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摘要 从一患白细胞粘附缺陷症 ( L A D ) 的黑白花奶牛犊的核昔酸顺序分析中
,

发现牛的抗原分子分化群 18

( C D I 。 ) 的基因密码有二处发生了点突变一处在第 383 核昔酸上
,

在此处原有的腺嚓吟已被鸟嚓吟取代 ; 另一处在

第 7 75 核昔酸上
,

在此处原有的胞啥陡被胸腺啥吮取代了
。

在第
一

75 核昔酸的突变是静止的
,

因为它并没有使其相

应的氨基酸顺序发生改变
。

在第 3 83 核昔酸的突变
,

使其在相应的氨基酸顺序中第 1 28 位氨基酸位置上的天门冬氨

酸被甘氨酸 ( D 12 8G ) 所替代
。

一种用于牛的 D 1 28 G 等位基因的快速筛选诊断方法已作了说明
。

在美国
,

在黑白花

奶牛中 D 12 8 G 等位基因的携带率在公牛中占 14
.

1 %
,

在母牛中占 5
.

8 %
。

这一突变基因已流行于世界各地的黑白

花奶牛之中
.
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e ie n e y ( L A D )
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t w o p o i n t m u t a t io n s w e r e d e t e e t e d w it h in t h e g e n e e n e o d in g b o v i n e C D
l s : o n e m u t a t i o n
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S t a t e s 15 1 4
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.

8 %
a m o n g e o w s
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T h i s m u t a t io n 15 p r e v a l e n t a m o
馆 H o l s t e ln e a t t l e

t h r o u g h o u t t h e w o r ld一
K e y w o r d s L e u k o e y t e a d h e s ie n d e f ie i e n e y ( L A D )

,

p o i n t m u t a t i o n ,

H o ls t e i n e a l f

人类 的白细胞粘附缺陷症 ( L e u k o e y t e a d h e s io n

晚 f城 en cy
,

缩写 L A D )
,

是一种常染色体隐性遗传疾

病
,

其特征是由于决定其异型二聚物 几复合体粘附

分子 的 D N A 分子发生了先天性点突变
,

在白细胞表

面的异型二聚物 民复合体粘附分子 的表达 显著降

低
,

导致 白细胞功能发生多重性的障碍 l[,
’ 〕 。

嗜中性白
、

1 9 9 5
一 0 5

一

1 2收稿
。

,

本文是美
、

德
、

日
、

英国际合作研究项目
: “

牛白血球粘附缺陷症

( OB vi en eL
u k oc yt

e

dA he iso
n

众ifc le cn y
.

简称 BL A D )的流行病学和

分子生物学诊断
”

的成果报告之一
,

作者是该项日的合作研究者
,

细胞外渗
,

需要 几复合体与内皮细胞间质的粘附分

子发生交互反应
,

缺乏 几复合体
,

嗜中性白细胞就不

能进入组织破坏和吞噬侵入机体组织的病原体 3[,
`〕。

因此
,

在临床上患者表现出反复发生的多种微生物的

严重感染
。

分子生物学研究表明
,

岛复合体包括 L F A

一 l
、

M a c 一 1 和 P 15 o
、

95
,

其中又由一共有的 日亚单

位
,

C D
I。

(抗原分子分化群 1 8) 和一独特的
a
亚单位

,

C D , , 。 ,

C D
l l 、 ,

C D
, I c

共同组成
。

因为 p
:

复合体的表达

要求 C D , 和 C D
, 。

亚单位的联合作用
,

所以如果缺乏

C D
: : ,

氏复合体的整体表达将会受到抑制 .3[
5〕。

目前
,

在人类医学临床上
,

所有 L A D 患者都已被证实是由
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于 CD
I。

的基因密码发生缺陷而造成的
。

在兽医学方面
,

已有学者先后从临床诊断学和免

疫学特征方面分别报道了黑白花奶牛的
“

粒性白血球

病综合症
” 〔卜

, 0]
,

后经证实
,

这一疾病的病因也是因

为白细胞表面 民复合体表达的缺陷引起的
,

这与人

类的 L A D 是相同的 11[ 〕。

由于 目前对引起黑 白花奶牛

的 L A D 的基因突变的病因学尚无法确定
,

所以对这

一疾病的诊断
,

包括鉴定有害的隐性基因的携带者
,

以及控制这一疾病
,

仍然是 比较困难的
。

笔 者曾于

1 9 9 2 年 8 月赴美国国家农业部动物疾病防治中心
,

参加了有关对这一疾病的合作研究工作
。

本文将结合

有关的工作情况
,

从分子生物学的角度探讨这一疾

病
。

1 材料和方法

1
.

1 黑白花奶牛牛犊 两头患病牛犊
,

年龄分别为

9个月和 13 个月
,

购于同一奶牛场
,

其共有的临床症

状是中度腹泻
,

牙周牙眼炎伴发牙眼萎缩
,

牙齿脱落
,

其中一头牛犊在 口腔内和 口腔周围发生溃疡
,

虽然连

续使用高效抗菌素治疗仍无效
。

血象检查
,

两头

牛犊表现 出持续性的成熟嗜中性粒细胞明 显 的

增多 ( > 47
.

00 0/ 拌L
,

正常值为 < 4
.

0 0 0/ 拌L )
,

两头牛

犊的体重只有正常发育的牛犊体重的 60 %
,

经使用

间接免疫荧光分析
,

两头牛犊的嗜中性白细胞的 仇

复合体正常水平的表达
,

与正常牛犊相比较
,

小于

2 %
,

因此
,

确诊为牛的白细胞粘附缺陷症 ( L A D )
。

1
.

2 血液或精液样品 被检材料主要来源于美国奶

牛协会
,

美国国内各大型人工授精站和有关合作单

位
,

包括美国在 内的 日本
、

联邦德国和英国的有关大

学和研究机构
。

此外
,

还可用新鲜奶品和经福尔马林

固定或用石蜡处理的组织标本作为检测材料
。

1
.

3 N or ht er n 印迹 分析 取动 物外 周血液 作

N or ht er
n
印迹分析

,

全血样经离心和低渗溶解后
,

破

坏了红血球而分离出白血球
,

然后再使用异硫佩酸肌

( G u a u id i u m is o t h ioc y a n a t e ) 分 离 出 白 血 球 的

R N A [` , ]
。

先将分离出的 R N A ( 1 0 拌g ) 电泳到含有甲

醛的 l %琼脂糖凝胶板上
,

再转移到尼龙薄膜上
,

然

后与用 【砂
Z
P」A T P 标记的牛 C D

; :

的互补 D N A 杂

交 1[ ’ 〕。

杂交溶液是 15 %甲酞胺 5/ x eD
n h ar dt 、 溶液 /

S X SS P E ( I X SS P E 内含 1 5 0 m m o l N a C I/ 1 0 m m o l

N aH
Z
P O

.

/ l m m o l E D T A
,

p H 7
.

4 ) / 0
.

5 % S D S ( S D S

溶液含有浓度为 0
.

1 m g / m L 的蛙精子 D N A )
。

杂交

在温度为 42 ℃条件下进行
,

时间一昼夜
。

杂交完毕

后
,

尼龙薄膜先在温度为 25 ℃条件下
,

在 6 X S S P E /

0
.

5 % SsD 溶液中冲洗 2 遍
,

然后在温度为 37 ℃条件

2

下
,

在 l x SS P E / Q
.

5写 S DS 溶液中洗 2 遍
.

1
.

4 核昔酸顺序分析 作牛 C DI
。
的核昔酸在核昔

酸链上的顺序分析
,

其主要步骤是
:

先使用低聚核昔

酸色谱层析法将含有多聚腺昔酸的核糖核酸 ( op ly

( A ) R N A ) 进行分馏分离
,

然后使用 1沌 分离出的

R N A 与低聚核昔酸的引物进行反转录
。

在此使用的

互补 D N A 与牛 c DI
。
特异性的有意义的引物

,

其核昔

酸序列为 5`一 C C C T G C C A G T C C A G C T G G A C A C C -

3’
,

和 反 有意 义 的引 物
,

其 核昔 酸 序列 为 5
, -

C C A C G C C C A T C A T T C T G G G G C A G 一 3
, ,

在耐高温

的 D N A 多聚酶存在作用下
,

通过多聚酶链式反应

( P C R ) 合成大量的 D N A
,

增加 DN A 序列的拷贝数
。

然后
,

再通过使用一个单引物在已合成的 D N A 拷贝

中进行线型 CP R 反应
,

产生单链的 D N A 分子
,

最后

使用牛 C D
I。
特异性引物对单链的 D N A 分子直接进

行顺序分析 [ , `
,
。

1
.

5 D N A 检测诊断 检测第 3 83 核昔酸的突变
,

是

采用从血液样品
、

精液
、

乳品和 已被 固定的组织标

本中分离 出整 组 基 因的 D N A 进行的
。

直接使用

全血样 品进行分析诊断的步骤是
:
将 已用 E仆

T A 抗凝的血液 2 50 匹加入 1 m L 0
.

01 mo l磷酸钠

溶液 ( p H 7
.

2)
,

把红血球作低渗溶解处理
,

然后

进行连续 2 次的离心 ( 1 0 0 0 0 r / m in )
,

沉淀的

白血球颗粒用 l m L l o m m o l 磷酸钠 ( p H 7
.

2 ) /

s m m o l K C I八 4 o m m ol N aC I 混合 液冲洗 1 次后
,

重新溶解在 1 0 拜L
,

0
.

1 mo l N a O H / 2 mo l N a C I 混

合液中
,

在温度为 9 5 ℃ 条件下热处理 Z m in
,

再

次离 心 ( 10 o o o r / m i n
,

1 0 m i n )
,

将含有 D N A 的上

清液分离后
,

加入 2 5 匹 的无菌蒸馏 水稀 释
。

将 0
.

3 林L D N A 加入 20 拌L 一 P C R 反应管内
,

反应管

内再加入 1 x
CP R 缓冲液

,

0
.

2 m mo l d N T P s ,

0
.

5单

位 A m p h T aq 多聚酶
,

4 p m ol 有意义引物
,

其核
`

昔 酸 序 列 为 5’ 一 T C C G G A GG G C C A A G G G C T A -

3` ,

和 反有意义 引物
,

其核昔酸序列为 5`一 G A .G

T A G G A G A G G T C C A T C A G G T A G T A C A G G 一 3
` 。

反

应管需保持放置在碎冰片内
,

直至放入 P C R 反应器

上
。

在进行 PC R 反应时
,

将 P C R 反应管放入 CP R 反

应器上
,

作 3 5循环扩充 ( 9 4 ,C
,

1 5 5 , 6 9℃
,

2 0 5
)

。

P C R 反应结束后
,

再将已扩充的反应物进行限制性

内切酶的消化反应
。

分别用 10 拌L 反应物加 4 单位

T aq l
,

在温度为 65 ℃条件下
,

消化 90 而
n ,

用 10 拌L

反应物加入 4 单位 H a e l
,

在温度 37 ℃条件下
,

消化

9 0 m in
。

待消化反应结束后
,

将消化反应产物放入内

含有着色剂三澳乙锭 ( e t h id iu m b r o m id e ) 的 4 %琼脂

糖凝胶板上进行电泳分析
。

G u a n g x i cS ie n e e s ,

V o l
.

2 N o .

2
,

M a y 1 9 9 5
.







美元左右
。

因此
,

目前在美国畜牧业中
,

L A D 这一遗

传病是造成最严重损失的动物疾病
。

在经过大规模的

普查之后
,

美国奶牛协会已从 1 9 9 3年开始
,

采取了

必要的措施
,

严格控制种公牛的使用
,

首选正常的种

公牛作繁殖使用
,

筛选 D 1 2 8 G 基因携带者
,

对 D 1 2 8 G

携带者或者是十分谨慎的使用
,

或者是淘汰不用
。

所

以可 以预见
,

在不远的将来
,

在美国奶牛业中
,

L A D

的发生率将会显著下降
。

致谢

笔者在撰写此文过程中
,

得到了美国农业部动物

疾病防治中心的营养代谢疾病与免疫 学研究室主任
、

研究员马克
·

格里博士 ( M A R C U S E
.

K E H R IL
,

J .R

Ph
.

D
.

) 的热情指导和帮助
。

广西遗传学会理事
、

广

西农 业大学教授唐纪 良博士审阅 了本文
,

在此深表谢

意 !

M
a e 一 1

, a n d P 1 5 0
,

9 5 g ly
e

op or t e in s e a u se l
e u kco yt e

ad h
e -

s
ion d e f i

e
ie n e y

.

C泛11
.

1 9 8 7
,

5 0 : 1 9 3 ~ 2 0 2
·

H a g e m
oser W A

,

R o t h J A
,

L Oe fs t e d t J
e t a

l
.

G
r a n ul co y

-

t o p e
ht in a H Ol s t ie n h e if er

.

J
a in V e t M

e d A ss co
.

1 9 8 3
,
1 8 3

:

1 0 9 3 ~ 1 0 9 4
.

j .

K i
s h i m ot o T K

,

0
`

C心n n o r K
,

S P r in罗
r

T A
.

L e u kco yt e a d
-

h ies on d e f i
e

ie n e y
.

J B OI I C h
e m

.

1 9 8 9
,

2 6 4
:

3 5 8 8 ~ 3 5 9 5
.

S t oe b e r
M

,

K u e
盘

a A
,

P
o hle n z

J
.

E心vi n e le u kco y t e n 一
A d

-

h
a e s

i
o n s 一

eD if z ie n z ( B L A D = H a
罗 w

oser
一

T
a k a n a

hs i
一

S y n -

d r o m )
:

K lin i
s h e ,

p a t h ol 娘 is h 一 a n a t o m i s h e u n d 一 h ist ol 叩 i s
h

e

B
e f u n d e

.

Dt cs h iT
e r a e z t l W co h e n s e h r

.

1 9 9 1
,

9 8
: 4 4 3 ~ 4 5 1

.

N
a g a h a t a H

,

N闭
a H

,

T
a k a h a s h i

,

K e t a
l

.

E心v
in e g ar n v

lco y
-

t
op

a t h y s

” d r o m e : N e u t r o p h il d y s
f

u n e t io n
in H ol s t e in

F
r i e s ia n e a

l
v e r

.

J V e t M
e d

.

A 3 4 : 4 4 5 ~ 4 5 1
.

1 0

参考文献
,

1 1

A n d e r

son D C
,

cS h m a
l

s t ie g F C
,

F in e g o
ld M J

e t a
!

.

T h
e

se v er
e a n d m记

e r a t e P h e n o t y pe
s o

f h
e r i t a

b l
e

M
a e 一 1

,

L F A

一 1 d e f ie
i

e n e y
: t h

e
i
r q u a n t i t a t io n

d
e
f i n i t io n a n d r e la t io n t o

le u k oc y t e d邓 f
u n e t io n a o d e

li
n i e a

l f e a t u r e s
.

J I n f e e t D : 5
.

1 9 8 5
,

1 5 2
:

6 6 8 ~ 6 8 9
.

A r n a o u t M A
.

le u koc y t e a
d h e s i o n m o

l
e e u

l
e s

d
e fie ie n e y

:
It s

、 t r u e t u r a l b a滋 s ,

p a t h
o p h y s io

l
o g y a n d i: n p l ie a t io n s

f
o r nt 记

-

u
l
a t i n g t h

e in n a
m nr

a t o
即

r e s

即
n s e

.

Im m
u n o l R e v

.

1 9 9 0
,

1 1 4
:

1 4 5~ 1 8 0
.

A r n a o u t M A
.

S
、 r u e t u r e 召 n

d f
u n e t io n o

f t h e I e u k co y t e a
d

-

h
e s

i
o n m o l一e u

l
e s

C D l l / C D 1 8
.

B l
`叉 x 】

.

1 9 9 0
,

7 5 : 1 0 3 7 -

1 0 5 0
.

V o n A n d ir
a n U H

,

C h a m b e : 5 J D
,

M
e

E
v o y L M

e t a
l

.

T w o

一 s t e p m曰
e

l
o

f l
e u koc y t e 一 七 n

d
o t h e

li
a

l
e e l l in t e r a e t io , 1 `几 i n -

f l
a m m a t io n :

D is t i
n e t r o

l
e s

f
o r

L E C A M
一 1 a n

d t h
e le u

k oc y t e

p
: in t e

护
n s i n vi vo

.

P
r
oc N a t l A e a

d cS i U S A
.

2 9 9 1
,

6 8 : 7 5 3 8

~ 7 5 4 2
.

K is h i m ot o T K
,

H Ol l
a n d er N

.

R o b
e r t s

T M
e t a

l
.

I
一

I
e t e r o g e

-

nco
u s m u t at i o n s

in t h e
p

s u b u n it co m m
o

nr t o t
h

e L F A
一 1

,

1 2

1 3

1 4

l 5

1 6

T a k a h a s
h i K

,

M i y a g a w a
K

,

A b e
5

e t a
l

.

oB vi n e g r a n u
lco y

-

t o p a t h y s y :
、

d r o m e o f H o l s t e in 一 F r
i
e s ia n e a lv e s a n d h e i f e r s ,

JP n
J V e t cS i

.

1 9 8 7
,

4 9 : 7 3 3一 7 3 6
.

K
e

h
r li M E J

r ,

cS h m a
l

s t ie g F C
,

A
n

d
e r s o n D C e t a

l
.

M
o

l
o e u

l
a r

d
e f in it io n o f t h

e b o vi n e g r a n u lco y t o p a th y s y n -

d
r o :rr e :

Id
e n t if ie a t io n o

f d
e f i e ie n e y o f t h

e
M

a e 一 1 ( C D l l b /

C D 1 8 ) g l y e o p r o t e l n
·

A m J V e t R
e s

.

1 9 9 0
,

5 1 : 1 8 2 6 ~

1 8 3 6
.

C h o m e z y n s
k i P

,

aS
e e

h i N
·

S in g l
e 一

S t e p m e th de
o f R N A

is o l a t io n b y a e is ! g u a n id in u m t h i co y a n a t e r h
e n o

l
一 e

h l
o -

r o f r o m e x t r a e t io n
.

A
n a

l B io e h e m
.

1 9 8 7
,

1 6 2
:

1 5 6 ~ 1 5 9
.

F
e in b e r g A P

,

V o
gel

s t e i n B
.

A t e e
h n i q ue f or

r a d i
o la

be li
n g

D N A
r e s t r i e t io n e n d o n u e

l
e a se fr a g m e n t s t o h i g h s

详
s
if i

e

a e t ivi t y
.

A n a l B ico h e m
.

1 9 8 3
,

1 3 2
:

6 ~ 1 3
·

A l l
a r d M W

,

E ll s w or t h D L
,

H o n e
界

u t t R L
.

T h e P r
司

u e -

t i
o n o f s in g l

e 一 s t r a n d
e

d D N A s u i t a b le fo r
eS q u e

cn in g 峭 in g

t h e

砂 l卿
e r a se c h a i n : e a e t i

o n
.

压。 丫
e e h n iq u e s

.

1 9 9 2
,

2 0 :

2 4 ~ 2 6
.

R o b i n s o n
J L

,

加m b r o w s k i D B
,

H a r P e s t a d G W
e t a l D e -

t e e t io n a n
d p r e v a

l
e n e e o f U M P

s y n t h
a se d e 王ie ie n e y a

m
o n g

d a ir y e a t t l
e

.

J H e r e d
.

1 9 8 4
,

7 5
:

2 7 7一 2 8 0
.

D
e n n i s

J A
,

H
e a

l y P J
,

B
e a u

d
e t A L

e t a
l

.

M o l
e e u l a r d e fi n

i
-

t ion
o

f be vi n e a r g i n
i

n
os

u e e
i
n a t e s y n t h e t a s e d e f ie

i
e n e y

.

P
r
co

N a t
l A

e a d cS i U S A
.

1 9 8 9
,

8 6 : 7 9 4 7 ~ 7 9 5 1
.

(责任编辑
:

莫鼎新
、

邓大玉 )

广西科学
立

9 95 年 5 月 第 2 卷第 2 期


