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OMNIgene®•GUT可使微生物组态在环境温度下保持稳定达60天并在运输过

程中保持稳定
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OMNIgene•GUT是一种集成式系统，可轻松地
自行采集和稳定粪便中的微生物DNA，用于分
析肠道微生物组态。OMNIgene•GUT具有独特
功能，能够捕获采集时的微生物组态，并在环境
温度下保持微生物组态稳定达60天。在本文中，
我们将说明通过OMNIgene•GUT采集的肠道微
生物组态稳定，具有高度可重复性，并且代表
了体内状态。

前言

要研究微生物群及其人类宿主在健康和疾病中的
关系，需要在一段时间内鉴别和监测微生物群落。
最近的发现显示，这些微生物组态可能是具有预
后和诊断价值的潜在生物标记物。越来越多的文
献结果显示，由于肠道微生物群具有动态性质，
要开发生物标记物，必须在一段时间内对大量肠
道微生物群重复采样。这些全微生物组关联研究 
(MWAS) 面临的挑战包括供者依从性差、自行采
集生物样品的不可靠、成本高，以及运输和处理
程序繁琐。目前的粪便采样和微生物群分析方法
涉及在环境温度或4°C下运输样本。但这些方法
有可能将样品暴露于导致微生物组不稳定的温度。
如果没有在样品采集、运输和处理过程中适当稳
定微生物群，就有可能会导致无法解释微生物组
态的生物学和临床意义。因此，应遵循适当的分
析前程序以确保采集的样品能够最好地代表体内
微生物组态。

材料和方法

样品采集

OMNIgene•GUT套件供成人供者用于根据随套件
提供的标准说明自行采集粪便样品。要求15位供
者分别从自己的同一块粪便样品中采集3份
OMNIgene•GUT样品，随后将这些样品分开用于
两项研究，一项研究包括6位供者，一项研究包括
9位供者。第一项研究包括6位供者，用于评估中
性和变异性的来源。6位供者各自从同一块粪便样
品中采集了3份OMNIgene•GUT样品 (共18份)。

此外，按照人类微生物组计划标准程序1，由每位
供者从自己的同一块粪便样品中采集等分新鲜粪
便样品，并在装有冷冻袋的聚苯乙烯泡沫塑料盒
中运输。第二项研究中供者人数增加到9位，采集
的样品用于研究OMNIgene•GUT随时间提取高质
量DNA和稳定微生物组态的有效性。

DNA提取和样品储存

基线提取在采集后3小时内进行。对于基线分析，
从OMNIgene•GUT样品中取出一份0.25mL等分样品，
并使用PowerFecal®DNA分离试剂盒 (MO BIO 
Laboratories，Inc.) 提取DNA2。每份0.25mL样品
含有约50mg粪便和200μL稳定液。从新鲜样品中
提取等量的粪便 (约50mg)。剩余的
OMNIgene•GUT样品和新鲜样品分装到冷冻管中。
将OMNIgene•GUT样品和未经过稳定化处理 (不含
稳定液) 的样品在室温 (23±3°C) 下保存长达60天、
暴露于模拟运输条件下 (50°C，3天；37°C ，3天) 
或进行6次冷冻和解冻周期 (每个周期包括-20°C下
至少3小时，30°C下至少3小时)。另外，将来自每
位供者的一份等分新鲜粪便样品储存在-80°C作为
对照。室温下存放、暴露于模拟运输条件下、进
行冻融周期或在-80°C下储存后，从所有样品中提
取一份等分样品。

DNA分析

使用Quant-iT™ PicoGreen®试剂 (Life Technologies) 
测定DNA浓度和产量。使用0.8％琼脂糖凝胶电泳
分离约50ng纯化DNA并用溴化乙锭染色来评估
DNA随时间的完整性和稳定性。使用λDNA-
HindIII梯度来确定纯化DNA的大小。

16S测序

由Diversigen微生物组发现服务部进行16S rRNA测
序文库制备、测序和生物信息学分析。使用
Illumina® MiSeq®进行V4高变区配对末端扩增子测序。
使用具有V3-V4高变区配对末端扩增子测序的
Illumina® MiSeq®平台通过GenoFIND™基因组服务
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部 (DNA Genotek) 对一部分样品进行测序。使用
QIIME和定制序列过滤测得的序列的质量。组织
读取的配对末端序列并与Greengenes数据库比对，
用UCLUST法分析，聚集度为96％。标准化数据后，
使用操作分类单元 (OTU) 丰度数据的加权UniFrac
和Bray-Curtis距离测量两个样品之间的距离 (采用
多个样品在各分类水平上的丰度差异；将检测到
的所有OTU丰度的总和除以差异性的总和，得到
成对归一化)。在所有Bray-Curtis测量中，将采集
后不久提取的供者匹配的T0样品用作成对比较中
的一个样品。通过测量每个OTU相对于OTU总数
的比例，然后乘以该比例的自然对数，来分析每
种稳定方法的香农指数 (SI)。对所有OTU产生的
乘积求和，得出每个样品的香农指数。使用
Mann-Whitney检验比较样品采集方法。

结果

OMNIgene•GUT稳定液在‑采集点保持了微生物
组态的中性

微生物组研究要求生成的微生物组态代表供者体
内存在的微生物群落。因此，采集和稳定方法不
得改变微生物组。

使用化学稳定缓冲液可能会通过加速某些微生物
的生长，同时允许其他某些微生物凋亡，从而改
变样品的微生物组成。在理想条件下，稳定液应
该是中性的 (即不应导致微生物组出现任何偏倚)。
比较新鲜样品和OMNIgene•GUT稳定化样品的16S 
rRNA微生物组态表明，稳定液保持中性并且没有
引入偏倚 (图1)。
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图1：新鲜样品和OMNIgene•GUT采集样品的重复样品和组间对
比的Bray-Curtis不同距离。Mann-Whitney检验显示在所有条件下
差异都具有可比较性，没有观察到统计学差异。

通过不同的统计学方法 (例如加权UniFrac) 研究相
对OTU丰度，对微生物群落提供了有价值的描述，
但这些方法可以会减少低丰度微生物的贡献， 
从而影响对微生物群落的理解。要正确研究微生
物组态，需要保存微生物群落的“丰富度”。丰富
度定义为样品中存在的微生物物种或OTU的数量，
并且对环境条件 (包括温度、pH值、氧浓度和化
学组成) 的变化高度敏感。这些因素和其他因素可
能会诱发细菌生长或凋亡，从而改变样品中检测
到的OTU数量3。

在采集不久后提取来自6位供者的新鲜样品和
OMNIgene•GUT采集的样品。将OMNIgene•GUT
样品中鉴定的微生物OTU与相应新鲜样品中存在
的OTU进行比较。通过将OTU丰度数据转换成 
“存在”/“不存在”结果来计算代表多样性的香农指
数 (SI)。对香农指数值进行Mann-Whitney检验，
显示OMNIgene•GUT样品和新鲜样品之间没有显
著差异，表明OMNIgene•GUT对样品的丰富度没
有影响 (图2)。
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图2：OMNIgene•GUT保持样品丰富度。通过各OUT的 “存在”/“不
存在”结果并使用香农指数进行比较来评估丰富度。Mann-Whitney
检验显示，新鲜样品和OMNIgene•GUT样品之间没有显著差异。

粪便样品采集中的变异性来源

Bray-Curtis分析显示，新鲜样品和OMNIgene•GUT 
样品的重复样品之间有系统差异。为了解这种不
相似性的来源，我们评估了粪便样品采集和处理
过程中引入的变异性。采用从同一块样品中不同
部分采集的3份新鲜样品和3份OMNIgene•GUT样
品生成微生物组态来评估生物变异性。使用
OMNIgene•GUT采集的样品评估技术变异性，是
因为该采集系统提供均质的液体样品，从而减少
处理过程中的实验误差。我们比较了来自同一试
管的重复DNA提取谱 (提取变异性) 和来自同一
DNA的重复文库制备谱 (测序变异性) (图3)。在重
复组内生成Bray-Curtis不相似距离。
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图3：每位供者的样品采集方案。6位供者各自从同一块样品的
三个不同部位采集样本。此外，对1份OMNIgene•GUT样品 (紫色) 
进行重复3次DNA提取，并将提取的1份DNA等分成三份，进行
16S rRNA测序。

在新鲜样品和OMNIgene•GUT采集的样品的生物
学重复样品中观察到类似的变异性 (Bray-Curtis距
离分别为0.14±0.01和0.11±0.01) (图4)。我们的分
析表明，技术和生物学变异性将一定的不相似引
入16S rRNA微生物组态 (Bray-Curtis距离生物学变
异性为0.11，提取变异性为0.09，测序变异性为
0.08)。我们认为，观察到的不相似的来源可以用
技术或生物学变异性来解释，而OMNIgene•GUT
不会引入任何偏倚。
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图4：OMNIgene•GUT样品呈现高度可重复性微生物组态。 
Bray-Curtis距离的Mann-Whitney检验显示三份重复样品的差异
具有可比性。

OMNIgene•GUT保持微生物组态长达60天

除了保持微生物组态中性外，MWAS还需要随时
间准确保存微生物群落结构。我们评估了
OMNIgene•GUT在23°C长达60天的储存条件下并暴
露于模拟运输条件下稳定样品的能力 (见下一节)。

在基线 (T0) 并再次在室温 (23°C) 下储存14和60天
后提取OMNIgene•GUT稳定化样品。在基线 (T0，
新鲜样品) 和室温 (23°C) 下储存14天后或在-80°C
下储存14天后提取未稳定化处理的配对样品 (图5)。
使用Bray-Curtis距离评估基线和储存后样品的相
似性。Mann-Whitney分析显示，在23°C下储存60
天的OMNIgene•GUT样品和在-80°C下储存14天的
未稳定化处理的样品的Bray-Curtis距离没有显著
差异。而在23°C下储存60天的OMNIgene•GUT样
品或在-80°C下储存14天的未稳定化处理的样品和
在23°C下储存14天的未稳定化处理的样品的
Bray-Curtis距离有显著差异。
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图5：未稳定化处理的样品 (23°C下14天)、OMNIgene•GUT样品 
(23°C下60天) 和-80°C下储存的样品 (-80°C下14天) 与新鲜样品
之间的Bray-Curtis距离不同。使用Mann-Whitney分析评估差异的
显著性 (**P≤0.001)。

为了了解重复样品之间的可重复性，使用新鲜样
品 (T0)、未稳定化处理的样品 (23°C下14天[T14]) 
和OMNIgene•GUT稳定化样品 (T0，23°C下14天
[T14]) 的生物学重复样品进行加权UniFrac的聚类
分析 (图6)。新鲜生物学重复样品和T0和T14 
OMNIgene•GUT生物学重复样品紧密聚集 (96％
相似性)。未稳定化处理的生物学重复样品聚集
在一起，与新鲜生物学重复样品高度分离 (约63％
相似性)。因此，适当的稳定化处理对随时间推
移的微生物集群有很大的影响。
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图6：代表性供者的微生物组加权UniFrac相似性百分比的树状图。
对每种条件评估提取的3份生物学重复样品。与新鲜样品对比， 
低相似性百分比表明随时间推移微生物组态出现变化。
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OMNIgene•GUT有效地在运输过程中保存了微
生物组态

从采集点到样品处理实验室的运输过程中，样品
通常会在不理想的条件下暴露。为了模拟标准运
输条件，将未稳定化处理的样品和OMNIgene•GUT
稳定化样品暴露于50°C 达3天、37°C 达3天，或多
次冻融周期。OMNIgene•GUT稳定化样品保存了
高分子量DNA带，而未稳定化处理的样品显示出
不同程度的降解，特别是当暴露于50°C或冻融周
期时 (图7)。

 图7：OMNIgene•GUT样品在模拟运输条件下的DNA完整性。 
来自代表性供者的OMNIgene•GUT样品储存在23°C下达60天 
(T60)、50°C下达3天 (50°C)、37°C下达3天 (37°C)，或暴露于6次
冻融周期 (F/T)。‑ 将来自同一供者 的、未经稳定化处理的样品
储存在 23°C下达14天 (T14)、50°C下达1天 (50°C)、37°C下达3天 
(37°C)。或-80°C下达14天 (-80°C)。

16S rRNA分析证实，OMNIgene•GUT样品即使在
极端温度下也能保持微生物群落结构。Mann-
Whitney检验比较了暴露于常见运输温度的
OMNIgene•GUT样品和储存在-80°C下的配对样品
的Bray-Curtis距离，结果显示没有显著差异。相
反，储存在37°C下或经受冻融周期的未稳定化处
理的样品与储存在-80°C下的样品相比有显著差异 
(图8)。
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 图8：暴露于模拟运输条件的OMNIgene•GUT 样本的Bray-Curtis
距离不相似性 (如图7所示)。Mann-Whitney检验显示，在不同温
度下储存的OMNIgene•GUT样品与储存在-80°C下的未稳定化处
理的样品之间没有显著差异。储存在37°C下或经受冻融周期 
(F/T) 的未稳定化处理的样品和配对-80°C样品之间观察到显著差
异 (*P≤0.05和**P≤0.01)。

结论

在宏基因组学的背景下，稳定是一个多维属性，
包括：

• 中性 (捕捉无偏倚组态的能力)
• 可重复性 (可从中提取高度一致的等分样品的

均质样品材料)，以及
• 随时间测量的DNA完整性 (分子量)。

基于严格控制的实验和严格的分析，OMNIgene•GUT 
是第一种也是唯一一种经验证在室温下有效稳定
人体粪便中肠道微生物群长达60天的装置，而且
还能在实际运输和处理条件以及冻融周期期间稳
定肠道微生物群。这对于高成本效益的MWAS扩
展以及确保有效的生物标志物发现和研究应用至
关重要。
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