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东方白鹳粪便总 DNA 五种提取方法的比较 

武芳婷  吴弘*  赵大鹏* 
天津师范大学生命科学学院  天津  300387 

摘要：本研究比较东方白鹳（Ciconia boyciana）粪便总 DNA 的 5 种提取方法，旨在为后续物种性别鉴

定和 DNA 条形码鉴定提供合适的方法。采用十六烷基三甲基溴化铵法（CTAB 法）、十二烷基磺

酸钠裂解法（SDS 法）、Tiangen 试剂盒法、Qiagen 试剂盒法和异硫氰酸胍法（GuSCN 法）对

取自天津动物园的东方白鹳新鲜粪便进行基因组 DNA 的提取，比较 5 种提取方法在不同水浴（破壁）

时间条件下提取获得的 DNA 浓度和 DNA 纯度（A260/A280 值），以及用于 PCR 扩增的稳定性。5

种提取方法均可以从粪便中提取出基因组 DNA，但会受到水浴（破壁）时间的影响，所提取

的 DNA 质量是不同的。其中，GuSCN 法提取效果最佳，SDS 法提取效果较差。利用 GuSCN

法在水浴（破壁）时间 1 h 下提取的 DNA 可以成功地进行 PCR 扩增和物种鉴定。综上所述，

GuSCN 法是东方白鹳粪便总 DNA 提取方法中相对最为简便、高效、可靠且成本较低的提取方法。 
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Methodological Comparison for Extracting Total DNA from Faeces  

of the Oriental White Stork (Ciconia boyciana) 
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College of Life Sciences, Tianjin Normal University, Tianjin  300387, China 

Abstract: [Objectives] The total DNA from fecal samples of endangered Oriental White Storks (Ciconia 

boyciana) was extracted in the present study by five methods (cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) 

method, sodium dodecyl sulfonate (SDS) method, Tiangen kit method, Qiagen kit method, and guanidine 

isothiocyanate (GuSCN) method) in order to provide the suitable reference for both gender identification and 

DNA barcoding identification of this endangered species. [Methods] We compared the DNA concentration 

and purity (i.e. A260/A280 values) obtained by five extraction methods under the influence of variations in 

temperature which were controlled by water bath (wall breaking). Then, the mitochondrial DNA (mtDNA) 

D-loop sequencing which was widely used to identify and distinguish species, was selected as the target 

fragment for PCR amplification to test whether the obtained sequence belonged to the Oriental White Stork. 
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The sequences were aligned by Clustal X and then used to construct a phylogenetic tree performed by 

Neighborhood-Joining method in MEGA 7.0, in order to identify whether the measured sequence belonged to 

the Oriental White Stork and analyze its evolutionary relationship with other birds. [Results] Genomic DNA 

could be extracted from fecal samples via each method. The DNA concentration and A260/A280 value were 

quite different due to the influence of water bath (wall breaking) time (Table 2). The total fecal DNA extracted 

by the five methods showed no obvious DNA bands in the gel electrophoresis test (Fig. 1). By comparing the 

DNA concentration values though Nano Drop 2000, it proved that the GuSCN method was the most efficient 

with the highest DNA yields reaching 90 mg/L and the purity of about 1.8 (Table 3). However, DNA yields 

obtained with the SDS was the lowest one. PCR analysis was performed to evaluate the quality of the 

extracted DNA using GuSCN method under water bath (wall breaking) time of 1 h, and the obtained specific 

PCR products, using D-loop primers confirmed the existence of Oriental White Storks DNA in fecal samples 

(Fig. 2). The sequence belonged to the Oriental White Stork from the same family gathered together from the 

evolutionary tree (Fig. 3), and could be distinguished from species of the same family by sequence alignment 

analysis (Fig. 4). [Conclusion] On the whole, the GuSCN method was proved to be the most effective one for 

DNA extraction from fecal samples due to its simplicity, reliability, and affordability.  

Key words: Ciconia boyciana; Noninvasive sampling; DNA extraction  

在动物遗传分子的相关研究方面，尤其是

野生濒危物种，使用非损伤性取样方法采集包

括粪便、羽毛、尿液、毛发、鱼鳞、卵壳等样

品（Broquet et al. 2007，Russello et al. 2015），

可以避免对动物造成直接伤害，降低因捕获或

麻醉所产生的潜在风险（Fasoli et al. 2020）。非

损伤性取样方法目前广泛应用在多个研究领

域，例如开展物种鉴定（Romolo et al. 2014）、

建立物种谱系关系（Liberg et al. 2005）、监测

物种激素水平（李静宇等 2021）等。 

相比于其他组织，粪便所含杂质较多，除

了肠道微生物和各种抑制物、污染源外，粪便

中还携带有动物直肠壁脱落的细胞（Reed et al. 

2003），从中提取可扩增的 DNA 是项具有一定

挑战性的工作（Idaghdour et al. 2003）。目前关

于从动物粪便样品中提取 DNA 的实验方法较

多，主要包括酚-氯仿抽提法（Tsai et al. 2019）、

十 六 烷 基 三 甲 基 溴 化 铵

（cetyltrimethylammonium bromide，CTAB）法

（Tang et al. 2008）、十二烷基磺酸钠（sodium 

dodecyl sulfonate，SDS）裂解法、溶酶菌法（Han 

et al. 2018）、煮沸法（李龙显等 2018）、异硫

氰酸胍（guanidine isothiocyanate，GuSCN）法

（Idaghdour et al. 2003），以及多种商业性 DNA

提取试剂盒（Eriksson et al. 2017）。研究发现动

物粪便总 DNA 质量受物种食性的影响（赵健

元等 2008，李龙显等 2018），不同实验方法在

不同物种粪便样品 DNA 提取中的适用度存在

差异（李霞等 2015），例如异硫氰酸胍法和 SDS

裂解法分别最适于小鼠（Mus musculus）（吴敏

娜等 2015）和藏山羊（Capra hircus）（郭政宏

等 2016）粪便样品 DNA 提取。因此，有针对

性地围绕某一物种，特别是珍稀濒危物种，开

展粪便样品 DNA 提取方法的比较研究，将有

助于对该物种开展保护生物学工作（Quinn et al. 

2019，Storer et al. 2019）。 

东方白鹳（Ciconia boyciana）是大型涉禽，

主要分布在中国、俄罗斯、日本、朝鲜和韩国，

是中国的国家Ⅰ级重点保护野生动物，在世界

自 然 保 护 联 盟 （ International Union for 

Conservation of Nature，IUCN）物种红色名录

中 的 保 护 级 别 被 列 为 濒 危 级 （ BirdLife 

International 2018）。本研究基于非损伤性取样

方法采集东方白鹳新鲜粪便，选择 CTAB 法、
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SDS 法、Tiangen 试剂盒法、Qiagen 试剂盒法

和 GuSCN 法 5 种 DNA 提取方法，比较不同水

浴（破壁）时间下所提取 DNA 的浓度和纯度，

以期得出提取东方白鹳粪便基因组 DNA 的快

速、高效方法，为后续东方白鹳的性别鉴定和

DNA 条形码鉴定提供基础方法，同时为东方白

鹳的繁育保护工作奠定研究基础。 

1  材料与方法 

本实验粪便样品取自天津动物园笼养环境

下的东方白鹳，观察到东方白鹳排便后，使用

一次性无菌棉签，迅速将粪便收集入灭菌的

EP 管中，放入冰盒，及时运输回实验室，置

于﹣20 ℃环境下保存，以备 DNA 提取使用。 

1.1  DNA 提取方法 

CTAB 法：参考 Arseneau 等（2017）的研

究方法，设置 4 组不同水浴（破壁）时间（1 h、

2 h、4 h、6 h），每组称取 400 mg 粪便样品，

加 1 ml CTAB 缓冲液 [2% CTAB，0.1 mol/L 

Tris（pH 8.0）、20 mmol/L EDTA（pH 8.0）和

1.4 mol/L NaCl]，混匀后水浴，12 000 r/min 离

心 2 次取上清，分别加等体积 Tris-饱和酚-氯

仿-异戊醇（25︰24︰1）和等体积氯仿异戊醇

（24︰1），离心 5 min 取上清，加 2.5 倍预冷

的无水乙醇，置于﹣20 ℃沉淀 30 min，离心

5 min 去上清，加 1 ml 70%乙醇洗涤沉淀 2 次，

离心 3 min去上清，室温干燥 15 min，加 50 μl TE

缓冲液（Solarbio，中国），﹣20 ℃保存备用。 

SDS 法：参考 Xia 等（2019）的研究方法，

设置 4 组不同水浴（破壁）时间（1 h、2 h、4 h、

6 h），每组称取 400 mg 粪便样品，加 500 μl SDS

裂解液 [1% SDS、0.5 mol/L Tris-HCl（pH 8.0）、

0.1 mol/L EDTA（pH 8.0）和 0.1 mol/L NaCl] 和

500 μl 磷酸钠缓冲液（0.3 mol/L，pH 8.0）及

20 μl（20 g/L）蛋白酶 K（Solarbio，中国），

混匀后水浴，12 000 r/min 离心 10 min 取上清，

加 0.6 倍量 4 mol/L 醋酸钠（pH 8.3），室温放

置 5 min，离心 5 min 取上清，加 0.8 倍量异丙

醇，﹣20 ℃放置 30 min，离心 5 min 去上清，

加 1 ml 70%乙醇，离心 3 min，无水乙醇重复

操作，离心 3 min 去上清，室温干燥 15 min，

加 50 μl TE 缓冲液，﹣20 ℃保存备用。 

Tiangen 试剂盒（TIANamp Stool DNA Kit，

DP328-02，中国）法：设置 4 组不同水浴（破

壁）时间（0.5 h、1 h、2 h、4 h），每组称取 400 

mg 粪便样品，按照说明书进行操作，提取后

溶解的体积是 50 μl，﹣20 ℃保存备用。 

Qiagen 试剂盒（QIAamp Fast DNA Stool 

Mini Kit，51604，德国）法：设置 4 组不同水

浴（破壁）时间（0.08 h、0.5 h、1 h、3 h），每

组称取 400 mg 粪便样品，按照说明书进行操

作，提取后溶解的体积是 50 μl，﹣20 ℃保存

备用。 

GuSCN 法：参考 Boom 等（1990）和 Reed

等（1997）的研究方法，设置 3 组不同水浴（破

壁）时间（0.25 h、1 h、6 h），每组称取 400 mg

粪便样品，加 1.5 ml 无菌 PBS 缓冲液

（0.05 mol/L，pH 7.4）（Solarbio，中国），充

分振荡后 3 000 r/min 离心 5 min 取上清，

12 000 r/min 离心 10 min 留沉淀，加 1 ml 灭菌

水悬置，12 000 r/min 离心 5 min，收集沉淀。

加 200 μl PBS 缓冲液和 1 ml 裂解液 [1% SDS、

20 mmol/L EDTA（pH 8.0）、50 mmol/L Tris-HCl

（pH 8.0）和 0.1 mol/L NaCl]，混合后放入 37 ℃

恒温振动器摇动破壁，12 000 r/min 离心

10 min，取上清 600 μl 转移到离心柱中，加

800 μl 提取液  [5 mol/L GuSCN、0.1 mol/L 

Tris-HCl（pH 6.4）、20 mmol/L EDTA（pH 8.0）

和 1.3% Triton X-100] 培养摇动 10 min，离心

2 min，弃废液，向柱中加 40 μl SiO2 悬液

（8.3 mol/L）和 200 μl 8 mol/L KI 溶液，混匀

并静置 20 min，离心 1 min，分别加 500 μl 洗

涤液 1 [5 mol/L GuSCN、0.1 mol/L Tris-HCl（pH 

6.4），20 mmol/L EDTA（pH 8.0）] 和洗涤液 2 

[10 mmol/L Tris-HCl（pH 7.5），0.1 mol/L NaCl，

1 mmol/L EDTA（pH 8.0），75%乙醇] 洗脱 3

次，每次离心 2 min，弃废液，室温下干燥

20 min，将离心柱置于新的 EP 管中，滴加 50 μl 
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TE 缓冲液，离心 1 min，收集 DNA 溶液；    

﹣20 ℃保存备用。 

1.2  DNA 质量分析 

分别从以上 5种方法提取的DNA中取 5 μl

上样在 1%的琼脂糖凝胶中，通过电泳结果判

断 DNA 完整性。每次取 2 μl 的 DNA 产物，用

Nano Drop 2000 分光光度计（Thermo，美国）

测定总 DNA 的浓度（mg/L）及纯度 A260/A280

值。样品吸光值（A）计算公式为A =﹣log（Is/Ib），

式中，Is 表示样品的透过光强度，Ib 表示空白

对照的透过光强度。以上 2 种光强度在测定时

均由仪器自动检测、记录并保存。A260/A280 值

在 1.8 ~ 2.0 时表示 DNA 较纯，若高于 2.0，表

明产物中 RNA 没有去除干净，若低于 1.8，表

明产物中含有酚或蛋白质（Xia et al. 2019）。每

份样品重复测定 3 次，每次 3 个平行样。 

1.3  分子鉴定分析 

为了验证效果最佳的方法所提取东方白鹳

粪便总 DNA 的高效性和完整性，首先，使用

该方法提取天津动物园的 7 只东方白鹳粪便总

DNA，所有提取和测定的步骤不变；然后，选

择线粒体 DNA（mitochondrial DNA，mtDNA）

控制区基因作为目标片段，进行 PCR 扩增，检

验所得序列是否属于东方白鹳 mtDNA 控制区

序列。应用引物 mtDNA355F 和 mtDNA355R

（表 1），序列目标长度是 383 bp，引物由苏州

金唯智生物科技有限公司合成。PCR 扩增反应

体系为 20 μl，模板 DNA 2 μl，Ex Taq（5 U/μl，

TaKaRa，日本）0.1 μl，10 × Ex Taq Buffer（Mg2+ 

plus ）（ 20 mmol/L ） 2 μl ， dNTP Mixture

（ 2.5 mmol/L ） 1.6 μl, 引 物 各 0.5 μl

（20 μmol/L），ddH2O 13.3 μl。反应条件，94 ℃ 

3 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃90 s，

30 个循环；72 ℃延伸 7 min，4 ℃保存。 

为了进一步检验所提取东方白鹳粪便总

DNA 的扩增效果，选择同一只个体的粪便

DNA 作为模板，进行 100 ~ 200 ~ 300 ~ 383 bp

的长度梯度扩增。使用的引物分别是 100 bp-F

和 100 bp-R、200 bp-F 和 200 bp-R、300 bp-F

和 300 bp-R、383 bp-F 和 383 bp-R（表 1），引

物均由苏州金唯智生物科技有限公司合成。以

上 PCR 扩增反应体系和条件均与引物

mtDNA355F/R 操作一致。 
 

表 1  实验中使用的引物 

Table 1  Primers used in the experiments 

引物名称
Primer code

引物序列（5′﹣3′） 
Primer sequence 

mtDNA355F GGATAGGCTCTGTAATGGTAGGTGG 

mtDNA355R TAGGGTGTAGGGGGAAAGAATGAT 

100 bp-F AGGGATGTAATGGCTGTAGGGTTAGG 

100 bp-R CGTATCCGTACCCTCAGTACTATCTCC 

200 bp-F GGAGTAGGGATGTAATGGCTGTAGG 

200 bp-R ACTCCGATTAATAGATAACCTGGTCCTTCAG

300 bp-F ACAGTTAGGGGATGGCTAAGGGT 

300 bp-R ACACCGGGTTGCTGATTTCAC 

383 bp-F GGATAGGCTCTGTAATGGTAGGTGGA 

383 bp-R AGGGTGTAGGGGGAAAGAATGATCC 

 

PCR 产物经 1%凝胶电泳检测，测序由苏

州金唯智生物科技有限公司完成。序列经

BLAST 比对，并从 GenBank 中下载鹳科的东

方白鹳、白鹳（C. ciconia）和黑鹳（C. anigra），

鹤科的白头鹤（Grus monacha）和丹顶鹤（G. 

japonensis ）以及鹮科的白琵鹭（ Platalea 

leucorodia）和朱鹮（Nipponia nippon）共 7 个

物种的 mtDNA 控制区序列，用于构建系统进

化树，验证所测序列是否属于东方白鹳，分析

其与其他鸟类的进化关系远近。将所得样本的

序列分别用DNAMAN 6.0和MEGA 7.0软件进

行多序列比对分析和人工校正。利用 MEGA 

7.0 软件，选择邻接法（neighbor joining，NJ）

构建系统进化树，使用 Bootstrap 进行检验，重

复数是 1 000。使用 Clustal X 软件对各物种的

mtDNA 序列进行相似性比对分析。 

2  结果 

2.1  5 种方法提取东方白鹳粪便 DNA 的比较 

CTAB 法提取的 DNA 浓度值区间范围为

18.29 ~ 28.95 mg/L。不同水浴（破壁）时间提
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取的 DNA 纯度（A260/A280值）均低于 1.8，最

优水浴（破壁）时间为 1 h，其 DNA 浓度最高，

随后依次是水浴 2 h、4 h、6 h（表 2）。 

SDS 法提取的 DNA 浓度值区间范围为

13.74 ~ 16.89 mg/L。不同水浴时间（破壁）提

取的 DNA，1 h 时 DNA 浓度最高，随后从高

到低依次是 6 h、4 h、2 h（表 2）。在水浴（破

壁）4 h 条件下，虽然 DNA 浓度较低，但纯度

（A260/A280 值）最纯，是 SDS 法的最优水浴（破

壁）时间。 

Tiangen 试剂盒法提取 DNA 浓度值区间范

围为 20.18 ~ 78.92 mg/L。不同水浴（破壁）时

间提取的 DNA，4 h 时虽 DNA 浓度最高，但

A260/A280值较低，而水浴（破壁）0.5 h时A260/A280

值最接近 1.8，且 DNA 浓度是 27.01 mg/L，后

者是该方法的最优水浴（破壁）时间（表 2）。 

Qiagen 试剂盒法提取的 DNA 浓度值区间

范围为 18.12 ~ 57.06 mg/L。不同水浴（破壁）

时间提取 DNA，1 h 时 DNA 浓度最高，但其

A260/A280 值最低，而在水浴（破壁）0.5 h 时，

A260/A280 值达 1.83，所得 DNA 较纯，因此水浴

（破壁）0.5 h 是最优水浴（破壁）时间（表 2）。 

GuSCN 法提取的 DNA 浓度值区间范围为

49.44 ~ 115.01 mg/L。不同水浴（破壁）时间提

取的 DNA，最优水浴（破壁）时间是 1 h（表

2），此时的 DNA 浓度和纯度（A260/A280 值）达

到最高，其次是 6 h，最后是 0.25 h。 

5 种方法提取的粪便总 DNA，凝胶电泳检

测结果中均未出现明显的 DNA 条带（图 1）。

CTAB 法水浴（破壁）6 h 时提取的 DNA 电泳

条带出现少量弥散现象，碎片化较严重，其余

泳道均未出现条带（图 1a）。其他 4 种方法提

取的 DNA 电泳图均未出现明显的、具有一定

大小的条带，粪便总 DNA 发生了严重降解，

DNA 完整性较差（图 1b ~ e）。 

在 DNA 提取效率方面，2 种试剂盒法在不

同的水浴（破壁）时间下提取的粪便总 DNA

并没有表现出明显的优势，且考虑到商业化试

剂盒价格高昂，所以Tiangen试剂盒法和Qiagen 

表 2  5 种方法所得基因组 DNA 的 

浓度（mg/L）和纯度（A260/A280） 

Table 2  Concentration (mg/L) and purity (A260/A280) 

of genomic DNA obtained by five methods 

方法
Methods

水浴（破壁）时

间 Water bath 
(wall breaking) 

time (h) 

DNA 浓度

（mg/L） 
DNA 

concentration 

A260/A280值
A260/A280 value

1 28.95 ± 0.95 1.32 ± 0.03 

2 23.85 ± 4.45 1.30 ± 0.02 

4 19.29 ± 2.53 1.29 ± 0.01 

CTAB 

6 18.29 ± 0.78 1.52 ± 0.02 

1 16.89 ± 3.14 1.53 ± 0.17 

2 13.74 ± 1.92 1.36 ± 0.05 

4 14.27 ± 3.42 1.92 ± 0.05 

SDS 

6 15.72 ± 2.35 0.88 ± 0.11 

0.5 27.01 ± 5.57 1.68 ± 0.01 

1 22.59 ± 0.89 1.61 ± 0.17 

2 20.18 ± 1.67 0.96 ± 0.02 

Tiangen

4 78.92 ± 2.07 1.44 ± 0.01 

0.08 18.12 ± 1.01 1.61 ± 0.01 

0.5 21.36 ± 0.39 1.83 ± 0.18 

1 57.06 ± 5.58 1.50 ± 0.08 

Qiagen 

3 28.49 ± 3.98 1.59 ± 0.09 

0.25 49.44 ± 2.06 1.27 ± 0.01 

1 115.01 ± 3.99 1.82 ± 0.19 

GuSCN

6 101.66 ± 2.26 1.81 ± 0.01 

 

试剂盒法不是提取东方白鹳粪便基因组 DNA

的最佳方法。比较 3 种实验成本较低的试剂方

法提取的 DNA 浓度和纯度，GuSCN 法提取的

DNA 浓度显著高于另外 2 种方法且纯度较纯。

CTAB 和 SDS 方法提取的粪便总 DNA 浓度较

低，同时 2 种方法受水浴（破壁）时间的影响

较小。因此综合 DNA 的提取效率，初步认为

GuSCN 法得率较高，比较适于研究使用。 

2.2  利用GuSCN法提取7只东方白鹳的DNA 

为了进一步验证 GuSCN 法提取东方白鹳

粪便总 DNA 的效率，取 7 只东方白鹳（WFT-1

至 WFT-7）粪便提取总 DNA（表 3）。 

所提取的 7 只东方白鹳的粪便 DNA 浓度

都超过了 90 mg/L，而且 DNA 的纯度（A260/A280 
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图 1  利用 5 种方法所提取基因组 DNA 的电泳结果 

Fig. 1  Electrophoretic results of genomic DNA amplified by five extraction methods 

a. 不同水浴（破壁）时间 CTAB 法提取总 DNA 电泳图；b. 不同水浴（破壁）时间 SDS 法提取总 DNA 电泳图；c. 不同水浴（破

壁）时间 Tiangen 试剂盒法提取总 DNA 电泳图；d. 不同水浴（破壁）时间 Qiagen 试剂盒法提取总 DNA 电泳图；e. 不同水浴

（破壁）时间 GuSCN 法提取总 DNA 电泳图。 

a. Total DNA electrophoresis was extracted by CTAB method with different water bath (wall breaking) time; b. Total DNA 

electrophoresis was extracted by SDS method with different water bath (wall breaking) time; c. Total DNA electrophoresis was extracted 

by Tiangen kit method with different water bath (wall breaking) time; d. Total DNA electrophoresis was extracted by Qiagen kit method 

with different water bath (wall breaking) time; e. Total DNA electrophoresis was extracted by GuSCN method with different water bath 

(wall breaking) time. 

 

表 3  GuSCN 法提取粪便基因组 

DNA 的浓度和 A260/A280 

Table 3  DNA concentration and A260/A280 of fecal 

genome extracted by GuSCN method 

东方白鹳 
Ciconia boyciana 

DNA 浓度（mg/L） 
DNA concentration 

A260/A280值 
A260/A280 value

WFT-1 118.12 ± 4.59 1.87 ± 0.06 

WFT-2 91.83 ± 4.84 2.01 ± 0.05 

WFT-3 110.96 ± 6.35 1.90 ± 0.05 

WFT-4 91.11 ± 5.50 1.98 ± 0.09 

WFT-5 122.18 ± 7.05 1.99 ± 0.14 

WFT-6 160.52 ± 5.58 1.88 ± 0.06 

WFT-7 146.95 ± 11.15 2.10 ± 0.17 

值）较高（1.8 左右）。即利用 GuSCN 法成功

从 7 只东方白鹳的粪便中提取了基因组 DNA，

且其浓度和纯度符合一般分子研究的基本要

求，也符合建库研究的质量要求。 

2.3  利用 PCR 进行东方白鹳的分子鉴定 

PCR 产物的凝胶电泳检测结果显示，从 7

只东方白鹳（WFT-1 至 WFT-7）粪便中提取的

DNA 扩增 mtDNA 控制区序列均大约在 300 ~ 

500 bp 处（图 2a），经测序后得到 383 bp 的序

列，BLAST 比对证实了 7 条序列均属于东方白

鹳 mtDNA 控制区。100 ~ 200 ~ 300 ~ 383 bp 的

长度梯度扩增，除 100 bp 处未见条带，其余 3

个泳道均有明显的条带（图 2b）。GuSCN 法提
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取的东方白鹳粪便总 DNA 的完整性较好，能够

进行物种鉴定。 

通过 DNAMAN 6.0 软件，将测得的 7 只东

方白鹳的 mtDNA 控制区序列进行比对，发现

这些个体的序列一致性达 96.78%，从中选择一

只个体 WFT 与在 GenBank 中下载的 7 个物种

的 mtDNA 控制区序列构建系统进化树。WFT

与东方白鹳聚在一起，确定其是东方白鹳，且

与白鹳的亲缘关系相较黑鹳更近。相比鹮科，

鹳科与鹤科的亲缘关系更近（图 3）。使用

Clustal X 软件对本研究样本 WFT 与以上同科

的物种进行序列比对分析后的结果再次证明，

GuSCN 法提取东方白鹳粪便总 DNA 能够进行

物种特异性鉴定（图 4）。 
 

 
 

图 2  利用 GuSCN 法提取的 DNA 进行 PCR 扩增的电泳图 

Fig. 2  Electrophoresis diagram of PCR amplification of DNA extracted by GuSCN method 

a. M 表示 Marker，WFT-1 至 WFT-7 表示 7 只东方白鹳 mtDNA 控制区序列的扩增条带；b. M 表示 Marker，1 至 4 泳道分别代表

扩增的目的片段长度为 100 bp、200 bp、300 bp、383 bp。 

a. M represents marker, and WFT-1 to WFT-7 represent the amplified bands of mtDNA D-loop region sequence of 7 Oriental White 

Storks; b. M represents marker, lanes 1 to 4 represent the amplified target fragments with lengths of 100 bp, 200 bp, 300 bp and 383 bp 

respectively. 

 

 
 

图 3  基于 mtDNA 控制区 383 bp 序列使用邻接法构建的东方白鹳与鹳科、鹤科和鹮科部分物种的系统进化树 

Fig. 3  Based on the 383 bp sequence of mtDNA D-loop, the phylogenetic tree of both the Oriental White 

Stork and some species of Ciconiidae, Gruidae, and Threskiorothidae was constructed by neighbor joining 

WFT 表示本研究物种。WFT represents our study species. 
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图 4  东方白鹳与同科物种 mtDNA 控制区序列比对 

Fig. 4  Sequence alignment of mtDNA D-loop between the Oriental White Stork and species of the same family 

WFT 为本研究物种；* 为保守位点，- 表示序列空缺。 

WFT is the research species. “*” means the similar site, “-” indicates a sequence vacancy. 

 

3  讨论 

与哺乳动物粪样相比较，水鸟粪样相对较

稀，其遗传信息提取难度相对较高（代艳丽等 

2011）。Eriksson 等（2017）以巴布亚企鹅

（Pygoscelis papua）、阿德利企鹅（P. adeliae）

和帽带企鹅（P. antarctica）为研究对象，比较

了 6 种商业试剂盒提取的 DNA 产量，除了

Qiagen 病原体提取试剂盒（QIAamp cador 

Pathogen kit），其余试剂盒均无法从粪便中提

取到足量的 DNA。本研究在应用 5 种方法提取

东方白鹳的粪便总 DNA 过程中，存在酚类物

质或者蛋白质去除不彻底现象，所提取获得的

DNA 普遍纯度偏低，且电泳图均未检出现明显

的 DNA 条带，这可能与样品本身所含基因量

少或核酸降解有关。 

CTAB 法广泛应用于植物 DNA 的提取和

动物粪便的 DNA 提取（Minas et al. 2011，

Arseneau et al. 2017，Aboul-Maaty et al. 2019）。

但 CTAB 试剂具有黏性，可能在沉淀 DNA 的
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时候形成复合物，从而影响 DNA 的质量（杨

重晖等 2020）。SDS 法的提取效率可能与裂解

液的成分和用于分离或沉淀 DNA 的有机溶剂

有关（Xia et al. 2019）。这两种方法因具有成本

较低、试剂组分构成简单的优势被广泛使用，

缺点是操作步骤繁琐、时间耗费较大（余巨全

等 2020）。本研究从不同水浴（破壁）时间条

件下 DNA 浓度和纯度角度分析认为，CTAB 和

SDS 法难以获得较高质量的东方白鹳粪便

DNA，此结果与部分相关研究的结果保持一致，

例如李龙显等（2018）研究发现 CTAB 法和 SDS

法均不是提取华南虎（Panthera tigris amoyensis）

粪便总 DNA 的最佳方法。由于存在物种差异

及粪便特征差异，也有一些相关研究与本研究

结果不一致，例如郭政宏等（2016）使用 SDS

法提取藏山羊粪便总 DNA 的效率   较高。 

与传统的试剂方法相比，商业化试剂盒优

点是操作简便、时间消耗少，而其缺点是成本

相对较高（吴敏娜等 2015）。王浩伊等（2020）

研究发现，在提取鲤鱼（Cyprinus carpio）肠

道总 DNA 方面，Qiagen 试剂盒法的提取效果

要优于氧化锆珠破壁法。李霞等（2015）研究

发现，在提取山羊（Capra hircus）粪便总 DNA

时，Tiangen 试剂盒法的提取效果优于 CTAB

法。本研究使用的 Tiangen 试剂盒法和 Qiagen

试剂盒法与 CTAB 和 SDS 法相比较，A260/A280

值有所增加，说明试剂盒去除蛋白质或酚类物

质的能力比传统方法更有效，但由于成本昂贵

且 DNA 提取效率相对较低，这两种方法不是

提取东方白鹳粪便基因组 DNA 的最佳方法。 

GuSCN 法中用到的有机溶剂较少，其中硫

氰酸胍是一种强蛋白变性剂，能使各种核酸酶

失活，二氧化硅可强有力地吸附 DNA，进一步

提高 DNA 产量（赵健元等 2008，Hosomi et al. 

2017，程浩等 2020）。本研究发现，GuSCN 法

提取东方白鹳粪便总DNA效果相对最为理想，

其 DNA 浓度、纯度和完整性均优于其他方法，

这与其他相关研究结果一致，例如代艳丽等

（2011）和张漫慧等（2020）先后应用相同方

法在白头鹤和朱鹮粪便中成功提取到了总

DNA。 

综上所述，本研究发现 GuSCN 法是东方

白鹳粪便总 DNA 提取方法中相对最为简便、

高效、可靠且成本较低的提取方法，同时本研

究为利用东方白鹳粪便进行性别鉴定提供方法

基础。考虑到本次实验中水浴（破壁）时间梯

度较大，一定程度可能影响实验结果的准确性，

建议今后相关研究通过增加多个时间梯度，比

较粪便总 DNA 质量，进一步比较分析最佳提

取条件。 
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