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厚壳贻贝外套膜对细菌肽聚糖胁迫的代谢响应

杨子霖    范孝俊    肖文慧    曹萍麟    张晓林    严小军    廖    智
(浙江海洋大学海洋科学与技术学院海洋生物资源与分子工程实验室, 舟山 316022)

摘要: 为了解贻贝(Mytilus)外套膜免疫相关机制, 对贻贝进行肽聚糖(Peptidoglycan, PGN)胁迫, 并利用超高压

液相色谱−质谱联用技术, 对贻贝外套膜在PGN胁迫后48h的代谢物组成及含量进行组学鉴定, 同时对胁迫前

后的外套膜组织开展了游离氨基酸组成, 外套膜黏液抑菌活性及抗氧化能力分析。结果表明, PGN胁迫导致

贻贝外套膜部分代谢物含量发生显著变化(P<0.05), 从中共鉴定到486种差异代谢物, 包括232种上调和254种
下调代谢物; 其中, 上调差异代谢物主要富集于细胞信号转导及氨基酸代谢相关途径, 而下调SDM主要富集

到脂质代谢和维生素代谢相关途径。此外, PGN胁迫导致外套膜中过氧化氢酶活力上调(P<0.05), 并导致外套

膜黏液对枯草芽孢杆菌的抑制率显著上升(P<0.05)。研究为深入了解贻贝应对免疫胁迫的分子策略, 以及贻

贝健康养殖奠定了基础。
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贝类不仅是一类具有重要生态意义的物种, 同
时也是当前水产养殖业的主要品种之一。对贝类

免疫过程及分子机制研究, 不仅有助于了解贝类在

富含各种微生物的水体环境中的生存策略, 也有助

于贝类养殖业发展过程中的病害防治
[1, 2]

。贻贝

(Mytilus)是我国第四大养殖贝类, 对其免疫体系的

研究具有重要的意义和价值。以往研究已发现贻

贝的免疫体系与其他贝类相比具有较强的特殊

性。首先表现为贻贝具有较强的疾病耐受性
 [3]
。

此外, 贻贝对各种环境污染物也表现出较强的耐受

性, 因此贻贝属物种可视为一类环境指示或监测生

物
[4, 5], 或水体污染治理生物

[6, 7]
。由此可见, 贻贝属

物种必然具有一套特殊的免疫防御策略, 可维持贻

贝在复杂水体环境中的生存。也正因为贻贝强大

的生态适应和免疫能力, 贻贝目前也被公认为一类

典型的入侵生物
[8]
。因此, 对贻贝免疫相关机制的

研究已成为目前无脊椎生物免疫研究的重要领域
[9]
。

贝类免疫体系涉及其体内多种组织或器官。

其中, 血细胞被认为是其免疫防御的主要组织, 其
特点表现为血细胞具有强大的免疫识别, 免疫信号

传递以及免疫效应分子分泌能力
[10, 11]

。但值得关

注的是, 对贝类而言, 其外套膜组织不仅是贝壳生

成的主要组织
[12, 13], 同时也是一种重要的免疫相关

组织
[14, 15]

。已有研究发现, 贝类外套膜可分泌富含

免疫相关分子的囊泡而参与免疫防御过程
[14]; 同

时, 外套膜具有较高水平的抗菌肽分泌功能
[16, 17],

甚至可分泌内源性抗生素分子(如红霉素)用于消灭

入侵的病原菌
[18]
。值得注意的是, 已发现贻贝外套

膜细胞中具有与血细胞相似的免疫信号传递途径
[19],

且贝类外套膜可在免疫胁迫后表现出明显的免疫

响应特征, 包括激活胞外信号调节激酶系统
[20], 上

调Smad蛋白介导的生长因子-β的免疫信号调节功

能
[15], 上调丝裂原活化蛋白激酶信号途径关键基因

表达及相关蛋白的磷酸化水平
[20], 以及激活丝氨酸

蛋白酶抑制剂
[21]
等响应策略。此外, 外套膜还可通

过长链非编码RNA调节体系, 参与了对免疫胁迫的

响应过程
[22, 23]

。上述结果表明, 外套膜在贝类的免

疫系统中发挥着重要作用。但目前针对贝类外套

膜的免疫相关研究多集中在对其部分基因或蛋白

的功能分析, 尚缺乏在组学层面对其免疫相关机制
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的系统性了解。分子组学是当前研究贝类免疫响

应过程和机制的重要手段
[24]
。其中, 代谢组学作为

一种系统研究生物体内代谢物种类及其含量的技

术, 已广泛用于贻贝在不同环境因子胁迫条件下的

分子响应研究
[25], 贻贝对环境污染物的代谢响应分

析
[26], 贻贝不同组织的代谢机制比较

[27], 以及贻贝

对微生物的免疫过程分析
[28]
。目前对于贻贝外套

膜代谢过程及免疫防御机制的研究仍缺乏, 因此存

在较大研究空间。

肽聚糖(Peptidoglycan, PGN)是一种重要的病

原体模式识别分子 (Pathogen-associated  molecular
pattern, PAMP), 主要存在于革兰氏阳性菌细胞壁

[29],
也是生物先天免疫系统重要的免疫识别靶标分子

[30]
。

PGN常被作为革兰氏阳性菌的模拟物, 用以判断宿

主生物对革兰氏阳性菌的免疫响应过程和机制
[31]
。

在此前研究中, 发现贻贝对革兰氏阳性菌相比对革

兰氏阴性菌具有更快的免疫响应速度
[32]; 此外, 贻

贝抗菌肽也往往表现出对革兰氏阳性菌更强的抑

制活性
[33—35]

。上述结果表明, 贻贝对革兰氏阳性菌

具有快速的反应及较强的清除能力。为进一步了

解贻贝外套膜在免疫过程中的作用, 以及贻贝外套

膜对革兰氏阳性菌的免疫响应机制, 采用PGN模拟

革兰氏阳性菌对厚壳贻贝(Mytilus coruscus)进行胁

迫, 利用超高压液相色谱−质联用技术(Ultra liquid
chromatography-tandem  mass  spectroscopy,  UPLC-
MS/MS), 对贻贝外套膜开展PGN胁迫前后的代谢

组学分析。同时, 进一步对胁迫前后的贻贝外套膜

开展了游离氨基酸组成分析, 抗氧化能力分析及外

套膜黏液的抑菌活性检测。上述研究结果有助于

揭示外套膜在贻贝面临PAMP胁迫条件下的免疫响

应过程和机制, 为深入了解贻贝外套膜在应对革兰

氏阳性菌入侵过程中的可能机制提供新的科学认知。 

1    材料与方法
 

1.1   厚壳贻贝的采集与样品处理

厚壳贻贝来自浙江舟山嵊泗海域, 在恒温水族

箱中用洁净海水暂养(温度22℃, 盐度25‰)。在暂

养7d后, 将贻贝随机分为两组, 每组30只个体; 每组

采取6个平行实验, 每个平行组中含5只贻贝。其中,
对照组贻贝在后闭壳肌处以微量注射器注射灭菌

海水20 μL; 实验组贻贝在后闭壳肌处注射预先配

置好的0.5 mg/mL PGN (来源于金黄色葡萄球菌 ,
购自MACKLIN Reagent公司 , 货号P742432)溶液 ,
注射体积20 μL。 

1.2   外套膜组织样本的采集与代谢物的提取

上述贻贝经处理48h后, 选取贻贝外套膜作为

代谢物提取组织。所有试剂提前在–20℃进行预

冷。称取60 mg组织样本, 加入含有混合内标的甲

醇−水(体积比4﹕1), 研磨(60 Hz, 2min); 冰水浴超声

提取(10min)后离心(8000 ×g, 4℃, 10min)取上清液

经冷冻干燥后 , 加入甲醇−水(体积比1﹕4)溶液复

溶。再次经离心(12000 ×g, 4℃, 10min)后吸取上清

液 , 经0.22 μm微孔膜过滤后 , 上样UPLC-MS/MS
(Waters  ACQUITY  UPLC  I-Class  plus/Thermo  QE
plus)进行分析。质控样品(Quality control, QC)由所

有样本等体积混合制备, 处理和分析方法与其他样

品相同。在仪器分析过程中, 每隔3个样品对质控

样品进行分析, 以评估其稳定性。 

1.3   超高液相色谱−串联质谱(UPLC-MS/MS)分析

采用ACQUITY UPLC HSS T3反相色谱柱(粒
径1.8 μm, 100 mm×2.1 mm)进行代谢物分离。流动

相分别为A液(含0.1%甲酸的水)和B液(含0.1%甲酸

的乙腈); 洗脱梯度为12min内B液比例从5%上升至

100%, 流速为0.35 mL/min, 柱温设置为45℃。

色谱柱洗脱组分注入MS/MS, 以正负离子模式

进行质谱扫描分析。采用全扫描结合信息串联模

式进行质谱数据采集 ; 质荷比 (m/z)范围设置为

100—1200,  采用低能扫描 (Ce,  4  eV)和高能扫描

(CE-ramp, 20—45eV)方式破碎母离子。采用氩气

(99.999%)为碰撞诱导离解气体。质谱扫描时间0.2s,
延迟0.02s, 毛细管电压2.5 kV, 锥电压40 V, 源温度

320℃, 脱溶剂气体350℃, 去溶剂气体流量900 L/h。
分析过程中以固定间隔注入质控样品(QC)评估质

谱检测的重复性。

原始质谱数据经Progenesis QI v3.0 软件(Nonli-
near Dynamics, Newcastle, 英国)进行基线过滤、峰

识别、积分、保留时间校正、峰对齐和归一化处

理。代谢物鉴定基于质谱所得精确分子质量, 二级

质谱碎片峰以及同位素分布, 分别采用The Human
Metabolome  Database  (HMDB)、 Lipidmaps  (v2.3)
和METLIN数据库进行代谢物鉴定。 

1.4   差异代谢物的筛选与功能富集分析

采用多维分析和单维分析相结合的方法, 来筛

选组间差异代谢产物(Significant different metabo-
lites, SDM), 筛选标准为来自OPLS-DA和PLS-DA
分析中的变量权重值(Variable important in projec-
tion, VIP) >1及P<0.05。对筛选到的SDM利用KEGG
数据库(https://www.genome.jp/kegg/)开展KEGG功

能注释分析, 所得SDM的KEGG ID进行通路富集分

析。应用超几何检验, 筛选出与整个背景相比, SDM
显著富集的KEGG pathway条目, 显著富集筛选依

据为P<0.05。
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在此基础上, 进一步开展差异代谢物的基因集

富集分析(Gene set enrichment analysis, GSEA)。基

于富集分数计算、富集分数显著性水平评估和多

重假设验证矫正三个步骤进行GSEA分析。 

1.5   贻贝外套膜游离氨基酸组成分析

⊆

⊆

参照文献[36]方法开展贻贝外套膜组织游离氨

基酸组成分析。贻贝外套膜组织用研磨粉碎仪进

行粉碎, 粉碎后组织样本进行超声破碎(功率150 W),
再经离心(4000 ×g, 4℃, 10min)后, 以超滤法(截留

分子量为3 kD)提取小分子代谢物; 上样全自动微

量氨基酸分析仪(LA8080A, 日立公司)开展分析。

样本事先经离子交换柱(铝离子交换树脂, 4.6 mm
60.0 mm)进行分离并注入反应柱(热传导膜不锈钢

柱, 4.6 mm 42.5 mm); 交换柱温度设置为50℃, 反
应柱温度设置为135℃; 缓冲液流速0.4 mL/min; 茚
三酮流速0.35 mL/min。检测波长570 nm, 检测时间

150min。氨基酸标准品为日本日立公司标准氨基

酸混合液(B型和AN-Ⅱ型)。 

1.6   外套膜组织抗氧化能力测试

贻贝外套膜组织经研磨粉碎仪研磨、离心后

取上清液进行总蛋白定量和酶活力测定。其中, 过
氧化氢酶(Catalase, CAT)、超氧化物歧化酶(Supero-
xide Dismutase, SOD)和谷胱甘肽还原酶(Glutathione
reductases, GR)酶活采用试剂盒(南京建成)并按说

明书方法进行; 过氧化氢(Hydrogen Peroxide)和丙

二醛(Malondialdehyde,  MDA)测定采用试剂盒(南
京建成)并按说明书方法进行。总蛋白浓度采用

BCA(Bicinchoinic acid)法测定。 

1.7   外套膜提取物的抑菌活性测试

采用生长曲线抑制法, 对贻贝对照组外套膜以

及经PGN胁迫48h后的外套膜组织黏液进行抑菌活

性测试。采用解剖刀刮取外套膜黏液, 经冷冻干燥

和称重后待用。测试菌种购自中国普通微生物菌

种保藏管理中心, 包括哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)
和枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)。菌株以LB培养

基培养至对数生长期, 吸取180 μL菌液加入至96孔
细胞培养板中, 再加入20 μL外套膜黏液粉末溶液

(质量终浓度分别为500和62.5 μg/mL)。空白对照

组为180 μL菌液与20 μL纯水。细菌在恒温37℃下

培养8h后测定600 nm处的光密度值(Optical density,
OD), 根据实验组与对照组OD600值的比值计算样

品对细菌的抑制率。 

1.8   统计分析方法

采用IBM SPSS Statistics 26 的单因素方差分析

(One-way ANOVA)进行数据的组间显著性差异分

析, 采用三次重复试验; 数值以平均值±方差展示,

P<0.05代表显著差异。 

2    结果
 

2.1   代谢组学多元统计分析结果

分别对贻贝外套膜对照组(灭菌海水注射组,
Ctrl组 )和贻贝外套膜实验组 (PGN溶液注射组 ,
PGN组)进行非靶向UPLC-MS/MS代谢组学分析。

每组基于6次平行实验, 所得质谱数据经Progenesis
QI v3.0软件处理后, 再基于各代谢物的保留时间,
精确质量数、二级碎片及同位素分布特征, 结合数

据库检索开展代谢物的定性和定量分析。鉴定到

Score≥36分的有效代谢物总计4859种。所有代谢

组学分析的质谱原始数据已上传至Metabolights数
据库, 编号为OMIX005177。

采用BPC (Base peak chromatogram)法对QC样
本的重复性和稳定性进行评价, 并进一步采用PCA
(Principle component analysis) 法对所得数据进行稳

定性分析。实验组和对照组样本数据经7次循环交

叉验证后得到的PCA模型图见图 1A。同时, 采用

OPLS-DA (Orthogonal partial least squares-discrimi-
nant analysis)模型对实验组和对照组代谢组学数据

进行统计(图 1B)。对照组和实验组样本在OPLS-
DA得分图上具有显著的差异, 表明PGN胁迫导致

贻贝外套膜的代谢组发生了明显变化。此外, 对
OPLS-DA模型进行200次响应排序检验, 计算基于

该模型的R2和Q2值, 用以评估该模型的可靠性和

可预测性。通过分析, 计算出PGN组相比Ctrl组的

R2值为(0.0, 0.926), Q2值为(0.0, –0.525)。上述数据

表明模型预测能力及稳健性良好, 无过度拟合现象,
可用于后续的差异成分分析。

对所有鉴定到的代谢物进行分类表征(图 2),
贻贝外套膜中所鉴定的代谢物包含十个类别, 主要

为脂类和类脂分子(占比35.09%)、有机酸及其衍生

物(占比17.36%)和有机杂环化合物(占比15.83%)。 

2.2   差异代谢物筛选与注释

采用单变量分析和T检验手段进行两组间代谢

物的统计。进一步采用多维分析和单维分析相结

合手段, 并基于OPLS-DA模型得到变量权重值VIP>
1及T检验P<0.05作为SDM筛选阈值。经筛选, PGN
组贻贝外套膜相比Ctrl组, 共筛选到486种差异代谢

物, 其中, 有232种SDM上调, 254种SDM下调。对

所有SDM的表达量数据进行火山图分析(图 3)。
进一步对VIP值最大的50种SDM进行层次聚

类分析(图 4)。PGN组相比Ctrl组, 其差异代谢物层

次聚类关系良好。其中, 上调代谢物主要包括甜菜

碱类、谷氨酰−脯氨酸二肽、戊烯酸、羟基肉桂
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酸、亮氨酸、牛磺酸、法尼基丙酮、氧化型谷胱

甘肽、坦索罗辛以及邻苯二甲酸二丁酯等; 下调代

谢物主要包括羟基花生四烯酸、聚十异戊烯焦磷

酸、去氧皮质酮、hepoxilin B3及磷脂酰胆碱、磷

脂酰乙醇胺和磷脂酸等。

为进一步了解差异代谢物的生物学功能及其

代谢途径变化机制, 利用SDM所注释的KEGG ID进

行通路富集分析。应用超几何检验筛选SDM所富

集的代谢通路。共有139种SDM被显著富集于56条
代谢通路(P<0.05)。其中, 105种上调SDM显著富

集于47条代谢通路; 34种下调SDM显著富集于15条
代谢通路。图 5A展示了上调SDM富集程度最高的

20条代谢通路; 图 5B展示了下调SDM显著富集的

所有15条代谢通路。由图 5可见, 上调SDM和下调

SDM富集的代谢通路具有明显差异。其中, 上调

SDM显著富集的代谢通路主要为mTOR和FoxO信

号途径, 以及氨基酸代谢途径; 而下调SDM富集的

代谢通路主要为自噬途径、脂肪酸代谢及维生素

代谢相关途径。

对 SDM显著富集的代谢通路进一步开展

GSEA分析。分别选取氨基酰-tRNA合成途径和自

噬途径作为上调SDM和下调SDM显著富集的通路,
其GSEA分析图形见图 6A和6B。显著富集于这两

条代表性通路的SDM表达量聚类图分别见图 6C
和6D。共有18种上调SDM富集于氨基酰-tRNA合

成途径(图 6C), 其ES (Enrichment score)值为0.694,
NES (Normalized  enrichment  score)值为2.38, 两者

均为正数, 表明该通路在图中曲线左侧分组(PCN
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图 1   经PGN胁迫后, 厚壳贻贝外套膜PGN组和Ctrl组代谢物的

PCA (A)和OPLS-DA (B)得分图

Fig. 1   PCA (A) and OPLS-DA (B) score plots of metabolites in
the  PGN  and  Ctrl  groups  of  the  outer  membrane  of M.  coruscus
mantle after PGN stress
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图 2   厚壳贻贝外套膜鉴定代谢物的物质分类图

Fig. 2   Taxonomic of the metabolites identified from the mantle of
M. coruscus
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图 3   厚壳贻贝外套膜经PGN胁迫后代谢物的差异统计火山图

Fig.  3    Statistical  volcano  of  the  metabolite  differences  in  the
outer membrane of M. coruscus under PGN stress
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组)中激活, 在右侧分组(Ctrl组)中抑制; P<0.001且
FDR (False Discovery Rate)<0.001, 表明该通路的富

集程度为极显著。另有5种下调SDM显著富集于自

噬途径 (图  6D), 其ES值和NES值分别为–0.815和
–1.6, 表明该通路在PGN组中抑制, 在Ctrl组中激活;
其P value为0.01, FDR为0.042, 表明该通路为显著

富集。 

2.3   游离氨基酸分析结果

利用氨基酸分析仪分别对PGN组和Ctrl组贻贝

外套膜组织的游离氨基酸含量进行测定(表  1)。
在20种标准氨基酸中, 脯氨酸、色氨酸、天冬酰胺

和谷氨酰胺未能在外套膜组织中检测到。在检测

到的16种标准氨基酸中, 天冬氨酸、谷氨酸、半胱

氨酸和精氨酸在PGN组外套膜中相比Ctrl组呈现明

显上调(P<0.05), 该结果与代谢组学分析结果相吻

合; 其余氨基酸在两组中无显著性差异(P>0.05)。

此外, 在非标准氨基酸检测结果中, 牛磺酸和尿素

等含量在PGN组中上调, 但差异不显著(P>0.05)。 

2.4   外套膜组织抗氧化能力测试

进一步对PGN组和Ctrl组贻贝外套膜组织开展

抗氧化能力测定(表 2)。相比Ctrl组, PGN组贻贝外

套膜的过氧化氢酶酶活显著上调(P<0.05); 与此对

应的是过氧化氢含量的显著下调(P<0.05); 此外 ,
PGN组贻贝外套膜中丙二醛含量显著下调(P<0.05);
以上数据表明PGN组贻贝外套膜相比Ctrl组在部分

抗氧化指标上具有明显增强。但谷胱甘肽还原酶

和超氧化物歧化酶活性在两组中无显著性差异

(P>0.05)。 

2.5   外套膜提取物的抑菌活性测试

外套膜黏液经冷冻干燥并复溶后, 分别配置成

500 和62.5 μg/mL两种浓度, 分别代表高浓度和低

浓度, 对哈维氏弧菌(革兰氏阴性菌)和枯草芽孢杆
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菌(革兰氏阳性菌)分别开展抑菌活性测试。测试结

果表明, 外套膜黏液对两种测试菌株均表现出弱的

抑制活性, 其中, Ctrl组贻贝外套膜黏液对哈维氏弧

菌抑制率分别为20.91% (500 μg/mL浓度)和14.37%
(62.5 μg/mL浓度), 对枯草芽孢杆菌的抑制率分别

为16.75% (500 μg/mL浓度)和6.96% (62.5 μg/mL浓
度; 图 7)。

值得注意的是, PGN组贻贝外套膜黏液相比

Ctrl组, 对枯草芽孢杆菌的抑制率明显上升(P<0.05;
图 7)。其中, 在500 μg/mL浓度下, PGN组相比Ctrl
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tRNA生物合成途径的差异代谢物的表达量热图; D. 富集于自噬途径的差异代谢物的表达量热图
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组, 其抑制率提升8%; 在62.5 μg/mL下, 抑制率提升

12%; 但贻贝外套膜黏液对哈维氏弧菌的抑制率并

未受PGN胁迫的影响。在两种浓度下, PGN组贻贝

外套膜黏液相比Ctrl组, 其对哈维氏弧菌的抑制率

在高浓度下有显著增强(P<0.05), 但低浓度下无明

显变化(P>0.05; 图 7)。 

3    讨论

贝类外套膜被认为不仅与贝类贝壳的形成有

关, 其免疫相关功能也已被证实
[15]
。PGN是细菌细

胞壁的特有成分之一, 也代表了一类重要的病原体

相关分子模式, 可被宿主细胞识别并产生免疫级联

反应
[30]
。本文采用PGN胁迫方式, 结合贻贝外套膜

的代谢组学变化, 探讨了贻贝外套膜的免疫防御机制。 

3.1   PGN胁迫诱导的贻贝外套膜上调差异代谢物

特征

我们首先注意到, 厚壳贻贝外套膜中的代谢物

含量在PGN胁迫下发生明显改变。相比对照组, 外
套膜在PGN胁迫下, 其上调SDM主要为氨基酸及其

衍生物、有机羧酸类化合物等。其中, 部分代谢物

已被证实与免疫存在关联。例如, 羟基肉桂酸被认

为具有抗炎、抗氧化及细胞保护等生物功能
[37]; 4-

Trimethylammoniobutanoic acid在小鼠中被认为与

其肠道菌群的种属及丰度调节有关
[38]; 甘油磷酰胆

碱在神经免疫细胞中, 被认为与细胞因子激活以及

能量代谢调节存在关联
[39]; 牛磺酸已被证实在细胞

抗氧化及抗炎中发挥了重要作用
[40, 41]; Armochaeto-

glasin是一类酪氨酸衍生物 , 属于Cytochalasans家
族 , 被认为具有抗炎和抗菌功能

[42]; 法尼基丙酮

(Farnesyl acetone)最早发现于金合欢精油, 被认为

具有抗菌、抗炎和抗氧化活性
[43, 44]

。上述代谢物

在PGN组贻贝外套膜组织中的上调, 意味着贻贝外

套膜可能通过提升抗炎、抗氧化及抗菌活性来应

对外界微生物的入侵。此前已有研究证实, 贝类外

套膜可通过囊泡运输方式分泌免疫相关分子并用

以在组织外产生免疫效应
[14]; 此外, 在外套膜黏液

中, 具有抑菌活性的物质成分包括各种抗菌肽分子
[45]

及小分子代谢物, 如抗生素类物质
[18]
。值得注意的

 

表 1   厚壳贻贝经PGN胁迫后外套膜组织游离标准氨基酸分析

结果

Tab.  1    Concentration  of  free  amino  acids  in  the  mantle  of M.
coruscus treated by PGN stress (ng/g)

氨基酸名称
Name of amino acids

对照组
Control group

PGN胁迫组
PGN stressed group

天冬氨酸Aspartic acid 137.71±17.22 247.84±27.32*
苏氨酸Threonine 15.84±1.93 23.36±5.71
丝氨酸Serine 40.65±6.41 51.67±11.81
谷氨酸Glutamic acid 173.30±19.24 271.07±54.65*
甘氨酸Glycine 106.80±9.26 125.50±27.64
丙氨酸Alanine 135.62±36.57 193.05±47.12
缬氨酸Valine 13.98±1.65 16.62±2.27
半胱氨酸Cysteine 29.29±2.97 50.90±8.60*
蛋氨酸Methionine 7.38±1.17 10.03±1.97
异亮氨酸Isoleucine 15.99±1.26 19.63±3.82
亮氨酸Leucine 17.39±1.65 22.30±4.11
酪氨酸Tyrosine 26.76±3.02 35.59±9.13
苯丙氨酸Phenylalanine 12.70±3.83 17.16±2.23
赖氨酸Lysine 52.99±5.86 57.71±11.43
组氨酸Histidine 39.69±2.21 42.20±14.37
精氨酸Arginine 166.87±15.94 231.02±49.91*
牛磺酸Taurine 2169.03±165.75 2898.70±498.62
尿素Urea 1617.13±247.78 1892.13±233.03
α-氨基己二酸
α-aminoadipic acid 9.76±1.32 9.91±2.73

胱硫醚Cystathionine 7.44±0.80 8.19±1.69
β-丙氨酸β-alanine 13.99±2.70 13.62±2.02
鸟氨酸Ornithine 39.67±2.39 49.13±8.45
鹅肌肽Anserine 106.62±13.27 165.89±42.55

注: *P<0.05, **P<0.01; 下同The same applies below

 

表 2   对照组和PGN胁迫组厚壳贻贝外套膜组织抗氧化能力

Tab.  2    Antioxidant  ability  of M. coruscus mantle  in  the  control
group and the experimental group

抗氧化指标
Antioxidant index

对照组
Control group

PGN胁迫组
PGN stressed group

过氧化氢酶
Catalase (U/g prot) 2.34±0.43 6.03±2.85*

过氧化氢Hydrogen
peroxide (mmol/g prot) 0.35±0.06 0.23±0.05*

丙二醛Malonaldehyde
(nmol/mg prot) 5.41±1.06 3.42±0.42**

谷胱甘肽还原酶
Glutathione reductase
(U/g prot)

10.96±1.86 7.36±5.00

超氧化物歧化酶
Superoxide dismutase
(U/g prot)

8.12±0.96 10.68±2.05
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图 7   对照组和PGN胁迫组厚壳贻贝外套膜黏液对哈维氏弧菌

和枯草芽孢杆菌的生长抑制率(%; *P<0.05; **P<0.01)
Fig. 7   Inhibition ratio (%) of M. coruscus mantle mucus against
Vibrio harveyi and Bacillus subtilis
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是, 贝类外套膜黏液的抑菌活性具有选择性, 如在

牡蛎外套膜黏液中可检测到至少13种共生微生物

的存在
[46], 表明部分微生物可在外套膜黏液中生

存。本研究中发现, 贻贝外套膜在PGN胁迫后, 其
外套膜黏液对枯草芽孢杆菌的抑制率相比对照组

有明显上升(图 7), 表明PGN胁迫提升了贻贝外套

膜的抑菌活性, 推测与PGN胁迫后, 贻贝外套膜免

疫效应因子的分泌量增加有关。 

3.2   PGN胁迫诱导的贻贝外套膜下调差异代谢物

特征

外套膜在PGN胁迫下, 其下调SDM主要为脂类

及其衍生物, 主要包括各种磷脂酰胆碱和磷脂酰乙

醇胺, 均细胞膜的主要磷脂成分, 同时也作为细胞

内多种生理活性分子的前体物质, 参与细胞内多种

生理过程。例如, 磷脂酰胆碱和磷脂酰乙醇胺均可

通过代谢转化为第二信使分子而参与细胞信号转

导过程
[47, 48]; 此外, 磷脂酰胆碱还参与了基因表达

调节及血糖平衡
[49]; 而磷脂酰乙醇胺可转化为N-酰

基乙醇胺并发挥抗炎和促进细胞凋亡等作用
[50]
。

本研究注意到, 部分下调SDM与免疫调节存在关

联, 例如, 黄体酮是一类性激素, 同时也被认为是一

种免疫调节分子, 具有免疫抑制功能
[51, 52]; 此外, 有

3种下调SDM, 羟基二十碳四烯酸、二十四碳四烯

酸及 hepoxilin B3, 在以往研究中发现均属于12-脂
氧合酶代谢途径

[53], 且该途径已被证实与免疫炎症

反应的调节有关
[54]
。尽管上述下调代谢物缺乏在

贝类中的研究数据, 但从现有研究结果来看, 上述

下调代谢物反映了贻贝外套膜在面临PGN胁迫后,
可能通过调节炎症反应来减轻对细胞的伤害。 

3.3   上调差异代谢物富集的代谢通路特征

从SDM显著富集的代谢通路来看, 上调SDM
和下调SDM分别富集到不同的代谢通路(图 5), 表
明贻贝外套膜面对PGN胁迫产生了复杂的代谢响

应。其中, 在上调SDM富集的代谢通路中, mTOR
信号途径是细胞代谢调节的主要通路之一, 其功能

涉及细胞的能量代谢和自噬调节
[55]
。此外, mTOR

信号途径已被证实可通过整合来自免疫微环境的

各种信号, 协调免疫细胞及其代谢功能, 从而发挥

在细胞免疫和体液免疫过程中的调节作用
[56]
。已

有研究表明, 贻贝中mTOR信号途径与贝类细胞的

溶酶体活性及细胞自噬存在重要关联
[57]
。在本研

究中, 上调SDM富集于mTOR信号途径, 表明PGN
胁迫导致贻贝外套膜细胞mTOR信号途径被激活,
因此可能对细胞自噬产生抑制作用。GSEA分析结

果进一步证实了PGN胁迫导致贻贝外套膜自噬途

径的抑制(图 6B和6D)。该结果表明, 贻贝外套膜

细胞在PGN胁迫条件下, 可能通过对细胞自噬的抑

制来防止过度免疫的产生及由此对组织细胞的损

坏
[58]
。此外, Foxo信号通路也是新陈代谢的重要调

节途径之一, 可通过对糖代谢和脂代谢的整合, 在
细胞生长与分化、氧胁迫与衰老及自噬中发挥重

要作用
[59]
。值得注意的是, Foxo信号途径被发现对

昆虫的肠道免疫具有促进作用
[60]; Foxo信号途径的

激活也有助于提升细胞氧化应激水平并延长细胞

寿命
[61, 62]

。本研究中发现PGN组外套膜的过氧化

氢酶活力上调, 且过氧化氢与丙二醛含量下调(表 2),
表明贻贝外套膜在PGN胁迫条件下表现为抗氧化

活性的增强趋势。但该趋势是否与外套膜中Foxo
信号途径的激活存在关联, 尚需后续深入地研究。

此外, 本研究注意到上调SDM所富集的代谢通路

中, 多数与氨基酸代谢相关(图 5A), 表明PGN胁迫

对外套膜组织的氨基酸代谢产生了影响。对外套

膜组织的游离氨基酸含量分析也进一步证实了该

影响。其中, 天冬氨酸、谷氨酸和精氨酸在PGN胁

迫后出现显著上调。天冬氨酸和谷氨酸与能量代

谢存在关联, 其转化产物草酰乙酸和α-酮戊二酸可

参与到三羧酸循环
[63]
。精氨酸具有广泛的生物学

功能, 但值得注意的是, 精氨酸被认为是一种免疫

相关氨基酸, 其含量的升高有助于提升细胞的免疫

能力
[64]
。上述氨基酸含量在PGN胁迫后的上调, 推

测外套膜可能通过提升游离氨基酸的合成, 或加强

对蛋白质分子的水解来提升游离氨基酸含量, 以此

提升外套膜的能量代谢水平及免疫能力。 

3.4   下调差异代谢物富集的代谢通路特征

贻贝外套膜在PGN胁迫后的下调SDM所富集

的代谢通路中 , 多数与脂代谢相关(图  5B), 表明

PGN胁迫导致外套膜脂代谢相关通路的抑制。该

结果与多数脂类化合物, 特别是磷脂化合物在PGN
胁迫后出现含量下调相吻合(图 4)。这表明脂质含

量的下降可能与脂质代谢途径的抑制存在关联。

类似现象在合浦珠母贝的免疫胁迫研究中也有报

道
[65]
。脂质化合物被认为与免疫调节存在重要关

联。例如, 亚油酸可通过调节NF-κB信号途径从而

影响细胞自噬能力
[66], 花生四烯酸可抑制炎性小体

而产生抗炎效应
[67]
等。因此, 上述脂质化合物相关

的代谢途径的抑制, 推测与贻贝外套膜在PGN胁迫

后, 可通过降低自噬及调节炎症反应的平衡等策略

来应对。此外, 本研究也注意到, 贻贝外套膜中部

分维生素代谢相关途径, 如视黄醇、尼克酸和尼克

酰胺、维生素C等代谢相关途径在PGN胁迫后也表

现为抑制效应。上述维生素及其代谢途径已被认

为与免疫存在重要关联。例如, 视黄醇及其代谢途
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径被认为对人体肠道的黏液免疫具有调节作用
[68];

维生素C及其代谢途径也被认为是人类疾病中重要

的免疫代谢途径
[69]; 而尼克酸和尼克酰胺代谢途径

被认为是与抗炎效应相关的重要调节途径
[70]
。由

此可见, 上述维生素相关代谢途径的改变, 可能代

表了贻贝外套膜在对PGN的免疫响应的一种调控

机制, 但具体细节仍有待后续深入研究。

综上所述, 外套膜作为贻贝的重要免疫组织,
在PGN胁迫后表现出明显的代谢组学变化。其上

调SDM和下调SDM分别富集到不同的代谢通路。

以上结果表明贻贝外套膜对PGN胁迫产生了复杂

的代谢响应, 其响应机制主要表现为提升细胞的免

疫水平、调节与平衡炎症反应及抑制细胞自噬

等。对外套膜组织的游离氨基酸分析、外套膜黏

液抑菌活性分析及酶活力分析初步证实了上述代

谢物及其代谢途径在PGN胁迫后的变化特征。以

上研究为了解贻贝外套膜的免疫功能及其机制, 以
及后续贝类的健康养殖提供了科学依据。
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METABOLIC RESPONSE OF MYTILUS CORUSCUS MANTLE TO
PEPTIDOGLYCAN STRESS

YANG Zi-Lin, FAN Xiao-Jun, XIAO Wen-Hui, CAO Ping-Lin, ZHANG Xiao-Lin, YAN Xiao-Jun and LIAO Zhi
(Laboratory of Marine Biology Resource and Molecular Engineering, Marine Science and Technical College,

Zhejiang Ocean University, Zhoushan 316022, China)

Abstract: Mytilus  coruscus is  a  shellfish  with  huge  economic  importance  in  China,  and  the  mantle  is  an  important
immune-related organ. To investigate the immune function of the mantle and its underlying mechanisms, peptidogly-
can  (PGN)  was  used  as  a  stressor,  and  ultra-high-pressure  liquid  chromatography-mass  spectrometry  technique  was
employed to identify the composition and content of metabolites from the mantle at 48h of post peptidoglycan stress. In
addition, free amino acids, antimicrobial activities, and antioxidant activities of the mantle were analyzed and compared
between the control and stressed samples. The results revealed that PGN stress induced significant changes in mantle
metabolites,  and a total of 486 metabolites with significant difference (SDMs) was identified, including 232 up-regu-
lated and 254 down-regulated SDMs (P<0.05).  Among these,  lipids  and lipid-like  molecules,  organic  acids  and their
derivatives,  and organo-heterocyclic  compounds were the most  prominent  SDMs.  KEGG enrichment  analysis  further
revealed that these SDMs were enriched in different pathways, showing a complex response of the mantle to the PGN
stress. Notably, the up-regulated SDMs were enriched in pathways related to cell signaling and amino acid metabolism,
while down-regulated SDMs were enriched in lipid metabolisms, vitamin related metabolisms, and autophagy. Gene set
enrichment analysis (GSEA) further confirmed the regulation of some SDMs and the enrichment of aminoacyl-tRNA
biosynthesis and autophagy-animal. In addition, free amino acid analysis also confirmed the up-regulation (P<0.05) of
certain amino acids, such as aspartic acid, glutamic acid, and arginine, in the mantle under PGN stress. Enzymatic acti-
vity analysis revealed an increase (P<0.05) of catalase activity and a decrease of hydrogen peroxide in the PGN stressed
mussel  mantle.  Interestingly,  antimicrobial  function  analysis  revealed  that  the  mucus  from  PGN  stressed  mantle
presented stronger inhibition against Bacillus subtilis, indicating that PGN stress induce stronger antibacterial activity in
mussel  mantle.  These  findings  indicated  that  the  mussel  mantle  may  respond  to  PGN  stress  by  enhancing  immune
capacity, regulating inflammatory balance, and inhibiting cell autophagy. This study provides valuable insights into the
molecular  strategies  of  mussel  mantle  in  response  to  immune  stress  and  offers  a  scientific  basis  for  future  efforts  to
promote healthy aquaculture of mussels.

Key words: Mantle; Peptidoglycan; Immunity; Metabolomics; Mytilus coruscus
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