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摘  要: 肠道菌群与人体健康的关系密切，通过检测肠道菌群可以获得有关健康的信息。新鲜粪便不易获得，很

难做到快速低温冷冻，在进行标准化和大规模人群采样时，可用于常温条件下采集和保存样本的保存液可以弥补

采集样本数量多、地域分布广、现场采样条件多样、工作量大、运输条件差等条件不足。本研究招募了 5 名健康

志愿者，采集他们的粪便样本后，通过对比不同市售微生物样本采集常温保存液对新鲜粪便样本的影响，评估了

各类保存液的保存效果。在室温下把粪便放置于 5 种保存液，在第 0、1、3、7、15、30 天提取元基因组 DNA，

进行 16S rRNA V3–V4 区高通量测序，来分析不同保存液，在不同时间段对肠道菌群组成的影响。结果显示，不

同保存液对肠道菌群的影响存在差异，与对照组相比，不同保存液对样本中的 OUT 数量影响不大；保存液 A、B

和 C 在菌群构成上更接近对照组，保存液 D 会明显改变肠道菌群组成，使放线菌门 (Actinobacteria) 和厚壁菌门 

(Firmicutes) 增加；随着时间延长，各类保存液都有降低菌群多样性趋势，保存液 E 降低菌群多样性更明显；第

30 天时，5 种保存液都会改变肠道菌群构成；肠道菌群组成存在个体差异，是影响各样本相似性的主要因素，来

自不同志愿者的粪便样本，无论何种保存液和保存时间，彼此之间更接近。不同保存液对革兰氏阳性杆菌、革兰

氏阳性球菌和革兰氏阴性菌的含量存在不同影响，保存液 C、E 会降低双歧杆菌 (Bifidobacterium) 丰度，而保存

液 D 则相对升高；除保存液 E 相对降低乳酸杆菌 (Lactobacillus) 丰度之外，保存液 A、B、C、D 与对照都相当。

各类保存液对链球菌 (Streptococcus) 的影响，除保存液 D 差异较大之外，保存液 C 与对照组最接近；保存液 D

·微生物组测序与分析专题· 
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比对照组降低瘤胃球菌科 UCG 003 (Ruminococcaceae UCG 003)，其他各类保存液与对照组差异不大；不同保存

液都比对照组增加大肠-志贺氏杆菌 (Escherichia-Shigella) 丰度，保存液 A、B 会增加克雷伯氏菌 (Klebsiella) 丰

度，而保存液 C、D 和 E 与对照组相当。整体来看，保存液 C 在稳定肠道菌群的组成上表现较好。文中通过对比

国内外常用保存液在不同时间点对肠道菌群的影响，为进行大规模微生物样本采集、保存提供了参考，也为标准

化的微生物组项目提供了可参考的数据。后续的研究可在此基础上选择针对性的保存液和保存时间。 

关键词: 粪便，肠道菌群，微生物组，保存液，样本保存 
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Abstract:  Gut microbiota is closely related to human health, and its composition can give us health information. The 

large-scale population sampling is required on gut microbiome research; however, fresh feces samples are not easy to obtain, 

and rapid low-temperature freezing is difficult to achieve. With the development of technology, preservation solutions are 

widely used for sample collection, storage, and transport under normal temperature conditions. Preservation solutions can be 

used in large scale sample collection, wide geographical distribution, diverse on-site sampling conditions, heavy workload, 

and poor transportation conditions. In this study, five healthy volunteers were recruited. After collecting their fresh stool 

samples, effect of 5 different commercial preservation solutions was evaluated at room temperature. Samples in different 

preservation solutions after placing fresh stool samples at the 0, 1, 3, 7, 15, and 30 days were collected. All samples were 

tested by 16S rRNA V3–V4 high-throughput sequencing to analyze the influence of microbiome composition in different 

preservation solutions. The results show that different preservation solutions had distinct effects on the gut microbiome 

composition. Compared with the control, different preservation solutions had little effect on the amount of OUTs; preservation 

solutions A, B and C were closer to the control in the composition of the gut microbiota, but preservation solution D 

significantly changed the composition by increasing Actinobacteria and Firmicutes abundance. With the time, all solutions 

tended to reduce the diversity of the microbiota. Preservation solution E significantly reduced the diversity of the flora; on the 

30th day, all five solutions changed the composition; the individual differences in the composition of the gut microbiome were 

the main factors affecting the similarity of each sample, and were derived from different stools donors. The same samples, no 

matter which storage solution and storage time, were directly closer to each other. Different storage solutions had different 

effects on the content of Gram-positive bacilli, Gram-positive cocci and Gram-negative bacteria. Storage solutions C and E 

reduced the abundance of Bifidobacterium, whereas storage solution D increased; except that preservation solution E relatively 

reduced the abundance of Lactobacillus, but the preservation solution A, B, C, and D were all closer to the control. Except for 

the greater difference in preservation solution D, preservation solution C was the closest to the control group on Streptococcus; 

preservation solution D reduced Ruminococcaceae UCG 003 than the control group. However, other preservation solutions 

were not much different from the control group; different preservation solutions increased the abundance of 

Escherichia-Shigella than the control group, and preservation solutions A and B increased the abundance of Klebsiella, but 

preservation solution C, D, and E were closer to the control group. Overall, preservation solution C performed better in 

stabilizing the composition of the gut microbiota. This study provides reference for standardized microbiome projects. 

Subsequent research can choose a targeted preservation solution and preservation time based on this study. 

Keywords:  stool, gut microbiota, microbiome, preservation solution, sample storage 
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肠道微生物对维持人体健康是必不可少，保

持肠道微生物的平衡对促进健康和维持体内稳

态至关重要。肠道菌群失调造成菌群组成或功能

异常，可以导致多种疾病发生。肠道菌群的改变

与多种急性和慢性疾病的发病机制有关，如糖尿

病 [1]、肥胖 [2]、代谢综合征 [3]、炎症性肠病 [4]、

癌症 [5]、哮喘 [6]、自闭症 [7]、阿尔茨海默病 [8]、

帕金森病[9]、焦虑和抑郁[10]等。通过检测肠道菌

群组成和功能，对疾病的早期检测和治疗具有重

要意义。 

正常的肠道菌群主要包括厚壁菌门和拟杆菌

门，在不同个体之间高度可变，并且不同研究之间

经常出现数据不一致。在研究过程中，有多种因素

可能导致数据变化和不一致，尤其是样本存储和运

输条件及元基因组提取过程，并且存储条件引起的

变异大于存储时间和测序方法的变异[11]。此外，

对肠道菌群的研究需要大规模人群，需要采集不

同健康状态下个体的粪便样本，提取元基因组

DNA 后进行高通量基因组测序，比较肠道菌群构

成。影响微生物 DNA 稳定性的因素可能会导致

肠道微生物组成发生重大变化，从而影响研究结

果。因此，对粪便样品处理和储存方法研究对于

微生物组研究至关重要。 

粪便是研究肠道菌群构成最常用样本，样本

最佳保存方式是−80 ℃冷冻[12]。粪便样本的收集，

尤其是非住院患者，通常采取居家取样的方式，但

是几乎所有家庭都不具备快速低温冷冻条件，在保

存和运输过程中就会导致菌群比例变化[13-14]。即

使将这些样品包装在冰袋中或采取其他保护措

施，长时间的运输也可能使样品解冻，导致菌群

组成发生改变[15]。有研究对室温下粪便样品的稳

定性进行了分析，结果显示 24 h 内粪便样品成分

还算稳定，在室温下保存 3 d 后，不同细菌门水

平的相对比例也没有明显变化[16-17]。短期内的常

温保存还可以接受，但是在进行标准化和大规模

人群采样时，由于采集样本数量多、地域分布广、

现场采样条件多样、工作量大、运输条件差等因

素限制，对新鲜样本的采集、保存、运输等存在

诸多不便，3 d 时间很难满足实际需求。 

将粪便样本保存在专用溶液中，可以保持长

达 7 d 的稳定性，这就为常温运输和保存提供了

便利。在粪便样本采集条件限制下，使用保存液

是一种较为理想的解决方案。针对此类问题，本

研究选取了 5 种市售微生物样本采集常温保存

液，检测其对新鲜粪便样本的影响，在室温下把

粪便放置于不同保存液和不放保存液条件下，放

置不同时间后通过 16S rRNA 基因高通量测序方

法，分析其中的微生物组成，比较不同保存液相

比新鲜样本对肠道菌群组成的影响，目的是确定

适合大规模、多地域研究的粪便保存方法。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集和 DNA 提取 

从健康人群中招募 5 位志愿者，每人提供  

一份新鲜粪便样品。S1 为 25 岁男性，S2 为 28 岁

男性，S3 为 24 岁男性，S4 为 26 岁女性，S5 为

30 岁女性。 

采 样 时 使 用 一 次 性 无 菌 粪 便 取 样 袋 

(MEDISHARK，GF18B-SL80)，用无菌取样勺取

粪便中段内部，在粪便多位点挖取样本，每人取

15 g 左右粪便后加入 10 mL PBS 缓冲液中，涡旋

后充分混匀。每份样本再分别取 2.5 mL 混匀的样

本于 5 mL 不同品牌的商品化常温液体保存液中 

(A：Hcode，深圳泓睿康；B：SGENE，深圳赛因

生物；C：MEDISHARK (GL18V1-2)，北京麦迪

时刻；D：PSP® Spin Stool DNA Kit，德国 Stratec；

E：OMNIgene•GUT，加拿大 DNA Genotek) 并充

分混匀。混合均匀后将上述混有保存液的样本，

分别取 1.3 mL 保存到 2.0 mL 冻存管中 (各 5 管)，

上述样品室温保存，取一份不加保存液的样本作

为新鲜对照，其余样本分别于第 1、3、7、15、

30 天提取基因组 DNA，剩余样本转存于−80 ℃冰
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箱保存，因保存液 E 数量不足，仅采集了第 3、7、

30 天的样本，所有样本收集结束后统一提取 DNA。 

粪便总基因 DNA 提取，所有样品使用改进的

Bead-beater 法，通过采用特定粒径的研磨物 (玻

璃或氧化锆颗粒，粒径 1 mm) 与破碎仪 (QIAGEN

涡旋振荡仪和适配器  (Cat.No 13000-v1-24 的组

合 ) 3 200 r/min 研磨 10 min 后再配合使用

QIAampPowerFecal DNA Kit 试剂盒 (QIAGEN，

德国) 提取粪便样品总基因组 DNA。操作步骤按

照试剂盒说明书进行，获得的 DNA 溶液保存于

−20 ℃冰箱中备用。 

1.2  PCR 扩增和扩增子测序 

以提取的样品 DNA 为模板进行 PCR 扩增，

采用二次扩增法，引物使用细菌 16S rRNA 基因

V3–V4 通用引物 343F (341F：5′-CCTACGGGNBG 

CASCAG-3′；805R：5′-GACTACNVGGGTATCTA 

ATCC-3′)，第二次扩增用来引入不同 index 序列。

第一次扩增，设定反应条件：95 ℃预变性 3 min；

95 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，

25 个循环；72 ℃延伸 5 min。第二次扩增反应条

件：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 30 s，55 ℃退

火 30 s，72 ℃延伸 30 s，8个循环；72 ℃延伸 5 min。 

扩增所用引物委托生工生物工程 (上海) 股

份有限公司合成。主要试剂、设备及厂家：KAPA 

HiFi GC 缓冲液 (5×)、KAPA dNTP Mix、KAPA 

HiFiHotStart DNA Polymerase (KAPA Biosystems,

美国)；无水乙醇、Na2EDTA·2H2O (北京化工厂，

中国)；Tris-base (NoVoN，中国)、硼酸 (沪试，

中国)、琼脂糖 (Life Technologies，美国)；6×DNA 

上样缓冲液、100 bp Ladder marker、λ DNA/Hind Ⅲ 

marker (TIANGEN，德国)；Midori Green Advance 

DNA Stain (Midori Green，德国 )；AMPure XP 

(Beackman，德国)。最后采用 Illumina 公司的 Hiseq 

2500 进行高通量基因测序 (PE250)。 

1.3  测序结果统计分析 

测序后将序列分配到其所属样品中，并去掉

引物序列，获得有效序列文件。对有效文件进行

处理，除去测序质量低的序列。分析数据只保留

高质量  (Q 值≥25) 碱基比例大于等于 90%的

reads。采用 QIIME 软件中的 usearch8.0 软件进行

嵌合体序列的检测及过滤[18]，按照 97%的序列相

似性进行 OTUs (Operational taxonomic units) 聚

类，采用 Silva (https://www.arb-silva.de/) 数据库获

得样品的分类信息[19]。对每个样品的 OTUs 进行

物种分类学 (Taxonomy) 注释。分类至门、纲、目、

科、属、种各分类水平各自含有的微生物类群数。 

Alpha 多样性指数和系统发育分析使用 Mothur 

(Version 1.39.5)[20]完成多样性指数的分析，计算

样品的 Shannon 指数，并根据所得到多样性指数

数据绘制箱线图。 

Beta 多样性分析采用 R 语言工具分析，主坐

标分析 (Principal coordinate analysis，PCoA) 和

NMDS (Non-metric multidimensional scaling) 非

度量多维尺度分析采用 vegan 软件包进行分析和

作图。热图、层次聚类 (Hierarchical clustering)

分析采用 Bray-Curtis Index 算法，ward 方法绘制

聚类树。 

差异显著性用 Kruskal-Wallis 秩和检验比较，

结果以平均值±标准差 ( )x s 表示，用 P<0.05 表

示差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  OTU 丰度和多样性指数差异 

经过对原始序列的测序质量和序列长度进行

质量控制后，共获得 120 个粪便样品，测序后获

得 5 529 120 条有效序列，每个样本最少序列数

46 076，共获得 594 个 OTU。具体每个样本的 OUT

数量见图 1。从图中可以看出，各样本的 OUT 数

量比较接近，差异不明显。 

Alpha 多样性分析显示，保存液中的粪便样

品在室温下保存不同时间后 16S rRNA V3–V4 区

的 Shannon 多样性指数存在一定差异 (图 2)。测

试的 5 种保存液，都存在随时间延长细菌 α 多 



 
 

段云峰 等/不同保存液和保存期限下肠道微生物组的变化 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

2529

 

 
 
图 1  各样本在不同分类级别的 OUT 数量分布 
Fig. 1  OUT number distribution of each sample at different taxonomy levels. 

 

 
 
图 2  不同保存液在不同时间点 Shannon 多样性指数分布 
Fig. 2  Shannon diversity index distribution of different preservation solutions at different time points. T1–T5 represent 
the storage time of 1, 3, 7, 15, and 30 days respectively, and S0 represents the control. A–D represents 5 kinds of 
preservation solutions. The prism in the figure represents the median. 
 

样性指数下降趋势。在各时间点，除保存液 E 之

外，其他保存液显示的 α 多样性波动不明显。与

对照 (S0) 相比，除保存液 D 外，其他保存液的

菌群多样性大幅降低，其中，保存液 E 降低幅度

最大。 

由于每个人的肠道菌群构成不同，在 α 多样

性指数方面也会表现出差异。对每个人的多样性

指数分析形成了每个样本的不同保存液在不同时

间点 Shannon 多样性指数分布图 (图 3)。结果发

现，不同个体的肠道菌群多样性存在差异，其中 
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图 3  每个样本在不同保存液在不同时间点 Shannon 多样性指数分布 
Fig. 3  The Shannon diversity index distribution of each sample in different preservation solutions at different time 
points. A–E represent different preservation solutions; S represents control; the sample number is represented by 
numbers 1-5, and numbers 1, 3, 7, 15 and 30 represent the number of days of storage.  
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样本 2 和 5 的多样性更高，样本 3 的多样性最少。

保存液 D 在不同样本中，与对照相比表现出升高多

样性的趋势。在样本 2 中，保存液 B 和 C 表现较为

理想，在样本 5 中，保存液 B 和 D 表现较为理想。 

2.2  样品间的聚类分析 

通过层次聚类 (Hierarchical clustering) 分析

比较不同保存液在不同时间点各样品 OTU 的群

落结构相似度，利用树形图描述和对比了 120 个

样品间的相似性和差异性 (图 4)，从图中可以看

出，来自同一人的大部分样本可以聚在一起，说明

个体差异性大于不同保存液引起的差异。然而，在

样本 3 和样本 2 中存在互换，这两个人的样本采用

不同保存液后存在交叉，并且这种交叉只发生在 

第 30 天的样本，涉及的保存液有 A、B、C 和 D。

此外，不同保存液之间有一定的差异性，其中，在

样本 2 中，保存液 B、C 和 D 保存的样本能够聚

类在一起，其中保存液 D 在各样本中都有聚类。 

根据 beta 多样性距离矩阵进行的分析显示，

不同保存方法，在不同时间点的分布与样本来源

联系最密切，有 5 个人的不同样本分别聚在一起 

(图 5)。在不同保存方法中，保存液 D 和 E 与各

样本的距离较远，特别是样本 2 和样本 3，经过

保存液 D 保存的样本在多个时间点上都明显偏离

了其对照样本。 

 

 
 

图 4  不同样本群落结构相似度树形图 
Fig. 4  Tree diagram of similarity of community structure in different samples. The tree diagram was constructed by 
Bray-Curtis Index and ward method. 
 

 
 

图 5  Beta 多样性距离矩阵 NMDS 分析结果 
Fig. 5  NMDS analysis result of beta diversity distance 
matrix. 

具体到每一个人的样本，与对照相比，保存

液 A、C、D 更接近对照 (图 6)。比如在样本 4

中，与对照最接近的是保存液 C 第 7 天的样本、

保存液 A第 7 天的样本和保存液 D第 7 天的样本。 

2.3  样品的微生物群落构成 
为了分析不同保存液在不同时间对粪便样品

微生物群落构成的影响，通过对高通量测序结果

进行分析，物种注释之后的比对分析结果显示，

在门水平，与对照 (S0) 相比，保存液 D 使放线

菌门  (Actinobacteria) 和厚壁菌门  (Firmicutes) 

增加，而其他几种保存液都使厚壁菌门减少，而拟

杆菌门 (Bacteroidetes) 比例相对增加 (图 7A)。 
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图 6  Beta 多样性 PCoA 分析结果 
Fig. 6  PCoA analysis results of beta diversity. 
 

在属的分类水平，保存液 D 与对照组的差异

较大，A、B、C 三种保存液与对照组在菌群构成

上更接近 (图 7B)。 

在 属 水 平 ， 通 过 热 图 分 析 和 层 次 聚 类 

(Hierarchical clustering) 分析可以看出，来源不同

的 5 个人，肠道菌群的构成本身存在差异 (图 8)。

从聚类结果上看，在样本 1、2、5 中，保存液 C

与对照最接近。在样本 4 中最接近的是保存液 B
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和 C，在样本 3 中最接近的是保存液 E 和 C。保

存液 D 在不同个体中都是聚类在一起，与对照样

本 S 距离较远。 

在门水平上，通过对常见的 6 个门的细菌进

行对比，结果显示，使用不同保存液后，保存液

D 会明显导致拟杆菌门 (Bacteroidetes) 和变形菌

门  (Proteobacteria) 降 低 ， 而 导 致 厚 壁 菌 门 

(Firmicutes) 和放线菌门 (Actinobacteria) 增加，

而其他几种保存液引起的这几种菌的变化跟对照

组相差不大 (图 9)。 

在属水平，通过对常见的 6 种属水平的细菌进

行对比，结果显示，革兰氏阳性杆菌，也是常见的

有益菌，双歧杆菌 (Bifidobacterium) 和乳酸杆菌 

(Lactobacillus) 受保存液影响会出现变动。对双歧

杆菌来说，相比对照组，保存液 A、B 与之相当，

保存液 C、E 相对降低，而保存液 D 则相对升高其

丰度。对乳酸杆菌来说，除保存液 E 相对降低丰

度之外，保存液 A、B、C、D 与对照都相当。 

 
 

 
 
图 7  各样品中微生物在门和属分类水平的分布 
Fig. 7  The distribution of microbiota in the phylum and genus classification levels in each sample. (A) Distribution of 
bacteria at the phylum level. (B) Distribution of bacteria at the genus level. 
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图 8  不同样本的肠道菌群在属水平的细菌构成热图 
Fig. 8  Heat map of gut microbiome composition of different samples at the genus level. 
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图 9  门水平不同细菌在不同保存液中的丰度变化 
Fig. 9  Changes in the abundance of different bacteria at different phylum levels in different preservation solutions. 

 
除革兰氏阳性杆菌外，对革兰氏阳性球菌的

分 析 结 果 表 明 ， 各 类 保 存 液 对 链 球 菌 

(Streptococcus) 的影响，除保存液 D 差异较大之

外，保存液 C 与对照组最接近；而各类保存液对

瘤胃球菌科 UCG 003 (Ruminococcaceae UCG 003)

的影响则不同，保存液 D 比对照组降低，其他各

类保存液与对照组差异不大。 

对 于革 兰氏 阴性 菌， 大肠 - 志贺 氏杆菌 

(Escherichia-Shigella) 的表现则是不同保存液都

比对照组增加了丰度，而克雷伯氏菌 (Klebsiella)

的表现则是保存液 A、B 会增加其丰度，保存液

C、D 和 E 与对照组相当。 
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图 10  属水平不同细菌在不同保存液中的丰度变化 
Fig. 10  Changes in the abundance of bacteria at different genus levels in different preservation solutions. 

 
2.4  不同保存液的微生物群落相关性分析 

根据不同保存液在不同时间点肠道菌群构成

相关性分析显示，在第 1、7、15 和 30 天时间点

5 种保存液中，保存液 A 和 B 在第 1 和 7 天时相

关性强；在第 7、15 天时，保存液 A 还和 E 的相

关性强；与对照组相关性最强的是保存液 C，在

4 个时间点，两者都表现出较强的相关性 (图 11)。 

随着室温放置时间的延长，各类保存液中的

菌群结构相似性呈现明显变低的趋势，在第 30 天

时尤为明显。以样本 1 为例，菌群结构相关性的 
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图 11  不同保存条件下的肠道菌群在不同保存液中的相关性图 
Fig. 11  The gut microbiome correlation under different storage conditions in different storage solutions. 
 

趋势是随样品在室温下放置时间延长，与对照样

品菌群结构的相似度逐渐降低 (图 12)。与对照样

本相关性最强的分别是保存液 C 在第 1、3、15、

30 天的样本。 

3  讨论 

高通量基因测序技术是常用的检测多种复杂

微生物群落，如土壤、空气、水体、发酵物、人

体及动植物胃肠道系统等的菌群组成及遗传多样

性的常用技术。该方法具有无需培养、简单、快

捷、可重复性、高通量的特征，可以检测和分析

大量样品中的微生物群，因此，在比较不同生态

环境中的微生物群落的组成差异和动态监测方面

具有显著优势。 

肠道微生物相关研究已经发现了大量跟人类

健康息息相关的微生物。通过分析微生物的构成

可以反映人体的健康状态。由于个体之间的肠道

菌群构成较为多样，同时，样本采集之后很难做

到及时送检，这就给微生物的活动提供了条件，

容易导致菌群组成发生改变。通过抑制微生物的

繁殖，保护基因组 DNA 不被降解的技术可以解

决样本采集和保存问题。为此，市面上已经出现

了多种粪便样本保存液，可以在常温下保存样本，

方便运输和后续检测。 
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图 12  样本 1 在不同保存条件下的肠道菌群在不同保

存液中的相关性网路图 
Fig. 12  The correlation network diagram of the gut 
microbiome of sample 1 in different storage solutions 
under different storage conditions. 

 
为了建立方便可靠的粪便保存方法，以确保

肠道微生物组研究的准确性，需要比较不同保存

液在不同时间点对样本中菌群结构的影响。本文

采用 16S rRNA 扩增子高通量测序技术对市售的 

5 种保存液进行对比，评测这些保存液在最长 30 d

的时间里对粪便样本中的微生物组成，菌群多样

性以及具有代表性的细菌丰度的影响。 

结果显示，不同保存液在 30 d 内确实会对菌

群组成产生影响，有些保存液引起的偏差较大。

一项研究系统地评估了 6 种粪便样品储存条件，

包含 3 种非商业性储存方案：−80 ℃、−80 ℃含

70%乙醇、4 ℃含 70%乙醇和 3 种商业保存液。

结果发现，不同的保存液对样本产生的变化存在

差异[11]。所以，非常有必要评估不同保存液的保

存效果。 

如果能及时提取 DNA，即使短期室温存储，

对微生物组和代谢组谱的影响极小，短期粪便样

品存储可以在 52 h 之内处理[21]。在不能及时提取

DNA 的条件下，将样本冷冻在−80 ℃条件下，可

以在长达 6 个月的时间里确保粪便微生物群落没

有显著变化[22]，甚至婴儿粪便样品的在−80 ℃下

放置 2 年，微生物群落也几乎没有显著变化，除

了细菌 OTU 数量有所减少，某些特定 OTU 的丰

度发生了变化[23]。 

对样本中微生物多样性的分析显示，随时间

延长，各类保存液都存在 α 多样性指数下降的趋

势。这一趋势与−80 ℃条件下保存一致，可能随时

间延长细菌 DNA 降解所致[22]。从层次聚类结果

图中可以看出，经过大多数保存液保存后，只在

第 30 天时样本之间在聚类上存在交叉，说明 30 d

已经会引起肠道菌群组成的明显改变。以往的研

究已经证实，在室温下保存 2 周后，样品中观察

到了微生物群落的显著变化[16,22]。本研究结果将

时间延长到 30 d 后，也观察到了类似现象，因此，

两周内的保存时间对肠道菌群的组成影响是可以

接受的。 

在保持物种多样性方面，保存液 D 在不同样

本中，与对照相比表现出升高多样性的趋势。这

可能是由于保存液中的成分不能快速杀死其中的

微生物，导致部分微生物出现了增殖，低丰度微

生物的增加可能导致了整体物种多样性指数的增

加。在保持物种构成方面，保存液 D 会使放线菌

门和厚壁菌门增加，并且在属水平，也表现出与

对照组菌群构成差异较大。这些差异与不良的保

存条件导致的菌群组成改变一致。有研究发现不

加保护剂，常温下肠杆菌科，特别是肠杆菌属的

OTU 的相对丰度会随着时间延长而增加，表明这

类细菌并没有死亡，而是继续繁殖。 

与保存液 D 不同，保存液 A、B、C 的菌群

构成与对照组在门和属水平上都更接近。此外，

在不同样本中，热图分析显示，保存液 C 与对照

最接近。在样本 3 中，最接近的是保存液 E 和保

存液 C。而保存液 D 在不同的个体中都是聚类在

一起，与对照样本 S 距离较远。这就说明保存液
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D 在保持菌群组成稳定方面表现不佳。 

具体到某类微生物，对革兰氏阳性杆菌双歧

杆菌和乳酸杆菌来说，相比对照组，保存液 A、B、

C 与对照组丰度相当，而保存液 E 会相对降低，

保存液 D 则相对升高。有研究也观察到了类似现

象，不良保存条件会导致乳酸杆菌丰度增加。对

革兰氏阳性球菌的分析显示，保存液 D 会降低该

类菌的丰度，保存液 C 与对照组最接近。对于革

兰氏阴性菌，不同保存液都会升高该类菌的比例，

而对于克雷伯氏菌则是保存液 A、B 会导致该菌

增加，保存液 C、D 和 E 与对照组相当。 

从菌群整体构成来看，在第 1 天时，保存液 C

就与对照组表现出最强的相关性。此外，在 4 个

时间点，与对照组相关性最强的也是保存液 C，

在第 30 天时，仍是保存液 C 表现最强。在不同

时间点，相关性较低的是保存液 B 和 E。 

按时间来看，保存液 A 和 C 在 15 d 内都表

现较好，可以满足样本运输要求。15 d 内甚至   

一周时间内快递可以运输样本至全国。在中国，

快递服务时间一般在 3 d 左右，保存液对肠道菌

群的稳定性能够维持 3 d 以上理论上都是可以用

的。只要样品在收集之日迅速采用合适的保存液

并用最快的邮寄方式寄出，并注意避免周末，就

可以很方便地将样品送至实验室，并不会明显降

低检测质量。但是，在快递服务不可靠的环境中，

应该优先考虑使用保护作用更持久的保存液进行

样品递送，以确保样本质量。 

在本研究中，不同个体的肠道菌群结构差异

明显，在 α 和 β 多样性方面，都可以看出所选取

的 5 个人的菌群组成有所不同。饮食、身体状况

和生活方式等差异会导致菌群结构改变，导致个

体菌群组成的差异[24]。但是，通过热图分析可以

看出同一个体的优势菌群在不同保存时间内，其

相对比例较稳定，占优势的菌群基本没有变化，

说明同一个体的肠道菌群即使用不同保存液，在

不同时间也具有一定稳定性。 

在室温下保藏后，不同保存液对样本的菌群

结构变化影响不同，变化的剧烈程度也不同。粪

便样品在保存过程中某些细菌种类的损失很可能

是由于代谢和氧气条件的改变而造成的[21]。有氧

条件，渗透压以及乳酸和短链脂肪酸比例都进一

步提高，对粪便中的某些细菌产生致命影响，而

一些耐受性较好的菌会部分增殖。保存液可以使

粪便样品在保存 30 d 后与对照样品菌群结构相似

度基本在 90%以上。可见粪便样本保存液确实能

起到稳定样品菌群结构的作用。 

采用保存液可以对粪便样品中的肠道菌群进

行不超过 30 d 的常温保存，在室温条件下 15 d

内可以有效保持肠道菌群结构及多样性，维持主

要菌群的相对比例，这样可以降低肠道菌群保存

条件，减低采集、运输和和保存成本，可以实现

居家采样、大范围采样、跨地域样品运输等特殊

条件下对粪便菌群的有效保存。 
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