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亚成体与老年体圈养大熊猫的口腔菌群多样性 
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摘 要：采用高通量测序技术对 6 只亚成体和老年体的圈养大熊猫口腔唾液样本进行测序，分析圈养大熊猫口腔

细菌的菌群多样性、结构和潜在致病菌及其在 2 组不同年龄群体间的差异。结果显示：大熊猫口腔中的细菌以变

形菌门(Proteobacteria)和蓝细菌门(Cyanobacteria)等为主，相对丰度分别为 70.4%、13.4%，在属水平上主要有放线

杆菌属(Actinobacillus)、劳特罗普氏菌属(Lautropia)、假单胞菌属(Pseudomonas)和莫拉氏菌属(Moraxella)等，相对

丰度分别为 10.5%、5.4%、3.9%、3.8%；亚成体大熊猫口腔菌群的多样性和丰富度高于老年体的，但差异无统计

学意义；β 多样性分析结果显示，2 组大熊猫口腔菌群结构间的差异无统计学意义；LEfSe 分析发现 2 组之间的差

异细菌在亚成体组中有 Niveispirillum、固氮螺菌属(Azospirillum)与根瘤菌属(Rhizobium)，在老年体组中则有气单

胞菌属(Arenimonas)和二氧化碳噬纤维菌属(Capnocytophaga)，但它们的相对丰度均不高；圈养大熊猫口腔中有链

球菌属(Streptococcus)、放线菌属(Actinomyces)、卟啉单胞菌属(Porphyromonas)和葡萄球菌属(Staphylococcus)等致

病菌，其中与龋齿相关的菌群相对丰度较高，这可能与圈养大熊猫摄入了较多的碳水化合物有关。 
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Abstract: In this study, the oral saliva samples of 6 captive giant pandas were sequenced by high-throughput sequencing 

technology with an aim to analyze the oral microflora diversity, structure, potential pathogenic bacteria and the differences 
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between the two groups of captive giant pandas in different ages. The results showed that the bacteria in the mouth of giant 

pandas were mainly Proteobacteria (70.4%) and Cyanobacteria(13.4%) at the phylum classification level. At the level of 

genus classification, Actinobacillus (10.5%), Lautropia(5.4%), Pseudomonas(3.9%) and Moraxella(3.8%) were the main 

species. The diversity and richness of oral flora of sub-adult giant pandas were higher than those of elderly giant pandas with 

no significant difference. The β diversity analysis showed that there was no significant difference in oral flora structure 

between the two groups. The LEfSe analysis revealed that the different bacteria of the two groups were Niveispirillum, 

Azospirillum and Rhizobium in the sub-adult group, while Arenimonas and Capnocytophaga were found in the senile group, 

but their abundance were not high. At the same time, we found Streptococcus, Actinomyces, Porphyromonas, Staphylococcus 

and other pathogenic bacteria in the mouth of captive giant pandas, among which the abundance of caries-related bacteria 

were higher, which might be related to the more carbohydrate intake of captive pandas. 

Keywords: Ailuropoda melanoleuca; captive; oral flora; potential pathogen; high-throughput sequencing 

 

大熊猫(Ailuropoda melanoleuca)是食肉目熊科

大熊猫亚科大熊猫属中唯一的哺乳动物，是中国特

有的珍稀物种[1]。大熊猫的口腔潮湿、温暖，含有

唾液蛋白、糖蛋白和龈沟液等，这使其成为了许多

微生物生长的合适场所[2–3]。口腔微生物群可局部

和系统地改变健康和疾病之间的平衡，它们和宿主

之间有很强的相互作用，各种口腔微生物的相互作

用有助于机体抵御外界不良刺激的侵袭[4]。然而，

微生物群落失衡会导致口腔疾病，虽然大多数生活

在口腔中的微生物是无害的，甚至是有益的，但一

些常驻微生物在一定条件下具有潜在的致病性[5]。 

相关研究[6–7]发现，变形链球菌(Streptococcus 

mutans)和乳杆菌(Lactobacillus)使口腔环境过度酸

化并且与龋齿的发生直接相关，导致口腔疼痛和牙

齿脱落；卟啉单胞菌属(Porphyromonas)和放线菌属

(Actinomyces)等细菌的丰度上升与龋齿的发生密切

相关，可作为龋齿发生的潜在生物标志物。牙龈卟

啉单胞菌(Porphyromonas gingivalis)、齿密螺旋体

(Treponema denticola) 和福赛坦氏菌 (Tannerella 

forsythia)等被称为“红色复合体”的细菌被发现与牙

周病的发生相关[8]。除此之外，研究[9]表明，口腔

微生物失调不仅能够引起口腔部位的疾病，还可能

与一些全身性疾病的发生相关，包括胃肠道疾病(如

炎症性肠病、肝硬化、胰腺癌)，神经系统疾病(如

阿尔茨海默氏病)，内分泌系统疾病(如糖尿病、不

良妊娠结局、肥胖和多囊卵巢综合征)，免疫系统疾

病(如类风湿性关节炎)以及心血管系统疾病(如动

脉粥样硬化)。大熊猫口腔微生物同样可能会导致相

关疾病的发生，已有研究[10]表明，大熊猫牙菌斑菌

群变化与龋齿的发生具有一定相关性。可见，了解

大熊猫口腔微生物群落对大熊猫疾病防治具有重

要意义。 

关于大熊猫微生物多样性的研究主要集中在

肠道和皮肤[11–12]，而对口腔和牙齿的研究较少。关

于大熊猫口腔微生物群落的研究主要集中在传统

的分离培养方法上，如冯帆[13]对圈养大熊猫口腔源

细菌进行分离培养，发现圈养大熊猫口腔细菌以葡

萄球菌属、链球菌属为优势菌群；喻述容等[14]在大

熊猫幼崽口腔感染的分泌物中分离出了微球菌和

聚团杆菌。这种分离培养的研究方法选择了在人工

条件下迅速生长的微生物，而低估了口腔微生物群

落的整体多样性，存在一定的局限性。为了更全面

了解大熊猫口腔微生物的多样性，可采用高通量测

序技术和生物信息学结合的研究方法[15–16]。笔者采

集亚成体与老年体圈养大熊猫的唾液样本，通过

16S 扩增子测序分析大熊猫口腔中的细菌多样性，

以了解这 2个年龄段圈养大熊猫口腔细菌群落的结

构和差异，探究大熊猫口腔中存在的潜在致病菌及

其可能造成的影响，以期为更好地防治大熊猫口腔

与牙齿疾病提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 供试大熊猫 

供试大熊猫来自中国大熊猫保护研究中心都

江堰基地。大熊猫被圈养在都江堰基地独立圈舍

中，每个圈舍包括 1 个开放的室外区域和 1 个封闭

的室内区域，饲养 1~2 只大熊猫。圈舍的室外环境

与野外环境相似，有茂密的阔叶林、竹林和草丛。

大熊猫可以在自己的圈舍里自由地活动。被采样大

熊猫身体健康，无明显异常，无遗传学亲缘关系，

近 3 个月未使用过抗菌药物，都食用同样的食物(窝

窝头、竹子)和水。 
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1.2 样本采集 

于 2019 年 8 月 5 日采集大熊猫口腔唾液样本。

采集样品前大熊猫禁食 1 h，以无菌 0.9% NaCl 溶

液润湿的无菌棉拭子取样，每只大熊猫重复采样 3

次，将口腔拭子的 2/3 伸入口腔旋转蘸取口腔舌下

唾液，然后放入采样管封口，2 h 内转运至–80 ℃冻

存。共采集 6 只大熊猫口腔唾液样本。按照胡锦矗

的标准对大熊猫进行年龄界定，分为亚成体组(J1、

J2、J3)与老年体组(G1、G2、G3)，其年龄分别为

2.9、3.0、2.9、24.9、24.8、28.9。其中 J2 和 G2 为

雄性，其余 4 只为雌性。 

1.3 基因组 DNA 提取和 PCR 扩增与测序 

采用 CTAB 法提取口腔拭子样本的基因组

DNA，并利用琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 的纯度和浓

度。取适量的样本 DNA 于离心管中，使用无菌水稀

释样本至 1 ng/μL，以稀释后的基因组 DNA 为模板，

选用引物341F(5'–CCTACGGGNGGCWGCAG–3')和

805R(5'–GACTACHVGGGTATCTAATC–3')对 16S 

rRNA V3+V4 区进行 PCR 扩增，采用 2%的琼脂糖

凝胶对 PCR 产物进行检测，使用购自 Qiagen 公司的

胶回收试剂盒回收目的条带。采用 Tru Seq® DNA 

PCR–Free Sample Preparation Kit 建库试剂盒进行文

库构建，质检合格后运用 NovaSeq6000 上机测序。 

1.4 数据处理与分析 

从得到的下机数据中去除 Barcode 和引物序

列，运用 FLASH(V1.2.7)[17]进行拼接以及过滤处理

后得到高质量的 Tags 数据；应用 Qiime(V1.9.1)[18]

的Tags质量控制流程，得到分析所需的有效数据[19]；

运用 Uparse v7.0.1001[20]将得到的全部有效数据聚

类成为操作分类单元(OTUs)；再运用 Qiime(V1.9.1)

进行界、门、纲、目、科、属等分类水平上的物种

注释分析，并计算 ACE、Shannon 指数，选用 wilcox

检验方法进行 α 多样性指数和 β 多样性指数组间差

异分析。运用 R 软件的 WGCNA，stats 和 ggplot2

软件包，基于 unweighted 距离对所有样本进行

PCoA 分析。LEfSe 分析默认设置 LDA Score 的筛

选值为 3，P<0.05。分析结束后，将所有的原始序

列数据上传至 National Center for Biotechnology 

Information Search (https://www.ncbi.nlm.nih. gov/)，

登录号为 PRJNA784731。 

2 结果与分析 

2.1 大熊猫口腔唾液样本的测序质量与物种注释 

6 份口腔唾液样本构建的文库测序后共得到

347 766 条有效序列。按照 97%的相似度聚类后共

得到 1316 个 OTUs。经物种注释后共得到 24 个门、

47 个纲、131 个目、211 个科和 423 个属。对聚类

得到 OTUs 结果进行分析，亚成体组的 OTUs 为

1169 个，老年体组的 OTUs 为 934 个，2 组共有的

OTUs 为 787 个，占全部 OTUs 数的 59.8%；亚成

体组的特有 OTUs 数量(382 个)高于老年体组的特

有 OTUs 数量(147 个)。 

2.2 亚成体与老年体大熊猫口腔细菌的群落结构 

变形菌门 (Proteobacteria)、蓝细菌门 (Cyano- 

bacteria)、放线菌门 (Actinobacteria)、厚壁菌门

(Firmicutes)和拟杆菌门(Bacteroidota)等 5 个细菌门

是大熊猫口腔细菌群落的优势门，平均相对丰度分

别为 70.4%、13.4%、5.6%、4.2%、2.8%。从图 1 

 

                  
               J1    J2     J3   G1   G2   G3                              J1    J2    J3   G1   G2   G3 

样本                                                   样本 

图 1 圈养大熊猫个体口腔细菌的群落结构 

Fig.1 Structure of oral bacterial flora of captive giant panda 
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可知，大熊猫口腔菌群有着明显的个体性差异，如

J3 和 G2 的口腔中蓝细菌门的相对丰度明显高于同

组其他大熊猫的；G2 口腔中的假单胞菌属的相对

丰度明显高于同组其他大熊猫的；即使是同组且性

别相同的大熊猫也在菌群结构方面有所不同，如 J1

和 J3，G1 和 G3 等在门水平的细菌群落结构上均表

现出了一定差异。相对丰度大于 1%的主要细菌属

包括放线杆菌属(Actinobacillus)、劳特罗普氏菌属

(Lautropia)、假单胞菌属(Pseudomonas)、莫拉氏菌

属(Moraxella)、奈瑟氏菌属(Neisseria)、链球菌属

(Streptococcus)和不动杆菌属(Acinetobacter)等 7 个，

平均相对丰度分别为 10.5%、5.4%、3.9%、3.8%、

2.0%、1.3%、1.3%。供试大熊猫口腔细菌菌群中相

对丰度前 20 的细菌属如图 1 所示。 

2.3 亚成体与老年体大熊猫口腔细菌群落的差异 

2.3.1 α多样性分析 

从表 1 可知，亚成体组大熊猫口腔细菌的平均

丰富度(ACE 指数)和多样性(Shannon 指数)均略高 

表 1 圈养大熊猫口腔细菌的 α多样性指数 

Table 4 The α diversity index of oral bacterial flora of captive giant pandas 

样本 ACE 指数 Shannon 指数 

J1 724.83 5.881 7 

J2 567.69 4.490 4 

J3 872.38 4.666 1 

G1 630.04 5.573 5 

G2 530.90 4.509 2 

G3 585.83 4.520 2 

于老年体组的，但 2 组间的差异均无统计学意义

(P>0.05)。 

2.3.2 β 多样性分析 

从图 2 可知，2 组样本的分布均没有表现出明

显的聚集现象，且老年体组的样本间的距离较亚成

体组的更远。Anoism 分析结果显示不同个体大熊猫

之间存在一定差异，但 2 组之间的差异无统计学意

义(R<0，P>0.05)。 
 

 
–0.2     –0.1      0.0      0.1      0.2      0.3      0.4 

   PC1(32.21%) 

图 2 基于非加权距离分析的圈养大熊猫口腔细菌的

PCoA 结果 

Fig.2  PCoA plot of oral bacterial flora of captive giant 

pandas based on unweighted unifrac analysis 

2.3.3 大熊猫口腔中的差异性细菌 

从图 3 可知，2 个年龄段中最具代表性的差异 
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图 3 亚成体组与老年体组大熊猫口腔细菌群落的 LEfSe 分析结果 

Fig.3 LEfSe analysis of oral bacterial community in sub-adult and elderly giant pandas 
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性菌属在亚成体组中有 Niveispirillum、固氮螺菌属

(Azospirillum)与根瘤菌属(Rhizobium)，在老年体组

中则有气单胞菌属(Arenimonas)和二氧化碳噬纤维

菌属(Capnocytophaga)，但它们的相对丰度均不高，

分别为 0.39%、0.30%、0.65%、0.22%、0.22%。 

2.4 亚成体与老年体大熊猫口腔中的潜在致病细菌 

在大熊猫口腔唾液样本的测序数据中，发现包

括链球菌属、放线菌属(Actinomyces)、卟啉单胞菌

属(Porphyromonas)、葡萄球菌属(Staphylococcus)、

梭杆菌属(Fusobacterium)、拟杆菌属(Bacteroides)、

乳杆菌属(Lactobacillus)、密螺旋体属(Treponema)、

Saccharibacteria、摩根氏菌属(Morganella)和韦荣球

菌属(Veillonella)等致病或与疾病密切相关的细菌

存在于大熊猫口腔中，这些潜在致病细菌的分布热

图如图 4 所示。在 6 个样本中，G1 口腔中的链球

菌属、卟啉单胞菌属和放线菌属的相对丰度最高；

J1 和 G3 的口腔中也存在较多的链球菌属；J2 和

G3 口腔中则存在较高丰度的葡萄球菌属。总体来

说，链球菌属、放线菌属、卟啉单胞菌属和葡萄球

菌属在大熊猫口腔中的相对丰度较高。 

 
J1     J2    J3     G1    G2    G3 

图 4 圈养大熊猫口腔潜在致病菌的分布热图 

Fig.4 Heat map of the distribution of potential oral pathogens 

of captive giant pandas 

3 结论与讨论 

本研究中，圈养大熊猫口腔中的细菌以变形菌

门为主，平均占比超过 50%，依次还有蓝细菌门、

放线菌门、厚壁菌门和拟杆菌门等；主要属为放线

杆菌属、劳特罗普氏菌属、假单胞菌属、莫拉氏菌

属、奈瑟氏菌属、链球菌属和不动杆菌属等。在以

往关于大熊猫口腔细菌的分离培养研究中，葡萄球

菌属、链球菌属已被发现是大熊猫口腔中的优势菌

属[13]。在人口腔中，门水平以厚壁菌门和拟杆菌门

为主，属水平以链球菌属、韦荣球菌属(Veillonella)

和普雷沃菌属(Prevotella)为主[21]。可见，大熊猫口

腔的细菌群落结构与人的有着较明显的差异。 

口腔菌群的变化与多种因素相关，遗传、时间、

年龄、饮食以及环境等都会在一定程度上影响口腔

菌群[15,22–24]。本研究中，大熊猫亚成体组和老年体

组之间相同的 OTUs 数占全部 OTUs 数的 59.8%。

这说明大熊猫口腔中存在相当数量的稳定细菌群

落，这些细菌群落不随年龄的改变而发生明显变

化，较长时间持续存在于大熊猫口腔之中。 

α 多样性分析结果显示，亚成体组的 ACE、

Shannon 指数略高于老年体组的，这说明随着年龄

的增加，大熊猫口腔中细菌的多样性和丰富度略有

降低，但 2 组间的差异无统计学意义(P>0.05)。这

可能是由于采样大熊猫所处的环境都是相似的圈

养环境，且采样的亚成体大熊猫年龄均接近 3 岁，

已经基本度过了食性转换期，完成了由高蛋白饮食

(如母乳或牛奶等)向竹类等高纤维素食物为主食的

转化过程，饮食结构与老年体大熊猫的相似，这种

相似的环境与饮食条件可能会导致口腔菌群的相

似[25–26]。 

β 多样性分析的结果显示，亚成体组和老年体

组的样本分布并没有表现出明显的聚集现象，不同

个体大熊猫之间的差异甚至要更加明显 (R<0，

P>0.05)，这说明大熊猫口腔菌群可能有着明显的个

体差异。 

LEfSe 分析结果显示，2 组大熊猫口腔中差异

最明显的细菌属有亚成体组中的 Niveispirillum、固

氮螺菌属与根瘤菌属，老年组中的气单胞菌属和二

氧化碳噬纤维菌属，但这些具有明显差异的细菌相

对丰度(<1%)均不高，并不是口腔中的优势细菌。 

本研究中，大熊猫口腔唾液样本中相对丰度较

高的潜在致病细菌有链球菌属、放线菌属、卟啉单

胞菌属和葡萄球菌属等。其中，链球菌尤其是变形

链球菌(Streptococcus mutans)会对口腔环境进行过

度酸化，被认为是造成龋齿的特异性病原菌[7]。放

线菌属和卟啉单胞菌属也被认为与龋齿的发生有

着密切关联，可作为潜在的生物标志物用于辅助诊

断[27]。龋齿是产酸菌和可发酵碳水化合物之间相互

作用的结果，经常摄入高水平的碳水化合物会导致

产酸量增加，唾液缓冲能力下降，以及低 pH 环境。
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口腔环境酸化是引起龋齿发展过程中微生物发生

变化的主要原因之一[28–29]。圈养大熊猫在人工饲养

条件下会比野生大熊猫摄入更多的碳水化合物。虽

然这种措施能够丰富大熊猫的营养摄入，但也可能

会导致更高的龋齿发生风险。在本次研究的 6 只大

熊猫中，G1 口腔中的链球菌属、放线菌属和卟啉

单胞菌属的相对丰度高于其他大熊猫的，J1 和 G3

的口腔中也含有较多的链球菌属，这可能预示着这

3 只大熊猫发生龋齿的风险会更高，需要密切观察

它们的牙齿健康情况并调整饮食。J2 和 G3 口腔中

较高丰度的葡萄球菌属则有可能导致发生口腔黏

膜感染以及下呼吸道感染的风险上升[30]。 

大熊猫口腔唾液样本中还有梭杆菌属(能引起

口腔黏膜感染[31])、拟杆菌属(与牙周炎相关[27])、乳

杆菌属(与龋齿的发生相关[27])、密螺旋体属(与牙周

病的发生相关[27])、Saccharibacteria(与口腔黏膜感

染相关[32])、摩根氏菌属(与口腔黏膜感染相关[33])

和韦荣球菌属(与龋齿的发生相关[27])等与口腔疾病

或者全身疾病密切相关的细菌存在，不过它们的相

对丰度较低(<0.5%)。当大熊猫机体处于健康状态

时，这些细菌并不会对大熊猫造成影响，但机体状

态改变，免疫力下降或者营养状况不良时，则有可

能转变成为致病菌，危害大熊猫的健康。 
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