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　 　 【摘要】 　
 

粪菌移植(fecal
 

microbiota
 

transplant,FMT)是一种以肠道微生物为靶向,通过将供体的粪便微生物
移植到受体的胃肠道,以重构受体肠道菌群的治疗方式。 但 FMT应对不同疾病的作用机制及不良反应尚未明确,
因而无法广泛应用于临床,仍需依赖临床前研究的深入。 介于当前报道中实验细节高度不一致或不完整,加之缺
乏权威的标准及建议,不仅严重影响了其研究结果的解释和实验过程的复制,同时阻碍了成果的临床转化。 本文
回顾并讨论了受体选择及移植样本收集、储存、移植材料制备、移植途径等关键步骤,以期能提高实验动物、耗材及
劳动力等因素的利用率,为实现 FMT临床前研究的可复制及标准化提供方法学建议与参考。
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　 　 【Abstract】　 Fecal
 

microbiota
 

transplantation
 

(FMT)
 

is
 

a
 

therapeutic
 

approach
 

that
 

targets
 

intestinal
 

microorganisms
 

by
 

transplanting
 

fecal
 

microorganisms
 

from
 

healthy
 

individuals
 

into
 

the
 

gastrointestinal
 

tract
 

of
 

diseased
 

individuals,
 

thus
 

restoring
 

the
 

recipient ’ s
 

disordered
 

gastrointestinal
 

microbiota
 

by
 

restructuring
 

the
 

intestinal
 

flora.
 

However,
 

the
 

mechanism
 

of
 

action
 

and
 

adverse
 

effects
 

of
 

FMT
 

in
 

different
 

diseases
 

have
 

not
 

yet
 

been
 

clarified,
 

thus
 

limiting
 

its
 

wide
 

clinical
 

application.
 

Its
 

use
 

still
 

relies
 

on
 

in-depth
 

preclinical
 

studies;
 

however,
 

highly
 

inconsistent
 

or
 

incomplete
 

experimental
 

details
 

provided
 

in
 

current
 

reports,
 

coupled
 

with
 

a
 

lack
 

of
 

authoritative
 

standards
 

and
 

recommendations,
 

seriously
 

affect
 

the
 

interpretation
 

of
 

the
 

study
 

findings
 

and
 

replication
 

of
 

the
 

experimental
 

procedures,
 

as
 

well
 

as
 

hindering
 

the
 

clinical
 

translation
 

of
 

the
 

result.
 

We
 

therefore
 

review
 

and
 

discuss
 

the
 

key
 

steps
 

of
 

recipient
 

selection
 

and
 

graft
 

sample
 

collection,
 

storage,
 

graft
 

material
 

preparation,
 

and
 

grafting
 

route,
 

with
 

the
 

aim
 

of
 

improving
 

the
 

utilization
 

of
 

experimental
 

animals,
 

consumables,
 

and
 

labor,
 

and
 

providing
 

method
 

ological
 

recommendations
 

and
 

references
 

to
 

achieve
 

replicability
 

and
 

standardization
 

of
 

preclinical
 

FMT
 

studies.
【Keywords】　 mice;

 

fecal
 

transplants;
 

methodology;
 

gut
 

microbiology;
 

antibiotics
Conflicts

 

of
 

Interest:
 

The
 

authors
 

declare
 

no
 

conflict
 

of
 

interest.



中国实验动物学报 2024年 1月第 32卷第 1期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,January
 

2024,Vol.
 

32,
 

No.
 

1

　 　 近年来,肠道微生物在健康和疾病中的作用成
为热点,其中粪便微生物移植,即粪菌移植( fecal

 

microbiota
 

transplant,FMT),是一种以肠道微生物为
靶向,通过将供体粪菌移植到受体胃肠道,以重构
受体肠道菌群的治疗方式[1] 。 大量研究表明 FMT
不仅在治疗溃疡性结肠炎[2] 、肠易激综合症[3]等肠

道疾病中作用显著,且对包括神经系统疾病(包括
脊髓损伤[4] 、阿尔茨海默症[5] )、代谢性疾病(肥胖
症[6] 、糖尿病[7] )等因肠道菌群紊乱引起的肠道外
疾病同样具有治疗价值。 FMT 将肠道微生物变化
与病理联系起来,为疾病的治疗及深入研究提供了
新的思路和手段。 但 FMT 应对不同疾病的作用机
制及不良反应尚未明确,因而无法广泛应用于临床
试验中,仍需依赖临床前研究的深入。 当前报道的
FMT临床前研究中实验细节高度不一致或不完整,
严重影响了其研究的可重复性和结果解释,阻碍了
成果的临床转化。 本综述从 FMT 常用的小鼠受体
着手,对其中包括受体选择、饲养环境、抗生素使
用、样本采集及储存条件、移植材料制备、移植途径
等在内的关键影响因素进行了讨论,并对不同选择
的优势及局限性进行分析。 上述影响因素的繁杂
性提示亟需提供 FMT 临床前研究标准化实验指导
以减少异质性及非必要损耗、提升严谨性及可复制
性的必要性。 本文回顾并分析近年的相关报道,从
FMT动物实验的关键步骤及重要影响因素着手,提
出针对实现其研究可复制及标准化的建议,并对未
来的研究提出展望。

1　 受体动物选择
1. 1　 不同品种及特征受体差异
啮齿动物由于生理解剖结构与人类相似,被广

泛应用于临床前研究。 得益于肠道微生物在属水
平与人类的相似性,小鼠被广泛应用于 FMT的相关
研究,尽管其丰度存在差异[8-9] ,但研究人员在小鼠
中发现了与人类相似的肠型,且不同菌株丰度差异
导致的疾病表现与人类研究中结果一致,为小鼠在
FMT临床前研究中的应用提供了更多的可能[10] 。
LLEAL等[11]在评估小鼠和大鼠作为人类微生物移

植临床前模型的性能时发现,较小鼠而言,大鼠的
肠道环境表现出与人类更高的相似性,且大鼠捕获
人类肠道微生物的效率更高,未来或能成为日后建
立人源化肠道微生物模型的重要工具。 但当前,
FMT的基础研究仍以小鼠为主,大鼠的使用仍有待

更多研究的认可。 除品系外,设计 FMT实验时还需
考虑性别、年龄等影响因素,以确保实验结果在不
同性别、年龄中都能得到解释。 研究表明,肠道微
生物状态因性别及年龄而异,其丰度在不同性别受
体中不尽相同[12] , FMT 疗效也受受体年龄的影
响[13-15] 。 综上所述,受体的选择需要依据研究目的
选择最相适的品种及特征。
1. 2　 受体肠道微生物控制途径
1. 2. 1　 选择无菌动物或无特定病原体动物限制常
驻微生物

无菌
 

(germ-free,GF)物由于缺乏常驻肠道微生
物,在接收外源性肠道微生物时无须竞争,表现出
对供体微生物的高效“吸收”,因而 GF 动物被认为
是该领域的最佳受体模型[16-17] 。 但 GF状态会导致
小鼠的异常发育或生理性改变,如:免疫及代谢系
统异常、神经系统异常等[18-20] ;如选择 GF模型则需
要考虑规避其特异性改变对目标疾病的影响(表
1)。 同时,GF动物在运输、饲养及处理中对成本投
入、环境设施的高要求限制了其广泛应用,加之人
类不存在等效的无菌状态,因此使用 GF 动物的研
究从临床前向临床的转化存在尚待解释的环节。
常规无特定病原体( specific

 

pathogen
 

free,SPF)动
物,即指不携带潜在感染或条件致病的病原体的实
验动物。 与 GF 动物的无菌饲养不同,SPF 动物肠
道菌群易受出生及成长环境的影响,通过对 GF 与
SPF模型疾病表征异同的比较,能够分析常驻肠道
微生物对疾病的影响,更能进一步聚焦其中单菌或
多菌的具体作用。 简化肠道微生物动物亦属于悉
生动物,如被报道的最小微生物群落( OligoMM12)
小鼠或谢德勒菌群 ASF(Altered

 

Schaedler
 

Flora)模
型,作为含有明确微生物的受体模型,能实现对肠
道微生物的更准确把控[21-22] 。 综上,可选择单独通
风笼( Individual

 

ventilated
 

caging,IVC)系统在降低
无菌饲养对环境设施及成本的双重高要求的同时

实现对菌群一定程度的控制[23] 。 针对 GF 动物存
在的特异性改变,或能通过 ex-GF鼠,即出生后立即
饲养于微生物充足但无病原体环境的鼠作为对照,
以提供由于先天因素对研究结果产生影响的证据。
1. 2. 2　 抗生素预处理消耗肠道微生物
通过抗生素预处理破坏菌群,有操作简单、成

本低、环境及设施要求低、可控性强的优势,是当前
普遍采用的诱导肠道微生物消耗的有效方法。 抗
生素预处理不仅能实现 FMT 前的肠道清理[24] ,还
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　 　 　 　 　 　 表 1　 不同受体动物模型间比较
Table

 

1　 Comparison
 

between
 

different
 

receptor
 

animal
 

models
动物模型

Animal
 

models
优势

Advantages
劣势

Disadvantages

悉生动物动物
Gnotobiotic

 

animals

肠道微生物状态可控;
 

无常驻微生物相竞争;
 

最适
宜的粪菌移植临床前实验模型
Gut

 

microbial
 

status
 

can
 

be
 

controlled.
 

No
 

resident
 

microorganisms
 

to
 

compete.
 

Optimal
 

preclinical
 

experimental
 

model
 

for
 

fecal
 

bacteria
 

transplantation

成本投入高;
 

操作及环境、设施要求高;
  

人类不存在等
效的无菌状态
High-cost

 

inputs.
 

High
 

operational,
 

environmental
 

and
 

facility
 

requirements.
 

Equivalent
 

sterility
 

does
 

not
 

exist
 

in
 

humans

无病原体动物
Specific

 

pathogen
 

free
 

animals

无特异病原体
No

 

specific
 

pathogen

排出病原体清单或不一致;
 

存在与常驻微生物的竞争
List

 

of
 

excluded
 

pathogens
 

or
 

inconsistencies.
 

Presence
 

of
 

competition
 

with
 

resident
 

microorganisms

抗生素预处理动物
Antibiotic

 

pre-treated
 

animals

在常规环境出生、成长,模型可复制;
 

成本可控
Born

 

and
 

raised
 

in
 

a
 

conventional
 

environment,
 

the
 

model
 

can
 

be
 

replicated.
 

Cost-controllable

抗生素使用存在不良影响;
 

可根据不同研究目的进行
选择
Antibiotic

 

use
 

has
 

adverse
 

effects.
 

Can
 

be
 

selected
 

for
 

different
 

research
 

purposes

泻药耗尽动物
Laxative

 

pre-treated
 

animals

与人类临床肠道微生物耗尽途径相当
Comparable

 

to
 

human
 

clinical
 

gut
 

microbial
 

depletion
 

pathways
 

可参考信息缺乏;
  

泻药使用不良影响未可知
Lack

 

of
 

referable
 

information.
 

Adverse
 

effects
 

of
 

laxative
 

not
 

known

能有效增强异体微生物的定殖能力[25] 。 但研究者
对携带不同微生物的实验动物进行抗生素预处理

后,表现出抗生素扰动后菌群的个体间变异[26] ;并
在不同抗生素单独使用后观察到对特定类别微生

物的特异性改变[27-28] ,提示不同抗生素及不同受体
在肠道微生物消耗过程中存在个性化差异,建议选
择由多种抗生素混合的抗生素鸡尾酒以实现肠道

微生物的有效消除。 另有研究表明,使用抗生素将
促生耐抗生素菌株,并增强病原体的肠道定植力,
提升炎症及感染风险[29] ;部分抗生素使用存在毒性
反应,包括诱发心血管疾病[30] 、破坏血脑屏障[31] ,
甚至诱发认知障碍[32]等。 因此建议使用被报道的
不可吸收的抗生素,以规避由抗生素使用造成的额
外影响[33] ,如若目标疾病存在使用抗生素无法规避
的影响,则考虑采用其他替代方法[34] 。 此外,据报
道,给药 7

 

d足以在保证受体肠道微生物耗尽的同
时避免耐抗生素菌的过度生长或耐药性的产

生[35-36] ,但不排除部分研究为保证微生物的彻底清
除而选择了更长的给药时间。 在给药方式中,口服
灌胃能更好的控制给药剂量及时间,但单次给药能
维持的抗生素作用时间有限;饮用水给药虽能长时
间维持药效,但难以确保摄入药品的剂量,需刻意
记录其饮水量以估算每日摄入抗生素剂量,不适于
群居动物,还需要考虑抗生素在饮用水中的放置时
间与稳定性[37-39] 。
基于上述的影响因素,研究人员提出建议:(1)

在抗生素选择方面建议选用被报道的不可吸收的

抗生素类型,以规避抗生素对模型动物造成的额外
影响,并以抗生素鸡尾酒的形式配置,以涵盖更广

泛的目标微生物;从整理的结果来看,氨苄西林、新
霉素、甲硝唑及万古霉素的组合是最广泛使用的;
(2)建议采取间断重复灌胃为主,饮用水添加抗生
素维持为辅的给药方式,在保证抗生素摄入量的同
时延长抗生素作用时间,以更彻底的清除肠道微生
物;(3)给药时间建议保持在 7

  

~
  

10
 

d,在有效清除
肠道微生物的同时尽可能避免产生抗生素毒性。
由于当前不同报道中抗生素给药类型、给药方式、
持续时间及剂量等存在差异,基于上述建议研究人
员整理了当前高质量报道中抗生素使用的配方及

细则,以期为后续研究者提供参考(见表 2)。
1. 2. 3　 其他替代方式
肠道清洁溶液( bowel

 

cleansing,BC)是临床肠
道检查常用的肠道清洁方法,但研究发现 BC 溶液
使用后,小鼠肠道微生物群同未处理小鼠一样维持
原始状态,且异体微生物的定殖效率不及抗生素制
备的肠道环境[92] ;又或微生物群的结构和组成在短
期内发生变化,但迅速恢复了初始状态[93] 。 尽管并
不建议使用这样的处理方式,但在抗生素不适用情
况下 BC溶液可作为替代方法,或与抗生素联合使
用以增强对肠道微生物的清除效果[94] 。 人源化菌
群模型是通过移植人类患者的菌群到受体动物,使
受体动物携带大部分的人类肠道微生物,以表现出
一种或多种疾病特征,模拟疾病发病状态。 该模型
是药物筛选或疾病发病机制等需要模拟还原疾病

状态人类肠道环境研究的重要工具[95] 。 研究表明,
当前仅约 47%的人类肠道菌群可以在小鼠中重建,
其中超过 1 / 3发生显著改变[16] ;FMT的疗效因跨物
种移植中外源性微生物定植受阻而减弱[34] ,人类
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　 　 　 　 　 　 表 2　 抗生素肠道预处理方案细则
Table

 

2　 Details
 

of
 

the
 

antibiotic
 

enteral
 

pretreatment
 

program
天数
Days

抗生素鸡尾酒配方
Antibiotic

 

cocktail
 

prescription
饮用水中抗生素配比

Antibiotic
 

rationing
 

in
 

drinking
 

water

3
 

d[40] 10
 

mg / mL甲硝唑
 

+
 

5
 

mg / mL万古霉素
 

10
 

mg / mL
 

Metronidazole
 

+
 

5
 

mg / mL
 

Vancomycin
 

1
 

g / L氨苄西林
 

+
 

0. 5
 

g / L新霉素
1

 

g / L
 

Ampicillin
 

+
 

0. 5
 

g / L
 

Neomycin

3
 

d[41] 、

5
 

d[42-45] 、

7
 

d[46-47]

0. 2
 

g / kg氨苄西林
 

+
 

0. 2
 

g / kg新霉素
 

+
 

0. 2
 

g / kg甲硝唑
 

+
 

0. 1
 

g / kg
万古霉素
0. 2

 

g / kg
 

Ampicillin
 

+
 

0. 2
 

g / kg
 

Neomycin
 

+
 

0. 2
 

g / kg
 

Metronidazole
 

+
 

0. 1
 

g / kg
 

Vancomycin

-

-

-

5
 

d[48] 10
 

g / L新霉素
 

+
 

10
 

g / L甲硝唑
 

+
 

5
 

g / L青霉素
10

 

g / L
 

Neomycin
 

+10
 

g / L
 

Metronidazole
 

+
 

5
 

g / L
 

Penicillin
1

 

g / L氨苄西林
1

 

g / L
 

Ampicillin

3
 

d[49]
1

 

g / L氨苄西林
 

+
 

10
 

g / L新霉素
 

+
 

10
 

g / L甲硝唑
 

+
 

5
 

g / L万古霉素
1

 

g / L
 

Ampicillin
 

+
 

10
 

g / L
 

Neomycin
 

+
 

10
 

g / L
 

Metronidazole
 

+
 

5
 

g / L
 

Vancomycin
-

5
 

d[50]
2

 

g / L氨苄西林
 

+
 

1
 

g / L新霉素
 

+
 

2
 

g / L甲硝唑
 

+
 

1
 

g / L万古霉素
2

 

g / LAmpicillin
 

+
 

1
 

g / L
 

Neomycin
 

+
 

2
 

g / L
 

Metronidazole
 

+
 

1
 

g / L
 

Vancomycin
-

3
 

d[51-52] 、
5

 

d[53] 、
7

 

d[54] 、

14
 

d[55]

1
 

g / L氨苄西林
 

+
 

0. 5
 

g / L新霉素
 

+
 

1
 

g / L甲硝唑
 

+
 

0. 5
 

g / L万古霉素
1

 

g / L
 

Ampicillin
 

+
 

0. 5
 

g / L
 

Neomycin
 

+
 

1
 

g / L
 

Metronidazole
 

+
 

0. 5
 

g / L
 

Vancomycin

-
-
-

与抗生素鸡尾酒相同配比
Same

 

ratio
 

as
 

antibiotic
 

cocktail

7
 

d[56] 、

7
 

d[57] 、

10
 

d[58] 、
21

 

d[59-60] 、

28
 

d[61] 、

28
 

d[62-64]

1
 

g / L氨苄西林
 

+
 

1
 

g / L新霉素
 

+
 

1
 

g / L甲硝唑
 

+
 

0. 5
 

g / L万古霉素
1

 

g / L
 

Ampicillin
 

+
 

1
 

g / L
 

Neomycin
 

+
 

1
 

g / L
 

Metronidazole
 

+
 

0. 5
 

g / L
 

Vancomycin

-
饮用水替代口服

Antibiotic
 

drinking
 

water
 

alternative
 

to
 

oral
-
-

200
 

mg / L链霉素
200

 

mg / L
 

Streptomycin

饮用水替代口服
Antibiotic

 

drinking
 

water
 

alternative
 

to
 

oral

14
 

d[65] 1
 

g / L氨苄西林
 

+
 

1
 

g / L新霉素
 

+
 

1
 

g / L甲硝唑
 

+
 

10
 

g / L万古霉素
1

 

g / L
 

Ampicillin
 

+
 

1
 

g / L
 

Neomycin
 

+
 

1
 

g / L
 

Metronidazole
 

+
 

10
 

g / L
 

Vancomycin

0. 5
 

g / L万古霉素
0. 5

 

g / L
 

Vancomycin

3
 

d[66] 0. 25
 

g / L新霉素
 

+
 

0. 25
 

g / L甲硝唑
 

+
 

0. 25
 

g / L万古霉素
0. 25

 

g / L
 

Neomycin
 

+
 

0. 25
 

g / L
 

Metronidazole
 

+
 

0. 25
 

g / L
 

Vancomycin
饮用水替代口服

Antibiotic
 

drinking
 

water
 

alternative
 

to
 

oral

3
 

d[67] 1
 

g / L氨苄西林
 

+
 

5
 

g / L
 

链霉素
 

+
 

1
 

g / L粘菌素
1

 

g / L
 

Ampicillin
 

+
 

5
 

g / L
 

Streptomycin
 

+
 

1
 

g / L
 

Colistin
饮用水替代口服

Antibiotic
 

drinking
 

water
 

alternative
 

to
 

oral

3
 

d[68]
1

 

g / L氨苄西林
 

+
 

5
 

g / L
 

新霉素
 

+
 

1
 

g / L粘菌素
 

+
 

0. 25
 

g / L万古霉素
1

 

g / L
 

Ampicillin
 

+
 

5
 

g / L
 

Neomycin
 

+
 

1
 

g / L
 

Colistin
 

+
 

0. 25
 

g / L
 

Vancomycin

饮用水替代口服
Antibiotic

 

drinking
 

water
 

alternative
 

to
 

oral

5
 

d[69] 100
 

mg / kg新霉素
 

+
 

25
 

mg / kg多粘菌素 B
100

 

mg / kg
 

Neomycin
 

+
 

25
 

mg / kg
 

Polymyxin
 

B
饮用水替代口服

Antibiotic
 

drinking
 

water
 

alternative
 

to
 

oral

5
 

d[70] 300
 

mg / kg氨苄西林
 

+
 

300
 

mg / kg诺氟沙星
300

 

mg / kg
 

Ampicillin
 

+
 

300
 

mg / kg
 

Norfloxacin
-

5
 

d[71] 0. 1%(w / v)杆菌肽
 

+
 

0. 05%(w / v)万古霉素
0. 1%(w / v)Bacitracin

 

+
 

0. 05%(w / v)Vancomycin
-

7
 

d[72] 1
 

g / L甲硝唑
 

+
 

1
 

g / L万古霉素
 

+
 

2
 

g / L
 

链霉素
1

 

g / L
 

Metronidazole
 

+
 

1
 

g / L
 

Vancomycin
 

+
 

2
 

g / L
 

Streptomycin
-

7
 

d[73] 50
 

mg / kg万古霉素
 

+
 

100
 

mg / kg新霉素
 

+
 

100
 

mg / kg甲硝唑
50

 

mg / kg
 

Vancomycin
 

+
 

100
 

mg / kg
 

Neomycin
 

+
 

100
 

mg / kg
 

Metronidazole
1

 

g / L氨苄西林
1

 

g / L
 

Ampicillin

7
 

d[74]

50
 

mg / kg万古霉素
 

+
 

100
 

mg / kg新霉素
 

+
 

100
 

mg / kg甲硝唑
 

+
 

1
 

mg / kg两性霉素 B
50

 

mg / kg
 

Vancomycin
 

+
 

100
 

mg / kg
 

Neomycin
 

+
 

100
 

mg / kg
 

Metronidazole
 

+
 

1
 

mg / kg
 

Amphotericin
 

B

1
 

g / L氨苄西林
1

 

g / L
 

Ampicillin
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续表 2
天数
Days

抗生素鸡尾酒配方
Antibiotic

 

cocktail
 

prescription
饮用水中抗生素配比

Antibiotic
 

rationing
 

in
 

drinking
 

water

7
 

d[75]

1
 

g / L氨苄西林
 

+
 

1
 

g / L新霉素
 

+
 

1
 

g / L甲硝唑
 

+
 

0. 5
 

g / L万古霉素
 

+
 

2. 5
 

mg / L两性霉素 B
1

 

g / L
 

Ampicillin
 

+
 

1
 

g / L
 

Neomycin
 

+
 

1
 

g / L
 

Metronidazole
 

+
 

0. 5
 

g / L
 

Vancomycin
 

+
 

2. 5
 

mg / L
 

Amphotericin
 

B

-

10
 

d[76]

1
 

g氨苄西林
 

+
 

0. 5
 

g / kg新霉素
 

+
 

0. 1
 

g / kg庆大霉素
 

+
 

0. 5
 

g / kg万古
霉素

 

+
 

10
 

mg / kg红霉素
1

 

g
 

Ampicillin
 

+
 

0. 5
 

g / kg
 

Neomycin
 

+
 

0. 1
 

g / kg
 

Gentamicin
 

+
 

0. 5
 

g / kg
 

Vancomycin
 

+10
 

mg / kg
 

Erythromycin

饮用水替代口服
Antibiotic

 

drinking
 

water
 

alternative
 

to
 

oral

10
 

d[77]

0. 5
 

g / L氨苄西林
 

+
 

0. 5
 

g / L新霉素
 

+
 

0. 5
 

g / L甲硝唑
 

+
 

0. 25
 

g / L
万古霉素
0. 5

 

g / L
 

Ampicillin
 

+
 

0. 5
 

g / L
 

Neomycin
 

+
 

0. 5
 

g / L
 

Metronidazole
 

+
 

0. 25
 

g / L
 

Vancomycin

饮用水替代口服
Antibiotic

 

drinking
 

water
 

alternative
 

to
 

oral

10
 

d[78]

2
 

g / L氨苄西林
 

+
 

2
 

g / L新霉素
 

+
 

2
 

g / L甲硝唑
 

+
 

1
 

g / L万古霉素
 

+
 

2
 

g / L庆大霉素
2

 

g / L
 

Ampicillin
 

+
 

2
 

g / L
 

Neomycin
 

+
 

2
 

g / L
 

Metronidazole
 

+
 

1
 

g / L
 

Vancomycin
 

+
 

2
 

g / L
 

Gentamicin

-

14
 

d[79]
1

 

g / L氨苄西林
 

+
 

1
 

g / L新霉素
 

+
 

1
 

g / L甲硝唑
 

+
 

0. 25
 

g / L万古霉素
1

 

g / L
 

Ampicillin
 

+
 

1
 

g / L
 

Neomycin
 

+1
 

g / L
 

Metronidazole
 

+
 

0. 25
 

g / L
 

Vancomycin

饮用水替代口服
Antibiotic

 

drinking
 

water
 

alternative
 

to
 

oral

14
 

d[80]
0. 1

 

g / L氨苄西林
 

+
 

1
 

g / L新霉素
 

+
 

1
 

g / L甲硝唑
 

+
 

0. 5
 

g / L万古霉素
0. 1

 

g / L
 

Ampicillin
 

+
 

1
 

g / L
 

Neomycin
 

+
 

1
 

g / L
 

Metronidazole
 

+
 

0. 5
 

g / L
 

Vancomycin

饮用水替代口服
Antibiotic

 

drinking
 

water
 

alternative
 

to
 

oral

14
 

d[81] 0. 5
 

g / L新霉素
 

+
 

0. 5
 

g / L万古霉素
 

+
 

0. 5
 

g / L西司他丁
0. 5

 

g / L
 

Neomycin
 

+
 

0. 5
 

g / L
 

Vancomycin
 

+
 

0. 5
 

g / L
 

Cilastatin
-

14
 

d[82]
20

 

g / L氨苄西林
 

+
 

20
 

g / L新霉素
 

+
 

20
 

g / L甲硝唑
 

+
 

10
 

g / L万古霉素
20

 

g / L
 

Ampicillin
 

+
 

20
 

g / L
 

Neomycin
 

+
 

20
 

g / L
 

Metronidazole
 

+
 

10
 

g / L
 

Vancomycin
-

14
 

d[83] 250
 

mg / L万古霉素
 

+
 

200
 

mg / L链霉素
250

 

mg / L
 

Vancomycin
 

+
 

200
 

mg / L
 

Streptomycin
饮用水替代口服

Antibiotic
 

drinking
 

water
 

alternative
 

to
 

oral

14
 

d[84] 1
 

g / L氨苄西林
 

+
 

0. 5
 

g / L新霉素
1

 

g / L
 

Ampicillin
 

+
 

0. 5
 

g / L
 

Neomycin
饮用水替代口服

Antibiotic
 

drinking
 

water
 

alternative
 

to
 

oral

16
 

d[85]

250
 

mg / mL杆菌肽
 

+
 

170
 

mg / mL庆大霉素
 

+
 

125
 

mg / mL 环丙沙星
 

+
 

100
 

mg / mL新霉素
 

+
 

100
 

mg / mL甲硝唑
 

+
 

100
 

mg / mL头孢他啶
 

+
 

50
 

mg / mL链霉素
 

+
 

50
 

mg / mL万古霉素
250

 

mg / mL
 

Bacitracin
 

+
 

170
 

mg / mL
 

Gentamicin
 

+
 

125
 

mg / mL
 

Ciprofloxacin
 

+
 

100
 

mg / mL
 

Neomycin
 

+
 

100
 

mg / mL
 

Metronidazole
 

+
 

100
 

mg / mL
 

Ceftazidime
 

+
 

50
 

mg / mL
 

Streptomycin
 

+
 

50
 

mg / mL
 

Vancomycin

饮用水替代口服
Antibiotic

 

drinking
 

water
 

alternative
 

to
 

oral

21
 

d[86] 0. 5
 

g / L新霉素
 

+
 

0. 7
 

g / L万古霉素
 

+
 

0. 5
 

g / L西司他丁
0. 5

 

g / L
 

Neomycin
 

+
 

0. 7
 

g / L
 

Vancomycin
 

+
 

0. 5
 

g / L
 

Cilastatin
饮用水替代口服

Antibiotic
 

drinking
 

water
 

alternative
 

to
 

oral

1
 

d[87] 975
 

mg / kg万古霉素
975

 

mg / kg
 

Vancomycin
-

28
 

d[88] 0. 5
 

g / L万古霉素
0. 5

 

g / L
 

Vancomycin
-

32
 

d[89]

100
 

mg / kg氨苄西林
 

+
 

100
 

mg / kg新霉素
 

+
 

100
 

mg / kg甲硝唑
 

+
 

10
 

mg / kg两性霉素 B
100

 

mg / kg
 

Ampicillin
 

+
 

100
 

mg / kg
 

Neomycin
 

+
 

100
 

mg / kg
 

Metronidazole
 

+
 

10
 

mg / kg
 

Amphotericin
 

B

饮用水替代口服
Antibiotic

 

drinking
 

water
 

alternative
 

to
 

oral

全程[90]

Whole
 

process
1

 

g / L氨苄西林
 

+
 

1
 

g / L大肠杆菌素
 

+
 

5
 

g / L链霉素
 

1
 

g / L
 

Ampicillin
 

+
 

1
 

g / L
 

Colicin
 

+
 

5
 

g / L
 

Streptomycin
 -

全程[9 1]

Whole
 

process
1

 

g / L氨苄西林
 

+
 

0. 5
 

g / L新霉素
1

 

g / L
 

Ampicillin
 

+
 

0. 5
 

g / L
 

Neomycin
饮用水替代口服

Antibiotic
 

drinking
 

water
 

alternative
 

to
 

oral

401



中国实验动物学报 2024年 1月第 32卷第 1期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,January
 

2024,Vol.
 

32,
 

No.
 

1

肠道环境在啮齿动物中的完整重建仍有待后续研

究的深入,如需选择该模型则应当明确是否需要建
立对照以对跨物种移植产生的紊乱作出合理解释。
1. 3　 饮食及环境对肠道微生物的影响
肠道微生物的组成和比例是动态的,同时受内

部(年龄和遗传背景)和外部(饮食和环境)因素的
影响[96-97] 。 通过控制饮食摄入及环境温度可以诱
导能量消耗、肠道菌群及代谢物的改变[98-101] 。 基
于饮食-环境-微生物群间相互作用的复杂性,研究
者在使用相同饮食方案但光暗周期及环境温度不

同的啮齿动物中观察到肠道微生物组成的显著差

异,并在每日明暗循环及季节变化中观察到肠道微
生物的规律性改变[102-103] 。 因此可考虑使用时间限
制喂养(TRF)将饮食摄入控制在 24 h 周期的特定
时间内,避免生物钟改变对肠道菌群的影响[104] 。
此外,由于啮齿类动物具有食粪习性,研究发现同
笼饲养几周后,微生物相关表型能够在共同安置的
小鼠间转移,因而要避免将准备接受来自不同组别
供体的受体置于同一饲养区域[105] 。 未来的 FMT临
床前研究当谨慎选择并在报告中交代实验动物所

接受的饮食、环境(如温度、湿度以及明 /暗循环),
以完整解释饮食或环境因素对结果的影响。

2　 移植前操作
2. 1　 样本收集及储存的建议
采集粪便样本时建议先用 75%乙醇消毒啮齿

动物肛门,然后用无菌棉球轻压肛门同时按揉腹
部,引起自发排便后立即将粪便颗粒转移到冰上的
无菌离心管或冻存管中;如果无法诱导即时排便可
以将供体动物转移到高压灭菌笼或已消毒的独立

环境中,待其自然排便后再立即收集[106-109] 。 啮齿
动物供体样本除粪便外还可能涉及肠腔内容物,可
待动物麻醉后直接在厌氧无菌条件下采集[110] 。 相
较于局部内容物而言全肠菌群移植 ( Whole-
intestinal

 

microbiota
 

transplantation,WIMT)能够相对
完整的重建整个胃肠道环境[111] ,且来自特定位置
的微生物能够选择性地定殖到同源区域,因此当需
要重建整个胃肠道微生物状态或对肠道不同区域

微生物进行靶向分析、干预时 WIMT 可作为最佳选
择。 上述空间异质性提示胃肠道中不同部分间微
生物不可相互替代,且其组成及丰度存在差异,据
报道,与空肠和回肠相比,盲肠、结肠和粪便中的微
生物含量更高,因而多被选择[112] 。 在采集时间上,

基于报道的啮齿动物 24
 

h 内肠道微生物丰度变化
规律,建议在 7:00

  

~
  

11:00或 15:00
  

~
  

17:00进行,
以避免昼夜节律影响样本成分的稳定性[112-113] 。
研究表明哺乳动物肠道内多数微生物属于厌

氧菌,在氧气中暴露将使这些菌群失去活性[114] ,为
最大限度保留微生物活性,粪便样本的采集及匀质
化、过滤等操作需要在厌氧条件下进行。 粪便的采
集难以在绝对厌氧的环境中进行,因此建议使用厌
氧袋或在装有二氧化碳的开放式容器中进行的半

厌氧处理法。 若采集肠腔内容物则可当动物处死
后在厌氧室内进行,并使用脱氧溶液进行稀释和
均质。
低温冻存是保持粪便样本中微生物组成及丰

度的有效方式,样本在采集后及运输过程中需保持
 

4
 

℃
 

或临时冰上保存,短期保存时-20
 

℃可以实现
对其中微生物定殖能力的保护,如需冻存超过 6 个
月则需要 - 80

 

℃ 储存,以保证定植能力不受影
响[115-117] ,但理想模式是采集后 1

 

h 内制备并立即
移植[118] 。 需要强调的是,冻融循环比持续长时间
冻存更伤害微生物活性,如不能持续低温冻存,可
以暂存于较低温环境,避免反复的冻融循环。 样本
长期 零 度 以 下 储 存 时 需 添 加 冷 冻 保 护 剂

(cryoprotectants,CPA),如 15%或 20%( v / v)甘油及
5%(v / v)二甲基亚砜亦或麦芽糊精与海藻糖混合物
(1 ∶ 3)等[119] ,以减少冻融环节对细胞的损伤,并保
持冻存样本的菌株活性[120] 。 此外,冻干样品能更
大限度保持微生物稳定性[121] ,粪便等分吸管技术
(Fecal

 

Aliquot
 

Straw
 

Technique,FAST)能实现不解冻
情况下的二次取样[122-123] ,研究者可持续关注新报道
的方法以选择成本及设施范围内的最佳储存方案。
2. 2　 移植材料制备的建议
制备移植材料时样本需先稀释并过滤后,再按

照比例悬浮在磷酸缓冲盐溶液( phosphate
 

buffered
 

saline,PBS)中静置沉淀,然后以预设参数反复离
心[124-127] ,制备完成后应立即进行移植(图

 

1)。 为
避免微生物成分在移植前发生改变,建议在移植前
10

 

min临时制备移植材料,以保证最短的氧气暴露
时间。 如果不具备新鲜制备条件,可以将新鲜样本
立即制成移植材料然后低温冻存,至使用时再解
冻[126] 。 本文回顾了近年的相关研究,在移植材料
的制备过程中尽管具体配置比例及离心参数有所

不同,但大致步骤相似,研究人员总结了其中相对
完整的操作方案以供参考(表 3)。
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表 3　 粪菌移植前关键操作细则
Table

 

3　 Details
 

of
 

key
 

operations
 

before
 

fecal
 

bacteria
 

transplantation
移植材料制备

Transplantation
 

material
 

preparation
移植方式

Transplantation
 

method
参考文献
Reference

样本在 600
 

μL还原 PBS(含 0. 5
 

g / L半胱氨酸和 0. 2
 

g / L硫化钠)中
匀质,通过 70

 

μm细胞过滤器过滤
Samples

 

were
 

resuspended
 

with
 

a
 

vortex
 

in
 

600
 

μL
 

of
 

reduced
 

PBS
 

(PBS
 

with
 

0. 5
 

g / L
 

cysteine
 

and
 

0. 2
 

g / L
 

Na2 S)
 

and
 

then
 

filtered
 

through
 

a
 

70
 

μm
 

cell
 

strainer

2周:每次 100
 

μL,每周 3次
2周后:每周 1次
2

 

weeks:
 

100
 

μL
 

each
 

time, 3
 

times
 

per
 

week
After

 

2
 

weeks:
 

1
 

time
 

per
 

week

[53]

100
 

mg样本在 1
 

mL
 

无菌盐水(含 0. 5
 

g / L半胱氨酸)中
稀释,混合物以 1000

 

r / min离心 1
 

min
100

 

mg
 

of
 

samples
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

sterile
 

saline
 

(with
 

0. 5
 

g / L
 

cysteine),
 

the
 

fecal
 

slurry
 

was
 

centrifuged
 

at
 

1000
 

r / min
 

for
 

1
 

min
 

8周:每次 200
 

μL
8

 

weeks:
 

200
 

μL
 

each
 

time
[82]

200
 

mg样本在 1
 

mL
 

PBS(含 0. 5
 

g / L半胱氨酸和 0. 2
 

g / L
硫化钠)中混悬,通过 40

 

μm细胞过滤器后,混合物以
500

 

×
 

g离心 1
 

min
新鲜制备

 

200
 

mg
 

of
 

samples
 

were
 

resuspended
 

with
 

a
 

vortex
 

in
 

1
 

mL
 

of
 

reduced
 

PBS
 

(with
 

0. 5
 

g / L
 

cysteine
 

and
 

0. 2
 

g / L
 

Na2 S)
 

and
 

then
 

filtered
 

through
 

a
 

40
 

μm
 

cell
 

strainer,
 

the
 

fecal
 

slurry
 

was
 

centrifuged
 

at
 

500
 

×
 

g
 

for
 

1
 

min
Freshly

 

prepared

4周:每次 100
 

μL,每周 2次
4周后:每周 1次
4

 

weeks:
 

100
 

μL
 

each
 

time,
 

2
 

times
 

per
 

week
After

 

4
 

weeks:
 

1
 

time
 

per
 

week

[50]

500
 

mg样本在 PBS(含 2. 5
 

mg半胱氨酸及 1
 

mg硫化钠)中混悬,
混合物以 500

 

r / min离心
500

 

mg
 

of
 

samples
 

were
 

resuspended
 

with
 

a
 

vortex
 

in
 

PBS
 

(With
 

2. 5
 

mg
 

cysteine
 

and
 

1
 

mg
 

Na2 S)
 

and
 

then
 

centrifuged
 

at
 

500
 

r / min

2周:每次 100
 

μL,每天 1次
2

 

weeks:
 

100
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
[128]

样本在 1
 

mL
 

PBS(含 0. 05%半胱氨酸)中冰上稀释并
匀质,混合液以 4

 

℃ ,
 

3000
 

×
 

g离心 5
 

min,分离上清液
Samples

 

were
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

PBS
 

(with
 

0. 05%
 

cysteine)
 

on
 

ice
 

and
 

homogenized,
 

and
 

then
 

centrifuged
 

at
 

4
 

℃ ,
 

3000
 

×
 

g
 

for
 

5
 

min
 

to
 

obtain
 

fecal
 

supernatant

2周:每次 200
 

μL,每周 3次
2

 

weeks:
 

200
 

μL
 

each
 

time,
 

3
 

times
 

per
 

week
[129]

粪便样本通过 100
 

μm细胞过滤器过滤
Fecal

 

samples
 

were
 

filtered
 

through
 

a
 

100
 

μm
 

cell
 

strainer
- [85]

粪便样本通过 100
 

μm细胞过滤器过滤
 

25%PBS混合-80
  

℃冻存
Fecal

 

samples
 

were
 

filtered
 

through
 

a
 

100
 

μm
 

cell
 

strainer
Mix

 

with
 

25%
 

PBS
 

and
 

freeze
 

at
 

-80
 

℃

每次 200
 

μL,每周 2次
100

 

μL
 

each
 

time,
 

2
 

times
 

per
 

week
[86]

样本在 10
 

mL无菌 PBS中稀释并匀质,混合液通过一次性注射器过滤
Samples

 

were
 

diluted
 

in
 

10
 

mL
 

of
 

sterile
 

PBS
 

and
 

then
filtered

 

through
 

a
 

disposable
 

syringe
 

filtration

3周:每次 200
 

μL,每周 1次
3

 

weeks:
 

200
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

per
 

week
[63]

粪便样本与 PBS混悬,通过 30
 

μm细胞过滤器过滤
Fecal

 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

PBS
 

and
 

filtered
 

through
 

30
 

μm
 

cell
 

strainer

3周:每周 2次
3

 

weeks:
 

2
 

times
 

per
 

week
[60]

30
 

mg样本在 1
 

mL
 

PBS中稀释并匀质,沉淀 10
 

min后,
通过 40

 

μm细胞过滤器过滤
10%甘油混合-80

  

℃冻存
30

 

mg
 

of
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

PBS,
 

and
 

after
 

10
 

min
 

of
 

sedimentation,
 

then
 

filtered
 

through
 

a
 

40
 

μm
 

cell
 

strainer
Mixed

 

with
 

10%
 

glycerol
 

and
 

frozen
 

at
 

-80
 

℃

8周:每次 100
 

μL,每周 2次
8

 

weeks:
 

100
 

μL
 

each
 

time,
 

2
 

times
 

per
 

week
[75]

50
 

mg样本在 1
 

mL无菌盐水中稀释并匀质,混合液以
100

 

×
 

g离心 2
 

min,分离上清液,并通过 30、0. 45、0. 22
 

μm
细胞过滤器过滤
50

 

mg
 

of
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

of
 

sterile
 

saline,
 

and
 

centrifuged
 

at
 

100
 

×
 

g
 

for
 

2
 

min
 

to
 

obtain
 

supernatant,
 

and
 

filtered
 

through
 

30,
 

0. 45,
 

0. 22
 

μm
 

cell
 

strainer

每次 200
 

μL,每天 1次
200

 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
[69]

100
 

mg样本在 1
 

mL
 

PBS中稀释并匀质,混合液以 100
 

×
 

g
离心 2

 

min,通过 70
 

μm细胞过滤器过滤
100

 

mg
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

of
 

PBS,
 

and
 

centrifuged
 

at
 

100
 

×
 

g
 

for
 

2
 

min
 

and
 

then
 

filtered
 

through
 

70
 

μm
 

cell
 

strainer

第 1
 

~
 

3天:每次 200
 

μL,每天 1次
第 4

 

~
 

11天:每次 200
 

μL,2
 

d
 

1次
Day

 

1
 

~
 

3:
 

200
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
Day

 

4
 

~
 

11:
 

200
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

every
 

two
 

days.

[52]
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50
 

mg样本在 1mL
 

PBS中稀释并匀质,以 100
 

×
 

g离心 2
 

min,通过 70
 

μm
细胞过滤器过滤
50

 

mg
 

fecal
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

PBS,
 

and
 

centrifuged
 

at
 

100
 

×
 

g
 

for
 

2
 

min
 

and
 

then
 

filtered
 

through
 

70
 

μm
 

cell
 

strainer

1周:每次 100
 

μL,每天 1次
1

 

week:
 

100
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
[130]

100
 

mg样本在无菌 PBS中浸泡 15
 

min,混合液通过 70
 

μm
细胞过滤器过滤,以 4

  

℃离心 5
 

min
100

 

mg
 

of
 

samples
 

were
 

soaked
 

in
 

sterile
 

PBS
 

for
 

15
 

min,
 

filtered
 

through
 

70
 

μm
 

cell
 

strainer
 

,
 

centrifuged
 

at
 

4
 

℃
 

for
 

5
 

min

1周:10
 

mL / kg,每天 1次
1

 

week:
 

100
 

mL / kg,
 

once
 

a
 

day
[79]

样本在冰冷的双蒸水中稀释并匀质(1 ∶50),混合液通过 70
 

μm
细胞过滤器过滤
Samples

 

were
 

diluted
 

(1 ∶50)
 

in
 

ice-cold
 

double-distilled
 

water,
 

then
 

filtered
 

through
 

70
 

μm
 

cell
 

strainer

4周:每次 200
 

μL,每 2
 

h
 

1次
连续 3次
4

 

weeks:
 

200
 

μL
 

each
 

time,
 

every
 

2
 

h,three
 

times
 

in
 

a
 

row

[131]

粪便样本在 500
 

μL
 

PBS中稀释并匀质
-80

 

℃冻存
 

Fecal
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

500
 

μL
 

PBS
-80

 

℃
 

frozen

3
 

d:每次 500
 

μL
3

 

d:
 

500
 

μL
 

each
 

time
[49]

粪便样本在 800
 

μL
 

PBS中稀释并匀质,涡旋 1
 

min
-80

 

℃冻存
Fecal

 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

800
 

μL
 

PBS,
 

vortex
 

1
 

min
 

-80
 

℃
 

frozen

每次 200
 

μL
200

 

μL
 

each
 

time
[132]

10
 

mg粪便样本在 2
 

mL
 

PBS中稀释并匀质,涡旋 30
 

s
10

 

mg
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

2
 

mL
 

PBS,
 

vortex
 

30
 

s
4周:每次 200

 

μL,每天 1次
4

 

weeks:
 

200
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
[70]

50
 

mg粪便样本在 1. 5
 

mL
 

PBS中稀释并匀质
-80

  

℃冻存
50

 

mg
 

of
 

fecal
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1. 5
 

mL
 

PBS
 

-80
 

℃
 

frozen

4周:每次 100
 

μL,每天 1次
4

 

weeks:
 

100
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
[64]

100
 

mg粪便样本在 1
 

mL
 

PBS中稀释并匀质
100

 

mg
 

of
 

fecal
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

PBS
1周:每次 200

 

μL,每天 1次
1

 

week:
 

200
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
[133]

110
 

mg粪便样本在 350
 

μL
 

PBS中稀释并匀质
110

 

mg
 

of
 

fecal
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

350
 

μL
 

PBS
8周:每次 350

 

μL
8

 

weeks:
 

350
 

μL
 

each
 

time
[134]

125
 

mg粪便样本在 1
 

mL
 

PBS中稀释并匀质
20%甘油混合-80

  

℃冻存
125

 

mg
 

of
 

fecal
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

PBS
Mixed

 

with
 

20%
 

glycerol
 

and
 

frozen
 

at
 

-80
 

℃

每次 200
 

μL,每周 3次
200

 

μL
 

each
 

time,
 

3
 

times
 

per
 

week
[83]

130
 

~
 

150
 

mg样本在 1
 

mL
 

PBS中稀释并匀质
130

 

~
 

150
 

mg
 

of
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

PBS
2周:每次 200

 

μL,每周 1次
2

 

weeks:
 

200
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

per
 

week
[61]

200
 

mg粪便样本在 1. 5
 

mL
 

PBS中稀释并匀质
200

 

mg
 

of
 

fecal
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1. 5
 

mL
 

PBS

4周:每次 100
 

μL,
 

每周 3次
4

 

weeks:
 

100
 

μL
 

each
 

time,
 

3
 

times
 

per
 

week
[59]

200
 

mg粪便样本在 1
 

mL
 

PBS中稀释并匀质
200

 

mg
 

of
 

fecal
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

PBS

第 1天:每次 200
 

μL
 

+
 

直肠灌注 100
 

μL
24

 

h后:每次 200
 

μL
Day

 

1:
 

200
 

μL
 

with
 

each
 

time
 

+
 

Rectal
 

instillation
 

of
 

100
 

μL
After

 

24
 

h:
 

200
 

μL
 

each
 

time

[66]

1
 

g粪便样本在 5
 

mL
 

PBS中稀释
1

 

g
 

of
 

fecal
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

5
 

mL
 

PBS
每次 200

 

μL
 

200
 

μL
 

each
 

time
[135]

样本在无菌 PBS中(含 15%无菌甘油)稀释并匀质
-80

  

℃冻存
 

-80
 

℃
Samples

 

were
 

diluted
 

in
 

sterile
 

PBS
 

(15%
 

sterile
 

glycerol)
 

frozen

5
 

d:每次 200
 

μL,2
 

d
 

1次
5

 

d:
 

200
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

every
 

two
 

days.
[136]

粪便样本在 PBS中(含 20%无菌甘油)稀释并匀质 5
 

min
Fecal

 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

sterile
 

PBS
 

(containing
 

20%
 

sterile
 

glycerol)
 

for
 

5
 

min

3
 

d:每次 1
 

mL,每天 1次
附加:其余喷洒在住处
3

 

d:
 

1
 

mL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
Additional:

 

sprayed
 

in
 

the
 

residence

[137]
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1
 

g样本在 5
 

mL无菌 PBS(含 20%无菌甘油)中稀释并
匀质,混合液离心后分离上清液
-80

  

℃冻存
1

 

g
 

of
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

5
 

mL
 

of
 

sterile
 

PBS
 

(containing
 

15%
 

sterileglycerol),
 

then
 

centrifuged
 

to
 

obtain
 

fecal
 

supernatant
 

-80
 

℃
 

frozen

1周:每次 300
 

μL,每天 1次
1

 

week:
 

300
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
[138]

粪便样本在无菌 PBS(含 50%无菌甘油)中稀释并匀质
(1 ∶10),混合液使用前 1 ∶5稀释
-20

  

℃冻存
Fecal

 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

sterile
 

PBS
 

(containing
 

50%
 

sterile
 

glycerol)
 

(1 ∶10),
 

mixture
 

diluted
 

1 ∶5
 

before
 

use
 

-20
 

℃
 

frozen

每次 150
 

μL,每周 3次
150

 

μL
 

each
 

time,
 

3
 

times
 

per
 

week
[139]

粪便样本在 10
 

mL无菌生理盐水中稀释并均质
Fecal

 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

10
 

mL
 

sterile
 

saline

2周:每次 200
 

μL,每周 3次
附加:皮毛涂抹 100

 

μL
2

 

weeks:
 

200
 

μL
 

each
 

time,
 

3
 

times
 

per
 

week
Additional:

 

100
 

μL
 

applied
 

to
 

the
 

skin

[140]

150
 

mg样本在 1
 

mL无菌甘油中混合,稀释 5倍使用
10%甘油混合-80

  

℃冻存
150

 

mg
 

of
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

sterile
 

glycerine,dilute
 

5
 

times
 

for
 

use
Mixed

 

with
 

10%
 

glycerol
 

and
 

frozen
 

at
 

-80
 

℃

5
 

d:每次 200
 

μL,每天 1次
5

 

d:
 

200
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
[141]

粪便样本在无菌生理盐水中稀释并匀质(1 ∶10),混合液
以 1000

 

r / min,4
  

℃离心 15
 

min
40%甘油混合-80

  

℃冻存
Fecal

 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

sterile
 

saline
 

(1 ∶10),then
centrifuge

 

at
 

1000
 

r / min
 

for
 

15
 

min
 

at
 

4
  

℃
Mixed

 

with
 

40%
 

glycerol
 

and
 

frozen
 

at
 

-80
 

℃

2周:每次 1
 

mL,每天 1次
2

 

weeks:
 

1
 

mL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
[43]

样本在无菌生理盐水中稀释并匀质(1 ∶10)1
 

min,混合液以 500
 

×
 

g
离心 3

 

min,分离上清液
移植前 10

 

min临时制备
Samples

 

were
 

diluted
 

in
 

sterile
 

saline
 

(1 ∶10)
 

for
 

1
 

min,then
 

centrifuge
 

at
 

500
 

×
 

g
 

for
 

3
 

min
 

to
 

obtain
 

fecal
 

supernatant
Prepared

 

10
 

min
 

before
 

transplantation

每次 200
 

μL
200

 

μL
 

each
 

time
[57]

样本在无菌生理盐水中稀释并匀质(1 ∶10),混合液离心后分离上清液
-80

  

℃冻存
Samples

 

were
 

diluted
 

in
 

sterile
 

saline
 

(1 ∶10),then
 

centrifuge
 

to
 

obtain
 

fecal
 

supernatant
 

-80
 

℃
 

frozen

8周:每次 200
 

μL,每周 2次
8

 

weeks:
 

200
 

μL
 

each
 

time,
 

2
 

times
 

per
 

week
[142]

样本在无菌 PBS中稀释并匀质(1 ∶20),混合液以 4
  

℃
 

,
 

1000
 

×
 

g
离心 5

 

min,分离上清液
移植前 10

 

min临时制备
Samples

 

were
 

diluted
 

in
 

sterile
 

saline
 

(1 ∶20)
 

,centrifuge
 

at
 

1000
 

×
 

g
 

for
 

5
 

min
 

at
 

4
  

℃
 

to
 

obtain
 

fecal
 

supernatant
Prepared

 

10
 

min
 

before
 

transplantation

2周:每次 100
 

μL,每天 1次
2

 

weeks:
 

100
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
[88]

粪便样本在等体积 PBS中稀释并匀质,混合离心
Fecal

 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

an
 

equal
 

volume
 

of
 

PBS,
 

then
 

mixed
 

and
 

centrifuged

3
 

d:每次 100
 

μL,每天 1次
附加:皮毛涂抹 100

 

μL
3

 

d:
 

100
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
Additional:

 

100
 

μL
 

applied
 

to
 

the
 

skin

[41]

粪便样本在无菌 PBS中稀释并匀质,混合液以 500
 

×
 

g离心 30
 

s,
分离上清液
Fecal

 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

sterile
 

PBS,
 

and
 

centrifuged
 

at
 

500
 

×
 

g
 

for
 

30
 

s
 

to
 

obtain
 

fecal
 

supernatant

1周:每次 200
 

μL,每天 1次
1

 

week:
 

200
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
[46]

100
 

mg粪便样本在无菌
 

PBS中稀释并匀质,混合液以 500
 

×
 

g离心 5
 

min
100

 

mg
 

of
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

sterile
 

PBS,
 

centrifuged
 

at
 

500
 

×
 

g
 

for
 

5
 

min

3周:每次 100
 

μL,每周 2次
3

 

weeks:
 

100
 

μL
 

each
 

time,
 

2
 

times
 

per
 

week
[143]

100
 

mg样本在 2
 

mL无菌 PBS中稀释并匀质,混合液涡旋
3

 

min,以 4
 

℃
 

,800
 

×
 

g离心 3
 

min
100

 

mg
 

of
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

2
 

mL
 

of
 

sterile
 

PBS,
 

and
 

vortex
 

3
 

min,
 

centrifuged
 

at
 

800
 

×
 

g
 

for
 

3
 

min
 

at
 

4
 

℃
 

每次 200
 

μL,每 2周 1次
200

 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

every
 

two
 

weeks
[84]
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100
 

mg样本在 1
 

mL无菌
 

PBS中稀释并匀质 10
 

min,混合液涡旋 1
 

min,
以 800

 

×
 

g离心 5
 

min
-80

  

℃冻存
100

 

mg
 

of
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

of
 

sterile
 

PBS
 

for
 

10
 

min,
 

and
 

vortex
 

1
 

min,
 

centrifuged
 

at
 

800
 

×
 

g
 

for
 

5
 

min
 

-80
 

℃
 

frozen

每次 1
 

mL,每天 1次
1

 

mL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
[74]

100
 

mg粪便样本在 1
 

mL无菌 PBS中稀释并匀质 5
 

min,
混合液以 800

 

×
 

g离心 3
 

min
100

 

mg
 

of
 

fecal
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

of
 

sterile
 

PBS
 

for
 

5
 

min,
 

and
 

centrifuged
 

at
 

800
 

×
 

g
 

for
 

3
 

min

12周:每次 200
 

μL,每周 1次
12

 

weeks:
 

200
 

μL
 

each
 

time,
 

1
 

time
 

per
 

week
[144]

100
 

mg样本在生理盐水中稀释并匀质,涡旋 1
 

min,混合液以 500
 

×
 

g离心 3
 

min
移植前 10

 

min临时制备
100

 

mg
 

of
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

sterile
 

saline,
 

and
 

vortex
 

1
 

min,
 

then
 

centrifuged
 

at
 

500
 

×
 

g
 

for
 

3
 

min
Prepared

 

10
 

min
 

before
 

transplantation

- [56]

300
 

mg粪便样本在 1
 

mL无菌 PBS中稀释并匀质,混合液以 1500
 

×
 

g离心 5
 

min
-80

  

℃冻存
300

 

mg
 

of
 

fecal
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

of
 

sterile
 

PBS,
 

and
 

centrifuged
 

at
 

1500
 

×
 

g
 

for
 

5
 

min
 

-80
 

℃
 

frozen

4周:每次 200
 

μL,2
 

d
 

1次
4

 

weeks:
 

200
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

every
 

two
 

days
[62]

100
 

mg样本在 1
 

mL无菌生理盐水中稀释 1
 

min,混合液以 1000
 

×
 

g离心 3
 

min
移植前 10

 

min临时制备
100

 

mg
 

of
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

of
 

sterile
 

saline
 

for
 

1
 

min,
 

and
 

centrifuged
 

at
 

1000
 

×
 

g
 

for
 

3
 

min
Prepared

 

10
 

min
 

before
 

transplantation

2周:每次 100
 

μL,每天 1次
2

 

weeks:
 

100
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
[145]

5
 

~
 

6颗粪便样本在 1
 

mL无菌 PBS中稀释并匀质,混合液
以 4

 

℃ ,
 

1000
 

r / min离心 1
 

min
5

 

~
 

6
 

fecal
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

of
 

sterile
 

PBS,
 

and
 

centrifuged
 

at
 

1000
 

r / min
 

for
 

1
 

min
 

at
 

4
 

℃

2周:每次 200
 

μL,每天 1次
2

 

weeks:
 

200
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
[73]

200
 

mg样本在 1
 

mL无菌 PBS中稀释并匀质,混合液以 1500
 

r / min离心 5
 

min
移植前临时制备
200

 

mg
 

of
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

of
 

sterile
 

PBS,
 

and
 

centrifuged
 

at
 

1500
 

r / min
 

for
 

5
 

min
Prepared

 

before
 

transplantation

5
 

d:每次 300
 

μL,每天 1次
其余 7周:每周 1次
5

 

d:
 

300
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
Remaining

 

seven
 

weeks:
 

once
 

a
 

week

[55]

1
 

g样本在 15
 

mL无菌 PBS中稀释并匀质,混合液以 3000
 

r / min离心 5
 

min
无菌 20%脱脂牛奶混合冻存
1

 

g
 

of
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

15
 

mL
 

of
 

sterile
 

PBS,
 

and
 

centrifuged
 

at
 

3000
 

r / min
 

for
 

5
 

min
Aseptic

 

20%
 

skim
 

milk
 

blend
 

freezing

2周:每次 200
 

μL,2
 

d
 

1次
2

 

weeks:
 

200
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

every
 

two
 

days
[77]

10
 

mg粪便样本在 1
 

mL无菌 PBS中稀释并匀质,混合液以 4000
 

r / min,
4

 

℃离心 10
 

min
移植前临时制备
10

 

mg
 

of
 

fecal
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

of
 

sterile
 

PBS,
 

and
 

centrifuged
 

at
 

4000
 

r / min
 

for
 

10
 

min
 

at
 

4
 

℃
Prepared

 

before
 

transplantation

- [146]

样本在脱氧无菌水(0. 2
 

g / mL)中稀释并均质,纱布过滤,5000
 

×
 

g 离心 5
 

min,
与脱氧无菌水混悬(0. 3

 

g / mL)
甘油(4:1)混合-80

  

℃冻存
Samples

 

were
 

diluted
 

in
 

deoxygenated
 

sterile
 

water
 

(0. 2
 

g / mL),
 

filtered
 

through
 

gauze
 

and
 

centrifuged
 

at
 

5000
 

×
 

g
 

for
 

5
 

min,
 

then
 

mixed
 

with
 

deoxygenated
 

sterile
 

water
 

(0. 3
 

g / mL)
Mixed

 

with
 

glycerol
 

(4 ∶1)
 

and
 

frozen
 

at
 

-80
 

℃

2周:10
 

mg / kg,每天 1次
2

 

weeks:
 

10
 

mg / kg,
 

once
 

a
 

day
[51]

100
 

mg粪便样本在 1
 

mL无菌生理盐水中稀释并匀质,混合液以 1000
 

r / min
离心 3

 

min
移植前 10

 

min临时制备
100

 

mg
 

of
 

fecal
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

of
 

sterile
 

saline
 

for
 

1
 

min,
 

and
 

centrifuged
 

at
 

1000
 

r / min
 

for
 

3
 

min
Prepared

 

10
 

min
 

before
 

transplantation

1周:每次 200
 

μL,每天 1次
1

 

week:
 

200
 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
[147]
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续表 3
移植材料制备

Transplantation
 

material
 

preparation
移植方式

Transplantation
 

method
参考文献
Reference

100
 

~
 

150
 

mg粪便样本在 3
 

mL无菌生理盐水中稀匀质 30
 

s,混合液重力
沉淀 5

 

min
100

 

~
 

150
 

mg
 

of
 

fecal
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

3
 

mL
 

of
 

sterile
 

saline
 

for
 

30
 

s,
 

then
 

settled
 

by
 

gravity
 

for
 

5
 

min

8周:每次 300
 

μL,每周 2次
附加:其余粪便样本放置于住处
8

 

weeks:
 

300
 

μL
 

each
 

time,
 

2
 

times
 

per
 

week
Additional:

 

the
 

rest
 

of
 

the
 

fecal
 

samples
 

were
 

placed
 

at
 

the
 

residence

[148]

粪便样本在冰冷生理盐水中稀释并匀质,涡旋 30
 

s并重力沉淀 1
 

min
移植前 10

 

min临时制备
Fecal

 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

ice-cold
 

saline,
 

vortexed
 

for
 

30
 

s
 

and
 

settled
 

by
 

gravity
 

for
 

1
 

min
Prepared

 

10
 

min
 

before
 

transplantation

8周:每只 108
 

CFU,每周 2次
8

 

weeks:
 

108
 

CFU
 

per
 

mouse,
 

twice
 

per
 

week

[71]

粪便样本在 1
 

mL
 

PBS和 1
 

mL脱脂牛奶中稀释并匀质,混合液
重力沉淀 5

 

min后
Fecal

 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1
 

mL
 

of
 

PBS
 

and
 

1
 

mL
 

of
 

skimmed
 

milk,
 

then
 

settled
 

by
 

gravity
 

for
 

5
 

min

2周:每次 1
 

mL,每天 1次
2

 

weeks:
 

1
 

mL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
[58]

80
 

~
 

110
 

mg样本在 1
 

mL
 

PBS中稀释并匀质,混合液体以 2000
 

×
 

g
离心 1

 

min
移植前临时制备
80

 

~
 

110
 

mg
 

of
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

1mL
 

of
 

sterile
 

PBS,
 

and
 

centrifuged
 

at
 

2000
 

×
 

g
 

for
 

1min
Prepared

 

before
 

transplantation

第 1周:每次 109
 

CFU,每天 1次
第 2

 

~
 

12周:2
 

d
 

1次
Week

 

1:
 

109
 

CFU
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
Weeks

 

2
 

~
 

12:
 

once
 

every
 

two
 

days.

[48]

1
 

g样本在 1
 

mL
 

LYH-BHI培养基中均质,混合液通过 70
 

μm细胞
过滤器过滤,分离上清液
移植前 10

 

min临时制备
1

 

g
 

of
 

samples
 

were
 

homogenized
 

in
 

1
 

mL
 

of
 

LYH-BHI
 

medium
 

and
 

filtered
 

through
 

70
 

μm
 

cell
 

strainer
Prepared

 

10
 

min
 

before
 

transplantation

每次 200
 

μL,每天 1次
200

 

μL
 

each
 

time,
 

once
 

a
 

day
[78]

自体粪菌移植
Autologous

 

fecal
 

bacteria
 

transplantation(aFMT)
每 2周 1次
Once

 

every
 

two
 

weeks
[149]

结肠粘液样本在 PBS中等比例稀释 50
 

g粪便样本在 1
 

mL
 

PBS中稀释并匀质
Colon

 

mucus
 

samples
 

were
 

diluted
 

in
 

PBS
 

on
 

medium
 

scale,50
 

g
 

of
 

fecal
 

sample
 

diluted
 

and
 

homogenized
 

in
 

1
 

mL
 

PBS

第 1天:粘液菌每次 10
 

mg
第 2

 

~
 

3天:粪便混悬液每次 10
 

mg
Day

 

1:
 

mucus
 

bacteria
 

10
 

mg
 

each
 

time,
Day

 

2
 

~
 

3:
 

fecal
 

suspension
 

10
 

mg
 

each
 

time

[72]

3　 移植途径的选择
口服灌胃或灌肠给药是啮齿动物 FMT 最为常

见的移植途径(图 1),口服灌胃给药因具有给药量
可控且无需麻醉的优势而更广泛采用,移植时通过
弯头灌胃针将移植材料注入受体胃内,以尽可能避
免与氧气的接触,保持厌氧菌活性。 通常可以选择
每天给予受体动物 100

 

~
 

200
 

μL的移植材料,持续
7

 

~
 

14
 

d 以确保异体肠道微生物的成功定
植[150-151] ;亦可选择集中连续给药 3

 

d,而后每隔
 

1
 

d
 

给药 1次,能达到同等的移植效果[152-153] 。 不同
报道中移植材料的使用量存在差异,相对标准化的
建议是根据每 10

 

g 体重给予 0. 1
 

mL 液体(微生物
移植或生理盐水)的比例个性化给药[108] ,或明确将
每只受体动物每日接受的移植量控制在 200

 

μL
(108

 

CFU / mL)内[112,154] 。 肛门给药时将涂抹石蜡

油的置入管轻插入肛门,再把加热到体温的悬浮液
缓慢注入,拔下置入管后用棉签按压肛门处,并倒
置动物 1

 

min,防止液体流出[155-156] 。 研究表明,灌
肠给药在坏死性结肠炎等相关肠道疾病中可以更

好的发挥减轻炎症等作用[157] ,研究者可根据实验
目的选择适宜的移植途径。 报道中亦有通过将移
植材料涂抹于受体动物皮毛等基于接触共生环境

中微生物接受定植的方式,但这类方式无法明确摄
入量且无法实现微生物群的完整传递[75,158-159] ,在
结果解释上或存在疑虑。 人类 FMT 往往需要多轮
移植来保证定值效果,但相对无菌条件下的受体动
物是否同样需要多轮移植尚无定论,通常认为当目
标微生物较为复杂时,建议进行一轮以上的定植以
保证定殖效率。 亦或者通过荧光染色、16S

 

rRNA全
长测序等方式对其定植情况进行监测[160] ,以保证
成功移植。
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图 1　 粪菌移植的关键步骤
Figure

 

1　 Critical
 

steps
 

in
 

fecal
 

bacteria
 

transplantation

4　 展望
一篇关于洗涤菌群移植 ( washed

 

microbiota
 

transplantation,WMT)的报道[161]基于智能化粪菌分

离系统及严格质控相关漂洗过程的概念,通过以具
体菌群数量作为精确剂量的衡量依据,并且通过自
动净化系统去除了大部分病毒及促炎物质,在量化
和质控移植材料、提高治疗安全性等方面将未来
FMT研究引入机械化精度把控时代。 研究发现,肠
道微生物群产生的脂质能够进入循环并控制与微

生物组成相关的表型变化,同时能显著影响包括炎
症信号在内的多种信号通路[162] ,未来肠道微生物
源脂质的应用或能通过靶向特定受体调控信号通

路,实现针对性个性化治疗,同时有效避免病原体
的伴随转移。 基于当前对 FMT 后微生物定植规律
的不明晰,IANIRO等[163]发表的一项分析供体菌株

植入率与疗效关系的研究提出,建立可预测 FMT后
菌株定植情况的机器学习模型,能够帮助选择最匹
配受体的菌群供体,提示在未来研究中通过智能算
法的广泛应用,可以实现对 FMT后受体肠道菌群的
精准预测,以确定最佳供体。 此外,未来若能基于
机器学习等手段预测药物成分-肠道微生物-宿主间
的复杂作用,或能有效助力化学结构及调控机制网

络复杂的药物作用机制的阐释、应用思路的
拓展[164-165]

5　 总结
基于当前 FMT 临床前研究的报道中实验细节

的高度不一致,亟需标准的方法学指导。 本文回顾
并讨论了 FMT动物实验的关键步骤细节,其目的在
于提高实验动物、耗材及劳动力等因素的利用率,
其中部分是基于当前动物实验的报道,其他则是综
合参考了评议性文章[166-167] 。 受限于回顾的文献以
小鼠为目标对象,以上提及的方法学建议或存在偏
倚,期待更多关于 FMT临床前研究方法学建议的文
章,并最终提出“黄金标准”的方法学指导。
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