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健康婴儿与过敏性疾病婴儿肠道
双歧杆菌构建差异初探
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［摘要］　目的　通过比较健康婴儿与过敏性疾病婴儿肠道双歧杆菌的构建规律，探讨婴儿肠道双歧杆菌

与过敏性疾病的关系。方法　收集 48 例婴儿生后第 0（胎便）、2、7、15 天，1、6、12 月时共 7 个时间点的

粪便样品，其中 22 例在 1 岁以前患过过敏性疾病的婴儿组成过敏组，26 例健康婴儿作为健康组，使用实时荧

光定量 PCR 技术对婴儿粪便中双歧杆菌属及 8 种双歧杆菌菌种进行定性及定量分析。结果　两组婴儿在 0~1 月

期间肠道双歧杆菌构建过程不同，健康组第 2 天表现出双歧杆菌下降的“重建”特征，而过敏组不存在此特征。

过敏组第 1 月时双歧杆菌属的检出量低于健康组（P<0.05）；第 15 天时 B.breve 的检出率低于健康组（P<0.05），

且 B.infantis 定植延迟。结论　婴儿出生后 0~1 月的肠道双歧杆菌及其构建规律可能与过敏性疾病的发生有关，

该时期可能是婴儿出生后过敏性疾病的防治关键期。           ［中国当代儿科杂志，2018，20（9）：746-752］
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A preliminary study of the difference in composition of intestinal bifidobacteria 
between healthy infants and infants with allergic diseases
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Abstract: Objective    To investigate the association between intestinal bifidobacteria and allergic diseases in 
infants by comparing the composition of intestinal bifidobacteria between healthy infants and infants with allergic 
diseases. Methods    A total of 48 infants were enrolled, and fecal samples were collected on days 0, 2, 7, and 15 and at 
months 1, 6, and 12 after birth. Among these infants, 22 who experienced allergic diseases before the age of 1 year were 
enrolled as allergic group and 26 healthy infants were enrolled as healthy group. Quantitative real-time PCR was used 
for the qualitative and quantitative analyses of Bifidobacterium and 8 species of bifidobacteria in fecal samples. Results    
There was a difference in the composition of intestinal bifidobacteria between the two groups within 1 month after birth: 
the healthy group showed a reduction in bifidobacteria on day 2, while this feature was not observed in the allergic group. 
Compared with the healthy group, the allergic group had a significantly lower detection count of Bifidobacterium at month 
1 (P<0.05) and a significantly lower detection rate of B.breve on day 15 (P<0.05), with delayed colonization of B.infantis. 
Conclusions    Intestinal bifidobacteria and their composition within 1 month after birth may be associated with the 
development of allergic diseases, and this period of time may be a critical period for the prevention and treatment of 
allergic diseases in infants.                                                                      [Chin J Contemp Pediatr, 2018, 20(9): 746-752]
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近年来，儿童过敏性疾病的发病率呈上升趋

势，WHO 已将其列为“二十一世纪重点防治的三

大疾病之一”，主要包括湿疹、过敏性鼻炎、过

敏性皮炎、哮喘等 [1]。“卫生假说”认为生命早期

因环境微生物暴露减少，引起免疫系统发育不成

熟，从而增加患过敏性疾病的可能性 [2]。婴儿出生

后 0~1 岁是肠道菌群发育成熟的重要时期，多数

研究指出婴儿出生后第一年肠道菌群紊乱与食物

过敏、哮喘等过敏性疾病的发生有关 [3-5]。

双歧杆菌是人体肠道微生物的重要组成部分，

也是婴儿肠道最早出现的有益菌、优势菌群之一，

对维持人体健康具有极其重要的作用 [6]。已有研究

表明，宿主肠道的双歧杆菌可促进婴儿免疫系统

的发育和成熟，其菌种构成及多样性对过敏性疾

病的影响受到广泛关注 [7-9]。

然而，国内外对过敏婴儿肠道双歧杆菌的研

究主要为属水平上的鉴定，多为单一时间点横断

面研究，影响过敏性疾病的关键时期尚不清楚。

为了全面地观察过敏组婴儿双歧杆菌的定植时间、

种类及数量情况，本研究采用实时荧光定量 PCR

的方法，对 0~1 岁健康组和过敏组婴儿在不同时

间点粪便中的双歧杆菌属及人体最常见的 8 种双

歧杆菌菌种进行定性及定量检测，系统地比较健

康组与过敏组婴儿肠道双歧杆菌的构建规律，探

讨婴儿肠道双歧杆菌影响过敏性疾病的关键期，

为婴儿过敏性疾病的防治提供理论依据。

1　资料与方法

1.1　研究对象及样本采集

选取 2015 年出生于四川大学华西第二医院的

正常足月新生儿 48 例为研究对象，根据 1 岁以内

是否患过敏性疾病分为健康组（n=26）和过敏组

（n=22）。用无菌粪便收集管采集新生儿出生后

第 0（胎便）、2、7、15 天，以及生后 1、6、12

月时共 7 次新鲜粪便样品，采集粪便后立即暂存

于 -20℃，24~48 h 内转移至 -80℃超低温冰箱待测，

共收集粪便样品 292 份（表 1）。通过问卷调查和

统计学比较，两组婴儿的基础人口学信息（性别、

生产方式、喂养方式、家族过敏性疾病史、母亲

孕期服用益生菌）差异均无统计学意义（表 2）。

表 1　健康组与过敏组婴儿不同时间点的粪便样品数

样本采集时间 健康组样品数 过敏组样品数 总样品数

第 0 天 21 16 37

第 2 天 21 19 40

第 7 天 18 19 37

第 15 天 22 19 41

第 1 月 26 22 48

第 6 月 21 22 43

第 12 月 25 21 46

总计 154 138 292

表 2　健康组与过敏组婴儿的基础人口信息比较

[ 例（%）]

基本信息
健康组
(n=26)

过敏组
(n=22)

χ2 值 P 值

男性 17(65) 8(36) 3.577 0.059

剖宫产 19(73) 15(68) 0.379 0.538

喂养方式 ( 生后 1 月内 )

母乳喂养 8(31) 10(45)

1.239 0.538人工喂养 4(15) 1(5)

混合喂养 14(54) 11(50)

母亲过敏史 12(46) 9(41) 0.040 0.841

母亲以外家人过敏史
( 包括父亲 ) 12(46) 12(55) 0.192 0.661

母亲孕期服用益生菌 22(85) 16(73) 0.943 0.331

1.2　纳入及排除标准

健康组纳入标准：（1）婴儿 0~1 岁间的粪便

样品采样率达到 80%；（2）1 岁以前未患过敏性

疾病。

过敏组纳入标准：（1）婴儿 0~1 岁间的粪便

样品采样率达到 80%；（2）1 岁以前经县级以上

医院确诊为过敏性疾病（包括湿疹、食物过敏、

药物过敏、过敏性哮喘等）中任意一种的患儿 [10-11]。

两组排除标准均为：（1）新生儿患严重疾病

或先天性疾病；（2）婴儿 0~1 岁间因各种原因服

用抗生素；（3）婴儿 0~1 岁间行肠道侵入性检查

或治疗。

本研究遵循赫尔辛基原则，经医院伦理委员

会批准，并由纳入对象的父亲或母亲签署知情同

意书。

1.3　材料和试剂

粪便细菌基因组 DNA 提取试剂盒（北京天根
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生化科技有限公司）；引物合成（上海生工生物

工程有限公司）、SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ（大连

宝生物工程有限公司）；八联管（上海生工生物

工程有限公司）；双歧杆菌标准菌株（日本理化

学研究所微生物保存施设）；实时荧光定量 PCR

仪（美国 BIO-RAD 公司）。

1.4　粪便样品基因组 DNA 提取

称取 200 mg 粪便，按照粪便细菌基因组 DNA

提取试剂盒实验步骤提取，最终获得 50 μL DNA

溶液，-80℃保存备用。

1.5　实时荧光定量 PCR 检测

针对双歧杆菌菌种的特定基因，分别选取双

歧杆菌属及人体肠道特有的 8 种不同的双歧杆菌

种引物（表 3）进行实时荧光定量 PCR 检测。采

用 25 μL 体系进行实时荧光定量 PCR 反应，包括

SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ 12.5 μL， 上、 下 游 引 物

（10 μmol/L）各 1.0 μL，ddH2O 8.5 μL，模板 DNA 

2.0 μL。反应条件为：95℃预变性 10 s；94℃变性

20 s，55℃退火 20 s，72℃延伸 50 s，共 40 个循环。

每次实验均设立阴性对照，同时做熔解曲线，检

查有无非特异性扩增。采用文献 [12] 的方法，根据

标准曲线及提取过程得到浓度的换算方程式，对

粪便样品基因组 DNA 的 Ct 值进行细菌浓度换算，

计算每克粪便样品中的细菌浓度。各双歧杆菌菌

种的检出限在 104~107 CFU/g 之间。

1.6　统计学分析

采用 SPSS 22.0 统计软件对数据进行统计学分

析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，两

组双歧杆菌检出数量比较采用独立样本 t 检验；两

组各时间点双歧杆菌检出菌种数比较采用重复测

量资料的混合线性模型。计数资料以率（%）表示，

两组双歧杆菌检出率比较采用卡方检验或 Fisher

确切概率法，P<0.05 为差异有统计学意义。

表 3　双歧杆菌属 / 种 PCR 特异性引物序列

双歧杆菌属 / 种 引物 基因序列 (5' → 3') 扩增长度 (bp)

Bifidobacterium g-Bifid-F CTCCTGGAAACGGGTGG
549~563

g-Bifid-R GGTGTTCTTCCCGATATCTACA

B.adolescentis group BiADOg-1a CTCCAGTTGGATGCATGTC

279BiADOg-1b TCCAGTTGACCGCATGGT

BiADOg-2 CGAAGGCTTGCTCCCAGT

B.angulatum BiANG-1 CAGTCCATCGCATGGTGGT
275

BiANG-2 GAAGGCTTGCTCCCCAAC

B.bifidum BiBIF-1 CCACATGATCGCATGTGATTG
278

BiBIF-2 CCGAAGGCTTGCTCCCAAA

B.breve BiBRE-1 CCGGATGCTCCATCACAC
288

BiBRE-2 ACAAAGTGCCTTGCTCCCT

B.catenulatum group BiCATg-1 CGGATGCTCCGACTCCT
285

BiCATg-2 CGAAGGCTTGCTCCCGAT

B.dentium BiDEN-1 ATCCCGGGGGTTCGCCT
387

BiDEN-2 GAAGGGCTTGCTCCCGA

B.infantis BiINF-1 TTCCAGTTGATCGCATGGTC
823

BiINF-2 GGAAACCCCATCTCTGGGAT

B.longum BiLON-1 TTCCAGTTGATCGCATGGTC
831

BiLON-2 GGGAAGCCGTATCTCTACGA

2　结果

2.1　健康组与过敏组婴儿双歧杆菌检出率比较

在双歧杆菌属水平上，健康组婴儿胎便中双

歧杆菌属的检出率为 33%；第 2 天时，检出率为

14%，与第 0 天比有降低趋势，但差异无统计学意

义（P>0.05）；第 7、15 天和 1 月时的检出率分别

为 44%、55%，96%，6 月及 12 月时的检出率为

100%，与第 0 天比检出率均增加，且从第 1 月起

差异有统计学意义（P<0.05）。过敏组婴儿胎便
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中双歧杆菌属的检出率较低，为 6%；第 2、7、15

天和 1 月时的检出率分别为 16%、42%、53%，

95%，6 月及 12 月时的检出率为 100%，与第 0 天

比检出率逐渐升高，从第 7 天起差异有统计学意

义（P<0.05）。见表 4。

表 4　健康组与过敏组婴儿双歧杆菌属的检出率比较

[ 例（%）]

样本采集时间 健康组 过敏组

第 0 天 7(33)(n=21) 1(6)(n=16)

第 2 天 3(14)(n=21) 3(16)(n=19)

第 7 天 8(44)(n=18) 8(42)(n=19)a

第 15 天 12(55)(n=22) 10(53)(n=19)a

第 1 月 25(96)(n=26)a 21(95)(n=22)a

第 6 月 21(100)(n=21)a 22(100)(n=22)a

第 12 月 25(100)(n=25)a 21(100)(n=21)a

注：a 示与第 0 天相比，P<0.05。

图 1　健康组婴儿 8 种双歧杆菌的检出率

图 2　过敏组婴儿 8 种双歧杆菌的检出率

2.2　健康组与过敏组婴儿双歧杆菌检出菌种数变

化情况

两组婴儿双歧杆菌检出菌种数的混合线性模

型分析结果显示，过敏组和健康组之间的菌种数

差异无统计学意义（P=0.552），但两组各时间点

之间差异有统计学意义（P<0.001）（表 5）。

根据重复测量资料的两两比较分析结果显示，

健康组婴儿胎便中双歧杆菌平均检出种类数为 3.0

种，其中检出菌种数为 2 种的最多（共 9 例）。

第 2 天时，平均检出菌种数为 2.3 种，与第 0 天比

有降低趋势，但差异无统计学意义（P>0.05）。第 7、

15 天的婴儿粪便中双歧杆菌平均检出种类数分别

为 2.5、3.4 种，检出种数多为 1 种或 2 种，检出 4

种及以上菌种的情况较少。第 1 月时，检出菌种

数明显增加；第 6 月时达到定植种类高峰，检出

菌种数为 4~8 种；第 12 月与第 6 月基本一致，平

均检出菌种数为 6.4 种。从第 1 月起与第 0 天相比

检出菌种数明显增加（P<0.05）。

过敏组婴儿胎便中双歧杆菌平均检出菌种数

为 1.8 种，其中检出菌种数为 2 种的最多（共 8 例）。

第 2、7、15 天的婴儿粪便中双歧杆菌平均检出菌

种数分别为 2.2、2.7、2.4 种，检出菌种数多为 1

种或 2 种，检出 4 种及以上菌种的情况较少。第 1、6、

12 月检出 5 种及以上双歧杆菌菌种的婴儿占多数，

平均为 5.3、6.6、6.6 种；至第 12 月时，7 种检出

者最多（共 10 例）。第 2 天及之后的检出菌种数

均高于第 0 天，从第 1 月起与第 0 天相比检出菌

种数差异有统计学意义（P<0.05）。在第 0 天时，

健康组双歧杆菌检出菌种数有高于过敏组的趋势，

但差异无统计学意义（P>0.05）。见表 6，图 3。

在双歧杆菌种水平上，健康组婴儿最早定植

的种类（在第 0 天检出）是 B.adolescentis、B.breve、

B.catenulatum、B.bifidum、B.infantis、B.dentium，

其 中，B.bifidum、B.infantis、B.breve 的 检 出 率 随

时间变化情况与双歧杆菌属类似（图 1）；过敏

组婴儿最早定植的种类是 B.angulatum、B.breve、

B.catenulatum、B.bifidum、B.dentium，其中，B.longum、

B.infantis、B.breve 的检出率随时间变化情况与双

歧 杆 菌 属 类 似（ 图 2）。 在 第 15 天 时， 健 康 组

的 B.breve 检 出 率（59%） 高 于 过 敏 组（26%，

χ2=4.447，P<0.05）， 其 他 双 歧 杆 菌 菌 种 的 检

出率在两组各时间点比较差异均无统计学意义

（P>0.05）。
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2.3　健康组与过敏组婴儿双歧杆菌属检出量变化

在第 1 月时，健康组的双歧杆菌属平均检出

量（2.1×108 CFU/g）高于过敏组（3.0×107 CFU/g）

（P<0.05）。第 6 月和第 12 月两组双歧杆菌属检

出量比较差异均无统计学意义（P>0.05）。见表 7。

表 6　健康组与过敏组婴儿双歧杆菌检出菌种数比较

（x±s）

样本采集时间 健康组 过敏组

第 0 天 3.0±1.4(n=21) 1.8±0.9(n=16)

第 2 天 2.3±1.3(n=21) 2.2±0.9(n=19)

第 7 天 2.5±1.2(n=18) 2.7±1.4(n=19)

第 15 天 3.4±1.9(n=22) 2.4±1.7(n=19)

第 1 月 5.7±1.2(n=26)a 5.3±1.2(n=22)a

第 6 月 6.4±1.0(n=21)a 6.6±1.1(n=22)a

第 12 月 6.4±1.0(n=25)a 6.6±0.8(n=21)a

F 值 33.611 46.515

P 值 <0.001 <0.001

注：a 示与第 0 天相比，P<0.05。

表 5　混合线性模型的固定效应

方差来源
分子

自由度
分母

自由度
F 值 P 值

截距 1 194.620 2.911 0.090

分组 1 194.675 0.354 0.552

时间 5 159.273 104.811 <0.001

分组 × 时间 5 162.476 0.005 0.946

出生第 0 天 1 194.580 15.622 <0.001

出生第 0 天 × 时间 5 159.289 4.540 0.035

3　讨论

随着过敏性疾病发病率的逐年上升，过敏性

疾病的早期防治受到了高度重视。双歧杆菌是婴

儿肠道菌群的优势菌群之一，有研究指出其数量

和多样性可能与婴儿免疫系统的发育有关，从而

与过敏性疾病发生相关 [6-7,13]。本研究采用实时荧

光定量 PCR 的方法，设计了前密后疏的多个时间

点，从检出率、检出菌种数及检出数量方面比较

健康组与过敏组婴儿肠道双歧杆菌属及 8 个种的

构建规律，探讨双歧杆菌构建规律与过敏性疾病

发生的关系及其影响过敏性疾病的关键时期。

在双歧杆菌检出率方面，本研究发现健康组

婴儿 0~1 岁双歧杆菌属的构建规律为出生时即携

带双歧杆菌属，在出生后第 2 天检出率呈下降趋势，

之后又回升的“重建”特征，并在 1 月至 1 岁趋

于稳定，检出率基本达到 100%。与健康组婴儿相

比，过敏组婴儿 0~1 岁双歧杆菌属的构建规律为

出生时双歧杆菌属携带较少，且随时间的增加而

逐渐升高，整个过程未出现“重建”特征，仍在

1 月至 1 岁趋于稳定。在双歧杆菌数量方面，本研

究发现过敏组婴儿第 1 月检出双歧杆菌属的菌量

显著低于健康组婴儿，说明过敏组婴儿双歧杆菌

属的检出率虽然在第 1 月时与健康组婴儿相当，

但仍无法达到健康组婴儿同水平的菌量。在双歧

杆菌菌种数方面，在第 0 天时，过敏组婴儿双歧

杆菌菌种数有低于健康组的趋势，提示其出生时

双歧杆菌多样性较低。并且，两组婴儿菌种数表

现出与检出率类似的构建规律。

传统研究认为，双歧杆菌在婴儿出生后开始

图 3　健康组与过敏组婴儿双歧杆菌检出菌种数比较　

　a 示与第 0 天相比，P<0.05。

表 7　健康组与过敏组婴儿双歧杆菌属检出量比较

（x±s）

组别 第 1 月 第 6 月 第 12 月

健康组 8.3±1.3 9.3±1.1 8.9±1.3

过敏组 7.5±1.3 9.0±1.4 9.1±1.2

t 值 -2.175 -0.602 0.455

P 值 0.035 0.551 0.651

注：表格中的数据均由原始数据经 log 转化而得。
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定植，并持续存在于婴儿肠道内 [12,14]。近期也有研

究发现，健康新生儿的母亲孕期羊水、胎盘、胎

膜及脐血中也有细菌存在 [15]。本研究发现双歧杆

菌在健康组婴儿胎便中即存在，但过敏组婴儿胎

便中则检出率较低，推测该差异可能在出生前便

存在，提示婴儿肠道双歧杆菌的构建始点和差异

可能追溯到母亲子宫内，母体内的构建规律还有

待进一步研究。目前，多数研究主要为比较健康

婴儿与过敏婴儿双歧杆菌的时间点横断面差异 [16]，

而未比较其构建过程的动态变化。本研究发现两

组婴儿出生后双歧杆菌的构建过程也存在差异，

健康组婴儿的双歧杆菌并非在出生后持续存在，

而是在第 2 天后呈现重新构建的过程；而过敏组

婴儿的双歧杆菌在出生后呈现从少到多的构建过

程，不存在重建过程。由此推测双歧杆菌的重建

过程也可能是影响过敏性疾病发生的潜在因素，

但其重建机制有待进一步研究。

最近的一项系统综述和 Meta 分析显示，母亲

在妊娠后期和（或）婴儿出生后 1 个月内使用益

生菌能明显降低发生湿疹的风险 [17]。本研究显示

两组婴儿的双歧杆菌差异和构建规律差异主要集

中在出生后 0~1 月，提示 0~1 月可能是婴儿出生

后过敏性疾病防治的关键期。

本研究的双歧杆菌种水平结果显示，两组婴

儿出生后 B.infantis 和 B.breve 的构建规律均与其

双歧杆菌属水平类似。近年研究指出，B.infantis
和 B.breve 属于婴儿型双歧杆菌，具有调节免疫平

衡、抗炎症作用，是健康婴儿肠道中主要的双歧

杆菌菌种 [14,18]。双歧杆菌菌种变化与过敏、代谢疾

病等炎症性疾病有密切的关系，不同双歧杆菌的

免疫调节特性不同 [12]。有研究显示，低过敏性疾

病发病率地区的婴儿粪便中主要检测出B.infantis，

B.infantis的定植可能与过敏性疾病低发病率有关。

本研究结果与之相似，过敏组婴儿的 B.infantis 相

比健康组定植延迟，在第 7 天才被检出。此外，

第 15 天时过敏组婴儿 B.breve 的检出率显著低于

健康组婴儿，提示婴儿在生命早期低水平 B.breve
可能与过敏性疾病有关。其中，B.infantis 的结果

与多数研究相似，例如 Young 等 [19] 发现 B.infantis
是加纳过敏性疾病低发生率婴儿主要的双歧杆菌

菌种。但 B.breve 在其他类似研究中少有提到，推

测可能是因为不同地区的饮食习惯、环境因素等

差异导致不同地区婴儿肠道中重要菌种有所不同。

例如 He 等 [18] 发现健康婴儿肠道中具有典型的婴

儿型双歧杆菌，主要为 B.bifidum，而过敏患儿主

要定植 B.adolescentis。Akay 等 [20] 发现土耳其过敏

儿童的粪便样品中仅有 B.longum 的检出率显著低

于健康儿童。B.longum 是英国和新西兰（过敏性

疾病发生率较高）婴儿主要的双歧杆菌菌种。综上，

本研究提示 B.infantis 和 B.breve 可能是成都地区婴

儿比较重要的双歧杆菌菌种，其对该地区婴儿过

敏性疾病的早期防治可能具有关键作用。

综合上述研究结果，发现过敏组婴儿肠道双

歧杆菌与健康组婴儿在出生时即存在差异，其后

两组婴儿肠道双歧杆菌的构建规律也存在差异，

该差异主要集中在 0~1 个月，且主要差异菌种为

B.infantis 和 B.breve。因此，婴儿出生后 0~1 月的

肠道双歧杆菌及其构建规律可能与过敏性疾病的

发生有关，该时期可能是婴儿出生后过敏性疾病

的防治关键期。上述结果为婴儿过敏性疾病的早

期预防提供了理论依据，有利于进一步研究如何

通过调节婴儿肠道菌群防治过敏性疾病。

基于本研究结果，为进一步探讨婴儿肠道双

歧杆菌在过敏性疾病中的作用，应多中心、扩大

样本量，并结合有机酸代谢组学、生理性免疫指

标的研究。此外，还可继续观察该群体小孩在 1

岁后的肠道菌群变化，进行更全面、长远的研究。

志谢：本研究由公共卫生与预防医学省级实

验教学中心和食品安全监测与风险评估四川省重

点实验室支持。
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