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摘要  从家畜性别控制的主要途径、早期胚胎性别鉴定主要方法以及在畜牧生产中的应用等方面 ,详细论述了各技术的基本原理、研究
概况及存在问题 ,并对发展前景提出设想。
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  性别控制是指通过人为干预使雌性动物按人们的意愿

繁殖所需性别后代, 建立优化商品畜群, 以提高生产性能和

经济效益的一整套技术。采用这一技术, 可以充分发挥母畜

的繁殖潜力和公畜的生长优势, 进而提高畜牧业的经济效

益; 可以排除畜群中有害基因或基因型 , 防止性连锁疾病; 可

以提高优良畜群的繁殖速度, 加快畜群的更新换代, 促进新

品种选育。随着科学技术的发展, 性别决定和性别控制的研

究已成为当今生物技术的一项重要内容。

1  家畜性别控制的主要途径

目前, 哺乳动物性别控制技术有3 种: ①人工授精前主

要通过免疫学方法或流式细胞分类法分离X 精子和Y 精子 ,

以控制性别 ; ②通过控制精子的受精环境来控制性别; ③在

胚胎移植前对早期胚胎的性别进行鉴定, 以控制性别。目

前, 在前2 种尚未取得完全成功的情况下 , 胚胎的性别鉴定

成为性别控制的主要途径。家畜胚胎的性别鉴定技术是家

畜胚胎移植技术的一项重要内容 , 是新的更高的目标之一。

2  家畜早期胚胎性别鉴定方法及研究进展

2 .1 胚胎性别鉴定方法

2 .1 .1 细胞遗传学方法。细胞遗传学方法主要是指通过核

型分析对胚胎进行性别鉴定, 即通过查明胚胎细胞的性染色

体类型( XX 型或XY 型) 来鉴定胚胎性别。这是在经典的胚

胎性别鉴定的基础上发展起来的一种性别鉴定方法。其鉴

别程序一般是取少量胚胎细胞进行活体细胞分析, 利用乙酰

甲基秋水仙碱阻止有丝分裂, 经固定染色, 得到处于分裂中

期的染色体分布相。该法的优点是准确率可达100 % , 但采

集细胞会伤害胚胎, 而且获得高质量的中期染色体相当困

难, 不适用于实际生产, 目前主要用来验证其他性别鉴定方

法的准确率[ 1] 。

2 .1 .2 免疫学方法。免疫学方法是利用 H- Y 抗血清或 H- Y

单克隆抗体检测胚胎上是否存在雄性特异性 H- Y 抗原 , 从而

进行胚胎性别鉴定的一种方法。胚胎的 H- Y 抗原检测方法

有细胞毒性分析法、间接荧光免疫法和囊胚形成抑制法 3

种[ 2] 。该方法操作相对简便, 可应用于商业生产, 胚胎可鉴

别比率很高 , 但其准确率一直是一个人们难以逾越的障碍。

另外, 由于H- Y 抗原是弱抗原, 在操作过程中观察人员的主

观影响很大, 因而结果误差大, 在实际生产中目前还难以

实行。

2 .1 .3 生物化学方法。生物化学方法是指通过测定早期胚

胎X 染色体相关的酶活性来鉴定胚胎性别的一种方法。在

哺乳动物中 , 同型配子组成的胚胎有2 条 X 染色体, 其中一

条染色体会在胚胎早期失活。研究显示,X 染色体的失活与

胚胎基因组启动之间存在明显的间隙。因此, 在一个细胞

中, 与 X 染色体相联系的酶的活性、浓度在雌性胚胎中是雄

性胚胎的2 倍。据此, 将 X 连锁酶的底物、辅酶和指示剂与

早期胚胎一起孵育, 根据胚胎着色的深浅进行分类, 从而鉴

定胚胎的性别。

2 .1 .4 分子生物学方法。分子生物学方法是新发展起来的

一种利用雄性特异性基因探针和PCR 扩增技术来鉴别家畜

性别的方法。其实质是检测Y 染色体上的 SRY 基因有无来

判断雌雄, 有则判为雄性, 无则判为雌性。采用分子生物学

方法鉴定家畜胚胎性别是20 世纪80 年代后期才开始的, 目

前已被国内外研究人员广泛应用于家畜, 尤其是牛胚胎的性

别鉴定。其主要方法有雄性特异性 DNA 探针检测法、PCR

扩增DNA 片段检测法、PCR 扩增 SRY 法等。PCR 法具有灵

敏度高( 单个细胞即可检测) 、准确率高( 达95 % 以上) 、快速、

操作简便等优点, 但灵敏度高又是该技术的缺点。PCR 过程

极易遭到污染而造成假阳性( 或假阴性) , 影响鉴定的准确

性。尽管如此,PCR 法仍是目前最理想的性别鉴定方法。

2 .2  性别鉴定技术研究进展  早在1902 年 ,Mc Clung 在研

究蝗虫精细胞时, 首先提出性别决定的染色体理论。1910 年

Guyer 首先发现哺乳动物性染色体以及人们认识到以精子染

色体内含物为基础测定哺乳动物性别以来, 人们对精子的处

理产生了极大的兴趣。Lush 是最早研究性别控制的科学家

之一[ 3] 。1923 年Painter 证实了人类X 和Y 染色体的存在[ 4] 。

1944 年 Avery 等发现 DNA 是遗传信息的携带者[ 5] 。1959 年

Welshons 等提出Y 染色体决定雄性的理论[ 6 - 7] 。20 世纪60

年代后期流动细胞仪问世, 使人们更有兴趣致力于新的、快
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速的单一细胞测定技术的研究。1976 年,Gledhill 等首先利

用流动细胞仪测定X 精子和Y 精子的DNA, 以确定可能由于

各种环境因素导致基因损害而引起的改变[ 8] 。1979 年 ,

Moruzzi 提出以 DNA 为性别选择的一种潜在标志, 通过对多

种动物精子染色体长度的测定, 发现 X 精子和 Y 精子中的

DNA 含量都存在差异[ 9] 。1986 年,Johnson 等改良了普通的流

动细胞仪 , 使其专门适用于分离活精子。所有这些研究为今

后最终利用改良的流动细胞检索仪分离 X 精子和Y 精子打

下了基础[ 10] 。1989 年,Johnson 等首先报道用流动细胞仪成

功地分离兔子活的X 精子和 Y 精子 , 并用分离的精子授精产

下后代以后, 这一技术的研究取得了突破性和实质性的进

展[ 11] 。随后, 在牛[ 12] 、猪[ 13] 、羊[ 14] 和人[ 15] 方面的研究都相

继取得成功, 至今已产下了数以千计的预选性别的后代。

Leonard 取牛胚胎滋养层细胞与牛Y 染色体特异性DNA 探针

进行原位杂交处理, 采用免疫细胞学技术检测 , 性别鉴定的

准确率达95 % 以上[ 16] 。

1966 年,Jacobs 等发现雄性决定因子位于 Y 染色体短臂

上。Jost 等对兔胚胎阉割后的试验表明 , 胚胎中睾丸组织的

存在是促使雄性性状发育或阻止雌性性状发育的必需物质 ,

同时Y 染色体同源区存在性别决定的主导信息 , 具有编码睾

丸形成诱导物的特异序列, 因此将这一区域的基因定名为睾

丸决定因子( TDF) [ 17] 。于是, 人们集中在Y 染色体上寻找决

定雄性性别的负责睾丸分化的睾丸决定因子。1990 年,Page

等对一个有Y 染色体但与22 号染色体易位表现为女性患者

的研究发现, 这是由 Y 染色体上1A 区缺失所致。因此 , 将

TDF 定位于 Y 染色体的1A 亚区的第一小区。同年 ,Sinclair

等发现在哺乳动物 Y 染色体上存在 SRY 基因, 编码79 个氨

基酸。它所编码的这个氨基酸序列高度保守。在转基因小

鼠的研究中, 成功地将包含有 SRY 基因的14 kb Y- 染色体片

段通过显微注射导入XX 雌性受精卵 , 使这种整合了 SRY 基

因的转基因小鼠实现了性反转, 其大小、体重、交配行为与正

常XY 雄性无异, 由此证明了 SRY 基因为哺乳动物的性别主

宰基因。SRY 序列的发现是哺乳动物性别控制理论的重大

突破[ 18] 。Herr 首先采用PCR 技术扩增Y 染色体特异多重复

序列鉴定了牛、羊等家畜胚胎性别, 准确率分别达到91 .6 %

和96 .5 % [ 19] 。1991 年曾溢涛等首先应用DNA 测序法直接测

序得到牛 SRY 基因的核心序列, 同时设计合成了仅特异于牛

SRY 基因的2 对PCR 寡核苷酸引物 , 用17 枚( 4 枚全胚、11 枚

切割胚样、2 枚三分胚) 奶牛胚胎进行性别鉴定, 性别符合率

达100 % , 产下的牛犊性别也与鉴定结果一致[ 20] 。1994 年罗

应荣等采用PCR 扩增牛羊 Y 染色体, 检测牛羊性别, 准确率

达80 % [ 21] 。1995 年 , 欧阳红生等用PCR 技术对牛胚胎性别

进行鉴定, 准确率均达到100 % [ 22] 。近年来国内外许多研究

人员致力于PCR 技术的研究和应用, 为不断提高检测的准确

性和灵敏度, 对PCR 技术进行了调整和改进。

3  家畜早期胚胎性别鉴定技术在畜牧生产中的应用

家畜早期胚胎的性别鉴定已有几十年的发展历史。从

早期的免疫学方法到胚胎细胞的染色体核型分析, 已取得了

巨大的发展, 但真正进入实用化阶段是PCR 技术在牛早期胚

胎性别鉴定中的应用[ 23] 。1999 年在中国工程院院士旭日干

教授领导下, 我国研究人员将国外生产的良种肉牛试管冷冻

胚胎通过PCR 性别控制技术进行性别鉴定, 然后将已确定性

别的胚胎移植给受体母牛, 性别鉴定的准确率达100 % [ 24] 。

2000 年上海市医学遗传研究所曾溢滔院士和黄淑祯教授首

次应用PCR 技术检测奶牛胚胎的 SRY 基因, 成功进行了奶

牛和山羊冷冻胚胎的 SRY 基因检测和选择移植, 从而大大提

高胚胎性别鉴定的实用性。为了提高动物胚胎鉴定技术的

实用性, 促进其产业化, 课题组进一步建立了试管牛和试管

羊胚胎性别鉴定和胚胎移植的新技术。以27 枚试管牛胚胎

和207 枚试管羊胚胎进行性别鉴定 , 然后选10 枚经性别鉴定

的牛胚胎移植于8 头受体母牛以及用124 枚已鉴定好的羊胚

胎移植于44 头受体母羊, 移植后妊娠率分别达 37 .5 % 和

64 .1 % , 分娩、流产后的牛犊、羊羔的性别与胚胎性别鉴定的

结果完全一致[ 25] 。2003 年陈从英等用巢式PCR 和常规多重

PCR 对奶牛胚胎进行性别鉴定, 发现巢式PCR 更灵敏, 特异

性更好[ 23] 。2003 年曹越等建立了全套式 PCR 对牛胚胎性别

鉴定的方法, 用于检测牛早期胚胎性别 , 采用2 对引物双扩

增, 增大了检测反应的唯一性和准确性 , 方法全程2 h 左右 ,

使胚胎离体时间缩短 , 对提高移植成功率极为重要[ 26] 。

从目前的性别决定理论分析, 流式细胞器分类法和

SRY- PCR 扩增法是准确而且发展前景广阔的2 种性别控制

方法。但是 , 前者由于分离速度太慢而影响其在生产中的应

用。运用SRY- PCR 技术鉴定胚胎性别, 关键在于提高灵敏

度, 减少细胞取样对胚胎的损伤, 同时需要加快研制各种家

畜的SRY- PCR 试剂盒 , 使该方法的操作简单而且实用。但

是,PCR 技术在灵敏度高的同时, 易污染, 易扩增异源物质。

所以, 通过寻找新的胚胎特异性的抗原 , 制备高效价的抗体 ,

有可能提供一种简单、准确、低成本的方法, 以促进性别控制

技术在畜牧业的广泛应用[ 27] 。

4  结语

哺乳动物特别是家畜性别的人为控制一直是人们梦寐

以求的愿望。性别控制与人工授精、胚胎移植和胚胎切割及

冷冻保存技术的联合使用, 可以使各饲养管理单位按生产所

需进行畜种繁殖, 减少因自然出生性别比率问题而导致影响

生产问题的出现, 加快生产规模、生产效益的增长, 还可以加

速濒危动物、珍稀动物的繁殖和保种进程。与此同时, 可以

使分子生物技术作为有效的辅助手段走上商业化、产业化的

道路。因此 , 家畜性别控制技术是一项值得探索的生物繁殖

技术, 具有巨大的利用价值[ 28] 。
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品测5 次, 根据计算公式 , 求出每100 g 干珍珠花中所含粗脂

肪的含量。由表3 可见, 每100 g 珍珠花中粗脂肪含量仅为

1 .95 g , 是一种低脂佳蔬。

表2 珍珠花中可溶性糖含量

Table 2 Solublesugar content in S . bumalda

编号

Code

样重∥g

Sample weight

吸光度

Absorbency

糖含量∥g/ 100g

Sugar content

相对标准偏差∥%

Relative standard deviation
1 2 .000 0 0 .431 9 .27

2 2 .000 0 0 .432 9 .29

3 2 .000 0 0 .428 9 .20 0 .357

4 2 .000 0 0 .429 9 .23

5 2 .000 0 0 .430 9 .25

表3 珍珠花中粗脂肪含量

Table 3 Crudefat content in S . bumalda

编号
Code

样重∥g
Sample
weight

M1

g
M2

g

脂肪含量
g/ 100g

Fat content

相对标准偏差∥%
Relative standard

deviation

1 2 .000 0 3 .308 1 3 .269 1 1 .95

2 2 .000 0 3 .302 3 3 .263 3 1 .95

3 2 .000 0 3 .316 0 3 .267 2 1 .94 0 .628

4 2 .000 0 3 .342 1 3 .302 7 1 .97

5 2 .000 0 3 .341 6 3 .302 8 1 .94

2 .4  总灰分含量 利用高温灼烧法测定总灰分含量 , 空坩

埚质量为 M0 , 样品加空坩埚质量为 M1 , 残灰加空坩埚质量

为 M2 。样品测5 次, 根据计算公式 , 求出每100 g 干珍珠花中

所含总灰分的含量。由表4 可见, 每100 g 珍珠花中总灰分

含量为4 .22 g , 分析可知矿质元素的含量较高。

表4 珍珠花中总灰分含量

Table 4 Total ashcontent in S . bu malda

编号
Code

M0

g
M1

g
M2

g

灰分含量
g/ 100g

Ashcontent

相对标准偏
差∥% Relative

standard deviation

1 31 .100 1 36.100 1 31 .311 6 4 .23

2 30 .960 1 35.960 1 31 .171 5 4 .23

3 38 .014 6 43.014 6 38 .224 5 4 .20 0 .379

4 32 .613 5 37.613 5 32 .825 4 4 .24

5 31 .378 9 36.378 9 31 .589 4 4 .21

3  结论

珍珠花营养成分的测定结果为每100 g 干珍珠花中粗蛋

白质含量为34 .94 g , 可溶性糖含量为9 .25 g , 粗脂肪含量为

1 .95 g , 总灰分含量为4 .22 g 。由此可见 , 珍珠花是一种粗脂

肪含量低, 可溶性糖含量适当, 蛋白质和总灰分含量高的蔬

菜。目前人们都讲究食用低脂肪、高蛋白质和富含矿质元素

的天然食品。因此, 珍珠花可以开发成为一种优良的野生蔬

菜和健美食品。
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