


!"#（总好氧菌），$%&’()*+,（肠杆菌），"-%)+./ 0 #%1.2
-+, $+3456（肠球菌），"&7%+3-+1 8)%+1(9+ #1(.7（总厌
氧菌），!:;（双歧杆菌），改良 $’（乳杆菌），"&7%+3-+1
8)%+1(9+ #1(.7添加新霉素（类杆菌），":"（产气荚膜
梭菌）以及 <== ;(-*（肉毒梭菌）。"-%)+./ 0 #%1.-+,
$+3456和 "&7%+3-+1 8)%+1(9+ #1(.7购自 >?(43 @.3，其
余均购自上海市疾病预防控制中心培养基室。好氧

菌培养 AB C DE7，厌氧菌采用 F<G9(?厌氧培养系统
（94($H14+5?），培养 IJ C EB7。菌群值经对数换算，以
-(=AK ’LMN=（湿重）表示。

!"# 选择性培养基菌落的形态观察和生理生化鉴定
形态观察（显微镜 >@;$:M" #O2D）；生理生化

鉴定指标：糖发酵、吲哚、过氧化氢酶、硝酸盐还原、

OD"等，属鉴定按伯杰氏细菌鉴定手册进行。

!"$ 菌落计数
每克粪便中的 ’LM（’(-(), L(164)= M)4.）P（菌

落数N涂布量）Q稀释倍数 Q 稀释液体积N重量，菌群
数量经对数换算，以 -(=AK ’LMN=（湿重）表示。R S "T
（平均值 S标准偏差），统计采用 ! 检验。

表 ! 肠道菌群数量及 %&’值
!%9-+ A U5%).4., (V 4).+W.4)%- V-(1% %)3 #N< X%-5+

!,Y+ (V 9%&.+14%
$%-+（) P AB） L+6%-+（) P AD）

R S "TN［-(=AK’LMN=（Z+.）］ T+.+&.4() 1%.+N[ R S "TN［-(=AK’LMN=（Z+.）］ T+.+&.4() 1%.+N[
!(.%- %+1(94& B\DI S K\]I AKK ]\J] S K\]I AKK
"#$%&’($%() ]\JA S K\^D AKK ]\KB S K\BD AKK
"*!&’+$+$$,# J\DD S A\DD AKK ^\EI S K\BB AKK

!(.%- %)%+1(94& AK\DE K\IA AKK AK\DA S K\EE AKK
-(.(/+0)$!&’(,1 WYY_ ‘\IJ K\DB AKK ‘\KJ S K\EJ AKK

2)$!+0)$(33,# B\EB K\]E AKK ]\BD S A\KI AKK
-)$!&’(+/&# ‘\BB K\IJ AKK AK\KE S K\EJ AKK

4 _ 5&’.’(*6&*# ^\^] A\AJ ]D\D E\^] S K\BA ^B\I
4 _ 0+!,3(*,1 ^\‘] A\A^ JA\A E\JD S K\‘K ^B\I

#N< ‘D\]A（$%-+ %X+1%=+） IKK\KB（L+6%-+ %X+1%=+）
8X+1%=+ #N< A]^\JJ

!"( 双歧杆菌和乳杆菌菌种的分子鉴定
!"("! 基因组 TG8提取：按文献［I］方法进行。
!"(") AJ" 1TG8 :’a扩增：̂K!@标准 :’a反应体
系：AK Y6(-引物对 b6INb6DJ（b6I：̂c2’FF F!F’!b’2
’’8’!!!’8!F2Ic；b6DJ：̂ c2F8!!’!FF’!’8FF8!F2
88’F2Ic）或 @A^‘N@J]]（@A^‘：̂ c2FF888’8F（8NF）
!F’!88!8’’F2Ic；@J]]：̂c2’8’’F’!8’8’8!FF8F2
Ic）、D!@ 3G!:（AK66(-N@）、̂!@ AK Q 7)8 酶缓冲液、
D!@模板 TG8和 D\^M 7)8 TG8聚合酶（上海申能
博彩）。所有 :’a反应于 :<DEKK 扩增仪上按下述
程序进行：‘Ed变性 ^64)；循环 I^ 次：‘Ed变性
A64)，退火 A64)（采用降落 :’a方式进行，即前 AD

次循环每循环一次降低 K\^d），由 JAd降低至
^^d，再 ^^d循环 DI次，]Dd延伸 D64)。
!"("# :’a扩增产物序列分析：:’a扩增产物经纯
化后于 8#b I]I8 自动 TG8 测序仪测序，其序列送
交 TT#e（TG8 T%.% #%)* (V e%Y%)）数据库获 8&&+WW4()
G569+1（8#AD^‘KI C AD^‘DJ，见表 I），相似性在 F+)2
#%)*数据库中使用 #@8"!工具进行比较。
!"* !+半乳糖苷酶的测定
按文献［E］中的方法进行。

!", 短链脂肪酸测定
气相色谱仪 O:JB‘K，毛细管柱 ’1(WW-4)*+3 ^[

:O $< "4-(?%)+，进样口 DKKd，检测器（LbT）D^Kd，
柱温 D‘d始程序升温，缓慢升温至 EKd后迅速升温
至 A]Id。

) 结果和讨论

)"! 肠道菌群研究分析
)"!"! 肠道菌群群落分布及 #N<值：从肠道菌群
值（表 A）来看，厌氧菌中数量最多的是类杆菌，双歧
杆菌和乳杆菌次之。产气荚膜梭菌和肉毒梭菌是肠

道致病菌，因样本差异大。与其他年龄段的人群相

比［^］，本文的厌氧菌数值（尤其是双歧杆菌，达

AK‘ C AK’LMN湿重）比较高，体现了此年龄段人群的生
理年龄和状况。厌氧菌数量会随年龄增加而发生改

变化，尤其是双歧杆菌数量的下降是通常是人体衰

老程度的一个标志。#N<值是双歧杆菌与肠杆菌的
比值，是反映肠道定植抗力的一个指标。本实验研

究中的的青年人平均 #N<值为 A]^\JJ（表 A），大大
高于正常基准线（#N< P AK），但相比于 ] C AB岁的青
少年（#N< f AKKK）［^］，此值有较大幅度下降。这可能
与双歧杆菌随着年龄增长，成年后在肠道细菌总数
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里的比例下降有关。经 !检验，肠道菌群数量和检
出率在性别之间基本无显著差异（" # $%$&）。女性
’()值（*$$%$+）要高于男性（,-%./），反映出女性肠
道环境优于男性。

!"#"! 关键益生菌群落结构分析：采用双歧杆菌

（!"#"$%&’()*+",- 0""1）特异性引物对 23-4(23*［4］和乳
杆菌（.’()%&’("//,0）特异性引物对 5/&,(54..［.］，对分
离出的双歧杆菌和乳杆菌进行 /46 789: ;<=扩增、
测序、序列分析后获得 &种双歧杆菌和 &种乳杆菌
（表 -），与基因库种菌株的相似性为 ,>? @ /$$?。

表 ! 益生菌分离菌株的分子鉴定结果
ABCDE - FGDEHIDB7 2JEK!LMLHB!LGK 7E0ID! GM 0E"B7B!EJ "7GCLG!LH0 0!7BLK0

2JEK!LLEJ 0!7BLK 9G1
’5:6A 7E0ID!0

6L3LDB7 0!7BLK 6L3LDB7L!N(?
2JEK!LMLEJ 0!7BLK BHHE00LGK 9G1

O’* ! 1 "1#’1)"0 ,, :’/-&,$*
O’/，O’4 ! 1 ’$%/*0(*1)"0 ,+，,. :’/-&,$>，:’/-&,$4
O’>/-，O’>，’>+ ! 1 20*,$%(’)*1,/’),- ,,，,,，/$$ :’/-&,$,，:’/-&,/*，:’/-&,/.
O’-.，O’- ! 1 /%13,- ,,，,. :’/-&,/4，:’/-&,/&
O’&*，O’&.，O’&4 ! 1 ’1"-’/"0 ,.，,4，/$$ :’/-&,/,，:’/-&,-$，:’/-&,-4
O5/& . 1 (+"02’),0 ,4 :’/-&,$&
O5&/，O5&，O5&/. . 1 4*/5*)"(,0 ,,，,+，,, :’/-&,$.，:’/-&,$+，:’/-&,/-
O5> . 1 #*+-*1),- ,+ :’/-&,/$
O5* . 1 0’/"5’+",0 0,&02 1 0’/"5’+",0 ,, :’/-&,/>
O5*>，O5-/4，O5-，O5/&/ . 1 0’/"5’+",0 ,,，,4，,>，,. :’/-&,/+，:’/-&,//，:’/-&,-*，:’/-&,--
O54//，O5.，O54 . 1 2/’1)’+,- ,&，,+，,4 :’/-&,-/，:’/-&,-&，:’/-&,->

!：!"#"$%&’()*+6,-；.：.’()%&’("//,0 1

表 $ 益生菌菌种检出率和检出数量百分比
ABCDE * 8E!EH!LGK 7B!E BKJ B3GIK! "E7HEK!BPE GM "7GCLG!LH0 0!7BLK0

6!7BLK0 8E!EH!LGK 7B!E (? :3GIK! "E7HEK!BPE (?
! 1 ’$%/*0(*1)"0 ,*%* # +&
! 1 /%13,- +4%. !/$
! 1 "1#’1)"0 4*%* Q /
! 1 20*,$%(’)*1,/’),- /4%. Q /
! 1 ’1"-’/"0 4%. RE7N MES
. 1 (+"02’),0 }+4%. 4$ @ .&
. 1 0’/"5’+",0 ,*%*
. 1 #*+-*1),- }**%* Q -$ @ *$
. 1 4*/5*)"(,0 /4%.
. 1 2/’1)’+,- -4%.

:3GIK! "E7HEK!BPE0 7E"7E0EK! !TE BUE7BPE UBDIE GM !TE *$ 0ICVEH!01

双歧杆菌随着年龄、饮食、环境、疾病、药物等会

在时空、种类和数量上产生相应的动态变化，随着年

龄增长，数量越来越少。本实验分离并鉴定出 &种
双歧杆菌（表 *），即：青春双歧杆菌（ ! 1 ’$%/*0(*17
)"0）、长双歧杆菌（! 1 /%13,-）、婴儿双歧杆菌（! 1 "17
#’1)"0）、假小链双歧杆菌（! 1 20*,$%(’)*1,/’),-）和动
物双歧杆菌（! 1 ’1"-’/"0），其中青春双歧杆菌在为
青年人肠道中为的优势菌种，平均占在总双歧杆菌

数量的中平均占 +&?以上、长双歧杆菌!/$?、，婴
儿双歧杆菌和假小链双歧杆菌均 Q /?，动物双歧杆
菌量很少。前 *种双歧杆菌在青年人肠道内有稳定
的定植，而且性别之间无差异。假小链双歧杆菌和

动物双歧杆菌（不常见）的检出表明了青年人肠道双

歧杆菌的丰富多样性。婴儿双歧杆菌拥有 4*%*?

的样本检出率，但所占数量百分比很小，这是表明随

着年龄增长，可能是婴儿型双歧杆菌由婴儿期的优

势双歧杆菌渐渐减少的反映，可见我们认为青年年

龄段人群虽然呈现出成年肠道双歧杆菌菌群落特

征，但仍然保留了从幼儿—少年—青年过度而来的

肠道菌群特征。

在 FBKPLK等［+］研究认为，法国青年人群肠道双
歧杆菌主要有长双歧杆菌、两歧双歧杆菌和青春双

歧杆菌，其中长双歧杆菌和青春双歧杆菌为两种优

势的菌种。6B!GWB7L等［4］以 4位 -/ @ &&岁的芬兰人
为研究对象，发现肠道中的双歧杆菌主要为青春双

歧杆菌，! 1 +,-"1"0，! 1 $*1)",- 和假小链双歧杆菌，
多数人肠道内存在着一个">种菌种组成的双歧杆
菌群体，每个人肠道的双歧杆菌群体组成是相当对

稳定的的。FB!0IWL 等［,］发现，成人肠道双歧杆菌
中，小链双歧杆菌（! 1 (’)*-,/’),-）和假小链双歧杆
菌检出率占样本总数的 ,-?，长双歧杆菌和青春双
歧杆菌分别占 4&?和 4$?。FIDDLX 等［/$］对法国 /,
@ -,岁的人群粪便样本进行分析，获得两歧双歧杆
菌、青春双歧杆菌、! 1 $*1)",-、! 1 (’)*1,/’),-、假小
链双歧杆菌和长双歧杆菌等，每份样本中有不超过

>种双歧杆菌不等，大多为 -种，青春双歧杆菌检出
率占 ./%>?，长双歧杆菌和两歧双歧杆菌为
-+%4?，! 1 $*1)",- 为 />%*?。由此可见，欧洲青年
人肠道中，主要存在不超过 >种双歧杆菌菌种，其中
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青春双歧杆菌为优势菌种、长双歧杆菌的为常见菌

种，这与本研究所得中国青年人肠道的双歧杆菌状

况基本一致。然而关于婴儿双歧杆菌，上述文章基

本无报道。鉴于婴儿双歧杆菌与年龄的密切关系，

可以认为这并不是由于饮食或环境不同等造成的，

而是研究对象的生理年龄不同引起的。上述报道的

研究对象为欧洲成年人群，同年龄人群的生理成熟

度要稍高于亚洲人，从少年过渡而来的特征更早的

消失。此外，上述文献报道的个别不普遍菌种可能

是不同人种肠道环境的菌群组成适应性的差别等因

素造成。

结果表明，健康青年人肠道双歧杆菌的优势菌

种、数量及组成种类都较稳定，样本间差异种类的数

量 ! "#，再综合欧洲研究者的研究结果，可以看出：
肠道双歧杆菌群落组成及数量与人种、膳食结构、生

活环境等因素相关性不大，主要与生理年龄紧密相

关决定。

由表 $可见，本研究中青年人肠道乳杆菌主要
有以下 "种：卷曲乳杆菌（ ! % "#$%&’()%）、唾液乳杆菌
（! % %’*$+’#$)%）、发酵乳杆菌（! % ,-#.-/().）、瑞士乳杆
菌（! % 0-*+-($")%）和植物乳杆菌（ ! % &*’/(’#).）。其
中，卷曲乳杆菌和唾液乳杆菌的样本检出率高，分别

为 &’()#和 *$($#，且两者之和的数量占总乳杆菌
数的 ’+# , )"#，可见，这两种细乳杆菌为稳定定
植于肠道内的优势菌种。其余乳杆菌菌种的数量在

不同各样本之间差异较大，检出率较低，数量较少，

平均占总乳杆菌的 -+# , $+#左右。此外，直接从
相同粪便样品本提取基因组总 ./0，进行初步的及
随后的 ./0指纹图研究发现（另文发表），还得到了
一些分离培养未检出的乳杆菌，如鼠李糖乳杆菌

（! % #0’./1%)%）、德氏乳杆菌（! % 2-**#)-"3$$）、和米酒
乳杆菌（! % %’3-$）等。

123435 6等［)］以 &位法国成人为研究对象，分离
检出了以下乳杆菌：! % #).$/$%，! % %’3-$，! % 2-*4
5#)-"3$$，! % ’"$21&0$*)%，! % "#$%&’()%，! % #0’./1%)%，! %
6’%%-#$ 等，其中 ! % #).$/$% 比较占这为优势菌种，文
章认为，个体之间乳杆菌菌株的群落组成和数量的

差异很大。74829:8;;2<等［==］研究发现，人体肠道的
乳杆菌主要由 ! % 6’%%-#$、! % #-)(-#$、卷曲乳杆菌和
唾液乳杆菌组成，植物乳杆菌、! % 710/%1/$$、! % "’%-$
和 ! % 5#-+$% 偶尔出现。综合以上对欧洲人群的研究
结果发现，不同个体间肠道乳杆菌组成和优势菌种

不一，同一研究中不同样本也有较大差异，乳杆菌的

检出种类和优势菌种也是呈现丰富多样。而本研究

中呈发现卷曲乳杆菌和唾液乳杆菌在健康中国青年

人肠道中为出常见和优势的乳杆菌，其它乳杆菌的

检出种类和数量也与欧洲人有较大差异。尤其是西

方人长期食用大量乳制品，造成其肠道中生活着更

多的 ! % 2-*5#)-"3$$、!，"’%-$ 等乳杆菌。
本研究结果表明：肠道内乳杆菌差异种类的数

量要达到 -+# , $+#，再综合欧洲研究者的研究结
果，可以看出：肠道乳杆菌的群落结构主要与受分析

人群的人种、生活习惯、膳食结构和外部环境等因素

有关。

!"! 肠道菌主要代谢产物的分析
!"!"# !>半乳糖苷酶（!>.>5848?@AB3C8B2）：!>半乳糖苷
酶的活性与肠道菌群组成紧密相关［=-］，肠道益生菌

数量多、占优势时，!>半乳糖苷酶的活性高，反之则
低。研究［=-］认为!>半乳糖苷酶由双歧杆菌、乳杆菌
等有益菌大量产生，因此在医疗保健领域，酶活力的

变化还可为肠道微生态的改善提供指示作用。

!>半乳糖苷酶活力可以定义为释放的游离 +>93>
@<AD:29A4的多少，直接表示为分光光度计的吸光值
（89E-"）。本研究以总厌养菌数（4A5=+FGHI5）为 J轴，
（4A5=+ 89E-" I5）为 K轴作图（图 =），发现酶活与厌氧菌
数量之间存在较大相关性，回归后获方程：（图 =，
: L +($EE&; M =(-+*-），其中 : 表示 4A5=+ 89E-" I5，;
表示 4A5=+ FGHI5。可见，总厌氧菌菌数量越高，!>半
乳糖苷酶活力也越大。建立这一曲线的意义在于可

通过直接测定粪便样品的!>半乳糖苷酶来大致判断
厌氧菌数量级水平和肠道环境的健康状况，从而较

传统的培养计数方法节省大量的时间和精力，达到

快速检测的目的。

图 # 酶活与菌数的关系
G35%= FA<<248@3A9 AN 29OK;2 89C P8?@2<38 QR89@3@K

ST2<K DA39@ <2D<2B29@B A92 BRPU2?@ %

!"!"! 短链脂肪酸（V:A<@>F:839 G8@@K 0?3C，VFG0）：
益生菌对肠道的主要贡献之一就是能代谢产生短链
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脂肪酸、可降低肠道 !"值、提供肝代谢能量、促进
改善脂质代谢、促进肠道蠕动等，对人体健康具有着

十分重要的作用。粪便 #$%&的含量可反映人体肠
道厌氧菌的活性和代谢情况（表 ’）。

表 ! 粪便中短链脂肪酸平均含量［"#$#（%&’）( ) *+］
()*+, ’ #-./01$-)23 %)004 &526 )7,/)8, 5.30,30［98:8（;,0）< = #>］23 ?,5,@

&5,025 A/.!2.325 BC04/25 D)5025 )526
EFGH = GFII GFJI = GFKH GFK’ = GFLG LF’K = EFI’
&7,/)8, 7)+C, G? KG @C*M,50@N

一般认为乙酸 L O ’98:8，丙酸 GFP O EFJ98:8，丁
酸 GFJ O E98:8 均属正常值。乳酸含量会随乳酸菌
数量或饮食而波动较大（GFJ O K98:8）。实验测定的
较高本研究样本中乳酸含量较高（LF’K = EFI’）表
明，青年人群肠道中益生菌（乳酸主要由双歧杆菌、

乳杆菌等益生菌产生）含量较高。乙酸、丙酸和丁酸

的含量稍低于一般报道值，可能与 #$%&以盐的形
式存在、不易酯化以及粪便杂质干扰等因素有关。

, 结论
本研究获得的肠道菌群分布表明，KG例 LG O LJ

岁健康青年人肠道具有高水平的厌氧菌数值和 B:Q
值（平均 ERJFII）。
针对中国青年人群，在种的水平上对肠道关键

益生菌群落结构的研究结果显示，此群体人群肠道

中，双歧杆菌通常由 E O ’种菌种组成，青春双歧杆
菌是优势菌种（检出率 HKFKS，占总双歧杆菌数量
百分比 T PJS），长双歧杆菌比较常见（检出率
PIFRS，占总双歧杆菌数量百分比 EGS）；其余双歧
杆菌在各对象样本间的差异数量 U JS；，双歧杆菌
群落结构在不同个体间相对稳定，同时婴儿双歧杆

菌的检出暗示了年龄增长的过渡特征性。卷曲乳杆

菌和唾液乳杆菌平均占有为肠道优势地位乳杆菌

（检出率分别为 PIFRS和 HKFKS，两者之和占总乳
杆菌的数量百分比为 IGS O RJS），其余乳杆菌种
类和数量差异较大，对象不同人群对象之间差异数

量可达 LGS O KGS。
分析本研究结果与欧洲研究者的研究结果的异

同，可以得出：肠道双歧杆菌群落结构与人种、膳食

结构、生活环境等因素相关性不大，主要与人的生理

年龄紧密相关，因此，双歧杆菌的数量和组成通常被

作为人体生理年龄的指标。肠道乳杆菌群落结构与

人种、饮食结构、生活环境等因素紧密相关，不同个

体具有各自独特的乳杆菌群落组成，乳杆菌的群落

结构更多地代表了人种、膳食结构和生活环境的多

样性。

!1半乳糖苷酶和短链脂肪酸的检测，都将为建
立一种快速估计粪便总厌氧菌数和反映肠道益生菌

数量和活性水平的评价方法奠定良好的基础。

对肠道菌群分布、益生菌群落结构和代谢产物

的研究，不仅能更深入了解肠道菌群，也为建立人体

肠道环境健康程度的评价指标和体系、益生菌菌种

筛选、肠道微生态保健领域研发和肠道疾病临床辅

助治疗提供基础和参考。
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