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摘要: 川金丝猴(Rhinopithecus roxellanae) 是中国特有的灵长类物种，生存于海拔 1 400 ～ 3 300 m 的山地

森林地带。采用拾取新鲜粪便的非损伤性途径研究该物 种 野 生 种 群 生 理 状 态，必 须 首 先 确 定 其 新 鲜 粪

便在特定保存方法下的保存时效。本项研究探讨在川金丝猴自然分布区夏季可获得的低温 (4 ± 1)℃、

在 95% 乙醇中保存条件下，该物种新鲜粪便内 3 种类固醇激素( 睾酮、雌二醇、孕酮) 在 8 个设定天数:0

( 标准对照)、5、6、7、8、10、20、30 d 的 保 存 时 效。结 果 表 明，雌 性 川 金 丝 猴 粪 样 内 睾 酮 和 雌 二 醇 在 30 d

内可稳定保存，孕酮含量在保存 10 d 时的平均值显著性低于标准参照值(P < 0. 05) ;雄性川金丝猴粪样

中睾酮含量在保存 6 d 时的平均值显著低于标准参照值(P < 0. 05)。本研究说明，在野生川金丝猴新鲜

粪便保存条件一致的情况下，该物种新鲜粪样内睾酮、孕酮、雌二醇 3 种激素保存时效并不一致，实际运

用时需要结合研究目的区别对待。
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Study on Storing Duration of Fresh Feces of Sichuan
Snub-nosed Monkey for Extracting Steroids
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Abstract:Snub-nosed Monkey ( Rhinopithecus roxellanae) is an endemic primates in China，which lives in

alpine forests from 1 400 － 3 000 m altitude. Taking their fresh feces as the material of non-invasive method is

regarded as a feasible way to study physiologic state of free-ranging population. This work aims to determine the

storing duration of feces kept in ethanol for extracting 3 steroids. The fresh fecal samples of snub-nosed monkey

were treated with ethanol (95% ) ，then kept at low temperature (4 ± 1℃ ) for 0，5，6，7，8，10，20，and 30

d. The fecal testosterone and estradiol of the female were successfully extracted from fecal samples stored within

30 days; while compared with the control samples ( stored 0 d) ，the content of fecal progesterone of the female

and fecal testosterone of the male decreased obviously after having been stored for 10 days and 6 days，

respectively . The results showed that，the relative content values of fecal steroid can be used in the comparisons

between groups as being preserved in the same condition within 30 days，while the effective storing duration for

testosterone，estradiol and progesterone in fresh feces are varied.
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野生动物研究材料的获取是制约其深入研

究的瓶颈，集中表现在野外野生动物难以接近，

甚至难以发现;其次野生动物的应激水平一般

较高，捕捉、保定等方法本身就会导致研究指标

异常，不适于自由生活的野生动物生理学研究。
近年来，通过采用收集野生动物的粪 便、尿 液、
唾液等排泄物，即非损伤的 ( non-invasive) 取样

方法，测定其中类固醇激素的含量，有效拓展了

野生动物生理学的研究途径，使深入探知野生

动物营养、繁殖、应激、社群、生物节律等生存状

态和生存 适 应 问 题 成 为 可 能
［1 － 4］。然 而，收 集

到的新鲜粪便如果不能及时提取处理或低温保

存，常温下粪样内及外界的微生物会在短时间

内分解其中的各种类固醇激素，导致测定结果

的偏差
［5］。但由于野外条件所限，样品不可能

立即进行处理，需要对粪便进行一段时间的保

存。目前，因物种及保存方法的不同，粪便内类

固醇激素保 存 时 效 存 在 很 大 差 异
［6 － 7］，可 比 性

较差。因此，针对目标物种开展粪便类 固 醇 激

素保存时效的研究，无疑是安全、可靠地运用该

方法的前提条件。
川金丝猴(Rhinopithecus roxellanae) 仅分布

于中国，属国家Ⅰ级重点保护野生物种，迄今关

于该物种的研究主要集中于分类、形 态、解 剖、
行为等方面，生理学研究则大多来自圈养条件

下的个体，研究内容多为通过测定尿液中类固

醇激素含 量 的 变 化，监 测 川 金 丝 猴 的 发 情、交

配、妊娠、分 娩 等 过 程
［8 － 11］。由 于 野 外 获 取 川

金丝猴样本极其困难，对野生川金丝猴的生理

学研究极少
［12 － 15］。

川金丝猴生存于亚热带山 地 森 林，通 过 跟

踪猴群可发现其夜栖地及采食地，并可获取新

鲜粪便材料，为运用非损伤性途径研究野生川

金丝猴的繁殖和应激状态提供了便利。同时要

求研究者采取适当的粪便保存方法及确定粪便

的保存时效。我们认为，乙醇保存川金 丝 猴 新

鲜粪便材料适用于中国南部山地潮湿多雨的野

外条件，并结合当地气候特征，将 4℃ 定为该动

物新鲜粪便保存时效的温度值，设定若干保存

时间段，探讨 4℃ 条 件 下 乙 醇 保 存 新 鲜 粪 便 内

睾酮、孕酮、雌二醇 3 种类固醇的时效性，以便

为后续的相关野外研究提供参考依据。

1 材料与方法

1. 1 实验动物 实验对象为陕西省珍稀野生

动物饲养繁 育 中 心 ( 以 下 简 称 中 心) 的 笼 养 川

金丝猴，该中心位于陕西省西安市周至县楼观

台(E108°19. 284′，N34°3. 988′，海 拔 511 m)。
本实验采样个体计 3 雄 2 雌共 5 只成年川金丝

猴，其基本情况见表 1。

表 1 实验用笼养川金丝猴基本状况

Table 1 The background information of Snub-nosed Monkey

姓名

Name

性别

Sex

年龄

Age

产地

Source

入中心时间( 年-月)

Entrance in the center (Year-Month)

产仔数

Litter

小春 Xiaochun ♀ 10 中心自繁 Self-reproduction 1998-05 2

红红 Honghong ♀ 8 太白 Taibai 2006-10 0

亮亮 Liangliang ♂ 13 太白 Taibai 1996-02 2

美美 Meimei ♂ 14 太白 Taibai 1996-04 3

岭岭 Lingling ♂ 9 中心自繁 Self-reproduction 1999-04 3

1. 2 样品采集和预保存 粪便样品采集时间

为 2008 年 1 月 6 ～ 16 日，每 日 08:00 ～ 18:00
时取其新鲜粪样 3 ～ 4 次，每次取到后立即装入

塑料密封袋内，标记带回该中心实验室并置于

－ 26℃ 冰箱预保存。
1. 3 样品处理 从冰箱中取出 10 d 收集的全

部粪样，将所采样品按性别分开处理。首 先 把

2 只雌个体 10 日 内 采 集 到 的 全 部 粪 样 充 分 混

匀，以消除采 样 时 间 及 个 体 间 的 差 异，分 成 48
份，每份 5 g。取 其 中 6 份 样 立 即 冷 冻 干 燥 24
h，抽提各项激素并测定，作为标准参照样;其余

42 份使用 20 ml 95% 乙醇( 以下简称乙醇) (1 g
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粪样 ∶ 4 ml 乙醇) 于低温(4 ± 1)℃ ( 以下简称低

温) 条件下保存，保存天数设定为 5、6、7、8、10、
20、30 d 7 个时间段，在每个保存时间段到期时

各取出 6 份 样 品 进 行 分 析 测 定。使 用 95% 乙

醇保存的样品，要先将粪样放置于通风橱内将

乙醇充分挥发干净后，再进行冷冻干 燥。雄 性

个体的粪便样品处理方法同雌性。
1. 4 激素提取及测定 激素提取参照王慧平

等
［16］、Khan 等

［6］、Terio 等
［7］

的 方 法，并 作 改

进。采用乙醇加热法进行抽提，即将 1 g 干粪

样及 80% 的乙醇 10 ml 加入离心管中，70℃ 振

荡水浴 20 min，冷却至 4℃ ，4 000 r /min 离心 15
min，取上清液，再将 5 ml 同浓度的乙醇加入离

心管，旋涡振荡 1 min，4 000 r /min 再次离心 15
min，合并两次上清液，60℃ 水浴蒸干，加入 1. 5
ml 甲醇振荡回收，并置于 － 26℃ 冰箱中冷冻待

测。
激素测定使用北京科美东雅有限公司的碘

［125 I］类固醇激素放射性免疫分析试剂盒，试剂

盒的主要技术参数，⑴ 测定范围:睾酮(T) 为 1
～ 200 ng /L;雌 二 醇 (E2 ) 为 10 ～ 2 000 pg /ml;

孕酮(P4) 为 0. 1 ～ 100 ng /ml;皮质醇 (Cor) 为

10 ～ 500 ng /ml;⑵ 灵敏度:T < 0. 2 ng /L;E2 < 5
pg /ml;P4 < 0. 05 ng /ml;Cor < 1 ng /ml;⑶ 平均

回收率:T 为 90% ～ 108% ;E2 为 95% ～ 104% ;

P4 为 90% ～ 105% ;⑷ 变 异 系 数: T 批 内 <
7. 4% ，批 间 < 9. 5% ;E2 批 内 < 8. 0% ，批 间 <
7. 7% ;P4 批 内 < 7% ，批 间 < 10% ;Cor 批 内 <
5% ，批间 < 10% ;⑸ 特异性:T 与雌三醇、雄稀

二酮、孕酮、双 氢 睾 酮 交 叉 反 应 均 < 0. 01% ;E2

与雌 三 醇、雌 酮、孕 酮、睾 酮 交 叉 反 应 分 别 为

0. 09%、0. 7%、0. 01%、0. 01% ; P4 与 孕 烯 醇

酮、雄 稀 二 酮、雌 二 醇、交 叉 反 应 率 分 别 为

0. 03%、0. 01%、0. 01%。以合肥众成机电技术

公司生产的 DFM-96 型多管放射免疫计数器计

数。
1. 5 数 据 统 计 与 分 析 使 用 Excel 软 件 对 数

据预处理，SPSS 13. 0 对 数 据 进 行 单 因 素 方 差

分析 (One-Way ANOVA) 及 Dunnet 多 重 比 较，

显著性水平设 置 为 α = 0. 05，测 定 值 统 一 为 干

粪样所含的激素量( ng / g) ，表示为平均值 ± 标

准误(Mean ± SE)。

2 结 果

2. 1 睾酮 RIA 法测定结果显示，雌性粪样各

个保存时间段的睾酮平均测定值均与标准参照

值(21. 02 ± 1. 16) ng / g 无 显 著 差 异;雄 性 粪 样

睾酮含量在保存 6 d 时出现显著性差异 F (1，10)

= 11. 23，P < 0. 05，睾 酮 测 定 值 由 标 准 参 照 的

(47. 45 ± 4. 38)ng / g 下降至(24. 71 ± 5. 18) ng /
g。显然，第 5 天到第 6 天之间存在该激素保存

的拐点，之后，保存 20 d 时睾酮含量 又 有 所 上

升，达到(41. 07 ± 5. 57) ng / g，30 d 时含量下降

为(39. 09 ± 1. 81)ng / g( 图 1)。
2. 2 孕酮 雌性川金丝猴粪样内孕酮含量在

低温保存 10 d 时 出 现 了 显 著 性 变 化 F (1，10) =
11. 92，P < 0. 05 ( 图 2) ，测 定 值 由 标 准 参 照 的

(3. 84 ± 0. 96) ng / g 下 降 至 (0. 77 ± 0. 17) ng /
g。显然，第 8 天到第 10 天之间存在该激素保

存的拐点，之后 20 d 时孕酮含量又 有 所 上 升，

达到 (1. 69 ± 0. 22 ) ng / g，30 d 时 含 量 上 升 为

(2. 11 ± 0. 2)ng / g。
2. 3 雌二醇 雌性川金丝猴粪样内的雌二醇

在低温各个保存时间段的平均测定值均与标准

参照 值 (5 548. 75 ± 808. 48) pg / g 无 显 著 差 异

( 图 3 ) ，雌 二 醇 从 第 5 天 的 ( 4 142. 23 ±
314. 47)pg / g 到第 30 天的(6 515. 11 ± 578. 63)

pg / g，表现出很好的稳定性。

3 讨 论

3. 1 川金丝猴新鲜粪样在 95%乙醇(4 ± 1)℃
条件的保存时效 川金丝猴生活在海拔 1 400
～ 3 300 m 的山地森林地带，是除人类以外分布

海拔最高的灵长类之一。川金丝猴分布的最东

端———湖北神农架和最西端———甘肃白水江流

域，其栖息地年平均气温 10 ～ 13℃ ，7 月平均温

度 18 ～ 24℃ ，冬季漫长而寒冷，夏季短而凉爽。
川金丝猴分布区地处偏僻，道路难行，新鲜粪便

样品难于短时间运输至实验室，野外新鲜粪便

样品的保存是必须解决的问题。目前低温冷冻
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图 1 雌、雄川金丝猴粪样内睾酮含量随保存时间的变化［95% 乙醇，(4 ± 1)℃ ］

Fig. 1 The content change with storage duration of fecal testosterone stored by ethanol

(95%) at 4 ± 1℃ in female and male Snub-nosed Monkey
* :显著水平 Significance(α = 0. 05)

图 2 雌性川金丝猴粪样内孕酮含量随保存时间的变化［95% 乙醇，(4 ± 1)℃ ］

Fig. 2 The content change with storage duration of female fecal progesterone stored by

ethanol (95%) at 4 ± 1℃ in female Snub-nosed Monkey
* :显著水平 Significance(α = 0. 05)

保存是 业 内 公 认 的 最 理 想 的 贮 藏 方 式
［17］，显

然，在野外尽可能获得低温条件是延长样品保

存时间的 可 行 方 法，且 温 度 越 低 样 品 越 稳 定。
据我们在湖北神农架和甘肃白水江流域的野外

测定，盛夏 7 月川金丝猴生活的森林内，地表温

度约 10℃ ，而地下 30 cm 处温度仅 4℃ 左右，这

是我们在野外方便获得并用于保存川金丝猴新

鲜粪便的较低温度，更深土层则存在挖掘方面
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图 3 雌性川金丝猴粪样内雌二醇含量随保存时间的变化［95% 乙醇，(4 ± 1)℃ ］

Fig. 3 The content change with storage duration of female fecal estradiol stored

by ethanol (95%) at 4 ± 1℃ in female Snub-nosed Monkey

的难度。在缺乏冷冻设备的情况下，可 以 将 采

到的样品先埋于地下 30 cm 处保 存 一 段 时 间，

便于延长外业工作天数并择时运回实验室。这

种保存方法简便易行，适用于川金丝猴的所有

自然分布区。因此，川金丝猴新鲜粪便 类 固 醇

激素于 4℃ 的保存时效值得特别关注。
本研究将 4℃ 设 定 为 保 存 时 效 的 温 度 值，

测定乙醇保存川金丝猴新鲜粪便内睾酮、孕酮、
雌二醇激素的有效天数，以供野外参 考。在 野

外条件下，利用乙醇是保存新鲜粪便的简便方

法
［6，18］。我们注意到，一些研究者使用 80% 甲

醇，90% ～ 95% 乙醇或乙醇与叠氮化钠(NaN3 )

的混合物对动物的 粪 便 进 行 短 期 常 温
［19 － 20］

或

长达 5 个 月
［21］

甚 至 3. 5 年
［22］

的 保 存，但 均 未

说 明 粪 便 内 各 种 激 素 保 存 的 时 效 性。 Terio
等

［7］
在常温(22℃ ) 下，使用 95% 乙醇保存猎豹

(Acinonyx jubatus) 粪 样 得 出，粪 样 内 4 种 类 固

醇激素 ( 雄 激 素、雌 激 素、孕 激 素 以 及 皮 质 激

素) 的稳定保存时效可达 14 d。Khan 等
［6］

得出

常温下 (25℃ ) ，黄 狒 狒 (Papio cynocephalus) 粪

样中糖皮质激素的保存时效不超过 30 d，雌激

素的保存时效会更短一些;Lynch 等
［23］

则发现，

95% 乙醇和平 均 温 度 20℃ (15 ～ 25℃ ) 条 件 下

保存黄狒狒粪样 16 d 后，雄性激素和孕激素的

含量会出现显著性上升，而糖皮质激素和雌激

素 的 含 量 则 变 动 不 明 显。Galama 等
［18］

采 用

80% 甲 醇 有 效 保 存 黑 犀 牛 (Diceros bicornis) 粪

样内孕激素达 180 d。由此可见，目前对于不同

的物种，采用不同保存方法，类固醇激素保存效

果不尽相同，并且对同一物种的不同类固醇激

素，各种保 存 方 法 的 保 存 时 效 也 不 完 全 一 致。
对于自由生活的野生动物而言，采用何种保存

方法还必须结合实际研究情况加以选择。本研

究采用 95% 乙醇和低 温 (4 ± 1)℃ 保 存 川 金 丝

猴新鲜粪样 0、5、6、7、8、10、20、30 d，睾 酮、孕

酮、雌二醇 3 种激素的测定结果显示:在雌性川

金丝猴粪样中，各个保存时间段睾酮、雌二醇含

量的平均测定值与标准参照值均无显著差异，

可以稳定保存至 30 d;孕酮在保存 10 d 时的平

均测定值显著性低于标准参照值;在雄性川金

丝猴粪样中，睾 酮 保 存 6 d 时 的 平 均 测 定 值 显

著低于标准参照值。可见，若采用本文 的 保 存

方法，各种激素的保存时间不能超过本实验的

上限，以保障测定结果的可靠性。
3. 2 类固醇激素含量的波动问题 研究灵长

类时发现 95% 的 乙 醇 可 以 杀 死 粪 便 中 的 细 菌

并 能 抑 制 分 解 酶，能 辅 助 稳 定 类 固 醇 激

素
［6，19，24 － 25］。本实 验 结 果 表 明，3 种 类 固 醇 激

素的测定值都没有呈现出一般认为的随保存时

间的延长而递减的趋势。显然，微生物 不 是 影

响粪便 内 类 固 醇 激 素 稳 定 的 惟 一 原 因。Khan
等

［7］
总结前人的研究后提出两点推测，第 一，
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类固醇浓度测定值的波动可能是人为现象，与

测定所用的抗体类型有关。群特异性抗体可与

母体激素及衍生物的代谢物发生交叉反应，而

某些高效性抗体只能和母体激素本身的代谢物

反应。利用高效抗体的研究表明，常温 下 保 存

的样品，尿中的皮质醇代谢物和粪样中雌激素

的代谢物会恶化。相反，利用群特异性 抗 体 的

研究发现，常温下保存的粪样，皮质醇和雌激素

的代谢物会升高。第二，有机溶剂保存 粪 样 会

使粪样内多共轭类固醇代谢物分解或重新结合

成单轭或无轭代谢物，成为免疫反应的代谢物。
狒狒粪样 中 皮 质 醇 代 谢 物 11% 是 共 轭 的

［26］，

而 20% 的雌 二 醇 以 雌 二 醇 硫 酸 盐 形 式 在 粪 便

中排出
［27］。储存在乙醇溶液中会提高共轭率，

其糖皮质激素浓度的增加，证明观察到的化学

变化是乙醇引起的，因为共轭键在水性溶剂中

更稳定。Hunt 等
［17］

试图通过“胶团假说”解释

保存过程中激素的变化，他认为使用乙醇保存

时，被乙醇抽提出的呈自由状态的激素在长时

间的保存过程中可能会以胶团的形式逐渐重新

结合，胶团的结构相对稳定，仅会随着温度等的

变化缓慢释放激素，因此造成了激素在保存过

程中先上升后下降的一个变动趋势。总 之，从

现有的对各类动物的实验结果来看，不论哪种

解释都有缺陷，造成激素变化的具体原因尚不

明确，有待于今后进一步的研究。尽管 利 用 有

机溶剂保存粪便样品能够快速抑制乃至杀死微

生物，具有显而易见的简便快捷的特点，但各种

动物粪样中生化成分不尽相同，生化反应的产

物十分复杂，不同的有机溶剂在这些生化反应

过程中的作用更是难于查明，因而随着有机溶

剂保存时间的延长，粪样内的类固醇激素可能

会发生各种变化，最终影响到测定结果的准确

性。因此可考虑对某一目标物种有针对性地开

展其粪样类固醇激素在不同温度及不同有机溶

剂条件下的保存时效测试，依据测试结果确定

该物种粪样类固醇激素的保存时效，以避免粪

样保存环节上出现偏差。
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