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摘要:家畜早期胚胎性别鉴定对畜牧业生产具有重要的现实意义。本文扼要介绍了胚胎分割技术

和采用 PCR技术鉴别牛 、羊等家畜胚胎性别的操作程序 ,对影响该技术雌雄判定率的因素进行了

综合分析。对这种方法的研究现状 、各种技术细节的主要优缺点和发展前景进行了系统介绍 。
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Abstract:Identif ication of livestock embryo sex is a significant facto r to livesto ck product ion.

This article summarized the technolog y of dividing embryo s and the operation specification of

PCR method fo r sex identif ication of cat tle , sheep and o ther livesto ck embryos. It analyzed the

facto rs which af fect sex identi fica tion rate. It also int roduced the method pro gress , technic de-

tails , advantage and disadvantage.
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　　人为控制家畜性别一直是人们追求的目标 ,特

别是对于有经济价值的家畜 ,如牛 、山羊等 。对早期

胚胎尤其是附植前胚胎进行性别鉴定 ,再进行移植 ,

在畜牧生产中具有重要的科学研究价值和商业价

值。鉴定胚胎性别的方法主要有:细胞遗传学分析 、

X染色体关联酶活性的测定 、胚胎发育率差异性分

析 、雄性特异性抗原的探测以及 Y 染色体特异性

DNA 探针的应用。虽然使用流式细胞分类仪已成

功分离了 X 、Y精子 ,但成本高 ,分离效率低 ,一时还

很难在实际生产中推广。胚胎移植技术的广泛应用

为控制家畜子代性别创造了另一条新途径 。如果一

个胚胎在移植之前能够确定性别 ,移植那些理想性

别的胚胎 ,就可以达到控制目的。随着胚胎移植技

术的产业化推广 ,早期胚胎的性别鉴定技术日益发

展成熟 ,成为目前最有实用价值的一项性别控制技

术。80年代后期 , PCR技术应用于胚胎性别鉴定 ,

为控制家畜性别提供了一条实用价值较高的技术

手段 。

1　牛羊胚胎性别鉴定的发展史
牛早期胚胎的性别鉴定已有十几年的发展历

史 ,从早期的免疫学方法到胚胎细胞的染色体核型

分析 ,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 。Herr

等[ 1]首先成功应用 PCR技术鉴定牛羊胚胎性别 。曾

溢滔等
[ 2]
通过对牛 SRY 基因片段的直接测序 ,设计

了牛 SRY 基因引物 ,对牛早期胚胎进行了性别鉴定

研究 。

由于奶牛和山羊的 SRY 基因核心序列的同源性

高达 98%[ 2 , 3] ,所以 20世纪 90年代初 ,在阐明奶牛
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和山羊性别决定基因 SRY 核心序列的基础上 ,首次

提出并应用 PCR扩增奶牛和山羊胚胎的 SRY 基因

序列来鉴定胚胎性别获得成功 ,随后进一步开展了

对冷冻胚胎的性别鉴定和移植的研究
[ 4]
。

黄淑帧等
[ 5]
通过奶牛和山羊的卵母细胞体外成

熟和体外受精技术 ,可在实验室容易地获得质量较

高的胚胎 ,然后通过显微操作技术 ,采集少许细胞进

行 PCR扩增性别决定基因 SRY 的特异序列 ,便能快

速灵敏地鉴定胚胎的性别 。特别要指出的是 ,用于

性别鉴定的胚胎是含有外源基因的转基因胚胎 ,因

此 ,试管牛和试管羊胚胎性别鉴定技术为转基因家

畜的研究和发展提供了一种可行的技术手段 。

用 PCR方法鉴定家畜胚胎的性别其主要程序

为:①胚胎的获取:冷冻胚胎 、刚从供体家畜回收的

鲜胚或体外受精培养的胚胎都可以用来鉴定性别;

②引物的设计:根据 Y 染色体上的性别决定基因或

特异性片段设计引物 ,同时设计一对公母畜共有基

因引物作为内对照 ,避免假阴性的发生;③用显微操

作仪或徒手从胚胎中取出几个细胞处理后进行 PCR

扩增;④电泳检测:能同时扩增出 Y - 染色体上相应

片段和公母畜共有基因片段的胚胎即为雄性胚胎 ,

而只能扩增出公母畜共有基因片段的胚胎即为雌性

胚胎 。

2　胚胎细胞取样技术
胚胎性别鉴定是否能成功不只取决于鉴定方

法 ,更重要的是如何获得用于鉴定的胚胎样品 ,只有

熟练地进行胚胎分割 ,才有可能使切割后的胚胎成

活并用于胚胎移植 ,否则一切鉴定都失去了意义。

2. 1　分割胚胎

为了获取胚胎细胞进行 PCR鉴定 ,需要进行胚

胎分割。当然也可以不进行胚胎分割 ,用针吸出胚

胎细胞 ,例如下文中的第五种方法。但是使用分割

方法获取胚胎比较简便常用 。常见的胚胎分割方法

有以下几种[ 6] ,具体的选择要根据试验要求和不同

实验室的技术背景。

2. 1. 1　毛细管吹吸法　这种方法主要适用于分离 2

～ 8个细胞期卵裂球。在显微操作仪的帮助下 ,在无

钙 、镁离子的培养液中 ,用固定针吸住胚胎 ,用另一

玻璃针挑开胚胎的透明带 ,细胞团自透明带中脱出。

再用仅能通过胚胎的毛细管吹吸胚胎 ,得到单个卵

裂球 ,再将卵裂球装入空的透明带中 ,体外培养至一

定时期 ,移植入受体中。

2. 1. 2　显微手术法　这种方法主要适用于分割桑

椹胚和囊胚 。在显微操作仪的帮助下 ,以固定针吸

住胚胎 , 用玻璃针或显微手术刀将胚胎对称切割。

在切割桑椹胚时 ,需要在不含钙 、镁离子的培养液

中 ,以降低细胞间的连接 , 降低由于切割造成的损

伤。对胚胎的分割要注意对称 ,尤其是囊胚 ,要注意

将内细胞团对称地一分为二。

2. 1. 3　徒手分割法　徒手分割法主要适用于分割

体积较大的胚胎 ,其优势在于可以不用显微操作仪。

在实体显微镜下 ,用止血钳夹住切割刀片 ,将透明带

切开一部分 ,再用直径略小于胚胎的毛细管吹吸几

次 ,胚胎从透明带中脱出。手持玻璃针自上而下对

称切割裸胚 。这种方法多用于分割桑椹胚和囊胚。

也可使用玻璃针直接将透明带连同细胞一起切开 。

2. 1. 4　免疫手术法　免疫手术法是利用处于囊胚

期的胚胎其滋养层细胞之间已形成紧密连接 ,能阻

挡外部抗体分子进入囊胚腔。其方法是:将胚胎置

于抗血清中 ,使滋养层细胞与抗体分子充分结合 ,然

后在补体的协助下 ,利用免疫反应 ,溶解外层的滋养

层细胞 ,而未结合抗体分子的内细胞团则保持完整。

这样分离的内细胞团可以用来进行 PCR鉴定 。

2. 1. 5　酸性溶液溶解透明带法 　这是李晓红等

人
[ 7]
在实验中使用的方法。胚胎在受精后第 3天(4

～ 8个细胞期)进行性别鉴定。准备好显微操作的培

养皿后 ,将接受鉴定的卵裂期胚胎加入微滴中 ,然后

将显微操作皿转送 37℃恒温的显微操作仪平台上 ,

用显微固定针固定胚胎 ,用酸性的 Ty rodes 液在透

明带上烧灼形成大小约 25 μm 裂孔 ,然后以内径约

20 μm 的微穿刺针吸出单个卵裂球 ,将吸出的卵裂球

移到 Ep管中 ,置 - 20℃冷藏待用 。这种方法可以保

留比较完整的透明带 。

2. 2　胚胎的分割时期与取样细胞数

在实际生产过程中一般都使用晚期桑椹胚或囊

胚。牛胚胎发育到 16 个细胞期逐渐致密化 ,细胞间

由点状接触变为紧密镶嵌 ,接触面过大 ,产生了紧密

连接和间隙连接 ,彼此之间的界限不清晰 ,不易分

开。大量试验证明 ,随着取样细胞数目增多 ,移植成

功率降低 。细胞数量少一些理论上是可行的 ,但却

需要增加扩增周期 ,延长测定时间 。另外 ,取样细胞

数量过少还会产生污染问题 ,采胚细胞时如采到粘

在胚胎上的精子 ,空气中的污染 、培养液中的 BSA及

操作污染都可能成为污染源 ,导致错判 。所以取样

细胞数一般不应少于 5 个。如果是囊胚 ,取样时尽

量不要切割到胚胎的内细胞团 ,否则会使细胞发育

能力降低 。

为了不影响结果判定的准确率 ,而且不至于使
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分割成功率和发育率过低 。用 5 ～ 10个细胞胚胎进

行分割效果比较好。

2. 3　胚胎切割液

根据 Herr C. M 等
[ 1]
报道 ,胚胎切割液用的牛血

清和 BSA 等都会对试验结果产生影响 。在胚胎性别

鉴定中 ,如果胚胎切割液中含有外源犊牛血清 ,由于

PCR极为灵敏 ,有可能将血清中的 DNA也作为模板

扩增 ,所以会对试验结果产生影响。为了避免错误

扩增而产生假阳性 ,影响结果判定 ,切割液中不需要

添加犊牛血清 ,只用加有 12. 5%蔗糖的 PBS 即可。

用含有蔗糖的 PBS 是为了加大摩擦 ,减少胚胎在分

割进程中的滑动性 ,而且由于外界渗透压增大 ,可以

使细胞中的液体减少 ,防止细胞破裂。

另外在胚胎切割取样过程中为了尽可能的避免

样品间的交叉污染 , 在每切割完一个胚胎后 , 都用

PBS 涮洗切割针 ,而且用口吸管吸取切割下的细胞

后都需要反复清洗。

2. 4　透明带的有无

哺乳动物卵透明带(Zona pellucid ,ZP)是包绕生

长卵母细胞 、排除卵子和分裂胚胎的一层半透明丝

状体酸性糖蛋白基质。所有哺乳动物卵母细胞的外

围都为透明带所包裹 ,直到囊胚后期才消失。透明

带是胚胎的重要组成部分 ,在精卵识别 、结合和穿透

的过程中以及阻止多精入卵和保护着床前胚胎方面

都起着至关重要的作用 ,是微生物和病毒的屏障 ,透

明带作为卵膜结构保持了胚胎的完整性 。有可能还

参与了滋养层细胞的物质转运 。

而哺乳动物早期胚胎显微切割一般在晚期桑椹

胚或囊胚期进行 ,此时透明带还未溶解消失 ,这就使

原本具有保护作用的透明带成为显微操作的障碍。

另外由于牛的胚胎透明带非常厚而且有韧性 ,不利

于切割 ,所以 ,是否需要保留透明带和在胚胎分割过

程中如何选择切割方法就有了很大联系 。

透明带是否需要保留的问题 ,一直引起人们的

注意 。一些试验证明 ,桑椹胚和囊胚移植时 ,牛胚有

无透明带对妊娠率没有影响。高建明等
[ 9]
的试验数

据显示 ,透明带的存留和脱失对胚胎发育能力的影

响是不明显的 ,也就是说透明带不是胚胎取样后影

响发育能力的主要因素 ,而主要因素是取样细胞的

多少和胚胎在体外操作中停留时间长短的影响。但

S otomaru等[ 10] 曾发现 ,有透明带的分割胚比无透明

带的分割胚对冻 -融有更高的抵抗力。

综上所述 ,如果切割后需要冷冻保存就需要保

留透明带 ,切割方法要使用对透明带损伤较小的 ,如

毛细管吹吸法和酸性溶液溶解透明带法 。鲜胚直接

移植就不需要保留透明带 ,切割方法可以使用显微

手术法和徒手分割法 。

3　PCR鉴定技术的探讨
3. 1　胚胎细胞 DNA的提取

除引物的特异性之外 ,微量胚胎细胞 DNA 的提

取是另一个关键 ,它关系到 DNA反应的成败 。试验

所使用的煮沸法和冻融法都可用于胚胎细胞样品

DNA 的提取。(1)煮沸法:在体视显微镜下 ,取适当

数量的胚胎放入离心管中加入 10 μL 无菌超纯水 ,

在 100℃煮沸 10 ～ 15 min ,然后立即置于冰上 ,冷却

后离心 10 min ,取上清液用于 PCR;(2)反复冻融法:

在体视显微镜下 ,取适当数量的胚胎放入离心管中

加入 6 ～ 7 μL 无菌超纯水 ,在液氮中冷冻后 ,取出立

即解冻 ,反复冻融几次 ,然后直接用于 PCR扩增 。这

两种方法和传统的 DNA 提取方法相比操作简便 、用

时短 ,适合在牛羊胚胎性别鉴定中使用[ 8] 。

还有另一种方法 ,每次鉴定时取胚胎细胞放入

DNA 提取液中 ,室温下放置 5 min。

3. 2　常规 PCR与巢式 PCR

目前常用的牛胚胎性别鉴定的 PCR方法主要有

两种:一种为常规 PCR ,即用一对 Y染色体特异性引

物或同时使用一对公 、母牛共有基因引物作为内标

引物对胚胎样品进行一次 PCR扩增来鉴定胚胎性

别[ 13 ～ 14] 。另一种为巢式 PCR[ 5] ,即先用 Y染色体特

异基因的外引物和内参照引物进行第一次扩增 ,然

后取第一次扩增产物再加入内引物和内参照引物进

行第二次扩增 。巢式 PCR的使用降低了扩增多个靶

位点的可能性 ,因为同两套引物都互补的靶序列很

少。而使用同样的引物对进行总数相同的循环(30

～ 40次)会扩增非特异性靶位点 。

在胚胎性别鉴定所用的 PCR方法中 ,虽然可以

减少性别鉴定所需要的时间 ,但由于胚胎性别鉴定

时切割取样的细胞数少 ,一次扩增灵敏度有限 ,所以

容易产生在紫外灯下看不到扩增带或扩增带亮度不

够而对鉴定结果产生误判的现象 , 如果采用巢式

PCR ,由于经过两次扩增 ,扩增产物的量增加 ,结果

更容易判断 ,而且巢式引物的使用增加了扩增产物

的特异性 ,提高了准确度。肖海霞等[ 15] 通过常规双

重 PCR法和巢式 PCR法的比较研究 ,结果表明巢式

PCR法大大提高了鉴定牛早期胚胎性别的灵敏度 。

3. 3　扩增引物的选择

目前报道的应用于牛胚胎性别鉴定的引物主要

有 Y 染色体重复序列引物[ 13] , ZFY /ZFX 基因引
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物[ 16]和 SRY 基因核心序列 HMG 保守区引物[ 17] 。

由于扩增效率以及诸多因素影响 ,在检测中使

用参照物十分重要 ,采用内参照技术可以有效避免

假阴性 ,因此 ,原先用于定量检测的内参照技术同样

有必要运用于定性检测中 。所以除了在 Y染色体设

计引物外 ,很多人还在常染色体上设计引物作为内

参照 ,大多是一些容易设计及检测的管家基因 。

本人分别用羊 Y 染色体上的 SRY 基因及位于

常染色体上的 GAPDH 基因设计引物 ,取得了较好

的效果。

3. 4　缓冲液与循环次数

缓冲液中 Mg
2 +
对 PCR性别鉴定结果的影响:

不同的Mg2 +浓度对扩增牛常染色体特异的 DNA 片

段的影响不是太大 ,而对于扩增雄性特异的 SRY片

段则有较明显的影响 ,在较低浓度时均无产物形成 ,

只有在较高浓度时才有扩增 。但是浓度太高又会产

生杂带 ,经反复摸索 , Mg
2 +
终浓度为 1. 2 mM 效果

较好 。循环次数对结果的影响:分别以 25 、35 、50次

3种不同的循环次数进行 PCR扩增 ,结果基本一致 ,

但 50次时 ,凝胶电泳时背景不太清晰 ,虽不影响结

果判定 ,但时间长 ,故认为选择 35次左右较合适[ 18] 。

但本人经过试验证明 ,经过 30次循环即可取得较好

的效果 ,更加节省时间。

4　PCR性别鉴定前景与展望
胚胎性别鉴定程序仍很复杂 ,使养牛生产者和

胚胎操作者一筹莫展 。当发展的技术有效时 ,最现

实的问题就是成本分析。人们之所以重视胚胎性别

鉴定 ,主要是从经济角度去考虑 ,由于移植理想性别

的胚胎时 ,可以节约受体母畜 ,减少维持费用 ,并且

理想性别的每个子代都有很高的价值 ,所以此技术

发展前景非常广阔 。虽然此技术理论上可以应用于

所有哺乳动物 ,但实际生产中为了追求最大的经济

效益 ,研究者们通常把目光放在经济价值高 、繁殖周

期长的大家畜上 ,其它小动物一般不考虑。

利用 PCR扩增牛的 SRY 基因进行胚胎的性别

鉴定 ,其准确率达到 98%以上 ,是目前为止最为理想

的胚胎性别鉴定方法。但是由于胚胎切割给胚胎造

成了损伤 ,必然影响其受胎率 。目前采用 PCR法在

实践中生产理想性别牛存在的关键问题是受胎率

低。据1996年度日本全国实施的732例新鲜胚性别

判定试验 ,除 150例未行妊娠鉴别外 ,胚胎鉴别后

雌 、雄牛受胎率分别为 32. 8%和 29. 2%。冷冻胚受

胎率更低
[ 19]
。我国切割鲜胚的移植受胎率平均在

25%左右 ,切割冻胚移植受胎率的实验室数据为

21%～ 25%[ 20] 。

现在日本荣研化学株式会社已经研制出 Loo-

pamp牛胚胎性别鉴定试剂盒 ,运用新的基因扩增技

术 LAMP(Loop - media ted Isothe ral Amplifica tion)

法 ,分别使用不同的引物 ,对牛胚细胞中的雄性特异

性核酸序列和雌雄共有核酸序列进行扩增反应 ,通

过检测有无扩增反应来鉴定牛胚胎细胞的性别。有

无扩增反应是通过检测反应过程中获得的副产品焦

磷酸镁所形成的白色沉淀的混浊度来判定 。它的特

点是有很高的特异性 ,它采用雄性特异性以及雌雄

共有引物 , 因此可以最大限度地排除误判。只需一

台 Loopamp终点浊度仪 ,就能完成扩增 、检出 、判定

整个过程 ,不需要操作繁琐的电泳仪 。但是据了解 ,

一台浊度仪需要 7 ～ 8万元 ,每个试剂盒能作 24次 ,

每次需要 230元左右 ,一个试剂盒价格在 5 000 元以

上。所以此试剂盒虽然鉴定速度快 ,但是由于价格

昂贵 ,在我国并不能很好的普及。

芬兰农业研究所的 P . Bredbacka 等[ 21] 发明了

一种技术 ,利用该技术可以免去电泳步骤 ,将扩增后

的微量离心管置于紫外光下直接观察就可以鉴定出

牛胚胎的性别 ,并可降低残留物对扩增结果的影响。

该鉴定方法所用的胚胎样可以在无显微操作仪的条

件下 ,徒手切取胚胎获得。利用该方法可以较快地

清洗显微工具 ,并进一步减少鉴别所需时间 。

作为一种理想的胚胎性别鉴定方法 ,最好是鉴

定的准确率达到 100%,胚胎移植的成功率有所提

高。目前 ,应进一步重点研究两个关键技术环节 ,即

简易 、快速 、对胚胎损伤较小的切割取样技术和成本

低廉 、易于推广 、便于在现场操作的胚胎性别鉴定试

剂盒 。该技术必将进入实用化和生产化阶段 ,给畜

牧业生产带来巨大的经济效益 。
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