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摘要: 为探究文蛤(Meretrix petechialis)鳃组织内共生菌群的群落组成及结构, 采用纯培养方法, 对文

蛤鳃组织的内共生菌进行了分离、纯化和 16S rRNA 鉴定, 共筛选到 215 株细菌, 分属于变形菌门、厚

壁菌门、拟杆菌门和放线菌门 4 个门级类群中, 其中变形菌门是实现纯培养菌株数量最多的类群。基

于 16S rRNA 序列信息, 进一步对变形菌门的系统演化关系进行了分析, 结果显示不同纲级类群的菌

株分别聚集在了相应的分支内。另外, 对获得的具有潜在抑菌活性或致病性的共生细菌进行了探讨, 

为后续对文蛤鳃内生菌的深入研究奠定了基础。 
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内共生菌是指生活在另一个有机体(宿主)体内

或细胞内的微生物[1]。宿主的微生物群落处于动态变

化之中, 其与宿主的生长发育、信息交流、免疫及健

康密切相关。植物内共生菌的研究已有大量报道, 并

且有研究发现感染内共生菌的宿主比未感染植株具

有生长快速、抗逆境等优势[2]。动物内共生菌目前在

珊瑚、海绵等海洋生物中已有较多研究, 发现了大量

具有抗菌活性的有益细菌及真菌[3]; 在牡蛎、贻贝等

双壳贝类体内也发现了多种共生细菌 [4], 其中多种

细菌具有抗菌活性[5]。 

文蛤(Meretrix petechialis)是一种广温、广盐性的

贝类, 属于双壳纲(Bivalvia)、帘蛤科(Veneridae)、文

蛤属(Meretrix), 是广泛分布于我国沿海的一种重要

的经济贝类[6]。文蛤在夏季高温时期易发生爆发性死

亡, 病原菌感染是主要原因之一[4]。已有的研究指出, 

水产动物体内的天然微生物群体对水产动物抵御病原

体入侵的能力和机体的抗逆性有一定的影响[7]。文蛤等

双壳类的鳃作为其与水体直接接触的器官, 也是病原

菌攻击的目标。因此, 鳃组织在文蛤防御和免疫系统中

的作用就显得尤为重要, 其中的微生物群落也值得我

们探究。目前, 文蛤内共生细菌的分离与鉴定尚无相

关报道。开展文蛤鳃组织内共生菌的筛选和分析, 有

助于发现贝类潜在的病原菌以及有益的微生物, 对于

文蛤的生态养殖和病害防控具有重要的科学意义。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

本实验所使用的多批次文蛤分别于 2019 年 3—

6 月在山东省青岛市南山水产市场以及浙江省温州

市乐清市翁垟镇购买, 于室温海水暂养两天后进行

解剖取样。暂养过程中水体保持充气, 早、晚各换水

1 次, 期间不投喂饵料。 

1.2  细菌菌株的分离与纯化 

取健康文蛤的鳃 , 用无菌海水清洗 3 次后 , 使

用磁珠组织匀浆仪打碎匀浆 , 磁珠及离心管均为

无菌状态。匀浆液用灭菌海水稀释成 10–1、10–2、

10–3、10–4、10–5、10–6 共 6 个梯度。在超净工作台

中 , 分别吸取原液及 6 个稀释梯度的样品各 200 μL

加到 2216E、BG-11、ASN-III、放线菌培养基共 4 种

分离培养基上 , 每个梯度设 3 个平行 , 将培养基表

面的样品用无菌玻璃涂布棒涂布均匀。将平板放置
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于 25℃恒温培养箱倒置培养 , 至少培养 120 h 后挑

取形态、颜色各异的单个菌落 , 在新的固体培养基

上采用四区划线分离法对挑取菌落进行分离纯化 , 

3 次 划 线 纯 化 后 挑 取 单 菌 落 保 种 于 添 加 了

20%(W/V)甘油的各液体培养基中 , 冻存于–80℃冰

箱待用。  

1.3  菌株 16S rRNA 鉴定 

对分离、纯化过后的细菌进行 16S rRNA 鉴定。

挑取单菌落到已加入 20 μL 灭菌超纯水的 200 μL

小管中 , 100℃金属浴加热 15 min 后离心 , –20℃过

夜 , 溶解后上清液作为模板在 PCR 仪中进行扩增。

扩增引物在上海生工生物有限公司订购, 为 16S-27F 

(5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) 和 16S-1492R 

(5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’)。PCR 扩增的反

应体系为 : LA Taq mix 25 μL, 16S-27F 1.25 μL, 

16S-1492R 1.25 μL, DNA 模板 2.0 μL, ddH2O 20.5 μL。

扩增的条件为 95℃预变性 4 min, 95℃变性 30 s, 

55℃退火 30 s, 72℃延伸 60 s, 进行 35 个循环, 4℃

保存。PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测后, 送至

上海生工生物有限公司进行 Sanger 测序。 

1.4  数据分析及系统发育树构建 

将测序所得的近 1 500 bp 的基因序列在 NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)及 EzBioCloud 

(https://www.ezbiocloud.net/identify)网站上进行相

似性比对 , 分析判断分离到的细菌的种类 , 以相似

度低于 98%作为潜在新种的筛选标准[8]。将选取的

代表性序列及其同源序列使用 CLUSTAL_X 2.1 软

件进行多序列比对 , 使用  MEGA X 软件 , 根据 

Kimura 模型估算系统进化矩阵, 采用邻接法进行聚

类分析, 设置自举法(Boostrap method)1 000 次构建

系统发育树。 

2 结果 

通过对文蛤鳃组织的内共生菌的多批次筛选 , 

共筛选到 215 株细菌, 无潜在新种。对这些细菌进行

16S rRNA 基因序列比对, 结果显示所筛选到的全部

菌株分布在变形菌门、厚壁菌门、拟杆菌门和放线

菌门 4 个门级类群中(图 1)。其中, 变形菌门为本次

分离获得的可培养细菌的主要门级类群, 占全部纯

培养细菌的 76%。其次为厚壁菌门, 占本次分离到的

可培养细菌的 13%, 拟杆菌门和放线菌门仅占此次

分离到的可培养细菌的 6%及 5%。 

 

图 1  4 个门级类群中菌株数量所占比例分布 

Fig. 1  Proportion of the number of strains in four phyla 

 

2.1  变形菌门 

实现纯培养的变形菌门细菌分布于 α-变形菌

纲、γ-变形菌纲和 ε-变形菌纲的 10 个目的 30 个属, 

共 163 株, 是文蛤鳃组织中获得的可纯培养菌株数量

最多的类群。其中包括 α-变形菌纲 15 个属的 59 株细

菌, γ-变形菌纲 14 个属的 96 株细菌, 以及 ε-变形菌

纲弓形杆菌属的 8 株细菌。α-变形菌纲及 γ-变形菌纲

中属级类群的菌株分布如图 2 所示。 

在 α-变形菌纲中, 分离菌株最多的属级类群为

Nautella 属, 共分离到相关菌株 18 株; 其次为红杆

菌科的亚硫酸杆菌属, 共分离到 13 株细菌。另外, 该

纲中筛选得到的菌株数量较多的类群还包括褐杆菌

属(8 株), 其余属级类群分离到的菌株数均小于等于

3 株。 

在 γ-变形菌纲中 , 共分离到交替单胞菌属菌

株 20 株 , 是分离菌株最多的属级类群 ; 假单胞菌

属也是本研究中出现频率较高的类群之一 , 共分

离到 13 株细菌 ; 其次为假交替单胞菌属 , 共分离

到 12 株细菌。另外 , 筛选得到菌株数量较多的类

群还包括寡养单胞菌属(10 株)、气单胞菌属(8 株)

和弧菌属(6 株), 其余属级类群分离到的菌株数均

小于等于 6 株。  

2.2  厚壁菌门 

本研究中实现纯培养的厚壁菌门细菌分布于芽

孢杆菌纲的 5 个属, 共 27 株, 各属级类群的菌株分

布见图 3。在属的水平上, 厚壁菌门分离菌株最多的

类群为葡萄球菌属, 共分离到 15 株, 是本研究中出

现频率最高的种类之一 ; 其次为芽孢杆菌属 , 共分

离到 7 株; 此外, 类芽孢杆菌属分离到 3 株细菌, 大

洋芽胞杆菌属及赖氨酸芽胞杆菌属均只分离到 1 株

细菌。 
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图 2  α-变形菌纲和 γ-变形菌纲中属级类群的菌株比例分布 

Fig. 2  Proportion of the numbers of strains in 29 genera of α-Proteobacteria and γ-Proteobacteria 

 

 

图 3  厚壁菌门中属级类群的菌株数量所占比例分布 

Fig. 3  Proportion of the numbers of strains in five genera 
of Firmicutes 

 

2.3  拟杆菌门 

拟杆菌门共有黄杆菌纲的 5个属共 14株细菌实

现了纯培养, 每个属的代表菌株及其 16S rRNA 序

列相似性如见表 1。分离菌株最多的属级类群为

Bizionia 属, 共分离到 9 株; 其次为 Euzebyella 属, 

分离到 2 株; 此外 Aequorivita 属、Tenacibaculum 属

及 Winogradskyella 属均只分离到 1 株。 

2.4  放线菌门 

本研究中共有分布于放线菌纲的 6 个属、11 株放

线菌门细菌实现了纯培养 , 每个属的代表菌株及

其 16S rRNA 序列相似性见表 2。其中微球菌属是

实现纯培养菌株最多的属级类群 , 共分离到 4 株 ; 

其次为链霉菌属 , 分离到 3 株 ; 此外考克氏菌属、

壤霉菌属、小单胞菌属以及罗氏菌属均只分离到

1 株。  

 
表 1  拟杆菌门代表菌株及其 16S rRNA 序列相似性 
Tab. 1  Similarity analysis of partial 16S rRNA sequences of Bacteroidetes representative isolates 

属 代表菌株 最相似菌株 序列号 相似度/% 

Bizionia MP21 Bizionia hallyeonensis strain T-y7 NR_109525.1 100 

Euzebyella MP226 Euzebyella saccharophila strain 7SM30 NR_117007.1 99.86 

Aequorivita MP32 Aequorivita sp. strain 609 MK347067.1 98.43 

Tenacibaculum MP102 Tenacibaculum litoreum strain KNUSC3025 KP342148.1 100 

Winogradskyella MP18 Winogradskyella thalassocola isolate S4-6 AY771730.1 98.85 
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表 2  放线菌门代表菌株及其 16S rRNA 序列相似性 
Tab. 2  Similarity analysis of partial 16S rRNA sequences of Actinobacteria representative isolates 

属 代表菌株 最相似菌株 序列号 相似度/% 

Kocuria MP157 Kocuria sp. 13-3-7 KM886142.1 99.93 

Micrococcus MP2 Micrococcus aloeverae strain SGP3 MK426769.1 99.93 

Agromyces MP214 Agromyces sp. AK1 FN868445.1 99.57 

Micromonospora MP206 Micromonospora sp. 2802GPT1-4 JQ836677.1 99.42 

Rothia MP176 Rothia amarae strain R-36507 FR682692.1 99.54 

Streptomyces MP210 Streptomyces chungwhensis strain AA-98 AY382292.2 99.79 

 

2.5  系统发育分析 

由于本研究中分离到的变形菌门细菌种类及数

量较多, 而放线菌门、拟杆菌门及厚壁菌门所包含菌

株的纲级和目级类群比较单一, 故选取变形菌门的

代表菌株进行系统发育树的构建。将测序得到的文

蛤鳃组织中变形菌门 30 个属的共 30 株代表菌株的

16S rRNA 序列进行系统发育分析 , 获得的系统发

育树如图 4 所示。文蛤鳃组织内共生变形菌门聚类

成 3 个大的分支, 分别为 α-变形菌纲、γ-变形菌纲

和 ε-变形菌纲。建树所选取的代表菌株之间没有发生

聚集, 且和其同源菌株均聚集形成了独立的小分支。

从发育树中可以看出, α-变形菌纲可分为 3 个主要分支, 

其中红杆菌科 12个属的代表菌株以及其同源菌株聚集

在一个较大的分支内, 鞘脂单胞菌科的 Erythrobacter

属和 Sphingomonas 属的代表菌株及同源菌株在较小的

分支内, 红螺菌科的 Thalassospira 属代表菌株及其同

源菌株聚集在一个独立的小分支里。γ-变形菌纲中科级

类群众多, 其中海洋螺菌科以及莫拉菌科的代表菌株

及其同源菌株分别聚集在两个独立分支中。莫拉氏菌

科中的 Acinetobacter 属与 Psychrobacter 属相关菌株聚

成独立的一支, 海洋螺菌科中的 Marinomonas 属、

Neptunomonas 属及 Profundimonas 属的代表菌株及同

源菌株聚集成一个较大的独立分支。 

3 讨论 

鳃组织作为文蛤的滤食器官, 直接与水体接触, 

相比其他器官更易受到病原菌的侵袭。越来越多的

证据表明 , 在贝类等无脊椎动物中 , 鳃是参与病原

体侵袭免疫应答的主要组织[9]。本研究通过纯培养方

式, 对文蛤鳃组织内共生微生物进行了分析。对筛选

到的细菌进行 16S rRNA 序列测序及比对分析, 共得

到了 215 株细菌。分析显示, 其中很多优势种群具有

分泌活性化合物抑制病原菌的潜能, 同时也发现了

多个潜在的致病菌株。 

内共生微生物在多细胞生物体中与宿主共同进

化并对宿主具有重要影响[10]。在胚胎发育初始阶段, 

长臂虾 Palaemon macrodactylus 胚胎表面的共生细

菌可分泌化合物保护胚胎免受真菌侵害[11]; 夏威夷

短尾鱿鱼 Euprymna scolopes 在胚胎发生过程中会形

成一个复杂的器官, 可促进随后的共生细菌 Vibrio 

fischeri 定植[12]。另外, 共生菌可以合成昆虫所需的

各种营养物质, 如甲虫和吸血性昆虫的共生菌可提

供 B 族维生素, 而蟑螂和同翅目昆虫体内的共生菌

则可提供必需氨基酸[13]。在斑马鱼中, 恶唑酮引起的

小肠结肠炎的浸润及其严重程度受到微生物群组成

的影响, 万古霉素处理后梭杆菌门成为肠道菌群的

优势菌门, 且对恶唑酮的炎症反应明显降低[14]。本研

究中获得的 α-变形菌纲中的鞘脂单胞菌属菌株, 有

文献报道其在水生动物中的分离株具有抗菌能力。

蚶(Anadara broughtonii)中分离得到的鞘脂单胞菌, 

对金黄色葡萄球菌、枯草杆菌、粪肠杆菌等多种病

原菌均有抗菌活性[5]。亚硫酸杆菌属是本次分离过程

中出现频率最高的类群之一, 已有文献表明从海草

和浮游植物中分离的亚硫酸杆菌, 对真菌和菌鳗弧

菌表现出很强的抑菌能力[15-16]。本研究中 γ-变形菌

纲中分离菌株最多的交替单胞菌属, 也有多篇文献

证实其分泌物具有抗菌活性。从海水中分离得到的

Alteromonas rava sp. nov. SANK73390 可产生一种

抗生素, 对革兰氏阴性菌和阳性菌均有很强的抑制

活性[17]; 而菌株 Alteromonas strain P-31 则可以分泌

一种大分子耐热糖蛋白, 对几种重要的鱼类致病菌

均有抑制作用[18]。此外, 从海藻中分离得到的交替单

胞菌也被证实具有抑菌活性[19]。厚壁菌门中分离菌

株数量最多的葡萄杆菌属, 已有大量文献报道其能

够产生抗菌的代谢产物, 在海草中分离得到的该属 
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图 4  基于 16S rRNA 基因序列构建的文蛤鳃组织分离到的变形菌门代表菌株的系统发育树 

Fig. 4  Neighbor-joining phylogenetic trees of the selected references strains in Proteobacteria and their related strains isolated 
from the gill of Meretrix petechialis 
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菌株对多种病原真菌有很强的抑制活性[16]。放线菌

作为一类具有高 G+C 含量的革兰氏阳性细菌, 因其

分布广泛并能产生丰富的活性次生代谢产物而著

称。例如, 从丛生盔形珊瑚中分离得到的白刺放线菌

的分泌物具有广谱抑菌活性, 对多种病原菌均有抑菌

活性[20]。本次分离得到的放线菌中较为优势的类群链

霉菌, 有报道其对副溶血弧菌、鳗弧菌和哈维氏弧菌

等海水养殖病原菌均有较强的抑菌活性[21-22]。 

本研究也从文蛤鳃组织也分离到多株潜在的病

原菌。α-变形菌纲中分离菌株数量最多的 Nautella 属, 

曾被广泛报道为藻类的致病菌 , 如 Nautella italica 

R11 是红藻的病原[23]。有文献报道, 该属细菌在发病

的凡纳滨对虾体内含量很高, 猜想其可能与虾的健康

有密切关系[24]。本研究中分离到的 ε-变形菌纲中的

弓形杆菌属, 在濒死的牡蛎、饥饿的鲍鱼和坏死的海

绵中都观察到 Arcobacter sp.菌株的大量存在, 当这

些菌株的浓度足够高时, 它们有可能成为条件致病

菌[7]。在文蛤体内, 我们也发现了弧菌感染后文蛤肝

胰腺中 Arcobacter 丰度的显著上升 [25]。拟杆菌门

Winogradskyella 属细菌, 在许多海洋生物中包括牡

蛎等十分常见, 据报道高浓度的 Winogradskyella 菌

株与鱼类阿米巴鳃病密切相关 [26], 此外 , 黄杆菌属

细菌也曾报道为鱼类的病原菌[27]。 

已有研究表明, 水产动物的内共生菌群与其自身

的免疫能力与抗病能力密切相关[28]。本研究通过纯培

养方式对文蛤鳃组织的内共生细菌进行了分离、鉴定, 

对获得的主要类群进行了分析, 并对其中具有潜在致

病性或者抑菌活性的共生细菌进行了探讨, 为后续文

蛤内共生菌群的深入研究提供了重要参考。 
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Abstract: To explore the community composition and structure of endosymbiotic bacteria in the gill tissues of the 

clam Meretrix petechialis, a total of 215 strains of endosymbiotic bacteria were isolated and purified from the gills 

using pure culture method and then identified based on 16S rRNA sequencing. These strains were classified into 

four phyla: Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, and Actinobacteria, among which Proteobacteria was the 

group with the largest number of the isolated strains. Based on the 16S rRNA sequencing information, the phy-

logenetic relationship of Proteobacteria was further analyzed. The phylogenetic tree showed that the strains of dif-

ferent class groups were clustered in the corresponding branches. In addition, we discussed the potential antibacte-

rial activity or pathogenicity of the symbiotic bacteria. This study provides a reference for further studies of the 

endosymbiotic microbial community in M. petechialis. 
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