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摘要：地栖鸟类的物种多样性是衡量陆地生态系统健康状况的重要指标，对生物多样性保护策略的制

定具有重要指导意义。然而，由于地栖鸟类警觉性高且栖息地复杂，传统的调查方法在野外调查中常

因个体难以直接被观察而降低物种多样性评估的准确性。相比之下，基于分子粪便学的调查方法无需

直接观察动物个体，仅通过粪便 DNA 分析即可实现准确的物种鉴定。然而，目前学界尚无严格质控的

分子粪便学调查流程，限制了其相关应用。本研究以四川小寨子沟国家级自然保护区的鸡形目鸟类为

对象，旨在建立一套基于分子粪便学的地栖鸟类物种多样性调查方法。研究团队于 2021 至 2023 年基

于样线法开展野外调查，调查区域达保护区总面积的 27.7%，调查区域植被类型以常绿针叶林和常绿阔

叶林为主，海拔范围为 1 438 ~ 3 810 m。调查期间共采集鸟类粪便样本 116 份，采用 COI 和 Cyt b 分子

标记进行物种鉴定，并从样品采集到数据分析进行全过程质控和流程优化。结果表明：1）粪便的新鲜

程度与物种鉴定成功率之间存在显著的正相关关系；2）使用鸟类粪便 DNA 进行物种鉴定的最低浓度

阈值为 3 mg/L；3）COI 基因序列的种间遗传距离为种内遗传距离的 23 倍，符合“10 × 规则”（即种

间遗传距离达到种内遗传距离的 10 倍以上可用于物种鉴定），且系统发育树显示所有物种均形成独立

聚类，表明该流程能够有效区分不同的鸟类物种；4）成功提取并鉴定 87 份粪便样本（成功率 75%），

识别出 10 种鸟类，其中包括 6 种鸡形目鸟类。本研究系统分析了鸟类粪便新鲜程度与物种鉴定成功

率的关系，并综合多因素优化物种鉴定流程，提高物种鉴定成功率。本研究构建的标准化分子粪便学

调查方法，为自然保护地核心区的鸟类多样性监测提供了技术支持，并可用于生物多样性评估与保护

管理。 
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Abstract: [Objectives] The species diversity of terrestrial birds serves as a crucial indicator for assessing 

terrestrial ecosystem health and holds significant implications for formulating biodiversity conservation 

strategies. However, due to the high vigilance of terrestrial birds and the complexity of their habitats, 

conventional species diversity survey methods often have low accuracy because individuals are difficult to be 

observed directly in field surveys. In contrast, the survey methods based on molecular scatology do not require 

direct sighting and allow accurate species identification through fecal DNA analysis. However, the lack of 

standardized and quality-controlled procedure limits its application in species diversity research. This study 

aims to establish a species diversity survey protocol for terrestrial birds based on molecular scatology, 

covering the entire process from fecal sample collection to data analysis. [Methods] This study focused on the 

birds of Galliformes in the Xiaozhaizigou National Nature Reserve, Sichuan Province. Field surveys were 

conducted from 2021 to 2023 via the line transect method, covering 27.7% of the total area of the reserve. The 

surveyed areas were predominantly evergreen coniferous and broad-leaved forests, with elevations ranging 

from 1 438 to 3 810 m (Fig. 1). During the survey period, a total of 116 avian fecal samples were collected. 

Species were identified based on the molecular markers COI and Cyt b. The species identification protocol 

was optimized by integrating several key steps to enhance the success rate of species identification. These 

steps included selecting the freshness of samples, extracting avian DNA, and determining the minimum DNA 

concentration threshold required for identification. The Cochran-Armitage trend test was employed to 

examine the correlation between fecal sample freshness and species identification success rate. [Results] 1) 

The success rate of species identification in fresh and semi-fresh avian fecal samples was high (fresh: 100%; 

semi-fresh: 84.4%), whereas that in the old samples significantly decreased to 45.8%. The Cochran-Armitage 

trend test revealed a positive correlation between fecal sample freshness and species identification success rate 

(χ2 = 21.227, df = 1, P < 0.001). 2) The minimum DNA concentration threshold for species identification 

using avian feces was 3 mg/L. DNA re-extraction is recommended in the case of the DNA concentration 

below this value. 3) The intraspecies genetic distances based on the COI gene sequence ranged from 0.001 7 

for Tragopan temminckii to 0.012 7 for Lophophorus lhuysii, with a mean of 0.007 7. In contrast, the 

interspecies genetic distances varied from 0.125 (between Tetraophasis obscurus and Pucrasia macrolopha) to 

0.250 (between Chrysolophus pictus and Tragopan temminckii), with an average of 0.177. The interspecies 

genetic distance was 23 times greater than the intraspecies genetic distance, meeting the “10 × rule”, which 
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states that an interspecies genetic distance greater than 10 times the intraspecies genetic distance can be used 

to differentiate species (Table 2). Furthermore, the phylogenetic analysis revealed that all species formed 

monophyletic groups, demonstrating that the established protocol can effectively distinguish bird species (Fig. 

3). Ultimately, this study successfully identified 87 samples (75% success rate), encompassing 10 bird species, 

including 6 species of Galliformes (Table 1), and established a species diversity survey protocol based on 

avian molecular scatology (Fig. 4). [Conclusion] This study analyzes the relationship between the avian fecal 

freshness and species identification success rate, and optimizes the species identification protocol through a 

combination of multiple steps to improve identification success rate. The standardized survey protocol based 

on molecular scatology provides technical support for bird species diversity monitoring in nature reserves, and 

can be applied to biodiversity assessment and conservation management.  

Key words: Terrestrial bird; Molecular scatology; Species diversity survey; Xiaozhaizigou National Nature 

Reserve 

地栖鸟类（terrestrial birds）是指主要在地

面活动的鸟类，其觅食、活动、筑巢等行为主

要依赖地面，而非栖息于树木或空中飞行

（Del-Hoyo et al. 1994，Gill 1995）。典型的地

栖鸟类常见于鸡形目（Galliformes）和鸨形目

（Otidiformes）等类群，它们能够适应多种栖

息环境，如草地、灌丛、湿地及林下等（Voskamp 
et al. 2017）。为适应地面生活，这些鸟类通常

具备强健的腿部等形态特征，而飞行能力相对

较弱，一般只进行短距离的飞行（MacArthur 
1971）。地栖鸟类对环境变化较为敏感，其地理

分布的变化是响应气候变化的重要指标之一

（La Sorte et al. 2014）。同时，它们可作为生物

指示物种，用于监测环境污染（Mansfield et al. 
2024 ）和评估陆地生态系统的健康状况

（Aghababyan 2024）。此外，地栖鸟类还能够

揭示人类农业活动对湿地生态的影响，以及由

此造成的湿地保护价值的损失（Robledano et al. 
2010）。由于气候变化和人类活动的影响，全

球多个地区地栖鸟类均处于分布区缩减和种群

数量下降状态（Dvorak et al. 2012，Shaw et al. 
2016，Whitehead et al. 2018）。例如，英国伯温

特殊保护区的调查显示，1983 至 2002 年间，

多种地栖鸟类数量大幅下降，柳雷鸟（Lagopus 
lagopus）和黑琴鸡（Lyrurus tetrix）分别减少

54%和 78%，栖息地缩小至原来的 62%和 72%，

这些变化主要由栖息地退化和管理措施减少引

起，导致灌木林转为灌木丛和森林，从而影响

了鸟类的生存环境（Warren et al. 2014）。因此，

准确掌握地栖鸟类物种多样性信息，有助于快

速识别受威胁物种、监测栖息地环境变化以及

评估陆地生态系统健康，从而为物种与栖息地

保护提供科学依据，并为应对气候变化提供支

持（Canterbury et al. 2000，Sutherland et al. 
2004）。 

常用的物种调查方法包括样线法、样点法、

红外相机调查法和网捕法等（李晟等 2014，
Mere Roncal et al. 2019，肖治术等 2019）。然

而，对于地栖鸟类的多样性调查，这些方法均

存在一定局限性。地栖鸟类具有较高的警觉性，

使用样线法和样点法时，鸟类可能会因被惊扰

而迅速逃离（吴颢林等 2023）。红外相机调查

法应用广泛，在开阔生境具有良好的效果，但

在植被茂密的隐蔽生境中，其拍摄效果可能受

到植被遮挡的影响（肖治术等 2019）。这些局

限性不仅可能降低物种调查的准确性，还可能

影响地栖鸟类保护工作的效率。 
基于 DNA 条形码的非损伤性取样法

（non-invasive genetic sampling）为地栖鸟类物

种多样性的精准调查提供了新的可能性（Waits 
et al. 2005）。非损伤性取样是在不捕获、不触

及甚至在未亲眼见到动物的情况下收集其遗留
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物，例如粪便、食物残渣、脱落的羽毛和尿液

等样品。通过从非损伤性样品中获得遗传信息

并进行 DNA 条形码分析，可以实现物种的精

准鉴定（Hebert et al. 2003，Taberlet et al. 2007）。
在各种非损伤性样品中，粪便样品最易被发现

和收集，不干扰动物且 DNA 含量较高，是非损

伤性取样中最具有潜在价值的研究材料（单磊

等 2018）。然而，鸟类粪便中含有尿酸盐等杂质，

且 DNA 易降解，这些因素限制了其利用率。 
与其他动物（如哺乳动物）不同，鸟类通

过泄殖腔排泄，粪便通常伴随着尿液（Gill 
1995），而尿酸盐的存在使得从鸟类粪便中提取

DNA 变得特别具有挑战性（Eriksson et al. 
2017）。同时，尿酸盐作为强 PCR 抑制剂，严

重干扰 PCR 反应，可能导致扩增失败

（Segelbacher et al. 2001，Ramón-Laca et al. 
2018）。此外，鸟类粪便中还含有尿素、多糖及

胆盐等，这些物质不仅影响 DNA 提取效率，

还会抑制 PCR 反应的特异性（Monteiro et al. 
1997）。因此，目前从鸟类粪便中有效提取合格

DNA 样品仍面临较大挑战，基于鸟类粪便的物

种多样性调查研究也较少。 
利用鸟类粪便样本进行物种鉴定的另一个

难题是缺乏鸟类粪便新鲜程度与物种鉴定成功

率之间关系的研究。尽管粪便新鲜程度被认为

是决定其 DNA 质量的关键因素之一（严丽君

等 2023），但在野外研究中，采集到新鲜的粪

便十分困难。粪便暴露在野外环境中，DNA 易

受核酸酶作用而降解，且降解程度随时间的延

长而加剧，进一步影响了 DNA 提取和 PCR 扩

增效果（Frantzen et al. 1998）。在其他物种的研

究中，已有一些关于粪便新鲜程度与 DNA 质

量关系的研究。例如，在美洲黑熊（Ursus 
americanus）的研究中，已经建立了粪便新鲜

程度与 DNA 提取质量以及后续分子生物学研

究之间的关系体系（Owen-Ramos et al. 2022），
这一研究为食肉目动物研究提供了宝贵的经

验。然而，鸟类粪便的相关研究匮乏，研究人

员在采集鸟类粪便样本时难以采取具有针对性

的策略，往往需全面采集以确保所有样本都能

够被鉴定，这导致调查成本升高而且效率降低。

因此，明确野外鸟类粪便新鲜程度与物种鉴定

成功率之间的关系至关重要。 
鸡形目鸟类是典型的地栖鸟类，体型较大

且飞行能力较弱，易受捕猎和栖息地退化的威

胁，多个物种已被列为重点保护动物（McGowan 
et al. 2012）。对鸡形目鸟类多样性进行调查，

有助于了解其种群健康状况和栖息地偏好，从

而为保护工作提供科学依据，具有重要的生态

学和保护生物学意义（张正旺等 2003）。横断

山脉是全球鸡形目鸟类重要分布区，也是中国

鸡形目鸟类的特化和分化中心，该区域对于鸡

形目鸟类的保护具有重要意义（Cai et al. 
2018）。四川小寨子沟国家级自然保护区（以下

简称“小寨子沟保护区”）位于横断山脉的岷

山山系，具有显著的立体气候，植被类型多样

且呈带状分布（罗辅燕 2005），生态系统在全

球范围内具有突出的代表性和典型性。小寨子

沟保护区特殊的地理位置、气候条件和丰富的

植被类型为鸡形目鸟类提供了理想的生存和繁

殖环境，孕育了丰富的珍稀、濒危、特有鸡形

目鸟类（周友兵等 2004）。因此，本研究选择

小寨子沟保护区的鸡形目鸟类作为研究对象，

通过采集粪便样本，探索基于鸟类粪便的物种

多样性调查流程。本研究旨在建立一套基于地

栖鸟类分子粪便学的物种多样性调查方法，以

提高自然保护区的地栖鸟类物种多样性监测

能力，并推动鸟类粪便在鸟类监测与保护中的

应用。 

1  材料与方法 

1.1  研究区域概况 
小寨子沟保护区位于四川省绵阳市北川县

（103°45′ ~ 104°05′ E，31°50′ ~ 33°10′ N），地

处横断山脉东坡，四川盆地西北缘，是全球生

物多样性热点区（Myers et al. 2000）。该区属北

亚热带湿润季风气候，海拔范围 1 160 ~ 4 769 m，

地形复杂，植被垂直分布明显（陈光升等 2005）。
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保护区始建于 1979 年，2013 年升为以保护大

熊猫（Ailuropoda melanoleuca）、川金丝猴

（ Rhinopithecus roxellana ）和中华扭角羚

（Budorcas tibetanus）等珍稀濒危野生动物及

森林生态系统为主的国家级自然保护区。此外，

小寨子沟保护区位于横断山区，该区域是中国鸟

类特有种的重要分布中心之一（雷富民等 2002）。 
小寨子沟保护区的鸡形目鸟类资源丰富，

根据调查资料显示（周友兵等 2004），该保护

区共分布有 12 种鸡形目鸟类。其中，国家一级

重点保护野生动物 3 种：斑尾榛鸡（Tetrastes 
sewerzowi）、红喉雉鹑（Tetraophasis obscurus）
和绿尾虹雉（Lophophorus lhuysii）；国家二级

重点保护野生动物 7 种：雪鹑（Lerwa lerwa）、

藏雪鸡（Tetraogallus tibetanus）、血雉（Ithaginis 
cruentus）、红腹角雉（Tragopan temminckii）、

勺鸡（ Pucrasia macrolopha ）、红腹锦鸡

（Chrysolophus pictus）和蓝马鸡（Crossoptilon 
auritum）；此外还包括“三有”野生动物灰胸

竹 鸡 （ Bambusicola thoracica ） 和 环 颈 雉

（Phasianus colchicus）。 
1.2  样品采集与保存 

调查人员利用 ArcGIS 10.7 将保护区划分

为 195 个 1 km × 1 km 的网格作为调查单元，

结合海拔梯度、植被类型和历史分布信息进行

分层抽样。调查队于 2021 年 9 至 12 月、2022
年 1 至 5 月和 2023 年 9 至 12 月共开展了 3 次

野外调查（图 1）。 

 

图 1  小寨子沟保护区不同海拔（上）与生境（下）的样品采集点分布 

Fig. 1  Distribution of sample collection sites at different elevations (top) and in different habitats (bottom) in 
Xiaozhaizigou National Nature Reserve     

 



·948· 动物学杂志 Chinese Journal of Zoology 60 卷 

 

本研究使用评级系统来描述收集到粪便的

新鲜程度，并在采集时根据粪便状态为每个样

品进行了新鲜程度评分：1-新鲜，2-半新鲜，

3-陈旧。具体划分标准如下：当粪便表面湿润，

伴有尿液残留，颜色较深时，描述为新鲜；当

粪便开始变硬，但仍保持一定湿润度，且颜色

逐渐发白时，描述为半新鲜；当粪便中的水分

几乎完全蒸发，变得干燥硬化，并且由于尿酸

盐结晶的形成，表面明显发白，描述为陈旧

（图 2）。最后采用 SPSS Statistics 27 软件进

行 Cochran-Armitage 趋势检验探究粪便新鲜程

度与物种鉴定成功率之间的相关性。 
野外条件下，粪便的保存是影响鸟类粪便

DNA 质量的重要因素（Whittier et al. 1999）。

为了获得高质量的 DNA，研究人员通常在实

验室使用液氮或﹣80 ℃/﹣20 ℃冰箱保存粪

便（Michaud et al. 2011），但液氮或冰箱储存

条件增加了野外工作的难度，特别是小寨子沟

保护区位于岷山山系高山峡谷地区，地形条件

复杂，携带冷冻设备十分困难。近年来，使用

乙醇保存粪便的方法逐渐得到认可，研究表明

无水乙醇保存的粪便样品在 8 个月后提取的

DNA 几乎无降解（李娜等 2006），且具有低

成本、易获取和便于携带等优点（单磊等 
2018）。因此，本研究选择无水乙醇作为粪便

保存方案。 
在确定了样品新鲜程度的判断方法和粪便

保存方案后，调查队员开始沿样线以 2 km/h 的

速度行进并搜索样品，采集设定网格内（图 1）
的粪便样品，同时采集羽毛作为辅助数据来源。

根据粪便的干燥程度判断新鲜程度，同时根据

粪便形状和大小等特征推测其物种来源。采集

时佩戴口罩和一次性乳胶手套，使用无菌棉签

将鸟类粪便样品转移到离心管中，并加入体积

为粪便两倍以上的无水乙醇，密封保存（李娜

等 2006，单磊等 2018）。羽毛样品完整存放

在干燥信封中，常温下封存（ Segelbacher 
2002）。野外调查过程中详细记录样品采集日

期、地理坐标、样品类别，以及海拔、坡度、

植被类型等生境信息。样品带回实验室后，转

移到﹣20 ℃冰箱保存。 
1.3  样品处理、DNA 提取与物种鉴定 
1.3.1  DNA 提取、扩增  在提取前使用 PBS
浸泡洗涤粪便样本去除乙醇及粪便表面杂质

（如泥土等），使用无菌棉签去除残留的植物

组织等杂质。由于尿酸盐通常以白色结晶形式

存在，避免粪便样本中的任何白色部分进入

DNA 提取过程。 
粪便和羽毛样品分别使用 Qiagen 试剂盒

（QIAamp Fast DNA Stool Kit，DNeasy Blood 
& Tissue Kit）进行 DNA 提取。利用分光光度

计（NanoDrop2000，Thermo Scientific）检测

DNA 的浓度和纯度，通过琼脂糖凝胶电泳检测

DNA 的完整性，﹣20 ℃保存。 
1.3.2  PCR 扩增实验与测序  采用两类鸟类

DNA 条形码通用引物进行 PCR 扩增实验。首

先扩增线粒体细胞色素 c 氧化酶亚基Ⅰ基因

（cytochrome c oxidase I，COI），该基因具有

较高的适用性和广泛的数据库支持，已广泛应

用于鸟类的物种鉴定（Parejo-Farnés et al. 
2018）。为了进一步提高扩增成功率，本研究

还选择了细胞色素 b 基因（cytochrome b，Cyt b） 

 
图 2  粪便新鲜程度的示例图 

Fig. 2  Examples of feces freshness levels    
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为备选基因，Cyt b 基因能够为近缘物种间的区

分提供有效的支持（Parson et al. 2000）。COI
基因引物扩增片段长度 226 bp ，COI F
（COI-K_Bird_F）：5′-CCC CAG ACA TAG 
CAT TYC C-3′（简并碱基 Y 代表 C/T），COI R
（COI-K_Bird_R）：5′-TTG TGA TAG TGG 
TGG GGT TTT AT-3′；Cyt b 基因引物扩增片段

长度 358 bp，Cyt L（Cyt b-L14816）：5′-CCA 
TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA-3′，
Cyt H（Cyt b-H15173）：5′-CCC CTC AGA ATG 
ATA TTT GTC CTC A-3′。 

PCR 反应体系为 20 μl，包括 4 μl DNA 模

板（浓度为 0 ~169.4 mg/L），2 μl 的上游和下

游引物（浓度为 10 mg/L），10 μl Multiplex PCR 
Master Mix 酶（Qiagen）和 0.2 g/L 的牛血清白

蛋白（Bovine serum albumin，BSA）。COI 基
因 PCR 反应程序：94 ℃预变性 3 min；94 ℃变

性 40 s，54 ℃退火 40 s，72 ℃延伸 50 s，共 30
个循环；72 ℃再延伸 10 min。Cyt b 基因 PCR
反应程序：95 ℃预变性 2 min；95 ℃变性 1 min，
46 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 30 s，共 5 个循环；

95 ℃变性 1 min，53 ℃退火 1 min，72 ℃延伸

30 s，共 45 个循环；72 ℃再延伸 5 min。PCR
产物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测后，由北京擎

科生物科技有限公司使用 ABI 3730 测序仪进

行序列测定，测序引物与扩增引物相同。 
1.3.3  数据分析与物种鉴定  利用 Chromas 
V2.6.5 软件查看测序峰图并进行人工校正，随

后使用 NCBI（National Center for Biotechnology 
Information）的 BLAST 程序检索测序片段在

GenBank 数据库中的匹配序列，选择相似度不

低于 98%的序列作为参考序列（秦啼等 2020，
Pulgarín-R et al. 2021），并结合 IUCN 受威胁

物种红色名录（https://www.iucnredlist.org）和

《中国鸟类分类与分布名录》（第 4 版，郑光

美  2023）的物种分布范围确定物种。使用

MEGA 11（Tamura et al. 2021）软件的 Clustal 
W 功能比对校对好的序列，利用 Kimura 
2-parameter（K2P）（Kimura 1980）双参数替

代模型计算种内和种间遗传距离。最后，采

用邻接法（neighbor-joining，NJ）构建单倍

型分子系统进化树，并进行 1 000 次自展分支

检验。 

2  结果 

2.1  物种鉴定结果 
本研究在小寨子沟保护区开展样线调查，

共覆盖网格 54个，约占保护区总面积的 27.7%，

海拔范围为 1 438 ~ 3 810 m，共收集样品 140
份，包括 116 份鸟类粪便和 24 份羽毛样品，通

过 DNA 提取、PCR 扩增、序列测定及比对等

一系列流程对采集样品进行物种鉴定，成功鉴

定到 6 种鸡形目鸟类、2 种雀形目鸟类、1 种啄

木鸟目鸟类和 1 种鹈形目鸟类（表 1）。 
在 116 份粪便样品中，使用 COI 引物成功

鉴定 72 份样品，鉴定出 4 目 4 科 9 种；对失败

样品使用 Cyt b 引物重新扩增，成功鉴定 15 份，

鉴定出 3 种鸡形目鸟类，最终两类引物共鉴定

出 4 目 4 科 9 种鸟类。对于 24 份羽毛样品，使

用 COI 引物鉴定 21 份，鉴定出 3 目 4 科 6 种；

使用 Cyt b 引物重新扩增，将 1 份样品成功鉴

定为白喉噪鹛（Garrulax albogularis）。 
此外，在所有采集的粪便样品中，有 51

份由调查人员根据粪便形态进行了物种预判，

占样品总数的 44.0%。有 35 份同时有经验判断

和分子鉴定结果，其中 23 份一致，经验判断的

准确率为 65.7%，表明利用分子粪便学进行准

确的物种鉴定十分必要。 
2.2  种内与种间遗传距离及系统发育树的构建 

基于 COI 基因序列，采用 Kimura 双参数

模型，使用 MEGA 11 计算鸡形目鸟类的种内

和种间遗传距离。种内遗传距离介于 0.001 7
到 0.012 7 之间，平均为 0.007 7；种间遗传距

离介于 0.125 到 0.250 之间，平均为 0.177。其

中，红喉雉鹑与勺鸡的种间遗传距离最小，红

腹锦鸡与红腹角雉的种间遗传距离最大（表 2）。
种间平均遗传距离（0.177）约为种内平均遗传

距离（0.007 7）的 23 倍。 
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表 1  鸟类物种鉴定结果 

Table 1  Identification results of bird species 

目 
Order 

科 
Family 

种 
Species 

样品数量 
Sample size 

《IUCN 受威胁物种红色 
名录》受威胁等级 

Class of IUCN Red List of 
Threatened Species 

《中国脊椎动物红色名录》 
受威胁等级 

Threatened Categories of 
China’s Red List of Vertebrates 

保护级别 
Protection 

class 

鸡形目 
Galliformes 

雉科 
Phasianidae 

红喉雉鹑 
Tetraophasis obscurus 

1 LC VU I 

  血雉 
Ithaginis cruentus 

7 LC NT II 

  红腹角雉 
Tragopan temminckii 

71 LC NT II 

  勺鸡 
Pucrasia macrolopha 

12 LC LC II 

  绿尾虹雉 
Lophophorus lhuysii 

3 VU EN I 

  红腹锦鸡 
Chrysolophus pictus 

11 LC NT II 

鹈形目 
Pelecaniformes 

鹭科 
Ardeidae 

池鹭 
Ardeola bacchus 

1 LC LC * 

啄木鸟目 
Piciformes 

拟啄木鸟科 
Megalaimidae 

大拟啄木鸟 
Psilopogon virens 

1 LC LC * 

雀形目 
Passeriformes 

鸦科 
Corvidae 

星鸦 
Nucifraga caryocatactes 

1 LC LC * 

 
噪鹛科 

Leiothrichidae 
白喉噪鹛 

Garrulax albogularis 
1 LC LC * 

LC. 无危；VU. 易危；NT. 近危；EN. 濒危；I、II 分别为国家一级和二级重点保护野生动物；*为“三有”野生动物。 

LC. Least concern; VU. Vulnerable; NT. Near threatened; EN. Endangered; I. National first-class key protected wildlife; II. National 

second-class key protected wildlife; *. Nationally protected wildlife of ecological, scientific, and social significance.   
 

表 2  鸡形目物种 COI 基因序列的遗传距离 

Table 2  Genetic distances between the studied birds of Galliformes based on COI sequences 

物种 
Species 

红腹角雉 
Tragopan temminckii 

勺鸡 
P. macrolopha 

血雉 
I. cruentus 

红腹锦鸡 
C. pictus 

绿尾虹雉 
L. lhuysii 

红喉雉鹑 
Tetraophasis obscurus 

红腹角雉 Tragopan temminckii       

勺鸡 Pucrasia macrolopha 0.208      

血雉 Ithaginis cruentus 0.211 0.144     

红腹锦鸡 Chrysolophus pictus 0.250 0.125 0.208    

绿尾虹雉 Lophophorus lhuysii 0.170 0.155 0.162 0.209   

红喉雉鹑 Tetraophasis obscurus 0.186 0.126 0.175 0.169 0.164  

 
基于鸟类 COI 基因序列，构建了单倍型邻

接系统进化树（图 3）。同一种鸡形目鸟类的

所有个体都聚为一支，且同一属内、科内及目

内的不同种类也能很好地聚类，形成了独立的

进化分支。   
2.3  粪便新鲜程度对物种鉴定成功率的影响 

对不同新鲜程度的粪便样本进行物种鉴定

成功率的统计分析显示，新鲜粪便样品物种鉴

定成功率为 100%；半新鲜粪便鉴定成功率为

84.4%；而陈旧粪便鉴定成功率则显著下降至

45.8%。Cochran-Armitage 趋势检验分析表明，

粪便的新鲜程度与物种鉴定成功率之间存在显

著的正相关关系（χ2 = 21.227，df = 1，P < 
0.001）。 
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图 3  基于 COI 序列构建的鸡形目鸟类系统发育树 

Fig. 3  Phylogenetic tree reconstructed based on COI sequences of the studied birds of Galliformes 

各分支上的数字为分支 bootstrap 支持值。Bootstrap values for every species are showed.     

 
2.4  基于鸟类粪便样品的物种多样性调查方法 

本研究综合多因素优化物种鉴定流程，提

高了物种鉴定成功率，并建立了严格质控的地

栖鸟类物种多样性调查方法（图 4）。在本研

究中，所有成功完成物种鉴定的粪便样品的

DNA 浓度均不低于 3 mg/L，而低于此浓度的

样品未能成功鉴定。因此，建议将 3 mg/L 作为

DNA 浓度的临界值。若 DNA 浓度低于 3 mg/L，
需重新提取 DNA；若 DNA 浓度大于或等于

3 mg/L，则进入 PCR 扩增实验阶段。   
PCR扩增实验阶段首先使用COI基因引物

进行扩增。扩增产物通过琼脂糖凝胶电泳检测，

再进行序列测定。对于扩增失败的 DNA 样品，

使用 Cyt b 基因引物再进行扩增，琼脂糖凝胶

电泳检测后序列测定；若仍未扩增成功，则放

弃该样品。在本研究的 116 份粪便样品中，72
份通过 COI 引物成功扩增，15 份通过 Cyt b 引

物成功扩增。 
PCR 扩增产物进行 Sanger 序列测定后，进

行人工校对和序列比对，若对比相似度达到

98%及以上，判定该粪便样品物种与参考序列

物种一致。同时若 COI 基因序列相似度低于

98%，则使用 Cyt b 基因进行扩增，并依据后者

的相似度进行判定。 

3  讨论 

3.1  基于分子粪便学的地栖鸟类物种多样性

调查方法的建立 
野生动物粪便作为一种常用的非损伤性样

品类型，在动物遗传学、生态学和保护生物学

等研究中得到了广泛应用（Beja-Pereira et al. 
2009）。与其他非损伤性样品（如尿液、毛发）

相比，粪便样品外形特征明显，易于发现和采

集，并且由于动物排便具有节律性，所有个体

都会持续性地进行排便，可提供充足的样本来

源（单磊等 2018）。粪便中含有肠道脱落细胞，

这些细胞中的 DNA 足以提供排泄个体的遗传

信息（Albaugh et al. 1992）。因此，研究人员 
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图 4  基于分子粪便学的地栖鸟类物种多样性调查方法 

Fig. 4  Protocol of terrestrial bird species diversity survey based on molecular scatology 

 

已利用粪便样品对多个动物类群开展研究，例

如：哺乳类（Zhan et al. 2006，Lu et al. 2023）、

鸟类（Oehm et al. 2011）、昆虫类（Rytkönen 
et al. 2019）和两栖类（Abdul-Patah et al. 2014）。
其中，哺乳类和鸟类的相关研究较为丰富（魏

辅文 2001）。然而，鸟类粪便样品的利用频率

明显低于哺乳动物（王戎疆 2001）。这主要受

到以下几个因素制约：1）DNA 易降解：鸟类

胃肠道酸性环境较强，同时存在丰富的微生物

群落（Duke 1997）。这些微生物能产生分解

DNA 的酶，显著加速 DNA 的降解（Garcia- 
Mazcorro et al. 2021）；2）特殊排泄生理结构：

由于鸟类特殊的排泄生理结构，鸟粪由尿液和

粪便共同组成，尿液中含有高浓度的尿酸，它

以尿酸盐的形式析出并随尿液排出，与粪便混

合在一起（Gill 1995）。尿酸盐在低温保存或

高速离心条件下易形成结晶，这些结晶会干扰

DNA 提取过程，导致提取失败或 DNA 量较少

（Munch et al. 2019）；3）野外环境因素对粪

便 DNA 的降解有显著影响。当粪便暴露于野

外环境，粪便中的微生物及环境微生物都能产

生分解 DNA 的酶，从而降解粪便中的 DNA。

这一降解过程受温度、湿度等环境因素影响，

并随暴露时间延长而加剧（Frantzen et al. 1998，
Hájková et al. 2006，Brinkman et al. 2010）。 

尽管研究人员可针对单一影响进行克服

（Green et al. 2012，Hou et al. 2021，Edwards 
et al. 2023），例如通过规定粪便样本采集的现
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场条件，在一定环境温度条件下进行采样，从

而减少环境因素的影响（Fablet et al. 2024）。

然而，仅凭克服单一因素并不能完全确保 DNA
提取效率及后续分析（如 PCR 及测序结果）的

可靠性。目前缺乏基于从鸟类粪便采集到数据

产出的质控流程。本研究以鸡形目鸟类物种多

样性调查为例，建立鸟类粪便应用的技术流程，

确保每个环节的质量控制。 
本研究从样品采集、处理到 DNA 浓度分

析方面进行了质控。首先，样品采集部分，不

同新鲜程度对粪便 DNA 质量影响很大，然而

目前关于鸟类粪便新鲜程度与 DNA 提取成功

率之间关系的研究尚不充分，因此尚未形成有

效措施来提高采样效率。Smith 等（2023）将

粪便的新鲜程度分为“湿”（新鲜）和“干燥”

（不新鲜）两类。然而在野外采样时，很多样

本处于湿与干之间的过渡状态，使得单一的

“湿”或“干燥”标准可能无法准确评估其新

鲜度。为了更加全面地评估粪便的新鲜程度，

本文引入了“半新鲜”这一概念，用于描述开

始变硬但仍保持一定湿润度、颜色逐渐发白的

粪便样本。通过这一细化的分类标准，研究发

现鸟类粪便新鲜程度与物种鉴定成功率之间呈

显著的线性关系。因此在采集鸟类粪便时，建

议依据形态特征判断其新鲜程度。这一方法有

助于筛选出更合适的样本，从而提高物种鉴定

成功率。需说明的是，该评估方法是一种基于

形态观察的野外实用方法，而非精确的测定工

具。尽管如此，该标准在样本筛选中仍具有实

际价值，可依据新鲜程度对样本进行优先级排

序，尤其在样本数量超过分析所需时。未来研

究应建立更为客观、可量化的判断标准，以进

一步提高粪便新鲜程度判断的准确性。 
其次，在样本处理环节，面临的主要挑战

是鸟类粪便中复杂成分的干扰。鸟类粪便常混

杂有尿酸盐、植物残余等生物成分，还混杂有

泥土、沙粒等非生物杂质（Gill 1995）。本研

究对提取前的粪便样品进行了预处理以降低杂

质的干扰。具体是在提取前使用 PBS 对样品进

行浸泡洗涤，去除乙醇及粪便表面杂质，如泥

土等外界污染物（Hart et al. 2015）。在 DNA
提取过程中，尿酸盐的去除是一个关键环节，

参考 Eriksson 等（2017）的研究，尿酸盐通常

呈白色结晶，在样本筛选阶段严格避免采集任

何白色部分，以减少尿酸盐的干扰。之后将样

本与所选试剂盒特有的缓冲液（ InhibitEX 
Buffer）混合，该缓冲液能够去除粪便中的 PCR
抑制剂，从而提高后续 PCR 的成功率。随后，

通过快速裂解使 DNA 能够特异性地结合到硅

胶膜上，进一步减少尿酸盐等杂质对 DNA 提

取的影响。 
接下来，基于 116 份鸟类粪便样本的 DNA

浓度分析，本研究确定了适用于当前实验条件

的最低 DNA 浓度阈值，即鸟类粪便 DNA 浓度

应大于 3 mg/L（总模板量不低于 12 ng），PCR
能够有效扩增并得到可靠的结果。该结果与先

前的研究一致，即尽管理论上只要有一个模板

分子就可进行 PCR 反应（Abed et al. 2002），

但实际操作中有效扩增依赖于一定的模板浓度

（Piggott et al. 2003，Vidya et al. 2005）。然而，

所设定的最低 DNA 浓度阈值可能受实验条件

差异的影响，例如不同 PCR 体系的设计参数

（如扩增酶的效果、扩增片段长度等）（Dietrich 
et al. 2013）。因此，尽管本研究提出的阈值具

有参考价值，但在实际应用中仍需根据具体实

验条件进行适应性调整。 
此外，本研究获得的 COI 基因序列遗传距

离分析结果显示，种间平均遗传距离显著高于

种内平均遗传距离，达到后者的 23 倍，这一差

异符合 Hebert 提出的“10 × 规则”（Hebert 
et al. 2004），即种间遗传距离达到种内遗传距

离 10 倍以上可用于有效区分物种。同时，系统

发育分析中所有物种均形成独立聚类，进一步

验证了本研究体系中基于COI分子标记区分不

同鸟类物种的有效性和可靠性。 
本研究考虑了环境因素、在粪便 DNA 提

取过程中去除杂质并设立最低 DNA 浓度，建

立了从样本采集到数据产出的质量控制体系，
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明确了粪便新鲜程度、预处理（去除尿酸盐）

及 DNA 浓度阈值（大于 3 mg/L）对鸟类粪便

DNA 分析成功率的关键作用。本研究建立的质

控体系为鸟类粪便样本的标准化利用提供了技

术框架，期望推动鸟类粪便应用领域的发展。 
3.2  基于分子粪便学的物种多样性调查和传统

调查方法的比较 
利用分子粪便学进行地栖鸟类物种多样性

调查，能够有效避免对鸟类的干扰和伤害，同

时克服了地栖鸟类警觉性高不易观察及其栖息

地复杂等调查难点。基于分子粪便学的鸟类物

种多样性调查不仅可以准确地鉴定物种，还能

够结合采集粪便的地理位置进一步确定不同物

种的活动范围、栖息地偏好等生态特征。利用

分子粪便学的方法，本研究通过采集小寨子沟

保护区鸡形目鸟类的粪便样本，并结合羽毛样

品，成功鉴定出 6 种鸡形目鸟类和 4 种其他鸟

类。我们将此次调查结果与小寨子沟保护区历

史调查数据进行比对（周友兵等 2004），结果

显示本次调查鉴定了其中的 6 种，包括国家一

级重点保护动物绿尾虹雉和红喉雉鹑，以及 4
种二级重点保护动物。然而，未发现其余 6 种。

我们认为造成这种差异的原因有两个：1）采样

空间覆盖度不充分。小寨子沟地形复杂，山地

切割剧烈，峡谷众多，坡度一般大于 30°（陈

光升等 2005），野外工作难度较大。尽管目前

的调查面积已覆盖保护区总面积的 27.7%，调

查的最高海拔为 3 810 m，而藏雪鸡主要活动于

海拔 3 800 ~ 4 000 m 及以上终年积雪高山裸岩

地带（武秀云 2002）；雪鹑则栖息在林线与雪

线附近的高海拔极端生境中（姚红艳 2017）。

本研究调查区域未覆盖此类生境，因此未能采

集到这些物种的粪便样本。2）季节性因素。小

寨子沟的雨季主要集中在夏季，其中 6 月是该

地区的降雨高峰期。在此期间，降雨量大，导

致道路泥泞，不易进入山区，本研究采样时间未

能覆盖 6 至 8 月。然而，与历史数据相比，目前

得到结果的差异性并非方法本身的局限，很大

可能是由于样品采集的覆盖度不足而导致的。 

此外，在已调查到的 6 个物种中，绿尾虹

雉的检出率最低，仅从 1 份粪便样本中成功鉴

定出该物种。这一结果可能与调查范围未能全

面覆盖该物种的典型栖息地有关。根据陈俊橙

等（2018）的红外相机监测数据，绿尾虹雉在

繁殖季主要活动于海拔 3 500 ~ 4 100 m 的阳坡

草甸与灌丛生境，而本次调查的最高采样点仅

达 3 810 m，并未完全覆盖其典型栖息范围。因

此，未来研究应重点加强对 3 500 m 以上高海

拔区域的监测力度，以提高数据完整性。相比

之下，红腹角雉的检出率最高，这可能与调查

区域覆盖该物种的主要分布区有关——红腹角

雉主要栖息在海拔 1 518 ~ 3 543 m 的常绿落叶

阔叶林及常绿针叶林（李生强等 2024），从而

在调查区域更容易鉴定到该物种。 
与传统的调查方法相比，本次调查采用的

分子粪便学方法具有以下明显优势：1）对野生

动物影响极小。不同于以往采用枪击、粘网等

损伤性手段，本研究通过采集粪便和羽毛等非

损伤性样品，有效避免了对动物的伤害，并且

对于许多濒危物种，生存状况相当脆弱，已经

不允许进行干扰性的取样活动（李明等 2001）。
因此，分子粪便学对于野生濒危动物的调查和

保护具有重要的现实意义。2）提供更全面的信

息。以往调查主要进行物种名称的统计，而基

于粪便分子学的调查方法不仅提高了物种鉴定

的准确性，避免了因形态相似导致的误识，还

能提供物种的海拔和栖息地分布等详细信息。

该方法还能够定量评估物种的多度，区分“优

势种”和“稀有种”，为生态系统的稳定性和

健康评估提供了有力依据。此外，通过分析粪

便 DNA 中的遗传标记，可深入研究野生动物

种群的遗传变异、生活史以及种群统计学等方

面（魏辅文 2001）。 
因此，尽管当前物种检出数量与历史调查

结果不一致，但分子粪便学方法仍具有优势。

未来在对该地区鸡形目鸟类多样性进行评估

时，应优化采样策略，例如延长监测周期、扩

大调查范围，并针对地形复杂、难以开展常规
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调查的地带，结合多种技术手段进行补充。与

此同时，应进一步加强保护区内的红外相机监

测工作，并推动粪便 DNA 与红外相机监测、

样线调查等手段的协同应用，通过多种方法

间的优势互补与结果互证，构建更加系统的

综合监测体系，为地栖鸟类保护提供更可靠

的科学依据，从而有效提升对这一关键类群的

保护成效。 
3.3  粪便DNA技术在鸟类监测中的应用与前景 

鸟类是生物多样性监测的重要指示类群，

在全球范围内得到了广泛关注（Gregory et al. 
2003）。我国已开展大量的鸟类调查与监测工

作，目前已基本建成全国鸟类多样性观测网络

（徐海根等 2018）。然而，现有监测手段在鸟

类数据采集方面仍面临一定的挑战（孙戈等 
2022）。当前鸟类监测主要依赖于专业人员在

野外进行直接观察，常用方法包括样线法、样

点法和直接计数法（吴政浩等 2023）。尽管这

些方法在过去几十年里为鸟类监测提供了大量

数据，但在一些关键方面仍存在局限性，例如

难以覆盖到栖息隐蔽的物种，且大部分仅记录

鸟类的种类和数量，数据较为单一（吴颢林等 
2023）。另一方面，随着科技的进步，红外相

机、无人机、遥感等新兴技术逐渐被引入到鸟

类监测中，推动了鸟类监测工作的创新和发展

（吴政浩等 2023）。这些新兴技术也在我国国

家公园和保护区的监测工作中得到了不同程度

的应用，但也存在一些局限性，尚未完全满足

鸟类监测的需求（Burke et al. 2019）。 
在此背景下，将粪便 DNA 技术引入现有

的鸟类多样性评估体系，为解决传统监测方法

的局限性提供了新的解决路径。首先，鸟类粪

便样品的收集与样线法具有较高的兼容性，两

者都是基于预设的样线进行，且样线布设原则

基本一致（董哲含等 2021）。因此，在进行样

线调查时，可以进行粪便样本的采集，节省时

间和资源，从而提高调查效率。其次，利用鸟

类粪便从分子水平进行物种鉴定，能够克服基

于形态学鉴定方法的局限性，可准确鉴定外形

相似、体型较小或栖息于密集植被的鸟类，弥

补了传统调查方法和红外相机在监测这些鸟类

时的不足（朱淑怡等 2017）。 
粪便DNA技术还可与其他新兴技术结合，

使得鸟类监测与保护工作更加科学和高效。通

过将采集到的粪便样本的地理位置与无人机的

地理定位信息及遥感数据（如栖息地类型、气

候条件、植被覆盖等）相结合，可构建更加全

面的鸟类生态数据库。基于该数据库，利用

AI模型分析不同鸟类的栖息模式和分布规律，

并预测鸟类在不同环境条件下的栖息地变化

趋势，有助于科研人员做出更加前瞻性的保护

决策。 
此外，粪便 DNA 技术不仅在物种识别方

面具有重要作用，还被广泛应用于多个生态学

研究领域，包括物种分布区范围的确定、性别

鉴定、个体识别、物种数量调查、遗传多样性

分析、食性及疾病监测等（魏辅文等 2001）。

基于粪便 DNA 技术，研究人员可以识别不同

鸟类，并能够根据粪便的分布特征进行物种分

布区的调查和评估。这一方法能够构建占域模

型，估算目标物种在研究区域内的真实占据概

率，避免因漏检导致的分布低估问题，从而提

供更具统计解释力的物种分布信息（Bailey et al. 
2014）。通过基因测序和微卫星多态性等分子

遗传学技术对粪便 DNA 进行分析，能够获取

线粒体 DNA 及核基因组的遗传变异信息，从

而深入探究野生动物的遗传多样性、种群结构

及基因流动态等，这些数据对于制定科学的保

护管理策略具有重要指导价值，同时能够在无

需直接接触动物个体的情况下实现对种群的长

期监测（Rodgers et al. 2013，Pannoni et al. 
2022）。粪便 DNA 技术还可通过宏条形码分

析揭示鸟类的食性特征，通过对粪便中植物或

昆虫等特异性基因片段进行扩增和鉴定，能够

准确解析鸟类的食物组成，进而阐明其营养生

态位特征（Rytkönen et al. 2019）。这种广适性

使得粪便 DNA 技术成为鸟类生态学研究和保

护中的重要工具。 

 



·956· 动物学杂志 Chinese Journal of Zoology 60 卷 

总之，粪便 DNA 技术在鸟类监测中的应

用，不仅能够有效克服传统调查方法的局限性，

还能与新兴监测技术相结合，形成多层次、多

维度的数据支持体系，有利于鸟类智慧监测体

系的建设，为我国鸟类多样性保护与自然保护

地管理提供关键技术支撑。 
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