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摘  要  大熊猫是具有植食性转化阶段的特殊的食肉动物，但本身对纤维素的消化能力极低，主要依赖于肠道微生物

的作用；处于食物转化阶段的大熊猫幼仔是敏感而脆弱的，对纤维素的适应消化能力也是保证其存活的关键. 通过

分析食物转化期大熊猫幼仔粪便中纤维素酶活性和肠道细菌多样性的变化，探讨大熊猫幼仔食物转化阶段肠道细

菌性质和纤维素酶活性的相关性，以期为优化食物转化期大熊猫的饲养技术提供一定的理论指导. 结果显示，大熊

猫幼仔食物转化阶段纤维素酶活性变化较大，特别是增加竹子的摄入量后，大熊猫个体纤维素酶活性普遍显著增加. 

大熊猫肠道细菌的结构和数量在食物转化阶段也存在较大变化，且与幼仔消化纤维素密切相关，如Lactobacillus、
Romboutsia等典型的肉食动物肠道菌的丰度在大熊猫幼仔肠道中数量减少，而纤维素降解菌属Cellulosilyticum的丰度

明显增加，特别是大熊猫肠道优势菌属Streptococcus也表现出与其纤维素消化的密切联系. 总体而言，食物转化阶段

的大熊猫幼仔对纤维素有一定的适应性消化能力，其和肠道细菌菌群的演变有较大的相关性. （图3 表6 参30）
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Abstract   To adapt to their environment, giant pandas have gradually formed a habit of eating bamboo, i.e., they are a special 
type of carnivore with a herbivore transformation stage. However, the giant panda has a very low ability to digest cellulose, 
and it relies mainly on the function of intestinal microbes. Giant panda cubs are sensitive and fragile at the food conversion 
stage, and their ability to adapt to cellulose digestion is key to their survival. This study analyzed the changes in cellulase 
activity and intestinal bacterial diversity of giant panda pups during the food conversion period and investigated the co-
relationship between bacterial properties and cellulase activities to provide a guide for optimizing the feeding of giant pandas 
during the food conversion stage. Cellulase activity in giant panda infants was found to change significantly during the food 
transformation stage, especially after they increased their intake of bamboo. The structure and quantity of giant panda gut 
bacteria also showed marked changes during the food conversion stage; these changes were closely related to the young 
cubs’ ability to digest cellulose. The abundance of the typical carnivorous intestinal bacteria, Lactobacillus and Romboutsia, 
decreased, whereas the abundance of Cellulosilyticum significantly increased. In particular, Streptococcus, the dominant genus 
of the giant panda, showed a close association with cellulose digestion. In general, the adaptation of panda cubs for cellulose 
digestion in the food conversion stage was related to the evolution of their intestinal bacterial flora.
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大熊猫是我国的国宝，是我国特有的珍稀野生动物. 大

熊猫属于食肉动物，然而在长期的进化过程中，为了适应生

活环境，逐渐以竹子作为主要食物，食性也因此发生变化，

从肉食性向植食性过渡. 然而，大熊猫的消化器官和消化酶

至今仍保留着食肉动物的特点，如消化道短、肠道内能够消

化纤维素的酶和微生物很少[1-5]. 

大熊猫的脆弱性主要体现在繁殖存活率较低及对食物

的消化能力较差 [6-7]. 大熊猫幼仔的生长发育过程中必须经过

一个食物转化阶段. 在这个转化期，大熊猫不仅要完成食性

的过渡变化，还要完成从肉食性动物的肠道环境向植食性动

物肠道环境的演变，主要是肠道微生物结构的形成 [8-9]，肠道

微生物可通过母婴遗传，也可通过饮食获得，从而为大熊猫

的消化吸收、免疫防御等多个方面提供保障 [10-13].  大熊猫本

身并不具备编码纤维素酶的基因，其消化纤维素的能力主要

依靠肠道微生物来完成 [2, 14]. 

处 于 食 物 转 化 期的 大 熊 猫 幼 仔 需 要逐 渐 形成食竹习

惯 [15-16].  目前从食物转化角度出发，探讨肠道微生物结构的

演变与大熊猫幼仔消化的相关性的研究较少. 本研究以4只

大熊猫幼仔为研究对象，聚焦食物转化期大熊猫肠道微生

物菌群结构的变化和肠道纤维素酶活性，并进一步分析食物

转化期的大熊猫幼仔的肠道微生物结构与其适应纤维素消

化的内在联系，以期为优化食物转化期大熊猫的饲养技术提

供一定的理论指导. 

1  材料与方法

1.1  研究对象
选取分别圈养在上海野生动物园和四川省中国大熊猫

保护研究中心的4只处于食物转化阶段的大熊猫幼仔为研究

对象. 采样期间熊猫幼仔的体况较好，未出现生病或排黏等

异样. 大熊猫的基本信息和熊猫幼仔食物转化期的主要食物

配置的具体内容见表1和表2. 

1.2  样品采集与预处理
采集4只圈养大熊猫幼仔的新鲜粪便（编号S1-S4）. 粪便

为隔天早上采集的圈内便，受环境干扰较小. 连续采集5 d，每

天采集150 g粪便冷藏保存，采集50 g粪便冷冻保存. 大熊猫幼

仔粪便样带回实验室，每只动物冷藏的粪便样（包含5 d）取核

心无污染部分充分混合预处理记为一个粪便样（每期每只动

物一个冷藏粪便样本）. 混合好的样品放置4 ℃保存，用时取

出（不能超过两周）进行纤维素酶活性检测. 采样时间为2017
年8月至2018年5月，共采集4次，分别在8月、11月、2月、5月. 冷

冻保存的粪便样品用时首先从冰箱取出，加冰袋化冻一段时

间，将每只熊猫幼仔5 d的粪便样，用无菌药勺各取核心无污

染部分10 g，混匀备用记为一个样本（每期每只动物一个冷冻

粪便样）并提取粪便中微生物总DNA进行多样性分析. 

1.3  分析方法
1.3.1 大熊猫幼仔肠道纤维素酶活性分析　　取5 g大熊猫冷

藏粪便于50 mL三角瓶中，加入5 mL 1%羧甲基纤维素溶液和
5 mL pH 5.5的醋酸盐缓冲液，滴加甲苯，37 ℃条件下，培养
72 h并用DNS法在540 nm处显色测定酶活性，设置平行实验

（N = 3）并做无基质对照（使用蒸馏水代替羧甲基纤维素溶

液）. 葡萄糖标准曲线为y = 0.6099x - 0.0059，R2 = 0.9935. 1 h
水解释放1 μg葡萄糖定义为1个酶活单位（U），参考文献并对

测定条件进行适当修改 [17-19]. 
1.3.2  大熊猫幼仔肠道微生物多样性分析　　处理 好的冷

冻样品用PowerSoil® DNA Isolation Kit（Mo Bio Laboratories 
Inc.，Carlsbad，CA，USA）试剂盒处理，提取并纯化总DNA，

并使用NanodropTM 2000 Spectrophotometer（Nanodrop，
Wilmington，DE，USA）仪器检测DNA浓度，-20 ℃保存备

用. 细菌使用338F（5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′）

表1  试验大熊猫基本信息表
Table 1  Basic information of the experimental giant panda

呼名
Name

谱系
Lineage

出生年月
Date of birth

性别
Sex

平均体重
Weight (m/kg)

圈养地
Location

健康状况
Health condition

样品编号
Sample number

月月
Yueyue 1052 2016.10 雄性

Male 33.6 上海野生动物园
Shanghai Animal Park

健康
Health S1

半半
Banban 1053 2016.10 雌性

Female 32.4 上海野生动物园
Shanghai Animal Park

健康
Health S2

初心
Chuxin 1020 2016.07 雌性

Female 29.9 四川卧龙基地
Wolong, Sichuan

健康
Health S3

胖妞
Pangniu 1037 2016.08 雌性

Female 31.3 四川卧龙基地
Wolong, Sichuan

健康
Health S4

表2  熊猫幼仔食物转化情况
Table 2  The food conversion stages of the panda cub

食物转化期
Food conversion stage

采样期间的发育阶段
Developmental stage during sampling

食物类型
Food type

　-2017.08 10月龄 10 months 以奶粉为主要食物
Milk powder as the main food

2017.08-11 13月龄（一岁） 13 months 奶粉，辅食窝头、少量竹笋、苹果、胡萝卜等，少量啃食竹子
Milk powder, supplemented steamed corn bread, apples, carrots, a few bamboo shoots, and a few bamboo

2017.11-2018.02 16月龄 16 months 奶粉，辅食窝头、竹笋、苹果、胡萝卜等，增加竹子食用量
Milk powder, supplemented steamed corn bread, apples, carrots, bamboo shoots, and bamboo

2018.02-05 19月龄（一岁半） 19 months 奶粉，辅食窝头、竹笋、苹果、胡萝卜等，正常食用竹子
Milk powder, supplemented steamed corn bread, apples, carrots, bamboo shoots, and bamboo normally
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和 806R（5′- GGACTACHVGGGTWTCTA AT-3′）进 行扩

增，反应体系20 μL：5 × Fastpfu Buffer 4 μL、2.5 mmol/
LdNTPs 2 μL、FastPfu Polymerase 0.4 μL、引物各0.8 μL、

BSA 0.2 μL、模板10 ng，并用ddH2O补齐；真菌使用ITS1F
（5′-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3′）和ITS2（2043R）

（5′-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3′）进行扩增，反应体系：

10 × Buffer 2 μL、2.5 mmol/LdNTPs 2 μL、rTaq Polymerase 
0.2 μL，引物各0.8 μL、BSA 0.2 μL、模板10 ng，用ddH2O补

齐. 反应条件：95 ℃ 3 min，95 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s
（细菌27个循环、真菌35个循环），72 ℃ 10 min，10 ℃结束

反应. 扩增产物使用2%琼脂糖凝胶进一步纯化、分离. 采用

IlluminaMiseq测序仪测序. 本研究测序和生物信息服务由美

吉生物公司完成. 

1.4  数据分析
大 熊猫纤维素酶活数 据 使 用SPSS软件进 行处 理和分

析，所有数据均用平均值和标准误差表示（N = 3），显著差

异表示为P < 0.05，并绘制表格和曲线. 大熊猫肠道细菌多样

性及优势微生物OTU丰度的代表性数据由美吉生物公司进

行生物信息学分析后提供. 通过SPSS数据处理软件对大熊猫

食物转化期纤维素酶活性和表征肠道细菌多样性的变量之

间进行Pearson相关性分析，利用相关性系数，反映两个变量

之间的关联程度[20-21]. 

2  结果与讨论

2.1  大熊猫幼仔食物转化阶段纤维素酶活性变化
分析了大熊猫幼仔处于食物转化期的肠道纤维素酶活

性，结果见表3和图1 . 

表3  大熊猫幼仔食物转化阶段肠道纤维素酶活性结果（λ/U g-1）
Table 3  Cellulase activity results of the giant panda cub at food conversion 
stages (λ/U g-1)

样品编号
Sample 
number

10月
10 months
(2017.08)

13月
13 months
(2017.11)

16月
16 months
(2018.02)

19月
19 months
(2018.05)

S1 12.02 ± 1.52 9.77 ± 1.148 31.43 ± 1.037 5.53 ± 0.111
S2 15.08 ± 0.815 9.77 ± 1.148 34.67 ± 0.444 21.89 ± 0.889
S3 3.50 ± 0.463 0.76 ± 0.259 43.21 ± 1.259 0.63 ± 0.074
S4 9.21 ± 0.981 1.34 ± 0.852  5.71 ± 1.111 0.76 ± 0.185

大熊猫幼仔在食物转化阶段纤维素酶活性的波动较大. 

起初10月龄的大熊猫幼仔的酶活性较低；13月龄（一岁）的幼

仔酶活性明显增加（S4除外），其中S3最高达43.21 U/g；19月

龄（一岁半）的熊猫幼仔的纤维素酶活性又明显降低. 分析了

大熊猫幼仔的食物转化情况发现，熊猫幼仔从2017年11月开

始逐渐增加竹子的摄入，这可能是幼仔肠道纤维素酶活性均

显著上升的原因，说明大熊猫幼仔对食物转化有一定的应激

反应. 上海和四川大熊猫幼仔的肠道纤维素酶活性的变化趋

势基本相似，由此推测食物组成的变化可能是影响幼仔纤维

素酶活性的重要原因. 

16月龄的S4较其他个体，特别是S3的纤维素酶活差异极

显著（P < 0.01），然而S3的生长环境和喂食与S4相同，所以两

者间纤维素酶活性差异可能与幼仔对食物的择取及肠道生

理情况不同所致. 19月龄的个体肠道纤维素酶活性下降，可

能与竹子在肠道中的停留时间短有关，另外大熊猫幼仔养成

食竹习惯后，适应了竹子高纤维低营养和低能量的特性可能

通过利用竹中的其他必须营养物质满足生长需要. 有研究发

现大熊猫全基因组中富集纤毛组装、肢端发育、蛋白消化与

吸收等通路与大熊猫食竹专性密切相关 [22]. 

2.2  食物转化阶段大熊猫幼仔肠道细菌结构的演变
分析了食物转化期大熊猫幼仔粪便中的细菌多样性，结

果见表4. 

表4  大熊猫幼仔肠道细菌Alpha多样性分析结果
Table 4  Analysis of alpha diversity of intestinal bacteria in the panda cub

年龄 Months 指标 Index S1 S2 S3 S4

10 
(Aug)

OTU 93 113 98 102
Shannon   1.95  2.55 1.79 1.91
Simpson     0.236   0.133 0.289 0.251
Chao 112.1 138.7 135.8 138.3
合计 Coverage   99.90%   99.90%   99.90%   99.90%

13 
(Nov)

OTU 179 143 127
Shannon    2.16 1.94 0.94
Simpson      0.242    0.268    0.621
Chao 242 200 205.4
合计 Coverage 99%   99.90%   99.90%

16 
(Feb)

OTU 188 163 202 199
Shannon   1.86 1.77 1.98 1.57
Simpson     0.268   0.273  0.237  0.318
Chao 256.6 218.6 332 331.9
合计 Coverage   99.90% 99.90%   99.90%   99.90%

19 
(May)

OTU 170 216 191 167
Shannon   2.72 2.07 2.29 2.03
Simpson     0.122 0.235   0.162   0.249
Chao 266.3 293.3 241.5 249.5
合计 Coverage    99.90%   99.90%   99.90%   99.90%

2017年11月份上海两只熊猫S1（月月）和S2（半半）的粪便不能区分，采集
样品的实验数据为两个体共同结果. 
In November, 2017, the stool of two pandas S1 (Yueyue) and S2 (Banban) in 
Shanghai could not be distinguished. The experimental data of the collected 
samples was both of them.

文库的覆盖率 均在99.9%，覆盖度较 好，结果可靠. 根

据大熊猫肠道细菌OTU水平的香农指数（Shannon index）、

Chao指数（Chao index）可知，大熊猫幼仔处于食物转化阶段

时，其肠道细菌的多样性和细菌丰富度变化较大. 大熊猫幼

仔肠道细菌丰富度随着幼仔添食窝头、竹笋等其他食物而增

加，如10月龄幼仔个体平均Chao指数为131.2，生长至16月龄

幼仔个体平均Chao指数为284.8，这反映了大熊猫幼仔的细

菌结构更加复杂，而肠道细菌的辛普森指数增加表明优势

图1  大熊猫幼仔食物转化阶段肠道纤维素酶活性变化情况.
Fig. 1  Changes of cellulase activity in the giant panda cub at food 
conversion stages.
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细菌的优势度增加. 

通过对大熊猫幼仔肠道微生物结构的分析，得到大熊猫

幼仔食物转化阶段（2017年8月至2018年5月）的肠道细菌属水

平的组成，具体结果见图2.  处于食物转化期的大熊猫幼仔

肠道细菌结构变化明显，如Lactobacillus、Romboutsia，这两

种菌主要存在于肉食动物体内[23-24]，随着大熊猫添食窝头、

竹笋、竹子等其他食物的变化，其丰度显著降低. 此外，随着

大熊猫食物组成的复杂化，其肠道优势细菌的丰度有所增加

（见肠道细菌热图中由左至右红色区块变多且颜色逐渐加

深，图2）. 

大 熊猫幼仔增 食竹子后，其竹 叶便 量明显增 加. 在19
月龄的大 熊猫个 体 S3和 S4肠 道中检 测到纤维素降 解菌属
Cellulosilyticum的丰度明显增加，有研究发现从牛瘤胃中分

离得到的Cellulosilyticum属的菌能够降解纤维素[25-26]. 由此推

图2  大熊猫幼仔食物转化阶段属水平肠道细菌结构. 颜色深浅代表属水平物种的丰度，红色越深丰度越高，绿色越深丰度越低. 
Fig. 2  Intestinal bacterial structure of the giant panda cub at food conversion stages at genus level. The color degree represents the species abundance in 
genus. Red means high abundance, and green means low abundance.
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测熊猫幼仔食性的变化能够影响其肠道菌群的结构，且大
熊猫肠道细菌确实与其消化纤维素密切相关. 19月龄的大熊
猫幼仔肠道中的菌群结构与13月龄（及之前）差异显著，可见
大熊猫幼仔发育至19月龄基本养成食竹习惯后，其肠道细菌
群落结构会随之发生显著变化，对纤维素等营养的消化能
力也会发生改变. 丁赟研究发现17月龄的大熊猫肠道细菌的
Shannon index多样性指数已基本接近成体大熊猫[8]，然而大
熊猫幼仔发育至该阶段是否形成了较稳定的纤维素降 解菌
群结构仍需进一步探索. 

我们初步探究大熊猫与食草动物肠道菌群结构发现，两
者菌群结构差异显著（具体数据未在文中列出），食草动物
的瘤胃结构能够辅助其高效降解纤维素，比较之下大熊猫不
具备瘤胃结构所以对纤维素的消化能力较差. 此外，大熊猫
肠道结构的发育可能也会影响其肠道菌群的组成，有研究显
示肠道生理结构的发育与肠道菌群关系密切[27]，肠道不同区
段定殖的肠道菌群组成和功能也会存在较大差异 [28]. 大熊猫
通过肉食动物特征的肠道消化竹子，其肠道生理结构与肠道
菌群的相互作用一定具备特殊性. 然而，由于大熊猫本身的
稀有性，其肠道生理结构的相关研究难以开展，因此其肠道
生理结构的发育机理尚不清晰，有待进一步探索. 

大 熊 猫 幼 仔 的 肠 道 优 势 菌 主 要 是 S t r e p t o c o c c u s、
Escher ichia- Shigella、Clost r id ium_ sensu_ st r ic to_ 1、
Lactobacillus，并始终在大熊猫的肠 道中占据较高的比重
（表5），与彭广能等（1999）研究亚成体大熊猫的肠道菌群
结 构 [29]具 有相似性，但在食物 转化 期3个 细 菌 菌属占总细
菌量的比重也存在一定波动性，其中Streptococcus与纤维素
酶活性的变化具 有较高的相似度（图3），16月龄S3肠道中
Streptococcus的丰度显著高于S4，与两者的纤维素酶活差异
具 有一致性，Streptococcus可能与大熊猫肠道中营养和能
量的代谢密切相关. 很多研究表明大熊猫肠道中的梭菌属
（Clostridium）是其消化纤维素的重要参与者 [22].  大熊猫肠
道中Clostridium属菌群丰度也有所增加，并在其肠道中占据
较优地位. 具体的大熊猫幼仔肠道优势细菌与纤维素消化能
力的关系需进一步的相关性分析. 

2.3  幼仔食物转化阶段的纤维素消化能力与肠道优
势菌群的相关性
通过SPSS对大熊猫幼仔食物转化阶段肠道优势细菌丰

度变化及细菌多样性变化情况与纤维素酶活性变化情况进

行相关性分析，结果见表6.  大熊猫幼仔的纤维素酶活性在

食物转化阶段波动较大，且纤维素酶活性与大熊猫的肠道优

势细菌的关系密切，特别与Streptococcus的相关性较高，相

关性系数为0.709. 这表示Streptococcus属的菌可能具备纤维

素降解能力，并且是辅助大熊猫幼仔完成食性转化的主要菌

属，王卫云等的研究 [30]与本实验结果具有一致性. 此外，熊

猫幼仔的纤维素酶活性与其纤维素摄入量存在一定正相关

关系，这表明大熊猫幼仔对纤维素有一定的适应性，且大熊

猫的肠道优势菌对其营养消化和能量代谢具有较大的帮助. 

然而，食物转化阶段幼仔对纤维素的适应能力，主要依赖的

肠道菌群来源于食物还是母婴遗传值得进一步研究. 

3  结 论

（1）大熊猫幼仔的纤维素酶活性一定程度上受食物组

成的影响. 一岁（13月龄）后大熊猫幼仔增加竹子的摄入量，

其纤维素酶活性也明显上升，表明食物转化阶段熊猫幼仔对

纤维素有一定的应激反应. 但是，总体而言，大熊猫对纤维素

的消化利用能力是比较弱的，一方面由于其保留着肉食动物

的肠道系统；另一方面大熊猫虽然取食大量竹子，但竹子在

其肠道的滞留时间短. 

（2）大熊猫幼仔 食物转化阶段的肠 道 细菌结 构变化

较大，肠 道细菌的丰富度 逐渐 升高，优势细菌的优势度也

图3  大熊猫幼仔食物转化阶段肠道优势细菌丰富度及纤维素酶活性的
变化情况. 
Fig. 3  Changes of intestinal dominant bacterial richness and cellulase 
activity of the giant panda cub at food conversion stages.

表6  大熊猫幼仔食物转化阶段肠道细菌性质与纤维素酶活性的Pearson相关性分析
Table 6  Pearson correlation analysis of intestinal bacterial properties and cellulase activity of the giant panda cubs at food conversion stages

指标
Index Streptococcus Escherichia-Shigella Clostridium_sensu_stricto_1 细菌香农指数

Bacterial Shannon
细菌Chao指数
Bacterial Chao

纤维素摄入量
Cellulose intake

纤维素酶活性
Cellulose activity 0.709 -0.562 0.113 -0.803 -0.349 0.681

表5  大熊猫幼仔食物转化阶段的肠道优势细菌占比情况
Table 5  The proportion of intestinal dominant bacteria in the giant panda cub at food conversion stages

编号
Sample 

No.

Streptococcus Escherichia-Shigella Clostridium
10月龄

10 months
(Aug)

13月龄
13 months

(Nov)

6月龄
16 months

(Feb)

19月龄
19 months

(May)

10月龄
10 months

(Aug)

13月龄
13 months

(Nov)

16月龄
16 months

(Feb)

19月龄
19 months

(May)

10月龄
10 months

(Aug)

13月龄
13 months

(Nov)

16月龄
16 months

(Feb)

19月龄
19 months

(May)
S1 15%

22%
51% 16% 33%

46%
18% 30%   5%

15%
15% 10%

S2 15% 46% 40% 27% 26% 30% 11% 13% 10%
S3   6%   9% 48% 14% 49% 47% 19% 30% 20% 24% 11% 30%
S4   2%   1% 19% 28% 44%   5% 17% 42% 26% 79% 51% 12%
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逐渐上升. 肠道中Lactobacillus、Romboutsia属丰度降低，而

纤维素降解菌属Cellulosilyticum的丰度明显增加，优势细菌

属Streptococcus、Escherichia-Shigella、Clostridium_sensu_
stricto_1的优势度始终较高. 大熊猫肠道菌群结构除了受食

物结构的影响，此外可能也与其发育过程中肠道生理结构的

变化有关. 大熊猫利用肉食动物特征的肠道系统消化竹子，

其肠道结构与肠道菌群的相互作用一定具备其特殊性. 然而

由于大熊猫的特殊性，目前关于其肠道结构的发育机理研究

较少，仍有待进一步探究. 

（3）处于食物转化期的大熊猫幼仔对纤维素的适应消

化能力与肠道菌关系紧密. 特别是其优势菌属Streptococcus
和Clostridium_sensu_stricto_1可能是帮助大熊猫幼仔消化纤

维素的重要菌属. 然而，大熊猫在幼仔发育阶段是否形成了

稳定的纤维素降解菌群目前尚不清晰，此外这些优势菌属的

来源是通过食物还是母婴遗传，值得进一步研究. 
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