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摘要：非损伤性的粪便样本已在监测动物性激素水平中得到广泛应用，但粪便处理和激素的提取方法

在不同物种中因其食性与代谢不同具有明显的物种特异性。本研究以野生和笼养两种环境下的短尾猴

（Macaca thibetana）为研究对象，采集粪便样品，利用放射免疫法（RIA）检测激素含量，比较不同

粪便处理方式（湿便法、冷冻干燥粉碎法、冷冻干燥研筛法）和激素提取方法（乙醇加热法、甲醇乙

醚法、乙醇丙酮法、甲醇乙醇法）的效果，探讨不同取食条件下短尾猴雌二醇（E2）和孕酮（P4）水平

的最佳测定方法。粪便不同处理方法的比较中，冷冻干燥研筛法测得雌二醇和孕酮含量最高，冷冻干

燥研筛法与冷冻干燥粉碎法在野生短尾猴中具有显著差异（P < 0.01），但在笼养短尾猴中无显著差异

（P > 0.05）。湿便法测得含量最低，与另两种处理方法均具有显著差异性（P < 0.01）。激素提取方法的

比较中，乙醇加热法提取雌二醇和孕酮含量最高，与甲醇乙醚法（P < 0.01）、乙醇丙酮法（P < 0.01）、

甲醇乙醇法（P < 0.01）之间均具有显著性差异。综合考虑激素平均含量、处理过程的简便性、抽提步

骤的可行性，野生短尾猴粪便处理建议选用冷冻干燥研筛法，笼养短尾猴粪便由于冷冻干燥粉碎法操

作简便且与冷冻干燥研筛法无显著差异，因此笼养短尾猴建议选用冷冻干燥粉碎法。野生与笼养短尾

猴粪便激素的提取均建议采用乙醇加热法。 
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Abstract: Non-invasive fecal samples have been widely used in monitoring animal sex hormone levels, but 

fecal treatment and hormone extraction need obvious species-specific manipulations in different species due to 

their different feeding habits and metabolism. In this study, we used wild and captive macaque (Macaca 

thibetana) to collect feces samples, and  the contents of hormones were detected by using radiation 

immunoassay (RIA) after feces had been treated differently (wet feces，freeze-dried crushed feces，

freeze-dried sifted feces) and the hormones had been extracted by various approaches (ethanol-heating 

method，methanol-ether method，ethanol-acetone method，methanol-ethanol method), in order to find optimal 

methods for detecting estradiol (E2) and progesterone (P4) levels in macaques under different feeding 

conditions. The data were analyzed using Two-Simple-Wilcoxon test. The results showed that the contents 

of estradiol and progesterone were the highest in feces treated by freeze-drying sifting method (Fig.1). 

There was significant difference in results between freeze-drying sifting method and freeze-drying crushing 

method in wild macaques (P < 0.01, Fig. 2), but there was no significant difference in captive macaques 

(P > 0.05，Fig. 2). The content of hormone in wet feces treatment was the lowest, which was significantly 

different from the other two treatment methods (P < 0.01, Fig. 1)；the content of E2 and P4 extracted by 

ethanol-heating method was the highest（Table 1） , which was significantly different from that of 

methanol-ether method (P < 0.01, Table 3), ethanol-acetone method (P < 0.01, Table 1) or methanol-ethanol 

method (P < 0.01, Table 1); Considering the average content of hormones, the simplicity of treatment process 

and the feasibility of extraction steps, it is recommended to use freeze-drying sifting method for the treatment 

of wild macaque feces. As the freeze-drying crushing method is easy to operate and there is no significant 

difference between the two methods, the freeze-drying crushing method is recommended for captive 

macaque feces. Ethanol-heating method is recommended for the extraction of fecal hormones from wild 

and captive macaque. 

Key words: Tibetan Macaques (Macaca thibetana); Feces; Estradiol; Progesterone; Ethanol-heating method 

动物行为的发生与内分泌的调控紧密相

关，近年来，非损伤性样本已取代血液成为监

测野生动物激素分泌水平的重要且有效的实验

材料（Cross et al. 2004，Weingrill et al. 2011），

其中粪便因运输方便、保存时效、获取难度等

优于尿液与唾液而被广泛使用（Beehner et al. 

2004，Xia et al. 2015）。然而，粪便中激素的代

谢具有一定的滞后性（Wasser 1988），其测得

激素分泌高峰常呈现与血液不一致的现象

（Wasser et al. 1993），加之不同的粪便处理方式

与激素提取方法，往往导致测得的激素含量产

生较大差异。如何选取合适的实验方法，在开展

野生动物行为生理研究中起着至关重要的作用。 

动物的繁殖行为一般受雌性发情周期的影

响（阎彩娥等 2003，Blanco et al. 2010），了解

雌性动物排卵周期、孕期等基础资料能够进一

步研究其繁殖策略及行为机制。尤其对无明显

性皮肿胀且倾向于隐蔽排卵的物种，借助粪便

监测雌性性激素分泌水平，可以为评估其繁殖

状态提供更多可靠证据。但粪便的处理方式以

及最佳的激素提取方法在饮食代谢不同、胃肠

道微生物组成不同的物种中并不通用，存在着

较强的物种特异性（Heistermann et al. 1995，

王慧平等 2005），甚至同一种属不同物种间也

具有较大差异（黎嘉欣等 2018）。在应用激素

监测野生动物的生理状况时，任何保存提取方

法都需要在所研究的物种中进行验证（Nugraha 

et al. 2017）。 

短尾猴（Macaca thibetana）是我国Ⅱ级保

护野生动物，隶属灵长目（Priamtes）猴科
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（Cercopithecidae）猕猴属，以往对黄山的短尾

猴种群家域大小（Li et al. 2005）、社会行为

（Jiang et al. 2019）、食性（尤硕愚等 2013）、

肠道微生物（Sun et al. 2016）组成等展开了一

系列的研究。在应用粪便监测其雌性性激素水

平的研究中缺乏可靠的方法支撑。因此，本研

究对短尾猴粪便样品进行了 3 种方式处理，并

选取了 4 种常用抽提方法，分别提取黄山野生

短尾猴和铜陵笼养短尾猴粪便样品中雌二醇

（estradiol，E2）与孕酮（progesterone，P4），

使用放射免疫分析法（radioimmunoassay，RIA）

检测含量。通过比较，寻找简便快捷有效的实

验方法，以适用于大批量样品的处理，用于短

尾猴粪便样品中雌二醇与孕酮水平的监测，以

期为该物种行为内分泌的研究提供技术保障和

方法支撑，同时为进一步对野生短尾猴种群行

为机制的研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  研究对象及研究地点 

本研究于 2019 年 8 至 10 月，选取安徽省

黄山风景区南麓浮溪野生猴谷（30°29′ N，

118°10′ E）5 只成年雌性野生短尾猴个体及铜

陵市十里长冲动物园 5 只成年雌性笼养短尾猴

个体为研究对象，所有个体均能依据其自然特

征准确识别（李进华 1999）。实验期间野生猴

群主要采食野外自然生长植物的茎、叶、花与

果实等，粪便呈深绿色，含较多纤维物质；笼

养猴群主要食物为玉米，粪便呈黄色。 

1.2  粪便样品采集及处理 

野外每天跟踪野生猴群，当发现目标动物

排便后，迅速用一次性无菌手套收集未沾取尿

液、雨水的完整新鲜粪便样品，去除石块、泥

土、草屑等杂物后放入 50 ml 样品瓶中，标记

日期、时间、个体名称并用冰盒暂时保存。在

3 h 内带到实验基地进行分组处理，将每个样品

充分混匀后分 3 部分，分别编组为湿便法处理

组、冷冻干燥粉碎法处理组和冷冻干燥研筛法

处理组。3 组分别称取湿重数据后不添加任何

试剂立即放入﹣20 ℃冰箱冷冻保存，以保证粪

样激素含量的稳定。笼养猴群每日 6:00 时待工

作人员清理地面后进行采集，采集要求与处理

方法同野生猴群。野生和笼养个体各 5 只，每

只采集 2 份粪便样本，共 20 份。湿便法处理组

直接提取检测，冷冻干燥粉碎法处理组和冷冻

干燥研筛法处理组使用冷冻干燥机﹣50 ℃冷

冻干燥 24 h，记录干重后，冷冻干燥粉碎法

处理组使用小型粉碎机充分粉碎，粉碎后粉

末放入 10 ml 离心管保存；冷冻干燥研筛法

处理组用 0.03 mm 筛网研磨筛除未消化的种

子草屑等杂质，研磨后样品放入 10 ml 离心

管中保存。 

1.3  粪便雌二醇与孕酮抽提 

参照其他非人灵长类动物粪便激素提取与

改良的相关研究（Heistermann et al. 1995，范

鹏来等 2013，王慧平等 2005，Wasser et al. 

1994），选取了 4 种常用的抽提方法，分别对 3

组粪便样本进行抽提。 

1.3.1  甲醇乙醚法  湿便法处理组称取 0.5 g

（精确到 0.01 g，下同）粪便，均质化处理后

加入 90 %甲醇 5 ml，涡旋涡振 15 min，4 ℃下

4 000 r/min 离心 15 min，离心后取上清液，蒸

发至 0.5 ml 后加入 5 ml 乙醚，60 ℃水浴直至

蒸干，加入 1 ml 甲醇，涡振复溶 3 min，制成

待测液于﹣20 ℃冷冻保存待测。冷冻干燥粉碎

法处理组与冷冻干燥研筛法处理组称取 0.1 g

干燥粪便粉末，其余步骤相同。 

1.3.2  甲醇乙醇法  湿便法处理组称取 0.5 g

粪便进行均质化处理后，加入 1 ml 双蒸水，加

入 1 ml 无水乙醇，涡振 2 min 后静置 2 h，再

次涡振 10 min，4 ℃下 4 000 r/min离心 10 min，

取出上清液 1 ml，加入 2 ml 甲醇至原沉淀离心

管中，涡振 2 min 后静置 2 h，涡振 10 min，同

法离心后取上清液 2 ml，合并两次的上清液，

水浴锅 60 ℃水浴直至蒸干，加入 1 ml 甲醇，

涡振复溶 3 min，制成待测液于﹣20 ℃冷冻保存

待测。冷冻干燥粉碎法处理组与冷冻干燥研筛法

处理组称取 0.1 g 干燥粪便粉末，其余步骤相同。 
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1.3.3  乙醇丙酮法  湿便法处理组称取 0.5 g

粪便进行均质化处理后，加入比例 4 ml 乙醇和

1 ml 丙酮，涡振 15 min，4 ℃下 4 600 r/min 离

心 15 min，取 3 ml 上清液，原沉淀管中再加入

80%乙醇 2.5 ml，涡振 5 min，同法离心后取上

清液 2 ml，合并两次上清液 60 ℃水浴蒸干至

1.5 ml，加入 0.5 ml 蒸馏水，继续蒸至 0.5 ml，

加入 2.5 ml 乙醚，涡振 1 min，静置 20 min，

取 2 ml 乙醚继续蒸干，加入 1 ml 甲醇，涡振

复溶 3 min，制成待测液于﹣20 ℃冷冻保存

待测。冷冻干燥粉碎法处理组与冷冻干燥研

筛法处理组称取 0.1 g 干燥粪便粉末，其余步

骤相同。 

1.3.4  乙醇加热法  湿便法处理组称取 0.5 g

粪便进行均质化处理后，加入 80 %乙醇 5 ml，

涡振 10 min，70 ℃水浴 20 min，4 ℃下

4 600 r/min 离心 15 min，取 3 ml 上清液。原

沉淀管中再加入 80 %乙醇 2.5 ml，振荡 10 min，

同法离心后取 2 ml 上清液。合并两次上清液，

60 ℃水浴蒸发干燥后加入 1 ml 甲醇，涡振复

溶 3 min，制成待测液于﹣20 ℃冷冻保存待测。

冷冻干燥粉碎法处理组与冷冻干燥研筛法处理

组称取 0.1 g 干燥粪便粉末，其余步骤相同。 

1.4  粪便中雌二醇与孕酮含量测定 

采用放射免疫分析法（RIA）测定雌二醇

（E2）与孕酮（P4）含量，每个样品重复测定

2 次，两次数值相差较大时，则进行第 3 次测

定，保留相近的两组。试剂盒购于北京福瑞生

物技术公司，使用西安核仪器厂所产 XH-6080 

γ放射免疫分析仪测定含量。 

雌二醇（E2）试剂盒具体参数如下。标准

范围：5 ~ 1 000 ng/L；灵敏度：用零校准品稀

释高浓度雌二醇的敏感度为 0.5 ng/L；精密度：

批内变异系数小于 10%，批间变异系数小于

15%；特异性：抗体与下列类似物的交叉反应

率分别为雌三醇 0.016%、孕酮小于 0.01%、睾

酮 0.01%。 

孕酮（P4）试剂盒具体参数如下。标准范

围 0 ~ 100）µg/L；灵敏度小于 0.05 µg/L；精

密度：批内变异系数小于 7%，批间变异系数

小于 10%；特异性：抗体与下列类似物的交叉

反应率分别为孕烯醇酮小于 0.03%、雄稀二酮

小于 0.01%、雌二醇 0.01%。  

1.5  数据统计与分析 

最终激素含量根据每份样品去除水分前后

的重量计算含水率，统一转换为干重 0.1 g 所含

含量。利用 Excel 和 SPSS 22.0 软件统计和分析

数据，借助 Origin Pro 8.0 绘图。One sample 

Kolmogorov -Smirnov test 检验数据是否符合正

态分布，正态分布数据进行 Paired-Samples T Test

检验，非正态分布数据采用Two-Simple-Wilcoxon

检验。显著性水平设为 α = 0.05，极显著性水平

设为 α = 0.01。 

2  结果 

2.1  粪便雌二醇与孕酮处理方法的比较 

粪便雌二醇与孕酮均使用冷冻干燥研筛法

处理所测得含量最高。雌二醇含量使用冷冻干

燥研筛法与湿便法直接处理具有极显著差异

（P < 0.01），与冷冻干燥粉碎法具有显著差异

（P < 0.05）（图 1a）；孕酮含量使用冷冻干燥

研筛法与湿便法和冷冻干燥粉碎法均具有极显

著差异（P < 0.01）（图 1b）。 

不同取食环境下粪便中高纤维杂质含量明

显不同，笼养短尾猴粪便纤维成分较野生短尾

猴偏少，可能会使粪便处理结果产生差异。因

此，对笼养与野生个体粪便数据分开进行分析。

结果表明，笼养状态下，冷冻干燥研筛法处理

雌二醇与孕酮激素含量与冷冻干燥粉碎法无显

著差异（P > 0.05，图 2a，b），两种粪便处理

保存方式均可选择；野生状态下短尾猴粪便使

用冷冻干燥研筛法与冷冻干燥粉碎法处理具有

显著差异性（P < 0.01），冷冻干燥粉碎法两种

激素含量均明显偏低（图 2c，d），野生短尾猴

粪便在选取处理方法时需要考虑到粪便中高纤

维杂质在处理过程中对激素含量的影响，针对

野生短尾猴更适用选取冷冻干燥研筛法处理粪

便样品。 
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图 1  不同粪便处理方式激素含量比较 

Fig. 1  Comparison of hormone contents among different fecal treatment methods 

a. 雌二醇；b. 孕酮；n = 20，平均值 ± 标准误。 * P < 0.05；** P < 0.01 

a. Estradiol; b. Progesterone; n = 20, Mean ±SE. 

 

 
 

图 2  不同取食环境下的短尾猴粪便处理方式比较 

Fig. 2  Comparison of fecal treatment methods between wild macaques and captive macaques 

a. 笼养短尾猴雌二醇；b. 笼养短尾猴孕酮含量；c. 野生短尾猴雌二醇含量；d. 野生短尾猴孕酮含量；n = 20，平均值 ± 标准误。N. S

无显著差异，** P < 0.01 

a. Estradiol content in captive macaques; b. Progesterone content in captive macaques; c. Estradiol content in wild macaques; d. Progesterone 

content in wild macaques; n = 20, Mean ±SE. N.S means no significant difference, ** P < 0.01 
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2.2  粪便雌二醇与孕酮抽提方法的比较 

雌二醇抽提结果显示，乙醇加热法提取 E2

平均含量最高（表1），与甲醇乙醚法（Z =﹣5.986，

n = 20，P < 0.01）、乙醇丙酮法（Z =﹣6.162，

n = 20，P < 0.01）和甲醇乙醇法（Z =﹣5.433，

n = 20，P < 0.01）均具有极显著差异性。甲醇

乙醇法与甲醇乙醚法（Z =﹣1.082，n = 20，P > 

0.05）无显著差异性，与乙醇丙酮法（Z =﹣3.725，

n = 20，P < 0.01）具有极显著差异性；甲醇乙

醚法与乙醇丙酮法（Z =﹣1.524，n = 20，P > 

0.05）无显著差异性。 

孕酮抽提结果显示，仍为乙醇加热法提取

P4 平均含量最高（表 1），与甲醇乙醚法（Z =

﹣6.173，n = 20，P < 0.01）、乙醇丙酮法（Z =

﹣5.621，n = 20，P < 0.01）和甲醇乙醇法（Z =

﹣4.303，n = 20，P < 0.01）具有极显著差异性；

甲醇乙醇法与甲醇乙醚法（Z =﹣4.204，n = 20，

P < 0.01）及乙醇丙酮法（Z =﹣2.923，n = 20，

P < 0.05）具有显著差异性；甲醇乙醚法与乙醇

丙酮法（Z =﹣0.133，n = 20，P > 0.05）无明

显差异性。综合比较，短尾猴粪便中孕酮抽提

选取乙醇加热法较其他三种方法提取含量更

高、效果更好。 

3  讨论 

3.1  粪便处理方式对雌二醇与孕酮激素含量

的影响 

本研究对短尾猴粪便处理的实验结果显

示，粪便中雌二醇与孕酮均采用冷冻干燥研筛

法处理含量最高。但野生与笼养个体粪便处理

方法的比较略有差别，野生短尾猴粪便冷冻干 
 

燥研筛法处理与冷冻干燥粉碎法具有显著差

异，而笼养短尾猴粪便两种处理方法无明显差

别。两种处理方式是否具有显著差异可能与动

物取食食物的纤维含量相关，冷冻干燥粉碎法

是全部粪样进入激素抽提的过程，而冷冻干燥

研筛法则去除了激素含量少的粗糙成分，相当

于含激素少的杂质被去除，样本量减少了。在

本研究中，笼养短尾猴与野生短尾猴相比，食

物含粗糙纤维成分少，因而粪便去除粗糙杂质

后，两种处理方法样本质量无明显差别，因此

激素含量也不存在显著差异。而野生短尾猴由

于所食食物粗糙纤维较多，采用冷冻干燥粉碎

法处理的粪便中含激素较少的杂质成分占比则

较大，与冷冻干燥研筛法所测得的激素含量就

会产生较大差异。不同灵长类物种取食食物的

纤维含量与其生存环境相关（韦华 2007，赵卫

东等 2009，黄中豪等 2010），无论是野生还是

笼养，测定物种激素水平的粪便处理方法应根

据物种所取食食物的特点进行选择。 

另一方面，食物纤维会增加排粪量，粗糙

的纤维会从肠道表层带走更多含激素的黏液，

对激素含量也具有显著影响（Goymann 2005，

Busso et al. 2007）。比如，Dantzer 等（2011）

对两组红松鼠（Tamiasciurus hudsonicus）的控

制实验显示，喂食云杉种子组（纤维素含量

19.8%）其粪便中的皮质醇激素及雄激素含量

均有显著提高，而喂食花生酱组（纤维素含量

6.6%）其粪便中的皮质醇含量显著降低，雄激

素含量也有所下降。此外，在大熊猫（Ailuropoda 

melanoleuca）粪便表层与内部类固醇激素的含

量比较中，发现粪便表层的雌二醇含量偏高， 

表 1  不同提取方法粪样激素含量测定结果（平均值 ± 标准误） 

Table 1  Results of fecal hormone content determination by different extraction methods (Mean ± SE) 

激素 
Hormone 

样本量 
Samples 

乙醇加热法 
Ethanol-heating method

甲醇乙醚法 
Methanol-ether method

乙醇丙酮法 
Ethanol-acetone method 

甲醇乙醇法 
Methanol-ethanol method

雌二醇 Estradiol (pg/g) 20 18 254.33 ± 3 776.60a 12 668.72 ± 2 535.69bc 11 579.32 ± 2 577.14c 14 583.71 ± 3 174.90b

孕酮 Progesterone (ng/g) 20 76.78 ± 6.25a 48.10 ± 4.17c 49.51 ± 4.35c 59.70 ± 5.56b 

每列中含有不同上标的数据间存在显著差异性（P < 0.05）。 

There are significant differences between the data with different superscripts in each column，P < 0.05. 
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与粪便内部的雌二醇含量具有显著差异性（于

小杰等 2010）。而雌性东北虎（Panthera tigris 

altaica）和华南虎（P. t. amoyensis）的粪便表

层与粪便的内部雌激素含量却无显著差异（傅

文源 2018）。其原因在于，大熊猫主要取食竹

子，而东北虎与华南虎的主要食物为高蛋白肉

类，竹子消化后产生的高纤维物质使得大熊猫

粪便表层经过肠道时能够带走更多含激素较多

的黏液，从而造成粪便表层激素含量与粪便内

部激素含量具有较大差异性（于小杰等 2010）。

这也进一步说明，在研究粪便类固醇激素处理

方式时，所研究物种的取食环境和粪便状态不

可忽视。 

3.2  粪便雌二醇与孕酮的抽提 

物种的特异性使粪便中类固醇激素的抽提

方法不具有统一适用性，甚至同种属不同物种

之间提取方法也具有差异。乙醇丙酮法对川金

丝猴（Rhinopithecus roxellana）粪便激素的提

取效果较好（王慧平等 2005），但对滇金丝猴

（R. bieti）粪便中激素提取效果却极不理想（黎

家欣等  2018 ）。甲醇乙醚法在长尾叶猴

（Semnopithecus entellus）粪便中抽提雌二醇与

孕酮，回收率可达到 83% ~ 89%（Heistermann 

et al. 1995），但甲醇乙醚法在本研究中对短尾

猴雌二醇与孕酮的抽提结果含量却明显偏低。

这也表明在选择实验方法检测不同物种粪便中

的激素含量时，应考虑物种特异性所带来的影

响，保证检测结果的准确性，避免资源和精力

的浪费。 

致谢  本研究得到了黄山风景区园林局的大

力支持，野外工作得到黄山野生猴谷管理中心
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