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摘要：【目的】粪菌移植(fecal microbiota transplantation，FMT)作为一种治疗手段，已在人类肠道疾病

治疗中有较多应用，但在干预新生仔猪肠道菌群上的研究未见报道。本文旨在研究早期母源粪菌移植

对新生仔猪肠道菌群发育的影响。【方法】选取一窝 12 头杜长大新生仔猪，随机分为粪菌处理组(feces 

treatment，FT)和对照组(control，CO)。FT 组仔猪出生后 1–5 d 每日灌注母源粪菌接种液，CO 组灌注

等量生理盐水。于 1、3、5、7、10、14、18 和 22 日龄采集仔猪粪样，Miseq 高通量测序分析仔猪粪

便菌群。【结果】灌喂母源粪菌有增加仔猪肠道菌群丰富度的趋势；主坐标分析显示，两组仔猪粪样

菌群结构簇并未分开，并在 18 和 22 日龄时靠近母猪粪样菌群结构簇；随日龄增加，两组仔猪肠道中

的变形菌门丰度均显著降低，而厚壁菌门的丰度显著增加，且从 10 日龄起拟杆菌门和厚壁菌门之和

约为 90%；与对照组相比，灌喂母源粪菌增加了 10 日龄时 Escherichia-Shigella 的丰度，而降低了 18 日

龄时该菌属的丰富度，18 日龄时肠球菌属和普氏菌属的丰度则显著增加。【结论】1–3 日龄口服灌喂

母源粪菌液并不能影响仔猪肠道菌群的定殖，这一阶段主要受母体微生物结构的影响；灌喂粪菌液对

仔猪肠道菌群定殖的影响最多持续 10–14 d；而且仔猪在 22 d 左右，肠道菌群结构逐渐趋同于母猪肠

道菌群。 
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近 年 来 ， 粪 菌 移 植 (fecal microbiota 

transplantation，FMT)作为一种历史悠久且可以重

建肠道菌群的疗法重新被临床所关注。它是指将

健康人或动物粪便中的功能菌群，通过某种手段

移植到患病的人或动物肠道中，重建肠道菌群平

衡并治疗肠道疾病的方法。目前临床上，主要应

用 此 法 治 疗 复 发 型 难 辨 梭 状 芽 孢 杆 菌 感 染

(Clostridium difficile infection，CDI)和炎性肠病

(inflammatory bowel disease，IBD)。另据报道，粪

菌移植能够有效恢复腹泻患者肠道中厌氧菌的比
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例[1–3]。但在动物上的研究尚为少数，且主要以鼠

科动物为实验模型探究肠道菌群移植对动物行为

和肠道外疾病的影响[4–5]。 

动物胃肠道菌群对其宿主的健康及生长发育

有很大影响，能促进肠道消化和免疫功能的完善[6]，

并且胃肠道菌群的早期发育与机体的代谢疾病、

免疫类疾病、胃肠道类疾病甚至精神类疾病都具

有关联[7]。普遍的观点认为，动物出生前胃肠道中

是处于无菌状态的，在出生后 3–4 h 肠道内开始检

测出细菌，并且新生动物的胃肠道菌群主要从含

母体微生物的环境中获得，其中需氧菌最先定殖，

兼性厌氧菌其次定殖，专性厌氧菌最后定殖。随

着微生物的不断定殖，新生动物在其胃肠道内迅

速形成一个极其庞大的微生物群落[8]。 

动物胃肠道菌群的作用机理及人为调控动物

胃肠道菌群平衡以维持动物健康、促进动物生产，

一直是国际上的研究热点。目前，还未见通过母

源粪菌移植促进新生仔猪菌群发育的报道。本试

验利用 Miseq 高通量测序技术，以杜长大新生仔

猪为试验对象，研究早期母源粪菌干预对新生动

物肠道菌群发育的影响，旨在为动物生产的早期

环境控制提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  母源粪菌的制备 

参照杨云生和王子恺的方法[9]，收集 1 头待分

娩母猪新鲜粪样 50 g，置于充满 CO2 的自封袋中，

冰盒转运至实验室，将粪样置于合适的无菌容器

中，加入 250 mL 无菌的生理盐水(通入 CO2 以除

去溶解的 O2)，用无菌纱布快速过滤去除匀浆后所

得粪样悬浊液中的大颗粒物质，将过滤后所得的

浑浊液体以 2000 r/min 的速率离心 10 min，取上

层即为菌液，在菌液中加入终浓度为 10%的无菌甘

油，分装小管后−80 °C 备用。 

1.2  粪菌干预试验设计与样品采集 

母猪分娩后，将该窝 12 头仔猪随机分为 2 组，

粪 菌 处 理 组 (feces treatment ， FT) 和 对 照 组

(control，CO)，分别饲养于 2 个分娩栏，每组 6 头。

粪菌组仔猪出生后 1–5 d 每日灌喂粪菌接种液 3 mL 

(活菌数>109 CFU/mL)，对照组灌喂等量的生理盐

水。第 3 天仔猪与母猪分离，采用人工乳饲喂仔

猪，14 d 后添加乳猪配合饲料(某商品教槽料，粗

蛋白 21%，代谢能 3.3 kcal/kg)。于仔猪出生后第

1、3、5、7、10、14、18 和 22 天采集每只仔猪的

粪样，并收集母猪粪样，−28 °C 保存，用于提取

菌群 DNA。 

1.3  粪样菌群的分析 

1.3.1  菌群 DNA 的提取：分别称取 0.2 g 粪样置

于 2 mL 无菌离心管，加入 1 mL PBS 溶液，涡旋

振荡，2000g 离心 5 min，获取上层菌液，以

12000g 离心 5 min，去除上清，加入 1 mL CTAB 

缓冲液，充分振荡混匀，采用珠磨式组织研磨器

(Bead-beater，Biospec，USA)破除细胞壁，参照

CTAB 法提取微生物 DNA[10]。 

1.3.2  细菌 16S rRNA 基因扩增及 Miseq 测序：

利用细菌通用引物 515F 和 907R 扩增细菌 16S 

rRNA V4 区基因[11–12]，PCR 扩增条件和混合体系

参照 Sun 等[13]。PCR 扩增产物利用 DNA 琼脂糖凝

胶抽提试剂盒进行纯化回收(Axygen Biosciences，

Union City，CA，USA)，在 Illumina MiSeq 平台

上 进 行 序 列 分 析 (上 海 美 吉 生 物 医 药 科 技 有 限  

公司)。 

1.3.3  生物信息学分析：运用 QIIME (1.17)对原

始数据进行特定过滤处理[14]。为严格控制有效序
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列质量，过滤筛选标准如下：删除含有 barcode 标

签的序列、序列长度<150 bp 序列、碱基模糊或者

错配超过 2 个的序列、单独碱基重复 6 个以上的

序列。运用 UPARSE (version 7.1，http://drive5. 

com/uparse/) 对 筛 选 序 列 进 行 OTU (operational 

taxonomic units)聚类分析，序列相似度达到 97%

归为一类[15]。采用 RDP[16] classifier (Release 11.1，

http://rdp.cme.msu.edu/)贝叶斯算法分别对各 OTU

在各个分类水平：domain (域)、kingdom (界)、

phylum (门)、class (纲)、order (目)、family (科)、

genus (属)、species (种)统计各样本的群落组成。

在菌群 OTU 水平上，运用 Mothur 软件做稀释曲

线分析，并计算出 Chao 和 Ace 指数，用以评估肠

道菌群丰富度，以及 Shannon 和 Simpson 指数，

用以评估肠道菌群多样性。应用 R 语言软件对

OTU 水平进行 Bray-Curtis 算法的主坐标分析

(principal coordinates analysis，PcoA)[17]，并利用

GraphPad Prism 5 (GRAPHPAD Software, San 

Diego, CA, USA)软件作图。 

1.4  数据统计 

测序所得的菌群丰富度和多样性指数以及不

同水平菌群相对丰度数据使用 Excel (2013)进行

初步处理后，采用 SPSSv20 软件中的双因素方差

分析(粪菌处理和仔猪日龄)进行显著性分析，显著

水平置于 0.05。 

2  结果和分析 

2.1  母源粪菌干预对新生仔猪粪样微生物多样性

的影响 

本试验测定了包括 5 个母猪粪样在内的共 

96 个样品的序列。测序得到 3598079 条长度超过

250 bp 的细菌 16S rRNA 基因有效序列。如图 1

所示，OTU 水平上的稀疏曲线趋于平缓，说明高

通量测深度足够反映各样品中菌群的组成和多样

性。除第 3 和 22 日龄外，FT 组的稀疏曲线略高

于 CO 组，说明灌喂母源粪菌的仔猪粪样中微生

物的多样性略高于 CO 组。 

由表 1 可见，与 CO 组相比，粪菌干预对多

样性指数无显著变化，但随仔猪日龄的增加，多

样性指数显著升高。对每个日龄分别单独分析显

示，在第 5 日龄时，FT 组仔猪粪样 OTU 数量显

著高于 CO 组(P=0.049)，且 Ace (P=0.078)、Chao 

(P=0.062)和 Shannon (P=0.095)指数呈升高趋势。

10 日龄时，FT 组仔猪粪样菌群 Shannon 指数有高

于 CO 组的趋势(P=0.079)。14 日龄时，FT 组的仔

猪粪便菌群的 Ace 指数呈升高趋势(P=0.096)。而

在 22 d 时，FT 组仔猪粪样菌群中 OTU 数量

(P=0.038)、Ace (P=0.018)和 Chao (P=0.015)均显著

低于对照组。 

 

 
 

图 1.  样品稀疏曲线 

Figure 1.  Rarefaction curves for samples. CO: 
Control; FT: Feces treatment; SF: Sow’s feces. The 
same as follows. 
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表 1.  灌喂粪菌液组与对照组仔猪粪样菌群丰富度和

多样性指数 

Table 1.  Phylotype coverage and diversity estimation 

of the 16S rRNA gene libraries of the feces of pigs in 

the feces treatment (FT) and control (CO) groups 
Group OTUs Ace Chao Shannon Simpson

CO-1 120.2 229.2 195.2 0.93 0.64 

CO-3 80.2 150.0 130.9 1.26 0.48 

CO-5 139.3 200.7 188.1 2.85 0.13 

CO-7 174.0 230.7 221.5 3.05 0.11 

CO-10 224.2 285.3 276.7 3.31 0.07 

CO-14 269.5 324.6 323.2 3.66 0.05 

CO-18 302.7 377.2 383.7 3.49 0.08 

CO-22 316.8 381.1 384.0 3.77 0.05 

FT-1 167.5 282.0 241.6 1.46 0.39 

FT-3 76.6 168.6 120.4 1.09 0.52 

FT-5 219.2 319.0 297.0 3.32 0.08 

FT-7 185.8 266.6 241.3 2.57 0.22 

FT-10 234.3 317.2 299.1 3.63 0.05 

FT-14 295.5 374.4 378.0 3.59 0.06 

FT-18 317.0 401.5 410.7 3.61 0.06 

FT-22 250.8 294.6 294.2 3.21 0.12 

SEM 9.897 11.109 11.815 0.111 0.022 

P value T 0.239 0.084 0.186 0.843 0.606 

D 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

T×D 0.218 0.244 0.188 0.069 0.031 
 

 

2.2  早期灌喂母源粪菌对新生仔猪粪样微生物区

系结构(门、属和 OTU 水平)的影响 

对所有粪样微生物测序结果进行主坐标分

析，结果如图 2 所示，粪菌处理和对照组样品未

完全分开，样品分布主要根据仔猪日龄而分开，

且在 22 日龄时两组仔猪粪样菌群结构都趋近于母

猪的菌群。 

如图 3 所示，在门水平上，两组仔猪粪样中

厚壁菌门(Firmicutes)、拟杆菌门(Bacteroides)和变

形菌门(Proteobacteria)为主要的优势菌门。与对

照组相比，灌喂粪菌的仔猪粪便中 SHA-109 菌门

的丰度显著增加(P<0.05)，梭杆菌门(Fusobacteria)、

脱铁杆菌门(Deferribacteres)和 Saccharibacteria 呈

升高趋势(P<0.1)，而疣微菌门(Verrucomicrobia)

的相对丰度呈降低趋势(P<0.1)。随日龄的变化，

相对丰度较高的厚壁菌门、变形菌门、拟杆菌门、

放线菌门(Actinobacteria)和梭杆菌门的相对丰度

均发生了显著变化。其中变形菌门在 1 日龄时丰

度最高，但这一菌门丰度随日龄增加显著降低，

而拟杆菌门在 21 日龄时相对丰度最高。在 10 日

龄 时 ， 变 形 菌 门 、 梭 杆 菌 门 、 螺 旋 体 门

(Spirochaetes)和 Synergistetes 在 FT 仔猪粪样中的

丰度显著高于 CO 组(P<0.05)。14 日龄时，FT 组

仔猪粪样中螺旋体门的丰度有高于 CO 组的趋势

(P=0.067)。类似地，在 22 日龄时，变形菌门在

FT 组的仔猪粪样中的丰度也显著高于 CO 组

(P<0.05)。 

如图 4 显示，在属水平上，从 1 日龄到 3 日

龄，Escherichia-Shigella 和拟杆菌属为较优势的

菌属，且拟杆菌属的优势持续到 10 日龄，但二者 
 

 

 
 

图 2.  仔猪和母猪粪样菌群组成的Bray-Curtis主坐标

分析(PcoA) 

Figure 2.  Principal coordinate analysis (PCoA) 
results showing the relationships of bacterial 
communities in piglets’ and sow’s fecal samples. 
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图 3.  灌喂粪菌组和对照组的仔猪粪样菌群门水平相对丰度的变化 

Figure 3.  Relative abundance of microbial phyla in feces of pigs in feces treatment (FT) and control (CO) groups. 
 

 

的相对丰度在 22 日龄降到相对较低的水平。

Unclassified Ruminococcaceae 、 普 氏 菌 属 

(Prevotella) 、 Holdemanella 、 unclassified 

Prevotellaceae 、 [Eubacterium] nodatum group 、

Faecalibacterium 和 Oribacterium 的相对丰度在两

组 间 有 显 著 差 异 (P<0.05) 。 Butyricimonas 、

unclassified Ruminococcaceae 、 普 氏 菌 属 、

Ruminiclostridium 、 unclassified Prevotellaceae 、

Alloprevotella、Faecalibacterium、Oribacterium 和

Cloacibacillus 受到了处理和时间交互作用的显著

影响(P<0.05)。对各时间点分别进行分析显示，1

和 3 日龄时，两种处理间各菌属的相对丰度均无

显著差异。5 日龄时，灌喂母源粪菌液显著增加了

仔猪粪便中柯林氏菌属(Collinsella)、普氏菌属、

unclassified Bacteroidales 、 unclassified 

Christensenellaceae、unclassified Erythrobacteraceae、

Alloprevotella 和 Odoribacter 的相对丰度(P<0.05)；而

降低了 7 日龄时 unclassified Ruminococcaceae 的相对

丰 度 (P<0.05) 。 10 日 龄 时 ， FT 组 仔 猪 粪 样 中

Escherichia-Shigella、盐单胞杆菌属(Halomonas)、

unclassified Lachnospiraceae 、 梭 杆 菌 属

(Fusobacterium)、[Eubacterium] coprostanoligenes 

group、考拉杆菌属(Phascolarctobacterium)、密螺

旋体属(Treponema)、unclassified Erythrobacteraceae、

Odoribacter 和韦荣氏球菌属(Veillonella)的相对丰

度显著高于 CO 组，而 unclassified Bacteroidetes

的丰度显著低于 CO 组(P<0.05)。14 日龄时，

Alistipes 在 FT 组仔猪粪样中的丰度显著低于 CO

组(P<0.05)。18 日龄时，FT 组仔猪粪样中肠球菌

属(Enterococcus)和普氏菌属的丰度显著高于 CO

组(P<0.05)，而 Escherichia-Shigella 和 unclassified 

Lachnospiraceae 的丰度显著低于 CO 组(P<0.05)。

22 日龄时，FT 组仔猪粪样中 Faecalibacterium 和

Oribacterium 的 丰 度 显 著 高 于 CO 组 ， 而

Ruminiclostridium 和 unclassified Prevotellaceae 的

丰度在 FT 组中显著降低(P<0.05)。 



陈雪等 | 微生物学报, 2018, 58(7) 1229 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

  

 
 

图 4.  属水平受到母源粪菌干预影响的仔猪粪样微生物(至少有一个平均值≥1%) 

Figure 4.  Relative abundances of microbial genera that were significantly affected by the intervening of maternal 

fecal microbiota (only taxa with average relative abundance of ≥1% in at least one pig were presented). 

 

3  讨论 

新生仔猪肠道微生物的结构复杂多变，且易

受所接触的外界环境影响，母亲的肠道微生物被

认为是仔猪肠道菌群定殖的重要来源[18]。本试验

利用高通量测序技术研究了直接给新生仔猪灌喂

母源粪菌液对仔猪肠道菌群发育的影响。 

微生物多样性指数的结果显示，在 5–14 日龄，

灌喂粪菌液在一定程度上增加了仔猪肠道菌群的

多样性。以往的研究认为，口服益生菌制剂在肠

道中的停留时间最多在 10 到 14 日龄，本试验的

结果与此类似[3]。在 18 日龄时，前期灌喂母源粪

菌液对菌群结构的影响基本消失，并且在 22 日龄，

粪菌组仔猪肠道菌群的多样性低于对照组，造成

这一现象的原因可能是前期肠道菌群结构的差异

造成后期细菌共发生机制的改变，或者肠道免疫

系统发育进程的不同步导致的。由 PCoA 图的结

果得出，新生仔猪早期肠道菌群结构的发育是一

个不断向母体粪菌结构趋同的过程。 

从微生物多样性指数、门水平和属水平的统
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计结果看出，在 1 日龄和 3 日龄时，两种不同处

理间均无显著差异。前人报道，自然分娩的婴儿

拥有与其母亲阴道菌群非常相似的组成[19]，而且

在出生后的第 2 天和第 5 天，不管饲养环境和饲喂

方式如何，新生儿的回肠菌群结构都是相似的[20]，

上述这些发现与本试验具有一致性。在仔猪出生

后的早期，Escherichia-Shigella 菌属占据了最多的

微生物组成比例，这与 Konstantinov 等的研究相

似[21]，可能是由于这一菌属可以为后来的厌氧菌

(如拟杆菌属、双歧杆菌属和梭菌属)的定殖提供厌

氧条件。在 10 日龄时，Escherichia-Shigella 和盐

单胞杆菌在 FT 组仔猪粪样中的丰度显著较高，这

可能是引起变形菌门在该组显著增加的原因；类

似的，在同一时间点和处理组中，Fusobacterium

丰度的增加引起了梭杆菌门的增加；密螺旋体的

丰富度提高引起螺旋菌门丰度的增加。其中，肠

球菌属中包含的某些菌种，如屎肠球菌，被认为

是一种益生菌，它的定殖能够抑制肠道中有害菌

Escherichia coli 的活动[22]。Faecalibacterium 中包含

一种“友好”的菌种，Faecalibacterium prausnitzii，

该菌种具有产丁酸的特性，能够促进动物机体健

康[23]，实验末期，FT 组中该菌属的丰度显著高于

CO 组。Grehan 等研究显示，对人类患者进行粪

菌移植治疗后的 24 周内，双歧杆菌属、拟杆菌属、

球形梭菌和柔嫩梭菌在肠道中具有持续定殖的现

象，且拟杆菌属和普氏菌属为优势菌属[3]，在本试

验中，拟杆菌属在各个时间点收集的各粪样中平

均丰度均大于 1%，在 5 和 10 日龄时普氏菌属在

粪菌组仔猪中具有更高的相对丰度，这可能与灌

喂母源粪菌液有关，但双歧杆菌的检出率在各粪

样中较低，可能是母源粪菌液在冻存过程中，部

分细菌的活性受到影响，致使无法在仔猪肠道中

顺利定殖，也可能是日粮的变化所引起。22 日龄

时，仔猪肠道菌群结构就逐渐趋同于母猪肠道菌

群，可能是因为本试验中仔猪自 3 日龄开始以人

工乳饲养，并且自 14 日龄开始饲喂固体教槽饲料。 

研究表明，对于难辨梭状芽孢杆菌感染患者

来说，经十二指肠灌注途径与经结肠镜途径 FMT

的临床疗效相当，功能菌群得以恢复，且治疗效

果较为持久[9] 。但本试验中仔猪口服粪菌液并不

能持续长久影响其肠道菌群结构，后期研究中可

以借鉴上述临床方法，即将粪菌液制成过胃药剂，

使其在肠道中释放，可能更有利于粪菌的定殖。

此外，受粪菌移植影响菌群的功能在后续研究中

也需要深入研究。 

4  结论 

给新生仔猪口服灌喂母源粪菌液在 1–3 日龄

并不影响菌群定殖，这一阶段仔猪的肠道菌群结

构主要受母体细菌影响；口服灌喂粪菌液的影响

只能持续 10–14 日龄；同时发现，22 日龄仔猪肠

道菌群结构逐渐趋同于母猪肠道菌群。 
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Effect of oral feeding maternal fecal microbiota on intestinal 
microbiota development of newborn piglets 

Xue Chen, Erdou Ren, Yong Su* 
Jiangsu Key Laboratory of Gastrointestinal Nutrition and Animal Health, College of Animal Science and Technology, Nanjing 

Agricultural University, Nanjing 210095, Jiangsu Province, China 

Abstract: [Objective] Fecal microbiota transplantation (FMT) has been used in human intestinal disease, however, 

information on the use of FMT in newborn piglets is still limited. In this work, we investigated the effects of oral 

feeding maternal fecal intervention on the development of intestinal microbiota in newborn piglets. [Methods] 

Twelve Duroc × Landrace × Large piglets from the same litter were randomly divided into the feces treatment and 

control groups. Each piglet in the feces treatment group was fed with 3 mL fecal inoculation solution at the ages of 

1 to 5 days. Piglets in the control group were treated with equivalent saline. Piglets’ fecal sample was collected at 

the ages of 1, 3, 5, 7, 10, 14, 18 and 22 days for the microbiota analysis by Miseq sequencing. [Results] Oral 

administration of maternal fecal fluid increased the diversity of gut microbiota in piglets. Principal coordinate 

analysis showed that the bacterial clusterings from two groups were not separated completely, and the two 

clusterings from 18- and 22-d piglets closed to the samples of sows. With the growth of piglets, the relative 

abundance of Proteobacteria was decreased significantly (P<0.05), while Bacteroidetes gradually became one of the 

predominant phyla. FMT significantly increased the relative abundance of genus Escherichia-Shigella in piglets’ 

fecal samples on day 10, but decreased the abundance of this genus on day 18. The relative abundance of 

Enterococcus and Prevotella in the feces treatment group was significantly higher than those in the control group 

on day 18. [Conclusion] During the first 3 days after birth, oral administration of maternal fecal microbes had low 

effect on the intestinal microbial structure in piglets. The impact of oral maternal fecal solution on intestinal 

microbial colonization of piglets lasted for a maximum of 10 to 14 days. And the microbial community of piglets 

was close to the sows’ at the age of 22 days. 

Keywords: fecal microbiota transplantation, newborn piglets, microbiota development 
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