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【摘要】 肠道微生物对人类健康的重要性逐渐被人们关注。动物模型揭示了孕期母体微生物通

过对子代微生物、代谢和免疫发育的作用影响了子代健康结局。然而，人体生理机制更为复杂，并受

到多种暴露因素的交互影响，在动物模型中得到的研究结果往往与人群研究不一致。目前，孕期母体

肠道微生物对子代微生物定植和健康的影响尚不明确。在大型前瞻性出生队列的基础上建设微生物

亚队列，检测母亲孕期和子代发育多时点微生物组状态，并进一步与人群环境、行为暴露等宏观信息

结合，能更好地为人体健康和疾病的机制研究提供可靠支撑。本研究从研究目标、内容、进展及优势

与潜在问题等方面对该亚队列研究进行简要介绍，着重呈现本研究的总体设计和进展情况。
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【Abstract】 The importance of gut microbes to human health has gradually attracted
attention. With the use of animal models, it has been revealed that maternal microbes during
pregnancy could influence their children's health outcomes through shaping their microbial
composition and regulating the development of their metabolic and immune system. However, the
physiological mechanism of the human body is more complex and is affected by the interaction of
multiple factors. The research results obtained from animal models are often inconsistent with
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human studies. At present, the influence of maternal intestinal microbes during pregnancy on the
microbial colonization in their offspring and on a series of children's health outcomes is still unclear.
Establishing a sub-cohort to detect the microbiome of the women across pregnancy and of their
offspring, and further to integrate with variety of environmental and behavioral exposures can
better provide reliable support for the research on the mechanism of children's health and diseases.
This paper briefly introduces the research objectives, content, progress, strength and limitations of
the sub-cohort study.
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近年来，随着高通量测序技术的发展，肠道微

生物对人类健康的重要性逐渐被揭示［1］。微生物

的定植是建立健康的宿主-微生物共生关系的关

键，可以影响个体代谢、免疫系统发育及健康状

况［2］。肠道微生物如双歧杆菌，能参与维生素B12等
多种维生素的合成，此外还能发酵未消化的碳水化

合物，参与肝脏能量代谢、糖代谢等过程［3］。肠道

微生物还可以作为一种重要的抗原，刺激肠道黏膜

相关淋巴组织的发育成熟，增强机体免疫功能［2］。

研究表明，肥胖、糖尿病、哮喘等代谢、免疫系统疾

病与肠道微生物失衡密切相关［4］。

新生儿肠道微生物呈现快速变化的特征，生命

早期阶段的微生物容易受到母亲孕期因素、分娩方

式、出生后药物使用和喂养等因素的影响［2］。同

时，流行病学研究表明新生儿肠道微生物在儿童健

康和发育中起到重要作用［5］。例如子代 3~6月龄时

肠道中柠檬杆菌、乳球菌等丰富度降低会增加 3岁
时食物过敏的风险［6］。儿童肠道中萨特菌属、普氏

菌属和拟杆菌属丰富度的降低以及相关代谢活动

的失调可能与自闭症的发病有关［4］。基于小鼠模

型的研究提示，孕鼠肠道微生物变化能够对子代鼠

先天免疫发育产生影响［7-8］。例如，Gomez等［7］的研

究发现，给孕鼠移植大肠埃希菌导致子代鼠出生后

14 d肠上皮固有免疫细胞数量显著增加。基于动

物模型开展的研究一定程度上揭示了母体孕期微

生物影响子代健康结局的机制。然而，动物模型中

大剂量直接干预与人的实际暴露情况存在巨大差

异，动物模型也无法模拟人在面对复杂暴露时的生

理机制。因此，基于动物模型的研究成果有时难以

外推到人群。

人的生活环境和遗传背景复杂多样，孕期母亲

膳食、抗生素使用、分娩方式以及子代喂养等因素

均可影响子代肠道微生物［9］，目前利用前瞻性队列

探讨子代菌群构成影响因素的研究尚缺乏。本课

题组依托中国国家出生队列（China National Birth
Cohort，CNBC）前期开展了子代肠道微生物研究的

预 实 验 。 结 果 发 现 ，辅 助 生 殖 技 术（assisted
reproductive technology，ART）可能影响子代肠道微

生物构成。与自然妊娠出生的新生儿相比，ART新
生儿胎便中拟杆菌门相对丰富度显著减少，并且拟

杆菌门相对丰富度与婴幼儿早期体重增速呈显著

负相关关系，由此提示ART可能通过作用于新生

儿肠道菌群构成对儿童生长发育产生影响［10］。但

是，该研究仅分析了子代出生时单个时点的微生物

样本，没有对孕期母亲和子代生长发育过程中的微

生物进行系统性分析，无法对潜在机制进行探讨。

因此，本课题组依托CNBC建设了母婴微生物

亚队列。该亚队列采用精细化设计，除常规收集整

个孕期的环境、行为暴露等宏观信息外，还采集孕

期多时点、子代分娩时以及儿童生长发育早期粪便

样本，计划对母亲孕期和儿童发育多时点进行微生

物组学检测，并与人群环境暴露、行为等宏观信息

结合，开展进一步研究。该亚队列的总体研究目标

是系统比较ART孕妇及子代和自然妊娠孕妇及子

代的肠道微生物构成，探讨ART人群经历的特殊

暴露是否对母婴肠道微生物产生影响；基于CNBC
系统采集的孕前期、孕期、分娩期以及子代的人群

信息、环境暴露、行为习惯和临床信息，综合评价微

生物在母婴间的传递和相关的上游影响因素，及其

对子代体格和神经发育的影响，为机制研究提供可

靠支撑。该队列研究于 2018年 11月启动，计划纳

入并随访 500个 ART家庭和 500个自然妊娠家庭

及其子代。

一、肠道微生物亚队列的研究内容

1.研究对象纳入：以南京市妇幼保健院和苏州

市立医院为现场，计划纳入 500个 ART家庭和

500个自然妊娠家庭。自然妊娠家庭纳入条件：①
CNBC从产科门诊招募的怀孕早期（妊娠 8~14周）

家庭；②没有 ART治疗史。ART家庭纳入条件：

①CNBC从生殖中心纳入，并在该中心进行ART治
疗；②ART治疗后成功妊娠，并处在孕早期阶段（妊

娠 8~14周）。另外，所有家庭应满足：①同意参加

亚队列研究并计划在南京市妇幼保健院或苏州市

立医院分娩；②南京市户籍（或在南京市居住超过

1年）或苏州市户籍（或在苏州市居住超过 1年）；

③既往无糖尿病、高血压病史。本项目通过南京医

科大学伦理委员会审批，研究对象均已签署知情同

意书。

2. 暴露：亚队列研究的主要暴露为受孕方式

（ART与自然妊娠）。此外，孕前及孕期的多种环境

暴露、行为习惯和疾病健康状态也将作为暴露因素

进行综合研究。项目使用无纸化电子问卷，以面访

或电话随访的方式对研究对象进行调查。调查问

卷分为纳入期基线问卷（男、女方）以及孕期随访问

卷（女方孕早、中、晚期）。女性基线信息主要包括

一般人口学特征、社会经济水平信息、月经、生育史

及生育相关疾病史等。孕期环境和行为暴露信息

主要包括孕妇吸烟、饮酒、运动、睡眠、膳食、心理和

疾病情况等。除问卷调查采集的信息外，我们还从

医院系统获取了孕期各阶段临床信息，包括疾病诊

断治疗信息及临床检查和实验室检测数据。对于

辅助生殖人群，还从医院系统中获取移植前后的用

药情况、移植情况等临床数据。

3.结局：亚队列研究的主要结局为母婴肠道微

生物的构成。此外，儿童早期的体格发育和神经发

育状态也将作为亚队列研究的次要结局，并评价母

婴肠道微生物是否介导了上游暴露因素对子代生

长发育的影响。婴幼儿 42 d和 6月龄随访采用电

话随访的方式，获取其在当地社区医院进行的相关

体格检测数据。婴幼儿 1岁时则邀约回医院儿保

科进行面访并由临床医生进行全面体格和神经发

育检查。子代体格发育测量主要包括身长、体重、

头围和胸围。婴幼儿 1岁智力评估采用《贝利婴幼

儿发展量表第三版》。亚队列设计流程见图1。
4.生物标本的采集与处理：肠道微生物样本的

采集覆盖孕早、孕晚期，以及子代分娩时和生长发

育早期。孕妇在其孕早期和孕晚期产检当日，在队

列专职人员指导下，排便于无菌托盘内，同时避免

尿液污染，随后用带粪勺的灭菌采粪管，挖取采集

粪便样本，于-80 ℃冰箱冻存；子代胎便样本在分

娩后 24 h内采集，由产科护士从尿不湿上刮取胎便

样本至无菌粪管，置于-80 ℃冻存；子代 1岁时的粪

便样本于邀约回访当日采集，采集方法与孕期粪便

采集方法类似，样本采集后于-80 ℃冻存。粪便微

生物DNA提取采用QIAamp快速粪便DNA提取试

剂 盒（QIAGEN 公 司 ，德 国）（QIAamp Fast DNA
Stool Mini Kit，QIAGEN，Germany）。粪便样本全部

收集完毕后，将通过 16S rRNA测序分析检测粪便

中微生物构成。此外，队列在孕早、孕中和孕晚期

常规采集孕妇外周血样本，在子代分娩时采集脐带

血样本，1岁时采集指尖血样本。标本的采集流程

见图1。
二、亚队列现阶段进展

截至 2021年 1月底，微生物亚队列已完成

500对ART家庭和自然妊娠家庭的纳入。整个亚

队列项目预计将于 2022年 8月完成所有子代随访

及样本采集。

对已收集的基线资料进行分析显示，本研究孕

妇平均年龄为 30.8岁，ART组孕妇孕前年龄高于自

然妊娠组（ART组 31.7岁，自然妊娠组 29.8岁）；孕

前BMI两组差异无统计学意义；ART组孕妇初次妊

娠率高于自然妊娠组；两组孕妇孕前吸烟及饮酒情

况差异无统计学意义。见表1。
截至 2021年 1月底，孕早期、孕晚期、分娩阶段

和 12月龄分别采集了 500、343、307和 61例ART家
庭粪便标本和 500、327、281和 56例自然妊娠家庭

图1 亚队列设计及生物标本的采集
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然妊娠组（ART组 31.7岁，自然妊娠组 29.8岁）；孕

前BMI两组差异无统计学意义；ART组孕妇初次妊

娠率高于自然妊娠组；两组孕妇孕前吸烟及饮酒情

况差异无统计学意义。见表1。
截至 2021年 1月底，孕早期、孕晚期、分娩阶段

和 12月龄分别采集了 500、343、307和 61例ART家
庭粪便标本和 500、327、281和 56例自然妊娠家庭

图1 亚队列设计及生物标本的采集
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粪便标本。标本采集情况见图2。
三、微生物亚队列的优势与潜在问题

既往研究认为，通过 ART受孕的子代代谢及

心血管系统疾病、认知发育障碍和自闭症等疾病的

发生风险较自然妊娠子代更高。然而，既往人群研

究多为横断面关联研究，一方面无法区分因果关

系，另一方面无法进行更深入的机制探讨。母婴微

生物亚队列具有前瞻性队列研究在因果推断上的

优势，并且采用多时点随访和长时间随访的设计，

除常规问卷调查外，还能够获取医院系统的临床检

验和诊断信息，收集信息丰富准确。队列对 ART
和自然妊娠人群采用平行设计和标准化随访流程，

确保两组人群的可比性。此外，亚队列采用精细化

设计，在多个关键时间窗口采集生物样本，计划开

展多时间点微生物组学研究，并且能够与收集的环

境和遗传因素进行交互分析。目前，国内外著名的

出生队列，如丹麦国家出生队列、挪威母亲和儿童

队列、中国的上海优生儿童队列和安徽出生队列

等［11-14］，尚未报道对研究对象的微生物样本进行系

统性采集和相关研究。针对母婴微生物的小型人

群队列研究已有报道［15-16］，但大多受到样本量限

制，或未采集多时点母婴粪便样本，无法从肠道微

生物角度深入探讨母婴健康疾病发生的潜在机制。

本亚队列的建设和应用将有助于阐明微生物的母

婴传递和其生命早期的动态变化，揭示子代健康及

疾病发生的部分潜在机制。

然而，微生物亚队列在队列建设过程中，受限

于实际情况，仍然存在一些潜在问题。例如子代出

生后，外环境暴露对子代早期肠道微生物影响较

大，而亚队列在子代 42 d、6月龄随访采用电话随访

的方式，不进行生物样本采集。但队列子代随访采

集的信息完整全面，在后续分析时可充分考虑，控

表1 已纳入家庭基线信息

变 量

孕前女方年龄（岁，x±s）
孕前女方BMI（kg/m2，%）
<18.5
18.5~
24.0~
≥28.0

文化程度（大专及以上，%）
既往有妊娠经历（%）
孕前吸烟（%）
孕前饮酒（%）

辅助生殖家庭（n=500）
31.7±3.4

38（7.6）
270（54.0）
86（17.2）
22（4.4）
383（76.6）
209（41.6）
7（1.4）
11（2.2）

自然妊娠家庭（n=500）
29.8±3.7

55（11.0）
351（70.2）
69（13.8）
25（5.0）
441（88.2）
258（51.6）
3（0.6）
5（1.0）

P值

<0.001
0.044

<0.001
0.002
0.340
0.208

图2 亚队列生物标本采集情况

·· 600



中华流行病学杂志 2021年4月第 42卷第 4期 Chin J Epidemiol, April 2021, Vol. 42, No. 4

制外环境暴露因素的影响。在微生物亚队列建设

过程中，由于主队列计划外生物样本的采集，需要

耗费额外的人力、物力和财力。且由于粪便样本对

采样时间和样本存储的要求较为严苛，需要目标家

庭和医院产科病房高度配合，使得亚队列规模会受

到一定限制。但该亚队列采用精细化研究设计，多

时间窗口采集个体信息、临床信息和生物标本，并

最大程度确保数据的完整性和准确性，获得的海量

动态宏观和微观信息能够满足研究的需要。

微生物亚队列研究旨在全面比较ART母婴和

自然妊娠母婴的肠道微生物构成，并系统研究母婴

间微生物传递和相关的上游影响因素，及其对子代

体格和神经发育的影响，为子代健康和疾病的机制

研究提供线索。为了确保亚队列项目的顺利进行，

需要进一步加强项目现场、调查对象和医院工作人

员之间的配合，充分利用项目优势开展研究，并共

同克服和解决可能存在的问题。
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