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厚壳贻贝肠道细菌的生物被膜对其幼虫
和稚贝附着的影响
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摘要：为研究肠道细菌在厚壳贻贝 (Mytilus coruscus) 幼虫和稚贝生长发育过程中的作用，本研究从成

体厚壳贻贝肠道中分离出了 10 株细菌，通过分别形成单一细菌生物被膜，检验其对厚壳贻贝幼虫和

稚贝附着的影响和生物被膜特性。实验结果发现，10 株肠道细菌所形成的生物被膜均能诱导厚壳贻

贝幼虫和稚贝的附着，但不同种类肠道细菌的诱导能力不同，其中 Bacillus sp.4 对厚壳贻贝幼虫具有

高诱导活性，Phaeobacter sp.1 具有低诱导活性；Phaeobacter sp.1 对厚壳贻贝稚贝具有高诱导活性，Bacillus
sp.4 具有低诱导活性。通过比较分析 Bacillus sp.4 和 Phaeobacter sp.1 生物被膜的生物量及胞外产物发

现，肠道细菌被膜细菌密度、膜厚和胞外脂类对厚壳贻贝幼虫的附着变态无影响，而胞外蛋白和胞外

多糖可以影响幼虫的附着变态；对于厚壳贻贝稚贝的附着，肠道细菌被膜细菌密度、膜厚和胞外 α-多
糖均能影响其诱导活性，而胞外脂类和胞外蛋白无影响。本研究成果可为提高厚壳贻贝的健康生态

养殖相关技术提供相关的指导，为解析生物被膜调控厚壳贻贝附着机制和该物种生态健康养殖提供

理论依据。
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1　引言

厚壳贻贝（Mytilus coruscus）和大多数海洋无脊椎

动物一样，幼虫在发育到一定阶段后会经历“附着变

态”而发育成稚贝、长成成贝 [1–2]。同时，厚壳贻贝的

稚贝或成贝在周围生活环境发生变化时会自动切断

足丝，爬到其他生态位寻找到新的附着基质后，经过

“二次附着”后在新的环境中生长 [1–5]。厚壳贻贝作为

我国重要的海水经济贝类之一，附着变态的成功与否

直接影响育苗过程中的苗种产量和质量，稚贝的二次

附着则影响贻贝的包苗和中间培育，因此在厚壳贻贝

的养殖产业中，幼虫附着变态和稚贝二次附着是决定

其经济效益与发展前景的重要技术环节。

海洋细菌所形成的生物被膜在海洋无脊椎动物

的生长发育过程中扮演着重要的角色 [6– 8]。研究表

明 ， Shewanella[9]、 Vibrio[10– 11]、 Pseudoalteromona[12– 13]、

Bacillus[13] 等属的海洋细菌都能调控厚壳贻贝幼虫的

附着变态和稚贝的二次附着。海洋细菌种类多种多

样且分布广泛，在海水、海洋沉积物和海洋生物体内

均能发现并分离 [13–15]。然而，并非所有海洋细菌都适
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合于实际生产应用，例如弧菌在一定条件下会具有一

定的致病性 [16–19]，这一特性使得在养殖过程中对贻贝

健康和产品的品质管控存在一定的风险 [20–22]，所以在

实际的贻贝生产应用中，选取一种有效且安全的细菌

至关重要。

肠道细菌在脊椎动物和无脊椎动物中均能发现

其踪迹，并在一定的相互作用下形成较稳定的微生态

系统 [23]。肠道细菌种类丰富而且数量庞大，具有提高

宿主的免疫力、调节生长发育、提高肠的屏障功能

等 [24–25] 特殊的生理功能。研究表明 [13]，一些肠道细菌

可以促进厚壳贻贝稚贝进行二次附着，但肠道细菌能

否诱导其幼虫的附着变态以及肠道细菌、生物被膜、

贝类的附着行为三者之间的关系等问题报道较少。

本研究从厚壳贻贝的肠道中分离出 10株细菌分

别形成生物被膜，检测其对厚壳贻贝幼虫附着变态和

稚贝二次附着的影响，筛选出在诱导厚壳贻贝附着过

程中有高、低诱导活性的肠道细菌，对其所形成生物

被膜的胞外产物的分布和量进行分析，旨在通过本研

究阐明厚壳贻贝的附着与不同种类的肠道细菌之间

的关系，为肠道细菌在贝类人工育苗和海区养殖过程

中的应用提供理论依据。 

2　材料和方法
 

2.1    实验材料

从 浙 江 省 嵊 泗 县 枸 杞 岛 附 近 海 域 （ 30.72°N，

122.76°E）取回实验所需的成体厚壳贻贝。取回时壳

长为（9.5±0.5）cm，壳高为（4.7±0.5）cm。

本实验所使用的厚壳贻贝眼点幼虫和稚贝源于

东海贻贝科技创新服务有限公司。眼点幼虫壳长为

（279.5±21.5）μm，壳高为（247.0±17.5）μm，稚贝壳长为

（0.85±0.15）mm，壳高为（0.56±0.11）mm。 

2.2    肠道细菌的相关分析 

2.2.1    肠道细菌的分离

将肠道细菌从成体厚壳贻贝肠道中分离的方法

参照 Li等 [26] 的方法，使用灭菌的解剖剪将肠道从成

体厚壳贻贝中分离并置于离心管中，刮取肠道内壁物

质于灭菌过滤海水（Autoclaved Filtered Sea Water, AF-
SW）中，将所得到的细菌悬浮液进行梯度稀释 10 000
倍后用于分离细菌，所分离的菌株都储存在含有

30%甘油的 0.9%NaCl的溶液中，并置于实验室−80℃
冰箱中低温保存。 

2.2.2    肠道细菌 16S rRNA基因测序

细菌 16S rRNA基因序列 PCR扩增及序列比对参

照 Li等 [26] 的实验方法，使用细菌基因组 DNA试剂盒

（上海博彩生物科技有限公司）提取细菌 DNA，将提

取的 DNA序列 PCR扩增后送到上海生工生物工程

有限公司进行基因测序，将所得到的基因序列上传

至 NCBI数据库获得 Accession No.等信息。 

2.2.3    系统发育分析

系统发育分析参照杨金龙等[2] 的方法，使用MEGA
6.06程序进行测序，序列与其近源物种的 16S rRNA
基因序列比对。系统发育分析使用最大简约法、最

小进化法和邻接法 3种方法进行构建，物种间遗传距

离使用 Jukes-Cantor法。选取大肠杆菌（Escherichia
coli）（序列号为 AONF01000005.1）作为外群序列来进

行构建系统发育树。 

2.3    生物被膜的相关分析 

2.3.1    生物被膜的制备

参照杨金龙等 [2] 的方法来制备实验所需的单一

细菌生物被膜，分离纯化得到的单株肠道细菌使用

ZoBell 2216E培养基在 25℃ 的黑暗条件下进行扩大

培养，培养 24 h后在 3 500 r/min 的条件下离心 15 min，
倒掉培养液用 AFSW清洗 3次，用 50 mL AFSW悬浮

所 得 到 的 细 菌 ， 按 照 实 验 所 需 的 1×106  cells/mL、
1×107  cells/mL、 1×108  cells/mL、 3×108  cells/mL、 5×
108 cells/mL和 1×109 cells/mL这 6个初始细菌密度计

算加入灭菌培养皿中的细菌悬浮液体积，在 18℃ 的

黑暗条件下培养 48 h得到实验所需的生物被膜。 

2.3.2    生物被膜的细菌密度计数

参考 Yang等 [27] 的方法来对生物被膜上的细菌进

行计数，使用 5%甲醛溶液将生物被膜固定 24 h，固定

后使用 0.1%吖啶橙染液避光染色 5 min，染色后去除

多余染液，避光晾干后置于荧光显微镜（奥林巴斯

BX51）×1 000放大倍率下进行观察，每株细菌的每个

初始细菌密度设置 3个平行组，每个平行组随机取

10个视野计算细菌密度。其计算公式为

生物被膜的细菌密度
(

cells/cm2
)

=
(
显微镜下计数/100

)
×108. （1）

 

2.3.3    生物被膜形态及厚度分析

生物被膜形态及厚度分析按照 Yang等 [27] 的方

法 ， 选 取 在 5×108 cells/mL浓 度 下 对 Bacillus  sp.4和

Phaeobacter sp.1的生物被膜进行分析。使用 5%甲醛

溶液将生物被膜固定 24 h，用 5 mg/L的碘化丙啶（PI）
溶液避光染色 15 min，避光晾干后在徕卡激光共聚焦

扫描显微镜（Leica TCS SP8）×630放大倍率下拍摄，使

用 FV10-ASW  3.0软件获取激光扫描聚焦显微镜

（Confocal Laser Scanning Microscope, CLSM）图像，分

析生物被膜细菌胞外产物含量。 
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2.4    厚壳贻贝附着实验 

2.4.1    厚壳贻贝幼虫附着变态实验

厚壳贻贝幼虫附着变态实验参考 Yang等 [27] 的方

法，在高温灭菌的玻璃培养皿中放入附有生物被膜的

载玻片，加入 20 mL AFSW和 20个幼虫，在 18℃ 黑暗

条件下培养 24 h、48 h、72 h和 96 h后记录幼虫的附

着变态率，每株实验细菌的各个初始细菌密度均设 9

个平行组，以高温灭菌的没有生物被膜黏附的洁净载

玻片作为对照组。 

2.4.2    厚壳贻贝稚贝附着实验

厚壳贻贝稚贝附着实验参考杨金龙等 [2] 的方法，

在高温灭菌的玻璃培养皿中放入附有生物被膜的载

玻片，加入 20 mL AFSW和 10个稚贝，在 18℃ 黑暗条

件下培养 6 h、12 h、24 h和 48 h 后记录稚贝的附着

率，每株实验细菌的各个初始细菌密度均设 9个平行

组，以高温灭菌的没有生物被膜黏附的洁净载玻片作

为对照组。 

2.5    胞外产物分析 

2.5.1    生物被膜的荧光染色

参考 Peng等 [12] 的方法对生物被膜进行染色，在

5×108 cells/mL浓度下对 Bacillus sp.4和 Phaeobacter sp.1

的生物被膜进行分析。生物被膜分别使用 DiD’oil、

FITC、ConA-TMR和 CFW染液对胞外脂类、蛋白质、

α-多糖和 β-多糖进行避光染色 25 min，其中进行胞外

蛋白质染色的生物被膜需提前使用 5%甲醛溶液固

定 24 h，染色后去除多余染液，避光晾干后在徕卡激

光共聚焦扫描显微镜（Leica TCS SP8）×630放大倍率

下拍摄，使用 FV10-ASW 3.0 软件获取 CLSM图像，分

析生物被膜细菌胞外产物含量。 

2.5.2    CLSM 图像分析

CLSM 图像分析方法按照 Peng等 [12] 的分析方

法。使用 Image J软件（美国国家卫生研究院）计算生

物被膜的生物体积，生物体积表示生物被膜胞外产物

的单个成分的量。其计算公式为

生物体积
(
μm3

)
=各图层荧光区域数值化之和

(
μm2

)
×

0.2
(
μm

)(
每一图层的厚度

)
. （2）

 

2.6    数据处理

数据处理按照杨金龙等 [2] 的方法，使用 JMP软件

进行数据分析和相关性检验。相关性分析方法使用

Spearman'多元分析方法分析，其中 p 为检验值，p 小于

0.05时说明具有显著性的差异。 

3　结果
 

3.1    肠道细菌的测序与表型

本实验所分离纯化的 10株肠道细菌的信息见表 1。

本实验所分离的细菌均为不同的菌属，其中 Bacillus

sp.4属于厚壁菌门， Flavobacterium  sp.1、 Arenibacter

sp.1、Mesoflavibacter sp.1和 Tenacibaculum sp.3属于拟

杆菌门，而另外 5株细菌  Paracoccus sp.2、Pseudoal-

teromonas sp.30、Ruegeria sp.2、Ahrensia sp.1和 Phaeo-

bacter sp.1 属于变形菌门。不同肠道细菌的表型如

图 1所示。 

3.2    肠道细菌的生物被膜诱导活性

本实验中的 10株肠道细菌在测试时间内对厚壳

贻贝附着的诱导活性趋势基本相同，因此幼虫仅展示 48 h、

稚贝仅展示 24 h的诱导活性结果。如图 2A所示，所

表 1    肠道细菌 16S rRNA 基因序列分析

Table 1    16S rRNA gene sequence analysis of the intestinal bacterial strains

菌株来源 比对菌株 比对序列号 测试菌株 上传序列号 相似度/%

厚壳贻贝肠道 Bacillus sp.4 KF933662 ECSMC2 KU845379 98

厚壳贻贝肠道 Paracoccus sp.2 KJ648494 ECSMC12 KU845388 97

厚壳贻贝肠道 Flavobacterium sp.1 KF933689 ECSMC8 KU845384 99

厚壳贻贝肠道 Arenibacter sp.1 JQ898120 ECSMC15 KU845393 99

厚壳贻贝肠道 Mesoflavibacter sp.1 NR134082 ECSMC14 KU845390 99

厚壳贻贝肠道 Pseudoalteromonas sp.30 NR114190 ECSMB30 KX099925 100

厚壳贻贝肠道 Tenacibaculum sp.3 JN128275 ECSMC3 KU845380 99

厚壳贻贝肠道 Ruegeria sp.2 MF359423 ECSMC5 KU845381 99

厚壳贻贝肠道 Ahrensia sp.1 KJ700633 ECSMC1 KU845378 99

厚壳贻贝肠道 Phaeobacter sp.1 HE584770 ECSMC6 KU845382 100
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用肠道细菌均具有诱导活性，幼虫的稚贝率为 10%～

50%。Bacillus sp.4具有最高的诱导活性（p<0.05），诱

导活性为（42.78±1.21）%，Phaeobacter sp.1具有最低的

诱导活性，诱导活性为（10.50±1.30）%。

如图 2B所示，所用肠道细菌均具有诱导活性，稚

贝的附着率为 20%～95%。Phaeobacter sp.1具有最高

的诱导活性（p<0.05），诱导活性为（92.22±2.35）%，Fla-

vobacterium sp.1具有最低的诱导活性，诱导活性为

（20.00±1.75）%。 

3.3    生物被膜细菌密度

在本实验中，所测试的 10株肠道细菌的最终细

菌密度会因为初始细菌密度的变化呈现出不同的趋

势，实验所用肠道细菌大部分在 5×108 cells/mL时成

膜效果最好，因此这里选取在 5×108 cells/mL时形成

生物被膜的细菌密度进行展示。10株肠道细菌中

Flavobacterium sp.1的细菌密度最高，和除 Phaeobac-

ter  sp.1以外的 8株细菌均有显著性差异（ p<0.05），

Arenibacter sp.1的细菌密度最低（图 3）。 

3.4    生物被膜细菌密度与其诱导活性之间的相关性

10株细菌生物被膜的细菌密度与其对厚壳贻贝

幼虫和稚贝诱导活性的相关性关系见表 2。10株肠

道细菌中 Paracoccus sp.2、Pseudoalteromonas sp.30和

Ruegeria  sp.2对幼虫和稚贝诱导活性均显著相关

（p<0.05）。Bacillus sp.4 和 Ahrensia sp.1对幼虫的诱导

性显著相关（p<0.05）。Flavobacterium sp.1、Arenibac-

ter sp.1和 Phaeobacter sp.1对稚贝的诱导活性显著相

 

Bacillus sp. 4 Paracoccus sp. 2 Flavobacterium sp. 1 Arenibacter sp. 1 Mesoflavibacter sp. 1

Pseudoalteromonas sp. 30 Tenacibaculum sp. 3 Ruegeria sp. 2 Ahrensia sp. 1 Phaeobacter sp. 1

图 1    实验所用贻贝肠道细菌的表型

Fig. 1    Phenotypes of the different bacterial strains from mussel intestinal in tested
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图 2    不同肠道细菌对厚壳贻贝的诱导作用

Fig. 2    Induction of settlement of Mytilus coruscus on the different intestinal bacterial biofilms

A. 对幼虫变态附着的诱导活性；B. 对稚贝附着的诱导活性；不同字母表示差异显著（p<0.05）

A. Inducing activity of larval settlement and metamorphosis; B. inducing activity of plantigrade settlement; values that are significantly different between each

other at p<0.05 are indicated by different letters
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关 （ p<0.05）。 Mesoflavibacter sp.1和 Tenacibaculum

sp.3对幼虫和稚贝的诱导活性均不相关（p>0.05）。 

3.5    肠道细菌的系统发育分析

通过 3种分析进行肠道细菌的系统发育发现，所

得到的结果一致，因此本研究以邻接法的分析结果进

行展示（图 4），表 3为本研究所用细菌的遗传距离。

结果显示，Paracoccus sp.2与 Flavobacterium sp.1的遗

传距离为 0.011，是测试肠道细菌中遗传距离最近

的。上述 2株细菌聚为一支后与 Ruegeria  sp.2及

Phaeobacter sp.1聚为一支。这一分支再与同属于变

形菌门的 Bacillus sp.4、Ahrensia sp.1和属于厚壁菌门

的  Pseudoalteromonas  sp.30这 3株细菌聚为另一分

支，最后再和  Arenibacter sp.1、Mesoflavibacter sp.1和

Tenacibaculum sp.3这 3株细菌聚类。 

3.6    肠道细菌的生物被膜形态和厚度

通过 CLSM图片明显发现，Bacillus sp.4和 Phaeo-
bacter sp.1生物被膜的状态明显不同（图 5A）。Phaeo-
bacter  sp.1的 膜 厚 为 （ 8.86±0.25） μm， 且 Phaeobacter
sp.1比 Bacillus sp.4的细菌分布更加的聚集。

通过分析膜厚和诱导活性的相关性发现（表 4），
Bacillus sp.4的膜厚与幼虫和稚贝的诱导活性均不相

关（p>0.05）；Phaeobacter sp.1的膜厚与稚贝的诱导活

性显著相关（ p<0.05）而对幼虫的诱导活性不相关

（p>0.05）。 

3.7    CLSM图像和胞外产物含量

如图 6所示，2株细菌胞外产物中蛋白质、α-多糖

和 β-多糖的分布和含量具有显著性差异（p<0.05）。
Bacillus sp.4的胞外蛋白质、α-多糖和 β-多糖含量显

著高于 Phaeobacter sp.1（p<0.05），Bacillus sp.4分泌胞

外产物的能力高于 Phaeobacter sp.1。
通过分析胞外产物与其诱导活性的相关性发现

（表 5，表 6），Bacillus sp.4的胞外产物中，胞外蛋白、α-
多糖和 β-多糖与幼虫的诱导活性显著相关（p<0.05），
而胞外脂类与幼虫的诱导活性不相关（p>0.05）。α-多
糖与稚贝的诱导活性显著相关且呈负相关性（ p<
0.05），而脂类、蛋白质和 β-多糖与对稚贝的诱导活性

不相关（p>0.05）。
Phaeobacter sp.1形成的生物被膜胞外产物中，蛋

白质与幼虫的诱导活性显著相关且呈负相关性

（p<0.05），而脂类、α-多糖和 β-多糖与幼虫的诱导活

性不相关（p>0.05）。α-多糖与稚贝的诱导活性显著相

关（p<0.05），而脂类、蛋白质和 β-多糖与稚贝的诱导

活性不相关（p>0.05）。 

4　讨论

本研究所测试的 10株厚壳贻贝肠道细菌均为不

同的菌属，经培养都能够形成生物被膜，并且最终形

成生物被膜的细菌密度会根据初始细菌密度变化而

变化，具体变化趋势根据菌种的不同具有不同的趋

势。10株肠道细菌形成的生物被膜对厚壳贻贝幼虫
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图 3    不同肠道细菌生物被膜的细菌密度

Fig. 3    The bacterial density of different intestinal bacterial

biofilms

不同字母表示差异显著（p<0.05）

Values that are significantly different between each other at p<0.05 are

indicated by different letters

表 2      细菌密度与诱导活性的相关性分析

Table 2    Correlation analyses between the bacterial density and
inducing activity

测试菌株

细菌密度

幼虫诱导活性 稚贝诱导活性

r p r p

Bacillus sp.4 0.912 9 0.000 1* −0.642 0 0.118 7

Paracoccus sp.2 0.804 1 0.000 1* 0.835 2 0.000 1*

Flavobacterium sp.1 0.227 2 0.182 7 0.874 2 0.000 1*

Arenibacter sp.1 −0.010 8 0.950 0 0.747 4 0.002 7*

Mesoflavibacter sp.1 0.247 0 0.146 5 0.426 1 0.196 3

Pseudoalteromonas sp.30 −0.672 7 0.000 1* 0.638 7 0.002 2*

Tenacibaculum sp.3 0.260 4 0.125 0 0.174 7 0.237 4

Ruegeria sp.2 −0.461 9 0.004 6* 0.791 6 0.000 1*

Ahrensia sp.1 0.344 1 0.039 9* 0.277 4 0.208 5

Phaeobacter sp.1 0.630 7 0.172 5 0.965 4 0.000 1*

　　注: *表示差异显著（p<0.05）。
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和稚贝均具有诱导活性，并且因菌种不同表现出不同

的诱导活性，这表明，细菌菌种与诱导活性之间没有

必然联系，这与以往的研究结果一致 [2, 4, 13, 26–27]。

以往研究表明，在厚壳贻贝肠道及东海近海海区

的自然生物被膜中均分离出相同的菌属。与本研究

相比较，在 2017年研究中 [13]，从厚壳贻贝肠道分离出

与本研究相同的 Tenacibaculum、Bacillus、Ruegeria 和

Paracoccus 菌属；从自然生物被膜中也曾分离出 Ten-

acibaculum[4, 26–27]、Bacillus[4, 28] 和 Pseudoalteromonas[4, 26–28]

3个与本研究相同菌属的细菌。以往研究已证明了

宿主生存的环境会影响肠道细菌的群落 [29–30]，肠道作

为厚壳贻贝主要的消化器官，可能会因滤食作用将环

境中的细菌摄入到肠道内，因此推测，本研究的 10株

细菌可能来源于厚壳贻贝生存的外界环境。 

4.1    肠道细菌的生物被膜对厚壳贻贝幼虫附着变态

的诱导活性

在以往的研究中，单一菌株形成生物被膜后的细

菌密度、膜厚、胞外产物等生物学特性与海洋无脊椎
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图 4    本实验中肠道细菌的系统进化树

Fig. 4    Phylogenetic tree of intestinal bacterial in tested

表 3      本实验中肠道细菌的遗传距离

Table 3    Genetic distances of intestinal bacterial in tested

测试菌株 2 12 8 15 14 30 3 5 1 6

2

12 0.267

8 0.254 0.011

15 0.319 0.286 0.308

14 0.317 0.307 0.294 0.097

30 0.265 0.194 0.221 0.303 0.290

3 0.336 0.285 0.305 0.118 0.099 0.274

5 0.253 0.063 0.076 0.118 0.314 0.230 0.311

1 0.255 0.144 0.117 0.303 0.295 0.217 0.292 0.139

6 0.303 0.102 0.084 0.310 0.315 0.237 0.317 0.039 0.138

　　注: 1, 2, ···, 30 分别表示菌株ECSMC1, ECSMC2, ···, ECSMC30。
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动物幼虫附着变态具有一定的相关性。Peng等 [12] 的

研究发现，7株 Pseudoalteromonas 中有 3株的生物被

膜细菌密度与 M. coruscus 幼虫诱导活性呈显著相关

性，与另外 4株细菌无相关性。Bao等 [31] 的实验结果

发现，5株细菌中仅有 Alteromonas sp.1这 1株的细菌

密度与 Mytilus galloprovincialis 幼虫的诱导活性呈显

著相关性。Tran和 Hadfield[32] 的研究中，仅有 Pseudoa-

lteromonas luteoviolacea 细菌生物被膜的细菌密度与

Pocillopora  damicornis 幼虫的诱导活性呈显著相关

性，其余细菌与诱导活性均没有相关性。在本研究所

测试的 10株肠道细菌被膜的细菌密度与诱导活性

中，有 5株细菌呈相关性，另外 5株无相关性，表明细

菌呈现出相关性不具有普遍性，因而生物被膜的细菌

密度并不是影响厚壳贻贝幼虫附着变态的主要因素。

根据 Yang等 [27] 的研究发现，诱导活性无显著差

异的 Tenacibaculum sp.1和 Pseudoalteromonas sp.1的膜

厚和其他测试的细菌相比有显著差异。本研究中，

Phaeobacter  sp.1形成的生物被膜的膜厚显著高于

Bacillus  sp.4，但 Bacillus  sp.4的诱导活性显著高于

Phaeobacter sp.1，因此生物被膜的膜厚不是影响厚壳

贻贝幼虫附着变态的主要因素。本研究针对细菌的

遗传进化对厚壳贻贝幼虫的附着变态诱导活性相关

性分析，结果表明具有较远遗传距离的 Bacillus sp.4
和 Arenibacter sp.1的诱导活性无差异，遗传距离较近

的 Ruegeria sp.2和 Flavobacterium sp.1有显著性差异。

这一结果证明了细菌遗传距离与诱导活性之间没有

必然联系，与以往研究结果一致 [27]。

Peng等 [12] 的研究表明，胞外产物中的表面活性物

质可以促进厚壳贻贝幼虫的附着行为和附着变态

率。Liang等 [33] 的研究表明，ΔfilP菌株分泌的鞭毛蛋

白可以促进厚壳贻贝幼虫的附着变态，Peng等 [34] 的
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Fig. 6    The analysis of CLSM images of biofilms

脂类、蛋白质、α-多糖和 β-多糖在生物被膜上的分布（A）和生物

量（B）；不同字母表示差异显著（p<0.05）

The distribution (A) and biovolume (B) of lipids, proteins, α-polysacchar-

ide and β-polysaccharide on BFs; values that are significantly different

between each other at p < 0.05 are indicated by different letters表 4      膜厚与诱导活性的相关性分析

Table 4    Correlation analyses between the biofilm thickness and
inducing activity

测试菌株

生物被膜膜厚

幼虫诱导活性 稚贝诱导活性

r p r p

Bacillus sp.4 0.376 4 0.108 7 0.264 2 0.075 6

Phaeobacter sp.1 0.375 3 0.115 4 0.886 4 0.000 1*

　　注: *表示差异显著（p<0.05）。
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研究表明，Δ01912 菌株的胞外产物可拉酸过量分泌

同样可以促进厚壳贻贝幼虫的附着变态。本研究发

现，具有高诱导活性的 Bacillus sp.4生物被膜胞外产

物中胞外蛋白、 α-多糖和 β-多糖的含量显著高于

Phaeobacter sp.1。通过对胞外产物和诱导活性相关

性分析发现，2株肠道细菌的胞外蛋白与厚壳贻贝幼

虫的诱导活性均具有显著相关性，但与 Phaeobacter
sp.1呈现为负相关。因而，α-多糖和 β-多糖在诱导厚

壳贻贝幼虫中起重要作用，胞外蛋白会因菌属的不同

而影响厚壳贻贝幼虫的附着。 

4.2    肠道细菌的生物被膜对厚壳贻贝稚贝附着的诱

导活性

在以往单一菌株形成生物被膜对厚壳贻贝稚贝

的研究中发现，实验所用细菌中，大部分细菌生物被

膜的细菌密度与诱导活性呈显著相关性。本研究中，

10株细菌中有 6株的细菌密度与诱导活性呈相关

性。梁箫等 [9] 的研究结果发现，厚壳贻贝稚贝的附着

率会根据弧菌形成生物被膜的膜厚变化而变化，且变

化趋势相同。本研究中，同一初始细菌密度下形成的

生物被膜，高诱导活性的 Phaeobacter sp.1的膜厚显著

高于 Bacillus sp.4。相关性分析表明，Phaeobacter sp.1
的膜厚和诱导活性之间是显著相关的。由此可见，生

物被膜的细菌密度、膜厚可以影响厚壳贻贝稚贝的

附着。而细菌的遗传进化与厚壳贻贝稚贝的附着没

有相关性 [2, 4, 13]。本研究中，遗传距离最近的 Paracoc-
cus sp.2和 Flavobacterium sp.1的诱导活性具有显著性

差异，遗传距离最远的  Bacillus sp.4和 Tenacibaculum
sp.3的诱导活性没有显著性差异。这一结果和细菌

遗传进化与诱导活性之间无必然联系的结论相一致。

生物被膜胞外产物对厚壳贻贝稚贝的附着起重

要作用。梁箫等 [10] 的实验结果发现，3株弧菌生物被

膜胞外多糖含量与形成时间有关，随时间增加，胞外

多糖含量先增多再减少，胞外多糖含量变化与 3株弧

菌生物被膜对厚壳贻贝稚贝的诱导活性结果相似。

本研究中，2株肠道细菌的生物被膜胞外产物中，α-多

糖与诱导活性均呈显著相关，但 Bacillus sp.4呈现为

负相关。因而，α-多糖可能在诱导厚壳贻贝稚贝中发

挥了重要作用，存在会因菌属的不同而影响厚壳贻贝

稚贝的附着。 

4.3    同株肠道细菌的生物被膜对厚壳贻贝幼虫和稚

贝附着的影响

以往研究中，单一细菌生物被膜对厚壳贻贝幼虫

和稚贝呈现出相同或相似的诱导活性。高伟等 [35] 和

梁箫等 [9] 的研究中，Shewanella loihica 对厚壳贻贝幼

虫和稚贝均具有中等诱导活性；周轩等 [28]和 Peng 等 [12]

的研究中，Pseudoalteromonas marina 对厚壳贻贝幼虫

和稚贝均具有中等诱导活性。在本研究中同样发现

Paracoccus sp.2和 Pseudoalteromonas sp.30对幼虫和稚

表 5    胞外产物与幼虫诱导活性的相关性分析

Table 5    Correlation analyses between extracellular product and inducing activity of larvae

测试菌株

生物被膜胞外产物生物量

脂类 蛋白质 α-多糖 β-多糖

r p r p r p r p

Bacillus sp.4 0.363 4 0.094 2 0.486 5 0.000 1* 0.886 5 0.000 1* 0.753 2 0.000 1*

Phaeobacter sp.1 0.484 5 0.265 8 −0.864 3 0.028 7* −0.642 4 0.147 5 −0.448 6 0.084 5

　　注: *表示差异显著（p < 0.05）。

表 6    胞外产物与稚贝诱导活性的相关性分析

Table 6    Correlation analyses between the extracellular product and inducing activity of plantigrade

测试菌株

生物被膜胞外产物生物量

脂类 蛋白质 α-多糖 β-多糖

r p r p r p r p

Bacillus sp.4 0.765 3 0.219 5 0.592 5 0.120 9 −0.764 3 0.037 1* −0.343 6 0.129 1

Phaeobacter sp.1 0.464 2 0.107 5 0.556 3 0.075 3 0.669 8 0.044 3* 0.562 1 0.085 9

　　注: *表示差异显著（p < 0.05）。
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贝均具有中等诱导活性；同时也发现了比较有趣的现

象，Phaeobacter sp.1和 Bacillus sp.4的诱导活性结果

呈现出截然相反的结果，Bacillus sp.4对幼虫具有高

诱导活性而对稚贝具有低诱导活性，而 Phaeobacter
sp.1对幼虫具有低诱导活性，对稚贝具有高诱导活

性，推测可能由于肠道细菌对厚壳贻贝幼虫和稚贝的

诱导机制不同。以往研究中，当细菌对海洋无脊椎动

物具有较高诱导活性时，其生物被膜分泌胞外产物的

能力也相对较强 [33– 34]。然而 Phaeobacter sp.1的胞外

产物显著低于  Bacillus sp.4，但对稚贝的诱导活性反

而显著高于后者，推测可能是  Phaeobacter sp.1中具

有特殊的成膜机制，使其对稚贝具有高诱导活性，这

一推测有待后续进一步研究。

综上所述，本研究中的肠道细菌都能够诱导厚壳

贻贝幼虫和稚贝的附着，但诱导能力根据菌种的不同

有所差异。通过对 Bacillus sp.4和 Phaeobacter sp.1这

2株肠道细菌的生物被膜生物量和胞外产物的分析

发现，肠道细菌被膜的细胞密度、膜厚和胞外产物中

的脂类对厚壳贻贝幼虫的附着变态无影响，而胞外蛋

白和胞外多糖可以影响幼虫的附着变态；对于厚壳贻

贝稚贝的附着，肠道细菌被膜的细胞密度、膜厚和胞

外 α-多糖均能影响其诱导活性，而胞外脂类和胞外蛋

白无影响。本研究成果为今后深入探讨肠道细菌与

厚壳贻贝之间的相互作用提供了理论基础，对肠道细

菌在贝类人工育苗和海区生态健康养殖具有潜在应

用价值。
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Effects of intestinal bacterial biofilms on settlement process of
larvae and plantigrades in Mytilus coruscus

Xu Jiakang 1,2，Wang Jinsong 1,2，Fang Yihan 1,2，Yang Jinlong 1,2,3，Liang Xiao 1,2

(1.  International  Research  Center  for  Marine  Biosciences, Ministry  of  Science  and  Technology, Shanghai  Ocean  University, Shanghai
201306, China;  2. Key  Laboratory  of  Exploration  and  Utilization  of  Aquatic  Genetic  Resources, Ministry  of  Education, Shanghai  Ocean
University, Shanghai 201306, China;  3.  Southern  Marine  Science  and  Engineering  Guangdong  Laboratory (Guangzhou), Guangzhou
511458, China)

Abstract: Ten strains of bacteria were isolated from the gut of Mytilus coruscus to study its role in the settlement of
larvae and plantigrade by forming biofilms. Results showed that the inducing ability of the biofilms formed by ten
bacteria were different, although all of them could induce the settlement of larvae and plantigrade. In larvae, Bacil-
lus sp.4 showed high inducing activity, while Phaeobacter sp.1 had low inducing activity. In plantigrades, Phaeo-
bacter sp.1 showed high inducing activity, while Bacillus sp.4 showed low inducing activity. The polysaccharides
and  proteins  from  biofilms  formed  by Bacillus  sp.4  and Phaeobacter  sp.1 impacted  larval  settlement  and  meta-
morphosis, and the cell density, thickness and extracellular lipids of biofilm showed no effect on inducing activity
of larval settlement and metamorphosis. For plantigrades, biofilm’s bacterial density, thickness and extracellular α-
polysaccharide could induce plantigrades to the settlement, and the extracellular lipids and proteins of biofilms did
not affect the settlement. This study is helpful for improving the healthy ecological culture of M. coruscus and to
understand the settlement mechanism of M. coruscus.

Key words: intestinal bacteria；Mytilus coruscus；biofilm；inducing activity; settlement
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