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[摘要]目的:探讨对有牛奶蛋白过敏史幼儿采用添加共生元的乳蛋白部分水解配方奶粉喂养的可行性。 方法:收集我院 2019 年

12 月至 2021 年 1 月治疗的有轻度胃肠道症状、有轻度牛奶蛋白过敏史且已痊愈的幼儿,以添加共生元的乳蛋白部分水解配方

奶粉喂养干预 3 个月。 随访记录干预前后幼儿的肠道症状、肠道菌群(采集粪便,16srDNA 测序)等情况。 结果:本研究共纳入

1~ 2 岁幼儿 38 例,以添加共生元的乳蛋白部分水解配方奶粉喂养干预 3 个月后,幼儿的身高和体质量增加,功能性便秘症状改

善,肠道耐受性良好;肠道菌群多样性增加,个体差异减小;双歧杆菌百分比上升,假单胞菌目、莫拉菌科等有害菌群百分比下

降。 结论:喂养添加共生元的乳蛋白部分水解配方奶粉有利于有牛奶蛋白过敏史幼儿的肠道菌群结构改善及便秘症状缓解。
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[Abstract]Objective:
 

To
 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

partially
 

hydrolyzed
 

formula
 

with
 

synbiotics
 

on
 

the
 

gastrointestinal
 

symptoms
 

and
 

gut
 

microbiota
 

of
 

toddlers
 

with
 

cow’s
 

milk
 

allergy
 

history.
 

Methods:
 

We
 

included
 

toddlers
 

with
 

cow’s
 

milk
 

allergy
 

who
 

were
 

treated
 

in
 

our
 

hospital
 

from
 

December
 

2019
 

to
 

January
 

2021,
 

and
 

recovered
 

but
 

have
 

mild
 

gastrointestinal
 

symptoms.
 

The
 

participants
 

were
 

fed
 

with
 

partially
 

hydrolyzed
 

formula
 

with
 

synbiotics
 

and
 

followed
 

up
 

for
 

three
 

months.
 

The
 

toddlers’
 

gastrointestinal
 

symptoms
 

and
 

feces
 

were
 

collected
 

before
 

and
 

after
 

the
 

intervention,
 

and
 

the
 

gut
 

microbiota
 

was
 

tested
 

by
 

16srDNA
 

sequencing.
 

Results:
 

Thirty-eight
 

toddlers
 

aged
 

1-2
 

years
 

old
 

were
 

included
 

in
 

the
 

study,
 

whose
 

height
 

and
 

weight
 

were
 

significantly
 

increased
 

and
 

symptom
 

of
 

functional
 

constipation
 

were
 

significantly
 

reduced
 

after
 

3-month
 

intervention.
 

Other
 

intestinal
 

symptoms
 

were
 

not
 

significantly
 

changed
 

and
 

the
 

formula
 

was
 

well
 

tolerated.
 

The
 

proportion
 

of
 

Bifidobacterium
 

was
 

obviously
 

increased,
 

and
 

the
 

increase
 

of
 

Bifidobacterium
 

was
 

correlated
 

with
 

the
 

improvement
 

of
 

constipation
 

symptoms.
 

Meanwhile,
 

Pseudomonas
 

and
 

Moraxellaceae
 

were
 

significantly
 

decreased
 

after
 

the
 

intervention.
 

Conclusion:
 

Partially
 

hydrolyzed
 

formula
 

with
 

synbiotics
 

could
 

improve
 

the
 

gut
 

microbiota
 

composition
 

and
 

relieve
 

functional
 

constipation
 

symptoms
 

in
 

toddlers
 

with
 

cow’s
 

milk
 

allergy
 

history.
[Keywords]toddlers;

 

constipation;
 

gut
 

microbiota;
 

partially
 

hydrolyzed
 

formula;
 

synbiotics

　 　 近年来越来越多的研究开始关注儿童过敏性疾病,
而食物过敏是儿童过敏的主要原因[1] 。 牛奶蛋白是婴

幼儿食物过敏的主要过敏原之一,且牛奶蛋白过敏婴幼

儿常出现胃肠道症状,即使通过治疗后过敏症状得到缓

解,胃肠道功能可能依旧不佳且可能存在肠道菌群紊

乱、功能性胃肠病等。 婴幼儿肠道菌群尚未成熟,期间

肠道菌群的改变不仅影响胃肠健康,也影响免疫功能发

育,对婴幼儿有长远的影响。 国外已有研究[2-3] 证实,添
加共生元的配方奶有助于改善婴幼儿的肠道菌群及过

敏症状。 共生元是益生菌和益生元的混合制剂,其中益

生菌是指通过摄取适量对宿主身体健康有益的活菌;而
益生元是指能被肠道有益菌选择性发酵、促进肠道有益

菌增殖,从而为宿主带来健康获益的物质[4] 。 已有研

究[3] 发现,共生元 [ 短链低聚半乳糖 / 长链多聚果糖

(scGOS / lcFOS)和短双歧杆菌 M-16V]通过增加双歧杆

菌比例,对调节幼儿肠道菌群产生积极影响,降低肠道

pH,软化大便。 同时,部分水解蛋白分子更小,更易于消

化。 部分水解蛋白配方奶粉可作为对于牛奶蛋白过敏

缓解的婴幼儿,从深度水解 / 氨基酸配方向完整牛奶蛋

白配方过渡的桥梁[5] 。 然而尚缺乏部分水解配方奶和

共生元对中国幼儿影响的研究。 因此,本研究通过跟踪

有牛奶蛋白过敏史幼儿在使用添加共生元的乳蛋白部

分水解配方奶粉喂养后的肠道症状及肠道菌群改变情

况,明确添加共生元的乳蛋白部分水解配方奶粉是否适

用于中国有牛奶蛋白过敏史的幼儿。

1　 资料和方法

1. 1　 一般资料

本方案经青岛大学附属医院医学研究伦理委员会

审批,同时获得儿童监护人知情并签订同意书。 本临床

试验注册编号 ChiCTR2100046909。 招募我院 2019 年 12

月至 2021 年 1 月治疗的有轻度胃肠道症状、有轻度牛奶

蛋白过敏史且已痊愈的幼儿。 纳入标准:(1)年龄 1 ~ 2
岁。 (2)有轻度牛奶蛋白过敏史(医师诊断),当前已恢

复(回避牛奶蛋白 6 个月或到 12 月龄,同时最近 1 个月

未出现牛奶蛋白过敏相关症状,如湿疹等);轻度牛奶蛋

白过敏指牛奶蛋白食物激发试验呈阳性,且 IgE( +),有
轻度湿疹,伴或不伴轻度胃肠道症状。 (3)伴有不明原

因功能性腹泻(每日排 3 次或以上不成形大便,无痛性,
持续≥4 周)、功能性便秘(符合以下条件 2 项及以上,持
续时间达 1 个月:每周排便≤2 次;大量粪便潴留史;有
排便疼痛和排便困难史;排粗大粪便史;直肠内存在有

大量粪便团块)。 (4)监护人签署知情同意书,同意配合

临床试验全过程。 (5)生长发育正常。 排除标准:(1)严

重多种食物过敏或不耐受、乳糖不耐受;(2)有明确脑外

伤、脑瘫、脑炎等脑部器质性疾病史;(3)确诊其他疾病;
(4)存在肠道器质性病变如先天性巨结肠、肠梗阻、肠套

叠等;(5)正在使用抗过敏药物及精神类药物;(6)已食

用部分水解配方奶粉;(7)近 3 个月内使用益生菌、益生

元、抗生素、抑酸剂等影响肠道菌群药物。

1. 2　 方法

采用添加共生元[短链低聚半乳糖 / 长链多聚果糖

(0. 8
 

g / 100
 

mL)和短双歧杆菌 M-16V]的乳蛋白部分水

解配方奶粉喂养幼儿,持续干预随访 3 个月。 监测并记

录干预前后幼儿的胃肠道功能、生长发育情况,并采集

幼儿干预前、干预 3 个月后的粪便进行 16s
 

rDNA 测序。
功能性腹泻、功能性便秘由医师根据儿童功能性胃肠病

罗马Ⅳ标准进行诊断;腹痛、大便恶臭、饮食障碍由家长

自报。 生长发育情况包括幼儿的身高和体质量,并采用

世界卫生组织(WHO)生长标准[6] 计算治疗前后儿童生

长发育情况位于第 25 ~ 75 百分位数(P25 ~ P75 )和第 3 ~
97 百分位数(P3 ~P97)的比例。
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1. 3　 样本采集

采用问卷调查和访谈的形式选取符合纳入标准的

研究对象,并执行知情同意制度。 以问卷调查的形式收

集研究对象的相关信息(在研究人员的监督下填写并与

知情同意书等文件统一保存。 准备含 DNA 稳定剂标记

关键信息,包括姓名、性别、组别、编号、采样日期等。 粪

便样本采集:用含 DNA 稳定剂的采样管采集粪便中段

部位 1 勺约花生米大小粪便样本,混匀以彻底溶解粪

便,样本采集完成后于现场立即置入冰盒转运,- 80
 

℃
冰箱冻存。

1. 4　 16S
 

rDNA 测序及分析

本研究的测序分析是基于 I-Sanger 生信云平台的二

代测序分析技术。 主要步骤:(1)提取粪便细菌总 DNA;
(2)使用通用引物进行 PCR 扩增;(3)构建 16S

 

rDNA 克

隆文库;( 4) 上机 MiSeq 测序; ( 5) 匹配 barcode 序列;
(6)信息样本区分 / 拼接;(7)序列质控与过滤以获得有

效数据;(8)应用 UPARSE 软件( version
 

7. 1) 按照 97%
的相似性对质控后的数据进行 OTU 聚类;( 9) 使用 I-
Sanger 云-平台进行肠道菌群的多样性及差异物种分析。

1. 5　 统计学方法

应用 SPSS
 

22. 0 软件,计量资料以 x± s 表示,采用

t 检验;计数资料采用 χ2 检验或 Fisher 精确概率法,P<
0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 纳入幼儿的基本信息及生长发育情况

本研究初始招募幼儿 41 例,失访 2 例,中途退出 1 例

(牛奶蛋白过敏复发),最终纳入 38 例。 其中男 26 例,女 12
例,年龄 12~24(15. 29±2. 84)月,身高(79. 1±4. 0)cm,体质量

(10. 0±1. 2)kg。 干预 3 个月后身高(82. 4±4. 6)cm,较干预

前增加(P< 0. 01),在 P25 ~ P75 和 P3 ~ P97 的比例分别为

42. 1%和 94. 7%,与干预前比较差异无统计学意义。 干预

3 个月后体质量(10. 7±1. 4)kg,较干预前增加(P<0. 01),在
P25 ~P75(55. 3%

 

vs
 

60. 5%)和 P3 ~P97(100%
 

vs
 

100%)的比例

与干预前比较,差异无统计学意义(P>0. 05)。

2. 2　 肠道症状改善情况

干预 3 个月后,幼儿功能性便秘发生率降低(P<
0. 05),功能性腹泻、腹痛、大便恶臭、饮食障碍发生率与

干预前比较差异无统计学意义(P>0. 05),见表 1。

表 1　 干预前后幼儿肠道症状发生率比较　 例(%)

时间 例数 功能性便秘 功能性腹泻 腹痛 大便恶臭 饮食障碍

干预前 38 10(26. 32) 8(21. 05) 6(15. 79) 5(13. 16) 21(55. 26)

干预 3 个月后 38 3(7. 89) 10(26. 32) 11(28. 95) 9(23. 68) 20(52. 63)
χ2 4. 523 0. 289 1. 880 1. 393 0. 052

P <0. 05 >0. 05 >0. 05 >0. 05 >0. 05

2. 3　 干预后肠道菌群多样性及一致性变化情况

干预后幼儿肠道菌群 Shannon 指数由 2. 339 提高至

2. 858( t = 2. 429,P<0. 05),多样性上调,更趋于平衡和

稳态。 使用 PCoA 分析干预前后幼儿肠道菌群 β 多样性

结果显示, PC1 干预前 0. 062
 

4,干预后 - 0. 046
 

6 ( t =
2. 051,P<0. 05);PC2 干预前- 0. 060

 

9,干预后 0. 054
 

1
( t= 2. 757,P<0. 01)。 提示干预后幼儿肠道菌群个体差

异减小。 见图 1。

干预前

干预后

0.3

0.2

0.1

0

-0.1

-0.2

-0.3

PC
2(
12

.5
9%

)
PC1(18.75%)

-0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6

图 1　 干预前后幼儿肠道菌群 PCoA分布(β多样性)

2. 4　 肠道菌群组成分布及改变

1 ~ 2 岁幼儿肠道菌群主要由厚壁菌门、变形菌门和

拟杆菌门等组成,与一般儿童不同的是幼儿变形菌门百

分比高于拟杆菌门。 干预后,幼儿变形杆菌门百分比上

调(32. 21%→39. 94%),拟杆菌门百分比下调(22. 32%
→13. 69%)。 从属水平来看,1 ~ 2 岁幼儿肠道菌群中双

歧杆菌百分比最高,这与一般儿童和成人差异较大,且
未发生功能性便秘的幼儿肠道双歧杆菌百分比较高。
干预后,幼儿粪便内双歧杆菌(24. 60%→49. 52%)、粪杆

菌(5. 07% → 8. 36%) 百分比上升,拟杆菌 ( 18. 55% →
11. 11%)、普雷沃菌 ( 3. 28% → 1. 35%) 百分比下调。
LefSe 分析提示,干预后幼儿肠道中双歧杆菌水平显著

升高,Wilcox 检验结果提示双歧杆菌百分比升高明显

(24. 60%→49. 52%,t = 3. 448,P< 0. 05),拟杆菌目显著

下调(19. 15%→7. 98%,t= 4. 810,P<0. 05),部分有害菌

属(假单胞菌目、莫拉菌科)比例降低。 见图 2。

3　 讨论

牛奶蛋白过敏是功能性胃肠病发生的危险因素。
既往研究[7-9] 显示,在有牛奶过敏史的儿童中,44. 2%
依然存在胃肠道症状,19. 2%确诊为功能性胃肠病,严
重影响患儿生活质量,增加家庭及社会医疗负担。 肠

道菌群与幼儿的肠道疾病和喂养息息相关[10-11] 。 肠道

菌群失调一方面会改变肠道功能,是诱发功能性胃肠

病的重要病因;另一方面,功能性胃肠病的发生也可能

会进一步促进肠道菌群失调[12] 。 既往研究[13] 显示,幼
儿喂养添加益生菌和益生元的配方奶 4 周即可观察到

与对照组在肠道菌群组成上的差异。 另外一项研

究[14] 为乳糜泻儿童补充益生菌口服剂,3 个月后观察

到患儿的肠道菌群与健康儿童相似,恢复了一些有益

菌种的丰度。
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治疗前

治疗后

p_放线菌门
f_双歧杆菌科
g_双歧杆菌
o_双歧杆菌
c放线幽门
f_放线菌纲
o_放线幽门
c_放线菌门
g_柯林斯菌属
f_萨特菌科
f_糖单胞菌科

c_拟杆菌
p_拟杆菌
o_拟杆菌
p_蛭弧菌
c_蛭弧菌
o-根瘤菌

f_蛭弧菌科
o_蛭弧菌目
f_丙酸杆菌

g_水蛭弧菌属
f_鞘氨醇杆菌科
g_金黄杆菌属
o_鞘脂杆菌目
g_鞘氨酸杆菌

o_丙酸杆菌
o_黄杆菌目
f_莫检菌科

f_威克斯菌科
g_不动杆菌

g_肠杆菌
g_假单胞菌属

g_哈氏菌
f_黄杆菌属
g_黄杆幽属

g_短波单胞菌
o_柄杆菌目

o_假单胞菌目
f_伯克菌科

g_发光杆菌属
g_鳗弧菌

g_伯克霍尔德菌属
c_α变形菌
f_弧菌科

f_柄杆菌科
o_弧菌目

g_罗尔斯倾菌属

图 2　 LefSe分析干预前后幼儿肠道主要菌群组成差异

本研究发现,以添加共生元的乳蛋白部分水解配方

奶粉喂养 3 个月,幼儿的身高和体质量明显增加,说明

干预配方能够支持幼儿正常的生长发育。 添加共生元

的乳蛋白部分水解配方奶粉可通过改善幼儿肠道菌群

多样性、一致性及肠道菌群组成,有效缓解有牛奶过敏

史幼儿的功能性便秘症状,且具有良好的安全性和耐受

性。 使用添加共生元的乳蛋白部分水解配方奶粉干预

后,幼儿肠道菌群 Shannon 指数升高。 Shannon 指数可定

量描述幼儿肠道菌群多样性,反映幼儿肠道菌群的丰富

度和均匀度[15] 。 Shannon 指数越高,表示幼儿肠道菌群

多样性越高,提示添加共生元的乳蛋白部分水解配方奶

粉可以丰富幼儿肠道菌群多样性。 肠道菌群多样性的

上调与肠道菌群的健康发展密切相关,多样的肠道菌群

环境有利于肠道菌群的平衡和稳定,帮助幼儿抵御外界

刺激对肠道菌群的干扰。
本研究评估了幼儿肠道菌群之间的 β 多样性差异,

发现使用添加共生元的乳蛋白部分水解配方奶粉可以

缩小幼儿肠道菌群个体差异,使其趋于一致。 由于在干

预期间,幼儿没有使用其他微生态制剂,且肠道菌群变

化最明显的时间段是出生后第 1 年,1 年后肠道菌群的

变化已不明显[16] ,通常情况下仅通过常规饮食已很难改

变幼儿的肠道菌群组成。 而本研究中干预前后幼儿肠

道菌群 β 多样性出现明显差异,提示使用添加共生元的

乳蛋白部分水解配方奶粉对幼儿肠道菌群产生了实质

性影响,可上调幼儿肠道双歧杆菌比例,下调拟杆菌和

部分有害菌(假单胞菌目、莫拉菌科)比例,优化幼儿肠

道菌群组成,有助于降低过敏[17] 和感染性疾病[18-19] 的发

生风险。 双歧杆菌能够刺激肠道蠕动,软化粪便,起到

润肠通便的作用,改善功能性便秘。 既往国外临床研

究[3] 也发现,特定共生元 ( scGOS / lcFOS +短双歧杆菌

M-16V)通过增加双歧杆菌比例,对调节幼儿肠道菌群产

生积极影响,降低肠道 pH 值,软化大便,与本研究结果

一致。
根据国际益生菌和益生元科学学会 2017 年共识,

低聚半乳糖(GOS)和多聚果糖(FOS)是目前研究得最充

分的益生元[20] 。 scGOS / lcFOS 是指短链低聚半乳糖

(scGOS)和长链多聚果糖( lcFOS) 的混合物,其分子大

小、分布类似于人乳低聚糖,有助于调节肠道菌群[21-22] ,
改善肠道动力和粪便性状[23-24] ,减少食物过敏和感染相

关症状[25] ,其效益已被多项研究证实。 本研究中所使用

的短双歧杆菌 M-16V 是 2016 年国家卫生和计划生育委

员会批准列入《可用于婴幼儿食品的菌种名单》中的菌

种之一。 研究显示,短双歧杆菌 M-16V 可以有效增加皮

炎和牛奶蛋白过敏婴儿大便中双歧杆菌比例,显著改善

过敏症状[26] 。
同时,有研究发现部分水解乳清蛋白配方有助于降

低牛奶蛋白的致敏性。 对于牛奶蛋白过敏缓解的婴幼

儿,可将其作为从深度水解 / 氨基酸配方向完整牛奶蛋

白配方过渡的中间桥梁[5] 。 此外,与完整牛奶蛋白相

比,部分水解配方引起便秘的可能性更低,推荐用于缓

解功能性便秘[27] 。 对于非牛奶蛋白过敏的肠绞痛婴儿,
部分水解配方也是一个有益的选择[28] 。

综上所述,添加共生元的乳蛋白部分水解配方奶粉

对有牛奶蛋白过敏史幼儿是个可推荐的选择。 本研究

仅为前后对照,未设立平行对照组,其结果可能具有一

定的局限性。 为了研究添加共生元的乳蛋白部分水解

配方奶粉对儿童的长期作用,并明确肠道菌群是否可以

成为预防及治疗功能性胃肠病的靶点,仍需要进一步更

长时间跟踪、更大样本量的随机对照研究。
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