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摘要：【目的】红嘴相思鸟（Leiothrix lutea）属雀形目噪鹛科鸟类，因其叫声婉转悦耳，颜色艳丽，是我国传统观赏

鸟类，长时间大量的贸易导致资源破坏严重，现已被列入濒危野生动植物种国际贸易公约（CITES）附录Ⅱ，同时

也被列为国家 II级重点保护动物。通过分子生物学手段对国内市场上贸易的红嘴相思鸟进行性别鉴定，一方

面可以了解我国红嘴相思鸟野生种群性比状况；另一方面，性别鉴定结果可用于评估其贸易捕捉是否存性别选

择偏好；同时还可验证市场摊主利用形态鉴定红嘴相思鸟性别的准确率，为红嘴相思鸟保护和贸易管理提供基

础资料。【方法】调查我国 14个省份 14个鸟市是否存在红嘴相思鸟贸易情况，同时采集各个鸟市的红嘴相思鸟

血液样本 10~20 μL，共 361份。利用Ezup柱式血液基因组DNA抽提试剂盒提取DNA，基于通用引物P2/P8及新

设计引物对样本DNA进行PCR扩增，通过电泳条带数进行性别鉴定，每个样本至少重复 3次，结果一致后判定

性别，计算各鸟市及整体性比，分析其贸易种群性比情况及形态学性别鉴定准确率。【结果】在鸟类性别鉴定通

用引物P2基础上改进获得新引物A1，利用引物A1/P8进行性别鉴定得到的扩增条带更清晰、稳定，并成功鉴定

出 361份样本的性别：雄鸟 163只，雌鸟 198只。红嘴相思鸟贸易种群整体性比为 0.45，偏雌；但各个鸟市性比差

异较大，除 2处市场性比基本平衡之外，其余 7个市场性比偏雌，5个市场性比偏雄。形态学鉴定性别的准确率

为 0.79，其中雌性 0.74，雄性 0.82。【结论】整体性比结果表明红嘴相思鸟贸易捕捉中应无普遍的性别选择，推测

红嘴相思鸟不同地理群体本身可能性比偏倚现象。与分子生物学方法相比，通过形态特征进行性别鉴定存在

误差，一定程度上可减弱贸易捕捉雄性偏好对红嘴相思鸟种群性比的影响。
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Abstract：［Objective］Leiothrix lutea belongs to Leiothriehidae Family of Passeriformes，which is an im‐
portant traditional ornamental bird in China，because of its melodious song and bright color.A long period of
massive trade leads to the population decline，and it has been listed in the appendix Ⅱ of Convention on Inter‐
national Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora（CITES），and is also listed as the National Key
Protected Animals（Class II）.Sex identification and sex ratio test of the trade Leiothrixes based on molecular
method，will provide a way to investigate the sex ratio of the wild population as the trade individuals were all
captured in the field，on the other hand，the results of sex identification can be used to evaluate whether there is
a preference for sex selection in its trade capture；at the same time，it can verify the accuracy of market stall
owners in using morphological method to identify the sex of the Leiothrixes.The results will provide basic infor‐
mation for bird protection and its trade management.［Method］14 bird markets with Leiothrix lutea in 14 prov‐
inces in China were investigated，10-20 μL blood samples of Leiothrix lutea were collected，with a total of 361
samples.The whole genome DNA was extracted by the Ezup column type blood genome DNA extraction kit，and
then amplified by PCR based on general sex identification primers P2/P8，the primer P2 was improved，and a
new primer A1 was designed.All the samples were tested for at least 3 times till the results were consistent.The
sex ratio of the trade population of the Leiothrix was calculated，meanwhile the accuracy of morphological identi‐
fication was compared with that of the molecular method.［Result］Using primer A1/P8 to identify the sex can
get clearer bands and higher amplification success rate.In total，361 individuals were successfully identified，in‐
cluding 163 males and 198 females.The sex ratio of Leiothrix lutea trade population was 0.45，which was female
biased.However，the sex ratios in the bird markets varied，only sex ratios in two markets were balanced，they
were female biased in seven markets and male biased in five markets.The accuracy rate of morphological sex
identification was 0.79，the value was 0.74 for female and 0.82 for male，indicating that there was a certain error
in the sex identification through morphological characteristics.［Conclusion］The results of the sex ratio identifi‐
cation in the bird markets indicated that there was no universal sex selection in the trade capture of the Leio⁃
thrix lutea.It is speculated that sex ratio might biased in different geographical populations of the Leiothrix lutea
in the wild.Compared with molecular biological sex identification method，there are some mistakes in gender
identification based on morphology，which can weaken the impact of trade sex selection bias on the sex ratio of
the whole population of the Leiothrix lutea.

Keywords：Leiothrix lutea；sex ratio；sex identification；trade population

【研究意义】红嘴相思鸟（Leiothrix lutea）是雀形目（Passeriformes）噪鹛科（Leiothrichidae）鸟类[1]。广

泛分布于我国南方各省以及越南北部、缅甸西部和北部，并在日本、美国夏威夷群岛以及欧洲中西部有

稳定的人工引入种群[2]。红嘴相思鸟叫声婉转悦耳，颜色艳丽，是重要的观赏鸟类[3]。过去红嘴相思鸟的

贸易量很大，据统计，仅 1991－1995年 4年时间合法出口量就在 45万只以上，导致资源破坏严重[4]，因此

被列入濒危野生动植物种国际贸易公约（CITES）附录Ⅱ，也被列入我国“三有”保护物种名录[5]。其研究

主要集中在消化系统[6-7]，神经系统[8]，繁殖生态[9]、寄生虫[10-11]等方面，性比方面研究缺乏报道。性比（sex
ratio）是指种群中雄性个体数目和雌性的数目的比例，通常也指雄性个体在群体中的比例[12]，是反映动物

种群状况的基本特征参数之一，可分为初级性比（卵性比）和次级性比（雏鸟性比）以及成年性比（Adult
Sex Ratio，ASR）。种群水平的成年性比对种群配偶关系及繁殖潜力有很大影响，它决定有效种群的大

小，是种群走向繁荣还是没落的一个重要指标[13]。因此，性比是动物种群生态中的重要研究内容，特别

是濒危物种。【前人研究进展】了解鸟类种群性比状况，首先要鉴定鸟类性别，其方法主要包括形态学方

法、细胞生物学方法（染色体核型分析）和分子生物学方法，但形态学方法与细胞生物学方法对鸟类的伤

害性较大[14]，而分子生物学方法更安全可靠，特别是聚合酶链式反应（PCR）扩增法。Ellegren等[15]克隆了

第一个定位在鸟类W染色体的基因CHD1-W。由于CHD1基因的高度保守性，所以一对引物可以用于
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多种非平胸目鸟的性别鉴定；Griffiths等[16]设计了P2/P8引物可用于绝大多数鸟类的性别鉴定，至今仍广

泛应用于鸟类性别鉴定和性比研究[17-19]。利用分子生物学手段对单态型鸟类进行性别鉴定，具有准确

性高、简便、成本低且伤害较小等优点 [17]。【本研究切入点】红嘴相思鸟属单型性鸟类，雌雄形态差异

不显著 [20]，但市场上仍采用形态鉴定性别的方法。因此，本研究拟通过分子生物学手段对红嘴相思

鸟进行性别鉴定，探讨不同市场上红嘴相思鸟种群性比。【拟解决的关键问题】研究主要通过分子生物

学手段对红嘴相思鸟进行性别鉴定，探讨全国范围内不同市场上的红嘴相思鸟种群性比，同时验证市场

利用形态鉴定红嘴相思鸟性别的准确率，以此来评估其种群整体性比状况及其贸易捕捉是否存在性

别选择，为野生红嘴相思鸟种群的保护和管理提供基础资料。

1 材料与方法

1.1 血液样本采集

2018年 11月—2019年 6月，实地调查市场中红嘴相思鸟的贸易现状及部分鸟市基于形态特征的性

比状况，并采集红嘴相思鸟血液样本 10~20 μL用于分子生物学实验。共采集到血液样本 361份，采集地

分布见表1。

1.2 分子生物学方法性别鉴定

1.2.1 DNA提取 采用Ezup柱式血液基因组DNA抽提试剂盒（上海生工）提取样本DNA，4 ℃保存待用。

1.2.2 引物设计及PCR反应条件优化 在通用引物P2/P8基础上，对扩增片段进行测序，再用获得序列

重新设计专一性更高的引物，引物设计在NCBI网站完成。为保证鉴定体系的稳定性，实验中对PCR体

系进行不同设定以摸索出最优反应条件。

PCR反应产物进行 2%琼脂糖凝胶电泳。个体性别判断标准为雄性 1条条带，雌性 2条条带，每个样

本电泳结果3次一致则确定其性别，对于不能成功扩增或结果不一致的个体则舍弃。

1.3 形态学性别鉴定

14个采样组中有 7组进行了红嘴相思鸟的形态学性别鉴定，通过询问市场摊主，由其根据经验进行

表1 采集地分布表

Tab.1 Distribution of collection sites

编码

Code

NC
HF
WH
WZ
NB
BJ
XA
KF
GY
LZ
CD
CQ
SH
GZ

采集地

Distribution

南昌市

合肥市

武汉市

梧州市

宁波市

北京市

西安市

开封市

贵阳市

兰州市

成都市

重庆市

上海市

广州市

位置坐标

Coordinate
经度

Longitude
115°54′4.38″
117°16′39.08″
114°20′9.08″
108°18′7.91″
119°38′41.27″
116°31′9.71″
108°56′36.06″
103°52′15.11″
106°42′5.38″
103°52′15.11″
104°4′26.14″
106°32′48.28″
121°28′8.89″
113°15′41.06″

纬度

Latitude
28°33′40.82″
31°51′47.47″
30°32′54.89″
22°50′1.00″
29°5′32.96″
39°55′23.80″
34°15′53.05″
36°2′17.07″
26°36′13.91″
36°2′17.07″
30°39′14.79″
29°33′49.79″
31°13′56.35″
23°8′9.53″
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性别判定，即：（1）胸部红色区域更宽者为雄；（2）翅膀上黄色斑块更大为雄；（3）具黄色眼纹为雄等。

1.4 数据分析

以分子生物学鉴定性别的结果为标准，计算市场上形态学鉴定方法的准确率（A），雄性鉴定准确率

（AM）和雌性鉴定准确率（AF）[21]，并计算红嘴相思鸟贸易种群的实际性比（R）。

A = (NF + NM )/NT （1）
AM = NM /NM0 （2）
AF = NF /NF0 （3）
R = NM1 /NT1 （4）
式中，NM、NF、NT分别为雄性鉴定正确个数、雌性鉴定正确个数和样本总数，NM0，NF0分别为用于性别

鉴定的雄性个体数和雌性个体数。NM1和NT1分别为分子生物学成功鉴定的雄性个数和样本总数。

所有数据均在Excel2013及SPSS19.0软件中进行处理。

2 结果与分析

2.1 性别鉴定引物及其效果

对原P2引物序列进行了改进，获得了新引物A1，引物序列见表2。

PCR扩增的反应体系为 10 μL，含 2×GoTaq® Green Master Mix 5μL，Nuclease-Free Water 3 μL，上下

游引物各 0.5 μL，DNA模板 1 μL；PCR扩增程序为 94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 1 min，退火温度 1 min，循
环35次，72 ℃延伸10 min，A1/P8退火温度（51±1）℃。

利用A1/P8引物对红嘴相思鸟性别进行分子生物学鉴定，结果与P2/P8引物的鉴定结果一致，但A1/
P8引物PCR扩增条带更清晰、稳定（图1）。

2.2 性比结果

利用新的引物成功鉴定出 361份样本的性别，成功率 100%。其中雄鸟 163只，雌鸟 199只。整体性

比为0.45，偏雌。在14个采样组中有5组性比偏雄，7组性比偏雌，2组性比基本平衡（表3，图2）。

2.3 分子鉴定与形态学鉴定比较

7个采样组的红嘴相思鸟形态学性别鉴定结果为雄性 114只，雌性 65只。由表 3可知，形态性别鉴

定的总准确率为 0.79，其中雄性准确率为 0.82，高于雌性（0.74）；7个采样组的性别鉴定准确率不同，仅有

1组准确率达到100%。

表2 引物序列

Tab.2 Primer sequence

引物名称 Primer name
A1
P2
P8

引物来源 Primer source
CHD基因

CHD基因

CHD基因

引物序列 Primer sequence
5′-GAATAGTTCGCGGTCTTCCA-3′
5′-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3′
5′-CTCCCAAGGATGAGRAACTG-3′

图1 不同引物的扩增结果比较

Fig.1 Comparison of amplification results of different primers
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3 讨 论

红嘴相思鸟雌雄在形态上的差别很难通过肉眼进行有效分辨[22]。尽管市场认为不同性别红嘴相思

鸟在形态上存在差异，但这些差别的可靠性没有经过科学验证。有研究采用比色法来检验红嘴相思鸟

雌雄的体色差异，结果显示众多测量参数中没有任何形态学参数证明在雌雄间存在显著差异，采用单一

形态参数预测雌雄的结果准确率很低[23]。本文在验证形态性别鉴定法的准确率时，同样发现其准确率

达不到 100%，个别鸟市不足 50%，说明形态学鉴定方法严重依赖于鉴定者的经验，存在不确定性和显著

的个体差异，且对雌性的误判率更高。因此，采用分子生物学方法对红嘴相思鸟进行性别鉴定仍然是最

表3 分子生物学性别鉴定结果

Tab.3 Results of sex identification in molecular biology

采集地点

Collection sites
南昌NC
合肥HF
武汉WH
梧州WZ
宁波NB
北京BJ
西安XA
开封KF

样本数量

Sample sizes
56
28
17
13
8
31
29
29

雄性个体

No. of male
4
1
3
1
2
17
25
18

雌性个体

No. of female
52
27
14
12
6
14
4
11

采集地点

Collection sites
贵阳GY
兰州LZ
成都CD
重庆CQ
上海SH
广州GZ

总计 Total

样本数量

Sample sizes
30
33
21
29
12
25
361

雄性个体

No. of male
16
25
20
8
4
19
163

雌性个体

No. of female
14
8
1
21
8
6
198

图2 不同采集点红嘴相思鸟性比结果

Fig.2 Sex ratio of Leiothrix lutea collected from different sites
表4 形态学性别鉴定准确率

Tab.4 Accuracy rate of morphological sex identification

采集地点

Collection sites
开封KF
贵阳GY
兰州LZ
成都CD
重庆CQ
上海SH
广州GZ

总计 Total

雄性准确率

Male accuracy rate
0.94±0.25
0.87±0.35
0.85±0.36

1
0.36±0.50
0.33±0.50
0.94±0.25
0.82±0.39

雌性准确率

Female accuracy rate
0.77±0.44
0.80±0.41
0.67±0.52

1
0.78±0.43
0.67±0.58
0.56±0.53
0.74±0.44

总准确率

Overall accuracy rate
0.86±0.35
0.83±0.38
0.82±0.39

1
0.62±0.49
0.42±0.52
0.80±0.41
0.79±0.41
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可靠的方法。本文利用引物A1/P8进行分子生物学性别鉴定，鉴定结果准确，扩增条带清晰、稳定，优于

通用引物，可以应用于红嘴相思鸟及其近源物种的性别鉴定。

成年性比呈雄性偏倚现象在许多鸟类中已被证明是普遍存在的，特别是在受威胁的物种和小的或

分散的种群中[24-28]。Emilio等[23]在西班牙东北部的巴塞罗那采用陷阱法和雾网法分别在不同地点捕捉了

57只红嘴相思鸟，其中 33只为雄鸟，24只为雌鸟，性比为 0.579，略偏雄。本研究中红嘴相思鸟整体成年

性比略偏雌，与Emilio等的结果相反。但不同市场上的性比结果差异很大，例如南昌、合肥和梧州等鸟

市的性比结果严重偏雌，西安和成都等鸟市性比结果则严重偏雄。

宠物鸟常常因雄鸟颜色更为艳丽，叫声更为悦耳，导致价格更高，有可能会诱使捕鸟人偏好捕捉雄

鸟。经市场调查结果统计，部分市场雄性红嘴相思鸟价格更高，且数量更多。因此，部分市场上红嘴相

思鸟性比偏雄的原因可能与非法捕捉中的性别筛选有关，但该理由不能解释雌鸟更多的市场结果；实际

上，红嘴相思鸟雌雄差异整体不显著，多数市场上红嘴相思鸟的价格也没有雌雄差异，所以由选择偏好

导致的捕捉上的性比偏倚应不是普遍现象。考虑到红嘴相思鸟的捕捉上市时间以秋季为主，此时红嘴

相思鸟常成群活动，采用网捕法很难筛选性别，因此，市场上红嘴相思鸟的性比结果可以反映野外种群

的实际情况，即很可能存在地区性性比偏倚现象。红嘴相思鸟为留鸟，但季节性集群垂直迁移明显[3,29]，
诱引众多捕鸟人前往其活动点张网捕捉，且捕获数量大[2]，网捕个体来自同一群体的概率大，推测单次购

买的鸟有很高概率是来自同一地区。从每个市场的统计结果来看，大部分存在性比上的显著差异，仅 2
个采集地性比平衡。因此，推测红嘴相思鸟不同地理群体的成年性比存在差异，其中个别地理种群性比

偏倚可能较为严重。

成年性比（ASR）会影响个体的繁殖或社会地位，以及终生的繁殖成功[30]，且会对种群数量产生深远

影响。然而在多数物种的保护当中成年性比没有得到足够的重视。红嘴相思鸟作为我国重要的观赏鸟

类，滥捕滥猎情形仍然严重，其野外资源亟需保护。本研究结果是红嘴相思鸟贸易种群成年性比的情

况，虽然会受无法排除的人为因素影响（例如多来源、人工筛选等），仍可一定程度上反映出野外群体性

比的实际状况及贸易对种群性比的影响，但仍需野外种群调查结果的验证。
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