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摘要 目的：川金丝猴(Rhinopithecus roxellana)是我国特有珍稀物种，其粪便作为一种非损伤性样品，为珍稀濒危动物的种群数量

调查、遗传多样性评价、亲缘关系、系统进化等研究带来了很大便利，本研究试图建立高效、简便的粪便样品保存方法。方法：在现

有珍稀濒危动物粪便样品保存方法的基础上，分别使用干燥法、冷冻法和干燥 -冷冻法保存川金丝猴的粪便样品，比较了不同保

存方法的 DNA提取效果，以及对 mtDNA控制区片段的 PCR扩增成功率和微卫星基因的 PCR扩增效率。结果：干燥法、冷冻法

和干燥 -冷冻法三种不同保存方法保存粪便 1周时间后，提取的粪便 DNA样本扩增 mtDNA片段的成功率均为 92%，微卫星基

因的扩增成功率分别为 79%、78%、80%；保存 2个月后，mtDNA片段扩增成功率分别为 80%、76%和 80%，微卫星基因扩增成功

率分别为 65%、61%、67%；保存 6个月后，mtDNA片段扩增成功率分别为 56%、52%和 64%，微卫星基因扩增成功率分别 40%、

34%、46%。因此，随着保存时间的增长，三种方法的保存效率都将明显降低，但干燥 -冷冻法得到的 DNA样本扩增成功率相对较

高。结论：粪便样品能够为川金丝猴的遗传多样性评价等相关研究提供有效信息，干燥 -冷冻法保存能够更为有效的保证 DNA

的提取和基因扩增效率。
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Effect of Different Preservation Methods on the Fecal DNA Extracted
Quality of Sichuan Snub-nosed Monkey*

Sichuan snub-nosed monkey (Rhinopithecus roxellana), a endemic rare species in China and to be list to a

national first class protected animal species, has characteristic of natural alert and arboreal life. Fecal, as a non-invasive sample, gives

great convenience to researches on population survey, genetic diversity, genetic relationship, phylogeny. However, appropriate sampling

and preservation methods are the premise to get useful DNA for the researches of endangered animals with non-invasive fecal sample.

This study attempts to establish a high efficient, convenient method. Combined the reported preservation methods of the

endangered animal fecal samples with the actual fact, three methods included drying, freezing and drying-freezing are used. Taking blood

samples and hair samples as a reference, it is to analyze the effects of different fecal samples preservation methods on the efficiency of

DNA extraction and the success rate of mtDNA and microsatellite DNA loci gene amplification, which included drying, freezing and

drying-freezing in 1 week, 2 months and 6 months storage time respectively. The amplification success rate of mtDNA gene is

92% with the three preservation methods and microsatellite loci amplification success rate of drying, freezing and drying-freezing was

79%, 78%, 80% respectively after a week. For the mtDNA gene amplification success rate with drying method, freezing method and

drying-freezing method, it is 80%, 76%, 80% respectively after two months, and 56%, 52% and 64% respectively after six months. For

microsatellite loci success rate with three methods, it is 65% , 61% and 67% respectively after two months, 40% , 34% and 46%

respectively after six months. It showed that DNA amplification success decreases with the increasing of the storage time. Compared with

two other methods, the samples with drying-freezing method can get better DNA extracted quality and high amplification success rate of

mtDNA gene and microsatellite loci. The fecal of Sichuan snub-nosed monkey can be the research sample for providing

effective information on some genetics study such as the evaluation of genetic diversity. Compared with other two methods, the
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drying-freezing method for fecal preservation with long-way transportation is a better way to get quality DNA extracted and high

efficiency of gene amplification.

Non-invasive techniques; Fecal sample; Preservation methods; mtDNA; SSR (Simple Sequence Repeats)

前言

利用粪便样品提取动物 DNA已成为野生动物保护研究中

常用的非损伤性取样法，该方法对于研究大型、珍稀且难以见

到的濒危动物十分有用[1-5]，并已解决了诸如珍稀濒危野生动物

的个体识别、遗传多样性、遗传结构、性比结构、亲缘关系、系统

进化等分子生态学和种群遗传学问题，以及与经典生态学方法

相结合解决物种的种群数量调查、监测、保护建设等濒危物种

的保护相关问题[6-12]。

正确的粪便样品采样及保存方法是粪便样品能否为珍稀

濒危动物研究提供足够遗传信息的重要决定因素之一[13]。从动

物粪便中分离动物组织 DNA是由于粪便表面通常含有脱落的

动物消化道细胞，但脱落细胞含量较少，在自然环境中易降解，

且粪便中常含有一定的杂质 DNA和 PCR抑制物等，因此，不

恰当的粪便样品的保存方法，可能会造成样品 DNA样本的快

速降解，增加样品 DNA的提取和基因扩增难度，甚至增加基因

分型的错误率等[14]。目前，常用的动物粪便样品保存方法有用

乙醇保存、用 DETs缓冲液保存、直接低温保存、干燥保存等
[6,13,15]，保存效果因物种、样品暴露的气候条件、暴露的时间等不

同而变化，例如降雨能显著地增加粪便样品 DNA的降解[16]。由

于不同研究对象所处的环境条件、研究对象的食物特征、个体

差异等，不同物种所采用的粪便样品保存方法和保存时间等还

存在差异[17-22]。

1 材料与方法

1.1 川金丝猴(Rhinopithecus roxellana)

川金丝猴(Rhinopithecus roxellana)是我国特有珍稀物种，

国家Ⅰ级重点保护野生动物，且为典型树栖动物，生性警觉，迁

移速度快，难以通过常规的组织样品开展遗传保护相关研究，

因此，利用其粪便样品进行种群数量调查和遗传多样性评价等

研究是一种有效的手段。本研究以湖北省神农架川金丝猴种群

为研究对象，试图建立高效、简便、适合于长距离运输的川金丝

猴粪便样品的保存方法和保存时间，为全面开展川金丝猴的保

护研究提供技术支撑，也为基于粪便材料的医学实验提供参考。

1.2 样品采集及保存

本研究所采用的粪便样品、毛发样品和血液样品均采集于

湖北神农架国家级自然保护区，采集时间为 2013 年 7 月 -8

月。共采集粪便样本 25份，同时采集血液样本 2份和毛发样本

6份用作对照（表 1）。

采集粪便样品时戴一次性无菌塑料手套，来避免交叉污

染，收集粪便表层装于自封袋或含硅胶的收集管中；血液样品

采集时以后肢静脉采血的方法，将样本保存于含有抗凝剂的收

集管中，上下颠倒摇匀，编号，记录采集样品名称、日期、体征

等；毛发样品采用胶布粘贴法，将带有毛囊的毛发样品收集存

放于信封中，并记录样品详情。血液样品及毛发样品收集后，于

-20 ℃冷冻保存，采集的粪便样本每份均分为 3份，分别使用

干燥法、冷冻法和干燥 -冷冻法保存，其中干燥法是将粪便样

本采集后置于灭菌后的过滤纸上，于 60℃烘箱中烘干（6-8 h），

然后收集在 15 mL收集管中（收集管内含有 1/2-2/3的硅胶）室

温保存；冷冻法是将样本收集后放入自封袋中，直接保存在 -20

℃冰箱中；干燥 -冷冻法是将粪便样本置于 15 mL收集管（收

集管内含有 1/2-2/3的硅胶）保存，然后在 -20℃冰箱保存。

Note: -1, -2, -3 that annotate in the column named Code of samples represent fecal sample, hair sample and blood sample of the same monkey in turn.

表 1 川金丝猴样品信息表

Table 1 Samples information of Sichuan golden monkey

Number Code of samples Type of samples Number Code of samples Type of samples

1 gm1(-1) fecal 14 gm14(-1, 2) fecal, hair

2 gm2(-1, -2) fecal; hair 15 gm15(-1) fecal

3 gm3(-1, -2, -3) fecal; hair; blood 16 gm16(-1) fecal

4 gm4(-1) fecal 17 gm17(-1) fecal

5 gm5(-1) fecal 18 gm18(-1) fecal

6 gm6(-1) fecal 19 gm19(-1) fecal

7 gm7(-1, -2) fecal;hair 20 gm20(-1) fecal

8 gm8(-1) fecal 21 gm21(-1, -2) fecal; hair

9 gm9(-1, -2) Fecal; hair 22 gm22(-1) fecal

10 gm10(-1) fecal 23 gm23(-1) fecal

11 gm11(-1) fecal 24 gm24(-1) fecal

12 gm12(-1) fecal 25 gm25(-1) fecal

13 gm13(-1) fecal 26 gm26(-3) blood
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1.3 粪便样品 DNA的提取

血液、毛发、粪便样本 DNA 的提取分别采用 QIAamp

Blood DNA Mini Kit （Qiagen）、QIAamp DNA Investigator Kit

（Qiagen）、QIAamp DNA Stool Kit（Qiagen）试剂盒，具体操作参

照试剂盒说明书。粪便样本分别在第 1周（7天）、2个月（2× 30

天）、6个月（6× 30天）提取 DNA。

1.4 mtDNA片段和微卫星基因的 PCR扩增

研究选用核外、核内两种分子标记方法对粪便 DNA进行

扩增，核外分子标记选用线粒体 mtDNA控制区片段，引物序

列 为 ：GH （5'-AACTGGCATTCTATTTAAACTAC-3'）、GL

（5'-ATTGATTTCACG GAGGATGGT-3'），PCR 产物大小为

401 bp[23]。20 滋L的 PCR扩增体系包括 2 滋L的 10× PCR buffer

（含 MgCl2），0.4 滋L的 10 mmol/L dNTPs，上下引物各 1 滋L（10
滋mol/L），1 滋L BSA，0.4 滋L的 5 U/滋L HotMasterTM聚合酶和 1

滋L的基因组 DNA模板，无菌水 13.2 滋L。PCR扩增条件为：94
℃热启动 5 mins；94℃变性 15 s、退火温度 54℃延伸 30 s、72

℃延伸 45 s（35个循环）；最后 72 ℃延伸 10 mins；反应结束后

保存在 4℃。每次扩增过程中设定阴性对照，利用血液样品设

立阳性对照。PCR产物用 1.2 %琼脂糖电泳检测，每个样品扩

增 3次。

核内分子标记选取灵长类动物研究中多态性较高的 4个

微卫星基因位点（D1S1656、D6S493、D3S1766、D17S1290）[7,24-25]，

每一对微卫星基因位点的单侧 5' 端分别用 FAM(D1S1656、

D3S1766、D17S1290)或 HEX标记（D6S493）。扩增的体系参照

线粒体控制区片段扩增的体系。PCR扩增条件为：94℃热启动

5 mins；94℃变性 15 s、退火温度 50～60℃，30 s、72℃延伸 45

s（35 个循环）；最后 72 ℃延伸 10 mins；反应结束后保存在 4

℃。每次扩增过程中设定阴性对照，毛发或血液 DNA样本作为

阳性对照，每个样本扩增 3次。

将微卫星基因位点的 PCR扩增产物用 ABI3730XL遗传

分析仪上进行等位基因分型。每个泳道以 LIZ500作为分子量

内标，由 GeneMapper4.0 (Applied Biosystems)分析软件输出分

型结果。辅以人工核对和校正后，根据微卫星序列长度变异范

围和相应峰型特征确定每个样本的等位基因。采用 Bellemain

等[26]微卫星基因分型的标准，判定纯合子和杂合子。粪便 DNA

样品重复扩增 3次后，仅出现 1个等位基因的，认为是纯合子；

总是出现 2个不同的等位基因时判定为杂合子；3次扩增中，

若每次扩增都能得到同一个等位基因，但另一个等位基因不是

每次出现，则再增加一次扩增来确定，若待定的等位基因出现

2次及以上，则判定为杂合子，若待定等位基因只出现 1次，判

定为纯合子，若 4次扩增之后，仍得不能确定，则表示该样品的

扩增失败。

1.5 数据分析

以 PCR扩增成功率分析不同粪便样品保存方法和保存时

间对粪便样品 DNA质量的影响，将扩增成功率转化为等级数

据类型，比较 3种不同保存方法及保存时间的差异显著性，数

据整理和分析在 SPSS17.0完成。

2 结果

2.1 粪便样品的 mtDNA扩增效果

将粪便、血液、毛发样品的 DNA模板扩增出的线粒体控制

区片段的目的条带（图 1）测序，所将得到的序列与 NCBI数据

库进行比对，确定均为川金丝猴控制区序列。

血液样品和毛发样品在 1周、2个月和 6个月在线粒体控

制区均扩增出了目的基因条带（401 bp）。川金丝猴粪便样品保

存一周后，三种方法保存的粪便样本提取的 DNA扩增成功率

均为 92 %；保存两个月时，干燥法、冷冻法和干燥 -冷冻法三种

保存方法的样本 mtDNA基因片段扩增成功率分别为 80 %、76

%和 80 %；保存六个月后，三种方法扩增的成功率分别为 56

%、52 %和 64 %（图 2）。随着保存时间的延长，3种不同保存方

法在 mtDNA基因片段的扩增成功率均降低，保存 2个月和 6

个月后，冷冻法扩增成功率均下降最快，而干燥 -冷冻法扩增

成功率降低最少。干燥 -冷冻法在 3次重复扩增中成功数量一

致，且成功扩增者为同一样品。

2.2 粪便 DNA的微卫星基因扩增效果

三种保存方法保存 1周时，粪便样本在 4个微卫星位点的

扩增成功率大致相同（表 2）。随着保存时间的延长，2个月后，

3种保存方法的微卫星位点扩增成功率均下降，与保存 1周时

的扩增成功率相比，冷冻法保存的样本扩增成功率下降了 17

%；保存了 6个月后，干燥法保存的样本的扩增成功率下降了

39 %、冷冻法保存样本扩增成功率下降了 44 %、干燥 -冷冻法

保存样本扩增成功率下降了 34 %。但是三种保存方法提取的

DNA在 mtDNA控制区片段及微卫星基因位点扩增的成功率

无显著差异，而从保存时间增加后扩增成功率的下降程度来

看，以干燥 -冷冻法略优于其他两种方法。

图 1川金丝猴粪便样品的 mtDNA控制区 PCR扩增产物结果

Fig. 1 PCR amplification results of mtDNA control region from fecal

DNA of Sichuan golden monkey

Note: Lane M is marker, lane 1-11 are PCR products of fecal DNA, lane

12/13 are PCR products of blood DNA, lane14/15 are PCR products of

hair DNA, and lane 16 is negative control).

图 2 川金丝猴粪便 DNA的线粒体控制区片段扩增的成功率(n=25)

Fig. 2 Amplification success rate of mtDNA control region from fecal

DNA of Sichuan golden monkey (n=25).
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3 讨论

物种的遗传参数在保护生物学、系统进化等方面具有重要

意义，由于珍稀濒危动物种群生存状况脆弱，加上其生性警戒、

活动隐蔽、活动范围大等特点，动物粪便样本是较常见的、有效

的非损伤性 DNA研究样本。使用粪便样品的非损伤性取样对

于珍稀濒危野生动物的保护和管理具有十分重要的现实意义，

因此，正确的粪便样品采样及保存方法是粪便样品能否为物种

提供足够有效遗传信息的重要因素[13,31]。

干、冷的外界环境条件因素对动物粪便样品 DNA降解起

到一定的抑制作用。有研究显示，在冬季采集的粪便样本，模板

DNA的质量要高于其他季节[27]；干冷地区采集的样本比潮湿

地区采集的样本保存时间长[28]。干燥的环境不易使样本霉变、

产生更多的微生物降解 DNA；低温的环境可一定程度上抑制

酶的活性。在已有的研究中，有粪便样品采用了自然干燥、低温

或者两者相集合的保存方法，但是这样的环境只能使样品短时

间有效保存[6,8,15]。在南方湿热地区，要使粪便彻底的自然干燥，

可能需要两周甚至更长的时间，这个期间是无法避免粪便中

DNA的降解。直接 60℃烘干，再装入收集管内进行保存，本研

究中以此干燥的方法保存的样品基因分型中扩增失败的原因

其中有扩增条带不稳定、峰图不规则等，此方法虽然简易实验

室可以满足这一要求，但是其操作难度较大，需要将采回的样

本取出，烘干，再分别装入收集管中进行保存，取出 -烘干 -再

装入的这个过程可能增加了样品污染概率，且有将样品破坏的

风险。本研究中介绍的干燥 -冷冻的方法中干燥的处理为硅胶

干燥，通过定期更换硅胶，能将粪便样品保存在一个持续干燥

的环境中，这种方法可操作性较强，且方便长途运输。低温的环

境可一定程度上抑制酶的活性，使用冷冻法保存的样本，一般

来说需要存放在 -20℃或 -80℃保存，结合生物冰袋和保温箱的

运输，基本可达到低温保存的效果。与直接低温保存相比，干燥

-低温保存的方法有更高的 mtDNA基因片段扩增成功率及微

卫星基因位点扩增成功率。

本研究中所用的干燥、低温环境保存，在短时间内（1 周

内）均能获得 90%以上的 mtDNA基因片段扩增成功及微卫星

基因位点扩增成功，完全能够满足后续研究，即使在保存时间

2个月以后，也仍然能够具有相对较高的扩增成功率。但是，随

着保存时间的延长，DNA的扩增效率会明显的降低，保存了 6

个月后，mtDNA片段的扩增成功率降低到 50%-60%；微卫星基

因扩增成功率仅有 30%-40%。在样品长期的保存过程中，去氨

基、脱嘌呤和相关的水解、酶解过程可能会改变 DNA的分子骨

架及亚硝酸基等，导致 DNA分子断裂和不稳定[15]，因此，样品

DNA的提取、分离和后期 PCR扩增的难度均会大大增加。

有研究显示用乙醇法保存粪便样品保存时间长（长者可长

达 5年及以上），能得到降解较少的高质量 DNA的优点[15,29]。

Wultsch等[13]研究以 DETs溶液保存、乙醇保存法在野外收集粪

便样本，长期保存，比较粪便 DNA的扩增成功率及基因分型准

确率时，得到的结论是 DETs溶液保存法更优。DETs溶液为高

浓度缓冲液，能降低核酸内切酶活性。乙醇溶液作为一种常用

的固定剂，乙醇能快速渗入细胞，可凝固降解 DNA相关的酶，

而不损伤 DNA，从而达到较好的保存效果[30]。然而有研究显示

DETs和乙醇能破坏和影响蛋白酶 K的结构或作用，对 DNA

提取及扩增不利[31]。在对粪便中 DNA的提取研究中，发现用于

乙醇保存的粪便样品若直接提取，所得到的 DNA很少，因此尝

试在提取 DNA前做相关预处理[15]。在长距离运输中，乙醇在长

途运输中属于违禁品，且携带液体不方便。因此，当短时间内不

能处理好样品时，将样品以干燥 -冷冻法保存回到实验室后，

可以考虑将样品存放于 DETs溶液或 95%/100%乙醇溶液中

保存以备后续实验使用。

综上所述，川金丝猴粪便样品为一种有效的非损伤性

DNA研究样本，采取合适的样本保存方式，能够为物种遗传多

样性评价等相关研究提供遗传信息。在保存野外样品时，通过

干燥 -冷冻法保存的粪便样品能够更为有效的保证样品 DNA

的提取质量和基因扩增效率；但为了降低样品 DNA质量的影

响，应尽可能缩短粪便样品的保存时间。
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