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摘要：可拉酸是生物被膜上重要的胞外多糖之一，但细菌可拉酸对海洋无脊椎动物附着过程的影响还

鲜少研究。本研究从自然生物被膜中分离出 8 株海洋细菌，对其种属进行鉴定及聚类分析，并测定其

生物被膜的可拉酸含量及对稚贝附着的诱导能力。筛选所得海洋细菌形成生物被膜并测定其成膜能

力及胞外产物含量，发现 β-多糖的生物量与厚壳贻贝稚贝附着率呈显著正相关趋势（p < 0.05）。8 株

海洋细菌生物被膜中可拉酸含量的定量结果显示，3 株革兰氏阳性菌无法产生可拉酸，5 株革兰氏阴

性菌均可检测到不同含量的可拉酸，其中革兰氏阴性菌 Shewanella marisflavi 的可拉酸含量最高，为

1 076.43 μg/mL。不同可拉酸含量的海洋细菌单一生物被膜与厚壳贻贝稚贝附着率之间关系的研究结

果显示，海洋细菌生物被膜对厚壳贻贝稚贝附着率的诱导效果与其可拉酸含量呈显著正相关（p < 0.05）。

以上结果表明，细菌生物被膜中的可拉酸能够参与诱导厚壳贻贝稚贝的附着。本研究为探究海洋细

菌生物被膜的化学物质与海洋贝类附着之间的相互作用及其对贝类附着机制提出了新的见解。
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 1　引言

厚壳贻贝（Mytilus coruscus）广泛分布于东亚温带

海域，是我国重要的商业化双壳贝类 [1]。近年来，由于

对该品种野生资源的掠夺性开发和规模化繁育技术

不够成熟，导致该物种资源产量呈断崖式下跌，已难

以满足市场需求 [2]。为解决这一问题，节约生产成本

并提高产量，对厚壳贻贝苗种繁育技术的探索显得尤

为重要。与其他海洋无脊椎动物相似，厚壳贻贝的生

长发育过程中会经历两个不同的生活阶段，其幼虫期

经过附着变态过程后发育成稚贝，生活方式也因此由

浮游生活状态转变为底栖附着，最终发育为成贝 [3]。

在厚壳贻贝稚贝生活阶段，外界环境条件的变化会使

稚贝主动切断已经形成的足丝，寻找其他更为优质的

附着基，并再次形成新的足丝以完成附着 [4]，这一生理

过程被称为厚壳贻贝稚贝生活史中的二次附着。海

区养殖方式中的贻贝脱苗问题是影响厚壳贻贝保苗

率的重要因素，因此附着期稚贝的培育是厚壳贻贝人

工育苗成功的关键 [5]，与贻贝养殖生产效益密切相关。

研究表明，细菌生物被膜广泛存在于自然海水

中，生物被膜上化学信号及多种与凝集素结合的胞外

蛋白等均可调控厚壳贻贝的附着 [6–8]。多糖是细菌细

胞表面物质的重要组成成分，对细胞的生存起着至关

重要的作用 [9]。在贻贝由幼虫转变为稚贝的过程中消

耗了大量的能量 [10]，因而外界多糖的存在会对贻贝对

附着基的选择过程产生一定的诱导作用 [4, 11]。已有研
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究结果显示，胞外多糖的变化趋势与稚贝附着趋势呈

现较高的一致性 [11]，推测多糖的含量变化是诱导稚贝

附着的重要因素 [12]。同时，细菌自身分泌的一些胞外

多糖如可拉酸（Colanic Acid, CA）、纤维素等 [13–15] 均可

以影响厚壳贻贝幼虫附着，2020 年有研究首次提出

厚壳贻贝幼虫的附着变态可能与可拉酸含量呈正相

关 [13]，此后虽有研究表明可拉酸可以诱导幼虫附着，

但对于可拉酸与稚贝附着之间的关系亟待研究。

1969 年首次在大肠杆菌 K235 中发现可拉酸 [16]。

作为主要的细菌胞外多糖之一，可拉酸是一种高亲水

性、高黏度的荚膜多糖，为白色纤维状物质 [17]，可溶于

水或稀盐溶液 [18]，在多种细菌中存在，如：大肠杆菌

（ Escherichia  coli）、 迟 缓 爱 德 华 氏 菌 （ Edwardsiella
tarda）、沙门氏菌（Salmonella）等 [19– 23]。由于其丰富的

生物活性，可拉酸具有较高的商业价值。可拉酸可调

控海洋生物的生长发育 [13, 20]。有研究表明，纤维素的

添加可以促进海假交替单胞菌（Pseudoalteromonas
marina）产生可拉酸 [24]，从而诱导厚壳贻贝幼虫附着变

态。迟缓爱德华氏菌可拉酸的缺失可以降低其对斑

马鱼（Dario rerio）胚胎的毒力作用 [20]。作为生物被膜

成分，可拉酸有助于细菌抵抗噬菌体感染，并增强菌

株对环境的应激反应 [25]。有研究表明，可拉酸在细菌

内的过度表达可能有助于沙门氏菌提高抗生素的抗

性 [26]，有助于生物被膜的形成 [27]。虽然有研究发现可

拉酸可能分布在特定种属的细菌中 [18]，但海洋细菌中

可拉酸的含量及其生物学功能还有待进一步研究。

本研究以自然生物被膜为来源，通过微生物培养

技术获得多种海洋细菌的单一菌株，建立系统发育树

分析其亲缘关系；分析不同海洋细菌的成膜能力及其

胞外产物含量，分析探究胞外产物与稚贝附着之间的

相关性；探究不同海洋细菌的可拉酸产生能力及其生

物被膜对厚壳贻贝稚贝的诱导活性。本实验旨在发

掘海洋细菌中可拉酸含量与厚壳贻贝稚贝附着的深

层关系，为探究可拉酸与厚壳贻贝稚贝附着之间的相

互作用机制提供数据支撑及理论依据。

 2　材料与方法

 2.1    实验材料

本研究使用的野生厚壳贻贝稚贝（壳长：（1.67 ±
0.17）mm，壳高：（1.24 ± 0.15）mm）均来源于浙江省嵊

泗县枸杞岛（30°46'N，122°44'E）。培养条件：海水盐

度恒定 30，每 2 d 定期定时换水，每日投喂青岛大扁

藻（Platymonas helgolandica tsingtaoensis），在实验室 18℃
环境中避光充气暂养至少 1 周。

用于纯种海洋细菌分离纯化的自然微生物被膜

源自浙江省舟山市嵊泗县海域，方法为 Zobell 2216E

稀释涂布法及平板划线法 [28]。

 2.2    实验方法

 2.2.1    海洋细菌的分离纯化

自然生物被膜上海洋细菌的分离纯化方法参考

Bao 等[29] 的方法。将自然生物被膜全部刮取后收集于

1.5 mL 微量离心管中，温度条件为 4℃ 时，以 800 r/min

的转速离心，弃上清，液氮冷冻后于−80℃ 冷冻保

存。使用时提前冰上融化，加入 200 μL 灭菌过滤海

水（Autoclaved  Filtered  Seawater，AFSW）作为原液使

用，等浓度梯度稀释至 10−6。由原液至 10−6 的等浓度

梯度稀释样液涂布培养 48 h。分离单菌落纯化培养，

重 复 多 次 纯 化 步 骤 以 得 到 纯 种 菌 株 。 于 Zobell

2216E 液体培养基（5 g 蛋白胨、1 g 酵母膏和 0.01 g 柠

檬酸铁，调整 pH 范围在 7.6～7.8 之间）中扩大培养，

扩培后的菌液作为菌种原液与 60% 甘油−NaCl 溶液

1∶1 混合，−80℃ 冰箱中冷冻保存。

 2.2.2    海洋细菌 16S rDNA 基因测序鉴定

使 用 天 根 生 化 科 技 有 限 公 司 的 细 菌 基 因 组

DNA 提取试剂盒（DP302）提取各海洋细菌 DNA。使

用 16S rDNA 序列扩增特异性引物扩增后，由生工生

物工程（上海）股份有限公司进行扩增产物测序分析。

 2.2.3    生物被膜制备

取冻存的海洋细菌菌种活化后转接于 100 mL

Zobell 2216E 液体培养基中，25℃ 恒温培养箱中震荡

培养 16～18 h。培养后海洋细菌菌株以 3 500 r/min

转速离心 15 min，尽可能充分保留沉淀。菌体用 AF-

SW 重悬后离心，重复此步骤至上清液澄清。向彻底

去除培养基的菌体加入新的 50 mL AFSW，计算细菌

密度。将菌液分别按相应初始菌浓度要求加至无菌

玻璃培养皿中，培养皿中提前放入灭菌载玻片（38 mm ×

26 mm）。AFSW 定容至皿中终体积为 20 mL。18℃ 条件

下避光培养 48 h，不同菌株不同浓度分别设置 9 个平行。

 2.2.4    生物被膜胞外产物激光扫描共聚焦显微镜

CLSM 拍摄及图像处理

染色方法参考文献 [30]，染料成分及染色对象见

表 1。将生物被膜用浓度为 5%的福尔马林溶液固定

24 h 后，在避光条件下用5 μg/mL 的碘化丙啶（Propidi-
um Iodide, PI）进行染色 15～20 min，在激光扫描共聚

焦显微镜（Confocal Laser Scanning Microscope，CLSM）

（徕卡，德国）  630×放大倍率下进行观察拍摄。每组

生物被膜分别选取 3 个载玻片，每个载玻片上拍摄

3 个视野，即每组载玻片共扫描拍摄 9 个视野进行成

像，观察并对胞外产物生物量数据比较分析。每幅
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CLSM 图像采用 LAS X 版本采集（像素为 1 024 × 1 024，
z-step 为 0.20 μm）。采用 Image J 软件对各组分进行

定量分析。利用 CLSM 图像的阈值计算各组分的生

物体积（单位：μm3）
 

表 1    激光扫描共聚焦显微镜荧光染料信息

Table 1    Confocal laser scanning microscope fluorescence
dye information

染料 结合物质 波长/nm

碘化丙啶（PI） 死细菌 561

四甲基罗丹明共轭物刀豆蛋白（ ConA-TMR） α-多糖 552/578

卡尔科弗卢尔荧光增白剂（CFW） β-多糖 254/432

1,1'−双十八烷基−3,3,3',3'− 四甲基吲哚二碳
花菁高氯酸盐（DiD’oil）

脂质 648/670

异硫氰酸荧光素（FITC） 蛋白质 495/519
 
 

 2.2.5    可拉酸染色定性

根据 Ren 等 [31] 的方法，各菌株成膜初始浓度设定

为 1×108 cell/mL。转移生物被膜至新的载玻片上，以

品红溶液、媒染剂、1% 亚甲基蓝溶液的染色顺序分

别持续染色 3 min、3 min、30 s。每次染色后的残余染

料用蒸馏水轻轻浸润洗净。细菌在光学显微镜（目

镜×10，物镜×100）下为红色，可拉酸呈蓝色。各实验

组分别设置 3 个重复。

 2.2.6    可拉酸含量测定根据

对 Obadia 等 [32] 方法略加修改，以 12 片生物被膜

为一组，每组收集至一个 1.5 mL 微量离心管中（n = 3）。
加入 1 mL 双蒸水（double distilled H2O，ddH2O）将收集

的生物被膜重悬，100℃ 加热 10 min，13 000 rcf 离心

15～20 min，取含有可拉酸的上清液。1 mL 上清液中

加入 4.5 mL H2SO4/H2O（6∶1）溶液，100℃ 条件下加热

20 min，室温下冷却。取 2 mL 溶液在 396 nm（A396-co）
和 427 nm（A427-co）下测吸光值。其余溶液分别加入

100 μL 3%（m/v）半胱氨酸盐酸盐溶液，25℃ 避光静置

1 h， 396 nm（A396-cy）和 427 nm（A427-cy）处测吸光

值。以 L-岩藻糖（Sigma）为浓度标准曲线。可拉酸含量

用公式：（A396cy−A396co）−（A427cy−A427co）来计算。

 2.2.7    厚壳贻贝稚贝附着

将培养 48 h 后的生物被膜的载玻片转移至含有

20 mL AFSW 的无菌玻璃培养皿中，生物被膜转移后

每个玻璃皿中各加入 10 只稚贝放于生物被膜周围。

18℃ 恒温条件下避光暂养，于 12 h、24 h、48 h 及 72 h
时分别记录稚贝在细菌生物被膜上的附着情况。每

株细菌的不同处理组分别有 9 个重复，对照组为空白

玻璃载玻片。

 2.2.8    细菌密度计数

参考文献 [4]，生物被膜使用 5% 的福尔马林固定

液浸泡固定至少 24 h，以 0.1% 吖啶橙（Acridine Or-
ange）染色液避光条件下染色 5 min，自然风干，荧光显

微镜×1 000（物镜倍数×100，目镜倍数×10）视野下随

机选取 10 个均匀视野，不同处理组分别设置 3 个重复。

 2.2.9    数据处理

使 用 JMP  10.0.0、 GraphPad  Prism  6.01 及 IBM
SPSS Statistics 25.0.0 软件对各组实验数据分别进行

相关性检验和差异性分析，r 为相关性系数，p < 0.05
时差异显著。

 3　结果与分析

 3.1    海洋细菌的测序与定名

本实验从自然生物被膜中共筛选出 8 株海洋细

菌，细菌特异性序列测序结果通过 BLAST 程序在 NCBI
数据库中比对，以确定细菌种属。结果如表 2 所示。

 
表 2    不同海洋细菌的 16S rDNA 序列分析

Table 2    16S rDNA sequence analysis of different marine bacteria

序列号 登录号 对照菌名 比对序列号 相似度/% 来源

ECSMB14101 CP041153 Shewanella marisflavi CP041153 99.58 自然生物被膜

ECSMB14103 CP023558 Pseudoalteromonas marina CP023558 99.79 自然生物被膜

ECSMB14105 MT820512 Vibrio splendidus MT820512 99.93 自然生物被膜

ECSMB14107 CP034970 Vibrio chagasii MN938232 99.24 自然生物被膜

ECSMB20101 OP209745 Planococcus sp. 1 MH938046 99.93 自然生物被膜

ECSMB20104 OP209750 Pseudoalteromonas sp. 27 KX889969 99.93 自然生物被膜

ECSMB20107 OP209748 Bacillus sp. 9 MG309326 99.86 自然生物被膜

ECSMB21103 OP209747 Salinicoccus sp. 1 DQ001316 98.22 自然生物被膜
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 3.2    海洋细菌的表型及系统发育分析

观察筛选后的纯种单菌落形态及颜色（图 1a），发

现除两株球菌（Planococcus sp. 1，Salinicoccus sp. 1）形

成菌落较小外，其余菌落形态特征上无明显差异。

通过邻接（Neighbor-Joining, NJ）法构建系统发育

树（图 1b），并计算菌株间的遗传距离（表 3）。结果显

示，Vibrio splendidus 与 Vibrio chagasii 亲缘关系相近，

遗传距离为 0.036；Pseudoalteromonas sp. 27 与 Pseudoa-
 

Vibrio alginolyticus (NR118258)

Shewanella marisflavi Pseudoalteromonas sp. 27

Planococcus sp. 1 Bacillus sp. 1 Salinicoccus sp. 1

Pseudoalteromonas
marina

Vibrio chagasii

Vibrio splendidus

Vibrio chagasii (NR117891)

ECSMB14107

Vibrio kanaloae (NR042468)

Vibrio splendidus (MT820512)

ECSMB14105

Pseudoalteromonas sp. (JQ733381)

Pseudoalteromonas marina (OM070351)

ECSMB14103

Pseudoalteromonas hodoensis (NR126232)

Pseudoalteromonas atlantica (NR114186)

ECSMB14104

Shewanella marisflavi (FJ589035)

Shewanella sp. (KT185158)

ECSMB14101

Escherichia coli (NR024570)

Salinicoccus amylolyticus (ON261519)

ECSMB21103

Salinicoccus roseus (DQ001316)

Salinicoccus sp. (KM461125)

Planococcus plakortidis (MT525286)

ECSMB20101

Planococcus maritimus (MF276799)
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图 1    8 株细菌的菌落形态及邻接法构建的系统发育树

Fig. 1    The colony morphological and phylogenetic tree constructed by the Neighbor-Joining method of the eight marine bacterial strains

a. 8 株细菌的表型特征; b. 邻接法构建 16S rDNA 基因序列系统发育树

a. The morphological characteristics of eight bacterial species; b. phylogenetic tree of 16S rDNA gene sequences constructed by the Neighbor-Joining method
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lteromonas marina 两株细菌间的遗传距离仅为 0.021，
可将其归于同一属；Bacillus sp.9 与 Planococcus sp.1 遗

传距离相对较近，为 0.088，表明两者间的亲缘关系较

近。而不同细菌属间亲缘关系相对较远。
 

表 3    8 株海洋细菌遗传距离

Table 3    Genetic distance of the eight marine bacterial strains

测试菌株 Pseudoalteromonas
marina

Planococcus
sp. 1

Vibrio
splendidus

Vibrio
chagasii

Salinicoccus
sp. 1

Bacillus
sp. 9

Shewanella
marisflavi

Pseudoalteromonas
sp. 27

Pseudoalteromonas marina 0

Planococcus sp. 1 0.262 0

Vibrio splendidus 0.126 0.259 0

Vibrio chagasii 0.139 0.267 0.036 0

Salinicoccus sp. 1 0.262 0.109 0.250 0.257 0

Bacillus sp. 9 0.256 0.088 0.263 0.261 0.113 0

Shewanella marisflavi 0.099 0.267 0.140 0.144 0.254 0.259 0

Pseudoalteromonas sp. 27 0.021 0.262 0.119 0.132 0.259 0.256 0.093 0
 
 

 3.3    不同海洋细菌生物被膜诱导稚贝附着的能力

不同海洋细菌对厚壳贻贝稚贝附着的诱导效果

如图 2 所示，空白对照组的稚贝附着率仅为（6.67±
3.79）%。相较于空白对照，Pseudoalteromonas sp. 27、
Pseudoalteromonas  marina、 Vibrio  splendidus、 Vibrio
chagasii、Shewanella marisflavi 均表现出明显的诱导

活性（p < 0.05），其中 Shewanella marisflavi 的诱导活性

最高，为（46.67 ± 6.42）%；Salinicoccus sp. 1、Planococ-
cus sp. 1、Bacillus sp. 9 的诱导活性与空白对照间无显

著性差异（p > 0.05），其中诱导活性最低的为 Salinico-

ccus sp. 1（（10.00 ± 0.10）%）。

 3.4    不同海洋细菌生物被膜形成能力

生物被膜细菌终密度在一定程度上可以反应不

同细菌生物被膜的成膜能力。如图 3 所示，8 株海洋

细菌显示出不同的成膜能力。不同海洋细菌的形态

特征及其在膜上的分布状态如图 3A 所示，与其成膜

后的细菌终密度所示一致（图 3B）。当初始细菌密度

为 5 × 108 cell/cm2 时，Shewanella marisflavi 形成生物被

膜后的终密度最高，与其他几株细菌的终密度呈显著

差异（p < 0.05），为（3.3 × 108 ± 7.62 × 107）cell/cm2，但其

生物被膜厚度却显著低于 Pseudoalteromonas marina

（图 3C）；其次为 Pseudoalteromonas sp. 27，其成膜后细

菌终密度为（ 4.87  ×  107 ±  7.22  ×  106） cell/cm2； Vibrio

chagasii 成膜后的细菌终密度为（ 6.26 × 106 ± 1.19 ×

106）cell/cm2 显著低于其他 7 株海洋细菌（p < 0.05），膜

厚显著低于其他 6 株细菌，与 Bacillus sp. 9 相比，差异

不显著，这表明 Vibrio chagasii 的成膜能力低于本文

中的其他海洋细菌。

 3.5    不同海洋细菌生物胞外产物分析

生物被膜组成成分十分复杂，为探究何种胞外产

物在厚壳贻贝稚贝附着过程中发挥主要作用，本文通

过 CLSM 对其胞外多糖、蛋白质及脂质进行定量分

析（图 A1），并利用 CLSM 图像的阈值计算各组分的

生物量（图 4），以此确定生物被膜各组分与稚贝附着

之间的关系。如表 4 结果所示，β-多糖与稚贝附着之

间呈现显著正相关（p < 0.05），稚贝附着率最高的 Shwan-
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eella marisflavi 其相对应的 β-多糖的含量也最高，而

α-多糖、蛋白质及脂质的含量与附着率之间未呈现相

关性趋势。

 3.6    8 株海洋细菌的可拉酸含量分析

可拉酸作为重要的胞外多糖，其单糖组成结构中

含有的 α-多糖与 β-多糖的比值为 5∶1，为探究可拉酸

是否发挥重要诱导作用，对 8 株海洋细菌的可拉酸含

量进行了测定。如图 5A 所示，通过光学显微镜观察

到不同海洋细菌的可拉酸生成能力不同。3 株阳性

细菌（Planococcus sp. 1，Bacillus sp. 9，Salinicoccus sp. 1）
均不产生可拉酸，其余 5 株阴性细菌可产生可拉酸，

但含量不同。图 5B 定量结果显示，3 株阳性细菌中

均未检测可拉酸，其余 5 株阴性菌种均可检测到不同

含量的可拉酸。其中菌株 Shewanella marisflavi 的可

拉酸含量最高，达 1 076.43 μg/mL。
 3.7    影响厚壳贻贝稚贝附着的多因素分析

为确定可拉酸含量与厚壳贻贝稚贝附着的关系，

本文选取定量检测可拉酸含量的相同初始细菌密度

形成单一生物被膜进行稚贝附着实验，结果如图 6 所

示。结果显示厚壳贻贝稚贝的附着率随可拉酸含量

的升高而升高，其中，Shewanella marisflavi 的稚贝附

着率最高，为 46.67%。通过对 8 株不同种属细菌的细

菌密度、可拉酸含量与厚壳贻贝稚贝附着率的相关

性分析，发现可拉酸含量与稚贝附着率呈极显著相关

（p < 0.001）。

 4　讨论

海洋细菌生物膜上的胞外多糖在诱导海洋贝类
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图 3    不同海洋细菌生物被膜形成能力

Fig. 3    Biofilm formation ability of different marine bacteria

A. 不同海洋细菌形成生物被膜 CLSM 拍摄图像；B. 不同海洋细菌形成生物被膜的终密度；C. 不同海洋细菌生物被膜膜厚；

不同字母代表显著性差异

A. Confocal laser scanning micrographs of biofilms; B. the density of eight monospecific bacterial biofilms; C. the thickness of biofilms;

difference letters represent significant difference

8 期    解静仪等：海洋细菌生物被膜可拉酸含量影响厚壳贻贝稚贝附着 101

 



附着过程中起着至关重要的作用 [9]。作为一种重要的

胞外多糖，不同海洋细菌生物膜中的可拉酸含量及其

对海洋贝类稚贝附着的诱导活性尚无研究。本研究

从自然生物膜筛选出 8 株海洋细菌，通过分析可拉酸

含量及其对稚贝附着诱导的作用，首次证明可拉酸对

厚壳贻贝稚贝的附着过程具有正向诱导作用，为细菌

与贝类的相互作用以及经济贝类的养殖研究提供了

新的视角。

海产贝类在选择附着基的过程中受多种因子的

调控 [33]，细菌种属的差异在一定程度上可以影响稚贝

的附着过程 [4]。以往的研究表明，由自然生物被膜上

分离的海洋细菌所形成的单一生物被膜不同程度地

影响海洋无脊椎动物幼虫 [29, 34– 35] 及厚壳贻贝稚贝 [28]

的附着过程，其中 Cobetia sp.菌呈现出较高的诱导活

性，Pseudoalteromonas sp.中呈现出中低等诱导活性。

此外，不同种属的细菌虽然都能诱导稚贝附着，但同

一属的不同细菌在稚贝附着过程中也会起不同的诱

导作用 [36]。本研究从自然生物被膜上分离出的 8 株

海洋细菌的诱导效果也不尽相同，其中 5 株革兰氏阴

性菌对稚贝附着具有显著诱导效果，而 3 株革兰氏阳

性菌无诱导活性。遗传距离及系统发育树所呈现的

结果显示，Pseudoalteromonas sp. 27 与 Pseudoalteromo-
nas marina 亲缘关系相近，Vibrio  splendidus 与 Vibrio
chagasii 归为同一属。然而，研究结果发现，Pseudoal-
teromonas sp. 27 与  Pseudoalteromonas marina 的稚贝

附 着 率 之 间 无 差 异 ， 但 Vibrio  splendidus 与 Vibrio
chagasii 的稚贝附着率存在显著差异。Vibrio chagas-
ii 与 Pseudoalteromonas marina 的遗传距离较大，但在

稚贝附着的诱导作用中差异不显著。由此推测，细菌

种属特异性与稚贝诱导效果之间无特定关联。

许多研究结果证明，细菌对贻贝附着的诱导活性

与其生物被膜细菌终密度有关 [29, 37–38]。此前的研究中

发现，在筛选的细菌中 5 株细菌的生物被膜终密度与

稚贝附着呈正相关，4 株呈负相关，还有 1 株无相关

性 [36]。而本研究中，通过相关性分析发现，8 株海洋细

菌所形成生物被膜的细菌终密度与稚贝附着的诱导

活性之间并无相关性（p < 0.05）。因此可以推测生物

被膜细菌终密度可以在特定种属间对稚贝附着发挥

一定的诱导效果，但并不是决定性因素。

由于生物被膜组成成分的复杂性 [39]，除细菌种属

及细菌终密度的影响外，生物被膜上存在多种化学因

子，如胞外多糖、胞外分泌蛋白及脂质等 [40]，这些化学

信号均会在一定程度上影响厚壳贻贝稚贝附着。其

中，胞外多糖作为生物膜胞外聚合物的主要成分 [41]，

在调节稚贝附着中起着关键作用 [11, 15]。同一菌株在其

动态演替的过程中，在胞外蛋白及胞外脂质均无显著

差异，而胞外多糖含量变化显著，并极大程度的影响

了厚壳贻贝稚贝的附着 [11]。可拉酸作为主要的胞外

多糖之一，有研究表明，可拉酸含量的升高显著诱导

了厚壳贻贝幼虫的附着变态行为 [13]。基于上述研究，

本研究对分离所得的海洋细菌生物被膜的胞外产物

进行了含量测定，结果显示，β-多糖与细菌对厚壳贻

贝稚贝附着的诱导能力呈正相关，与此前的研究结果

一致。在可拉酸组成中，α-多糖与 β-多糖比例为 1 : 5[23, 42]，

因此本研究测定了分离所得的海洋细菌生物被膜中

的可拉酸含量。结果表明，含可拉酸的细菌生物膜对

稚贝附着的诱导活性显著高于不含可拉酸的细菌生

物膜。同时，相关性分析结果显示，可拉酸含量的变

化趋势与稚贝附着的诱导效应一致。这说明可拉酸

对稚贝附着有正向调控作用。

研究表明，贻贝的附着过程需要消耗一定的能量[43]，

影响其能量代谢的因素还尚不明确。众所周知，线粒

表 4      胞外产物与厚壳贻贝稚贝附着率相关性分析

Table 4    Correlation analyses between biofilm extracellular
products and settlement rate of Mytilus coruscus plantigrades

胞外产物
附着率

r p

α-多糖 0.584 0.129

β-多糖 0.742 0.035*

蛋白质 −0.656 0.077

脂质 0.579 0.132

　　注：p为检验值；r为相关系数；*表示显著性差异（p < 0.05）。
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体是一种高度动态的细胞器 [44]，参与生物体的能量代

谢。由于线粒体可以在多种能量代谢中起关键作用，

它可以改变细胞的代谢状态，影响生物机体的多种生

理过程 [45]。2017 年 Han 等 [46] 发现肠道菌群中可拉酸

的含量可以调控秀丽隐杆线虫（Caenorhabditis eleg-
ans ）的寿命，过量的可拉酸可减少线粒体断裂，并促

进其裂变，以此来延缓宿主的衰老过程，首次提出可

拉酸的过量表达是一种连接微生物代谢和寄主寿命

的益生菌机制 [46]。此外，研究团队还证明了可拉酸对

线粒体的调控作用具有保守性 [46]。本研究发现，稚贝
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图 5    8 株海洋细菌的可拉酸染色（A）及可拉酸含量测定（B）

Fig. 5    The dyeing (A) and determination of the content (B) of colanic acid of eight marine pacteria

A. 光镜下观察可拉酸在媒染生物膜上的分布，细菌被染成红色，可拉酸被染成蓝色；B. 生物被膜可拉酸浓度，红色箭头表示未检测到可拉酸，

不同字母代表显著性差异

A. The distribution of colanic acid on mordant-stained biofilms under light microscope, the strains were stained red and the colanic acid was stained blue;

B. the colanic acid concentration of biofilms, the red arrow indicates no colanic acid was detected,

difference letters represent significant difference
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Fig. 6    Interaction between settlement rate of Mytilus coruscus

plantigrades and colonic acid content of baicterial biofilm
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附着率与可拉酸含量呈正相关，因此推测，稚贝的线

粒体可能是可拉酸的靶向位点，通过促进线粒体的不

断 裂 变 ， 使 碎 片 化 的 线 粒 体 更 易 被 招 募 到 需 要

ATP 的细胞中 [47]，以此诱导稚贝向富含可拉酸的生物

被膜附近移动，并促进稚贝足丝分泌等附着行为的发

生，但可拉酸在稚贝附着过程中的具体作用机制仍需

后续实验加以验证。

综上，不同种属的海洋细菌产生可拉酸的能力并

不相同。相关分析首次证明了可拉酸含量与厚壳贻

贝稚贝附着率的正相关关系。本研究结果为此后对

厚壳贻贝稚贝附着机制的深入探究及厚壳贻贝的养

殖育种提供了新的探究思路。 
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Effect of the content of colanic acid in marine bacterial biofilms
on the settlement of Mytilus coruscus plantigrades

Xie Jingyi1, 2, 3，Wang Xiaoyu1, 2, 3，Li Ju1, 2, 3，Yang Jinlong1, 2, 3，Liang Xiao1, 2, 3

(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. Shanghai  Collaborative  Innovation  Center  for  Cultivating  Elite  Breeds  and  Green-Culture  of
Aquaculture Animals, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China)

Abstract: Colanic acid is one of the vital exopolysaccharides in biofilms, yet the effect of marine bacterial colanic
acid on the settlement of invertebrates is still rarely covered. In this study, eight strains of marine bacteria isolated
from natural biofilms were identified and the phylogenetic analysis was carried out, the colanic acid content and in-
ducing ability  of  biofilms were also determined.  Before that,  the biofilm formation capacity  and the extracellular
products of the screened bacteria were detected. It was found that β-polysaccharide had a significant positive correl-
ation with the settlement rate of Mytilus coruscus plantigrades (p < 0.05). The quantitative results of colanic acid
content showed that among the five Gram-negative bacteria which could produce colanic acid, Shewanella maris-
flavi had the highest colanic acid yield of 1 076.43 μg/mL, and three Gram-positive bacteria could not generate it.
The results of plantigrade settlement induced by different biofilms showed that the inducing activity of marine bac-
terial biofilms on the settlement rate of M. coruscus was positively correlated with the content of colanic acid (p <
0.05). These findings prove that the Gram-negative bacteria with colanic acid can positively regulate the settlement
of M. coruscus plantigrades, while the Gram-positive bacteria without colanic acid have no inducing activity. This
study provides further insights to figure out the interaction between the chemical cues of biofilms and marine mol-
luscs.

Key words: biofilm；Mytilus coruscus；plantigrade；colanic acid；settlement
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图 A1    激光共聚焦扫描显微镜拍摄生物被膜胞外产物（黄色：α-多糖；蓝色：β-多糖；绿色：蛋白；红色：脂质）

Fig. A1    CLSM reveals extracellular substances of biofilm ( yellow: α-polysaccharide; blue: β-polysaccharide;

green: protein; red: lipid)
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