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摘要: 附着基是苗期杂色鲍(Haliotis diversicolor Reeve)生活的主要场所, 其表面藻际细菌对幼体的生长有重要的

影响, 然而对附着基藻际细菌多样性的研究较为少见。本研究在杂色鲍育苗期间定期采集附着基样品, 再利用

PCR-DGGE 技术对藻际细菌群落进行多样性及变化规律分析。相似性和 UPGMA 聚类结果表明, 藻际细菌群落结

构随时间变迁呈现出连续性变化, 相邻两天细菌群落的戴斯相似性系数 Cs高达 80.9%~96.1%, 但育苗前期与育苗

后期的藻际细菌群落组成差异较大。多样性指数分析显示, 育苗前期藻际细菌多样性随时间变化趋于丰富, 之后多

样性稍有下降但仍维持较高水平。受附着基上藻类生长状况及鲍摄食活动等因素的影响, 细菌多样性指数出现一

定波动。本研究旨为鲍的科学育苗与健康养殖提供理论参考, 为进一步深入研究环境变化与鲍苗期细菌性病害的

关系打下良好基础。 
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藻际环境 (Phycospere)是指由藻类新陈代谢
过程中分泌的胞外产物形成的特殊的自藻类细胞

向外到一定距离的区域[1], 由于细菌对藻类胞外

产物有趋化性 [2–3], 不同藻类产生的胞外产物不
同可能导致藻际环境中生长的细菌种类不同。因

此在藻际环境里形成了具有一定结构和功能的 , 
并与藻类存在相互作用的藻际细菌群落。2001年
以来, 杂色鲍(Haliotis diversicolor Reeve)育苗过
程中出现鲍幼体从附着基上大规模死亡脱落的现

象(俗称“脱板症”), 该病发病范围广且死亡率高
给鲍养殖业带来沉重打击, 研究发现引起鲍幼苗

脱板症的病因可能有多种 [4–8], 其中细菌性病害
可能是其主要原因。徐力文等[9]分析了硅藻对苗

期鲍的附着、消化器官发育、生长率和成活率的

影响, 推测藻相变化以及附着基上菌-藻相互作用
关系对鲍幼苗的生长有很大影响; 王江勇等[10]监

测了杂色鲍育苗过程中养殖池及附着基上的异养

细菌数量, 发现“脱板症”出现的前后池水及附

着基上异养细菌数量差异达 2 个数量级。在藻际
环境中, 藻际细菌群落多样性受细菌总体数量、
群落结构、种群优势度和均匀度等方面的影响 , 
当这些因素发生明显改变或群落多样性变化显著

时, 可伴随水质的变坏与病害的发生[11–12]。由此

可见, 杂色鲍等贝类幼体极容易受到生存环境的
影响而发病, 尤其是附着基藻类及藻际细菌群落
的变化对其影响更为重要。然而, 目前对于鲍整
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个育苗期间(30～40 d)水体或附着基等养殖环境
微生物生态学的研究却十分有限。鲍苗期附着基

上藻际细菌群落的变化有何规律, 其对鲍幼体生
长的影响及其与鲍细菌性病害的发生有何联系等

都值得深入研究。 
基于 16S rDNA的聚合酶链式反应-变性梯度

凝胶电泳(Polymerase Chain Reaction-Denaturing 
Gradient Gel Electrophoresis, PCR-DGGE)技术具
有操作简便快速、直观、重复性好、分辨率高和

不依赖于细菌培养等优点, 是一种重要的研究微
生物群落多样性的分子生物学技术[13]。本研究利

用 PCR-DGGE 技术对杂色鲍幼体附着基上的藻
际细菌群落进行动态监测, 获得杂色鲍幼体附着
基上藻际细菌群落的 PCR-DGGE 指纹图谱, 并
对其相似性、多样性和变化规律进行了分析, 以
期为鲍苗期的藻类培养及细菌病害防控提供理

论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
附着基样品(聚乙烯薄膜)采自广东汕尾某鲍

养殖厂, 苗池规格为 7 m×3 m×1 m, 鲍浮游幼体

采用静水培育, 幼体附着后采用流水培育, 每天
换水量为养殖水体的 2~3 倍。附着基上的藻种来
自沙滤海水且能透过 200 目滤网的藻类, 接种藻

类 3 天后开始投入鲍幼体, 期间根据藻类生长的
实际情况适当施加单细胞藻类生长素。采样期间

水温和盐度分别维持在 27℃和 30左右。 
样品的采集从杂色鲍受精卵投入苗池开始 , 

至鲍幼体从附着基上剥离为止, 共 34 d。每天下
午 2 点在指定苗池的进水口、出水口及苗池中间
共剪取 3块 10 cm×10 cm的附着基, 小心除去附着

的鲍幼体后, 放入无菌样品瓶中, 迅速置于−20℃ 
保存。 

1.2  细菌总 DNA的提取 
采用 Omega E.Z.N.A®. Water DNA Kit提取样

品细菌基因组 DNA, 操作方法按说明书进行。提
取的 DNA经 Thermo NanoDrop 2000进行核酸质
量与浓度检测。 

1.3  细菌 16S rDNA-V3的制备 
采用巢式 PCR 制备 16S rDNA-V3 区。第一

轮 PCR 扩增 16S rDNA, 以提取的细菌基因组
DNA 为模板, 用细菌通用引物对 8F/1492R(8F: 
5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; 1492R: 5’- 
GGTTACCTTGTTACGACTT-3’)进行 PCR扩增。
反应体系为: TaKaRa Ex Taq(5 U/μL) 0.25 μL, 10×Ex 
Taq Buffer(Mg2+ Plus) 5.0 μL, dNTP Mixture(2.5 
mmol/L) 4.0 μL, 上下游引物各 1.0 μL, 基因组
DNA 1.0 μL, ddH2O 补足至 50 μL。PCR反应条件
为: 94℃预变性5 min; 94℃变性1 min, 50℃退火1 min, 
72℃延伸 2 min, 共 30个循环; 72℃后延伸 10 min。
第二轮 PCR: 以第一轮 PCR 纯化产物 (使用
Omega E.Z.N.A. Ultra-Sep Gel Extraction Kit切胶
回收 )为模板 , 用特异性引物对 341F-GC/534R 
(341F-GC: 5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCG 
GGGCGGGGGCACGGGGGGCCTAGGGGAGGC
AGCAG-3’, 下划线所示为“GC夹”; 534R: 5’-AT 
TACCGCGGCTGCTGG-3’)[14]扩增 16S rDNA-V3
可变区, 扩增长度约为 234 bp(含 GC夹), PCR反
应体系同上。PCR反应条件为: 94℃预变性 5 min; 
94℃变性 40 s, 65℃退火 40 s, 72℃延伸 1 min, 之
后每个循环降低 0.5℃ , 直到退火温度为 58℃ , 
再以 58℃为退火温度进行 20 次循环; 72℃后延
伸 10 min。 PCR产物用 1.0%的琼脂糖凝胶电泳
检测。 

1.4  DGGE分析 
使用 Bio-Rad 公司的 DCodeTM通用突变检测

系统对 PCR产物进行 DGGE分离, 将 100 μL V3
区 PCR 产物浓缩后加 6×Loadding buffer 混匀, 
点样于 8%的聚丙烯酰胺凝胶中, 变性剂浓度为
55%~75%(100%变性剂为 40%去离子甲酰胺和  
7 mol/L尿素)。使用 1×TAE缓冲液在 100 V电压
下, 60℃电泳 11 h。电泳结束后用 1×SYBR® Gold 
Nucleic Acid Gel Stain染色 30 min, Tanon 2500凝
胶成像系统成像和拍照。 

1.5  DGGE图谱分析 
使用软件 Quantity One 4.6.2(Bio-Rad)分析

DGGE 图谱中各样品电泳的条带位置、数量及亮
度[15], 参考 Mota[16]的方法用软件 NTSYS 2.10e
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依据戴斯系数 Cs(Dice coefficient)计算个附着基
样品间的相似性, 对相似性结果用非加权组平均
法(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 
means, UPGMA)进行聚类分析。 

评价微生物群落可从群落多样性、物种丰富

程度、群落中个体分布的均匀程度及优势种群的

优势度等方面进行[17–20], 本研究选取 Shannon 指
数、Pielou 指数、Margalef 指数和 Simpson 指数
等从对附着基上藻际细菌群落进行评价。各指数

计算公式如下:  
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Pielou均匀度指数(J)[23]: J=H/lnS 
Margalef丰富度指数(R)[24]: R=(S−1)/lnN 

其中: Ni为第 i 条带的灰度值, N 为样品的所有
DGGE 条带的灰度值之和 , S 为每个样品的条 
带数。 

2  结果与分析 

2.1  育苗过程基本情况 
杂色鲍发育情况: 杂色鲍受精卵投入苗池后

约 8 h, 可见大量幼体进入浮游阶段; 约 2 d后, 鲍

发育为匍匐幼体; 幼体依次经过围口壳幼体、上足
分化幼体和幼鲍等阶段, 到 34 d壳长为 3~5 mm时, 
人工将幼体从附着基上剥离 , 并转入稚鲍池培
育。为便于对育苗期间附着基细菌多样性的变化

规律进行描述, 我们根据育苗时间的长短将整个
育苗期分为 3个时期: 育苗前期(1~11 d)、育苗中
期(12~23 d)和育苗后期(24~34 d)。 
藻类生长状况: 附着基投入育苗池后施加适

量单细胞藻类生长素并控制光照强度, 肉眼可见
藻类生物量日趋增加, 附着基颜色由透明变为浅
褐色; 随着时间推移, 快速生长的藻类在附着基
上堆积形成黏滑的褐色厚层, 并于育苗后 23 d出
现藻类成片大量脱落并漂浮于水面上的现象。针

对此现象再次施加单细胞藻类生长素后附着基上

的藻类迅速生长, 附着基颜色变为褐色; 育苗后
期, 随着鲍幼体食量和活动能力的增加, 附着基
上留下较为清晰的摄食轨迹。 

2.2  DGGE样品的制备 
经分光光度计检测提取后样品 DNA 的

OD260/OD280值均在 1.78~1.95, 说明 DNA 质量良
好, 可以作为 DNA 模板进行 PCR 反应。经巢式
PCR 后产物的电泳结果如图 1, 条带大小与细菌
16S rDNA-V3 区理论大小(约 234 bp)相同, 且无
非特异性扩增, 可用于后续 DGGE实验。 

 

 
 

图 1  杂色鲍附着基上藻际细菌 16S rDNA-V3区电泳结果 
M为 DL2000, 1~34代表相应天数的附着基样品. 

Fig. 1  The results of 16S rDNA-V3 religion of bacteria in phycospere on the attachment substances of Haliotis diversicolor Reeve 
M: DL2000 DNA Maker, 1−34: The attachment substance samples of the corresponding days. 

 
2.3  DGGE分离 
理论上, DGGE 图谱中每一个条带代表一种微

生物, 条带的数目及灰度可以反映出细菌的种类及
相对数量[25]。不同天数的杂色鲍苗期附着基样品经

PCR-DGGE 分离后, 可见各样品间的条带数目、亮
度和位置等均存在差异(图 2), 这充分反映了附着基

藻际细菌群落丰富的多样性。每个样品中均可分离

出41~54条数目不等的条带, 其中第8天的条带数量
最多(54 条), 第 33 天和第 34 天的条带数量最少(41
条)。多数条带在不同样品中均有出现, 可见样品间
存在共有的细菌种群。但这些共有条带的亮度不同, 
说明共有细菌的种群数量存在差异。某些条带亮度 
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图 2  杂色鲍附着基上藻际细菌的 PCR-DGGE指纹图谱 
1~34代表相应天数的附着基样品; 图 a: 实际的电泳图(样品上样于 55%~75%梯度变性剂浓度的 8% w/v聚丙烯酰胺凝胶中, DGGE使用
DCodeTM通用突变检测系统, 60℃, 100 V电压 1×TAE电泳 11 h), 图 b为与图 a对应的模式图(使用 Quantity One 4.6.2软件辅助生成). 

Fig. 2  PCR-DGGE finger-print of bacteria in phycospere on the attachment substances of Haliotis diversicolor Reeve 
1−34: The attachment substance samples of the corresponding days; a: DGGE electrophoretogram (Samples were applied to 8% w/v 
polyacrylamide gels with a denaturing gradient that ranged from 55% to 75%, DGGE was performed with a DcodeTM universal mu-
tation detection system Using 1×TAE running buffer at 60℃ for 11 h at 100 V), b: sketch map of DGGE profiles (made by Quantity 
One 4.6.2 software). 

 
由强变弱直至消失, 而有些条带则呈现从无到有
的现象 , 说明藻际细菌种群处于不断的动态变 
化中。  

2.4  相似性分析与聚类分析 
戴斯相似性系数Cs的大小可以体现出群落间

细菌种群的差异。研究发现, 不同时间附着基样
品间的相似性较高, Cs 值在 59.1%~96.1%; 相邻
两天样品的 Cs值为 80.9%~96.1%, 说明相邻两天
的附着基藻际细菌群落结构很相似。基于相似性

系数构建 UPGMA 聚类结果如图 3 所示, 杂色鲍
苗期附着基样品可聚为 3大分支: 1~6 d、7~23 d和
24~34 d。第 1大支又可分为 2个小支: 1～3 d和 4~6 d; 

第 2大支可分为 3小支: 7~12 d、13~21 d和 22~23 d; 
第 3大支分为 2小支: 24~30 d和 31~34 d, 且第 3
大支与前 2 大支间的距离较远。根据聚类结果可
初步得出结论: 各样品菌群结构可按时间变化而
聚类, 即细菌群落是随时间的更替呈现缓慢而连
续性的变化; 但随着育苗时间的延长, 藻际细菌
群落相似性在育苗前期与育苗后期之间出现了较

大差异。 

2.5  多样性指数分析 
多样性指数是利用数学统计方法测度群落中

物种数、个体数量及各物种均匀程度等方面的常

用参数。Margalef 指数用于评价群落中种群的丰
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图 3  杂色鲍附着基上藻际细菌菌群的 UPGMA聚类结果 
1~34代表相应天数采集的附着基样品; Dice Coefficient数值表示相似性的大小; 聚类图使用软件 NTSYS 2.10e绘制. 

Fig. 3  The UPGMA clustering results of the bacterial community from the phycospere on the attachment substances of Haliotis 
diversicolor Reeve 

1−34: The attachment substance samples of the corresponding days; dice coefficient means that the size of similarity among samples; 
cluster analysis was performed by NTSYS 2.10e software. 

 
富程度[24,26]; Pielou 指数用于测度群落中不同物
种多度分布的均匀程度[23,26]; Shannon指数常用于
评价群落的多样性, 能体现群落内种群数和种群
间个体分配的均匀性[21,27], 是 Margalef 和 Pielou
指数的综合体现; Simpson指数侧重于反映优势种
群的优势度, 该指数反映群落中的常见种而弱化
稀有种[22,28]。 

根据 DGGE图谱中条带的数量与灰度计算各
多样性指数结果如图 4。图 4a中 Shannon指数变
化不大, 维持在 3.409~3.795, 说明藻际细菌维持
着较高且较为稳定的群落多样性 ; 育苗前期
Shannon指数逐渐增加, 第 8 天后稍有回落, 之后
处于平稳状态, 期间出现 2 个较小的低值(13 d 和
23 d), 但 1~2 d后恢复平稳, 到鲍幼体剥离前期(29 
d)Shannon 指数开始下降, 多样性降低。图 4b 中
Simpson指数表现为与 Shannon指数变化相反的趋
势, 即Simpson指数随着细菌群落多样性的降低而
增大; 其值在 0.025 8~0.041 8, 表明细菌种群优势
度低, 无明显优势种群。图 4c 中 Margalef 指数为

5.727~7.446, 可见藻际细菌群落中物种较丰富 , 
而变化曲线的升降说明细菌种群处于动态变化中。

而图 4d可知 Pielou指数在 0.903~0.956, 各群落整
体均匀程度高, 虽在 13、23 和 32~34 d时均匀度
有所降低, 但变化的幅度较小。另外, 在桡足类大
量暴发期间, 分别于 16 d、22 d和 33 d施加了浓
度为 2×10−3 g/L的敌百虫, 从 Shannon指数的变
化看, 这一浓度的敌百虫对细菌多样性的影响不
明显。 

3  讨论 

杂色鲍育苗过程中, 多种藻类固着在附着基
上生长与繁殖, 逐渐形成多样性丰富而相对稳定
的藻类群落。藻类种群分泌大量特异的胞外产物

为附着基上藻际细菌提供了营养物质及抑菌或杀

菌的物质, 进而导致种类相对稳定的优势藻际细
菌迅速繁殖(图 4b); 有研究推测不同藻类分泌的
特异胞外产物(如碳水化合物、脂类、肽类、微囊
藻毒素[29]、褐藻糖胶[30]、β-葡萄糖苷酶及几丁质
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图 4  杂色鲍附着基藻际细菌的多样性指数 
a. Shannon指数变化曲线; b. Simpson指数变化曲线; c. Margalef指数变化曲线; d. Pielou指数变化曲线. 各多样性指数结果由

软件 PAST根据公式计算得出, Shannon指数 H=− lni iN N
N N
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, Simpson指数 C=
1

S
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∑

2
iN
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⎜ ⎟
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, Pielou指数 J=H/lnS, Margalef指数

R=(S-1)/lnN, 其中 Ni为第 i条带的灰度值, N为样品的所有 DGGE条带的灰度值之和, S为每个样品的条带数.  
Fig. 4  The diversity index of bacteria in the phycospere of the attachment substances of Haliotis diversicolor Reeve 

a. the change curve of Shannon index; b. the change curve of Simpson index; c. the change curve of Simpson index; d. the change curve of Pielou 

index. The diversity index results was performed with PAST software by its equation, Shannon index H= − lni iN N
N N
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, Simpson index 
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∑
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, Pielou index J=H/lnS, Margalef index R=(S−1)/lnN, where Ni is the grayscale of the DGGE band and N is the sum of 

all grayscale of the sample’s DGGE bands, S is the number of DGGE bands. 
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酶 [31]等)是造成藻际细菌群落组成差异的主要原
因之一[32–33]。同时, 细菌所产生的胞外产物(维生
素、生长因子、酶类和毒素等)能促进或抑制藻类
的生长及改变藻类的生理特征[34–35]。在藻类与细

菌的相互影响下, 附着基的藻际环境中形成了稳
定而复杂的藻类群落和藻际细菌群落。但是, 从
DGGE 图谱来看(图 2a), 泳道中条带的位置存在
差异, 说明藻际细菌的群落结构在发生变化。研
究者发现藻际细菌与周围自由生活细菌的群落组

成存在明显差异, 对硅藻与藻际细菌的相关性分
析认为, 藻际细菌群落组成的变化与硅藻的种类
及丰富度有很大关系[36–37]; 而在附着基上, 某些
具有运动能力或固着强度较弱的藻类, 受自身或
水体流动的影响, 不断处于浮游或固着的动态过
程中, 这将在一定程度上影响藻类群落结构; 另
外, 原生动物的活动也有可能影响藻类种群的稳
定[38]。同时, 藻际细菌群落因受藻类群落稳定性
及水质因子[39]的影响也将呈现一定的变化。 
由聚类和多样性分析结果(图 3, 图 4)可见, 

不同样品间总体呈现较为稳定的连续性变化, 说
明鲍育苗附着基上的藻际细菌群落变化是稳定而

缓慢的, 这与理论分析是一致的。但从多样性分
析结果来看, Shannon指数曲线出现了 3个变化较
大的时间点(13 d、23 d和 33 d), 说明此时细菌群
落在优势度、丰富度和均匀度方面发生了较大变

化。根据实验过程中观察到的藻类生长状况分析, 
23 d和 33 d的变化可能与附着藻类减少有关。23 d
时, 由于附着基上大部分藻类老化或受敌害生物
桡足类活动影响, 肉眼可见藻类成片脱落漂于水
面, 附着基颜色变浅, 进而使得相应的藻际细菌
随藻类脱落, 最终导致细菌群落多样性的降低。
而实践中针对藻类脱落的情况给育苗池施加单细

胞藻类生长素后, 附着基上的藻类迅速恢复生长, 
使得细菌群落多样性也迅速恢复到原有水平(图
4a); 同时, 施用单细胞藻类生长素后新生长藻类
的种类可能与之前存在较大差异, 进而引起藻际
细菌群落结构发生相应变化, 从而聚类结果显示
24～34 d样品与其他 2个大支的距离较远(图 3)。
育苗前期, 鲍幼体食量小且活动能力弱, 对藻际

细菌多样性的影响小。但是, 由于剥离前期鲍幼
体摄食量的增长会导致附着基硅藻多样性降低 , 
种类组成减少[40], 由此判断, 33 d 藻际细菌群落
多样性的降低可能与鲍幼体摄食量增加有关。随

着鲍幼体食量和活动能力的增大, 附着基上留下
较为清晰的摄食轨迹, 藻际细菌群落也因此受到
影响, Shannon指数也达到监测期的最低值(3.409, 
图 4a)。 
研究发现, 稳定发展的藻类群落培养的鲍幼

体存活率较高[41], 这可能与藻际环境中的藻类及
藻际细菌有关。首先, 不同藻类为幼体提供的营
养成分存在差异, 这将在一定程度上影响鲍幼体
的活力与免疫力; 其次, 鲍肠道中的部分细菌直
接或间接来自其生活环境[42], 而苗期幼体的肠道
菌群与附着基藻际细菌的关系则更为密切, 且稳
定发展的藻类群落其周围的藻际细菌也相对稳定, 
进而可能维持苗期幼体肠道内菌群的平衡, 减少
幼体受细菌性病害的威胁。因此, 鲍苗培育过程
中, 维持附着基藻类的稳定发展是尤为必要的。
作者发现, 控制光照强度、进水口水流速度、加
氧泵气流的大小、桡足类的活动以及合理使用单

细胞藻类生长素等可防止藻类老化死亡。 
本研究利用 PCR-DGGE 技术研究了杂色鲍

苗期附着基上藻际细菌群落的动态变化规律, 发
现鲍幼体附着基上的藻际细菌群落多样性丰富 , 
群落结构较为稳定, 但人为添加藻类生长素以及
剥离前期的鲍幼体对藻类的大量摄食会对藻际细

菌群落多样性产生较大影响。研究结果可为鲍的

科学育苗与健康养殖提供一定参考, 为进一步深
入研究环境变化与鲍苗期细菌性病害的关系打下

良好基础。 
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Analysis of the bacterial community in the phycospere of the attach-
ment substances of larval abalone (Haliotis diversicolor Reeve) by 
PCR-DGGE  
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Abstract: The attachment substances are used by larval abalone (Haliotis diversicolor Reeve) during their early 
ontogeny. The bacteria in the phycospere on the surface of the attachment substance has a significant impact on the 
growth of the larvae. Up to now, little is known about the bacterial diversity in the phycospere on the adhering 
substance. We collected the attachment substance from seedling Haliotis diversicolor Reeve and analyzed the 
bacterial community diversity and variation in the phycospere by PCR-DGGE. The bacterial community structure 
in the phycospere changed over time. Although there was considerable similarity in the community between adja-
cent days (Dice coefficient Cs: 80.9%–96.1%) there was a significant difference between early stage and late stage 
seedlings. Analysis of the diversity index revealed an increase in the richness of the bacterial diversity of the 
phycospere in early stage seedlings, and diversity was maintained thereafter. The bacterial diversity index re-
mained within a given range because of the influence of algae growth and abalone feeding activity. Our results 
provide a theoretical basis for scientific breeding and healthy aquaculture of abalone, and lay a foundation for 
further study of the relationship between environmental changes and bacterial diseases of larval abalone. 
Key words: PCR-DGGE; bacteria in phycospere; bacterial diversity; Haliotis diversicolor Reeve; attachment sub-
stances 
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