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摘  要: 目的  探究母乳喂养婴儿粪便菌群及母乳菌群相关性, 获得具有潜在益生功能菌株。方法  对健康

母子母乳及婴儿粪便样本进行 Illumina 高通量测序, 探究母乳与婴儿粪便样本菌群结构组成, 母乳菌群在婴

儿肠道垂直传递情况。通过体外益生性质研究, 对分离的菌株进行筛选。结果  母乳中的主要菌科为肠杆菌

科、莫拉氏菌科、葡萄球菌科和链球菌科; 而婴儿粪便中主要为肠杆菌科和双歧杆菌科。母乳对婴儿肠道菌

群的平均贡献率为 44.90%。根据其表面疏水性、模拟胃肠道耐受性和对细胞的黏附性质的研究, 从 123 株分

离菌株中筛选出 8 株具有益生功能菌株, 分别为 2 株假小链双歧杆菌、1 株两歧双歧杆菌和 5 株粪肠球菌。    

结论  母乳菌群与婴儿肠道菌群密切相关, 存在菌群垂直传递的情况。最终获得 8 株性能优良的益生菌株, 为

开发益生菌补充剂提供理论基础。 
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ABSTRACT: Objective  To explore the correlation between stools and breast milk of exclusively breastfed infants, 

and obtain potential probiotic strains. Methods  Illumina high-throughput sequencing was performed on breast milk 

and infant fecal samples of healthy mother and child to explore the composition of the microflora of breast milk and 

infant fecal samples, and the vertical transmission of breast milk microflora in the infant intestine. Furthermore, the 

isolated strains in breast milk and infant stools were evaluated and selected based on their probiotic properties in 

vitro. Results  Enterobacteriaceae, Moraxellaceae, Staphylococcaceae, and Streptococcaceae were major families in 

breast milk, while Enterobacteriaceae and Bifidobacteriaceae were predominant in infant stool. The average 

contribution rate of breast milk to the intestinal flora of infants was 44.90%. Among the 123 isolated strains, 8 strains 

were screened based on their hydrophobicity, tolerance to intestinal conditions and adhesion to cells, and identified as 

2 Bifidobacterium pseudocatenulatum strains, 1 Bifidobacterium bifidum strain, and 5 Enterococcus faecalis strains. 
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Conclusion  Breast milk microbiota is closely related to infant gut microbiota, and there is vertical transmission of 

microbiota. Finally, 8 strains of probiotics with good performance are screened, which provides a theoretical basis for 

the development of probiotic supplements. 

KEY WORDS: breast milk bacteria; infant intestinal bacteria; microbial diversity; maternal transmission; probiotics 
 
 

0  引  言 

母乳作为婴儿最理想的食物, 不仅能为婴儿提供生长

所需的营养物质, 其中所含的微生物还能提高婴儿对环境

的耐受能力, 抑制病原微生物在婴儿肠道的生长定植[1‒2]。

婴儿出生以前母亲体内微生物通过内源途径传递到婴儿体

内, 胎盘和羊水中的菌群组成与婴儿胎便相似, 多为变形

菌门[3]。婴儿出生后, 随着哺乳的进行, 加速了母-婴菌群

的传递, 其中, 主要包括乳杆菌、双歧杆菌、链球菌、肠

球菌、丙酸杆菌和葡萄球菌等[4‒5]。 

肠道中的细菌、真菌、病毒及宿主细胞, 构成了一个

庞大的肠道微生态系统[6]。由于肠道中氧气的存在, 需氧

菌及兼性厌氧菌最先定植。细菌生长繁殖后逐渐消耗肠道

内氧气, 创造出厌氧条件。严格厌氧菌开始快速增殖, 如

双歧杆菌属、拟杆菌属等[7]。双歧杆菌对婴儿肠道黏膜屏

障及体液免疫有着很好的促进及调节作用, 可以促进肠道

黏膜 B 淋巴细胞增殖及免疫球蛋白的分泌[4]。乳杆菌是人

体肠道微生态系统中重要的组成部分。干酪乳杆菌可以通

过调节树突细胞影响调节性 T 细胞[8]。发酵乳杆菌通过产

生抗菌肽及激活先天性免疫应答抑制病原菌生长, 有效地

预防婴儿呼吸道感染[9]。鼠李糖乳杆菌可以通过抑制病原

菌的生长, 增强机体免疫力[10]。肠道菌群的定植对婴儿早

期肠道功能和免疫系统的发育起着至关重要的作用[11]。 

目前对于中国东北地区母乳及婴儿肠道菌群关系研

究较少, 为了进一步探究母乳与婴儿肠道菌群相关性, 本

研究使用 Illumina 高通量基因测序技术, 分析了哈尔滨市

母乳和婴儿粪便样本中的菌群结构组成, 对母乳菌群与婴

儿粪便菌群之间的相关性进行探究。通过益生指标的研究, 

对潜在的功能菌株进行筛选, 为开发婴儿益生菌制剂提供

理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

MRS 培养基(man rogosa sharpe, MRS)(上海阿拉丁生

化科技股份有限公司); 肠球菌显色培养基(青岛海博生物

公司); 乙酸乙酯(分析纯, 天津科密欧化学试剂公司); 萘

啶 酮 酸 ( 纯 度 ≥ 98%) 、 β- 半 乳 糖 甘 酶 显 色 底 物

(5-bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactopyranoside, X-gal)、

胆盐(≥70%)、胃蛋白酶(250 U/mg)、胰蛋白酶(250 U/mg)、

磷酸盐缓冲液(0.1 mol/L)、细菌基因组 DNA 提取试剂盒(北

京索莱宝生物科技有限公司 ); 大鼠小肠隐窝上皮细胞

(intestinal crypt epithelial cells-6, IEC-6, 国家生物医学实验

细胞资源库)。 

1.2  仪器与设备 

ES124S 万分之一电子天平 (北京赛多利斯公司 ); 

ZHJH-1109 垂直流超净工作台(苏州净化设备有限公司); 

LDZX-40AI 高压灭菌锅(上海申安医疗器械厂); TGL-16G

低速离心机(上海安亭科学仪器厂); BCD-215TD GA 冰箱

(海尔集团); HWS24 数显恒温水浴锅(上海一恒有限公司); 

202-3 型电热恒温干燥箱(天津市泰斯特仪器)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样本人群选择 

本实验纳入的人群应满足以下条件: 健康母亲及其

婴儿; 婴儿无先天性疾病, 出生时 Apgar 评分大于 7 分; 

母亲本次孕期身体健康, 母亲未患有严重的妇产科疾病, 

如妊娠期糖尿病, 妊娠期高血压, 先兆子痫或子痫; 既往

无严重的心、肝、肺、肾疾病、内分泌疾病以及精神病

等病史。  

1.3.2  样本采集及储存方法 

母乳及婴儿粪便严格对应跟踪取样。分别采集初乳

(1~7 d)、过渡乳(8~14 d)及成熟乳(>14 d)样本。样本采集容

器为无菌离心管[12]。采集的母乳及婴儿粪便样本尽快转存

于实验室超低温‒80 ℃冰箱[13]。 

1.3.3  Illumina 高通量测序及分析方法 

使用 Agilent 2100 生物分析仪对文库的片段范围及浓

度进行检测。检测合格的文库根据插入的片段大小, 通过

Illumina HiSeq 2000 平台进行 PE250 测序。使用 R 软件包, 

对样本 α 多样性(Chao1 和 Shannon 指数)和 β 多样性中分

类单元(operational taxonomic unit, OTU)的差异进行分析。

使用 R 软件包(ade4)分析母乳和婴儿粪便样本中的细菌多

样性。使用距离矩阵(adonis, R vegan package)分析母乳和

婴儿粪便样本物种组成[14]。使用了 Source Tracker 0.9.5, 分

析母乳菌群对婴儿肠道菌群的贡献率[15]。 

1.3.4  菌种分离、纯化 

将母乳及稀释后的粪便样本, 涂布于半选择性 MRS

固体培养基上。双歧杆菌及乳杆菌采用 MRS 琼脂培养基

添加萘啶酮酸, X-gal 进行分离[16‒17]; 肠球菌采用肠球菌显

色培养基进行分离。通过革兰氏染色, 筛选出具有双歧杆

菌、乳杆菌及肠球菌特征的菌株。双歧杆菌呈现分叉状如
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Y 形和 V 形; 乳杆菌呈现链杆状或球杆状; 肠球菌呈球形

或卵圆形 [18]。革兰氏染色均为阳性。筛选后的菌株以

ML(母乳来源)或 FL(婴儿粪便来源)加数字方式命名。以

20%丙三醇作为保护剂, 冷冻保藏于‒80 ℃冰箱中备用[12]。 

1.3.5  表面疏水性筛选 

细菌于 37 ℃下静置培养 36 h。6000 r/min、10 min 离

心菌液, 弃上清, 收集菌体沉淀。菌体用无菌的磷酸盐缓冲

液(phosphate buffer saline, PBS)洗涤两次, 再重新悬浮于 PBS

缓冲液中, 使菌悬液的吸光度达到 0.5±0.02 (A0)。取 2 mL 菌

悬液与乙酸乙酯混匀后在室温静置 10 min。将两相体系涡旋

振荡后静置 20 min, 重新形成为两相体系。小心吸取水相, 

600 nm 下测定吸光度(A1)。计算方法见公式(1)[19‒20]。 

表面疏水性/%= 1

0
(1 ) 100

A

A
           (1) 

1.3.6  模拟胃肠道耐受筛选 

将胃蛋白酶(3 g/L)悬浮于 10 mL无菌生理盐水溶液中

(0.85% NaCl, m:V), 将 pH 调节至 2.5 制作模拟胃液。菌种

于 37 ℃培养 36 h, 接种到模拟胃液中, 37 ℃下孵育 3 h[19]。

将胆盐(0.3%, m:V)和胰蛋白酶(1 mg/mL)溶解在 10 mL 无

菌生理盐水溶液中制备模拟肠液。将 pH 调节至 8.0。菌种

于 37 ℃培养 36 h, 接种到模拟肠液中, 并在 37 ℃下孵育 

4 h[19]。将作用后的菌液稀释至适当浓度后, 涂布于 MRS

平板中, 37 ℃培养 24 h, 采用平板计数法对菌种进行计数, 

以判断菌株对胃肠道的耐受能力。 

1.3.7  细菌黏附肠道细胞 IEC-6 能力筛选 

将菌株在 MRS 培养基中 37 ℃培养 36 h, 活化三代备

用。将菌液 6000 r/min 离心 10 min, 除去上清液, 收集沉淀

的菌体, 将菌体和RPMI-1640细胞培养基重新混合, 使其浓

度达到 1×106 CFU/mL。将长成单层的 96 孔组织细胞培养板

中加入 100 μL 1×106 CFU/mL菌液-RPMI 1640混合液, 将细

胞培养板在 5% CO2、95%空气的CO2培养箱中 37 ℃培养 4 h, 

用 PBS 缓冲溶液清洗 3 次除去未黏附的益生菌。连续稀释

后涂布于 MRS 琼脂培养基中计算活菌的数量[21]。 

1.3.8  细菌鉴定方法 

使用细菌 DNA 提取试剂盒提取基因组 DNA。引物为
27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′), 1492R (5′-TAC 
GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)[22]。所采用的 PCR 程序为: 

95 ℃预变性3 min; 95 ℃变性45 s, 退火温度56 ℃ 60 s, 72 ℃

延伸 60 s, 共循环 30 次; 72 ℃终端延伸 10 min, 4 ℃终止[7]。

配制 1%琼脂糖凝胶, 电泳在 1×TAE 缓冲液中进行, 电压

100 V, 时间 60 min[22]。将 PCR 产物送至生工生物工程(上海)

股份有限公司检测。 

1.3.9  数据处理及统计分析 
数据分析处理由 Excel 2019、SPSS 20 完成。图形绘

制由 Origin 8.5 绘制完成。 

2  结果与分析 

2.1  母乳与婴儿粪便样本菌群多样性分析  

对 24 对母乳及婴儿粪便样本进行多样性分析, 研究

发现母乳样本中 Chao1 指数高于婴儿粪便样本(图 1A), 这

表明母乳中的物种多样性较婴儿粪便样本更丰富。同时, 

婴儿粪便样本的 Shannon 指数略低于母乳样本的 Shannon

指数(图 1B), 这表明婴儿粪便样本均一性低于母乳样本。

MURPHY 等[23]发现, 在婴儿出生后 1、3、6 及 12 周, 母

乳样本的 Chao1 指数及 Shannon 指数均高于婴儿粪便样

本。对 2、5、10 d, 1~4 月母乳及婴儿粪便 Shannon 指数进

行分析, 发现在婴儿 1 个月前母乳 Shannon 指数高于婴儿

粪便[24]。综上, 对于样本物种多样性及均一性的研究, 母

乳均高于婴儿粪便, 这与本研究结果一致。细菌群落的 β

多样性分析如图 1C 所示, PC1 为第一主坐标, 对总体菌群

的贡献率为 19.97%; 纵坐标为第二主坐标, 其贡献率为

12.79%。母乳和粪便样本分为两组, 并且母乳和婴儿粪便

之间的微生物群落存在一些差异。 
 

 
 

注: A. 母乳及婴儿粪便 Chao1 指数分析; B. 母乳及婴儿粪便 Shannon 指数分析; C. β多样性分析。 

图 1  母乳及婴儿粪便 α及 β多样性分析(n=24) 

Fig.1  α and β diversity analysis of flora of breast milk and infant stools (n=24) 
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2.2  母乳与婴儿粪便样本物种组成分析 

通过与数据库进行比对, 在门及科分类水平对样品物种

组成进行分析。由图 2A 所示, 母乳及婴儿粪便主要包括 4 种

菌门: 放线菌门、拟杆菌门、厚壁菌门和变形菌门。母乳中, 变

形菌门>厚壁菌门>拟杆菌门>放线菌门。婴儿粪便中, 变形菌

门>厚壁菌门>放线菌门>拟杆菌门。对于变形菌门, 婴儿粪便

样本中的相对丰度显著低于母乳样本(P<0.05)。但是对于放线

菌门、拟杆菌门及厚壁菌门, 母乳中相对丰度低于婴儿粪便。

由图 2B 所示, 母乳及婴儿粪便样本中, 主要包括 11 种菌科。

母乳样本中主要菌科为肠杆菌科、莫拉氏菌科、葡萄球菌科

和链球菌科。婴儿粪便样本中主要菌科为肠杆菌科和双歧杆

菌科。母乳样本与婴儿粪便样本对比分析可得, 对于双歧杆

菌科、梭菌科、肠球菌科、乳杆菌科及韦荣氏菌科, 母乳中

菌群相对丰度极显著小于粪便样本中菌群相对丰度(P<0.01); 

而链球菌科、莫拉氏菌科及假单胞菌科, 母乳中菌群相对丰

度极显著大于婴儿粪便中相对丰度(P<0.01)。 

有很多研究已经证实, 母乳及婴儿粪便样本中菌群

主要为厚壁菌门及变形菌门[23,25]。科水平上婴儿粪便以肠杆

菌科及双歧杆菌科为主; 母乳中肠杆菌科相对丰度最高, 其

次为莫拉氏菌科、链球菌科、葡萄球菌科及假单胞菌科[15]。

然而, 本研究发现婴儿粪便样本中双歧杆菌科的相对丰度

低于前人报告研究中的结果[15], 这可能是由于婴儿年龄的

差异导致[26]。研究表明, 在婴儿出生后第 1 年中, 双歧杆

菌科的相对丰度随年龄增长而增加[15]。在本研究中, 婴儿

纳入范围为 1~30 d, 较之前研究中的婴儿纳入范围小, 这

可能是差异出现的根本原因。 

2.3  母乳与婴儿粪便样本物种组成趋势分析 

婴儿出生后, 母亲开始分泌乳汁, 以供给婴儿日常营 

养需求。婴儿出生后 1~7 d 母亲分泌免疫活性强、营养价

值高的略带黄色的乳汁称为初乳; 8~14 d 的乳汁称为过渡

乳; 15 d 以后分泌的乳汁称为成熟乳[27]。 

不同阶段母乳菌群门水平相对丰度分析结果如图 3A

所示, 母乳中优势菌门为变形菌门。随着时间的变化, 变

形菌门相对丰度呈现先减少后增加的趋势, 其中成熟乳中

变形菌门相对丰度显著高于过渡乳中变形菌门相对丰度

(P<0.05)。通过科水平分析可知(图 3B), 拟杆菌科相对丰度

随着时间变化而减少, 成熟乳中拟杆菌科相对丰度显著小

于初乳中拟杆菌科相对丰度(P<0.05)。葡萄球菌科相对丰

度呈现先增加后减少的趋势, 其中过渡乳中葡萄球菌科相

对丰度显著高于初乳中葡萄球菌科相对丰度(P<0.05), 成

熟乳葡萄球菌科相对丰度显著小于过渡乳中葡萄球菌科相

对丰度(P<0.05)。如图 3C 所示, 与母乳中优势菌群相同, 

婴儿粪便中优势菌群也为变形菌门。随着时间的变化, 变

形菌门相对丰度先增加后减少, 在过渡乳阶段变形菌门相

对丰度达到最高。梭菌科相对丰度先递减再增加, 过渡乳

显著低于初乳(P<0.05)。葡萄球菌科相对丰度呈现递减的

趋势, 过渡乳及成熟乳中葡萄球菌科相对丰度显著低于初

乳中葡萄球菌科相对丰度(P<0.05)(图 3D)。 

2.4  菌群垂直传递分析  

菌群垂直传递结果如图 4 所示, 在婴儿粪便样本中的

微生物群落平均有 44.90%来自母乳。研究表明, 在婴儿出

生后第 1 个月, 母乳中的菌群在婴儿肠道中出现的概率最

大[15]。新生儿出生 1 d 的贡献率约为 50%[28]。1 岁婴儿肠

道的母乳菌群贡献率约为 20%[15]。正如 BACKHED 等[18]

研究发现, 贡献率随着辅食添加时间的增长而降低。饮食

逐渐多样化是导致母乳菌群贡献率下降的关键因素。 

 

 
 

注: **表示母乳菌群与婴儿粪便菌群具有极显著差异(P<0.01); A. 门水平母乳及婴儿粪便菌群相对丰度分析;  

B. 科水平母乳及婴儿粪便菌群相对丰度分析。 

图 2  门及科水平母乳及婴儿粪便菌群结构分析(n=24) 

Fig.2  Analysis of microbiota structure of breast milk and infant stools at phylum and family levels (n=24) 
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注: *表示母乳菌群及婴儿粪便菌群具有显著差异(P<0.05); A. 母乳门水平相对丰度分析; B. 母乳科水平相对丰度分析; C. 婴儿粪便门

水平相对丰度分析; D. 婴儿粪便科水平相对丰度分析。 

图 3  门及科水平菌群随时间变化趋势(n=24) 

Fig.3  Changes of flora with time at the level of phylum and family (n=24) 
 

 

 
 

图 4  母乳菌群对婴儿肠道贡献率(n=24) 

Fig.4  Contribution rates of breast milk flora to infant intestine (n=24) 
 

2.5  菌株表面疏水性筛选 

细菌表面疏水性的强弱主要取决于细菌表面非极性

基团的多少, 与表面蛋白、菌毛、脂磷壁酸及荚膜等结构

有关, 菌株表面结构不同, 导致其表面疏水性的差异。不

同种类细菌与有机相吸附的能力间接表示了细菌表面疏水

性的强弱[29]。对分离出的 123 株细菌进行表面疏水性研究, 

结果如图 5A 所示。63 株细菌具有良好的表面疏水性。其

中包括母乳样本来源菌株 31 株, 婴儿粪便样本来源菌株

32 株。母乳样本来源的 ML-227 菌株, 具有最好的表面疏

水性(64.69%±1.34%)。而来源于婴儿粪便菌株 FL-124 的表

面疏水性最低(21.47%±6.60%)。 

2.6  菌株模拟胃肠道耐受筛选 

细菌进入肠道定植的过程中首先要经过胃, 胃酸低

pH 的环境, 对细菌的活性造成很大的影响。通过体外模拟

胃液的方法, 对具有良好表面疏水性的 63 株菌进行模拟人

体 胃 液 耐 受 的 实 验 , 以 鼠 李 糖 乳 杆 菌 (Lactobacillus 
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rhamnosus GG, LGG)为阳性对照组进行各菌株胃液耐受实

验, 结果见图 5B。结果显示, 42 株菌具有较好的胃液耐受性, 

其中 21 株菌来源于母乳, 21 株菌来源于婴儿粪便。其中

FL-231 菌株具有最好的胃液耐受性(5.35±0.05 lg CFU/mL), 

FL-10 对胃液的耐受最差(3.95±0.08 lg CFU/mL)。通过模拟

肠液实验对菌株进行进一步的筛选, 以 LGG 为阳性对照

组, 共筛选出 31 株具有良好的肠液耐受功能的菌株, 其中

15 株来源于母乳, 16 株来源于婴儿粪便, 其中 ML-120 具

有最好的肠液耐受性(5.35±0.05 lg CFU/mL), 具体结果见

图 5C。不同种类细菌对于模拟胃肠液的耐受性各不相同。

当食物在肠道中消化吸收, 由于胆盐的影响, 食物中的细

菌活性也会降低, 因此益生菌的耐胆盐能力同样是其益生

功能筛选的重要指标, 以确定益生菌是否耐受肠道环境。 

2.7  菌株黏附肠道上皮细胞 IEC-6 能力筛选 

细菌在肠道中发挥作用的前提是定植在肠道黏膜表

面。这种定植依赖于细菌黏附细胞的能力, 对于细菌在肠

道内发挥益生功能十分重要。通过体外模拟黏附实验, 最

终筛选了 8 株具有较好细胞黏附性的菌株, 结果见图 5D。

其中母乳来源 3 株, 婴儿粪便来源 5 株。FL-224 细胞黏附

能力较差(61.10%±0.22%), ML-2 具有最好的细胞黏附性

(79.30%±1.23%)。 

 

 
 

注:   代表 LGG菌株; A. 菌株的表面疏水性; B. 菌株模拟胃液耐受情况; C. 菌株模拟肠液耐受情况; D. 菌株对 IEC-6细胞的黏附能力。 

图 5  菌株体外性质研究(n=3) 

Fig.5  Study on the properties of strains in vitro (n=3) 

 
 

2.8  菌种鉴定 

将上述筛选出来的菌株进行 16S rRNA 检测。共筛选

出 8 株具有良好益生特性的菌株, 其中母乳来源 3 株, 均

为粪肠球菌。婴儿粪便来源 5 株, 其中 2 株为粪肠球菌、2

株为假小链双歧杆菌及 1 株两歧双歧杆菌。结果见表 1。 

3  结  论 

本研究确定了母乳与婴儿粪便菌群的相关性。母乳中

的主要菌科为肠杆菌科、莫拉氏菌科、葡萄球菌科和链球

菌科; 而婴儿粪便中主要为肠杆菌科和双歧杆菌科。粪便

样本中 44.90%的微生物群落来自母乳。最后, 从 123 株菌

株中筛选出 8 株具有良好表面疏水性, 胃肠道耐受性及细

胞黏附性的菌株, 通过 16S rRNA 分子生物学鉴定为 2 株

假小链双歧杆菌、1 株两歧双歧杆菌、5 株粪肠球菌。这些

菌株对于进一步研究其具体的益生作用至关重要, 为研发

益生菌制剂提供参考依据。 
 

表 1  细菌鉴定结果 
Table 1  Bacterial identification results 

菌株编号 来源 鉴定结果 

ML-1 母乳 Enterococcus faecalis 
strain 

粪肠球菌 

ML-2 母乳 Enterococcus faecalis 
strain 

粪肠球菌 

ML-7 母乳 Enterococcus faecalis 
strain 

粪肠球菌 
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表 1(续) 

菌株编号 来源 鉴定结果 

FL-11 婴儿粪便 Enterococcus faecalis 
strain 

粪肠球菌 

FL-136.1 婴儿粪便 Enterococcus faecalis 
strain 

粪肠球菌 

FL-215 婴儿粪便 
Bifidobacterium 

Pseudocatenulatum 
strain 

假小链双歧杆菌

FL-216.9 婴儿粪便 
Bifidobacterium 

Pseudocatenulatum 
strain 

假小链双歧杆菌

FL-228.1 婴儿粪便 Bifidobacterium 
bifidum strain 

两歧双歧杆菌 
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