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一种血液 PCR 快速鉴定中华鳖 
性别方法的优化 
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摘要：目前判断中华鳖（Pelodiscus sinensis）性别的方法主要有外形观察、生殖器官解剖观察和 DNA

分子鉴定，但这些方法各有局限，不能完全满足生产上的需求，因此急需建立一种快速、损伤小且可

准确鉴定中华鳖性别的方法。本研究以中华鳖成鳖为对象，裙边静脉采血，血液经碱煮沸法快速处理

后，取上清液作为 DNA 模板用 PTPN11 引物进行 PCR 反应与琼脂糖凝胶电泳，雌性（ZW 型）呈现分

子量大小为 860 bp 和 1 500 bp 左右的清晰双带，雄性（ZZ 型）呈现分子量大小为 860 bp 左右的清晰

单带。通过外部形态观察和解剖后生殖器官观察对比表明该方法可行，性别鉴定准确率为 100%。因此，

基于碱煮沸法快速处理的血液直接 PCR 可以作为一种快速、经济检测中华鳖性别的方法。 
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A Rapid Method for Sex Identification in the Chinese Soft-Shelled  

Turtle Pelodiscus sinensis Based on Direct Blood PCR 
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Abstract: [Objectives] Currently, the primary methods for determining the sex of Chinese Soft-shelled Turtle 

Pelodiscus sinensis include visual inspection of external features, examination of reproductive organs after 

dissection, and DNA PCR analysis. However, each of these methods has its limitations and cannot fully meet 

the requirements for sex determination in the huge production of Chinese Soft-shelled Turtle. Therefore, there 

is an urgent need to develop a rapid, minimally invasive and accurate method for determining the genetic sex 

of Chinese Soft-shelled Turtles. [Methods] In this study, blood was collected from veins of the calipash in 

adult Chinese Soft-shelled Turtles. The blood supernatant was used as a DNA template for PCR reaction and 

identification following rapid pretreatment. The feasibility of the genetic method was assessed by optimizing 
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the pretreatment method, blood volume and PCR system (including primer concentration, template 

concentration, DNA polymerase mix volume and annealing temperature, among other factors), as well as by 

comparative blood DNA PCR tests, external morphological observations, and dissection of reproductive 

organs. [Results] The results demonstrated that after rapid pretreatment of 5 μl fresh turtle blood using an 

alkaline boiling method, a 20 μl PCR system was prepared by adding 2 μl of supernatant DNA template, 10 μl 

of DNA polymerase mixture, 0.8 μl each of upstream and downstream primers, and 6.4 μl of ddH2O. PCR 

amplification was then performed at an annealing temperature of 58 ℃, followed by detection using 1% 

agarose gel electrophoresis. The results revealed that female turtles (ZW type) exhibited distinct double bands 

with molecular sizes approximately 860 bp and 1 500 bp, while male turtles (ZZ type) exhibited a clear single 

band with molecular sizes around 860 bp (Fig. 1). The accuracy of sex identification in Chinese Soft-shelled 

Turtles reached 100%, which was confirmed by the blood DNA PCR validation test, external morphological 

observations and examinations of reproductive organ (Figs. 8﹣10). [Conclusion] The direct blood PCR 

method based on alkaline boiling pretreatment is considered a rapid and cost-effective approach for sex 

determination in Chinese Soft-shelled Turtles. 

Key words: Chinese Soft-shelled Turtle, Pelodiscus sinensis; Blood; Non-damaging sampling; PCR; Genetic 

characterization 

中华鳖（Pelodiscus sinensis）是我国重要

的水产特种经济动物。近几年，中华鳖的年产

量稳定在 30 余万吨，产值高达 200 亿元以上，

市场需求旺盛（王丹等 2022）。中华鳖具有典

型的雌雄异速生长二态性，雄性个体生长速度

更快，且其雄性裙边更加宽厚，市场价格高于

雌性（罗志嘉等 2017，曾丹等 2017，陈嘉倩

等 2020）。因此，饲养繁育过程中，根据不同

的生产需求，需要对中华鳖的性别进行区分。

目前鉴定中华鳖性别主要通过外观形态观察

（李为 2000），虽然该方法快速简便，但对于

中华鳖外部形态特征不明显的个体（假雌）或

发育不成熟的稚鳖和幼鳖难以判断其雌雄，因

此主要应用于正常成鳖，局限性较大。另外，

通过解剖观察性腺确定鳖性别也是一种常用的

方法（朱道玉 2008，朱道玉等 2009），该方

法准确率可达到 100%，但是操作过程必须宰

杀样本，不适应生产的需求。而基于性别特异

或连锁的分子标记可快速准确地鉴定遗传性

别，省时省力（鲁翠云等 2019）。中华鳖具有

微小性染色体（ZZ/ZW），科研中常用肌肉组

织 DNA PCR 法鉴定中华鳖遗传性别（Liang 

et al. 2019，Zuo et al. 2020，葛健辉等 2023），

该方法准确率高，但采集样品过程中需要对中

华鳖进行机械性损伤取组织，甚至宰杀，易造

成其伤口感染或死亡，而且获得组织样本后还

要进行前处理（粉碎）和利用 DNA 提取试剂

盒提取 DNA 样本，步骤繁琐、耗时较长、成

本高，不适合大规模性别鉴定。因此，亟需建

立一种准确、快捷且非损害性的方法来鉴定中

华鳖的遗传性别。 

获得有效的动物基因组 DNA 是后续众多

分子生物学研究的前提，血液是非损害性遗传

性别快速鉴定的理想材料（李少斌等 2021）。

采集少量血液是一种对动物伤害性较小的取样

方法（Lefort et al. 2022，王金秀等 2022）。使

用血液 DNA 或全血结合普通 PCR 检测，可对

大量样本同时进行检测，既适用于生产上性别

鉴定的需求，也可满足科研对鉴定准确率的要

求。目前该方法已在家禽（孙嘉等 2016，王美

青 2018）、家畜（程凯宁 2009，陶维昆等 2022）

和人类（龙登凯等 2016）性别鉴定中广泛应用，

但利用中华鳖血液直接 PCR 鉴定其遗传性别

的方法尚未有研究报道。因此，本实验通过优
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化微量全血鉴定中华鳖性别方法体系，借助血

液基因组 DNA 进行 PCR 鉴定，并通过外观形

态观察和性腺器官观察方法进行验证，保证实

验结果的可靠性和鉴定结果的准确性，以期为

中华鳖性别鉴定提供简便、快捷且经济的方法。 

1  材料与方法 

本研究是根据浙江万里学院动物护理与使

用委员会制定的《实验动物护理与利用指南》

中爬行动物伦理和福利标准进行的。本实验所

用中华鳖于 2022 年 11 月采自湖州德清县清溪

花鳖专业合作社，遗传背景相同，共 30 只，雌

雄各 15 只，外部性别特征明显，个体体重均在

500 g 左右，个体健康、无损伤。 

1.1  血液采集  

用酒精棉球对中华鳖靠近大腿根部一侧的

裙边（该位置静脉血管丰富）进行消毒，用已

灭菌处理的采血针快速扎破血管，待新鲜血液

流出，用移液枪快速吸取适量新鲜血液，并迅

速转移至 1.5 ml 离心管中，进行后续实验。血

液采集完毕后用碘伏和红霉素软膏对裙边伤口

进行消毒处理。 

1.2  血液 DNA 敏感性分析 

分别采集雌性和雄性中华鳖新鲜血液

10.0 μl，按照 Magen 血液 DNA 提取试剂盒

（IVD3018，广州美基生物科技有限公司）说

明书的操作步骤提取血液基因组 DNA。将获得

的血液基因组 DNA 按照 40.0、20.0、10.0、5.0、

2.5 mg/L 的浓度梯度进行稀释，每个梯度设置

3 个重复。以梯度稀释的 DNA 作为模板，进行

PCR 反应。PCR 反应总体系为 20.0 μl：2 × 

Phanta Max Mster Mix（P525，诺唯赞生物科技

有限公司）10.0 μl，10.0 mmol/L 的 PTPN11 上、

下游引物[序列参考 Literman 等（2017），由生

工生物工程（上海）股份有限公司合成]各

0.4 μl，无菌去离子水 8.2 μl，DNA 模板 1.0 μl。

PCR 反应程序：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变

性 30 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，

30 个循环；72 ℃最终延伸 5 min。PCR 产物经

1%琼脂糖凝胶电泳检测，通过凝胶成像系统

（Gel Doc XR+，BIO-RAD）拍照观察。 

1.3  血液前处理方法优化 

碱煮沸法（Meeker et al. 2007）：将采集的新

鲜血液 3.0 μl 加入装有 200.0 μl 50.0 mmol/L 

NaOH 溶液的 1.5 ml 离心管中煮沸 10 min，后

加入 20.0 μl 1.0 mol/L 的 Tris-HCl 混匀，12 000 

r/min 离心 10 min，取上清液 2.0 μl 为模板进行

PCR 反应。 

酶解法（刘敏等 2023）：取 3.0 μl 血液加

入 100.0 μl 裂解液（20.0 mmol/L Tris-HCl，

100.0 mmol/L EDTA，0.1% SDS，pH 8.0）和

蛋白酶 K（终浓度为 200.0 mg/L）溶液中，充

分混匀后在 60 ℃下水浴 10 min、后 95 ℃ 

10 min 终止酶解反应，室温离心取上清液 2.0 μl

作为模板进行 PCR 反应。 

1.4  血液添加量优化 

分别取雌性和雄性中华鳖新鲜血液，血液

添加量分别为 2.0、3.5、5.0、6.5 和 8.0 μl，通

过碱煮沸法对其进行前处理，取上清液作为模

板进行 PCR 反应，其中模板添加量根据上清液

DNA 浓度调整，控制 DNA 含量至 50.0 ng。 

1.5  PCR 反应体系因素优化 

分别取雌性和雄性中华鳖新鲜血液，通过

碱煮沸法对其进行前处理，取上清液作为 DNA

模板，进行 PCR 反应，PCR 产物经 1%琼脂糖

凝胶电泳，利用凝胶成像系统拍照观察。基础

反应体系和反应程序分别参照实验方法 1.2 相

关内容进行操作，在此基础上优化模板添加量

（1.0、2.0、3.0、4.0 和 5.0 μl）、引物添加量（0.2、

0.4、0.6 和 0.8 μl）、2 × Phanta Max Mster Mix

添加量（8.0、10.0 和 12.0 μl）和退火温度（52、

54、56、58 和 60 ℃）4 种因素，进行 PCR 反

应和电泳检测，根据条带的特异性及其清晰程

度，来确定最佳因素条件。 

1.6  验证实验 

采集 30 只中华鳖（雌、雄各 15 只）新鲜

血液。血液直接 PCR 鉴定：以碱煮沸法快速处

理血液，取上清液进行 PCR 反应和凝胶成像分
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析。血液基因组 DNA PCR 鉴定（Literman et al. 

2017）：按照试剂盒说明书步骤提取血液基因

组 DNA，进行 PCR 反应和凝胶成像分析。观

察生殖器官外部形态（李为 2000）与解剖性腺

器官（朱道玉 2008，朱道玉等 2009）：根据

雌、雄中华鳖生殖器官外部形态差异判断性别，

雄鳖的尾细长且自然伸出裙边外，雌鳖的尾粗

短且不露出裙边外；中华鳖宰杀解剖后，观察

其性腺器官形态，有睾丸者为雄鳖，有卵巢者

为雌鳖。 

2  结果 

2.1  血液基因组 DNA 敏感性 

10.0 μl 中华鳖新鲜血液经试剂盒提取获得

血液基因组 DNA，其 DNA 浓度为（83.4 ±  

7.8）mg/L。中华鳖性别鉴定 PCR 血液 DNA 的

敏感性分析结果见图 1，PCR 体系中 DNA 总

含量在 20.0 ng 及以上时条带清晰。雌性鳖血液

DNA PCR 扩增电泳图有两条带，大小分别为

860 bp 和 1 500 bp 左右；雄性鳖血液 DNA PCR

扩增电泳图只有一条带，大小为 860 bp 左右。

DNA 总含量 10.0 ng 时，PCR 产物电泳条带暗 
 

 
 

图 1  中华鳖性别鉴定 PCR 血液 DNA 的敏感性分析 

Fig. 1  Sensitivity analysis of blood DNA by PCR for 

sex identification of Pelodiscus sinensis 

Marker. DL2000 DNA 分子量标准；1 ~ 5 分别代表不同 DNA

浓度：40 mg/L、20 mg/L、10 mg/L、5 mg/L 和 2.5 mg/L；♀为

雌性，♂为雄性。 

Marker. DL2000 DNA marker; 1﹣5 respectively represent 

different DNA concentrations: 40 mg/L, 20 mg/L, 10 mg/L, 5 

mg/L, 2.5 mg/L; ♀. Female, ♂. Male. 

淡不清晰，甚至有部分条带缺失；DNA 总含

量低于 10 ng 时 PCR 产物电泳未出现条带，

该现象可能是由于 DNA 浓度过低，达不到

PCR 反应的最低模板浓度，致使条带不能有

效扩增出来。综上所述，血液 DNA 浓度达到

20.0 mg/L 及以上才可满足该性别标记引物检测

的要求。因而，全血 PCR 中血液添加量要在

3.0 μl 及以上。 

2.2  血液前处理方法 

血液前处理方法筛选结果见图 2。血液酶

解法前处理，雌、雄鳖血液 PCR 产物均未出现

电泳条带（重复多次验证），可能是酶解时间太

短，DNA 释放量不够；血液经碱煮沸法前处理

后，雌、雄鳖血液 PCR 产物均出现电泳条带，

其中雌性鳖出现了约 860 bp 和 1 500 bp 两条

带，雄性鳖出现约 860 bp 一条带，鉴定结果与

中华鳖血液基因组 DNA 性别鉴定 PCR 结果一

致。因此，血液前处理选择碱煮沸法。血液碱

煮沸法前处理 PCR 产物电泳图条带拖尾较严

重、部分目的条带亮度较弱，可能是因为模板

中含有多种抑制物影响 PCR 的有效反应以及

DNA 含量少等因素造成的。因而，需要在碱煮 
 

 
 

图 2  血液前处理方法对中华鳖性别 PCR 鉴定的影响 

Fig. 2  Effect of blood pretreatment on sex 

identification of Pelodiscus sinensis by PCR 

Marker. DL2000 DNA 分子量标准；1. 酶解法；2. 碱煮沸法。 

Marker. DL2000 DNA marker; 1. Enzymatic hydrolysis method; 

2. Alkali boiling method. 
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沸法前处理的基础上进行血液添加量、模板添

加量以及引物添加量等方面的优化。 

2.3  血液添加量优化 

不同添加量的中华鳖血液经碱煮沸法处理

后，上清液中 DNA 质量见表 1。DNA 含量随

着血液添加量的增加逐渐增大，含量范围

（111.7 ± 10.8）mg/L 至（321.2 ± 13.3）mg/L，

上清液中 DNA 含量均满足 PCR 体系中 DNA

含量不低于 20.0 mg/L 的需求。吸光度 A260/280

的数值在（1.35 ± 0.06）~（1.41 ± 0.18）范围

内，均明显低于 DNA A260/280 标准值 1.80，可

能是由于上清液中含有较多蛋白质，如血红蛋

白、乳铁蛋白和免疫球蛋白等；A260/230 的数值

在（0.2 ± 0.01）~（0.29 ± 0.02）范围内，均明

显低于 DNA A260/230 标准值 2.0，可能是由于上

清液中含有胆红素、胆盐、血色素等血红蛋白

代谢物以及肝素和碱性溶液等因素对其影响。

另外，上清液颜色随着血液添加量的增加逐渐

加深。 

血液添加量对中华鳖性别 PCR 鉴定结果

的影响比较大，随着血液添加量的增加，PCR

条带越来越亮（图 3），在血液添加量为 5.0 μl

时，条带数和条带亮度达到最佳效果。在血液

添加量为 2.0 μl 时，条带亮度暗、条带数不完

整（尤其雌性），可能是因为血液低添加量时上

清液 DNA 含量低，模板添加量增加，致使 PCR

体系 pH 变化较大，影响聚合酶活性，减弱扩

增效率；在血液添加量为 8.0 μl 时，条带亮度

变弱（尤其雌性），可能是因为血液高添加量时

上清液中蛋白质和血红蛋白代谢物等杂质含量

较高，抑制 DNA 聚合酶活性，进而抑制 PCR

反应。综上，选择 5.0 μl 作为血液最佳添加量。 

2.4  PCR 反应体系因素优化 

2.4.1  模板添加量  模板添加量筛选结果如

图 4 所示，当模板添加量为 2.0 μl 时，PCR 产

物电泳条带亮度和清晰度均高，且条带数量完

整。模板添加量低于 2.0 μl 时，PCR 产物电泳

条带亮度暗淡、背景有拖尾，且条带数量不完

整，可能是因为 PCR 体系中 DNA 含量低，影

响 PCR 反应效率。随着模板添加量增加（超过

2.0 μl），PCR 产物电泳条带亮度逐渐变弱、背

景拖尾现象加重，且条带数量出现部分缺失（雌

性），可能是由于模板添加量增加致使体系中血

红蛋白质、血色素、肝素和碱溶液等杂质增加，

进而抑制 PCR 反应。因此，在保证 PCR 体系

中 DNA 含量达到反应要求的基础上，尽量减 
 

表 1  碱煮沸法处理不同添加量中华鳖血液的上清液 DNA 质量信息表 

Table 1  DNA quality information of blood supernatant of Pelodiscus sinensis by  

alkaline boiling method with different supplemental levels 

血液添加量 The amount of blood (μl) 
 

2.0 3.5 5.0 6.5 8.0 

DNA 浓度 DNA concentration (mg/L) 111.7 ± 10.8 146.5 ± 14.8 245.9 ± 15.2 270.1 ± 13.7 321.2 ± 13.3 

A260/280 1.35 ± 0.06 1.37 ± 0.02 1.41 ± 0.18 1.40 ± 0.03 1.40 ± 0.06 

A260/230 0.20 ± 0.01 0.20 ± 0.00 0.24 ± 0.02 0.26 ± 0.01 0.29 ± 0.02 

样品颜色 
Sample color 

 

A260、A 280 和 A230 分别是在 260、280 和 230 nm 处测定的 DNA 的吸光度值，A260/280 和 A260/230 是核酸纯度的指示值。 

A260, A 280 and A230 refers to the determination of DNA absorbance at 260, 280 and 230 nm, respectively, and A260/280 and A260/230 are 

indicators of nucleic acid purity. 
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图 3  血液添加量对中华鳖性别 PCR 鉴定的影响 

Fig. 3  Effect of blood supplemental level on sex 

identification of Pelodiscus sinensis by PCR 

Marker. DL2000 DNA 分子量标准；1 ~ 5 分别代表血液添加

量：2.0 μl、3.5 μl、5.0 μl、6.5 μl 和 8.0 μl。 

Marker. DL2000 DNA marker; 1﹣5 represent the amount of 

blood: 2.0 μl, 3.5 μl, 5.0 μl, 6.5 μl, 8.0 μl. 

 

 
 

图 4  模板添加量对中华鳖性别 PCR 鉴定的影响 

Fig. 4  Effect of template addition amount on sex 

identification of Pelodiscus sinensis by PCR 

Marker. DL2000 DNA 分子量标准；1 ~ 5 分别代表模板添加

量：1.0 μl、2.0 μl、3.0 μl、4.0 μl 和 5.0 μl。 

Marker. DL2000 DNA marker; 1﹣5 respectively represent the 

template addition amount: 1.0 μl, 2.0 μl, 3.0 μl, 4.0 μl, 5.0 μl. 

 

少 DNA 模板的添加量，因而模板添加量选择

2.0 μl。 

2.4.2  引物添加量  引物添加量对中华鳖性

别 PCR 鉴定的影响如图 5 所示，随着上、下游

引物添加量的增加，PCR 产物条带清晰度更明

亮且条带更完整。当上、下游引物添加量分别

为 0.8 μl（10 μmol/L）时，PCR 产物条带清晰

明亮且条带完整。PCR 体系中引物添加量需增

加可能是因为 DNA 模板中的杂质抑制或竞争

引物与模板的结合导致的。因此，将 0.8 μl

（10 μmol/L）作为上、下游引物最佳添加量。 
 

 
 

图 5  引物添加量对中华鳖性别 PCR 鉴定的影响 

Fig. 5  Effect of primer addition amount on sex 

identification of Pelodiscus sinensis by PCR 

Marker. DL2000 DNA 分子量标准；1 ~ 4 分别代表引物（10 

μmol/L）添加量：0.2 μl、0.4 μl、0.6 μl 和 0.8 μl。 

Marker: DL2000 DNA marker; 1﹣4 respectively represent the 

amount of primer (10 μmol/L) addition: 0.2 μl, 0.4 μl, 0.6 μl, 

0.8 μl. 

 

2.4.3  DNA 聚合酶混合液添加量  DNA 聚合

酶混合液添加量对中华鳖性别 PCR 鉴定的影

响如图 6 所示，随着 2 × Phanta Max Master Mix

溶液添加量的增加，PCR 产物电泳条带亮度增

加，可能由于 DNA 模板中的杂质与 Mg2+结合，

降低 Mg2+活性或阻碍其与聚合酶结合而抑制，

需要增加混合液的量进而补充体系中被抑制成

份的量。从图中观察，添加量 10.0 μl 和 12.0 μl

的条带亮度差异不大，从经济成本考虑，选择

10.0 μl 为最佳 DNA 聚合酶混合液添加量。 

2.4.4  退火温度  PCR 扩增退火温度（Tm）

对鉴定结果的影响如图 7 所示，Tm在 52 ~ 60 ℃

范围内，PCR 产物没有杂带，引物特异性好；

随着退火温度的增高，PCR 产物条带亮度逐渐

增加。结合雌、雄中华鳖 PCR 扩增结果，选择

58 ℃作为最佳退火温度。 

2.5  验证实验 

血液基因组 DNA PCR 产物凝胶电泳结果
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如图 8 所示，15 只雄性中华鳖电泳条带为单一

条带，大小均在 860 bp，条带清晰明亮；15 只

雌性中华鳖电泳条带均为双条带，大小均在

860 bp 和 1 500 bp 左右，条带清晰明亮可准确

辨别。 
 

 
 

图 6  DNA 聚合酶混合液添加量对 

中华鳖性别 PCR 鉴定的影响 

Fig. 6  Effect of DNA polymerase concentration on 

sex identification of Pelodiscus sinensis by PCR 

Marker. DL2000 DNA 分子量标准；1 ~ 3 分别代表 DNA 聚合

酶混合液添加量：8.0 μl、10.0 μl 和 12.0 μl。 

Marker. DL2000 DNA marker; 1﹣3 represent the addition 

amount of DNA polymerase mixture: 8.0 μl, 10.0 μl, 12.0 μl. 

 

 
 

图 7  退火温度对中华鳖性别 PCR 鉴定的影响 

Fig. 7  Effect of annealing temperature on sex 

identification of Pelodiscus sinensis by PCR 

Marker. DL2000 DNA 分子量标准；1 ~ 5 分别代表不同退火温

度：52 ℃、54 ℃、56 ℃、58 ℃和 60 ℃。 

Marker. DL2000 DNA marker; 1﹣5 respectively represent 

different annealing temperatures: 52 ℃, 54 ℃, 56 ℃, 58 ℃, 

60 ℃. 

 
 

图 8  中华鳖血液基因组 DNA PCR 性别鉴定 

Fig. 8  Sex identification of Pelodiscus sinensis by 

PCR with blood genome DNA 

Marker. DL2000 DNA 分子量标准；1 ~ 15 分别代表 15 只雌性

中华鳖编号和 15 只雄性中华鳖编号。 

Marker. DL2000 DNA marker; 1﹣15 represent the numbers of 

15 females and 15 males of P. sinensis respectively. 

 

血液直接 PCR 凝胶电泳结果如图 9 所示，

15 只雄性中华鳖 PCR 产物电泳均为单一条带，

大小均在 860 bp 左右，条带清晰；15 只雌性中

华鳖 PCR 产物电泳均为两条带，条带大小均在

860 bp 和 1 500 bp 左右，条带清晰可准确辨别。 
 

 
 

图 9  中华鳖微量血液直接 PCR 性别鉴定 

Fig. 9  Sex identification of Pelodiscus sinensis by 

direct PCR in trace blood 

Marker. DL5000 DNA 分子量标准；1 ~ 15 分别代表 15 只雌性

中华鳖编号和 15 只雄性中华鳖编号。 

Marker. DL5000 DNA marker; 1﹣15 represent the numbers of 

15 females and 15 males of P. sinensis respectively. 

 

中华鳖尾部及解剖后性腺器官观察结果如

图 10 所示，15 只中华鳖符合雄性外部观察特
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征，尾细长能自然伸出裙边外，且结合解剖观

察雄性性腺器官为睾丸，明确该 15 只中华鳖为

雄鳖；另外 15 只中华鳖尾粗短不露出裙边，符

合雌性尾部描述特征，且性腺器官为卵巢（已

有卵黄生成），明确该 15 只中华鳖为雌鳖。 

 

 
 

图 10  中华鳖尾部外部形态和性腺器官观察结果 

Fig. 10  External morphology and gonadal  

organs of Pelodiscus sinensis 

 

结合以上验证结果，基于碱煮沸法快速处

理的血液直接 PCR 法是一种快速、非损害性检

测中华鳖性别的可行方法。血液 PCR 检测流程

为：5 μl 新鲜血液加入到 200.0 μl NaOH 溶液

（50.0 mmol/L）中煮沸 10 min，后加入 20.0 μl 

Tris-HCl（1.0 mol/L）混匀、离心，取 2.0 μl

上清液，后分别加入 PTPN11 引物各 0.8 μl

（10 μmol/L）、2 × Phanta Max Mster Mix 

10.0 μl、无菌去离子水 6.4 μl 至 PCR 总体系

20.0 μl；在退火温度（Tm 值）为 58 ℃条件下

进行 PCR 扩增，PCR 产物通过凝胶成像系统

拍照观察，雌性鳖电泳条带为两条清晰带，雄

性鳖电泳条带为单一清晰条带。 

3  讨论 

中华鳖是我国养殖的重要名特优水产品之

一，其雌雄个体之间在生长方面存在着明显差

异。据报道，雄性生长速度是雌性的 1.55 倍，

说明雄鳖的饲料转化率高（周洵等 2011）。此

外，雄性成鳖个体体型大，肌肉脂肪少，裙边

宽厚，市场价格高于雌性。王志忠等（2006）

研究发现，在中华鳖池塘养殖过程中，将雌性

鳖和雄性鳖分池饲养，能够大大降低中华鳖疾

病的发生率，显著提高经济效益。然而，中华

鳖养殖周期长，生态养殖模式下需要１冬龄才

可能通过外观进行性别鉴别。因此，开发中华

鳖早期性别分子鉴定技术，对促进中华鳖养殖

业的发展具有重要的应用价值。近几年，鉴定

中华鳖遗传性别的 SNP 标记已有开发（梁宏伟

等 2019，李伟等 2020，葛健辉等 2023，曾丹

等 2023），但 SNP 标记信息公开发表的较少，

并且利用 PCR 鉴定的模板都是从组织中提取

的高质量 DNA。Literman 等（2017）从雌、雄

鳖肌肉组织中提取 DNA，通过 PTPN11 引物扩

增出性别特异片段，可精确区分雌鳖和雄鳖。

类似地，本实验采用 PTPN11 引物通过前处理

和反应条件优化对中华鳖血液直接 PCR，结果

发现雌鳖可以扩增出 2 个片段，而雄鳖只能扩

增出其中 1 个片段，我们通过外观形态、性腺

器官观察以及血液基因组 DNA PCR 方法验证

了血液直接 PCR 鉴定性别的准确率为 100%。

与传统的组织（如肌肉、皮肤或裙边和指甲等）

DNA PCR 方法相比，本研究提出的血液直接

PCR 方法省去了组织样本 DNA 提取步骤，大

大缩短了时间并降低了成本，同时采用了对动

物体造成极小创伤的血液采集，采集方便且大

大降低了检测样本的死亡率，更适用于大规模

养殖现场的快速鉴定，是一种准确、快捷、经

济的检测方法。张晋强等（2015）开发了一种
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检测猪嗜血支原体的血液直接 PCR 方法，但需

使用专用的血液直接 PCR 试剂盒。而本研究建

立的血液直接 PCR 方法仅需对血液进行短时

处理和常规的 PCR 反应，在原有血液（原血）

直接 PCR 方法的基础上（结果不稳定，准确率

在 75%左右），进一步优化操作步骤，提高正

确率、降低成本，为中华鳖遗传性别的快速鉴

定提供了新技术方法。 
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