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剖宫产对新生儿出生后
O(

内肠道双歧杆菌和乳酸杆菌定植的影响
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"重庆医科大学附属儿童医院新生儿诊治中心#儿童发育疾病研究省部共建教育部重点实验室#儿科学重庆市

重点实验室#重庆市儿童发育重大疾病诊治与预防国际科技合作基地
!

CKKKHC

%

!!

摘
!

要"目的
!

探讨剖宫产对新生儿出生后
O(

内肠道细菌定植的影响'方法
!

以
PO

例足月新生儿为研究对象!均为配方

奶喂养!分为剖宫产组"

)]CC

%!自然分娩组"

)]OI

%'采集生出后
O(

内每天的粪便标本!通过
#$+;A-)=$4!U

技术对新生儿粪便

中的双歧杆菌属!乳酸杆菌属进行定量检测'结果
!

日龄
H

(

D

(

O(

剖宫产组粪便标本中双歧杆菌数量的对数值"

;

*

6"

&

)$%

#

*

%分别

为
J0BJgK0BC

(

B0OBgH0KK

(

B0BIgH0KB

!自然分娩组分别为
J0BIgK0LJ

(

L0HIgH0HJ

(

L0CIgH0DI

$日龄
H

(

D

(

O(

剖宫产组粪便

标本中乳酸杆菌数量的对数值分别为
C0BBgK0LO

(

C0LHgK0PC

(

J0HBgK0JJ

!自然分娩儿分别为
J0PPgK0CH

(

B0OKgK0II

(

J0LIg

K0OO

!两种细菌的对数值在相同日龄行组间独立样本的
'

检验!差异有统计学意义"

,

&

K0KJ

%'结论
!

剖宫产改变了新生儿早期

肠道菌群的正常定植!因此自然分娩是最佳的分娩方式'

关键词"新生儿$剖宫产$肠道$双歧杆菌$乳酸杆菌
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中国是剖宫产率最高的国家#据世界卫生组织最新的调查

显示中国的剖宫产率达
CB\

#远高于
HJ\

的世界平均水

平,

HAD

-

&剖宫产不仅带来了高昂医疗费用#而且对新生儿未来

的健康带来很大的影响,

O

-

&大量研究表明#新生儿胃肠道最初

定植的细菌在机体免疫系统的发育中发挥了关键作用&肠道

最初定植菌的刺激作用促进了新生儿免疫器官的发育成熟#并

产生了多种保护性抗体,

CAJ

-

&研究发现许多过敏性疾病与肠道

微生态最初建立时的失调有关,

B

-

&本研究应用
HB<#U>S

%

3>S

结合
#$+;A-)=$4!U

技术对配方奶喂养的新生儿生后前
O

(

内的肠道双歧杆菌和乳酸杆菌进行了定量分析#以探讨剖宫

产对新生儿肠道菌群定植的影响&

!

!

资料与方法

!0!

!

一般资料
!

选择
DKHK

年
HD

月
H

日至
DKHH

年
H

月
HJ

日

在重庆市妇幼保健医院出生的
PO

例健康足月新生儿为研究对

象'均为配方奶喂养(&其中#剖宫产组'

)]CK

(#自然分娩组'

)

]OI

(&纳入标准"健康足月新生儿#胎龄
OL

&&

CD

周#体质量

DJKK

&

CKKK

*

#出生后没有使用任何抗生素和微生态制剂#没

有腹泻等感染性疾病&其母在分娩前
D

周内没有使用抗生素#

没有患肠道+生殖道等感染性疾病&

!0+

!

方法

!0+0!

!

样本采集
!

所有纳入标准的新生儿均收集其出生后
O

(

内的粪便样本&具体操作"用收集管的小匙刮取尿不湿上的

新鲜粪便#放入收集管#然后放在装有冰块的保温壶中#

B

&

HD

.

后分装在无菌的
H0J=/E4

管中#放置在
L̂Ki

的冰箱中

保存以备用&

!0+0+

!

粪便样本细菌
3>S

的提取
!

使用
jQS+=

&

3>S=)')

G)-%

'

j)+

*

$'

#

:);($'

(提取粪便样本内的细菌基因组
3>S

#具

体操作按照说明书进行&提取的细菌基因组
3>S

放入

LJHD

重庆医学
DKHD

年
L

月第
CH

卷第
DH

期



D̂Ki

冰箱保存备用&

!0+0:

!

引物设计及合成
!

从
1$'[+'G

中分别获取双歧杆菌

和乳酸杆菌各菌种的序列#根据细菌的
HB%#U>S

%

3>S

特异

性基因序列#设计双歧杆菌属和乳酸杆菌属特异性引物#并在

[/S<W

基因库'

FFF0'$@)0';=0

*

"8

%

[/S<W

(中进行比对#验

证其特异性,

L

-

&所有引物均由上海生工公司合成&见表
H

&

表
H

!!

4!U

特异性引物

细菌 引物序列'

JbAOb

(

扩增长

'

@

&

(

双歧杆菌 上游序列
!

!1!1W!f11W1W1SSS1 DCC

下游序列
!

!!!!S!SW!!S1!SW!!S

乳酸杆菌 上游序列
!

1S11!S1!S1WS111SSW!WW! HDB

下游序列
!

11!!S1WWS!WS!!W!WSW!!WW!WW!

!0+0E

!

质粒标准品的制备

!0+0E0!

!

标准菌株的培养和细菌
3>S

的提取
!

双歧杆菌标

准菌株'两歧双歧杆菌
BHLC

(由重庆医科大学微生物实验室惠

赠#乳酸杆菌标准菌株'嗜酸乳杆菌
BKKJ

(购于广微菌库&双

歧杆菌和乳酸杆菌用
2U<

培养基在装有混合气体'

PK\>

D

#

HK\:

D

#

HK\!X

D

(的厌氧罐中
OL i

培养
CP.

后提取细菌

3>S

&细菌
3>S

的提取采用天根公司的0细菌基因组
3>S

提取试剂盒1#操作按照说明书&

!0+0E0+

!

HB<#3>S4!U

扩增及其反应条件
!

以两种细菌的

基因组
3>S

为模板#应用上述相应的引物进行
JK

%

/

体系的

4!U

反应&所用试剂盒为"

4!U4#$=)ZW+

Y

'

3OOCS

#

W+?+A

U+

(#反应条件"

ICiJ=)'

#

OJ

个循环'

ICiOK%

#

JJiOK%

#

LDiOK%

(#

LDiJ=)'

&

4!U

产物均进行琼脂糖凝胶电泳

鉴定&

!0+0E0:

!

4!U

产物纯化及
WS

克隆
!

两种细菌的
HB<#3>SA

4!U

产物经切胶回收纯化后#产物用
423HPAW $̀6-"#

'

W+?+A

U+

(试剂盒进行克隆&克隆产物均匀涂在
_A1+;AQ4W1AS=

&

A

/[

琼脂平板上#

OLi

培养
HP.

&

!0+0Q

!

质粒的培养和鉴定
!

挑取培养皿上的白色单菌落放入

HK=/

含有
HK

%

/S=

&

的
/[

培养基中#在
OLi

#

DKK

转%分#

的摇床上振荡培养
HP.

&取
D=/

菌液用
2)')[E<W4;+%=)(

4,#)5)6+-)"'?)-

'

W+?+U+

(提取质粒
3>S

#进行
4!U

反应#产

物进行琼脂糖凝胶电泳鉴定连接情况&如果有目的条带#则取

JKK

%

/

菌液加入等量
OK\

的甘油#送上海生工公司测序以进

一步鉴定&测序结果在
[/S<W

基因库'

FFF0'$@)0';=0

*

"8

%

[/S<W

(中进行比对#验证其特异性&

!0+0R

!

标准曲线的建立及定量分析

!0+0R0!

!

标准质粒拷贝数换算
!

据公式"拷贝数
]

质量数'

*

(

hB0KDhHKDO

%

BBKh

'

DBIDa

碱基对数(#计算出每微升的质

粒标准品的拷贝数&然后#进行
HK

倍体积梯度稀释&具体方

法"取
D

%

/

标准质粒加入到
HIP=/((:

D

X

中充分混匀#形成

HK

^D浓度梯度#取
HKK

%

/

该浓度梯度液加入到
IKK

%

/((:

D

X

中形成
HK

^O浓度梯度#以此类推直到形成
HK

^L浓度梯度&

!0+0R0+

!

荧光定量
4!U

反应条件'所用试剂盒为
<%"R+%-W2

E8+1#$$'<,

&

$#=)Z

(反应体系为
HK

%

/<f[U1#$$'

反应体

系#包括"

<,

&

$#=)ZJ

%

/

#上游引物
H

%

/

#下游引物
H

%

/

#模

板
3>SH

%

/

#

((:

D

XD

%

/

&经优化后的扩增条件为"双歧杆

菌质粒"

IPiD=)'

#

CK

个循环包括'

IPiD%

#

JLiDK%

#

BP

iHK%

(#读板&乳酸杆菌质粒"

IP i D=)'

#

CK

个循环包括

'

IPiD%

#

BHiHK%

(#读板&

!0:

!

统计学处理
!

采用
<4<<HL0K

统计软件进行分析#各菌

群所测结果经对数转换后进行统计学分析&计量资料以
Lg0

表示#两组之间差异比较采用独立样本的
'

检验#两组内相同

菌种不同日龄之间两两比较用单因素的方差分析&以
,

&

K0KJ

为差异有统计学意义&

+

!

结
!!

果

自然分娩组的新生儿在生后第
H

天肠道双歧杆菌的数量

与剖宫产组比较#差异无统计学意义'

,

"

K0KJ

($但出生后第
D

天+第
O

天则明显高于同日龄的剖宫产组'

,

&

K0KJ

(&在乳酸

杆菌的检测中#自然分娩组的新生儿肠道细菌的量均明显高于

剖宫产组的婴儿'

,

&

K0KJ

(&

表
D

!!

两组新生儿不同日龄的粪便标本中双歧杆菌和乳酸

!!

杆菌细菌数量的对数值$

Lg0

&

;

*

6"

&

)$%

'

*

%

菌种 日龄
自然分娩组

'

)]OI

(

剖宫产组

'

)]CC

(

' ,

双歧杆菌 第
H

天
J0BIgK0LJ J0BJgK0BC K0HIH K0PCI

第
D

天
L0HIgH0HJ B0OBgH0KK D0JPC K0KHO

第
O

天
L0CIgH0DI B0BIgH0KB D0KBB K0KCB

乳酸杆菌 第
H

天
J0PPgK0CH C0BBgK0LO B0JJB K0KKK

第
D

天
B0OKgK0II C0LHgK0PC J0LIP K0KKK

第
O

天
B0LIgK0OO J0HBgK0JJ C0DJP K0KKK

:

!

讨
!!

论

从出生开始#产生儿道经历了从无菌状态到大量细菌定植

的变化&但这一阶段肠道菌群很不稳定#易受到外界各种因素

的影响而发生菌群失调&影响新生儿早期肠道菌群建立的因

素主要有"分娩方式+喂养方式+胎龄+抗生素使用+环境卫生和

地域分布等,

P

-

&母乳可以促进婴儿肠道中双歧杆菌和乳酸杆

菌的生长,

I

-

#也有研究者认为剖宫产儿的产妇由于术中和术后

大多使用抗生素#因此乳汁中含有的少量抗生素可能会进入婴

儿肠道#干扰婴儿肠道双歧杆菌的早期定植,

HKAHH

-

&本研究中

所选的研究对象为出生后
O(

的足月产新生儿#且均为配方奶

喂养#以排除喂养方式带来的影响&与长期喂养相比#出生后

O(

内新生儿受喂养的影响相对较小#似乎更能反映出剖宫产

可能带来的影响&

在新生儿肠道中#最先定植的细菌通常是肠杆菌+肠球菌

和葡萄球菌这样的需氧菌和兼性厌氧菌&随着这些细菌的生

长消耗了肠道中的氧气#降低了肠道中的氧化还原电位#为严

格厌氧菌的定植创造了适合生存的环境&首次定植的严格厌

氧菌包括双歧杆菌+梭状芽孢杆菌和脆弱杆菌&这类厌氧菌在

生长过程中通过竞争底物和肠黏膜上的粘附位点#产生抑制需

氧菌生长的代谢产物#降低肠道的
&

:

值等使厌氧菌和需氧菌

的比例逐渐增高#从而更加接近成人的肠道微生态特点,

HD

-

&

本研究结果表明#剖宫产对新生儿早期肠道微生态的定植

产生了明显的影响&相同时间内#剖宫产分娩的新生儿肠道双

歧杆菌和乳酸杆菌明显低于自然分娩的新生儿&这种差异可

解释为"自然分娩的新生儿分娩过程中容易接触到母亲产道#

肛周及会阴部皮肤的细菌#并通过口腔吸入和肛门移入#定植

PJHD

重庆医学
DKHD

年
L

月第
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卷第
DH

期



在自身肠道中#这些细菌大部分是需氧菌#能很快消耗掉肠道

中的氧气和降低氧化还原电位#创造有利于厌氧菌生长的环

境$而剖宫产的新生儿由于不经过母亲产道#并且手术过程中

都经过了严格消毒#减少了接触母体细菌的机会#因此肠道最

初定植的细菌可能多是来自于医院环境的细菌#且定植延迟#

因此不能很快消耗掉肠道中的氧气#因此使双歧杆菌和乳酸杆

菌生长受到抑制&

值得注意的是许多研究报道#通过培养的方法对早期新生

儿粪便中的菌群进行研究#发现出生后前
D(

#至少在出生后第

H

天内新生儿肠道中均没有发现有双歧杆菌和乳酸杆菌的生

长,

HOAHC

-

&但是#本研究结果却表明新生儿在出生后
C.

肠道中

就能检测出双歧杆菌和乳酸杆菌&在第
H

天时#自然分娩的新

生儿肠道双歧杆菌的量略高于剖宫产的新生儿但差异无统计

学意义'

,

"

K0KJ

(#而且两组中#双歧杆菌和乳酸杆菌的绝对

数量均较低&可能的原因"'

H

(研究使用的方法不同&传统的

细菌定性和定量方法多采用培养和计数的方法#对于双歧杆菌

和乳酸杆菌这样的厌氧菌培养相对困难#在早期即使有很少量

的细菌生长也可能检测不出来$本研究应用分子生物学
HB<#

U>S

%

3>S

结合
#$+;A-)=$4!U

技术对婴儿肠道细菌进行绝对

定量#全程操作均在相对封闭的
4!U

管中进行#受人为干扰的

因素较小#并且检测精度比培养方法明显要高&'

D

(检测到的

可能是来自母体产道中的双歧杆菌和乳酸杆菌的
3>S

产物#

而不是活菌内的
3>S

&

<+-"G+#

等,

HC

-对新生儿胎盘上的双歧

杆菌和乳酸杆菌及其产物进行了研究#发现对胎盘组织进行选

择性培养没有发现细菌生长#但是用细菌特异性引物对胎盘中

的细菌
3>S

进行
4!U

扩增#发现绝大部分胎盘组织中都扩增

出了双歧杆菌和乳酸杆菌的
3>S

产物 &

总之#本研究结果表明剖宫产改变了新生儿早期肠道菌群

的正常定植#自然分娩的新生儿肠道早期定植的双歧杆菌和乳

酸杆菌明显比剖宫产儿高#因此自然分娩是最佳的分娩方式&
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