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一种从鸟类剥制标本提取 !"# 的改进方法
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摘要：应用非损伤性取样的方法，收集鸟类剥制标本的皮肤组织和羽毛，用无水乙醇、浸泡液预处理的

方法抽提 *+,，结果两者都可提取 *+, 供 -./ 扩增。将 -./ 产物经序列测定和比对分析，证明提取的

*+, 为目的 *+,，表明本试验方法可行。鸟类剥制标本的皮肤组织和羽毛可以作为研究种群遗传学的

资源。
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!" 世纪 &" 年代以来，由于 -./ 技术的广

泛应用，已经能对极少量遗传物质进行检测，由

此产生了一类新的取样方法———非损伤性取

样［%］，即在不伤害或触及动物的前提下收集脱

落的毛发、粪便、口腔脱落细胞、陈旧皮张等作

为分析样品，进行遗传学分析。

采用非损伤性取样方法，开发利用馆藏标

本资源，用于保护遗传学和系统进化等方面的

研究极其重要［%］。标本制作好后，被注明产地，

保存在固定的地点，排除了由于遗传物质转移

和物种迁移等造成的系统分析的紊乱，可获得

种群长期、全面的遗传信息［!］。

已有研究从馆藏鸟类标本的皮肤组织和趾

垫中提取基因组总 *+,，但是现有实验方法从

标本皮肤组织中提取的 *+, 产量和质量都较

低，实验的稳定性不高；从趾垫中提取的 *+,
效果较好，但是对标本的损坏较大［(］。本研究

旨在通过鸟类剥制标本的皮肤组织和羽毛中提

取 *+, 的实验，探讨一种耗资小、成功率高的

鸟类剥制标本 *+,
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提取方法。







! 讨 论

!"# 鸟类剥制标本 $%& 的特征 图 ! 中泳道

"和 # 是按陈旧皮张 $%& 提取方法［!］提取的

$%&，由于标本制作过程中防腐处理和长时间

保存严重影响 $%& 的质量，因此电泳图谱仅有

分子量较小的拖尾部分，为降解的 $%&。相对

饶刚等［!］的方法，本实验提取的 $%& 片段较

大、量也较多。鸟类皮张较薄，标本制作过程

中，为了脱水、防止霉变要加大量的药剂，如

’(’)*、硼酸，这些药剂可能对皮肤组织和羽毛

有破坏作用。标本在长期保存过程中，氧化、辐

射等作用会改变 $%& 的亚硝酸基和分子 骨

架［+］；去氨基、脱嘌呤和其他水解过程会造成

$%&分子的不稳定和断裂，导致标本所含的

$%& 片段短、含量少［+］。

!"’ 鸟类剥制标本 $%& 提取预处理和抽提过

程的改进 关于生物标本 $%& 的提取，许多学

者做过研究，但往往存在着样品用量大、实验周

期长、操作步骤繁琐等不足［!］。对于小型动物

标本，样品用量大则会对标本产生明显的损害；

实验周期长则会增加 $%& 在提取过程中的降

解；操作步骤复杂会造成提取过程中 $%& 得率

的降低。

基因组 $%& 的有效提取是进行任何 $%&
后续实验工作的前提和基础［"］。标本 $%& 大

多降解，常规的 $%& 提取方法，很难从标本中

有效提取 $%&。本实验对常规提取方法进行

了改进：!样品用量减少，在很大程度上克服了

小型动物取材难的问题，减少 $%& 提取和纯化

的时间，降低了混入 $%& 抑制剂的量；"预处

理用无水乙醇浸泡，去除皮肤表层残留的脂溶

性成分，同时对皮肤组织和羽毛进行了清洗及

消毒［"］；#用高浓度 %( 盐浸泡液浸泡，可软化

组织，减少消化时间，此外高浓度金属离子可抑

制 $%& 的降解［#］；$在抽提 $%& 时使用酚,氯
仿,异戊醇和氯仿先后进行抽提，可以有效去除

残留在 $%& 中的蛋白酶 -、酚等影响 .’/ 扩增

的杂质［0］。好的 $%& 沉淀为白色，干后透明。

如干后仍呈白色，则表示蛋白质较多；若呈黄色

至棕色，则是有多酚类杂质；若呈现胶冻状，含

有多糖类物质［"］。在从皮肤组织提取 $%& 的

过程中，经常在乙醇沉淀离心一步，管底有黄色

或其他较深颜色，因此表明残留有酚类物质［"］，

可重复氯仿抽提过程；如管底出现胶冻状，则注

入无菌水，再加入 123+ 倍体积的无水乙醇，迅

速混匀，多糖会先沉淀［4］。

无水乙醇浸泡和浸泡液浸泡两个步骤，减

少了基因组 $%& 提取过程中可能造成的机械

断裂［!1］，是方法的关键。当剪碎的标本皮肤组

织置于无水乙醇中时，可能去除了皮肤组织表

面的脂溶性物质。脂肪是水不溶性的，如不去

除，会影响标本与浸泡液和消化液的充分接触，

造成消化不完全，降低提取的 $%& 量，并且浪

费标本。同时无水乙醇去除了标本表面的污

染。标本在制作和保存过程中失水，用高浓度

%( 盐浸泡液，主要目的是软化组织、减少消化

时间，同时浸泡液去除残留在标本皮肤组织和

羽毛中的无水乙醇。

!"! 实验问题讨论 从标本中提取的 $%& 成

分复杂，即使置于低温冰箱，长时间放置也可能

变性。所以对于从标本中提取的 $%& 要及时

进行下一步实验，也可分装保存，避免反复冻

融。另外，从标本中提取的 $%& 溶液，可能存

在成分不均一的现象，在利用标本 $%& 进行后

续实验时，要将溶液完全溶解，混匀后吸取。

本试验分别从 4 个剥制标本的皮肤组织和

羽毛中提取 $%&，并将提取的 $%& 进行 .’/
扩增，各做两次重复实验。统计扩增产物表明，

从皮肤组织中提取的 $%& 扩增成功率达 到

"15左右，从羽毛中提取的 $%& 扩增成功率

可达 415。作者认为导致从标本皮肤组织提

取的 $%& 扩增成功率不高的原因可能为抑制

剂的干扰［!!］。
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