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符合大肠癌早期无创分子诊断要求的粪便 DNA样本贮存条件考察 *
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摘要 目的：考察在不同温度下储存时间和反复冻融对粪便中人基因组 DNA含量的影响。方法：1.将粪便样本在室温、4℃、-40℃

和 -70℃条件下分别放置不同时间和 -40℃条件下保存并反复冻融后，使用 QIAamp DNA Stool Mini Kit试剂盒提取得到粪便

DNA，通过实时荧光定量 PCR体系对人 KRAS基因定量确定人基因组 DNA含量，评价粪便样本不同冻存条件对其中人基因组

DNA含量的影响。2. 将粪便 DNA样本在 4℃和 -40℃条件下分别放置不同时间和 -40℃条件下保存并反复冻融后，评价粪便

DNA样本不同冻存条件下对其中人基因组 DNA含量的影响。结果：1).粪便样本常温放置 2小时，其中人基因组 DNA即发生明

显降解(P<0.01)，4℃可保存 3天左右，-40℃可保存 4周，-70℃可保存 3个月以上，粪便反复冻融第 3次，其中人基因组 DNA降解

具有统计学意义(P<0.05)。2).粪便 DNA 4℃可保存 3天，-40℃可保存 4周，粪便 DNA反复冻融第 4次，其中人基因组 DNA降解

具有统计学意义(P<0.05)。结论：符合大肠癌早期无创分子诊断要求的粪便 DNA贮存条件：粪便样本室温收集后尽快保存；短期

可处理的粪便样本存放在 4℃条件下（3天内）；暂无法处理则存于 -40℃（1个月内）；粪便样本长期保存在 -70℃条件下，可保存 3

个月。
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A Study on the Storage Conditions of Stool DNA Samples in the Early Stage
of Non-invasive Molecular Diagnosis of Colorectal Cancer*

To investigate the effects of storage time at different temperatures and repeated freezing and thawing on the

content of human genomic DNA in stool. 1. Fecal samples were stored at room temperature, 4℃, -40℃ and -70℃ for different

times and stored at -40℃ repeatedly freeze-thawed. Then the fecal DNA was extracted using the QIAamp DNA Stool Mini Kit. Quantita-

tive determination of human genomic DNA in human KRAS gene by fluorescence quantitative PCR system was conducted to evaluate

the effect of different cryopreservation conditions on human genomic DNA content. 2. The effects of fecal DNA samples on the content

of human genomic DNA under different cryopreservation conditions were evaluated after the fecal DNA samples were stored at 4℃ and

-40℃ for different times and at -40℃ freeze-thawed. 1. The stool samples stand at room temperature for 2 hours, the human ge-

nomic DNA occurred significantly degraded (P<0.01). The stool samples can be stored at 4℃ for 3 days or so, at -40℃ for 4 weeks, at

-70℃ for more than 3 months. When the stool samples thawing was repeated for the third time, the human genomic DNA occurred sig-

nificantly degradated (P<0.05). 2. Fecal DNA can be stored at 4℃ for 3 days, at -40℃ for 4 weeks, and fecal DNA was frozen and frozen

for the fourth time, human genomic DNA occurred significantly degradated (P<0.05). The storage conditions of stool DNA

samples in the early stage of non-invasive molecular diagnosis of colorectal cancer. Stool samples are stored as soon as possible after col-

lection at room temperature. Short-term disposable stool samples are stored at 4℃ (within 3 days); temporary disposal is stored at -40℃

(within 1 month). Stool samples are stored for a long period of time at -70℃ for 3 months.
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前言

大肠癌是当前最常见的恶性肿瘤之一[1,2]，其发病率现已居

全球第 3位[3]。有资料显示早期大肠癌(I期、II期)术后 5年存活

率高达 90%、80%，而晚期大肠癌(III期、IV期)术后 5年存活率

只有 30%和 10%。结直肠从上皮增生到癌变的过程需要经历相

对漫长的时间，这就给结直肠癌的筛查和治疗提供了机会，越

早筛查越可以有效降低该疾病的发病率和死亡率[3-8]。目前，临

床上大肠癌早期筛查有两种方式，一种是非侵入性方法，即粪

便隐血试验，另一种是侵入性方法，即结直肠镜检[9]。其中，粪便

隐血实验简单易行[10-12]，但是由于灵敏度和特异性较差，且易受

多种因素的影响，误诊漏诊可能性大。结直肠镜检虽然是目前

临床检测的金标准，但其易受到操作者经验和肿瘤部位的影

响，而且患者依从性差。

大肠癌患者肠道中的肿瘤细胞持续大量的扩增和脱落会

导致大量细胞和游离 DNA脱落到肠腔随粪便排出，研究显示

脱落细胞 DNA和肠道肿瘤细胞 DNA信息保持一致[13]，因此可

以通过检测粪便中人基因组 DNA的异常变化肠道肿瘤进行诊

断。粪便 DNA检测作为大肠癌筛查最理想的方法之一，通过对

粪便所含人基因组 DNA进行多靶点分析[14-18]，确证癌细胞的存

在，具有高灵敏、高特异、无创等优点，其对大肠癌患者敏感度

达到 92.3%，远高于粪便隐血实验的 73.8%，而对癌前息肉和高

风险损伤的敏感度均在 40%以上[19]。2014年 8月 EXACT Sci-

ence公司的 Cologuard检测试剂盒作为全球首个非侵入型、粪

便 DNA结直肠癌筛查试剂盒已被美国 FDA批准用于临床，并

得到美国癌症联合委员会的推荐用于早期大肠癌及癌前病变

筛查。

然而，国内对于基于粪便 DNA检测的大肠癌筛查仍处于

研究阶段，并未得到临床应用，限制粪便 DNA检测应用的原因

之一是粪便样本收集保存步骤的不合理性导致粪便样本中人

基因组 DNA(gDNA)降解严重，提取的 DNA质量不能满足粪

便 DNA检测的要求。因此，寻找合适的粪便样本以及粪便

DNA的冻存条件，从而得到高质量、大量的人基因组 DNA，满

足微量突变和稀有突变的检测需要，对提高大肠癌早期诊断水

平具有重要意义。为解决这一问题，本研究对人粪便样本和粪

便 DNA溶液的冻存条件进行了一个系统性的探究，统计不同

条件下粪便中人基因组 DNA含量的变化，寻找最适冻存条件，

防止 DNA分子的降解，以期为大肠癌早期无创诊断提供稳定

的检测样本。

1 材料与方法

1.1 粪便样本的收集和储存

临床粪便样本来源于南京总医院检验科，以粪便取样盒采

集，并在采集后立即送至实验室，进行常温，4℃和 -40℃粪便温

度保存实验。样本采集经过受试者同意。

1.2 粪便 DNA的提取和储存

使用 QIAamp DNA Stool Mini Kit 按照流程提取粪便

DNA，其主要流程如下：将 0.2 g粪便样本和 InhibitEX Buffer

混合离心，去除不溶杂质，之后加入 Proteinase K和 Buffer AL，

70℃水浴 10 min，去除杂蛋白，然后加入乙醇(96%-100%)，将混

匀溶液加入硅胶吸附柱，使溶液中 DNA结合在柱上，加入

Buffer AW1和 Buffer AW2洗涤，最后通过 ATE Buffer将结合

在吸附柱上的 DNA洗下，得到比较纯的 DNA溶液。将提取得

到的 DNA溶液分别在 4℃，-40℃和 -70℃条件下进行 DNA温

度保存实验。

1.3 仪器和试剂

Eppendorf Research 移液器 (德国 Eppendorf 公司 )，Alle-

gra-X-30R冷冻离心机 (美国 Beckman Coulter公司)，cubeeTM

高速迷你离心机 (厦门金瑞鸿捷生物科技有限公司)，vorter-ge-

nie2涡旋振荡器(美国 Scientific Industries公司)，循环恒温水浴

(美国 PolyScience公司)，BS110S电子天平(中国赛多利斯电子

天平 )，StepOneTM Real-Time PCR System (美国 ABI 公司 )。

Takara Premix Ex Taq(大连宝生物公司)，无水乙醇(国药集团化

学试剂有限公司)，QIAamp DNA Stool Mini Kit (德国 QIAGEN

公司)。

1.4 引物的设计与合成

KRAS基因定位于 12p12.1 (12号染色体短臂 1区 2带 1

亚带)，是表皮生长因子受体功能信号的下游分子。进行 KRAS

基因检测，不但可以对结直肠癌患者进行早期诊断，还可以帮

助医生选择对结直肠癌病人最有效的靶向治疗药物，大幅减少

过度治疗所引起的治疗费用增加和无需要的毒副作用，实现真

正意义上的个体化治疗。因此本研究选取 KRAS基因作为检测

靶标，使用实时荧光定量 PCR方法对 DNA提取产物中 KRAS

基因进行定量。

KRAS基因实时荧光定量 TaqMan探针和引物使用 Primer

Premier 5.0软件和在线软件设计，由英潍捷基(上海)贸易有限

公司合成。上游引物：5'- GAC CTG AGT CTC CTT TGG AAC

TCT-3'，下游引物：5'- TTG TCA CAC GAG CCA GTG TTA

GT-3'，TaqMan 探针序列：5'-FAM-CGT AGG CAA GAG TGC

CTT GAC GAT A-ECLIPSE-3'，扩增片段长度为 72 bp。

1.5 KRAS基因的定量检测条件

为了对粪便中人基因组 DNA定量，本研究针对 KRAS基

因片段建立了实时荧光定量 PCR体系。使用提取自血液中的

人基因组 DNA(溶解于 1× TE缓冲液)作为绘制标准曲线的标

准品，紫外定量后按照每拷贝人基因组 3.3 pg计算其拷贝数。使

用基因组 DNA拷贝数分别为 20、100、500、2500、12500拷贝数

/5 滋L五个浓度梯度绘制标准曲线[20]，扩增反应加入阴性对照。

实时荧光 PCR反应体系为 25 滋L，包括粪便 DNA提取产

物 5 滋L (阴性对照以 5 滋L 双蒸水代替)，2× Premix Ex Taq

(Probe qPCR)12.5 滋L，10 滋mol/L 上游引物 0.5 滋L，10 滋mol/L
下游引物 0.5 滋L，10 滋mol/L TaqMan 探针 0.5 滋L，50× Rox

Reference Dye 0.5 滋L，双蒸水 5.5 滋L。扩增条件：95℃ 30 s；95

℃ 5 s, 60℃ 31 s,共 40个循环。

1.6 统计学分析

使用 IBM SPSS Statistics 19软件对粪便 DNA含量进行进

行 One-way ANOVA单因素方差分析，方差齐性时，两两比较

使用 LSD、Sidak和 Tukey进行多重比较检验分析；方差非齐性

时，两两比较使用 Games-Howell检验法进行分析。以 P <0.05

作为差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 用于粪便中 gDNA片段定量的实时荧光定量 PCR体系的

建立

本研究针对 KRAS基因片段建立了粪便中 gDNA定量的

实时荧光定量 PCR体系，使用 StepOneTM实时荧光定量 PCR

仪进行 KRAS 基因片段定量，结果如图 1 所示。图 1A 是

KRAS基因的实时荧光定量 PCR的扩增曲线，在扩增的对数

增长期，各曲线从高浓度至低浓度依次出现，空白 40个循环后

位出现扩增信号，或出现低于定量拷贝数下限的信号，表明实

验过程无污染。图 1B显示：KRAS基因的实时荧光定量 PCR

体系定量准确性好，最低可定量 20拷贝的 DNA模板，且阴性

对照无阳性扩增信号，标准曲线的线性相关系数 R2=0.999。因

此，可认为该实时荧光定量 PCR体系可用于 KRAS基因特定

片段的准确定量。

图 1 KRAS基因实时荧光定量体系建立

(A)不同拷贝数 KRAS基因(20、100、500、2500和 12500拷贝)实时荧光定量 PCR扩增曲线。(B)KRAS基因定量标准曲线。

Fig.1 Establishment of Real - time Fluorescence Quantification System of KRAS Gene

(A) Different copies of the KRAS genes (20, 100, 500, 2500 and 12500 copies) of real - time fluorescence quantitative PCR amplification curve.

(B) KRAS gene quantitative standard curve.

2.2 粪便样本保存条件考察

2.2.1 室温存放不同时间对粪便中 gDNA的影响 临床上，从

患者排便至样本存放保存，通常需要在常温下放置一段时间，

因此需要探究粪便在常温放置时的降解情况。将刚收集的新鲜

粪便样本于常温后，对不同储存时间的样本进行提取、定量，以

评估粪便中人基因 DNA在室温存放下的降解情况。结果如图

2A，粪便样本常温放置 2小时与新鲜样本相比，人基因组 DNA

含量下降 50%，降解具有统计学意义(P<0.01)，放置时间达到 4

小时时，人基因组 DNA降解 70%(P<0.01)，因此粪便样本收集

后应减少在室温下存放时间，以保证粪便中 DNA的质量。

2.2.2 4℃存放不同时间对粪便中 gDNA的影响 本研究首先

对 4℃条件下粪便样本中人基因组 DNA的降解情况进行了探

究。将刚收集的新鲜粪便样本于 4℃条件下保存不同时间后进

行提取、定量。结果如图 2B所示：粪便样本在 4℃条件下随着

保存时间延长，人基因组 DNA含量逐渐下降，在放置第 3天时

即出现降解(P<0.05)。如图 2B所示：相比常温存放，粪便样本中

人基因组 DNA降解速度明显降低，在第 6天时样本中人基因

组 DNA含量仍保持在 50%以上，说明温度降低确实可以延缓

DNA的降解。

2.2.3 -40℃存放不同时间对粪便中 gDNA的影响 由图 2B

可知，粪便样本在 4℃时只能保存数天，因此，暂时不能提取的

粪便样本，需保存在更低的温度条件下，本研究探究了粪便样

本 -40℃条件下降解情况[21]。将新鲜样本放置 1、2、3和 4周后

进行提取定量后得到的人基因组 DNA情况进行比较，探索人

基因组 DNA的降解情况。如图 2C所示，粪便样本在 -40℃条

件下保存 4周，虽然每次提取结果之间存在波动，但粪便中人

基因组 DNA含量基本保持稳定 (P>0.05)，说明粪便样本在

-40℃条件下保存 4周，其中的人基因组DNA不会发生明显降解。

2.2.4 -70℃存放不同时间对粪便中 gDNA的影响 当粪便样

本提取后，一些重要样本剩余部分可能因为留样、备用等原因，

需要在 -70℃条件下长期保存。为探究粪便样本长期保存时间，

将刚收集的新鲜粪便样本放于 -70℃条件下保存不同时间后提

取、定量。结果显示：新鲜粪便样本提取得到的 gDNA含量为

1.81× 107拷贝，粪便放于 -70℃储存，之后每月分别提取并进

行定量分析，结果分别为 1× 107拷贝、1.47× 107拷贝和 2.12×

107拷贝，提取结果有一定波动，这主要由于该粪便提取得到的

gDNA含量过大造成，但差异均无统计学意义(P>0.05)，说明粪

便在 -70℃条件下保存 3个月，未发生明显降解。

2.2.5 反复冻融次数对粪便中 gDNA的影响 上述结果表明

当粪便样本在短时间内无法提取时，需要放置 -40℃或 -70℃条

件下冻存，因此当粪便样本取用时会发生冻融，所以需要考虑

冻融对粪便样本的影响。为探究反复冻融对粪便样本的影响，

将新鲜粪便样本反复冻融后测定。结果如图 2D所示，粪便样

本反复冻融第 3次时，其中的 gDNA含量下降 40% (P<0.05)，

当冻融第 4次时，其中的 gDNA含量下降 85%(P<0.01)。因此，

粪便样本在进行粪便 DNA检测时，冻融次数不能超过 2次。

854· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.5 MAR.2018

2.3 粪便 DNA样本保存条件考察

2.3.1 4℃存放不同时间对粪便 DNA 溶液中 gDNA 的影响

粪便 DNA样本是粪便样本提取后得到的 DNA溶液。将粪便

DNA样本于 4℃条件下保存，探究 gDNA(人基因组 DNA)在

不同保存温度下的降解情况。图 3A显示，gDNA储存于 4℃条

件下，在放置第 3天时就出现降解，下降 30%左右，但进行单方

差分析尚不具备统计学意义(P>0.05)，在放置第 6天 gDNA含

量下降 50%，降解具有统计学意义(P<0.05)。但与粪便样本 4℃

保存(图 2A)相比，降解稍缓。因此，粪便 DNA在 4℃条件下保

存时间最好在 3天以内。

2.3.2 -40℃存放不同时间对粪便 DNA溶液中 gDNA的影响

粪便 DNA样本在 -40℃条件下分别保存 0，1，2，3，4周后使用

实时荧光定量 PCR对其中 gDNA含量进行定量。定量结果如

图 3B所示，-40℃冻存 4周，粪便 DNA样本中 gDNA含量基

本保持稳定，降解无统计学差异(P>0.05)。冻存前 3 周，粪便

DNA样本中的人基因组 DNA含量基本保持一致。冻存第 4

周，gDNA含量略有下降，说明其中的人基因组 DNA已经开始

降解，但降解程度很低(P>0.05)。因此，当粪便 DNA样本短时间

内无法检测，需要保存一段时间时，-40℃冻存条件可以满足要

求，但保存时间不能超过 1个月。

2.3.3 反复冻融次数对粪便 DNA溶液中 gDNA的影响 为

探究反复冻融对粪便 DNA中 gDNA含量影响，将粪便 DNA

样本 -40℃保存并反复冻融 1、2、3、4次。结果如图 3C所示，粪

便 DNA随着冻融次数增加，gDNA含量逐渐降低，在第 4次冻

融时降解具有统计学意义(P<0.05)。因此，粪便 DNA溶液在进

行粪便 DNA检测时，冻融次数不能超过 3次。

图 2 粪便样本冻存条件考察结果图。(A)粪便样本室温条件下保存不同时间提取得到人基因组 DNA含量。(B)粪便样本 4℃条件下保存不同时

间提取得到人基因组 DNA含量(* P<0.05)。(C)粪便样本 -40℃条件下保存不同时间提取得到人基因组 DNA含量。(D)粪便样本反复冻融不同

次数提取得到人基因组 DNA含量(* P<0.05，** P<0.01)。

Fig.2 The results of frozen storage of stool samples. (A) Fecal samples were extracted at room temperature for different time to obtain human genomic

DNA content. (B) Fecal samples were extracted at 4℃ for different time to obtain human genomic DNA content (* P<0.05). (C) Fecal samples at 40℃

under different conditions of storage to obtain human genomic DNA content. (D) Fecal samples were repeatedly frozen and thawed to extract human

genomic DNA content (* P<0.05, ** P<0.01).

图 3 粪便 DNA样本冻存条件考察结果图。(A)粪便 DNA样本4℃条件下保存不同时间提取得到人基因组 DNA含量(* P< 0.05)。(B)粪便 DNA

样本 -40℃条件下保存不同时间提取得到人基因组 DNA含量。(C)粪便 DNA样本反复冻融不同次数提取得到人基因组 DNA含量(* P<0.05)。

Fig.3 The results of frozen storage of stool DNA samples. (A) Fecal DNA samples were extracted at 4℃ for different time to obtain human genomic DNA

content (* P<0.05). (B) Fecal DNA samples were extracted at -40℃ for different times to obtain human genomic DNA content. (C) The content of human

genomic DNA was extracted by repeated freezing and thawing of DNA samples (* P<0.05).

2.4 临床实际样本检测结果

粪便 DNA检测通过检测脱落进粪便中人基因组 DNA的

异常变化进行诊断。无肠道疾病的健康人的结直肠粘膜细胞通

过程序性细胞死亡和细胞增殖平衡维持完整的上皮结构，导致

部分肠道脱落细胞和脱落 DNA存留在粪便中。当肿瘤发生时，

肿瘤细胞持续大量的扩增和脱落，会使更多的细胞和游离

DNA脱落到肠腔随粪便排出，因此相比于正常人脱落的肠道

DNA，大肠癌患者粪便样本中应该含有更多人基因组 DNA。为

验证该结论的正确性，本研究对实际样本进行粪便 DNA提取

并对其中人基因组 DNA含量进行定量，统计比较健康人与大

肠癌患者粪便中人源 DNA含量。相关实时荧光 PCR扩增图谱

(图 4)显示：肿瘤患者和腺瘤患者的扩增曲线相近，而与正常人

扩增曲线相比，可以明显区分。具体结果如表 1所示，腺瘤患者

和肠癌患者粪便中人基因组 DNA含量均值分别为 15.61× 104
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拷贝和 14.83× 104拷贝，二者差别不大，说明腺瘤患者和大肠

癌患者均有大量人源 DNA脱落进粪便；而健康人粪便中人基

因组 DNA含量均值为 3.88× 104拷贝，是腺瘤和肠癌患者的五

分之一。由此可见，大肠癌患者粪便样本相比于健康人，含有更

多的人基因组 DNA。

3 讨论

随着我国经济的发展，人民生活水平不断提高，大肠癌发

病率也在逐年升高，已经成为我国女性第三位、男性第四位的

恶性肿瘤[22]。根据《中国肿瘤登记年报》数据显示，2015年全国

新增大肠癌病例约 40万，死亡病例超过 15万。我国大肠癌的

发病率以每年 3.9％的速度递增，递增速度是世界平均数的两

倍，且大多数患者发现时已属于中晚期。有研究表明我国的大

肠癌患者从 40岁之后发病开始加快，50岁后发病率则直线上

升[23]。因此，我国 50岁以上人群需进行定期的大肠癌筛查，尤

其是大肠癌易发高危人群。

大肠癌疾病发展一般分为下面几个阶段：① 一般开始于生

长在肠道内壁的赘生物，称为肠道息肉，息肉分为增生性息肉

和腺瘤性息肉。② 腺瘤性息肉很容易发生恶性癌变，成为生长

在肠道内壁的肿瘤，此时已经可以确诊为大肠癌。③ 随着时间

的变化，逐渐由内壁表面向内部生长。④ 癌细胞可能渗透蔓延

至附近的血管或淋巴结，进而通过这些血管或淋巴结转移至其

他器官。研究表明[3-8]在大肠癌发病早期及时的发现和治疗可以

有效的延长患者的生存期。粪便 DNA检测作为最适合大肠癌

早期筛查的检测方法之一，随着研究的不断深入，其检测的灵

敏度和特异性进一步提高，新一代的粪便 DNA检测方法对大

肠癌患者敏感度达到 92.3%，远高于 FIT的 73.8%，而对癌前息

肉和高风险损伤的敏感度均在 40%以上[24]。近来，随着 "精准

医疗 "口号的提出，研究人员希望可以根据地域、人种等的差

异找到各自专属的基因谱[25,26]，进一步提高粪便 DNA检测的灵

敏度和特异性，降低假阳性率和检测成本，从而可以大规模应

用于临床，成为大肠癌早期筛查的一种常规检测方法。

一个健康人每天大约会脱落 1010个肠道上皮细胞进入粪

便[27]，而癌症患者生长旺盛的肿瘤上皮细胞更新速度更快，这

些脱落的人肠道细胞和脱落 DNA是粪便 DNA检测的基础。

但粪便中存在的多糖、胆酸、胆盐等成分会对下游检测产生抑

制[7]，粪便中存在的核酸酶会对 DNA产生降解，造成粪便中人

基因组 DNA含量的降低。临床上，考虑到样本数量较多，可能

无法做到实时的检测，因此从患者排便至样本存放保存，再到

样本提取检测需要几天甚至一个月的时间，而对于一些典型或

稀少病例样本的留样保存，需要保存的时间则更长。如果保存

不当，造成粪便 DNA质量下降，会严重影响最终实验结果的好

坏及可信度。因此，对粪便中 DNA进行检测之前，首先要解决

的问题即找到合适的粪便保存方法，满足其短期和长期保存的

要求，这对提高大肠癌早期诊断水平具有重要意义。

目前，常见的粪便样本保存方法包括干燥保存、乙醇保存

和直接低温保存。其中，干燥保存主要通过烘干、冻干等方式去

除粪便中水分子，减少水解作用对 DNA降解的影响，延长粪便

中 DNA保存时间。但干燥过程本身就会对 DNA结构造成损

伤[28]，使提取 DNA的质量较差。乙醇保存主要通过乙醇渗透作

用进入粪便内部，使粪便中含有的核酸酶失活，而不损伤

DNA，达到保存的目的[29]，但乙醇保存在提取时无法保证完全

去除乙醇残留，而残留的乙醇会对下游 PCR产生抑制作用，从

而影响了 DNA的检测。低温保存则是收集后直接低温条件下

密封保存，降低了 DNA分子的流动性和核酸酶活性，同时降低

了氧化作用对 DNA的损伤，适用于粪便样本的长期保存，而且

保存时无需添加任何物质，减少了粪便样本保存时其他的干扰

因素[30]，是最常见的粪便样本保存方法。目前，关于人粪便样本

低温保存的文献较少，王勇等 [31] 只研究了 1例粪便样本在

-70℃条件下保存一个月的情况，发现其对粪便中人基因组

DNA提取产量无影响。因此，为了对粪便样本的冻存条件进行

一个系统全面的探究，本研究系统考察了不同温度、不同时间

下粪便中人基因组 DNA含量的变化及反复冻融对粪便中人基

因组 DNA含量的影响。

本研究主要从粪便冻存条件及 DNA冻存条件两方面影响

进行考察，结果显示随着温度的降低，粪便样本的保存时间明

显延长。粪便样本室温放置，短时间内即发生大量降解，因此应

尽快选择合适方式保存；粪便样本在 4℃条件下保存时间在 3

天以内，可满足短时间提取的存放要求，同时避免样本反复冻

融对其中的人基因组 DNA带来的影响；粪便样本 -40℃条件

下保存，保存 4周，其中的人基因组 DNA含量基本保持一致，

因此一般采集到的新鲜样本最好储存在 -40℃条件下。粪便样

本在 -70℃条件下保存，可保存 3个月，粪便样本中人基因组

图 4 代表性临床粪便 DNA样本实时荧光 PCR扩增图

Fig.4 Real-time PCR amplification of representative clinical fecal DNA

表 1 健康人与大肠癌患者粪便样本中人基因组 DNA含量统计表

Table 1 Human genomic DNA in stool samples from healthy and

colorectal cancer patients

Sample type Number
The mean content of gDNA in

stool (× 104 copies )

Health 66 3.88

Adenoma 18 15.61

Colorectal cancer 32 14.83
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DNA含量变化无统计学差异，适用于粪便样本的长期储存；粪

便冻融次数不要超过 2次，否则会影响实验结果的准确性。

粪便 DNA是使用 DNA提取试剂盒等方法从粪便样本中

提取得到的比较纯的 DNA，其中大部分为细菌 DNA[32]，是进行

粪便 DNA检测的前提。与粪便样本相比，粪便 DNA去除了核

酸酶等粪便中影响 DNA降解的诸多成分，是比较纯的 DNA

溶液，具有体积小、无臭、方便保存和运输等优点。因此，粪便

DNA冻存为相关大肠癌患者样本信息保存提供了一个新的途

径。本研究考察了 4℃和 -40℃条件下粪便 DNA的保存情况，

结果显示 4℃条件下可保存 3 天，-40℃条件下可保存 4 周，

DNA含量变化均无统计学差异，粪便 DNA样本反复冻融不能

超过 3次，否则会影响实验结果的准确性。以此为基础，本研究

对 116例粪便样本进行了粪便 DNA的提取，其中健康对照 66

例，腺瘤患者 18例，大肠癌患者 32例。对提取结果进行比较分

析，发现大肠癌患者粪便样本相比于健康人，含有更多的人基

因组 DNA。

综上所述，本研究最终确定了符合大肠癌早期无创分子诊

断要求的粪便 DNA贮存条件：1.粪便样本室温收集后尽快保

存。2.短期可处理的粪便样本存放在 4℃条件下（3天内）；暂无

法处理则存于 -40℃（1个月内）。3.粪便样本长期保存在 -70℃

条件下，可保存 3个月。
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