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肠道细菌对厚壳贻贝稚贝附着的作用研究 
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摘要: 为探讨肠道细菌形成的微生物被膜对贝类附着的作用, 从厚壳贻贝(Mytilus coruscus)成体肠道

中分离 10 株肠道细菌, 调查厚壳贻贝肠道细菌形成微生物被膜特性, 分析微生物被膜密度、细菌种属

与厚壳贻贝稚贝附着之间的相互关系。所有肠道细菌均可有效促进稚贝附着。其中, Paracoccus sp. 1

微生物被膜诱导的稚贝附着率最高(61%), 且微生物被膜膜厚较厚, 细菌分布较密集; 仅 5 株肠道细菌

Roseovarius sp. 1、Winogradskyella sp. 1、Tenacibaculum sp. 4、Bacillus sp. 5 和 Nonlabens sp. 1 的被膜

密度与附着显著相关(P < 0.05)。系统发育分析发现肠道细菌诱导附着率与其种属无关。本研究表明源

于厚壳贻贝成贝肠道细菌可以促进其稚贝的附着, 说明肠道细菌对厚壳贻贝的生长发育具有一定的作

用。本研究结果为深入探讨肠道细菌与厚壳贻贝相互作用和推动该种规模化养殖提供理论依据。  
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厚壳贻贝(Mytilus coruscus), 隶属于软体动物门

(Mollusca), 瓣鳃纲 (Lamellibranchia), 贻贝目 (Myti-

lodia), 贻贝科 (Mytilidae), 是我国沿海人工养殖的

重要水产经济贝类[1]。与其他许多水产无脊椎动物类

似, 厚壳贻贝幼虫经过浮游阶段后, 浮游末期的成熟

眼点幼虫会经历一个附着的过程, 变态成为稚贝[2]。

在稚贝生长为成贝过程中, 当外界生活条件不利时, 

稚贝就会放弃原足丝, 重新选择合适的附着基再分

泌新足丝进行附着[3]。海洋环境中, 一旦把表面洁净

的物体放入水体中, 海洋细菌将会很快附着在其表面

进行生长繁殖, 并随后与硅藻、真菌、原生动物及无

机颗粒和有机碎屑等共同形成一层微生物被膜[4-5]。研

究表明微生物被膜可以不同水平地诱导或抑制水产

无脊椎动物的附着过程[6-7]。近些年来, 厚壳贻贝的

野生资源日益匮乏 , 大规模养殖技术尚未完善 , 苗

种供不应求[8]。研究厚壳贻贝幼虫和稚贝附着及其生

长发育则显得尤为重要。 

动物体内栖息着数量大、种类多的细菌群落, 而

以肠道内的细菌群落最多, 且与宿主互相依赖、彼此

制约, 因此会在宿主肠道内形成一种稳定的微生态

系统[9]。宿主与细菌的关系大致有 3种: 致病、互利

共生和同食共生 [10], 通常状况下, 宿主与肠道细菌

是互利共生的。研究表明肠道细菌在宿主的生长发

育、免疫和营养代谢的过程中发挥重要作用。Sommer

和 Backhed[11]研究发现, 与正常小鼠相比, 在无菌小

鼠肠道中, 肠绒毛长而细, 没有复杂的血管网, 肠隐

窝较浅, 增生干细胞略少且黏液厚度较薄。在研究斑

马鱼无菌肠道的发育时期时, 对比斑马鱼正常的肠

道, Bates 等[12]发现斑马鱼无菌肠道的上皮细胞的分

化受到阻碍。Zokaeifar 等[13]研究表明, 凡纳滨对虾

(Litopenaeus vannamei)的肠道细菌 , 如枯草芽孢杆

菌(Bacillus subtilis)能够分泌某些胞外消化酶从而提

高虾体肠道内的消化酶活性。另有研究阐明, 肠道细

菌的种类和数量随着季节的变化而发生变化, Al-Harbi

和 Uddin[14]测定了夏、秋、冬 3个季节罗非鱼和奥尼

罗非鱼(Oreochromis niloticus × Oreochromis aureus)

肠道中细菌的数目和种类, 发现不同季节的肠道细

菌具有很大的差异。肠道同样作为厚壳贻贝重要的

消化吸收器官之一, 肠道细菌形成的微生物被膜是

否会促进厚壳贻贝稚贝的附着, 肠道中的细菌与厚
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壳贻贝的生长发育是否有关等问题均尚未有研究明

确报道。 

本实验通过从厚壳贻贝的肠道中分离并鉴定肠

道细菌 , 探究肠道细菌对其稚贝附着的作用 , 确定

肠道细菌的系统发育地位, 了解其遗传距离和细菌

种属与稚贝诱导活性之间的关系, 为进一步研究肠

道细菌与各个发育阶段的厚壳贻贝幼虫和稚贝之间

的相互作用奠定基础, 也对人工养殖(例如稚贝中间

培育)具有重要的理论指导意义。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用的野生厚壳贻贝以及其稚贝均来源于

浙江省嵊泗县枸杞岛。其中稚贝壳长为 (1.80 ± 

0.05)mm, 壳高为(1.17 ± 0.03)mm。在实验室恒温培

养箱 18℃条件下充气且暂养 1 周后进行正式实验。

每天按时换水 , 并投喂湛江等鞭金藻 (Isochrysis 

zhanjiangensis)。成体厚壳贻贝壳长为(8.5 ± 0.3)cm, 

壳高为(4.4 ± 0.4)cm, 在实验室条件下进行暂养, 养

殖期间不进行饵料投喂 , 以便排空肠道 , 充气培养

48 h后用于正式实验。 

1.2  肠道细菌的分离鉴定与系统发育分析     

1.2.1  肠道细菌的分离 

用无菌铲刀将厚壳贻贝成体解剖, 并用无菌剪

刀和镊子分离出完整肠道(整个解剖操作在冰上进

行); 随后将整个肠道放入盛有 50 mL灭菌的过滤海

水(autoclaved filtered sea water, AFSW)的烧杯中, 用

无菌剪刀将其剪碎并用无菌玻璃棒搅拌, 制成悬浮

液, 涂布在 ZoBell 2216E 固体培养基平板上。在黑

暗、25℃条件下, 倒置培养 48 h。然后在固体平板上

用接种环挑取菌落进行分离, 并最终获得单株的肠

道细菌 , 再加入 15%的丙三醇 (甘油 )溶液 , 放于

–80℃冰箱保存。OLYMPUS相机(DIGITAL CAMERA 

MODEL NO.E-620)用于拍摄记录每种肠道菌株的

表型。  

1.2.2  肠道细菌 16S rDNA基因的测序 

按照DNA提取试剂盒上的标准流程提取单株肠

道细菌的 DNA。后续 PCR扩增的反应体系、程序和

引物均参考杨金龙等[3]。用 1.0%的琼脂糖凝胶电泳

(agarose gel electrophoresis)检测 PCR产物。将 PCR

产物送公司进行 16S rDNA基因测序。将基因序列上

传至 NCBI数据库, 获得细菌菌名、上传序列号等基

本信息。 

1.2.3  比对序列和系统发育分析 

得到的细菌测序序列与其近源物种的 16S rDNA

基因序列使用 MEGA 6.06程序进行比对。系统发育

分析分别基于最大简约法(MP)、最小进化法(ME)和

邻接法(NJ)进行 1 000次重复构建, 物种间遗传距离

使用 Jukes-Cantor法。构建细菌的系统发育树, 选取

大肠杆菌(Escherichia coli)(序列号 AONF01000005.1)

作为外群序列。 

1.3  微生物被膜的形成与特性分析     

1.3.1  微生物被膜形成 

挑取分离纯化得到的单株肠道细菌到 80 mL液

体的 ZoBell 2216E培养基中, 黑暗条件下 25℃培养

24 h之后, 在 3 500 r/min的条件下离心 15 min, 倒掉

培养液, 再用 AFSW 清洗 3 次, 最后加入 50 mL 

AFSW均匀混合至悬浮液。在无菌培养皿(经 160 , 2 h℃

灭菌)中先放入无菌载玻片, 再加入一定量的菌体悬

浮液, 最后加入适量的AFSW使其定容至 20 mL, 从

而使每株肠道细菌的初始密度分别是 1×109、1×1010、

1×1011和 5×1011个/L。每株细菌 4 个不同的初始密

度分别设置 12 个平行, 空白对照组设置 9 个平行, 

将其全部置于黑暗、18℃条件下的恒温培养箱中培

养 48 h, 最终形成微生物被膜。 

1.3.2  微生物被膜的密度计数 

将培养 48 h的微生物被膜在 5%甲醛中固定 24 h, 

置于 0.1%吖啶橙染液中 5 min, 再放于荧光显微镜

(奥林巴斯 BX51)×1 000倍下进行观察, 同时随机计

数 10 个视野 , 每株细菌的 4 个密度梯度分别设置

3个平行, 从而确定 4个初始细菌密度下微生物被膜

的最终密度, 其计算公式参照杨金龙等[3]。 

1.3.3  微生物被膜形态及厚度分析 

微生物被膜经 5%甲醛溶液固定 24 h, 然后在黑暗

条件下, 用 5 mg/L的碘化丙啶(PI)溶液染色15 min, 在

蔡司激光共聚焦扫描显微镜(confocal laser scanning 

microscopy, CLSM)630×放大倍率下拍照。实验设置

3 个平行组, 每个平行组随机选取 10 个视野用于成

像和分析。 

1.4  稚贝附着实验 

玻璃培养皿经高温灭菌后, 缓慢地放入附有微

生物被膜的玻片, 再加 20 mL AFSW和 10个稚贝, 在

恒温 18℃的无光照培养箱中培养 6、12、24和 48 h后, 

记录稚贝在微生物被膜上的附着率, 各株细菌的每
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个密度梯度分别设置 9 个平行组; 对照组为无微生

物被膜的载玻片。根据杨金龙等[3]计算稚贝的附着率

以及评价其诱导活性的高低。 

1.5  数据处理 

数据的差异统计分析和相关性检验使用 JMP 软

件(版本 10.0.0)。使用 Spearman’多元分析方法分析

细菌密度与稚贝诱导活性之间的相关性, 其中, P为检

验值, 在 P<0.05时说明具有显著性的差异; r为相关性

系数, 在 r<0.5 时说明低等水平显著相关, 在 0.5≤r≤

0.7 时说明中等水平显著相关, 在 r>0.7 时说明极其

显著相关[3]。 

2  结果 

2.1  肠道细菌的测序与定名 
本实验的 10株肠道细菌的菌名和上传序列号等

信息见表 1。结果显示, 10株肠道细菌共分属 9个不同

的菌属, 其中 Tenacibaculum sp. 4、Winogradskyella sp. 

1和 Nonlabens sp. 1属于拟杆菌门, Bacillus sp. 6和

Bacillus sp. 5属于厚壁菌门, 而其他所有 5株细菌均

属于变形菌门(其中 Paracoccus sp. 1、Roseovarius sp. 

1和 Ruegeria sp. 1属于 α-变形菌纲, Alteromonas sp. 

3和 Vibrio sp. 5属于 γ-变形菌纲)。不同肠道细菌的

表型如图 1。 

 
表 1  肠道细菌 16S rDNA 基因序列分析 
Tab. 1  16S rDNA gene sequence analysis of the intestinal bacterial strains 

菌株来源 菌株 上传序列号 比对菌株 比对序列号 相似度(%) 

厚壳贻贝肠道 ECSMC22 KU845477 Paracoccus sp. 1 JQ691539 100 

厚壳贻贝肠道 ECSMC25 KU845480 Alteromonas sp. 3 KC160895 99 

厚壳贻贝肠道 ECSMC24 KU845479 Tenacibaculum sp. 4 JQ782753 99 

厚壳贻贝肠道 ECSMC20 KU845475 Roseovarus sp. 1 NR_041731 98 

厚壳贻贝肠道 ECSMC21 KU845476 Vibrio sp. 5 LN832953 99 

厚壳贻贝肠道 ECSMC26 KU845481 Bacillus sp. 6 EU596422 99 

厚壳贻贝肠道 ECSMC18 KU845473 Nonlabens sp. 1 NR114005 99 

厚壳贻贝肠道 ECSMC19 KU845474 Winogradskyella sp. 1 KF312887 99 

厚壳贻贝肠道 ECSMC27 KU845482 Ruegeria sp. 1 HQ908678 99 

厚壳贻贝肠道 ECSMC23 KU845478 Bacillus sp. 5 JX047436 99 

 

图 1  不同肠道细菌的表型 

Fig. 1  Phenotypes of the different gut bacterial strains 
 

2.2  不同的细菌初始密度下微生物被膜的

形成 

在不同的细菌初始密度条件下, 随着细菌初始

密度的增加, 微生物被膜的最终密度则呈现不同程

度的增加(图 2)。在初始密度为 1.0×109 个/L和 1.0× 

1010个/L时, Ruegeria sp. 1形成的微生物被膜的最终

密度均最高, 分别为 9.1×1010个/m2和 1.4×1011个/m2, 
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且与所有其他细菌的微生物被膜的最终密度均表现

出显著性的差异(P < 0.05); Alteromonas sp. 3形成的

微生物被膜的最终密度均最低, 分别为 1.2×1010个/m2

和 2.2×1010个/m2; 其中在初始细菌密度为 1.0×109个/L

时, Alteromonas sp. 3形成的微生物被膜的最终密度

与 Nonlabens sp. 1 之间没有表现出显著性的差异

(P > 0.05), 但与其他细菌微生物被膜的最终密度均

具有显著性差异(P < 0.05); 在初始细菌密度为 1.0× 

1010 个/L时, Alteromonas sp. 3与其他细菌形成的微

生物被膜的最终密度均有显著性差异(P < 0.05)。 

 

图 2  不同初始细菌密度下形成微生物被膜的密度变化 

Fig. 2  The density of monospecific bacterial biofilms under different initial densities 

不同字母表示差异显著(P < 0.05)。后同 

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

 

在初始细菌密度为 1.0×1011个/L和 5.0×1011个/L

时, Tenacibaculum sp. 4形成的微生物被膜的最终密

度均最高, 分别为 5.4×1011个/m2 和 9.1×1011个/m2, 

且与其他所有细菌微生物被膜的最终密度均具有显

著性的差异(P < 0.05); Winogradskyella sp. 1形成的微

生物被膜的最终密度均最低, 分别为 6.2×1010 个/m2

和 9.1×1010 个/m2, 且与其他所有细菌微生物被膜的

最终密度均具有显著性的差异(P < 0.05)。结果表明, 

相对于其他 8株细菌, Ruegeria sp. 1和 Tenacibaculum 

sp. 4具有相对较高的微生物被膜形成能力。 

2.3  肠道细菌对稚贝附着的影响 

不同种属肠道细菌所形成的微生物被膜在 24 h

和 48 h时间段对厚壳贻贝稚贝附着的结果与 12 h时

的结果无明显差异, 12 h时间段的实验结果如图 3所

示。研究结果表明, 与空白对照组的稚贝诱导活性

(14%±3%)相比, 所有试验的肠道细菌对稚贝的附着

均具有不同程度的诱导活性。 

Paracoccus sp. 1、Tenacibaculum sp. 4和 Bacillus 

sp. 6等 3株细菌对稚贝的附着均具表现出中等程度

的诱导作用, 其中初始细菌密度在 1.0×1010个/L 时, 

Bacillus sp. 6表现出最高诱导活性 52%; 在初始细菌

密度为 1.0×1011个/L时, Paracoccus sp. 1表现出最高

诱导活性 61%; 而在初始细菌密度为 5.0×1011 个/L

时, Tenacibaculum sp. 4对稚贝附着具有最高诱导活

性 53%, 其余 7 株肠道细菌诱导稚贝的附着率均在

50%以下, 表现出低诱导活性。 

2.4  微生物被膜的不同密度对厚壳贻贝稚

贝附着的诱导作用 

实验结果表明, 随着微生物被膜细菌密度的增

多, Tenacibaculum sp. 4、Roseovarius sp. 1和 Wino-

gradskyella sp. 1等 3株肠道细菌对稚贝的诱导活性

逐渐升高(图 4), 而其余 7 株肠道细菌对稚贝的诱导 
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图 3  不同肠道细菌对厚壳贻贝稚贝附着的诱导作用 

Fig. 3  Percentages of settlement of M. coruscus plantigrades on the different monospecific intestinal bacterial biofilms 

 

图 4  单一菌株形成微生物被膜的不同密度对厚壳贻贝稚贝附着的诱导作用 

Fig. 4  Percentages of settlement of M. coruscus plantigrades on monospecific bacterial biofilms of varying densities 
 

活性则先升高到达最大值, 然后再降低。根据相关性

分析, 其中 5 株肠道细菌的稚贝附着率与形成的微

生物被膜密度之间具有显著相关性(P < 0.05)(表 2), 

其中, Tenacibaculum sp. 4、Roseovarius sp. 1和 Wino-

gradskyella sp. 1的微生物被膜密度和稚贝的诱导活

性呈正显著性相关(P < 0.05), 而 Nonlabens sp. 1和

Bacillus sp. 5则呈负显著性相关(P < 0.05); 其余 5株

肠道细菌的稚贝诱导活性与形成的微生物被膜密度

之间并没有表现出显著性相关(P > 0.05)。在 5株显

著性相关的肠道细菌中, Tenacibaculum sp. 4、Ro-

seovarius sp. 1、Winogradskyella sp. 1和Nonlabens sp. 

1 所形成的微生物被膜密度与稚贝的诱导活性呈中

等水平显著性相关(0.5≤|r|≤0.7), 而 Bacillus sp. 5

的稚贝诱导活性与微生物被膜密度之间的相关性相

对较弱(|r| < 0.5)。 

2.5  肠道细菌形成的微生物被膜的形态和

厚度 

高诱导活性和低诱导活性的两株肠道细菌的聚

集状态和分布状态显著不同(图 5A)。具有高诱导活 
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表 2  微生物被膜的细菌密度与诱导活性之间的相关性分析 
Tab. 2  Correlation analyses between the bacterial density 

of biofilms and their inducing activity 

测试菌株 r P 

Paracoccus sp. 1 0.1577 0.3066 

Alteromonas sp. 3 –0.0510 0.1987 

Tenacibaculum sp. 4 0.5161 0.0005* 

Roseovarius sp. 1 0.6176 <0.0001* 

Vibrio sp. 5 0.2370 0.1410 

Bacillus sp. 6 –0.1617 0.9308 

Nonlabens sp. 1 –0.6130 0.0010* 

Winogradskyella sp. 1 0.6677 <0.0001* 

Ruegeria sp. 1 –0.3785 0.0677 

Bacillus sp. 5 –0.3638 0.0221* 

注: *表示显著性差异(P < 0.05) 

 

图 5  激光共聚焦扫描显微镜下 Paracoccus sp. 1和 Bacillus 

sp. 5形成的微生物被膜图像(A)及膜厚(B) 

Fig. 5  CLSM reveals biofilm images (A) and biofilm thick-
ness (B) of Paracoccus sp. 1 and Bacillus sp. 5 

 

性的 Paracoccus sp. 1形成的微生物被膜比低诱导活

性的 Bacillus sp. 5形成的微生物被膜的分布更加密集

(图 5A), 而且前者形成的微生物被膜膜厚(6.15 μm ± 

0.12 μm)显著大于后者形成的微生物被膜膜厚(3.37 μm ± 

0.07 μm)(P < 0.05, 图 5B)。 

2.6  肠道细菌的系统发育分析 

采用最大简约法、最小进化法和邻接法等 3 种

不同的方法分析得到的系统发育分析结果基本一致, 

所以这里仅呈现由邻接法分析得到的系统发育树(图

6)和遗传距离(表 3)。结果显示, 同属于芽孢杆菌属

的 Bacillus sp. 6和 Bacillus sp. 5之间的遗传距离最

近, 为 0.055, 两者先聚类在一起, 但前者的诱导活

性显著高于后者(P < 0.05)。而后与同属于 γ-变形菌

纲的两株肠道细菌 Alteromonas sp. 3和 Vibrio sp. 5

聚为一支, 两者的诱导活性没有显著差异(P > 0.05), 

但形成微生物被膜的终密度具有显著性差异(P < 0.05); 

这一分支再与同属于 α-变形菌纲的 Paracoccus sp. 

1、Roseovarius sp. 1和 Ruegeria sp. 1三株细菌聚为

另一分支, 其中 Paracoccus sp. 1 的诱导活性最高; 

而 Tenacibaculum sp. 4、Nonlabens sp. 1 和 Wino-

gradskyella sp. 1 三株肠道细菌同属于拟杆菌门, 三

者先聚为一簇, 但 Tenacibaculum sp. 4的诱导活性显

著高于另外两株细菌(P < 0.05); 这一簇再与前一个

分支聚类, 最后与外群细菌大肠杆菌聚类。由此可见, 

本研究中不同肠道细菌之间的亲缘进化关系符合系

统发育的规律。 

3  讨论 

3.1  厚壳贻贝肠道细菌的种属 

单一细菌微生物被膜是海洋无脊椎动物附着过

程中极其关键的化学诱导因子 [15], 本研究首次证明

分离自厚壳贻贝肠道的细菌所形成微生物被膜可以

有效提高其稚贝的附着率。 

从野生厚壳贻贝的肠道中分离纯化的肠道细菌

分属于 Paracoccus、Nonlabens、Winogradskyella、

Bacillus、Roseovarius、Alteromonas、Vibrio、Tenaci-

baculum和 Ruegeria等 9个菌属。在浸没于嵊泗海域

由三甲氧基硅烷处理的附着基表面形成的自然微生

物被膜的研究[15]中, 其分离的海洋附着细菌分属于

Tenacibaculum、Staphylococcus、Vibrio、Cobetia、

Pseudoalteromonas 和 Bacillus 等 6 个菌属; 其中, 

Tenacibaculum、Vibrio和 Bacillus等 3个菌属在本研

究中也同样存在。研究表明, 在浸没于自然海区的载

玻片表面和野生厚壳贻贝贝壳体表形成的自然微生

物被膜中, 也存在分属于 Vibrio和 Tenacibaculum等

2个菌属的海洋细菌[16-17]。周轩等[6]在浸没于嵊泗自

然海域的低湿度附着基表面的自然微生物被膜中同

样分离出了 Bacillus和 Alteromonas 2种海洋附着细

菌属。由此可见, 一些相同的细菌菌属分别存在于厚

壳贻贝肠道的细菌类群中和自然微生物被膜的细菌 
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图 6  细菌 16S rDNA用 NJ法构建的系统进化树 

Fig. 6  Phylogenetic tree of 16S rDNA gene sequences from bacterial isolates using the Neighbor-Joining method 
 

表 3  所测肠道细菌的遗传距离 
Tab. 3  Genetic distances of the intestinal bacterial strains tested  

 22 25 24 20 21 26 18 19 27 23 

22           

25 1.209          

24 1.234 0.317         

20 0.111 1.242 1.264        

21 1.197 1.134 0.306 1.238       

26 1.161 0.241 0.326 1.273 0.254      

18 1.157 0.316 0.109 1.205 0.317 0.307     

19 1.234 0.316 0.105 1.264 0.316 0.322 0.101    

27 1.205 0.235 0.314 1.264 0.238 0.248 0.321 0.330   

23 1.188 0.256 0.340 1.300 0.269 0.055 0.325 0.342 0.268  

注: 18, 19, ⋯, 27分别表示菌株 ECSMC18, ECSMC19, ⋯, ECSMC27 
 

类群中, 但同时两者也具有一定的差异。此外, 研究

表明[18-22], 分属于 Paracoccus、Nonlabens、Winogra-

dskyella、Roseovarius和 Ruegeria等 5个菌属的细菌

也分离自不同的自然海洋环境中。根据以上结果可

推测, 从野生厚壳贻贝肠道中分离纯化的 10 株细菌

很可能来源于所处的自然海域环境。以往研究表明, 

肠道细菌群落源于宿主生存的外界环境[23-25] , 宿主

所摄食的饵料可能其肠道细菌的可能来源[24]。由此

推论, 本研究中厚壳贻贝生存的外界环境在一定程

度上影响了其体内肠道中的细菌类群。 
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不同种属的细菌对海洋无脊椎动物幼虫及稚贝

的附着过程也是不一样的。Bao 等[26]研究地中海紫

贻贝(Mytilus galloprovincialis)幼虫在应对交替单胞

菌 Alteromonas sp. 1的附着变态反应时, 发现交替单

胞菌 Alteromonas sp. 1 对该种幼虫的附着变态具有

诱导作用, 同时其分泌的化学信号分子参与了幼虫

的附着变态。本研究中 , 同属于交替单胞菌属的

Alteromonas sp. 3对厚壳贻贝稚贝的附着也起到了一

定的诱导作用。因此推测该菌属依靠自身分泌的化

学信号分子可能对不同贻贝附着都有着或高或低的诱

导作用, 但作用机制需要进一步的探讨。张朝霞等[7]

研究发现弧菌属的 H-4 抑制了冠瘤海鞘 (Styela 

conopus Savigny)幼虫的附着和变态, 但本研究中发

现弧菌属 Vibrio sp. 5却对厚壳贻贝稚贝的附着具有

一定的诱导作用, 因此海洋无脊椎动物幼虫及稚贝

的附着变态可能与细菌种属并无特异性关系。此外, 

同属于芽孢杆菌属的 Bacillus sp. 5和 Bacillus sp. 6

这两株肠道细菌在厚壳贻贝稚贝的附着过程中具有

显著不同的诱导作用, 而不同种属的 Paracoccus sp. 

1、Tenacibaculum sp. 4和 Bacillus sp. 6却均能起到中

等水平的诱导作用。因此, 本研究进一步验证了细菌

种属与海洋无脊椎动物幼虫及稚贝的附着变态过程

没有必然的联系, 这与之前的研究结论基本相同[17]。 

3.2  厚壳贻贝肠道细菌微生物被膜的形成

能力 

本研究结果表明, 所有测试的肠道细菌均有形

成微生物被膜的能力, 且微生物被膜的最终密度受

到初始细菌密度的显著影响。Huang 和 Hadfield[27]

研究表明, 细菌的微生物被膜终密度与初始密度具

有显著相关性; 此外, Tran和 Hadfield[28]的研究同样

表明细菌的初始密度对微生物被膜的最终密度具有

一定的影响, 这均与本研究结果一致。本研究表明, 

不同厚壳贻贝肠道细菌具有不同的微生物被膜形成

能力, 其中 Ruegeria sp. 1和 Tenacibaculum sp. 4均

具有较高的微生物被膜形成能力。根据 Fuqua 等[29]

之前的研究, 细菌分泌的某些化学信号分子或其他

参与群体感应的信号物质在微生物被膜的形成和调

控过程中发挥着至关重要的作用, 而本研究中特定

菌株的成膜能力也可能与细菌分泌的化学信号物质

具有密切的关系, 但具体的作用方式及机理仍需要

进一步的深入研究。 

本研究已证明, 与对照组相比所有测试肠道细

菌形成的微生物被膜均对厚壳贻贝稚贝的附着具有

不同程度的诱导活性。其中, 在初始细菌密度为 1.0× 

1011 个/L时, Paracoccus sp. 1的诱导活性最高, Bacillus 

sp. 5的诱导活性最低。很多研究[3, 6, 15-17]表明, 在相

同的初始细菌密度下, 不同菌株对厚壳贻贝稚贝附

着的诱导活性不同; 在不同的初始细菌密度下 , 相

同菌株对厚壳贻贝稚贝的诱导活性也不同。这可能

与上述所说的菌株自身的成膜能力或细菌自身分泌

的信号分子有关。 

3.3  微生物被膜形成特性与贻贝附着相互

关系 

微生物被膜的密度与海洋无脊椎动物的附着过

程具有十分密切的关系。在单一菌株形成微生物被

膜的研究中, Li 等[16]发现, 在所测试的 10 株海洋细

菌中, 厚壳贻贝稚贝的附着过程与 9 株细菌的微生

物被膜密度具有显著的相关性。而孙俊杰等[14]研究

的 9 株测试菌株中有 7 株细菌的微生物被膜密度与

稚贝的附着呈显著相关。除此之外, 海洋细菌的微生

物被膜密度与厚壳贻贝稚贝的诱导活性同样具有显

著相关性[3]。然而, Tran 和 Hadfield[28]研究发现, 鹿

角杯形珊瑚(Pocillopora damicornis)幼虫的附着仅与

1 株细菌(具有高诱导作用)的密度有显著相关性, 其

余细菌密度与其幼虫的附着均没有相关性。本研究

所试验的 10株肠道细菌中, 只有 5株形成的微生物被

膜密度与厚壳贻贝稚贝的诱导活性具有显著的相关

性, 说明虽然微生物被膜密度在稚贝的附着过程中具

有重要的作用, 但不是适用于所有的细菌。本研究还

表明, 随着细菌密度的增加, 肠道细菌对稚贝的诱导

活性并非完全逐渐升高, 而是可能呈先升高达到最大

值后再降低的趋势, 且最适密度取决于细菌种类。研

究表明, 特定海洋细菌分泌的化学诱导信号分子在海

洋无脊椎动物幼虫的附着变态过程中可能发挥着一

定的作用[17, 28-30]。因此, 本实验中贻贝肠道菌株所分

泌的某些化学信号分子很可能对结果产生一定的影

响, 但具体程度及其作用机制仍需进一步深入研究。 

微生物被膜厚度、分布和聚集状态与海洋无脊

椎动物的附着变态过程具有一定的相关性。根据

Yang[17]等的研究发现, Tenacibaculum sp. 1形成的微

生物被膜的膜厚明显大于其他细菌, 包括 Pseudoal-

teromonas sp. 1, 尽管这两株细菌均呈中等的诱导活

性; Shewanella sp. 1 的诱导活性远高于 Pseudoal-

teromonas sp. 4的诱导活性, 但这两株细菌形成的微

生物被膜的膜厚并没有差异性, 细菌的聚集状态和

分布状态也不相同。在本研究中 , 高诱导活性的
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Paracoccus sp. 1形成的微生物被膜比低诱导活性的

Bacillus sp. 5形成的微生物被膜分布更加密集, 且前

者的膜厚比后者厚。由此推测, 细菌的诱导活性可能

与微生物被膜膜厚没有相关性, 可能与其菌株自身

有关 , 例如其分泌的胞外多糖等 , 因此有必要进行

后续的实验分析。 

综上所述, 厚壳贻贝的肠道细菌能够不同程度

地诱导厚壳贻贝稚贝的附着, 说明肠道细菌在厚壳

贻贝的生长发育过程中具有一定的作用。同时, 本研

究成果为今后更深入地探讨肠道细菌与厚壳贻贝之

间的相互作用奠定基础, 也对厚壳贻贝健康生态养殖

及该过程中相关技术的提高具有一定的指导意义。 
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Abstract: Mytilus coruscus is an important marine commercial mollusc in southeast coastal areas of China due to 

its high nutritional and dietary value, while overfishing has resulted in the increasing scarcity of wild mussel re-

sources. Thus, improving the technique of artificial culture in this species is necessary. Various biofilms have been 

well-recognized to play essential roles in the settlement of larvae and juveniles of many species of invertebrates. 

However, the relationship between gut bacterial biofilm and settlement of invertebrates is poorly characterized. In 

this study, to understand settlement of the mussel M. coruscus in response to the different bacterial strains isolated 

from the gut of M. coruscus adults, the interaction between bacterial biofilms and settlement was investigated. In 

addition, the phylogenetic tree derived from the selected 16S rDNA sequence was constructed and the genetic dis-

tance was calculated. The results showed that the density of monospecific bacterial biofilms increased with the ini-

tial incubation density and all test bacterial biofilms showed significantly inducing activity on settlement of M. 

coruscus spats. Among the 10 bacterial species, the biofilm of Paracoccus sp. 1 induced the highest percentage of 

settlement of 61%, and biofilm thickness relatively was thick and intensive. There was signification correlation 

between the settlement and the cell densities of biofilms of Roseovarius sp. 1, Winogradskyella sp. 1, Tenacibacu-

lum sp. 4, Nonlabens sp. 1 and Bacillus sp. 5. The inducing activity of individual bacterial isolates was not corre-

lated with their phylogenetic relationship. Thus, gut bacteria can promote the settlement of M. coruscus, and may 

have a positive effect on the growth and development of M. coruscus. The findings will provide a novel insight into 

understanding the relationship between gut bacteria and the growth and development of M. coruscus, and also are 

helpful for enhancing the artificial culture of the species. 
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