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摘要：从鸟类已孵化的卵壳中提取 *+, 属于一种非损伤性取样技术，在鸟类分子生态学研究中具有广

阔的应用前景。本实验以河南董寨自然保护区白冠长尾雉（ 10*2+3#4)& *%%5%&##）和 环 颈 雉（ 6"+&#+$)&
4(,4"#4)&）已孵化的卵壳为材料，利用红细胞破碎液、蛋白酶 - 及 .+, 酶等试剂，对卵壳膜内的总 *+, 进

行了提取，建立了一种提取高质量 *+, 的新方法。琼脂糖凝胶电泳检测显示，采用新改进的方法提取

出的 *+, 条带清晰。同时，利用聚合酶链式反应（/0.）技术成功地从总 *+, 中扩增出两种雉类的线粒

体 *+, 控制区（0.）片段，测序后与 1234536 中同一物种的 0. 序列进行比对，结果证实了 /0. 产物的真

实性。文中利用卵壳膜提取出的 *+,，对一窝环颈雉的雏鸟进行了性别鉴定，其结果与根据形态特征进

行鉴定的结果完全一致，均为 7 雄 $ 雌，从而证实了从卵壳膜中提取 *+, 的真实性。该种 *+, 提取方

法在雉类研究中将具有广泛的应用。
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近年来，随着生物多样性保护工作的开

展，珍稀野生动物的保护力度逐渐加强，这就要

求在开展分子生态学研究时不仅要保证取样的

科学性，还要考虑到研究对象的稀有性，在野外

尽量避免采用破坏性取样的方法［! " #］。抽取血

液［$］、拔取羽毛等操作虽然都属于非破坏性取

样，但或多或少都会给动物带来伤害，从而干扰

其正常生活甚至会影响其生存。因此非损伤性

取样（%&%’(%)*+(), +*-./(%0）技术在动物分子生

态学中得到了越来越广泛的应用［1 " !2］。在鸟类

分子生态学研究中，目前非损伤性样品主要有

自然脱落的羽毛［!!］、鸟类排出的粪便［!3，!4］等。

然而，上述样品中的 567 含量十分有限，致使

很多研究工作难于进行。为此，寻找一种更好

的非损伤性取样方法以获得高质量 567，对开

展鸟类分子生态学研究具有重要意义。鸟类具

有营巢产卵的习性，实验表明，从鸟类已孵化

卵壳的内膜中能提取出足量的 567［!8］。由于

已孵化卵壳内膜上的血丝是雏鸟发育后残留

的，包含有鸟类子代的遗传信息，因此对从卵壳

膜上提取的 567 进行分析可以确定雏鸟的遗

传组成。目前国外一些学者已经开始利用鸟类

卵壳膜提取 567 来开展相关的研究［!8］，但国内

迄今尚未有人从事这方面的工作。

白冠长尾雉（!"#$%&’()* #++,+*’’）是我国现有

8 种长尾雉中尾羽最长的一种［!#］，由于数量稀

少而被列为全球易危物种和我国!级重点保护

野生动物［!$］。而环颈雉（-.%*’%/)* (01(.’()*）是

我国分布最广、数量最多的一种资源雉类。本

文以这两种雉类为实验对象，探讨从已孵化卵

壳中提取 567 的可行性，并尝试了将其应用于

野生雉类新生雏鸟性别鉴定的研究中。

! 材料与方法

!"! 材料的采集和保存 实验所涉及的 3 种

雉类样品均采自河南董寨国家级自然保护区

（!!89!:; " !!8942;<，4!93:; " 4392=;6）。该保

护区位于罗山县境内，以白冠长尾雉和候鸟为

主要保护对象。目前保护区内分布有鸟类 344
种，占河南省鸟类总数的 11>1?，其中包括国

家重点保护的鸟类 4$ 种。白冠长尾雉集中分

布在该保护区的核心区内，而环颈雉主要分布

在保护区的实验区和外围。在野外取样工作

中，遵循以下原则：（!）采用非损伤性取样方法；

（3）避免样品污染，并保证每个样品独立而完

整。具体方法为：将野外采集的整窝卵（董寨保

护区用来饲养繁殖和扩大人工种群）标记、测

量，然后用家鸡进行孵化；待幼鸟出壳后，收集

卵壳；从卵壳内取出内层带血丝的卵膜，放进 3
-/ @A<B 塑料保存管中，加满无水乙醇保存。

!"# 研究方法

!"#"! 567 的提取

（!）取 2>24 0 带血丝的卵膜放进 !># -/ 的

<..,%C&DE 管中，将其剪碎，加入 ! -/ 红细胞破

碎液（!2 --&/FG HD(+’IB/ .I 1>#；!2 --&/FG
6*B/；4 --&/FG A0B/3），吹打混匀，# 222 DF-(% 离

心 # -(%，弃上清。重复此步骤至沉淀呈白色。

（3）加入 442"/ 提取液，包括：! -&/FG HD(+’
IB/（.I 1>#）；2># -&/FG <5H7（.I :>2）；! -&/FG
6*B/；! -&/FG 5HH；CCI3J。然后加 !2 -0F-/ 蛋

白酶 K 42"/；!2? L5L 82"/ 至总体积为 822

"/，吹 打 混 匀，##M 水 浴，消 化（!3 " !8 N）过

夜［!!］。

（4）重新加入 42"/ !2 -0F-/ 的蛋白酶 K，

继续消化（$ N）。

（8）加入 !$"/ !2 -0F-/ O6*+,，41M水浴（!
" !># N）。

（#）酚 P氯仿 P异戊醇（3# P 38 P !）萃取液（等

体积约 822"/）萃取 3 次，!2 222 DF-(% 离心 # "
!2 -(%，取水相，然后用氯仿 P异戊醇（38 P!）萃取

! " 3 次，至中央无蛋白层为止；

（$）吸取水相后，加入 3 倍体积的冰冻无水

乙醇，Q 32M沉淀 32 -(%；

（1）!3 222 DF-(% 离心 # " !2 -(%，去上清，加

12?乙醇溶液洗 3 " 4 遍，然后在超净台风干，

待乙醇挥发后，加入 32"/ H< 或 CCI3J（H<：!2
--&/FG HD(+’IB/ .I :>2；! --&/FG <5H7 .I
:>2），#2M水浴溶解 32 -(%，8M放置一夜使其

充分溶解；

（:）放入冰箱 Q 32M保存，备用。

·11·$ 期 张永强等：一种从雉类孵化卵壳中提取 567 的方法



!"#"# !"# 的检测与含量的测 定 取 少 量

!"#（约 $!%）溶液在 &’琼脂糖（()*+,-.，/0#）

凝胶上电泳 12 +34，电泳缓冲液为 & 5 6#7，电

压为 8 9:;+，凝胶经溴化乙锭（7<）染色后在紫

外灯下观察照相，以检测 !"# 提取的质量；利

用 紫 外 分 光 光 度 计（ !/=>?2， <,;@+.4，

A,)+.4B）测定 !"# 含量，当 C!$>2 :C!$D2 在 &EF8
G $E2 之间，$>2 4+ 处吸光值在 2E& 左右时，将

提取液稀释至一定浓度后分装于 & +% 7HH,4I*)J
管内，K $2L保存备用。

!"#"$ (MN 扩增、产物回收及序列测定 利用

一 对 引 物 （ O&>F8F： 8P=#AA#M6#MAAM=
66A####AM=1P 及 Q&$8R：8P=M#6M66AAM#6=
M66M#A6AMM=1P上海生工）［&F］，对白冠长尾雉和

环颈 雉 的 线 粒 体 !"# 控 制 区（;*4S)*% ),-3*4，

MN）的全序列进行 (MN 扩增，验证从卵壳膜中

提取 !"# 的实用性。

(MN 反应体系（共 $8!%）为：!"# 模板 &22
4-；引物 2E8!+*%:O；!"# !"# 聚合酶（6.@.).）

& /；$E8 ++*%:O T-M%$（6.@.).）；I"6( 各 2E$
++*%:O（6.@.).）；&2 5 (MN <UJJ,)（6.@.).）。反

应条件为：R?L预变性 1 +34；R?L变性 12 V，白

冠长尾雉 82L 退火 ?8 V，环颈雉 ?DL 退火 &
+34，F$L 延 伸 >2 V，?2 个 循 环；F$L 延 伸 &2
+34。扩增在 (6M=&22 型 (MN 仪上进行。

(MN 产物经 &’琼脂糖凝胶电泳，7< 染色

后在紫外凝胶成像仪（北京鼎国公司）上观察、

照相，产物为单一条带。切割目的片段，用凝胶

片段回收试剂盒（上海华舜生物工程有限公司）

回收后，对产物直接进行测序（北京华大中生科

技发展有限公司）。

!"# " % 性别鉴定 利用引物（(D：8P=M6MMM#=
#AA#6A#A###M6A=1P及 ($：8P=6M6AM#6MAM#=
6##6MM666=1P 上海生工）［&D］对一窝环颈雉的

卵壳膜所提取 !"# 进行 (MN 扩增。所扩增的

染色体解旋酶 !"# 结合基因（MW)*+*=W,%3;.V,=
!"#= X34I34-，$%&）是位于性染色体上的一个

功能基因，在鸟类中相对保守。$%&=Y 仅存在

于雌性个体，而 $%&=Z 在 $ 种性别中都存在。

$ 个基因的外显子序列相似但内含子序列长度

不同，扩增产物经电泳检测：雌性显示 $ 条带，

而雄性只有一条带，因此可以通过判断条带的

数目来鉴定性别。

(MN 反应体系（共 $8!%）为：!"# 模板 &22
G $22 4-；引 物 &E8 !+*%:O；&2 5 (MN <UJJ,)

（6.@.).）；&E2’ 6)3S*4 [=&22；&E8 ++*%:O T-M%$
（6.@.).）；2E$ ++*%:O I"6(（6.@.).）；!"# !"#

聚合酶（6.@.).）& /。反应条件除了在 ?DL退

火 ?8 V 外，其余与前文所述相同。

取 &2 !% (MN 扩 增 产 物，加 入 $ !% > 5
%*.I34- XUJJ,)，用 $’琼脂糖凝胶在 & 5 6#7 溶液

中 D2 9 电泳 & W。经溴化乙锭染色后，在紫外

灯下观察，分析并拍照。

# 结 果

#"! &’( 含量及电泳检测结果 卵壳膜所提

取的 !"# 利用紫外分光光度计测定含量，白冠

长尾雉和环颈雉卵壳膜的 !"# 电泳图见图 &，

其中图 &. 为检测质量的电泳图。

#"# )*+ 扩增线粒体控制区结果 图 &X、图

&; 分别为白冠长尾雉及环颈雉的不同个体（&
G 8 号）线粒体 !"# 控制区 (MN 产物的电泳

图。从图中可以看出，利用卵壳膜提取的 !"#
在 (MN 扩增时条带长度在 & 222 G $ 222 XH 之

间，亮度清晰，产物浓度较高。

#"$ 测序结果 对 $ 只白冠长尾雉个体的线

粒体 !"# 控制区 (MN 产物进行回收测序，结果

显示该片段序列长度为 & &8& XH，$ 只个体为同

一单 倍 型，与 A,4<.4@ 里 的 白 冠 长 尾 雉 序 列

（#\1>D2>>）进行比对，发现有一个位点不同：第

&R2 位点存在一个碱基转换（6!M），变异率约

为 2E2DF’。对 ? 只环颈雉个体的线粒体 !"#
控制区进行回收测序，结果显示该片段序列长

度为 & &?8 XH，? 只个体为同一单倍型，与本实

验室用环颈雉肌肉提取的 !"# 线粒体控制区

扩增测序结果进行比对（肌肉样品来自河南董

寨），发现有 $ 个位点不同：第 $>F 位为碱基转

换（6!M），第 R&8 位点为碱基颠换（6!#），变

异率约为 2E&F’。

#"% 性别鉴定结果 对一窝环颈雉卵（共 F

·DF· 动物学杂志 $’()*+* ,-./)"0 -1 2--0-34 ?& 卷



图 ! 白冠长尾雉和环颈雉卵壳膜的 "#$ 电泳图

!" 总 #$%：% 为环颈雉 #$%，其含量为 &’( )*+!,，-、. 为白冠长尾雉 #$%，其含量分别为 /01 )*+!,、&11 )*+!,；2" 白冠长尾雉

线粒体 #$% 控制区 3.4 扩增产物；5" 环颈雉线粒体 #$% 控制区 3.4 扩增产物；6" 利用 !"# 基因对环颈雉进行性别鉴定

的电泳图（7：雌性，8：雄性）；9 表示 #$% 9!:;<: #=&111（>!;!:!），从上到下依次为：& 111、/ 111、0’1、’11、&’1、/11 2?@

枚）孵化后的卵壳进行 #$% 提取，用紫外分光

光度计检测，含量分别为：&A& )*+!,、/ 111 )*+

!,、((1 )*+!,、&BC )*+!,、CC )*+!,、&’( )*+!,、01C
)*+!,。性别鉴定显示 0 只雏鸟为 A 雄 C 雌，即

该窝环颈雉的新生雏鸟性比为 / D /"AA。此结

果与同窝新生雏鸟发育到成鸟后通过外形观察

得到的结果完全一致。图 /6 所示为部分电泳

检测图，!"# 基因扩增条带位于 A11 2? 左右。

由于非特异性扩增，使 7 在 0’1 2? 产生非特异

性条第；8 在 &’1 2? 产生非特异性条节。

% 讨 论

%&! 利用卵壳膜提取 "#$ 的可靠性及应用前

景 利用卵壳膜提取的遗传物质与采用其他非

损伤取样方法如从动物的唾液、毛发、羽毛、粪

便、尿液［/E］、食团中提取出的遗传物质［&1］在实

际应用中没有本质差别。3<!:5< 等［/C］对巢中可

利用资源的研究发现，卵壳膜可提供充足的子

代 #$%，同时结合亲代羽毛 #$% 进行分析，可

以为婚配制度提供大量的可靠数据。由于不需

要捕捉及伤害动物，而且提取的 #$% 含量相对

较多，因此卵壳膜作为又一种非损伤取样材料

开始受到生态学家尤其是保护生物学家的关

注。

在探讨物种生活史问题和婚配制度时，必

须考虑样品采集的真实性和纯净性，避免交叉

污染。本研究在独立取样的前提下，收集幼鸟

出壳后的卵壳膜，对其进行 #$% 提取，利用一
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对引物 !"#$%$ 及 &"’%(［"$］对两种雉类线粒体

)*+ 的控制区进行扩增，并对 ,-. 产物进行了

回收测序。通过与已知序列的比对，证实我们

的扩增产物确实是目标物种的线粒体 )*+，从

而说明利用卵膜提取鸟类 )*+ 的真实性。

然而在有些研究中，也有人提出从鸟卵中

所提取的 )*+ 因受母体 )*+ 的影响，而不能

真正代表子代遗传信息的观点［’"］。我们认为

这与取样的部位以及鸟卵孵化的程度有关。对

于雏鸟已经成功孵化后所遗留的卵壳，其内部

卵壳膜上的血丝来自于雏鸟，因此利用该血丝

提取的 )*+ 可以反映雏鸟的遗传组成。此外，

本实验还利用卵壳膜提取的 )*+ 进行了雏鸟

性别的鉴定，所得结果与同窝新生雏鸟长大后

根据其形态特征对性别进行鉴定的结果完全一

致，从而证明了卵壳膜 )*+ 能够反映子代的遗

传信息，作为一种可靠的实验材料可以在鸟类

分子生态学领域中得到应用。我们认为，从卵

壳膜中所提出的 )*+，在种群遗传结构、亲缘

关系、扩散、婚配制度、性比等多方面问题的探

讨中具有广阔的应用前景。

!"# 一些技术问题的讨论 在利用卵壳膜提

取 )*+ 过程中，有时会出现 )*+ 浓度过低（少

于 "/ 012!3）的现象。分析原因，主要与样品质

量以及取样部位不当有关。由于卵壳膜中含有

包括胎粪、新生雏鸟血丝、胎膜、残余卵黄在内

的多种成分，如果采集的样品保存时间过久或

受到泥土灰尘污染，就可能导致所取到的样品

大部分是蛋白，从而影响提取 )*+ 效果。因

此，建议在取样时尽可能地保证卵壳膜新鲜清

洁，而且应选择卵壳膜中含有血丝的部分进行

)*+ 提取实验。

除此之外，)*+ 的提取量还取决于细胞的

裂解程度，采用适当的方法破碎细胞，尽可能多

地释放出 )*+，能有效提高 )*+ 的收获量［’’］。

本实验采用红细胞破碎液对样品进行了处理，

目的就是为了使细胞能释放出更多的 )*+。

由于卵壳膜中含有大量的蛋白质，在实验

过程中可能造成 )*+ 的纯度降低，最终影响到

,-. 反应的质量。根据多次实验，发现蛋白酶

4 的添加量不足和消化时间的减少，会显著降

低 )*+ 的回收量。因此在 )*+ 提取的过程

中，应适当增加蛋白酶 4 并延长消化时间，这

样能 使 蛋 白 含 量 大 大 降 低，)*+ 纯 度 提 高，

5)’#/ 25)’6/值也有所提高。

另外，在实验过程中，如出现 5)’#/ 25)’6/ 值

大于 ’7/ 的情况，则提示提取物中 .*+ 含量过

多［’8］。杂质 .*+ 会降低 )*+ 纯度，严重影响

,-. 反应。因此，在用酚2氯仿2异戊醇萃取前，

可添加 .*9:;，8$< 水浴 " = "7% >，这样可使

.*+ 含量减少。适当调整 .*9:; 的用量，尽可

能地降解 .*+，可大大提高 )*+ 的纯度，提高

后续 ,-. 的成功率。

本研究利用鸟类孵化卵壳中的卵壳膜提取

)*+，获得了良好的实验效果，从而为开展我国

雉类分子生态学研究提供了新的取样途径。借

助这种非损伤取样技术，可以在不干扰动物活

动的前提下，开展诸如性比、扩散行为、婚配制

度等方面的研究工作。
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