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摘要    海洋酸化是当前全球面临的最为紧迫的环境问题之一，已显现出对海洋生物的严重影响。

贻贝是我国重要的经济贝类之一，但目前尚缺乏海洋酸化背景下厚壳贻贝的分子响应相关研究。为

此，对厚壳贻贝外套膜组织开展了急性酸化条件下的代谢组学分析，以期了解厚壳贻贝在酸化条件

下，其外套膜组织的代谢物组成和含量变化。采用超高压液相色谱-串联质谱技术，结合代谢物数据

库搜索和鉴定，从厚壳贻贝外套膜中鉴定代谢物总计 7 882 种。与对照组相比，酸化处理后的厚壳

贻贝外套膜组织中共有 497种代谢物含量发生显著变化(P<0.05)，其中，320种差异代谢物显著上调，

177种显著下调。差异代谢物富集的代谢通路主要包括脂代谢、信号转导、维生素代谢、核酸代谢、

氨基酸代谢以及 ABC转运体。结合外套膜游离氨基酸组成分析以及抗氧化活性分析，推测厚壳贻贝

通过激活尿素合成、增强细胞膜流动性以及加强渗透压调节和钙离子转运等方式来应对海洋酸化的

威胁。上述研究为深入了解贻贝应对海洋酸化的分子策略，以及在海洋酸化大背景下的贻贝健康养

殖奠定了基础。 
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地球目前面临的两大环境问题 , 温室效应和海

洋酸化, 均与大气中二氧化碳浓度升高有关(Tan et al, 

2020b)。大气二氧化碳浓度已从工业革命时期的 280 

×10–6增加到目前的近 400 ×10–6, 不仅推动了温室效

应, 也因此造成海水平均 pH的持续降低。Queirós等

(2015)预测全球海洋 pH 将在 2300 年下降至 7.4。此

外, 河流入海口的冲淡水也会导致局部海域的 pH 改

变。已有数据表明, 长江口、杭州湾和三门湾 pH 会

出现季节性变化, 且在夏季出现 7.75 的低值(刘晓辉

等, 2017; Zuo et al, 2022)。以上结果表明, 海洋生物

面临着长期或者短期波动性的海洋酸化威胁, 因此, 

研究海洋生物在酸化条件下其生理生化特征的变化, 

将有助于了解海洋生物对酸化的短期胁迫和长期适

应过程。 

目前已知海洋酸化会造成海洋生物多种生理异

常, 包括能量分配紊乱、免疫力下降、新陈代谢同化

效率降低、呼吸能提高以及细胞内活性氧增加等(Cao 

et al, 2018)。此外, 海洋酸化会降低海水中碳酸钙的

饱和度, 对以碳酸钙为生物硬组织的部分海洋生物, 

如贝类、棘皮动物、珊瑚、藤壶等造成严重的生存威

胁(Doney et al, 2009; Ashur et al, 2017; Doo et al, 

2019)。例如, 海洋酸化已造成局部海域珊瑚虫的大面

积死亡(Eyre et al, 2018); 此外, 海洋酸化对双壳纲软

体动物也产生不利影响, 包括幼虫存活率下降(Tan et 
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al, 2020a), 疾病感染率增加(Asplund et al, 2014; Cao 

et al, 2018), 贝壳生长和发育受阻 (Melzner et al, 

2009), 足丝强度下降(Zhao et al, 2017)以及贝壳溶解

(Chandra et al, 2021)。目前, 对海洋生物在酸化条件

下的生理响应 , 多以分子组学为研究手段。例如 , 

Goncalves 等(2017)利用蛋白质组学和转录组学手段

研究了牡蛎(Saccostrea glomerata)鳃组织在酸化条件

下的分子响应, 发现包括热休克蛋白, 免疫相关蛋白

以及能量代谢相关蛋白及基因表达量等受酸化影响

较大。Carroll等(2021)利用蛋白质组学手段研究了南

非鲍(Haliotis midae)血细胞在酸化条件下的分子变化, 

结果表明细胞骨架、免疫、蛋白质翻译及翻译后修饰、

囊泡运输以及能量代谢相关蛋白质含量受酸化影响

较大。以上研究结果表明, 采用组学手段研究海洋酸

化条件下海洋生物的生理生化响应 , 可以了解酸化

背景下海洋生物的分子应对策略。 

贝类是一类具有重要经济价值的海洋生物 , 在

当前水产养殖业中所占比重较大。其贝壳是生物矿化

的产物, 主要分泌组织为外套膜。由于贝壳的主要成

分(碳酸钙晶体)对海洋酸化呈现较强的敏感性, 海洋

酸化对贝类, 特别是贝类养殖业已带来巨大影响(Tan 

et al, 2020a), 因此对贝类生物矿化过程在海洋酸化

条件下的相关研究也日益受到人们的重视。以往研究

已发现, 海洋酸化会破坏贝类体内的 pH 稳态, 从而

影响外套膜组织中生物矿化关键基因的表达(Wei et 

al, 2015)。此外, 酸化海水还会导致成年牡蛎的三羧

酸循环过程被抑制而导致能量代谢受阻 , 或者抑制

牡蛎幼虫的糖酵解、脂肪酸氧化等内源性能量供应, 

因此导致牡蛎不论是在成年期还是在幼年期 , 其生

物矿化过程均因能量供应不足而受到抑制(Timmins- 

Schiffman et al, 2014; Wang et al, 2018; Jiang et al, 
2019)。目前, 针对贝类在海洋酸化条件下的生理响应

多集中在牡蛎为代表的少数贝类物种(Liu et al, 2020), 

目前尚缺乏针对贻贝在酸化条件下 , 其生物矿化相

关组织的生理响应研究。 

厚壳贻贝(Mytilus coruscus)是我国东部海域的主

要双壳贝类之一。以往的研究表明, 贻贝属贝类对海

洋酸化具有较强的耐受性 , 因而导致贻贝属往往成

为某些高 CO2 海域的优势物种(Sunday et al, 2011; 

Thomsen et al, 2013, 2017; Sui et al, 2017), 但相关机

制目前尚不明确。此前研究已发现, 厚壳贻贝体内含

有较高浓度的尿素, 且在厚壳贻贝体内注射 13C 标记

尿素后 , 其贝壳中 13C/12C 比值显著上升 (王莹等 , 

2022), 这意味着尿素分子可能在其对抗海洋酸化过

程中起到了重要作用。但目前尚无关于贻贝在酸化条

件下, 其外套膜组织中代谢物组学分析。代谢组学研

究可以直观地展示代谢物组成与变化 , 因此可以从

代谢物水平了解贝类在海洋酸化条件下的新陈代谢

过程变化 , 并且从中发现贻贝对海洋酸化的分子响

应机制。为此, 以我国东部海域重要的经济贝类厚壳

贻贝为研究对象 , 对其外套膜组织在急性酸化刺激

条件下代谢物的组成和含量变化开展分析 , 以探讨

贻贝在海洋酸化过程中的生理响应以及贻贝应对海

洋酸化的可能分子机制。 

1  材料与方法 

1.1  厚壳贻贝的采集与样品处理 

成年厚壳贻贝采集自浙江舟山嵊泗海域 , 以洁

净海水暂养于恒温水族箱中(温度 22 °C, 盐度 25)。

对照组贻贝饲养于正常海水(pH 8.1)中, 实验组贻贝

饲养于酸化海水(pH 7.3)中。酸化海水参照文献方法

(Yarra et al, 2021), 采用稀盐酸进行调配, 每 2 h调节

一次 pH, 使其稳定在 7.3。以上两组贻贝在饲养过程

中均采用螺旋藻粉作为饲料定时投喂。饲养时间均为

48 h。 

1.2  外套膜组织样本的采集与代谢物的提取 

选取厚壳贻贝外套膜组织进行代谢物提取。所有

提取试剂使用前均在–20 °C进行预冷。组织样本中加

入内标(L-2-氯苯丙氨酸, 0.06 mg/mL; 甲醇配置)及

甲醇-水(体积比为 4︰1)溶液, 经研磨(60 Hz, 2 min)

后离心(10 000×g, 4 °C, 10 min), 取上清液冷冻干燥。

再以甲醇-水(体积比为 1︰4)溶液复溶后, –20 °C下静

置 2 h, 经离心(10 000×g, 4 °C, 10 min)后取上清液, 

经 0.22 μm滤膜过滤后, 上样超高液相色谱-串联质谱

(ACQUITY UPLC I-Class plus, 美国沃特世公司)进

行分析, 采用 6 次重复试验, 质控样品由所有样本等

体积混合制备。 

1.3  超高液相色谱-串联质谱(UPLC-MS/MS)分析 

采用 HSS T3 (100×2.1 mm, 粒径 1.8 μm)反相色

谱柱进行代谢物分离, 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

12 min 内 B 液比例从 5%上升至 100%; 流速为

0.35 mL/min, 柱温为 45 °C。 

色谱柱洗脱组份注入 UPLC-MS/MS, 以正负离

子模式进行质谱扫描分析。采用全扫描结合全信息串

联(MSE)模式进行质谱数据采集 ; 质荷比(m/z)范围
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设置为 100~1 200; 分别采用低能扫描(Ce, 4 eV)和高

能扫描(CE-ramp, 20~45 eV)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

0.2 s; 延迟 0.02 s; 毛细管电压 2.5 kV; 锥电压 40 V; 

源温度 320 °C; 脱溶剂气体温度 350 °C; 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 v2.3 软件

(Nonlinear 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)、Lipid maps (v2.3)和

METLIN数据库进行代谢物鉴定。采用单变量分析差

异倍数(fold-change)和 T检验 P-value (n=6)来筛选差

异表达代谢物。筛选条件为差异倍数>1.20 或<0.83

以及 P-value<0.05, 二者取交集, 获得差异离子。差

异代谢物注释以及代谢物通路分析基于 KEGG 数据

库进行。 

1.4  贻贝外套膜游离氨基酸组成分析 

贻贝外套膜组织经液氮研磨后行组织匀浆 ; 匀

浆后的组织样本进行超声破碎(功率 150 W, 超声时

长 3 s, 间隔 10 s, 总时长 5 min), 再经离心(4 000×g, 

4 °C, 10 min)后, 以截留分子量为 3 K的超滤管进行

超滤, 滤过液经冷冻干燥后, 以 0.02 mol/L稀盐酸进

行复溶, 经 0.22 μm 滤膜过滤后, 上样全自动微量氨

基酸分析仪(LA8080A, 日立公司), 参照王春月等人

的方法(Wang et al, 2021)进行分析。采用离子交换柱

(铝离子交换树脂, 4.6 mm×60.0 mm)进行样品分离; 

反应柱为热传导膜不锈钢柱 4.6 mm×(42.5 mm+ 

42.5 mm); 交换柱温度设置为 50 °C, 反应柱温度设

置为 135 °C; 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 150 min。

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)。 

1.5  外套膜酶活力测定 

贻贝外套膜组织经液氮研磨、匀浆、离心后取上

清液进行总蛋白定量和酶活力测定。其中, 超氧化物

歧化酶 (superoxide dismutase, SOD), 过氧化氢酶

(catalase, CAT), 谷胱甘肽(glutathione, GSH), 5′-核苷

酸酶 (5′-nucleotidase, 5′-NT), 总抗氧化能力 (total 

antioxidant capacity, T-AOC), 总一氧化氮合酶(total 

antioxidant capacity, T-NOS)的测定采用试剂盒(南京

建成 )并按说明书方法进行。总蛋白浓度采用

Bicinchoninic Acid (BCA)标准方法测定。 

1.6  数据处理和统计分析 

使用软件 Progenesis QI (version 2.2, Waters, UK)

和 R软件包 meta X对质谱数据进行统计分析。单变

量分析采用 Wilcoxon 和 T 检验来确定实验组和对照

组之间的代谢物差异; 多变量统计分析采用柏拉图

标准化(Pareto scaling)对数据进行 log2转换和比例调

整后 , 分别进行主成分分析 (principal component 

analysis, PCA)、偏最小二乘-判别分析(partial least 

squares discrimination analysis, PLS-DA)和正交偏最

小二乘方-判别分析(orthogonal partial least squares 

discrimination analysis, OPLS-DA)。 

采用 IBM SPSS Statistics 26的单因素方差分析

(One-way ANOVA)进行酶活力及游离氨基酸的组间

显著性差异分析, 显著差异水平为 P<0.05。 

2  结果 

2.1  多元统计分析结果 

对正常海水饲养的对照组贻贝和酸化海水饲喂

的实验组贻贝的外套膜组织 , 分别进行非靶向

UPLC-MS/MS 代谢组学分析, 采取 6 组平行实验。

在正离子和负离子检测模式下 , 去除相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD)>0.3的离子后, 总

计获得质谱峰数量为 17 366 个, 其中正离子模式下

为 6 779个, 负离子模式下为 10 587个; 鉴定代谢物

总计 7 882种, 其中正离子模式下鉴定 3 398种, 负

离子模式下鉴定 4 484 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

MTBLS5530。 

通过 PCA 分析判断样本之间代谢物的总体分布

特征及分析的稳定性; 采用 PLS-DA 以及 OPLS-DA

分析评估对照组和实验组之间的统计学差异 , 结果

见图 1。由图 1 可见, 对照组和实验组在数据点的空

间分布上存在明显分离(图 1a), 且所有样本处于 95%

置信区间 , 表明酸化海水条件下 , 贻贝外套膜组织

代谢物与对照组相比具有明显差异。其中, PLS-DA 

(图 1b)及 OPLS-DA (图 1c)分析所得 R2X (模型 X轴

方向累计解释率)和 R2Y (模型 Y轴方向累计解释率)

分别为 0.747和 0.992; PLS-DA及 OPLS-DA分析 Q2

值(模型的累积预测率)分别为 0.936和 0.859 (图 1d)。

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。 
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图 1  经酸化海水处理后, 实验组和对照组厚壳贻贝外套膜组织的代谢物分布 PCA、PLS-DA、OPLS-DA得分图和 Q2值

/R2值分布图 
Fig.1  PCA, PLS-DA, OPLS-DA score plots, and corresponding validation plots (Q2 value and R2 value) of OPLS-DA derived from the 

control group and the experimental group 
注: a. 基于 POS和 NEG的 PCA图; b. 基于 POS和 NEG的 PLS-DA图; c. 基于 POS和 NEG的 OPLS-DA图; d. 基于 PLS-DA和 OPLS-DA

的 Q2值和 R2值分布图 

 
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 来 筛 选 组 间 差 异 代 谢 物 (significant different 

metabolites, SDM)。首先基于 OPLS-DA 模型得到变

量权重值(variable importance of projection, VIP), 进

一步以 VIP>1 以及 T 检验 P<0.05 作为 SDM 筛选阈

值。经筛选, 对照组和酸化处理组贻贝外套膜组织中, 

共筛选到 497 种差异代谢物, 其中, 酸化处理组贻贝

相比对照组, 其外套膜中有 320种 SDM上调, 177种

下调。在此基础上, 对所有 SDM 的表达量数据进行

火山图分析, 进一步对 VIP值最大的 50种 SDM进行

层次聚类(hierarchical clustering)分析, 结果分别见图

2 和图 3。上述数据表明, 酸化处理组与对照组相比, 

其差异代谢物层次聚类关系良好。 

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 79 个 SDM 被富集到了 62 条代谢通路, 其 

 

图 2  经酸海水化处理后, 实验组和对照组厚壳贻贝外套

膜代谢物的分布火山图 
Fig.2  Volcano map of the metabolites of control group and 

experimental group of M. coruscus mantle after treatment with 
acidified seawater 

注: 火山图基于 POS和 NEG模式描绘, 每一个点代表一种代谢物, 

点的大小代表基于 OPLS-DA模型计算的代谢物变量权重值(VIP); 

红色代表显著上调代谢物(P<0.05), 蓝色代表显著下调代谢物

(P<0.05), 灰色代表无显著差异的代谢物(P>0.05) 



3期 范孝俊等: 海水酸化对厚壳贻贝(Mytilus coruscus)外套膜代谢组的急性影响 925 

 

图 3  厚壳贻贝外套膜经急性酸化处理后, 基于 VIP值最大的 50种显著差异代谢物的层次聚类分析热图 
Fig.3  Heat-map of hierarchical clustering analysis on the top 50 SDMs of M. coruscus mantel after treatment with acidified seawater 

注: MAC代表酸化组, MNC代表对照组; 红色代表上调, 蓝色代表下调, 根据颜色尺度描述代谢物差异水平 

 
中, 显著性富集(P<0.05)代谢通路为 13条, 对显著富

集的代谢通路进行气泡图绘制, 结果见图 4。由图 4

可见, SDM 富集的代谢通路主要包括脂代谢(花生四

烯酸代谢、甘油磷脂代谢、鞘脂代谢 )、信号转导

(mTOR信号通路、FoxO信号通路、神经受体-配体相

互作用)、维生素代谢(泛酸和辅酶 A生物合成、硫胺

素代谢)、核酸代谢(嘌呤代谢、氨酰 tRNA的合成)、

氨基酸代谢(D-精氨酸和 D-鸟氨酸的代谢、精氨酸合

成)以及 ABC转运体。 

2.3  氨基酸分析仪测定结果 

利用氨基酸分析仪对实验组和对照组贻贝外套

膜组织的游离氨基酸含量进行测定。20 种标准氨基

酸中, 谷氨酰胺、天冬酰胺、色氨酸和脯氨酸未能检

测到。天冬氨酸、甘氨酸和精氨酸是外套膜组织中含

量最高的游离氨基酸(表 1)。相比对照组, 酸化组贻

贝外套膜中多数游离氨基酸未发生明显变化 , 仅谷

氨酸、甘氨酸、甲硫氨酸和精氨酸明显上调(P<0.05) 

(表 1)。此外, 在其他含氮化合物检测中, 酸化组样品

的尿素含量相对于对照组显著升高(P<0.05) (表 1)。 

2.4  酶活测试结果 

进一步对实验组和对照组贻贝外套膜组织开展

酶活力测定。结果见表 2。由表 2 可见, 与对照组相 
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图 4  厚壳贻贝经酸化海水处理后, 外套膜中差异代谢物的显著通路富集统计气泡图 
Fig.4  The metabolome view map of significant difference metabolic pathways in mantle for M. coruscus after treatment with acidified 

seawater 
注: 基于 POS和 NEG的显著代谢通路富集气泡图, x轴代表富集因子, y轴代表富集的显著差异代谢通路。富集因子代表差异代谢物和所

有注释到此代谢通路的代谢物的比值, 圆点大小代表差异代谢物的数量, 原点越大, 差异代谢物数量越多。圆点的颜色代表着这条代谢

通路的 P值, 越接近于 0, 表示代谢通路越显著 
 

表 1  厚壳贻贝经酸化海水处理后外套膜组织游离氨基酸

分析结果 
Tab.1  Free amino acids in the mantle of M. coruscus treated 

with acidified seawater 

氨基酸名称 对照组中浓度/% 酸化组中浓度/% 

牛磺酸 1.125±0.763a 1.224±0.531a 

尿素 4.76±0.183a 5.58±0.131b 

天冬氨酸 1.62±0.112a 1.85±0.031b 

苏氨酸 0.13±0.045a 0.15±0.044a 

丝氨酸 0.18±0.063a 0.23±0.047a 

谷氨酸 0.54±0.013a 0.69±0.051b 

甘氨酸 1.04±0.112a 1.57±0.055b 

丙氨酸 0.42±0.140a 0.51±0.065a 

缬氨酸 0.08±0.032a 0.1±0.050a 

半胱氨酸 0.12±0.023a 0.12±0.022a 

甲硫氨酸 0.05±0.016a 0.08±0.049a 

异亮氨酸 0.05±0.011a 0.06±0.009a 

亮氨酸 0.05±0.01a 0.06±0.015a 

酪氨酸 0.1±0.022a 0.1±0.027a 

苯丙氨酸 0.12±0.003a 0.11±0.061a 

赖氨酸 0.12±0.017a 0.14±0.019a 

组氨酸 0.11±0.043a 0.11±0.0005a 

精氨酸 0.74±0.063a 0.92±0.037b 

注: 不同上标小写字母表示对照组和实验组组间的显著差异
(P<0.05) 

表 2  对照组和酸化组厚壳贻贝外套膜组织的酶活力 
Tab.2  Enzymatic activity of M. coruscus mantle from the 

control group and the experimental group 

名称 对照组 酸化组 

总抗氧化能力 
/(U/mg) 

0.121 6±0.009 25a 0.124 0±0.006 30a 

钠钾泵 ATP酶活
/(U/mg) 

2.003 6±0.115 02a 1.965 1±0.375 4a 

过氧化氢酶 
/(U/mg) 

49.557 9±2.303 61a 71.894 5±10.052 53b

谷胱甘肽 
/(mg/mg) 

0.036 0±0.001 40a 0.047 7±0.006 21b 

总一氧化氮合酶
/(U/mg) 

19.165 2±5.252 35a 20.323 2±11.662 82a

超氧化物歧化酶
/(U/mg) 

7.677 6±1.057 83a 8.612 4±2.878 84a 

注: 不同上标小写字母表示差异显著(P<0.05) 

 
比 , 急性酸化组贻贝外套膜的过氧化氢酶活性及谷

胱甘肽的含量明显上调(P<0.05); 但总抗氧化能力、

钠钾泵 ATP 酶活、总一氧化氮合酶、超氧化物歧化

酶活性与对照组相比并无显著差异(P>0.05)。 



3期 范孝俊等: 海水酸化对厚壳贻贝(Mytilus coruscus)外套膜代谢组的急性影响 927 

3  讨论 

目前 , 海洋酸化对贝类的影响相关研究已有较

多报道, 主要集中在贝类免疫(Wang et al, 2016; Zhao 

et al, 2018)、生物矿化(Fitzer et al, 2014; Chandra 

Rajan et al, 2021; Wang et al, 2022)、足丝黏附(Zhao et 

al, 2017; Zhao et al, 2020)等生理过程。相关研究已揭

示海洋酸化对贝类的能量代谢(Jiang et al , 2019; 

Pousse et al, 2020)、细胞骨架(Wei et al, 2015)、活性

氧水平(Cao et al, 2018)等产生不利影响。目前对贝类

在海洋酸化条件下的生理和分子响应研究多集中在

以牡蛎、蛤类等为代表的贝类物种, 且实验条件设置

多以长期酸化为主(Tan et al, 2020b)。但考虑到贝类

对海洋酸化具有某种长期适应性(Thomsen et al, 2013, 

2017; Fitzer et al, 2019; Tan et al, 2020b), 因此, 对短 

期急性酸化条件下的贝类开展其生理响应研究将有

助于更为直观地展示贝类在应对酸化过程中的分子

机制。 

通过对厚壳贻贝设置 48 h急性酸化, 并对其外

套膜组织开展代谢物组学分析 ,  我们首先注意到 , 

厚壳贻贝外套膜中的代谢物组成在急性酸化条件下

发生明显改变。相比对照组 , 外套膜在急性酸化条

件下的差异代谢物主要集中在嘌呤及嘌呤衍生物、

脂类及其衍生物、氨基酸及其衍生物、维生素和甜

菜碱等化合物。上述差异代谢物主要富集于嘌呤代

谢、能量代谢、精氨酸合成代谢、脂代谢等通路。

其中, 嘌呤代谢通路中, ATP含量在酸化组贻贝外套

膜中相比对照组呈现明显下调, 而 ADP 和 AMP 则

呈现明显上调(P<0.05) (表 3); 此外, 我们也注意到 

表 3  关键差异代谢通路及其富集的差异代谢物信息 
Tab.3  The key differential metabolic pathways and their differential metabolites 

代谢通路名称 通路编号 (差异倍数)差异代谢物 P值 变量权重值

神经活性配体受体相互作用 myi04080 (1.978)L-天冬氨酸 0.000 3 6.75 

  (0.360)棕榈酰乙醇酰胺 <0.000 1 1.25 

  (3.181)白三烯 C4 0.016 7 2.79 

嘌呤代谢 myi00230 (0.625)腺嘌呤 0.015 7 1.85 

  (1.627)3’-单磷酸腺苷 0.000 3 15.60 

  (0.150)腺嘌呤脱氧核苷酸 0.000 8 1.07 

  (0.338)脱氧鸟苷 <0.000 1 1.65 

  (1.460)脱氧鸟苷二磷酸 0.001 3 1.43 

  (0.464)鸟嘌呤 <0.000 1 1.63 

  (0.451)鸟苷 <0.000 1 4.84 

  (1.290)磷酸鸟苷 0.000 4 2.80 

  (0.519)次黄苷 0.032 0 3.33 

  (1.598)腺苷二磷酸 0.000 8 2.32 

  (1.651)单磷酸腺苷 0.004 0 7.82 

  (0.445)腺苷 0.001 0 13.31 

  (2.068)腺苷 3, 5-二磷酸 0.002 1 1.07 

氨酰 tRNA生物合成 myi00970 (1.404)L-赖氨酸 0.008 6 2.17 

  (1.423) L-脯氨酸 0.007 8 1.26 

  (1.599)L精氨酸 0.003 7 7.82 

  (1.978) L-天冬氨酸 0.000 3 6.75 

  (1.570) L-酪氨酸 0.028 4 1.55 

  (1.339) L-异亮氨酸 0.002 2 4.59 

D-精氨酸和 D-鸟氨酸代谢 myi00472 (1.562) D-精氨酸 0.008 5 1.44 

  (1.507) D-鸟氨酸 0.007 3 1.62 

花生四烯酸代谢 myi00590 (0.697)异前列腺素 0.001 4 1.73 

  (1.367) 8-异丙前列腺素 F2a 0.034 2 1.41 

  (4.156)20-羟基白三烯 E4 0.001 6 1.79 
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续表 

代谢通路名称 通路编号 (差异倍数)差异代谢物 P值 变量权重值

花生四烯酸代谢 myi00590 (4.578)白三烯 E4 0.002 1 1.08 

  (10.762)磷脂酰胆碱(二十碳三烯酸/二十二碳四烯酸) <0.000 1 1.65 

  (2.980磷脂酰胆碱(十四酸/二十碳四烯酸) 0.000 3 2.17 

  (6.786)磷脂酰胆碱(二十碳五烯酸/二十二碳四烯酸) <0.000 1 7.87 

  (6.850)二十二碳五烯酸/十四碳烯酸) <0.000 1 2.99 

  (0.610)磷脂酰胆碱(十八碳烯酸/十八碳烯酸) 0.000 8 1.52 

硫胺素代谢 myi00730 (1.570) L-酪氨酸 0.028 3 1.55 

  (4.908烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 0.006 5 1.52 

  (0.310) 5′-磷酸吡哆醛 0.003 5 1.01 

泛酸和辅酶 A生物合成 myi00770 (1.978)L-天冬氨酸 0.000 3 6.75 

  (2.068)腺苷 3, 5-二磷酸 0.002 1 1.07 

  (1.621)精胺 0.020 6 1.81 

精氨酸生物合成 myi00220 (1.599) L-精氨酸 0.003 7 7.82 

  (1.978) L-天冬氨酸 0.000 3 6.75 

  (1.432) N-α-乙酰-L-瓜氨酸 0.031 1 1.26 

鞘脂代谢 myi00600 (1.595)神经酰胺 0.007 7 1.34 

  (2.381)二氢鞘氨醇 0.020 1 3.48 

  (3.565)鞘氨醇 <0.000 1 1.37 

甘油磷脂代谢 myi00564 (10.762)磷脂酰胆碱(二十碳三烯酸/二十二碳四烯酸) <0.000 1 1.65 

  (2.980)磷脂酰胆碱(十四碳酸/二十碳四烯酸) 0.000 3 2.17 

  (6.786)磷脂酰胆碱(二十碳五烯酸/二十二碳四烯酸) <0.000 1 7.87 

  (6.850)磷脂酰胆碱(二十二碳五烯酸/十四碳烯酸) <0.000 1 2.99 

  (0.610)磷脂酰胆碱(十八碳烯酸/十八碳烯酸) 0.000 8 1.52 

  (2.242)溶血磷脂(十五酸) 0.041 9 6.48 

  (1.940)溶血磷脂(十八碳烯酸) 0.044 3 5.04 

  (1.576)溶血磷脂(二十碳四烯酸) 0.008 2 1.03 

  (1.764)溶血磷脂(二十碳二烯酸) 0.027 6 2.62 

  (1.998)溶血磷脂(二十二碳六烯酸) 0.036 3 4.33 

  (2.194)磷脂酰胆碱(二十碳四烯酸) 0.049 7 2.25 

  (1.702)溶血磷脂(二十碳四烯酸) 0.010 0 1.38 

  (2.938)磷脂酰乙醇胺(二十二碳二烯酸/二十碳烯酸) 0.005 4 1.46 

  (0.498)磷脂酸(十六酸/十八碳烯酸) 0.019 2 1.11 

注: 差异倍数为 Exp组/Ctrl组比值, P值由 T检验方法获得, 变量权重值基于 OPLS-DA模型计算获得 

 

NAD (nicotinamide adenine dinucleotide, 氧化型烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸)的含量在酸化组贻贝外套膜中相

比对照组也呈现明显上调 (P<0.05), 推测与 NADH 

(nicotinamide adenine dinucleotide reduced, 还原型烟

酰胺腺嘌呤二核苷酸)的快速消耗有关。上述结果均

意味着急性酸化导致了贻贝外套膜组织的能量消耗

速率的增加。这一结果与此前的研究结果类似, 即海

洋酸化会增加贻贝的能量消耗 , 也因此导致贻贝在

海洋酸化条件下表现出摄食速率的增加(Thomsen et 

al, 2013; Ventura et al, 2016)。游离氨基酸分析结果表

明 , 酸化组贻贝外套膜中谷氨酸含量明显上调 (P< 

0.05)。谷氨酸是三羧酸循环反应的关键氨基酸之一, 

通常在细胞内被谷氨酸脱氢酶催化生成 α-酮戊二酸, 

并伴随着 NAD转化为 NADH (Boland et al, 1977)。结

合酸化组贻贝外套膜中 NAD 含量的上升, 我们推测

谷氨酸脱氢的步骤可能受酸化的影响而收到抑制 , 

因此导致了谷氨酸和 NAD 含量的上升。此前研究中

人们已注意到 , 海洋酸化会通常伴随着海水中溶解

氧浓度的下降(Gobler et al, 2016); 因此, 部分海洋生

物在酸化海水中 , 其耗氧量也会下降 (Carey et al, 
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2016)。结合以上文献报道和本研究结果, 我们推测, 

急性酸化对贻贝的三羧酸循环产生了某种抑制作用。

这对贝类而言是一种极为不利的影响 , 一方面贝类

在酸化条件下需要消耗更多的能量来应对酸化胁迫; 

另一方面 , 三酸酸循环的部分抑制导致了能量供应

不足。 

海洋酸化对贻贝外套膜的氨基酸代谢也产生明

显影响, 包括天冬氨酸、精氨酸、脯氨酸、酪氨酸等

含量的显著上调(P<0.05) (表 3)。氨基酸分析仪的分

析结果也证实了精氨酸和天冬氨酸含量的上升(表 1), 

该结果也与此前对紫贻贝(Mytilus edulis)在酸化条件

下的代谢组学研究结果一致(Ellis et al, 2014)。从

SDMs 富集的通路来看, 厚壳贻贝外套膜中的精氨酸

合成代谢通路在酸化条件下被激活。精氨酸合成通路

在贝类中已被证实与一氧化氮的合成有关 , 并在贝

类免疫中发挥重要作用(王晓安等, 2003); 但本研究

中 , 一氧化氮合酶的酶活在酸化条件下并未发生明

显变化(P>0.05) (表 2), 这表明精氨酸合成途径的激

活可能与其他功能有关。此前研究中已发现, 精氨酸

可作为尿素的合成前体 , 而尿素可进一步分解为碳

酸根和氨离子并参与了部分物种 , 如微生物的生物

矿化过程(de Muynck et al, 2010; Krajewska, 2018)。氨

基酸分析仪的结果也表明, 酸化条件下, 厚壳贻贝外

套膜组织中尿素含量有明显上调(P<0.05) (表 1)。尿

素循环在厚壳贻贝中的存在及其代谢过程已在前期

研究中被证实(王莹等, 2022), 而精氨酸和天冬氨酸

均为尿素循环的关键中间代谢物。其中, 天冬氨酸是

合成精氨琥珀酸的前体分子 , 而精氨琥珀酸可进一

步转化为精氨酸 , 并通过精氨酸酶的裂解产生尿素

(王莹等, 2022)。上述结果表明, 酸化条件下, 贻贝

外套膜的精氨酸合成途径的激活可能有助于产生更

多的精氨酸 , 并作为前体经裂解后产生尿素 , 以帮

助贝壳在酸化条件下提供足够的碳酸根离子参与生

物矿化。 

急性酸化对厚壳贻贝外套膜的脂类代谢也产生

明显影响, 表现为花生四烯酸, 鞘脂和甘油磷脂代谢

途径的激活 , 富集于上述脂类代谢途径的代谢物多

数呈上调趋势, 且多为不饱和脂肪酸(表 3)。脂肪酸

首先是一种重要的能量分子, 因此, 推测厚壳贻贝外

套膜组织在酸化条件下 , 脂肪酸类代谢物的含量上

升可能有助于满足贻贝在酸化条件下对于能量的需

求。此外 , 已有研究发现 , 海洋酸化会导致虾卤虾

(Artemia sinica)体内多不饱和脂肪酸含量明显上升, 

特别是二十二碳五烯酸(eicosapentaenoic acid)和二十

二碳六烯酸(Docosahexaenoic acid) (Gao et al, 2018); 

本研究中也得到类似结果 , 两种脂肪酸在酸化胁迫

组贻贝外套膜组织中, 相比对照组分别上调 6.85 倍

和 1.98 倍。多不饱和脂肪酸被认为参与了免疫防御

(Calder, 2017); 因此, 酸化条件下, 厚壳贻贝外套膜

组织中多不饱和脂肪酸含量的上升可能与其免疫调

节有关。但具体机制尚需进一步研究。此外, 磷脂酰

胆碱(phosphatidylcholine, PC)含量在酸化组贻贝外套

膜组织中显著上调 , 且多为含不饱和脂肪酸链 PC 

(表 3)。PC与维持细胞膜的流动性有密切联系(Zheng 

et al, 2017), 其脂肪酸链不饱和程度的增加意味着在

酸化刺激下外套膜组织细胞膜流动性的提高, 此外, 

在本研究中 , 酸化条件下贻贝外套膜组织中的胆固

醇含量出现显著下调。作为细胞膜的重要成分, 胆固

醇在相变温度以上 , 其含量和细胞流动性成反比

(Zhang et al, 2020), 因此, 降低也意味着细胞膜的流

动性增强。也意味着细胞膜流动性的加强。已知贻贝

在低温条件下 , 可通过增加膜脂不饱和度来保持膜

的流动性以对抗低温对膜的不利影响(Camus et al, 

2000); 而在针对海绵的研究中 , 也发现温度和酸化

胁迫会导致多不饱和脂肪酸含量上升(Bennett et al, 

2018)。上述研究表明, 细胞膜中多不饱和脂肪酸的增

加有助于维持生物膜在不利条件下的流动性和稳定

性。该结论在针对地中海贻贝的研究中已获得初步证

实, 表现为贻贝在酸化条件下, 其溶酶体膜稳定性并

未受到影响(Sezer et al, 2020), 其背后的机制可能就

在于多不饱和脂肪酸含量的上升和胆固醇的下降。 

除上述代谢物之外 , 我们还观察到如甜菜碱、

NMDA (N-methyl-d-aspartic acid, N-甲基-D-天冬氨酸)

等代谢物含量显著上调, 以及阿糖腺苷、6-氢鞘氨醇

等代谢物的显著下调。甜菜碱在贻贝中的存在很早已

被证实(Wright et al, 1992), 且被认为是一种重要的

细胞渗透压保护剂和甲基供体(Zhao et al, 2018)。甜

菜碱的合成前体为甘氨酸, 在此前研究中, 已发现甘

氨酸-甜菜碱合成途径在贻贝面临环境胁迫时被激活, 

继而对贻贝组织的渗透压调节产生重要影响 (De 

Vooys et al, 2002; Liang et al, 2020)。在本研究中, 我

们注意到甜菜碱及甘氨酸含量在酸化组贻贝外套膜

中均明显上调(P<0.05), 推测急性酸化导致海水中质

子浓度的上升 , 从而对贻贝组织细胞的渗透压产生

影响。因此, 甜菜碱和甘氨酸含量的上升可能有助于

贻贝外套膜组织通过渗透压调节对抗酸化影响 , 使
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贻贝在酸化海水中减少质子渗透 , 从而保持细胞内

环境 pH 的相对稳定。NMDA 是一种由 D-天冬氨酸

经甲基化后的产物, 在生物体内可作为 NMDA 信号

通路的激活剂, 通过激活 NMDA 信号通路而加强细

胞外钙离子向细胞内的转运 , 以此介导多种生理过

程(Korde et al, 2016)。酸化组贻贝外套膜中 NMDA

含量的上升意味着该信号通路及其相关联的钙离子

转运的激活。此前的研究已表明, NMDA信号通路在

牡蛎 (Crassostrea gigas)幼虫中起到调控变态发育 , 

通过增加细胞内钙离子浓度而有助于幼虫在变态发

育(Vogeler et al, 2021)。考虑到甜菜碱是一种甲基供

体(Zhao et al, 2018), 而 NMDA的合成需要对 D-天冬

氨酸进行甲基化, 我们推测 NMDA 和甜菜碱含量在

酸化组贻贝外套膜中的含量上升 , 可能有助于激活

NMDA 信号通路, 从而加强钙离子的转运, 并以此

参与贝壳在酸化条件下的生物矿化过程。 

下调代谢物中 , 阿糖腺苷被认为具有抗病毒活

性, 可以通过抑制病毒 DNA 的合成来达成抗病毒的

效果(Seley-Radtke et al, 2018)。此外, 6-氢鞘氨醇是一

种鞘脂衍生物, 具有广谱的抗菌活性, 被认为是人类

皮肤表面抗菌屏障的重要组成部分 (Wertz et al, 

1990)。上述两种代谢物在贻贝急性酸化条件下出现

下调 , 表明贻贝的免疫功能可能受酸化影响而有所

减弱。此前已有研究报道在海洋酸化会条件下, 贝类

对致病菌的易感性增加(Asplund et al, 2014; Hernroth 

et al, 2016); 而地中海贻贝(M. galloprovincalis)在酸化

条件下, 其鳃组织的抑菌活性出现明显下降(Hernroth 

et al, 2016)。由此可见, 海水酸化对贻贝可能具有免

疫抑制作用 , 其背后的机制可能在于部分免疫效应

分子的含量下调。 

此外, 酸化组贻贝外套膜中, 还原型谷胱甘肽含

量呈现明显上调(P<0.05)并伴随着 CAT 活性的上升

(P<0.05) (表 2)。表明厚壳贻贝外套膜组织在急性酸

化条件下, 其抗氧化能力有所增强。考虑到此前已有

研究报道贝类在海洋酸化条件下 , 其活性氧水平呈

上升趋势(Wang et al, 2016; Sun et al, 2017), 因此, 贻

贝外套膜组织在急性酸化条件下 , 其抗氧化能力的

增强将有助于应对升高的活性氧水平。但值得注意的

是, 在海水酸化对贝类的影响研究中, 不同贝类物种

以及不同组织可能导致研究结果存在差异。例如, 在

海水酸化条件下, 贻贝性腺组织的 CAT和 SOD酶活

力被抑制, 但 GSH含量上升(Xu et al, 2021); 在太平

洋牡蛎消化腺中 , 海水酸化导致 GSH 含量 , 以及

CAT和 SOD酶活均下调(Wang et al, 2016); 而在贻贝

鳃组织中, 多重胁迫(包括海水酸化、低氧和高温)导

致其组织内 GSH含量先上调后下调, SOD和 CAT酶

活则受到抑制(Khan et al, 2021)。上述文献报道结果

与本研究结果之间的差异, 推测由于实验条件设置, 

以及物种或组织差异所导致。 

4  结论 

综上所述 , 急性海洋酸化在短期内会对贻贝外

套膜产生明显的代谢物组成和含量变化 , 差异代谢

物富集的代谢通路主要包括脂代谢、信号转导、维生

素代谢、核酸代谢、氨基酸代谢以及 ABC 转运体。

结合外套膜游离氨基酸组成分析以及抗氧化活性分

析, 推测厚壳贻贝通过激活尿素合成、增强细胞膜流

动性以及加强渗透压调节和钙离子转运等方式来应

对海洋酸化的威胁。 
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EFFECTS OF ACUTE SEAWATER ACIDIFICATION ON METABOLISM OF MANTLE 
IN MYTILUS CORUSCUS 

FAN Xiao-Jun,  WANG Ying,  CAI Lyu-Ping,  HUANG Jian-Feng,  LIU Fei,  LI Ying-Ao,  ZHANG 
Xiao-Lin,  YAN Xiao-Jun,  LIAO Zhi 

(Laboratory of Marine Biology Resource and Molecular Engineering, Marine Science and Technical College, Zhejiang Ocean 
University, Zhoushan 316022, China) 

Abstract    Ocean acidification is one of the most urgent environmental problems over the world and has shown serious 

impacts on the species with biomineralization process. Mytilus is one of the important economic shellfish in China. 

However, there is a lack of studies on molecular response of Mytilus coruscus under ocean acidification. Therefore, 

metabolomics analysis of the mantle tissues of M. coruscus was performed to understand the changes in metabolite 

composition and content of the mantle tissues of the mussels under acute acidification conditions. Using LC-MS/MS 

technology, combined with metabolite database search and identification, a total of 7 882 metabolites from the mantle of M. 

coruscus were identified. Compared with the control group, a total of 497 metabolites were significantly changed in the 

acidification treatment group (P<0.05), of which 320 metabolites were significantly up-regulated and 177 metabolites were 

significantly down-regulated. Functional enrichment analysis of differential metabolites revealed that the metabolites were 

enriched in different biofunctions, including lipid metabolism, signal transduction, vitamin metabolism, nucleic acid 

metabolism, amino acid metabolism, and ABC transporters. Combined with the analysis of free amino acid composition 

and antioxidant activity of the mantle, it was speculated that the mussels responded to the threat of ocean acidification by 

activating urea synthesis, enhancing cell membrane fluidity, and enhancing osmotic pressure regulation and calcium ion 

transport. These results lay the foundation for further understanding the molecular strategies of mussels to cope with ocean 

acidification, and for the healthy cultivation of mussels in the context of ocean acidification. 

Key words    Mytilus coruscus;  mantle;  ocean acidification;  metabolomics 

 


