


!"#$%&’%( )*$%(+,% -(+.# 添加新霉素（类杆菌），!/!
（产气荚膜梭菌），011 2+’3（肉毒梭菌）以及 42/（蜡

样 芽 孢 杆 菌 ）。 除 !’$*%.5 6-$(.’%7 4%&89: 和

!"#$%&’%( )*$%(+,% -(+.# 外，其余培养基均购自上海

市疾病预防控制中心培养基室。

!"# 分离和计数

培养 条 件：总 好 氧 菌 和 肠 杆 菌 ;<=，肠 球 菌

>>?@=，在普通温箱中培养 AB C D>#；厌氧菌采用

E0F,+G 厌氧培养系统，;<=培养 ;H C >B#。

菌落计数：每克样本中的菌数（IJKL1）M（菌落

数L涂布量）N 稀释倍数 N 稀释液体积L重量，菌群数

量经对数换算，以 ’+1AOIJKL1（湿重）表示。

种属鉴定：菌落特征，菌体形态，E($: 染色特

性；生理生化鉴定指标：糖发酵、吲哚、过氧化氢酶、

硝酸盐还原、PD! 等，按细菌系统鉴定手册［H］进行。

!"$ 双歧杆菌和乳杆菌菌种的分子鉴定

!"$"! QF) 提取：按文献［<］所述方法进行。

!"$"# AH! (QF) /IR 扩增：双歧杆菌种特异性引

物［B］：@STIEEEUEIUVIII)IUUUI)UET;S（ V:;），@ST
E)UUIUEEIUI)EE)UE))IET;S（V:DH）；扩增产物长

度 约 为 A@OO,W。 乳 杆 菌 种 特 异 性 引 物［X］： @ST
EE)))I)E（ )LE）UEIU))U)IIET;S（ YA@X）， @ST
I)IIEIU)I)I)UEE)ET;S（YH<<）；扩增产物长度约

为 HOO,W。引物由上海申能博彩生物科技有限公司

合成。参照文献［B，X］进行 /IR 扩增。

!"$"$ /IR 产物测序及分析：/IR 产物经纯化、测

序后，在 QQ-Z 数据库中使用 -Y)!U 工具进行同源

性 分 析，并 将 其 序 列 送 交 E%*-$*3 数 据 库 获

)""%[[8+* F9:,%(（表 D）。

# 结果和讨论

#"! 肠道菌群群落分布及 %&’ 值

从肠道菌群值（表 A）来看，双歧杆菌、乳杆菌和

类杆菌（!"#$%&’()%*）等厌氧菌的数量高达 AOX IJKL1
（湿重），且样本差异小，它们与宿主共生，是肠道菌

群的主要构成者。而肠杆菌（ +*#,%&’#,’"）、肠球菌

（+-$%&(#(##.*）等条件性致病菌的数量比较小少，为

肠道非优势菌，其中肠球菌的检出率（B@?<\）较低。

产气 荚 膜 梭 菌（ / ] 0%&1&’-2%-*）、肉 毒 梭 菌（ / ]
3($.4’-.5）、蜡样芽孢杆菌（!"#’44.* #%&%.*）等病原菌

的数量少，样本差异大，检出率低，肠道微生态平衡

时不会致病。-L0 值是指粪便中双歧杆菌与肠杆菌

数量的比值，作为肠道微生物定植抗力指标，可以从

正反两方面的对比来评价肠道菌群结构的状况，其

数值大于 A 表示肠道定值抗力正常［AA］。本研究中

儿童的平均 -L0 值为 D?;B，大大高于正常基准线，

说明儿童肠道菌群的定植抗力较强，可有效抑制外

来致病菌的定植。

表 ! 肠道菌群数量及 %&’ 值

U$,’% A ^9$*.8.7 +_ 8*.%[.8*$’ _’+($ $*& -L0 ‘$’9%

U7W% +_ ,$".%(8$

I#8’&(%*（* M DA） )&9’.（* M AB）［AO］

G a [
’+1AOIJKL1（b%.）

Q%.%".8+*
($.%L\

G a [
’+1AOIJKL1（b%.）

Q%.%".8+*
($.%L\

U+.$’ $%(+,8" B?A@ a O?H@ AOO B?D; a O?<;$ AOO
+*#,%&’#,’" <?;B a O?XB AOO <?HA a O?@D$ AOO
+-$%&(#(##.* @?;B a D?@; B@?< H?DD a A?DD$ AOO
U+.$’ $*$%(+,8" AO?DA a O?@D AOO AO?D> a O?;A$ AOO
!’1’)(3"#$%&’.5 [WW] X?OB a O?@A AOO X?;H a O?DB$ AOO
6"#$(3"#’44.* X?O< a O?>@ AOO B?>B a O?<>, AOO
!"#$%&’()%* X?>X a O?@D AOO X?BB a O?;H$ AOO
/ ] 0%&1&’-2%-* D?;; a D?BH >D?X @?@< a A?AH" <D?D
/ ] 3($.4’-.5 >?;; a D?<A <H?D @?X< a A?A@" HA?A
!"#’44.* #%&%.* >?O@ a D?B< <A?> c c
)‘%($1% -L0 D?;B D?D>& LA<@?HH$

U#% ‘$’9%[ _+( "#8’&(%* $*& $&9’.[ &+ *+. &8__%(（ . .%[.；W d O?OA）；,U#%
‘$’9%[ _+( "#8’&(%* $*& $&9’.[ $(% &8__%(%*.（W e O?O@）；"U#% ‘$’9%[ _+(
"#8’&(%* $*& $&9’.[ $(% &8__%(%*.（W e O?OA）；&U#% ’+1AO（*9:%,%(）+_ A<@?HH
.#$. 8[ [98.$,’% .+ "+:W$(% b8.# D?;B?

经 . 检验，与张敏［AO］利用相同方法研究所得的

健康青年人（DO C D@ 岁）的肠道菌群值相比，儿童肠

道菌群中肠球菌的检出率（B@?<\）较低，产气荚膜

梭菌、肉 毒 梭 菌 的 检 出 数 量 少 且 差 异 显 著（ 7 e
O?OA），乳杆菌数量明显较高（/ e O?O@），其余菌群均

无明显差异（7 d O?OA）。儿童的平均 -L0 值要高于

青年人的平均 -L0 值（D?;B d D?D>），提示儿童的肠

道菌群比青年人的对于致病菌具有较强的抵抗力。

研究结果表明儿童的肠道菌群分布与青年人的相

近，已经趋于稳定、成熟；且致病菌的数量少，乳杆菌

的数量明显较多，平均 -L0 值较高，表明其肠道微生

态环境比青年人的要优越。

#"# 关键益生菌群落结构分析

本实验采用双歧杆菌特异性引物对 V:DHLV:;
和乳杆菌特异性引物对 YA@XLYH<<，对分离出的双

歧杆菌和乳杆菌进行 AH! (QF) /IR 扩增、测序、序

列分析后获得 H 种双歧杆菌和 H 种乳杆菌（表 D）。

#"#"! 肠道双歧杆菌种群结构的分析：本研究自儿

童粪便样品中检测到 H 种双歧杆菌（表 ;），对照其

菌值 顺 序 由 多 到 少 依 次 为：长 双 歧 杆 菌（ ! ]
4(-2.5）、假小链双歧杆菌（ ! ] 0*%.)(#"$%-.4"$.5）、

青春双歧杆菌（! ] ")(4%*#%-$’*）、两歧双歧杆菌（! ]
3’1’).5）、婴儿双歧杆菌（! ] ’-1"-$’*）、嗜热嗜酸双歧

杆菌（! ] $,%&5"#’)(0,’.5）。其中，长双歧杆菌与假
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表 ! 益生菌分离菌株的分子鉴定结果

!"#$% & ’($%)*$"+ ,-%./010)"/0(. +%2*$/ (1 2%3"+"/%- 3+(#0(/0)2 2/+"0.2

,-%./010%- 2/+"0. 4(5
6789! :%2*$/2

90;0$"+ 2/+"0. 90;0$"+0/<=>
,-%./010%- 2/+"0. "))%220(. 4(5

61?，61@，6;&?，6"AA，6"A ! 5 "#$%&’()*$+%,)*%- BB，BC，BC，BB，BC 8DEFF@G@，8DEFF@GH，8DEFF@GF，8DEFF@GE，8DEFF@GC
6"&，6;&F，6;&B，6"? ! 5 ,’+.%- BC，BC，BC，BB 8DEFF@GB，8DEFF@?G，8DEFF@??，8DEFF@?&
61H ! 5 )&’,$#($+*/# BC 8DEFF@?A
6;A? ! 5 *0$1-)(/&’"0/%- BF 8DEFF@?@
6"&?? ! 5 /+2)+*/# BB 8DEFF@?H
6"@E ! 5 3/2/&%- BB 8DEFF@?F
7"?，7"A 4 5 1%-/+/# ?GG，?GG 8DEFF@?C，8DEFF@?B
7’"?，7"H 4 5 #),/5)1/%# ?GG，?GG 8DEFF@&G，8DEFF@&?
7’"A 4 5 .)##$1/ BE 8DEFF@&&
7’"&H，7"&@，7"&? 4 5 -%(’#)$ BB，?GG，?GG 8DEFF@&@，8DEFF@&F，8DEFF@&E
7H@H 4 5 2$1-$+*%- BB 8DEFF@AG
7’H@ 4 5 ",)+*)1%- BC 8DEFF@A?

小链双歧杆菌的平均数量多达 ?GE IJK=L（湿重），检

出率分别为 BGM@C>和 CHME?>，为儿童肠道内双歧

杆菌的优势菌种。青春双歧杆菌和两歧双歧杆菌的

数量较少，只有在较少样本中检测到，检出率分别为

AAMAA>和 ?BMGH>。婴儿双歧杆菌与嗜热嗜酸双歧

杆菌数量最少，只是在个别样本中能够检测到。无

论是哪一种双歧杆菌，它们的数量在样本之间的差

异（?MCF N AMCH）都比较大。且不同的样本之间所能

检测到的双歧杆菌的种类是有差异的，一般能检测

到其中的 ? N @ 种双歧杆菌。

表 " 益生菌菌种检出数量和检出率

!"#$% A O*"./0/< (1 3+(#0(/0)2 2/+"0.2 ".- P%/%)/0(. +"/%

9/+"0.2
Q R 2

$(L?GIJK=L（S%/）
P%/%)/0(.
+"/%=>

!/2/&’3)(*$1,%-
! 5 ,’+.%- E 5B@ R &5EC BG 5@C
! 5 "#$%&’()*$+%,)*%- E 5&F R A5?H CH 5E?
! 5 )&’,$#($+*/# & 5HB R A5C@ AA 5AA
! 5 3/2/&%- ? 5FH R A5@C ?B 5GH
! 5 /+2)+*/# G 5@? R ?5CF @ 5EF
! 5 *0$1-)(/&’"0/%- G 5@? R ?5CB @ 5EF

4)(*’3)(/,,%#
4 5 -%(’#)$ @ 5FC R A5CH E? 5@A
4 5 2$1-$+*%- A 5BE R A5B? H& 5AC
4 5 #),/5)1/%# & 5C& R A5EH AC 5?G
4 5 1%-/+/# & 5CG R @5GE AA 5AA
4 5 .)##$1/ & 5GC R A5G@ AA 5AA
4 5 ",)+*)1%- G 5BF R &5@A ?@ 5&B

国外文献［?&，?A］报道，肠道双歧杆菌种群组成及

数量与生理年龄紧密相关，婴儿肠道内的双歧杆菌

主要由两歧双歧杆菌、短双歧杆菌（! 5 31$5$）和婴

儿双歧杆菌组成，幼年时主要由青春双歧杆菌、小链

双歧杆菌（! 5 ()*$+%,)*%-）和假小链双歧杆菌组成，

而成人后主要由青春双歧杆菌和长双歧杆菌组成。

张敏［?G］研究发现中国青年人的肠道中含有 H 种双

歧杆菌，即：青春双歧杆菌、长双歧杆菌、婴儿双歧杆

菌、假小链双歧杆菌和动物双歧杆菌（! 5 )+/-),/#），

其中青春双歧杆菌和长双歧杆菌为青年人双歧杆菌

中的优势菌种。本研究表明，& N H 岁中国儿童肠道

中主要双歧杆菌种类中既有幼年期占优势的假小链

双歧杆菌，又有成人中占优势的长双歧杆菌，此外还

含有青年人常见菌种青春双歧杆菌以及婴儿中主要

双歧杆菌两歧双歧杆菌、婴儿双歧杆菌等，其种群结

构兼有婴儿与成人肠道双歧杆菌的两方面的特征，

种群特征属于由婴儿向成年的过渡类型；这与本实

验所选择的研究对象正处在幼年期的生理年龄有

关。与国外对于人在幼年时肠道双歧杆菌的研究结

果相比较，中国儿童肠道主要的双歧杆菌中不包含

有青春双歧杆菌，而且没有检测到小链双歧杆菌；这

可能与人种差异有关。

!#!#! 肠道乳杆菌种群结构的分析：不同样本之间

能够检测的乳杆菌的种类也有很大差异，一般能够

检测到 ? N H 种乳杆菌。本研究发现，& N H 岁儿童

肠道菌群乳杆菌主要有以下 F 种乳杆菌组成（如表

A）：4 5 -%(’#)$、发酵乳杆菌（ 4 5 2$1-$+*%-）、唾液乳

杆菌（4 5 #),/5)1/%#）、瘤胃乳杆菌（ 4 5 1%-/+/#）、加氏

乳杆菌（ 4 5 .)##$1/）和植物乳杆菌（ 4 5 ",)+*)1%-）。

其中，4 5 -%(’#)$ 和发酵乳杆菌的数量较多，平均为

AMFC $(L?GIJK=L=（S%/）和 AMBE $(L?G IJK=L=（S%/）；检出

率比较高，分别为 E?M@A>和 H&MAC>，为稳定定植

于儿童肠道内的优势乳杆菌。而唾液乳杆菌、瘤胃

乳杆菌、加氏乳杆菌的数量少，检出率也很低。植物

乳杆菌只能在个别样本中检测到。而且研究结果发

现，不同样本之间乳杆菌种群的组成和数量存在有

很大差异（&M@A N @MGE）。

国外一些研究表明：发酵乳杆菌、唾液乳杆菌、

干酪乳杆菌（ 4 5 ()#$/）能够在人的口腔和直肠内检
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测到，而瘤胃乳杆菌、! ! "#$#%#&’(、卷曲乳杆菌（ ! !
%$(&"#)*&）、阴道乳杆菌（ ! ! +#,(-#.(&）和加氏乳杆菌

常能够在人粪便样品中检测到［"#，"$］。%&’(’) 等人［*］

利用分子生物学方法对人肠道乳杆菌结构进行了跟

踪研究，发现瘤胃乳杆菌是肠道乳杆菌的优势菌种，

普遍存在，数量很多；且发现不同个体之间乳杆菌种

群组成和数量差异很大。由上可知，本实验对于中

国儿童肠道乳杆菌的研究结果与国外对于欧洲人群

肠道乳杆菌的研究结果基本一致，只是乳杆菌的优

势乳杆菌和不同菌种的检出数量与欧洲人有较大差

异。这可能与中西方的生活习惯、膳食结构、外部环

境以及受分析的人种不同有很大关系。张敏［"+］研

究发现中国青年人的肠道乳杆菌主要由卷曲乳杆

菌、唾 液 乳 杆 菌、发 酵 乳 杆 菌、瑞 士 乳 杆 菌（ ! !
/’.+’)(%*&）和植物乳杆菌等 $ 种乳杆菌组成；其中，

卷曲乳杆菌和唾液乳杆菌为优势菌种，其余乳杆菌

菌种的数量在不同样本之间差异较大。比较可知，

儿童与青年人的肠道乳杆菌的种群结构和优势菌种

都存在差异；随着年龄的增长，人肠道乳杆菌的组成

与数量会产生动态的变化。
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