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摘　要　本研究描述一个改进的方法 , 使从大熊猫粪便中提取 DNA用于 PCR扩增变得更加容易。在粪便 DNA

的提取过程中采用一个新的预处理方法 , 将粪便用预冷的丙酮洗 2～3次 , 除去粪便中含有的大量 PCR抑制物 ,

然后用蛋白酶 K裂解、酚 - 氯仿抽提 , 能提取到纯度很高的 DNA供 PCR扩增。本实验 PCR扩增了大熊猫脑源

性神经营养因子 (BDNF) 基因和线粒体细胞色素 b基因片段 , 并进行测序分析 , 证实了提取的可靠性。对比本

方法和未经丙酮预处理的方法提取的 DNA进行 PCR扩增 , 前者的扩增结果明显优于后者 [动物学报 49 (5) :

670～674 , 2003 ]。

关键词　大熊猫　粪便 DNA　丙酮　DNA抽提　非损伤性取样

An improved protocol for D NA extraction from the faeces of the giant panda 3
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Abstract　An improved method that facilitates the extraction of PCR2compatible faecal DNA from giant panda’s faeces is
described. The method involved a novel preprocessing step in DNA extraction. The faeces was washed two or three times
with precooled acetone , which removed numerous potential PCR inhibitors , and then digested with proteinase K. The
DNA was purified with phenol/ chloroform. The faecal DNA obtained was sufficiently pure to support reliable amplifica2
tion , and was applied as template DNA to amplify a portion of the giant panda brain derived neurotrophic factor (BDNF)
gene and mitochondrial cytochrome b gene. The sequenced results of PCR products confirmed that the extracted DNA was
from the giant panda. Comparison with the PCR products demonstrated that the faecal DNA extracted by the improved
protocol was better than the faecal DNA extracted without acetone preprocessing. [ Acta Zoologica S inica 49 (5) : 670
- 674 , 2003 ] .
Key words　Giant panda ( A iluropoda melanoleuca) , Faecal DNA , Acetone , DNA extraction , Noninvasive sampling

　　在大熊猫的遗传多样性、种群数量调查、进化

和分类、亲子鉴定等研究中 , DNA 分析是重要的

研究手段。但对于濒危动物大熊猫而言 , 传统的损

伤性取样是危险的。因此 , 寻找简便安全的 DNA

提取途径显得极为重要。到目前为止 , 出现了许多

非损伤性取样法 , 如收集脱落的毛发、粪便、尿

液、食物残渣、鱼鳞和卵壳等不同形式的样品进行

遗传分析。HÊss et al . (1992) 发表了第一篇关于

从棕熊的粪便中获得 DNA的文章 , 实验用硅粒沉

淀 DNA取代了酚 - 氯仿抽提来纯化 DNA , 成功测

定了其 mtDNA的部分序列 , 表明粪便可用来对稀

有物种进行分子遗传研究。但由于粪便中含有大量

Taq 聚合酶的抑制物质 , 很多方法提取的 DNA其

扩增效果不佳 , 如 HÊss在 PCR反应中就加了牛血

清蛋白来克服抑制剂对 Taq 聚合酶的抑制作用。

目前采取的方法有多种 , 作者将其大致分两类 :



( 1 ) 粪便裂解后纯化 DNA , 如 Ernest et al .

(2000) 在粪便经蛋白酶 K处理后 , 用酚 - 氯仿多

次抽提 , 然后 , DNA 溶液经聚丙烯酰胺葡聚糖柱

子洗脱来纯化DNA ; Taberlet et al . (1996) 、Reed

et al . (1997) 和 Parsons et al . (1999) 用硫氰酸

胍处理粪便 , 直接用硅粒沉淀 DNA而使之与杂质

分离达到纯化的目的 ; Constable et al . (1995) 和

Savill et al . (2001) 在用蛋白酶 K裂解粪便的同

时另 外 加 入 了 十 六 烷 基 三 甲 基 溴 化 铵

( Cetylt rimethyl2ammoniumbromide , CTAB ) 消化

PCR反应抑制物 , 再经多次酚 - 氯仿抽提纯化

DNA ; Ding et al . (1998) 将 DNA 抽提试剂盒

(XTRAXTM DNA Extraction Kit , B IODESIGN In2
ternational) 应用于大熊猫的粪便 DNA提取 , Ten2
gel et al . (2001) 介绍了提取粪便 DNA的试剂盒

(Q IAamp DNA Stool Mini Kit , Germany) 清除

PCR抑制物 ; Reed et al . (1997) 将碱性多价金属

离子螯合树脂 Chelex2100 应用于清除抑制物

(Reed 在自己的文章中已证明该方法并非理想) 。

这些方法或操作繁琐 , 花费高 , 或结果不十分理

想 , 或缺乏实验室通用性。 (2) 粪便预处理 , 如

Deuter et al . (1995) 先将粪便于 - 80℃冷冻 , 再

匀浆 , 经两次差速离心除去了残渣 , 但经过柱洗脱

才得到了纯度高的 DNA ; Lantz et al . (1997) 利

用聚乙二醇和葡聚糖 40 组成的二相系统对粪便进

行预处理 , 很理想地除去了 PCR抑制物 , 但花费

较高 , 缺乏通用性 ; Machiels et al . (2000) 用磷

酸缓冲盐溶液和酚 - 氯仿 - 异戊醇组成的二相系统

对粪便预处理 , 但其后的处理过程十分繁琐。

我们介绍一种在细胞裂解前经丙酮预处理的抽

提方法。丙酮是一种优良的有机溶剂 , 在 DNA的

提取过程中曾被用来消除抑制物 , 有很好的效果

(Schneiderbauer et al . , 1991 ; Udy et al . , 1994 ;

施苏华等 , 1996 ; Purohit et al . , 2003) 。本实验

预处理中丙酮能很好地将粪便中的色素、多糖及一

些有机盐等 PCR抑制物除去 , 最后得到的 DNA可

用于 PCR扩增 , 并用于进一步的遗传分析。

1　材料与方法

111　材料

大熊猫月月血液样品、粪便样品、毛发样品 ,

由卧龙自然保护区提供。大熊猫健健 (来自卧龙)

新鲜粪便样品、毛发样品由武汉动物园提供。

112　试剂

蛋白酶 K 和 p GEM2T vector System 产自

Promega公司 ; Taq DNA 聚合酶、dN TP和 DNA

Extraction Kit 购自晶美公司 (产自 MB I , Fermen2
tas公司) 。

113　方法

11311　DNA的提取

(1) 取 215 g 粪便于灭菌的烧杯中 , 加适量

TE (10 mmol/ L Tris2HCl , 1 mmol/ L ED TA , p H

810) 溶解 , 搅拌充分 , 静置 2 min。

(2) 取上清 110 ml于 115 ml Eppendorf 管中 ,

做 10管左右 , 4℃, 300 r/ min离心 5 min ;

(3) 上清转入另一离心管中 , 4℃, 1 500 r/

min离心 5 min , 沉淀细胞。

(4) 加 015 ml 丙酮 ( - 20℃预冷) 混匀洗沉

淀 1 min , 4℃, 1 500 r/ min 离心 5 min , 沉淀细

胞。此步重复 2～3次 , 倾去丙酮。

(5) 加 600μl TE , 40μl溶菌酶 (50 mg/ ml) ,

37℃放置 30 min。

(6) 4℃, 1 500 r/ min离心 5 min , 取沉淀。

(7 ) 加 500μl 裂解液 ( 200 mmol/ L NaCl ,

100 mmol/ L Tris2HCl , p H 810 , 210 % SDS , 50

mmol/ L ED TA , 110 % Triton X2100) , 1215μl 蛋

白酶 K (20 mg/ ml) , 55℃温浴 3 h或过夜。

(8) 加 1125μl RNase (10 mg/ ml) , 37℃保温

30 min。

(9) 加等体积酚∶氯仿∶异戊醇 (25∶24∶1) 混

匀置 2 min , 4℃, 14 000 r/ min离心 10 min , 取上

清液 (400μl) 至另一干净 Eppendorf 管中。

(10) 加入等体积异丙醇或两倍乙醇混匀 ,

- 20℃放置 30 min或过夜 , 4℃, 14 000 r/ min离

心 15 min。

(11) 500μl 70 %乙醇洗涤沉淀 , 4℃, 14 000

r/ min离心 2 min , 倾去上清液 , 沉淀自然干燥后

加 20μl TE溶解。

血液 DNA的提取参照 Wang et al . (1994) 的

方案 , 毛发 DNA 的提取参照 Higuchi et al .

(1988) 的方案。为防止交叉污染 , 3 种样品 DNA

的提取于不同时间地点进行。

11312　PCR扩增

根据在 NCB I上已发表的大熊猫脑源性神经营

养因子 (BDNF) 基因的序列 ( U56638) , 采用软

件 GEN ERUNR设计引物 : 上游引物 (起始位 38)

5′TCGGTTGCA TGAA GGC 3′; 下游引物 (末位

668) 5′TTGCTA TCCA TGGTAA GGG 3′。扩增在
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PTC2100型 PCR仪上进行 , 采用 25μl 反应体积 :

10×缓冲液 215μl , 115μl MgCl2 (25 mmol/ L) ,

015μl dN TP (10 mmol/ L) , 引物 (50μmol/ L) 各

取 015μl , 012μl Taq DNA 聚合酶 (5 U/μl) , 3

μl模板总 DNA。循环条件为 : 95℃预变性 3 min ,

然后 94℃60 s , 56℃60 s , 72℃80 s , 36个循环

后在 72℃下延伸 8 min。细胞色素 b 基因

(X94918) 设计引物 : 上游引物 (起始位 423) 5′

A GGA GCAACCGTCA TCAC 3′; 下游引物 (末位

946) 5′TCA TGCTTCGTTGTTTGG 3′。反应条件

中退火温度改为 53℃, 延伸时间改为 60 s , 其余

同上。

11313　DNA扩增片段的测序

PCR产物在 210 %的琼脂糖凝胶上电泳 , 采用

DNA Extraction Kit ( MB I) 回收提纯目的片段。

使用 T2Vector 试剂盒克隆片段 , 由中科开瑞测序

组和上海博雅测序公司完成测序。

2　结　果

211　粪便 D NA的检测

该方法提取的 DNA 溶液经 BioPhotometer

( Eppendorf) 初步检测 , 其 A260/ A280比值在 118～

210之间。经 PCR 检测 , 我们从新鲜的健健粪便

中所提的 DNA中成功得到了BDNF基因 631 bp 的

扩增片段 (图 1) , 从月月和健健的粪便 DNA中均

得到了细胞色素 b基因 524 bp 的扩增片段 (图 2) 。

将月月的血样 DNA 和毛发 DNA、健健的毛发

DNA作为对照 , 粪便 DNA的扩增结果与对照一致

(图 1和 2) 。比较实验表明 , 不经丙酮处理最终所

得的 DNA溶液呈现淡黄色 , 按照上述扩增体系不

能得到扩增产物 ; 硅粒沉淀 DNA的提取方法所得

的 DNA溶液也略显黄色 , 较难得到扩增产物 , 在

结合酚 - 氯仿抽提时才有扩增产物 (图 2) 。PCR

产物经 210 %的琼脂糖凝胶电泳 , Gel2PRO ANA2
L YZER凝胶成像系统 (America) 照相。

212　PCR产物测序结果

为进一步证实本实验所扩增的 DNA , 我们将

粪便 DNA 的 PCR 产物和相应个体的血样、毛发

DNA的 PCR产物都进行 T载体克隆 , 双向测序 ,

同一个体不同样品 DNA 的 PCR 产物测序结果一

致 , 有力地证明了我们从粪便 DNA中的扩增是可

靠的。月月和健健 BDNF 基因扩增片段的序列与

发表在 NCB I上的序列 (U56638) 相比较 , 552位

上发生了碱基颠换 , 由 G变为 C ; 细胞色素 b 基

因扩增片段与发表在 NCB I上的序列 (X94918) 相

比较 , 490 和 498 位发生了碱基转换 , 由 A 变为

G , 852位发生碱基转换 , 由 C变为 T。

3　讨　论

粪便是非损伤性取样的一个丰富资源。由于粪

便中所含杂质太多 , 如细菌、病毒、 Taq DNA 聚

合酶抑制剂物质 (如色素、多糖和纤维素) 等 , 因

此 , 各种方法都围绕怎样除去这些杂质而得到高纯

度的目的基因组而展开。在除细菌、病毒方面本文

沿用了前人的溶菌酶处理方案 (方盛国等 , 1996) ,

而在消除抑制剂方面则是本研究的一个改进。采用

在细胞裂解前先经过差速离心除去大部分杂质后 ,

将收获的细胞用丙酮洗涤 2 或 3 次以除去抑制物 ,

再进行 DNA 提取 , 只需一次酚 - 氯仿抽提即可。

与现有的许多方法相比 , 该方法经济简便 , 具有实

图 1　大熊猫脑源性神经营养因子基因的扩增结果

Fig. 1 　Eff icient amplif ication of the giant panda BDNF ( brain derived neurotrophic factor) gene

M1 : DL22000　M2 : Ladder2100　泳道 1 (Lane 1) : 月月血样 DNA (DNA from Yueyue’s blood) 　泳道 2 (Lane 2) : 月月毛发 DNA

(DNA from Yueyue’s hair roots) 　泳道 3 (Lane 3) : 健健毛发 DNA (DNA from Jianjian’s hair roots) 　泳道 4～13 (Lane 4～13) : 健健

新鲜粪便 DNA (Jianjian’s fresh faeces , DNA was extracted with the improved protocol)
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图 2　大熊猫线粒体细胞色素 b基因的扩增结果

Fig. 2 　Eff icient amplif ication of the giant panda mitochondrial cytochrome b gene

M1 : Ladder2100　M2 : DL22000 　泳道 1 (Lane 1) : 月月血样 DNA (DNA from Yueyue’s blood) 　泳道 2 (Lane 2) : 月月毛发 DNA

(DNA from Yueyue’s hair roots) 　泳道 3～7 (Lane 3～7) : 月月粪便 DNA ( Yueyue’s faeces , DNA was extracted with the improved proto2

col) 　泳道 8 (Lane 8) : 硅法提取的月月粪便 DNA ( Yueyue’s faeces , DNA was extracted by the silica method) 　泳道 9 (Lane 9) : 健健

毛发 DNA (DNA from Jianjian’s hair roots) 　泳道 10～12 (Lane 10～12) : 健健新鲜粪便DNA (Jianjian’s fresh faeces , DNA was extracted

by the improved protocol) 　泳道 13～15 (Lane 13～15) : 未经丙酮处理的健健新鲜粪便 DNA (Jianjian’s fresh faeces , DNA was extracted

without preprocessing the faeces with acetone)

验室通用性。

本方案所提取的粪便 DNA , 按一般 PCR反应

体系即可进行 , 无需另加 BSA 或加高性能的 Taq

酶 , 扩增效果好。如图 1显示 , 我们从新鲜粪便所

提的 DNA中成功扩增出了核BDNF基因 631 bp 的

较长片段 , 而一般认为粪便 DNA降解严重 , 很难

扩增出达到 600 bp 的片段 (李明等 , 2001) 。经多

次重复实验 , 月月粪便 DNA都没有得到 BDNF基

因片段的扩增 , 可能是由于取材原因 , 没有很好地

保存月月的粪便以及存放时间较长 (自然条件下存

放了 1 星期 , - 20℃保存了约 4 个月) 。但在本研

究方案所提的粪便 DNA样中均得到了细胞色素 b

基因 524 bp 的扩增片段 (图 2) , 说明只要粪便还

含有目的 DNA , 对于陈旧的粪便 , 本方案提取

DNA用于 PCR扩增也是有效可行的。作者赞同在

裂解细胞前预处理粪便 , 然后再提取 DNA 的方

法 , 原因在于这样避免了许多对提取 DNA不利的

因素 : (1) 在细胞裂解释放出 DNA后 , DNA易与

多糖、色素等物质结合 , 抑制物很难除去 ; (2)

DNA释放后 , 因多次的纯化处理易损失原本就很

微量的 DNA , 并且易造成 DNA的损伤。
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