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鸟类组织稳定同位素分析样品的预处理方法
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摘要：稳定同位素分析样品在进行同位素质谱分析之前需要适当的处理，然而如何处理尚未形成统一

的标准。本文结合鸟类组织稳定同位素分析样品的测试流程，介绍了鸟类学研究领域稳定同位素技术

应用中涉及的分析样品解冻清洗、干燥、分离纯化、研磨和储存等前处理方法，并对不同组织常用的

处理方法及分析样品测定中有待解决的问题展开了讨论。旨在抛砖引玉，为利用稳定同位素技术开展

鸟类学方面的研究提供科学参考和技术支持。 
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Abstract: Stable isotope analysis samples require proper treatment before isotope mass spectrometry analysis, 

but there is still no standard method for sample pretreatment. Combining with the stable isotope analysis 

testing process of avian tissues, this paper introduces the sample pretreatment methods, such as thawing and 

cleaning, drying, isolation and purification, grinding and storage, which are useful for isotope technology 

applications in Ornithology. Different tissues pretreatment methods and problems in sample analysis are also 

discussed. We hope this review will provide some scientific references and technical supports for the 

application of stable isotope technique in Ornithology. 
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稳定性同位素技术早在 20世纪 70年代末

期就被引入生态学研究领域（易现峰等 2005）。

目前该技术在动物生态学研究方面得到广泛应

用，包括食性（Denadai et al. 2008）、生活史

（Phillips et al. 2009）、营养级关系（Muñoz-Gil 

et al. 2012）、动物迁徙（Hobson et al. 2001，Jason 

et al. 2010）以及相近的古环境重建（Johnson et 

al. 1997）等方面的多项研究都涉及该技术。 

mailto:yangletibet@126.com
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鸟类学研究中，稳定同位素技术用于建立

迁徙鸟类繁殖地与越冬地之间的联系（Hobson 

et al. 1997a，McKinnon et al. 2012），测定繁殖

过程中的营养分配（Hobson et al. 1997b，

Klaassen et al. 2004，Carleton et al. 2006），明确

某种鸟类的食性（Polito et al. 2009），判定物种

的营养级位置（杨月琴等 2009）。稳定同位素

技术在国外鸟类学研究中的应用较为广泛，但

在国内研究相对较少。 

国外研究中常见的测量样品主要有非损伤

性组织样品，如卵壳、羽毛和爪等组织（Mabee 

1997，Oppel et al. 2009，Barquete et al. 2013），

轻度损伤组织样品血液（全血、血细胞和血浆）

以及重度损伤组织样品，卵内容物、肌肉、内

脏和骨骼（Yohannes et al. 2012，Barquete et al. 

2013，王玄等 2015）。目前国内有关动物稳定

同位素测定样品用于鸟类组织分析的部位主要

是羽毛（丛日杰 2013）、肌肉（易现峰等 2004，

宋大伟等 2007，杨月琴等 2009）、卵壳膜（李

继荣等 2015）和血液（张璇等 2013），对于其

他组织的应用相对较少，有关样品前处理方法

仅在李银风等（2015）的研究中提及。 

然而分析样品的前处理是控制样品测定值

准确与否的关键因素之一，不同的样品处理方

法也许会影响稳定同位素比值的结果（刘瑀等

2013）。本文结合国内外稳定同位素技术应用的

相关研究，介绍了鸟类组织样品的解冻清洗、

干燥、分离纯化、研磨和储存等预处理方法，

并对不同组织常用的处理方法及分析样品测定

中有待解决的问题展开了讨论。旨在抛砖引玉，

为利用稳定同位素技术开展鸟类学方面的研究

提供科学参考和技术支持。 

1  样品测量流程 

稳定同位素样品的处理流程如图 1 所示，

样品处理首先需要解冻并对样品表面的附着污

染物进行清洗，根据不同的实验研究目的对干

燥后的样品进行特定的组织成分分离，不同成

分的分离方法不同，分离得出的样品再次进行

干燥，干燥后的样品需要进行研磨，使样品的

均质性良好，测定所需的样品至少要过 60 目

筛，处理好的样品可以直接进行包样测定或储

存备用。 

2  样品前处理 

2.1  解冻与清洗 

低温条件下保存的鸟卵内容物、血液（全

血、血细胞和血浆）、肌肉、内脏和骨骼样品首

先需要进行解冻处理，但反复冻融会对样品的

稳定同位素比值产生影响（ de Lecea et al. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  样品测定流程示意图 

Fig. 1  The flow chart of sample measurement            
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2011）。de Lecea等（2011）在对拟海虾属生物

（Haliporoides triarthrus）和短吻角鲨（Squalus 

megalops）的研究中发现，常温下解冻 1 次和

解冻 2次，其肌肉的 δ
15

N和 δ
13

C 值各不相同。 

非损伤性组织样品如羽毛、爪、卵壳样品

表面需要清洗去除表面附着的污染物，爪一般

用乙烷将表面污染物冲洗干净后放入通风橱中

自然干燥（Hahn et al. 2014）。对于羽毛来说一

般要用有机试剂进行浸洗或冲洗，然后用去离

子水或蒸馏水冲洗羽毛表面残留的有机溶剂或

者直接放入通风橱中自然晾干去除有机溶剂，

常用的有机溶剂有氯仿和甲醇混合溶液（氯仿

与甲醇体积比为 2︰1）（Hobson et al. 2003，

Cherel et al. 2005，Norris et al. 2005，Wunder et 

al. 2005，Perez et al. 2010，Storm-Suke et al. 

2012）、氯仿（Hobson et al. 1993a）、乙醚

（Hobson et al. 1993a）。也有一些研究中使用碱

性溶液对羽毛进行浸洗或冲洗，然后用蒸馏水

冲洗去除羽毛表面附着的碱性溶液，用到的碱

性试剂有氢氧化钾（KOH）（Natsumeda et al. 

2015）、0.25 mol/L氢氧化钠（NaOH）（Bearhop 

et al. 2002）。爪的处理方法为蒸馏水超声清洗 5 

min，清洗过程重复 3次（Barquete et al. 2013）。

卵壳外表面的污染物可以使用次氯酸钠

（NaClO）溶液（Segalen et al. 2009，Maurer et 

al. 2011）、蒸馏水（Hobson et al. 1997b）冲洗

去除，而卵壳内表面附着的污染物可以用有机

溶剂丙酮冲洗（Rock et al. 2013）。损伤性组织

样品肌肉和内脏样品解冻后使用蒸馏水冲洗

（Hobson et al. 2012），骨骼可以使用蒸馏水冲

洗或超声清洗，机械打磨去除表面的污染物

（Steele 2005，Mori et al. 2007，管理等 2008）。 

不同的研究在清洗样品时使用的化学试剂

不同，样品的清洗和分离过程中使用不同的化

学试剂是否造成样品稳定同位素比值不同需要

进一步研究。Mateo 等（2008）有关样品前处

理对于海洋无脊椎动物 δ
13

C 和 δ
15

N 影响的研

究结果显示，酸化后的水洗会导致样品稳定同

位素值改变，不同物种的改变情况不同，因此，

在对于特定物种的特定组织进行稳定同位素比

值测定前，样品是否能够进行水洗需要进一步

研究。 

2.2  干燥 

样品干燥通常使用烘干、自然干燥、冷冻

干燥 3 种方法，烘干法处理的组织种类最多，

包括损伤性组织：卵内容物（卵黄、卵壳膜和

卵清）、肌肉（胸肌和腿肌）、内脏（胃、小肠、

胰腺、心、肝、肾）和脑（Polito et al. 2009，

Bauchinger et al. 2010，Natsumeda et al. 2015），

50 ~ 60℃ 24 ~ 48 h烘干至恒重（Alisauskas et al. 

1993，Bearhop et al. 2002）。除此之外，卵内容

物（卵黄、卵壳膜和卵清）（Hobson et al. 1997b，

Ricca et al. 2007，Polito et al. 2009，Sharp et al. 

2009，Oppel et al. 2010，Rock et al. 2013）、肌

肉（胸肌和腿肌）和肝样品还可使用冷冻干燥。

冷冻干燥方法同样用于血液（全血、血细胞和

血浆）（Hobson et al. 1993b，Bearhop et al. 2002，

Norris et al. 2005）、胃容物（Cherel et al. 2005）

和骨骼样品（Hobson et al. 1993a，Hobson et al. 

1994），12 ~ 36 h 冷冻干燥至恒重（Ricca et al. 

2007）。惰性组织，爪、羽毛、卵壳，一般使用

自然干燥法，即将样品放在室内通风橱中，常

温下自然干燥至恒重，干燥时间为 12 ~ 72 h

（Hobson et al. 1997b，2003，Cherel et al. 2005，

Norris et al. 2005，Wunder et al. 2005，

Storm-Suke et al. 2012，Hahn et al. 2014）。 

使用的干燥方法不同对样品稳定同位素比

值影响的研究，有少量的报道，刘瑀等（2013）

的研究结果显示，烘干与冷冻干燥两种干燥方

法对不同样品稳定同位素值的测量差异不同，

对于一些样品来说两种干燥方法无差异，而对

于另一些样品来说，冷冻干燥的样品 δ
13

C 比烘

干的样品偏负，因此，不同的样品选用何种干

燥方法有待进一步研究。冷冻干燥能够确保生

物样品中的有机物质不发生变化，最大限度地

保持原有物质成分，有效地防止干燥过程中物

质的氧化、转化和状态变化（刘瑀等 2013），

因此，我们建议在冷冻干燥与低温烘干对样品



·480· 动物学杂志 Chinese Journal of Zoology 51 卷 

 

稳定同位素比值无影响的情况下使用冷冻烘干

的方法进行样品处理。 

2.3  分离和提纯 

2.3.1  损伤性组织 

2.3.1.1  卵内容物  鸟卵中的卵壳、卵壳膜、

卵清、卵黄可以通过煮熟后冷冻分离（Hahn et 

al. 2012），Gloutney和 Hobson（1998）的研究

结果显示，煮沸后冷冻鸟卵的处理方法对卵黄

脂肪、脱脂卵黄和卵清中 δ
13

C、δ
15

N 值无影响。

卵壳和卵壳膜可以使用不锈钢镊子分离开，卵

黄、卵清可以使用注射器（Hobson et al. 1997b）

或移液管取出（Rock et al. 2013）。由于卵清中

包含大部分的蛋白质，卵黄包含大比例的脂质

（Ferrari et al. 2006），脂质合成过程中丙酮酸

转化为乙酰辅酶 A 的过程偏向于吸收较轻的
12

C，导致脂质的 δ
13

C 值较低，使得未脱脂样

品δ
13

C相对同一脱脂样品δ
13

C贫化（Oppel et al. 

2010，Elliott et al. 2014），不同组织所含脂质的

比例不同，因此卵黄需要进行脱脂处理，而卵

清样品无需脱脂处理。 

2.3.1.2  血液  血液静置 30 min后离心分离血

细胞和血浆（Hobson et al. 1993b），离心转速为

5 000 ~ 14 000 g，离心时间为 3 ~ 15 min

（Morrison et al. 2004，Norris et al. 2005，

Bauchinger et al. 2010，Storm-Suke et al. 2012）。

一些研究指出，由于血液中脂质的比例较少，

所以血液样品不用脱脂处理（Hobson et al. 

1993b，Bearhop et al. 2002，Hobson et al. 2003，

Morrison et al. 2004，Carleton et al. 2005，Cherel 

et al. 2005，Norris et al. 2005，Podlesak et al. 

2005，Bauchinger et al. 2010，Therrien et al. 

2011，Wolf et al. 2011，Storm-Suke et al. 2012）。 

2.3.1.3   骨骼   一种方法是将骨骼研磨为 

0.2 mm 的颗粒，颗粒经脱脂干燥后，放入

20℃8%（2.2 mol/L）的 HCl溶液中浸泡 20 min，

去除骨碎片中的矿物和有机污染物，然后将剩

余物放入 90℃ pH为 3的水溶液中浸泡 10 h进

行提取，骨胶原形成明胶，杂质剩余在残渣中，

可以通过离心去除，注意在 8%（2.2 mol/L）的

HCl 溶液中浸泡时间不宜过长，否则蛋白链会

发生水解溶解在冷水中，进而丢失（Longin 

1971，Braune et al. 2005）。 

另一种方法是将大约 5 mg 的骨放入 

1 mol/L的磷酸溶液中浸泡 24 h，去除骨胶原中

的无机物和碳酸盐，然后再在 NaOH 中浸泡 

6 h，获得骨胶原（Yohannes et al. 2012）。提取

出的骨胶原经脱脂处理后进行样品测定

（Harding et al. 2001）。 

2.3.1.4  肌肉和内脏  由于脂质中含有相对较

贫化的 δ
13

C 值（Hobson 1995），而不同物种或

相同物种的不同个体体内的脂质组成和含量存

在高度异质性，且个体内不同组织中的脂类种

类和含量也存在差异（贡艺等 2014），这些差

异会直接影响 δ
13

C值的测定结果，进而导致实

验研究得出不同的结果，为了减少脂质对实验

结果的影响，需要对脂质含量较多的肌肉（胸

肌和腿肌）和内脏器官如肝、心、小肠、脑、

脾、胃、肾等进行脱脂处理（Hobson et al. 1992，

Bauchinger et al. 2009，2010）。 

常用的脱脂方法是将需要脱脂的样品放入

索氏提取装置中，使用有机溶剂 40 ~ 60℃脱脂

4 ~ 8 h，将样品中的脂质抽提出来，其利用的

原理即相似相溶原理（Cherel et al. 2005，Polito 

et al. 2009，Mori et al. 2013）。最常用的有机溶

剂为体积比 2︰1 的氯仿与甲醇混合溶液

（Sharp et al. 2009，Oppel et al. 2010，Hahn et al. 

2012，Ito et al. 2012），除此之外，其他研究中

用到的有机溶剂有体积比 1︰1 的甲醇与石油

醚混合溶液（Bearhop et al. 2002）、体积比 1︰

1的石油醚与乙醚混合溶液（Polito et al. 2009）、

氯仿溶液（Cherel et al. 2005）、乙醚（Ricca et al. 

2007，Mori et al. 2013）。 

研究中用到的一些其他的脱脂方法有漂洗

脱脂法，即直接用体积比为 2︰1的氯仿甲醇有

机溶剂漂洗样品，进行脱脂处理（Ogden et al. 

2004）；或者将处理样品放入 50 ml离心管中，

倒入体积比为 2︰1的氯仿甲醇有机溶剂，离心

后收集沉淀物，重复操作两次，进行脱脂处理
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（Rock et al. 2013）；亦有研究使用超声波萃取

法将样品中的脂质抽提出去。脱脂后的样品放

入通风橱中 8 ~ 12 h，使有机溶剂从样品中挥发

掉（Ricca et al. 2007）。 

生物体内的脂类包括非极性的脂类（甘油

酯、固醇等）以及脂蛋白化合物（糖脂、磷酸

酯、鞘脂等）（Rock et al. 2013）。脱脂过程中极

性有机溶剂的使用会导致脂蛋白化合物中的氨

基酸溶解到有机溶剂中，进而使测得的样品

δ
15

N 偏正或偏负或者无变化（Yurkowski et al. 

2015），因此，对特定组织稳定碳、氮同位素比

值同时测量时，选用那种有机试剂进行样品处

理需要根据样品中脂肪、脂肪酸和脂蛋白化合

物的含量而定。脱脂处理会影响样品中稳定氮

同位素的测定，因此在样品含量允许的条件下，

一般需将样品分为两份，一份直接测定稳定氮

同位素，一份脱脂后测定稳定碳同位素（王玄

等 2015）。 

目前，一些研究尝试使用建模的方式避免

脱脂处理对样品稳定同位素比值的影响，但研

究表明，不同的物种所适用的模型不同，模型

的适用范围较窄（Yurkowski et al. 2015），因此

该种方法的应用仍需要做进一步的研究。 

2.3.2  非损伤性组织 

2.3.2.1  羽毛  鸟类的羽毛一般在很短的时间

内或者在特定的地区长成，且羽毛一旦形成，

羽片和羽枝内的成分不再发生化学反应或同位

素置换，羽毛的稳定同位素比值反应的是其换

羽地的稳定同位素比值特征（Hobson et al. 

2008）。根据羽毛的生长规律，即羽毛尖端早于

根部羽毛长出（郑光美 2012）。在测量羽毛稳

定同位素比值时一般剪取羽毛尖端的羽片作为

测量样品（Gow et al. 2012，Hobson et al. 2012）。

又有一些研究发现，羽毛中的一部分氢容易受

到周围水蒸气中氢的影响，因此，野外采集的

羽毛样品在测量氘值前，需要将样品在测样实

验室内放置 2 ~ 3周，使受外界影响的那部分氢

与周围水蒸气中的氢达到平衡状态（Wassenaar 

et al. 2000，Lott et al. 2003）。 

2.3.2.2  卵壳  虽然卵壳中的有机碳和无机碳

δ
13

C 值均能反映周围环境中的 δ
13

C（Johnson et 

al. 1998），但是获取有机物和无机碳酸盐的方

法不同。卵壳中有机物稳定同位素测量的过程

中需要去除无机碳酸盐成分，一般的处理方法

为酸化，但不同的研究中使用的盐酸（HCl）

浓度不同，Hobson等（2005）使用 0.1 mol/L HCl

处理白颊鸭（Bucephala islandica）卵壳中的碳

酸盐。Emslie 和 Patterson（2007）处理阿德利

企鹅（Pygoscelis adeliae）卵壳，测量卵壳中有

机物的 δ
13

C、δ
15

N 值时，使用 10% HCl（即 2.74 

mol/L HCl）去除碳酸盐，用去离子水冲洗沉淀

物，离心弃上清液，直到样品 pH 达到中性，

冷冻干燥得有机物。Polito 等（2009）称取 10 mg

巴布亚企鹅（P. papua）卵壳放入银杯中与 20 μl 

6 mol/L HCl反应，去除卵壳中的碳酸盐，酸化

的样品常温下放入通风厨中 24 h，然后放入

60℃烘箱内 48 h烘干，得到卵壳中的有机物。

Giardina 等（2014）对两种美洲鸵鸟（Rbea 

americana and Rbea pennata）卵壳的处理方法

为取大约 10 mg 的一小片蛋壳，用去离子水清

洗，去除表面污染物，与 2 mol/L HCl反应，

酸化的样品用去离子水冲洗 3 次，放入通风橱

中自然干燥。Johnson 等（1998）有关非洲鸵鸟

（Struthio camelus）卵壳的研究中利用 2 mol/L

盐酸去除卵壳内表面和外表面附带的污染物，

再用 7 mol/L 盐酸（每毫克卵壳的盐酸用量为 

0.02 ml）与卵壳反应获得有机成分。Johnson

等（1997）测定非洲鸵鸟化石蛋壳中有机物

δ
13

C、δ
15

N 值 时 使 用 的 是 30% HCl（即 

8.22 mol/L HCl）。 

卵壳中无机碳酸盐稳定同位素的测量需要

去除有机物的影响，去除方法为真空条件下取

2 ~ 3 mg 干燥样品与 100%磷酸反应 15 min，产

生的二氧化碳（CO2）直接用于稳定同位素分

析（Hobson et al. 1997b，Johnson et al. 1997），

但不同的研究中设置的反应温度不同，大部分

研究设置的反应稳定为 70℃（Hobson et al. 

1997b，Polito et al. 2009，Segalen et al. 2009，
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Maurer et al. 2011），也有研究将温度设为 90℃

（Johnson et al. 1997）。 

2.4  研磨 

组织样品的研磨多采用机械研磨方法，对

于非损伤性组织蛋壳样品来说，干燥后的样品

脆性较大，可以使用粉碎机进行样品粉碎；而

对于羽毛样品来说，其韧性较大，使用粉碎机

研磨达不到要求的粒度，常规的方法是使用剪

刀直接剪碎，或者使用液氮在研钵中研磨。对

于损伤性组织肌肉、内脏等组织可以在样品获

得后，使用陶瓷刀将样品剁碎。  

仪器设备的日趋精密对于样品的研磨程度

提出了至少 60 目标准筛的要求（王慧文等 

2008），个别机器甚至提出了 200目甚至更高的

要求（郭波莉等 2006）。直接剪碎和液氮研磨

两种处理方法对于大样本量的样品处理来说相

对困难（杨乐 2011），目前市场上研发的臼式

研磨仪和高通量组织研磨仪，对羽毛样品的处

理提供了很大的帮助，但在这些仪器的使用中，

样品经过长时间高频率的研磨后，可能出现磨

焦的情况，这些处理方法对样品的稳定同位素

比值有无影响，有待进一步研究。 

2.5  储存 

样品的储存包括样品采集过程中的样品储

存和测样前的样品储存，不同研究储存样品的

方法不同，Ito等（2012）将卵黄样品放入﹣30℃

冰箱中保存，而Morrison和 Hobson（2004）、

Hahn 等（2012）将卵清、卵黄、血细胞、血浆

储存在﹣20℃条件下，Storm-Suke 等（2012）

将样品储存在﹣80℃冰箱。Tsahar 等（2008）

将粪便和尿液放入 0.01 mol/L HCl中储存，但

文章中指出这种储存方法可能对氮值有影响。

陈立雷等（2014）研究了不同的储样容器，是

否会对样品的 δ
13

C 和 δ
15

N 值有影响，得出使

用聚丙烯和玻璃离心管进行酸处理所得样品的

δ
13

C 和 δ
15

N基本无差别。这一研究提醒我们在

样品处理过程中应考虑到使用容器的选择，避

免因容器选用不当造成的测量数据不准。蔡先

峰等（2011）提到有关储存时间对肌肉组织 δ
18

O

值的影响，不同的实验研究得出的结果不同，

因此，我们建议样品采集后尽快进行测样，避

免因样品储存时间过长造成稳定同位素比值的

改变。 

3  展望 

近年来，稳定同位素技术的应用已引起了

生态学家广泛注意，逐渐成为现代生态和环境

科学研究中最有效的方法之一（林光辉 2010）。

随着稳定同位素测定技术的不断进步和方法的

日益完善，稳定同位素样品的预处理方法将在

相关研究中发挥越来越重要的作用，进一步明

确生物组织样品的清洗方法、干燥形式、纯化

步骤、研磨方式、储存条件差异对样品稳定同

位比值造成的影响，并基于此确定样品的标准

化预处理模式，对于推动稳定同位素技术的应

用具有重大意义。 
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