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PCR- 变性梯度凝胶电泳法初探
婴儿期肠道菌群菌种演替
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［摘要］　目的　通过研究婴儿粪便菌种组成，探索婴儿期肠道菌群定植规律。方法　收集 15 例健康婴

儿出生后第 0、2、4、7、10、14、28 天，以及 3、6、12 月时的新鲜粪便，采用 PCR- 变性梯度凝胶电泳（DGGE）

检测肠道菌群结构，对其优势菌种进行测序，分析婴儿期肠道菌群菌种演替过程。结果　DGGE 指纹图谱可见，

婴儿期的肠道菌群结构随出生后时间变化显著；克隆测序结果显示，变形菌门的细菌定植最早，以专性需氧菌

肠杆菌、假单胞菌为主，其次是厚壁菌门的专性厌氧菌（梭状芽孢杆菌、小韦荣球菌）和兼性厌氧菌（多枝梭菌）

定植，随后疣微菌门定植，放线菌门定植最晚，以双歧杆菌为主，并逐渐成为优势菌群。结论　婴儿期肠道中

专性需氧菌首先定植，随后是专性厌氧菌和兼性厌氧菌。变形菌门细菌定植最早，厚壁菌门细菌次之，随后是

疣微菌门细菌，以双歧杆菌为主的放线菌门细菌定植最晚。

［中国当代儿科杂志，2017，19（3）：331-336］
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A preliminary analysis of changes in composition of intestinal microbiota during 
infancy using polymerase chain reaction-denaturing gradient gel electrophoresis
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Abstract: Objective    To investigate the composition of bacteria in the stools of infants and the colonization of 
intestinal microbiota during infancy. Methods    Fresh stools were collected from 15 healthy infants at 0, 2, 4, 7, 10, 14, 
and 28 days and 3, 6, and 12 months after birth. Polymerase chain reaction-denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-
DGGE) was used to analyze the composition of intestinal microbiota, perform sequencing of dominant bacteria, and 
to analyze the changes in the composition of intestinal microbiota during infancy. Results    DGGE fingerprint showed 
that the composition of intestinal microbiota during infancy changed significantly over time after birth. The cloning and 
sequencing results indicated that Proteobacteria colonized the earliest, mainly the obligate aerobes Enterobacter and 
Pseudomonas, followed by the obligate anaerobes (Clostridium hathewayi and Veillonella parvula) and the facultative 
anaerobe Clostridium ramosum in Firmicutes, and Verrucomicrobia. Actinobacteria colonized the latest, mainly 
Bifidobacterium, and gradually became dominant bacteria. Conclusions    During infancy, obligate aerobes colonize 
the intestinal tract the earliest, followed by obligate anaerobes and facultative anaerobes. Proteobacteria colonizes the 
earliest, followed by Firmicutes and Verrucomicrobia, and Actinobacteria, mainly Bifidobacterium, colonizes the latest.
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目前研究表明，肠道菌群参与人体的诸多生

理功能，其结构与宿主的健康息息相关。生命早

期建立正常的肠道菌群是今后健康生活的重要一

步 [1]。从婴儿出生开始，细菌逐渐在肠道内定植，

1 岁时基本形成类似于成人的肠道菌相，并在随后

的 1~2 年内逐步完善 [2]。最早定植的菌群对肠道生

态系形成、长期的菌群构成以及肠道活动十分重

要 [3]。因此婴儿期是肠道菌群构建的重要时期。

肠道菌群数量庞大，约为 1014 个，超过 1 000

多个种类，其中 60%~80% 无法单独在体外培养 [4]。

早期研究依赖于培养方法认识和了解肠道菌群具

有偏倚和不完整性。近年来，针对细菌 16S rRNA

核酸序列的现代分子生物学方法弥补了培养依赖

方法的缺陷，为肠道菌群的研究提供了新的方法

和思路 [5]。变性梯度凝胶电泳（denatured gradient 

gel electrophoresis, DGGE）是分析环境系统中微生

物群落的有效指纹图谱技术，近年已被用于肠道

菌群的结构、多样性、动态变化的研究中 [6]。

本研究通过 PCR-DGGE 分析婴儿期优势菌种

构成，了解婴儿期肠道菌群菌种随时间变化的特

点，探索婴儿期肠道菌群、特别是早期的定植规律。

1　资料与方法

1.1　研究对象及粪便样品采集

以 2013 年 3~5 月在四川大学华西妇产儿童医

院出生的正常足月新生儿为研究对象。纳入标准：

家庭居住在成都市主城区；胎龄满 37 周及以上，

无任何畸形和疾病的活产新生儿；新生儿家长配

合，愿意参加实验研究，并签署知情同意书。排

除标准：新生儿因病理性黄疸、新生儿肺炎等疾

病服用过抗生素或微生态制剂。本次共纳入 31 例

新生儿，分别收集新生儿出生后第 0、2、4、7、

10、14、28 天， 以 及 婴 儿 期 3、6、12 月 时 的 新

鲜粪便样品，2 h 内用冰盒转移至 -80℃超低温冰

箱冻存。随访期间有 16 例在婴儿期因感染性疾病

使用微生态制剂或抗生素，予以排除。剩余 15 例

婴儿，平均胎龄为 39.0±1.0 周，平均出生体重为

3 218±221 g。其中男 6 例，女 9 例；顺产 3 例，

剖腹产 12 例；母乳喂养 9 例，混合喂养（母乳为主）

6 例；辅食添加开始时间集中在婴儿出生后 4~7 个

月，其中第 4 个月开始 2 例，第 5 个月开始 5 例，

第 6 个月开始 7 例，第 7 个月开始 1 例；9 例婴儿

在随访期内断奶，6 例婴儿在第 12 个月仍然有母

乳喂养。粪便样品收集情况见表 1。

表 1　粪便样品收集情况

收集情况 0 d 2 d 4 d 7 d 10 d 14 d 28 d 3 个月 6 个月 12 个月 合计

应收 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 150

实收 10 10 14 11 13 13 14 15 15 14 129

收集率 (%) 67 67 93 73 87 87 93 100 100 93 86

1.2　主要实验仪器及试剂

PCR 仪、通用突变检测系统、凝胶成像系统、

电泳仪均购自美国 BIO-RAD 公司；微量离心机（美

国 Thermo Fisher Scientific 公 司 ）。TIANamp stool 

DNA Kit（北京天根生化科技有限公司）；2×Taq 

MasterMix（北京康为世纪科技有限公司）；40%

丙烯酰胺 / 甲叉双丙烯酰胺（37.5 ∶ 1）、尿素、

去 离 子 甲 酰 胺（APS）、 过 硫 酸 铵、TEMED、

SYBR Green I、50×TAE 均购自上海生工生物工程

股份有限公司。

1.3　粪便基因组 DNA 提取及混合模板制备

采用 TIANamp stool DNA Kit 提取每一个粪便

样品的 DNA，将各样品粪便基因组 DNA 按相同时

间点进行等体积混合，获得婴儿出生后第 0、2、4、

7、10、14、28 天，以及 3、6、12 月，10 个时间

点的混合基因组 DNA。

1.4　粪便混合基因组 16S rRNA PCR 扩增

选 择 16S rRNA V6-V8 区 通 用 引 物（U968-
GC-f/L1401-r）对粪便混合基因组 DNA 进行 PCR

扩增，扩增长度约为 489 bp；U968-GC-f：5'-CG-
CCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACG-
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GGGGGAACGCGAAGAACCTTAC-3'；L1401-r：

5'-CGGTGTGTACAAGACCC-3'， 由 上 海 生 工 生

物 工 程 股 份 有 限 公 司 合 成。 反 应 体 系：2×Taq 

Mastermix 25 μL， 上、 下 游 引 物（10 μM） 各

2 μL， 混 合 基 因 组 DNA 模 板 4 μL， 补 充 ddH2O

至 50 μL。PCR 反 应 条 件：94 ℃ 预 变 性 5 min；

10 个梯度退火温度循环（每个循环包括 94℃变

性 45 s，退火温度从 60℃降到 54℃，每个循环降

低 0.6℃，时间 1 min，72℃延伸 1 min）；25 个恒

定退火温度循环（每个循环包括 94℃变性 45 s，

56 ℃ 退 火 45 s，72 ℃ 延 伸 1 min）；72 ℃ 终 延 伸

2 min。PCR 产物经 2.0% 琼脂糖凝胶电泳验证后，

凝胶成像系统拍照记录结果。

1.5　PCR 产物的 DGGE 检测

用 DGGE 对上述所得 PCR 扩增产物进行菌

群结构的检测。DGGE 反应条件：变性梯度凝胶

8%，变性梯度 40%~60%。电泳条件：1×TAE 电

泳缓冲液、60℃、200 V，电泳 5 min 后，70 V 电

泳 16 h。电泳完毕后，用 10 mL SYBR Green I 核酸

染液避光染色 15 min，染色 3 次后，去离子水洗

去表面染液。凝胶成像系统拍照，导出 TIFF 格式

图像待处理。

1.6　DGGE 目的条带测序鉴定

使用无菌手术刀切割DGGE图谱上亮度较高、

代表优势菌的条带，将胶条用无菌去离子水漂洗 2

次后，10 μL 去离子水 4℃浸泡过夜。以浸出液作

为 PCR 模板，进行 16S rRNA V6-V8 区 PCR 扩增。

PCR 产物用 2% 琼脂糖凝胶电泳验证后，送往上海

生工生物工程股份有限公司行克隆测序，进行菌

种水平鉴定。测序结果通过 GenBank 进行序列的

同源性比对，选择 Total Score 最高且 Ident 指数大

于 97% 者作为结果。

2　结果

2.1　婴儿期肠道菌群结构变迁

分别将婴儿出生后 10 个时间点的混合粪便样

本 16S rRNA V6-V8 区的 PCR 产物进行 DGGE，获

得 DGGE 指纹图谱（图 1）。由图中可以看出，各

泳道间条带数量、位置及亮度上均存在不同程度

的差异。婴儿期的肠道菌群结构处于不稳定状态，

不同时间点婴儿的肠道菌群在其菌种组成上存在

显著的差异。

图 1　婴儿期肠道菌群 DGGE 指纹图谱　　图中 1~24

条带较亮，代表优势菌种，作为目的条带切割下来，进行克隆测序。

年龄

2.2　婴儿期肠道菌群菌种构成

DGGE 指纹图谱中目的条带菌种测序鉴定结

果见表 2。从细菌对氧气的需求进行细菌分类，莫

林枸橼酸杆菌、非脱羧勒克菌、肠杆菌、假单胞

菌、宋内志贺菌、海洋分枝杆菌、从链霉菌属于

专性需氧菌，发酵乳杆菌和多枝梭菌属于兼性厌

氧菌，而瘤胃球菌、小韦荣球菌、梭状芽孢杆菌、

Akkermansia muciniphila、双歧杆菌属于专性厌氧

菌。从生物分类学角度看，莫林枸橼酸杆菌、克

雷伯菌、非脱羧勒克菌、肠杆菌、假单胞菌、宋

内志贺菌、海洋分枝杆菌属于变形菌门，瘤胃球菌、

多枝梭菌、小韦荣球菌、梭状芽孢杆菌、发酵乳

杆菌属于厚壁菌门，Akkermansia muciniphila 属于

疣微菌门，双歧杆菌、产气柯林斯菌、从链霉菌

属于放线菌门。

2.3　婴儿期肠道菌群菌种演替

结合图 1 及表 2，分析婴儿期肠道菌群定植

演替过程（表 3）。婴儿肠道内变形菌门的细菌

定植最早，以专性需氧菌肠杆菌、假单胞菌为

主，紧接着厚壁菌门专性厌氧菌梭状芽孢杆菌、

小韦荣球菌出现定植，随后专性厌氧的疣微菌门

Akkermansia muciniphila 和厚壁菌门的兼性厌氧菌

发酵乳杆菌、多枝梭菌开始定植，放线菌门细菌

定植最晚，以双歧杆菌为主，并逐渐成为婴儿肠

道内的优势菌群。肠道内细菌定植演替规律为：

从细菌对氧气的需求来看，婴儿肠道内最早定植

的是专性需氧菌，然后是兼性厌氧菌和专性厌氧

0 d      2 d     4 d     7 d    10 d   14 d   28 d   3 月    6 月   12 月
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菌。从生物分类学的角度来看，婴儿肠道内变形

菌门细菌定植最早，厚壁菌门细菌次之，随后是

疣微菌门细菌，放线菌门细菌定植最晚。婴儿出

生第 28 天后，变形菌门细菌数量开始减少并逐渐

消失，而以双歧杆菌为主的放线菌门细菌大量增

殖，成为婴儿肠道内的优势菌群。

表 3　婴儿期肠道菌群定植演替

细菌菌种 0 d 2 d 4 d 7 d 10 d 14 d 28 d 3 月 6 月 12 月

克雷伯菌 △ △ △ △ △ △ △ △ △ △
假单胞菌 △ △ △ △ △ △ △ △ - -
莫林枸橼酸杆菌 - △ △ △ △ △ △ - - -
肠杆菌 - △ △ △ △ △ △ - - -
非脱羧勒克菌 - △ △ - - - - - - -
宋内志贺菌 - △ △ △ - - △ △ - -
小韦荣球菌 - △ - △ △ △ △ - - -
梭状芽孢杆菌 - △ △ △ △ - - △ - -
Akkermansia muciniphila - - △ △ - - △ △ △ △
发酵乳杆菌 - - △ - - - - △ - -
多枝梭菌 - - - - △ △ △ △ △ △
齿双歧杆菌 - - - - △ - △ △ △ -
短双歧杆菌 - - - - - - △ △ △ △
从链霉菌 - - - - - - △ △ △ △
瘤胃球菌 - - - - - - - - △ △
假小链双歧杆菌 - - - - - - - - △ △
两歧双歧杆菌 - - - - - - - - △ △
海洋分枝杆菌 △ - - - - - - - - -
产气柯林斯菌 - - - - - - - - - △

注：△示细菌定植，- 示细菌未定植。

表 2　目的条带的菌种鉴定

条带编号
菌种鉴定

相似度
拉丁名 中文名

1 Citrobacter murliniae 莫林枸橼酸杆菌 99%
2 Erysipelatoclostridium ramosum 多枝梭菌 99%
3 Klebsiella variicola/Klebsiella pneumoniae 变栖克雷伯菌 / 肺炎克雷伯菌 99%
4 Citrobacter murliniae 莫林枸橼酸杆菌 99%
5 Ruminococcus gnavus 瘤胃球菌 99%
6 Veillonella parvula 小韦荣球菌 99%
7 Leclercia adecarboxylata 非脱羧勒克菌 99%
8 Clostridium hathewayi 梭状芽孢杆菌 99%
9 Enterobacter sp.638 肠杆菌 638 99%

10 Pseudomonas gessardii 假单胞菌 99%
11 Enterobacter xiangfangensis 香坊肠杆菌 99%
12 Shigella Sonnei Ss046 宋内志贺菌 99%
13 Akkermansia muciniphila - 99%
14 Pseudomonas gessardii 假单胞菌 99%
15 Lactobacillus fermentum 发酵乳杆菌 99%
16 Akkermansia muciniphila - 99%
17 Bifidobacterium breve ACS-071-V-Sch8b 短双歧杆菌 99%
18 Bifidobacterium dentium 齿双歧杆菌 99%
19 Bifidobacterium dentium 齿双歧杆菌 99%
20 Bifidobacterium pseudocatenlatum 假小链双歧杆菌 99%
21 Marinobacter adhaerens 海洋分枝杆菌 99%
22 Streptomyces avidinii 从链霉菌 99%
23 Collinsella aerofaciens 产气柯林斯菌 99%
24 Bifidobacterium bifidum S17 两歧双歧杆菌 99%

注：– 示没有中文名称，Akkermansia muciniphila 属疣微菌门。
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3　讨论

早期的肠道菌群研究依赖于培养的方法。研

究结果表明，婴儿肠道内最初定植的细菌主要为

葡萄球菌、链球菌、肠球菌、肠杆菌等厌氧菌或

兼性厌氧菌，随着厌氧菌或兼性厌氧菌消耗氧气

形成厌氧环境，双歧杆菌、拟杆菌和梭菌等专性

厌氧菌的数量增加 [7]。尤其是放线菌中双歧杆菌大

量定植，成为婴儿肠道内的优势菌群，这与本研

究中结果基本一致，以细菌 16S rRNA 核酸序列的

现代分子生物学方法亦证实了这一点 [8]。培养依赖

方法耗时耗力、烦杂、再现性差，以及选择培养

基本身存在的缺陷，造成检出微生物种群偏倚和

检出菌株数据偏低等，因此迄今为止依赖于培养

方法的婴儿肠道菌群研究还未能全面、客观地反

映出婴儿期肠道菌群菌种演替规律，现代分子生

物学方法逐渐成为研究的主流方式 [6]。

现代分子生物学技术可同时检测放线菌门、

厚壁菌门、拟杆菌门、变形菌门、疣微菌门下的

多种细菌，揭示了婴儿期大约 30% 培养依赖方法

所未能鉴定的菌种，如梭状芽胞杆菌和瘤胃球菌

属等 [3,8]。Bäckhed 等 [9] 用宏基因组鸟枪法测序对

98 名婴儿及其母亲肠道菌群进行了更为全面的分

析，发现厚壁菌门和拟杆菌门是最常见的菌门，

其次是放线菌门和变形菌门。具体来看，新生儿

的标志菌群是大肠埃希菌 / 志贺菌属、链球菌属、

罗氏菌属，4 月龄婴儿标志菌群为双歧杆菌属、乳

酸杆菌属、颗粒链菌属、柯林斯菌属、韦荣球菌属，

12 月龄婴儿标志菌群包括新生儿出现的拟杆菌，

4 月龄时出现的放线菌、厌氧球菌和梭菌，以及刚

出现的埃肯菌属等。Lee 等 [10] 用测序方法对 20 名

韩国 4 周龄婴儿的肠道菌群进行分析，放线菌门、

厚壁菌门和变形菌门是主要菌群，其中长双歧杆

菌、唾液链球菌、乳链球菌、假肺炎链球菌、格

氏乳酸杆菌是常见菌种。本研究婴儿期主要菌门

是变形菌门、厚壁菌门、放线菌门和疣微菌门，

未检出拟杆菌门细菌，优势菌种与前二者相比有

相同之处，但总体来说差异比较大。

不同研究结果之间的差异较大，可能与研究

人群、研究方法有关。Fallani 等 [11] 对欧洲 6 周龄

的婴儿用荧光原位杂交（FISH）分析，结果表明

双歧杆菌、拟杆菌和肠球菌是其主要的优势菌种，

但北欧国家婴儿粪便中的双歧杆菌比例更高，南

欧国家拟杆菌的多样性较高。可见不同地域婴儿

的肠道菌群具有其各自的特点，因此对我国婴儿

肠道菌群研究是必要的。现代分子生物学技术，

如测序、荧光原位杂交、实时荧光定量 PCR 等，

虽然独立、快速、高效，但也受到了 16S rRNA 基

因序列的限制，存在分辨率较低的问题 [12]。探针

或所测定 16S rRNA 序列的长短，一定程度影响检

出细菌的多少，而不同研究方法在这一点上往往

是有差异的。宏基因组方法分辨率相对较高，具

有高通量、信息全面、系统识别等特点，成为当

前肠道菌群的重要分析方式，但价格也较为昂贵、

难进行多次重复。同时宏基因组方法在通常使用

上主要集中在微生物分类学菌属水平以上肠内细

菌的测定，在菌种水平的测定上存在着信赖度较

差的问题，特别是在婴儿早期的肠道菌群构成简

单、优势菌群种类及数量均少于成人的情况下，

作为初探宏基因组方法未必是最合适的方法。相

反，本研究采用的 PCR-DGGE 方法相对而言操作

更加简单、快速、经济，因此选用 PCR-DGGE 方

法初步分析婴儿期肠道菌群菌种演替规律。另外，

婴儿肠道菌群定植过程受到诸多因素影响，比如

生产方式、喂养方式、抗生素的使用、家庭构成

和家庭环境等 [8]。本研究虽然对婴儿生产方式、喂

养方式、辅食添加等追踪调查，但同样受到小样

本量的限制，难以分组控制上述因素对婴儿肠道

菌群的可能影响，而将 15 名婴儿粪便样品按等时

间等体积混合作为一个整体分析，初步探索健康

婴儿在婴儿期的菌种演替规律，为后续的研究提

供基础数据。

目前大多数研究认为，胎儿在母体时肠道内

呈无菌状态，出生后暴露于细菌环境中开始定植

过程，最早始于婴儿的分娩，而目前有少数研究

采用分子生物学方法在羊水、子宫、胎盘内检测

到细菌的存在 [13-14]，本研究中生后胎便里观察到

有细菌存在，提示肠道菌群定植的始点可能更早。

相关研究表明，厚壁菌门中的瘤胃球菌属在婴儿

肠道早期的出现频率很高 [15]，且相比牛乳喂养婴

儿，母乳喂养和山羊奶喂养婴儿肠道中的厚壁菌

门几乎是单一瘤胃球菌属 [16]。本研究中瘤胃球菌

出现时间相对较晚，但从指纹图谱可以看出它在

厚壁菌门中处于优势状态，其在婴儿肠道中扮演的
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角色有待进一步研究。疣微菌门中的 Akkermansia 
muciniphila 是新发现能特异地生长在人肠道黏膜

层内，对人体健康有益的肠道细菌之一 [17]。近年

的研究表明，Akkermansia muciniphila 能影响人体

物质和能量代谢，动物实验发现它具有抑制肥胖、

抗炎症和改善糖尿病等代谢性疾病的可能性 [18]。

在本研究中，Akkermansia muciniphila 作为婴儿期

优势菌种比双歧杆菌更早地被发现在受试婴儿肠

道内，其对婴儿健康的影响值得今后更深入的研

究。

已有研究结果表明，不论是培养依赖方法，

还是分子生物学方法，都说明了婴儿早期肠道菌

群的定植是一个“混乱”的过程，呈现出一个高

动态、不稳定和低多样性的特点 [12]。尽管如此，

婴儿期肠道菌群的定植和发展所知相对较少 [9]。本

研究设计了前密后疏的检测时间点，真实有效地

反映了婴儿期肠道菌群定植演替过程，加深了对

婴儿期肠道菌群定植的认识，为继续深入研究婴

儿期肠道菌群定植规律提供了宝贵的基础数据。
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