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文蛤外套膜黏液菌群分析及其在弧菌
胁迫下的代谢响应研究
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院 现代农学院，浙江 宁波，315101；3. 浙江万里学院宁海海洋生物种业研究院，浙江 宁海 315604)

摘要：文蛤外套膜组织及其黏液在防御病原体中起着重要作用，然而它们自身固有菌群组成和功能与

宿主免疫之间的潜在联系尚不清晰。本研究采用 16S rRNA 基因高通量测序技术，比较分析健康文蛤

外套膜组织（M 组）与外套膜黏液（N 组）的菌群组成及潜在功能，利用非靶向代谢组学（UHPLC-
Q-TOF/MS）分析弧菌胁迫下黏液代谢物变化，并通过斯皮尔曼相关性分析联合菌群与代谢物数据，

初步探索菌群与宿主免疫的潜在关联。结果显示，外套膜和黏液的菌群存在显著生态位分化：外套膜

的菌群丰富度更高，以螺旋体门（Spirochaetota）为绝对优势菌；黏液的菌群均匀度更高，以变形菌门

（ Proteobacteria） 和 拟 杆 菌 门 （ Bacteroidota） 为 主 ， 并 显 著 富 集 了 弧 菌 属 （ Vibrio）、 黏 着 杆 菌 属

（Tenacibaculum）与黄杆菌属（Flavobacterium）等具降解多糖或潜在致病能力的类群。功能预测显

示，黏液菌群在半胱氨酸 /甲硫氨酸代谢、氧化磷酸化等免疫与能量通路中更为活跃。弧菌胁迫下代

谢组结果表明，黏液中存在琥珀酸、丙酸、苯丙氨酸等多种免疫相关代谢物；菌群与代谢物相关性分

析揭示了固有微生物与宿主代谢物的紧密联系，如海单胞菌属（Marinomonas）与尿嘧啶强正相关，

黄杆菌属与硝酸盐强负相关。综合表明，外套膜−黏液作为一个动态界面微环境，其特定菌群结构可

能通过与宿主代谢互作，为机体应对病原体入侵提供了免疫准备。
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 1　引言

海水贝类是对海洋碳汇形成和河口生态稳定具

有重要意义的类群，它们主要栖息在微生物丰富的浅

海或滩涂，并时刻面临致病菌威胁 [1]。其中弧菌是导

致其大规模死亡的主要病原体，也是制约整个贝类养

殖发展的最致命原因 [2−3]。作为无脊椎动物，双壳贝

类具有开放式循环系统，营滤食生活。其组织定植着

复杂的共附生微生物，这些微生物对宿主的物质代

谢、能量平衡和免疫功能等起重要作用 [4−5]。对于多

数贝类而言，免疫系统主要依赖外部屏障来阻止病原

微生物侵入，如贝壳、体表、外套膜及腔隙表面分泌

的黏液等的保护作用；当屏障被破坏，才会启动一系

列的先天性免疫防御 [6]。其中贝类外套膜位于软体
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部外层，直接与外界水环境接触，不仅能物理阻隔外

来颗粒或寄生虫，其组织中还含有丰富的黏液细胞，

在病理或异常情况下黏液分泌量增多，在免疫过程中

发挥重要作用 [7−14]。已有研究证实，贝类外套膜组织

及其黏液含有独特的细菌群落，其外套膜和黏液中的

共生菌群在抵御外来病原菌等免疫防御中发挥着重

要作用[4, 8]。

文蛤（Meretrix meretrix）作为典型的底栖贝类，主

要栖息在潮间带及浅海泥沙质滩涂环境。由于活动

的局限性与滤食生存策略，导致文蛤直接且长期暴露

于开放水体中，同样面临多重胁迫。其中副溶血弧菌

是文蛤的一种破坏性病原体，对其养殖业造成了巨大

的经济损失 [9−10]。研究表明，文蛤急性患病感染后，

应激保护能力提升，鳃、外套膜等体表酸性黏液分泌

显著增加，新生黏液细胞也会持续分化增殖，进而能

够有效减轻病原体侵袭损伤 [11−13]。Yue 等 [14] 发现文

蛤外套膜可内源性分泌并储存红霉素，并且红霉素可

以随黏液分泌到体外发挥抗菌作用。然而，关于文蛤

外套膜及其黏液自身固有菌群组成、功能及其与宿

主代谢、免疫的潜在联系，目前尚未系统研究。

截至目前，16S rRNA 基因高通量测序技术已被

广泛用于解析水产动物组织及黏液菌群鉴定、免疫

防御机制研究。对虹鳟（Oncorhynchus mykiss）黏膜共

生菌群进行测序，发现节杆菌属（Arthrobacter）和冷杆

菌属（Psychrobacter）直接参与抗真菌免疫 [15]。此外，

代谢组学能够反映宿主在特定生理或病理状态下的

代 谢 表 型 ， 进 而 揭 示 其 免 疫 防 御 机 制 。 海 月 水 母

（Aurelia coerulea）应激分泌的黏液通过小分子代谢物

与免疫蛋白的协同作用实现自我保护，共同发挥调节

功能[16]。研究表明，宿主代谢物和菌群之间存在很强

的相关性 [17]，代谢物既可能是菌群结构的调控信号，

菌群也可能参与代谢物的转化。如乌鳢（Channa ar-
gus）的皮肤黏液能通过干扰三羧酸循环与氨基酸合

成，来抑制金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）的

代谢并破坏其生物膜[18]。因此，将细菌群落与代谢组

整合分析可显著提升对宿主−环境互作的解析能力，

并在生态风险评估与健康监测中展现出广阔的应用

前景[19−20]。

为探究文蛤外套膜微生态系统的响应规律及化

学防御机制，本研究采用微生物组−代谢组联合分析

策略。首先，通过 16S rRNA 基因高通量测序，解析健

康文蛤外套膜组织与黏液中菌群的群落特征，建立微

生态基线；随后开展弧菌胁迫实验，利用非靶向代谢

组学技术，对比分析黏液在副溶血胁迫前后的代谢谱

差异，筛选关键差异代谢物；最后，关联群落基线与黏

液代谢组动态变化，从微生物−代谢物互作层面，阐释

共生菌群的潜在功能、挖掘抗菌代谢标志物，为揭示

文蛤微生态免疫防御机制提供理论依据与研究视角，

同时也为深入探究贝类外套膜−黏液免疫机制奠定理

论基础。

 2　材料与方法

 2.1    实验材料

2024 年从浙江万里学院宁海海洋生物种业研究院

育种基地采集 2 龄健康文蛤 500 粒，规格为壳长（43.23 ±
6.24）mm、壳宽（26.28 ± 2.72）mm、壳高（35.54 ± 4.53）mm、

体重（26.88 ± 3.68）g。实验前，将文蛤暂养 7 d，控制

海水温度（23 ± 1）℃，盐度 22 ± 1，每天全换水 1 次，每

天早晚各投喂 1 次小球藻（Chlorella vulgaris）。暂养

后，挑选活力强的文蛤 200 粒，随机分为实验组（弧菌

胁迫）和对照组。实验组：将文蛤置于 1×108 CFU/mL
副溶血弧菌（Vibrio parahaemolyticus）（索莱宝，菌株编

号 ATCC17802）海水中，持续胁迫  96 h；对照组：将文

蛤置于正常养殖环境，与实验组同步培养。实验期间

的养殖条件与暂养相同。

16S rRNA 基因扩增子测序：96 h 后，随机采集对

照组文蛤 5 粒，将其置于无菌操作台上，无菌滤纸吸

干外套膜表面海水后，用无菌刮刀刮取文蛤外套膜黏

液，依次标记为黏液（N1～N5）；再取其外套膜组织，

标记为外套膜（M1～M5），液氮速冻后−80℃ 保存。

代谢组分析：96 h 后，分别从对照组和实验组各

随机选取 30 粒文蛤，每组设  6 个生物学重复（n = 6），

每个重复样本由同一组的 5 粒文蛤的外套膜黏液混

合而成，样品装入无酶  EP 管，分别标记为对照组黏

液 （ C1～ C6） 和 实 验 组 黏 液 （ E1～ E6）， 液 氮 速 冻 后

−80℃ 保存。

组织学分析：96 h 后，分别取对照组和实验组文

蛤各 3 粒，活体解剖取外套膜组织，置于 4% 多聚甲

醛固定、保存。

 2.2    文蛤外套膜和黏液 DNA 提取、16S rRNA 基因扩

增及高通量测序分析

使用 VAMNE stool/soil DNA Extraction Kit 分别提

取文蛤外套膜和黏液总 DNA，用酶标仪（Gene Com-
pany Limited，Synergy HTX）进行 DNA 定量。以正向

引物 338F（5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3'）、反向

引物 806R（5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'）对 16S
rRNA 基因 V3～V4 区进行扩增，PCR 程序为：95℃ 预

变性 5 min；25 个循环（95℃ 30 s，50℃ 30 s，72℃ 40 s）；
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72℃ 延伸 3 min。采用磁珠法（VAHTSTM DNA Clean
Beads）纯化目标区域 PCR 产物（10 μL 体系按 10∶8
比例与磁珠结合，经 80% 乙醇清洗后重悬洗脱）。以

纯 化 PCR 产 物 作 为 模 板 ， 用 含 Index 的 接 头 引 物

（MPPI-a/b）进行 Solexa PCR 扩增（20 µL 体系，10 个循

环），构建测序文库。文库经 Illumina NovaSeq 6000 测

序，原始数据经 Trimmomatic 过滤、 cutadapt 去引物，

最终通过 QIIME2（2020.6）的 DADA2 流程进行去噪、

拼接及嵌合体去除，获得高质量非嵌合序列用于后续

分析。

 2.3    文蛤外套膜组织结构观察

取保存于 4% 多聚甲醛的文蛤外套膜组织（n = 3），

随后经系列梯度乙醇脱水、二甲苯/正丁醇透明，石蜡

包埋，制备成 4 μm 厚的连续切片。切片经二甲苯脱蜡、

梯度乙醇水化后，分别进行两种组织化学染色：（1）AB-
PAS 染 色 （ Alcian  Blue-Periodic  Acid  Schiff  staining）：

采用阿利新蓝−过碘酸雪夫法。切片依次经阿利新蓝

（10 min）、氧化剂（5 min）、Schiff 试剂（10 min）染色，

部分切片辅以苏木素复染细胞核，以区分酸性粘多糖

（阿利新蓝，蓝色）与中性黏多糖 /糖原等（PAS，紫红

色 ）。（ 2） Masson 三 色 染 色 （ Masson’s trichrome stain-
ing）：采用丽春红品红−苯胺蓝法。切片依次经丽春

红品红（5 min）、磷钼酸（2 min）、苯胺蓝（2 min）染色，

以区分胶原纤维（苯胺蓝，蓝色）与肌纤维、纤维素等

（丽春红品红，红色）。所有染色步骤间均经充分洗涤，

染色完成后常规脱水、透明，中性树胶封固。封固后

的切片置于 Nikon 80i 荧光显微镜明场下观察、拍照。

 2.4    文蛤黏液的非靶向代谢组学分析

将文蛤正常组和弧菌胁迫组的外套膜黏液（96 h）

样品经 4℃ 解冻后，依次经甲醇/乙腈提取、离心、真

空干燥及乙腈水溶液复溶处理，最终取上清液进行质

谱分析。采用 Agilent 1290 UHPLC 系统和 HILIC 色谱

柱，在 25℃ 柱温下进行分离。流动相为：（A）含 25 mmol/L
乙酸铵与 25 mmol/L 氨水的水溶液，（B）含乙腈，流速

0.5 mL/min，进样量 2 μL。样品于 4℃ 自动进样器中

保存，分析时按随机顺序进样，并插入 QC 样本以监控

系统稳定性。使用 AB Triple TOF 6600 质谱仪在正、负

离子模式下采集一、二级质谱图。离子源参数：Gas1/
Gas2：60，CUR：30，温度 600℃，ISVF：±5 500 V。扫描

范围：一级全扫描 m/z 60～1 000，累积时间 0.20 s/spectra；

二级扫描 m/z 25～1 000，累积时间 0.05 s/spectra。采用

IDA 模式获取二级图谱，DP：± 60 V，碰撞能量（35 ± 15）eV，

每周期监测 10 个候选离子。原始数据经 ProteoWizard
转换.mzML 格式后，采用 XCMS 程序进行峰识别、保留

时间校正与峰面积提取（参数：centWave m/z = 10 × 10−6,
peakwidth = c（10, 60）。随后对数据进行代谢物鉴定

及预处理，包括删除缺失值大于 50% 的离子峰、KNN
填充、并过滤 RSD 大于 50% 的 feature，以供后续分析。

 2.5    数据分析

使用 USEARCH（v10.0）在 97% 相似性水平下对

序列进行聚类生成 OTU，并以总序列数的 0.005% 为

阈值进行过滤[21−22]。利用 QIIME2 分析 Alpha 多样性，

并基于 Bray-Curtis 距离通过 R 语言进行主坐标分析

（PCoA）和 NMDS 分析。利用 QIIME 软件生成不同分

类水平上的物种丰度表。外套膜与黏液样本间的菌群

差异显著性采用单因素方差分析（One-way ANOVA）进

行检验。以 p ≤ 0.05 为差异具有统计学意义的标准。

利用 LEfSe 进行差异菌群的线性判别分析，最终确定

两组间的标志性差异微生物类群。采用 PICRUSt2 基

于 OTU 表预测细菌功能，并与 KEGG 数据库比对获

得代谢通路信息。使用 ropls 包对代谢组数据进行聚

类分析和 PLS-DA 建模，以 VIP ≥1、FC ≥2、FC ≤0.5
且 p ≤ 0.05 为标准筛选差异代谢物。通过 KEGG 富

集分析（Q ≤ 0.05）鉴定显著代谢通路。以相对中介

中心性（ relative betweenness centrality）表征通路的拓

扑特征并分析差异代谢物富集通路的统计学显著

性。最后利用斯皮尔曼相关分析探究主要细菌类群

与差异代谢物间的关联性。

 3　结果

 3.1    文蛤外套膜和黏液菌群差异分析

 3.1.1    16S rRNA 基因测序和菌群多样性分析

通过对文蛤外套膜和黏液 10 个样本的 16S rRNA
基因 V3～V4 区测序，共获得 611 600 对 reads，质控后

得到 571006 条高质量序列，各样本序列数介于 46 81
7 至 57 101 之 间 。 所 有 序 列 经 聚 类 共 生 成 2 346
个细菌 OTUs。分析显示，文蛤外套膜组织（M 组）与

外套膜黏液（N 组）分别含有 1 689 和 990 个 OTUs，其

中 共 有 OTUs 为 333 个 （ 占 总 OTUs 的 14.2%）， 而 特

有 OTUs 分别为 1 356 和 657 个。韦恩图及 OTU 分布

比较表明，M 组细菌丰富度高于 N 组，且两组菌群结

构存在明显差异，共有 OTUs 在各自组别中的占比分

别为 19.7%（M 组）和 33.6%（N 组）。

α 多样性反映微生物区系内的物种丰富度与均

匀度，而 β 多样性则表征不同样本间微生物组成的差

异。稀释曲线、Shannon-Wiener 曲线、等级−丰度曲

线及物种积累曲线（图 1a～d）均趋于平缓，表明测序

深度充分，已覆盖样本中绝大多数物种信息。α-多样
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性指数分析显示（图 2），外套膜组织（M 组）细菌丰富

度较高，而黏液（N 组）的细菌群落均匀度更高，且两

组间 ACE、Chao1、Shannon 及 Simpson 指数均存在显

著差异（p < 0.05）。PCoA 与 NMDS 分析，结果表明外

套膜组织与黏液样本在 β-多样性上显著分离，形成独

立聚类，表明两者微生物群落结构存在显著差异（图 1e

和 f）。

 3.1.2    细菌群落组成差异

在门水平上（图 3a），文蛤外套膜组织（M 组）以

螺旋体门（Spirochaetota）（44.45%）和变形菌门（Proteo-

bacteria）（38.31%）为绝对优势菌门，拟杆菌门（Bacter-

oidota）（ 12.53%）次之；而黏液（ N 组）则以变形菌门

（44.86%）和拟杆菌门（29.32%）为主，螺旋体门比例仅

为 13.04%。
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图 1    文蛤外套膜（M）和黏液（N）菌群的聚类及 β 多样性分析

Fig. 1    Clustering and β diversity analysis of the mantle (M) and mucus (N) microbiota in M. meretrix
a. 样品的 Shannon 指数曲线；b. 样品的稀释曲线；c. 所有样品的等级−丰度曲线；d. 所有样本检出物种数量的箱线图；

e. PCoA 分析; f. NMDS 分析

a. Shannon-index curves of all samples; b. rarefaction curves of all samples; c. rank-abundance curves of all samples;

d. box plot of detected species numbers for all samples; e. PCoA analysis; f. NMDS analysis
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Fig. 2    The α -diversity index of the bacterial communities in the mantle (M) and mucilage (N) in M. meretrix
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科、属水平（图 3b 和 c）综合分析表明，外套膜与

黏液形成了截然不同的微生物生态位。外套膜组织

微环境较为稳定，以螺旋体科（Spirochaetaceae）为主

导，并与红杆菌科（Rhodobacteraceae）下的芽殖杆菌属

（Gemmobacter）、雷氏辛格菌属（Leisingera）、副球菌

属（Paracoccus）等共同构成核心菌群；而黏液菌群则

更为动态多元，螺旋体科生态位被弧菌科（Vibrion-
aceae）中主要成员弧菌属（Vibrio）和黏着杆菌属（Ten-
acibaculum）取代。同时，黄杆菌科（Flavobacteriaceae）

中主要成员黄杆菌属（Flavobacterium）、海单胞菌属

（Marinomonas）与栖河菌属（Fluviicola）等具有潜在益

生或环境适应功能的类群也在黏液中显著富集。综

上，文蛤黏液作为一个独特界面微环境，其菌群由组

织中的螺旋体科绝对主导，转变为病原菌与多种适应

性菌群共存竞争的多元格局。

本研究通过比较文蛤外套膜组织与黏液中的微

生物群落，揭示了显著的生态位分化现象。在前 20
个差异分类群中，假交替单胞菌属（Pseudomonas）、未

分类的螺旋体科（unclassified_Spirochaetaceae）、德沃

斯氏菌属（Devosia）、假红杆菌属（Pseudorhodobacter）、
硫杆菌属（Sulfitobacter）、嗜冷杆菌属（Psychrobacter）、

寡养单胞菌属（Stenotrophomonas）、副球菌属等表现

出明显的外套膜组织偏好。值得注意的是，内共生单

胞 菌 属 （ Endozoicomonas）、 栖 河 菌 属 （ Fluviicola）、 海

居菌属（Marivivens）、李氏杆菌属（Lishizhenia）和栖盐

菌属（Salinirepens）等在黏液中表现出极强富集特征

（图 4）。

此外，使用线性判别分析效应大小来鉴定特定的

细菌分类群。黏液组共鉴定出 19 个特异菌，外套膜

组共鉴定出 12 个（LDA score > 4）。这些分类群在区

分这两个组的菌群组成方面发挥了关键作用（图 5）。

 3.1.3    菌群的功能预测

基于 PICRUSt2 对 16S rRNA 基因特征序列进行

功能预测分析，结果显示外套膜和黏液菌群在 KEGG
通路上存在显著差异（p < 0.05）。在二级功能水平

上，糖苷生物合成与代谢通路被显著富集；在三级功

能水平上，半胱氨酸和甲硫氨酸代谢、氧化磷酸化通

路差异极显著，而药物感应、代谢通路和碳代谢也呈

现显著富集（图 6）。

 3.2    弧菌胁迫后文蛤外套膜的组织结构观察

Masson 染色结果显示，对照组文蛤外套膜区域

呈致密胶原纤维结构（CFS），皮肤组织形态完整，细

胞排列紧密规则；而经高浓度弧菌感染后，该区域胶

原纤维结构解体，呈现液态化改变（VS），而肌纤维和

胞质（CM）排列松散，同时外套膜微绒毛（MV）出现增

生性病变，伴随细胞完整性破坏。AB-PAS 染色结果

显示，弧菌感染后文蛤外套膜外褶区域酸性粘多糖含

量显著升高，且可见酸性黏液细胞（AM）明显增生，体

表存在持续的黏液分泌现象（图 7）。

 3.3    弧菌胁迫后文蛤黏液代谢组学分析

基于公共及自建二级质谱数据库进行物质注释

后，多维统计分析显示，正常组与实验组在正、负离

子模式下均呈现显著分离。布雷−柯蒂斯距离热图进

一步揭示了组间代谢物组成差异，PLS-DA 模型也进
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图 3    文蛤外套膜（M）和黏液（N）菌群在各分类水平的平均相对丰度分布情况

Fig. 3    Average relative abundance distribution of the microbial communities in the mantle（M） and mucus（N） at different taxonomic
levels in M. meretrix

a. 门水平上分类组成；b. 科水平上分类组成；c. 属水平上分类组成

a．Taxonomic composition at the phylum level; b. taxonomic composition at the family level; c. taxonomic composition at the genus level

88 海洋学报    48 卷

 



一步证实组间代谢物聚类显著且分离明显。样本重

复性评估结果显示，正离子模式下 PC1 与 PC2 贡献

率分别为 22.6% 和 9.4%（图 8a），负离子模式下则为

22% 和 10.4%（图 8d），组内样本聚集良好（图 8b 和 e），

表明实验质量控制可靠。同时，对照组与胁迫组样本

明显分离，说明弧菌胁迫可显著改变文蛤外套膜黏液

的代谢谱。PLS-DA 模型在正、负离子模式下的 R2Y

分别达 0.997 和 0.996，Q2Y 分别为 0.711 和 0.84，R2Y

均高于 0.9，表明模型具有较高的解释度与良好的预

测能力（图 8c 和 f）。此外，样本相关性热图与上述分

析结果一致，综合表明组内样本重复性良好，且弧菌

胁迫显著改变了文蛤外套膜黏液的代谢物组成与状态。

基于高分辨质谱的非靶向代谢组学分析，在正、

负离子模式下分别检测到 1 160 和 844 个分子特征
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Fig. 5    LEfSe analysis results of the mantle and mucus bacterial communities of M. meretrix
a. 进化分枝图；b. LDA 值分布直方图

a. Cladogram; b. histogram of LDA value distribution
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峰。对其中 459 种（ESI+）和 152 种（ESI−）代谢物进

行统计分析，以 VIP≥1、FC≥2、FC≤0.5、p≤0.05 为

标准筛选差异代谢物，并对其进行 KEGG 功能注释，

共筛选出 73 种差异代谢物，其中 65 种显著上调，8 种
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图 6    文蛤外套膜和黏液菌群的 KEGG 代谢途径分析

Fig. 6    KEGG metabolic pathway analysis of the mantle and mucus microbiota in M. meretrix
a. 二级功能水平；b. 三级功能水平

a. Secondary functional level; b. tertiary functional level
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图 7    文蛤弧菌胁迫后外套膜组织切片

Fig. 7    Histological sections of mantle tissues after Vibrio infection in M. meretrix.
a、b. 外套膜区域 Masson 染色；c、d. 外套膜外褶区域 AB-PAS 染色。a、c 为对照组，b、d 为副溶血弧菌感染组。CFS：胶原纤维结构，CM：肌纤

维和胞质，VS：液态结构，MV：微绒毛，AM：酸性黏液细胞

a, b. Masson’s trichrome staining of the mantle region; c, d. alcian blue-periodic acid-Schiff (AB-PAS) staining of the outer fold region of the mantle. a and c

were the control groups, and b and d were the Vibrio infected groups. CFS: collagen fiber structure, CM: cytoplasmic matrix and muscle fibers,

VS: liquid (-phase) structure, MV: microvilli, AM: acidic mucus
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图 8    基于 UHPLCQ-TOF/MS 的 12 份黏液样本和 3 份 QC 样本分析

Fig. 8    12 mucus and 3 quality control (QC) sample analysis based on UHPLC-Q-TOF/MS
a. 基于正离子模式的主成分分析；b. 基于正离子模式的样本相关性热图；c. 基于正离子模式的偏最小二乘法判别分析的评分；d. 基于负离子

模式的主成分分析；e. 基于负离子模式的样本相关性热图；f. 于负离子模式的偏最小二乘法判别分析的评分

a. Principal component analysis (PCA) score plot in positive ion mode; b. sample correlation heatmap in positive ion mode; c. partial least squares-discriminant

analysis (PLS-DA) score plot in positive ion mode; d. PCA score plot in negative ion mode; e. sample correlation heatmap in negative ion mode; f. PLS-DA

score plot in negative ion mode
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显著下调。在差异代谢物热图分析中，实验组与对照

组间的聚类明显分离，表明弧菌胁迫显著重塑了文蛤

黏液的代谢物谱。这些差异代谢物涵盖有机酸、前

列腺素及其衍生物、非甾体抗炎药、糖类与糖苷、生

物碱、萜类、激素/受体调节剂、药物及天然活性化合

物等类别。

在弧菌胁迫后，呈最显著差异的代谢物主要包括

3'-半乳糖基乳糖腺苷、腺嘌呤、乙酰唑胺、丙酸、琥

珀酸、反式创伤酸等（p < 0.001，图 9）。KEGG 富集结

果表明，17 种差异代谢物被注释到 51 条通路中，其中

烟酸与烟酰胺代谢（p < 0.01）、α-亚麻酸代谢、丙酸代

谢及苯丙氨酸代谢（ p < 0.05）最显著富集（图 10a）。

这些通路共涉及琥珀酸、丙酸、反式创伤酸等 7 种关

键 代 谢 物 。 MetPA 拓 扑 分 析 进 一 步 揭 示 了 丙 酸 代

谢、丁酸代谢、TCA 循环等重要代谢途径受到显著扰

动（图 10b）。

 3.4    黏液菌群与差异代谢物的相关性分析

基于斯皮尔曼等级相关分析，本研究发现文蛤外

套膜黏液中 30 个细菌属与 17 种差异代谢物之间的

显著关联（图 11）。具体而言，海单胞菌属与尿嘧啶

呈强正相关（r = 1.00, p < 0.001），而亚硫酸盐杆菌属、

另枝菌属、副球菌属、淤泥芽殖杆菌属和雷辛格氏菌

属与尿嘧啶呈负相关（r = −0.89～−1.00）。李时珍氏

菌属与二半乳糖醛酸显著正相关（r = 1.00），快生黏着

杆菌属与腺苷、腺嘌呤、马来酸、反式创伤酸、海柯

皂苷元和茉莉酸均呈正相关（r = 0.90）。中温黄杆菌

属与苯乙酰谷氨酰胺强正相关（r = 1.00），与海柯皂苷

元和茉莉酸亦呈正相关（r = 0.90）。内共生单胞菌属

与琥珀酸、丙酸和他莫昔芬显著负相关（r = −0.90），

黄杆菌属与硝酸呈完全负相关（r = −1.00）。

 4　讨论

 4.1    外套膜和黏液菌群的生态位分化

本研究发现，文蛤外套膜与黏液菌群结构存在显

著差异，这种差异源于二者不同的生态位特性：外套

膜组织为结构稳定的微环境，其上皮褶皱与腺体结构

有利于微生物滞留并形成功能复杂的生物膜，从而提

高了物种丰富度 [23]。相比之下，黏液环境动态性强，

黏液持续分泌与外界物理冲刷限制了微生物的定植

时间。同时其富含的黏蛋白、抗菌肽等活性分子，能

够构成化学筛选屏障，阻止多数病原菌定位 [24−25]。变

形菌门和螺旋体门是许多海洋生物中最丰富的门，这

一结果与鱼皮中的结果保持一致[26]。具体而言，变形

菌门在两组样本中的相对丰度无显著差异，而螺旋体

门和在拟杆菌门分别在外套膜和外套膜黏液中占据

极显著优势。本研究发现，文蛤黏液中的拟杆菌门远
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图 9    基于正、负离子模式 Top20 代谢物的聚类热图
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远超过外套膜组织中的丰度，与变形菌门共同构成了

黏液微生物群落的主体。拟杆菌门作为常见的黏液

定殖菌群，具有降解复杂多糖的代谢特性，其特有的

IX 型分泌系统（T9SS）能高效分泌降解酶，并与细菌

滑翔运动协同，促进黏液多糖的快速分解[27]。在文蛤

黏液中，拟杆菌属显著富集，提示该菌门可能通过

T9SS 系统参与宿主黏液基质的代谢循环。

 4.2    关键细菌类群在黏液免疫中的功能

研究表明，内生单胞菌属在健康珊瑚（Porites as-

treoides）黏液中占据优势地位，能够通过编码黏液基
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Fig. 10    KEGG enrichment bubble chart (a) and MetPA topological analysis (b) of differential metabolites
in positive and negative ion modes
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图 11    文蛤外套膜黏液优势菌属与代谢产物的相关性热图

Fig. 11    Correlation heatmap between the dominant bacterial genera and metabolites in the mucus of M. meretrix
“*”表示差异显著 （p < 0.05），“**”表示差异极显著 （p < 0.01），“***”表示差异极显著 （p < 0.001）

“*” indicates the significant difference in the level of p < 0.05, “**” indicates the significant difference in the level of p < 0.01, and “***” indicates the

significant difference in the level of p < 0.001
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质修饰酶（如 N-去糖基化酶）促进其在宿主界面的定

殖，并通过氧化应激缓解机制参与免疫调节 [28−29]。也

有研究证实该菌能显著增强双壳贝类对弧菌的抵抗

能力，证实了文蛤黏液微环境中其能够作为兼具定殖

适应性与免疫调节功能的重要共生微生物 [12]。另外

海单胞菌属在黏液微环境中也表现出显著的免疫调

节潜力。该菌不仅能合成广谱抗菌化合物（如具有赖

氨酸氧化酶活性的细菌素）来直接抑制病原菌生长[30]；

还能通过产生植物激素吲哚-3-乙酸（IAA）激活抗氧

化系统，增强宿主对环境胁迫的抵抗能力[31]。这些特

性共同表明海单胞菌属可能通过化学防御与氧化应

激调节双重机制，在文蛤黏液免疫中发挥重要作用。

此外，有文献指出栖河菌属与农村有机废水中的抗生

素耐药性污染表现出很强的相关性 [32]。假交替单胞

菌属能够携带编码抗生素耐药性和毒力因子基因[33]。

综合研究结果发现，文蛤黏液是栖河菌属主要的定植

位点，而外套膜是假交替单胞菌属主要的定殖位点，

因此进一步认为黏液和外套膜能够协同维护宿主的

健康。弧菌属和黏着杆菌属在文蛤黏液中显著增殖，

导致变形菌门相对丰度上升。这两种病原菌对水产

养殖业构成严重威胁 [34−35]。黏着杆菌属能分泌大量

胞外聚合物形成生物膜，并具备多种铁获取系统以增

强其生存能力 [36−37]。弧菌属则表现出对黏液的强趋

化性和鞭毛驱动的高运动性，有助于其穿透宿主黏液

屏障 [38−39]。这些适应机制共同促进了病原菌在黏液

层的定殖，表明文蛤黏液是病原体入侵与宿主防御的

关键微环境。功能预测显示，文蛤黏液菌群在半胱氨

酸和甲硫氨酸代谢以及氧化磷酸化通路显著富集，前

者对于合成抗氧化剂谷胱甘肽至关重要，后者则为免

疫反应提供能量。综上，文蛤黏液微环境是一个动态

平衡的生态前沿，其菌群结构、功能代谢以及病原与

共生微生物的相互作用，共同决定了宿主在面对弧菌

胁迫时的免疫防御能力与健康状态。

 4.3    弧菌胁迫影响文蛤黏液的代谢动态平衡

在本研究中，Masson 染色结果表明文蛤外套膜

外褶区域是弧菌感染初期的主要病理应答部位，且

AB-PAS 染色结果进一步证实弧菌感染后外套膜外褶

酸性黏液水平的显著上调，表明弧菌感染可诱导文蛤

外套膜褶皱形态延伸，推测该表型是组织损伤后的适

应性修复响应，即受损部位周边上皮细胞发生增殖与

迁移，同时新生细胞补充黏液细胞，因此外套膜黏液

可能进一步增强了文蛤抵御弧菌侵染的抗菌防御能

力，从而维持机体长期免疫防御功能。黏液代谢组学

分析表明，弧菌感染导致文蛤外套膜黏液发生了剧烈

的代谢变化。PCA 和 PLS-DA 模型清晰地显示对照

组与实验组完全分离，差异代谢物在烟酸和烟酰胺

代谢、α-亚麻酸代谢、丙酸代谢及苯丙氨酸代谢等核

心通路中的显著富集。在能量与免疫调控层面，琥珀

酸作为三羧酸循环的关键中间体显著上调，除参与能

量代谢外，在协调炎症与修复过程中增强宿主防御

能力[40]。文蛤可能通过协调炎症与修复过程，增强对

弧菌胁迫的防御能力。丙酸作为短链脂肪酸，其富

集可能源于微生物发酵或宿主代谢重编程，并通过

GPCR 信号通路增强黏液屏障功能。KEGG 通路富集

分析进一步证实了丙酸代谢和 TCA 循环的扰动，表

明弧菌胁迫打乱了宿主的基础能量代谢。这些差异

代 谢 物 （ 包 括 腺 嘌 呤 、 腺 苷 酸 及 二 肽 Arg-Cys、 Lys-
Tyr 等）通过其代谢通路的作用，为机体清除副溶血

弧菌提供了必需的能量与分子基础。在溶藻弧菌（V.
alginolyticus） 胁 迫 时 ， 凡 纳 滨 对 虾 （ Litopenaeus van-
namei）能够通过苯丙氨酸代谢增强其免疫力和抗病

能力[41]。在免疫调节机制层面，苯丙氨酸代谢途径的

激活可能通过上调溶酶和 C3b 增强宿主对弧菌的清

除能力 [42]，其下游代谢物苯乙酰谷氨酰胺（PAGln）在

弧菌胁迫后文蛤黏液中显著积累，推测部分菌群可能

参与了该免疫调控过程[43]。综上所述，弧菌胁迫下文

蛤通过代谢网络的系统性重塑，协调能量供应、屏障

功能与免疫调节等多重机制，构建了针对病原侵袭的

整合性防御策略。

 4.4    文蛤黏液菌群与代谢物相关性分析

本研究通过 16S rRNA 基因测序和非靶向代谢组

学，初步揭示了文蛤外套膜黏液菌群组成及其在弧菌

胁迫下的代谢响应。文蛤黏液的优势菌海单胞菌属

与尿嘧啶呈正相关，雷氏菌属与尿嘧啶呈负相关。有

研究表明海洋细菌可合成尿嘧啶[44]，提示文蛤黏液海

单胞菌属可能具有类似功能。雷氏菌属作为玫瑰杆

菌类群成员，能够产生靛蓝素等抗菌物质，文蛤黏液

菌群可能通过分解尿嘧啶作为氮碳源，导致其丰度与

尿嘧啶呈负相关 [45]。文蛤黏液的李时珍氏菌属与二

半乳糖醛酸呈正相关，李时珍氏菌属是拟杆菌门黄杆

菌门的一员，具有 β-半乳糖苷酶活性 [46]，推测黏液菌

群通过降解半乳糖苷类物质获取碳源，从而与降解产

物浓度同步上升。中温黄杆菌属与苯乙酰谷氨酰胺

呈显著正相关，已有研究发现苯乙酰谷氨酰胺是一种

与微生物群相关的代谢物，在代谢疾病中发挥重要的

作用 [47]。该菌作为有益菌可能参与文蛤黏液代谢物

转化，而苯乙酰谷氨酰胺作为微生物相关代谢物可能

促进其生长。文蛤黏液黄杆菌属与硝酸呈显著负相
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关。脱硫弧菌属（Desulfovibrio desulfuricans）可以利用

硝酸盐或亚硝酸盐作为替代的电子受体来进行无氧

呼吸，亚硝酸盐的积累对许多细菌有毒性 [48−49]，推测

文蛤黏液的黄杆菌可能对亚硝酸盐特别敏感，可能抑

制黄杆菌生长，导致其丰度与硝酸浓度负相关。此

外，文蛤黏液其他代谢物也与上述菌群呈显著的相关

性，而这些代谢物的精确功能需要进一步研究。以上

结果表明，宿主的免疫代谢响应并非一个孤立事件，

而是与其共生微生物群落构成一个协同互作的功能

网络。由于文蛤粘膜代谢物易受环境影响，因此可能

无法可靠地识别特定代谢物的真正菌群生产者[17]，未

来研究可聚焦于关键有益菌群的定向操控，以验证其

在增强文蛤抗病性中的因果作用。

 5　结论

文蛤外套膜为生物膜提供了稳定的定植基础，而

黏液则构成了动态的免疫与代谢界面，其菌群结构精

简，富集了拟杆菌门等具有黏液适应能力的类群。弧

菌胁迫后导致文蛤黏液成分发生代谢重编程，激活了

包括苯丙氨酸代谢、TCA 循环在内的多条通路，协调

了能量供应、免疫清除与组织修复。相关性分析表

明，关键菌群（如海单胞菌属）与特定代谢物密切关

联，提示宿主免疫代谢响应与共生微生物群落构成一

个功能协同网络。综合表明，文蛤黏液微环境是一个

受宿主−微生物互作调控的动态功能单元，为贝类黏

膜免疫机制与微生物组的病害防控策略提供了新视角。
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Mantle-mucus microbial communities and metabolic responses to
Vibrio stress in the hard clam Meretrix meretrix

Wang Mengtian1, 2, 3，Fu Lulu2, 3，Yao Hanhan1，Dong Yinghui2

(1. Zhejiang Key Laboratory of Aquatic Germplasm Resources, College of Biological & Environmental Sciences, Zhejiang Wanli University,
Ningbo 315100, China; 2. College of Modern Agriculture, Zhejiang Wanli University, Ningbo, 315101, China; 3. Ninghai Marine Biologic-
al Seed Industry Research Institute, Zhejiang Wanli University, Ninghai 315604, China)

Abstract: The mantle tissue and its mucus of the hard clam Meretrix meretrix play a significant role in defending
against pathogens. However, the potential links between the composition and function of their inherent microbiota
and host  immunity  remains  unclear.  In  this  study,  16S rRNA gene high-throughput sequencing was used to  com-
pare  the  microbiota  composition  and  potential  functions  between  the  mantle  tissue  (group  M)  and  mantle  mucus
(group N) in health clams. Non-targeted metabolomics (UHPLC-Q-TOF/MS) was employed to analyze metabolite
changes in the mantle mucus under Vibrio stress. Furthermore, spearman correlation analysis was applied to integ-
rate the microbiota and metabolomics data, aiming to preliminarily explore potential associations between the mi-
crobiota and host immune metabolism. The results revealed significant niche differentiation between the mantle and
mucus microbiota.  The  mantle  microbiota  exhibited  higher  richness  and  was  dominated  by  the  phylum  Spiro-
chaetota, while the mucus microbiota showed higher evenness, with Proteobacteria and Bacteroidota as the domin-
ant phyla. The mucus was significantly enriched in taxa with polysaccharide-degrading or potential pathogenic cap-
abilities,  such  as  the  genera Vibrio, Tenacibaculum and Flavobacterium.  Functional  prediction  indicated  that  the
mucus microbiota was more active in immune- and energy-related pathways, like cysteine and methionine metabol-
ism and oxidative phosphorylation. Metabolomic analysis under Vibrio stress showed significant alterations in vari-
ous immune-related metabolites in the mucus, including succinate acid, propionate acid, and phenylalanine. Correla-
tion analysis  between microbiota  and metabolites  revealed close associations between resident  microbes and host
metabolites, such as a strong positive correlation between the genus Marinomonas and uracil, and a strong negative
correlation  between Flavobacterium and  nitrate.  Collectively,  these  findings  suggest  that  the  mantle-mucus com-
plex functions as a dynamic interfacial microenvironment. Its specific microbial community structure may interact
with host metabolism, providing immunological preparedness for the host to counteract pathogen invasion.

Key words: Meretrix meretrix；mantle；mucus；bacterial community；metabolomics
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