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摘   要：【目的】本文探究了 3 种室温保存剂和–80 °C 冷冻保存对粪便样本中菌群结构的影响，

为大规模、标准化的采样提供参考。【方法】本研究采集了 5 名健康志愿者的新鲜粪便作为测试

样本，采用 4 种不同的保存方式保存：DETs 室温保存、GITC 室温保存、RNAlater 室温保存和–80 °C

冷冻保存，在保存 0、1、3、7、14、28 d 后，采用高通量测序技术测定样本中微生物 16S rRNA

基因 V3V4 区序列，通过比较不同保存剂、不同保存时间后的样本与新鲜样本的差异，分析保

存剂和保存时间对粪便样本菌群组成及丰度的影响。【结果】5 组样本共得到 489 个操作分类单

元(operational taxonomic units，OTUs)，其中 488 个 OTUs 为 5 组所共有，且样本 alpha 多样性无

统计学差异。从属水平上看，与 fresh 组(新鲜样本)相比，DETs 组的拟杆菌属相对丰度显著升高，

且部分 OTUs 在保存超过 3 d 后发生明显变化；其余保存方式无显著差异。综合分析微生物群落

多样性和丰度，结果表明，在保存不同天数后，4 种保存方式的样本与 fresh 组的菌群结构均无显

著差异，其中80 °C 保存的样本与 fresh 组样本菌群结构相似程度最高，但不同志愿者与各自新

鲜样本的相似程度变化较大，且整体相似程度随着时间的推移与fresh 组差异呈下降趋势；而使用

DTEs 保存剂和 GITC 保存剂保存的样本，志愿者个体间差异小，保存效果稳定，且随时间变化小。

聚类分析结果表明，无论使用哪种保存方式，保存方式和时间带来的差异均小于志愿者个体间的

差异。【结论】在满足低温冷冻保存条件时优先选择–80 °C 冷冻保存粪便样本，无法满足立即冷
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冻保存的条件时，可以选择添加保存剂室温保存，且 GITC 保存剂优于其他保存剂。 

关键词：粪便样本；室温保存；肠道菌群；保存剂；高通量测序  
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Abstract: [Objective] In this study, we compared three room-temperature preservation methods with 

−80 °C preservation and investigated the effects of these methods on the sequencing results of 

microbiota in the fecal samples, thence providing guidelines for large-scale and standardized sampling. 

[Methods] Fresh fecal samples from five healthy volunteers were collected and subjected to four 

different preservation methods: room-temperature preservation methods (DETs, GITC, and RNAlater) 

and storage at −80 °C without stabilizers. High-throughput sequencing was deployed to sequence the 

V3−V4 region of the 16S rRNA genes in the samples being stored for 0, 1, 3, 7, 14 and 28 days. The 

effects of preservation stabilizers and time on the microbiota composition and species diversity were 

determined by comparison between different treatments. [Results] A total of 489 operational taxonomic 

units (OTUs) were obtained from the five groups of samples (fresh samples, three room-temperature 

samples, and −80 °C preserved samples), among which 488 OTUs were shared by these five groups. No 

significant difference was observed in the alpha diversity of microbiota amory preservation methods. 

The relative abundance of Bacteroides in the samples preserved with DETs was higher than that in fresh 

samples, and some other OTUs in the samples preserved with DETs changed considerably after 3-day 

storage. No significant difference in the relative abundance of microbial genera was observed amory 

other groups apart from the DETs group. The microbiota diversity and abundance showed no significant 

difference between the samples preserved with the four methods and the fresh samples after the storage 

for different days. The samples stored at −80 °C had the highest similarity to the fresh samples. 

However, the similarity of the samples from each volunteer varied, and such variation tended to 

increase with the prolonging of storage time. Nevertheless, DTEs and GITC methods exhibited 

outstanding stability, especially after prolonged storage time. Cluster analysis revealed that the 

variation associated with preservation methods and time was neglectable. [Conclusion] Subject to the 

availability, storage at −80 °C is considered the gold standard for fecal samples, and storage at room 

temperature with the addition of GITC shows comparable performance to low temperature preservation. 

Keywords: fecal sample; room-temperature preservation; gut microbiota; stabilizer; high-throughput 
sequencing 
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近年来，随着高通量测序技术发展、美国

国家微生物组计划(National Microbiome Initiative，

NMI)以及人体微生物组计划(Human Microbiome 

Project，HMP)的开展和深入[1]，肠道微生物相

关研究成为热点领域，肠道微生物与疾病的关

系也越来越明确。许多研究表明，肠道菌群在

消化道疾病、代谢性疾病、神经退行性疾病   

和癌症等疾病中发挥着重要作用，如炎症性肠

病[2–3]、结直肠癌[4–5]、糖尿病[6]、肥胖症[7]、帕

金森病[8]和阿尔兹海默症[9]等，患者的肠道菌群

常出现多样性降低、稳态失调等现象[10]。因此，

对肠道菌群结构和功能进行检测，对疾病的早

期诊断、治疗疗效的预估和用药的选择等具有

重要意义[11–12]。 

粪便样本作为唯一能够在非侵入情况下获

得的肠道微生物样本，在一定程度上代表肠道

菌群的状态[13–14]。目前针对人体肠道微生物的

研究常以粪便样本作为研究对象，研究肠道菌

群与健康和疾病的关系。若粪便样本收集后立

即进行实验，所得的结果能最真实反映肠道微

生物的状态。收集后的粪便样本若长时间暴露

在室温下，由于氧气的存在以及适宜的温度，

兼性厌氧细菌和严格厌氧细菌均会发生不同程

度的改变[15–18]。袁军等[19]的研究结果表明，粪

便样本室温放置 24 h 后，与新鲜样本的相似程

度下降至约 80%，即使是冷冻储存在家用冰箱

中，超过 3 d 微生物群落结构也会发生改变[16]。

目前最有效的保存方式仍然是样本采集后立即

液氮冷冻或–80 °C 冷冻保存[17,20–21]。但在实际

样本收集过程中，粪便样本的采集多在普通家

庭中进行，不具备液氮冷冻或–80 °C 冷冻条件，

冷链运输也大幅增加了运输成本。另外，有研

究证明了–80 °C 储存的样本如果发生反复冻融

也会导致 DNA 的降解[16]，从而改变肠道菌群结

构，影响研究结果。 

为解决实验样本采集、运输过程中存在的

问题，White 等早在 1991 年就开始尝试对血液

和组织样本中添加保存剂，以保证样本中的核

酸在室温情况下不会降解[22]，而后保存剂被广

泛应用于野外粪便采样[23–24]。其中 DETs 保存

剂能较好地保护肠道微生物 DNA[25]，且 Panasci

等的研究明确了不同性质的保存剂会对粪便样

本产生不同的影响，并推荐使用 DETs 来保存

植食动物的粪便，使用 95%酒精来保存杂食性

动物的粪便，而不推荐使用裂解缓冲液(lysis 

buffer)对粪便进行保存[26]。而后 Nishimoto 等的

研究表明含有高浓度硫氰酸胍的裂解法 GITC

保存剂同样可以较好的保存粪便样本[27–29]。随

着微生物组计划的推进，肠道样本的采集、运

输也成为研究的焦点，出现了一系列的商业保

存剂产品，如 OMNIgene·GUT OM-200 (DNA 

Genotek)、MGIEasy (MGI)、FTA cards (Whatman)

和 RNAlater (Invitrogen)等。这些商业保存剂对

粪便具有很好的保存效果，但由于商业产品成

分的保密性质，无法对不同保存性质的保存剂

进行比较分析[17–18]。其中商业保存剂 RNAlater

对样品中的 RNA 具有很好的保存效果，使用该

保存剂保存的样品能够达到转录水平的分析要

求，更真实地反映肠道菌群的活动状态。 

因此在本研究中，我们探究了含有高浓度

渗透剂载体的 DETs 法[22]、含有高浓度蛋白质变

性剂的 GITC 法[30–32]和专门用于保护样本 RNA

的商业保存剂 RNAlater 对粪便样本的室温保存

效果。通过分析 16S rRNA 基因 V3V4 区的高

通量测序数据，进行物种注释及多样性分析，

使用新鲜样本和–80 °C 冷冻保存作为对照，阐

述不同性质的保存剂在室温下保存粪便样本的

效果，分析样本随保存时间的增加菌群的变化

情况，为大规模人群实验提供有效的粪便保存

方法。 
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1  材料与方法 

1.1  粪便样本收集 
收集 5 位健康志愿者的新鲜粪便，粪便样

本在 15 min 内送至实验室，实验设计如图 1 所

示。每位志愿者的粪便样本平均分成 5 份，fresh

组样本立即提取元基因组 DNA，剩余 3 份样本

按照 1:4 的比例加入到 3 种不同的保存剂中，  

1 份样本不添加任何保存剂。4 种保存方式处理

后的样本再平均分成 5 份，将含有保存剂的粪

便样本于室温下保存，无保存剂的样本保存于

–80 °C 冰箱，分别在第 1、3、7、14、28 天后

提取元基因组 DNA。3 种保存剂包括：(1) DETs

保存剂[22]，其含有高浓度的二甲基亚砜，具有

破坏蛋白质结构的功能，作为渗透剂载体来增 
 

 
 

图 1  实验设计示意图 
Figure 1  Diagram of experimental design. Total 
DNA from five healthy adults’ fecal samples were 
extracted immediately after sampling. The rest of 
them were divided into 100 aliquots through four 
different preservation methods simultaneously and 
stored different length of time before DNA 
extraction. 

加细胞对高浓度 EDTA 和钠离子的吸收，螯合

细胞内的二价金属阳离子，从而抑制核酸酶的

活性，防止 DNA 降解；(2) GITC 保存剂[30]，

其含有高浓度的硫氰酸胍，是一种常见的蛋白

质变性剂，可以裂解细胞并抑制 DNA 降解；(3) 

RNAlater Stabilization Solution (Invitrogen)为商

用 RNA 保存剂，对样本中的 RNA 具有较好的

保存效果。 

1.2  粪便 DNA 的提取及 16S rRNA 基因的

扩增测序 
将不同时间节点的粪便样本取出，采用

DNeasy Powersoil Pro Kit (QIAGEN)按照标准

操作程序提取元基因组 DNA，随后使用 0.8%

琼脂糖凝胶电泳对 DNA 进行质量检测。随后使

用 16S rRNA 基因 V3V4 区通用引物[上游引物

5′-CCTACGGGNBGCASCAG-3′，下游引物 5′：

5′-GACTACNVGGGTATCTAATCC-3′，由生工

生物工程(上海)股份有限公司合成]对 DNA 样

本进行第 1 次扩增，其反应条件为：95 °C      

3 min；95 °C 5 s，55 °C 15 s，72 °C 30 s，      

25 个循环；72 °C 5 min；4 °C 保存。在第 2 次

扩增时引入不同 barcode 序列，用于后续拆分样

本，其反应条件为：95 °C 3 min；95 °C 5 s，55 °C 

15 s，72 °C 30 s，8 个循环；72 °C 5 min；4 °C

保存。最后采用 Illumina 公司的 NovaSeq 6000

平台进行高通量基因测序。原始数据已全部上

传至国家微生物科学数据中心，生物项目编号

为 NMDC10017792。 

1.3  数据分析和统计学方法 
测序结束后，拆分样本并去除引物，根据

PE reads 之间的 overlap 使用 Flash 软件 [33]进行

拼接。利用 Trimmomatic 软件 [34]对低质量序列

进行过滤，采用 QIIME 软件[35]中的 usearch8.0 软件

进行嵌合体序列的检测及过滤。根据 97%的序列相

似性水平，利用 QIIME 软件[35]中的 Uclust 方法对
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有效数据进行操作分类单元(operational taxonomic 

units，OTUs)聚类分析，然后基于 Silva (Release128 

https://www.arb-silva.de/documentation/release-128/)
参考数据库，对每个样本的 OTUs 进行物种  

分类学注释。利用 QIIME 软件[35]完成样本内

多样性指数分析，并基于 Weighted Unifrac 距

离、Bray-Curtis 距离进行组间相似性分析。   

使用 Wilcoxon秩和检验对组间差异进行显著性

检验。 

2  结果与分析 

2.1  样本分组和 OTUs 分布情况 
本研究共纳入 105 例样本，经测序并对结

果进行质量控制后共得到 6 829 240 条序列，平

均每个样本 65 040 条序列。其中采样后立即进

行 DNA 提取的样本为 fresh 组，剩余样本按保

存方式的差异分为 4 组：DTEs 组、GITC 组、

RNAlater 组和–80 组。5 组样本共得到 489 个

OTUs，其中 488 个 OTUs 为 5 组所共有。不同

保存方式下样本的 OTUs 数量随时间变化信息

如表 1 所示，与 fresh 组相比，不同保存方式下

样本的 OTUs 的数量基本不变。 

表 1  不同保存方式和时间下样本的 OTU 信息 
Table 1  OTU information of samples in different 
preservation methods over time 

Day 
  Groups   

Fresh DETs GITC RNAlater –80 

Day0 489 – – – – 

Day1 – 489 487 488 487 

Day3 – 488 486 488 487 

Day7 – 487 488 486 486 

Day14 – 485 486 486 485 

Day28 – 486 486 486 485 

–: There were no samples under such condition. 

 

2.2  物种多样性与丰富度分析 
物种 alpha 多样性通常反映每个样本内部

微生物群落的丰富度和均匀度。如稀释曲线(图

2A)所示，随着测序量的增加，样本的 OTU 数

量达到饱和，说明实验采用的测序数据量足够，

测序结果可以真实反映样本的菌群分布情况。

图 2B 表明，与 fresh 组相比，4 种不同保存方

式的菌群的 Shannon 多样性指数均无显著差

异。–80 °C 保存的样本 alpha 多样性略高于其

他保存剂保存的样本，统计学分析结果显示为

不显著。 

 

 
 

图 2  样本稀释曲线和细菌 alpha 多样性分析 
Figure 2  Rarefaction curves and alpha diversity index of bacteria community in different preservation 
methods. A: rarefaction curves of each sample shows whether sequencing depth is enough; B: Shannon 
diversity index values by preservation methods over time. Statistical analysis shows that there is no 
significant difference between fresh group and other groups (P>0.05, Wilcoxon test). 
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2.3  样本微生物群落结构 
样本微生物群落在门水平的相对丰度如 

图 3A 所示，主要集中在 4 个门，包括拟杆菌门

(Bacteroidetes)、厚壁菌门(Firmicutes)、放线菌

门(Actinobacteria)和变形菌门(Proteobacteria)。

其中，拟杆菌门占比最多，其平均相对丰度在

fresh 组、DETs 组、GITC 组、RNAlater 组和80

组分别为 53.80%、43.5%、47.8%、49.99%、

55.20%；厚壁菌门次之，其平均相对丰度分别

为 34.36%、45.80%、41.38%、37.25%、31.27%。 

选取属分类水平上优势(相对丰度排名前 15)

微生物，生成物种相对丰度分布图，展示不同保

存方式下微生物群落的分布随保存时间的变化。

如图 3B 所示，样本中的微生物主要由拟杆菌属

(Bacteroides)、粪杆菌属(Faecalibacterium)、双

歧 杆 菌 属 (Bifidobacterium) 及 罗 氏 菌 属

(Roseburia)等优势菌组成。其中，拟杆菌属占

比最多，在 fresh 组、DETs 组、GITC 组、RNAlater

和 –80 组中平均相对丰度分别为 32.23%、

41.89%、38.70%、34.90%、28.60%。图 3B 显 
 

 
 

图 3  样本微生物群落在门(A)和属(B)分类水平的分布 
Figure 3  Relative abundances of phylum (A) or genus (B) taxa of bacteria in each group over time. Each 
column represents the microbial community from a group in mean relative abundance. The asterisk indicates 
significant difference (P<0.05, Wilcoxon test) between treated samples and fresh samples. 
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示，使用 DTEs 保存剂保存 1 d、3 d 和 28 d 后，

所有志愿者样本中拟杆菌属(Bacteroides)的相对

丰度都高于新鲜样本，保存 7 d 后，所有志愿

者样本中粪杆菌属(Faecalibacterium)的相对丰

度都显著降低，而其余 OTUs 均无显著变化。 

不同保存方式和时间使样本微生物组成及

丰度发生改变，但绝大部分的 OTUs 与 fresh 组

无显著差异，后续的组间相似性分析也证实了这

一现象。比较不同的保存时间，80 °C 组中少

数微生物随保存时间的变化稍有波动，但整体优

势微生物群落组成与新鲜样本最为相似，而 GITC

组的微生物群落组成随时间变化最为稳定。 

2.4  各组样本中微生物群落在属分类水平

的变化 
在不同保存方式下，与 fresh 组相比，样

本间共有 OTUs 的相对丰度随保存时间的倍数

变化结果如图 4 所示。无论哪种保存方式，样

本中的某些 OTUs 的相对丰度都会发生改变，

并且这种变化程度会随着保存时间的推移而

改变。使用 DETs 和 GITC 保存剂会降低

Bifidobacterium 和 [Eubacterium] ventriosum 

group 等 OTUs 的相对丰度，升高 Clostridium 

sensu stricto 1 等 OTUs 的相对丰度。DETs 保

存剂室温保存超过 3 d 时，部分 OTUs 出现了

明显的改变。GITC 保存剂室温保存超过 7 d

时，部分 OTUs 出现了明显的改变。RNAlater

室温保存的变化幅度最大，且其随时间变化 

逐渐下降的 OTUs 多属于厚壁菌门。–80 °C 低

温保存的样本 OTUs 相对丰度随时间变化最为

稳定。 

 

 
 

图 4  各组样本中微生物在属分类水平的倍数变化热图 
Figure 4  Distribution of fold changes of bacterial genus taxa compared with fresh group. Heat map shows 
the log2 fold changes of the common OTUs that either increase (showed in red) or decrease (shown in blue) 
compared with fresh samples. 
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2.5  样本群落微生物随时间的变化 
采用 Weighted Unifrac 计算每个志愿者样

本在不同保存方式及时间后与 fresh 组中的距离，

来表示样本间的相似程度，距离越小表示样本

间细菌组成越相似[36]。如图 5A 所示，不同保

存时间，4 种保存方式样本与 fresh 组的相似程

度均无显著差异。先前的研究表明，不同技术

重复的平均 Weighted Unifrac 距离约为 0.1[17]，

而本研究中所有样本的平均距离为 0.07±0.06 

(灰色水平线)，与技术重复之间的平均距离相

似，说明不同保存方式和时间对样本微生物群

落的改变与技术重复带来的差异相似。–80 °C

保存的样本与 fresh 组样本的距离中位数有小

于其他保存方式的趋势，说明–80 °C 保存的样

本与新鲜样本更为相似，但不同志愿者的样本

与其新鲜样本之间的相似程度相差较大，并且

随着时间的推移，相似程度呈下降趋势。而

DTEs 保存剂和 GITC 保存剂对于不同的志愿者

的样本，具有较小的差异，且保存效果随时间

变化比较稳定。图 5B 展示了不同保存方式和时

间下的样本与 fresh 组的 alpha 多样性差异，水

平线表示平均差异值，为±0.21±0.14 (灰色水平

线)，与先前研究中技术重复的平均绝对差异值

0.4 相似，也再次证明了样本受到不同保存方式

和时间的影响较小，与技术重复带来的差异  

相似。 

2.6  样本间聚类分析 
通过非加权配对平均法(unweighted pair-group 

method with arithmetic means，UPGMA)对不同保

存方式及不同保存时长的各样本进行聚类分析，

来比较样本间微生物群落结构的相似性。如图 6

所示，来自相同志愿者的样本显示为相同的颜

色，5 名志愿者的肠道菌群组成本身存在差异，

且不同保存方式同一志愿者的样本以及 fresh 组

内对应的样本都聚集在一起。说明不同保存方式

带来的差异均小于志愿者个体间的差异。 

 
 

 
 
 

图 5  不同保存方式和时间对同一粪便样本群落结构的影响 
Figure 5  Microbe community changes by treatment over time. A: box plots show Weighted Unifrac 
distances between treated samples and fresh samples taken on the day of sampling with no stabilizer. 
Horizontal line (showed in gray) shows the average distance between volunteers. There is no significant 
difference between each group (P>0.05, Wilcoxon test). B: difference in Shannon diversity between treated 
samples and fresh samples. Horizontal lines (showed in gray) show the average absolute difference in 
positive and negative directions. 
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图 6  UPGMA 聚类分析 
Figure 6  UPGMA clustering of the microbiota profiles calculated by Bray-Curtis distance. Each lane 
represents a sample and samples from same volunteers are showed in same colors. 
 
 

3  讨论与结论 

在肠道菌群的研究中，受限于样本采集的

条件及可能长期采样的实际需求，采集的粪便

样本在进行实验前通常需要保存一段时间。目

前已有研究表明，粪便样本在室温下保存超过

15 min 或在家用无霜食品冷冻箱中保存超过  

3 d，细菌组成就会发生明显变化 [16]。因此，

–80 °C 低温冷冻保存是目前公认效果最佳的保

存方式，以粪便样本为研究对象的大规模研究，

有条件的情况下在样本采集后，暂时储存在家 

用冰箱中，短时间内转移至实验室的–80 °C 冰

箱中保存[4,6,37]。但一般的家庭、临时的采样地

点或采集环境样本及野生动物的粪便样本等， 

都很难满足低温保存的要求，难以满足目前肠

道菌群研究中越来越多的大规模的采样需求。 

在不影响菌群结构的基础上，选择合适的

粪便样本室温保存方法至关重要。有效的保存

试剂可以在室温条件下短期保存粪便样本，保

持微生物结构，从而解决大规模采样过程中样

本难以及时冷冻保存的问题，对大规模的肠道

微生物调查或研究具有重要意义。目前为止，
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已经有多项研究工作对粪便样本的保存方法进

行了比较和探究。2011 年，Panasci 等对比了

DETs 方法和裂解缓冲液方法对粪便的保存效

果，他们推荐使用 DETs 来保存植食动物的粪

便，使用 95%酒精来保存杂食性动物的粪便，

而不推荐使用裂解缓冲液对粪便进行保存[26]。 

而后 2016 年，Nishimoto 等的研究表明裂解法

也同样可以较好地保存粪便样本[27]。Nishimoto

等使用裂解法保存剂为含有高浓度硫氰酸胍的

GITC 保存剂，而 Panasci 等使用的裂解缓冲液

主要使用的是 20%的 SDS 对细胞进行裂解[38]。

我们推测可能由于不同的裂解试剂导致样本保

存上的差异，而硫氰酸胍更适用于粪便样本的

保存。但是 Nishimoto 等没有比较裂解法与

DETs 对保存粪便样本的效果，因此本研究比较

了这两种不同性质的保存剂，如图 4 所示，DETs

和 GITC 保存剂虽然使 Clostridium sensu stricito 

1 和 Ruminiclostridium 5 的丰度随着时间的变化

增加，但是在保存 14 d 内，GITC 保存剂的变

化幅度小于 DETs 保存剂。图 5 展示了不同保

存剂在不同保存时间点与新鲜样品的差异，我

们发现在多样性无明显差异(图 5B)的情况下，

GITC 保存剂保存的样本与 fresh 组样本的距离

小于 DETs 保存剂与 fresh 组样本的距离(图

5A)。综上说明 GITC 保存剂对粪便样本的保存

效果优于 DETs。 

商用的 RNAlater 试剂常用于细胞和组织样

本的保存，使得保存的样本可以提取到完整的

RNA，同时也有报道称 RNAlater 对粪便中的

DNA 也具有较好的保存效果[17,39]。本研究的结

果如前所示，表明RNAlater对粪便样本中的DNA

同样有很好的保存效果(图 5)，但是 RNAlater

保存试剂目的是保护细胞中的 RNA，因此我们

也对 RNAlater 保存粪便样本 RNA 的能力进行

了验证，结果表明 RNAlater 不仅可以获得元基

因组 DNA，同时也可以获得较完整的 RNA 样

本。同时我们也对 GITC 和 DETs 保存剂保存的

粪便样本提取了 RNA，GITC 保存的样本 RNA

降解严重，但是 DETs 对粪便样本中的 RNA 也

具有较好的保存效果(未公开数据)。因此若实验

设计中需同时保存粪便样本中的 DNA 和 RNA，

可以考虑选择 DETs保存剂或 RNAlater保存剂，

但 DETs 与 RNAlater 对 RNA 保存效果的差异

比较有待进一步研究。 

不同保存方式与保存时间和新鲜样本菌群

的差异分析表明，不同的保存方式与 28 d 内不

同保存时间的样本菌群结构与新鲜样本菌群结

构没有显著差异(图 2、3、5)，志愿者个体间的

差异明显高于不同保存条件带来的差异(图 6)。

说明无论什么类型的保存方式，对粪便样本中

的 DNA 都具有很好的保护效果，但不同的保存

方式下样本菌群的变化存在差异。例如使用

DETs 和 GITC 保存的样本双歧杆菌属的相对丰

度有下降趋势，而梭菌属和瘤胃梭菌属随着保

存时间的增加，相对丰度增加，RNAlater 保存

的粪便样本中的某些细菌会随着保存时间增加

而减少(图 4)。被视为最优保存方式的80 °C 冷

冻保存，不同保存时间的样本与新鲜样本的菌

群差异中位数均小于其他保存方式(图 5A)，

OTUs 的改变程度较小(图 4)，但不同志愿者与

各自新鲜样本的相似程度变化较大(图 5A)。以

上结果说明，不同的保存试剂虽然对粪便样本

都有良好的保存效果，但是各种保存试剂或保

存方式对粪便样本中微生物影响有一定差异，

导致不同保存试剂及保存方式下样本菌群的变

化方向不同。因此建议大规模、多中心样本采

集时，尽量保证保存剂或保存方式的一致性。 

综上所述，粪便样本保存剂可以在室温下

对粪便样本进行保存。虽然 GITC 保存剂和

DETs 保存剂的本质不同(裂解和渗透)，但是都
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可以很好地保存粪便样本中的基因组 DNA，且

随时间变化相对稳定。因此在进行大规模取样

时，若不能满足低温冷冻保存条件时可以优先

选择 GITC 保存剂室温保存粪便样本，并在 28 d

内尽快转移到实验室的低温冰箱中或进行实

验。RNAlater 和 DETs 保存剂都可以保护粪便

菌群的 RNA，对于保存效果的差异还需要进一

步的验证。 
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