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研究报告 

大熊猫肠道芽孢杆菌的分离鉴定及部分生物学特性 
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摘  要：【目的】分析大熊猫肠道中芽孢杆菌的种类、纤维素分解能力、抗微生物作用和常用抗

生素药物敏感性。【方法】利用芽孢耐高温特性分离菌株，基于 16S rRNA 基因序列构建系统发

育树，通过测量芽孢杆菌在刚果红纤维素培养基上的分解圈分析其纤维素分解能力，采用牛津杯

法测定芽孢杆菌的抑菌能力，结合软件分析抑菌能力和进化树之间的关系，通过 PCR 调查芽孢

杆菌的抗菌肽分布规律，最后通过药敏试验检测芽孢杆菌是否对常用抗生素敏感。【结果】共分

离得到 21 株芽孢杆菌；进化树显示，这些芽孢杆菌分为 6 个类别(Category)；羧甲基纤维素钠水

解结果显示，所有菌株均能分解纤维素；大部分芽孢杆菌菌株对 3 种肠道病原菌有较强的抑制能

力，聚类分析表明，菌株的抗菌能力与基于 16S rRNA 基因的分类有一定的关联性；66.67% (14/21)
的菌株中可以检测到 2 个或 3 个抗菌肽基因；药敏试验结果显示，菌株整体药物耐受率低，仅为

7.54% (19/264)，但仍有少数菌株对抗生素耐受。【结论】分离菌株种类丰富，分布平均，且均具

有纤维素分解能力。21 株菌株都含有抗菌肽基因，代谢产物对 3 种肠道病原菌具有明显抑制作

用。常用抗生素耐受性低，对规范临床用药具有指导性。 
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Abstract: [Objective] The purpose of this research was to analyze the Bacillus species, cellulose 
decomposition, antimicrobial activity and antibiotic resistance in giant panda intestines. [Methods] 
Bacillus was isolated based on the resistance of high temperature, then to construct the phylogenetic 
tree with 16S rRNA gene sequences. Hydrolyzed circle on the cellulose-congo red medium was 
measured to detect the cellulose decomposition. The oxford cup method was adopted to examine the 
bacteriostatic ability and then we analysed the relationship between the bacteriostatic ability and 
phylogenetic tree by software. The distribution regularity of Bacillus antibacterial peptides was 
detected by PCR. At last, susceptibility testing was put into use to detect the antibiotic resistance of 
Bacillus. [Results] Twenty-one strains was isolated and divided into 6 categories. All of the strains are 
able to decompose the cellulose on different levels by measuring the hydrolysis circle diameter. Most 
strains can inhibit the enteric pathogens obviously. Cluster analysis shows that the antibacterial ability 
is relevant to gene classification based on 16S rRNA gene in some cases. Susceptibility testing shows 
that most Bacillus strains are sensitive to common antibiotics, but a few strains are still resistant to the 
antibiotics. [Conclusion] The Bacillus strains isolated in giant panda intestines are abundant and able 
to decompose cellulose. The metabolic product of the antimicrobial peptide gene contained in all of 21 
Bacillus strains can significantly inhibit three kinds of enteric pathogens. The Bacillus are sensitive to 
common antibiotics which is helpful to standardize clinical medicine. 

Keywords: Giant panda, Bacillus, 16S rRNA gene, Drug resistance, Intestinal flora, Cellulose 
degradation 

大熊猫被誉为“活化石”，现存不足两千只[1]。

成年大熊猫每天需要 12.5 kg 左右的鲜竹[2]，摄入大

量纤维素的同时，很多病原体、芽孢杆菌、土壤等

也会一起进入消化道。在大熊猫的一生中，肠道菌

群存在着一系列的动态变化，其正常和健康的生活

与肠道微生物息息相关。研究发现，大熊猫肠道内

能够分解纤维素和木质素的细菌占其肠道微生物

很大一部分[3-4]。 

芽孢杆菌，G+，需氧或兼性厌氧，对环境变化

有极强的耐受能力[5]。包含很多有特殊功能的菌株，

在工业、农业、医学等科学领域有重要研究作用，

有十分广泛的应用价值。研究表明，芽孢杆菌的生

物防治作用主要是依靠其分泌的细菌素，也叫抗菌

肽[5]，作为一种蛋白类拮抗物，能够有效拮抗多种

动物病原物。 

芽孢杆菌有可能因为抗菌药物的选择压力而

产生耐药菌株，故很有必要对芽孢杆菌中常用抗生

素耐药性进行研究，进而对抗生素危害进行分析，

为大熊猫临床合理用药提供科学指导。 

目前对大熊猫肠道菌群的研究还比较浅显，芽

孢杆菌和其他菌群对大熊猫肠道的免疫和营养作 

用还不是很清楚。本研究旨在了解大熊猫肠道中芽

孢杆菌的种类、纤维素分解能力、抗微生物作用和

常用抗生素药物敏感性，有助于了解芽孢杆菌对大

熊猫肠道健康的贡献，进而有助于大熊猫保护的相

关工作。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  实验动物：对四川雅安碧峰峡基地所有亚成

年健康大熊猫(2−4 岁)进行粪便样品的采集。经无

菌采样袋采集后的样品保存于冰盒中，立刻送实验

室检测。 
1.1.2  主要试剂：天根细菌总 DNA 提取试剂盒、

2×Taq PCR Master Mix 由北京天根生化科技有限公

司生产；引物由上海 Invitrogen 公司合成；药敏纸

片购置于广州迪景微生物有限公司。 
LB 液体培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，牛肉膏 5.0，

NaCl 5.0，加 ddH2O 将培养基定容至 1 L，pH 
7.2−7.4，0.1−0.15 MPa 灭菌 15 min 备用。固体加琼

脂 15.0 g。 

1.2  方法 
1.2.1  菌株的分离和纯化：无菌环境下称取新鲜粪
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便 5.0 g，加入 50 mL 生理盐水振荡均匀，置于 80 °C

水浴 20 min，大部分芽孢杆菌孢子可以耐受这个温

度，而其他细菌则会被高温杀死[6]。梯度稀释后均

匀涂布于 LB 培养基，37 °C 培养 24 h 后观察。结

合菌落形态及镜下观察结果挑取目标菌落，反复划

线分离至获得纯菌株。接种 LB 培养基于 37 °C 扩

大培养后，4 °C 保存备用。 
1.2.2  基于 16S rRNA 基因的序列分析及系统发育

树构建：利用天根细菌总 DNA 提取试剂盒提取细

菌总DNA，以细菌DNA为模板PCR扩增 16S rRNA

基因，将扩增 PCR 产物进行凝胶电泳，照相，然后

送上海英骏生物技术有限公司测序。测序结果进行

BLAST 同源性检索，上传至 GenBank 数据库，并

通过 BLAST 算法进行相似性比较。进化树利用

MEGA 6 软件构建，采用最大简约法和邻接法进行

分析，分支置信度值通过重采样 1 000 次确定。 

1.2.3  芽孢杆菌纤维素分解能力检测：将 21 株芽

孢杆菌分别接种于 LB 液体培养基，37 °C、200 r/min

恒温振荡培养，18 h 后吸取 1 μL 培养液点种于刚果

红纤维素培养基，37 °C 于恒温箱培养，48 h 后观

察结果并测量透明圈直径[7]。 

1.2.4  芽孢杆菌的抑菌能力测定：参照文献[8]，将

各芽孢杆菌菌液 13 800×g 离心 10 min，经过旋转蒸

发仪处理，获得发酵提取物，将粗提取物稀释至

1 g/L。将肠道常见病原菌肠道大肠杆菌、金黄色葡

萄球菌和沙门氏菌划线培养后，挑取单个菌落接种

于营养肉汤培养基中培养 12 h 作为原菌液。采用牛

津杯法[9]测定抑菌能力，通过软件 Statistica ver. 10

比较芽孢杆菌对病原菌的抑制能力和其进化树之

间的关系和特征。 

1.2.5  芽孢杆菌抗菌基因的分布调查：根据文献

[5,10]，选取芽孢杆菌含有的常见 6 种抗菌肽 ituA 
(Iturin A) 、 hag (Flagellin) 、 tasA (TasA) 、 srf 
(Surfactin)、spaS (Subtilin)和 mrsA (Mersacidin)进行

PCR 反应。25 μL PCR 扩增反应体系：2×Taq PCR 
Mix 12.5 μL，上下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，模板

DNA 2 μL，ddH2O 8.5 μL。反应程序：95 °C 3 min；

95 °C 30 s，51 °C 60 s，72 °C 90 s，30 个循环；72 °C 
5 min；4 °C 终止反应。PCR 扩增产物用 1%琼脂糖

凝胶电泳检测。随机选取 10 个阳性结果，纯化后

送上海英骏生物技术有限公司测序，以验证 PCR 结

果。试验还尝试利用统计学方法寻找 6 种抗菌肽基

因的分布规律，由 Statistica ver. 10 软件的主成分分

析法完成。 
1.2.6  药 敏 试 验 ： 采 用 纸 片 琼 脂 扩 散 法

(Kirby-Bauner 法)测定 21 种芽孢杆菌对抗生素的敏

感性，参照 CLSI 推荐方法进行操作，根据 CLSI
标准判断敏感(S)、中介(I)和耐药(R)，分析病原菌

的耐药率及耐药谱[11]。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的分离纯化和16S rRNA基因序列分析 
为调查大熊猫肠道中芽孢杆菌种类，利用芽孢

杆菌孢子的耐高温特性，从粪便中分离培养芽孢杆

菌，经纯化后，分离到 21 株芽孢杆菌，并以它们

的宿主名字命名。采用 16S rRNA 基因序列分析，

将这些菌株分为 6 类。图 1 为 21 株细菌的同源树。

表 1 列出了这些菌株的名称、16S rRNA 基因序列

的 GenBank 登录号和参考菌株。结果表明，大熊猫

肠道中芽孢杆菌的多样性较为丰富，分布平均。 

2.2  芽孢杆菌纤维素分解能力检测 
21 株芽孢杆菌在刚果红纤维素培养基上培养

48 h 后，均能形成大小不一的透明圈，即都具有纤

维素酶活性。水解圈直径见图 2。 

2.3  芽孢杆菌的抑菌能力 
采用牛津杯法，利用芽孢杆菌抗菌肽提取物对

病原菌的生长抑制作用检测芽孢杆菌抗菌活性。发

现大多数的芽孢杆菌菌株对大肠杆菌和金黄色葡

萄球菌都有较高的抑制力，然而，它们对沙门氏菌

没有明显的抑制作用。其中，YH8 对大肠杆菌抑菌

圈最大(5.40±0.14 cm)，YS1 对沙门氏菌抑制性最强

(1.88±0.02 cm)，GG2 抑制金黄色葡萄球菌最强

(5.95±0.06 cm)。F 组与其他组相比具有针对 3 种病

原体的最佳平均抑制能力，而 D 组最小。各个芽孢

杆菌菌株对病原菌的抑菌圈细节见图 3。 
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图 1  21 株芽孢细菌的进化树 
Figure 1  The homologous tree of Bacillus strains 

 
2.4  6 种常见芽孢杆菌抗菌基因的分布特性 

通过PCR检测大熊猫芽孢杆菌中6种常见抗菌

基因的分布。66.67% (14/21)的菌株可以检测到 2 个

或 3 个抗菌肽基因。其中，检测到最多的抗菌肽基

因是 hag，而 tasA 最少。随机选择的阳性 PCR 产物

通过 BLAST 序列比对，与目的基因呈 96%−99%的

相似性，可以证实 PCR 扩增的准确性。在结果中，

A 组和 F 组平均含有的抗菌肽基因最多，而 C 组最

少。完整的抗微生物肽的基因 PCR 检测结果见表 2。 

有趣的是，这些抗微生物肽基因的分布与他们

基于 16S rRNA 基因分类的结果是相似的。例如，

hag 和 srf 可以同时在 A 组的大多数成员中发现；

spaS、hag 和 mrsA 可以在全部的 F 组中检测到；B
组的抗菌肽分布情况是完全一样的。将结果和芽孢

杆菌的抑菌谱结果相比较，发现在每一株中抗菌肽

基因的数量与他们的抗菌能力正相关，此外还发

现，在所有组别中，F 组中抗菌肽基因的分布最广，

而 D 组最少。 

2.5  耐药性 
采用 K-B 法对所分离鉴定的芽孢杆菌菌株进

行 12 种抗生素的药敏试验，结果显示 12 种抗生素

对 21 株芽孢杆菌敏感性较高，整体药物耐受率低， 



李进等: 大熊猫肠道芽孢杆菌的分离鉴定及部分生物学特性 355 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 1  菌株名称和 16S rRNA 基因的 GenBank 登录号 
Table 1  Names of strains and the GenBank accession 

numbers of 16S rRNA gene 

分组 
Group 

名称 
Name 

序列号 
Accession 

number 

参照菌株 
Reference strain 

相似度 
Identity (%)

A HH2 KF860135 CP006881.1 99 

A TT1 KF860141 JX126865.1 99 

A GG2 KF860130 KF410851.1 100 

A JX1 KF860137 EU256502.1 99 

A YY1 JX482116 CP006881.1 100 

A YS1 JX489621 JQ308561.1 99 

A SY1 JX489618 GQ861467.1 100 

B FF1 JX489619 JX843447.1 99 

B FF2 JX489622 KC915229.1 99 

C XM1 KF860144 EU661712.1 99 

C ZX1 JX444509 KF601957.1 100 

D AA5 KF860127 AB680477.1 99 

D AA6 KF860128 AB680477.1 99 

D YH7 KF860148 KF254668.1 99 

D HC3 KF860133 JQ936679.1 99 

D YH5 KF860146 KF254668.1 100 

E XL4 KF860143 AB680892.1 99 

F QY2 KF860140 AB680399.1 99 

F YY2 KF860150 KF054925.1 99 

F YH6 KF860147 KF054925.1 99 

F YH8 KF860149 KF054925.1 99 

 

仅为 7.54% (19/264)，但仍有个别菌种对抗生素敏

感性较低，其中 ZX1 和 QY2 对抗生素的敏感性均

达到 25% (4/12)；F 组芽孢杆菌平均抗生素耐受率

为 16.67% (8/48)，A 组芽孢杆菌对抗生素最为敏感，

平均耐受率为 1.2% (1/84)；21 株芽孢杆菌对 β内酰

胺类抗生素耐受性最强，达到 12.70% (8/63)，而氟

喹诺酮类抗生素、四环素和大环内脂类抗生素敏感

性高，没有耐药性。具体结果见表 3。 

3  讨论 

试验利用芽孢杆菌的耐热性将其从肠道菌群

中分离，基于 16S rRNA 基因分类将 21 株芽孢杆菌

分为 6 类，多样性丰富。大熊猫肠道内菌群种类丰

富与熊猫食谱复杂有关，特别是处于断奶期的大熊

猫，断奶前以乳糖作为主要碳水化合物供能，断奶

后以纤维素作为主要碳源，处于这个时期的大熊猫

肠道内环境的变化必然导致体内微生物分布、结构

和功能等变化，从而与环境相适应。芽孢杆菌凭借

其能够形成芽孢、抵抗高温和耐酸碱等特殊能力，

表现出极强的环境适应性。21 株芽孢杆菌分布平

均，其中 A 组、D 组和 F 组种类最多，占所分离芽

孢杆菌的 76.19% (16/21)，是大熊猫肠道内环境的

优势菌种，在维持消化道内微生物平衡起重要作

用；成年大熊猫以竹子为生，对分离得到的 21 株

芽孢杆菌进行纤维素分解试验发现，所有菌株对纤 

 
 

图 2  21 株芽孢杆菌的纤维素水解圈直径 
Figure 2  The hydrolyzed circle caused by cellulose degradation of Bacillus strains 
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图 3  芽孢杆菌菌株的抑菌圈大小  
Figure 3  The inhibition zones of Bacillus strains 

 
表 2  21 株芽孢杆菌抗菌肽基因分布 

Table 2  Distribution of antimicrobial genes in 21 
Bacillus spp. strains 

抗菌基因 Antimicrobial genes 分组 
Group 

菌株 
Strains tasA spaS ituA hag srf mrsA

A HH2 − − − − + − 
A TT1 − + − − + − 
A GG2 + − − + + − 
A JX1 − − + + + − 
A YY1 − + + + − + 
A YS1 − − − + + − 
A SY1 − − − + + − 
B FF1 − − + + + − 
B FF2 − − + + + − 
C XM1 − + − − − + 
C ZX1 − − − + + − 
D AA5 − + − + − + 
D AA6 − + − + − + 
D YH7 − − − + − − 
D HC3 − − − − + + 
D YH5 + + − + − − 
E XL4 − + + + − + 
F QY2 − − − + − − 
F YY2 + + − + + + 
F YH6 − + − + − + 
F YH8 + + + + + + 

注：+：检测阳性；−：阴性. 
Note: +: Detection positive; −: Detection negative. 

维素都有一定的分解能力，其中 A 组和 B 组的菌株

平均分解能力最强，纤维素水解圈直径分别达到了

2.5 cm 和 2.0 cm；在芽孢杆菌抑菌能力检测中发现，

C 组、A 组和 E 组中芽孢杆菌对大肠杆菌、沙门氏

菌和金黄色葡萄球菌 3 种常见致病菌的抑制能力较

强，抑菌圈分别平均达到 3.1、2.6 和 2.7 cm。 

由 16S rRNA 基因分类发现 A 组细菌是大熊猫

肠道内分解纤维素的优势菌种，结合其较强的纤维

素消化能力，可以推断 A 组菌株能消化大熊猫进食

的大部分纤维素。各组细菌均具有较强的抑菌能

力，且组间抑菌能力差异不大，对致病性大肠杆菌

的抑制作用最强而对致病性金黄色葡萄球菌的抑

菌能力稍弱。分析各芽孢杆菌的分布、纤维素分解

能力和抑菌能力有助于进一步研究大熊猫食性转

换期的肠道微生物所发挥的生物学功能，同时，也

提示我们可以将其开发为微生态制剂，对处于食性

转换期的大熊猫有目的性的加入具有抗菌能力的

芽孢杆菌，预防致病菌的威胁。 

相对于 A、D 两组芽孢杆菌较为平均的抑菌能

力，F 组整体抑菌圈较小，但是 YH8 和 YH6 两株

芽孢杆菌表现出很强的抑菌能力，YH8 对大肠杆菌

和金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径分别达到 2.70 cm 
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和 0.81 cm，YH6 对沙门氏菌的抑菌圈直径达到

2.43 cm，由此可知，它们共同参与了大熊猫肠道菌

群的稳定。此外，本研究发现，微生物的 16S rRNA
基因的同源性可以作为一个指数来预测它们的功

能。通过使用统计方法发现，这些菌株的抗菌能力

与他们基于 16S rRNA 基因的分类有一定的关联性。

类似的情况也出现在 6 种常见的抗菌基因分布中，

这些基因分布在 3 个集群，同时基因分布和系统发

育之间也有可能存在一些相关性。然而，统计方法

可以只显示了他们之间相关性，但无法说明具体原

因。我们并没有证据来确切证明这些相关性，还需

要更多的试验来探索和识别影响抑菌作用的具体

原因或基因。 
由于抗生素在大熊猫疾病预防和治疗中发挥

着突出作用[12]，因此被广泛用于大熊猫临床。本试

验发现，分离得到的 21 株芽孢杆菌药物耐受率低，

即普遍对常规抗生素药物敏感，但依然有个别菌种

对抗生素表现出耐药性。Zhang 等[12]对从大熊猫粪

便中分离出的细菌进行药敏试验发现，32.20%的菌

株对至少 1 种抗生素耐药，同时耐受 3 种以上抗生

素的菌株占 16.95%。Wang 等[13]对从大熊猫粪便中

分离得到的大肠杆菌进行耐药性分析发现 76%的

菌株至少 1 种抗生素耐药，同时耐受 3 种以上抗生

素的菌株占 36%。本次试验中至少对一种抗生素耐

药的芽孢杆菌占 42.68%，介于 Zhang 和 Wang 的研

究结果之间，同时耐受种以上抗生素的菌株占

14.29%，低于 Zhang 和 Wang 的研究结果，可能与

近几年药物管制严格导致交叉耐药性降低有关。 

Zhu 等[4]对 7 只野生大熊猫、8 只圈养大熊猫肠

道菌群宏基因组进行了测定和功能基因分类鉴定，

发现在大熊猫肠道菌群中芽胞杆菌纲(Bacilli)是除

梭菌纲(Clostridia)以外的第 2 大菌群，并检测到编

码纤维素酶及半纤维素酶相关基因。过去已报道的

大熊猫肠道中分离到的芽孢杆菌有蜡样芽孢杆菌、

解淀粉芽孢杆菌、多粘芽孢杆菌等[7,14-15]。本试验

丰富了大熊猫肠道芽孢杆菌的种类，而且为研究大

熊猫肠道有益微生物奠定了更好基础。 

一般来说，芽孢杆菌不是严格意义上的土壤生

物，相反，它具有两相的生命周期，可以从土壤和

肠道获取营养物质。此外，这些细菌还有抑制病原

体的生长、改善食品物消化率和维持宿主肠道环境

中平衡等重要作用[16-18]。基于这些性质，一些芽孢

杆菌菌株已被用作益生菌的食品添加剂和营养

品[19]。课题组之前的研究[7]已经发现，这些菌株中

的部分菌株可能具有良好的抗逆性和纤维素分解

能力，具有潜在的益生菌应用价值。 
综上所述，本研究从大熊猫的肠道芽孢杆菌多

样性分析了其基于 16S rRNA 基因的系统发育关

系，比较它们对 3 种常见的肠道致病菌的抑制作用，

并检测抗菌基因的分布。结果表明，芽孢杆菌分泌

的抗菌肽可能是其有利于大熊猫肠道健康的作用

方式之一，在今后的研究中，我们还会对这些菌株

基因特性在内的属性进行研究，以进一步筛选大熊

猫中能产生有应用价值的潜在益生菌。 
致谢：粪便采集过程得到四川雅安碧峰峡基地工作

人员的帮助，特此致谢。 
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