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摘要：【目的】比较持续母乳喂养条件下不同分娩方式的 34 周龄婴儿肠道菌群差异，探讨分娩方式对较

大婴儿肠道菌群发育的影响。【方法】在北京地区招募健康足月分娩母乳喂养婴儿，在 34 周仍然参与随

访的持续母乳喂养婴儿共 21 例，其中剖宫产婴儿 16 例、阴道分娩婴儿 5 例，进行肠道菌群的 16S rRNA

检测。【结果】两组共 21 个粪便样本中，共注释到 6 个门，分别为：疣微菌门、变形菌门、梭杆菌门、

厚壁菌门、放线菌门和拟杆菌门；两组共 21 个样本中共有 57 个 OTU 注释到属水平，其中，26 个属水

平 OTU 被注释到厚壁菌门，18 个属水平 OTU 被注释到变形菌门，6 个属水平 OTU 被注释到放线菌门，

5 个属水平 OTU 被注释到拟杆菌门，梭杆菌门、疣微菌门各有 1 个属水平 OTU 被注释。其中变形菌门

在阴道分娩组(44.17%)肠道菌群中的含量高于剖宫产组(16.10%)；而放线菌门在阴道分娩婴儿(0.00%)

肠道菌群中的含量低于剖宫产婴儿(0.09%)。阴道分娩组与剖宫产组相比，共有 7 个菌属的丰度发生了

显著降低(P<0.05)，分别为副杆菌属、葡萄球菌属、嗜血杆菌属、乳杆菌属、肠球菌属、双歧杆菌属及

一注释到科水平的毛螺旋菌科 OTU。【结论】分娩方式对持续母乳喂养的婴儿肠道菌群结构存在影响，

且这种影响在出生后 34 周仍然存在。 
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人体的肠道菌群数量约为 100 万亿，种类超

过 1200 种 ， 成 人 的 肠 道 菌 群 主 要 由 厚 壁 菌     

门(Firmicutes)和拟杆菌门(Bacteroidetes)构成[1]，

其编码的基因数量是人类基因组的基因数量的

300 倍[2–3]。肠道菌群参与营养吸收与物质代谢，

同时在肠黏膜表面形成天然屏障，防止致病菌与

条件致病菌的侵入，此外，肠道菌群可参与免疫

功能的调节，在维持人体健康的过程中发挥重要

的作用[4–5]。 

研究表明，肠道菌群随着年龄的增长有序发 
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育[6]。婴儿出生后肠道菌群的定殖立即开始，新生

儿身上可检测到其所接触的菌群，例如母亲的阴

道菌群或皮肤菌群，此后婴儿的体表与体内环境

会参与定殖细菌的选择[7]。大多数研究表明，在健

康婴儿中，最初几周定殖的肠道菌群以兼性厌氧

菌为主，如肠杆菌属(Enterobacteria)、肠球菌属

(Enterococcus)和链球菌属(Streptococcus)[8]，在定

植过程中，兼性厌氧菌逐渐被专性厌氧菌取代，

拟 杆 菌 属 (Bacteroides) 、 双 歧 杆 菌 属

(Bifidobacterium)和梭状芽胞杆菌属(Clostridium)

等细菌丰度增加，这一需氧菌与厌氧菌的转换在

婴儿出生后的 3 个月内完成[9]。Christopher 等根据

放线菌门(Actinobacteria)、拟杆菌门、厚壁菌门、

变 形 菌 门 (Proteobacteria) 和 疣 微 菌 门

(Verrucomicrobia)的丰度变化将出生 3 个月后的肠

道菌群发育分为 3 个阶段：发育期(3–14 个月)、

过渡期(15–30 个月)和稳定期(≥31 个月)。其中发

育期的优势菌属为双歧杆菌属，稳定期的优势菌

门为厚壁菌门，此外稳定期的细菌多样性显著高

于发育期[10]。此前的研究认为，肠道菌群的发育

在 3 岁时已趋近成熟[11]，然而最近的纵向研究表

明，肠道菌群的完全成熟可能需要更长的时间[9]，

目前肠道菌群发育的持续时间仍然未知。 

生命早期的肠道菌群定植受到多种因素的影

响，在环境因素中，喂养方式、分娩方式和抗生

素的使用是主要因素[12–13]。研究发现，相比于配

方粉喂养婴儿，纯母乳喂养婴儿的肠道菌群中双

歧杆菌属和乳杆菌属(Lactobacillus)的丰度更高，

这两种专性厌氧菌的代谢活动使肠道环境的酸性

升高，有助于防止常见病原体的侵入[14]。抗生素

的使用使婴儿肠道菌群中益生菌减少、微生物多

样性降低，这些改变与成年后的糖尿病和肥胖的

患病风险增加有关[15–16]。在足月分娩的健康婴儿

中，分娩方式被认为是影响生命早期肠道菌群的

重要因素，剖宫产被认为与生命早期肠道菌群的

成熟延迟相关，阴道分娩婴儿和剖宫产婴儿的肠

道菌群组成存在显著的长期差异，主要表现为剖

宫产婴儿肠杆菌属、梭状芽孢杆菌属丰度增加，

双歧杆菌属丰度减少，以及出生后 6–18 个月内拟

杆菌门定殖率低[16]。有研究认为这种分娩方式不

同造成的肠道菌群差异能够通过纯母乳喂养得到

一定程度上的修正[17]，但即使是肠道菌群发育模

式的短暂差异也可能对宿主的免疫系统发育产生

长期影响[18–19]。 

目前，在以持续含母乳喂养的婴儿为对象的

研究中，分娩方式对剖宫产婴儿肠道菌群发育影

响的持续时间仍未得出统一结论，本研究通过对

北京地区不同分娩方式的 8 月龄持续含母乳喂养

婴儿肠道菌群结构、丰度及物种多样性的比较，

分析分娩方式对婴儿肠道菌群发育的影响和该影

响的持续性，为调节早期肠道菌群发育不良提供

理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  研究对象 

选取 2017 年 5 月至 2018 年 8 月期间在北京

两家社区医院就诊的孕晚期健康孕妇，采用追踪

性队列研究，在分娩后依据分娩方式将母乳喂养

婴儿分为剖宫产组与正常分娩组。 

母亲纳入排除标准如下。纳入标准：20–35 岁；

身体健康；不酗酒；不吸烟；本市居住 3 年及以

上。排除标准：Ⅰ型、Ⅱ型糖尿病、高血压；感

染性疾病(肺结核、病毒性肝炎和 HIV 感染)；精

神疾病及回忆障碍；肿瘤、肝肾衰竭等重大疾病；
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不能回答问题者。 

新生儿纳入排除标准如下。纳入标准：符合

乳母纳入/排除标准的自然分娩或剖宫产的健康新

生儿；胎龄 37–42 孕周；出生体重≥2500 g；身长≥

47 cm。排除标准：早产儿(<37 w)、低体重儿   

(<2500 g)、患病或出生缺陷、畸形儿、抗生素暴露史。 

1.2  粪便样本 DNA 提取和细菌 16S rRNA 基因

V4 区测序 

1.2.1  婴儿新鲜粪便样本的采集：使用无菌采便

管收集婴儿纸尿裤上的新鲜粪便(不少于 2 勺)，收

集后立即送至实验室，置于–80 °C 冰箱保存待检。 

1.2.2  粪便样本 DNA 提取、16S rRNA 基因 PCR

建库及高通量测序：按照 QIAamp PowerFecal Pro 

DNA Kit 说明书中的实验流程，使用试剂盒提取

粪便样本的 DNA。每个样本取约 200 mg 粪便进

行 DNA 提取；DNA 纯度和完整性的初步检测通

过 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 (AGE) 方 法 完 成 ； 使 用

Nanodrop (NanoDrop ND1000，美国)检测 DNA 的

纯度；采用 Qubit 精确测定 DNA 浓度。采用 KAPA 

HIFI HotStart PCR Kit 对 DNA 的 16S rRNA V4 区

进行 PCR 扩增，引物使用了自主设计的正向引物

F (5′-CCTACGGGNBGCASCAG-3′) 和 反 向 引 物  

R (5′-GACTACNVGGGTATCTAATCC-3′) 。 PCR 

反应体系：GC buffer 5 µL，dNTPs 0.75 µL，DNA   

5 µL，扩增引物 F 1.5 µL，扩增引物 R 1.5 µL，

KAPA HiFi 酶 0.5 µL，无菌双蒸水补齐到 25 µL。

PCR 反应条件：95 °C 3 min；95 °C 30 s，55 °C   

30 s，72 °C 30 s，25 个循环；72 °C 5 min；4 °C 保

存。构建好的文库在 Illumina HiSeq2500 PE250 (美

国 Illumina 公司)平台测序。 

1.3  生物信息学分析和统计学方法 

采用 QIIME2 软件，对数据进行去噪、过滤

和聚类。去除低丰度特征和偶然特征，生成至少

出现 10 次以上且至少存在于 2 个样本中的特征

表；以 97%相似性为标准对序列进行聚类，将序

列聚类为可操作分类单元(operational taxonomic 

unit，OTU)；对照 Greengenes 16S rRNA 数据库进

行物种注释，获得不同分类层级的物种丰度表；

使用 PICRUSt2 基于丰度表和特征序列对肠道菌

群中的代谢通路进行预测。采用 SPSS18.0 统计软

件进行数据的统计学分析，以 P<0.05 为差异有统

计学意义；使用 R 语言可视化物种注释结果、代

谢通路预测结果和统计学结果。 

2  结果和分析 

2.1  物种水平上 α-多样性组间比较 

研究通过北京的 2 家社区卫生服务中心纳入

足月分娩健康婴儿，在 34 周仍然参与随访的无抗

生素暴露史婴儿共 21 例，其中剖宫产婴儿 16 例、

阴道分娩婴儿 5 例，所有婴儿在出生后至 34 周均

有持续母乳喂养，辅食添加均发生于出生 6 个月

后，不同分娩方式的婴儿 8 月龄辅食添加率没有

显著性差异。 

 

图 1.  属水平上 α-多样性组间比较 

Figure 1.  The comparison of alpha-diversity at genus 
level.  
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利用 QIIME2 软件计算 Alpha 多样性，通过

计算 Shannon Wiener 指数以反映每个样本中肠道

菌群的物种丰度和多样性。结果如图 1 所示，剖

宫产组婴儿的 Shannon 指数显著高于阴道分娩组，

说明在第 34 周龄时，剖宫产婴儿的肠道微生物多

样性显著高于阴道分娩组(图 1)。 

2.2  微生物种群组成及比较 

2.2.1  不同分娩方式婴儿肠道菌群在门水平上的

构 成 ： 两 组 样 本 共 包 含 6 个 门 ： 放 线 菌 门

(Actinobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、厚壁菌

门(Firmicutes)、梭杆菌门(Fusobacteria)、 变形菌

门(Proteobacteria)和疣微菌门(Verrucomicrobia)；

其中，拟杆菌门、厚壁菌门和变形菌门在所有的

样本中都是占主导的优势菌门，3 个菌门分别在剖

宫产组中依次占 32.88%、41.40%、16.10%；在阴

道分娩组中依次占 13.33%、42.50%、44.17%。 

2.2.2  不同分娩方式婴儿肠道菌群在属水平上的

构成：两组共 21 个样本中共有 57 个 OTU 注释到

属水平，且发现个体差异较大。其中，26 个属水

平 OTU 被注释到厚壁菌门，18 个属水平 OTU 被

注释到变形菌门，6 个属水平 OTU 被注释到放线

菌门，5 个属水平 OTU 被注释到拟杆菌门，梭杆

菌门、疣微菌门各有 1 个属水平 OTU 被注释。 

剖宫产组中大部分样本肠道菌群的优势菌属

都来自厚壁菌门和拟杆菌门。优势菌属按照相对

丰度由高到低排列依次是：拟杆菌属(Bacteroides) 

32.27%、韦荣球菌属(Veillonella) 8.89%、双歧杆

菌 属 (Bifidobacterium) 8.80% 、 瘤 胃 球 菌 属

(Ruminococcus) 8.32%、梭菌属(Clostridium) 6.72%、

费氏杆菌属(Faecalibacterium) 4.89%、链球菌属

(Streptococcus) 3.00%、嗜血杆菌属(Haemophilus) 

1.61%、劳特氏菌属(Blautia) 1.59%、巨球型菌属

(Megasphaera) 1.56%。此外，优势菌属中有 13.04%

的肠杆菌科(Enterobacteriaceae)和 1.42%的毛螺菌

科(Lachnospiraceae)未能注释到属水平。 

阴道分娩组中大部分样本肠道菌群的优势菌

属均来自变形菌门、拟杆菌门和厚壁菌门。优势

菌属按照相对丰度由高到低排列依次是：韦荣球

菌属 13.66%、拟杆菌属 12.39%、梭菌属 9.13%、 
 

 
 

图 2.  粪便样本中的细菌种群在门水平上的组成 

Figure 2.  Microbial population composition at the phylum level in fecal samples. 
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图 3.  粪便样本中的细菌种群在属水平上的组成 

Figure 3.  Microbial population composition at the genus level in fecal samples. 
 
 

瘤胃球菌属 8.70%、劳特氏菌属 7.22%、链球菌属

2.21%、多雷亚菌属(Dorea)1.57%、Dysgonomonas 

0.94%。此外，优势菌中肠杆菌科未注释到属水平

的 OTUs 占 44.17%。 

2.3  PCoA 分析 

利用 QIIME2 软件，在 OTUs 水平上基于未加

权 Uni Frac 距离进行主坐标分析(PCoA)，剖宫产

组与阴道分娩组(P=0.003，R2=18.30%)具有显著差

异，如图 4 所示。 

2.4  肠道菌群构成差异分析 

通过 LDA Effect Size 分析方法，分析两组婴

儿肠道菌群不同生物层级水平的差异(图 5、图 6)。

在门水平上，剖宫产婴儿与阴道分娩婴儿相比，

丰度具有显著变化(P<0.05)的微生物种类有放线

菌门、变形菌门。其中变形菌门在阴道分娩组

(44.17%) 肠 道 菌 群 中 的 含 量 高 于 剖 宫 产 组

(16.10%)；而放线菌门在阴道分娩婴儿(0.00%)肠

道菌群中的含量低于剖宫产婴儿(0.09%)。 

 
图 4.  不同分娩方式婴儿属水平 β多样性比较 

Figure 4.  Comparison of beta diversity among infants 
delivered by different modes at genus level. 

在属水平上，阴道分娩组与剖宫产组相比，

共有 7 种微生物的丰度发生了显著降低(P<0.05)，

分别为副杆菌属 (Parabacteroides)、葡萄球菌属

(Staphylococcus) 、 嗜 血 杆 菌 属 、 乳 杆 菌 属

(Lactobacillus)、肠球菌属(Enterococcus)、双歧杆

菌属及一注释到科水平的毛螺旋菌科 OTU。此外，

阴道分娩组中的一注释到科水平的 OTU 显著高于

剖宫产组，该 OTU 属于肠杆菌科。 
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图 5.  不同分娩方式的婴儿在门水平的显著差异细菌 

Figure 5.  The gut microbiota with significant differences between infants delivered by different modes at the 
phylum level. 
 

 
 

图 6.  不同分娩方式的婴儿在属水平的显著差异细菌 

Figure 6.  The gut microbiota with significant differences between infants delivered by different modes at the 
genus level. 
 

2.5  肠道菌群代谢通路分析 

本研究使用 PICRUSt2 软件标准化 OTU 丰度

表，将每个 OTU 对应的 Greengene ID 与 KEGG 数

据库进行比对，从而得到 KEGG 通路信息。在富

集的 148 条 KEGG 通路中，富集量前 10 的 KEGG

通路为：安沙霉素的生物合成，缬氨酸、亮氨酸和

异亮氨酸的生物合成，万古霉素类抗生素的生物合

成，C5-分支二元酸代谢，D-谷氨酰胺和 D-谷氨酸

代谢，聚糖降解，泛酸和 CoA 生物合成，磷酸戊

糖途径，生物素代谢，肽聚糖的生物合成(表 1)。 

 

表 1.  富集量前 10 的 KEGG 通路 

Table 1.  Top 10 KEGG pathways 
KEGG pathway Cesarean Vaginal 

Biosynthesis of ansamycins 64717.12 4491.79 

Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 32832.82 2325.68 

Biosynthesis of vancomycin group antibiotics 30392.57 1989.92 

C5-Branched dibasic acid metabolism 29985.71 1827.74 

D-Glutamine and D-glutamate metabolism 26054.85 1680.75 

Other glycan degradation 25035.39 1520.82 

Pantothenate and CoA biosynthesisy 24534.88 1599.17 

Pentose phosphate pathway 24026.33 1433.18 

Biotin metabolism 23375.51 1555.00 

Peptidoglycan biosynthesis 23192.22 1422.76 
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图 7.  两组间 KEGG 通路差异分析 

Figure 7.  Comparison of KEGG pathway between the two groups. 
 

使用 Welch’s t-test 方法分析剖宫产组与阴道

分娩组的差异通路，共发现 35 条 KEGG 通路存在

显著差异(P<0.05) (图 7)，其中阴道分娩组中有 12

条 KEGG 通路显著高于剖宫产组：丙酸酯代谢、

丙酮酸代谢、硝基甲苯降解、硫磺中继系统、志

贺氏菌系统、细菌侵袭上皮细胞、ABC 转运系统、

丁酸酯代谢、甘油磷脂代谢、磷酸转移酶系统

(PTS)、两组分系统、C5-分支二元酸代谢通路。 
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3  讨论 

本研究通过对 34 周龄剖宫产婴儿和阴道分娩

婴儿粪便中肠道菌群结构、丰度及物种多样性的

比较，发现 34 周龄两种分娩方式的婴儿在肠道菌

群的物种多样性上存在显著差异。 

影响婴儿肠道菌群发育的因素有很多，胎龄、

母乳喂养、生产方式等。在足月婴儿中，母乳喂

养的持续性与分娩方式被认为是最重要的影响因

素。有研究指出，母乳喂养的停止而不是固体食

物的引入是导致肠道菌群剧烈变化的原因[20]：例

如，停止母乳喂养后，双歧杆菌、葡萄球菌和链

球菌显著减少，而毛螺菌科中的细菌(假丁酸弧菌

属、毛螺菌属、罗氏菌属和劳特氏菌属)显著增加。

为了降低喂养方式的不同与其他因素对肠道菌群

造成的影响，本次纳入研究的婴儿均来自北京，

足月生产，且从出生至 34 周始终持续了母乳喂养。

本研究发现 34 周龄婴儿肠道菌群主要由拟杆菌

门、厚壁菌门和变形菌门的菌属组成，此前一项

国外的研究发现，剖宫产分娩的婴儿和大约 20%

的阴道分娩婴儿在最初的 6 至 18 个月内都没有拟

杆菌门定殖[16]，然而在我们的所有 21 例样本中都

发现了拟杆菌门的定殖，推测这可能是由于地区

不同导致的菌群差异。 

近期研究显示，分娩方式严重影响了新生儿

中的微生物组种类[7,21–22]，与阴道分娩的新生儿相

比，剖宫产出生的新生儿肠道菌群多样性更高，

也含有更多对健康有潜在风险的细菌，例如霍曼

肠杆菌、副流感嗜血杆菌、溶血性葡萄球菌等。

相反，阴道分娩的新生儿的肠道菌群的优势细菌

为双歧杆菌、副细菌、大肠埃希菌等[22–23]。Caroline 

等的研究发现，分娩方式对婴儿肠道菌群的影响

至少持续到 6 个月[24–25]，在母亲因剖宫产预防性

使用抗生素的情况下，这种影响可能持续更久，

尤其是非母乳喂养的婴儿中，这种差异一直持续

到 12 个月[26]。这与本研究的结果相符合，本研究

发现 34 周龄，即出生后 8 个月时，剖宫产婴儿与

阴道分娩婴儿的肠道菌群在物种丰度、组成、结

构上均有显著差异。在属水平上，阴道分娩组与

剖宫产组相比，共有 6 种微生物的丰度显著降低

(P<0.05)，分别为副杆菌属、葡萄球菌属、嗜血杆

菌属、乳杆菌属、肠球菌属和双歧杆菌属。其中，

双歧杆菌通常在婴儿中特别是在母乳喂养的婴儿

中大量发现，因此被认为是婴儿肠道菌群的关键

成员[11,27–28]，当将阴道分娩的母乳喂养婴儿作为

健康对照时，剖宫产出生的婴儿往往存在双歧杆

菌定殖的延迟[27,29]。在两组婴儿中都为优势菌属

的瘤胃球菌属，在婴儿菌群中也被认为是健康的

标志，瘤胃球菌属能够产生丁酸，研究表明有腹

痛症状的婴儿中，哭闹的发生和产生丁酸盐的细

菌之间存在负相关[30]。韦氏菌属和链球菌属具有

糖酵解作用，并利用了其他婴儿肠道细菌碳水化

合物发酵的最终产物(例如乳酸)和双歧杆菌属产

生丙酸酯，形成一条重要的营养链。 这种短链脂

肪酸被认为是肠道菌群的有益产物，因为它具有

抗炎功能，并且增加人体对胰岛素的敏感性[31]。

肠道菌群组成和结构的差异导致了功能的差异，

在注释到的全部 148 条 KEGG 代谢通路中，剖宫

产组与阴道分娩组共有 35 条 KEGG 通路存在显著

差异(P<0.05)。剖宫产组婴儿的肠道菌群展现出了

更为复杂的消化代谢功能，阴道分娩组的优势

KEGG 通路代谢功能较为单一。 

综上所述，相比于同龄的阴道分娩婴儿，34

周龄的剖宫产婴儿的肠道菌群在结构和丰度上存
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在显著差异，维持肠道正常免疫的有益菌和条件

致病菌的丰度均有增加，剖宫产对婴儿肠道菌群

发育的影响在 8 个月时仍然存在。然而本研究存

在一定局限性，阴道分娩婴儿的数量有限，仅有 5

例，今后应增加该组样本数量，对本研究结果进

行进一步验证。根据现有的研究结果，未来可能

通过益生菌与微生态制剂改善剖宫产婴儿肠道菌

群的构成，但其使用仍需要实验数据支撑和进一

步探索。 
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Abstract: [Objective] To compare the differences in gut microbiota in 34-week-old infants under continuous 

breastfeeding with different delivery modes, and to explore the impact of delivery modes on the development of 

infant gut microbiota. [Methods] Healthy full-term breast-fed infants were recruited and 21 infants were still 

participating in follow-up at 34 weeks, including 16 infants delivered by cesarean and 5 vaginal delivered infants. 

The 16S rRNA of the gut microbiota was detected. [Results] The two groups of 21 samples contained 6 phyla: 

Actinobacteria, Bacteroides, Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria and Verrucomicrobia; 57 genera were 

found. Among them, there are 26 genera in Firmicutes, 18 genera in Proteobacteria, 6 genera in Actinomycota, 5 

genera in Bacteroides, 1 genera in Fusobacteria and 1 genera Verrucomicrobia. Among them, the content of 

Proteobacteria in the gut microbiota of the vaginal delivery group (44.17%) was higher than that in the cesarean 

section (16.10%); and the content of Actinomycetes in the gut microbiota of vaginal delivery infants (0.00%) was 

lower than cesarean delivery babies (0.09%). At the genus level, compared with the cesarean section group, the 

abundance of a total of 7 microorganisms in the vaginal delivery group was significantly reduced (P<0.05), namely 

Staphylococcus, Lactobacillus, Parabacteroides, Enterococcus, Haemophilus, Bifidobacterium and an OTU of 

Enterobacteriaceae. [Conclusion] The mode of delivery has an impact on gut microbiota of infants continued 

breastfeeding, and this impact still exists at 34 weeks after birth. 

Keywords: gut microbiota, infant, delivery mode 
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