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一种用于食草动物粪便显微组织分析
的临时装片新技术

曹伊凡　苏建平 3

(中国科学院西北高原生物研究所 , 西宁 , 810001)

摘要 : 粪便显微组织分析法是研究食草动物食性的主要方法 , 其常规装片技术需要使用 Hoyer’s装片介质对植物

碎片进行封片 , 而 Hoyer’s封片液的粘性易导致植物碎片在装片过程中发生卷曲和重叠 , 影响植物碎片的识别效

果。本文提出的新装片技术采用没有粘性的饱和 NaCl溶液代替 Hoyer’s装片介质 , 结合特定的定量取样方法和

装片程序 , 可以有效地减少植物碎片的卷曲率和重叠率。对比试验显示 , 新装片技术可使植物碎片卷曲率从

1014%下降至 318% , 重叠率从 25%下降至 811% , 说明新装片技术在减少植物碎片卷曲和重叠方面明显优于常

规装片方法。
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A new techn ique for tem porary slide m oun ting in m icroh istolog ica l herb i2
vore feca l ana lysis
CAO Yifan, SU J ianp ing
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Abstract: M icrohistological fecal analysis is an important technique for investigating herbivore diets. The conventional

mounting technique uses Hoyer’s mounting medium to seal the p lant fragment to the slide. However, Hoyer’s seal liquid

inevitably causes p lant fragments to crinkle and overlap during the mounting p rocess because of the liquid’s stickiness,

which leads to a poor identification of samp le p lant fragments. To reduce this p roblem, we developed a new mounting tech2
nique to rep lace Hoyer’s mounting medium: non2viscous saturated NaCl. W e performed a controlled experiment in which

ten slides of the same feces samp le were made and observed, using new and the conventional mounting technique. The per2
centage of crinkled fragments declined from 1014% ( conventional mounting technique) to 318% ( new mounting tech2
nique) and of overlapp ing fragments from 25% ( conventional mounting technique) to 811% ( new mounting technique).

W e recommend the new mounting technique over the conventional mounting technique.
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　　动物食性研究是一项基础生态学研究 , 食性分

析是研究动物生境需求的核心内容 , 它可以对栖息

地评价、容纳量估计、能量代谢以及种间关系提供

有价值的基础资料 , 同时也为动物尤其是濒危动物

的异地保护、人工养殖和资源管理提供理论依据

(郑荣泉和鲍毅新 , 2004)。

粪便显微分析法是食草动物食性研究中的常规

方法 (Hansen et a l1, 1973; Hansen, 1974; 陈化鹏

和萧前柱 , 1989; A lipauo et a l1, 1992; Sandoval et

a l1, 2005; Mellado et a l1, 2005; A rceo et a l1,

2005; Guo and Zhang, 2005)。该法以其易于取样

和对动物干扰小的优点 , 在食草动物食性研究中得

到广泛应用 , 也是唯一被用来确定珍稀和濒危动物

食性的技术 ( Putman , 1984)。它的基本原理是根

据粪便中未被消化的植物角质表皮碎片的细胞结

构 , 鉴定动物取食种类。而该技术的难点之一是植

物碎片的识别 , 尤其是残留于粪便的植物碎片识别

(Holechek, 1982)。因此 , 自 Baumgartner和 Mar2
tain (1939) 提出粪便显微组织分析法以来 , 后来

的应用过程中就如何提高植物碎片的识别率问题作
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了很多改进 ( Dusi, 1949; Storr, 1961; Stewart,

1967; Sparks and Malechek, 1968; W illiam s, 1969;

Hansen, 1981; Holechek, 1982; Barker, 1986;

Norbury, 1988; A lipauo et a l1, 1992) , 形成了目前

实验室大多采用的 Sparks和 Malechek ( 1969) 方

法。然而 , 由于该方法在装片过程中使用了高粘度

的 Hoyer’s装片介质 , 致使植物碎片很难均匀分

开 , 并常发生卷曲和重叠 , 从而影响了植物碎片的

识别。迄今为止 , 尚无解决这一问题的报道 , 根据

我们多年的探索和研究 , 建立了一种能显著减少植

物碎片卷曲率和重叠率的新装片方法 , 现介绍如

下。

1　试验方法

111　试剂和材料

医用白凡士林 ; 次氯酸钠 (有效氯含量不低

于 512% ) ; 网筛 20 目 , 60 目 , 100 目 , 200 目 ;

载玻片 2514 mm ×7612 mm, 厚 1～112 mm; 盖玻

片 24 mm ×24 mm, 厚 0113～0117 mm; 定量取样

有机玻璃板 1块 , 2514 mm ×7612 mm ×1 mm, 在

其中央钻取直径 3 mm 的圆孔。长 100 mm直径为

1 mm的铁丝做成边长为 20 mm正方形框 , 多余的

20 mm 向上弯曲成为手柄。 10 mm ×15 mm ×

30 mm磁铁 1块。

112　待检植物碎片制备

藏羚羊 ( Pantholops hodgson i) 的夏季新鲜粪

便 60℃烘干 24 h, 取粪便 2 g经粉碎机粉碎 , 将粉

碎的材料依次经 20目 →60目 →100目网筛筛选 ,

使碎片大小介于 0115 mm和 0130 mm之间。取 100

目的筛上物经自来水冲洗约 2 m in, 移入平皿 , 加

入次氯酸钠并用解剖针搅拌 , 3 h后倒入 200目的

网筛中自来水冲洗 3 m in, 去除漂白液后待检。

113　定量取样

取一干净的载玻片 , 将事先做好的定量取样有

机玻璃板重叠其上 , 再取足量待检植物碎片材料填

入其圆孔 , 然后用解剖针刮除高出圆孔上表面的碎

片 , 去除有机玻璃板。这样 , 可以保证制作的每张

切片的植物碎片量基本一致 , 避免因样品量悬殊导

致的观测结果误差 (Hansen, 1981)。

114　加制凡士林框

将上述已加载样品的载玻片置于用纸包裹

(避免磁铁划伤载玻片 ) 好的磁铁上 , 再取已制作

好的方形铁丝框置于该载玻片上 , 用毛细管吸取经

水浴加热溶化的凡士林液滴于铁丝框的外部周围 ,

待凡士林凝固后取下铁丝框使其在载玻片上形成一

个 22 mm ×22 mm ×1 mm的方形框。

115　滴加饱和 NaCl溶液

在上述凡士林方框内加入约 015 m l的饱和

NaCl溶液 , 并用解剖针搅拌碎片至碎片完全散开 ,

加盖玻片 , 将溢出的液体用滤纸吸除。即可在显微

镜下观察。

2　新装片方法与常规方法的结果比较

采用相同的植物碎片待检材料 , 按常规装片方

法 ( Sparks and Malechek, 1969) 和新装片程序分

别制作 10张切片 , 利用 DMBS - 223 IPL - 5数码生

物显微镜在 20倍物镜下观察 , 并记录植物碎片总

数、卷曲碎片数和重叠碎片数 , 结果见表 1。

表 1　两种装片方法的植物碎片卷曲和重叠统计数据

Table 1　Statistics for crinkling and overlapp ing p lant fragments using two different mounting techniques

常规方法 Conventional mounting technique ( Sparks and Malechek, 1969)

切片 Slides TF TC TCP OL2 OL3 OL4 OL5 TOL TOLP
C01 868 67 717 40 144 112 10 306 3513
C02 986 89 910 32 153 48 15 248 2512
C03 980 80 812 44 114 44 10 212 2116
C04 1069 117 1019 36 192 64 15 307 2817
C05 1115 137 1213 64 183 84 15 346 3110
C06 1204 150 1215 44 114 92 20 270 2214
C07 1108 130 1117 40 114 32 20 206 1816
C08 1024 111 1018 40 66 40 10 156 1512
C09 998 110 1110 68 105 72 15 260 2611
C10 993 95 916 42 144 60 15 261 2613
Mean 1035 109 1014 45 133 65 15 257 2510
SD 88 25 116 11 36 24 4 53 516

本文新装片方法 New mounting techniques

切片 Slides TF TC TCP OL2 OL3 OL4 OL5 TOL TOLP
N01 984 39 410 36 30 24 0 90 912
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续表 1　Continued form table 1

N02 961 44 416 24 30 16 0 70 713
N03 989 41 412 20 33 20 0 73 714
N04 1145 41 316 34 36 44 0 114 1010
N05 964 35 316 32 42 28 0 102 1016
N06 1065 41 319 30 36 28 0 94 818
N07 1028 44 413 16 24 24 0 64 612
N08 1137 39 314 26 24 16 0 66 518
N09 950 34 316 24 24 24 0 72 716
N10 1225 42 314 32 30 44 0 106 817
Mean 1045 40 318 27 31 27 0 85 811
SD 90 3 014 6 6 9 0 17 115

　　TF: 植物碎片总数量 ; TC: 总卷曲碎片数 ; TCP: 总卷曲率 ; OL2: 2 - 碎片重叠数 ; OL3: 3 - 碎片重叠数 ; OL4: 4 - 碎片重叠数 ;
OL5, 5 - 碎片重叠数 ; TOL, 总重叠碎片数 = OL2 + OL3 + OL4 + OL5; TOLP: 重叠率 = TOL ×100 /TF

TF: Total number of p lant fragments; TC: total number of crinkled fragments; TCP: percent of crinkled fragments: = TC ×100 /TF; OL2: Num2
ber of overlapp ing fragments in 2 - fragment clusters; OL3: Number of overlapp ing fragments in 3 - fragment clusters; OL4: Number of overlapp ing frag2
ments in 4 - fragment clusters; OL5: Number of overlapp ing fragments in 5 - fragment clusters; TOL: Total number of overlapp ing fragments = OL2 +
OL3 +OL4 +OL5; TOLP: percent of overlapp ing fragments = TOL ×100 /TF1

　　由于采用了相同的定量取样技术 , 表 1中两种

装片方法所得植物碎片总数非常接近 , 所以两种装

片方法所得植物碎片卷曲和重叠的统计结果具有可

比性。表 1显示 , 采用常规装片方法得到的切片大

约有 1014%的植物碎片发生卷曲 , 同时有 25%的

植物碎片发生重叠 , 而采用本文提出的新装片方法

可使植物碎片卷曲率和重叠率分别下降至 318%和

811% , 经 Mann2W hitney检验 , 两种装片方法的植

物碎片卷曲率和重叠率差异均达到极显著水平 ( P

< 0101) , 表明本文提出的装片方法在减少植物碎

片卷曲和重叠方面明显优于常规方法 (图 1) , 并

因此增加可鉴别植物碎片的比例 , 有利于提高植物

碎片的可识别率。

图 1　不同装片法植物碎片的识别效果 : 1: 卷曲碎片 (常规装片法 ) ; 2: 多个碎片重叠 (常规装片法 ) ; 3～4: 清晰的形态结
构 (新装片法 )
Fig11　 Illustration of p lant fragments by mounted on slides by two different techniques: 1: crinkled fragment ( conventional mounting slide
techniques) ; 2: overlapp ing fragments ( conventional mounting slide techniques) ; 3 - 4: framents with clear morphological structure
( new mounting slide techniques)
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3　讨论

上述对比试验结果说明 , 本文提出的新装片方

法能够有效地减少植物碎片的卷曲和重叠 , 但这还

不是一个符合逻辑的证明 , 除非能够对此给出一个

合理的解释。

众所周知 , 常规装片方法要使用 Hoyer’s装片

介质 (Hansen, 1981; A lipauo et a l1, 1992; Sando2
val et a l1, 2005; Mellado et a l1, 2005; A rceo et

a l1, 2005) , 尽管操作者可以借助解剖针等工具使

植物碎片尽可能均匀地在装片介质中散布开来 , 但

由于装片介质本身具有很高的粘性 , 所以在装片过

程中容易导致植物碎片卷曲和因相互粘连、不易分

离而发生重叠。

本文采用没有粘性的饱和 NaCl溶液为装片介

质 , 经解剖针充分搅拌后 , 植物碎片可以更加充分

地舒展开来 , 并随机地分布于溶液之中 , 从而能够

有效地减少卷曲和重叠。另外 , 饱和 NaCl溶液产

生的浮力可使密度最小的植物碎片完全上浮贴近盖

玻片 , 密度最大的碎片下沉贴近载玻片 , 而部分密

度居中的碎片则漂浮于溶液之中 , 这样 , 尽管密度

不同的碎片在空间上可能上下重叠 , 但通过显微镜

的微调仍然可以分别清楚地观察它们并进行识别。

我们曾采用清水作装片介质 , 但由于其密度较小 ,

产生的浮力不足以将密度不同的植物碎片分层展

示 , 故重叠率仍然较高 , 改用饱和 NaCl溶液后 ,

结果显著改善。

需要指出的是 , 常规装片方法可以制作永久性

封片 , 供反复观察使用 , 而新的装片技术则注重提

高可识别率 , 不适合作永久性封片。尽管如此 , 但

由于每张切片上的全部植物碎片信息可以数码照片

形式记录和保留 , 从而 , 弥补了该技术不适合作永

久性封片的缺点。

此外 , 新的装片技术操作简便、易行 , 所需试

剂、器材容易得到 , 或可自制 ; 试验结果可重复性

强 , 而且可以得到大量清晰的植物碎片照片 , 因

而 , 在食草动物的食性分析研究中有一定应用价

值。
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