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摘摇 要院本文采用 杂阅杂尧核酸吸附柱提取了大熊猫粪便中的 阅晕粤袁根据大熊猫性别决定因子基因序列设计引物袁以
非性别特异性的脑源性神经营养因子基因片段渊 月阅晕云冤 作为正对照遥 使用人工饲养的大熊猫粪便 阅晕粤 进行验证

引物的有效性袁结果表明该引物鉴定结果可靠遥 实验表明该方法方便快捷尧可靠有效遥
关键词院大熊猫曰阅晕粤 提取曰性别鉴定
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粤 酝藻贼澡燥凿 燥枣 杂藻曾鄄凿藻贼藻则皂蚤灶葬贼蚤燥灶 栽藻泽贼泽 燥枣 郧蚤葬灶贼 孕葬灶凿葬泽

在匀韵哉 杂澡葬员 摇 孕耘晕郧 匀怎葬员 摇 蕴陨哉 允蚤葬灶员 摇 匀哉 允蚤灶鄄赠葬燥鄢员 摇 再哉 蕴蚤灶早鄄枣葬灶圆 摇 酝粤韵 月燥鄄赠燥灶早猿
渊员援 悦燥造造藻早藻 燥枣 蕴蚤枣藻 杂糟蚤藻灶糟藻 驭 月蚤燥贼藻糟澡灶燥造燥早赠袁酝蚤葬灶赠葬灶早 晕燥则皂葬造 哉灶蚤增藻则泽蚤贼赠袁酝蚤葬灶赠葬灶早摇 远圆员园园园袁悦澡蚤灶葬曰
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糟葬造 阅晕粤 枣则燥皂 葬则贼蚤枣蚤糟蚤葬造造赠 则藻葬则藻凿 早蚤葬灶贼 责葬灶凿葬泽援 陨贼 憎葬泽 泽澡燥憎藻凿 贼澡葬贼 贼澡藻 则藻泽怎造贼泽 憎藻则藻 则藻造蚤葬遭造藻 枣燥则 贼澡藻 蚤凿藻灶贼蚤枣蚤鄄
糟葬贼蚤燥灶 燥枣 贼澡藻 责则蚤皂藻则泽援 耘曾责藻则蚤皂藻灶贼泽 泽澡燥憎藻凿 贼澡葬贼 贼澡蚤泽 皂藻贼澡燥凿 憎葬泽 糟燥灶增藻灶蚤藻灶贼 葬灶凿 则藻造蚤葬遭造藻援
运藻赠 憎燥则凿泽院孕葬灶凿葬袁阅晕粤 藻曾贼则葬糟贼蚤燥灶袁阅藻贼藻则皂蚤灶葬贼蚤燥灶 燥枣 泽藻曾

摇 摇 大熊猫渊粤蚤造怎则燥责燥凿葬 皂藻造葬灶燥造藻怎糟葬冤是我国濒危保

护动物渊陈远飞 袁员怨愿远冤袁是生物多样性保护的旗舰

物种遥 保护大熊猫及其栖息地是保护生物多样性和

生态系统功能完整性与稳定性的重要保障渊申国

珍袁圆园园愿冤遥 通过保护大熊猫旗舰种来保护其生存

的整个生态系统袁保护该生态系统的生物多样性袁大
熊猫作为保护其他珍稀物种及生物多样性保护的旗

舰种己经成为了保护行为的一种象征遥
性别鉴定是研究和保护野生大熊猫种群的一个

重要课题遥 近年来随着分子生物学的发展袁非损伤

性取样或非损伤性基因取样在不伤害或触及动物的

前提下收集脱落的毛发尧粪便尧口腔脱落细胞尧陈旧

皮张等作为分析样品获取样品中的 阅晕粤 渊 魏辅文

等袁圆园园员曰李明等袁圆园园圆曰张于光等袁 圆园园猿曰 刘海等袁
圆园园猿曰史燕等袁圆园园源冤 遥 由于非损伤性取样的广泛

性尧随机性和便利性袁使其在物种鉴别尧个体识别尧性
别鉴定尧种群亲缘关系鉴定尧种群数量估计等方面得

到了广泛的应用 渊陈璐袁圆园园苑冤遥 睾丸决定基因位于

再 染色体上袁哺乳动物在发育期的性腺分化主要依

赖于雄性特有的 再 染色体 渊杨晓娟袁员怨怨怨冤遥 随着

性别决定的分子生物学机制的深入研究袁以及 孕 悦
砸 技术的广泛应用袁近年来很多研究者应用哺乳动

物 再 染色体上连锁的特定基因 孕 悦 砸 进行扩增袁鉴
定动物性别袁如渊田新民袁圆园园愿冤通过 在 云 再 基因对奶



牛的性别鉴定渊龚荣慈袁员怨怨苑冤曰杂 砸 再 基因对野生狍

性别鉴定渊杨宝田袁圆园园缘冤遥 本研究拟通过对人工大

熊猫性别的研究袁探索大熊猫非损伤性性别鉴定的

实验方法遥

员摇 材料与方法

材料院大熊猫戴丽尧傲傲尧怡畅尧英英粪便样本均

采自都江堰大熊猫人工繁育基地尧取样方法为非损

伤性取样遥 方式为采集新鲜的大熊猫粪便遥
基因组 阅晕粤 提取院用酚要 氯仿法对粪便样本

阅晕粤 进行提取遥 方法提取产物的含量和纯度在凝

胶电泳仪上进行检测遥 渊张保卫袁圆园园源冤
孕悦砸 扩增院孕悦砸 反应体系 圆园 滋造袁重蒸馏水 员源郾 缘

滋造袁员园 伊 遭怎枣枣藻则 圆 滋造袁凿晕栽孕员郾 缘 滋造袁
引物 员 园郾 缘 滋造袁引物 圆 园郾 缘 滋造袁模板 阅晕粤 员 滋造袁

栽葬择 酶 园郾 圆 滋造遥 在 晕悦月陨 渊 晕葬贼蚤燥灶葬造 悦藻灶贼藻则 枣燥则 月蚤燥鄄
贼藻糟澡灶燥造燥早赠 陨灶枣燥则皂葬贼蚤燥灶冤数据库上查找大熊猫性别决

定因子 杂砸再渊杂藻曾 阅藻贼藻则皂蚤灶蚤灶早 砸藻早蚤燥灶 再 冤基因序列遥
晕悦月陨 基因登录号 粤月圆怨圆园苑园郾 员袁如图 猿 所示遥 根据

该序列使用 阅晕粤酝粤晕 软件设计的一对引物院
杂砸再 云摇 缘蒺鄄粤郧栽栽粤郧郧悦粤郧栽郧栽栽郧栽郧栽郧粤悦悦鄄猿蒺
杂砸再 砸 摇 缘蒺鄄粤栽粤郧栽悦栽郧郧郧栽粤栽栽栽悦栽悦栽悦郧郧栽悦鄄

猿蒺
预期扩增片段 远园园 遭责 左右遥
为了保证结果的准确性袁参考相关文献选用大

熊猫脑源性神经因子基因 月阅晕云 作为对照基因袁设
计对照引物基因院

月阅晕云 云摇 缘蒺鄄栽悦郧郧栽栽郧悦粤栽郧粤粤郧郧悦鄄猿蒺
月阅晕云 砸摇 缘蒺鄄栽栽郧悦栽粤栽悦悦粤栽郧郧栽粤粤郧郧郧鄄猿蒺
其扩增程序为院预变性院怨源益袁源 皂蚤灶 变性院怨缘益袁

源缘 泽 退火院缘园郾 源益袁源缘 泽 延伸院苑圆益袁缘园 泽袁变性尧退火尧
延伸共 猿缘 个循环曰 末一个循环紧接 苑圆益再延伸

员园 皂蚤灶 补缺口遥
电泳及结果记录院取 员园 滋蕴孕悦砸 扩增基因产物袁

在 猿豫的琼脂糖凝胶上电泳 猿园 皂蚤灶袁用凝胶成像仪

渊灾蚤造遭藻则蕴燥怎则皂葬贼 公司冤进行拍照并记录结果遥 基因

电泳结果中袁单条带表示此个体性别为雄性袁双带表

示此个体性别为雌性遥

圆摇 结果与分析

圆援 员摇 引物 杂砸再 尧月阅晕云 扩增结果

源 只人工饲养大熊猫的详细资料渊见表 员冤遥

表 员 人工饲养大熊猫粪便采集信息

采集时间 姓名及编号 性别 年龄渊岁冤 粪便量渊团冤
员园 月 圆愿 日 戴丽 酝员 雄 员缘 圆
员园 月 圆愿 日 傲傲 酝圆 雄 源 圆
员园 月 圆愿 日 怡畅 云员 雌 圆 圆
员园 月 圆愿 日 英英 云圆 雌 圆猿 圆

圆援 圆摇 不同预处理对提取 阅晕粤 的影响

圆援 圆援 员摇 人工饲养大熊猫 阅晕粤 提取

由图 员 可知袁未预处理提取的 阅晕粤 效果好袁条
带清晰袁目标 阅晕粤 质量较高袁碎片少曰用乙醇预处理

提取的 阅晕粤 碎片较多曰用丙酮预处理的 阅晕粤 碎片

多袁条带不清晰遥
根据图 员 的 阅晕粤 提取结果袁我们得出用 杂阅杂 法

提取及核酸吸附柱纯化回收 阅晕粤 效果较好袁我们决

定采用之前的提取方法并用丙酮及乙醇预处理遥

图 员摇 熊猫傲傲 阅晕粤 检测

酝袁贼则葬灶泽圆运责造怎泽 皂葬噪藻则曰员袁圆 泳道为乙醇预处理提取的 阅晕粤曰猿袁缘 泳

道为未预处理提取的 阅晕粤曰源袁远 泳道为丙酮预处理的 阅晕粤

实验结果如图 圆 所示院源 只大熊猫都提取出了

比较清晰完整的 阅晕粤 条带袁酝员 熊猫戴丽食物不是

纯竹叶袁粪便中残留了大量的水果消化残渣袁提取出

的条带有弥散现象袁 其它 猿 个样品条带较好遥
云员阅晕粤 浓度较低袁质量差袁阅晕粤 破碎严重袁杂 阅晕粤
较多曰云圆 目标 阅晕粤 质量较好袁有大量小段 阅晕粤曰酝员
阅晕粤 破碎严重袁可能有较多杂质 阅晕粤曰酝圆阅晕粤 质量

较好遥
圆援 猿摇 不同退火温度扩增的结果

对人工饲养 源 只大熊猫粪便 阅晕粤 进行了 孕悦砸
扩增所得到的结果袁加入 杂砸再 基因引物的是实验

组袁加入 月阅晕云 基因引物的是对照组遥 本次 孕悦砸 扩

增分别用大熊猫 杂砸再 基因引物及 月阅晕云 基因引物

扩增对 源 只人工养殖的大熊猫 阅晕粤 进行 孕悦砸 扩

增遥
用提取质量较好的 酝圆 阅晕粤 为模板袁如上所示

猿愿远 期 周摇 莎袁等院通过粪便确定大熊猫性别的方法研究 摇 摇



图 圆摇 人工饲养大熊猫 阅晕粤 检测

酝袁贼则葬灶泽圆运责造怎泽 皂葬噪藻则曰云员 泳道是雌性大熊猫怡畅的样品 阅晕粤曰云圆
泳道是雌性大熊猫英英的样品 阅晕粤曰酝员 泳道是雄性大熊猫戴丽

的样品 阅晕粤曰酝圆 泳道是雄性大熊猫傲傲的样品 阅晕粤

进行温度梯度 孕悦砸 扩增袁设置了 缘 组温度袁分别是

源愿益尧缘园郾 源益尧缘员郾 远益尧缘源益尧缘远益进行扩增以确定

佳的退火温度袁结果如图 猿 所示遥 杂砸再 基因扩增

佳退火温度在 缘园益左右袁扩增的条带大小为 缘园园 遭责
左右袁月阅晕云 基因 佳退火温度在 源愿益左右渊图 猿 和

图 源冤遥

图 猿摇 杂砸再 温度梯度 孕悦砸 检测结果

酝袁贼则葬灶泽圆运责造怎泽 皂葬噪藻则曰员 耀 缘 泳道分别为 源愿益尧缘园援 源益尧缘员援 远益尧
缘源益尧缘远益

猿摇 结论

在采集大熊猫粪便过程中袁尽量选取 苑 凿 以内

的表面带有粘膜的新鲜粪便袁用此粪便提取 阅晕粤 效

果较好遥 在保存样品中不同的保存方法在刘艳华等

图 源摇 月阅晕云 温度梯度 孕悦砸 检测结果

员 耀 缘 泳道分别为 源愿益尧缘园援 源益尧缘员援 远益尧缘源益尧缘远益

人的论述中已有了较全面的论述渊刘艳华袁圆园园远冤袁
我们参考钟华等人使用丙酮预处理样品 渊钟华袁
圆园园猿冤发现丙酮影响后续 阅晕粤 的质量袁参考使用乙

醇预处理样品也发现乙醇影响后续 阅晕粤 的处理遥
实验结果表明袁直接采用冷藏保存处理方便袁提取的

阅晕粤 效果好遥
影响粪便 阅 晕 粤 提取的因素除了保存方法外袁

动物的取食和环境的温度也会影响遥 渊郧 燥燥泽泽藻灶泽 藻贼
葬造袁圆园园园曰酝藻造葬灶蚤藻 藻贼 葬造援 袁圆园园猿曰 蕴怎糟糟澡蚤灶蚤 藻贼 葬造袁圆园园圆冤
提取 阅晕粤 使用 杂阅杂 和核酸纯化柱方法提取袁提取

阅晕粤 质量好袁方便快捷袁便于后续的 孕悦砸 实验遥 由

于粪便中含有 阅晕粤 聚合酶抑制物尧植物多糖等 孕悦砸
抑制剂袁传统的提取纯化方法不能将其去除袁便会影

响 孕悦砸 扩增的结构袁所以选择使用乙醇提取纯化粪

便中的 阅晕粤袁并将其用于 孕悦砸 检测遥
根据 晕悦月陨 上面公布的大熊猫的性别决定基因

序列袁采用 阅晕粤酝粤晕 软件设计的特异性引物袁扩增

效果好袁特异性高遥 对照引物采用田新民等使用的

大熊猫脑源性神经营养因子基因片段渊 月阅晕云冤 引

物渊田新民袁圆园园愿冤袁在 缘园 摄氏度左右扩增效果

好遥
通过粪便 阅晕粤 扩增鉴定的 源 只人工饲养的大

熊猫的性别与实际相符袁表明我们的鉴别方法方便尧
快捷尧准确袁可以对野外鉴定大熊猫性别起到重要的

作用遥

源愿 摇 摇 四摇 川摇 林摇 业摇 科摇 技 猿苑 卷
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渊上接第 愿员 页冤
元素快速释放袁易被土壤中重金属固定或随雨水流

失袁不能被作物利于袁造成浪费遥 黄荣林咱员员暂认为袁施
用沼肥是促进桉树生长的有效方法袁但是沼肥用量

并不是越多越好袁要结合实际情况施用遥 合理适当

的施肥袁是促进桉树树生长的一个方面袁要想桉树快

速生长袁还应加强水尧病虫害等方面的管理遥
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