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摘
"

要"目的
"

探讨海上长远航作业环境对作业人员皮肤共生微生物的影响!以及皮肤共生微生物与宿主

之间的相互关系%方法
"

采集长远航作业人员作业前后脐周微生物样本!经
)&WF"2#%,

区段扩增并测序和

全宏基因组鸟枪法高通量测序#分析菌群结构'种类和微生物代谢功能改变#采集长远航作业与岸基作业人员

外周血!进行血常规分析%结果
"

海上航行
)'3A

后!长远航作业者脐周微生物群落多样性减小#硬壁菌门相对

丰度升高!变形菌门相对丰度降低#葡萄球菌属相对丰度升高!而棒状杆菌属相对丰度降低!差异具有统计学意

义"

!

%

'+'3

$%特别是表皮葡萄球菌'金黄色葡萄球菌等致病菌或条件致病菌相对丰度显著增高%功能基因分

析提示!长远航作业后期脐周微生物感染相关基因表达升高%与岸基作业人员相比!长远航作业组外周血淋巴

细胞异常升高人员的比例显著增高!差异有统计学意义"

!

%

'+'3

$%结论
"

脐周皮肤共生微生物可能反映海上

长远航作业者的健康状况%

关键词"长远航#

"

宏基因组#

"

二代测序#

"

皮肤微生物
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""

海上高温)高湿)船体颠簸%且淡水和蔬果摄入减

少及特殊环境影响长远航海员的生理和心理健

康&

)=*

'

(皮肤是人体抵御外界感染的重要屏障%皮肤

表面存在大量的共生微生物群落%对维护皮肤健康和

调节免疫功能具有重要作用&

-=,

'

(体表共生微生物与

宿主间的平衡一旦被破坏%可能引发皮肤疾病%甚至

全身性感染(基于分离培养和代谢产物特征的传统

微生物鉴定方法通量有限%大部分微生物处于分析鉴

定的检测盲区&

3

'

(基于二代高通量测序和生物信息

学分析的宏基因组学技术可同时获得样本中包括不

易培养)低丰度和无法分类的所有微生物的种类)群

落结构和代谢潜能等信息&

&

'

(本研究对长远航海员

脐周皮肤微生物样本进行共生微生物的宏基因组学

分析%探讨海上作业对人体皮肤共生微生物的影响%

以及微生物与宿主健康的关系(

F

"

资料与方法

F+F

"

一般资料
"

在知情同意前提下%选取海上连续

航行
)'3A

的长远航作业人员
)<'

例作为研究对象%

分别在起航前
)A

与任务结束船舶靠岸当日采集外周

静脉血
-I6

%用于血常规分析(从该人群中选取男

性
),

例%年龄
*)

!

,)

岁%平均
*<

岁%采集脐周微生

物样本用于宏基因组测序分析(同时%选取性别)年

龄匹配的岸基作业人员
*''

例作为对照%采集外周血

-I6

%用于血常规分析(

F+G

"

仪器与试剂
"

高通量宏基因组测序平台采用
RL=

L@I:4H

公司提供的
Z:WD

Q

测序仪和
6:GD0DEC4>L>

5B

公司提供的
R>40>FFD4?

测序仪+

0CDFI>$:;CDFWE:=

D4?:G:E;

公司提供
2H4>AF>

K

.'''

微量紫外分光光度

计和小型低温台式离心机+

0([Z2(

公司提供
0[=

3'''

聚合酶链反应#

U["

$扩增仪+

YR#S(2

公司提

供基因组提取试剂盒和
U["

产物纯化试剂盒(

F+H

"

方法

F+H+F

"

微生物样本采集
"

在洗澡前采集脐周皮肤微

生物样本%即将拭子伸入脐内旋转
)'

次左右%然后将

拭子浸入采样液中%于
P.'\

保存用于宏基因组分析

F+H+G

"

微生物基因组提取
"

样本于冰上解冻后混

匀%

)*'''

5

离心
3I:4

后弃上清(用基因组提取试

剂盒%按说明书提取微生物基因组
12#

%经紫外分光

光度计定量后于
P*'\

保存备用(

F+H+H

"

微生物
)&WF"2# %,

区段测序和数据分

析
"

通过
RLL@I:4HZ:WD

Q

高通量测序仪分析细菌
)&W

F"2#

序列(微生物基因组
12#

经
3)3$

"

.'&"

引

物扩增
)&WF"2#%,

区段%每份样本的反向引物包

含
&N

K

标签序列%以便区分不同样本(经混样)建库

后用双末端测序法测序(用
$6#WZ

软件拼接原始

测序结果%拼接后的序列用
YRRT(

软件包和
_U=

#"W(

软件进行数据分析(相似性大于
8<7

的序列

为同一操作分类单元(

F+H+I

"

细菌全宏基因组鸟枪法测序和数据分析
"

细

菌
12#

构建文库%每个样本中插入序列长度约为

-''N

K

%分别于
R>40>FFD4D?

和
RLL@I:4HT:;D

Q

高通

量测序平台上进行全基因组测序%测序结果用宏基因

组亚系统技术快速注释软件#

TS="#W0

%版本
-+-

$

分析(初始数据经质控分析%去除宿主
12#

(采用

最低相似度分析方法#

6[#

$进行物种分析并与美国

国立生物技术信息中心#

2[!R

$数据库比对(分析阈

值!

D

值最大为
)'

P3

%相似度最低为
.'7

%最短比对长

度为
)3N

K

(

F+I

"

统计学处理
"

采用
WUWW)8+'

统计学软件进行

分析%计量资料以
I D̀

表示%组间比较采用秩和检

验%定性资料组间率的比较采用
!

* 检验+

!

%

'+'3

表

示差异有统计学意义(

G

"

结
""

果

G+F

"

)&WF"2#

和全宏基因组测序数据概述
"

应用

RLL@I:4HZ:;D

Q

测序平台对
)*

名长远航海员%长远航

前后共
*,

份脐周微生物样本进行
)&WF"2#

测序分

析%了解微生物样本中细菌群落的改变%获得脐周微

生物群落结构组成(平均每个样本产生
3-&)<

个测

序读段%其中
,.',<

个测序读段通过质控%平均长度

为
*3-4?

(用检测到的微生物种类数量绘制稀释曲

线并评价测序样本内所有覆盖的微生物种类(结果

显示脐周微生物样本测序均达到或接近平台期%测序

深度基本覆盖了样品中所有的物种%见图
)#

(其次%

进一步对
*

名海员的长远航前后共
,

份脐周微生物

样本进行全宏基因组测序%平均每个样本得到
-.,'

'.*

个序列%其中
*)3)&<8

个序列通过了质控%平均

长度为
)-,N

K

(稀释曲线显示靠近横坐标右侧%曲线

趋于平缓提示测序覆盖全部微生物种类%见图
)!

(

G+G

"

长远航后个体间脐周微生物群落多样性减

少
"

质控分析结果显示%

)&WF"2#

和全基因组测序

数据质量高%在此基础上分析长远航前后脐周共生微

生物群落的改变(使用称为-

_4:$FHE

距离.的度量方

法分析样品间序列的进化信息%比较样品在特定进化

谱系中的微生物群落差异(其中%基于非加权
_4:$=

FHE

距离的主坐标分析#

U[>#

$%即对多维数据降维后

提取数据中最主要元素和结构%选取贡献率最大的主

坐标组合作图%横)纵坐标分别为贡献最大的两个主

成分%每个主成分对总体差异的贡献值以其后的百分

比表示%分析长远航后不同个体脐周微生物的变化趋

势(不同个体间脐周微生物群落结构构成越相似%它

们在
U[>#

图中的距离就越近(长远航前样本中%不

同个体的点散在分布于
U[>#

图中%提示不同个体脐

周微生物菌群结构差异较大%而长航后样本分布范围

缩小%见图
*#

(全宏基因组测序结果也提示长远航

后个体间的距离减小%见图
*!

(值得注意的是%长远

航前后的样本分部于坐标的不同区域%提示长远航后

不仅个体间差异减小%脐周微生物群落整体结构也发

生了改变(

*

&
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""

注!图
)#

为长远航前后
*,

个样本
)&WF"2#

测序样本稀释曲线+

图
)#

中#

)

$为长远航前样本+#

*

$为长远航后样本+图
)!

为长远航前

后两个个体全宏基因组测序样本稀释曲线+图
)!

中#

)

$为一号志愿者

在长远航前样本+#

*

$为一号志愿者在长远航后样本+#

-

$为二号志愿者

在长远航前样本+#

,

$为二号志愿者在长远航后样本

图
)

""

长远航前后脐周微生物测序样本稀释曲线

""

注!

#

为
)&WF"2#

测序结果+

!

为全基因组测序结果(#

)

$为长

远航前样本集中区域%以虚线圆圈表示%其中的圆点代表长远航前样

本+#

*

$为长远航后样本集中区域%以实线圆圈表示%其中的方块代表长

远航后样本

图
*

""

长远航前后脐周微生物
U[>#

分析

G+H

"

长远航后脐周微生物种类变化
"

分析长远航前

后脐周微生物
)&WF"2#

测序结果%长远航前以变形

菌门为主%占所有细菌的
,'+*87

%平均为#

,'+*8`

**+.<

$

7

+其次为硬壁菌门%占
-*+,<7

%平均为

#

-*+,<̀ )*+8*

$

7

+以 及 放 线 菌 门%其 比 例 为

*-+)87

%平均#

*-+)8`)8+,)

$

7

(长航后硬壁菌门

比例升高%为所有细菌的
<,+3)7

%平均为#

<,+3)`

*3+))

$

7

+而变形菌门比例降低%为所有细菌的

.+)'7

%平均为#

.+)'̀ )3+.&

$

7

%差异具有统计学意

义#

!

%

'+'3

$(进一步从菌属水平分析高丰度细菌在

长远航前后比例变化%结果显示长远航前以葡萄球菌

属和棒状杆菌属为主%其比例分别为
*<+..7

)平均为

#

*<+..̀ <+,.

$

7

和
).+,*7

)平 均 为 #

).+,*̀

3+3&

$

7

+长远航后葡萄球菌属比例升高至
&3+.*7

%

平均为#

&3+.*̀ <+*-

$

7

%而棒状杆菌属比例下降到

'+<)7

%平均为#

'+<)̀ '+-8

$

7

%差异均有统计学意

义#

!

%

'+'3

$(

全基因组测序可得到样本中更为准确的微生物

种类信息%鉴定水平可精确到物种水平(全基因组测

序结果显示长远航前后细菌均占脐周微生物总数的

887

以上(以细菌为例%长远航后硬壁菌门占优势%

由长远航前的
3,+887

升至
8,+)&7

(在菌属水平与

)&WF"2#

结果一致%长远航后比例上升最为显著的

是葡萄球菌属%由
*+-)7

升至
.<+))7

(在葡萄球菌

属中比例最高的为表皮葡萄球菌%由
'+)37

升至

*)+<<7

(值得注意的是致病菌金黄色葡萄球菌比例

升高%由
'+',7

升至
'+&.7

(

G+I

"

长远航后与人类疾病相关的微生物基因比例升

高
"

全基因组测序不仅能了解详细的微生物种类信

息%还可提供样本中的微生物功能基因信息(进一步

对脐周微生物组的基因进行功能注释和分类%计算不

同类型的功能基因在所有功能基因中所占的比例(

长远航前后约一半以上基因与代谢相关%长远航前比

例为
33+)*7

%长远航后为
3&+.,7

+其次是与环境相

关基因%长远航前比例为
).+,<7

%长远航后为

)<+'*7

+以及与遗传相关的基因%其长远航前比例为

*'+&*7

%长远航后为
*'+''7

+与细胞活动相关的基

因在长远航后比例下降%由
-+887

下降至
)+,87

+值

得注意的是%与人类疾病相关的基因%在长远航后期

比例显著增加%由
)+*37

增至
*+&37

(其中%感染性

疾病相关基因增加尤为明显%由
'+8,7

增至
*+--7

(

提示随着海上航行时间延长%个体患传染性疾病的风

险可能增加(

G+J

"

长远航作业人员外周血淋巴细胞比例检测
"

脐

周皮肤微生物组的功能分类分析提示%长远航后与感

染性疾病相关的基因比例增加(为了解共生微生物

中疾病相关基因增加与宿主健康的关系%进一步检测

了长航作业人员#

.b)<'

$与岸基作业人员#

.b*''

$

血常规(结果表明在淋巴细胞百分比这一检测项目%

长远航海员中维持在正常区间#临床检验取
*'7

!

,'7

区间为正常范围$的船员所占的比例低于岸基作

业人员%异常增高的船员比例则高于岸基作业人员%

*

<

*
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差异具有统计学意义#

!b'+''*

$%见表
)

(提示长期

海上作业者可能伴随一定的免疫功能失调(

表
)

""

长远航作业人员淋巴细胞比例比较&

.

$

7

%'

工作人员
.

偏低 正常 偏高

岸基作业人员
*'' 3

#

*+3'

$

)33

#

<<+3'

$

,'

#

*'+''

$

长远航作业人员
)<' *

#

)+).

$

)'<

#

&*+8,

$

&)

#

-3+..

$

H

"

讨
""

论

""

海上长期航行中%由于环境高温)高湿且作业工

作强度大%以及海员缺乏身体锻炼)生物节律变化等

原因%可能导致微生物多样性减少%致病菌或条件致

病菌比例增加%微生物代谢活性降低%为人类提供营

养物质减少(皮肤表面共生着包括细菌)真菌和病毒

等大量微生物%它们参与宿主免疫调节)病原菌防御

等生理功能(肚脐位置特殊%脐周皮肤不易被日常擦

拭清洗%可最大程度反映皮肤微生物群落的天然状

况(为了解海上长远航作业者皮肤共生微生物改变

对皮肤生态%以及宿主免疫系统的影响%本研究结合

)&WF"2#

和全基因组测序分析长远航海员脐周微生

物群落结构与功能基因的改变%结果提示长远航前后

脐周微生物的变化可能与人体免疫系统的调节相关(

人体共生微生物群体很大程度上受周围环境的影响%

海上作业环境与陆地存在显著差异(作业人员在海

上航行过程中%接触的外界因素有限%不同个体仅受

有限的外界环境因素影响%个体之间共生微生物多样

性降低(研究者曾比较分析了长远航前后作业者口

腔颊黏膜微生物宏基因组改变&

<

'

(发现长远航后作

业者口腔颊黏膜微生物多样性显著降低%不同个体之

间的差异减小(以硬壁菌门和链球菌属为主%长远航

后二者的比例均进一步上升(在菌属比例%葡萄球菌

属在长远航后比例显著增高%棒状杆菌属比例则显著

下降(长远航后部分条件致病菌比例上升(微生物

全基因组测序结果提示长远航后口腔颊黏膜样本中

存在大量未分类细菌#

&8+,&7

$(测序结果经京都基

因组百科全书通路和微生物功能基因注释分析提示%

长远航后期微生物参与三大物质代谢和叶酸合成代

谢的功能基因数量下降(进一步分析作业者血清叶

酸水平%发现长远航后期血清叶酸水平下降%与微生

物参与叶酸合成酶类数量下降趋势呈正相关(微生

物种类分析发现长远航后期致病和条件致病微生物

比例增高%而长远航后作业人员外周血粒细胞与淋巴

细胞比值下降%平均血红蛋白浓度降低(长远航后期

共生微生物叶酸合成活性和作业者血清叶酸水平降

低%对作业者健康具有一定影响(采用作业者口服补

充多种维生素和微量元素%以及增加靠港次数及时补

充蔬果等措施后%可以有效恢复血清叶酸水平(本研

究则探讨了人体体表共生微生物在长远航前后的变

化(在长远航后期个体间皮肤微生物构成差异降低%

微生物构成改变%趋势与口腔颊黏膜微生物组在长远

航后出现的趋势一致&

.=8

'

(此外%长远航期间人员也

只在一个小群体中互相接触%起居饮食单一%因此个

体间皮肤微生物可能也存在彼此趋同的趋势(进一

步探讨微生物属水平的变化%发现在长远航前脐周微

生物中葡萄球菌属和棒状杆菌属比例较高%这与相关

文献报道一致&

)'

'

(脐周部位相对较潮湿%适合葡萄球

菌属和棒状杆菌属生长(长远航后葡萄球菌比例显

著上升%而棒状杆菌比例下降(海上环境潮湿%但空

气中含盐量较高%可能抑制棒状杆菌增殖(而葡萄球

菌则对高盐环境有较高的耐受度%甚至可利用汗液中

的尿素作为营养成分&

))

'

%因此更能适应海上高湿高盐

的环境而大量增殖(对全基因组测序样本的深入分

析发现%在葡萄球菌属中表皮葡萄球菌的增长尤为明

显(表皮葡萄球菌是重要的皮肤共生微生物%一方面

它可通过大量定植于皮肤表面%抵御外来病原菌侵

袭%另一方面它可通过激活
06"*

通路诱导角质细胞

分泌产生抗菌肽%其自身也可分泌酚溶解调控蛋白作

为抗菌肽抵御其他病原菌的侵入&

)*=)-

'

(此外%表皮葡

萄球菌可分泌丝蛋白酶
(;

K

%能抑制金黄色葡萄球菌

生物膜生长%同时刺激人
$

=

防御素的抗菌效应&

),

'

(金

黄色葡萄球菌是人类重要的病原菌%可引起皮肤感

染)呼吸系统疾病和食物中毒&

)3

'

(研究发现在过敏性

皮炎患者未治疗部位%表皮葡萄球菌和金黄色葡萄球

菌比例增高%提示葡萄球菌属的不同菌种间存在复杂

的相互调控机制&

-

'

(长远航后期皮肤中葡萄球菌属

比例显著增高%包括致病性金黄色葡萄球菌%提示脐

周微生物组成改变%致病菌增加可引起作业人员易患

皮肤疾病%这也与长远航海员通常皮肤疾病高发的观

察一致(全宏基因组测序分析长远航前后脐周微生

物功能基因比例改变%发现长远航后期与人类疾病相

关的基因%尤其是感染性疾病相关的基因比例增高%

这可能与病原菌如金黄色葡萄球菌比例增高有关或

病原菌致病机能代谢活跃%提示长远航后期海员患感

染性疾病的风险增加(

与岸基作业人员相比%长远航作业人员淋巴细胞

百分比异常增高的人员比例显著高于岸基作业人员%

提示长远航作业人员免疫系统平衡改变(共生微生

物可参与调节免疫系统功能%表皮葡萄球菌可通过与

0>LL

样受体结合而缓和炎性反应)促进伤口愈合&

)&

'

(

通过小鼠模型研究发现%皮肤共生菌能够与皮肤内的

免疫系统相互作用%进而引起相应的免疫应答(表皮

葡萄球菌移植于小鼠皮肤后%

[1.

g

0

细胞的数量增

加%而
[1.

g

0

细胞能生产化学信使白细胞介素
)<#

#

R6=)<#

$

&

)<

'

(本研究发现表皮葡萄球菌与宿主淋巴

细胞比例同时增高%推测在长远航状态下表皮葡萄球

菌比例增高%可能刺激免疫系统产生并活化
[1.

g

0

细胞%导致淋巴细胞总量增高(

皮肤共生微生物帮助人体抵御外来病原菌并参

*

.

*
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与人体免疫系统调节%对人体健康发挥重要作用(本

研究发现长远航后脐周微生物中病原菌比例升高%微

生物感染性基因比例升高+与岸基作业人员相比%长

远航作业人员的免疫系统平衡发生改变(提示长远

航离港前应针对由于某些致病菌或条件致病菌大量

增殖%可能导致皮肤感染比例增加%需采取一定的预

防措施+在作业期间%作业人员应调整膳食结构%合理

安排作息时间%适当参加体育锻炼%及时调整心理状

态%提高机体免疫力(远海作业%机体共生微生物种

类与比例信息或许可以作为反映作业者健康状况的

窗口(
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