟變性，94℃、5 min；第二步驟循

環增幅 35 次，94℃、30 s，60℃、45 s，72℃、2 min 30 s；第三步驟延長，72℃、10 min。依據 FANCI 基因 3.3 
kb缺失片段序列，增加設計BSR1引子：5’-GACTCTTCGCAGGTGTCCTCTGC-3’，結合原設計BSF與BSR引子，

採用三種引子 PCR 法，進行乳牛 BS 基因型檢測。PCR 反應組成為 100 － 200 ng 模板 DNA、0.25 mM dNTP、
每個引子 0.5 μM、1 × 反應緩衝液及 0.75 U ( 單位 ) Taq 聚合酶 (TaKaRa Bio Inc., Japan)，反應總體積為 20 μL。
PCR 反應條件：第一步驟變性，94℃、5 min；第二步驟循環增幅 35 次，94℃、30 s，60℃、45 s，72℃、45 s；
第三步驟延長，72℃、10 min。新檢測法中，BS 正常基因型個體在電泳圖像 1.0 kb 處有一條明顯 DNA 片段，

而雜合型者則在約 0.4 kb 與 1.0 kb 處各有一條明顯 DNA 片段。

III. BS 新檢測法確認

將新檢測法增幅出之 0.4 kb 與 1.0 kb DNA 片段，自電泳分離後之瓊脂膠片中，分別切割與溶離純化 (Clean/
gel Extraction kit, Biokit, Taiwan)，再進行定序反應。以定序試劑 BigDye Terminator 3.1 (Applied Biosystems, USA)
進行定序反應，並以 BSF 為定序引子，增幅後之產物經純化步驟，再以 DNA 自動定序儀 (3730 DNA Analyzer, 
Applied Biosystems, USA) 解序後，應用序列分析軟體 (Sequencing Analysis Software v5.4, Applied Biosystems, 
USA) 進行分析。最後將解序與分析所得 DNA 序列上傳至 NCBI 網頁 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)，以 BLASTn
程式 (http://blast.ncbi.nlm.nih. gov/Blast.cgi) 進行與 Bos taurus genome 資料庫比對分析。

IV. 乳牛 BS 基因型檢測

利用上述所開發與確認的新檢測方法，進行 172 個乳牛血液或毛囊樣品 BS 基因型的 PCR 分析。取 10 μL 
PCR產物與 2 μL的載入染劑混合均勻後，進行 1.5%瓊脂膠體電泳分析。電泳完成後，利用SYBR safe (Invitrogen, 
USA) 染色，並在紫外線燈箱上顯像，再以數位影像分析系統存取影像 (AlphaImager System, Alpha Innotech, 
USA)。在電泳圖片上，BS 基因型的標的片段有 0.4 kb 與 1.0 kb 兩條，BS 正常基因型者僅具 1 kb 片段，而 BS
雜合型者則同時具 0.4 kb 與 1.0 kb 兩個片段。

結果與討論

I. BS 新檢測法開發

本研究室前已參照與改良 Fang et al. (2013) 提出的 BS 檢測法反應條件，並獲得正常型與雜合型正確 DNA
片段電泳圖譜，意即正常型個體呈現 3,738 bp 片段，雜合型者則有 409 bp 與 3,738 bp 兩片段，且已成功應用於

BS 基因型鑑定 ( 廖等，2015)。惟不論正常型或雜合型個體之 3,738 bp 片段都相當微弱 ( 圖 1A)，且 PCR 耗費時

間相當長，且檢測成本亦較高。為提升檢測效率與降低檢測成本，乃應用 multiplex PCR 技術開發新檢測法，使

得 BS 正常基因型者在電泳圖像中 1.0 kb 處有一條明顯的 DNA 片段，而雜合型者則在約 0.4 kb 與 1.0 kb 處各有

一條明顯的 DNA 片段 ( 圖 1B)。整體而言，新檢測法較前改良法節省約 1 小時檢測時間。

II. BS 新檢測法確認

將新檢測法增幅出之 0.4 kb 與 1.0 kb 兩 DNA 片段回收純化、定序及比對後，發現兩種片段皆屬於 FANCI
基因之部分序列 ( 圖 2)；其中 0.4 kb 片段序列比對結果分成兩個區段，第一個區段的終結點位置在 20,537,575 ( 圖
2A)，比對 Charlier et al. (2012) 報告，實際位點應在 20,537,568，此乃因比對程式容許 gap 的存在而造成的誤差，
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第二區段的開始點位於 20,540,898，故兩個區段間存在 3,330 bp 片段缺失。此外，1.0 kb 片段序列比對結果發 
現，區域含括 FANCI 基因序列連續範圍，位點在 21,184,694 － 21,185,487 間 ( 圖 2B)。綜合上述結果，序列證

明新開發的 BS 檢測法可正確地鑑別相關基因型。

圖 1. BS 基因型檢測法比較。

 A：廖等 (2015) 改良法，B：新檢測法，N：正常型，C：雜合型，M：100 bp 大小標記。

Fig. 1.	 Comparison of two genotyping methods for BS. A: The method was modified by Liaw et al., 2015; B: The new BS 
genotyping method was developed. N: BS nomal genotype; C: BS carrier genotype; M: 100 bp DNA ladder.

III. 乳牛場 BS 雜合型頻率

四家乳牛場採樣牛隻樣品之 BS 基因型頻率，如表 1 所示。A 場 33 頭乳牛中有 4 頭為雜合型，頻率

為 12.12%；B 場 31 頭乳牛中有 4 頭雜合型，頻率為 12.90%；C 場 92 頭乳牛中有 12 頭為雜合型，頻率為

13.04%；D 場 16 頭乳牛中有 1 頭為雜合型，頻率為 6.67%。整體而言，受測乳牛群雜合型頻率平均 12.21%；此

結果較美國 (6%, VanRaden et al., 2011)、荷蘭 (7.4%, Charlier et al., 2012)、中國 (3.8%, Fang et al., 2013)，以及波

蘭 (10.26%, Ruść and Kamiński, 2015)報導之雜合型頻率者為高；亦較本研究室 2015年調查篩檢結果 8.56%高 (廖
等，2015)。同時，因 BS 為荷蘭乳牛隱性致死遺傳缺陷，故本試驗樣品中並未檢測出純合基因型個體。

綜合言之，本研究發展之 BS 基因新檢測法，僅需一般 PCR 儀器、電泳槽及影像設備，無需增購昂貴定量

PCR 儀器，而使用檢測藥劑亦屬平價範圍，且可縮短檢測時間 (Fang et al., 2013；廖等，2015)。因此，BS 基因

型新檢測法應具實用性。此外，四個乳牛群檢測結果，BS 雜合型頻率高達 10% 以上，故除應持續監控與評估

進口冷凍精液之重要基因型外，並須利用新檢測法繼續篩檢乳牛群之 BS 基因型，進而監控與追蹤雜合型牛隻，

俾利逐步篩除此遺傳缺陷基因。

表 1. 4 個乳牛群短脊椎綜合症基因型頻率

Table 1.	 Frequency of brachyspina syndrome genotype in four dairy cattle herds

Selected farm No. of cattle genotyped
BS genotype Frequency of carrier

(%)Normal Carrier
A 33 29 4 12.12
B 31 27 4 12.90
C 92 80 12 13.04
D 16 15 1 6.67
Total 172 151 21 12.21
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圖 2. BS 基因型之兩種 DNA 片段序列比對結果。

 A：0.4 kb 片段定序序列比對結果，B：1.0 kb 片段定序序列比對結果。

Fig. 2.	 DNA sequence alignment of two target fragments from BS genotyping.
	 A: The alignment of 0.4 kb-fragment; B: The alignment of 1.0 kb-fragment.
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The objective of this study was to develop a new method for rapid genotyping brachyspina syndrome (BS) in dairy 
cattle. The BS genotyping method was improved because the original identifying method was time consuming and not good 
enough on electrophoresis image. A specific primer was designed according to the sequence of 3.3 kb deletion fragment 
of FANCI gene. The multiplex PCR was applied in the new method. By our new genotyping method, the normal genotype 
possesses a clear DNA band at roughly 1.0 kb. The carrier has two clear DNA bands at roughly 0.4 and 1.0 kb. Furthermore, 
the new genotyping method was proved and validated by sequencing and comparing the two target bands recovered from 
electrophoresis gel. A total of 172 Holstein cattle samples from 4 farms were genotyped for BS. The result showed that 21 
individuals were BS carriers with frequency of 12.21%. Since the carrier frequency is more than 10%, the imported frozen 
semen should be under surveillance and continuous genotyping is required for Taiwan dairy cattle population to eliminate the 
genetic defect gradually.
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