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摘 要

羽毛是鸟类研究、监测和管理中常用的非损伤性材料，可从中提取 DNA 和激素

进行遗传和生理分析。然而，作为高度角化的组织，羽翈中的 DNA 和激素含量极低，

提取较为困难。本研究开发一种能够从羽翈中同时提取总 DNA 和糖皮质激素的方

法，命名为 DH-CoEx。以丹顶鹤（Grus japonensis）、绿孔雀（Pavo muticus）为代表的大

型鸟类廓羽、尾上覆羽和以栗鹀（Emberiza rutila）、小鹀（E. pusilla）为代表的小型鸟类

飞羽、绒羽进行测试和评估。结果显示：DH-CoEx 能有效从完全角化的羽翈中同时提

取出总 DNA 及糖皮质激素（皮质醇）；从 5 mg 样本中提取的线粒体 DNA（mtDNA）拷

贝数达到 104 量级，可支持长达 1 350 bp 的片段扩增；所提取的核 DNA（nuDNA）质量

足以进行长达 200 bp 的微卫星等位基因分型，成功率为 98. 11% ~ 99. 60%；提取的皮

质醇含量达到了传统单一提取激素方法的水平，足以进行相关生理学分析。以上结

果说明，DH-CoEx 是一种简易、高效和适用性广泛的方法，实现了角化材料总 DNA 和

糖皮质激素的共提取，可以支持 mtDNA 和微卫星等分子标记的分析和应激激素的分

析，极大地提高了羽毛的利用率，具有广泛的应用潜力。
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Abstract：Feather is a sort of commonly used noninvasive material that can provide DNA and hormones for the research， 

monitoring and management of birds.  However， feather vane is a fully keratinized tissue with very low content of DNA and 

hormones that often challenges the extraction.  In the study， we developed a novel method to co-extract DNA and corticoste⁃

roid from feather vane， named DH-CoEx.  The extraction efficiency and usability of DH-CoEx were evaluated by using feath⁃

ers from large feathers represented by the red crowned crane（Grus japonensis）and green peafowl （Pavo muticus）， and 

small feathers represented by the chestnut bunting （Emberiza rutila）and little bunting（E. pusilla）.  The results showed that 

DH-CoEx could co-extracted total DNA and corticosteroid （cortisol） from feather vanes.  The copy number of mitochondrial 

DNA （mtDNA） extracted from 5 mg feather reached 104， that could support amplification of 1，350 bp fragments.  The 

nuclear DNA （nuDNA） could support genotyping of microsatellites with a success rate of 98. 11% - 99. 60% success rate 

for alleles less than 200 bp.  The yield of cortisol co-extracted reach the level of normal single extraction approaches and 

supportive for physiological analysis.  These results suggest that DH-CoEx is a simple and effective method to co-extract 

DNA and corticosteroids from a fully keratinized feather to support analysis of genetic markers and stress hormone in a 

broad range of application.

羽毛作为一种非损伤性样本，可从中获得 DNA、

RNA 和激素，新鲜羽毛在羽轴基部的髓质中甚至含

有活细胞，因此被广泛用于物种鉴定、系统发育关系

分析、性别确定、遗传多样性分析、生理状况分析以

及细胞分离［1−8］，在鸟类生态和保护相关研究中发挥

重要作用。羽毛由高度角化的细胞构成，细胞在角

化过程中 DNA、RNA 会发生大规模降解，只有极少

量的核 DNA（nuDNA）和线粒体 DNA（mtDNA）因被

角蛋白包被而得到保留，这些残留的 mtDNA 因拷贝

数多且完整性相对较好，可以通过 PCR 扩增得到线

粒体基因序列［9］，而 nuDNA 则不尽如人意。nuDNA
不仅高度破碎化，拷贝数很少，其 PCR 扩增成功率往

往很低，且还经常出现等位基因缺失和非特异扩增

等问题［10−13］，所以，羽毛提取的 DNA 较少用于核基因

分析中，主要原因是在提取过程中 nuDNA 不能很好

地裂解坚固的角化组织和充分释放 DNA，同时对微

量且高度片段化的 DNA 回收效率不高。

糖皮质激素（glucocorticoid）是鸟类生理调节的

关键激素，对适应环境、行为变化和能量管理至关重

要，是生理分析的重要指标之一［14］。血液中的激素

可通过毛细血管渗透到毛囊细胞，最后扩散到羽毛

中［15］。因此，通过分析脱落羽毛中的糖皮质激素，可

以无应激地监测鸟类的生理状态，提高应激相关研

究实验数据的可信性［16］。近年来，从羽毛中提取激

素不断取得成功［17］。然而，糖皮质激素的提取与

DNA 的提取是完全独立的工作，在很多研究中只能

分开提取，对于稀缺的羽毛样本消耗很大。因此，需

要设计一种激素-DNA 共提取方法。
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提取糖皮质激素时，首先需要对羽毛组织进行

充分裂解，释放糖皮质激素，然后采用异丙醇提取，

而这一过程也同时释放了 DNA，异丙醇能促进 DNA
在水溶液中沉淀，便于其分离和纯化［18］。因此，相同

的裂解液经过异丙醇处理后，可以采用分步法分别

获得激素和 DNA。基于此，本研究建立一种能从羽

翈中同时提取总 DNA 和糖皮质激素的方法，命名为

DNA-激素共提取法（DNA and hormone co-extraction，

简称“DH-CoEx”）。该方法不仅为羽毛中 DNA 和激

素的共同提取提供了新方法，且显著提高了羽毛样

本的利用效率和信息挖掘潜力。

1　材料与方法

1. 1　样本采集

共采集羽毛样本 79 份，其中绿孔雀（Pavo muti⁃

cus）36 份，编号 GP-01 ~ GP-36，代表大型陆禽；丹顶

鹤（Grus japonensis）22 份 ，编 号 DDH-01 ~ DDH-22，

代表大型涉禽；栗鹀（Emberiza rutila）和小鹀（E. pu⁃

silla）代表小型鸟类，其中栗鹀 14 份，编号 LW-01 ~ 
LW-14，小鹀 7 份，编号 XW-01 ~ XW-07。此外，还

采集了 4 份肌肉样本，每种鸟类各 1 份。绿孔雀样

本是从云南省玉溪市新平县和峨山县交界处的野

外拾取，丹顶鹤样本是由秦皇岛野生动物园、唐山

动物园和温州动物园提供，栗鹀和小鹀样本均由黑

龙江省齐齐哈尔市森林公安部门提供。绿孔雀羽

毛为已脱落 3 ~ 4 a 的陈旧尾上覆羽［19］，其余羽毛皆

为自然脱落的胸部或背部廓羽和绒羽，脱落后较短

时间内即收集和实验。全部羽毛均在牛皮纸信封

中自然干燥，常温保存。肌肉样本置于-20 ℃冷冻

保存。

1. 2　DH-CoEx的建立

1. 2. 1　DH-CoEx的原理

DH-CoEx 通 过 使 用 Tris-NaCl-Ca2+ 缓 冲 液 替 代

TNE（Tris-NaCl-EDTA）缓冲液，从而提高了角化组织

裂解的热稳定性和催化效率，实现了 DNA 和激素的

高效释放。为防止 Ca2+影响 PCR 实验，消化后加入

EDTA 螯合 Ca2+。同时，增加蛋白酶 K 和 DTT 用量，

使消化时间缩短至 3 ~ 4 h，以确保角蛋白充分裂解，

保持酶活性。在提取 DNA 和激素时，先加氯仿使角

蛋白变性并通过高速离心去除蛋白组分，再用异丙

醇萃取糖皮质激素并促进 DNA 沉淀。最后，磁珠吸

附 DNA 实现分离，而糖皮质激素因异丙醇的萃取作

用保留在溶液中，可使用常规方法回收。

1. 2. 2　羽毛样本的预处理

从每个羽毛样本上撕取羽翈5 ~ 10 mg放入1. 5 mL 
EP 管中，用 2%SDS 溶液浸泡 30 min，然后用纯净水

冲洗，在 75% 乙醇中浸泡 5 min，置于无菌培养皿中

自然干燥。

1. 2. 3　样本的消化及DNA-激素共提取

精 准 称 取 5 mg 预 处 理 过 的 羽 翈 样 本 移 至 无    
菌的 1. 5 mL EP 管中，依次加入 350 μL Tris-NaCl-
Ca2+缓冲液、75 μL 蛋白酶 K（20 mg/mL）、75 μL DTT

（200 mg/mL）和 40 μL SDS（15%）。漩涡震荡 30 s，在

56 ℃水浴锅中消化 3 ~ 4 h。随后加入 20 μL EDTA
溶液（0. 5 mol/L），再次震荡，继续水浴 1 h 后取出提

纯。具体步骤如下。

（1）取 400 μL 氯仿加入上述 1. 5 mL EP 管中，轻

轻摇匀 30 s，静置 3 min，12 000 r/min 离心 15 min。

（2）吸取上清液于新的 1. 5 mL EP 管中，加入等

体积异丙醇，颠倒混匀 30 s，向管中加入 40 μL 磁珠

（中科雷鸣，中国），旋涡震荡 1 min，室温静置 3 min，

其间颠倒混匀 2 或 3 次。将试管置于磁力架上分离

磁珠，并吸取剩余溶液至新的 EP 管中以提取激素。

（3）从磁力架上取下 EP 管，向管中加入 600 μL 
Buffer W1（AxyPrep，中国），轻轻摇匀 30 s，将 EP 管

置于磁力架上进行磁力分离，吸弃废液。

（4）从磁力架上取下 EP 管，向管中加入 600 μL 
Buffer W2（AxyPrep，中国），轻轻摇匀 30 s，将 EP 管

置 于 磁 力 架 上 进 行 磁 力 分 离 ，吸 弃 废 液 。 重 复

步骤 4。

（5）为彻底去除废液，将 EP 管以 2 000 r/min 离

心 30 s，再次置于磁力架上进行磁力分离，吸弃废

液。室温开盖晾干 5 ~ 10 min，至乙醇完全挥发。

（6）取下 EP 管，加入 100 μL 65 ℃ ddH2O，振荡

混匀，56 ℃水浴 15 min，每隔 2 ~ 3 min 轻摇混匀 10 s。

将 EP 管从水浴锅中取出，5 000 r/min 离心 1 min，置

于磁力架上进行磁力分离，小心吸取上清（目的 DNA
溶液）至新的 1. 5 mL EP 管中，置于冰箱-20 ℃保存。

（7）使用固相提取（SPE）法对步骤（2）得到的溶

液进行激素提取［20−21］，并在鸟皮质醇 ELISA 检测试

剂盒（上海酶联生物科技有限公司，中国）中定容。
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1. 3　DH-CoEx的可用性评估

1. 3. 1　可扩增mtDNA片段长度的评估

以绿孔雀和丹顶鹤 mtDNA 为模版，设计 PCR 引

物用以扩增不同长度的目标片段（表 1）。扩增反应

在 50 μL 体系中进行，包括 2 × EasyTaq PCR Super‐
Mix（全式金生物技术有限公司，中国）25 μL，上、下

游引物（10 μmol/L）各 1 μL，DNA 模板 5 μL，ddH2O 
18 μL。使用 9700 型 PCR 扩增仪（GeneAmp，美国）

扩增。扩增程序：95 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 45 s，

按照对应的退火温度退火 45 s，72 ℃延伸 45 s，35 个

循环；循环结束后 72 ℃延伸 10 min。从每个扩增反

应中分别取 4 μL 扩增产物进行 1. 5% 琼脂糖凝胶电

泳检测，电泳缓冲液为 1 × TAE，95 V 下电泳 25 min。

随后，使用 AxyPrep DNA 凝胶回收试剂盒（Axygen，

中国）纯化回收，并进行双向 Sanger 测序，测序序列

进行 BLAST 同源性比对。

表 1　扩增 mtDNA 片段的引物序列及退火温度

Tab. 1　The primer sequences for the amplifying mtDNA fragments and their annealing temperatures
物种

Species

绿孔雀
Pavo muticus

丹顶鹤
Grus japonensis

引物名称
Primer name

G-1

G-2

G-3

G-4

GJ-1

GJ-2

GJ-3

GJ-4

GJ-5

GJ-6

GJ-7

GJ-8

GJ-9

GJ-10

GJ-11

引物序列（5′→3′）
Primer sequence（5′→3′）

F： GGCACCCAACATCCGAAAATC
R： TGAGGAGAAGGCTAGGGATGT
F： CGAAACGTACAATACGGCTGAC
R： AATCCCCCTCAGGCTCATTC
F： TCCACTAGGCATCTCATCCAAC
R： AGAATTTGGGAGAGTGGACGG
F： ACCTCACCTACCCCAACAAG
R： AGGGCTCCAATTAGGGCGTAT
F： CGCTCATACATGCCGAAACG
R： ATTCTACGAGGGTTTGGCCG
F： TCGATCTACCCACCCCATCG
R： CGTTTGCATGTAGGTTGCGG
F： TCCCATACATCGGCCAAACC
R： GAGGATTAGTACGGAGGCGG
F： CTCATACATGCCGAAACG
R： GGAGGAGGAAGTGTAAGGT
F： GCTCGAAAAGGCCCAAACAT
R： TCTGTAAGGTCGAATGGAGCG
F： TGGCCCTTCTCCTAGCAATC
R： AATCGTGGGTAAGAAGCTCGG
F： TATCCACCCTATTTGCCGCC
R： TTTATGGAGGTGAGGCGGTG
F： TTTGGGCTCCACCCATGATT
R： AGGTCGATTAGGTGGGAAGC
F： CGAGCAGAAGCCAATACAGC
R： AGGTCGATTAGGTGGGAAGC
F： CCTCCCCATTGCCTTATTCGT
R： TTTATGGAGGTGAGGCGGTG
F： AGGTCGAGCAGAAGCCAATAC
R： AAGTCGGCAAGCCCTTCTG

引物长度/bp
Length

196

293

351

416

290

201

446

357

509

610

772

986

1 181

1 350

1 227

退火温度/℃
Annealing temperature

52

60

60

60

60

60

60

52

60

60

60

60

60

60

60

803



野 生 动 物 学 报 第 45 卷

1. 3. 2　mtDNA提取量的评估

采用 Ngatia et al.［22］的方法，对 DH-CoEx 提取的

79 份羽翈样本中的 mtDNA 进行定量分析。为保证

扩增的准确性和高效性，重组质粒的构建及标准曲

线的绘制均使用 4 种鸟类的肌肉 DNA。用于绿孔雀

T-A 克隆和 qPCR 的引物为 G-2，扩增的 mtDNA 片段

长度为 293 bp；用于丹顶鹤、栗鹀和小鹀 T-A 克隆   
和 qPCR 的引物为 GJ-2，扩增的 mtDNA 片段长度为

201 bp。荧光定量 PCR 反应在 10. 0 μL 体系中进行，

包括 1. 0 μL DNA 提取液，5. 0 μL TB Green Premix 
ExTaqⅡ（TaKaRa，日本），上、下游引物各 0. 4 μL 及

3. 2 μL 去离子水。扩增程序：95 ℃预变性 30 s；95 ℃
变性 5 s，60 ℃退火 34 s，72 ℃延伸 30 s，40 个循环；

循环结束后 72 ℃延伸 10 s，反应用 BTK-96 实时荧光

定量 PCR 分析仪（无锡百泰克生物技术有限公司）完

成。通过计算每份样本中 mtDNA 的拷贝数来评估

DH-CoEx 在不同鸟类羽翈中的提取效果。使用独立

样本 t 检验对不同新鲜度和不同体型鸟类的羽毛样

本进行显著性差异分析，数据处理均在 IBM SPSS 
Statistics 25 软件中进行。

1. 3. 3　微卫星分型可靠性的评估

为验证 DH-CoEx 提取的羽翈 DNA 在微卫星扩

增及分型中的可行性，对绿孔雀（GP-01 ~ GP-36）、

丹顶鹤（DDH-01 ~ DDH-22）、栗鹀（LW-01 ~ LW-14）
和小鹀（XW-01 ~ XW-07）共 79 份羽翈进行 28 个微

卫星分型，其中绿孔雀和丹顶鹤各 11 个，栗鹀和小

鹀共 6 个。引物序列［23−25］、位点和退火温度见表 2。

PCR 反 应 在 15. 0 μL 体 系 中 进 行 ，包 括 2 × Rapid 
Taq Master Mix（北京全式金生物技术有限公司，中

国）5. 0 μL，上 、下 游 引 物（10 μmol/L）各 0. 4 μL，

DNA 模 板（15 ng/μL）9. 0 μL，BSA 0. 2 μL。 使 用

9700 型 PCR 扩增仪（GeneAmp，美国）扩增。扩增程

序：95 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 45 s，按照对应的退

火温度退火 45 s，72 ℃延伸 45 s，35 个循环；循环结

束后 72 ℃延伸 10 min。扩增子经 2. 0% 琼脂糖凝胶

电泳检测后，通过ABI3130测序仪进行毛细管电泳分

离，并用 GeneMarker 处理信号［26］，获得基因型数据。

通过软件 GIMLET估算上游等位基因扩增丢失（upper 
allele dropout）的比例，并使用独立样本 t 检验对不同

新鲜度和不同体型鸟类的羽毛样本进行显著性差异分

析，数据处理均在 IBM SPSS Statistics 25软件中进行。

表 2　微卫星引物序列及退火温度

Tab. 2　Microsatellite primer sequences and annealing temperature

绿孔雀
Pavo muticus

PC3

PC19

PC25

PC41

PC46

PC142

PC148

PC151

PC201

PC236

PC281

F： GCTGGACAAAGGTGATTCTTC
R： TTGCACTGGACTTGGTAATGA
F： CTAGGGAAAGGCCAGGGTAG
R： TGGAAAGGAAAGGAGAGCAC
F： TCGTTTTTACACCTTGATTTT
R： GATCTTTTGTCTGTTTTCTTT
F： GATCTGGAAGGGAGTGTGGA
R： TCCTTCACCTCAACACCAAA
F： TATACCGGGCTGCTGAACAT
R： GGAAGGAGAGGGCCTACAAT
F： TGGAGGTCTTTTACAACCTTGG
R： CAATTTTAACATTTGTGTATGTATGTG
F： ACGGTGACTCCTAACCGTTG
R： GATCCTTCGTCTGTGAGGTT
F： TTAATTGACAGCAGCAGAAAGA
R： CTAGTTTTCCATTTGCCTCG
F： TTCTCTCTGCTTTTGGGCAC
R： AATGTCTGAGTGTGGGGGTC
F： TTTTGAAAGCTTTGGCCATT
R： CATGTTGCACAGCTGGATTC
F： GCCCTGTTCTGTCTTTTTGC
R： CTGCATCACTTTGCATGACC

60

55

55

60

60

60

60

60

60

55

60

物种
Species

位点
Locus

引物序列（5′→3′）［23−25］
Primer sequence （5′→3′）

退火温度/℃
Annealing temperature
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丹顶鹤
Grus japonensis

栗鹀、小鹀
Emberiza rutila，Emberiza 
pusilla

GJ2298

GJ1385

GJ8077

GJ4066

GJ1471

Gpa12

Gpa36

Gpa39

GJ1430

Gpa34

GJ2101

Pdou3

Pdo31

M4-6-1

M4-7

Pamo3

ZC02

F： GCCTGTTGCAAGAACACAGA
R： GGAGAAGTGAAGGGGAAGGT
F： CTGGGGCACATCCCTTACTA
R： CTGCCTGGTGTGAAATCCTT
F： GCAGGTTGCACCGATTAAAG
R： CTTCAGAGCAGGGAGAGGTG
F： TACATGCGGGACAATGAAGA
R： GGCCCAGCAGAAGACTATCC
F： GAGAGGCCGTCTTCCCTAAT
R： CTCCCACTGACCCAGAAGAG
F： GATCAATGCGAAGGATAGGGAGGT
R： TCATCAATCTATTATTTGCCTCAGC
F： TTCATAGACATATGCTTACCTGTTCT
R： ATCCATCCATCTATCTATCTATCTATCTATC
F： TGCACAGGTTTGGCCAAGAAG
R： TTCCAAAGTGAAATTAAAGGTGTGTGG
F： GGTTTGTAGGTCGCCCATTA
R： AGGTGGGCAAAATGAGATTG
F： GCACACAGTGAGGAGACCAGTGA
R： CCTTGATGTGGGAAGACAACTGC
F： TGACTGAGCCCTAACCTGCT
R： CTGGCACTCTCCTGCTCTCT
F： CTGTTCATTAACTCACAGGT
R： AGTGAAACTTTAATCAGTTG
F： GATCCACAGACGCAGACACAG
R： CATGCTGAATATACTTTGTGAACTTGC
F： AAGGGTGCAGGTGTCTTCTG
R： GGTGAAGGGGTGGTGGTTAT
F： CCAGTTAAGGACAGGCTGGG
R： AGCAGCATCCATCTTGTGCT
F： ACCCAAACAAGAGCAGCAAT
R： TCCTGAGGGATAAGAAGGAATTT
F： TCTGATATTTCAACAGCATGCAC
R： GCGCAACATTTCCATGCAC

60

60

56

60

60

60

54

54

60

60

60

47

56

58

57

53

53

续表2

物种
Species

位点
Locus

引物序列（5′→3′）［23−25］
Primer sequence （5′→3′）

退火温度/℃
Annealing temperature

1. 3. 4　糖皮质激素提取量的测定

在考虑实验室条件和成本效益的基础上，采用

皮质醇含量作为糖皮质激素水平的代表。通过鸟类

皮质醇 ELISA 试剂盒（上海酶联生物科技有限公司，

中国），依照说明书步骤测定 1. 2. 3 节中提取的皮质

醇含量。检测样本包括 GP-01 ~ GP-10、DDH-01 ~ 
DDH-06、LW-01 ~ LW-14 和 XW-01 ~ XW-07。为降

低实验误差，每个样本进行 2 次重复，并计算平均

值。使用独立样本 t 检验对不同新鲜度和不同体型

鸟类的羽毛样本进行显著性差异分析，数据处理均

在 IBM SPSS Statistics 25 软件中进行。实验所用材

料包括微孔酶标板、标准品（S0 ~ S5 质量浓度依次

为 0、10、20、40、80、160 ng/mL）、样本稀释液、检测抗

体-HRP、20 × 洗涤缓冲液、底物 A、底物 B、终止液及

封板膜等。

2　结果

2. 1　可扩增mtDNA片段长度

以 DH-CoEx 获取的绿孔雀和丹顶鹤羽毛 DNA
进行不同长度的 mtDNA 片段的扩增实验。结果显

示：绿孔雀样本成功扩增出 196、293、351、416 bp 的

片段；丹顶鹤样本扩增出 201 ~ 1 350 bp 长度的片

段。在紫外线灯下，所有扩增产物均显示出单一且

明亮的条带，并未因片段长度的增加而亮度降低（图

1）。扩增产物序列通过 BLAST 同源性比对，确认了

其正确性。
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2. 2　4种鸟类羽翈mtDNA提取量的比较

选取丹顶鹤作为大型鸟类的代表，栗鹀和小鹀

作为小型鸟类的代表，检验鸟类体型大小和羽毛新

鲜程度对 DH-CoEx 提取效率的影响。荧光定量 PCR
分析表明（图 2A），从每 5 mg 丹顶鹤羽翈样本（DDH-

01 ~ DDH-22）中提取的 mtDNA 平均拷贝数为（3. 24 × 
104 ± 4. 87 × 104），栗 鹀（LW-01 ~ LW-14）和 小 鹀

（XW-01 ~ XW-07）的平均拷贝数分别是（7. 49 × 104 ± 
7. 68 × 104）和（5. 86 × 104 ± 7. 20 × 104）。尽管大型

鸟类的提取效果略低于小型鸟类，但 t 检验未检测到

显著差异（P = 0. 112）。

绿孔雀羽毛样本脱落时间为 3 ~ 4 a 前，代表陈

旧羽毛，丹顶鹤羽毛样本则为近期脱落，代表新鲜羽

毛。荧光定量 PCR 分析显示，每 5 mg 绿孔雀羽毛样

本（GP-01 ~ GP-36）中，平均提取到 mtDNA 拷贝数为

（3. 09 × 104 ± 5. 47 × 104）；每 5 mg 丹 顶 鹤（DDH-   
01 ~ DDH-22）羽毛样本中，平均提取到 mtDNA 拷贝

数为（3. 24 × 104 ± 4. 87 × 104）。两组数据之间无显

著差异（P = 0. 442，图 2B），表明羽毛的新鲜程度对

DH-CoEx 的 DNA 提取效果影响甚微。

2. 3　微卫星分型

对 4 种鸟类 79 份羽毛样本 DNA 进行 28 个微卫

星位点分型，其中绿孔雀 11 个，丹顶鹤 11 个，栗鹀和

小鹀共 6 个。结果显示：绿孔雀羽翈 DNA（GP-01 ~ 
GP-36）的分型成功率为（98. 23 ± 3. 65）%（90. 91% ~ 
100. 00%）；丹顶鹤（DDH-01 ~ DDH-22）的分型成功

率 为（96. 69 ± 9. 11）%（63. 64% ~ 100. 00%）；栗 鹀

（LW-01 ~ LW-14）的分型成功率为（98. 81 ± 4. 46）%
（83. 33% ~ 100. 00%）；小鹀（XW-01 ~ XW-07）的分

型成功率为 100. 00%。通过软件 GIMLET 估算上游

等位基因扩增丢失的比例，结果显示 4 种鸟类均为

0。将所有样本的分型数据按照 < 150 bp、150 ~ < 
200 bp 和 ≥ 200 bp 进行分组，发现 PCR 扩增产物的

长度对分型成功率具有显著影响（表 3）。当片段长

度 ≥ 200 bp时，分型成功率最低，为（97. 50 ± 2. 15）%；

当 长 度 在 150 ~ <200 bp 时 ，分 型 成 功 率 提 高 到

（98. 11 ± 2. 68）%；而当长度 < 150 bp 时，分型成功

率达（99. 60 ± 0. 80）%。

M.  DL2000 DNA marker.
图 1　采用 DH-CoEx 提取的羽翈总 DNA 对不同长度 mtDNA 片段的扩增效果

Fig. 1　The amplification results of mtDNA fragments of different lengths extracted from feather samples using DH-CoEx

图 2　DH-CoEx 在不同羽翈样本中的 mtDNA 提取量

Fig. 2　The comparison of mtDNA copies in different feather samples using DH-CoEx
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为了评估鸟类体型对微卫星分型的影响，以

ABI3100 遗传分析仪上测得的等位基因信号的峰高

为指标，比较代表大型鸟类的丹顶鹤和代表小型鸟

类的栗鹀、小鹀羽翈微卫星分型结果。t 检验结果显

示 ，大 型 鸟 类 的 信 号 峰 显 著 高 于 小 型 鸟 类（P = 
0. 012，图 3A）。此外，对新鲜脱落的丹顶鹤羽翈样

本和脱落 3 ~ 4 a 的绿孔雀羽翈样本的分型结果进行

比较，结果显示，新鲜羽翈样本的微卫星等位基因信

号 峰 高 极 显 著 高 于 陈 旧 羽 翈 样 本（P < 0. 000 1，

图 3B）。

2. 4　激素的提取量

采用鸟皮质醇 ELISA 检测试剂盒测定与 DNA
共提取的皮质醇的含量。以标准品浓度为纵坐标，

OD450 为横坐标，建立标准曲线方程：y = 99. 491x - 
3. 816（R2 = 0. 999 2），可以准确地估算皮质醇的含

量。结果显示：绿孔雀羽翈中提取的激素质量浓度

为 34. 645 ~ 159. 506 ng/mL，丹 顶 鹤 为 74. 690 ~ 
156. 272 ng/mL，栗鹀为 41. 609 ~ 167. 216 ng/mL，小

鹀为 46. 584 ~ 157. 267 ng/mL。比较显示，鸟类体型

（P = 0. 617）和羽毛新鲜程度（P = 0. 896）对激素提

取效果均无显著影响（图 4）。

3　讨论与结论

3. 1　DH-CoEx的原理及创新

近年来，分子生物学技术的发展为非损伤性材

料的分析提供了更多途径。本研究建立的 DH-CoEx
解决了在完全角化的羽毛中同时提取 DNA 和激素

的问题，在获取鸟类遗传学和生理学信息的同时，大

大降低了样本损耗，减轻了野外鸟类研究的困难。

DH-CoEx 的设计基于两点：一是角化组织的充

分裂解，实现 DNA 和激素的同时释放。在这一过程

中，使用 Tris-NaCl-Ca2+缓冲液替代传统的 TNE 缓冲

液，Ca2+的引入提高了缓冲液的热稳定性和催化效

率［27］；然而，Ca2+可能对后续 PCR 实验产生影响，因

此在消化结束后需加入 EDTA 来螯合掉其中的 Ca2+；

DH-CoEx 还 增 加 了 蛋 白 酶 K 和 DTT 用 量 ，从 消 化   
一 般 组 织 的 25 μL（25 mg/mL）和 5 μL（1 mol/L）［28］   

分别提高了 2. 4 倍和 3. 0 倍，由此将消化时间缩短至

3 ~ 4 h，一方面确保角蛋白的充分裂解，同时又最大

限度地保持酶的活性。二是 DNA 和激素的提取互

不影响。笔者首先向裂解液中加入了氯仿，把角蛋

白变性，因为氯仿在水溶液中的溶解度极低，不会对

目的产物的提取产生影响。因此，通过高速离心把

蛋白组分去除，然后在水相中加入异丙醇，先对糖皮

表 3　DH-CoEx 提取的 4 种鸟类羽翈 DNA 对不同长度等位基

因的检测成功率

Tab. 3　Detection success of feather DNA extracted from four bird spe‐
cies using DH-CoEx for different-sized microsatellite alleles

物种 Species

绿孔雀 Pavo muticus

丹顶鹤 Grus japonensis

小鹀 Emberiza pusilla

栗鹀 Emberiza rutila

检测成功率 /% Detection success
< 150 bp

98. 41
100. 00
100. 00
100. 00

150 ~ <200 bp
100. 00

96. 21

≥ 200 bp
95. 83
95. 59

100. 00
98. 57

图 3　DH-CoEx 在不同羽翈样本中的微卫星分型效果

Fig. 3　The comparison of microsatellite genotyping effects in different feather samples using DH-CoEx

807



野 生 动 物 学 报 第 45 卷

质激素进行萃取，使之溶于异丙醇中［29］，同时可以促

进 DNA 从溶液中析出［18］，为二者的进一步分离奠定

基础。当向溶液中加入磁珠后，DNA 即被高效地吸

附到其表面，从而在磁场中顺利地被分离出来，而糖

皮质激素因异丙醇的萃取作用被保留在剩余的溶液

中，进而通过常规方法得到分离［20−21］。后续的 DNA
和激素检测均验证了这一策略的可行性。

羽毛中的 DNA 含量很低，在后续的 PCR 扩增中

对外源性污染十分敏感［30］。羽毛是多级分支的复杂

结构，包括羽轴双侧着生的羽枝、羽枝双侧着生的羽

小枝、羽小枝上着生的纤刺、小钩和腹齿等，且数量

极多［31］，可附着大量微生物和外源性细胞等污染源。

因此，在样本的预处理阶段，DH-CoEx 使用 2% 的

SDS 溶液浸泡羽翈样本 30 min，利用其阴离子表面

活性剂的特性，有效去除羽翈上附着的污染物。当

然也有其他羽毛清洗方法，如使用有机溶剂（如氯仿

和甲醇混合溶液、氯仿及乙醚）、碱性溶液（如氢氧化

钾、氢氧化钠）等［32−38］，笔者认为 2% 的 SDS 溶液处理

30 min 虽然时间稍长，但清洗效果较为理想，且操作

比较简便。

3. 2　DH-CoEx的实用性

在完全角化的材料中，mtDNA 虽也受到严重降

解，但其总拷贝数较多，因此采用 PCR 扩增和分析角

化 材 料 中 的 mtDNA 片 段 早 已 是 轻 而 易 举 的 工

作［1，39］。用 DH-CoEx 从 5 mg 羽翈中提取的总 DNA
中，mtDNA 的拷贝数在 104 数量级，且并未受鸟类体

型的影响（P = 0. 112，图 2A），以及脱落时间的明显

影响（P = 0. 442，图 2B）。绿孔雀的尾上覆羽为松散

的羽枝，用 DH-CoEx 提取 DNA 可以扩增 196 ~ 416 bp

的片段。但笔者未对更长的片段进行尝试，因此

416 bp 并不是其最长限度。丹顶鹤羽翈较为紧实，

从中获得的 DNA 可以扩增 1 350 bp 的 mtDNA 片段，

这也只是测试的最长片段，而不是其最大限度。无

论怎样，DH-CoEx 从完全角化的羽毛中提取的 DNA
既包括短片段，也包括长片段，可用于广泛的 mtDNA
分析。

在羽毛的角化进程中，发生了大量的基因组降

解［9］，从羽翈中获得的 nuDNA 高度碎片化，且产量极

低。因此，角化材料的核基因分析成为生态学研究

的挑战。使用 DH-CoEx 从松散型羽翈（绿孔雀尾上

覆羽）、紧致型羽翈（丹顶鹤廓羽）和小型鸟（栗鹀和

小鹀）的羽毛中提取 DNA，均可用于微卫星分型，但

分型效果受 3 种因素影响：一是扩增片段的长度，当

长度< 150 bp 时，成功率可达 98. 41% ~ 100. 00%，当

扩 增 片 段 长 度 为 150 ~ <200 bp 时 ，成 功 率 为

96. 21% ~ 100. 00%，当扩增片段 ≥ 200 bp 时，则为

95. 59% ~ 100. 00%（表 3）；二是受羽毛类型的影响，

大型鸟类的羽毛微卫星信号峰高显著高于小型鸟类

（P = 0. 012，图 3A）；三是受羽毛新鲜程度的影响。

新鲜羽毛样本的成功率极显著高于陈旧羽毛样本

（P < 0. 000 1，图 3B）。无论怎样，在所有 79 份样本

的 28 个微卫星位点分析中，均未检测到等位基因扩

增丢失，表明在 200 bp 以下的 nuDNA 扩增是完全可

行的。在实践中，如果采用 DH-CoEx 提取 DNA，选

择 < 150 bp 的 微 卫 星 标 记 ，羽 翈 的 利 用 是 完 全 可

行的。

此外，DH-CoEx 从羽翈中获取的糖皮质激素（皮

质醇）在绿孔雀、丹顶鹤、栗鹀和小鹀样本中分别为

图 4　DH-CoEx 在不同羽翈样本中的皮质醇激素提取量

Fig. 4　The comparison of corticosterone extraction amounts in different feather samples using DH-CoEx
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20. 76 ~ 95. 70 ng/mg（34. 645 ~ 159. 506 ng/mL）、

44. 82 ~ 93. 78 ng/mg（74. 690 ~ 156. 272 ng/mL）、

24. 96 ~ 100. 32 ng/mg（41. 609 ~ 167. 216 ng/mL）和

27. 96 ~ 94. 38 ng/mg（46. 584 ~ 157. 267 ng/mL），均

显著高于 Koren et al.［40］采用自动固相萃取系统提取

的水平（0. 004 4 ~ 0. 075 5 ng/mg）。这可能得益于

本研究使用了大量的蛋白酶 K 和高浓度 DTT，把角

蛋白完全裂解，使激素得以充分释放。同时，先行加

入异丙醇进行萃取，也确保了在提取 DNA 的同时，

使激素得到有效保留。笔者发现，鸟类体型大小、羽

毛新鲜程度对激素提取无显著影响（图 4），说明 DH-

CoEx 在羽毛激素研究中具有广泛的适用性。

然而，受工作量限制，本研究仅采用少数物种、

少数羽毛类型和脱落时间较短的羽毛，所做的各项

检测和比较也较为简单，但也基本涵盖不同大小、不

同紧致程度和不同脱落时间等条件，特别是以覆羽

和廓羽等野外最常见的羽毛类型为主要研究对象，

具有较好的代表性。实测结果证明，DH-CoEx 是一

种简洁高效的技术，能在角化材料中同时提取总

DNA 和糖皮质激素，可为 mtDNA、微卫星等分子标

记分析以及应激激素检测提供支持，这一方法显著

提高了羽毛的研究和应用价值。毛发、角、蹄、蛇蜕、

龟甲、爪和鳞甲等其他角化材料在本研究中并未涉

及，但其基本属性与羽毛一致，也可成为 DH-CoEx 的

潜在应用对象。
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