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摘　 要　 肠道菌群在人类和动物的健康方面起着越来越重要的作用ꎬ而粪便样本的保存质量对研究结果有直接影响ꎮ 本文归纳

了粪菌保存的主要作用ꎬ介绍了低温保存的机制ꎬ总结粪菌的保存方法ꎬ包括冷冻保存、冷冻干燥保存、冷藏保存和其他非低温保

存方式ꎬ表明在－８０ ℃下冷冻的样本具有较稳定的 ＤＮＡ 和微生物群落ꎬ提出添加有效的低温保护剂能阻止冰晶形成ꎬ提高粪菌

活性ꎮ 探讨了影响样本保存效果的主要因素ꎬ并对未来具有可行性的新方法进行展望ꎮ
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　 　 近年来ꎬ宏基因组测序技术和生物信息学的发展

使人类进一步认识了肠道菌群ꎮ 肠道菌群对炎

症[１]、代谢性疾病[２]、肥胖[３]、精神障碍[４] 等疾病有

重要影响ꎬ研究相关微生物组成和变化有助于预防、
诊断并最终治愈多种疾病ꎮ 粪便采集为肠道菌群的

研究提供了一种非侵入性采样方法ꎬ广泛的用于宏基

因组研究ꎮ 过去 １０ 年ꎬ关于粪便微生物与人类健康

的双向关系取得了很多研究成果[５]ꎮ
粪菌移植和疾病科学研究的需求推动了粪菌库

的建设ꎮ 然而ꎬ粪便样本采集后ꎬ储存和运输的最佳

条件仍然不明确ꎮ 通常ꎬ粪便样本需要在－２０ ℃或更

低温度下冷冻储存ꎬ然后通过冷链转移到实验室ꎮ 但

是这种操作在偏远的野外地区或一些欠发达地区不

易实现ꎬ还可能大幅增加成本ꎬ于是人们开始研究干

燥保存等其他方式ꎬ保存效果因物种、样本暴露的温

度和时间等不同而变化[６]ꎮ
本文阐述了低温保存微生物及细胞的相关机制ꎬ

总结了粪菌保存的主要作用ꎬ回顾了关于粪菌采集和

保存方法的研究成果ꎬ研究影响其保存效果的主要因

素ꎬ并对未来粪菌保存的可行方法和研究方向进行展

望ꎬ希望能有助于研究人员建立更合理的保存方案ꎮ

１ 低温保存的机制

１ １ 低温损伤
低温保存在活细胞和组织中的应用彻底改变了

生物及医学领域ꎮ 在生物和医学中ꎬ低温范围比较

—２４１—



第 ４０ 卷 第 ６ 期
２０１９ 年 １２ 月 粪菌低温保存的研究进展

Ｖｏｌ. ４０ꎬ Ｎｏ. ６
Ｄｅｃｅｍｂｅｒꎬ ２０１９

广ꎬ可以从稍低于正常体温(３７ ℃)直到－１９６ ℃ꎮ 成

功的低温保存需要在超低温下冷冻细胞ꎬ在冷冻过程

中水转变为冰所带来的生物和物理变化是造成损害

的主要原因ꎬ而并非低温本身ꎮ Ｐ. Ｍａｚｕｒ 等[７]提出了

冷冻损伤的“两因素假说”ꎬ即“溶液损伤”和“胞内冰

损伤”ꎮ 刘威等[８] 详细讨论了关于胞内冰形成的主

要机制ꎮ 这两类损伤不仅会造成细胞形态和功能的

改变ꎬ还会使胞内生物大分子(如 ＤＮＡ、ＲＮＡ、蛋白质

和脂类等)降解或突变ꎬ造成细胞的无效保存[９]ꎮ
综合两方面的因素ꎬ必然存在最佳冷却速率ꎬ表

征细胞的最佳存活率ꎮ 冷冻保存技术可分为两类:程
序法慢速冷冻和玻璃化保存ꎬ如图 １ 所示ꎮ

图 １ 细胞存活率与冷却速率的关系

Ｆｉｇ.１ Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｏｌｉｎｇ ｒａｔｅ

１ ２ 低温保护剂的作用机理
低温保存是生物样本长期保存的重要方法ꎬ而低

温保护剂(ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔꎬＣＰＡ)可以保护细胞免受渗

透损伤ꎬ维持细胞的正常结构和功能ꎬ并对生物大分

子产生一定保护作用[９]ꎮ Ｓ. Ｓａｒｉöｚｋａｎ 等[１０] 将大鼠

的精子冷藏保存在 ４ ℃ꎬ发现棉子糖、海藻糖和果糖

有助于保护精子的运动性、形态和 ＤＮＡ 完整性ꎮ Ｊ.
Ｂｏｔｌｉｎｇ 等[１１] 认为 ＲＮＡｌａｔｅｒ 试剂能更有效地阻止冻

存样本的 ＲＮＡ 降解ꎬ保持生物大分子的完整性ꎮ
按保护剂是否能进入细胞内ꎬ可将其分为渗透型

和非渗透型两种ꎮ 常用的渗透型保护剂有甘油、乙二

醇、二甲基亚砜、乙酰胺等ꎮ 这类保护剂多属低分子

物质ꎬ在溶液中易结合水分子ꎬ发生水合作用ꎬ增加溶

液黏性ꎬ弱化水的结晶过程[１２]ꎮ 保护剂可以替代胞

外电解质渗透入细胞ꎬ当细胞外冻结时ꎬ能够减轻细

胞皱缩程度ꎬ减小渗透肿胀ꎬ从而降低冻融对细胞的

伤害[１３]ꎮ 非渗透型保护剂包括糖类和一些大分子物

质(葡聚糖、聚乙二醇、聚乙烯醇等)ꎮ 这类物质能溶

于水ꎬ但不能进入细胞ꎮ 其加入到溶液后可使溶液呈

过冷状态ꎬ抑制冰晶形成ꎬ降低特定温度下的电解质

浓度ꎬ从而起到保护作用ꎮ
还有一些天然的保护剂ꎬ如冰成核剂( ｉｃｅ￣ｎｕｃｌｅ￣

ａｔｉｎｇ ａｇｅｎｔｓꎬ ＩＮＡ) 和抗冻蛋白 ( ａｎｔｉ￣ｆｒｅｅｚｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ

ＡＦＰ) [１４]ꎮ 冰成核剂可以控制冰的形成位置ꎬ在合适

的位置适度促进冰的形成ꎬ耐冷性林蛙(ｒａｎａ ｓｙｌｖａｔｉ￣
ｃａ)血浆中的蛋白质已被证明具有 ＩＮＡ 特性[１５]ꎮ
ＡＦＰ 能保证某些物种在零下温度的环境中生存ꎮ 不

像其他的保护剂ꎬＡＦＰ 以非依数性的方式迟滞水溶

液的冰点ꎬ而不影响其熔点ꎬ其活性取决于冰点和熔

点的差值大小ꎮ ＡＦＰ 能够抑制冰晶的生长是依靠一

种吸附￣抑制机制ꎬ可与特定表面的冰晶结合ꎬ从热力

学和动力学角度而言ꎬ均不利于冰晶生长ꎮ ＡＦＰ 还

能维持细胞膜的稳定性ꎬ有助于抑制复温过程的重结

晶ꎮ 因此ꎬ在低温保存中将 ＡＦＰ 结合其他保护剂一

起使用意义重大ꎮ “阻冰”的概念启发人们寻找能够

发挥这种功能的合成化合物ꎬ如 Ｒ. Ｃ. Ｄｅｌｌｅｒ 等[１６] 发

现聚乙烯醇有类似的作用ꎬ这类保护剂可能在未来具

有更广泛的研究和应用价值ꎮ

２ 粪菌的低温保存

２ １ 粪菌低温保存的应用
２ １ １ 临床应用———粪菌移植

粪菌移植( ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎꎬＦＭＴ)
是将健康人的粪便处理为混悬液状态ꎬ以某种途径移

植到患者胃肠道内ꎬ利用正常粪便中的功能菌群ꎬ在
患者体内重建具有多样性的肠道菌群ꎬ对肠道及肠道

外的疾病实现有效诊疗[１７]ꎮ 近几年 ＦＭＴ 已成为生

物医学和临床医学的研究热点ꎮ
肠道菌群异常是导致各种肠道疾病的重要原因ꎮ

严重的肠道细菌感染一般均使用抗生素治疗ꎬ但当所

有可用的抗生素都无济于事时ꎬ粪菌移植可能是唯一

的希望ꎮ ＦＭＴ 成为医学突破ꎬ不是技术或理论的突

破ꎬ而是认识的突破[１８]ꎮ ＦＭＴ 治疗复发性艰难梭菌

感染(ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬＣＤＩ)已被列入«临
床诊疗指南» [１９]ꎮ 最近一项研究显示ꎬＦＭＴ 对于 ＣＤＩ
的总体治愈率可达 ９２％[２０]ꎬ其有效性和安全性在进

一步研究中得到了证实[２１－２２]ꎮ
许多研究揭示了 ＦＭＴ 在治疗炎症性肠病[２３]、肠

易激综合征[２４]、便秘[２５]、代谢综合征[２６] 等疾病中的

潜在治疗价值ꎮ
ＦＭＴ 推荐使用新鲜粪菌液ꎬ但在临床应用中通

常无法随时随地获得新鲜健康的样本ꎬ为了进行异地

治疗或延长粪菌的有效期ꎬ有必要提前对其进行采集

和保存ꎮ 如何实现粪菌的有效储存ꎬ如今还面临较大

的挑战[２７]ꎮ 将粪菌冷冻于－８０ ℃是常用的技术方法

之一ꎮ Ｊｉａｎｇ Ｚ. Ｄ. 等[２８]对患者进行相同供体的 ＦＭＴ
时ꎬ发现新鲜菌液和冷冻菌液的有效性相似ꎬ而与新

鲜样本相比ꎬ冻干样本的功效略低ꎮ 因此ꎬ粪菌的保
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存方法是影响 ＦＭＴ 临床治疗效果的重要因素之一ꎮ
２ １ ２ 科学研究

保存的粪菌除了可用作临床治疗外ꎬ在人类生命

健康的研究中也有重要作用ꎮ 粪便样本广泛用于宏

基因组研究ꎬ旨在阐明人类健康与肠道微生物群之间

的关系[２９]ꎻ在大规模流行病学研究中ꎬ用有效的手段

保存粪便样本ꎬ进行微生物群落分析ꎬ从而展开前瞻

性研究[３０]ꎻ在非靶向性代谢组学分析中ꎬ粪便样本也

有普遍的应用价值[３１]ꎮ
粪菌还可用于评估野生动物的健康ꎬ研究宿主和

环境之间的相互作用ꎮ 包括粪便类固醇激素分

析[３２]、寄生虫检测[３３]和种群的遗传相关性[３４]等ꎮ 但

常见的保存方法(如－８０ ℃下冷冻)不适用于野外采

集ꎮ 因此许多研究都在优化野生动物的粪便保存方

案ꎬ表明新型保存方法的探索是未来的研究方向

之一ꎮ
２ ２ 粪菌的低温保存方法

影响粪菌有效性的因素较多ꎬ如样本的收集、运
输、均质化[３５]、保存和二次取样等ꎮ 为了满足临床应

用及科研需求ꎬ保持菌种的优良特性非常重要ꎬ这就

需要长期保持菌种不发生变异ꎬ即菌种的形态、遗传

特性、功能等不发生改变ꎮ 在微生物的众多保存方法

中ꎬ冷冻保存法和冷冻干燥保存法是公认的长期保存

微生物菌种最安全、可靠的方法[３６]ꎮ 粪菌的低温保

存方法可分为 ４ 类:冷冻保存、冷冻干燥保存、冷藏保

存、其他非低温保存ꎮ
２ ２ １ 冷冻保存

冷冻保存一般是将均质化后的等分粪便试样置

于－１９６ ℃(液氮)、－８０ ℃或－２０ ℃的环境中进行保

存ꎮ 这种方法通常被视为微生物的 “黄金保存

法” [３７]ꎬ因为低温可有效抑制微生物生长ꎬ并保持较

高的 ＤＮＡ 浓度ꎮ
液氮超低温保存法已成功应用于乳酸菌、酵母

菌、微型藻类和原生动物等生物体的保存[３６]ꎮ 乳酸

菌是粪便样本中的主要菌群之一ꎬ其保存效果对样品

的保存有直接影响ꎮ Ｆ. Ｆｏｎｓｅｃａ 等[３８] 首次研究了冷

却速度和保存温度对乳酸菌活性的影响ꎬ发现以甘油

作为保护剂ꎬ乳酸菌以任何冷却速率保存时ꎬ胞内均

无冰晶形成ꎬ将其直接浸入液氮中获得的高冷却速率

会使细胞活力的损失降到最低ꎮ 因此液氮保存是一

种有效的方法ꎬ但目前关于粪菌液氮保存的具体研究

还较少ꎮ
冷冻保存粪菌样本的目的有两个:１)为了保存

菌种的活性ꎻ２)保存样本中稳定的 ＤＮＡ 或其他生物

标志物ꎮ 第一个目的可用于 ＦＭＴ 以替代新鲜粪菌ꎬ

解决异地治疗的问题ꎮ Ｔａｎｇ Ｇｕｉｈｕａ 等[３９] 证明了在

复发性或难治性 ＣＤＩ 患者中ꎬ冷冻 ＦＭＴ 与新鲜 ＦＭＴ
一样有效ꎮ Ｓ. Ｐ. Ｃｏｓｔｅｌｌｏ 等[４０] 研究发现ꎬ用于治疗

复发性艰难梭菌感染的粪菌微生物可以安全地在

１０％甘油中冷冻储存至少 ６ 个月ꎬ而不会失去临床功

效或活力ꎬ第一次 ＦＭＴ 对于复发性艰难梭菌感染的

治愈率为 ８８％ꎬ病症复发后的再次 ＦＭＴ 治愈率为

１００％ꎮ 第二个目的用于各种科学研究ꎮ Ｆ. Ｆｏｕｈｙ
等[４１]将新鲜分离的粪菌在干冰上快速冷冻或在－８０
℃下冷冻 ７ ｄꎬ然后提取 ＤＮＡ 并与新鲜样本对照ꎬ发
现种群分布没有显著差异ꎬ快速冷冻的样本保持了微

生物群落的完整性ꎮ
一些研究也将用于细胞的传统低温保护剂应用

于粪菌的低温保存中ꎬ比较常用的是甘油ꎮ Ｍ. Ａｇｕ￣
ｉｒｒｅ 等[４２] 将制备的人粪便样本重悬在含有甘油的保

护剂中ꎬ然后在－８０ ℃下储存ꎬ结果与新鲜粪便样本

的细菌代谢活性和微生物群落分布高度一致ꎬ并建议

将冷冻后的粪便物质作为新鲜粪便替代物用于体外

发酵研究ꎮ Ｋ. Ｒ. Ｈｏｒｎｇ 等[４３] 使用甘油与磷酸缓冲

盐溶液保存样本ꎬ发现在－８０ ℃保存时能够明显提高

样本 ＤＮＡ 浓度和香农多样性指数ꎮ Ｆ. Ｍ. Ｋｅｒｃｋｈｏｆ
等[４４] 使用 ３ 种低温保护剂(二甲基亚砜 ( ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ｓｕｌｆｏｘｉｄｅꎬＤＭＳＯ)、ＤＭＳＯ＋海藻糖和 ＤＭＳＯ＋胰蛋白酶

大豆肉汤)对样本进行的－８０ ℃超低温保存ꎬ发现粪

便中微生物的活性没有因为 ＣＰＡ 的添加而增大ꎬ但
是这种方法能够保持较好的群落结构(通过基因测

序确定)ꎮ
除了传统保护剂外ꎬ还有很多特殊保护剂的组合

能够实现样本在略高温度 ( － ２０ ℃) 下稳定保存ꎮ
Ｑｉａｏ Ｙｉｎｇ 等[４５] 开发了一种使用天然深共晶溶剂

(ｎａｔｕｒａｌ ｄｅｅｐ ｅｕｔｅｃｔｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔｓꎬＮＡＤＥＳ)冷冻保存乳酸

菌的新方法ꎬ研究了在－２０ ℃下ꎬ２４ ｈ 短期和 １８０ ｄ
长期低温保存期间乳酸菌的存活率ꎬ证明了由甘油和

Ｌ￣脯氨酸制备的 ＮＡＤＥＳ 能提高细胞膜结构的完整性

并有效(Ｐ<０ ０５)维持嗜热链球菌内两种酶的活性ꎮ
可见对于微生物的保存还有很多保护剂待开发ꎬ将一

些新型高效的保护剂用于粪菌保存可能会有更好的

效果ꎮ
２ ２ ２ 冷冻干燥保存

冷冻干燥保存法利用了干燥、低温和隔绝空气的

条件ꎬ降低微生物新陈代谢的速度ꎬ使细胞的生命活

动处于半永久性休眠状态ꎬ可以长时间保存且避免细

菌的污染和变异ꎮ Ｌ. Ｂｉｒｃｈｅｒ 等[４６] 定量对比了冷冻

和冻干保存的效果以及保护剂对 ６ 种厌氧肠道微生

物活力和适应性的影响ꎬ发现添加蔗糖和菊粉能提高

—４４１—
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菌种冻干后的细胞活力和完整细胞的比例ꎮ Ｋ. Ｅｌａ￣
ｈｅ 等[４７]在膳食矿物质平衡的研究中将粪菌冷冻干

燥ꎬ并在－２０ ℃下保存 １０ 年ꎬ发现其微生物特征依然

能保持稳定ꎮ
供体粪菌的冷冻已简化 ＦＭＴ 治疗复发性 ＣＤＩ 的

过程ꎬ冻干的粪菌也可能达到类似的效果ꎮ Ｊｉａｎｇ Ｚ.
Ｄ. 等[４８]将冷冻和冻干的 ＦＭＴ 样本储存长达 ７ 个月ꎬ
其微生物群的组成和治疗功效没有发生显著改变ꎮ
将粪菌冻干保存后ꎬ还可制作成包封的胶囊以治疗疾

病ꎮ Ｃ. Ｓｔａｌｅｙ 等[４９] 将粪菌进行冻干并包封ꎬ使用蔗

糖、海藻糖和甘露醇作为低温保护剂ꎬ在冻干机(－２０
℃的搁板温度冷冻 ３６ ｈꎬ在 ３０ ℃下干燥 ６ ｈ)中处理

后保存于 ２０ ℃直至使用ꎬ发现冻干制剂满足所有预

设目标ꎬ包括物理化学性质、包封容易性、不同温度下

的稳定性以及体内外微生物群的活力ꎮ 但也有研究

者认为冻干粪菌效果没有冷冻的效果好[２８]ꎮ
２ ２ ３ 冷藏保存

冷藏保存法是在 ４ ℃的冷藏箱内保存样本ꎬ同时

将有机化学溶剂作为保护剂以限制其他细菌的生成ꎬ
在一定程度上杀死细菌ꎬ抑制酶的活性[３３]ꎮ 最常见

的用于粪菌保存的保护介质有乙醇、甲醇、ＲＮＡｌａｔｅｒ、
ＦＴＡ( ｆｌｉｎｄｅｒｓ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ)卡、粪便隐血试验

(ｆｅｃａｌ ｏｃｃｕｌｔ￣ｂｌｏｏｄ ｔｅｓｔꎬＦＯＢＴ)卡和 ＯＭＮＩｇｅｎｅ Ｇｕｔ 试
剂盒等ꎬ这些是更加适合现场的保存方法ꎬ但保存有

效期较短ꎮ 与冷冻相同ꎬ用乙醇或甲醇进行冷藏保存

是另一类有效的粪菌 ＤＮＡ 保存方法ꎬ但由于这些试

剂是“危险化学品”ꎬ在偏远地区不容易订购或运输ꎮ
ＲＮＡｌａｔｅｒ 是一种保存 ＲＮＡ 和 ＤＮＡ 的无害液体ꎮ 与

乙醇相比ꎬＲＮＡｌａｔｅｒ 的运输限制虽然较少ꎬ但其可能

会随时间降解ꎬ从而降低 ＤＮＡ 的浓度[４３]ꎮ 推测粪便

样本中残留的 ＲＮＡｌａｔｅｒ 可能干扰 ＤＮＡ 提取过程中

的细胞裂解和蛋白质消化ꎬ从而抑制 ＤＮＡ 分离[４３]ꎮ
ＦＴＡ 卡易携带ꎬ在现场样品收集时最方便ꎮ ＦＯＢＴ 卡

是临床经常用的保存方法ꎬ容易买到ꎬ价格便宜、体积

小ꎬ且易于使患者接受ꎮ
Ｓ. Ｊ. Ｓｏｎｇ 等[５０] 用 ５ 种方法(７０％乙醇、９５％乙

醇、ＲＮＡ ｌａｔｅｒ、ＦＴＡ 卡和 ＯＭＮＩｇｅｎｅ Ｇｕｔ 试剂盒)保存

人类和狗的粪便标本ꎬ时间长达 ８ 周ꎬ他们发现 ３ 种

方法(９５％乙醇、ＦＴＡ 卡和 ＯＭＮＩｇｅｎｅ Ｇｕｔ 试剂盒)可
以在 ４ ℃下乃至室温稳定保存样本ꎬ且不建议使用

７０％乙醇ꎮ ＤＮＡ 在 ９５％ ~１００％的乙醇中保存效果最

好ꎬ因为高浓度乙醇能更快速的渗透细胞膜并使

ＤＮＡ 酶失活ꎮ 他们的实验包含了 １ ２００ 多个样本ꎬ为
研究者提供了较为全面的参考ꎮ Ｍ. Ｐａｐａｉａｋｏｖｏｕ
等[５１]使用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术评价 ７ 种市售产

品在不同温度下保存钩虫 ＤＮＡ 的有效性ꎬ发现在 ４
℃时ꎬ６０ ｄ 的保存周期内ꎬ保存试剂对 ＤＮＡ 扩增效率

没有显著影响ꎬ即使不添加保护剂ꎬ也可以使样本稳

定 ７ 周以上ꎮ
很多研究者自主研发了粪菌保存液ꎮ Ｈａｏ Ｌｉｌａｎ

等[５２]研发了一种基于离子液体的试剂ꎬ该试剂可以

在 ４ ℃下 ７ ｄ 的储存期内稳定保存粪便样本中微生

物群的组成ꎮ 这说明传统商业试剂的保存效果还有

提升改进的空间ꎮ
以上的保护剂同样适用于更高的保存温度ꎬ如室

温ꎮ 但保存温度越高ꎬ可保存的时间就越短ꎬ建议在

有条件的情况下ꎬ使用零下或 ４ ℃的低温保存ꎮ 在很

多 ４ ℃保存粪菌的研究中ꎬ都只将 ＤＮＡ 浓度或群落

结构作为测量指标ꎬ而没有考虑微生物的活性ꎬ说明

这些方法可能仅仅为了保证样本的遗传物质不发生

改变以进行科学研究ꎬ但想要长时间维持较高的菌群

活性ꎬ还需要在冷冻方案的优化上继续探索ꎮ
２ ２ ４ 其他非低温保存

样本的快速干燥能抑制微生物的 ＤＮＡ 降解ꎮ 最

简单的干燥保存法是将样本去除杂质后直接在温度

较高的烘箱中烘干ꎬ该方法简单易行ꎬ烘干后的样本

易于携带和运输ꎮ 但干燥保存法也有一定的缺陷ꎬ比
如烘干的最佳温度和时间难以掌握ꎬ会影响样本中菌

群的稳定性ꎬ且烘箱不便于携带ꎮ Ｐ. Ｊ. Ｊｏｈｎｓｏｎ 等[５３]

评估了有可充电盒的便携式干燥剂室的实用性ꎬ旨在

研究快速干燥的样本中微生物群落结构的变化ꎬ他们

在室温下将样本置于该干燥剂系统中 ２４ ｈ 或 ７２ ｈꎬ
然后转移至－８０ ℃冰箱ꎬ发现与快速冷冻样本相比ꎬ
此装置中保存的样本仅显示出微小群落变化ꎬ而在室

温下放置相同时间的样本经历了几次有氧菌或兼性

厌氧菌的过度生长ꎮ
对常见的保存方法进行总结ꎬ如表 １ 所示ꎮ 可以

发现每种方法都各有利弊ꎬ在实际运用过程中ꎬ要结

合实验条件及研究目的进行合理选择ꎬ将某几种方法

结合使用也是可行的ꎮ

３ 影响保存效果的主要因素

３ １ 保存温度
粪菌采集和保存的一般原则[５９] 为:１)避免冷冻￣

解冻循环:冷冻￣解冻循环是导致粪便样本 ＤＮＡ 降解

的关键因素ꎬ可能导致宏基因组 ＤＮＡ 质量差ꎮ ２)避
免反复温度波动:剧烈的温度波动是粪便样本中很多

细菌致死的主要原因ꎬ它可以杀死微生物并加剧

ＤＮＡ 的降解ꎮ ３)缩短运输时间:防止微生物不正常

的增多或减少ꎬ而低温保存可延长运输时间ꎮ
—５４１—
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表 １ 粪便样本常用保存方法的对比

Ｔａｂ.１ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｓｔｏｏｌ ｓａｍｐｌｅｓ

保存方法 适用范围 保护介质 优点 缺点 文献

冷冻保存
室内长时

间保存

甘油ꎻＤＭＳＯꎻ
海藻糖等

抑制微生物生长ꎻ
ＤＮＡ 产量高ꎻ降低污染机率

设备要求高ꎻ
不便于野外研究

[５４]
[４３]

冷藏保存
室外短距离 /
短时间保存

甲醇ꎻ
乙醇(浓度 ９５％)

成本低ꎻ可储存较长时间
ＤＮＡ 产量低ꎻ
不便于运输

[５１]

ＲＮＡ ｌａｔｅｒ 保存 ＲＮＡ 和 ＤＮＡ 的无害液体

保存时效短ꎻ
ＤＮＡ 纯度低ꎻ
价格较贵

[５５]

ＦＴＡ 卡 可批量存储ꎻ保持群落多样性ꎻ易运输
样本质量较低ꎻ

价格较贵
[５６]

ＦＯＢＴ 卡
体积小ꎻ易于使患者接受ꎻ

易购买且价格便宜
化学成分影响菌群分布 [５７]

ＯＭＮＩｇｅｎｅ 试剂盒
更好的维持生物群落结构ꎻ

ＤＮＡ 质量高
成本较高 [５０]

冷冻干燥 室内保存
海藻糖ꎻ蔗糖ꎻ
甘露醇ꎻ菊粉等

样本便于携带 设备要求高 [５８]

干燥保存 室内保存 — 样本便于携带 最佳温度和时间难掌握 [５３]

　 　 因此ꎬ控制运输过程中的温度十分重要ꎮ 有研究

表明ꎬ在 ４ ℃保存条件下ꎬ运输时间为 ２４~４８ ｈꎬ微生

物组成没有显著变化[６０]ꎬ如果样本可以在 ４ ｈ 内到

达实验室则无需保存[６１]ꎬ一旦样本到达实验室ꎬ应该

在－８０ ℃下长期冷冻保存ꎮ 在－８０ ℃冷冻后ꎬ粪便样

本可保持稳定的微生物群落长达 ２ 年[６２]ꎬ－２０ ℃下

的样本贮存时间至少可以达到数月[６３]ꎮ Ｓ. Ｊ. Ｓｏｎｇ
等[５０]研究了 ６ 种温度情况下粪便中微生物ꎬ包括－２０
℃、４ ℃、室温、４ ℃转移到室温、冻融循环( －２０ ℃ ~
室温)和野外条件下经常遇到的高温波动 ( ４ ~ ４０
℃)ꎮ 这 ６ 种温度ꎬ每种都对应样本保存时所面临的

实际温度变化情况ꎬ具有研究价值ꎮ
在冻结样本之前ꎬ建议将粪便分成若干等分ꎬ可

以防止二次取样时冻融循环对样本的损害[６４]ꎮ 随着

样本开始融化ꎬＤＮＡ 也随之迅速降解ꎬ很难预测整个

样本的解冻时间ꎮ 粪便等分吸管技术( ｆｅｃａｌ ａｌｉｑｕｏｔ
ｓｔｒａｗ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅꎬＦＡＳＴ) [６４]ꎬ允许简单且可重复的二次

取样ꎮ
３ ２ 保存方法和保存时间

储存方法和储存时间会影响粪便样本中的核酸

质量和菌群分布ꎬ从而影响微生物组相关数据ꎮ Ｖ.
Ｌ. Ｈａｌｅ 等[５６] 研究表明保存方法和时间显著改变

ＤＮＡ 浓度和纯度ꎬ香农多样性指数在保存方法和周

数之间也存在显著差异ꎮ Ｊ. Ｓ. Ｌｉｍ 等[６５]将猪粪储存

在－２０、４、２０、３７ ℃的环境下ꎬ每隔 ７ ｄ 取样测试ꎬ共
保存 ２８ ｄꎬ结果表明ꎬ随着温度和储存时间的增加ꎬ粪
便中细菌群落的丰富度不断降低ꎮ
３ ３ 其他

物种不同ꎬ研究目的不同ꎬ粪便的保存方法就不

同ꎬ可能需要不同的实验以判断最优方法ꎬ不能类推ꎮ
研究发现ꎬ微生物组成的个体差异大于储存时间和收

集方法造成的种群变化[５５]ꎮ Ｍ. Ｐａｐａｉａｋｏｖｏｕ 等[５１] 对

人粪便样本中钩虫 ＤＮＡ 的最佳保存方案进行探索ꎬ
发现在 ３２ ℃下ꎬ用 ＦＴＡ 卡、重铬酸钾和二氧化硅粉

末两步干燥工艺进行保存的效果最好ꎮ Ｋ. Ｖｌｃ̌ｋｏｖá
等[６６]评价不同贮藏方式对西部大猩猩的粪便细菌群

落特征的影响ꎬ发现使用 ＲＮＡｌａｔｅｒ 与冷冻保存之间

没有 ＤＮＡ 回收率的显著差异ꎬ表明 ＲＮＡｌａｔｅｒ 是此研

究目的下替代冷冻的最佳储存方法ꎮ 在选择保存方

式时ꎬ除了保存效果ꎬ还要考虑其他因素ꎬ例如保护剂

毒性、成本、运输、样本感染机率和劳动力等ꎮ
样本在处理前是否经过均质化ꎬ也影响保存结

果及后续检测[３５] ꎬ因为粪便中不同采样点的微生物

群体不同ꎮ 实验前可以通过涡旋增强保护剂对粪

—６４１—
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便的渗透[４３] ꎮ 保存一段时间后的样本若需要进一

步应用ꎬ可将样本复温ꎬ并通过离心的方法分离出

缓冲液ꎮ

４ 结论

本文对低温保存这一过程进行了综述ꎬ解释了低

温保存的机制ꎬ阐述了粪菌保存的意义ꎬ归纳了不同

情况下样本低温保存方法的成果进展ꎬ并提出影响其

保存效果的重要因素ꎬ得出如下结论:
１)目前的保存方法还存在很多问题:运输温度

的允许波动范围和粪便样本的允许转运持续时间仍

然是不确定的ꎬ需要更多的数据来形成共识ꎻ一些保

护剂的机理不明确ꎬ有待进一步探索ꎮ
２)探索新型保护剂ꎬ降低保护剂毒性ꎬ提高保存

效果ꎮ 在细胞的低温保存中探索出了很多新型高效

的保护剂ꎬ比如海藻糖[６７] 和聚乙烯醇[１７] 等ꎬ它们能

够保护细胞免受低温损伤ꎮ Ｍ. Ｈａｓａｎ 等[６８]将抑制冰

重结晶的聚合物(聚乙烯醇和聚乙二醇)作为 ＣＰＡꎬ
与使用甘油的保存结果相比ꎬ解冻后大肠杆菌产量增

加了 ４ 倍ꎬ且使用的 ＣＰＡ 浓度更低ꎮ 如果将此类保

护剂用于粪菌的冷冻保存ꎬ可能会得到更好的保存效

果ꎬ这可以成为未来的研究思路之一ꎮ
３)粪菌只有通过冷冻保存才具有较高活性ꎬ其

他的方法只是保证其中的生物大分子(如 ＤＮＡꎬＲＮＡ
和蛋白质等)不发生变异ꎬ或维持了微生物群落的稳

定性ꎮ 而低温保存领域的研究者尚未介入粪菌的活

菌保存研究ꎮ 除了优化保护剂的种类以外ꎬ还可以深

入研究不同的降温程序对粪菌保存后的成活率、ＤＮＡ
浓度及种群分布等的影响ꎮ

４)随着低温生物学和肠道微生物学的发展ꎬ不
断改进和开发新的粪菌保存方法ꎬ能在很大程度上推

动粪菌样本库的建立和粪菌移植的临床应用ꎮ

本文受上海市青年科技英才扬帆计划(１８ＹＦ１４１６２００)项
目资助ꎮ (Ｔｈｅ ｐｒｏｊｅｃｔ ｗａｓ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｙｏｕｔｈ Ｓｃｉ￣
ｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｔａｌｅｎｔｓ Ｓａｉｌｉｎｇ Ｐｒｏｇｒａｍ ( Ｎｏ.
１８ＹＦ１４１６２００).)
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Ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓ: ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｓｏｌｕｔｅｓ ｔｈａｔ ｍｏｄｕｌａｔｅ ｃｅｌｌ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｆｒｏｍ ｕｌ￣
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Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｒｅｆｒｉｇｅｒａｔｉｏｎ
Ｖｏｌ. ４０ꎬＮｏ. ６
Ｄｅｃｅｍｂｅｒꎬ ２０１９

ｔｒａ￣ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ[Ｊ]. Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１７ꎬ ７６: ７４－９１.
[１５] ＷＯＬＡＮＣＺＹＫ Ｊ Ｐꎬ ＳＴＯＲＥＹ Ｋ Ｂꎬ ＢＡＵＳＴ Ｊ Ｇ. Ｉｃｅ ｎｕｃｌｅ￣

ａｔｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｅｅｚｅ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ ｆｒｏｇꎬ Ｒａｎａ
ｓｙｌｖａｔｉｃａ[Ｊ]. Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ １９９０ꎬ ２７(３): ３２８－３３５.

[１６] ＤＥＬＬＥＲ Ｒ Ｃꎬ ＶＡＴＩＳＨ Ｍꎬ ＭＩＴＣＨＥＬＬ Ｄ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｎ￣
ｔｈｅｔｉｃ ｐｏｌｙｍｅｒｓ ｅｎａｂｌｅ ｎｏｎ￣ｖｉｔｒｅｏｕｓ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａ￣
ｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｉｃｅ ｃｒｙｓｔａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈａｗｉｎｇ[Ｊ]. Ｎａ￣
ｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ ２０１４(５): １－７.

[１７] ＣＨＯＩ Ｈ Ｈꎬ ＣＨＯ Ｙ Ｓ. Ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ:
ｃｕｒｒｅｎｔ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓꎬ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ
[Ｊ]. Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｅｎｄｏｓｃｏｐｙꎬ ２０１６ꎬ ４９: ２５７－２６５.

[１８] ＺＨＡＮＧ Ｆａｍｉｎｇꎬ ＣＵＩ Ｂｏｔａꎬ ＨＥ Ｘｉｎｇｘｉａｎｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｃｒｏｂｉ￣
ｏｔａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ: ｃｏｎｃｅｐｔꎬ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ
ｉｔｓ ｍｏｄｅｒｎｉｚａｔｉｏｎ [ Ｊ]. Ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ Ｃｅｌｌꎬ ２０１８ꎬ ９ ( ５):
４６２－４７３.

[１９] ＳＵＲＡＷＩＣＺ Ｃ Ｍꎬ ＢＲＡＮＤＴ Ｌ Ｊꎬ ＢＩＮＩＯＮ Ｄ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｓꎬ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ [ Ｊ]. Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ １０８(４): ４７８－４９８.

[２０] ＱＵＲＡＩＳＨＩ Ｍ Ｎꎬ ＷＩＤＬＡＫ Ｍꎬ ＢＨＡＬＡ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｓｔｅｍ￣
ａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ ｗｉｔｈ ｍｅｔａ￣ａｎａｌｙｓｉｓ: ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｆａｅｃａｌ ｍｉｃｒｏ￣
ｂｉｏｔａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ ａｎｄ ｒｅ￣
ｆｒａｃｔｏｒｙ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ [ Ｊ ]. Ａｌｉｍｅｎｔａｒｙ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓꎬ ２０１７ꎬ ４６(５): ４７９－４９３.

[２１] ＪＩＡＮＧ Ｚｈｉｄｏｎｇꎬ ＡＬＥＸＡＮＤＥＲ Ａꎬ ＫＥ Ｓｈｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ａｎｄ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｆｒｏｚｅｎ ａｎｄ ｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄ ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ (ＦＭＴ) ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ (ＣＤＩ) [ Ｊ]. Ａｎａｅｒｏｂｅꎬ ２０１７ꎬ ４８: １１０－
１１４.

[２２] 向丽园ꎬ 张发明. 粪菌移植在艰难梭菌感染治疗中的应

用[Ｊ]. 临床荟萃ꎬ ２０１８ꎬ ３３(５): ３８５ － ３８９. ( ＸＩＡＮＧ
Ｌｉｙｕａｎꎬ ＺＨＡＮＧ Ｆａｍｉｎｇ. Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
[Ｊ]. Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｆｏｃｕｓꎬ ２０１８ꎬ ３３(５): ３８５－３８９.)

[２３] ＪＥＯＮ Ｓ Ｒꎬ ＣＨＡＩ Ｊꎬ ＫＩＭ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｕｒｒｅｎｔ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｕｓｉｎｇ ｆｅｃａｌ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ [ Ｊ]. Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅ
Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０１８ꎬ ２０(８): ２０－２１.

[２４] 马玉帛ꎬ 李婷宇ꎬ 曹海超ꎬ 等. 粪菌移植的临床研究进

展[Ｊ]. 中华消化病与影像杂志ꎬ ２０１６ꎬ ６(１): ２８－３５.
(ＭＡ Ｙｕｂｏꎬ ＬＩ Ｔｉｎｇｙｕꎬ ＣＡＯ Ｈａｉｃｈａｏꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎ ｕｐｄａｔｅ ｏｎ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐｒａｃｔｉｃｅ ｏｆ ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ [ Ｊ ].
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｉｍａｇｅｏｌｏｇｙꎬ
２０１６ꎬ ６(１): ２８－３５.)

[２５] ＨＵＡＮＧ Ｌｉｎｓｈｅｎｇꎬ ＺＨＵ Ｑｉꎬ ＱＵ Ｘｉａｏꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ[ Ｊ]. Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｃｈｉｎａ Ｌｉｆｅ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２０１８ꎬ ６１(７): ７４４－７５２.

[２６] ＫＯＯＴＴＥ Ｒ Ｓꎬ ＬＥＶＩＮ Ｅꎬ ＳＡＬＯＪÄＲＶＩ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐｒｏｖｅ￣
ｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｆｔｅｒ ｌｅａｎ ｄｏｎｏｒ ｆｅｃｅｓ ｉｎ ｍｅｔａｂｏｌ￣

ｉｃ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｓ ｄｒｉｖｅｎ ｂｙ ｂａｓｅｌｉｎｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｃｏｍ￣
ｐｏｓｉｔｉｏｎ[Ｊ]. Ｃｅｌｌ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ２０１７ꎬ ２６(４): ６１１－６１９.

[２７] ＨＡＬＥ Ｖ Ｌꎬ ＴＡＮ Ｃ Ｌꎬ ＮＩＵ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｉｅｌｄ ｃｏｎ￣
ｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ[ Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ２０１６ꎬ １３０: １８０－１８８.

[２８] ＪＩＡＮＧ Ｚ Ｄꎬ ＡＪＡＭＩ Ｎ Ｊꎬ ＰＥＴＲＯＳＩＮＯ Ｊ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒａｎ￣
ｄｏｍｉｓｅｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｉａｌ: ｆａｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｆｏｒ
ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ￣ｆｒｅｓｈꎬ ｏｒ ｆｒｏｚｅｎꎬ ｏｒ
ｌｙｏｐｈｉｌｉｓｅｄ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｆｒｏｍ ａ ｓｍａｌｌ ｐｏｏｌ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ ｄｏｎｏｒｓ
ｄｅｌｉｖｅｒｅｄ ｂｙ ｃｏｌｏｎｏｓｃｏｐｙ [ Ｊ]. Ａｌｉｍｅｎｔａｒｙ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ
ａｎｄ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓꎬ ２０１７ꎬ ４５(７): ８９９－９０８.

[２９] ＨＡＮ Ｍｏꎬ ＨＡＯ Ｌｉｌａｎꎬ ＬＩＮ Ｙｕｘｉａｎｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｏｖｅｌ ａｆｆｏｒｄ￣
ａｂｌｅ ｒｅａｇｅｎｔ ｆｏｒ ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｏｒａｇｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｏｆ
ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｏｒ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｅｓ[ Ｊ]. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅꎬ
２０１８ꎬ ６(１): ４３.

[３０] ＦＵ Ｂ Ｃꎬ ＲＡＮＤＯＬＰＨ Ｔ Ｗꎬ ＬＩＭ Ｕꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｉｎ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃ ｓｔｕｄｉｅｓ: ｔｈｅ
ｍｕｌｔｉｅｔｈｎｉｃ ｃｏｈｏｒｔ ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅ[Ｊ]. Ａｎｎａｌｓ ｏｆ Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙꎬ
２０１６ꎬ ２６(５): ３７３－３７９.

[３１] ＰＡＮ Ｐꎬ ＳＫＡＥＲ Ｃ Ｗꎬ ＷＡＮＧ Ｈ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｍｅ￣
ｔａｂｏｌｉｔｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ Ｃ５７ＢＬ / ６ ｍｉｃｅ ｆｅｄ ｂｌａｃｋ ｒａｓｐ￣
ｂｅｒｒｉｅｓ[Ｊ]. Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃａｎｃｅｒꎬ ２０１７ꎬ ６９(２): ２９９ －
３０６.

[３２] 王菊霞ꎬ 张卫国ꎬ 张灵菲ꎬ 等. 啮齿动物粪便类固醇的

分析方法及其意义 [ Ｊ]. 草业科学ꎬ ２０１５ꎬ ３２ (１０):
１６６８－ １６７４. ( ＷＡＮＧ Ｊｕｘｉａꎬ ＺＨＡＮＧ Ｗｅｉｇｕｏꎬ ＺＨＡＮＧ
Ｌｉｎｇｆｅｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｒｏｄｅｎｔ
ｆｅｎｃｅ ｓｔｅｒｏｉｄ[ Ｊ]. Ｐｒａｔａｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１５ꎬ ３２(１０):
１６６８－１６７４.)

[３３] ＲＩＥＴＭＡＮＮ Ｓꎬ ＷＡＬＺＥＲ Ｃ. Ｐａｒａｓｉｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ｃｏｍｍｏｎ ｈｉｐｐｏｐｏｔａｍｕｓ ( ｈｉｐｐｏｐｏｔａｍｕｓ ａｍｐｈｉｂｉｕｓ) ｆａｅｃｅｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｇａｍｂａ ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｆ ｐｒｏｔｅｃｔｅｄ ａｒｅａ ｉｎ ｇａｂｏｎ[Ｊ]. Ｗｉｅ￣
ｎｅｒ Ｔｉｅｒａｒｚｔｌｉｃｈｅ Ｍｏｎａｔｓｓｃｈｒｉｆｔꎬ ２０１４ꎬ １０１(３ / ４): ６６－７３.

[３４] ＭＯＷＲＹ Ｒ Ａꎬ ＧＯＭＰＰＥＲ Ｍ Ｅꎬ ＢＥＲＩＮＧＥＲ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｒｉｖｅｒ ｏｔｔｅｒ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｓｉｚｅ ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅ ｌａ￣
ｔｒｉｎｅ ｓｕｒｖｅｙｓ[ Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｗｉｌｄｌｉｆｅ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔꎬ ２０１１ꎬ
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ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ[Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇ￣
ｉｃａｌ Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ２０１６ꎬ １２３: ３１－３８.

[５５] ＤＯＭＩＮＩＡＮＮＩ Ｃꎬ ＷＵ Ｊꎬ ＨＡＹＥＳ Ｒ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ
ｏｆ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｂｉｏｓｐｅｃｉｍｅｎ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ[Ｊ].
ＢＭＣ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１４ꎬ １４(１): １０３.

[５６] ＨＡＬＥ Ｖ Ｌꎬ ＴＡＮ Ｃ Ｌꎬ ＫＮＩＧＨＴ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｒｅｓｅｒ￣
ｖａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｏｎ ｓｐｉｄｅｒ ｍｏｎｋｅｙ ( ａｔｅｌｅｓ ｇｅｏｆｆｒｏｙｉ) ｆｅｃａｌ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｏｖｅｒ ８ ｗｅｅｋｓ [ Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ２０１５ꎬ １１３: １６－２６.

[５７] ＷＯＮＧ Ｗ Ｓ Ｗꎬ ＣＬＥＭＥＮＣＹ Ｎꎬ ＫＬＥＩＮ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｌｌｅｃ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｎ￣ｍｅｃｏｎｉｕｍ ｓｔｏｏｌ ｏｎ ｆｅｃａｌ ｏｃｃｕｌｔ ｂｌｏｏｄ ｃａｒｄｓ ｉｓ ａｎ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎ ｉｎｆａｎｔｓ[ Ｊ].
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅꎬ ２０１７ꎬ ５(１): １１４.

[５８] ＧＨＯＬＩＢ Ｇꎬ ＨＥＩＳＴＥＲＭＡＮＮ Ｍꎬ ＡＧＩＬ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒ￣
ｉｓｏｎ ｏｆ ｆｅｃａｌ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｓｔｅｒｏｉｄ
ｈｏｒｍｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｗｉｌｄ ｃｒｅｓｔｅｄ ｍａｃａｑｕｅｓ[ Ｊ].
Ｐｒｉｍａｔｅｓꎬ ２０１８ꎬ ５９(３): ２８１－２９２.

[５９] ＷＵ Ｗ Ｋꎬ ＣＨＥＮ Ｃ Ｃꎬ ＰＡＮＹＯＤ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｆｏｒ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｓｔｕｄｙ—ｔｈｅ ｊｏｕｒｎｅｙ
ｆｒｏｍ ｂａｔｈｒｏｏｍ ｔｏ ｂｅｎｃｈ[Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｆｏｒｍｏｓａｎ Ｍｅｄｉ￣
ｃａｌ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎꎬ ２０１８ꎬ １１８(２): ５４５－５５５.

[６０] ＴＥＤＪＯ Ｄ Ｉꎬ ＪＯＮＫＥＲＳ Ｄ Ｍꎬ ＳＡＶＥＬＫＯＵＬ Ｐ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓａｍｐｌｉｎｇ ａｎｄ ｓｔｏｒａｇｅ ｏｎ ｔｈｅ ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｓｕｂｊｅｃｔｓ [ Ｊ]. ＰｌｏＳ
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Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｒｅｆｒｉｇｅｒａｔｉｏｎ
Ｖｏｌ. ４０ꎬＮｏ. ６
Ｄｅｃｅｍｂｅｒꎬ ２０１９

Ｏｎｅꎬ ２０１５ꎬ １０(５): ｅ０１２６６８５.
[６１] ＣＡＲＲＯＬＬ Ｉ Ｍꎬ ＲＩＮＧＥＬ￣ＫＵＬＫＡ Ｔꎬ ＳＩＤＤＬＥ Ｊ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ.

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｕｓｉｎｇ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈ￣
ｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｓ ａ ｓｔａｂｌｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｄｕｒｉｎｇ
ｓｔｏｒａｇｅ[Ｊ]. ＰｌｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１２ꎬ ７(１０): ｅ４６９５３.

[６２] ＳＨＡＷ Ａ Ｇꎬ ＳＩＭ Ｋꎬ ＰＯＷＥＬＬ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌａｔｉｔｕｄｅ ｉｎ ｓａｍ￣
ｐｌｅ ｈａｎｄｌｉｎｇ ａｎｄ ｓｔｏｒａｇｅ ｆｏｒ ｉｎｆａｎｔ ｆａｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｓｔｕｄ￣
ｉｅｓ: ｔｈｅ ｅｌｅｐｈａｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｍ? [Ｊ]. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅꎬ ２０１６ꎬ ４
(１): ４０.

[６３] ＫＩＭ Ｄꎬ ＨＯＦＳＴＡＥＤＴＥＲ Ｃ Ｅꎬ ＺＨＡＯ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｄｏｄｇｉｎｇ ｐｉｔｆａｌｌｓ ｉｎ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ[ Ｊ].
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅꎬ ２０１７ꎬ ５(１): ５２.

[６４] ＲＯＭＡＮＯ Ｋ Ａꎬ ＤＩＬＬＭＣＦＡＲＬＡＮＤ Ｋ Ａꎬ ＫＡＳＡＨＡＲＡ
Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｅｃａｌ ａｌｉｑｕｏｔ ｓｔｒａｗ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ (ＦＡＳＴ) ａｌｌｏｗｓ ｆｏｒ
ｅａｓｙ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ ｓｕｂｓａｍｐｌｉｎｇ: ａｓｓｅｓｓｉｎｇ ｉｎｔｅｒｐｅｒｓｏｎａｌ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ￣Ｎ￣ｏｘｉｄｅ (ＴＭＡＯ) ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ
[Ｊ]. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅꎬ ２０１８ꎬ ６(１): ９１.

[６５] ＬＩＭ Ｊ Ｓꎬ ＹＡＮＧ Ｓ Ｈꎬ ＫＩＭ Ｂ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｉ￣
ｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｓｗｉｎｅ ｍａｎｕｒｅ ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｅｍｐｅｒａ￣
ｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｓｔｏｒａｇｅ ｔｉｍｅｓ[ Ｊ]. Ａｓｉａｎ￣Ａｕｓｔｒａｌａｓｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２０１８ꎬ ３１(８): １３７３－１３８０.

[６６] ＶＬＣ̌ＫＯＶÁ Ｋꎬ ＭＲÁＺＥＫ Ｊꎬ ＫＯＰＥＣ̌ＮＹ
'

Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｖａｌｕａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｔｏ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅ ｔｈｅ ｆｅｃａｌ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃａｐｔｉｖｅ ｗｅｓｔｅｒｎ ｌｏｗｌａｎｄ ｇｏｒｉｌｌａｓ
(ｇｏｒｉｌｌａ ｇｏｒｉｌｌａ ｇｏｒｉｌｌａ) [ Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ

Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ２０１２ꎬ ９１(１): ４５－５１.
[６７] 王美霞ꎬ 梁玮ꎬ 叶萍ꎬ 等. 海藻糖和胎牛血清对人乳腺

细胞 ＨＢＬ￣１００ 低温保存的影响[ Ｊ]. 制冷学报ꎬ ２０１７ꎬ
３８( ５): １０７ － １１３. (ＷＡＮＧ Ｍｅｉｘｉａꎬ ＬＩＡＮＧ Ｗｅｉꎬ ＹＥ
Ｐｉｎｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｒｅｈａｌｏｓｅ ａｎｄ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ｏｎ
ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＢＬ￣１００ ｈｕｍａｎ ｂｒｅａｓｔ ｃｅｌｌｓ[ Ｊ]. Ｊｏｕｒ￣
ｎａｌ ｏｆ Ｒｅｆｒｉｇｅｒａｔｉｏｎꎬ ２０１７ꎬ ３８(５): １０７－１１３.)

[６８] ＨＡＳＡＮ Ｍꎬ ＦＡＹＴＥＲ Ａ Ｅ Ｒꎬ ＧＩＢＳＯＮ Ｍ Ｉ. Ｉｃｅ ｒｅｃｒｙｓｔａｌｌｉ￣
ｚａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｐｏｌｙｍｅｒｓ ｅｎａｂｌｅ ｇｌｙｃｅｒｏｌ￣ｆｒｅｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒ￣
ｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏ￣ｏｒｇａｎｉｓｍｓ[ Ｊ]. Ｂｉｏｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ ２０１８ꎬ
１９(８): ３３７１－３３７６.
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