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方法和观点
Methods and Viewpoints

粪便 D NA分析技术在动物生态学中的应用 3

王戎疆
(北京大学生命科学学院 , 北京 100871)

摘　要　粪便 DNA分析是一项新发展起来的从粪便中获取动物 DNA并用于相关研究的技术 , 该技术有助于分

子生态学研究中所遇到的取样难题。通过对粪便 DNA分析的研究方法、研究内容以及研究进展情况的介绍 , 提

供了该技术不仅能用于分子生态学的许多研究领域 , 而且还能够提供诸如种群数量估计、领域边界划定等生态

学信息 , 这是对分子生态学的重要补充。
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　　近年来 , 随着分子生物学技术的日益发展 ,

分子生物学研究也和越来越多的学科相结合 , 从而

扩展了原有的研究范围。粪便 DNA分析技术以动

物粪便为实验材料 , 应用分子生物学手段研究动物

的 DNA , 从而获得动物有关的遗传信息 , 这是一

项新发展起来的分子生态学技术。该技术还能提供

诸如瞬时种群数量估计、领域边界划定等有价值的

生态学资料。这就使得分子生态学现有的研究范围

得以扩展。粪便 DNA分析技术已成为生态学的一

个研究热点 (李明等 , 2001) 。

1　粪便 DNA分析技术的建立

分子生物学在生态学研究中的广泛应用 , 使得

原来的种群、群落和生态系统的宏观生态学深入到

生物的遗传结构及基因多样性等微观领域 , 即分子

生态学 (molecular ecology) 。在动物分子生态学研

究中 , 获取实验材料一直是困扰着研究者的一大难

题。比较常用的方法是捕获或麻醉动物 , 然后采集

血液或组织。但是 , 这一方法存在诸多问题 , 使其

应用受到极大的限制。首先 , 由于野生动物对人类

是相当警觉的 , 或者由于其出没地区人类难以到

达 , 猎捕动物也就具有一定的难度。其次 , 在捕获

或麻醉过程中 , 有可能会使动物受伤 , 严重时甚至

导致死亡。另外 , 捕获和麻醉都有可能干扰动物的

正常生理过程 , 还有可能刺激动物改变其行为 , 如

更换栖息地等。这些负面影响有时会很严重 , 直接

影响到野外采集数据的准确性。如果研究对象是濒

危动物 , 对个体的伤害则有可能影响到整个种群 ,

甚至整个物种的安危。因此 , 人们尝试各种方法最

大可能地减少对动物的干扰及伤害 , 即非损伤性取

样 (non2invasive sampling) , 例如采集动物的毛发

作为实验材料 ( Taberlet et al . , 1992) 。

动物体时时刻刻都在进行着新陈代谢 , 生成许

多新细胞来替代老细胞 , 这些被替代的细胞或是被

分解 , 或是脱落 , 最终被重新吸收或排出体外。在

粪便经过肠道的过程中 , 肠道会有一些脱落细胞混

在其中 , 一同排出体外。研究表明 , 每克人新鲜粪

便中会含有 105个肠道细胞 , 而且大部分是活细胞
(Albaugh et al . , 1992) , 这就意味着我们可以从

粪便中获取粪便产生者的 DNA , 进行遗传分析。

在野外搜集粪便的难度远比捕获动物或是收集毛发

要小很多 , 而且无需见到生活个体。这样就几乎完

全不干扰野生动物的正常活动 , 基本解决了分子生

态学研究中所遇到的取样难题。HÊss 等 ( 1992)

发表了第一篇关于从熊的粪便中获得 DNA 的文

章 , 这标志着粪便 DNA分析技术的建立 , 并开始

为生态学研究提供有价值的资料。

2　研究方法

211　粪便的保存

在野外研究中 , 获取新鲜粪便是十分困难的 ,

而更常见的是在野外自然条件下经历了一段时间的



粪便。研究表明 , 即使是从野外自然条件下保存较

长时间 (数个月或更长) 的粪便中也能提取出

DNA (Constable et al . , 1995 ; Tikel et al . , 1996 ;

Ding et al . , 1998) , 尽管其质量不如从新鲜样品

中得来的 , 却基本可以满足研究的要求 , 这就意味

着可以获得更多的实验材料。此外 , 不同的保存方

法 (冷冻、干燥、乙醇固定等) 对 DNA提取的影

响有所不同 , 其中以冷冻和干燥手段最为有效 , 但

总的差别并不大 (Wasser et al . , 1997 ; Frantzen et

al . , 1998) 。因此 , 搜集粪便时并不需要特别的保

存手段 , 这对野外工作是很有实际意义的 , 即无需

携带沉重的装备 (如液氮罐) , 只需一些轻便的物

品 (如小口袋、干燥剂等) 即可。

212　粪便中 D NA的提取

粪便中的细胞必然会有一定的裂解 , 而 DNA

也会不同程度的降解 , 并且这些 DNA 会与蛋白质

有一定程度的交联。如何尽可能地避免 DNA的进

一步降解 , 以及尽可能打开这些交联是 DNA提取

的关键。目前在分子粪便学的研究中主要有下述三

类提取方法 , 但由于不同动物的食性不同 , 在野外

的保存环境也不同 , 影响 DNA提取的因素也就因

动物的不同而有所差异。因此 , 针对不同的动物应

选取不同的提取程序 , 并加以适当改进。

21211　酚2氯仿抽提法 　一般用常规的 DNA 提取

方法即可从粪便中获得 DNA , 即先用蛋白酶 K、

SDS等处理粪便 , 然后用酚2氯仿抽提 , 最后用乙

醇沉淀 ( Paxinos et al . , 1997) 。根据动物食性的

不同可做不同的变化 , 例如对于一些取食植物的灵

长类动物 , 由于其粪便中含有大量的植物残渣 , 一

般采用提取植物 DNA 的 CTAB 法 ( Constable et

al . , 1995) 。

用这些方法从粪便中提取的粗 DNA中通常含

有一些抑制 Taq 聚合酶的物质 , 这些物质可以完

全抑制 PCR反应的进行。甚至 , 只要将很少的这

种 DNA加入到可进行扩增的反应体系中 , PCR反

应就会被彻底抑制。目前 , 还不清楚这些物质究竟

是什么 , 而且 , 这些物质不能通过酚抽提和乙醇沉

淀而除去。现在 , 一般利用硅质颗粒 (silica beads)

或玻璃奶 (glass milk) 进行纯化 , 纯化后的 DNA

便可用于 PCR扩增 (Wasser et al . , 1997 ; Kohn et

al . , 1995) 。

21212　Chelex2100 煮沸法 　Chelex2100 是一种碱

性多价金属离子螯合树脂 , 它可以和大量金属离子

如镁、锰等这些 DNase 维持活性所必需的离子相

结合 , 从而有效地抑制其活性 , 以保护 DNA不再

降解。Chelex2100 还可以提供一个很强的碱性环

境 , 在煮沸条件下裂解细胞并沉淀蛋白质 , 以分离

DNA (Walsh et al . , 1991) 。用 Chelex2100煮沸法

提取 DNA简便易行 , 由于不需要多次转管 , 也大

大降低了其它 DNA污染的可能性。但用该方法得

到的 DNA中也含有 Taq聚合酶抑制剂 , 仍需用硅

质颗粒或玻璃奶予以纯化。

21213　硫氰酸胍裂解法　目前 , 用高浓度的硫氰

酸胍 ( guanidium thiocyanate) 结合硅质颗粒共同

处理粪便被认为是一种十分有效的提取手段 (Reed

et al . , 1997) 。硫氰酸胍是一种很强的蛋白变性

剂 , 可以使细胞裂解 , 并使核酸水解酶失活 , 而且

在高浓度的硫氰酸胍存在下 , DNA 能够和硅质颗

粒结合而和其它物质分离 (Boom et al . , 1990) 。

由于该方法用硅质颗粒直接从粪便裂解液中将

DNA纯化出来 , 不仅节约了许多提取步骤 , 避免

污染的可能性 , 而且提取出来的 DNA可以直接用

于 PCR扩增。

213　PCR扩增及结果分析

从粪便中获得的 DNA是多种 DNA的混合物 ,

包括粪便产生者的 DNA、食物中的 DNA以及各种

微生物的 DNA 等。只要使用特异的引物 , 利用

PCR技术即可扩增某一特异片段并进行分析。

3　研究内容

从粪便中提取出 DNA后 , 即可进行有关分子

生态学研究 , 例如种群亲缘关系的判断、母系的认

定和父权的排除等。由于采集粪便时不能确定粪便

的产生者 , 因此还需进行物种的鉴别和个体的识

别。除此之外 , 粪便 DNA分析技术还可进行种群

数量估计和领域划定等项研究 , 这是分子生态学难

以实现的 , 但对于野外生态学研究却是很重要的。

311　物种的鉴别

在野外搜集粪便时 , 一般是通过粪便的形状、

气味、内容物等来初步判断动物种类。准确鉴定动

物的种类 , 一般是扩增线粒体 DNA 中的某一片

段 , 再用限制性内切酶处理 , 根据是否能扩增、扩

增片段的大小、酶切位点的数目 , 以及酶切的位置

等将不同的物种区分开 ( Foran et al . , 1997 ;

Hansen et al . , 1999) 。Kohn 等 (1999) 在调查美

国 Santa Monica山区郊狼 ( Canis lat rans) 的种群

状况时 , 就利用线粒体 DNA 控制区域的 M va Ⅰ

限制性酶切位点的特异性将郊狼的粪便与狗、灰狐
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等的区分开 , 对扩增出的片段用 M va Ⅰ处理 , 郊

狼没有 M va Ⅰ的酶切位点 , 而在狗和灰狐中则分

别有一个和两个酶切位点。

312　个体的识别

若要进行个体的识别 , 则必须有足够多的遗传

标记以资利用 , 一般是选用微卫星 DNA作为遗传

标记。微卫星 DNA广泛存在于真核生物的基因组

中 , 一般是 2～6 个碱基多次重复的串联结构 , 重

复数一般为 2～20个。微卫星 DNA等位基因之间

的差异主要是重复数的不同 , 对于某一微卫星

DNA来说 , 一般会有十几个等位基因 ( Tautz ,

1989) 。因此 , 微卫星 DNA 标记具有很高的多态

性。此外 , 一个基因组中存在相当多的微卫星

DNA , 多座位及每一座位的多态性使得微卫星

DNA完全可用于个体的识别。Reed 等 (1997) 用

4～5个微卫星座位的扩增结果判定 , 其 82个海豹

的粪便样品至少来自 67个个体。

313　动物性别的鉴定

鉴定动物的雌雄对于动物生态学研究是很重要

的 , 而且也有助于动物的个体识别。使用雄性 Y

染色体所特有的 SR Y基因作为鉴定指标 , 即可判

断动物的性别。由于雌性个体中没有 SR Y基因 ,

为避免与没有 DNA相区别 , 通常同时扩增其它片

段做对照 ( Wasser et al . , 1997 ; Kohn et al . ,

1995 ; Reed et al . , 1997) 。

314　种群亲缘关系的鉴定

了解种群的亲缘关系和遗传结构是分子生态学

研究中必不可少的内容之一。在意大利北部 Brenta

地区的棕熊 ( U rsus arctos) 已接近于灭绝 , 为了

保存这一地区的棕熊种群 , 计划引种以恢复该地区

的种群数量。Kohn等 (1995) 从该地区的棕熊粪

便中获取了 DNA , 扩增并测定了线粒体 DNA控制

区域 (control region) 的一部分序列 , 通过与欧洲

其它地区多个棕熊种群相比较 , 确定了欧洲棕熊各

种群之间的亲缘关系 , 并建议可优先考虑从与

Brenta种群亲缘关系最近的 Slovenia种群引种。

315　母系的鉴定

在动物体内 , 线粒体 DNA是母系遗传的 , 所

以对线粒体 DNA的基因片段 , 进行序列分析 , 或

进行 RFL P 分析 , 可以鉴定野生动物的母系

( Kohn et al . , 1997) 。

316　父权的认定

动物的交配时间一般都较短 , 几乎无法观察

到 , 因此很难通过观察交配活动来确定幼仔的父

亲。若是多配的动物 , 则就是完全不可能的。而在

一些哺乳动物中 , 雄性个体在交配之后便离开雌性

个体 , 并不承担育幼任务。只有通过分子生物学技

术进行亲子鉴定 , 才能确认其真正的父亲。只要比

较仔兽和母兽及可能父亲的微卫星 DNA的基因型

即可进行排除及认定 ( Kohn et al . , 1997) 。

317　种群数量的估计

种群数量的估计是建立在个体识别的基础之上

的。搜集整个研究区域内的粪便 , 或对其进行断面

或路线调查 , 分析粪便中的微卫星 DNA标记 , 根

据微卫星 DNA基因型的不同 , 识别个体 , 从而可

估计出种群的数量。进一步结合时间动态 , 则可获

得有关种群出生、死亡、迁入、迁出等多个数据 ,

这是野外生态学研究中非常有价值的资料。Kohn

等 ( 1999) 在调查美国 Santa Monica 山区郊狼

( Canis lat rans) 的种群数量时 , 用了 2 周时间搜

集了 15 km2 内的 600余份粪便样品。他们使用了

3个特异的微卫星引物进行扩增 , 以确定粪便中

DNA的基因型 , 最后根据实验结果估计该研究区

域内有 40只左右的郊狼 , 这一结果与同期进行的

标记重捕法所估数量相差不大 , 但与这期间历时

21个月野外的捕捉调查结果有较大的出入。据分

析 , 这是由于两个调查方法在时间跨度上的差异造

成的 , 粪便研究提供的是近乎瞬时的种群数量 , 而

捕捉调查则历时较长 , 而在此期间 , 动物会有死

亡、迁移等动态变化。由此可见 , 粪便 DNA分析

所能提供的瞬时的种群数量是其它研究方法难以比

拟的。

318　巢域 ( home range) 及领地 ( territory) 范围

的估计

动物都有一定的领地或巢域 , 许多动物还有用

粪便来标记其领地边界的习性 , 所以通过粪便做个

体识别 , 然后将同一个体的粪便分布范围圈出来 ,

就可以初步划定动物的巢域或领地了 ( Kohn et

al . , 1997) 。

4　研究的局限

首先 , 动物细胞在粪便中的分布是不均匀的

( Kohn et al . , 1995) , 可能有时在一些粪便中无法

获得 DNA。但由于可以从野外获得许多粪便样品 ,

所以可以通过分析多个样品来解决。其次 , 由于粪

便中的动物细胞本身就有不同程度的降解 , 加之在

野外自然条件下经历了一段时间 , 因而从粪便中获

得的 DNA数量 , 尤其是核 DNA , 可能很少 , 而且
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会有一定程度的降解 , 在应用微卫星 DNA进行个

体识别时就有可能出现一些偏差 , 例如 , 在取样进

行 PCR扩增时 , 由于 DNA浓度过低 , 使得只取到

两个等位基因中的一个的概率变高 , 对于纯合体没

有问题 , 而对于杂合体则有较大可能只扩增出一个

片段 , 这样就会被误认为是纯合体。为了避免这一

问题 , 重复取样及重复扩增在粪便 DNA分析中是

十分必要的 ( Taberlet et al . , 1996) 。值得一提的

是 , 分子生物学的花费是较大的 , 从前述的研究内

容可以看出 , 分析大量样品及重复分析是必需的 ,

这不仅加大了工作量 , 而且所需的经费也是很大

的。这就极大地制约了粪便 DNA分析技术的应用

范围。最后 , 如果研究对象有残杀同类或猎食近缘

种的习性 , 则会严重影响分子粪便学研究的准确

性。

5　研究进展与展望

自 1992年起 , 粪便 DNA分析逐步开展起来 ,

研究对象主要集中于种群数量较少的动物类群上 ,

如猫科 ( Foran et al . , 1997 ; Paxino et al . , 1997 ;

Kohn et al . , 1999) 、熊科 ( HÊss et al . , 1992 ;

Kohn et al . , 1995 ; Wasser et al . , 1997) 、猩猩类

( Constable et al . , 1995 ; Gerloff et al . , 1995 ;

Frantzen et al . , 1998) 及水生哺乳类 ( Tikel et

al . , 1996 ; Reed et al . , 1997) 等。绝大部分工作

还属于基础性工作 , 即论证该技术的可行性等。而

真正将该技术应用于生态学研究中的是 Kohn 等

(1999) 对美国郊狼的研究工作。尽管粪便 DNA

分析还受到不少因素的制约 , 但其非损伤性取样、

瞬时种群数量估计等都是其优势之所在。可以预

料 , 粪便 DNA分析技术将在动物生态学的研究中

发挥重要的作用。
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外　文　摘　要 ( Abstract)

APPL ICATION OF MOL ECULAR SCATOLOGY TO ANIMAL ECOLOGY 3

WAN G Rong2Jiang
( College of L if e Sciences , Peki ng U niversity , Beiji ng　100871 , Chi na)

Fecal DNA analysis is a new technique , by which animal DNA is extracted from the feces for involved re2
searches. It is helpful for sampling problem in molecular ecology. In this paper , the methods , subjects , and ad2
vances of fecal DNA analysis were involved. Fecal DNA analysis is not only used in many areas of molecular ecol2
ogy , but also might provide some ecological information , such as estimating population size and confirming the

boundary of territory. Hence , fecal DNA analysis is an important complement of molecular ecology.

Key words　Fecal DNA analysis , Molecular ecology , Non2invasive sampling , Estimating population size
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