
肠道菌群可以产生各种挥发性物质，这些物质与健康和疾
病相关。此外，可以利用挥发性物质研究的成果，开展探索生
物标志物等的科研工作。

本篇应用分析了无菌小鼠和正常菌群定殖小鼠的粪便样品
中产生的气体，并进行了比较研究。使用 GCMS用于全面分析
产生的气体，GC-SCD用于分析含硫气体。

Y. Takemori

■样品和分析条件
将无菌和正常菌群定殖小鼠的新鲜粪便直接装入顶空瓶

中，喷入厌氧气体后密封后培养 24小时。使用顶空进样器，
通过 GCMS、GC-SCD对产生的气体进行分析。

本实验的 GCMS 仪器配置及分析条件如表 1 所示，GC-

SCD仪器配置及分析条件如表 2所示。

表 1 GCMS仪器配置及分析条件
型号 : HS-20 Trap / GCMS-QP™ 2020 NX
HS-20 Trap
模式 : 捕集阱（捕集阱管：Tenax® GR）
多次进样次数 : 5次
柱温箱温度 : 37 ℃
样品流路温度 : 80 ℃
传输线温度 : 90 ℃
阱冷却温度 : 10 ℃
阱加热温度 : 280 ℃
阱待机温度 : 25 ℃
样品瓶压力 : 60 kPa
干吹扫压力 : 60 kPa
样品瓶保温时间 : 180 min
样品瓶加压时间 : 1 min
样品瓶加压 : 0.1 min
平衡时间
上样时间 : 1 min
上样加压时间 : 0.1 min
干吹扫时间 : 10 min
进样时间 : 1 min
洗针时间 : 5 min

GC
进样模式 : 分流
分流比 : 3：1
载气 : He
载气控制方式 : 恒线速度（25.5 cm/s）
色谱柱 : DB-WAXetr（60 m×0.25 mm×0.25 μm）
柱温程序 : 40 ℃（5 min） - 3 ℃ /min ‒240 ℃（15 min）

MS
离子源温度 : 200 ℃
接口温度 : 200 ℃
采集方式 : EI
测试模式 : 扫描（m/z 10～ 350）
间隔 : 0.3 s

表 2 GC-SCD仪器配置及分析条件
型号 : HS-20 / Nexis™ GC-2030 / SCD-2030
HS-20
模式 : 环式
柱温箱温度 : 37 ℃
样品流路温度 : 80 ℃
传输线温度 : 90 ℃
样品瓶压力 : 60 kPa
样品瓶保温时间 : 180 min
样品瓶加压时间 : 1 min
样品瓶加压 : 0.1 min
平衡时间
上样时间 : 1 min
上样加压时间 : 0.1 min
进样时间 : 1 min
洗针时间 : 5 min

GC
进样模式 : 分流
分流比 : 3：1
载气 : He
载气控制方式 : 恒线速度（25.5cm/s）
色谱柱 : DB-WAXetr

（60 m×0.25 mm×0.25 μm）
柱温程序 : 40 ℃（5 min） -3 ℃ /min ‒240 ℃（15 min）
检测器 : 硫化学发光检测器（SCD）
接口温度 : 200 ℃
电炉温度 : 850 ℃
检测器气体 : H2 100.0 mL/min

N2 10.0 mL/min
O2 12.0 mL/min
O3 25.0 mL/min
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GCMS™およびGC-SCDを使用した腸内微生物が
生成する揮発性ガス分析への新しいアプローチ 

 

腸内細菌叢は様々な揮発性物質を生成しており、健康や病
気に関連していると考えられています。また、揮発性物質を
解析しバイオマーカー探索等の研究も行われています。 

今回、無菌マウスおよび通常菌叢定着マウスの糞便サンプ
ルから発生するガスを分析し、比較検討を行いました。発生
ガスを網羅的に分析するために GCMS を、硫黄系ガスを分
析するために GC-SCD を使用しました。 

Y. Takemori 
 
 試料と分析条件 

無菌および通常菌叢定着マウスの新鮮糞便を、そのままヘ
ッドスペースバイアルに入れ、嫌気性ガスを噴入後に密封し
て、24 時間培養しました。その後、ヘッドスペースサンプ
ラにセットし、発生ガスを GCMS、GC-SCD により分析を行
いました。 

本実験の GCMS 装置構成および分析条件を表 1 に、GC-SCD
装置構成および分析条件を表 2 に示します。 

 
表 1 GCMS 装置構成および分析条件 

Model : HS-20 Trap / GCMS-QP™2020 NX 
HS-20 Trap   
Mode : トラップ（トラップ菅：Tenax®GR） 
Multi Injection Times : 5 回 
Oven Temperature : 37 ℃ 
Sample Line Temperature : 80 ℃ 
Transfer Line Temperature : 90 ℃ 
Trap Cooling Temperature : -10 ℃ 
Trap Heating Temperature : 280 ℃ 
Trap Waiting Temperature : 25 ℃ 
Vial Pressure : 60 kPa 
Dry Purge Pressure : 60 kPa 
Vial Heat-retention Time : 180 min 
Vial Pressurization Time : 1 min 
Vial Pressurization 
Equilibrating Time 

: 0.1 min 

Loading Time : 1 min 
Loading Pressurization Time : 0.1 min 
Dry Purge Time : 10 min 
Injection Time : 1 min 
Needle Flush Time : 5 min 
   
GC   
Injection Mode : スプリット 
Split Ratio : 1：3 
Carrier Gas : He 
Carrier Gas Control : 線速度モード（25.5 cm/秒） 
Column : DB-WAXetr 

(60 m×0.25 mm I.D., 0.25 µm) 
Column Temp : 40 ℃ (5 min) - 3 ℃/min ‒ 

240 ℃ (15 min) 
   
MS   
Ion Source Temp. : 200 ℃ 
Interface Temp. : 200 ℃ 
Ionization Mode : EI 
Measurement Mode : Scan（m/z 10～350） 
Event Time : 0.3 秒 

 

表 2 GC-SCD 装置構成および分析条件 
Model : HS-20 / Nexis™ GC-2030 / SCD-2030  
HS-20   
Mode : ループ 
Oven Temperature : 37 ℃ 
Sample Line Temperature : 80 ℃ 
Transfer Line Temperature : 90 ℃ 
Vial Pressure : 60 kPa 
Vial Heat-retention Time : 180 min 
Vial Pressurization Time : 1 min 
Vial Pressurization 
Equilibrating Time 

: 0.1 min 

Loading Time : 1 min 
Loading Pressurization Time : 0.1 min 
Injection Time : 1 min 
Needle Flush Time : 5 min 
   
GC   
Injection Mode : スプリット 
Split Ratio : 1：3 
Carrier Gas : He 
Carrier Gas Control : 線速度モード（25.5 cm/秒） 
Column : DB-WAXetr 

(60 m×0.25 mm I.D., 0.25 µm) 
Column Temp : 40 ℃ (5 min) -3 ℃/min ‒ 

240 ℃ (15 min) 
Detector : 化学発光硫黄検出器（SCD） 
Interface Temp. : 200 ℃ 
Electric Furnace Temp. : 850 ℃ 
Detector Gas : H2 100.0 mL/min 
  N2 10.0 mL/min  
  O2 12.0 mL/min 
  O3 25.0 mL/min  

 

 
HS-20 Trap / GCMS-QP™2020 NX（網羅的分析） 

 

 
HS-20 / Nexis™ GC-2030 / SCD-2030（硫黄分析） 
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 分析結果 ②（通常菌叢定着マウスにおける個体差の比較） 
菌叢定着マウス 6 匹において、2 回ずつサンプルを回収し GCMS 分析で得られたトータルイオンクロマトグラムを図 4 に示します。 
更に、それから得られた合計 121 種類の化合物データを用いて、多変量解析ソフトウェア：SIMCA® 15（インフォコム社）により主

成分分析を行いました。その結果のスコアプロットを図 5 に示します。スコアプロット上で、同一個体由来サンプルが最小クラスタ
ーを形成し、個体間では別れる傾向が認められました。これらの結果より、本解析は、腸内細菌由来の揮発性物質の個体差が検出で
きることが明らかになり、疾病モデルマウスなどを用いることで、新たなバイオマーカーの探索等への応用が期待されます。 

 
図 4 菌叢定着マウスサンプルのトータルイオンクロマトグラム 

 

 
図 5 菌叢定着マウス分析結果の多変量解析結果（スコアプロット） 

 

 まとめ 
GCMS と GC-SCD を使用し、前処理不要で腸内細菌生成の揮発性ガスを分析することができました。GCMS では網羅的な分析、

GC-SCD では GCMS では検出が難しい硫黄系成分の分析ができました。更に、通常菌叢定着マウスのサンプルから発生する揮発
成分には個体差があることが確認でき、バイオマーカ探索等の可能性を確認することができました。 
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■分析结果 ①（无菌小鼠与正常菌群定殖小鼠的比较）
图 1所示为 GCMS的总离子流图（TIC），图 2所示为 GC-SCD的色谱图。
结果显示，在全面分析挥发性物质的 TIC（图 1）、分析含硫挥发性物质的色谱图（图 2）中，采自菌群定殖小鼠样品的挥发性物

质检出数和产量（峰面积大）均多于采自无菌小鼠的样品。上述结果表明，肠道细菌与许多挥发性物质的产生密切相关。

GCMS（挥发性物质的全面分析）

GC-SCD（含硫挥发性物质的选择性分析）

图 1 GCMS的总离子流图

图 2 GC-SCD的色谱图
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 分析結果 ①（無菌マウスと通常菌叢定着マウスの比較） 
図１に GCMS のトータルイオンクロマトグラム（TIC）、図 2 に GC-SCD のクロマトグラムを示します。 
網羅的に揮発性物質を分析した TIC（図 1）、硫黄系揮発性物質を分析したクロマトグラム（図 2）ともに、無菌マウス由来

サンプルより、菌叢定着マウス由来サンプルの方が、揮発性物質の検出数および発生量（ピーク面積値が大きい）が多いことが
確認できました。これにより、腸内細菌が多数の揮発性物質の生成に深く関与していることが示唆されます。 

 

 
図 1 GCMS のトータルイオンクロマトグラム 

 

 
図 2 GC-SCD のクロマトグラム 
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SCD和 GCMS的色谱图如图 3所示。在数据分析中，通过 GC-SCD的色谱图成功检测并鉴别出 H2S，该物质在 GCMS的 TIC中
会因为和其他化合物重叠而被忽略。此外，使用 GC-SCD还可以检测、鉴别出在 GCMS中因为峰强度低而有可能漏检的如下含硫化合
物：2-甲硫基乙醇及 3-甲硫基 -1-丙醇。

通过 GC-SCD与 GCMS的数据结合，可以轻松鉴别含硫化合物。

图 3 SCD及 GCMS的色谱图（红字是含硫化合物）
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SCD および GCMS のクロマトグラムの比較を図 3 に示します。データ解析の中で、GC-SCD のクロマトグラムから、GCMS
の TICでは他の化合物と重なり見逃されていた H2Sを検出・同定することができました。更に、GC-SCDにおいて、GCMSでは
ピーク強度が小さく見逃す可能性が高い硫黄化合物：Ethanol, 2-(methylthio)- および 1-Propanol,  3-(methylthio)- も検出・同定
することができました。 

GC-SCDと GCMSのデータを組み合わせることにより、硫黄化合物同定が容易になりました。 
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■分析结果 ②（正常菌群定殖小鼠中的个体差异比较）
针对 6只菌群定殖小鼠，平行处理两份样品，通过 GCMS分析得到的总离子流图如图 4所示。
然后，使用合计 121种化合物数据，通过多变量分析软件：SIMCA® 15（Infocom公司）进行了主成分分析。该结果的得分图如

图 5所示。在得分图上，采自同一个个体的样品形成了最小集群，同时可获得个体之间的分离趋势。根据上述结果，验证本方法可以
测定肠道细菌产生挥发性物质的个体差异，通过使用疾病模型小鼠，有望应用于新生物标志物的探索。

■总结
使用 GCMS和 GC-SCD，可以在不需要预处理的情况下分析肠道细菌产生的挥发性气体。GCMS可进行全面分析，GC-SCD可分

析使用 GCMS难以测定的含硫成分。此外，在正常菌群定殖的小鼠样品产生的挥发成分中检测出个体差异，具有探索生物标志物等潜
在功能。
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图 4 菌群定殖小鼠样品的总离子流图

图 5 菌群定殖小鼠分析结果的多变量分析结果（得分图）
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