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人工鱼礁表面分离细菌形成单一生物被膜 

对厚壳贻贝稚贝附着的影响* 
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摘要    为探讨存在于人工鱼礁表面的海洋细菌与贝类附着之间的互作关系，本研究从自然海域中

的人工鱼礁表面上分离了 9 株海洋细菌，并分别构建单一细菌生物被膜，探索不同细菌种属形成的

生物被膜特性与厚壳贻贝(Mytilus coruscus)稚贝附着之间的关系。结果显示，9 株人工鱼礁表面细

菌形成的生物被膜对厚壳贻贝稚贝附着的诱导活性存在显著差异，其中，Mesoflavibacter sp.2 对稚

贝附着的诱导活性最高，Phaeobacter sp.2 的诱导活性最低。Sutcliffiella sp.1 和 Jeotgalibacillus sp.1

的细菌密度与诱导活性呈显著正相关，Cytobacillus sp.1 和 Phaeobacter sp.2 的细菌密度与诱导活性

呈显著负相关。通过比较分析 Mesoflavibacter sp.2 和 Phaeobacter sp.2 生物被膜的蛋白质及多糖含

量发现，生物被膜对厚壳贻贝稚贝附着的诱导活性与多糖含量呈显著负相关，与蛋白质含量呈正相

关。本研究初步探索了人工鱼礁表面细菌形成的生物被膜对厚壳贻贝稚贝附着的影响，为后续在自

然海区进一步解析人工鱼礁表面生物被膜与海洋无脊椎动物附着的互作关系具有重要理论研究意

义，同时，对于人工鱼礁表面海洋生物附着机制的研究具有重要的实践价值。 
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海洋向人类提供了丰富的优质蛋白，被誉为“蓝

色粮仓”。近 40 年来，我国将开发利用海洋渔业资

源作为一项发展重点，其中，以海水养殖为主要发展

对象，带动了海藻、海洋虾类、海洋贝类、海洋鱼类

和海珍品等养殖产业的浪潮，使我国的养殖总产量自

20 世纪 90 年代以来一直稳居世界首位(杨金龙等, 

2004)。而今，局部水域环境遭受污染、养殖过程各

环节中病害加重等因素导致海产品的质与量均无法

得到有力保障，且传统的海水养殖模式已难以适应我

国对健康发展海洋渔业及其相关生态环境的要求。因

而，除浅海网箱养殖向多营养层次综合养殖转变、深

远海大型围栏不断优化构建智能化生态养殖模式等

一系列海洋渔业产业升级外，海洋牧场作为我国海洋

渔业发展的重要方向之一，如何进一步提升其功效受

到广泛关注(杨金龙等, 2004; 杨红生, 2016; 吴文广

等, 2022; 宋炜等, 2022)。 

海洋牧场通常指资源增殖，主要通过增殖放

流和人工鱼礁取得增殖效益，其目标是增加生物
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量、恢复资源和修复海洋生态系统 (唐启升, 2019)。

海洋牧场是一种以环境和生态和谐为目的导向的海

洋渔业经济新业态，其中，人工鱼礁是指将人工构造

物有目的地投放于海底，用以改善海域生态环境的人

工设施，主要功能为丰富饵料生物、聚集渔业资源

(Seaman, 2000; Manoudis et al, 2005; 唐启升, 2019; 

索安宁等, 2022)。人工鱼礁的投放能改变礁体周围几

百米海域的水环境状况(Wilding et al, 2002)，包括对

营养盐的循环及传输的影响(Alongi et al, 2008; 林军

等, 2006)，对沉积物生物化学变化的影响(Falcao et al, 

2007)。与此同时，人工鱼礁也能为海洋生物提供良

好的栖息环境(Henderson et al, 2014)。 

人工鱼礁投放后，可以作为一种附着基，诱集周

边生物逐渐附着在其表面。而附着的生物通常可作为

礁区栖息鱼类和其他大型生物的主要饵料来源，因

此，礁体表面附着生物的丰富度和多样性越高，能够

诱集的生物数量就越多，种类也更加丰富。礁体上附

着生物种类和数量的多寡是人工鱼礁生物效应的重

要体现(姜昭阳等, 2019)。目前，对人工鱼礁的研究

主要集中在鱼礁材料、结构的设计及其生态效果的评

估等方面。如王震等(2019)研究发现，3 种材料鱼礁

中，添加贝壳粉硅酸盐水泥的附着基上收集到的生物

种类和生物量 大，生物附着效果 好；李真真等

(2017)研究发现，5 种混凝土鱼礁中，火山灰质硅酸

盐水泥上的附着生物量 多，粉煤灰硅酸盐水泥上的

生物种类 多；陈传曦等(2021)研究发现，渤海莱州

湾芙蓉岛人工鱼礁区浮游动物群落组成存在明显的

季节差异，但区域间无显著差异。 

通常情况下，将具有洁净表面的附着材料投放到

海水中，在其表面会迅速形成生物被膜(杨金龙等 , 

2013)。生物被膜在许多海洋无脊椎动物幼虫的附着

和变态过程中发挥着极其重要的作用。Yu 等(2010)

研究表明，自然生物被膜可以促进珍珠牡蛎(Pinctada 

fucata)的幼虫附着；Unabia 等(1999)研究发现，华美

盘管虫(Hydroides elegans)幼体趋向附着于附有生物

被膜的表面而非洁净的表面，且从生物被膜分离出的

34 株细菌中有 11 株成功诱导了华美盘管虫幼虫的附

着。人工鱼礁投入水体后，可作为海洋水体细菌的附

着基，在人工鱼礁表面形成生物被膜。但目前有关人

工鱼礁表面细菌及其形成的生物被膜与贝类附着行

为之间关系的研究鲜有报道。 

本研究以我国东海重要的经济贝类厚壳贻贝

(Mytilus coruscus)为对象，利用从人工鱼礁表面分离

的 9 株细菌分别形成生物被膜并诱导厚壳贻贝稚贝

附着，筛选得到一株高诱导活性细菌和一株低诱导活

性细菌，对比分析这 2 株细菌形成单一细菌被膜的细

菌密度、蛋白质及多糖含量等生物学特性，进一步探

究不同细菌生物被膜与厚壳贻贝稚贝附着之间的关

系，以期为人工鱼礁表面生境营造技术研发、以人工

鱼礁为基础的海洋生态养殖业以及海洋资源的可持

续发展提供支撑。 

1  材料与方法 

1.1  人工鱼礁海区投放与样品采集  

2021 年 10 月，在浙江省舟山市嵊泗县枸杞乡后

头湾码头贻贝养殖海区，以坐标点(122°46′ E; 30°43′ N)

为中心，半径 50 m 的范围里投放 9 个边长为 30 cm

的白色亚克力板–正四面体结构型人工鱼礁，投放水

深约为 1 m。人工鱼礁投放后 1 个月在投放区域内随

机选择人工鱼礁进行样品采集。用灭菌后的载玻片在

拆卸后的人工鱼礁表面上随机刮取 2 cm×2 cm 区域

的自然生物被膜至盛有 20 mL 灭菌过滤海水

(autoclaved filtered sea water, AFSW)的小烧杯中形成

悬浮液，每个面刮取 3 次，12 个样品为一组。 

1.2  人工鱼礁表面细菌的分离  

人工鱼礁表面细菌的分离参考 Bao 等(2007)的方

法，将样品采集后得到的悬浮液稀释 10 000 倍后，

通过 2216E 平板培养法分离、纯化， 终得到单一菌

株。分离的海洋细菌均匀混合于保种液(0.9% NaCl, 

30%甘油)中，–80 ℃保存。 

1.3  分离细菌种属的鉴定  

细菌种属的鉴定参考 Li 等(2014)的方法。使用细

菌基因组 DNA 试剂盒(上海博彩生物科技有限公司)

提取所分离细菌的 DNA，进行 PCR 扩增，再将扩增

的 PCR 产物送至生工生物工程(上海)进行基因测序。

将获得的基因序列上传至 NCBI 数据库，并进行 Blast

序列比对，得到分离菌株的种、属名及序列号等相关

信息。 

1.4  系统发育分析  

序列比对及系统发育分析参考杨金龙等(2015)

的方法。使用 MEGA 6.06 软件进行分析，首先将序

列与其近源物种的 16S rRNA 序列进行比对，再根据

大简约法(MP)、 小进化法(ME)和邻接法(NJ) 3 种

方法来进行系统发育分析，遗传距离的构建则使用

Jukos-Cantor 法。 
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1.5  制备单一细菌生物被膜  

生物被膜的制备参考杨金龙等(2015)的方法。将

此前分离纯化的不同种属人工鱼礁表面细菌分别通

过 2216E 液体培养基避光扩大培养 24 h，培养温度为

25 ℃。在 1 600×g 的条件下离心 15 min 去除培养基，

并用 AFSW 清洗并重悬细菌细胞。细菌悬浮液稀释

100 倍后在 0.22 μm 滤膜上过滤，使用 0.1%的吖啶橙

染液避光染色 5 min，在奥林巴斯 BX51 显微镜下放

大 1 000 倍，随机选取 10 个视野计细菌密度，再根

据计数结果将所对应的细菌悬浮液适量加入到盛有

灭菌玻璃片的培养皿中，以达到实验所需的 1×106、

1×107、1×108 和 5×108 cells/mL 初始细菌密度， 后

在 18 ℃下避光培养 48 h 完成生物被膜的制备。 

1.6  厚壳贻贝稚贝附着实验  

本实验所用的厚壳贻贝稚贝来源于浙江省嵊泗

县，由东海贻贝科技创新服务有限公司提供。所有稚

贝需在实验室中避光暂养 7 d，每隔 2 d 换水一次，

养殖在 18 ℃恒温环境下。以湛江等鞭金藻(Isochrysis 

zhanjiangensis)作为喂食饵料，每天投喂 1 次。 

稚贝附着实验参考 Yang 等(2014)的方法。首先

准备好灭菌的玻璃培养皿，每个培养皿中加入 20 mL 

AFSW。再将表面附着有不同初始细菌密度下形成的

生物被膜的玻片转移至玻璃培养皿中，每皿中加入

10 只稚贝，放置在 18 ℃避光条件下，分别记录 12、

24 和 48 h 的附着情况，计算不同时间点的稚贝附着

率。每株菌的 4 个初始细菌密度实验组均设置 9 个平

行，以玻璃培养皿中盛有等量 AFSW 和稚贝数的灭

菌玻片作为空白对照组。 

1.7  生物被膜细菌密度计数  

实验方法参考 Yang 等(2013)。将制备好的生物

被膜使用福尔马林溶液固定 24 h，再用 AFSW 轻轻

涮洗 3 次，使用 0.1%吖啶橙避光染色 5 min 后在奥林

巴斯 BX51 显微镜下放大 1 000 倍，随机选取 10 个视

野计细菌密度。每组设置 3 个平行。 

1.8  生物被膜蛋白含量测定  

将 Tissue Protein Extraction Reagent 置于冰上预

冷后，取适量试剂按照 1∶99 比例加入 Protease 

Inhibitor Cocktail 配制成 1×工作液。用灭菌载玻片将

生物被膜刮至盛有 5 mL ddH2O 的小烧杯中形成悬浮

液，分次加入同一个 1.5 mL 离心管中，16 000×g 离

心 1 min 后去除上清液，得到生物被膜沉淀物。向所

得沉淀物中加入 300 μL 1×工作液，吹打混匀 2 min，

并在冰上孵育 20 min 后 10 000×g 离心 20 min，转移

上清液至新的离心管中，利用改良型 BCA 法蛋白质

浓度测定试剂盒(上海生工生物工程)进行生物被膜蛋

白质含量测定。每株菌设置 3 个平行组。 

1.9  生物被膜多糖含量测定  

多糖含量测定参考张哲等(2017)的方法。采用灭

菌载玻片将 12 片玻片上的生物被膜刮至盛有 1 mL 

ddH2O 的 1.5 mL 离心管中形成悬浮液，100 ℃沸水浴

加热 10 min，13 000×g 离心 15 min，收集上清液，加

ddH2O 至 2 mL 得到待测试液，并以 2 mL 蒸馏水作

为对照组。分别加入 1 mL 苯酚水溶液(5%, m/V)和

5 mL 浓硫酸，80℃水浴加热反应 20 min，冷却至室

温后用分光光度计测定 485 nm 处的吸光度，每株菌

设置 3 个平行组。 

1.10  卡尔科弗卢尔定量分析纤维素含量  

纤维素含量测定参照 Zeng 等(2015)的方法。使

用 2216E 液体培养基培养 24 h 的菌液，稀释至 OD600 nm

为 1.5，加入 15 μg/mL 的卡尔科弗卢尔后，在 30 ℃

条件下震荡混匀 2 h，并以未加入菌液的卡尔科弗卢

尔作为阳性对照。在 13 000×g 条件下离心 15 min 后，

在 350 nm 处测定吸光度，每株菌设置 3 个平行组。 

1.11  数据处理  

人工鱼礁表面细菌对厚壳贻贝稚贝附着的诱导

活性通过稚贝附着率来反映。通过 JMP 软件进行数

据的统计分析。细菌诱导活性与细菌密度之间的相关

性通过 JMP 中的 Spearman 多元分析法进行分析，

P<0.05 时则认为有显著性差异。 

2  结果 

2.1  人工鱼礁表面细菌的测序结果 

本实验分离鉴定得到的 9 株人工鱼礁表面细菌中，

Mesoflavibacter sp.2 属于拟杆菌门 (Bacteroidetes)，

Pseudoalteromonas sp.31、Pseudoalteromonas sp.32、

Vibrio sp.22 和 Phaeobacter sp.2 同属于变形菌门

(Proteobacteria)，Exiguobacterium sp.1、Sutcliffiella sp.1、

Cytobacillus sp.1和Jeotgalibacillus sp.1同属于厚壁菌门

(Firmicutes)，细菌具体的种、属名及序列号见表 1。 

2.2  人工鱼礁表面细菌对厚壳贻贝稚贝的诱导活性 

本实验中的 9 株细菌在所有实验时间内对厚壳

贻贝稚贝附着的诱导活性趋势基本相同，因此，仅展

示 48 h 时的附着率(图 1)。结果显示，9 株人工鱼礁 
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表 1  人工鱼礁表面细菌测序结果 
Tab.1  Sequencing results of bacteria on the surface of artificial reefs 

比对菌株 
Comparison strain 

比对序列号 
Matching sequence number 

测试菌株 
Test strain 

上传序列号 
Upload serial number 

相似度 
Similarity/%

Mesoflavibacter sp.2 OP740538 ECSMB21121 NR134082 99 

Pseudoalteromonas sp.31 OP740539 ECSMB21122 MN746173 91 

Exiguobacterium sp.1 OP740540 ECSMB21123 NR043005 99 

Sutcliffiella sp.1 OP740541 ECSMB21124 NR040852 99 

Cytobacillus sp.1 OP740542 ECSMB21125 NR112635 99 

Vibrio sp.22 OP740543 ECSMB21126 NR036929 98 

Jeotgalibacillus sp.1 OP740544 ECSMB21127 NR114573 97 

Phaeobacter sp.2 OP740545 ECSMB21128 NR042673 99 

Pseudoalteromonas sp.32 OP740546 ECSMB21129 NR114547 99 

 

表面细菌对厚壳贻贝稚贝附着的诱导活性存在显著

差异，其中，Mesoflavibacter sp.2 诱导活性 高，在

5×108 CFU/mL 时 ， 稚 贝 附 着 率 达 63.33% ， 而

Phaeobacter sp.2 诱导活性 低，在 5×108 CFU/mL 时，

稚贝附着率仅有 10%。 
 

 
 

图 1  人工鱼礁表面细菌生物被膜 

对厚壳贻贝稚贝附着的诱导率 
Fig.1  Inducing activity of M. coruscus plantigrade 

settlement on the different bacterial biofilm  
on the surface of artificial reefs 

不同字母表示有显著性差异(P<0.05)。下同。 
Different letters indicate significant differences (P<0.05).  

The same below. 
 

2.3  单一细菌生物被膜的细菌密度与诱导活性之间

的相关性分析 

本实验中的 9 株细菌在初始细菌密度不同的情

况下， 终其生物被膜的细菌密度也呈现出不同的变

化趋势。如图 2 所示，在 5×108 CFU/mL 初始细菌密

度下，9 株细菌的细菌密度均达到 高。同时，9 株

细菌中 Pseudoalteromonas sp.32 形成的生物被膜细菌

密度 高，和其他 8 株细菌相比均有显著差异

(P<0.05)，Mesoflavibacter sp.2 和 Sutcliffiella sp.1 形

成的生物被膜细菌密度 低。 

本实验中的 9 株细菌的细菌密度与诱导活性之

间的相关性分析结果如表 2 所示。Sutcliffiella sp.1 和

Jeotgalibacillus sp.1 的细菌密度与诱导活性呈显著正

相关，Cytobacillus sp.1 和 Phaeobacter sp.2 的细菌密

度与诱导活性呈显著负相关(P<0.05)。 
 

 
 

图 2  人工鱼礁表面细菌生物被膜的细菌密度 
Fig.2  Bacteria density of different bacterial biofilm  

on the surface of artificial reefs 
 

2.4  系统发育分析 

通过 3 种方法进行人工鱼礁表面细菌的系统发

育所得到的结果一致，本研究展示以邻接法的分析结

果(图 3)。表 3 为本研究所用细菌的遗传距离。结果 

显示，同属于假交替单胞菌属的 Pseudoalteromonas 
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sp.31 与 Pseudoalteromonas sp.32 之间遗传距离为

0.027 9，是所有人工鱼礁表面分离得到的细菌中遗传

距离 近的；Mesoflavibacter sp.2 与 Jeotgalibacillus 

sp.1 的遗传距离为 0.414 6，是所有人工鱼礁表面细菌

中遗传距离 远的。上述 2 株细菌聚为一支后与

Jeotgalibacillus sp.1 和 Exiguobacterium sp.1 聚为一

支。这一分支再与 Phaeobacter sp.2 聚为一支，之后

与同属于变形菌门的 Pseudoalteromonas sp.31、

Pseudoalteromonas sp.32 和 Vibrio sp.22 聚为另一分

支， 后再和属于拟杆菌门的 Mesoflavibacter sp.2

聚类。 

2.5  不同菌株生物被膜蛋白质及多糖含量比较 

低诱导活性细菌 Phaeobacter sp.2 形成的生物被

膜 多 糖 含 量 要 显 著 高 于 高 诱 导 活 性 细 菌

Mesoflavibacter sp.2 (P<0.05)，提高了近 5 倍(图 4a)。

Phaeobacter sp.2 形成的生物被膜所含蛋白质总量显

著低于 Mesoflavibacter sp.2 (P<0.05)，相比之下降低

了 57.79% (图 4b)。通过分析蛋白质、多糖含量与其

诱导活性的相关性发现(表 4)，多糖与稚贝的诱导活

性呈显著负相关(P<0.05)，而蛋白质与对稚贝的诱导

活性呈正相关性(P<0.05)。 

 
表 2  人工鱼礁表面细菌生物被膜细菌密度与 

诱导活性之间的相关性 

Tab.2  Correlation between bacteria density and inducing 
activity of bacterial biofilm on the surface of artificial reefs 

测试菌株 Test strains r P 

Mesoflavibacter sp.2 0.745 3 0.2 

Pseudoalteromonas sp.31 –0.260 8 0.6 

Exiguobacterium sp.1 0.983 6 0.051 3 

Sutcliffiella sp.1 0.800 7 <0.000 1*

Cytobacillus sp.1 –0.773 2 <0.000 1*

Vibrio sp.22 –0.472 6 0.894 6 

Jeotgalibacillus sp.1 0.908 7 <0.000 1*

Phaeobacter sp.2 –0.706 3 <0.000 1*

Pseudoalteromonas sp.32 –0.403 1 0.8 

注：*表示存在显著性差异(P<0.05)。下同。 

Note: * indicates significant differences (P<0.05). The 
same below. 

 

 
 

图 3  本研究中人工鱼礁表面细菌的系统发育树 
Fig.3  Phylogenetic tree of bacteria on the surface of artificial reefs in this study 

 

2.6  纤维素含量分析 

通过卡尔科弗卢尔试剂对高诱导活性细菌

Mesoflavibacter sp.2 和低诱导活性细菌 Phaeobacter 

sp.2 进行荧光增白，发现生物被膜多糖含量较高的细

菌 Phaeobacter sp.2 含有的纤维素含量也更高，相较

于 Mesoflavibacter sp.2 菌株，其纤维素含量增加 3.07 倍

(图 5) (P<0.05)。 
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表 3  本研究中人工鱼礁表面细菌的遗传距离 
Tab.3  Genetic distance of bacteria on the surface of artificial reefs in this study 

 
ECSMB 
21121 

ECSMB 
21122 

ECSMB
21123 

ECSMB
21124 

ECSMB
21125 

ECSMB
21126 

ECSMB 
21127 

ECSMB 
21128 

ECSMB
21129 

ECSMB21121          

ECSMB21122 0.401 6         

ECSMB21123 0.413 0 0.346 1        

ECSMB21124 0.407 3 0.333 3 0.156 2       

ECSMB21125 0.411 3 0.330 8 0.148 0 0.076 4      

ECSMB21126 0.400 5 0.165 4 0.344 2 0.335 7 0.351 9     

ECSMB21127 0.414 6 0.331 6 0.166 7 0.107 2 0.090 7 0.359 3    

ECSMB21128 0.382 1 0.308 5 0.313 6 0.318 4 0.323 2 0.309 4 0.322 6   

ECSMB21129 0.384 8 0.027 9 0.347 5 0.327 0 0.326 8 0.167 8 0.324 5 0.296 8  

 

 
 

图 4  生物被膜蛋白质及多糖含量分析 
Fig.4  Content analysis of proteins and polysaccharides in biofilms 

 
表 4  生物被膜蛋白质及多糖含量与稚贝诱导活性 

的相关性分析 
Tab.4  Correlation analysis of proteins and polysaccharides  

in biofilms and inducing activity of M. coruscus  
plantigrade settlement 

项目 蛋白质 Protein 多糖 Polysaccharide

Item r P r P 

附着率 Settlement 0.891 <0.000 1* –0.878 <0.000 1*

 

 
 

图 5  纤维素含量比较 
Fig.5  Comparison of cellulose content 

 

3  讨论 

本研究中，从人工鱼礁表面分离的 9 株海洋细菌

分 别 属 于 Mesoflavibacter 、 Pseudoalteromonas 、

Exiguobacterium、Sutcliffiella、Cytobacillus、Vibrio、

Jeotgalibacillus 和 Phaeobacter 等 8 个菌属，其中，

Mesoflavibacter、Pseudoalteromonas、Vibrio 和 Phaeobacter

菌属在以往的厚壳贻贝肠道细菌相关研究中同样存

在(徐嘉康等, 2021; 杨娜等, 2017)。9 株细菌形成的

单一细菌生物被膜对厚壳贻贝稚贝附着的诱导活性

不同，且同一菌属的不同菌种之间诱导活性也不同，

这说明单一细菌生物被膜对厚壳贻贝稚贝附着的诱

导活性与细菌菌种无关，此前的研究也证实了这一点

(Yang et al, 2013; Li et al, 2014; 杨金龙等, 2015)。 

以往研究表明，细菌密度作为生物被膜的生物学

特性之一，与海洋无脊椎动物的附着过程息息相关。

孙俊杰等(2015)研究表明，从硅烷基化的附着基表面

获取的 9 株测试菌株中，有 7 株海洋细菌对厚壳贻贝

稚贝附着的诱导活性与其生物被膜细菌密度显著相

关。Li 等(2014)研究发现，从玻璃表面附着的自然生

物被膜上分离得到的 10 株海洋细菌中，9 株对厚壳

贻贝稚贝附着的诱导活性与单一细菌生物被膜的细

菌密度呈显著相关。而在厚壳贻贝肠道菌群的相关研

究中，杨娜等(2017)研究发现，10 株测试的厚壳贻贝
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肠道细菌中，仅有 5 株呈显著相关；徐嘉康等(2021)

研究表明，测试的 10 株厚壳贻贝肠道细菌中，有 6 株

的厚壳贻贝稚贝诱导活性与其生物被膜细菌密度显

著相关。在本研究中，测试的 9 株人工鱼礁表面细菌

中，仅有 4 株细菌形成的生物被膜密度与附着率呈显

著相关。由此推测，虽然细菌密度在厚壳贻贝稚贝附

着的过程中发挥着一定的作用，但并不适用于所有的

海洋细菌，可能与菌株的来源有关。此外，本研究还

发现，随着初始细菌密度的升高，各菌株对厚壳贻贝

稚贝附着的诱导活性变化趋势也不尽相同，这说明并

非初始细菌密度越高，稚贝的附着率就越高，各菌株

都有各自的 适细菌密度，且与细菌种属有关，这与

以往研究结果相同(杨娜等, 2017; Peng et al, 2020b)。 

对本研究分离得到的 9 株细菌的遗传进化与厚

壳贻贝稚贝附着诱导活性进行相关性分析，系统发育

分 析 的 结 果 显 示 ， Pseudoalteromonas sp.31 与

Pseudoalteromonas sp.32 的遗传距离 近，其对厚壳

贻贝稚贝的诱导活性具有显著差异；而 Mesoflavibacter 

sp.2 与 Jeotgalibacillus sp.1 的遗传距离 远，二者对

厚壳贻贝稚贝的诱导活性也具有显著差异，这说明细

菌遗传距离的远近与厚壳贻贝稚贝的附着无关，与以

往结论相一致(Yang et al, 2013)。 

以往的研究表明，某些特定细菌分泌的化学信号

诱导分子可能在贝类等海洋无脊椎动物的附着变态

中发挥着一定的作用(Yang et al, 2013; Chung et al, 

2010; Fuqua et al, 1994; Tran et al, 2011)。本研究选取

了对厚壳贻贝稚贝具有高诱导活性的 Mesoflavibacter 

sp.2 及低诱导活性的 Phaeobacter sp.2 两株细菌进行

生物被膜胞外蛋白分析，发现其生物被膜对厚壳贻贝

稚贝的诱导活性与蛋白含量呈显著正相关。结合实验

室以往对胞外蛋白质的研究，发现 P. marina 鞭毛蛋

白合成基因 fliP 缺失和鞭毛蛋白 fliC-02330 基因缺失

均导致生物被膜上蛋白质含量显著增高、β-多糖含量

显著降低，同时降低了厚壳贻贝幼虫的附着变态率

(Liang et al, 2020; 蔡雨姗等, 2022)；且在 P. marina

形成生物被膜的过程中，添加鞭毛蛋白能够显著增加

生物被膜上蛋白质、多糖等物质的含量，促进厚壳贻

贝稚贝的附着 (蔡雨姗等 , 2021)。在本研究中，

Phaeobacter sp.2 形成的生物被膜蛋白质含量较

Mesoflavibacter sp.2 低，据此推测，Mesoflavibacter sp.2

生物被膜中的某类蛋白质可能影响了多糖类物质的

产生，导致形成的生物被膜对厚壳贻贝稚贝附着表现

出低诱导活性。 

本研究中，2 株测试菌株的生物被膜多糖含量与

诱导活性呈显著负相关。根据以往对多糖的研究可

知，弧菌形成的生物被膜上胞外多糖的变化规律则与

稚贝附着情况变化相一致(梁箫等, 2020a)；在徐嘉康

等(2021)的研究中，2 株测试菌株的生物被膜胞外产

物中，α-多糖与厚壳贻贝附着诱导活性呈显著负相

关，该发现与本实验结果类似。多糖类物质对厚壳贻

贝附着变态诱导能力的研究表明，脂多糖(吴静娴等, 

2022)、藻酸盐(陈慧娥等, 2022)、可拉酸(Peng et al, 

2020a)等多糖类物质会促进厚壳贻贝的附着变态。然

而，本研究 Phaeobacter sp.2 形成的生物被膜多糖含

量较 Mesoflavibacter sp.2 显著升高，据此推测可能是

Phaeobacter sp.1 分泌的多糖类物质中含有抑制性活

性物，对厚壳贻贝稚贝表现出低诱导活性。通过测定

Mesoflavibacter sp.2 和 Phaeobacter sp.2 两株菌株产

生纤维素的能力发现，低诱导活性菌株 Phaeobacter 

sp.2 的纤维素含量是高诱导活性菌株 Mesoflavibacter 

sp.2 的 4 倍，由此推测，2 株细菌的诱导活性差异是

纤维素含量变化的结果。相似的，以往研究发现，纤

维素能够抑制厚壳贻贝附着变态的作用 (梁箫等 , 

2020b; 邵安琪等, 2023)。同时，在对 P. marina 纤维

素合成基因 bcsQ 的研究中发现，该基因的缺失会导

致生物被膜的形成能力下降，胞内 c-di-GMP 含量下

降，通过影响 c-di-GMP 含量调控多糖分泌，降低了

厚壳贻贝幼虫附着变态率(Liang et al, 2021)。这一结

果表明，细菌种属虽然对厚壳贻贝稚贝的附着没有直

接影响，但细菌可能通过影响胞外产物分泌间接影响

厚壳贻贝的附着。 

综上所述，本研究中的 9 株人工鱼礁表面细菌对

厚壳贻贝稚贝附着的诱导能力存在显著性差异，但与

细菌之间的遗传距离无必然关联。通过测试 2 株对厚

壳贻贝稚贝具有不同程度诱导活性的菌株生物被膜

所含活性物质的含量，发现生物被膜中蛋白质与多糖

含量均对厚壳贻贝稚贝附着有一定的影响作用，同

时，对纤维素含量测定的实验验证了特定多糖类物质

对厚壳贻贝稚贝附着的负调控作用。本研究首次探索

了人工鱼礁表面细菌对厚壳贻贝稚贝附着的影响，为

后续进一步在自然海区开展人工鱼礁表面生物被膜

与海洋无脊椎动物附着的互作关系研究奠定理论基

础，同时，对于人工鱼礁表面海洋生物附着机制的研

究具有重要的实践价值。 
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Abstract    Aquaculture is the fastest growing food production industry. The Chinese mariculture 

industry has made great progress in the past 40 years to become the dominant producer of aquaculture. 

However, the current deterioration of the water environment and the aggravation of farming diseases 

poses challenges for the traditional culture model to meet the new requirements of healthy 

development in marine fishery resources. This problem was addressed using marine ranching. This is 

a new mariculture model that includes two approaches (artificial reefs and stocking) with the goal of 

achieving environmental and ecological harmony. Artificial reefs are an important component of this 

marine ranching model since they can help improve the water environment around the reefs, promote 

nutrient circulation, provide a suitable habitat for marine organisms, and encourage colonization of 

the reef surface by sessile organisms. The placement of artificial reefs into seawater may serve as a 

substrate for bacteria to form a biofilm on the surface. Biofilms play a crucial role in the settlement of 

many marine invertebrate species. However, limited research was conducted into the relationship 

between bacteria on the surface of artificial reefs, biofilm formation, and the settlement behavior of 

Mytilus coruscus. 

This study placed white acrylic plates and tetrahedral structured artificial reefs in Gouqi Island, 

Zhoushan City, Zhejiang Province, China (122°46′ E; 30°43′ N) . Nine strains of bacteria isolated 

from the surface of the artificial reefs were used to construct mono-species bacterial biofilms and 

induce plantigrade settlement of M. coruscus. The aim of the study was to investigate the interactions 

between marine bacteria and the settlement of M. coruscus on the surface of artificial reefs. The 

marine biofilms impacted the settlement process of M. coruscus. The bacterial species from the 

marine biofilm were screened for high and low inducing activity and analyzed for bacterial density, 

protein, and polysaccharide content to further explore the relationship between different bacterial 

biofilms and M. coruscus settlement. 

There were significant differences in the induction activity of biofilms formed by the nine strains 

of artificial reef bacteria on the settlement of M. coruscus: Mesoflavibacter sp.2 and Phaeobacter 

sp.2 showed the highest and lowest induction activity, respectively. Bacteria within the same genus 
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exhibited differences in induction activity. This indicated that the induction activity of bacterial 

biofilms on mussel settlement was independent of bacterial species. Phylogenetic analysis showed 

that genetically similar strains (such as Pseudoalteromonas sp.31 and Pseudoalteromonas sp.32) and 

genetically distant strains (such as Mesoflavibacter sp.2 and Jeotgalibacillus sp.1) showed significant 

differences in the induction activity of M. coruscus settlement. Only four of the nine bacterial strains 

showed significant correlation between biofilm density and the settlement rate. Sutcliffiella sp.1 and 

Jeotgalibacillus sp.1 exhibited a positive correlation between bacterial density and induction activity. 

This indicated that bacterial density may play a role in M. coruscus settlement, although it may be 

strain specific. Additionally, the trend of induction activity of mussel larvae attachment varied with 

increasing initial bacterial density. The optimal density for settlement is strain specific. Further 

analysis of biofilm active substance content in Mesoflavibacter sp.2 and Phaeobacter sp.2 revealed 

that polysaccharide content negatively correlated with induction activity of M. coruscus and 

positively correlated with protein content. This suggests that bacterial species may not directly affect 

M. coruscus settlement, although bacteria may indirectly influence settlement by affecting the 

secretion of extracellular products. 

This study showed that nine bacterial strains had significant differences in their ability to 

induce mussel settlement on the surface of artificial reefs. Interestingly, these differences did not 

necessarily correlate with the genetic distance between the marine bacteria. Further investigations 

were conducted on two selected strains of bacteria (Mesoflavibacter sp.2 and Phaeobacter sp.) that 

exhibited different levels of inductive activity on M. coruscus. The polysaccharide content and 

protein content negatively and positively correlated with the induction activity of M. coruscus, 

respectively. This suggests that the presence of specific polysaccharides may negatively affect the 

settlement of M. coruscus according to cellulose content measurements. 

This is the first study investigating the effect of bacteria on M. coruscus settlement on the surface of 

artificial reefs. This has significant theoretical implications for further research on the interactions 

between biofilms and marine invertebrates on the surface of artificial reefs in natural marine environments. 

Understanding the settlement mechanisms of marine benthic organisms on artificial reefs is crucial to 

manage and conserve marine resources since artificial reefs are widely used to enhance marine habitat and 

biodiversity. The findings of this study have practical implications for the design and construction of 

artificial reefs. Understanding the role of bacteria in mussel settlement facilitates the optimization of 

artificial reef structures to promote or inhibit the settlement of target species. This knowledge can help 

develop effective strategies to manage biofouling on artificial reefs. This can impact the performance and 

longevity of these structures. Further research in this field will deepen our understanding of the 

underlying mechanisms and enable development of management strategies for artificial reefs and marine 

conservation efforts.  

Key words    Artificial reef; Mytilus coruscus; Mussel juvenile; Settlement; Biofilm 


