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摘要：生境破碎化和非法狩猎已经使很多鸟类陷入了濒危境地，笼养繁殖进行迁地保护及再引入的保

护措施已经具有举足轻重的作用，鸟类性别鉴定对于有效的繁殖至关重要。然而对珍稀濒危鸟类进行

安全、方便和准确的性别鉴定一直是个难题。本文运用 )*+ 基因的一对引物 !&&",-!(%./，对 ( 种鹤形

目鸟类：大鸨（12#& 2+*3+）、丹顶鹤（4*)& 5+6($%$&#&）、蓑羽鹤（ 7$2"*(6(#3%& 8#*/(）、灰鹤（4 0 /*)&）、白鹤（4 0
,%)9(/%*+$)&）、白头鹤（4 0 :($+9"+）和灰冠鹤（;+,%+*#9+ *%/),(*):）共 $. 只鸟，进行了有效的性别鉴定。研

究结果不但对 ( 种鹤形目鸟类的笼养繁殖和个体交换起到了指导作用，而且为今后的再引入提供了有

利条件。本研究的性别分子鉴定方法适用于 ( 种鹤形目鸟类，具有安全、方便、准确等特点，并且可以推

广使用。
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生境破碎化和非法狩猎已经使很多鸟类陷

入了濒危境地，因此在鸟类保护方面，笼养繁殖

进行迁地保护及再引入的保护措施已经具有举

足轻重的作用。鸟类性别鉴定对于成功分离成

对的亲本，进行有效的繁殖至关重要。然而，全

世界的鸟类中有 #"\是单态性鸟（HDADHDGL?9M

P9GKO），即雌雄同型［%］
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。即使对于一些雌雄异型



鸟类来说，只有在性成熟后，雌雄在形态上才有

区别，所以对鸟类进行性别鉴定是非常困难的，

特别是对雏鸟进行安全和准确的性别鉴定就更

加困难。目前国内主要应用行为或生理等性别

鉴定方法［!］，这些方法存在准确度低和易对动

物产生伤害等诸多缺点，不适用于珍稀濒危鸟

类的性别鉴定［"］，因此本研究采用 #$% 分子鉴

定方法进行性别鉴定。

鹤形目鸟类包括雌雄同型和雌雄异型两

类，鸨科为雌雄异型；鹤科为雌雄同型。鹤形目

包括很多珍稀濒危鸟类，在本文所研究的 & 种

鹤形目鸟类中，大鸨（!"#$ "%&’%）、丹顶鹤（(&)$
*%+,-.-$#$）、白鹤（ ( ’ /.)0,1.&%-)$）、白头鹤（ ( ’
2,-%03%）为 国 家 一 级 保 护 鸟 类；蓑 羽 鹤

（4-"3&,+,#’.$ 5#&1,）、灰鹤（ (&)$ 1&)$）为国家二

级保护鸟类；灰冠鹤（ 6%/.%&#0% &.1)/,&)2）在我

国没有分布，为非洲特有物种。为了满足对这

些珍稀濒危鸟类的科学研究和人工繁殖要求，

本研究对哈尔滨北方森林动物园 & 种鹤形目鸟

类的部分成体和所有亚成体的性别进行鉴定。

随着分子生物学的发展，目前已经有很多

可靠 的 标 记 进 行 鸟 类 性 别 分 子 鉴 定，如：

%()*%" 基因［+］和 ,,-./ 序列［0］，%()*%" 操作

较麻烦，并且 %()*%" 在物种间变异 较 大［*］，

,,-./ 序列对 1 染色体上的特异性片段进行

扩增，雄性不被扩增，因此雌性会产生一条扩增

带，所以如果有其他因素导致 )23 反应失败，

则很可能造成性别误判。杨光等 !--- 年利用

3%)# 对 + 种鹤进行过研究，但是 3%)# 操作起

来比较繁琐。本研究期望找到一种方便、有效

的方法［/］。

目前，对于非平胸鸟类来说，应用最多的

是 24# 基因。鸟类的 24# 基因位于性染色体

上，鸟类的性染色体为 51 型，雄性为 55，雌性

为 51。24# 基因在非平胸鸟类中有两个同源

拷贝24#61和 24#65，其中 24#61 为 1 连锁，

24#65 为 5 连锁［&，7］。"88* 年，9:;<<;=>? 和 (;@A:;
第一个发现了与 1 染色体连锁的 24#61 基

因，全 称 为 染 色 体 螺 旋 蛋 白 基 因（2>:BCBDBE6
>FG;HA?F6#$% D;IJ;IK KFIF）［8］，随后发现这个基

因非常保守，并且几乎所有非平胸雌性鸟类都

具有 24#61 基因［"-］，从此这个基因开始用于

鸟类性别分子鉴定。其原理为：直接通过特异

性引物对 5 和 1 ! 个染色体上同源的特异序

列进行 )23 扩增。根据在 24#65、24#61 基因

中内含子大小的不同，由于雌性为 51 型，雄性

为 55 型，因此对 )23 扩增产物电泳检测时，雌

性为 ! 条带，雄性为 " 条带。目前，引物 )!L
)7［""］是运用 24# 基因进行鸟类性别鉴定最普

遍的引物；引物 !**-ML!&"73［"!］以其诸多优点

正在被推广应用。因此本研究选用这 ! 个分子

标记对鹤形目 & 种鸟类进行性别鉴定研究。

! 材料与方法

!"! 材料 样本来自于哈尔滨北方森林动物

园笼养条件下的 & 种鹤形目鸟类，已知性别的

有大鸨 0 只：#N"（!）、#N!（!）、#N+（"）和

#N0（"）；丹 顶 鹤 * 只：#"（!）、#!（"）、#+
（!）、#0（"）和 #*（!）；蓑羽鹤 ! 只：O0（"）和

O*（!）；灰鹤 ! 只：4!（"）和 4+（!）；白鹤 !
只：N+（!）和 N0（"）；白头鹤 ! 只：N(/（"）和

N(&（!）；灰冠鹤 ! 只：9"（"）和 9!（!）。个体

为已经通过成体形态和行为进行过性别鉴定，

并且通过繁殖证实的个体。待测性别的有丹顶

鹤 "! 只：#/、#&、#7、#8、#"-、#""、#"!、#"+、

#"0、#"*、#"/ 和 #"&；蓑羽鹤 + 只：O"、O! 和 O+；

灰鹤 " 只：4"；白鹤 0 只：N"、N!、N* 和 N/；白头

鹤 * 只：N("、N(!、N(+、N(0 和 N(*；灰 冠 鹤 0
只：9+、90、9* 和 9/。取样方式为采取非损伤

性取样，收集脱落的羽毛［"+］。

!"# 实验方法

!"#"! 基因组 #$% 提取 每个个体取 ! 根飞

羽的羽髓，样本在消化前加入 "-!G " CBGLP #((
以破 坏 二 硫 键。用 酚6氯 仿 法 对 样 本 基 因 组

#$% 进行提取［"0］。提取产物的含量和纯度均

在蛋白质核酸分析仪 #Q /0-（NFHRCAI 公司）

上进行检测。样品用 (, 调整 #$% 终浓度至

"-- IKL!G，样品保存于 0S备用。

!"#"# )23 扩增 反应体系为 "-!G，含 !--

!CBGLP 的 J$()，".* CCBGLP 的 TK2G!，):;CF: 各 !
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!"#$，!"# %&’ !#$(")*+,) -./ 0（大连宝生物公

司），模板为 1-- 23。反应过程为：预变性 456
7 "82，变性 456 7- ,，退火 546 5/ ,，延伸 9:6
7- ,，共循环 7- 次，完成最后一次循环后 9:6
延伸 9 "82。所运用的两对引物为：;:（/<=>?>
@?’>?@?>’’’>??>>>=7<）和;A（/<=?>???’’=
@@’>@’@B’’C>@=7<）［11］；://-D（/<=@>> ’?>@’=
>>?@>?>’ ?@’@’=7<）和 :91AB（/<=’>>@’’’>=
@’>??’@>@?>>@=7<）［1:］。

!"#"$ 电泳及结果记录 取 1-!$ ;?B 扩增产

物，在 7E的琼脂糖凝胶上电泳 7- "82，用凝胶

成像仪（F8$G)* H#I*"+J 公司）进行拍照记录结

果。电泳结果中，单条带表示此个体性别为雄

性，双带表示此个体性别为雌性。

# 结 果

#"! # 对引物的有效性 利用 14 只已知性别

的个体对 : 对引物的有效性进行了验证，用引

物 ;:K;A 进行扩增，琼脂糖凝胶电泳检测雌雄

均只显示出 1 个条带，因此，不能方便、有效的

对 9 种 鹤 形 目 鸟 类 进 行 性 别 鉴 定。而 引 物

://-DK:91AB 的扩增产物清晰显示：雌性为 : 个

条带，雄性为 1 个条带，因此，能方便有效的对

这 9 种鸟类进行性别鉴定。图 1 为 : 对引物电

泳对比结果的部分图片。

图 ! # 对引物 %&’%# 和 #(()*’#+!&, 性别鉴定结果对比图

*-./! ,012341 56 470 108 -90:4-6-;<4-5: 21-:. # =>-?0>1，%&’%# <:9 #(()*’#+!&,
L：引物（L+M)*）；%: N %/：个体编号（&#O #P G8*Q）O

图 # 引物 #(()*’#+!&, 对 + 种鹤形目鸟类性别鉴定结果图

*-./# ,012341 56 108 -90:4-6-;<4-5: 65> + 9-660>0:4 1=0;-01 56 @>2-65>?01

#"# + 种鹤形目鸟类性别鉴定结果 利用筛

选出的有效引物 ://-DK:91AB 对鹤形目 9 种鸟

类中已知性别的 14 只个体进行鉴定，确定 ;?B
反应条件以及模板的用量。14 只已知性别个

体的性别鉴定结果见表 1，结果与已知性别相

符，准确率为 1--E。

对鹤形目 9 种鸟类 :4 只未知性别鸟类的

性别进行了鉴定，结果见表 :。图 : 表示利用

引物 ://-DK:91AB 对 9 种不同种鸟类雌雄个体

进行性别鉴定的部分电泳检测结果图。

$ 讨 论

$"! # 对引物的有效性分析 引物 ;:K;A 和

://-DK:91AB 尽管扩增的不是同一个内含子，但

·5R· 动物学杂志 $%&’()( *+,-’". +/ 0++.+12 51 卷



表 ! " 种鹤形目鸟类中已知性别个体鉴定结果

#$%&’ ! (’)*&+) ,- )’. /0’1+/-/2$+/,1 -,3 41,51

!
!
!
!
!
!
!

)’./16 %/30) /1 " )7’2/’) ,- 83*/-,39’)

编号

!"# "$
%&’(

已知

性别

)*"+* ,-.

鉴定

性别

/(-*0&$&-(
,-.

编号

!"# "$
%&’(

已知

性别

)*"+* ,-.

鉴定

性别

/(-*0&$&-(

!!!

,-.

123 " " 45

!!!

" "

126 " " 76

!!!

# #

128 # # 78

!!!

" "

129 # # 28

!!!

" "

13 " " 29

!!!

# #

16 # # 2:;

!!!

# #

18 " " 2:<

!!!

" "

19 # # =3

!!!

# #

15 " " =6

!!!

" "

49 # #

表 : " 种鹤形目鸟类中未知性别个体鉴定结果

#$%&’ : (’)*&+) ,- )’. /0’1+/-/2$+/,1 -,3 )’.;

!
!
!
!
!
! !

!
!
!
!
!

*141,51 %/30) /1 " )7’2/’) ,- 83*/-,39’)

编号

!"# "$
%&’(

鉴定性别

/(-*0&$&-(
,-.

编号

!"# "$
%&’(

鉴定性别

/(-*0&$&-(
,-.

编号

!"# "$
%&’(

鉴定性别

/(-*0&$&-(

!! !!

,-.

1; " 13; " 2:3!! !! "
1< " 13< # 2:6!! !! "
1> # 43 " 2:8!! !! "
1? " 46 " 2:9!! !! "
13@ " 48 " 2:5!! !! "
133 " 73 # =8!! !! #
136 # 23 " =9!! !! "
138 " 26 " =5!! !! #
139 " 25 " =;!! !! #
135 " 2; "

性别鉴定原理相同。但是在一些物种中，A6BA>
扩增 C71DE 基因和 C71DF 基因的 ACG 产物大

小十分相似，琼脂糖凝胶电泳很难区分 C71DE
基因和 C71DF 基因，本研究中的 < 种鹤形目鸟

类就面临着此类情况。面对这种情况一般改用

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，也有的采用限制性

内切酶对 A6BA> 的 ACG 扩增产物进行酶切，然

后再进行琼脂糖凝胶电泳［35］。另外，研究显示

C71DE 基因进化速度较快［3;，3<］，所以引物 A6BA>
所扩增 C71DE 基因的内含子在一些物种中自

身出 现 多 态 性，导 致 A6BA> 对 C71DE 基 因 的

ACG 扩增产物出现 6 个或多个等位基因［3>］。

这样有时雄性的电泳结果会出现两条带，必须

进行认真分型，才能进行性别鉴定。但是特殊

情况下，C71DF 基因和某个 C71DE 等位基因只

差 3 H 6 %I 时，分型判读非常困难，只有通过毛

细管电泳才能解决此类难题。而变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳和毛细管电泳比琼脂糖凝胶电泳操

作繁琐，不能达到操作简单、快捷的目的。因此

放弃了这对引物，没有对其进行进一步研究。

引物 655@JB6<3>G 扩增 < 种鹤形目鸟类雌

雄个体的产物明显不同，易于区别，见图 3、6。

另外，现有的研究表明，引物 655@JB6<3>G 所扩

增的目标片段还不存在 C71DE 基因和 C71DF
基因的 ACG 产物大小十分相似、C71DE 基因的

ACG 扩 增 产 物 自 身 多 态 性 现 象［3>］。 引 物

655@JB6<3>G 与引物 A6BA> 相比，还存在一个优

点，就 是 被 扩 增 出 的 C71DF 基 因 片 段 小 于

C71DE 基因片段，由于在 ACG 反应中小片段占

有优势，特别在 ACG 反应很弱的情况下，只要

电泳结果中出现 C71DF 基因的扩增产物，就会

很准确的进行性别鉴定，然而，引物 A6BA> 通常

扩增出的 C71DF 基因产物大于 C71DE 基因产

物，在 ACG 反应很弱的情况下，则很容易产生

误判［3?］。因此，笔者采用引物 655@JB6<3>G 来

建立 < 种鹤形目鸟类性别的分子鉴定方法。

<=: " 种鹤形目鸟类性别鉴定结果分析 只

有准确的性别鉴定才能保证人工繁殖和人工育

种的正确进行。此研究成功地对哈尔滨北方森

林动物园 < 种鹤形目鸟类未知性别的成体和所

有亚成体进行了性别鉴定，有利于今后的人工

繁殖工作，特别是亚成体的性别鉴定有利于其

尽早配对，进行繁殖。同时也发现某些种类的

雌雄比例失调，如：白头鹤 5 只亚成体（2:3、

2:6、2:8、2:9 和 2:5）都为雌性，这种情况很可

能影响未来哈尔滨北方森林动物园白头鹤的繁

殖。鉴于这种结果，已经向哈尔滨北方森林动

物园提出了建议：对当年将繁殖出的白头鹤个

体进行性别鉴定，也可以用当年的雄鹤与这些

亚成体配对；可以与其他动物园和保护区进行
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个体交换。此项研究对动物园中鹤类的繁殖起

到了指导作用。!""# 年白鹤饲养人员通过几

年的观察发现 $% 和 $& ! 只白鹤的行为完全不

同，因此被确定为一对繁殖亲本，进行单笼饲养

进行繁殖，但一直未能成功。通过表 ’ 可以看

出 $% 和 $& 为一对雌鹤，因此根据本实验的结

果已经将其分离，重新择偶配对进行繁殖。

在本研究性别鉴定的 ( 种鹤形目鸟类中，

大鸨不但与其他鸟类不是同科，而且属于雌雄

异型。大鸨成体的外型雌雄存在着很大差别，

但雏鸟的性别用常规方法很难区分，这给各动

物园和保护区之间的大鸨雏鸟引进和交换带来

了极大困难。本研究为了解决这方面的问题，

对大鸨的性别进行了鉴定。为今后大鸨雏鸟的

性别鉴定提供了有效的途径和可靠的方法。从

图 ! 上可以看出，大鸨的带型与其他 & 种鸟类

有着明显的区别。对于其他 & 种鸟类来说，引

物 !%%")*!(’+, 在 - 染色体上的扩增片段小于

. 染色体上的扩增片段。但是对于大鸨来说正

好相反，引物 !%%")*!(’+, 在 - 染色体上的扩

增片段大于 . 染色体上的扩增片段。目前国内

外已经利用引物 !%%")*!(’+, 对很多鸟类进行

了性别鉴定，引物 !%%")*!(’+, 在 - 染色体上

的扩增片段大于 . 染色体上的扩增片段这种现

象，本研究为首次报道。为此，对引物 !%%")*
!(’+, 扩增大鸨的 - 染色体和 . 染色体上产

物进行了测序分析，发现 !%%")*!(’+, 扩增大

鸨的 - 染色体产物长度为 ’ "#/ 01，. 染色体

产物长度为 &%& 01，! 个产物在序列上具有同

源性，表明 - 染色体产物并非其他非特异性扩

增。由于现有的研究显示 2345- 基因非常保

守，不容易出现变异［’(，!"，!’］，然而，大鸨与其他

鸟类相比出现了极大的变异，这种结果产生的

具体原因还不清楚，待于进一步研究。

综上所述，本研究所运用的性别分子鉴定

方法非常适用于所研究的 ( 种鹤形目鸟类，且

显示出安全、方便、准确等诸多优点。实验所用

的引物 !%%")*!(’+, 在位于稳定外显子［!!］，为

通用引物，可以推广到其他物种。本实验采取

非损伤性取样，不但满足笼养珍稀濒危鸟类的

研究要求，还可以推广到野外的珍稀濒危鸟类。

目前，本研究方法只针对部分非平胸鸟类进行，

有待于今后逐步完善和进一步推广使用。
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