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摘要：目的 对我国渤海、黄海、东海和南海海域的港口进行微观生物污损调查。方法 在天津、青岛、宁

波、湛江和三亚的港口进行实海挂样试验，通过染色、封装、显微观察、计数等方法，对我国沿海从北到

南五个港口微观生物的初期污损进行调查。结果 通过玻片实海浸挂和荧光显微观察法，建立了一种生物污

损初期附着状况的试验调查方法。微观生物污损主要以细菌和硅藻为主，在样片浸入海水后的数小时内，

表面即附着微观生物。不同港口的挂片表面所附着的生物量存在差异，实海挂片 24 h 后，样片表面附着的

细菌数量约为 100~300 cells/mm2，微藻数量约为 10~60 cells/mm2。在相同试验周期内，水温较高海域收集

到的样片表面的生物量较大。随港口纬度的升高，样片表面的生物量减少。结论 我国沿海海港的微观污损

生物均以细菌和硅藻为主，初期生物附着量受港口所处纬度影响，五个港口一天内的微观生物附着量均大

于 10 cells/mm2。 
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Investigation on Initial Fouling of Microscopic Organisms in Several Harbors of China 

ZHENG Ji-yong, SUN Zhi-yong, QIU Ri, HOU Jian, WANG Li, ZHANG Jin-wei, LIN Cun-guo 
(State Key Laboratory for Marine Corrosion and Protection, Luoyang Ship Material Research Institute, Qingdao 266237, China) 

ABSTRACT: Objective To investigate the microscopic biofouling of representative ports in the Bohai Sea, Yellow Sea, East 

China Sea and South China Sea. Methods In the ports of Tianjin, Qingdao, Ningbo, Zhanjiang and Sanya, the field exposure 

experiment of samples was carried out. The initial biological pollution of coastal ports from north to south was studied by stain-

ing, encapsulation, microscopic observation and counting. Results A new test method for investigation of the initial attachment 

status of biofouling was established by field immersion of slide and microscopic observation of fluorescence. Microscopic bio-

fouling was dominated by bacteria and diatoms. Microscopic organisms were attached to the surface within a few hours after the 

samples were immersed in seawater. The biomass attached to the surface of the hanging slices of different ports was different. 

The number of bacteria and microalgae on the surface of the samples was about 100-300 cells/mm2, and 10-60 cells/mm2 re-

spectively after 24 hours of immersion in the sea. In the same exposure period, the biomass attached to the surface of the hang-

ing slices in seawater with higher temperature was higher. As the latitude of the port increased, the biomass on the surface of the 

slices decreased. Conclusion Bacteria and diatoms are the main initial fouling of microorganisms in the coastal seaports in 

China. The biomass attached in the early stage is affected by the latitude of the port. The bioaccumulation of microorganisms in 

the five seaports within one day is more than 10 cells/mm2. 
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海洋中生物繁多，其中一类生物营固着生活，在

固体表面摄食和繁衍。如果固体表面是人工设施，如

渔网渔具、船舶、海上石油平台等，此类生物即被称

为污损生物，其附着将影响人工设施的性能和安全。

就海洋船舶而言，由于长期航行于海洋环境，不可避

免地面临着海洋附着生物的着陆和侵袭。若是在船体

表面、螺旋桨以及海水管系等部位大量附着了污损生

物，则会使船舶航行阻力增大、机动性降低、管道堵

塞等，进而带来严重危害[1]。如果不进行防护，船舶

下水几天即可附着微生物，形成初期污损生物膜，航

行阻力提高 20%。当藤壶等硬质污损产生后，航行阻

力提高 50%，能源消耗增加 40%，航运成本增加

77%[2]。 

海水中微生物、植物和动物在材料表面的附着和

繁殖，并带来危害的现象，即为海洋生物污损（marine 

biofouling）[3]。全球报道的污损生物种类超过 4000

种，一般生活在浅水区或者可以提供营养的海湾。污

损生物种类多样，因海域和水文状况的不同，污损生

物的种类组成、附着季节和附着量存在很大差异。常

见的污损生物（fouling organism）大约有 200 种，有

藻类、尤介虫、藤壶、海鞘、水螅、外肛动物、双壳

类等。 

船舶表面的生物污损主要发生在停泊期间及航

速较低时。船舶航行时，处于运动状态，受水流冲刷

作用，生物附着需要克服更大的剪切力，即便附着也

容易在水流冲刷下脱落。在港口中停泊的船舶更容易

附着污损生物，一方面，因为船舶停止时，生物不受

水流的冲击，更容易附着牢固；另一方面，港口内营

养丰富，生物量大，更容易形成生物群落。因此，对

港口区海水中的生物污损行为进行调查研究具有重

要意义。 

生物污损过程通常分为两个阶段，即微生物污损

阶段和大型污损生物污损阶段。在微生物污损阶段，

固体表面先被蛋白质等有机质分子覆盖，在数分钟的

短时间内即可形成最初的条件膜。随后，微生物的胞

外产物分泌，并且粘附，附着不可逆，且较为牢固。

接着，微生物繁殖扩增，逐步形成较厚生物膜，随着

膜系统发育并逐步成熟，牢固吸附在基底材料表面。

微生物膜形成后，附着生物种类增加，并逐步变厚，

达到大型污损生物污损阶段。大型藻类的孢子、无脊

椎动物的幼虫等开始附着，并逐渐长成成体，形成一

种垂直分布的复杂生态系统，各种污损生物混合在一

起，大型和小型污损生物繁殖，并随季节交替演变，

形成污损生物群落。在生物污损发生和发展过程中，

微观污损生物的附着对整个污损生物群落的形成具

有重要奠基作用，很大程度上影响着后续其他污损生

物附着和生长[4-9]。 

由此，调查微观污损生物附着发生过程对掌握生

物污损的进程具有重要意义。微观污损生物是指一群

个体微小、结构简单、生理类型多样的单细胞或多细

胞低等生物在固体材料表面的附着。这类生物包括属

于原核生物类的细菌、放线菌、支原体、立克次体、

衣原体和蓝细菌，属于真核生物类的真菌（酵母菌和

霉菌）、原生动物和显微藻类，以及属于非细胞生物

类的病毒、类病毒和朊病毒[10]。现有微观污损生物的

观测主要采用 GB/T 12763.6 中微生物调查及相关方

法[11]，包括表面采样、扩增培养、显微观察、染色计

数、平板计数等步骤和方法。 

文中分别在天津、青岛、宁波、湛江和三亚的港

口，进行样片的实海暴露实验，通过染色、封装、显

微观察、计数等方法，对我国沿海从北到南几个港口

的初期生物污损进行调查，探讨不同港口中的固体表

面初期生物污损情况。 

1  实验方法 

1.1  样品染色 

固定液：固定剂为戊二醛，用 pH7.2 的 PBS 缓

冲液稀释至 3%。PBS 冲洗液：NaCl 8 g、KCl 0.2 g、

Na2HPO4 1.42 g、KH2PO4 0.27 g，定容到 1L。染色剂：

DAPI（蓝色荧光染料，340~364 nm 激发，454~488nm

发射，染细胞核，与双链 DNA 结合后产生比强 20

倍的荧光）。采用蒸馏水配备 1 mg/mL 的储备液，用

冻存管分装，一管 1 mL，20 ℃保存。工作液质量浓

度为 1~10 μg/mL，在 4 ℃避光保存。用一次性过滤

器过滤，按 1~2 mL 量分装于 1.5~2 mL 小离心管中，

在20 ℃冷冻保存，备用。临用前取小管储存液解冻

后稀释成 10 μg/mL（1 mL储备液加入 20 mL蒸馏水），

并用 0.2 μm 一次性过滤器过滤，配置成工作溶液。 

1.2  实海挂样 

实验方法参照标准：GB/T 12763.6—2007《海洋

调查规范第 6 部分：海洋生物调查》微生物调查和污

损生物调查[11]。试验主要分为两部分：海上采样和室

内分析。采样方式为挂片定点连续观测法，基本过程

如下：海上挂样—定期取样—样品处理—鉴定计数—

室内分析—样品保存—计算统计、资料整理和调查报

告编写。 

微观污损生物附着过程试验方法：每组试样装配

如图 1 所示，每个最小单元由 3 个载玻片组成，并排

放置，用防水胶带和固定夹固定，用尼龙线垂直悬挂

在浮体上，距离水面 1 m 处放样。挂放 96 h，期间定
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期取出挂片上的载玻片，封样待测。每次取 4 个单元，

共处理 12 个载玻片。 
 

 
 

图 1  挂片组装图 

 

1.3  显微观察和计数 

采样每次取 3 片单元挂片，用现场海水轻漂洗。

采用戊二醛固定液固定 30 min。样品应在采样后 2 h

内处理、分析，若暂存在冰箱保存，不超过 24 h。用

注射器吸取 DAPI 工作液，套上 0.2 μm 无菌滤器，滴

加 1 mL 染色液，使其盖满载玻片，并染色 5~10 min。

然后用 PBS 冲洗液漂洗。在载玻片表面加一滴无荧

光镜油，盖上载玻片，两片之间不能有气泡，用指甲

油密封盖玻片四周，制片在 20 ℃下可保存数月，但

以立即计数为宜。 

1）细菌总数计数：采用 DAPI 染色直接计数法，

在荧光显微镜（Leica DM2500）下使用紫外光激发，

400 倍放大，随机取 20 个视野。计算具有细菌形态

并呈亮绿色的细胞数，每个样品至少计数 300 个菌

体。每次加测空白制片，视野中不得出现 1 个以上

细菌。 

2）微藻总数计数：在荧光显微镜下使用紫外、

绿光或蓝光激发，400 倍放大，随机取 20 个视野。

具有光亮桔黄色荧光的是含藻红蛋白的聚球藻细胞，

呈砖红色荧光的是含叶绿素的光合真核生物细胞，计

算单位面积的数量。 

3）微观生物覆盖度：以细菌和微藻在视野中所

占面积比例作为微观污损生物覆盖度，以作为反映微

观污损生物附着或聚集的状态。 

1.4  调研方法 

调研港口由北向南依次为：天津港、青岛港、宁

波大榭岛港口、湛江港、三亚港口。调研时间为 5—6

月份。微观污损生物附着调查实海挂片照片如图 2 所

示。制样时，采用载玻片，3 个一组，用防水自粘胶

带固定。挂样时，用尼龙线穿过样品，悬挂在水下 1 m

处。封样时，采用指甲油密封盖玻片四周，防止附着

的微观生物泄漏和变干。 
 

 
 

图 2  微观污损生物附着调查实海挂片照片 
 

2  结果及分析 

2.1  典型微观污损生物及其附着过程 

在青岛港进行了实海挂样试验，并按照 1、2、3、

4、5、6、26、96 h 进行了定期取样。经染色和显微

观察计数，获得了不同挂样时间的微观污损生物附着

量。建立的微观污损生物实海调查方法行之有效，样

片表面附着的微生物可以很好地保持原貌。经固定和

封存后，2 天内观察没有损失，这样就保证了不同海

域的样片经实海挂片取样后的运输时间，确保了试验

的稳定性和准确性。镜检发现，样片上主要为细菌和

微藻两类微观污损生物，其中微藻以硅藻为主，同时

还发现有少量原生动物，如图 3 所示。 
 

 
 

图 3  青岛港实海挂片 96 h 后表面附着的典型 

生物荧光显微照片 

 
青岛港中实海挂片 1、2、3、4、5、6、26、96 h



·4· 装 备 环 境 工 程 2019 年 4 月 

 

后分别取样，经显微计数后发现，即便仅在海水中浸

泡 1 h 的样品表面，也附着了微观污损生物。由此可

见，生物附着在样片浸海 1 h 内就已发生，这与实海

环境中生物种类和数量多有关。种类多则不缺乏固体

表面附着适应性强的种类，数量多则单位空间中的密

度大，因此在挂样后不久就有适应快、附着性强的微

观生物进行附着。之后，随着时间的延长，样片表面

附着的生物数量逐渐由少量增长到快速增多，特别是

6 h 后，样片表面的附着量增加 1 倍左右。一方面与

新附着生物的数量增多有关，一方面与最初附着的微

生物开始分裂繁殖有关，因此数量增多，达到一定的

稳定状态。直到 96 h 时，生物量达到最初的 1 倍以

上，如图 4 所示。 
 

 
 

图 4  青岛港实海挂片表面附着的细菌数量 

随时间变化曲线 

 

2.2  不同港口的微观污损情况 

对天津、青岛、宁波、湛江、三亚五个不同海域 

的港口，分别进行了微观污损生物调查。发现不同港

口的微观生物状态存在较大差异。天津港实海挂片

24 h 后（如图 5 所示），样片表面附着有大量细菌，

有少量的微藻，细菌以球形菌为主，也发现有少量长

杆菌。细菌数量平均为 113 cells/mm2，微藻数量平均

为 14 cells/mm2，微观生物覆盖度为 11.6%。 

青岛港实海挂片 24 h 后（如图 6 所示），样片表

面附着有大量细菌，有少量的微藻。细菌以球形菌为

主，细菌数量平均为 140 cells/mm2，微藻数量平均为

22 cells/mm2，微观生物覆盖度为 12.5%。 

宁波大榭岛海域实海挂片 24 h 后（如图 7 所示），

样片表面附着有大量细菌和微藻。细菌以球形菌为

主，微藻以舟形硅藻为主，也有链状藻。同时发现样

片表面有大量不规则颗粒物，经荧光染色后不发光，

为泥沙微粒沉积在样品表面，这与宁波大榭岛海域泥

沙较多有关。细菌数量平均为 220 cells/mm2，微藻数

量平均为 51 cells/mm2，微观生物覆盖度为 17.1%。 

湛江港口实海挂片 24 h 后（如图 8 所示），样片

表面附着有大量细菌和微藻。细菌有球形菌、弧菌和

丝状菌，微藻主要为舟形藻、球形藻和丝状藻，也发

现有螺旋状藻，并呈现一定的聚集状态，种类较多。

细菌数量平均为 241 cells/mm2，微藻数量平均为 24 

cells/mm2，微观生物覆盖度为 22.5%。 

三亚实海挂片 24 h 后（如图 9 所示），样片表面

附着有大量微藻和细菌。微藻主要为舟形藻、链状藻，

种类较多，数量大，细菌主要有球形菌。细菌数量平

均为 297 cells/mm2，微藻数量平均为 84 cells/mm2，

微观生物覆盖度为 37.6%。 

 

 
 

图 5  天津港实海挂片 24 h 后微观污损生物荧光显微照片（400 倍紫外激发） 
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图 6  青岛港实海挂片 24 h 后微观污损生物荧光显微照片 

 
 

 
 

图 7  宁波大榭岛海域实海挂片 24 h 后微观污损生物荧光显微照片 

 
进行实海港口调查试验的五个选点，分布于我国

沿海，自北向南，代表了我国渤海、黄海、东海、南

海四大海域的不同港口，也代表了我国温带、亚热带、

热带的不同分布港口。调查试验的港口分布较广，对

比分析不同港口的微观污损生物数量。从图 10 可以

看出，在试验的周期内，实海挂片 24 h 后，样片表

面附着的细菌数量约为 100~300 cells/mm2，微藻的数

量约为 10~60 cells/mm2 ，微观生物覆盖度约为

10%~40%。随着纬度的减少，生物量有增加的趋势。

这与海水温度的增加有一定关系，海水温度高的港

口，微观污损生物的生长和繁殖速度更快，相同时间

内，观测到的生物量也会更多。可见海水温度对污损

生物的附着量有一定的相关性，这与观测到的宏观污

损生物附着情况一致，即温度高的南海海域港口的污

损生物量相对温度低的渤海海域港口具有更高的生

物量。 
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图 8  湛江港实海挂片 24 h 后微观污损生物荧光显微照片 
 

 
 

图 9  三亚海域实海挂片 24 h 后微观污损生物荧光显微照片 
 

 
 

图 10  不同海域港口微观污损生物附着量对比 

3  结论 

1）对我国由北向南五个港口的微观污损生物初

期附着进行了实海挂片调查，发现微观生物污损主要

以细菌和硅藻为主。 

2）实海挂片 24 h 后，样片表面附着细菌数量约为

100~300 cells/mm2，微藻的数量约为 10~60 cells/mm2，

微观生物覆盖度约为 10%~40%。 

3）不同港口的挂片表面所附着的生物量存在差

异，随港口纬度的升高，样片表面的生物量减少。 
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4）建立了一种生物污损初期附着状况调查的试

验方法，可有效固定和封存，保持微观污损生物初期

附着状态。 
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