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摘  要：【背景】两歧双歧杆菌(Bifidobacterium bifidum)是专性代谢人体母乳寡糖(human milk 
oligosaccharides, HMOs)和宿主肠道黏膜上皮黏蛋白聚糖的肠道共栖益生菌，对生命早期健康和发

育至关重要，目前对其不同人群来源的群体遗传报道较少。【目的】探究在有限地域内遗传、饮

食相近人群来源的 B. bifidum 菌株集的遗传结构是否具有族群特异的规律性，为开发个性化的益生

菌株提供理论基础。【方法】对来自新疆伊宁两个族群(维吾尔族和哈萨克族)学龄儿童队列的肠道

两歧双歧杆菌进行分离和鉴定，共获得 115 个菌株，对基于细菌基因组重复序列 PCR (repetitive 
sequence-PCR, rep-PCR)方法筛选的 53 株代表菌株采用多位点序列分型(multilocus sequence typing, 
MLST)进行群体遗传差异分析。【结果】53 株代表菌株共分为 37 个序列型(sequence type, ST)，具

有很高的遗传多样性；其中 26 株源自维吾尔族儿童的菌株有 17 个 ST，而 20 个 ST 来自 27 株哈

萨克族儿童的菌株，两个族群来源的菌株之间检测到较少的同源基因重组事件。goeBURST 分析

显示，来自同一族群的 B. bifidum 分离株比来自另一族群的菌株更有可能被归入特定的系统发育分

支或克隆复合体(clonal complexes, CC)。【结论】不同族群来源的 B. bifidum 分离株显示出较高的

遗传多样性，群体遗传结构一定程度上呈现出民族族群来源的特异性，需要更大规模的取样证实。
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这为进一步开展体内外实验并筛选针对区域族群的特色优良益生菌株提供了理论基础。 
关键词：两歧双歧杆菌；多位点序列分型；遗传多样性；克隆复合群；持家基因  
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Abstract: [Background] Bifidobacterium bifidum, an obligate intestinal bacterium that 
specifically metabolizes human milk oligosaccharides (HMOs) and mucin glycans of host gut 
epithelium, is essential for early life health and development. However, little is known about the 
genetic differences of this bacterium among different populations. [Objective] To investigate 
whether the B. bifidum strains from genetically similar populations with similar diets in a 
limited geographic area have population-specific regularities and to reveal the genetic 
differences of B. bifidum among different populations. [Methods] A total of 115 strains of    
B. bifidum were isolated and identified from school-age children of Uyghur and Kazak ethnic 
minorities in Yining, Xinjiang. Further, we performed multilocus sequence typing (MLST) for 
53 representative strains screened out by rep-PCR to understand the genetic differences of    
B. bifidum between different ethnic groups. [Results] The 53 strains belonged to 37 sequence 
types (STs), showing high genetic diversity. Among them, 17 STs were identified for 26 isolates 
from the children of Uyghur ethnic minority, while 20 STs for 27 isolates from the children of 
Kazak ethnic minority. Only a few homologous genetic recombination events were detected 
between strains from both ethnic groups. goeBURST showed that B. bifidum isolates from the 
same population were more likely to be assigned to a specific phylogenetic clade or clonal 
complex than the isolates from the other population. [Conclusion] B. bifidum isolates from 
different ethnic groups showed high genetic diversity. The host (ethnic group) specificity of 
their genetic structure needs to be confirmed by larger sampling. Our findings provide a 
theoretical basis for further screening of elite probiotic strains tailored to localized population 
by in vivo and in vitro experiments. 
Keywords: Bifidobacterium bifidum; multi-locus sequence typing; genetic diversity; clonal 
complexes; house-keeping genes 
 

人类肠道是一个复杂的微生物生态系统。

双歧杆菌(Bifidobacterium sp.)是新生儿肠道的最

早定殖者[1-3]。研究表明双歧杆菌影响人类宿主的

代谢途径，进而影响人类早期的发育[4]。在母乳

喂养的婴儿肠道中，除了长双歧杆菌(B. longum 
subsp. longum)，两歧双歧杆菌(B. bifidum)也是
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占优势的谱系之一，被称为 “婴儿型双歧杆

菌”[5]。定殖于肠道内的双歧杆菌在保护婴儿肠

黏膜免受致病细菌侵害方面发挥着关键作用，除

了影响宿主的正常生理和疾病易感性，它们还

有助于免疫系统的发育成熟，因此受到了广泛

关注。虽然双歧杆菌在成人肠道的相对丰度很

低，但是母乳寡糖(human milk oligosaccharide, 
HMO)特殊的益生元功能促使它们在代谢上形

成与人类进化上的共生特异性，被称为人源双

歧杆菌(human-residential bifidobacteria, HRB)[5]。

随着宿主年龄的增长，人体肠道内 B. bifidum
的数量减少甚至检测不到[6]。因此，在益生菌

资源开发中，目前研究报道比较多的是长双歧

杆菌和动物双歧杆菌，而针对 B. bifidum 的研究

较少，商业化菌株也很少。 
研究发现，B. bifidum 菌株在人体上皮细胞

黏附、宿主来源聚糖利用、肠道适应性等方面

具有显著的生理和遗传差异[7-9]。然而这种差异

的最根本原因是研究发现 B. bifidum 代谢人类

饮食来源的多糖能力极差，只能专性利用 HMO
和肠道黏膜上皮黏蛋白聚糖侧链[10-11]，而且两

歧双歧杆菌与长双歧杆菌、短双歧杆菌存在营

养交互作用(cross-feeding)[12-14]，两歧双歧杆菌

很 可 能 和 嗜 黏 蛋 白 阿 克 曼 菌 (Akkermansia 
muciniphila，AKK 菌)为代表的黏液层细菌存在

复杂的食物网关系[15]。由于母乳寡糖和肠道肠

上皮黏液层糖蛋白的生物合成由宿主的遗传

决定，因此宿主遗传很可能会对这些肠道黏膜

微生物组在物种组成甚至是菌株水平上产生选

择，二者的相互适应性形成协同进化关系[16]。很

可能 B. bifidum 群体遗传差异体现在宿主来源

的局域人群甚至个体水平之间[17]，不同民族来

源的菌株对上皮细胞黏附、肠道定殖和宿主来

源聚糖利用的差异导致了益生功能的菌株水

平特异性，体现在实际应用中菌株筛选的无规

律性。但是在一个有限的地域内，来源于遗传

相近、饮食相同人群的 B. bifidum 群体是否体

现为族群特异的规律性并不清楚。 
本研究中，我们从新疆伊宁两个民族族群

(维吾尔族和哈萨克族，自然地理村落相对隔

离，较少通婚)健康学龄前和学龄儿童的肠道中

分离 B. bifidum 菌株，通过多位点序列分型

(multilocus sequence typing, MLST)技术探究人

源共栖细菌 B. bifidum 种群结构是否表现出对

特定宿主人群(亚群体)的特异性，以期为筛选适

合特定局域人群的个性化益生菌菌株和功能食

品、医药制剂的开发提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  参与者和样品采集  

于 2021 年 6 月 8−11 日在新疆伊犁哈萨克自

治州共招募哈萨克族学前儿童 48 名(4−7 岁)、
学龄儿童 91 名(7−14 岁)，维吾尔族学前儿童

45 名(5−7 岁)和学龄儿童 94 名(7−14 岁)纳入研

究。所有参与者均身体健康，至少 6 个月未使

用抗生素或其他药物。本研究两个族群居住在

伊犁河旁地理距离大约 8−10 km 的两个自然村

落，分别在各自自然村幼儿园、小学就读。饮

食上两个族群有一定差别：维吾尔族以面类为

主食，奶茶最常见，牛羊肉、水果和蔬菜食用

较多；哈萨克族饮食有游牧生活的特点，以奶

类、牛羊肉为主要食物，主食以面食居多，吃

蔬菜相对较少，日常饮食中马奶酒、奶疙瘩常

见。每个研究对象收集 10−15 g 粪便样本，样

本在−20 ℃的车载冰箱中储藏，72 h 内运送回

实验室进行细菌分离。本研究根据《赫尔辛基

宣言》的指导方针[18]进行，研究通过石河子大

学医学院第一附属医院伦理委员会的批准

(2017-117-01)。样品仅用于菌株分离，获得所

有参与者或其监护单位的知情同意。 
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1.2  主要试剂和仪器 
TE 缓冲液 [10 mmol/L Tris (pH 8.0)，     

10 mmol/L 乙二胺四乙酸 (ethylene diamine 

tetraacetic acid, EDTA)]、Taq Plus Master Mix 

(2×)和 100 bp Plus Marker，南京诺唯赞生物科

技股份有限公司；引物由江苏金唯智生物科技

有限公司合成；琼脂糖 Goldview，北京全式金

生物技术有限公司。PCR 扩增仪，SensoQuest

公司；Power Pac Universal 水平电泳仪，Bio-Rad

公司；BioNumerics v8.0，Applied Maths 公司；

测序由江苏金唯智生物科技有限公司进行。 

1.3  培养基 
改良MRS (Man-Rogosa-Sharpe agar medium)

固体培养基(g/L)：蛋白胨 10.000，牛肉膏 10.000，

酵母提取物 5.000，葡萄糖 20.000，吐温-80 1 mL，

K2HPO4 2.000，乙酸钠 5.000，柠檬酸二铵 2.000，

MgSO4·7H2O 0.580，MnSO4·7H2O 0.250，琼脂

20.000，L-半胱氨酸盐酸盐 0.500，制霉菌素 0.025，

莫匹罗星 0.050，pH 6.0，115 ℃灭菌 20 min。 

改良 Wilkins-chalgren (MAN)培养基(g/L)：

改良 Wilkins-chalgren 琼脂 48.00，大豆蛋白胨

5.00，吐温-80 1 mL，冰醋酸 1 mL，L-半胱氨

酸盐酸盐 0.50，莫匹罗星 0.05，诺氟沙星 0.20，

115 ℃灭菌 20 min。 

1.4  菌株的分离和鉴定 
选择粪便样本(5−10 g)使用倍比稀释涂布

法分离双歧杆菌：粪便样本在室温下解冻，用

加 0.5%半胱氨酸的无菌生理盐水梯度稀释至

10−3−10−4。将 100 μL 粪便样品的稀释液涂在改

良的MRS琼脂培养基(每升添加 50 mg莫匹罗星)
和改良 Wilkins-chalgren (MAN)培养基上[19]，在

37 ℃厌氧培养 24−48 h (每个样品重复 3 次)后
显微镜镜检。每个平板随机选择 15−20 个菌落，

每个样品获得 30−60 个菌落。连续划线至少 3 次，

镜检初步断定疑似双歧杆菌[20]，将纯培养物在

含有 20%甘油的 MRS 液体培养基中于−80 ℃保

存备用。 
基因组 DNA 提取参照 Ventura 等[21]描述的

方法，rep-PCR 指纹分型去重筛选，引物使用

Boxair (5′-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3′)
和 M13 (5′-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA 
C-3′)[22]。PCR 反应体系(25 μL)：Taq Plus Master 
Mix (2×) 12.5 μL，基因组DNA模板3 μL (50 ng)，
正向和反向引物(20 μmol/L)各 0.5 μL，ddH2O
补足 25 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 3 min；94 ℃ 
30 s，52 ℃ 30 s (M13 为 51 ℃)，72 ℃ 4 min，
35 个循环；72 ℃ 10 min。PCR 扩增产物经 1.2%
琼脂糖凝胶电泳检测。采用软件 GelCompar II 
v6.0 (Applied Math, Sint-Martens-Latem, Belgium)
进行带型比较。依据无加权算术平均配对分组

法(unweighted pair-group method with arithmetic 
means, UPGMA)进行聚类，从每组相同和相近

带谱中选择 1–2 代菌株采用双歧杆菌特异的

groEL 基因进行测序，使用 BLAST 进行序列同

源性分析，在种水平上进行鉴定。将获得的序

列提交到 GenBank 数据库。试验对获得的 115株

两歧双歧杆菌进行指纹分型、基因测序，共确

定 53 株代表菌株。 

1.5  两歧双歧杆菌的 MLST 分析 
采用 Makino 等[23]的方法，对两歧双歧杆

菌进行 MLST 分析，选取 clpC (编码蛋白酶)、
fusA (GTP 结合延伸因子 EF-G)、groEL (分子伴

侣 GroEL)、ileS (异亮氨酰转运 RNA 合成酶)、
purF (酰胺磷酸核糖基转移酶)、rplB (50S 核糖

体亚基蛋白 L2)和 rpoB (RNA 聚合酶的 β 亚基)共
7 个持家基因进行(引物由江苏金唯智生物技术

有限公司提供)，持家基因及其对应的引物序列

见表 1。PCR 扩增参照 Diancourt 等[24]描述的方

法。测序由江苏金唯智生物科技有限公司进行。 
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表 1  管家基因及其引物信息 
Table 1  Housekeeping genes and primer information 
管家基因 
Housekeeping 
genes 

引物名称 
Primer name 

引物序列 
Sequence (5′→3′) 

产物长度 
Size of analyzed 
fragment (bp) 

退火温度 
Annealing 
temperature (℃) 

clpC ClpC-uni GAGTACCGCAAGTACATCGAG 744 58 
ClpC-rev CATCCTCATCGTCGAACAGGAAC 

fusA fusAB3 ATCGGCATCATGGCYCACATYGAT 784 60 
fusAB4 CCAGCATCGGCTGMACRCCCTT 

groEL Bif-groEL-F TCCGATTACGAYCGYGAGAAGCT 500 60 
Bif-groEL-R CSGCYTCGGTSGTCAGGAACAG 

ileS ileSB3 ATCCCGCGYTACCAGACSATG 789 64 
ileSB4 CGGTGTCGACGTAGTCGGCG 

purF PurF-uni CATTCGAACTCCGACACCGA 976 60 
PurF-rev GTGGGGTAGTCGCCGTTG 

rplB rplBB3 GGACAAGGACGGCRTSCCSGCCAA 498 60 
rplBB4 ACGACCRCCGTGCGGGTGRTCGAC 

rpoB rpoBB3 GGCGAGCTGATCCAGAACCA 1 057 55 
rpoBB4 GCATCCTCGTAGTTGTASCC 

 
1.6  数据分析 

用 GelCompar II v6.0 软件对所得凝胶图像

进行分析。使用 MEGA 7.0 软件对单个和串联

的序列进行比对[25]，基于邻接法构建系统发育

树，自展值为 1 000。采用 DnaSP v5.1 计算每

个持家基因的等位基因数、平均 GC 含量、多

态性位点、dN/dS 比值、多样性(π)值[26]，并通

过计算 Tajima’s D 检验持家基因在进化过程中

是否遵循中性进化模型。使用 BioNumerics 软

件 v8.0 (Applied-Maths, Sint Maartens-Latem, 

Belgium)采用 UPGMA 法和分类相似系数对等

位基因序列和 MLST 进行分析，基于 Prims 算

法构建最小生成树。使用 SplitTree4.0 分别以单个

和 7 个持家基因的串联序列构建分裂重组树[27]，

采用 phi-test 检测等位基因是否存在显著的重

组。使用 goeBURST 对两歧双歧杆菌不同基因

型进行分组和聚类[28]，以明确菌株之间的进化

关系。 

2  结果与分析  
2.1  学龄儿童双歧杆菌分离和鉴定 

从哈萨克族和维吾尔族儿童粪便中共分离

得到 571 株双歧杆菌，基于 rep-PCR 指纹分型

和 groEL 基因测序，初步鉴定结果为长双歧杆

菌(B. longum) 398 株、两歧双歧杆菌(B. bifidum) 
115 株、青春双歧杆菌(B. adolescentis) 18 株、链

状双歧杆菌(B. catenulatum) 31 株、假小链双歧

杆菌(B. pseudocatenulatum) 6 株、动物双歧杆菌

(B. animalis subsp. lactis) 1 株、短双歧杆菌   
(B. breve) 1 株、瘤胃双歧杆菌(B. merycicum)   
1 株。其中，115 株两歧双歧杆菌来自 13 名哈

萨克族学前儿童、15 名哈萨克族学龄儿童、9 名

哈萨克族学前儿童、17 名哈萨克族学龄儿童。 

2.2  两歧双歧杆菌系统发育及 DNA 指纹分

型分析 
对 115 株两歧双歧杆菌进行 BoxAIR 和

M13 rep-PCR 指纹分型后，尽可能筛选出不同
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指纹带型的菌株，每个带型选取 2–3 个代表菌

株，结果共获得 53 株代表性菌株进行指纹聚类

分析。如图 1 所示，两个族群儿童来源的两歧

双歧杆菌菌株共划分为 7 个簇。其中，A、D 和

E 簇中的菌株主要来自哈萨克族儿童，B、F 和

G 簇中的菌株主要来自维吾尔族儿童，但是 C
族是一个混合族群来源的菌株。同一个民族来

源的菌株更有可能聚集为同一个簇。此外，将

两歧双歧杆菌 groEL 基因序列在 GenBank 数据

库中进行同源比对，选取序列相似度最高的部

分菌株构建系统发育树(图 2)，虽然 B. bifidum
的 groEL 基因比 16S rRNA 基因有更快的进化

速率，能够很好地区分属内相近种的菌株，但

是系统发育树显示种内差异仍然较小，表明菌

株鉴定的可靠性。 

2.3  持家基因序列多样性分析 
测序结果表明，7 个持家基因的扩增片段

长度为 498 (rplB)–1 057 (rpoB)之间。使用

DnaSP v5.1 软件对 53 株两歧双歧杆菌的 7 个持

家基因(clpC、fusA、groEL、ileS、purF、rplB
和 rpoB)进行分析，其等位基因数量、GC 含量、

核苷酸多样性、dN/dS 等的计算结果见表 2。   
7 个持家基因等位基因数量为 2–12 个；ileS 的

等位基因数量最多，为 12 个；rplB 的等位基因

数量最少，为 2 个。7 个持家基因的 GC 含量为

62%–68%，菌株间差异较小，表明这 7 个基因

在 B. bifidum 的长期进化过程中保持了较高的

保守性，能真实地反映菌株间的进化关系。通

常用 dN/dS 值判断生物在进化过程中基因是否

受到环境因素选择压力的作用[29]。7 个基因的

dN/dS 值在 0.172 09 (fusA)–2.520 37 (clpC)之
间，fusA、ileS 和 rplB 这 3 个基因的 dN/dS 值

小于 1，表明它们大多进行同义替换，在进化

过程中更多受到净化选择压力作用；clpC、

groEL、purF 和 rpoB 基因的 dN/dS 值大于 1，
表明它们大多进行非同义替换，在进化过程中

更多受到正选择作用。核苷酸多样性(π)表示两

两序列间位点差异的平均数 [30]，为 0.018 04 
(groEL)–0.077 93 (ileS)。Tajima’s D 统计检测能

鉴定基因在进化过程中是否符合中性理论模

型，即是否受到选择压力作用。如果 Tajima’s D
值小于 0，表明检测的基因受到纯化选择作用，

而该值大于 0 则表明受到多样化选择作用。本

研究中选择的 7 个持家基因的 Tajima’s D 值小

于 0，表明它们受到纯化选择作用。 

2.4  ST 型划分 
用 BioNumerics v8.0 软件分析获得的 7 个

管家基因的序列，以确定等位基因的数量。每

个菌株的等位基因数量按顺序连接，形成等位

基因图谱。对 53 个代表性菌株的 7 个基因片段

进行了等位基因组合，并通过等位基因组合的

唯一性来鉴定 ST。 
图 3 结果表明这 53 株两歧双歧杆菌可以划

分为 37 个 ST 型，说明这两个民族儿童肠道中

的两歧双歧杆菌多样性较高。其中，ST-6 包含

5 个分离株，ST-27 包含 4 个分离株，ST-7 和

ST-1 包含 3 个分离株，ST-11、ST-19、ST-22、
ST-26 和 ST-8 包含 2 个分离株，ST-1、ST-6 和

ST-22 中菌株均来自哈萨克族，ST-7、ST-8、
ST-11、ST-19、ST-26 和 ST-27 中菌株均来自

维吾尔族。研究发现，来自不同个体的菌株序

列型不同，但来自同一个体的菌株也可能存在

多个序列型，如 ST-1 和 ST-31 均来自于

YLH1B11。所有菌株都根据民族起源分为 7 个

簇。簇 3、4 和 7 中菌株来自哈萨克族，簇 1、
5 中菌株来自维吾尔族。树状图表明聚集在一

起的菌株大多具有相同的民族来源，有一定的

族群特异性。 
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图 1  基于 Boxair 和 M13 引物对 53 株两歧双歧杆菌代表性菌株的 rep-PCR 指纹分型聚类分析 
Figure 1  rep-PCR fingerprint typing cluster analysis of 53 representative Bifidobacterium bifidum strains 
based on Boxair and M13 primers. 
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图 2  基于 groEL 基因序列两歧双歧杆菌系统发育树   括号内序号为 GenBank 登录号；用于鉴定种

属关系的模式菌株名称后用上标(T)表示；比例尺 0.050 表示核苷酸碱基差异为 5% 
Figure 2  Phylogenetic tree of Bifidobacterium bifidum strains based on groEL gene sequences. The serial 
number in parentheses is the GenBank login number; The name of the model strain used to identify species 
affiliation is indicated by superscript (T); Scale 0.050 indicates a nucleotide base difference of 5%. 
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表 2  用于 MLST 分析的持家基因序列多样性 
Table 2  Diversity of seven house-keeping gene sequences used for MLST analysis 
Gene Polymorphic sites Number of alleles GC dN/dS Tajima’s D-value π phi-test 
clpC 77 6 64.7 2.520 37 0.261 22 0.029 22 0.458 90 
fusA 107 9 62.4 0.172 09 −1.825 00 0.067 52 0.061 87 
groEL 39 4  68.4 6.852 41 −1.950 31 0.018 04 0.590 10 
ileS 119 12  62.5 0.995 75 −1.680 69 0.077 93 0.258 30 
purF 98 7  63.8 1.489 89 −1.875 62 0.041 20 0.000 29 
rplB 46 2  66.5 0.321 99 −0.206 20 0.032 19 1.000 00 
rpoB 20 9  64.0 1.428 65 −2.447 10 0.044 49 0.000 06 

 
2.5  基于 STs 的克隆群鉴定 

使用 goeBURST 软件进一步定义具有类似

等位基因图谱的更密切相关的菌株。等位基因

图谱相似的菌株被划分为相同的克隆复合体

(CCs)，本研究将至少包含 2 个 STs 型定义为  
一个克隆复合体。如图 4 所示，53 株 B. bifidum
的 37 个 ST 型被划分为 7 个 CC 和 4 个独特型

(singleton)。其中 7 个 CC 包括 49 个菌株，占总

菌株数的 92.45%。CC2 共 15 株菌，划分为 8 个

不同的 ST 型，占总菌株数的 28.30%，为优势

克隆复合体。CC1、CC4 中的菌株均来自维吾

尔族儿童，而 CC6、CC7 中的菌株均来自哈萨

克族儿童。 

2.6  不同民族两歧双歧杆菌菌株的比较

分析 
将 7 个持家基因序列串联连接的序列利用

最大似然法构建系统发育树来分析 53 株两歧

双歧杆菌的遗传相关性。由 53 株两歧双歧杆菌

划分的 ST 型，可以划分为 4 个谱系，如图 5
所示，谱系具有较低的序列多样性。谱系 1、4
中菌株绝大部分来自维吾尔族儿童，谱系 2、3
中菌株则来自哈萨克族儿童。串联序列聚类揭

示了一些明显的民族相关谱系。这些结果表明

肠道来源的两歧双歧杆菌具有一定的族群特

异性。 
使用 BioNumeris 通过构建 37 个 ST 型的最

小生成树来说明 ST 与不同菌株分离来源之间

的关系。如图 6 所示，53 个两歧双歧杆菌分离

株被分为 3 个主要分支。图中黑色圆圈代表源

于维吾尔族儿童肠道的 ST 型，白色圆圈代表源

于哈萨克族儿童肠道的 ST 型。定义一个克隆谱

系(clone complex, CC)至少含有 2 个 ST 型。 
分支 A 主要包括来自维吾尔族的菌株，分

支 B 的菌株均来自哈萨克族。分支 A 包含 3 个

克隆复合体和 16 个 ST 型，共容纳了 22 株双歧

杆菌，主要来自维吾尔族儿童。分支 B 含有 2 个

克隆复合体和 11 个 ST 型，包括 14 株双歧杆菌。

分支 B 内菌株都来自维吾尔族儿童。分支 C 内

有 1 个克隆复合体和 16 个 ST 型，包括 19 株双

歧杆菌。这与基于 goeBURST 算法的分析结果

基本一致。尽管发现个别来源于维吾尔族的分

离株与哈萨克族的分离株有密切的亲缘关系，

但从整体上看，来自同一民族的两歧双歧杆菌

菌株趋向于聚集在一起，亚群的划分反映了两

歧双歧杆菌对不同民族宿主群的适应性。 

2.7  持家基因重组分析 
细菌的高重组率加速了基因组多样化的速

度，从而影响了菌株间基因组差异。同源重组

导致了序列数据中核苷酸位点之间的差异，利

用劈裂分解分析能可视化地检测出这些差异，

并用网络图来表示它们之间的关系。为了进一

步探索重组对种群的影响，对两歧双歧杆菌的 
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图 3  基于 MLST 对两歧双歧杆菌菌株的 ST 划分及其与来源人群的关联 
Figure 3  ST of 53 representative Bifidobacterium bifidum strains based on MLST and its association with 
isolation source populations as shown in an UPGMA dendrogram. 
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图 4  基于 goeBURST 算法的 37 个 ST 谱系分析   各实心圆点或方块代表一个 ST，圆或方块的大小

表示该 ST 中菌株数量多少. 实心形状表示菌株的分离民族来源，圆形表示哈萨克族，方形表示维吾

尔族 
Figure 4  Clonal complex analysis of 37 STs based on goeBURST algorithm. Each solid circle or square 
represents an ST, and the size of the circle or square indicates the number of strains in that ST. The solid 
shape indicates the isolated ethnic origin of the strain, the circle represents the Kazak ethnic group, and the 
square indicates the Uyghur ethnic group. 
 
结构进行了分解分析。使用 SplitTree v4.0 软件

分别构建了 7 个持家基因及串联序列劈裂重组

分析图，结果见图 7 和图 8。在本研究中，所

有基因都具有明显的平行四边形结构，表明这

些基因在进化过程中受到了基因重组的影响。

此外，基于 SplitTree v4.0 的 phi-test 分别检验

了 7 个持家基因是否发生了重组事件。结果显

示，这 7 个持家基因发生重组事件的 P 值为

0.000 068 08 (rpoB)–1 (rplB)之间，7 个基因都

存在极显著的重组现象，这与劈裂重组图一

致；7 个基因的串联序列显示出明显的网状结

构，表明根据 phi 检验在 7 个基因中发生了重组

事件。 

3  讨论与结论 
目前，关于真核生物与微生物互作体系的

生态、进化理论的范式研究认为大部分生物都

是由宿主及其体内外的微生物共同构成的共生

功能体(holobiont)，在进化上作为一个选择单元

或实体而存在。共生功能体的概念认为宿主和

特殊的微生物只有在长期互作中形成严格的共

生机制和高度的忠贞性(high partner fidelity)才 
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图 5  基于持家基因 37 个 ST 型串联序列的最大似然法系统发育树   方块表示菌株的分离民族来源，白

色表示哈萨克族，黑色表示维吾尔族，罗马字母代表菌株的基因型 
Figure 5  Maximum likelihood phylogenetic tree obtained from the concatenated nucleotide sequence of 37 ST 
types. The solid square indicates the isolated ethnic origin of the strain, white indicates Kazak and black 
indicates Uyghur. Roman letters represent the genotype of the strains. 
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图 6  53 株两歧双歧杆菌基于 MLST 的最小生成树   各圆点代表一个 ST，圆的大小表示该 ST 中菌

株数量多少. 圆的颜色表示菌株的分离民族来源，白色表示哈萨克族，黑色表示维吾尔族，A、B 和 C
分别表示 3 个分支 
Figure 6  Minimum-spanning tree analysis of 53 Bifidobacterium bifidum strains based on MLST. Each dot 
represents an ST, and the size of the circle indicates the number of strains in that ST. The color of the circle 
indicates the isolated ethnic origin of the strain, white indicates Kazak, black indicates Uyghur, and A, B and 
C indicate three branches. 
 
能形成，这类微生物称为共生体(symbiont)[31]。

从生态学角度来看，人体和部分肠道菌群也能

形成共生功能体 holobiont。研究认为人类最重

要的微生物类群与遗传因子一样可以垂直传

递，尤其是人类婴幼儿期间通过母乳喂养和产

道分娩途径获得的来自母亲的菌株基本是完全

的厌氧或者兼性厌氧细菌，主要包括双歧杆菌、

拟杆菌、梭杆菌和 AKK 等被认为是传统或新一代

益生菌的代表[32-34]。 
研究发现 B. bifidum 最为显著的特征是专

性利用母乳寡糖和宿主肠道黏膜上皮黏蛋白

聚糖，而利用人类饮食来源外源聚糖的能力极

差[10-11]。但是与长双歧杆菌、短双歧杆菌等同

属细菌可能存在营养交互作用(cross-feeding)，表

现为利他行为的生理特点，也很可能和 AKK 菌为

代表的黏液层细菌存在复杂的食物网关系[35-37]。

因此，从生态位宽度来说，B. bifidum 被认为是

一种明显局限于婴幼儿肠道的特有型细菌

(specialist)，具有明显的生态位适应性。目前在

人体肠道中频繁发现的双歧杆菌至少有 12 个种 
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图 7  两歧双歧杆菌 7 个持家基因的等位基因分裂重组分析  
Figure 7  Split decomposition analysis of Bifidobacterium bifidum based on alleles of seven house-keeping 
genes. A: groEL gene. B: clpC gene. C: rpoB gene. D: fusA gene. E: ileS gene. F: purF gene. G: rplB gene. 
 

 
 

图 8  两歧双歧杆菌 7 个持家基因串联序列的等位基因分裂重组分析 
Figure 8  Split decomposition analysis of Bifidobacterium bifidum based on concatenated allele sequences of 
seven house-keeping genes. 
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及亚种，在正常顺产健康的母乳喂养婴儿肠道

内，B. bifidum、B. longum subsp. infantis 和     
B. breve 为优势种，被定义为“婴儿型双歧杆菌” 
(infant-type HRB)。在成年化人肠道中，占主导

地位的是长双歧杆菌长亚种(B. longum subsp. 
longum)、青春双歧杆菌(B. adolescentis)等，而

B. bifidum 丰度很低，有报道人群样本中分离率

不到 30%[38]。在本研究中，肠道菌群成人化的

学龄儿童中，B. bifidum 的分离比率是 38.80%。

根据多个文献报道，在不同地域的人群中，各

种双歧杆菌的分离率和相对丰度差异很大，不仅

与年龄有关，而且与饮食、地理、族群有关[38]。

B. bifidum 主要存在于断奶前的婴幼儿肠道中，

以母乳寡糖为碳源、能源，断奶后数量急剧下

降；不能代谢成人化肠道中饮食来源的多糖，

因此越是成人化的肠道其数量越少，可能仅仅

通过代谢人体肠道黏膜层黏蛋白生存，除了维

持婴幼儿早期肠道菌群平衡和肠道健康之外，

通过与 B. longum 等对母乳寡糖(human milk 
oligosaccharide, HMO)、外源多糖的营养交互

作用产生短链脂肪酸、人体不能合成的 B 族

维生素对婴幼儿甚至成人发挥益生菌功能[35]。

因此，B. bifidum 代谢的独特性决定了其与肠道

黏膜层环境的适应性，很可能与特定人群遗传

紧密相关，但目前并不清楚两者的互作机理。 
由于母乳寡糖和宿主肠道黏膜上皮黏蛋白

聚糖的合成决定于宿主的遗传机制，而不同地

域的民族人群其母乳寡糖组成非常多样(目前

已经鉴定的多达 200 种以上)[39]，此外宿主黏膜

上皮黏蛋白聚糖也和人体本身的免疫、代谢息

息相关，决定了 B. longum 与人体宿主的密切关

系。很可能在现代人类进化过程中，由于地理

迁徙、分群，造成肠道内共生的双歧杆菌群体

遗传结构与其宿主的协同进化，即群体遗传结

构呈现不同民族族群来源的特异性。 

在本研究中，分离的 B. bifidum 菌株来自新

疆伊宁两个民族族群(维吾尔族和哈萨克族，自

然地理村落相对隔离，很少通婚)学龄儿童肠

道，我们通过多位点序列分型(MLST)分析了  
B. bifidum 分离株的种群结构和不同族群来源

之间的关系。53 个具有代表性的分离株被分为

37 个 ST，其多样性为 69.81%，显示较高的遗

传多样性。有研究表明，345 株长双歧杆菌长

亚种分离株被划分为 35 个 ST 型，多样性为

10.14%[40]。Makino 等[41]从分娩前的母亲粪便和

分娩后的婴儿粪便中分离出的 207 个双歧杆菌

中鉴定了 26 个 ST，多样性为 12.56%。这些差

异可能是由于每项研究中使用的分离株来自不

同的地理位置，并选择了不同的持家基因进行

分析。 
多个研究发现 B. bifidum 菌株分群和分离

株来源之间有一定的关联。在本研究中，基于

7 个持家基因的 UPGMA 树状图显示，7 个谱系

中谱系 1、4 和 6 菌株来自维吾尔族，谱系 3、
7 中菌株来自哈萨克族。将所有 ST 型集聚类为

7 个克隆复合体(CC)，CC1、CC4 中的菌株来自

维吾尔族儿童，CC6、CC7 中的菌株来自哈萨

克族儿童，显示出一定程度的族群特异性。最

近一个研究对不同人群宿主来源的 B. bifidum
菌株进行比较基因组研究显示，美洲人群来源的

菌株组成了一个单独的组，而中国人群来源菌株

构成了多个组，但未报道中国人群地理来源和族

群差异的相关数据[42]。类似的针对多个动物宿

主来源(host-adapted)而非人类专性共栖菌的代表

罗伊氏乳杆菌(Limosilactobacillus reuteri)的群体

遗传研究显示，菌株基因组分群结果与其宿主

动物来源相一致[43]。相反地，流浪型乳杆菌的

代表植物乳杆菌 (Lactiplantibacillus plantarum)
不能依据来源对菌株进行分群[44]。对于人类肠道

专性共栖菌B. bifidum来说需要更大规模的取样，
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采用比较基因组学手段深入研究。 
越来越多的证据表明，宿主基因型不仅在

群落水平上影响肠道微生物的组成，在菌株水

平上也影响肠道特定细菌的遗传进化，进而影

响在不同个体中的定殖能力和益生特性。一项

对具有不同亲缘关系成年人肠道中优势细菌的

研究发现，宿主基因型对决定种群的物种组成

有显著影响[45]。这与本研究得到的结果相吻合，

肠道共栖细菌的群体遗传在不同族群个体内发

生动态的遗传变化。考虑到肠道微生物群落的

复杂性、控制环境变量的困难，以及许多宿主

基因可能参与这一过程的假设，试图解开造成

此类差异的遗传机制将是一项挑战。要明确以

肠道两歧双歧杆菌为代表的专性共栖细菌是否

与不同民族群存在协同进化需要大尺度、大范

围的人群检测。 
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