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扇贝幼虫附着基的细菌组成及其作用
’

徐怀怒 许 兵 纪伟尚

(青岛海洋大学
,

海洋生物系 )

提 要 自海湾扇贝幼虫附着基表面分离到 99 株附着细菌
。

经鉴定
、

分类至 9属包括

弧菌属
、

假单胞菌属
、

无色杆菌属
、

芽抱杆菌属
、

气单胞菌属
、

葡萄球菌属
、

微球菌属
、

棒杆菌属

和黄杆菌属
。

扇贝幼虫的附着基表面具有一定数量的附着细菌
。

单一菌株菌膜实验表 明
,

不

同菌株形成的菌膜对幼虫附着的吸弓}力大小不一
。

有的细菌促进幼虫附着
,

有的却有抑制 作

用
.

关键词 海湾扇贝
.

幼虫附着
,

细菌菌膜
,

诱导作用

在海洋环境中
,

细菌在物体表面的附着是复杂的生物污损过程中的一个非常重要的

方面
。

当一个物体浸入海水中之后
,

细菌首先附着到物体表面上并生长
、

繁殖
。

随后同附

着的硅藻
、

真菌
、

原生动物以及有机碎屑和无机顺粒等形成一层微生物粘膜川
。

多年来
,

人们对海洋细菌的附着机理比娜及其影响因素闭
、

微生物粘膜的组成闭 lLJ 以及微生物粘

膜对大型附着生物附着的影响 lo[ ,ls
, , ” 等方面进行了深入研究

。

oY
u n g 等 ( 1 9了3) 少

〕 发现

食用牡妨幼虫的附着变态
,

对微生物粘膜有很强的依赖性
。

W ie n er ( 1 9 8 5 ) 〔
` ” 分离到一

株海洋细菌 ( L S T )
,

它产生的多糖化合物对牡妮幼虫的附着和变态有很强的吸引和诱导

能力
。

海湾扇则少go 卿时
。。 够叮

a d记舫 玩m ar o k) 在其生活史的幼体阶段
,

要靠足丝附着

后变态成为稚贝
,

而幼虫附着率的高低
,

是扇贝工厂化育苗成败的关键之一
,

直接影响着

扇贝养殖业的发展
。

为此
,

我们于 19 8 8 年 5 月和 1 9 89 年 4 月两次对扇贝幼虫附着基上

细菌的组成及其对幼虫附着的影响进行了初步研究
,

以试图分离到能促进扇贝幼虫附着

的细菌
。

材 料 和 方 法

木项研究由青岛捞山区沙子口育苗厂海湾扇贝育苗池中取水样
,

以尼龙网片为附着基分离
、

计数细

菌
。

网片使用前经 2 0 PP 二 青霉素处理 (与生产上一致 )
。

,
.

育苗池水中细菌数 t 的浏定

( 1) 细菌总数计数采用叮健橙染色荧光显微镜直接计数法 ( A O D C c),
1。

( 2 ) 细菌活菌数计数采用蔡嚏酮酸 D V C 法“ , ’ 。

青岛海洋大学科研经费资助项目 ;本项研究得到美国马里兰大学 R
.

R
.

OO l w 目 l 博士的帮助 ;陆小红
、
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丽
、
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,

在此一并致谢
。
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Q ) 徐怀忽等
,
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。

青岛港海洋附着细菌的研究
。
山东腐蚀与防护

,

(l )
:

67 一牡
。
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(孙 可培养异养菌计数采用 22场E 平板涂布法 ( H P C )
。

(幻 总大肠菌群数 ( T C )和粪大肠菌群数 ( F C )计数采用 M P N 三管法
,

经初发酵
、

伊红美兰平板确

定和复发酵三步来测定
。

2
,

载玻片上附甘细菌的计数采用修改的豢吮朔酸 D v C 法 将附着有细 菌的 载 玻 片浸于 含有

0
.

00 2男蔡咙酮酸和 0
.

0 2 5男酵母膏的无菌海水中
,

室温培养 6一 8 小时
,

加 2另甲醛固定
,

再用 。
.

01 多叮

绽橙染色
,

荧光显微镜检查
。

3
.

荧光显傲镜计数 使用 eJ o a m ed 落射光荧光显微镜
,

激发光滤光片为 4 5 0n 二
,

关光滤光片为

石10卫功
。

4
.

附粉细苗的分离与纯化 附着基网片于幼虫附着前投入池水中
,

2 天后取出一部分用于分离细

菌
。

另一部分待幼虫附着后再取出
。

网片取出后
,

经 。
,

甲m 孔径滤膜过滤
、 1乳℃蒸汽灭菌的海水中漂

洗三次
,

冲掉网片上的非附着性细菌
。

然后放入盛有 I Om l 上述海水的灭菌研钵中
,

按 s p p m 加入无菌

的吐温 80 溶液研磨
,

使细菌分散到水相
。

将研磨后的水样制成 10 倍梯度稀释液
,

定量涂布于 2 2 16 E 平

板
,

加℃培养三天
。

挑取单个菌落划线纯化
,

至确认为纯菌后移入 22 16 E 斜面保存备用
。

5
.

附特细菌的分类鉴定 细菌鉴定按照《一般细菌常用鉴定方法沪
,玉进行

,

项目包括 : 细菌形态
,

革

兰氏染色
,

芽抱染色
,

鞭毛染色
,

发光特性
,

菌落色素
,

过氧化氢酶
,

氧化酶反应和菊萄糖发酵
。

按照 《 海洋

调查规范 》 〔 , ’中海洋异养细菌检索表
,

将附着细菌分类至属
。

6
.

附 , 细菌与扇贝幼虫附 , 数 t 的关系 用 连单 m 筛绢过滤池水
,

除去 幼虫及其它大颗粒物 质
,

投入载玻片(插在玻片架上 )
。

每夭换一次过滤海水
,

不同时间分别取出载玻片
,

计数附着细菌数量
。

按

不同时间分别投入经 n s℃蒸汽灭菌的网片 (0
.

6 克 /片 )
,

最后形成不同时间的自然附着细菌菌膜后一

起取出
,

用于扇贝幼虫附着实验
.

7
.

人工菌膜对虎贝幼虫附狡的影响 分别将分离纯化的部分菌株制成菌悬液 (菌数约 10
.

个Z耐 )
,

投入经 11 6oC 蒸汽灭菌的网片
,

经过 24 小时
,

使网片上形成菌膜
。

取出网片用无菌海水冲洗三次
,

放入

盛有处于附着阶段的幼虫的烧杯中 (幼虫密度为 4 个 /血 )
,

每天用无菌海水换水三次
,

投饵三次
,

水温

2 8℃ 土 0
.

了 C
。

幼虫附着 6 天后
,

取出网片
,

解剖镜下计数幼虫附着数量
。

以灭菌网片不经菌液浸抱做

为对照
`

结 果

1
.

青岛唠山区沙子 口育苗场所在地区海面开阔
,

水质良好
,

对该场育苗池海水的细

菌学测定结果表明
,

水中总细菌数
、

细菌活菌数及异养细菌数数量分布范围属于清洁的沿

岸海水
,

投有检测到指示人及动物粪便污染的粪大肠菌群及总大肠菌群细菌 (表 1 )
,

表明

育苗用水是洁净的
,

适宜做为养殖用水
。

表 1 扇贝育苗池水中细菌数t (细菌数或菌落形成单位 Z毫升 )

T曲 l e 1 N
um

b令r s
of b ac et r l a I n h 践et h e r y t叨 k ,吕 s e

aw
a t右 r (帕 115 o r e加 / . 1 )

申

细菌总数

( A O D C )

细菌活菌数

(D V G )

异养菌数

( H r C )

总大肠菌群数

(M P N )

粪大肠菌群数

(M P N )

2
.

的
x 1 0 . 1

。

84
洲 1护 9

。

即 x l护 < 8

e f u /拍 1二 (。 ! o n y 1 0 ” m 加 9 u n通t ) /m l
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艺
,

在扇 贝幼虫附着前后
,

由附着基网片上共分离出 99 株附着细菌
。

鉴定
、

分类结果

列于表 o2

其中革兰氏阴性杆菌居多
,

占总分离菌株数的 5 8
.

59 %
,

它们分属于弧菌属 (犷动南 )
,

假单胞菌属 (乃。 `诊琳。` : )
、

无色杆菌属 (通 c入二娜
。乙ac ` e灼

、

气单胞菌属 ( A
。

~
。二

: )
、

黄杆

菌属 (尸乙“ 切乙ac 。̀而。 )及未确定菌
。

而弧菌属和假单胞菌属又是革兰氏阴性细菌的主要

组成者
,

分别占 3 6
.

21 绍和 24
.

14 环
。

革兰氏阳性细菌分属于芽抱杆菌属 ( aB 而配“ )
、

葡萄

球菌属 (从叩加不
。 co 。 。 )

、

微球菌属 (万初。 co
c、 。 ) 和棒状杆菌属 (Oo 犷夕舫西ac `。而。 )

。

其

中芽抱杆菌占优势
,

占革兰氏阳性细菌总数的 37
.

93 肠
。

表 2 附着细菌各属的形态及生理生化特征

几b l e Z 班 。勺必ol o g l c叭 an d b城 h也 10公 e h ar 助 et r l部t lOS of

b助 et r l` l . o l a t权 1 f r o

二
e t t l e m . n t 吕 u b s t r 扭 t n m

形态

馨 纂奢 鳖看 发光 薯纂 霎蓄 馨 馨
口 应 牌 胃

弧 菌 属

( ” ! 2 1 )

假单胞菌属

( n ` 14 )

无色杆菌属

( n 二 1 1 )

芽泡杆菌属

(。
二 11 )

气单胞菌属

( n
二 8 )

芍萄球菌属

( n = 7 )

微 球 菌 属

(”
二 6 )

棒状杆菌属

(” = 6 )

黄 杆 菌 属

(社
二 4 )

未 确 定 菌

弧状 ~

杆状 ~

杆状 ~

杆伏 + 周生

杆状 一

球形 十

球形 +

杆状 +

杆状 一
周生

杆状 一

( n
二
拐 )

注
:

表中括号内的数字表示阳性反应菌株数

3
`

扇 贝幼虫附着前后
,

附着基上细菌的组成有明显变化 (表 3 )
。

可以看出
,

幼虫附着前
,

附着基上细菌种类较多
,

各属附着细菌均有分布
,

弧菌属 占优

势
,

假单胞菌属和黄杆菌属细菌数量较少
。

幼虫附着后
,

附着基上细菌种类明显减少
,

所

分离菌株均为革兰氏阴性杆菌
,

其中假单胞菌属占优势
,

弧菌属数量明显减少
。

在幼虫附

着前分离菌株中占 4 1
.

41 终 的革兰氏阳性细菌在幼虫附着后却没有从附着基上分离到
。

无色杆菌属和气单胞菌属细菌在扇贝幼虫附着前后数量变化不大
。



水 产 学 报 拓 卷

表 3附粉甚上细菌的组成及其在幼虫附若前后的变化
T ab l e 3C勺加 p on ent幼 dy 时立毗 l onf ob的 t er ia加 f o

r ea n d

袱 tr s .t .tl e扣。 ent ol f a脾明 on sub .ta r t
u m

幼虫附着前 幼虫附着后
数量

数量 占分离菌株 (万 )数量 占分离菌株 (万 )

弧 菌 属1 21 89 2
,

03 3 8
甲

1 1

假单胞菌属 1 4 1 1
.

6 1 卫3 3 5
.

1 4

6050006
闷J37

1

无色杆菌属

芽抱杆菌属

气单胞菌属

蔺萄球菌属

微 球 菌 属

棒状杆菌属

黄杆 菌 属

未 确 定 菌

1 I

1 1

8

7

6

6

4

1 2

8
.

0 7

1 7
。

7 4

4
甲

8 4

1 1
。

2 9

0
.

的

8
.

0 7

1
。

6 t

8
.

叨

1 6
.

2 2

0

1 3
.

拟

0

0

0

8
.

1 2

1 8
.

9 2

6石
咬̀
石

4
.

采用在过滤自然海水中浸泡不同时间而形成的含不同菌量的附着基网片进 行 附

着细菌数量与幼虫附着关系的实验
。

结果表明
,

扇贝幼 虫的附着需要一定数量的附着细

菌参与 (附图 )
。

在过滤的 自然海水中浸泡 48 小时 以及更长时间的附着基上 (附着细菌数

量为 10’ 个 / 。m
留

或更多 )
,

幼虫附着数量明显高于对照及短时间浸泡的附着基上幼虫的数

是
。

附着基浸泡时间愈长
,

幼虫附着数量愈高
。

那姗总资绛降

的钧
.

20

` 一 ` 细菌
.

—
. 幼虫

l卜les.lesesl护111ì厂歌门
咋̀n匕已」

(大饵.获之戴桩à
。-助。一

。
L 一卞一犷一亨一寸一言一

“

形成菌膜所用时间 (天 )

附 图 附着细菌数量与扇贝幼虫附着数量随时间变化关系

人伽
。 h ed f i g

.

取认七i o n 曲! P b成 w朋 n n u j n b e r o f 毗协。 h e d ba o t o
r
i a

a
碱

已e ltt 沁 l a r va e w i比 t i琳

5
,

使用单一菌株形成的菌膜吸引扇贝幼虫附着实验
,

结果表明
,

某些附着细菌可以

促进幼虫的附着
,

有些细菌却对幼虫的附着起抑制作用 (表 4 )
。

菌株 5 5一 24
、
吕斗18 形成的菌膜

,

对扇贝幼 虫附着有明显的促进作用 (t = 0
.

0幻
,

分

别较对照增加 7 6
.

9 2哪 和 76
.

47 拓
。

而菌株 5 -5 21 和 日斗” 却明显抑制幼虫的附着 (t

二 。
.

0 5 )
,

分别较对照下降 5 9
.

76 拓和 5 4
,

0 8另
。
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表 4扇贝幼虫在不同菌株菌膜上的附着数 t

T al be A 4 b un d叻
e o o fl a汗” ` .l t t呱 o n dl f fe ” n t

s里 ng l一`户沁交 . f il妈 s

对 照 增长( 万 )

动印 oo肠 0000犯邪砚幼 1 49 4即 0000000 5舫盯 加2 4咫招托斗弘2 4

斗
一 1 8

吕 8
一
场

S导
山

1 3

牙车2 1

5 5 --1 9

沈
。

2 9

饰
甲

4 7

5 3
.

4 8

~ 3 8
.

6 4

一 5马
`

花
一 5 4

.

0 8

往
:

表中数据为两次重复实验的平均值

讨 论

1
.

附着是一个非常墓本的生物学过程
。

附着细菌在各种无毒的非生物表面上 的 附

着呈现相似的规律氏
` 〕。

已有工作表明
,

物体浸入海水中 l 小时
,

即可从表面分离到附着

细菌川
。

附着初期菌数增加很快
,

卜 2 天后物体表面细菌数量趋于稳定
,

本项研究也得到

相似结果
。

2
.

海洋环境中附 . 细菌的种类很多
。

本项研究确定有 9 个属的细菌参与了扇 贝 幼

虫附着基表面微生物粘膜的形成
,

其中优势菌 (弧菌和假单胞菌 ) 均为海水中常见的细菌

类群
。

微生物粘膜对于无脊椎动物幼虫的附着变态具有重要意义
,

同样
,

幼虫的附着在一

定程度上也能改变粘膜中微生物的组成
。

扇贝幼虫附着后
,

附着基上细菌组成由复杂变

为简单
,

由以弧菌为优势菌变成以假单胞菌为优势菌
,

并再也分离不到革兰 氏阳性细菌
。

这些现象在两次实验中 ( 1 9 8 8 年 5 月和 1 9 8 9 年 4月 )均很明显
。

有趣的是
,

在对青岛港

海洋附着细菌的研究中分离出的优势附着细菌是弧菌 (挂片 72 小时 )
。

而厦门港海洋附

着细菌的优势类群是假单胞菌 (挂片达 19 天 )〔
, 〕 。

与本研究结果结合起来考虑
,

附着基上

优势类群的变化究竟是微生物粘膜中细菌群落演替的必然现象
,

还是粘膜中细菌与无脊

椎动物幼虫相互作用的结果
,

或是由于处于不同海区
,

影响细菌附着的物理
、

化学和生物

因素有所不同所致
,

这些均有待于进一步研究
。

芽抱杆菌主要存在于 陆地土壤环境
,

在海

水中数量很少
。

在 1 9 8 9 年 4 月的实验中
,

我们曾从 附着基上分离到 11 株芽抱杆菌
。

而其

它研究者也有从玻片和不锈钢挂片
〔 , 1
或浸海木桩上 〔`习分离到芽抱杆菌的报道

。

我们认为

这些芽抱杆菌是来源于陆地或海泥中的
。

3
.

扇贝幼虫的附普浦要徽生物粘膜
。

由于投喂未经严格除菌的藻类饵料
,

致使无菌膜

的对照组也有一定数量的幼虫附着
,
但仍然可以看出某些 附着细菌确实可以促进扇 贝幼

虫的附着
。

尽管天然微生物粘膜的总体效应是促进扇贝幼虫的附着
,

但是利用单一菌株

菌膜进行幼虫附着实验表明并非所有附着细菌都能促进幼虫的附着
。

这就提醒我们
,

有

提高现行生产中扇贝幼虫附着率的可能
,

这就是通过筛选对扇贝幼虫附着
、

变态有促进作

用的细菌 (或提取其有效物质 ) 制成人工菌膜
,

代替现行的在天然海水中形成的 自然微生
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物粘膜来吸引
、

诱导扇贝幼虫的附着和变态
。

W川 n er等 ( 1 9 8 5)[
, ` 〕应用海洋细菌诱导牡

斯幼虫附着变态 已用于生产
。

从长远来看
,

利用生物工程技术选育出产粘附多聚物和诱

导扇贝幼虫附着变态化合物的高效菌株
,

将会大大促进扇贝养殖业的发展
。
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