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低盐度形成的微生物膜对厚壳贻贝稚贝附着的影响 
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摘要: 为研究环境因子在厚壳贻贝(Mytilus coruscus)稚贝附着过程中的调控作用, 作者探讨了低盐度

对微生物膜生物构成、群落结构的影响及所形成微生物膜对厚壳贻贝稚贝附着的影响。在实验室条件

下, 研究微生物膜的日龄与干质量、细菌密度和硅藻密度、叶绿素 a 含量的关系及其对厚壳贻贝稚贝

附着的影响。通过 DGGE 指纹图谱技术对微生物膜中的细菌群落结构多样性进行了分析。研究发现, 盐

度 13 和 23 时形成的微生物膜能有效促进厚壳贻贝稚贝的附着, 且盐度 23、28 d 时稚贝附着率最高, 达

到 72%。相关性分析表明, 微生物膜的诱导活性与盐度、干质量、细菌密度、硅藻密度、日龄呈显著

正相关性, 与叶绿素 a 无相关性。微生物膜的干质量、附着细菌密度及底栖硅藻密度明显随着日龄的

增加而增加, 叶绿素 a 含量与微生物膜日龄无显著相关性。细菌群落在厚壳贻贝稚贝附着过程中发挥

重要调控作用。  
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在海洋环境中 , 当一个物体浸入海水 , 海洋细
菌将迅速附着在其表面, 并生长、繁殖, 随后同繁殖
的硅藻、真菌、原生动物以及有机碎屑和无机颗粒

等形成一层微生物膜[1-2]。微生物膜是污损生物的重

要组成部分 , 能诱导海洋污损动植物的附着变态 , 
与生物污损的形成关系密切[3-4], 是许多海洋无脊椎
动物附着和变态的重要自然诱导物。同时, 微生物膜
是船舶等浸水设施表面上最早附着的生物层, 是一
个复杂但可控的微型生态系统 [5], 其形成加速了大
型污损生物的附着, 从而引起船舶及海上工程设施
的生物污损及微生物腐蚀, 由此而造成巨大的经济
损失[6]。因此, 研究微生物膜对海洋无脊椎动物幼虫
的附着变态行为对于水产养殖苗种生产技术的改善

和海洋防污技术的发展具有极其重要的理论意义和

实践意义[7]。 
厚壳贻贝(Mytilus coruscus)作为中国重要的贝

类养殖品种, 而且也是主要的海洋筏式养殖附着生
物之一, 分布于黄海、渤海和东海沿岸, 其中以浙江
沿海资源量最大。近年来, 人为过度采伐导致厚壳贻
贝自然资源逐渐减少, 自然海区附苗数量和质量明
显下降, 厚壳贻贝养殖产业受到影响。目前, 厚壳贻
贝规模化人工繁殖技术一直没有得到很好的解决 , 

育苗数量不稳定, 导致苗种供不应求。与许多其他海
洋无脊椎动物一样, 厚壳贻贝幼体也要经过重要的
阶段——附着和变态 , 在变成附着稚贝后 , 其附着
数量直接影响着苗种的产量。  

大量研究证明微生物膜能诱导地中海紫贻贝

(Mytilus galloprovincialis)[8]、新西兰贻贝(Perna 
canaliculus)[9]、大珠母贝(Pinctada maxima)[10]、太平

洋牡蛎 (Crassostrea gigas) [ 11 ]、杂色鲍 (Haliotis 
diversicolor supertexta) [12]等多种经济贝类幼体的附

着和变态, 但有关微生物膜对贝类稚贝附着的影响
的研究鲜有报道。本课题组已证明微生物膜诱导厚

壳贻贝幼体附着和变态 [13]。然而, 不同盐度条件下
形成的微生物膜对厚壳贻贝稚贝附着的影响的尚未

得知。作者研究了低盐度下形成的微生物膜对厚壳

贻贝稚贝附着的影响, 通过分析微生物膜的干质量、
细菌密度、硅藻密度、叶绿素 a 的含量以及微生物
膜细菌群落多样性, 来探究微生物膜对厚壳贻贝稚 
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贝附着的影响因素, 旨在为提高厚壳贻贝苗种中间
培育提供相应的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  稚贝 

实验用厚壳贻贝稚贝取自浙江省舟山市嵊泗县

海洋科技开发服务中心, 壳长(3.1 ± 0.5)mm, 壳高
(2.2 ± 0. 5)mm, 运回实验室后暂养 1周后用于实验。
暂养期间, 培育水温为 18℃, 充气培育, 每天换水
及投喂金藻(Isochrysis galbana)。 
1.1.2  微生物膜形成 

实验所需的室内微生物膜形成于光照培养箱(新
苗 GZX-300BS-Ⅲ)中, 温度控制在 18℃, 光照强度
为 10 000 lx, 光照周期比为 14 h: 10 h。形成微生物
膜所用的玻璃片为 26 mm × 38 mm, 灭菌后垂直置
于人工配置的海水中。海水盐度为 13、23, 借助
REF201 手持盐度折光仪进行校对, 每隔 3 d 换一次
水。微生物膜的日龄设为 7、14、21、28 d, 每个日
龄设置 3个重复。 

1.2  实验方法 
1.2.1  微生物膜干重测量 

用灭菌玻璃片将微生物膜从载玻片上刮至灭菌

海水中, 过滤至 GF/C 滤膜(whatman 玻璃纤维滤膜, 
1.2 μm), 干燥箱中干燥, 设置温度为 80℃, 48 h后对
其干质量进行测量。 
1.2.2  微生物膜中的附着细菌和底栖硅藻计数 

细菌和硅藻密度计数参考 Bao等[3]的方法进行。

简单来说, 细菌计数时, 将微生物膜固定在 5%的福
尔马林溶液中, 吖啶橙(0.1%)染色 5 min后, 1000倍
荧光显微镜下随机选取 10个点进行计数。硅藻计数
时, 将含有微生物膜的载玻片直接置于 200 倍光学
显微镜下、随机选取 10个点进行计数。 
1.2.3  微生物膜叶绿素 a的测定 

将载有微生物膜的过滤滤膜(0.45 μm, 纤维素
酯微孔滤膜)放入具塞离心管中 , 加 90%丙酮溶液
10 mL摇荡,  4 14℃  h后, 漩涡振荡仪振荡 1 h。然
后, 离心 3 000 r/min, 10 min 后取上清液在 UNIC 
2100分光光度计上, 用 1 cm 光程的比色皿, 分别读
取 750、664、647、630 nm 波长的吸光度, 以 90%
丙酮浸泡的空白滤膜作为空白对照, 按如下公式计
算叶绿素 a含量[14]:  

叶绿色 a =[12.12 × (D664−D750) −1.58 × (D647−D750) − 
0.08 × (D630−D750)] × Ve × d ÷ A 

式中: Ve为恒定的提取液体积(L), D为吸光度, d为微
生物膜的面积(cm2), A为比色皿光程(cm)。 
1.2.4  附着细菌的 DNA提取 

将不同日龄的微生物膜载玻片从海水中取出, 在
无菌操作台中, 将微生物膜收集到 2 mL 离心管中, 
经 10 000 g, 离心 5 min, 弃上清液, −20℃保存备用。
解冻保存的微生物膜样品, 使用 3S 柱离心式环境样
品DNA回收试剂盒V2.2进行基因组总DNA的提取。 
1.2.5  PCR 扩增 

采用细菌 16S rDNA V3区序列通用引物进行扩
增, 引物为 357f-GC(5′-CGC CCG CCG C GC GCG 
GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC 
TAC GGG AGG CAG CAG-3′)和 518r(5′-ATT ACC 
GCG GCT GCT GG-3′), 扩增总体系为 50 μL: 模板
DNA 2 μL, 4×dNTPs (10 μmol/L)1μL, Taq DNA 聚合
酶(5 U/μL)1 μL, 引物(20 pmol/μL)各 1.5  μL, 10×扩
增缓冲液(含 Mg2+)5 μL, 用 ddH2O 补至 50 μL。PCR
反应在  Mastercycler gradient(eppendorf)上进行 , 
PCR 扩增条件: 94℃预变性 5 min, 20个循环的降落
PCR(94℃变性 1 min, 退火 30 s, 72℃延伸 3 min, 退
火温度由 65℃降到 55 , ℃ 每一循环递减 0.5 ), 15℃

个循环(94℃变性1 min, 55℃退火30s, 72℃延伸3 min), 
72℃延伸 10 min, 4℃保存。PCR扩增产物使用 1.2%
琼脂糖凝胶电泳进行检验。 
1.2.6  细菌群落结构分析 

使用 Bio-Rad 公司 D-code System 电泳仪进行
变性梯度凝胶电泳(DGGE)分离。制备聚丙烯酰胺凝
胶, 浓度为 8%, 变性梯度为 40%~70%(7 mol/L 尿素
和 40%去离子甲酰胺为 100%变性), 电泳缓冲液为
1×TAE, 60 , 60V℃ 条件下电泳 10 h。电泳结束后, 用
溴乙锭染色 15 min, 紫外拍照, 并采用软件 Quantity 
one(Bio-rad)对 DGGE图谱进行多样性指数分析。 
1.2.7  稚贝附着实验 

将载有微生物膜的载玻片放入盛有 20 mL 灭菌
海水的培养皿(Ø64 mm × 19 mm)中, 每个培养皿中放
入 10只稚贝, 每个日龄设置 5个平行组, 以空白载玻
片作为对照。实验温度为(18 ± 1)℃, 黑暗条件。实验
12、24和 48 h时, 记录稚贝的附着率, 即载玻片上附
着的稚贝个数占该培养皿中稚贝总数的百分比。 
1.2.8  数据处理 

在统计分析前, 所有数据进行了正态分布检验。
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如满足正态分布 , 且方差相同 , 则通过单因素方差
分析方法(One-Way ANOVA)进行分析。如不满足正
态分布, 则通过 Kruskal-Wallis Test检验进行评估检
验。同时, 进行相关性检验。分析采用 JMP 统计软
件,  P < 0.05作为差异显著。DGGE电泳图谱采用
Bio-rad Quantity one 4.6.2分析软件对泳道和条带进
行识别和定位, 计算细菌群落多样性的 Shannon 多

样性指数(H), 其计算公式为H= i i
1

ln
i n

i
p p

=

=
∑ , 式中, n为

每个样品中条带总数, pi为每个条带的相对强度。 

2  结果 

2.1  低盐度下形成的微生物膜对厚壳贻贝

稚贝附着的影响   

同一盐度下, 微生物膜在 12、24和 48 h对厚壳
贻贝稚贝附着的诱导基本相似, 因而本研究仅出示
12 h的诱导效果, 其结果如图 1所示。与对照组(0 d)
相比, 盐度 13和 23时形成的微生物膜均能促进厚壳
贻贝稚贝的附着(P < 0.05)。盐度 13时, 不同日龄的
微生物膜对稚贝附着的诱导效果之间无显著差异(P > 
0.05), 21 d 的微生物膜对稚贝附着的诱导达到最大, 
为 50%。同样, 盐度 23时, 不同日龄的微生物膜对 

稚贝诱导活性之间无显著差异(P > 0.05), 在 28d 的
微生物膜诱导下附着率达到最大, 为 72%。在高日龄
(28 d)时, 两者活性无显著性差异(P > 0.05), 但随着盐
度的增大, 稚贝附着率也随之升高, 相关性分析表明
微生物膜的诱导活性与盐度显著相关(P < 0.05, 表 1)。
低盐条件下, 微生物膜的诱导稚贝附着率与干质量显
著相关(P < 0.05)。同样, 细菌密度(P < 0.05)和硅藻密
度(P < 0.05)明显与稚贝附着率呈显著性相关关系(表 1)。 

 

图 1  低盐度时形成的微生物膜对厚壳贻贝稚贝附着率的 

影响 
Fig. 1  Settlement rates of Mytilus coruscus plantigrades on  

biofilms formed on low salinities 
图中不同小写字母表示显著性差异, 以下同此 

Values that are significantly different between each other at P < 0.05 are 
indicated by different letters above the bars. The following below 
are the same 

 
表 1  低盐时, 微生物膜日龄及诱导稚贝附着率与干质量、细菌密和硅藻密度间的相关性 
Tab. 1  Correlation between age or settlement (%) and dry weight, bacterial and diatom densities 

 干质量 细菌密度 硅藻密度 

 
盐度 

r P r P r P 
日龄 13 0.892 <0.0001 0.970 <0.0001 0.946 <0.0001 

 23 0.787 0. 002 0.979 <0.0001 0.958 <0.0001 
附着率 13 0.736 0.006 0.592 0.042 0.665 0.018 

 23 0.712 0.009 0.639 0.025 0.618 0.032 
r 为相关系数 
 

2.2  微生物膜中的干质量、细菌密度、硅

藻密度与盐度、日龄的关系 

低盐条件下, 微生物膜的干质量、细菌和硅藻密
度随日龄变化如图 2 所示。盐度 13 时, 随着日龄的
增加, 干质量逐渐增加, 在 28 d 达到最大值(P < 
0.05,  图 2-A)。盐度 23时, 干质量 14 d时明显增加
(P < 0.05), 21 d和 28 d虽有增加, 但无显著性差异(P > 
0.05)。低盐条件下, 附着细菌密度均随着日龄的增加呈
显著增加趋势(P < 0.05), 28 d时达到最高, 分别为 9.4 × 
106 ± 1.7 × 106  个/cm2和 11.1 × 106 ± 1.5 × 106  个/cm2 
(图 2-B)。同样, 盐度 13和 23时形成微生物膜中的硅

藻密度均随着日龄增加呈明显增加趋势(P < 0.05, 
图 2-C)。低盐条件下, 微生物膜干质量、细菌和硅藻
密度与日龄关系如表 1所示。盐度 13和 23时, 微生
物膜的干质量明显与日龄呈显著性相关(P < 0.05), 
其中的细菌(P < 0.05)和硅藻密度(P < 0.05)也与日龄
显著相关, 其相关性系数均大于 0.9。 

2.3  低盐条件下形成微生物膜中叶绿素 a
含量变化 

微生物膜中叶绿素 a的含量, 在盐度 13时,  14 d
与 21 d叶绿素 a含量之间无显著差异(P > 0.05, 图 3), 
其他日龄间存在显著差异(P < 0.05)。盐度 23、14 d 



 

110 海洋科学  / 2013年  / 第 37卷  / 第 8期 

 

图 2  低盐时形成的微生物膜中的干质量(A)、细菌密度(B)
和硅藻密度(C) 

Fig. 2  Dry weight(A), bacterial density(B) and diatom 
density(C) of biofilms formed on low salinities 

 

图 3  低盐时形成微生物膜中的叶绿素 a含量变化  
Fig. 3  Chlorophyll a content in biofilms formed on low 

salinities 

时叶绿素 a的含量达到最高值, 为 2.03 μg/cm2,  21、
28 d 微生物膜中的叶绿素 a 含量之间无显著性增加
(P > 0.05)。相关性分析发现, 盐度 13时形成的微生
物膜其日龄与叶绿素 a无显著的正相关性(P > 0.05)。

同样, 盐度 23时形成的微生物膜, 其日龄与叶绿素 a
无正相关性(P > 0.05)。 

2.4  微生物膜中细菌群落多样性分析 
不同盐度、日龄下微生物膜中细菌 DGGE指纹

图谱如图 4所示。DGGE图谱中条带的数量可以反
映样品的细菌多样性, 条带信号的强弱可以反映细
菌的相对含量, 通过软件 Bio-rad Quantity one 4.6.2 
分析每个样品的条带数目和亮度 , 研究低盐条件
下、日龄的微生物膜中细菌的种类数量和相对含量, 
得出微生物膜中细菌多样性信息(表 2)。由表 2可知, 
在不同的盐度下 , 随着日龄的增加 , 微生物膜中细
菌 DGGE 图谱的条带数有所增加, 其中盐度 13 时
最为明显。同时 , 低盐度条件下 , 微生物膜中的细
菌多样性指数随着日龄的增加不断上升 , 在  28 d 
时细菌多样性指数均达到最高 , 分别为 1.98 和
2.27。在 DGGE 指纹图谱基础, 开展了细菌群落结
构的聚类分析, 其结果如图 5 所示。研究发现, 盐
度 13时, 7 d 微生物膜与 14 d微生物膜的相似性很
高为 64%, 21 d 微生物膜与 28 d微生物膜的相似性
很高为 59%。盐度 23时, 21 d微生物膜与 28 d微生
物膜的相似性很高为 62%, 这 2 个日龄微生物膜与
14 d 和 7 d 的微生物膜的相似性分别为 58%和
50%。 

 

图 4  低盐条件下, 不同日龄微生物膜样品 DGGE指纹图谱 
Fig. 4  DGGE fingerprints of biofilms formed on low sa-

linities 
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表 2  低盐时形成微生物膜中细菌群落多样性指数 
Tab.2  Analysis of bacterial community diversity in 

biofilms formed on low salinities 
盐度 日龄(d) 条带数(条) Shannon多样性指数

13 7 5 1.53 
 14 7 1.77 
 21 8 1.87 
 28 9 1.98 

23 7 5 1.73 
 14 7 1.85 
 21 7 1.85 
 28 12 2.27 

 

图 5  低盐时形成微生物膜中的细菌 DGGE指纹图谱的聚
类分析 

Fig. 5  Dendrogram generated from the DGGE profiles 

3  讨论 
本研究首次证明盐度影响微生物膜形成过程中

的生物构成、群落结构, 从而影响其对厚壳贻贝稚贝
的附着率也随之升高, 微生物膜的诱导活性与盐度
呈显著相关。因而, 盐度不仅是海洋无脊椎动物生存
的一个重要环境因子, 而且也是影响海洋无脊椎幼
体附着和变态的物理因子[15]。 

目前的研究发现 , 在单一盐度条件下 , 厚壳贻
贝稚贝在微生物膜表面的附着率无显著性差异, 但
随微生物膜日龄的增长而呈逐渐增加的趋势, 这与
以往微生物膜对厚壳贻贝幼体附着的研究结果一致[13]。

然而, 杂色鲍的研究中发现其幼虫的附着变态并不
随着微生物膜日龄的增加而增加 [12], 这有可能与研
究的物种不同而有区别。另外, 低盐时所形成微生物
膜其日龄与均与微生物膜的干质量、细菌密度和硅

藻密度存在显著的正相关性, 而与所含的叶绿素 a
却不存在显著性相关。同样, 在海域形成的自然微生

物膜研究中发现, 其日龄与微生物膜的干重、细菌密
度和硅藻密度显著相关, 而与所含的叶绿素 a 含量
无相关性。因而, 表明盐度尽管引起微生物膜形成过
程中的生物量的变化, 但在同一盐度时对生物量与
日龄的两者之间关系无显著性影响。 

本实验结果表明, 不同盐度、日龄下微生物膜诱
导厚壳贻贝稚贝的附着率与微生物膜的硅藻密度存

在显著的正相关性。在盐度 23时, 28 d的微生物膜
下稚贝的附着率最高。硅藻作为许多经济贝类幼体

的主要饵料, 能够为贝类的幼体及其稚贝附着过程
中提供充足的饵料, 同时也有可能参与厚壳贻贝稚
贝的附着过程 , 且释放出一些化学信号物质 , 促进
了稚贝的附着, 如硅藻的胞外聚合物。然而, 这需要
进一步的研究来证实这种假说。此外, 很多研究表明, 
海洋细菌会对多毛类[16]、棘皮动物[17]、腔肠动物[18]、

软体动物[19] 、甲壳类[20]、苔藓动物[21]和海鞘[22]等

诸多海洋无脊椎动物的浮游幼体的附着变态产生显

著影响。本实验结果表明, 厚壳贻贝稚贝的附着率与
组成微生物膜的细菌密度存在显著的正相关性, 随
着细菌密度的增加 , 附着率也随之增加 , 表明细菌
对厚壳贻贝稚贝的附着产生了相应的影响, 但是细
菌是如何影响稚贝附着以及是否与诱导厚壳贻贝幼

体附着的方式一样仍需进一步的研究。 
微生物膜作为一个微型生物群落, 在不同的盐

度下, 其生物群落的组成和生物数量也不相同。叶绿
素 a 作为一类特殊的色素, 是藻类细胞重要组成部
分, 在一定程度上可以反映出微生物膜中能进行光
合作用生物的现存量。目前结果表明, 微生物膜的诱
导活性与叶绿素 a 之间无显著相关性, 因而微生物
膜中的能进行光合作用生物与稚贝附着可能无必然

联系性。通过采用 DGGE 指纹图谱技术, 对微生物
膜中细菌群落结构进行分析发现, 在不同的盐度时, 
微生物膜中所含细菌种类数量和相对含量有所不

同。分析发现, 7~21 d日龄范围, 盐度 13时的 DGGE
图谱条带数与相对较高盐度时的条带数相近, 而在
28d日龄、盐度 13时的 DGGE图谱条带数明显低于
相对较高盐度时的条带数。同样, 28 d日龄微生物膜
中的细菌多样性指数也在盐度 23 时相对较高, 表明
盐度影响且参与调控微生物膜形成过程中的细菌群

落结构。然而, 究竟何种菌属在整体细菌群落中发挥
主导作用仍需进一步的研究。 

总之, 微生物膜的形成受海域环境中的盐度变
化影响而发生不断群落演替, 不同盐度形成的微生
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物膜对厚壳贻贝稚贝的附着行为产生影响。因而, 在
贻贝稚贝的附着基的选择过程中, 盐度应作为一个
重要因素考虑进来。本研究成果为今后贝类中间培

育技术的改善提供了重要科学依据, 同时对于厚壳
贻贝稚贝的附着机制的理解具有重要的理论意义。 
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Abstract: The influence of low salinity formed biofilms on the settlement of the plantigrade Mytilus coruscus was 

investigated in the laboratory. Various aspects of biofilms were examined including age, dry weight, chlorophyll a 

concentration, bacterial and diatom densitie. The diversity of bacterial community structure was analyzed by fin-

gerprint technique DGGE. It is found that the settlement of M. coruscus was promoted by the biofilms which are 

formed when the salinity is 13 or 23. Furthermore the adhesive rate reached maximum value 72% when the salinity 

is 13 or 23. It is indicated that the inducing activity of biofilm was positively correlated with salinity, biofilm age, 

dry weight and bacterial and diatom densities, but uncorrelated with chlorophyll a concentration. The dry weight, 

bacterial densities and diatom densities in biofilm increased with biofilm age, but chlorophylla was uncorrelated 

with biofilm age. Overall, this investigation indicates that bacterial structure may play an important role in the ad-

hesion of the plantigrade M. coruscus, which can be induced by low salinity formed biofilms. 
 

                                                                       (本文编辑: 谭雪静) 
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