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基于高通量测序技术分析营养包对婴幼儿
肠道菌群的影响
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摘要: 目的 探讨营养包对早期婴幼儿肠道菌群的影响。方法 选择“2018 年

早期儿童营养包干预远期效果项目”中覆盖县河南嵩县和未覆盖县对照县汝阳县，

采用按规模大小成比例的概率抽样法抽中 3 ～ 5 个样本村，对抽中样本村中所有 6 ～
24 月龄婴幼儿采用随机等距抽样方法，最终抽取 118 例婴幼儿为调查对象，其中嵩

县 60 例，汝阳县 58 例。于 2018 年 9 月体检时收集调查对象粪便，采用高通量测序

技术对肠道菌群构成与丰度进行分析比较。结果 12 ～ 24 月龄婴幼儿营养包干预

组的肠道菌群 Alpha 多样性显著高于对照组; 6 ～ 24 月龄婴幼儿营养包干预组厚壁

菌门呈上升趋势; 6 ～ 11 月龄婴幼儿营养包干预组普雷沃氏菌( Prevotella) 丰度显著

低于对照组; 12 ～ 17 月龄婴幼儿营养包干预组粪杆菌属( Faecalibacterium) 和拟杆菌

属( Bacteroides) 丰度显著高于对照组，双歧杆菌属( Bifidobacterium) 和普雷沃氏菌丰

度显著低于对照组; 18 ～ 24 月龄婴幼儿营养包干预组乳杆菌属( Lactobacillus) 丰度显

著低于对照组。结论 营养包可改善肠道菌群多样性，对促进婴幼儿肠道菌群平衡

发挥重要作用。
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Effects of nutrition package on intestinal flora of infants by
high-throughput sequencing

Wang Liyuan1，Gong Zhaolong1，Huo Junsheng1，Zhuo Qin1，
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ABSTＲACT: OBJECTIVE To investigate the effect of nutrition package on
intestinal flora of infants aged 6 － 24 months． METHODS A total of 118 infants in
Songxian County and Ｒuyang County of Henan Province，60 infants in Songxian County
with nutrition package coverage，and 58 infants in Ｒuyang County of the control county
were selected for the long-term effects of early childhood nutrition package intervention
project in 2018． All infant faeces were collected，and the composition and abundance of
intestinal flora were analyzed and compared by high-throughput sequencing technology．



234 卫 生 研 究 第 49 卷

ＲESULTS The Alpha diversity of intestinal flora in the nutrition package intervention
group was significantly higher than that in the control group． Firmicutes were on the rise in
the nutrition package intervention group of infants aged 6 － 24 months． The abundance of
Prevotella in the intervention group was significantly lower than that in the control group．
The abundance of Faecalibacterium and Bacteroides in the nutrition package treatment
group for infants aged 12 to 17 months was significantly higher than that of the control
group，while the abundance of Bifidobacterium and Prevotella was significantly lower than
that of the control group． Lactobacillus was significantly less abundant in the 18 － 24
month old infant nutrition package intervention group than in the control group．
CONCLUSION Nutrition package can improve the diversity of intestinal flora，also play
an important role in promoting the balance of intestinal flora of infants．

KEY WOＲDS: high throughput sequencing， nutrition package， infants，
intestinal flora

肠道菌群深刻地影响宿主的营养物质加工、
能量平衡、免疫功能、胃肠道发育以及其他多种重

要的生理活动［1-2］。人类肠道菌群的建立从胎儿

时期就已经开始了［3］，与健康成年人相比，婴幼

儿的肠道菌群组成截然不同［4］，婴幼儿肠道菌群

定植与发展呈连续的动态变化［5］，肠道菌群对婴

幼儿发育及免疫系统构建至关重要，婴幼儿时期

肠道菌群失衡除患常见的代谢类疾病外，还易患

某些细菌类疾病，如流感、肺炎等［6］。研究表明

婴幼儿时期，营养素的摄入对维持肠道菌群的平

衡有显著作用，其中矿物质( 如钙、铁、镁、锌) 的

吸收利用率对宿主肠道菌群的组成有很大影响，

肠道菌群与维生素代谢相互作用，促进人体的健

康成长［7］。营养包作为改善贫困地区 6 ～ 24 月龄

婴幼儿生长发育的营养补充品［8］，富含蛋白质、
脂肪、矿物质、微量元素等营养素［9］，本文应用高

通量测序技术分析营养包对婴幼儿肠道菌群的

影响。

1 对象与方法

1. 1 试剂和仪器

粪便基因组 DNA 提取试剂盒，QIAamp Fast
DNA Stool Mini Kit，德国。AC2-4S1 生物安全柜

购自新加坡 Esco 公司; 5427Ｒ 高速冷冻离心机

购 自 德 国 Eppendorf 公 司; 5355 Thermomixer
comfort，德国 Eppendorf 公司; Tissue lyserⅡ样品

破碎系统，德国 Qiagen 公司; Nano Drop 紫外分

光光度计，美国 Thermo 公司; Illumina HiSeq2500
测序仪，美国 Illumina 公司。
1. 2 调查对象

选取“贫困地区儿童营养改善项目”覆盖的

河南省嵩县，对所有乡( 镇) 按照人均纯收入排

队，采用入样概率与该乡( 镇) 活产数成比例的概

率 比 例 规 模 ( probability proportionate to size
sampling，PPS) 抽样方法，抽取 5 个样本乡( 镇) ;

在抽中的样本乡( 镇) 内，对所有村按照人均纯收

入排队，采用入样概率与该村活产数成比例的

PPS 抽样方法，抽取 3 ～ 5 个样本村; 在抽中的样

本村内，对该村所有 6 ～ 24 月龄婴幼儿按照出生

日期排序，采用随机等距抽样方法抽取 60 名婴幼

儿作为营养包干预组。在项目未覆盖的经济水平

基本一致的河南汝阳县，以同样方法抽取 58 名

6 ～ 24 月龄婴幼儿作为对照组，对照组未给予安

慰剂。
本项目通过中国疾病预防控制中心营养与健

康所伦理委员会审查( No． 2018-017 ) ，婴幼儿看

护人知晓调查内容并签署了知情同意书。
1. 3 高通量测序技术

1. 3. 1 粪便采集 于 2018 年 9 月婴幼儿体检时

集中采集粪便样本。采集中段内部粪便约 1 g 于

粪便采集管内，避免混入尿液，保护液没过粪便样

本，－ 20 ℃冰箱储存。共采集样本 118 份，其中

营养包干预组 6 ～ 11 月龄婴儿粪便 17 份、12 ～ 17
月龄幼儿 23 份、18 ～ 24 月龄幼儿 20 份，对照组

分别是 19 份、18 份和 21 份。
1. 3. 2 DNA 提 取 和 测 序 参 照 QIAamp Fast
DNA Stool Mini Kit 说 明 书 进 行 粪 便 细 菌 DNA
提取，利用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 的纯

度 和 浓 度，使 用 通 用 引 物 515F ( 5 ’-
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) 和 806Ｒ ( 5’-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3 ’) 对 16S
rDNA 的 V4 区进行 PCＲ 扩增。使用 Agencourt
AMPure XP 磁 珠 进 行 纯 化 并 溶 于 洗 脱 缓 冲 液

中，完 成 文 库 构 建，使 用 Agilent 2100
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Bioanalyzer 检测文库的片断范围及浓度。应用

HiSeq2500 平台对 PCＲ 产物进行测序，测序类

型为 PE250。
1. 3. 3 生物信息学分析 下机数据滤除低质量

的读 序，获 得 清 除 数 据。序 列 拼 接 使 用 软 件

FLASH ( fast length adjustment of short reads )

v1. 2. 11，将双末端测序得到的读序拼接成序列，

利用软件 USEAＲCH ( v7. 0. 1090 ) 将优化好的序

列在 97% 的 相 似 度 下 聚 类 为 分 类 操 作 单 元

( operational taxonomic units，OTU ) ，通 过 ＲDP
classifer( v2. 2) 软件将 OTU 代表序列与数据库比

对进行 物 种 注 释，物 种 复 杂 度 分 析 以 及 利 用

Mothur 软件( v1. 31. 2 ) 对组间物种 Alpha 多样性

进行分析。
1. 4 统计学分析

数据分析 采 用 软 件 SPSS 16. 0 处 理，各 组

以变异数 ANOVA 进 行 比 较 分 析，数 据 用 均 数

± 标准差( 珋x ± s) 表示，P ＜ 0. 05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2. 1 营养包食用情况

营养包干预组调查对象均领用营养包，各月

龄婴幼儿营养包平均服用情况见表 1，随着月龄

增加，婴幼儿服用营养包时长和服用量均逐渐增

加。将每周服用 4 包以上定义为营养包有效服

用，营 养 包 干 预 组 婴 幼 儿 营 养 包 有 效 服 用 率

为 100%。

表 1 婴幼儿营养包服用情况( n =60，珔x ± s)
月龄 服用时间 /月 服用量 /包
6 ～ 11 3. 06 ± 1. 56 78. 88 ± 41. 92
12 ～ 17 8. 74 ± 1. 21 256. 48 ± 45. 49
18 ～ 24 15. 28 ± 1. 56 448. 67 ± 48. 09

2. 2 营 养 包 对 婴 幼 儿 肠 道 菌 群 物 种 丰 度 及

Alpha 多样性的影响

由图 1 可知，随着测序数量的增加，累积曲线

末端上升趋势趋于平缓，表明采样量足够，测序深

度已经基本覆盖到样品中所有的物种。

图 1 婴幼儿粪便菌群稀释曲线

由表 2 可知，6 ～ 11 月龄婴儿，营养包干预组

肠道菌群在物种丰富度和多样性上与对照组相

比，差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) ; 12 ～ 17 月龄幼

儿，营养包干预组肠道菌群物种丰富度和多样性

高于对照组( P ＜ 0. 05) ; 18 ～ 24 月龄幼儿，营养包

干预组肠道菌群物种丰富度和多样性显著高于对

照组( P ＜ 0. 01) ，也显著高于其他各组。
表 2 婴幼儿肠道菌群 Alpha 多样性(珔x ± s)

月龄 组别 n Observed-species 指数 Chao 指数 Ace 指数 Shannon 指数 Simpson 指数

6 ～ 11 对照组 58 67. 42 ± 21. 26 86. 58 ± 21. 90 89. 66 ± 20. 95 2. 05 ± 0. 41 0. 22 ± 0. 08
营养包组 60 67. 71 ± 16. 93 94. 48 ± 31. 38 92. 19 ± 23. 70 2. 02 ± 0. 28 0. 23 ± 0. 07

12 ～ 17 对照组 58 97. 72 ± 26. 25 132. 09 ± 32. 60 143. 07 ± 40. 02 2. 12 ± 0. 47 0. 23 ± 0. 10
营养包组 60 100. 48 ± 33. 57 123. 31 ± 42. 96 127. 19 ± 41. 79 2. 43 ± 0. 57 ( 1) 0. 17 ± 0. 09 ( 1)

18 ～ 24 对照组 58 121. 76 ± 18. 54 149. 12 ± 27. 99 153. 79 ± 29. 15 2. 45 ± 0. 42 0. 21 ± 0. 11
营养包组 60 134. 8 ± 30. 50 159. 54 ± 36. 45 160. 87 ± 31. 56 2. 90 ± 0. 35 ( 2) 0. 12 ± 0. 05 ( 2)

注: 与对照组相比，( 1) P ＜ 0. 05，( 2) P ＜ 0. 01

2. 3 营养包对婴幼儿肠道菌群门水平相对丰度

的影响

在 118 份样品中共检测到 7 个主要菌门。由

表 3 可知，所有样品中 99% 以上的序列主要由 4
个菌门组成，分别是厚壁菌门( Firmicutes) 、拟杆

菌门( Bacteroidets) 、放线菌门( Actinobacteria) 、变
形菌门( Proteobacteria) 。各组均以厚壁菌门和

拟杆菌门为优势菌。在 6 ～ 11 月龄婴儿中，营

养包干预组厚壁菌门、变形菌门丰度较对照组

呈上升趋势，拟杆菌门和放线菌门丰度较对照

组呈 下 降 趋 势，但 差 异 均 无 统 计 学 意 义 ( P ＞
0. 05 ) 。在 12 ～ 17 月龄幼儿中，营养包干预组

厚壁菌门、拟杆菌门丰度呈上升趋势，放线菌门

和变形菌门丰度低于对照组，其中放线菌门与

对照组相比差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。在
18 ～ 24 月龄幼儿中，营养包干预组厚壁菌门丰

度高于对照组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，

拟杆菌门呈下降趋势。
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表 3 婴幼儿肠道菌群在门水平的相对丰度(珔x ± s) %

门

6 ～ 11 月龄 12 ～ 17 月龄 18 ～ 24 月龄

对照组
( n = 58)

营养包组
( n = 60)

对照组
( n = 58)

营养包组
( n = 60)

对照组
( n = 58)

营养包组
( n = 60)

放线菌门( Actinobacteria) 31. 39 ± 14. 46 23. 19 ± 11. 99 22. 52 ± 14. 59 12. 17 ± 9. 95 ( 1) 8. 20 ± 9. 46 8. 11 ± 9. 25
拟杆菌门( Bacteroidets) 21. 99 ± 21. 73 20. 42 ± 25. 86 25. 22 ± 23. 4235. 83 ± 19. 54 47. 70 ± 20. 75 38. 49 ± 18. 35
蓝细菌门( Cyanobacteria) 0. 00 ± 0. 01 0. 00 ± 0. 01 1. 58 ± 6. 14 0. 12 ± 0. 44 ( 1) 0. 01 ± 0. 05 0. 11 ± 0. 39
厚壁菌门( Firmicutes) 29. 59 ± 12. 07 33. 86 ± 13. 15 39. 01 ± 19. 0544. 22 ± 15. 11 36. 54 ± 17. 79 46. 93 ± 14. 49 ( 1)

梭杆菌门( Fusobacteria) 0. 01 ± 0. 03 1. 62 ± 6. 54 0. 99 ± 4. 13 0. 03 ± 0. 08 1. 05 ± 4. 69 0. 21 ± 0. 53
变形菌门( Proteobacteria) 16. 95 ± 10. 03 20. 82 ± 14. 95 10. 56 ± 6. 95 7. 55 ± 7. 73 6. 47 ± 6. 40 6. 05 ± 7. 60
疣微菌门( Verrucomicrobia) 0. 04 ± 0. 16 0. 05 ± 0. 19 0. 06 ± 0. 14 0. 07 ± 0. 14 0. 01 ± 0. 05 0. 08 ± 0. 22

注: ( 1) 与对照组相比，P ＜ 0. 05

2. 4 营养包对婴幼儿肠道菌群属水平相对丰度

的影响

由表 4 可见，各年龄段婴幼儿属水平肠道菌

群丰度存在一定差异。6 ～ 11 月龄婴幼儿主要优

势菌群是双歧杆菌属( Bifidobacterium) 、拟杆菌属

( Bacteroides) 、大肠埃希氏菌属 ( Escherichia ) 、韦

荣氏球菌属( Veillonella) ; 12 ～ 17 月龄幼儿主要优

势菌群是拟杆菌属、双歧杆菌属、韦荣氏球菌属、
粪杆菌属( Faecalibacterium) ; 18 ～ 24 月龄幼儿主

要 优 势 菌 群 是 拟 杆 菌 属、普 雷 沃 氏 菌 属

( Prevotella) 、粪杆菌属、双歧杆菌属。6 ～ 11 月龄

婴儿中，营养包干预组普雷沃氏菌属丰度显著低

于对照组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ; 12 ～
17 月龄幼儿中，营养包干预组粪杆菌属和拟杆菌

属丰度显著高于对照组，双歧杆菌属和普雷沃氏

菌丰度显著低于对照组，差异均有统计学意义( P
＜ 0. 05) ; 18 ～ 24 月龄幼儿中，营养包干预组乳杆

菌属( Lactobacillus) 丰度显著低于对照组，差异有

统计学意义( P ＜ 0. 05) 。

表 4 婴幼儿肠道菌群在属水平的相对丰度(珔x ± s) %

属

6 ～ 11 月龄 12 ～ 17 月龄 18 ～ 24 月龄

对照组
( n = 58)

营养包组
( n = 60)

对照组
( n = 58)

营养包组
( n = 60)

对照组
( n = 58)

营养包组
( n = 60)

双歧杆菌属( Bifidobacterium) 30. 22 ± 13. 95 22. 89 ± 12. 00 22. 33 ± 14. 54 ( 1) 11. 93 ± 9. 80 7. 74 ± 8. 27 7. 81 ± 8. 99
粪杆菌属( Faecalibacterium) 1. 22 ± 2. 53 2. 36 ± 7. 47 3. 27 ± 4. 32 ( 2) 14. 54 ± 9. 82 13. 79 ± 13. 52 13. 47 ± 8. 24
拟杆菌属( Bacteroides) 16. 14 ± 18. 33 16. 92 ± 24. 30 17. 00 ± 17. 53 ( 1) 29. 84 ± 18. 82 22. 96 ± 18. 13 28. 64 ± 17. 67
韦荣氏球菌属( Veillonella) 10. 90 ± 9. 99 15. 00 ± 12. 34 12. 20 ± 17. 36 7. 19 ± 12. 25 0. 43 ± 0. 60 1. 59 ± 3. 10
普雷沃氏菌属( Prevotella) 3. 49 ± 13. 30 ( 1) 3. 32 ± 13. 66 8. 02 ± 21. 00 ( 1) 5. 86 ± 19. 38 23. 51 ± 30. 85 8. 33 ± 20. 20
巨单胞菌属( Megamonas) 3. 25 ± 7. 33 1. 69 ± 5. 75 3. 61 ± 10. 10 4. 38 ± 9. 33 2. 69 ± 3. 98 2. 73 ± 4. 26
大肠埃希氏菌属( Escherichia) 13. 72 ± 10. 84 17. 07 ± 15. 39 4. 35 ± 5. 04 3. 92 ± 7. 72 2. 65 ± 4. 27 1. 28 ± 2. 43
罗氏菌属( Ｒothia) 0. 07 ± 0. 30 0. 15 ± 0. 62 0. 37 ± 1. 30 3. 15 ± 4. 93 4. 09 ± 5. 18 3. 30 ± 4. 43
梭菌属 ( Clostridium) 2. 32 ± 3. 22 4. 21 ± 5. 03 4. 79 ± 10. 21 2. 45 ± 2. 28 2. 84 ± 3. 49 3. 26 ± 3. 37
瘤胃球菌属( Ｒuminococcus) 0. 51 ± 1. 02 1. 55 ± 2. 28 1. 24 ± 2. 84 1. 89 ± 2. 24 1. 50 ± 1. 70 1. 85 ± 1. 83
布劳特氏菌属( Blautia) 0. 12 ± 0. 30 0. 41 ± 1. 16 0. 39 ± 0. 48 1. 53 ± 1. 78 1. 26 ± 0. 82 2. 37 ± 3. 05
萨特氏菌属( Sutterella) 1. 17 ± 2. 09 1. 43 ± 3. 46 2. 46 ± 4. 57 1. 36 ± 1. 96 2. 08 ± 2. 50 1. 61 ± 1. 87
乳杆菌属( Lactobacillus) 1. 39 ± 3. 20 1. 78 ± 3. 59 0. 91 ± 1. 39 0. 04 ± 0. 14 0. 19 ± 0. 45 ( 1) 0. 06 ± 0. 19
毛螺菌属( Lachnospira) 0. 09 ± 0. 26 0. 29 ± 0. 83 1. 87 ± 5. 40 1. 34 ± 1. 78 2. 20 ± 1. 84 2. 70 ± 4. 10
嗜血杆菌属( Haemophilus) 0. 43 ± 1. 02 0. 22 ± 0. 33 2. 71 ± 4. 14 1. 13 ± 1. 81 1. 47 ± 2. 75 2. 73 ± 4. 26
链球菌属( Sireptococcus) 5. 33 ± 5. 88 3. 00 ± 4. 29 4. 19 ± 7. 35 1. 04 ± 1. 80 0. 36 ± 0. 42 1. 26 ± 2. 46
粪球菌属( Coprococcus) 0. 03 ± 0. 07 0. 22 ± 0. 63 0. 66 ± 1. 07 1. 02 ± 1. 22 1. 38 ± 1. 25 2. 96 ± 6. 99

注: 与对照组相比，( 1) P ＜ 0. 05，( 2) P ＜ 0. 01

3 讨论

婴幼儿肠道菌群的平衡离不开营养素的摄

入。营养包所含蛋白以大豆蛋白为主，有报道指

出与牛奶来源的蛋白相比，大豆蛋白能够促进肠

道菌群多样性［10］。维生素 D 可通过信号传导来

增强肠道结构屏障的完整性和提高肠道免疫反应

能力，进 而 稳 定 菌 群 在 肠 道 的 定 植 和 数 量 平

衡［11］。矿物质中钙、铁、锌等对维持儿童肠道菌

群平衡也有重要作用。
本研究结果显示，营养包干预从婴儿 6 月龄

开始，随着添加量的增多，婴幼儿肠道菌群的多样

性差异逐渐显著，18 ～ 24 月龄幼儿肠道菌群多样



第 2 期 王丽媛，等． 基于高通量测序技术分析营养包对婴幼儿肠道菌群的影响 237

性最为丰富。在婴幼儿 6 ～ 11、12 ～ 17、18 ～ 24 的

3 个月龄阶段，肠道菌群优势菌门均由厚壁菌门

( Firmicutes) 、拟杆菌门( Bacteroidets) 、放线菌门

( Actinobacteria) 和 变 形 菌 门 ( Proteobacteria ) 组

成，但丰度差异显著。6 ～ 11 月龄婴儿大都未断

母乳，辅食添加有限且营养包干预时间较短，婴儿

肠道菌群定植受母乳喂养影响较大，主要以厌氧

菌为主，如双歧杆菌属、拟杆菌属、肠杆菌属等，其

中双歧杆菌数量最高，与相关研究结果一致［12］，

因此营养包干预组和对照组肠道菌群在门和属水

平上丰度未见显著差异。12 ～ 24 月龄幼儿肠道

菌群发生明显改变，在门水平上，营养包干预组厚

壁菌门丰度显著高于对照组( P ＜ 0. 05 ) ，厚壁菌

门包括真细菌、罗氏菌、柔嫩梭菌和粪球菌种，这

类细菌代谢产物主要是短链脂肪酸，而短链脂肪

酸能够降低结肠内 pH，防止病原菌生长，刺激水

和钠吸收，参与胆固醇合成等［13］; 在属水平上，粪

便中拟杆菌属数量最高，营养包干预组粪杆菌属

( Faecalibacterium) 和拟杆菌属( Bacteroides) 丰度

显著高于对照组( P ＜ 0. 05 ) ，而双歧杆菌和乳酸

菌均显著减少( P ＜ 0. 05 ) 。刘黎明等［14］研究发

现，维生素 A、磷的摄入能增加拟杆菌数量，同时

维生素 A 与肠道双歧杆菌、乳酸菌都表现为显著

负相关，与本研究结果一致。这与维生素 A 促进

儿童生长发育作用相悖，需要进一步探索其作用

机制。
综上所述，营养包对贫困地区婴幼儿生长发

育起到良好的促进作用，但应进一步结合膳食摄

入、微量元素水平与肠道菌群进行关联性分析，以

期全面评价营养包干预效果，为达到精准营养干

预提供理论依据。
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