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１６ＳｒＤＮＡ测序技术在婴儿肠道微生态研究中的应用
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　　【摘要】　目的　探讨１６ＳｒＤＮＡ测序技术在新生儿、婴儿肠道微生态研究中的应用。方法　于生后３天、１月、

６月、１岁时收集２例健康婴儿粪便标本共８份，提取细菌总ＤＮＡ，以ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ２０００为测序平台，采用新一代

高通量１６ＳｒＤＮＡ宏基因组测序技术对Ｖ６可变区测序，并进行生物信息分析（物种分类和丰度分析；多样性分析）。

结果　８份样品共产生原始测序数据为１０２７．４７Ｍｂｐ，Ｕｎｉｑｕｅｔａｇｓ序列数量均值为５８６３０，ＯＴＵ数量６３～２０９；优

势菌门为Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ和Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ；在科水平，＞１％的物种１个月之内２～４种，６月后达７～１０种；１号婴儿一

直以Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ占优势，２号婴儿优势菌群包括 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ和

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｃｅａｅ；４个时间点的ｎｐＳｈａｎｎｏｎ和Ｓｉｍｐｓｏｎ指数分别为１．１７、１．２９、２．１６、２．５１和０．４３、０．４０、０．２６、０．１４。

结论　１６ＳｒＤＮＡ测序技术能满足新生儿、婴儿肠道微生态研究需求；新生儿、婴儿粪便中含丰富细菌基因组；细菌

物种丰度及分类存在个体差异；从出生到１岁，婴儿肠道菌群结构趋向复杂和多样。

【关键词】　肠道菌群；　测序；　宏基因组；　婴儿
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　　寄居于人体内（主要是肠道）的细菌基因组是人体自身基

因组的１００多倍
［１２］，被称为人类的“第二基因组”［３］，肠道菌群

对营养物质的消化、吸收、对抗病菌及免疫调节都发挥着重要

作用［４］。新生儿、婴儿期是人体肠道菌群定植并发育的重要阶

段，此期肠道菌群的失衡可能影响远期甚至成年后的健康［１］。

因而，了解新生儿、婴儿期肠道菌群的发展模式及特点对研究

相关疾病、改善人口质量有重要意义。

对肠道微生态的研究以往多采用培养或传统分子生物学

（如ＰＣＲ、变性梯度凝胶电泳）方法，但它们对于研究复杂的肠

道菌群有明显的局限性，而宏基因组学研究则可以避免上述方

法的缺陷［５］。最近，有关中国婴儿肠道宏基因组的研究初见报

道［６］，但缺乏连续性研究和新生儿资料，本研究拟采用以Ｉｌｌｕ

ｍｉａ为测序平台的１６ＳｒＤＮＡ新一代高通量测序技术对２例健

康婴儿从新生儿期至１岁以内的粪便细菌基因组进行连续分

析，探讨该方法在新生儿、婴儿肠道微生态研究中的应用，为以

后大规模研究中国婴儿肠道菌群分布特征及婴儿肠道微生态

相关疾病提供参照。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２例间隔１周出生于深圳市宝安区妇幼

保健院同一病区的健康足月新生儿为研究对象，追踪至１岁。
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２例婴儿胎龄分别为３８周、３９周，均为女孩，剖宫产出生，无胎

膜早破，无产时窒息，母亲术后预防性应用头孢唑啉２剂，生后

一直混合喂养至１岁。本课题经本院伦理委员会同意并获得

了婴儿父母的知情同意。

１．２　粪便标本的留取及提取细菌总ＤＮＡ　生后３ｄ（时间点

标注为ａ）、１月（标注为ｂ）、６月（标注为ｃ）和１岁（标注为ｄ）

时用无菌标本盒留粪便不少于１０ｇ，１ｈ内冷冻于－７０℃，留

取粪便前１周婴儿不使用抗生素、益生菌，如有疾病，可暂缓１

周留取。在本院中心实验室采用德国 Ｑｉａｇｅｎ公司生产的

ＱＩＡａｍｐＤＮＡＳｔｏｏｌＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒提取粪便细菌总ＤＮＡ，保

存于－７０℃，具体步骤由专人按说明书操作。ＤＮＡ标本于冷

藏条件下送至深圳华大基因科技服务有限公司进行测序及生

物信息分析。

１．３　１６ＳｒＤＮＡ测序　用细菌通用引物对粪便ＤＮＡ样品进

行１６ＳｒＲＮＡ 基因 Ｖ６区 ＰＣＲ扩增，然后回收电泳主要的

ＤＮＡ片段后构建文库，制备ｃｌｕｓｔｅｒ；应用 Ｈｉｓｅｑ２０００测序仪

（Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司，美国）对扩增的１６ＳｒＤＮＡ高变区序列进行测

序，测序区域为 Ｖ６区，长度为１００ｂｐ，测序类型为１０１ＰＥ

测序。

１．４　生物信息分析

１．４．１　物种分类与丰度分析　对原始测序数据处理后获取

ｃｌｅａｎｄａｔａ，拼接成ｔａｇｓ；利用 Ｍｏｔｈｕｒ（ｖｅｒｓｉｏｎ１．２７．０）软件包

对ｔａｇｓ序列进行了去冗余处理，从中挑选出ｕｎｉｑｕｅｔａｇｓ序列

并进 行 物 种 注 释，聚 类 成 ＯｐｅｒａｔｉｏｎａｌＴａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ

（ＯＴＵ），Ｔａｇｓ和ＯＴＵ的数量初步说明了该样品是否具有丰

富的物种；然后通过ＯＴＵ 注释（基于包含的ｔａｇｓ的物种注释

结果）完成物种组成和分类分析，可在界、门、纲、目、科、属、种

水平，将每个注释上的物种或ＯＴＵ在不同样品中的序列数进

行整理。

１．４．２　多样性分析　利用 Ｍｏｔｈｕｒ（ｖｅｒｓｉｏｎ１．２７．０）软件计算

针对单个样品物种多样性分析的 Ａｌｐｈａ多样性值，包括ｃｈａｏ１

值、ＡＣＥ值、Ｓｈａｎｎｏｎ、ｎｐＳｈａｎｎｏｎ以及Ｓｉｍｐｓｏｎ指数
［７］，前面４

个指标数值越大，最后一个指标越小，说明样品中的物种越

丰富。

２　结　　果

２．１　样品测序数据　８份粪便细菌总ＤＮＡ样品共产生原始

测序数据为１０２７．４７Ｍｂｐ，每份样品平均产生１２４．５３Ｍｂｐ的

ｃｌｅａｎｄａｔａ序列，每一样品信息的利用率都在９４％以上，出生

仅３ｄ时已含丰富的细菌基因组。

２．２　物种分类和丰度分析　各样品检测的Ｔａｇｓ数量平均为

６９８４０，Ｕｎｉｑｕｅｔａｇｓ序列数量均值为５８６３０；ＯＴＵ数量６３～

２０９，随着年龄的增长而增加，３ｄ、１月、６月和１岁时平均为

６７、８６、１４９和１７６，表明婴儿粪便样品中微生物丰度随时间而

增加。在门（Ｐｈｙｌｕｍ）水平，２０个菌门被检出细菌基因组，但主

要分布于变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）２

个菌门，２例婴儿粪便中比例差异有统计学意义。另外，２号婴

儿的拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）在１岁时上升至２２％。见表１。

表１　门水平主要细菌占比情况表［ｔａｇｓ数量及百分比，狀（％）］

门 厚壁菌门 变形菌门 放线菌门 拟杆菌门 疣微菌门

１ａ 　７０４（１．０１） ６９３２１（９８．９８） ７（０．０１） ３（０．００） ０（０．００）

１ｂ ２７９６（４．０６） ６６０６８（９５．９０） ２４（０．０３） ３（０．００） ０（０．００）

１ｃ ２１０４６（３０．３０） ４８３３１（６９．５９） ７１（０．１０） ２（０．００） １（０．００）

１ｄ ２１７２６（３０．６４） ４６９０４（６６．１５） ２６８（０．３８） ２００７（２．８３） ０（０．００）

２ａ ４９９２２（７２．２９） １９１０８（２７．６７） ２０（０．０３） ４（０．０１） ０（０．００）

２ｂ ４７１６０（６７．４９） ２２５４８（３２．２７） １６５（０．２４） ０（０．００） ０（０．００）

２ｃ １７８４６（２６．１０） ４０７９４（５９．６７） ５４３３（７．９５） ２２９２（３．３５） １９９９（２．９２）

２ｄ ２７９６９（４０．２９） ２４３０５（３５．０１） １２４３（１．７９） １５８９７（２２．９０） ０（０．００）

　　注：ａ、ｂ、ｃ、ｄ分别代表３ｄ、１月、６月、１岁４个时间点。

　　本研究中最佳的分类水平为科，每个样品均有８０％以上

的Ｔａｇｓ在该水平上得到分类。在科水平，２例婴儿肠道菌群

中超过１％的物种１个月之内仅２～４种，６月后达７～１０种。

１号婴儿一直以Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ下的肠杆菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉ

ａｃｅａｅ）占优势，其他包括Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ下的梭菌科（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅ

ａｅ）、毛螺旋菌科（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ）等，双歧杆菌科（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃ

ｔｅｒｉａｃｅａｅ）一直未超过１％。２号婴儿优势菌群包括Ｅｎｔｅｒｏｂａｃ

ｔｅｒｉａｃｅａｅ以及Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ下的毛螺旋菌科（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ）、

链球菌科（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）和 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ下的拟杆菌科

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｃｅａｅ），双歧杆菌科最高时也仅７．３％。

表２　样品在０．０３距离下的不同时间点Ａｌｐｈａ丰富

　　　　程度各指数均值

时间点 ｃｈａｏ１ ＡＣＥ Ｓｈａｎｎｏｎ ｎｐＳｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ

３ｄ １６１．５０ ２０１．７５ １．１６ １．１７ ０．４３

１月 １４６．３４ ２１５．１９ １．２９ １．２９ ０．４０

６月 ３１６．５０ ７７９．４６ ２．１６ ２．１６ ０．２６

１岁 ２９２．３７ ３８２．３５ ２．５ ２．５１ ０．１４

２．３　样品多样性分析　３ｄ、１月、６月及１岁时ｃｈａｏ１值、ＡＣＥ

值、Ｓｈａｎｎｏｎ、ｎｐＳｈａｎｎｏｎ值越来越大，而Ｓｉｍｐｓｏｎ指数越来越

小，提示粪便中菌群多样性随着时间而增加，物种越来越丰富。

见表２。

３　讨　　论

　　高通量测序技术又称新一代或第二代测序技术，以边合成

边测序为原理，可以一次性对几十万至几百万条ＤＮＡ分子进

行序列测定，而以Ｉｌｌｕｍｉｎａ为测序平台的测序技术在研究人类

肠道宏基因组方面发挥着举足轻重的作用［２３，６，８］。１６ＳｒＤＮＡ

是细菌进化以及分类研究最常用的靶分子，１６ＳｒＤＮＡ宏基因

测序技术不需进行克隆筛选，测序的通量高，获得的数据量大，

周期短，与传统的培养鉴定和ＰＣＲ、变性梯度凝胶电泳、原位

杂交等分子生物学方法相比，能更全面反映微生物群体的物种

组成、分布及丰度信息。本研究对２例剖宫产出生、混合喂养

的健康婴儿粪便标本于１岁之内连续进行１６ＳｒＤＮＡ的Ｖ６高

变区新一代高通量测序，８份粪便细菌总ＤＮＡ样品共产生原

始测序数据为１０２７．４７Ｍｂｐ，每份样品平均产生１２４．５３Ｍｂｐ

的ｃｌｅａｎｄａｔａ序列。Ｂａｒｒｅｔｔ等
［９］对１０例早产儿生后２周和４

·７６１·检验医学与临床２０１５年１月第１２卷第２期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．２



周的粪便标本进行１６ＳｒＤＮＡ的Ｖ４区进行测序分析（Ｇｅｎｏｍｅ

ＳｅｑｕｅｎｃｅｒＦＬＸ测序平台，ＲｏｃｈｅＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓＬｔｄ，ＷｅｓｔＳｕｓ

ｓｅｘ，ＵＫ），２０份标本共产生５２９１０２ｂｐ原始序列和４５２８６３ｂｐ

ｃｌｅａｎｄａｔａ序列，本研究测序数据多于Ｂａｒｒｅｔｔ等对于早产儿、

新生儿的报道，原因可能与测序平台、婴儿胎龄、日龄不同有

关，同时也表明以Ｉｌｌｕｍｉｎａ为测序平台的１６ＳｒＤＮＡ测序技术

能够满足新生儿、婴儿肠道微生态研究的需求。

影响新生儿肠道菌群定植的因素包括分娩方式［１０］和喂养

方式［６］等，例如，剖宫产出生的婴儿其肠道菌群多样性减少、益

生菌拟杆菌门定植延迟［１０］；母亲肠道是阴道分娩婴儿肠道菌

群定植的发源地，而母乳中的细菌以及通过吸吮接触乳头周围

的皮肤是母乳喂养婴儿肠道菌群的重要来源［１］；母亲围生期使

用抗菌药物可改变其婴儿肠道菌群结构［１１］。本研究中２例婴

儿虽然出生环境及围产期因素相似（同一产区、均为剖宫产出

生、混合喂养、母亲产时均有预防性抗菌药物应用），但粪便中

的菌群分布却有明显的差异，说明除了以上常见影响因素外，

尚有其他影响婴儿肠道细菌定植的因素，如地域［１１］，家庭环境

（如宠物）或兄弟姐妹的影响［１２］等，从而造成婴儿肠道宏基因

组独特的个体特征，但这些结论还需要大标本、多地域人群的

连续研究来证实。另外，常见的益生菌双歧杆菌科在２例婴儿

肠道中的比例均较低，与Ｆａｎ等
［６］的研究类似。

不同于Ｆａｎ等
［６］仅一个时间点的研究，本研究表明，新生

儿出生仅３ｄ时肠道中已含有丰富的细菌基因组，从出生到１

岁，婴儿粪便中细菌丰度及多样性随时间而增加，提示随着婴

儿饮食结构的复杂和个体的发育，以及活动范围的扩展，婴儿

肠道菌群结构趋向复杂和多样。但值得注意的是，出生不久即

定植的优势菌群，１岁以内可能会一直存在，例如１号婴儿肠

道中一直以肠杆菌科占优势，而２号婴儿肠道中自１月时出现

的毛螺旋菌科此后亦一直为优势菌群，说明生命早期的因素可

能会影响１岁以内甚至儿童、成人期的肠道菌群结构。

本研究提示，１６ＳｒＤＮＡ测序技术能满足新生儿、婴儿肠

道微生态研究需求；婴儿粪便中含丰富细菌基因组；细菌物种

丰度及分类存在个体差异；从出生到１岁，婴儿肠道菌群结构

趋向复杂和多样；本研究将为未来新生儿、婴儿的大样本、分组

研究提供线索。
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ｒｅａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｍＪＰａｔｈｏｌ，２０１０，１７６（１）：２５９２６９．

［８］ ＡｓｓｉｎｇｅｒＡ，ＫｒａｌＪＢ，ＹａｉｗＫＣ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｃｙｔｏｍｅｇａｌｏ

ｖｉｒｕｓｐｌａｔｅｌｅｔｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｔｒｉｇｇｅｒｓｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２ｄｅ

ｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ ｐｒｏａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｒｅｓｐｏｎｓｅｓ

［Ｊ］．ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒＴｈｒｏｍｂＶａｓｃＢｉｏｌ，２０１４，３４（４）：８０１

８０９．

［９］ＳｔｈｌＡＬ，ＳａｒｔｚＬ，ＮｅｌｓｓｏｎＡ，ｅｔａｌ．Ｓｈｉｇａｔｏｘｉｎａｎｄｌｉ

ｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｉｎｄｕｃｅｐｌａｔｅｌｅｔｌｅｕｋｏｃｙｔｅａｇｇｒｅｇａｔｅｓａｎｄ

ｔｉｓｓｕｅｆａｃｔｏｒｒｅｌｅａｓｅ，ａｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃｍｅｃｈａｎｉｓｍｉｎｈｅｍｏｌｙｔｉｃ

ｕｒｅｍｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．ＰＬｏＳ Ｏｎｅ，２００９，４（９）：ｅ６９９０

ｅ６９９４．

［１０］ＣｈｒｉｓｔｅｒｓｓｏｎＣ，ＪｏｈｎｅｌｌＭ，ＳｉｅｇｂａｈｎＡ．Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆ

ｄｉｒｅｃｔｔｈｒｏｍｂｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐｌａｔｅｌｅｔ

ｌｅｕｋｏｃｙｔｅａｇｇｒｅｇａｔｅｓａｎｄｔｉｓｓｕｅｆａｃｔｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．

ＴｈｒｏｍｂＲｅｓ，２０１０，１２６（４）：ｅ３２７ｅ３３３．

（收稿日期：２０１４０３２７　　修回日期：２０１４１００６）

·８６１· 检验医学与临床２０１５年１月第１２卷第２期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．２




