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前    言

本标准依据GB/T 1.1-2009的编写规则起草。

本标准由黑龙江省林业和草原局提出并归口。

本标准起草单位：黑龙江省濒危野生动物救护繁育中心、东北林业大学、黑龙江中央站黑嘴松鸡国家级自然保护区服务中心、黑龙江省林业和草原局野生动植物保护处、黑龙江省湿地保护与数字林业服务中心、黑龙江省自然资源权益调查监测院、黑龙江挠力河国家级自然保护区管理局红兴隆分局八五三管理站。
本标准主要起草人：李天芳、杨飞飞、姜广顺、李显达、姜东涛、汤伟权、曹洪涛、潘丰、陈福元、李国富、潘鹏旭、赵晟阳、边梓希、王芳、刘赛思、曹婷、王广鑫、何海宁。

野生哺乳动物遗传多样性监测的DNA样本采集技术规范

1  范围

本标准规定了野生哺乳动物遗传多样性监测的DNA样本采集的采集方法、采集工具及材料、采集种类与数量、采集注意事项、存贮和运输注意事项。

本标准适用于野生哺乳动物遗传多样性监测的DNA样本采集。
2  规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
HJ 628-2011  生物遗传资源采集技术规范（试行）

NY/T 541-2016  兽医诊断样品采集、保存与运输技术规范

3  采集方法

3.1  非损伤性取样non-invasive sampling

在不捕获甚至不看到动物的情况下，通过收集脱落的毛发、羽毛、粪便、食物残渣、卵壳、蛹壳等样品的取样方法。本取样方法的优点在于几乎完全不会对动物造成影响且风险极小，缺点是本取样方法获得的样本往往质量不高，且样本质量会随着时间推移持续下降，会对后续实验造成影响。因此本取样方法建议尽量在冬天使用，可以结合足迹链跟踪、样线法、大样方法等技术方法进行样本采集

3.2  非伤害性取样non-destructive sampling

通过捕获动物来采集血液、毛发、羽毛、鳞片、脚趾等组织、不对其生理机能产生重大影响的取样方法。本取样方法的优点在于可以在获得高质量样本的同时减小对动物个体的伤害，缺点是使用本方法采样时通常需要对动物进行捕捉、麻醉、放归等环节，需要耗费更多的人力物力、冒更大的风险，且可能对动物种群造成一定的影响如导致其对人的攻击性增强等。因此本取样方法仅建议对远离种群中心群体的游离个体进行使用，且在使用过程中一定要保证相关人员的人身安全。
3.3  伤害性取样destructive sampling

通过严重伤害甚至杀死动物而获得新鲜肌肉、器官等组织样品的取样方法。本取样方法的优点在于可以得到较高质量的样本，缺点是会杀死动物或对动物的生理机能造成极大伤害，被取样动物基本无法存活。因此本取样方法仅建议在年龄较大、身体较虚弱或基本已经丧失繁殖能力的个体上使用以避免对野生动物种群造成过大的伤害。
4  采集工具及材料

4.1  捕捉工具

捕捉工具包括：捕捉网、自制陷阱和麻醉枪（针）等，应根据采集对象进行选择。麻醉药物可使用复合麻醉剂静松痛（氯胺酮与隆朋1:1复合剂），麻醉药解药可以使用育亨宾和“705”以1:1配比的复合剂，用药剂量应根据动物物种与体重的不同通过查阅相关文献进行调整。

4.2  处理器材

处理器材包括：剪刀（医用级或科学级）、解剖刀、镊子、带帽塑料试管（或离心管）、带帽广口瓶、滴管、封口塑料袋、锡箔盒、乳胶手套、手摇离心机等。器材应事先洗净并消毒，避免样本污染和传染疾病。

4.3  记录工具

记录工具包括：记号笔、标签纸、铅笔等。

4.4  处理和贮存材料

处理和贮存材料包括：蒸馏水、液氮、干冰、冰盒、冰袋、90%-100%乙醇、DNA缓冲液、血液抗凝剂等。

5  采集种类与数量

5.1  动物组织

哺乳动物组织样本一般采集动物的耳缘组织或趾，依据动物种类及大小进行选择，通常重量达到200mg即可满足检测检验要求。

5.2  动物血液

哺乳动物最常见的采血部位包括颈静脉、大隐静脉、头静脉和股静脉。活体动物血液采集量应小于其体重的1%，以防止对其生长、繁殖、活动产生影响，通常50ul即可满足监测检验需求。

5.3  动物粪便

动物粪便是动物的大肠排遗物，由于从粪便中遗传信息对动物本身无影响，在采集时应采集整体粪球各部位足量新鲜的为宜。
5.4  动物毛发

由于从脱落的毛发中可提取遗传信息且采集样本对动物本身无影响，在采集时应尽量尽可能多的采集。
6  采集注意事项

6.1  动物组织采集注意事项

对活体动物进行采样时，在麻醉后使用适当的约束装置，以保护动物和处理者，防止动物突然苏醒或在神志不清是对操作人员进行攻击。

采集的组织用蒸馏水清洗晾干后放入含有能够没过它的95%乙醇溶液或DNA缓冲液的离心管中保存（固液体积比通常为1:10），以防止遗传物质自然降解。

6.2  动物血液采集注意事项

采血前应用蒸馏水或酒精清洁采血部位。采集后血液可置于加入了血液抗凝剂的带帽试管或离心管中，防止血液凝固影响下一步实验。
6.3  动物粪便采集注意事项

（1）冬季采集时要将整块粪便装入封口袋（带一次性手套或套取样袋抓取），注意在采集过程中尽量不要对粪便表面粘膜产生破坏，避免将遗传物质破坏。

（2）非冬季采集时依据物种不同将粪便尾部切下或逐粒装入装有变色硅胶颗粒的离心管或封口塑料袋中密封，其余部分用信封保存，以避免湿润环境下微生物生长破坏遗传物质。

（3）每次采集时都使用新的一次性手套，防止样本污染。

6.4  动物毛发采集注意事项

毛发样本可在用蒸馏水冲去表面脏物后直接放入离心管或封口塑料袋中保存，避免细小样本遗失。

6.5  样本采集中防疫注意事项

进入感染或可能感染和无害化处理地点，应穿防护服、戴橡胶手套、口罩、护目镜、穿胶鞋，防止疫病感染。

离开感染或可能感染和无害化处理地点，应做如下处理：（1）应先脱去个人防护装备再脱手套；（2）脱个人防护设备时，污染物要装入熟料带内，置于指定地点；（3）将脱掉的防护装备置于容器内进行消毒。

6.6  健康监测

对所有拥有感染风险的人员按照DB11/T 456-2007中6的规定进行健康监测，防止疫病传播。
6.7  样本标记记录注意事项

（1）采集的遗传资源样本应做好报备，应符合HJ 628-2011中15.1的规定。

（2）样本采集记录的事项应该包括且不限于：采集人的基本信息（姓名、身份证号、所属机构、地址、联系方式）、审批部门和审批文号、采集目的、采集时间、采集地点信息（地理位置、植被类型、栖息地情况、经纬度坐标、海拔高度、温度、湿度、照片等）、样本编号、采集样本的基本信息（中文名、学名、样本种类、采集数量等）。

7  存贮和运输注意事项

（1）应以最快最直接的途径将所采集的样本送往实验室。
（2）对于可在采集后24小时内送达实验室的样本可以在4℃左右的容器中冷藏运输（可使用冰盒、冰袋等辅助控制温度），对于不能在24小时内送达实验室但不影响实验结果的样本，应以冷冻状态运输。
（3）在运输过程中应避免样本泄露及被污染。
（4）所有运输包装均应贴上详细标签，并做好记录。
（5）制成的涂片、触片、玻片应按照NY/T 541-2016中9.4的规定进行执行。
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