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圈养林麝粪样类固醇激素 
提取方法比较及优化 

李梦奇①#  吴怡宁①#  陈晓毅②  王一晨①  蒋元琳①   

张宝峰①  石明慧①  洪绯②*  胡德夫①* 
① 北京林业大学生态与自然保护学院，濒危物种非损伤性研究实验室  北京  100083； 

② 漳州片仔癀药业股份有限公司  漳州  363000 

摘要：野生动物粪便作为非损伤性样本具有易于采集、保存及运输的优点，被广泛用于生理代谢产物

提取并探查野生动物的生理状态，而粪样类固醇激素是最常用的指标。迄今不同研究者对粪样类固醇

激素的提取方法并不统一，而对于各提取步骤的系统比较并进而优化提取方法的研究较少，可能导致

测定结果的不确定性。本研究以圈养林麝（Moschus berezovskii）粪便为实验样本，设置粪便取样量、

磨碎方式、单次和复提、烘干和免烘干四个步骤的比较，分别采用酶联免疫法和放射免疫方法检测粪

样孕酮值和皮质醇值。结果表明，0.1 g、0.3 g 和 0.5 g 三组取样量的孕酮值和皮质醇值均不存在显著差

异，但 0.1 g 组的激素测定值稳定性差；粪便粉碎机磨碎样本和研磨杵研磨样本的孕酮值存在显著差异，

但两者皮质醇值无显著差异；溶剂提取的单次样本和复提样本的孕酮值和皮质醇值均存在显著差异；

提取液烘干样本与免烘干样本的孕酮和皮质醇不存在显著差异。因此，圈养林麝粪样类固醇激素提取

方法优化为，采用粉碎机磨碎的粪样且取样量超过 0.1 g 干粪，提取时进行复提，在验证待测液中的乙

醇浓度不会影响激素测定的前提条件下对上清液免烘干，可达到准确、快捷及简便的效果。 
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Abstract: [Objectives] Wildlife feces have the advantage of being easy to collect, preserve and transport as a 
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non-invasive sample and are widely used for physiological metabolite extraction and to explore the 

physiological status of wildlife, with fecal steroid hormones being the most commonly used indicator. There 

are few researches on the systematic comparison of each extraction step to optimize the extraction method, 

which may lead to uncertainty in the determination results. This study used captive Forest Musk Deer feces as 

experimental samples. A comparison of four steps, including fecal sample amount, grinding method, single or 

repeated extraction, and drying or non-drying, was set up to explore the influence of different factors on 

extraction contents and stability of results, so as to optimize the extraction method of steroid hormones in 

Forest Musk Deer feces. [Methods] Fecal progesterone and cortisol contents were detected by enzyme-linked 

immunoassay and radioimmunoassay respectively. Data were analyzed using one-way ANOVA or 

independent-samples t test. [Results] The results showed that there were no significant differences in 

progesterone and cortisol contents between the 0.1 g, 0.3 g and 0.5 g sample groups, but the stability of the 

hormone measurements was poor in the 0.1 g group (Fig. 1). The contents of progesterone extracted from 

feces ground by the grinder were significantly different from that ground with liquid nitrogen by a mortar and 

pestle (t = 3.793, df = 12, P < 0.05), but there were no significant differences in cortisol between the two 

groups (t = 0.307, df = 12, P > 0.05) (Fig. 2). There were significant differences in both progesterone and 

cortisol contents between single and repeated solvent extraction (t =﹣4.459, df = 13, P < 0.05; t =﹣16.077, 

df = 7.434, P < 0.05) (Fig. 3), and no significant differences in progesterone and cortisol between the 

supernatant (30% ethanol) drying and non-drying groups (t =﹣1.502, df = 13, P > 0.05; t = 0.600, df = 14, P 

> 0.05) (Fig. 4). [Conclusion] Therefore, the method of extracting steroid hormones from Forest Musk Deer 

feces is optimized to use feces ground by the grinder and more than 0.1 g, the supernatant should be repeated 

solvent extraction and no drying (under the premise of verifying that the concentration of ethanol in the liquid 

to be tested does not affect hormone determination), which could achieve accurate, fast and convenient effect. 

Key words: Forest Musk Deer; Feces; Steroid hormones; Extraction method; Optimization 

类固醇激素主要包括肾上腺皮质和性腺分

泌的激素，其中肾上腺皮质分泌的糖皮质激素

对动物的应激性具有指示作用，性腺分泌的性

激素可以调控动物生殖器官的发育和生殖行为

的表达。因此通过测定野生动物的类固醇激素

可以监测其生理状态、应激水平和健康情况等，

从而促进野生动物的保护工作。由于野生动物

一般行动隐蔽，或地处偏僻，且警觉性比较高，

其血液、肌肉组织等样品难以获得，而粪便作

为非损伤性样本具有易于采集、保存及运输的

优点，采集过程中避免了对野生动物的刺激，

并且可以做到连续采集，从而达到长期监测的

效果，目前成为开展野生动物生理学研究的常

用样品。粪样类固醇激素已经被广泛用于研究

野生动物的应激（Rangel-Negrín et al. 2009，

Cinque et al. 2017，唐丹等 2019）、繁殖（李春

等 2005，Stoops et al. 2012，Hao et al. 2019）、

代谢（Dias et al. 2017，Charpentier et al. 2018）

等，成为野生动物，尤其是自由生活的野生动

物研究及监测的有力手段。 

粪样类固醇激素的提取率受到粪便处理过

程中多个环节的影响，譬如粪便新鲜程度（郎

冬梅等  2011）、粪便取样部位（于小杰等 

2010）、粪便采样时间（傅文源 2018）、粪便保

存方法（马凯等 2014）、粪便激素提取方法（毕

温磊等 2016，Gholib et al. 2018，李静宇等 

2021）。一般而言，粪样激素的提取方法涉及设

置取样量、磨碎方法、提取溶剂、提取次数、

烘干、复溶等步骤，是目前粪样类固醇激素提

取方法的主要环节（Terio et al. 2002，Pettitt et al. 

2007，Kalbitzer et al. 2013，Gholib et al. 2018），

然而，各物种在粪样类固醇激素提取方法上存
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在较大差异，这些差别有的源自动物种类差异，

有的源自实验室条件，有的源自研究者的经验

（Pappano et al. 2010，Stoops et al. 2012）。 

我国是世界上唯一成功繁育麝类的国家，

随着科技支撑力度的加大，近年来林麝

（Moschus berezovskii）饲养种群获得了较快增

长。林麝具有胆小、机警、高应激性的特征，

血液等组织样本难以批量采集，近十余年来，

研究者广泛采用粪便样本的类固醇激素探查林

麝的生理状态（郎冬梅等 2012，He et al. 2014，

Wang et al. 2016）。然而，迄今林麝粪样类固醇

激素的提取方法并不统一，直接导致测定结果

的可比性较差，不利于建立长期监测数据库。

因此，本研究针对粪便取样量、粪便磨碎方式、

提取次数以及烘干 4 个研究较少的因素，同时

结合林麝繁育基地的基础实验条件设置提取方

法，探究提取方法差异对圈养林麝粪样类固醇

激素的提取含量及结果稳定性的影响，为提高

圈养林麝粪样类固醇激素提取与测定的准确性

以及推广粪便非损伤测定技术提供技术支撑，

同时希冀对改进濒危物种的非损伤研究方法有

所裨益。 

1  材料与方法 

1.1  研究对象 

实验动物来自河北省怀来县林麝养殖基

地，选取 5 只圈养雌性林麝并采集新鲜粪便。

实验林麝每日早晨饲喂精饲料（黄豆粉、玉米

粉及麦麸等）和多汁饲料（胡萝卜、白萝卜和

南瓜等）混合料，下午饲喂新鲜树叶，实验期

间健康状况良好。 

1.2  样品采集与处理 

2022 年 7 月中旬，每日 7:00 ~ 9:00 时采集

圈养林麝当天排出的新鲜粪便，装入自封袋内

并标注好个体标号、采集日期和时间等信息，

然后立刻置于﹣20 ℃冰柜冷冻保存。实验前将

同一个体连续 3 d 的粪便样品充分混匀，选取

部分样品使用小型粉碎机粉碎，同时另选部

分样品在研钵中加入液氮后使用研磨杵人工

研磨。 

1.3  粪样类固醇激素的提取方法 

参照粪样类固醇激素提取方法的文献报道

及本实验室通行的方法，本研究的粪样类固醇

激素的提取步骤为：称取 0.5 g 使用粉碎机磨碎

后的干粪放入 10 ml 离心管中，向其中加 5 ml 

90%乙醇溶液，震荡 30 min 后以 2 000 r/min 离

心 15 min，然后取 1 ml 上清液在 60 ℃烘箱中

烘干，待完全烘干后加入 1 ml PBS 溶液震荡

1 min 复溶后制成待测液，置于﹣20 ℃冷冻保

存待测。每组实验均重复 8 次。 

1.3.1  取样量对类固醇激素提取的影响  设

置 0.1 g、0.3 g 和 0.5 g 干粪三个取样量的组别，

分别加入 1 ml、3 ml 和 5 ml 的 90%乙醇溶液，

使用以上方法对粪便样品进行提取。 

1.3.2  磨碎方式对类固醇激素提取的影响  

称取干粪 0.5 g，分别使用粉碎机磨碎和研钵中

加入液氮后使用研磨杵人工研磨，按照以上方

法对粪便样品进行提取。 

1.3.3  复提对类固醇激素提取的影响  未复

提组的提取方法同上；复提组的提取方法为，

经第一次提取过程后，再往下层沉淀中加入 5 

ml 的 90%乙醇溶液震荡 15 min，以 2 000 r/min

离心 15 min 后取上清液。合并两次上清液，摇

匀后从中取出 1 ml 放在 60 ℃烘箱中烘干，待

完全烘干后加入 1 ml PBS 溶液，震荡 1 min 复

溶制成待测液，放置在﹣20 ℃保存直至测定。 

1.3.4  烘干对类固醇激素提取的影响  称取

0.5 g 粉碎机磨碎后的干粪，加入 5 ml 90%乙醇

溶液，震荡 30 min 后以 2 000 r/m 离心 15 min，

然后从中取出两份 0.5 ml 上清液。其中一份加

入 1 ml PBS 溶液稀释，震荡 1 min 后置于﹣20 

℃冷冻保存待测；另外一份在 60 ℃烘箱中烘

干后再加入 0.5 ml 90%乙醇溶液和 1 ml PBS溶

液震荡 1 min 复溶制成待测液，然后置于﹣20 

℃冷冻保存待测。 

1.4  粪样类固醇激素的测定 

采 用 酶 联 免 疫 法 （ enzyme-linked 

immunosorbent assay，ELISA）用 SM-3 全自动
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酶免仪（天石天力）测定待测液中的孕酮含量。

孕酮酶联免疫检测试剂盒型为 96 T 规格（北京

北方生物技术研究所有限公司）；使用同位素为

碘 125，采用放射性免疫法（radioimmunoassay，

RIA）测定待测液中的皮质醇激素含量，测定

仪器为 XH6080 放免仪（西安核仪器厂）。 

1.5  数据处理 

激素含量统一换算为每克干粪的含量。使

用 IBM SPSS Statistics 26.0 软件进行处理，通

过 Shapiro-Wilk test 对数据进行正态分布检验。

不同取样量的孕酮含量不符合正态分布，采用

非参数检验，不同取样量的皮质醇含量符合正

态分布且方差齐性，采用单因素方差分析比较

其差异性，多重比较采用 LSD 法；其他组数据

采用独立样本 t 检验进行分析，测定结果表示

为平均值 ± 标准差，显著性水平为 P < 0.05。 

2  结果 

2.1  取样量对类固醇激素提取的影响 

三种取样量 0.1 g、0.3 g、0.5 g 的孕酮和皮

质醇含量分别经 Kruskal-Wallis 检验和单因素

方差分析，三组之间无显著差异（图 1），表明

粪便取样量不会显著影响提取率。但三个组的

标准差比较得出，0.1 g 组的孕酮和皮质醇的标 

准差分别为 49.760、2.898，均高于 0.3 g 组的

36.382、2.658 和 0.5 g 组的 36.907、2.700，且 

 

0.1 g 组孕酮和皮质醇的变异系数也均大于 0.3 

g 组和 0.5 g 组，即取样量为 0.1 g 组激素的测

定值稳定性较差。 

2.2  磨碎方式对类固醇激素提取的影响 

采用独立样本 t 检验比较粉碎机磨碎和加

入液氮后使用研磨杵人工研磨粪便的孕酮和皮

质醇含量，前者测定值均高于后者（图 2），其

中，孕酮的含量具有显著差异（t = 3.793，df = 

12，P < 0.05），而皮质醇的含量则无显著性差

异（t = 0.307，df = 12，P > 0.05）。  

2.3  复提对类固醇激素提取的影响 

未复提组和复提组的测定结果，孕酮含量

分别为 181.106 ng/g 和 269.526 ng/g，皮质醇含

量分别为 9.325 ng/g 和 26.698 ng/g，复提组的

孕酮（t =﹣4.459，df = 13，P < 0.05）和皮质

醇（t =﹣16.077，df = 7.434，P < 0.05）含量均

显著高于未复提组（图 3）。8 次重复结果的比

较表明，皮质醇复提组的标准差和变异系数分

别为 0.940、3.52%，明显低于未复提组的 2.700、

28.95%；孕酮复提组的变异系数为 14.65%，亦

低于未复提组的 20.38%。 

2.4  烘干对类固醇激素提取的影响 

经独立样本 t 检验，烘干组与未烘干组的

孕酮（t =﹣1.502，df = 13，P > 0.05）和皮质

醇（t = 0.600，df = 14，P > 0.05）测定值均没

有显著差异（图 4），但孕酮和皮质醇未烘干组 

 
 

图 1  不同取样量组的激素含量 

Fig. 1  Hormone contents in groups with different sample amounts 

a. 孕酮；b. 皮质醇。误差线表示标准差。a. Progesterone; b. Cortisol. Error bar shows standard deviation. 
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图 2  不同粪便磨碎方式组的激素含量 

Fig. 2  Hormone contents in groups with different feces grinding methods 

a. 孕酮；b. 皮质醇。误差线表示标准差。a. Progesterone; b. Cortisol. Error bar shows standard deviation. **. P < 0.01; ns. P > 0.05 

 

 
 

图 3  未复提和复提组的激素含量 

Fig. 3  Hormone contents in single and repeated solvent extraction groups 

a. 孕酮；b. 皮质醇。误差线表示标准差。a. Progesterone; b. Cortisol. Error bar shows standard deviation. **. P < 0.01; ***. P < 0.001 

 

 
 

图 4  烘干和未烘干组的激素含量 

Fig. 4  Hormone contents in drying and non-drying groups 

a. 孕酮；b. 皮质醇。误差线表示标准差。a. Progesterone; b. Cortisol. Error bar shows standard deviation. ns. P > 0.05 
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的标准差和变异系数均低于烘干组，表明未烘

干组的测定稳定性更高。 

3  讨论 

野生动物粪样类固醇激素测定已成为探查

其生存状态的有利工具，获得愈来愈广泛的应

用（Shutt et al. 2012，Behringer et al. 2017，

Kumar et al. 2019）。然而，各研究者采用的提

取方法及步骤并不一致，许多研究者对动物粪

样激素的提取方法做了一些改进和简化，譬如，

对野生黑冠猕猴（Macaca nigra，Gholib et al. 

2018）、雪豹（Panthera uncia，Kinoshita et al. 

2021）和非洲野犬（Lycaon pictus，Postiglione 

et al. 2022）等物种粪样激素提取步骤做了较多

的简化，将震荡仪器震荡改用手摇震荡、省略

复提的步骤、使用过滤代替离心、上清液不烘

干直接保存或加入蒸馏水稀释等，以便适于野

外工作环境。然而，这些粪样激素提取步骤的

简化或省略可能导致的测定结果差异未见系统

比较。本研究以圈养林麝的粪样为研究样例，

系统比较取样量、粪便磨碎方式、单次或复提

以及烘干 4 个因素对其粪样类固醇激素测定的

影响。由于在预实验测定时，使用放射性免疫

法测定孕酮的效果较差，因此本研究最终选择

酶联免疫法测定孕酮，而皮质醇的测定仍使用

放射性免疫法。 

本研究结果表明，粪便取样量设置为 0.1 

g、0.3 g、0.5 g 三组的孕酮和皮质醇测定值均

无明显差异，但 0.1 g 组孕酮和皮质醇测定值的

标准差和变异系数均高于 0.3 g 组和 0.5 g 组，

表明取样量影响到类固醇激素测定结果的稳定

性。毕温磊等（2016）比较了两种取样量的大

熊猫（Ailuropoda melanoleuca）粪便皮质醇水

平，得出 0.2 g 组显著高于 0.5 g 组，但后者的

稳定性更高，然而，该研究未说明两组取样量

与提取溶剂的关系，因而难以判定出现差异的

可能原因。本研究结果表明，粪样类固醇激素

测定的取样量应大于 0.1 g 干粪重量，保证激素

测定值的稳定性和准确性。同时，粪便处理的

粉碎机磨碎与研磨杵研磨（加液氮）的比较表

明，前者的孕酮测定值显著高于后者，但两种

处理的皮质醇测定值则无显著差异。其原因可

能是粉碎机相较于人工研磨更加细碎和充分，

孕酮激素提取效果更好，但对粪样皮质醇则无

显著影响。因此，考虑到粪便磨碎方式对孕酮

提取效果的影响，实践中应尽可能选择粉碎机

磨碎粪便样品的处理方式。 

粪样类固醇激素的重复提取旨在提高激素

的提取率，更好地反映目标动物的生理状态。

本实验的单次提取和复提粪样类固醇激素表

明，两组的孕酮和皮质醇测定值存在显著差异，

即复提显著提高了两种激素的提取效果，提高

幅度分别达到 48.82%和 186.31%，且增加了测

定结果的稳定性。许多研究者省略了复提步骤，

必然造成粪样类固醇激素提取效果不佳及测定

值偏低。我们认为，虽然单次提取粪样类固醇

激素可以获得测定值，但测定值偏低可能造成

对动物生理状态的误判，甚至可能得出相反的

结论。因此，应尽可能采用复提方法，提高粪

样类固醇激素测定值的准确性。 

对粪样类固醇激素提取的上清液进行烘干

处理旨在去除乙醇溶剂，消除乙醇对后续测定

中抗体的影响（张肖等  2012，Wang et al. 

2020）。为了避免有机溶剂对激素测定的影响，

在使用甲醇、乙醇等溶剂提取粪样中的激素后

需要对取出的上清液进行一定处理，常用的方

法有放置烘箱烘干、水浴蒸干（唐丹等 2019）、

氮气吹扫仪干燥（黎嘉欣等 2018），也有一些

研究加蒸馏水或缓冲液稀释。本实验中上清液

经 60 ℃烘干和直接加入缓冲液稀释的两种处

理方式，结果表明，烘干组与未烘干组的孕酮

测定值之间和皮质醇测定值之间均无显著差

异。唐婕等（2022）发现，使用离心管烘干上

清液的激素测定值显著高于培养皿。这可能是

烘干容器表面积造成的激素损耗，而本实验表

明，省略烘干步骤可以减少这一损耗。因此，

对于圈养林麝粪样而言，烘干与未烘干处理不

会影响孕酮和皮质醇的测定值，在验证待测液

中的乙醇浓度不会影响激素测定的前提条件

下，可省略烘干步骤。 



6 期 李梦奇等：圈养林麝粪样类固醇激素提取方法比较及优化 ·937· 

 

粪样类固醇激素提取的影响因素众多，很

多研究对不同抽提方法进行过比较与探讨。

Gholib 等（2018）探究了野生黑冠猕猴粪样在

常温下的保存时间、常温用 80%甲醇储存时长

和干燥粪样时不同烘箱温度对粪样中雌激素代

谢产物（estrogen metabolite，E1C）和糖皮质

激素代谢产物（ glucocorticoid metabolite，

GCM）的影响，此外还研究了冷冻干燥、烘箱

干燥和新鲜粪样野外直接提取，以及三种粪便

处理过程分别使用 80%甲醇、乙醇和商用酒精

三种不同溶剂抽提出的激素代谢产物浓度。该

研究对粪样的保存和提取类固醇激素代谢产物

的方法进行了探讨，在比较抽提方法时考虑到

粪便处理过程和提取溶剂两个因素间的相互作

用。李静宇等（2021）探究了在湿便法、冷冻

干燥粉碎法和冷冻干燥研筛法三种粪便处理方

式下 4 种常用抽提方法，即甲醇乙醚法、甲醇

乙醇法、乙醇丙酮法和乙醇加热法提取的雌二

醇和孕酮含量。该研究对 4 种具体抽提方法的

效果进行比较从而得出最佳的提取方法，但不

同方法之间的提取过程存在较大差异，无法得

知哪些因素会对结果造成影响。本研究选择取

样量、研磨方式、复提和烘干 4 个因素，通过

单独改变一个因素可以探究该环节对粪样类固

醇激素提取是否具有影响，从而对提取方法进

行改进与优化。不足之处是仅选取了 4 个因素，

并未完全比较提取过程中的每一个环节，例如

震荡方式和震荡时间等其他因素对粪样类固醇

激素提取的影响。 

野生动物粪样激素的提取方法可能因物

种、工作条件存在较大差异而不同，但获得较

高水平的测定值是确定提取方法的最终目标。

本研究针对圈养林麝粪便取样量、磨碎方式、

提取次数和烘干 4 个因素的提取实验得出，粪

便取样量影响测定值的稳定性，磨碎方式和复

提显著影响测定值，而上清液烘干与否不会显

著影响测定值。因此，对于地处相对偏僻的林

麝繁育基地，进行非损伤取样的粪样类固醇激

素测定时，应该采用取样量大于 0.1 g 干粪、使

用粉碎机磨碎、复提、上清液免烘干（已验证

待测液中的乙醇浓度不会影响测定值的前提条

件下）的提取步骤，可达到准确、快捷及简便

的优化提取方法。在参照文献报道和本实验室

原来提取方法的基础上，本研究优化后圈养林

麝粪样类固醇激素提取的实验方法为：称取 0.5 

g 使用粉碎机磨碎后的干粪放入 10 ml 离心管

中，向其中加 5 ml 90%乙醇溶液，震荡 30 min

后以 2 000 r/min 离心 15 min，然后取 1 ml 上

清液。再往下层沉淀中加入 5 ml 90%乙醇溶液

震荡 15 min，以 2 000 r/min 离心 15 min 后取

上清液。合并两次上清液，摇匀后从中取出 1 ml

加入 PBS 缓冲液稀释制成待测液，放置在﹣20 

℃保存直至测定。本实验结果对林麝粪样类固

醇激素的提取方法进行了探究与优化，同时也

提示，不同物种的粪样类固醇激素提取方法应

进行预实验，验证提取方法对测定结果的可能

影响，以防出现较大的偏差，因而本研究结果

可为相关物种的粪样类固醇检测提供参考。 
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