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摘要:【目的】分析 5 只亚成体大熊猫肠道真菌的多样性。【方法】采用基于 ITS 基因的 ＲFLP(Ｒestriction
Fragment Length Polymorphism)方法，对肠道真菌总 DNA 进行 ITS-ＲFLP 分析，构建 ITS 克隆文库，然后用
HhaI、HaeIII 进行酶切指纹图谱分析，测序并绘制系统进化树。【结果】研究表明，5 只亚成体大熊猫肠道真
菌主要由 Ascomycota (平均占 46. 24% )、Basidiomycota (平均占 15. 79% ) 2 个门和一些未分类 (平均占
29. 14% )、未培养(平均占 8. 83% )的真菌。其中，Ascomycota 主要以 Saccharomycetes(平均占 63. 74% )和
Dothideomycetes(平均占 35. 91% ) 2 个纲为主; Basidiomycota 主要以 Tremellomycetes (平均占 65. 80% )和
Microbotryomycetes (平均占 33. 15% ) 2 个纲为主。而这 4 个纲分别则主要以 Candida、Debaryomyces;
Pleosporales、Myriangium;Cystofilobasidium、Trichosporon;Leucosporidium、Leucosporidiella 八个菌属为主，各样品
中所占比例不等。【结论】亚成体大熊猫肠道内存在一定比例的真菌菌群，且 ITS-ＲFLP 技术能够很好地对
其多样性进行分析。真菌的发现扩大了我们对大熊猫肠道微生物结构的了解，同时也有助于我们进一步研
究真菌能否帮助大熊猫消化高纤维素食物。
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大熊猫属我国濒危珍稀动物，其肠道正常菌群
是维持大熊猫肠道微生态系平衡的一群微生物，它
们与宿主的营养、代谢、免疫及发育等方面紧密相
关［1-2］。因肠道菌群失调造成其微生态失衡而引起
一系列肠道疾病是大熊猫致死的主要原因之一［3］。
肠道微生物中大部分是细菌，也有一些真菌［4］。目

前，对大熊猫肠道微生态的研究大部分见于细菌多
样性方面［5-7］，未见运用分子生物学方法针对其肠道
真菌多样性的研究。

通过传统培养的方法，仅有少量的肠道真菌类
群能被分离到［8］，而运用分子生物学技术则可更全
面地反应大熊猫肠道真菌的多样性。真菌核糖体
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ＲNA( rＲNA)在其基因组中具有多个拷贝，内部存在
供设计引物的保守区域，其中 ITS 区不加入成熟核
糖体，受选择压力较少，进化速度较快，进化信息较
多，为中度保守区，而 18S、5. 8S 和 28S rＲNA 为高度
保守区，因此能更方便的设计上下游引物进行 ITS
区的扩增［9］。目前，最常用的微生物多样性分析手
段主要是基于指纹图谱分析的 ＲFLP(基因限制性
片段长度多态性)、TGGE (温度梯度凝胶电泳 )、
DGGE(变性梯度凝胶电泳)、PFGE (脉冲场凝胶电
泳)、ＲAPD(随机扩增多态性技术)、AFLP(扩增片
段长度多态性分析)、FSH (荧光原位杂交)等技术。
ITS-ＲFLP 技术由于其操作简单快捷，数据可靠，适
合于对微生物种群的 ITS 片段进行筛选、鉴定，因此
广泛应用于种类、系统 发育关系等 方 面 的 分
析［10-12］。本实验采用 ITS-ＲFLP 技术对亚成体大熊
猫肠道真菌多样性进行分析，旨在了解亚成体大熊
猫肠道真菌的多样性和优势菌群，扩大我们对大熊
猫肠道微生物结构的了解。

1 材料和方法

1. 1 主要试剂
EZNA Fungal DNA Miniprep Kit:Omega Bio-Tek

公司产品;PCＲ 试剂、琼脂糖凝胶回收试剂盒、大肠
杆菌 DH5α:北京天根生化科技有限公司产品;DNA
分子质量标准、pMD19-T Vector、限制性内切酶
HhaI、HaeIII:大连宝生物工程有限公司产品;ITS 区
真菌通用引物、载体引物由上海英俊生物技术有限
公司合成。
1. 2 样品采集

雅安碧峰峡大熊猫基地 5 只亚成体大熊猫彩陶
(缩写为 CT，♂，2 岁)、运运 (缩写为 YY，♂，3. 5
岁)、姚欣 (缩写为 YX，♀，3. 5 岁)、壮妹 (缩写为
ZM，♀，4. 5 岁)、新妮儿 (缩写为 XN，♀，5. 5 岁)，
于 2013 年 3 月 10 日(样品号:CT、YY、YX、ZM、XN)
取新鲜粪便避开外部杂菌污染区对其中部进行无菌
采集储于冰盒，立即送实验室进行处理。
1. 3 粪便真菌总 DNA 提取

取 100 g 粪便(内外、四周均匀采取)于无菌烧
杯中，加入 200 mL 灭菌 PBS，玻棒搅匀后过滤残渣，
将液体倒入无菌烧杯中，残渣再用 100 mL PBS 清
洗，收集 2 次液体，分装于 200 mL 离心管中，漩涡振

荡 8 min 后，低速(200 × g)离心 3 min，收集上清液，
再高速(4000 × g)离心 5 min，收集沉淀，用 PBS(依
菌体沉淀量而定)悬浮沉淀，高速 (4000 × g)离心
5 min，收集沉淀并用 PBS 悬浮沉淀，于 － 70℃保存
备用。将预处理样品在液氮和沸水中反复冻融 5 次
后，参照 EZNA Fungal DNA Miniprep Kit 说明书提取
真菌总 DNA，用 10 g /L 琼脂糖凝胶电泳进行检测。
1. 4 真菌 ITS 片段的 PCＲ 扩增与纯化

以真菌总 DNA 为模板，用真菌通用引物 ITS1
( 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') 和 ITS4 ( 5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')进行 PCＲ 扩增。反
应体系:2 × Taq PCＲ Master Mix 10 μL，ITS1 和 ITS4
各 1 μL，模版 DNA 1 μL，灭菌双蒸水补至 20 μL。
PCＲ 扩增程序:94 ℃ 5 min，94 ℃ 1 min，55 ℃ 1
min，72 ℃ 1. 5 min，35 个循环; 72 ℃ 10 min，4 ℃
结束反应。扩增产物经 10 g /L 琼脂糖凝胶电泳检
测后，根据琼脂糖凝胶回收试剂盒的操作说明对
PCＲ 产物进行纯化。
1. 5 ITS 基因文库的构建

将纯化后的 ITS 片段与 pMD19-T Vector 载体连
接，通过热激法转化到 DH5α。以氨苄青霉素
(100 μg /mL)抗性和菌液 PCＲ 电泳来筛选阳性克
隆子，阳性克隆子的 PCＲ 检测则用 T 载体通用引物
M13F-47 ( 5'-GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA-3') 和
M13Ｒ-48(5'-GCGGATAACAATTTCACACAGG-3')来
进行插入片段的扩增。
1. 6 限制性片段长度多态性分型

将检测获得的阳性克隆子的 PCＲ 产物分别用
限制性内切酶 HhaI 和 HaeIII 进行 ＲFLP 分析，酶切
产物经 30 g /L 琼脂糖凝胶电泳。根据该图谱分别
对每一个文库中的所有克隆进行分型，图谱相同的
克隆作为一个分类操作单元(Operational Taxonomic
Unit，OTU)。
1. 7 文库的统计分析

采用 α 多样性的测度，选用覆盖率 ( Coverage
value，C)，物种丰富度指数(E)，香农指数( Shannon
Index，H’)，辛普森指数 ( Simpson Index，D)，Pielou
均匀度指数( Jsw )，Chaol 物种多样性指数( SChaol )对
ITS 克隆文库进行微生物多样性评价［13-15］。
1. 8 测序及序列分析

每个样品的文库中属于同一个 OTU 的克隆选
一个代表进行测序，测序工作由上海英骏生物技术
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有限公司完成。测序结果在 GenBank 数据库中进
行 BLAST 同源性检索。选取相似程度最高的序列，
采用 MEGA 5. 2 软件的邻近相接法(NJ)对每个样
品中优势菌株绘制系统进化树。

2 结果

2. 1 真菌 ITS 序列的 PCＲ 扩增
采用 EZNA Fungal DNA Miniprep Kit 成功提取

总 DNA 进行 PCＲ 扩增，经纯化后获得较好的扩增
条带，扩增产物大小约 600 bp，且无非特异性扩增，
扩增的 PCＲ 产物适合进行 ITS 克隆文库的建立，见
图 1。

图 1． 5 只亚成体大熊猫肠道真菌 ITS 序列扩增结果
Figure 1． Amplification of intestinal fungal ITS sequences from

five sub-adult pandas． M: 50 bp DNA ladder maker; + :

Positive control; － : Negative control; CT、YY、YX、ZM、XN:

PCＲ products from the intestinal fungal of five sub-adult pandas．

2. 2 ITS 克隆文库分析
从转化的平板上随机挑取 120 个克隆进行分

析，CT、YY、YX、ZM、XN 分别获得 105、113、107、
101、106 个阳性克隆子，阳性率分别为 87. 5%、
94. 2%、89. 2%、84. 2%、88. 3%。用限制性内切酶

Hha I 和 Hae III 对阳性克隆子的 PCＲ 扩增产物进
行酶切，根据酶切片段大小和数量对条带图谱 (图
2)分型，结果表明在 CT、YY、YX、ZM、XN 的肠道
ITS 文库中分别分出 27、27、18、31、27 个 OTUs。对
其进行多样性分析(表 1)，构建的文库覆盖率均在
80%以上，表明所构建的文库涵盖了亚成体大熊猫
肠道的大部分真菌种类;物种丰富度指数(E)均在
0. 25 左右，香农指数 (H’)均在 2. 57 左右，辛普森
指数(D)均在 0. 11 左右，表明亚成体大熊猫肠道真
菌的多样性信息比较丰富;Pielou 均匀度指数( Jsw )
均在 0. 79 左右，表明亚成体大熊猫肠道真菌群落分
布的均匀度较好;根据 Chaol 物种多样性指数
(SChaol)预测，亚成体大熊猫肠道大概有 23 － 67 类
真菌。
2. 3 ＲFLP 分析

将 CT、YY、YX、ZM、XN 文库中属于同一个 OTU
的克隆随机选一个代表菌进行测序，去除载体序列，
将所得序列在 GenBank 中进行 BLAST 同源性检索，
选取相似度最高的序列。结果显示，5 只亚成体大
熊猫肠道真菌主要由 Ascomycota(平均占 46. 24% )、
Basidiomycota(平均占 15. 79% )两个门和一些未分
类(平均占 29. 14% )、未培养(平均占 8. 83% )的真
菌(图 3)。其中，Ascomycota 主要以 Saccharomycetes
(平 均 占 63. 74% ) 和 Dothideomycetes ( 平 均 占
35. 91% ) 两 个 纲 为 主; Basidiomycota 主 要 以
Tremellomycetes ( 平 均 占 65. 80% ) 和
Microbotryomycetes(平均占 33. 15% ) 两个纲为主。
而这 4 个纲分别则主要以 Candida、Debaryomyces;
Pleosporales、Myriangium;Cystofilobasidium、uncultured
Trichosporon; Leucosporidium、Leucosporidiella 八个菌
属为主，在各样品中所占比例不等(表 2)。

表 1． 5 只亚成体大熊猫肠道真菌 ITS 克隆文库的多样性分析结果
Table 1． Ｒesult of diversity analysis of ITS clone library from the intestinal fungal of five sub-adult pandas

sample totol clones OTUs C /% E JSW H’ D SChaol

CT 105 27 83. 82 0. 26 0. 78 2. 57 0. 11 61. 53

YY 113 27 86. 73 0. 24 0. 69 2. 29 0. 18 44. 71

YX 107 18 93. 54 0. 17 0. 81 2. 35 0. 11 23. 47

ZM 101 31 83. 21 0. 31 0. 84 2. 90 0. 07 58. 54

XN 106 27 84. 93 0. 25 0. 81 2. 68 0. 09 67. 89
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图 2． PCＲ 产物经 Hha I(A)和 Hae III(B)酶切后的部分酶切图谱
Figure 2． Partial result of PCＲ products digested by Hha I(A) and Hae III(B) ． M:50 bp DNA ladder maker;A: lane 1 － 26:PCＲ

products from the intestinal fungal of five sub-adult pandas digested by Hha I;B:lane 1 － 26:PCＲ products from the intestinal fungal of

five sub-adult pandas digested by Hae III．

图 3． 5 只亚成体大熊猫肠道真菌群落组成
Figure 3． Composition of intestinal fungal community

from five sub-adult pandas．

2. 4 系统发育分析

采用 MEGA 5. 2 软件的邻近相接法( NJ)对 5

只亚成体大熊猫样品中优势菌株序列进行系统

发育分析，结果显示:5 只亚成体大熊猫肠道真菌

主要由 Ascomycota 和 Basidiomycota 2 个门和一些

未分类、未培养的真菌组成。其中 Ascomycota 下

属的 Saccharomycetes 主要由 YY-36、YX-2、YX-4、

YX-5、YX-23、YX-27、YX-55、ZM-4、ZM-5、ZM-9、

XN-1、XN-3、XN-4 聚为一类，Dothideomycetes 主要

由 CT-23、CT-95、YY-2、YY-4 聚 为 一 类;

Basidiomycota 下属的 Tremellomycetes 主要由 CT-

9、ZM-16、XN-6 聚为一类，Microbotryomycetes 主要

由 CT-24、CT-38、YX-3、ZM-21、ZM-23、ZM-84 聚

为一类(图 4 )，该结果与表 2 结果类似，从而得

以进一步验证。
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表 2． 5 只亚成体大熊猫肠道内优势菌株的序列分析结果
Table 2． Ｒesults of sequence analysis of predominant strains from the intestines of five sub-adult giant pandas

samples

No．
accession No．

clones in

OTUs

OTUs’ clones in

total clones /%
closest of NCBI match

reference

accession No．

maximum

identity /%

ITS

size / bp
CT-2 KJ081122 36 34. 29 fungal sp． APA-2013 KF212214 99 637
CT-13 KJ081125 35 33. 33 uncultured fungus JX546602 99 628
CT-9 KJ081124 11 10. 48 Cystofilobasidium infirmominiatum JQ769324 99 579
CT-5 KJ081123 7 6. 67 uncultured fungus JX984720 99 602
CT-38 KJ081128 3 2. 86 Leucosporidium scottii AM117830 100 569
CT-23 KJ081126 2 1. 90 Pleosporales sp． zzz714 HQ696074 99 591
CT-24 KJ081127 2 1. 90 Leucosporidiella fragaria NＲ_073287 95 626
CT-95 KJ081129 2 1. 90 Myriangium sp． UFMG-BＲO197 JX268524 93 520
YY-2 KJ081144 70 61. 95 Pleosporales sp． JP151 AB255289 94 575
YY-19 KJ081147 7 6. 19 uncultured fungus AB520277 99 908
YY-43 KJ081149 6 5. 31 uncultured Trichosporon HM136684 99 543
YY-4 KJ081145 5 4. 42 Pleosporales sp． zzz1429 HQ696060 99 545
YY-46 KJ081150 3 2. 65 uncultured fungus AB426763 92 353
YY-10 KJ081146 2 1. 77 fungal sp． Ｒ74-7 AB693784 99 495
YY-36 KJ081148 2 1. 77 Nemania diffusa GU292817 100 578
YX-3 KJ081137 28 26. 17 Ｒhodotorula mucilaginosa KC816557 99 606
YX-6 KJ081140 26 24. 30 fungal sp． APA-2013 KF212214 100 637
YX-5 KJ081139 21 19. 63 Debaryomyces hansenii FＲ870476 99 623
YX-27 KJ081142 18 16. 82 Candida saitoana HQ652067 100 614
YX-4 KJ081138 4 3. 74 fungal sp． 2597 YZ-2011 HM439574 100 557
YX-23 KJ081141 3 2. 80 Debaryomyces hansenii GQ913348 100 618
YX-2 KJ081136 2 1. 87 Meyerozyma guilliermondii JX069771 99 1117
YX-55 KJ081143 2 1. 87 Candida aff． saitoana VKPM Y3988 HG007840 99 1088
ZM-1 KJ081151 35 34. 65 fungal sp． APA-2013 KF212214 100 637
ZM-4 KJ081152 14 13. 86 Candida solani HM156501 98 470
ZM-9 KJ081154 11 10. 89 Debaryomyces hansenii GQ913348 99 618
ZM-5 KJ081153 7 6. 93 Candida saitoana HQ652067 100 614
ZM-16 KJ081155 6 5. 94 Cystofilobasidium infirmominiatum JQ769324 99 579
ZM-21 KJ081156 2 1. 98 Leucosporidiella fragaria NＲ_073287 98 626
ZM-23 KJ081157 2 1. 98 Leucosporidium scottii AM117830 100 569

ZM-84 KJ081158 2 1. 98
Leucosporidiella sp． 131209-E2A-

C3-II-lev
JN197600 100 566

XN-7 KJ081134 37 34. 91 fungal sp． APA-2013 KF212214 99 637
XN-1 KJ081130 20 18. 87 Candida solani HM156501 98 470
XN-3 KJ081131 15 14. 15 Debaryomyces hansenii GQ913348 99 618
XN-4 KJ081132 10 9. 43 Debaryomyces hansenii FＲ870476 99 623
XN-6 KJ081133 8 7. 55 Cystofilobasidium infirmominiatum NＲ_073232 100 618
XN-27 KJ081135 8 7. 55 Candida saitoana HQ652067 99 614

3 讨论

大熊猫为珍稀动物，只允许对其进行非损伤性
采样，所以仅能采集粪便作为研究对象。为此，我们
取新鲜粪便避开外部杂菌污染区对其中部进行无菌
采集储于冰盒，立即送回实验室进行粪便真菌总
DNA 的提取，以防菌群增殖或被杂菌污染。

从粪便样品中提取纯度高、质量好的菌群总
DNA 是肠道微生物生态学研究的基础，但受其中杂
质的影响，难度较大。且真菌是真核生物，细胞壁比
原核生物的壁厚 10 倍左右，使得从粪便中提取真菌
DNA 的难度远大于细菌 DNA［16-17］。目前，国内外从
粪便中提取真菌 DNA 的方法主要有 CTAB 法、SDS
法、Chelex-100 法 以 及 Fast DNAkit ( Bio101 );
Quantum PrepAquapure Genomic DNA isolation kit
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图 4． 与 GenBank 中最高同源性的 ITS 序列构建的进化树(邻近相接法)
Figure 4． Neihbor-Jioning tree showing the phylogenetic relationship of fungal clone based on partial ITS gene sequences(≈600 bp) with ITS

reference gene sequences available in GenBank． A bar represents 0. 05 substitutions per nucleotide position． The number in the parenthesis indicate

theoretical T-ＲF size of that sequence．

(Bi-Ｒad);EZNA Fungal DNA Miniprep Kit ( Omega
Bio-tek);QIAampDNA stool mini kit(Qiagen)等一些
商业试剂盒，不同样品其提取效果不一［18-21］。本实

验选用 EZNA Fungal DNA Miniprep Kit，并略作改进
(将样本在液氮和沸水中反复冻融数次)，以提高真
菌细胞壁破裂效果，从而提高真菌 DNA 的提取

质量。

对于真菌通用引物的选择，笔者查阅文献得到
20 多条通用引物，选取 5 对常用的引物，如:ITS1 和
ITS4［12］;ITS5(5'- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-

3') 和 ITS4［22］; 3 条 18S rDNA 通 用 引 物: ( 5'-

ATTGGAGGGCAAGTCTGGTG-3') 和 ( 5'-CCGATCC
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CTAGTCGGCATAG-3')［23］; ( 5'-GTAGTCATATGC
TTGTCTC-3') 和 ( 5'-GATCCCTAGTCGGCATAGTT-
3')［24］; ( 5'-GCACTTCATTGTGTGTACTG-3')和 ( 5'-
GGATGAAACTCGTTGACTTC-3')［25］。经过试验对
比，5 对引物都能扩增出特异性条带和不同程度的
非特异性条带，其中 ITS1 和 ITS4 的效果最好。

酶切图谱与酶切位点有关，由于对目的片段的
基因序列未知，无法针对性的选取，故根据相关文
献［10-11，26 -27］选取 Hinf I、Msp I、Nco I、Kpn I、Xba I、
Taq I、Hha I、Hae III 八种常用限制性内切酶进行预
实验，其中 Nco I、Kpn I、Xba I 不能切开目的片段;
Msp I、Taq I 少部分能切开;Hinf I 能切开，但切开后
的片段大小相近，影响分型; Hha I、Hae III 效果
较好。

经过用 α 多样性测度的相关指标对文库进行
多样性的统计分析可知，该样品能够较好的反应亚
成体大熊猫肠道真菌的多样性和分布的均匀度，此
结果类似于空气中真菌的多样性和均匀度［28］。另
外，本实验预测有 23 － 67 类真菌，少于大熊猫肠道
细菌(137 － 222)［29］的预测，说明大熊猫肠道内真菌
类群数少于细菌，此与牛、羊等草食动物瘤胃［30］和
人类消化道［31］都有相似之处。

经过测序比对显示，5 只亚成体大熊猫肠道主
要 以 Ascomycota、 Basidiomycota 2 个 门 下
Saccharomycetes、 Dothideomycetes; Tremellomycetes、
Microbotryomycetes 4 个纲的 Candida、Debaryomyces;
Pleosporales、 Myriangium; Cystofilobasidium、
Trichosporon;Leucosporidium、Leucosporidiella 8 个菌属
为主，另外还有一部分未能明确分类地位和不可培
养的真菌。此结果与周杰珑等［32］对亚成体大熊猫
运用培养方法鉴定出的真菌所属门类似，所属种类
及优势菌存在一定差异，这可能是亚成体大熊猫肠
道中真菌很多不能用培养方法培养得到。另外，一
些丰度较低、不易被分子生物学方法扩增到的真菌
种类由于培养条件适宜而被富集，从而造成两种方
法得到的结果有所差异。与牛、羊等反刍动物消化
道中所发现的真菌所属门类似，种类存在一定差
异［30］，可能是由于其消化道结构不同而引起。与贡
嘎蝠蛾幼虫肠道内真菌所属门类似，且都分离到
Trichosporon 属［33］。

本实验运用分子生物学方法研究了亚成体大熊
猫肠道真菌的多样性，从而揭示了亚成体大熊猫肠

道存在的优势真菌，在国内外尚属首次。研究发现，
反刍动物瘤胃内存在能够消化纤维性食物的真
菌［30］，而大熊猫 99%的食物为竹类植物，大熊猫肠
道内真菌的存在是否有助于大熊猫对纤维素的消化
值得进一步研究。此外，本课题组目前正采用高通
量测序进一步了解大熊猫肠道内真菌的结构以及真
菌在大熊猫消化纤维素中扮演的角色。
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Intestinal fungal diversity of sub-adult giant panda
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Abstract:［Objective］ The fungi diversity in the guts of five sub-adult giant pandas was analyzed． ［Method］ We
analyzed the fungal internal transcribed spacer sequences ( ITS) using restriction fragment length polymorphism (ＲFLP) ．
ITS regions were amplified with fungal universal primers to construct ITS clone libraries． The fingerprints were analyzed by
restriction fragment length polymorphism using the Hha I and Hae III enzymes． The cloned PCＲ products were analyzed by
sequencing and diversities were demonstrated by phylogenetic tree． ［Ｒesults］ The gut fungi of 5 sub-adult giant pandas
were mainly composed of Ascomycota ( average of 46. 24% )，Basidiomycota ( average of 15. 79% )，unclassified ( average
of 29. 14% )，uncultured fungus ( average of 8. 83% ) ． Ascomycota was mainly composed of Saccharomycetes ( average of
63. 74% ) and Dothideomycetes ( average of 35. 91% ); Basidiomycota was mainly composed of Tremellomycetes ( average
of 65. 80% ) and Microbotryomycetes ( average of 33. 15% ) ． Four classes were mainly composed of Candida and
Debaryomyces; Pleosporales and Myriangium; Cystofilobasidium and Trichosporon; Leucosporidium， and
Leucosporidiella，whereas the proportions were different for each sample． ［Conclusion］ Fungal flora existing in the
intestines of sub-adult giant pandas expand our knowledge on the structure of the giant panda gut microbes and also help us
to further study whether fungal flora can help giant pandas digest high-fiber foods．
Keywords: giant pandas，ITS sequences，diversity，gut fungi，ＲFLP analysis
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