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摘要  朱鹮是世界极危鸟类, 由于其野生和饲养种群的近亲繁殖现象日渐严重 , 再引入建立异地野生

种群已是当务之急. 然而 , 由于朱鹮雌雄同色, 从形态学特征区分性别的难度较大 . 为了在选择再引入

的释放个体时能够准确地进行性别鉴定, 利用 PCR 方法对雌性个体 W 性染色体上的性别相关基因进

行扩增, 成功地对 3只朱鹮的性别进行了正确鉴定. 同时, 还得到了其性别相关基因 362 bp的 DNA 序

列, 与近缘种东方白鹳相比有 13 个碱基差异, 其中转换和颠换之比为 2.25. 该基因序列的获得为进一

步设计更为专一的朱鹮性别相关基因引物提供了基础理论依据 .
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朱鹮(Nipponia nippon)是世界极危鸟类, 曾广泛

分布于日本、朝鲜、中国和俄罗斯等地. 由于人为

捕杀和栖息地的不断丧失, 其野生种群到 20 世纪中

叶已基本绝灭[1]. 1981 年, 朱鹮野生种群在洋县境内

重新发现 , 引起了我国政府和国内外学者的极大关

注[2]. 经过近 20 年的努力 , 朱鹮的保护与拯救工作

取得显著成就, 野生种群已从发现时的 7 只增长到

120 余只 , 饲养种群已达 128 只 . 为合理保护这一珍

稀鸟类, 除了加强其栖地的保护外, 再引入建立异地

种群被认为是保护其遗传多样性的有效途径[3, 4]. 然

而, 在建立异地种群进行引种配对时, 由于朱鹮为雌

雄同色鸟类 , 其性别从外部形态学特征上难于确定 ,

这给引种配对造成极大的困难. 因此 , 寻找一种行之

有效的性别鉴定方法极其重要.

对于雌雄同色鸟类的性别鉴定 , 以前是利用染色

体和性激素等分析方法进行确定[5, 6]. 近年来 , 利用

PCR 技术扩增性别相关基因进行动物性别鉴定已在哺

乳类和鸟类中得到了成功的应用[7～9]. 性别相关基因是

指位于某一性染色体上, 且只能在雄性或雌性中扩增

出的一个基因片段, 如哺乳动物雄性 Y 染色体上的

SRY基因[7], 鸟类雌性W染色体上的 EE0.6 [10], CHD-W

和 CHD-NW 基因[11]等. 如能建立一个得到 Y或 W 性

染色体上的某一个性别相关基因的 PCR 扩增体系 , 就

能达到性别鉴定的目的. 本研究利用朱鹮的近缘种东

方白鹳 (Ciconia boyciana) W 性染色体上的性别相关

基因 PCR 引物 , 成功地扩增了朱鹮相应的性别相关基

因, 达到了性别鉴定的目的, 同时还对该基因进行序

列测定 , 为进一步设计更为专一的朱鹮性别相关基因

引物提供了理论依据. 现将结果报道如下:

1  材料和方法

(ⅰ) 2只朱鹮的血液样品(ZH1雌性 , ZH2 未知)

和 1 只朱鹮的肌肉样品(ZH3 雄性)均来自陕西省洋

县朱鹮饲养繁殖中心.

(ⅱ) DNA提取按照 Tamate等人 [12]的方法进行 .

(ⅲ) 性别相关基因的 PCR 扩增 .  利用扩增东

方白鹳 W性染色体的性别相关基因的引物[13]进行扩

增反应. 引物序列为 5′CACCCTGGATTGGACAAC-

CTATTTC 3′(正向)和 5′CACTCTTTCCAGGAA-

ATCAA3′(反向). 反应体积为 20 µL, 其中含有 0.2

mmol/L dNTPs, 1 mmol/L 引物 , 1/10 体积的 10 ×

PCR buffer, 1.5 mmol/L MgCl2 , 1.75 U Taq酶 , 以及

10 ng左右的DNA. 反应条件为 95℃, 80 s, 59℃, 90 s,

72℃  60 s, 共进行 35 个循环 , PCR 反应在 TaKaRa

TP240 型热循环仪上进行. 取 4 µL 反应液在 2%的

琼脂糖凝胶上进行电泳检测 .

(ⅳ) PCR 产物的克隆 .  利用 2%低熔点琼脂糖

凝胶分离和纯化 PCR 产物 . PCR 产物克隆利用
Epicurian Coli Ultracompetent and Supercompetent

Cells 试剂盒(STRATAGENE)进行 . 首先将 PCR 产

物插入到 pT7Blue (R) 载体上, 然后按照试剂盒的

操作步骤进行.

(ⅴ )序列测定.  克隆的序列测定利用 DyEna-

micTM  ET terminator 测 序 试 剂 盒  (Amersham

Pharmacia Biotech)进行 , 测序引物为 BcaBESTTM RV-

M(GAGCGGATAACAATTTCACACAGG) 和 M13-

47(CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC)(TaKaRa). 测

序反应在自动测序仪 ABI PRISMTM 310 Genetic Anal-
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