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摘要： 哺乳动物性别决定是一个由许多基因参与的级联调控过程。 研究发现， 参与哺乳动物性别决定的基因很多， 比如 Ｓｒｙ、 Ｓｏｘ９、 ＭＩＳ、 ＳＦ－１、
Ｚｆｙ 等。 通过研究哺乳动物的性别决定相关基因， 结合现代分子生物学技术， 如 ＲＮＡ 干扰技术和基因工程技术等， 有望从基因层面实现人为控制

动物后代性别的目标。 本文主要对哺乳动物性别决定相关基因和性别控制技术进行了综述， 以期为畜牧生产中家畜的性别控制提供参考。
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　 　 家畜的性别控制对于优质遗传资源的利用及保

护、 养殖场经济效益的提高等方面均具有重要的现实

意义。 然而， 家畜的性别控制因家畜体内复杂的基因

调控网络和调节机制而成为功能基因组学、 分子生物

学、 基因工程、 胚胎工程等领域的研究热点之一。 生

产实践中， 家畜的性别控制主要有 ２ 条途径： 第一是

在母畜受精前将 Ｘ、 Ｙ 精子分离开， 然后用分离后的

只含 Ｘ 精子或 Ｙ 精子的精液配种繁殖以控制家畜后
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代的性别。 比如流式细胞仪分离精子法， 分离的准确

率高 （ ＞９５％）， 操作简便， 重复性好， 是目前最有

效、 最直接的分离方法。 然而该方法所使用的仪器设

备昂贵、 成本高、 分离速率慢、 分离后的精子活力

低， 因而限制了其在生产中的推广应用。 第二是在胚

胎移植前对胚胎的雌雄性别进行鉴别， 然后将单一性

别的胚胎移植到受体母畜子宫内以控制家畜后代的性

别。 该方法准确率高， 遗传稳定性好， 可以快速扩大

优质母畜群体数量， 市场应用前景广阔。 但是该方法

会对胚胎造成一定的损伤， 导致母畜的受胎率降低，
胚胎移植的成本较高， 因此也难以在生产中推广普

及。 近年来， 基因编辑技术 （ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９）、 ＲＮＡ
干扰技术 （ＲＮＡｉ） 的快速发展使得探索从基因层面

控制家畜的性别变成了可能。 目前， 这些技术被广泛
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应用于探索细胞基因功能、 传染病检测及肿瘤诊断与

治疗等基因工程和生物医学领域， 具有很高的应用价

值和广阔的市场前景。

１　 哺乳动物性别决定与基本机制

大多数哺乳动物都存在两性的发育， 即雌雄异

性， 雄性为 ＸＹ 型， 雌性为 ＸＸ 型， 这对它们的生存

和进化至关重要。 研究发现， 人类染色体性别决定基

因 （ｓｅｘ－ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ Ｙ， ＳＲＹ， 人类以外的物

种表示为 Ｓｒｙ） 是与性别决定相关的非常重要的基

因。 小鼠 Ｙ 染色体上 Ｓｒｙ 的存在与该基因具有性别决

定的功能一致。 通过引入 Ｓｒｙ 将 ＸＸ 小鼠转化为雄性

的试验证明， Ｓｒｙ 是哺乳动物性别决定的开关基因。
与其他在进化中得到很好保护的发育系统不同， 性别

决定在动物界是高度可变的。 事实上， Ｓｒｙ 只在哺乳

动物中发现， 尽管不是在所有哺乳动物中都存在

（单孔目动物缺乏 Ｓｒｙ）。
关于真兽类哺乳动物性别决定的遗传基础有 ２ 个

特征。 首先， 胚胎发育为雄性或雌性取决于双向潜能

胚胎性腺是否分化为睾丸或卵巢， 属于初级性别决

定， 一旦选择了睾丸或卵巢的发育途径， 所有随后的

次级性别决定特征都是性腺分泌激素的结果； 其次，
Ｙ 染色体是雄性哺乳动物的性染色体， 在正常情况

下， 决定个体性别的是 Ｙ 染色体存在与否， 而不是 Ｘ
染色体的数量。 这 ２ 个中心原则使遗传学家能够根据

性染色体 Ｙ 上的基因来构建哺乳动物性别决定的遗

传 基 础 问 题。 人 类 的 睾 丸 决 定 因 子 （ ｔｅｓｔｉｓ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ， ＴＤＦ） 及小鼠的睾丸决定基因

（ｔｅｓｔｉｓ－ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ Ｙ ｇｅｎｅ， Ｔｄｙ） 的分离是全球科学

家研究的热点。 １９９０ 年科学家成功鉴定出人类的睾

丸决定基因 ＳＲＹ。 通过对人类 Ｙ 染色体上 ３５ ｋｂ 区域

（男性性别确定所需的最小已知区域） 的搜索， 鉴定

出了 １ 个显示 ＴＤＦ 所有预测特性的蛋白在哺乳动物

上高度保守， 在雄性睾丸分化前的发育性腺中表达，
并编码具有明显调节潜能的 ＤＮＡ 结合蛋白。 １９９１
年， 雌性转基因小鼠的 Ｓｒｙ 证明： 尽管存在 ２ 条 Ｘ 染

色体和缺少精子发生所需的 Ｙ 染色体基因而不育，
但这只小鼠发育为正常雄性［１］。 因此， Ｓｒｙ 被证明是

哺乳动物睾丸测定所需的唯一与 Ｙ 染色体相关的

基因。
目前， 最详细的哺乳动物性别决定研究是以小鼠

为模型进行的。 小鼠的生殖嵴一般是在雌雄鼠交配后

（ｄａｙｓ ｐｏｓｔ ｃｏｉｔｕｍ， ｄｐｃ） 的 １０􀆰 ０ ｄ 出现［２］。 此时的两

性生殖嵴没有任何差异， 它们都具有分化成为支持细

胞 （支持睾丸中的生殖细胞） 或颗粒细胞 （在卵巢

中具有同源作用） 的前体细胞的功能。 在小鼠胚胎

发育过程中， 双潜能性腺从生殖嵴上升 １０􀆰 ５ ｄｐｃ。 在

ＸＹ 生殖嵴的体细胞中， Ｓｒｙ 表达在 １０􀆰 ５ ｄｐｃ 开始，
在 １１􀆰 ５ ｄｐｃ 达到峰值， 然后在 １２􀆰 ５ ｄｐｃ 减弱［３－５］。 几

个小时后， ＳＯＸ９ 过表达， 支持细胞被诱导分化。 在

１１􀆰 ５～１２􀆰 ５ ｄｐｃ 时 ＳＯＸ９ 的表达量最高， 出生后表达

量下降， 出现环状 （ＦＧＦ９、 ＰＧＤ２ 和 ＳＯＸ９ 本身） 支

持， ＳＯＸ９ 随后激活许多雄性特异性基因， 包括 Ａｍｈ。
在 １２􀆰 ５ ｄｐｃ 时， 睾丸索已经形成， 睾丸和卵巢之间

的形态学差异显著。 无 Ｓｒｙ 时， ＦＯＸＬ２、 ＷＮＴ４ 和

ＲＳＰＯ１表现出雌性特异性。 在 １０􀆰 ０ ～ １０􀆰 ５ ｄｐｃ 时， 特

异性性腺发育由 ＸＹ 生殖嵴的性腺细胞中的 Ｓｒｙ 表达

启动［４－５］。
在 １１􀆰 ０ ｄｐｃ 时， ＳＲＹ 蛋白最初在生殖嵴中心的

一组体细胞中表达。 １１􀆰 ５ ｄｐｃ 时表达 ＳＲＹ 蛋白的细

胞域随后扩张， 占据整个生殖嵴， 这些细胞被称为支

持细胞前体。 到 １２􀆰 ０ ｄｐｃ 时， ＳＯＸ９ 的表达在这些相

同的细胞中被激活， 这些细胞现在被称为前支持细

胞。 表达 ＳＯＸ９ 的细胞通过 １２􀆰 ５ ｄｐｃ 组装成睾丸索，
称为支持细胞。 ＳＯＸ９ 在 １３􀆰 ５ ｄｐｃ 及以上的支持细胞

中继续表达［６］。
１􀆰 １　 Ｓｒｙ 与性别决定

Ｓｒｙ 的活性导致双向潜能胚胎性腺发育成睾丸。
在小鼠中， 性腺起源于生殖嵴， 这种结构出现在交配

后约 １０􀆰 ５ ｄ 中肾的增厚。 中肾和生殖嵴一起被称为

泌尿生殖嵴。 发育中的性腺包括 ２ 个共同的已知细胞

谱系的雄性和雌性： 生殖细胞和至少 ３ 种体细胞类型

即类固醇细胞、 支持细胞和结缔组织细胞。 原始生殖

细胞从原始裂隙的起点沿着背侧肠系膜迁移， 并在

１０􀆰 ５～１２􀆰 ０ ｄｐｃ 之间到达生殖嵴。 生殖嵴的体细胞部

分来自间叶和上覆的体腔上皮， 以及来自相邻中肾的

细胞［７］。 支持细胞系是第一个表现出性别特异性分

化的细胞。 在雄性中， 产生支持细胞约在 １２􀆰 ５ ｄｐｃ，
而在雌性中却分化为卵巢卵泡细胞。 支持细胞的排列

导致特征性睾丸索的形成。 第一种支持细胞的产物是

苗勒氏抑制物， 这是一种导致雌性生殖道胶原退化的

糖蛋白， 还有睾酮和二氢睾酮等睾丸激素， 由类固醇

前体细胞 （睾丸间质细胞） 的雄性衍生物产生。 这

些促进了沃尔夫氏管系统进入附睾、 输精管和精囊的

发育。 目前还没有发现与这些雌性生殖器发育所必需

的相对应的雌性激素。 如果要预测在睾丸决定和分化

过程中 Ｓｒｙ 活性的时间和位置， 应该是在发育中的雄

性性腺的 １０～１２ ｄｐｃ 之间。 此外， 预测 Ｓｒｙ 的精确功

能， 它很可能决定了上述一个或多个性腺细胞谱系的

发生， 包括直接激活编码基因或调节睾丸激素的

生产。
Ｓｒｙ 序列的排列方式表明， 其保守性主要局限于
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高迁移群组 （ ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ， ＨＭＧ） ［８－９］。 Ｎ 末

端在非灵长类群中表现出长度的异质性， 而 Ｃ 末端

非盒区即使在灵长类中也表现出长度的异质性， 其广

泛存在于小鼠 Ｓｒｙ 中， 有 ３１４ 个氨基酸残基， 而在人

类 ＳＲＹ 中只有 ７０ 个氨基酸残基。 通过对小鼠生殖嵴

Ｓｒｙ 转录本结构的测定， 表明该区域存在于性别决定

Ｓｒｙ 蛋白中。 事实上， 对于不同物种的非框 Ｓｒｙ 开放

阅读框中所观察到的高度序列差异和高频率的非同义

突变， 会在 ２ 种不同的解释中进行选择： 非盒区要么

是功能上不受限制的， 要么是发生了物种特有的适应

性差异［１０］。 小鼠和人类 ＳＲＹ 在影响转录调控的方式

上功能不同的可能性， 支持了 ＳＲＹ 蛋白的适应性差

异的观点。 人类 ＳＲＹ 先前被证明可以在体外激活报

告基因的转录［１１］， 但是关于功能可分离的 ＤＮＡ 结合

和转录激活域的证据仅存在于小鼠 Ｓｒｙ。 如果小鼠与

人类之间转录调控机制存在差异的话， 可以预测， 当

在小鼠基因组背景上激活时， 人类 ＳＲＹ 可能会丧失

功能。 这种情况与人类和灵长类形成的相对同质的

ＳＲＹ ＨＭＧ 盒形成对比［１２］。 在小鼠和人类植入前胚胎

中都检测到了 Ｓｒｙ ／ ＳＲＹ 转录本。 虽然有人提出这一表

达可能与雄性植入前胚胎相对于雌性生长更快有

关［１３］， 但目前还不知道这是否有任何生物学意义。
可以肯定的是支持细胞发育成睾丸索并刺激生殖细

胞、 间质细胞、 睾丸血管细胞和其他类型细胞的性别

发育。
缺乏 Ｓｒｙ 的 ＸＸ 性腺， Ｗｎｔ４ 和 ＦＯＸＬ２ 在 １１􀆰 ５ ～

１２􀆰 ５ ｄｐｃ 时表达雌性特异性， 并上调卵泡抑制素等下

游基因。 雌性特异性基因的表达引起卵泡膜细胞和颗

粒细胞的分化以及卵母细胞的产生和卵泡的形成。
ＳＯＸ 蛋白一般充当细胞分化开关的作用［１４］。 ＳＲＹ 具

有 ＨＭＧ－ＤＮＡ 结合的结构域， 与 ＤＮＡ 双螺旋结构中

的小沟 （Ａ ／ Ｔ） ＡＣＡＡ （Ｔ ／ Ａ） 结合， 形成 ６０° ～ ８５°
弯曲［１５］。 另外， 在小鼠的 Ｓｒｙ 基因序列的 Ｃ 末端还

存在一个富含谷氨酰胺 （Ｑ） 的结构域， 该结构域具

有转录激活功能。 缺少该结构域的 Ｓｒｙ 转基因模型不

能引起雄性发育［１６］。 将人的 ＳＲＹ 转入小鼠， 最终小

鼠发育为雄性［１７－１８］， 提示存在于 ＳＲＹ 上的非 ＨＭＧ 结

构域同样保守。
在小鼠中， Ｓｒｙ 在性腺中的表达在空间和时间上

都受到严格的调节。 在小鼠胚胎中， Ｓｒｙ 的表达在

ＸＹ 生殖嵴的体细胞中从 １０􀆰 ５ ｄｐｃ 开始， 在 １１􀆰 ５ ｄｐｃ
达到峰值， 然后在 １２􀆰 ５ ｄｐｃ 减少［１９－２３］。 Ｓｒｙ 在人类胎

儿期和沙袋鼠性腺及多个组织中表达。 小鼠 Ｓｒｙ 表达

起始于生殖嵴的中心， 然后在几个小时内延伸到性腺

的整个过程［２３］。 因此， 并非生殖嵴的所有部分都同

时暴露于 Ｓｒｙ 转录物或蛋白质中。 Ｓｒｙ 在小鼠中的瞬

时动态表达突出了 Ｓｒｙ 在发育性腺的个体体细胞中的

关键时间窗内发挥作用的概念。 启动 Ｓｒｙ 表达的时间

因物种的不同而不同。 如人类和山羊的 Ｓｒｙ 基因在出

生后也有表达［２４］。 在通过组合 ＸＸ 和 ＸＹ 早期小鼠胚

胎产生嵌合体的试验中， 结果产生了含有不同比例

ＸＹ 细胞的性腺。 当 ３５％ ～ ４０％的体细胞是 ＸＹ 时形

成睾丸， 少于 １０％的体细胞是 ＸＹ 时形成卵巢［２５］，
表明中等比例的 ＸＹ 细胞产生睾丸。
１􀆰 ２　 ＳＯＸ９ 与性别决定

在 ＸＹ 小鼠性腺中， ＳＯＸ９ 表达在 Ｓｒｙ 表达开始后

立即在支持细胞前体中上调， 并模拟 Ｓｒｙ 表达的波浪

式模式［２６］。 使用 ＳＯＸ９ 和 Ｓｒｙ 抗体对正常小鼠睾丸发

育的研究揭示了支持细胞前体的存在， 这些细胞表达

ＳＯＸ９， 但没有首先表达 Ｓｒｙ。 此外， 在一个性别逆转

的嵌合体 ＸＸ 个体中发现了 ＳＯＸ９ 的重复。 这些观察

表明， ＳＯＸ９ 对于睾丸的确定是充分和必要的， ＸＹ
ＳＯＸ９ 无效的性别逆转表型证实了这一结论［２７］， 而

ＸＸ ＳＯＸ９ 在小鼠性别决定过程中却是过表达［２８－２９］。
与 ＳＯＸ９ 作为睾丸决定因子的作用一致， Ａｍｈ 和

ＰＧＤｓ 已被确定为 ＳＯＸ９ 的直接靶标［３０］。 与 Ｓｒｙ 不同，
ＳＯＸ９ 在非哺乳动物和脊椎动物中是保守的。 因此，
ＳＯＸ９ 在性别决定中的作用被认为是脊椎动物的起源

和关键。 此外， 由于小鼠 ＸＸ 性腺中 ＳＯＸ９ 过表达的

表型与 Ｓｒｙ 过表达的表型相似， ＳＯＸ９ 被认为是 Ｓｒｙ 下

游激活睾丸决定程序剩余部分所需的唯一基因。
１􀆰 ３　 苗勒氏抑制物转录本 （ＭＩＳ） 与性别决定

在小鼠中， ＭＩＳ （ｍｉｉｌｌｅｒｉａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ）
首次在睾丸 １２􀆰 ５ ｄｐｃ 处被检测到［３１］。 在雄性小鼠胎

儿中， ＭＩＳ 的功能、 时间和表达位点使其成为 Ｓｒｙ 激

活的明显靶点。 Ｓｒｙ 在激活 ＭＩＳ 表达中的作用有两方

面的证据： 首先， 纯化的 Ｓｒｙ 蛋白在体外被证明与

ＭＩＳ 启动子的上游元件结合； 其次， 用 Ｓｒｙ 表达质粒

和错误启动子报告基因构建物共转染性腺嵴细胞系，
导致报告基因激活［３２］。 过度表达 ＭＩＳ 的转基因雌性

小鼠表现出苗勒管衍生结构的缺失、 生殖细胞的丧失

以及含有支持细胞的精原小管的最终外观。 这一表型

类似于牛不孕不育， 即在发育过程中暴露在一对雄性

双胞胎血液中的雌性胎儿， 并表现出性腺反转。
１􀆰 ４　 类固醇生成因子 １ （ＳＦ－１） 与性腺发育

ＳＦ－１ （ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃ ｆａｃｔｏｒ １） 是肾上腺皮质激素

的关键调节因子［３３］， 对性腺发育和性别分化至关重

要。 ＳＦ－１ 无效等位基因纯合子小鼠缺乏肾上腺， 并

表现出完全的性腺发育不全［３４］。 到 １２ ｄｐｃ 时， 雄性

和雌性小鼠的性腺组织都因凋亡而消失， 到 １２􀆰 ５ ｄｐｃ
时， 性腺消失。 有数据表明， ＳＦ－１ 可以调节 ＭＩＳ 基

因的表达。 此外， 在胚胎发育过程中， ＳＦ－１ 和 ＭＩＳ
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在支持细胞中的空间和时间表达一致。 在发育中的小

鼠性腺中早在 ９􀆰 ５ ｄｐｃ 就检测到 ＳＦ－１ 转录本， 以及

ＳＦ－１ 缺陷小鼠性腺发育的早期阻滞表明它必须调节

性腺发育所需的其他基因［３５］。 在发育中的性腺中观

察到的 ＳＦ－１ 表达的性别二态模式可能是 Ｓｒｙ 直接激

活 ＳＦ－１ 的证据。
１􀆰 ５　 ｐｉＲＮＡ ／ ＰＩＷＩ 与精子发生

Ａｒｇｏｎａｕｔｅ 蛋白家族包括 ＡＧＯ 亚家族及 ＰＩＷＩ 亚

家族， ＡＧＯ 亚家族在多种组织中表达， 而 ＰＩＷＩ 亚家

族在动物生殖腺中特异性表达［３６］。 ｐｉＲＮＡｓ （ ＰＩＷＩ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ＲＮＡｓ） 是一类可与 ＰＩＷＩ 相互作用、 小的

非编码 ＲＮＡｓ （ｓｍａｌｌ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ， ｓｎｃＲＮＡｓ）， 长

度为 ２４～３２ ｎｔ， 一般在动物生殖腺细胞中特异性地

表达。 小鼠基因组编码 ３ 个 ＰＩＷＩ 亚家族蛋白的基

因， 分别为 ＭＩＷＩ２、 ＭＩＬＩ、 ＭＩＷＩ， 它们所编码的蛋

白质在进化过程中均具有保守 的 结 构 域： ＰＡＺ
（ｐｉｗｉ－ ａｒｇｏｎａｕｔｅ － ｚｗｉｌｌｅ）、 ＰＩＷＩ 和 ＭＩＤ （ｍｉｄｄｌｅ ｄｏ⁃
ｍａｉｎｓ） ［３７］。 这 ３ 个蛋白的表达模式呈现出一定的发

育进程和空间特异性， 暗示可能通过一种相互协调的

模式调控生殖细胞的发育。 ＭＩＷＩ 表达于妊娠后

１２􀆰 ５ ｄ的原始生殖细胞 （ＰＧＣ） 到产后 ２０ ｄ 的圆形

精子细胞阶段， 产前 ＭＩＬＩ 定位于细胞质斑点状颗粒

中， 产后 ＭＩＬＩ 定位于细胞质的拟染色体颗粒中， 而

且 ＭＩＬＩ 是唯一在雌性生殖细胞中表达的 ＰＩＷＩ 蛋

白［３８］。 ＭＩＷＩ２ 表达于妊娠后 １４􀆰 ５ ～ １５􀆰 ５ ｄ 的生殖细

胞至分娩阶段， ＭＩＷＩ２ 在产后的表达快速下降， 产

后 ４ ｄ 不表达。 ＭＩＷＩ２ 定位于细胞核又定位于细胞

质。 ＭＩＷＩ 的表达从产后精母细胞持续到后期的精子

细胞， 但在成熟的精子中不表达［３９－４０］。 敲除 ＭＩＷＩ
的雄性小鼠出现不育现象， 原因是精子发生在第一次

减数分裂的前期被阻断［４１］， 然而雄性小鼠的 ＰＧＣ 的

发育及雌性小鼠生殖细胞的发生不受影响。 敲除 ＭＩ⁃
ＷＩ２ 的雄性小鼠具有类似的表型［４２］。 研究发现， 敲

除 ＭＩＬＩ 和 ＭＩＷＩ２ 后， 均导致胚胎期小鼠生殖细胞逆

转座子的转录活性增加及 ＤＮＡ 甲基化程度的降

低［４３］。 提示在精子发生过程中ＭＩＬＩ 和ＭＩＷＩ２ 可以不

同程度地结合 ｐｉＲＮＡｓ， 且 ＭＩＬＩ 结合的 ｐｉＲＮＡｓ 呈现

发育进程动态变化。
综上， 尽管人们在哺乳动物的性别决定领域有了

一定的研究积累， 对性别决定的机制有了一定的认

识， 初步揭示性别决定关键基因 Ｓｒｙ 的功能， 但是关

于性别决定的多基因信号传导通路的作用机制还不清

楚， 需要今后作进一步深入研究和探讨。

２　 哺乳动物的性别控制方法

动物的性别控制一直都是基因工程和胚胎工程技

术研究的热点领域， 对动物的生命活动规律等问题的

认识具有重要的指导意义。 动物的性别是从胚胎发育

早期开始到动物性成熟以至其繁殖后代的连续性过

程， 伴随着动物体生命活动的全过程。 目前， 哺乳动

物主要通过分离精子和胚胎性别鉴定进行性别控制。
２􀆰 １　 分离精子

大多数哺乳动物都存在两性的发育， 雄性为 ＸＹ
型， 雌性为 ＸＸ 型。 在受精前将精液中的 Ｘ、 Ｙ 精子

加以分离， 然后用分离后的只含 Ｘ 精子或 Ｙ 精子的

精液配种繁殖以控制家畜后代的性别。
２􀆰 １􀆰 １　 电泳分离法

根据 Ｘ、 Ｙ 精子表面膜电荷的不同， 电泳时 Ｘ、
Ｙ 精子就会在电场中向不同的电极移动而将其分离。
吴伟等［４４］运用该方法分离牛的精子， 最终的母犊率

比正常 （约 １ ∶ １） 提高了 １４􀆰 ２７％。 电泳分离精子法

因分离过程不稳定， 从而影响到结果的准确性和重复

性， 故应用较少。
２􀆰 １􀆰 ２　 离心沉降法

由于 Ｙ 精子比 Ｘ 精子的 ＤＮＡ 含量低， 所以 Ｘ 精

子的密度及重量大于 Ｙ 精子， 在离心时 Ｘ 精子比 Ｙ
精子的沉降速度快， 下层液体中 Ｘ 精子的含量较多。
离心沉降法的优点是分离时间比沉降分离法短， 对精

子的活力影响较小。 但是 Ｘ 精子之间沉降速度的差

异可能会大于 Ｘ 与 Ｙ 精子间的差异， 因此， 分离结

果很不稳定， 重复性低， 目前很少在生产中应用。
２􀆰 １􀆰 ３　 Ｈ－Ｙ 抗原分离法

Ｈ－Ｙ 抗原分离法也叫免疫学分离法， 依据是利

用 Ｈ－Ｙ 抗体检测精子质膜上存在的 Ｈ－Ｙ 抗原， 通过

分离可以获得 ２ 种不同类型的精子。 免疫法分离精子

的优点是高效， 缺点是处理精子耗时较长， 精子的数

目少， 处理后的精子活力较低， 故推广应用较少。
２􀆰 １􀆰 ４　 流式细胞仪分离法

首先将稀释后的精液与 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染料混合

培养， 使精子的 ＤＮＡ 与染料结合， 然后通过激光束

的激发， Ｘ 精子会发出强荧光， 它们在经过电场时会

向 ２ 个不同的方向偏转， 据此可以将其分离。 １９８９
年， 美国 ＸＹ 公司首次应用流式细胞仪将 ＸＹ 精子分

离。 岳文斌［４５］应用该方法分离精子的平均受胎率达

到 ５２％。 Ｓｅｉｄｅｌ 等［４６］ 利用分离后的牛精子人工授精

配种的母犊率为 ８３％。 王建国等［４７］ 用分离后的精液

配种， 雌性比例高达 ９３􀆰 ３％。 阚远征等［４８］ 用分离精

液配种， 获得 ９２􀆰 ６％ （５２９ ／ ５７１） 的母犊率。 据统

计， 流式细胞仪分离的速率为 ６ × １０６ 个 ／ ｈ。 孙树春

等［４９］用分离后的 Ｘ 精子配种， 母犊率高达 ９７􀆰 １４％
（３４ ／ ３５）。 孙国庆等［５０］用分离后的精液配种母牛， 母

犊比例达 ９５􀆰 ４５％。 冯登侦等［５１］用流式细胞仪分离后
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的精液人工授精配种， 母犊率高达 ７７􀆰 ５％。 赵国琳

等［５２］采用分离得到的精液配种繁殖犊牛， 母犊比例

为 ９２􀆰 ３１％。 邰发红等［５３］将分离获得的 Ｘ 精液进行冷

配， 得到的母犊率为 ９４􀆰 ９％。 流式细胞术是目前获

得优良品种母牛后代的最先进最直接的生物技术， 可

以充分发挥良繁母牛的繁殖潜力， 加快繁育速度， 调

整奶牛品种结构。 然而， 该方法因分离速率低、 成本

高等原因而导致在生产中的推广应用受到了限制。
２􀆰 ２　 胚胎性别鉴定

胚胎性别鉴定是在给受体移植前对动物的早期胚

胎进行性别鉴定以实现后代性别控制的目的。
２􀆰 ２􀆰 １　 Ｘ 染色体相关酶法

通过测定早期胚胎中 Ｘ 染色体相关的活性酶与

底物反应的颜色以鉴定胚胎的性别。 Ｘ 染色体相关酶

主要有腺嘌呤磷酸转移酶 （ ａｄｅｎｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＡＰＲＴ）， 次黄嘌呤核酸转移酶 （ｈｙｐｏｘａｎ⁃
ｔｈｉｎｅ ｎｕｃｌｅｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ） 和 ６－磷酸葡萄糖脱氢酶 （６－
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ）。 然而该方法因较高

的假阳性和胚胎的高死亡率而很少在生产中应用。
２􀆰 ２􀆰 ２　 荧光原位杂交技术 （ＦＩＳＨ 法）

ＦＩＳＨ （ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ） 法是一

项新的分子生物学技术。 Ｋａｗａｒａｓａｋｉ 等［５４］ 利用该技

术以 Ｙ 染色体上的探针结合胚胎切割技术检测猪的

早期胚胎性别， 准确率达 ９１％。 Ｌｅｅ 等［５５］ 应用 ＦＩＳＨ
法对牛的体外受精胚胎进行鉴定， 效果良好。 该技术

的优点是快速、 高效， 且准确率高。 然而， ＦＩＳＨ 法

在使用过程中需要用到放射性物质， 对人畜的身体损

害较大， 故在实际生产中的应用有限。
２􀆰 ２􀆰 ３　 聚合酶链式反应技术 （ＰＣＲ 法）

ＰＣＲ 法特点是灵敏、 高效、 操作简便， 耗时短。
采用哺乳动物 ＳＲＹ 基因引物扩增技术鉴别早期胚胎

性别， 准确率较高， 应用前景广阔。 陈从英等［５６］ 采

用 ＰＣＲ 方法鉴定奶牛早期胚胎的性别， 准确率高达

１００％。 Ｍａｒａ 等［５７］用 ＰＣＲ 法扩增羊 Ｓｒｙ 基因进行早期

胚胎的性别鉴定， 获得的准确率为 ８７􀆰 ５％。 付强

等［５８］利用优化后的多重巢氏 ＰＣＲ 方法鉴定早期胚胎

的性别， 准确率与出生性别完全一致。 然而， 由于鉴

定过程中采集胚胎较多， 导致胚胎的活力下降， 移植

后母牛的受胎率降低等原因， 限制了其在生产中的应

用和推广。
２􀆰 ２􀆰 ４　 环－酶恒温扩增法 （ＬＡＭＰ 法）

ＬＡＭＰ （ ｌｏｏｐ － ｍｅｄｉａｔｅ ｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａ⁃ｔｉｏｎ）
法， 即设计目标基因的雌雄通用引物和雄性特异性引

物， 在 ６５ ℃恒温 ＰＣＲ 扩增反应， 根据反应产物中白

色沉淀的浑浊度而对早期胚胎性别进行鉴定。 肖海霞

等［５９］分别利用 ＰＣＲ 法和 ＬＡＭＰ 法对牛早期胚胎性别

进行鉴定， 准确率 分 别 为 ８７％ （ ＰＣＲ） 和 ９５％
（ＬＡＭＰ）， ＬＡＭＰ 法鉴定胚胎性别的灵敏度较高。 Ｚｏ⁃
ｈｅｉｒ 等［６０］利用该方法鉴定水牛的早期胚胎性别， 准

确率高达 １００％。 ＬＡＭＰ 法的优点是灵敏度高、 特异

性好、 准确率高、 耗时短， 然而因胚胎切割后损伤较

多， 故生产中的应用较少。

３　 ＲＮＡ 干扰技术与性别控制

ＲＮＡ 干扰 （ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ， ＲＮＡｉ） 是一种精

确而有效的基因沉默方法， １９９８ 年由 Ｆｉｒｅ 等人在秀

丽隐杆线虫中首次进行了试验性记录， 并获得了

２００６ 年诺贝尔生理学 ／医学奖。 随后的 ＲＮＡｉ 研究证

明了合成小干扰核糖核酸 （ ｓｉＲＮＡｓ） 或短发夹核糖

核酸 （ｓｈＲＮＡｓ） 在牙科疾病、 眼病、 癌症、 代谢疾

病、 神经退行性疾病和其他疾病中的临床潜力。
ｓｉＲＮＡｓ 通常长度为 ２１～ ２５ ｂｐ， 具有序列同源性驱动

的基因敲除能力。 ＲＮＡｉ 通过选择性沉默基因， 为研

究人员研究生物系统提供了一个轻松的工具。 在

ＲＮＡｉ 成为成功的治疗策略之前， 需要研究几个关键

的技术， 如选择性、 稳定性、 体内给药、 疗效和安全

性的优化。 ＲＮＡｉ 已被用于生成模型系统， 识别新的

分子靶标， 以全基因组方式研究基因功能， 并为临床

治疗创造新的途径和方法。 ＲＮＡｉ 可以特异性和选择

性地敲除或沉默靶基因表达的自然过程， 为从基因层

面控制家畜的性别提供了宝贵的工具。
小序列的外在 ｄｓＲＮＡ 或内在 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 分别抑制

互 补 的 转 录 后 ｍＲＮＡ （ ｓｉＲＮＡ ） 或 抑 制 翻 译

（ｍｉＲＮＡ）， 激发了人们对自然基因沉默过程是特异

性和健康性的强烈希望。 沉默过程发生在 ＲＮＡ 效应

前体与 ＲＮＡ 酶Ⅲ Ｄｒｏｓｈａ （用于 ｍｉＲＮＡ） 和 Ｄｉｃｅｒ
（用于 ｍｉＲＮＡ 和 ｓｉＲＮＡ） 相互作用后， 随后形成

ＲＮＡ 干扰沉默复合物 （ＲＩＳＣ）。 靶 ｍＲＮＡ 的内核裂

解发生在从导入 （反义） ｓｉＲＮＡ 序列的 ５′端到 １０ 个

核苷酸的单位点上［６１－６２］。 ＲＮＡ 干扰可通过化学合成

的 双 链 小 干 扰 ＲＮＡ （ ｓｉＲＮＡ ） 或 短 发 夹 ＲＮＡ
（ｓｈＲＮＡ） 来介导。 通过 Ｔ７ ＲＮＡ 聚合酶在体外产生

的 ｓｉＲＮＡ 被发现是有活性的， 并且很快证明由发夹

结构组成的活性 ｓｉＲＮＡ 可以从质粒构造上的 ＲＮＡ 聚

合酶Ⅲ启动子转录到细胞中。 荧光标记的 ｓｉＲＮＡ 已

经被用来追踪传递的 ｓｉＲＮＡ 的命运。 ｓｉＲＮＡ 在细胞内

的积累在平台期前稳定增加 ４ ｈ。 注射 ４８ ｈ 后， 大部

分 ｓｉＲＮＡ 似乎已经降解， 细胞中只剩下 １％的荧光。
ｓｉＲＮＡ 在细胞内的时空分布与观察到的 ｓｉＲＮＡ 介导的

ＲＮＡ 干扰活性动力学是一致的， 该活性在传递后

２４ ｈ 左右达到高峰， ４８ ｈ 后减弱［６３］。
与 ｓｉＲＮＡ 不同， ｓｈＲＮＡ 在细胞核中合成， 进一
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步加工并运输到细胞质中， 然后并入 ＲＩＳＣ 并发挥活

性。 ｓｈＲＮＡ 处理过程与 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 成熟途径相似。 因

此， 研究 ｍｉＲＮＡ 的合成与成熟为基于 ｍｉＲ － ３０ 的

ｓｈＲＮＡ 的合成奠定了基础。 ＲＮＡ 诱导沉默复合体

（ＲＩＳＣ） 的主要组成部分是 Ａｒｇｏｎａｕｔｅ 蛋白家族。 在

Ａｒｇｏｎａｕｔｅ 蛋白家族 Ａｇｏ１、 Ａｇｏ２、 Ａｇｏ３、 Ａｇｏ４ 中， 只

有 Ａｇｏ２ 具有内切酶活性， 也被组装成 ＲＩＳＣ， 推测是

通过不分裂的方式发挥作用。 Ａｒｇｏｎａｕｔｅ 蛋白家族中

的 ｓｉｎＲＩＳＣ 不仅涉及 ｓｉＲＮＡ 或 ｍｉＲＮＡ 的装载， 而且

还涉及转录 （靶向异染色质） 和转录后基因沉默。
Ａｇｏ 蛋白复合物在 ｍＲＮＡ 中寻找互补的靶位点， 在这

些位点内核溶解活性的 Ａｇｏ２ 对 ｍＲＮＡ 进行切割， 从

而启动 ｍＲＮＡ 降解。 其他含有无腱核溶解活性的 Ａｇｏ
蛋白复合物主要通过加工体 （ ｐ 体） 的 ｍＲＮＡ 隔离

与位于 ３′ＵＴＲ 的部分互补靶点结合， 以抑制翻译。
一旦目标 ｍＲＮＡ 被识别， 目标 ｍＲＮＡ 要么被切割，
要么发生构象变化， 随后 ２ 种类型的结构被指定到 ｐ
体进行分离或降解。 激活的 ｓｉＲＮＡ 或 ｍｉＲＮＡ 装载的

复合物然后被释放， 以进行更多轮的基因沉默活动。
但是， 正在开发中的第三种独特的 ＲＮＡｉ 选项称

为双功能 ＲＮＡ （ ｂｉＲＮＡ）。 从概念上讲， 靶向设计

ｓｈＲＮＡ 以便有效地将 ｓｈＲＮＡ 加载到 ２ 个依赖切割和

不依赖切割的 ＲＩＳＣ。 双功能 ｓｈＲＮＡ 通过加载到多种

类型的 ＲＩＳＣ 上， 可以同时诱导靶 ｍＲＮＡ 降解， 并通

过 ｍＲＮＡ 隔离抑制翻译。 试验表明， 在果蝇中，
Ａｇｏ１ 优先与从不完美配对发夹前体中切除的 ｍｉＲＮＡ
结合， 而那些具有近乎完美配对发夹前体的 ｍｉＲＮＡ
则被 Ａｇｏ２ 结合。 在转染了 Ａｇｏ 蛋白的 ＨＥＫ２９３ 细胞

中， 免疫共沉淀发现了大约 ６００ 组类似的转录本与

Ａｇｏ１、 Ａｇｏ２、 Ａｇｏ３ 或 Ａｇｏ４ 结合， 提示所有 ４ 种含

ＲＩＳＣ 的哺乳动物 Ａｇｏ 蛋白都参与了 ＲＮＡｉ 的功能。
由于大多数 ｍＲＮＡ 在其 ３′ＵＴＲ 上有多个 ｍｉＲＮＡ 靶点

（有距离限制）， ｍｉＲＮＡ 介导的 ＲＮＡｉ 系统对于靶向

ｍＲＮＡ 似乎是多余的， 允许协同下调以确保靶 ｍＲＮＡ
敲除。 双功能 ｓｈＲＮＡ 方法模拟了自然过程， 通过多

种 ＲＮＡｉ 途径和复合物介导靶 ｍＲＮＡ 敲低。
因转染效率高， 整合外源性 ＤＮＡ 有效的病毒类

载体成为递送 ｓｈＲＮＡ 的流行载体， 但近年来由于安

全性和免疫原性的担忧而失去了支持。 非病毒聚合物

传递系统， 特别是含有生物降解组分的系统， 虽然其

转染效率通常较低， 但比病毒传递系统具有更好的安

全性。 非病毒载体通常是阳离子制剂， 容易与带负电

荷的核酸结合， 也可与带负电荷的外细胞膜多糖萼结

合， 促进细胞内吞作用。 脂质纳米颗粒具有递送

ｓｈＲＮＡ 和 ｓｉＲＮＡ 的潜力。 Ａｌｎａｙｌａｍ 已经开发了由脂

质聚乙二醇复合物组成的纳米颗粒， 能够包裹和保护

核酸， 以达到系统输送的目的。 这些稳定的核酸脂质

颗粒首次成功应用于非人类灵长类动物的 ｓｉＲＮＡ 治

疗［６４－６５］。 研究发现， ｓｉＲＮＡ 活体传递相关的细胞因

子诱导程度因载体不同而有很大差异。 在阳离子非病

毒核酸转染中， 一个公认的难题是转染效率通常与毒

性相关［６６－６７］。 ＲＮＡｉ 结构与其靶转录本之间的单双碱

基不匹配通常是可以耐受的， 而不会降低抑制的效

力。 尽管载体驱动的 ｓｈＲＮＡ 方法不允许对沉默结构

进行特定的化学修饰， 但 ｓｉＲＮＡ 低聚物可以通过化

学修饰来减少直接的脱靶效应。 这些修改必须谨慎应

用， 因为脱靶效应的减少有时伴随着抑制的总效力的

降低。

４　 ＲＮＡ 干扰锌指蛋白 （Ｚｆｙ） 及其研究进展

Ｚｆｙ ［Ｃｙｓ （２） Ｈｉｓ （２） （Ｃ２Ｈ２） ］ 是哺乳动物

细胞中最常见的蛋白基模， 在人类中预测有超过 ８００
个相关蛋白。 在人类和其他一些哺乳动物中， Ｘ－连
锁的 Ｚｆｘ 和 Ｙ－连锁的 Ｚｆｙ Ｃ２Ｈ２型基因位于性染色体

非重组区最末端［６８］。 目前为止， 在所有的脊椎动物

中都发现了同源基因， 包括鱼类， 甚至在昆虫中也发

现了同源基因， 所有脊椎动物 Ｚｆｘ 和 Ｚｆｙ 蛋白的氨基

末端被认为是一种转录激活因子， 有一个假定的核定

位信号， 由外显子 １０ 编码。 已经发现 Ｚｆｙ 家族： 非

常相似的 Ｙ 关联的 Ｚｆｙ１ 和 Ｚｆｙ２， 常染色体 Ｚｆａ、 Ｚｆｘ
的逆转录拷贝。 小鼠的 Ｚｆｘ 普遍转录， 而 Ｚｆｙ１、 Ｚｆｙ２
和 Ｚｆａ 的转录仅局限于睾丸。 人类 Ｚｆｘ 和鼠的 Ｚｆｘ 蛋

白有 ９４％的相同， 这反映了维持 Ｘ－连锁基因的进化

压力， 表明它们的功能相当。 人类的 Ｚｆｘ 和 Ｚｆｙ 蛋白

具有 ９８％的序列同源性和相同的结构完整性， 而小

鼠 Ｚｆｘ 和 Ｚｆｙ 蛋白的序列同源性只有 ６０％。 因此， 虽

然人类 Ｚｆｘ 和 Ｚｆｙ 的功能可能相似， 但小鼠 Ｚｆｘ 和 Ｚｆｙ
的功能不同。

人类 ＺＦＹ （ ＧｅｎＢａｎｋ ： Ｍ３０６０７） 和小鼠 Ｚｆｙ１
（ ＧｅｎＢａｎｋ： Ｘ１４３８２ ）， 以 及 人 类 ＺＦＸ （ ＧｅｎＢａｎｋ：
ｍ３０６０８） 和小鼠 Ｚｆｘ （ＧｅｎＢａｎｋ： Ｍ３２３０８） 具有高度

的序列一致性。 因此， 牛和人 ＺＦＹ 的编码区大小相

同。 然而， 牛的 Ｚｆｘ 比人的短 １５ ｂｐ。 牛 Ｚｆｘ 和 Ｚｆｙ 显

示 ９３％的同源性， 而人 ＺＦＸ 和 ＺＦＹ 显示 ９０％的同源

性。 牛 Ｚｆｘ 与人 ＺＦＸ 的符合率为 ９３％， 而牛与人 Ｚｆｙ
的符 合 率 为 ９０％。 这 些 关 于 牛 Ｚｆｘ （ ＧｅｎＢａｎｋ：
ＡＦ０３２８６６） 和 Ｚｆｙ （ ＧｅｎＢａｎｋ： ＡＦ０３２８６７） 的数据，
以及其他地方报道的牛 Ｚｆｘ 的序列， 代表了牛 Ｚｆｘ 基

因的第一个完整编码区。 每个编码区域 （开放阅读

框） 被确定为 ２ 个重叠的 ｃＤＮＡ 片段的延伸， 每个片

段用一对引物扩增［６９］。
对人和牛的 ＺＦＹ ／ Ｚｆｙ 和 ＺＦＸ ／ Ｚｆｘ 进行蛋白序列
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比对。 与人 ＺＦＸ 相比， 牛 Ｚｆｘ 在第 ６ 外显子上短 ６ 个

氨基 酸 （ 位 置 １５５ １６０ 非 人 类 ＺＦＸ， ＧｅｎＢａｎｋ ：
ＡＡＡ６１３０９）， 在第 ５ 外显子上长 １ 个氨基酸 （位置

１０ 牛 Ｚｆｘ， ＧｅｎＢａｎｋ： ＡＡＬ１８２６０）。 然而， 牛和人的

ＺＦＹ ／ Ｚｆｙ 都有 ８０１ 个氨基酸， 牛的第 ９ 外显子比人的

ＺＦＹ 长 １ 个氨基酸 （位于 ＧｅｎＢａｎｋ： ＡＡＬ１８２６１ 的 ３３８
位）， 牛的第 ６ 外显子比人的 ＺＦＹ 短 １ 个氨基酸 （位
于 ＧｅｎＢａｎｋ： ＡＡＡ６１３１０ 的 ７６ 位）。 牛 Ｚｆｘ 和 Ｚｆｙ 羧

基端与相应的人类蛋白序列几乎相同， 也包含 １３ 个

锌指基序。 与人类一样， 牛的 Ｚｆｘ 和 Ｚｆｙ 有 ９８％是相

同的。 由于该聚丙氨酸基序似乎是保守的， 因此该聚

丙氨酸基序可能具有功能意义。 有几种间接证据支持

这种可能性。 例如， 小鼠睾丸决定因子 Ｓｒｙ 中富含谷

氨酰胺的结构域已被证明负责该蛋白氨基末端一半的

转录激活功能。 试验表明， 小鼠 Ｚｆｘ 序列编码的缺

失， 特别是多丙氨酸通路的缺失， 会导致这些动物的

身体缩小及其他异常［７０］。 除了人类和老鼠之外， 牛

的 Ｚｆｘ 和 Ｚｆｙ 基因的完整编码区已经确定。 在 Ｚｆｘ 或

Ｚｆｙ 蛋白中， 保守的聚丙氨酸基序已被确认。 这些数

据将有助于性染色体的进化研究以及对哺乳动物 Ｚｆｘ
和 Ｚｆｙ 基因的功能和结构的理解。

５　 展望

近年来， 哺乳动物的性别控制技术对畜牧生产的

影响深远。 目前， 建立在 ＤＮＡ 含量差异的流式细胞

仪的应用能精准地分离 Ｘ、 Ｙ 精子， 在牛羊猪繁育过

程中的应用前景广阔， 但是由于精子分离后的损伤，
分离成本高及分离效率低而在其他动物上的应用较

少。 随着分子生物技术和基因工程技术的不断发展，
新发现的 ＴＬＲ７ ／ ８ 受体调控方法促使 Ｘ、 Ｙ 精子运动

能力呈现差异而进行分离， Ｈ－Ｙ 抗体制备等靶向凝

集 Ｙ 精子在试验中都显示出较好的性别控制效果，
新的研究成果的应用将为动物遗传改良、 优良品系的

获得、 伴性遗传疾病的检测等带来新的发展前景。 总

之， 生物新技术的快速发展使得从基因层面控制家畜

的性别变成了可能。 目前， 这些技术被广泛应用于探

索基因功能、 传染病检测及肿瘤诊断与治疗等基因工

程和生物医学领域， 具有很高的应用价值和广阔的市

场前景， 为进一步研究基因特定功能提供了新的思路

和方法。
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