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摘要：【目的】大熊猫是我国国家一级保护动物，其种群面临着传染病和栖息地破碎化等持续威胁，其

中生殖系统的细菌感染和菌群失衡会影响大熊猫生殖健康，严重者可导致流产，是引起大熊猫繁殖障碍

的原因之一。本研究对精液与包皮分泌物样本的菌群组成情况及分离培养潜在致病菌开展研究。【方法】

通过采集 13 份大熊猫包皮分泌物和 12 份精液样本，采用 16S rRNA 扩增子测序技术、细菌培养及 PCR

鉴定的方法，确定样本中的细菌种类。【结果】菌群组成分析结果显示，在门水平上，厚壁菌门  

(Firmicutes)的细菌丰度在大熊猫包皮与精液中均为最高；在属水平上，不同时期的雄性大熊猫包皮的菌

群可能会发生改变，棒状杆菌属(Corynebacterium)和 Dolosicoccus 是Ⅰ期包皮样本中最丰富的微生物菌

群，相对丰度分别为 15.45%和 12.40%；链球菌属(Streptococcus)和埃希氏菌属(Escherichia)是Ⅱ期包皮

样本中最丰富的微生物菌群，相对分度分别为 37.94%和 9.68%；拟杆菌属(Bacteroides)和普雷沃氏菌属

(Prevotella)是精液样本中最丰富的微生物菌群，相对丰度分别为 14.40%和 12.88%。菌群多样性分析结

果显示，精液样品高于Ⅰ期包皮样品和Ⅱ期包皮样品，Ⅰ期包皮样品和Ⅱ期包皮样品之间无显著差异。

通过细菌分离培养得到肺炎克雷伯菌(Klebsiella pneumonia)在内的多种潜在性致病菌。【结论】本研究分

析了大熊猫精液和不同时期包皮分泌物的菌群组成，其优势菌属存在差异，大熊猫包皮与精液中存在潜

在性致病菌，这可能对大熊猫的生殖系统健康带来威胁，其致病性有待进一步研究。 
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动物生殖系统内存在微生物群落，是动物机

体内微生态的组成部分，其中包括共生微生物以

及病原微生物[1]。这是在长期进化过程中，通过适

应、自然选择，正常菌群在不同种类之间以及正

常菌群、宿主和环境之间始终处于动态平衡状态，

形成一个相互依存、相互制约的系统[2]。生殖系统

内的微生物菌群对宿主的繁殖与生殖系统疾病防

御机制有着重要的影响，对机体健康的维持起着

重要的作用，生殖系统中的部分细菌能通过分泌

抗菌物质、降低生殖道内 pH 等方法，抑制病原微

生物在生殖系统中定殖、生长，从而维系着生殖

系统的健康[3–4]。目前，扩增子测序技术作为常用

的菌群研究的技术手段，广泛用于生殖系统、消

化系统、皮肤等不同部位的微生态调查研究。 

大熊猫(Ailuropoda blackoleuca)作为野生动物

保护的标志性物种，被认为是中国的国宝，是我

国国家一级保护动物，其作为伞护物种保护着同

一区域的其他濒危野生动物。2016 年，世界自然

保护联盟(IUCN)将大熊猫的受威胁程度从濒危变

为易危，这是通过几代野生动物保护工作者共同

努力的成果，但大熊猫的保护工作不得松懈。由

于大熊猫种群面临着传染病和栖息地破碎化的持

续威胁[8]，维持种群的平稳发展一直是大熊猫保护

工作的重中之重，其中繁殖工作是不可忽视的关

键环节。泌尿生殖系统的细菌感染和菌群失衡会

影响大熊猫生殖健康，严重者可导致流产，是引

起大熊猫繁殖障碍的原因之一。因此对于大熊猫

生殖系统健康的研究对于大熊猫保护是十分重要

的[9]。对于雄性生殖系统的菌群相关调查，常采取

精液和包皮分泌物作为样品开展研究。精液中的

细菌对精液的质量有着重要的影响[10]，已有研究

发现人类精液中的细菌是引起雄性动物不育的潜

在因素[11]，除此之外，包皮中的部分细菌还能引 

起多种临床疾病，例如尿道炎、前列腺炎、包皮

龟头炎、附睾炎等，这些细菌还会随着交配侵入

雌性生殖道，造成感染[12]。研究中发现，大肠杆

菌(Escherichia coli)、链球菌(Streptococcus)、葡萄

球菌(Staphylococcus)、肺炎克雷伯氏菌(Klebsiella 

pneumoniae)等种属细菌中的机会性致病菌是导致

男性生殖系统感染的重要致病菌[13–14]。杨彬等[15]

的报道显示，纳米细菌的感染与Ⅲ型前列腺炎的

发生可能密切相关；水牛精液的研究中发现，金

黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、大肠杆菌、

铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)能抑制精

子的活力[16]。Noelia 等[17]的报道中，猪的精液在

15–17 °C 的存储温度下，阴沟肠杆菌(Enterobacter 

cloacae)在一定浓度下会降低精子的存活时间以

及受精能力。然而，据我们所知，目前关于雄性

大熊猫的生殖系统细菌菌群情况还未见相关的调

查和报道，其菌群组成成分、菌群多样性分析、

不同时段细菌组成的差异情况、潜在致病菌的调

查均不明晰，因此，有必要开展雄性大熊猫生殖

系统菌群的调查研究。本研究首次采用 16S rRNA

扩增子测序技术，同时又采用了培养基分离挑选

单一菌落，开展大熊猫生殖系统菌群研究工作，

初步探索雄性大熊猫包皮和精液菌群组成情况，

以及不同时段、不同部位的细菌组成多样性与主

要菌群的差异情况，了解雄性大熊猫生殖系统菌

群中可能存在的潜在致病菌，为大熊猫生殖系统

健康提供科学依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

本研究所用的大熊猫样本均来自于成都大熊

猫繁育研究基地、未见明显异常的雄性大熊猫个
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体，均为 6–19 岁成年个体。采样时使用桂龙®(中

国，扬州)一次性使用拭子轻拭雄性大熊猫内冠状

沟进行包皮处分泌物样本采集，2019 年 9 月秋季

期间，该时期为雌性大熊猫非发情配种时期，共

采集了 3 份大熊猫包皮样本，标记为Ⅰ期包皮样

本 ， 将 这 部 分 大 熊 猫 包 皮 样 本 分 别 命 名 为

NEP1–NEP3。2020 年 1 月至 4 月冬季到春季期间，

该时期为雌性大熊猫发情配种时期，共采集了 10 份

大熊猫包皮样本，其中有 7 份样品满足 16S rRNA

扩增子测序要求，将其标记为Ⅱ期包皮样本，将

这部分大熊猫包皮样本分别命名为 EP1–EP7。使

用无菌采精杯采集大熊猫精液，共收集总体活力

在 80%以上、均为高质量符合输精要求的精液 12

份，有 5 份样品满足 16S rRNA 扩增子测序要求，

将其分别命名为 ES1–ES5。 

1.2  包皮与精液样本微生物菌群总 DNA 提取 

将本研究中的 3 份Ⅰ期包皮样本、7 份Ⅱ期

包皮样本与 5 份精液样本送往中国深圳华大基因

有限公司进行 DNA 提取和 16S rRNA 扩增子   

测序。根据公司的实验流程提取包皮和精液样品

中高质量的微生物菌群总基因组 DNA，低温保存

备用。 

1.3  16S rRNA V4 高变区扩增 

提取得到的总 DNA 在中国深圳华大基因有

限公司进行 16S rRNA 扩增子测序，检测具体方法

按照该公司的操作流程进行。从单个生殖系统微

生物组样品中扩增出 16S rRNA V4 基因，引物序

列为：515F：5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3；

806R ： 5-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3。 取

30 ng DNA 样品，加入引物混合物和 PCR 反应预

混液，进行 PCR 扩增。退火温度为 56 °C，聚合

酶链式反应循环数为 30。 

1.4  文库构建及测序 

使用 Agencourt AMPure XP 磁珠对 PCR 扩增

产物进行纯化并溶于 Elution Buffer，贴上标签，

完成建库。使用 Agilent 2100 Bioanalyzer 对文库

的片段范围及浓度进行检测。检测合格的文库根

据插入片段大小，选择 HiSeq2500 平台进行测序，

测序类型为 PE250。 

1.5  包皮及精液细菌培养 

使用索莱宝®(中国，北京)的麦康凯琼脂培养

基、伊红美蓝琼脂培养基、SS 琼脂培养基、

Baird-Parker 琼脂培养基对采集到的 10 份Ⅰ、Ⅱ

期包皮样品与 11 份精液样品进行细菌培养，将不

同培养基上生长的不同菌落各挑选一株用索莱

宝® (中国，北京)的脑心浸出液液体培养基进行液

体增菌。 

1.6  PCR 扩增鉴定 

将增菌培养得到的菌液吸取 1.5 mL 使用天根® 

(中国，北京)的细菌 DNA 提取试剂盒进行 DNA

提取，以 27F 和 1492R 对细菌 16S rRNA 区域进

行 PCR 扩增，引物序列为：27F：5-AGAGTTTGAT 

CCTGGCTCAG-3；1492R：5-TACGGCTACCTTG 

TTACGAC-3。PCR 反应体系(25 μL)：2×Taq PCR 

Master Mix 12.5 μL，ddH2O 8.5 μL，上、下游引物

各 1 μL，模板 DNA 2 μL。94 °C 5 min；94 °C 1 min，

54 °C 1 min，72 °C 1 min，35 个循环；72 °C     

10 min。取 PCR 产物 5 μL 用 1%琼脂糖凝胶电泳

进行检测，PCR 产物送往生工生物工程(上海)股份

有限公司进行测序，将测序得到的序列输入 NCBI

数据库用 BLASTn 进行相似性比较。 

1.7  数据的处理和分析 

为了获得高质量数据，通过如下的程序过滤
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原始数据以消除适配器污染和低质量的读数：使

用 FLASH (fast length adjustment of short reads, 

v1.2.11)将重合的双端序列合并到标签序列[18]。然

后，使用 QIIME2 v1.8.0 中的 DADA2 (Divisive 

Amplicon Denoising Algorithm)方法去噪，获得变

异扩增子序列(amplicon sequence variants，ASVs)，

其为 100%相似的序列，并使用 Ribosomal Database 

Project (RDP)数据库 v.2.2，对 OTUs 代表序列进

行分类排序[19]。最后使用 R 软件(v3.1.1)对各组样

品 的 韦 恩 图 和 柱 状 图 进 行 展 示 ； 使 用 Mother 

(v.1.31.2)计算 Alpha 多样性指数，使用 R 软件

(v3.1.1)绘制稀疏曲线(rarefaction cure)，判断测序

数据量的合理程度，并对 3 组样品之间与各 2 组

样 品 之 间 的 Alpha 多 样 性 指 数 分 别 进 行 组 间

Kruskal 检验和 Wilcoxn 秩和检验，获得 3 组样品

间物种多样性的差异；利用 Phytools 软件和 R 软

件 (v3.5.1) 根 据 Weighted Unifrac 距 离 矩 阵 做

UPGMA 聚类分析，并用聚类树进行展示；为进

一步挖掘 3 组样品间微生物菌落的差异结构，使

用 Graphpad 6.0 对各组间差异性物种以及 Alpha

多样性组间差异结果进行分析，选用 Kruskal 检验

和 Wilcoxn 秩和检验统计方法对 3 组样品微生物

菌落的组成进行统计分析，筛选出 3 组样品间存

在显著差异的菌落。 

2  结果和分析 

2.1  微生物菌群的 OTUs 注释结果  

将 3 份Ⅰ期包皮样本、7 份Ⅱ期包皮样本与 5

份精液样本通过 HiSeq 平台进行测序后，将原始

序列读数过滤后进行拼接，分别产生了 100528、

423293 和 295788 条标签序列，平均每个Ⅰ期包皮

样本约 33509 条标签序列，每个Ⅱ期包皮样本约

60470 条标签序列，每个精液样本约 59158 条标签

序列。利用 RDP Classifier 对每个 OTUs 的代表序

列进行物种注释分析，Ⅰ期包皮样本共注释得到

522 个 OTUs，Ⅱ期包皮样本共注释得到 1214 个

OTUs，精液样本共注释得到 1261 个 OTUs；两个

不同时段采集的包皮样本与精液样本共有 111 个

OTUs，603 个 OTUs 为Ⅱ期包皮样本独有，293

个 OTUs 为Ⅰ期包皮样本独有，736 个 OTUs 为精

液独有(图 1)。 

2.2  微生物菌群丰富度和多样性的分析 

使用 R 软件(v3.1.1)绘制稀疏曲线(rarefaction 

curve)，结果显示，当测序深度达到 20000 reads

时，稀疏曲线出现了平滑现象，OTU 的数目接近

饱和，表明测序深度已满足后续分析的需求。 

使用 Mother (v.1.31.2)软件计算获得 15 个样 

 

 

 
图 1.  精液与包皮微生物菌群韦恩图 

Figure 1.  Venn diagram of microbiome in semen and 
prepuce. 
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品的香农指数(Shannon)、辛普森指数(Simpson)、

Chao 指数(Chao)和 ACE 指数(ACE)。结果显示，

利用香农、辛普森、Chao 和 ACE 四个指数，将Ⅰ

期、Ⅱ期包皮样品和精液样品进行差异显著性分析

发现，Ⅰ期、Ⅱ期包皮样品在四种指数计算时，皆

无显著差异(P>0.05)；精液样品与Ⅰ期包皮样品在

香农、Chao 和 ACE 三个指数计算时皆有显著性差

异(P<0.05)，精液样品显著高于Ⅰ期包皮样品，利

用辛普森指数计算时，无显著性差异(P>0.05)；精

液样品与Ⅱ期包皮样品在香农、辛普森、Chao 和

ACE 四个指数计算时，该两组样品皆有显著性差异

(P<0.05)，香农、Chao 和 ACE 指数的计算结果中精

液样品显著高于Ⅱ期包皮样品，辛普森指数计算结

果中精液样品显著低于Ⅱ期包皮样品(图 2，表 1)。 

 

 
 

图 2.  三组样本两两间 Alpha 多样性差异图 

Figure 2.  Alpha diversity difference map between each two of the three groups. A: the comparison result of ACE 

index; B: the comparison result of Shannon index. *: 0.01<P≤0.05; if P>0.05, not marked. 
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表 1.  三组样本 Alpha 多样性结果 

Table 1.  Alpha diversity results of the three groups 

Groups Chao index ACE index Shannon index Simpson index 

Phase I prepuce samples 275.0±17.58b 275.0±17.58b 3.816±0.4291b 0.06077±0.03252ab 

Phase II prepuce samples 339.1±133.8b 339.1±133.8b 2.988±0.9925b 0.2000±0.1533a 

Semen samples 501.0±19.51a 501.0±19.51a 4.594±0.2379a 0.03480±0.01546b 

“a” and “b” in the table indicate significant difference, significant difference (P<0.05) is indicated by different letters, and 
non-significant difference (P>0.05) is indicated by the same letter. 
 

2.3  微生物菌群组成分析 

利用 RDP Classifier (v2.2)对注释的序列进行

分类分析，结果显示，在门水平上，厚壁菌门

(Firmicutes)、放线菌门(Actinobacteria)、变形菌

门(Proteobacteria)依次为Ⅰ期包皮样本中微生物

菌群丰富度高排名前三的细菌种类，分别占序列

总 数 的 41.09%–48.13% 、 20.48%–31.54% 、

16.64%–23.16%；厚壁菌门、变形菌门、放线菌

门依次为Ⅱ期包皮样本中微生物菌群丰富度排

名 前 三 的 细 菌 种 类 ， 分 别 占 序 列 总 数 的

40.47%–81.39%、7.07%–46.95%、1.77%–24.78%；

厚壁菌门、拟杆菌门(Bacteroidetes)、变形菌门依

次为精液样本中微生物菌群丰富度高排名前三

的细菌种类，分别占序列总数的 37.28%–50.55%、

21.41%–46.00%、7.86%–15.98% (图 3-A)。 

在属水平上，棒状杆菌属(Corynebacterium)、

Dolosicoccus、埃希氏菌属(Escherichia)、链球菌

属是Ⅰ期包皮样本中最丰富的微生物菌群，相对

丰 度 分 别 为 11.40%–17.32% 、 7.16%–19.91% 、

2.92%–14.81%、0.30%–15.17%。链球菌属、埃希

氏菌属、氮单胞菌属(Azomonas)、梭状芽孢杆菌属

(Clostridium sensu stricto)是Ⅱ期包皮样本中最丰

富的微生物菌群，相对分度分别为 3.57%–71.28%、

1.31%–35.99%、0.35%–24.76%、1.04%–22.28%。

拟杆菌属(Bacteroides)、普雷沃氏菌属(Prevotella)、

粪 杆 菌 属 (Faecalibacterium) 、 布 劳 特 氏 菌 属

(Blautia)是精液样本中最丰富的微生物菌群，相对

丰 度 分 别 为 12.20%–16.41% 、 1.31%–28.05% 、

2.70%–11.93%、2.13%–3.43% (图 3-B)。 

2.4  微生物菌群差异性分析 

在门水平上，Ⅰ期包皮样本中放线菌门显著

高于精液样本和Ⅱ期包皮样本(P<0.05)；Ⅱ期包皮

样本中变形菌门显著高于与精液样本(P<0.05)；精

液样本中拟杆菌门显著高于与Ⅰ期包皮样本和Ⅱ

期包皮样本(P<0.05)(图 4-A)。 

在属水平上，选取丰度为前 10 的物种，对每

组样品差异检验的显著性进行评估，结果显示，

链球菌属、棒状杆菌属、普雷沃氏菌属、拟杆菌

属、Dolosicoccus、氮单胞菌属、粪杆菌属、梭状

芽孢杆菌属的细菌在这三组样本间存在着差异。

其中链球菌属的细菌在Ⅱ期包皮样本中的丰度显

著高于Ⅰ期包皮样本和精液样本(P<0.05)；氮单胞

菌属和梭状芽孢杆菌属在Ⅱ期包皮样本中的丰度

显 著 高 于 精 液 样 本 (P<0.05) ， 棒 状 杆 菌 属 和

Dolosicoccus 的细菌在Ⅰ期包皮样本中的丰度显

著高于精液样本和Ⅱ期包皮样本(P<0.05)；普雷沃

氏菌属、拟杆菌属、粪杆菌属的细菌在精液样本

中的丰度显著高于Ⅰ期包皮样本和Ⅱ期包皮样本

(P<0.05)(图 4-B)。 
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图 3.  各样本细菌菌群组成结果 

Figure 3.  Results of bacterial community composition of each sample. A: composition of bacterial community of 
each sample at the phylum level; B: composition of bacterial community of each sample at the genus level. 
 

2.5  各样本 UPGMA 聚类树分析 

根据 Weighted Unifrac 距离矩阵作 UPGMA 聚

类分析，并将聚类结果与各样本在门、纲、目、

科、属、种水平上的物种相对丰度整合展示，展

现各样本细菌物种组成及差异的情况。结果显示，

大熊猫精液与包皮样本中菌群共分成 2 个大支，

不同时间采样的包皮样品的菌群组成较为相似， 

归分在 1 个大支中，在该支内又分成了 2 个小支，

除去 NEP2 和 EP6 样品，其他样品按采样时段分

别分划在 2 个小支中，同一采样时段的包皮样本

菌群组成更为相似。精液各样本间菌群组成与包

皮样本菌群相比较为相似，单独分划在 1 个大支

中。不同时期包皮菌群组成相似度高于精液微生

物组成的相似度(图 5)。 
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图 4.  三组样本间细菌丰度差异显著性分析结果 

Figure 4.  Comparison of bacterial differences among three groups. A: Comparison of bacterial differences among 
three groups at the phylum level; B: Comparison of bacterial differences among three groups at the genus level in 
top 10. The three groups were compared in pairs, which were represented by the two ends of the short term on the 

groups. ***: P<0.001; **: 0.001≤P≤0.01; *: 0.01<P≤0.05; if P>0.05, not marked. 

 

 
 

图 5.  各样本 UPGMA 聚类树 

Figure 5.  UPGMA clustering tree for each sample. 
 

2.6  潜在致病菌的分离培养 

利用选择性培养基对 10 份 2020 年 1 月至 4 月期

间采集的大熊猫包皮样品与 11 份精液样品中的细菌

进行筛选，筛除同一个个体中不同培养基重复筛选的

同种细菌后，共得到 47 株细菌。埃希氏菌属的细菌

在包皮分离出的细菌中频率最大，共在 9 份样品中分

离得到(9/10)。精液中，肠球菌属的细菌频率较高，

共在 7 份样品中分离得到(7/11) (表 2)。在本次细菌分

离培养结果中，分离到了肺炎克雷伯菌、大肠杆菌、

粪肠球菌(Enterococcus faecalis)等细菌。 
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表 2.  包皮与精液分离细菌分离情况 

Table 2.  Distribution of bacteria isolated from semen and prepuce 

Genus  
Prepuce samples for isolating bacteria Semen samples for isolating bacteria 

Number of bacterial strains Percentage/% Number of bacterial strains Percentage/% 

Escherichia 9 90.00 4 36.36 

Enterococcus 3 30.00 7 63.64 

Staphylococcus 3 30.00 3 27.27 

Serratia 3 30.00 3 27.27 

Klebsiella 3 30.00 0 0.00 

Proteus 1 10.00 1 9.09 

Enterobacter 1 10.00 0 0.00 

Shigella 1 10.00 0 0.00 

Acinetobacter 1 10.00 0 0.00 

Citrobacter 1 10.00 0 0.00 

Bacillus 0 0.00 2 18.18 

Providencia 0 0.00 1 9.09 

 

3  讨论 

3.1  精液与包皮分泌物微生物菌群组成分析 

3.1.1  精液微生物菌群组成分析：精液中的菌群

对精液质量有重要的影响，精液中的某些细菌可

能会导致精子的病变，影响精子的质量[16,20]，探

查大熊猫精液中菌群的组成对提高大熊猫的繁殖

效率有一定的意义。在大熊猫的精液样本中，拟

杆菌属与普雷沃氏菌属的细菌为大熊猫精液中的

优势菌属，这一结果与 Carlota 等[21]报道的关于马

精液中菌群组成的结果较为相似，该研究采用 16S 

rRNA 扩增子测序技术对马精液进行分析，发现

Porphyromonadaceae、拟杆菌科(Bacteroidaceae)、

Peptoniphilaceae 的细菌在马精液中丰度较高。然

而该结果与另一项关于马精液菌群的调查结果差

异较大，Guimaraes 等[22]采用细菌培养方法对马精

液菌群调查，研究发现马精液微生物组成种类以

棒状杆菌属、肠球菌属、葡萄球菌属为主，这个

差异也充分说明了不同检测手段研究菌群组成， 

结果差异较大。有报道对人类精液微生物菌群组

成相关研究发现，在属水平上，精液中最常见的

细菌为乳杆菌属(Lactobacillus)的细菌[11]，大熊猫

精液的菌群组成与人类精液中菌群组成差异较

大。在大熊猫精液中存在着较高丰度的拟杆菌属

的细菌，拟杆菌属的部分细菌能通过分泌抗菌物

质、定殖占据生态位等方法抑制病原菌的入侵，

维持宿主的健康[4]。本研究中的精液均为高质量精

液，且各精液样本间菌群组成相似，在本研究的

精液菌群中的高丰度菌群可能与精液品质相关，

具体分析还需要进一步研究。 

3.1.2  包皮分泌物微生物菌群组成分析：包皮中

的细菌有可能在采精的过程中对精液带来污染，

进而影响精液的质量[23]。除此之外，包皮中的菌

群还可能通过交配，给雌性个体生殖道健康带来

威胁[24–25]。正常的菌群在机体的免疫系统功能，

特别是粘膜免疫功能中，发挥着重要的作用[2]。了

解包皮的菌群构成有助于排除其对生殖系统安全

的威胁。本研究中，在两个时间段收集大熊猫的 
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包皮分泌物样本，Ⅰ期是雌性大熊猫非发情时间

段，Ⅱ期是雌性大熊猫发情时间段，结果显示，

同一时期内，各个体之间样品间的优势菌相似，

不同时期样品的优势菌属有明显差异。我们推测，

这一结果可能是由于在不同时期，大熊猫包皮菌

群的变化受雌性大熊猫的影响，在雌性发情期期

间受激素的影响发生变化。随着雌性发情期的到

来，链球菌属、埃希氏菌属等细菌丰度升高。有

研究报道，在大熊猫的阴道中，链球菌属、乳球

菌属(Lactococcus)的细菌为大熊猫的阴道优势菌

属[26]。在雌性发情期期间的大熊猫包皮样本菌群

群落组成与雌性大熊猫阴道内细菌组成更为相

近。有报道对人类夫妻生殖系统细菌进行研究，

发现男性生殖系统内细菌会对女性生殖道健康有

重大影响[24–25]。另一项研究表明，男性精液菌群

以乳杆菌属的细菌为主，与女性阴道中微生物组

成研究结果相似[3,27–28]。大熊猫精液中的微生物菌

群组成与阴道中微生物菌群的组成有较大差异，

反而大熊猫包皮分泌物中优势菌群的组成与阴道

菌群的优势菌更为相似，因此还需要对此情况进

行更加深入的分析研究。 

3.1.3  包皮分泌物微生物菌群组成差异的分析：

有研究表明，雌性大熊猫在发情期间会对与之相

处相同环境的雄性大熊猫的行为与激素分泌有一

定影响，雄性大熊猫雄性激素水平会在此期间上

升[29]；另一项研究显示，在人类阴道微生物区系

的相关研究中发现，人类随着年龄的变化，激素

水平会发生改变，进而影响人类阴道微生物组成[3]。

但还需更多深入调查研究以证明两者的相关性。

有研究发现随着季节的变化，乳汁中的菌群组成

也会发生改变[30]，本次实验的包皮样本是在秋季

与春季采集，季节的变化也可能是影响大熊猫包

皮细菌组成的因素。除此之外，还可能与动物年

龄、外界环境等因素有关。在人类包皮微生物组

成细菌培养研究中发现，成年男性包皮微生物中，

葡萄球菌属与链球菌属的细菌为优势菌[31]，青春

期男孩包皮检出较多的菌为埃希氏菌属和肠球菌

属[32]。这与本研究中大熊猫包皮分泌物的菌群组

成差异较大，这可能与物种的差异、检测方法的

差异、样品处理方法等因素有关。 

3.2  大熊猫包皮分泌物与精液中微生物菌群的多

样性比较 

本研究对大熊猫精液与包皮中的细菌进行

alpha 多样性计算发现，精液样品与Ⅰ期包皮样品

在香农、Chao 和 ACE 三个指数计算时皆有显著

性差异(P<0.05)，说明精液样品与Ⅰ期包皮样品微

生物菌群的丰富度与多样性存在一定的差异，精

液中微生物菌群的丰富性与多样性显著高于Ⅰ

期包皮样品；精液样品与Ⅱ期包皮样品在香农、

辛普森、Chao 和 ACE 四个指数计算时，该两组

样品皆有显著性差异(P<0.05)，说明精液与Ⅱ期

包皮样品微生物菌群的丰富度与多样性存在一

定的差异，精液中的微生物菌群的丰富性与多样

性显著高于Ⅱ期包皮样品。对大熊猫两个时段间

的包皮细菌进行 Alpha 多样性计算发现，Ⅰ期、

Ⅱ期 样 品 在 四 种 指 数 计 算 时 ， 皆 无 明 显 差 异

(P>0.05)，说明该两组样品间微生物菌群的丰富

度与多样性无明显差异；综合分析 3 组样品在   

4 个指数中微生物菌群的丰富度与多样性，精液

样品高于Ⅰ期包皮样品和Ⅱ期包皮样品，Ⅰ期包

皮样品和Ⅱ期包皮样品之间无显著差异。这也体

现了雄性大熊猫内生殖器与外生殖器菌群组成

多样性的差异，精液在排出的过程中会经过不同

的生殖系统区域，有研究发现前列腺按摩液与精
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液中的菌群组成相似，但也存在着差异[33]，所以

生殖系统各区域之间的微生物菌群组成可能存

在一定的差异，这可能是精液菌群组成多样性高

于包皮的原因。 

3.3  大熊猫包皮分泌物与精液中存在的潜在致病

菌分析 

通过细菌选择性培养与 16S rRNA 扩增子测

序发现，在大熊猫的精液与包皮中存在着许多潜

在性致病菌，有研究报道粪肠球菌、大肠杆菌、

金黄色葡萄球菌等细菌是导致女性需氧性阴道炎

的致病菌[3]，链球菌属的部分细菌会引起猪的繁殖

障碍[34]，在对水牛精液的研究中发现，金黄色葡

萄球菌、大肠杆菌等能抑制精子的活力[16]，在大

熊猫的相关报道中，肺炎克雷伯菌是引起大熊猫

血尿的致病原[35]。本实验中，16S rRNA 扩增子测

序的结果中发现，精液与包皮的微生物中存在这

部分潜在性致病菌，这对雌性大熊猫的生殖道健

康带来了一定的威胁。检出这部分潜在致病菌，

大部分为肠道常见细菌，这可能与生殖道口暴露

在外部且靠近肛门有关系，其致病性还需进一步

研究。 

4  结论 

在属水平上，大熊猫包皮与精液的优势菌群

有差异，不同时期的雄性大熊猫包皮的菌群可能

会发生改变。菌群多样性分析结果说明，精液样

品高于Ⅰ期包皮样品和Ⅱ期包皮样品，Ⅰ期包皮

样品和Ⅱ期包皮样品之间无显著差异。大熊猫包

皮与精液中存在潜在性致病菌，这可能对大熊猫

的生殖系统健康带来威胁，其致病性有待进一步

研究。 
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Investigation on the bacterial community composition of the 
semen and prepuce and potentially pathogenic bacteria of giant 
pandas 
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2 College of Veterinary Medicine, Sichuan Agricultural University, Chengdu 611130, Sichuan Province, China 

Abstract: [Objective] Giant panda is one of the first-class protected animals in China, which the population is 

facing continuous threats such as infectious diseases and habitat fragmentation. Bacterial infection and imbalance 

of bacterial community in the genitourinary system of giant panda could affect the reproductive health, in severe 

cases, it can also lead to abortion, which is one of the causes of reproductive disorders in giant panda. In this study, 

our aim was to  examine the bacterial community composition of semen and prepuce secretion and isolate 

potential pathogenic bacteria of giant panda. [Methods] 13 of prepuce secretions and 12 of semen samples of giant 

panda were used to determine the bacteria species by 16S rRNA amplicon sequencing technique, bacterial 

separation and PCR methods. [Results] The results showed that the abundance of Firmicutes was the highest in the 

samples of prepuce and semen of giant panda at phylum level. Moreover, at the genus level, the bacterial 

community composition of prepuce was changed in different periods, Corynebacterium and Dolosicoccus were the 

most abundant microbiome in preputial samples at phase I with relative abundances of 15.45% and 12.40%, 

respectively. Streptococcus and Escherichia were the most abundant microbiome in preputial samples at phase II, 

with relative abundance of 37.94% and 9.68%, respectively. Bacteroides and Prevotella were the most abundant 

microbiome in seminal samples, with relative abundance of 14.40% and 12.88%, respectively. The results of 

bacterial diversity showed that the diversity in seminal samples was higher than that in preputial samples; there 

were no significant difference between preputial samples at stages I and stage II. Klebsiella pneumonia and other 

potential pathogenic bacteria were obtained by bacterial isolation and culture. [Conclusion] In this study, we 

analyzed the bacterial community composition of the prepuce secretions in different periods and semen of male 

giant pandas, and the dominant microbiome were different. It was hypothesized that potential pathogenic bacteria 

were in the prepuce and semen of giant pandas, which may pose a threat to the reproductive system health of giant 

panda, and the pathogenicity needs further research. 

Keywords: giant panda, prepuce, semen, 16S rRNA amplicon sequencing, microbiome 
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