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摘要! 为研究微生物膜在厚壳贻贝稚贝附着过程中的作用!通过海洋化学生态学和分子微生

物学方法分析了微生物膜形成过程中其干重%附着细菌密度%底栖硅藻密度%叶绿素 :含量等

随日龄变化情况及其对厚壳贻贝稚贝附着的影响$ 同时!利用 5SS,指纹图谱技术对不同日

龄微生物膜中的细菌群落结构多样性进行了分析$ 结果发现!微生物膜的干重%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!在 28 A 达到最高值!其干重%细菌和硅藻密度分

别为 3180 9?6B9

2

%417 ?43

0

6B9

2

%413 ?43

1

6B9

2

!均与日龄显著相关$ 叶绿素 :含量在 49 A

时达到最大!为 212

!

?6B9

2

!随日龄的增加呈持续下降的趋势!相关性分析表明叶绿素 :含量

与日龄无直接关系$ 随着日龄的增加!微生物膜诱导的稚贝附着率逐渐增加!28 A 时达到最

高值!为 01C$ 相关性分析显示!微生物膜的活性与干重%附着细菌密度及底栖硅藻密度显著

相关!其相关性系数分别为 31040%31044 和 31079$ 然而!微生物膜的附着诱导活性与叶绿素

:无直接相关性$ 细菌群落结构在厚壳贻贝稚贝附着过程中发挥了重要作用$

关键词! 厚壳贻贝& 微生物膜& 稚贝& 附着& 细菌群落结构

中图分类号! *:181/555555555555文献标志码'&

55一般来说"一旦把表面洁净的载玻片等附着

基浸入海中"在数分钟到数小时内"该附着基的表

面将迅速形成微生物膜
)4*

+ 微生物膜在许多海

洋无脊椎动物幼虫的附着和变态过程中起着极其

重要的作用
)2*

+ 研究表明微生物膜可以促进贻

贝等海洋无脊椎动物幼虫完成附着和变态
)/*

"同

时也能抑制藤壶等海洋无脊椎动物幼虫的附着和

变态
)9*

+ 不同种类的幼虫对微生物膜的反应也

不尽相同+ 此外"海洋无脊椎动物幼虫对不同微

生物膜的日龄(密度(群落结构(代谢活动及其代

谢产物做出不同反应
)7*

+ 因此"研究微生物膜对

海洋无脊椎动物附着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
)2*

+

厚壳贻贝#.*)%2/+',$/+'/+$为我国重要的贝

类养殖品种"也是主要的筏式养殖贝类之一"分布

于黄海(渤海和东海沿岸
)1*

"其中以浙江沿海资

源量最大+ 近年来"人为过度采捕导致厚壳贻贝

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
)0*

+ 厚

壳贻贝幼虫在完成浮游生活阶段后"附着变态成

为稚贝"最终发育为成贝
)8*

+ 与许多其他海洋无

脊椎动物不同"当环境变化时"贻贝稚贝能够自行

切断足丝"开始爬行并重新选择附着基进行再次

附着+ 研究表明"微生物膜能诱导诸多经济贝类

幼虫的附着变态"然而关于其对稚贝附着的影响

研究较少+

本实验主要研究了厚壳贻贝稚贝对室内形成
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的微生物膜的附着行为反应"同时探讨了微生物

膜干重(附着细菌密度(底栖硅藻密度(叶绿素 :

的含量以及细菌群落多样性"在微生物膜形成过

程中与日龄的相互关系"探寻影响稚贝附着的影

响因子+ 旨在通过本研究查明厚壳贻贝稚贝对附

着基的选择性"进一步理解微生物膜对厚壳贻贝

稚贝附着过程的调控作用机制+

45材料与方法

!"!#实验材料

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#/14 @317$99"

壳高#212 @317$99"至少在实验室内暂养 4 周

后用于实验+ 暂养期间"稚贝被放置于培养箱内"

水温控制在 48 M"充气培养"每天换水及投喂

金藻+

实验所需的室内微生物膜形成于光照培养箱

#新苗 SXQ8/33K*8

(

$中"温度控制在 48 M"光

照强度为 43 333 0Z"光照周期比为 49 GB43 G+ 形

成微生物膜所用的载玻片为 21 99?/8 99"灭

菌后置于挂板上垂直放在盐度为 // 的人工海水

中"借助 $,(234 手持盐度折光仪进行校对"每 /

天换水一次+ 微生物膜的日龄设为 0(49(24 和

28 A"每个日龄设置 / 个重复+

!"$#实验方法

微生物膜的干重测量55用灭菌玻璃片将微

生物膜刮至灭菌海水中"并进行过滤至 S(6-滤

膜#WG:F9:3 玻璃纤维滤膜"412

!

9$"然后放在

干燥箱中干燥 98 G"设置温度为 83 M+ 最终对微

生物膜的干重进行测量+

微生物膜中的附着细菌和底栖硅藻计数55

细菌和硅藻密度计数参考 K:/ 等
)/*

的方法进行+

将微生物膜固定在 7C的甲醛溶液中"吖啶橙

#&""314C$染色 7 9;3 后"4 333 倍荧光显微镜

下随机选取 43 个点进行细菌计数+ 将含有微生

物膜的载玻片从海水中取出后"直接在 233 倍光

学显微镜下随机选取 43 个点进行硅藻计数+

微生物膜叶绿素 :的测定55将载有微生物

膜的过滤滤膜#3197

!

9"纤维素酯微孔滤膜$放

入具塞离心管中"加 :3C丙酮溶液 43 9'摇荡"9

M下放置 49 G 后"漩涡振荡仪振荡 4 G"使叶绿素

:更充分地提取+ 然后" / 333 I69;3"离心 43

99"取上清液在 #%)-2433 分光光度计上"用 4

B9光程的比色皿"分别读取 073(119(190 和 1/3

39波长的吸光度"以 :3C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 :含量
):*

!

叶绿色 :C)42142 ?#5119 65073$ 64178 ?

#5190 65073$ 63138 ?#51/3 65073$* ?M

4

?

4 EC

式中!M

4

为恒定的提取液体积#'$"9为吸光度"4

为微生物膜的面积#B9

2

$"C为比色皿光程#B9$+

5%&提取55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 9'离心管中"经 43 333 ??"离心 7 9;3"

弃上清液" 623 M保存备用+ 取冷冻保存的微生

物膜样品"解冻后"用 /*柱离心式环境样品 5%&

回收试剂盒 .212 进行基因组总 5%&的提取+

7-$扩增55采用细菌 41*I5%&./ 区序

列通用引物进行扩增"引物为 /70J8S-#7U8-S-

--S --S - S- S-S S-S SS- SSS S-S

SSSS-&-SSSSSS--N&-SSS&SS-&S

-&S8/U$和 748I# 7U8&NN&-- S-S S-NS-N

SS8/U$"扩增总体系为 73

!

'!模板 5%& 2

!

'"

9 ?A%N7E#43

!

9/06'$4

!

'"5#6 5%&聚合酶#7

#6

!

'$4

!

'"引物#23 O9/06

!

'$各 417

!

'"43 ?

扩增缓冲液#含 P?

2 =

$7

!

'"用 AA+

2

"补足至 73

!

'+ 7-$ 反 应 在 P:EF4IB=B04I ?I:A;43F

#,OO43A/IJ$上进行"7-$扩增条件!:9 M预变性

7 9;3"23 个循环的降落 7-$#:9 M变性 4 9;3"退

火 /3 E"02 M延伸 / 9;3"退火温度由 17 M降到

77 M"每一循环递减 317 M$"47 个循环#:9 M变

性 4 9;3"77 M退火 /3 E"02 M延伸 / 9;3$"在

02 M延伸 43 9;3"最后 9 M保存+ 7-$扩增产物

使用 412C琼脂糖凝胶电泳进行检验+

5SS,分析55使用 K;/8$:A 公司 58B/A4

*=EF49电泳仪进行变性梯度凝胶电泳#5SS,$分

离+ 制备聚丙烯酰胺凝胶"浓度为 8C"变性梯度为

93C>03C#0 9/06'尿素和 93C去离子甲酰胺为

433C变性$"电泳缓冲液为 4 ?N&,"13 M"13 .条

件下电泳 43 G+ 电泳结束后"用溴乙锭染色 47

9;3"紫外拍照"并采用软件 D2:3F;F= /34#K;/8I:A$

对 5SS,图谱进行多样性指数分析+

稚贝附着实验55将载有微生物膜的载玻片

放入盛有 23 9'灭菌海水的培养皿#d19 99?

4: 99$中"每个培养皿中放入 43 只稚贝"每个日

龄设置 7 个平行组"以空白载玻片作为对照+ 实

73:
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验温度为#48 @4$M"黑暗条件+ 实验 42(29 和

98 G 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+

数据处理55在统计分析前"所有数据进行

了正态分布检验+ 如满足正态分布"且方差相同"

则通过单因素方差分析方法#"348W:= &%".&$

进行分析+ 如不满足正态分布"则通过 YI2EL:08

W:00;EN4EF检验进行评估检验+ 同时"进行相关

性检验+ 分析采用 !P7统计软件"!<3137 作为

差异显著+ 5SS,电泳图谱采用 K;/8I:A D2:3F;F=

"3491112 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 *G:33/3 多样性指数

#7$"其计算公式为 P C

%

-C1

-C4

I

-

F.I

-

"式中"1 为每

个样品中条带总数"I

-

为每个条带的相对强度+

25结果

$"!#不同日龄微生物膜对厚壳贻贝稚贝附着的

影响

微生物膜在 42(29 和 98 G 对厚壳贻贝稚贝

附着的诱导基本相似"因而本研究仅出示 42 G 的

诱导效果"其结果如图 4 所示+ 与对照组#3 天$

相比"实验组微生物膜显著地诱导厚壳贻贝稚贝

附着#!<3137$+ 随着日龄的增加"微生物膜诱导

的稚贝附着率出现增加"且在 28 A 达到最高值"为

01C @2C+ 微生物膜的诱导活性与其干重(细菌

密度和硅藻密度关系如表 4 所示+ 微生物膜的诱

导稚贝附着率与干重显著相关#!<3137$+ 同样"

细菌密度#!<3137$和硅藻密度#!<3137$明显与

稚贝附着率呈显著性相关关系+

图 !#不同日龄微生物膜对厚壳贻贝稚贝

附着的诱导效果

不同字母表示差异显著#!<3137$ + 以下同此+

A/>"!#N5105<4,>532935446585<429

B"#%$3.#3.76,<4/>1,=532<-/29/683

.:024EFG:F:I4E;?3;J;B:3F0= A;JJ4I43FH4F>443 4:BG /FG4I:F!<

3137 :I4;3A;B:F4A H= A;JJ4I43F04FF4IE:H/R4FG4H:IE1NG4

J/00/>;3? H40/>:I4FG4E:941

表 !#微生物膜诱导的稚贝附着率$日龄与干重$细菌密度和硅藻密度之间的相关性分析结果

+,-"!#I21156,4/2<-54F55<35446585<421,>5,<==1@ F5/>?4%-,0451/,6,<==/,428 =5<3/4/53

干重 AI= >4;?GF

$ !

细菌密度 H:BF4I;:0A43E;F=

$ !

硅藻密度 A;:F/9 A43E;F=

$ !

附着率6C E4FF04943F 31040 3133: 31044 31343 31079 31337

日龄6A :?4 31872 <31333 4 31:81 <31333 4 31:32 <31333 4

注!$为相关系数+

%/F4E!$94:3EB/II40:F;/3 B/4JJ;B;43F1

$"$#微生物膜干重$细菌密度和硅藻密度与日龄

关系

微生物膜的干重(细菌和硅藻密度随日龄变

化如图 2 所示+ 随着日龄的增加"干重在 24 A 显

著增加#图 28:$"且 28 A 时保持恒定#!A3137$+

细菌密度随着日龄的增加呈显著增加趋势 #!<

3137 $"28 A 时达到最高为 #417 ?43

0

@31/ ?

43

1

$ 6B9

2

#图 28H$+ 同样"微生物膜中的硅藻密

度也随着日龄呈明显增加趋势#!<3137$+ 微生

物膜干重(细菌和硅藻密度与日龄关系如表 4 所

示+ 微生物膜的干重明显与日龄呈显著性相关

#!<3137$"其相关性系数为 31872+ 同样"微生

物膜中的细菌#!<3137$和硅藻密度#!<3137$

也与日龄显著相关"其相关性系数均大于 31:+

$"(#不同日龄微生物膜中叶绿素 , 含量变化

随着日龄的增加"微生物膜中叶绿素 :含

量在 49 A 时达到最高"为#212 @319 $

!

?6B9

2

+

随着日龄的继续增加"叶绿素 :含量无显著性

差异#!A3137 $ "但叶绿素 :含量总体呈下降

趋势+ 通过对叶绿素 :含量与微生物膜日龄之

间的相关性统计分析"结果表明其与日龄无显

著相关性 #!A3137 $ + 此外"统计结果表明微

生物膜的诱导活性与叶绿素 :含量无相关性

#!A3137 $ +

13:
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图 $#不同日龄微生物膜中干重",#$

细菌密度"-#和硅藻密度"0#

A/>"$#%1@ F5/>?4",#%-,0451/,6=5<3/4@"-#%

=/,428 =5<3/4@"0#29-/29/683F/4?=/99515<4,>53

图 (#不同日龄微生物膜中的叶绿素 , 含量变化

A/>"(#I?62127?@66, 02<45<4/<-/29/68329

=/99515<4,>53

$")#微生物膜中细菌群落结构分析

图 9 所示为不同日龄下微生物膜中细菌

5SS,指纹图谱+ 5SS,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
)43*

"通过软件 K;/8I:A D2:3F;F=

"3491112 分析每个样品的条带数目和亮度"研

究不同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"随着日龄的增加"微生物膜中细菌

5SS,图谱的条带数有所增加"28 A 的微生物膜

中细菌多样性指数达到最高"为 2120+ 基于

5SS,指纹图谱"细菌群落结构的聚类分析结果

如图 7 所示+ 49 A 微生物膜与 24 A 微生物膜的

相似性很高为 0:C"这 2 个日龄微生物膜与 0 和

28 A 的微生物膜的相似性分别为 09C和 70C+

图 )#不同日龄微生物膜样品 %KKQ指纹图谱

A/>")#%KKQ9/<>5171/<4329-/29/68329

=/99515<4,>53

表 $#微生物膜中细菌群落多样性指数

+,-"$#'<,6@3/329-,0451/,60288;</4@

=/C513/4@ /<-/29/683

日龄6A

:?4

条带数量

329H4I/JH:3AE

*G:33/3 多样性指数

*G:33/3 ;3A4Z

0 : 2149

49 : 2141

24 43 2121

28 43 2120

图 *#微生物膜中的细菌 %KKQ指纹图谱的聚类分析

A/>"*#%5<=12>1,8 >5<51,45=9128 4?5%KKQ7129/653

/5讨论

微生物膜在海洋无脊椎动物幼虫附着过程中
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发挥着极其重要的调控作用
)2"44 642*

+ 本研究首次

证明室内培养的微生物膜能有效促进海产贝类厚

壳贻贝稚贝的附着+ 然而"以往研究表明微生物

膜对褐贻贝 #!-$<# A-$<#$稚贝的附着无显著性

影响
)4/*

+ 另一方面"Y:R/2I:E等
)49*

研究显示微

生物膜能有效抑制淡水斑马贝稚贝 #9$-%++-<#

A,2*&,$A(#$附着+ 这些研究结果可能由于贻贝

物种间的差异+ 此外"微生物膜的诸多特性如微

生物膜日龄(附着细菌密度(底栖硅藻密度(生物

量以及细菌群落结构等均对海洋无脊椎动物的附

着产生影响
)49*

+

研究发现"微生物膜的日龄影响海洋无脊椎

动物幼虫的附着"然而不同物种对不同日龄微生

物膜反应不同
)47 641*

+ K:/ 等
)/*

和 N/2O/;3F等
)40*

证明地中海贻贝 #.:B#22,A$,D%<'%#2%+$和紫贻贝

#.:-4/2%+$幼虫均随着微生物膜日龄的增加其附

着率也随之上升+ 本实验室以往研究已证明其幼

虫随着日龄的增加其附着率明显呈上升趋势
)48*

+

在本研究中"厚壳贻贝稚贝同样在高日龄微生物

膜中展现出较高的附着率"且进一步的分析表明

微生物膜的诱导活性与其日龄显著相关+

附着细菌和底栖硅藻是微生物膜的重要构成

生物"细菌密度和硅藻密度明显受到微生物膜日

龄的影响
)4:*

+ 在目前研究中"附着细菌密度和底

栖硅藻密度与微生物膜的日龄成显著相关性"其

相关性系数均大于 31:+ 进一步的分析表明"厚

壳贻贝稚贝附着明显与附着细菌密度和底栖硅藻

密度相关"表明微生物膜中的细菌和硅藻密度在

其稚贝附着过程发挥了一定的作用+ 此外"本研

究发现微生物膜干重明显与日龄和其诱导活性呈

显著相关"这与以往研究结果相一致
)/"48*

+

细菌黏膜能够有效诱导贻贝(牡蛎及藤壶等海

洋无脊椎动物幼虫的附着+ 然而"作为微生物膜的

组分"细菌黏膜的诱导活性是否能合理解释微生物

膜的诱导活性尚有待进一步验证+ 因而"一些学者

尝试选择对微生物膜中的细菌群落结构进行分析"

以此探讨其与诱导活性的相关性+ 本研究同样基

于这一目的"研究了微生物膜日龄与细菌群落结构

关系"发现细菌群落结构随着日龄增加也在不断发

生变化"且在高日龄组#28 A$微生物膜的细菌群落

结构多样性指数高于低日龄组#0 A$"表明微生物

膜中的细菌群落结构在稚贝附着过程中发挥了重

要作用+ 随着时空变化"微生物膜的群落结构将随

之改变
)48*

+ 叶绿素 :是分析微生物膜群落结构的

一个重要参数+ 然而"目前的研究发现叶绿素 :含

量没有随着日龄的增加而不断增加"而在第 49 天

达到最高"随后呈现微降趋势"且与微生物膜的日

龄和诱导活性均无显著相关性+ 因而"表明进行光

合作用的生物量可能与稚贝附着无直接关联性+

这个结果与本实验室之前关于厚壳贻贝幼虫与微

生物膜关系研究结果相一致
)48*

+

研究结果表明"室内培养的微生物膜能够有

效促进厚壳贻贝稚贝的附着率"微生物膜的日龄

明显影响其干重(附着细菌密度和硅藻密度+ 而

且"细菌群落结构在稚贝附着过程中发挥了重要

作用+ 本研究结果对于今后阐明厚壳贻贝附着机

制的研究具有重要的理论意义+
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