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武汉单极虫感染对异育银鲫皮肤微生物的影响

杨医静1    尹    琪1    赵晓静1    魏    强1    刘新华1, 2

(1. 湖南农业大学水产学院, 长沙 410128; 2. 广东省水产动物病害防控与健康养殖重点实验室, 湛江 524000)

摘要: 研究以异育银鲫为研究对象, 通过16S rDNA高通量测序分析, 探究武汉单极虫感染对其皮肤微生物物

种组成、丰富度和多样性的影响。结果显示 , 健康组和感染组异育银鲫皮肤微生物共有30门、80纲、

188目、295科、475属、692种、939个OTUs, 其中健康组特有OTU数为308个, 感染组特有OTU数为342个。

根据α多样性分析发现, 感染组微生物多样性较健康组显著升高、丰富度显著降低; β多样性分析发现, 健康组

和感染组皮肤微生物群落结构存在显著差异。比较分析发现, 在门水平上, 健康组和感染组优势菌门均为厚

壁菌门(Firmicutes)、变形菌门(Proteobacteria)、蓝藻门(Cyanobacteria)、放线菌门(Actinobacteria)和拟杆菌门

(Bacteroidetes), 但在丰富度上存在差异; 在属水平上, 丰富度在1% 以上的有20 个属级单元, 健康组以乳球菌

属 (Lactococcus)为主 , 感染组以无色杆菌属 (Achromobacter)为主 , 分别占各组总微生物数量的58.99%和

48.67%。线性判别分析和功能预测发现, 感染组中致病菌的丰富度和微生物潜在致病性较健康组显著增加。

综上所述, 武汉单极虫感染能够引起异育银鲫皮肤微生物失调和致病菌丰富度增加, 进而可能导致细菌的继

发感染。
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硬骨鱼类的黏膜层(皮肤、鳃、肠道等)及其共

生微生物是宿主与外界环境接触的第一道屏障, 对
宿主的健康和免疫具有重要作用

[1]
。黏膜层的共生

微生物通过物质交换、能量流动和信号传递来维

持黏膜层微环境的稳态, 从而调节宿主健康状态
[2]
。

在鱼体健康状态时, 黏膜层微生物处于相对稳定的

动态平衡, 当这种平衡被打破后, 菌群失衡可能影

响鱼体健康
[3]
。鱼类终生生活在水中, 皮肤黏膜层

作为鱼类最大的黏膜层组织, 是抵御环境微生物侵

害的第一道防线, 但目前关于鱼类皮肤微生物的研

究还处于初始阶段
[1, 2]

。

寄生虫是水产养殖中主要的病原之一, 对鱼类

苗种直至成鱼各个阶段的危害都十分严重。部分

寄生虫可寄生于鱼类体表和鳃上, 对寄生处皮肤造

成机械性损伤, 并可引发皮肤充血、炎症及细菌性

继发感染
[4]
。车轮虫通过黏接盘, 破坏宿主鱼的鳃

和皮肤, 严重时可引起鱼类大规模死亡
[5, 6]

。瓦氏

黄颡鱼感染多子小瓜虫后, 皮肤出现小白点, 严重

时皮肤隆起或破溃, 导致鱼类大量死亡
[7]
。刺激隐

核虫能够引起刺激隐核虫病, 发病后鱼体表可见大

量白点, 且其具有发病速度快、传染率强、致死率

高的特点
[8, 9]

。目前对于皮肤寄生虫病的研究主要

围绕在寄生虫病原生物学、免疫应答、组织病理

等, 而对寄生虫感染所引起的细菌继发感染与致病

缺乏关注
[9—12]

。

武汉单极虫(Thelohanellus wuhanensis)寄生于

异育银鲫苗种皮肤, 可在皮肤形成大量隆起的孢囊,
严重时可导致宿主生长减缓、游动力弱、畸形、

死亡等
[13, 14]

。目前, 已有多位学者对武汉单极虫感

染临床症状、病原分离鉴定、组织病理学及生活
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史等方面开展了相关的研究, 但关于其感染后可能

引起的细菌性继发感染还尚未有相关研究报道。

本研究采用16S rDNA高通量测序技术分析武汉单

极虫感染异育银鲫后皮肤微生物多样性差异, 解析

异育银鲫感染武汉单极虫后皮肤微生物的组成、

丰富度和多样性, 比较健康组和感染组的微生物的

变化, 也为异育银鲫“肤孢子虫病”的防控积累资料。 

1    材料与方法
 

1.1   试验材料

2022年6月从湖南省常德市鼎湖区(29°10′36″E,
111°52′4″N)同一养殖池塘中随机选取健康和感染

武汉单极虫的异育银鲫各50尾, 平均体长为(3.64±
0.44) cm [体长(3.26—4.72) cm], 活鱼充氧运回湖南

农业大学水产学院疾病实验室。 

1.2   寄生虫学检查

宿主外观症状及武汉单极虫形态学观察：通

过肉眼观察发现异育银鲫体表鳞片凹凸不平, 将鳞

片拨开可见皮肤上有大量包囊。随机分离包囊制

作涂片, 置于光学显微镜下进行观察、测量、拍

照。参照指南进行测量和描述
[15], 随机选取50个成

熟孢子个体, 分别测量其成熟孢子长、宽、厚及极

囊长、宽。测量数据均以微米(μm)为单位, 结果用

平均值±标准差(变化范围)表示。同时, 将感染的组

织保存于95%酒精中, 用于后续基因组提取。

寄生虫DNA 提取、18S rDNA 序列的扩增和

测定：取95%酒精保存的皮肤组织, 用PBS缓冲液

离心洗涤2次, 按照 DNA提取试剂盒(QIAGEN, 德
国 )进行DNA提取。PCR扩增采用黏孢子虫18S
rDNA序列通用引物MyxospecF: 5′-TTCTGCCCTAT
CAACTWGTTG-3′ [16]

和18R: 5′-CTACGGAAACCT
TGTTACG-3′[17]

。PCR反应体系: 25μL 1×PCR mix-
ture(康为, 北京), DNA模板2 μL, 正反引物各2.0 μL,
加双蒸水至50 μL体系。PCR反应程序: 94℃预变

性4min,  35个循环 :  94℃ 变性1min;  46℃退火50s;
65℃延伸90s; 65℃终延伸10min。取10 μL PCR产
物经1%琼脂糖凝胶电泳检测后, 用胶回收试剂盒

(康为, 北京) 进行回收纯化, 并将目的片段连接到

pMD 18-T 载体 (TaKaRa, 日本), 再转化到感受态

细胞DH 5α 中, 50 μL/mL氨苄青霉素的LB 固体培

养基均匀涂布并培养过夜, 挑取阳性克隆, 用于测

序。测序在自动测序仪ABI  PRISM  3730  DNA
Sequencer (Applied Biosystems USA) 上完成。测序

结果通过BioEdit[18]
进行拼接, 并根据测序峰图人工

校正 (DNASTAR INC., Madisom, Wis), 将拼接完毕

的序列提交至GenBank。 

1.3   皮肤微生物

样本提取：在无菌的条件下, 随机选取健康与

感染鱼各5尾, 用镊子分离其皮肤并置于2 mL冷存

管中, 液氮速冻后–80℃冰箱保存。

皮肤微生物的DNA提取、PCR扩增及测序分

析：将皮肤样品送至上海美吉生物医药科技有限

公司进行DNA提取、扩增与高通量测序。对10个
皮肤样本进行DNA提取后, 利用NanoDrop2000平
台测定DNA浓度与纯度。合格的DNA使用通用引物

338F (5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3′)和806R
(5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′)扩增。构建

配对末端测序文库并在Illumina MiSeq (上海美吉

生物医药科技有限公司)上进行测序。 

1.4   皮肤微生物数据处理及生物学统计分析

Illumina测序得到的 PE  reads首先根据 over-
lap关系进行拼接, 同时对序列质量进行质控和过

滤, 区分样本后采用USEARCH11-uparse算法对将

相似性高于97%的序列聚类并进行分类学分析。

序列抽平后用mothur[19](version v.1.30.2)计算Alpha
多样性指数、通过Wilcoxon秩和检验分析其统计

学差异、用Qiime[20]
计算beta多样性距离矩阵, 利

用LEfSe软件
[21]
寻找差异物种并结合LDA估算每个

物种丰富度对差异效果影响的大小、BugBase进
行表型预测

[22]
并通过Wilcoxon秩和检验表型组间

差异。 

2    结果
 

2.1   武汉单极虫形态学描述和分子特征

病鱼体表有许多肉眼可见的包囊, 包囊表面出

现较多的黑色素细胞 (图  1A), 包囊直径大小为

0.8—1.5mm。形态学观察发现, 成熟孢子壳面观呈

瓜子状, 前端稍尖, 后部钝圆; 缝面观呈柠檬形, 极
囊1个, 近似球形, 位于孢子前端(图 1B)。成熟孢子

长 (22.22±1.32) μm [(19.83—24.76)  μm],  宽 (13.67±
1.00) μm  [(12.20 —16.76)  μm],  厚 (11.64±0.48)  μm

 

A 1 cm

100 μm

20 μmB

 
图 1   病鱼皮肤(A)和武汉单极虫壳面观(B)

Fig.  1    The  symptom of  gibel  carp  (C.  auratus  gibelio)  infected
with T. wuhanensis (A), scale bar=1 cm; A fresh spore of T. wuha-
nensis in the front view, scale bar= 20 μm (B)
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[(10.73—12.52)  μm]。极囊等大 , 梨形 , 长 (10.48±
0.64) μm  [(8.72 —11.79)  μm],  宽 (7.86±0.56)  μm
[(6.73—9.30) μm], 极丝圈数为7—9圈。利用黏孢

子虫通用引物成功扩增得到1730 bp 18S rDNA基

因片段，BLAST比对发现其与GenBank中武汉单

极虫序列相似性为99.25%。结合形态学观察、寄

生特性(宿主与寄生部位)及分子序列比对, 本次分

离的黏孢子虫鉴定为武汉单极虫。 

2.2   16S rDNA基因测序结果分析

对提取的10尾鱼皮肤样本进行16S rDNA高通

量测序, 10个样本一共得到有效序列542089条, 平
均长度为424 bp。在97%相似水平下对所有序列进

行聚类, 可划分为939个OTU, 隶属于30个门、80个
纲、188个目、295个科、475个属、692个种。感

染组特有OTU数为342个 , 健康组特有OTU数为

308个(图 2)。

稀释曲线可以用来判断测序数据量是否足够,
健康组和感染组稀释曲线如下(图 3)。本次测序的

10个样品, 稀释曲线逐渐趋于平缓, 说明测序数据

量已足够, 可以反映样本中绝大多数的微生物信息。 

2.3   皮肤微生物多样性分析

α多样性分析：根据皮肤微生物OTU数量, 对
其进行α多样性指数分析。群落丰富度常用Ace指
数和Chao1指数表征, 群落的多样性由以Shannon指
数和Simpson指数衡量。每组样品的覆盖度指数

(coverage)均达到0.997以上 , 表明测序结果可靠

(图 4A)。比较健康组和感染组皮肤微生物, 发现与

健康组相比感染组的Shannon显著升高, 而Ace指数

显著降低 (图 4B和4C)。
β多样性分析：通过UPGMA算法在OTU水平

上构建的层级聚类树(图 5), 分析健康组和感染组

皮肤微生物群落组成的差异性。聚类分析将样品
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图 2   各样本的韦恩图 (OTU)

Fig. 2   Venn diagram of each sample’s OTUs
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图 3   样品的稀释曲线

Fig. 3   The rarefaction curve of samples
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Fig. 4    Skin microbial Alpha diversity index
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分为两支, 健康组和感染组分别聚为一支, 表明样

品重复性较好, 且两组皮肤微生物群落结构存在差

异。通过主坐标分析(Principal co-ordinates analy-
sis, PCoA)进一步探讨健康组和感染组在属水平上

皮肤微生物群落组成的差异性(图 6)。PCoA分析

解释了两组皮肤微生物群落总差异的82.87%, 其中

PC1解释了微生物群落总差异的72.66%, PC2解释

了微生物群落总差异的10.21%。进一步证明了两

组皮肤微生物具有显著差异(P<0.05)。 

2.4   皮肤菌群差异分析

分析发现, 本研究皮肤样本共检测出5个优势

菌门 , 包括厚壁菌门(Firmicutes)、变形菌门(Pro-
teobacteria)、蓝藻门 (Cyanobacteria)、放线菌门

(Actinobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes; 图  7A)。
感染组皮肤菌群中变形杆菌门占比最多, 为79.69%,

其次为厚壁菌门、放线菌门、蓝藻门、拟杆菌门

分别占8.69%、3.52%、2.81%、1.09%。健康组的

皮肤菌群中厚壁菌门占比最多, 为74.49%, 其次为

变形菌门、蓝藻门、放线菌门和拟杆菌门分别占

20.20%、2.60%、1.51%、0.13%。在属水平上, 丰
富度在1%以上的有20个属级单元, 占两组皮肤微

生物的77.34%和93.35% (图 7B)。其中, 健康组中

占比最高为乳球菌属(58.99%), 其他占比较高的菌

属还有气单胞菌属(14.43%)、片球菌属(3.09%)、
罗姆布茨菌属(2.79%)等; 感染组中占比最高的为

无色杆菌属(48.67%), 此外占比较高的菌属还有多
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图 5   样本层级聚类分析
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图 6   皮肤微生物PCoA分析

Fig. 6   Principal coordinates analysis of skin microbiota
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Fig. 7    Relative abundance of skin microbiota
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核杆菌属(7.52%)、气单胞菌属(6.28%)、杆菌属

(3.00%)等(表 1)。 

2.5   线性判别分析

应用线性判别分析效应量 (Linear discriminant
analysis effect size, LEfSe) 分析比较健康组和感染

组皮肤微生物群落差异, 结果显示健康组和感染组

皮肤生物菌群中一共有55个类群丰富度存在显著

差异(图 8)。在感染组中变形菌门、伯克霍尔德菌

目、无色杆菌属等菌类富集, 在健康组中厚壁菌

门、乳酸菌属、链球菌科等菌类富集。 

2.6   功能预测

通过BugBase进行表型预测, 其中表型类型包

括革兰氏阳性(Gram Positive)、革兰氏阴性(Gram
Negative)、生物膜形成(Biofilm Forming)、致病性

(Pathogenic)、移动元件 (Mobile Element  Contain-
ing)、氧需求 (Oxygen  Utilizing)及氧化胁迫耐受

(Oxidative Stress Tolerant)七大类(图 9A)。
表型组间差异中显示, 感染组在革兰氏阴性、

生物膜形成、潜在致病性、胁迫耐性、耗氧性均

显著高于健康组; 健康组在移动原件、革兰氏阳

性、兼性厌氧性、厌氧性均显著高于感染组(图 9B)。 

3    讨论

皮肤是脊椎动物与其外部环境之间的主要物

理屏障, 能够防止外来病原体入侵, 同时也是共生

微生物群落栖息的场所
[23, 24]

。皮肤上的共生微生

物通过产生抑制性化合物或竞争资源来保护身体

免受可能引起疾病的短暂微生物的侵害
[23]
。鱼类

的皮肤与哺乳动物的皮肤不同, 鱼类的上皮表面有

一层黏液层, 由黏蛋白、免疫球蛋白、抗菌肽和共

生细菌组成, 它们在抵御病原体的早期防线中发挥作

用
[25]
。共生微生物的稳态是宿主保持健康的一个

关键因素。研究表明, 受到弧菌感染时, 皮肤黏膜

层受损的大西洋鲑死亡率显著高于健康组
[26]
。出

现溃疡症状的鲶皮肤微生物的多样性和丰富度低

于健康组
[27]
。细菌感染导致健康鱼和感染鱼之间

的肠道微生物群落存在显著差异
[28, 29]

。传染性造

血器官坏死病病毒使鲑肠道微生物群落组成的多

样性显著增加
[30]
。除病毒和细菌感染外, 寄生虫感

染也会改变鱼类黏膜层的微生物群落。例如寄生

虫感染导致虹鳟皮肤微生物多样性升高并证明寄

生虫能导致皮肤微生物失调
[31]
。与未受感染的鱼

相比, 受寄生虫感染的普鲁士鲤皮肤上的微生物群

的丰富度和多样性的发生显著变化
[32]
。寄生虫的

感染诱导了法兰西雅罗鱼鳍微生物群落的转变
[33]
。

鲑鱼虱的寄生扰乱了大西洋鲑的黏膜微生物群落,
使其丰富度显著降低, 多样性提高, 微生物群落组

成差异非常显著
[34]
。本研究的结果与上述研究相

似, 与健康组相比, 感染组微生物群落的多样性显

著升高而丰富度显著降低。同时, 健康组与感染组

的皮肤微生物群落结构存在显著差异。我们推测

病原(细菌、病毒和寄生虫)的入侵, 会改变黏膜层

微生物的多样性和丰富度, 从而导致微生物的失

调。丰富度和多样性的变化, 可能与病原的种类以

及宿主的物种有关。群落结构的改变说明寄生虫

感染可能调节宿主微生物组成。

健康鱼类的皮肤微生物优势菌门为变形菌

门、厚壁菌门、拟杆菌门、放线菌门、蓝细菌门,
不同种群之间存在差异

[30]
。欧鲢被寄生虫感染后,

其肠道菌群中的主要细菌门(厚壁菌门、梭菌门、

放线菌门和变形菌门)丰富度发生了显著变化
[29]
。

露斯塔野鲮被体表寄生虫感染后, 健康组和感染组

肠道菌群的丰富度和多样性差异不显著, 但感染后

肠道菌群的组成和功能发生了显著变化
[35]
。患病

的中华鲟皮肤黏膜皮肤OTUs数量均明显降低, 丰
富度和多样性均显著下降

[3]
。本研究发现, 健康组

和感染组异育银鲫皮肤微生物的优势菌门组成相

似, 但在丰富度上存在显著差别, 尤其是在厚壁菌

 

表 1   优势菌属占比

Tab. 1   proportion of dominant bacterial genera

优势菌
Dominant bacteria

健康组占比
Proportion of the
healthy group (%)

感染组占比
Proportion of the

infection group (%)
乳球菌属 58.99 0.56
无色杆菌属 2.32 48.67

气单胞菌属 14.43 6.28

多核杆菌属 0.02 7.52

不动杆菌属 0.26 2.23
unclassified_f__
Enterobacteriaceae

2.49 0.81

Clostridium_sensu_
stricto_1

2.37 0.34

norank_f__norank_
o__Chloroplast

2.68 2.15

片球菌属 3.09 0.05
norank_f__norank_
o__PeM15

2.21 1.41

Candidatus_Branchio
monas

<0.01 2.27

草螺菌属 <0.01 1.84

葡萄球菌属 0.29 1.65

乳杆菌属 1.38 0.17
Paeniclostridium 1.40 0.01

假单胞菌属 0.04 1.62

罗姆布茨菌属 2.79 0.34

杆菌属 0.15 3.00
unclassified_f__
Oxalobacteraceae

<0.01 2.95

Candidatus_Gortzia <0.01 1.03
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门(健康组: 74.49%, 感染组: 8.69%)和变形菌门(健
康组: 20.20%, 感染组: 79.69%)的丰度上。以上结

果表明, 寄生虫感染可能对主要细菌门的组成影响

较小, 但对其丰富度有较大影响。先前对哺乳动物
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Fig. 8    Histogram of LDA distribution based on LEfSe analysis
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的研究表明, 变形菌门的增加可以作为微生物结构

不稳定的标志, 并可能构成疾病诊断的潜在标准
[36]
。

在鲤感染鲤春病的研究中发现被感染鲤的皮肤、

鳃和肠道黏膜层微生物中变形菌门的相对丰富度

显著高于对照组, 并证实了该特征在硬骨鱼中的潜

在诊断价值
[37]
。厚壁菌门中大多数菌属有益于宿

主, 帮助宿主抵御病原微生物入侵
[38]
。因此, 我们

推测武汉单极虫的感染会导致异育银鲫皮肤厚壁

菌门的丰富度下降和变形菌门丰富度上升, 从而降

低宿主的免疫力并增加致病菌感染风险。

与哺乳动物和植物类似, 当鱼类共生微生物群

落平衡受到干扰时, 病原体会变得更加普遍并引起

感染和疾病
[39]
。已有研究表明寄生虫感染会使宿

主微生物群落产生变化并抑制共生菌群, 为其他病

原体在硬骨鱼皮肤中的继发感染提供机会
[31]
。海

虱感染显著扰乱了鲑皮肤微生物群的稳定性, 进而

促进病原体的入侵
[34]
。日本血吸虫感染在一定程

度上影响了肠道菌群的组成并与致病细菌的比例

增加有关, 因此可能增加患病的可能性
[40]
。基于门

级和属级皮肤黏膜微生物群落的变化, 本研究采用

LEfSe分析方法, 确定了感染后皮肤黏膜中发生显

著变化的细菌。已有研究将拟杆菌门充当疾病的

微生物特征
[36], 在武汉单极虫感染后, 皮肤中不仅

拟杆菌门的丰富度显著增加, 对人类和植物具有致

病性的伯克霍尔德氏菌属
[41, 42]

和Herbaspirillum_
huttiense[43, 44], 以及对鱼类具有致病性的不动杆菌

属
[45]
、立克氏菌属

[46]
、假单胞菌属

[47]
等丰富度也

明显增多。此外在功能预测中也发现感染组潜在

致病性显著高于健康组。以上结果表明寄生虫感

染会增加微生物中病原体的比例并可能会诱发细

菌的继发感染。

(作者声明本文符合出版伦理要求)
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SKIN MICROBIOTA ANALYSIS OF GIBEL CARP (CARASSIUS AURATUS
GIBELIO) INFECTED BY THELOHANELLUS

WUHANENSIS XIAO & CHEN, 1993

YANG Yi-Jing1, YIN Qi1, ZHAO Xiao-Jing1, WEI Qiang1 and LIU Xin-Hua1, 2

(1. College of Fisheries, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, China; 2. Guangdong Provincial Key Laboratory of
Aquatic Animal Disease Control and Healthy Culture, Zhanjiang 524000, China)

Abstract: Thelohanellus  wuhanensis Xiao  &  Chen,  1993,  a  pathogen  of “skin  myxosporidiosis”,  infects  the  skin  of
gibel carp (Carassius auratus gibelio), and can cause significant mortality in juvenile fish. Currently, researches on T.
wuhanensis has primarily focused on its identification, pathogenicity, and life cycle, with little attention has been paid
to the potential  bacterial  secondary infections it  may cause.  Here,  the  skin microbiota  analysis  (including the species
diversity,  composition,  and abundance)  of Carassius  auratus  gibelio infected by T.  wuhanensis was  conducted using
high-throughput 16S rDNA sequencing. The results indicated that both the healthy and infected groups of C. auratus
gibelio possessed a total of 939 Operational Taxonomic Units (OTUs) were obtained, belonging to 30 phyla, 80 classes,
188  orders,  295  families,  475  genera,  and  692  species.  The  healthy  group  had  308  unique  OTUs,  while  the  infected
group had 342 unique OTUs. The α-diversity analysis revealed significantly higher microbial diversity but significantly
lower  richness  in  the  infected  group  compared  with  the  healthy  group.  In  addition,  the  β-diversity analysis  demon-
strated significant differences in the structure of skin microbial communities between the healthy and infected groups.
At the phylum level,  Firmicutes,  Proteobacteria,  Cyanobacteria,  Actinobacteria,  and Bacteroidetes were the dominant
taxa in both the healthy and infected groups, although differences in abundance were observed. At the genus level, 20
genera exhibited a relative abundance exceeding 1%. The dominant genus in the healthy group was Lactococcus, while
Achromobacter was the most prevalent in the infected group, representing 58.99% and 48.67% of the total  microbial
abundance,  respectively.  The  results  of  the  linear  discriminant  analysis  (LDA)  and  functional  prediction  indicated  a
significant increase in both the abundance of pathogenic bacteria and the potential  pathogenicity of the microbiota in
the infected group in comparison to the healthy group. In conclusion, the infection of T. wuhanensis can disrupt the skin
microbiota of C. auratus gibelio, leading to the possibility of secondary bacterial infection.

Key words: Skin microbiota; Diversity; 16S rDNA; Thelohanellus wuhanensis
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