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摘要: 生物絮团的群落结构特征与其营养类型密切相关, 并与系统水质相互影响。本研究应用高通量测序技术研究

了凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)养殖系统中异养、自养型生物絮团的微生物群落结构特征, 讨论了絮团微生物

与养殖水环境的相互作用。群落结构分析表明, 异养、自养型生物絮团的优势门类均为变形菌门(Proteobacteria, 相

对丰度占比 24.2%~70.45%)、拟杆菌门(Bacteroldota, 相对丰度占比 8.45%~28.09%); 属水平上, 对构建生物絮团骨

架起重要作用的亮发菌属(Leucothrix)相对丰度在两种生物絮团间无显著差异(P>0.05); 此外, 注释为硝化螺旋菌

门(Nitrospirota)的 OTU 仅存在于自养絮团。功能基因预测分析表明, 自养型生物絮团 amoA、amoB 等硝化基因的

丰度(0.17%, 0.20%)明显高于异养型生物絮团(0.10%, 0.09%)。絮团微生物组成的变化改变了水体氮循环路径, 造成

氨氮、亚硝酸盐、硝酸盐浓度的不同, 并受到水质差异的反作用。生物絮团的营养类型对对虾特定生长率无显著

性影响。结论认为: 与异养型生物絮团相比, 自养型生物絮团硝化细菌和硝化基因的丰度、多样性明显升高, 微生

物组成与功能更加合理, 能有效控制养殖水质, 维持养殖系统的平衡与良性发展。 
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通过控制碳氮比来调节水体微生物组成, 利

用不同微生物对氮的转化来调控养殖水质的生物

絮团技术 , 已成为水产养殖领域重要的研究课 

题[1-2]。在利用生物絮团进行对虾养殖的实践中, 

需要补充大量碳源 , 保证水体碳氮比足够高

(C/N≥15), 使微生物能充分生长并同化氨氮, 从

而净化水质[3-5]。但大量添加碳源也造成养殖成本

过高、水质不稳定等问题[6]。研究发现, 应用生物

絮团技术养殖对虾的过程中, 除异养细菌同化氨

氮外, 也存在自养细菌通过硝化作用降解氨氮的

机制。相比于异养型生物絮团, 硝化作用为主的

自养型絮团有溶解氧和碳源需求低、使养殖水质

更稳定等优势, 因而逐渐受到研究者关注[7]。但自

养细菌生长缓慢, 难以快速发挥作用[8]。研究表明, 

若预先培育自养硝化型生物絮团, 待其成熟后进

行对虾养殖, 可获得良好效果 [8]; 而若在自养硝

化型絮团培育过程中进行对虾养殖, 则水质不稳

定, 成活率不高[9]。 

目前, 国内有学者对前期异养同化、中后期

自养硝化的生物絮团系统进行了初步研究[10-12]。

谭洪新等[11]将养殖过程分为 3 个阶段, 逐阶段降

低碳源补充量, 发现养殖后期亚硝酸盐浓度低于

前期, 最优势菌群为变形菌门; 韩天骄等[12]以红

糖作为补充碳源养殖凡纳滨对虾 (Litopenaeus 
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vannamei), 30 d 后停加红糖并继续养殖 28 d, 发

现停加碳源对氨氮、亚硝酸盐、硝酸盐浓度变化没

有显著影响, 但停加组饲料氮利用率更高。这些研

究多集中于水质变化、氮收支等, 未对絮团微生物

做深入细致的分析。但水质变化、氮收支等方面差

别的根本原因是絮团微生物群落结构的差异[13]。差

异化的微生物改变了水体氮循环路径, 进一步造成

水质、氮收支的不同, 同时水质等因子也对微生物

结构、功能形成反作用[14]。因此, 有必要对絮团微

生物及其与水质的关系进行深入研究。 

本研究应用自养型及异养型生物絮团养殖凡

纳滨对虾, 采用高通量测序技术分析自养型及异

养型絮团微生物的差异, 结合养殖水质、絮团生

长、对虾收获等因素, 解析养殖水环境与絮团微

生物间的相互影响, 以期为生物絮团养殖凡纳滨

对虾提供理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  实验设计 

实验于山东省乳山市聚鑫养殖场进行, 共持

续 56 d (2020 年 7 月 16 日至 2020 年 9 月 9 日)。

试验设置对照(CON)、异养(HETE)、自养(AUTO) 

3 个处理组, 每组 3 个重复, 共 9 个养殖桶(聚乙

烯材质, 上内径 0.80 m, 下内径 0.72 m, 高 0.6 m, 

使用容积 200 L)。养殖用水为砂滤海水(盐度约

28)。实验开始前 5 d 进行生物絮团预培养[9], 待

水色棕黄、可见明显絮状物时放入虾苗, 实验正

式开始。实验期间, 选取蔗糖(含碳量 40.69%, 含

氮量 0.76%)为外加碳源, 异养组养殖全程均补充

碳源, 保证水体碳氮比≥15。自养组养殖前期补

充碳源 , 补充量同异养组; 水质稳定后(三日内 , 

氨氮浓度变化不超过 5%)停止添加碳源, 促使絮

团向自养型转变。每日 9:00 称取碳源, 溶解于养

殖水后泼洒入养殖桶。对照组只投喂饲料而不添

加碳源, 每日换水 20%保证水质稳定。 

选取同一生长阶段的健康对虾作为实验对

象。对虾初始体长(6.82±0.13) cm, 初始体重(4.75± 

0.11) g, 养殖密度为 200 尾/m3。饵料为正大集团

对虾配合饲料(粗蛋白含量 42%, 含碳量 43.43%, 

含氮量 8.36%), 每日 6:00、10:00、14:00、18:00、

22:00 投喂 5 次, 投喂量根据对虾体长变化进行调

整: 体长 6~10 cm 时, 占体重的 3%~4.5%; 体长大

于 10 cm 时, 占体重的 2%~3%[15]。所有系统全天曝

气, 保证溶氧充足且水体搅动充分。自养、异养

组养殖期间不换水, 只补充蒸发损失的水分。 

1.2  微生物分析 

实验结束后, 每个养殖桶取水样 0.5 L, 对照

组取得水样记为 a1、a2、a3; 异养组记为 b1、b2、

b3 (因 b1桶取样当天出现了对虾的突然大量死亡, 

故不将 b1 桶数据用于对虾生长及微生物分析); 

自养组记为 c1、c2、c3。水样带回实验室, 将絮

团抽滤富集到聚碳酸酯滤膜(0.45 μm, Millipore, 

MA, USA)上。使用 FastDNA® Spin Kit for Soil (MP 

Biomedicals, Santa Ana, CA, USA)提取样品基因

组 DNA, 通过 1%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量。 

采用细菌通用引物 515F (5ʹ-GTGYCAGCM- 

GCCGCGGTAA-3ʹ)、806F (5ʹ-GGACTACNVGGG- 

TWTCTAAT-3ʹ)对样品 16S rRNA 的 V3~V4 高变

区进行扩增, 反应体系为 20 μL, 扩增条件为: 95 ℃

预变性 5 min; 95 ℃变性 30 s, 55 ℃退火 30 s, 72 ℃

延伸 45 s, 循环 27 次; 72 ℃延伸 10 min, 冷却至

10 ℃。PCR 产物回收后使用 2%琼脂糖凝胶电泳

检测分析, 检查扩增效果。建库与高通量测序等

工作交由上海美吉生物医药科技有限公司完成。 

根据标记序列和扩增引物序列对测序原始序

列进行拆分, 得到各个样品的数据。去除引物和

标记序列后, 用 Flash 进行序列拼接, 用 fastp 进

行检测与过滤。去除单序列后, 使用 Uparse 软件

将有效序列以 97%的一致性聚类为 OTU, 用 RDP 

Classifier 算法对 OTU 代表序列与 Silva_138 16S 

rRNA 数据库进行比对分析与物种注释。 

1.3  水质与对虾指标测定 

养殖期间, 每 4 d 取水样 1 次, 迅速运回实验

室测定总氨氮、亚硝酸盐、硝酸盐、正磷酸盐、

化学需氧量、总悬浮颗粒物、絮团体积, 取样时

间为上午 8:00~9:00, 测定方法参照《海洋监测规

范第 4 部分: 海水分析》(GB 17378.4-2007)。每天

上午 8:00~9:00, 采用 YSI 多参数水质分析仪现场

监测水温、溶解氧、pH。实验结束后排干养殖水

收获对虾, 测定体长、体重, 计算存活率、增重率、
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特定生长率、单位产量。计算公式如下:  

存活率 (%)＝100×(终末存活尾数 /初始放养 

尾数);  

增重率(%)＝100×(终末体重−初始体重)/初始

体重;  

特定生长率(%)＝100×(ln终末体重−ln初始体

重)/饲养时间;  

单位产量(g/m3)＝终末体重×终末存活尾数/

养殖水体积。 

1.4  统计分析 

采用 Microsoft Excel 软件对水质、对虾数据

进行统计分析, 数据以平均值±标准差( x±SD)表

示。使用 IBM SPSS Statistics 25.0 软件进行单因

素方差分析, P<0.05 时, 认为差异显著。物种组成

分析、功能基因预测分析、冗余分析及其可视化

通过 R 语言的 vegan 和 ggplot2 包以及上海美吉生

物医药科技有限公司 I-sanger 云平台完成。 

2  结果与分析 

2.1  不同系统絮团微生物群落结构特征 

2.1.1  微生物群落物种组成分析  对 OTU 进行

比对注释后, 共得到 30 个门, 447 个属, 667 个种。

图 1 显示了门水平上组别与物种之间的关系。在

此分类水平上, 不同组物种组成较为相似, 其中相 

 

 
 

图 1  异养及自养生物絮团凡纳滨对虾养殖系统絮团微生物门水平物种组成 

Fig. 1  Composition of the biofloc microbial community in Litopenaeus vannamei culture systems at phylum level 
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对丰度较高的门分别是变形菌门 (Proteobacteria, 

24.2%~70.45%)、拟杆菌门(Bacteroldota, 8.45%~ 

28.09%)、Patescibacteria (4.92%~37.81%)、绿弯菌

门(Chloroflexi, 4.82%~21.15%)、放线菌门(Actina-

bacterioia, 1.09%~9.15%)和浮霉菌门(Planctomyc-

etota, 1.3%~13.22%), 这 6 个门相对丰度之和达到

90%以上。单因素方差分析(one-way ANOVA)检验

表明, 3 个菌门在各组的相对丰度存在显著性差

异。异养组和自养组绿弯菌门相对丰度显著高于

对照组, 厚壁菌门(Firmicutes)相对丰度显著低于

对照组(P<0.05), 自养组有一未分类菌门的相对

丰度极显著高于其余 2 组(P<0.01)。 

图 2 显示了相对丰度前 35 的属水平物种组

成。相对丰度较高的属主要是红杆菌科未定属

(unclassified_of_Rhodobacteraceae, 3.01%~32.79%)、

TM7a (5.25%~17.69%)、亮发菌属(Leucothrix, 3.6%~ 

7.29%)等。不同组之间属水平物种组成存在差异: 

norank_of_Devosiaceae、Owenweeksia 在异养组的

丰度明显高于其余 2 组, Marivita 在自养组的相对

丰度明显低于异养与对照组。 

 

 
 

图 2  异养及自养生物絮团凡纳滨对虾养殖系统絮团微生物属水平物种组成 

Fig. 2  Composition of biofloc in the Litopenaeus vannamei culture systems at genus level 

 
2.1.2  功能基因预测分析  不同组微生物群落的

氮代谢相关基因丰度如图 3 所示。在各组中, 仍

然是以同化作用相关的基因(gltB、gltD、glnA 等)

有最高的相对丰度(58.7%~64.3%)。与硝化作用相

关的基因如 amoA、amoB 在自养组的丰富度

(0.17%, 0.20%)明显高于异养型生物絮团(0.10%, 

0.09%), 但部分反硝化功能基因、同化和氮固定

相关基因的丰度低于后两者。而对照组与异养组

在各个基因上的丰度差别均不大。 

2.1.3  微生物群落相似性分析  分析不同组之间
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共有及特有 OTU, 结果如图 4a。其中, 691 个 OTU 

(50.96%)为 3 组共有, 94、67、128 个分别为自养、

异养、对照组特有, 占比分别为 6.93%、4.94%、

9.44%。 
分析 691 个 3 组共有 OTU, 发现可以聚类为

28 个门(图 4b)。28 个门中, 相对丰度最高的是变

形菌门(43.68%), 这与上述物种组成的结果相对

应。对自养组特有的 OTU 分析发现, 自养组的 94

个 OTU 全部属于硝化螺旋菌门(Nitrospirota)的

Nitrospiria 和 Kapabacteria 两个纲, 进一步可以分 
 

 
 

图 3  异养及自养生物絮团凡纳滨对虾养殖系统絮团微生物功能基因预测 

Fig. 3  Functional gene prediction for biofloc microorganisms in the Litopenaeus vannamei culture systems 

 

 
 

图 4  异养及自养生物絮团凡纳滨对虾养殖系统絮团微生物物种相似性比较(a)与共有物种组成(b) 

Fig. 4  Similarity comparison (a) and shared species composition (b) of microorganisms of heterotrophic and  
autotrophic biofloc in Litopenaeus vannamei culture systems 
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为 Nitrospirales、Sneathiellales 等 9 个目, 其中又

以 Nitrospirales 丰度略高, 为 3.45%。 

2.2  水质、絮团及对虾生长差异 

实验期间 , 温度 (25~28 ℃)、溶解氧 (5.0±   

0.5) mg/L、pH (8.0±0.5)均保持在凡纳滨对虾生长

的适宜范围内。比较水质稳定后的部分水质指标, 

其结果如表 1 所示。自养、异养组氨氮浓度均显

著低于对照组(P<0.05), 而异养组氨氮浓度稍高; 

自养和异养组亚硝酸盐浓度显著低于对照组

(P<0.05); 自养组的硝酸盐浓度显著高于异养组

与对照组(P<0.05)。COD、正磷酸盐也存在显著

差异: 异养组 COD 显著高于其余 2 组, 对照组正

磷酸盐浓度显著高于其余 2 组(P<0.05)。此外, 异

养组与自养组的总悬浮颗粒物和絮团体积显著高

于对照组(P<0.05)。 
 

表 1  异养及自养生物絮团凡纳滨对虾养殖 

系统水质指标差异 

Tab. 1  Differences in water quality indicators between 
 Litopenaeus vannamei culture systems containing  

heterotrophic and autotrophic biofloc 
n=3; x±SD 

指标 
 index 

对照组  
CON 

异养组  
HETE 

自养组  
AUTO 

温度/℃ temperature 24.90±0.15 25.10±0.06 25.10±0.05

溶解氧/(mg/L) DO 5.08±0.11 5.56±0.47 4.97±0.35

pH 7.87±0.01a 8.26±0.02b 8.21±0.02c

硝酸盐/(mg/L) NO3
–-N 1.01±0.17a 0.08±0.01a 6.42±1.94b

亚硝酸盐/(mg/L) NO2
–-N 0.58±0.04a 0.02±0.00b 0.08±0.03b

总氨氮/(mg/L) TAN 3.34±0.74a 1.31±0.36b 0.72±0.13b

正磷酸盐/(mg/L) PO4
3– 0.06±0.024a 0.01±0.001b 0.003±0.001b

化学需氧量/(mg/L) COD 11.2±0.40b 41.60±4.51a 16.53±2.57b

总悬浮颗粒物/(mg/L) TSS 240±30.55a 550±145.29b 573.33±40.55b

絮团体积/(ml/L) FV 1.50±0.30a 47.50±5.28b 40.54±6.54b

注: 同行数据上标不同表示组间存在显著差异(P<0.05). 

Note: Values in each column with different superscripts are significantly 
different (P<0.05). 

 

不同养殖方式下, 对虾生长表现的差异如表

2 所示。可以看出自养组终末体长、终末体重、

特定生长率、单位产量均稍大于其他两组, 而对

照组终末体重、增重率、特定生长率显著低于其

他 2 组(P<0.05), 终末体长、存活率没有显著差异 

(P<0.08)。 

2.3  细菌群落与水质变化相关性分析 

对表 1 列出的环境因子作方差膨胀因子分析, 

并过滤掉 VIF 值大于 10 的因子, 剩下硝酸盐、亚

硝酸盐、正磷酸盐、COD、总悬浮颗粒物 5 个因

子。经 Monte Carlo 置换检验, 发现亚硝酸盐、

COD 与细菌群落有极显著的相关性, 其 P 值分别

达到 0.003、0.001。用上述 5 个因子与微生物数

据作属水平的冗余(RDA)分析, 结果如图 5 所示。 
 

表 2  异养及自养生物絮团养殖凡纳滨对虾的生长表现 

Tab. 2  Growth performance of Litopenaeus vannamei  
cultured with heterotrophic and autotrophic biofloc 

n=3/2; x±SD 

指标 
index 

对照组 
CON 

异养组 
HETE 

自养组 
AUTO 

终末均体 

长/(cm) FL 
11.10±0.15 11.10±0.25 11.53±0.13 

终末均体 

重/(g) FW 
18.39±0.21b 21.58±0.36a 22.18±0.69a 

存活率/(%) SR 80.00±3.78 69.67±2.03 76.00±5.29 

增重率/(%) WR 289.47±8.64b 344.95±12.43a 367.04±19.54a 

特定生长 

率/(%/d) SGR 
2.72±0.05b 2.98±0.03a 3.10±0.06a 

单位产量/(g/m3) 2205.79±102.05b 2255.11±65.63ab 2528.90±101.65a

注: 同行数据上标不同表示组间存在显著差异(P<0.05). 

Note: Values in each column with different superscripts are significantly 
different (P<0.05).  

 

 
 

图 5  异养及自养生物絮团凡纳滨对虾养殖系统 

絮团微生物 RDA 分析 

对照组: a1-a3; 异养组: b2-b3; 自养组: c1-c3. 

Fig. 5  Redundancy analysis (RDA) of heterotrophic and  
autotrophic biofloc microorganisms in the Litopenaeus  

vannamei culture systems 
CON: a1-a3; HETE: b2-b3; AUTO: c1-c3. 



870 中国水产科学 第 29 卷 

 

8 个样本分为 3 簇, 每组各一簇。对照组的一簇聚

集较为紧密, 主要受到正磷酸盐、亚硝酸盐的影

响; 自养组的一簇主要受硝酸盐的影响; 异养组

只有 2 个样本点, 主要受到 COD 的影响。 

3  讨论 

3.1  物种组成差异性 

研究发现, 变形菌门、拟杆菌门在各组中都

占绝对优势。对各种模式的养殖水体来说, 变形

菌门广泛分布且往往成为最优菌群[16], 在生物絮

团模式中, 变形菌门与拟杆菌门也往往是相对丰

度最高的 2 个菌门 [14], 这在本研究中得到了验

证。绿弯菌门中有多类在生物絮团结构中起到骨

架作用的丝状菌[17], 对照组全程不补充碳源, 异

养的绿弯菌门丰度显著低于其余各组, 丝状菌丰

度过低, 导致本组生物絮团体积也显著低于其余

2 组, 这从一定程度上解释了碳源添加与生物絮

团形成之间的关系。 

属水平上, 重要的丝状菌亮发菌属在各组中

丰度均较高, 且尤以异养组最高(7.29%), 这类细

菌细胞连成丝状, 成为生物絮团的骨架, 对生物絮

团保持完整正常的结构有重要作用[18], 测序还发

现了其他丝状菌如 Microbacterium (2.5%~3.6%)[19]。

自养、对照组中碳源不充足, 故必须通过分解有

机物才能获得能量的严格异养菌 Owenweeksia 丰

度显著低于持续添加碳源的异养组[20,21]。这些菌在

不同组丰度的差异说明了各组絮团存在状态、生

长周期的不同。 

养殖池内持续有残饵粪便的存在, 细菌生长

需要利用这些有机物合成自身蛋白, 故而执行合

成谷氨酸、谷氨酰胺等功能的 gltB、gltD、glnA

等基因在各组中都有很高丰度[22]。但不同组因碳

源补充策略的不同, 有机物含量有显著差异, 这

导致水体微生物组成的差别, 并进一步导致各组

功能基因丰度的不同。自养组在中后期没有碳源

补充的情况下, 硝化细菌丰度、多样性均较高, 而

硝化作用相关的基因丰度也明显高于其余 2 组。

自养组中后期碳源的缺乏以及高丰度硝化细菌对

生境的竞争还导致组内异养菌、反硝化菌丰度的

降低, 使本组同化和反硝化作用相关基因的丰度

也较其余 2 组更低。功能基因丰度的差异与物种

组成的差异从不同角度进一步说明了有机物含量

对水体物种组成的影响。 

通过高通量测序仅在自养组中发现硝化螺旋

菌门。研究表明高的碳氮比可以促进异养细菌生

长, 抑制硝化细菌生长 [23]; 在一定范围内, 随碳

氮比升高硝化作用效率降低[24]。这些因素导致异

养组中硝化细菌难以占到优势。自养组通过降低

碳氮比的方式抑制了异养细菌的生长繁殖而促进

硝化细菌生长, 硝化细菌的出现则会进一步影响

到水体氮转化路径, 对水体水质产生重要影响。 

3.2  水质、絮团及对虾生长与微生物群落组成的

相互影响 

对照组氨氮、亚硝酸盐浓度过高, 超出了对

虾正常生长的耐受限度[25], 而自养、异养组氨氮

和亚硝酸盐浓度保持在对虾正常生长的承受范围

内, 其水质远好于对照组。同时, 自养、异养两组

的絮团生物量显著高于对照组, 说明生物絮团对

水质的净化作用显著。异养组、自养组为对虾提

供了良好的水质环境, 使对虾增重率、特定生长

率、单位产量都高于对照组, 取得了更好的养殖

效果[26]。 

水质和絮团生物量的差异是微生物物种组成

的反映。上述结果表明, 自养组硝化细菌、硝化

基因丰度高于对照组和异养组, 同化和反硝化基

因丰度则较低。考虑到硝化作用的高活性[10], 自养

组硝化作用应当远高于其余 2 组, 且同化及反硝

化水平更低, 这使本组氨氮、亚硝酸盐浓度较低, 

而硝酸盐浓度很高。这样的水质差异也会反作用

于微生物活性, 如在某些研究中, 亮发菌属丰度

变化与亚硝酸盐浓度的相关性可达到 P<0.0001[27]。

COD 是水体有机物含量的反映, 直接反映了不同

碳源补充策略对水质的影响, COD 的差异将进一

步影响微生物群落结构[28-29]。而亮发菌属等丝状

菌及其他细菌的丰度差异, 则是絮团生物量出现

差异的直接原因。 

Monte Carlo 检验和 RDA 分析表明, 微生物

组成与亚硝酸盐和 COD 等水质因子之间有极显

著的相关性。亚硝酸盐浓度与 COD 在各组之间有

显著差异, 异养组 COD 显著高于其余 2 组, 对照
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组亚硝酸盐显著高于其余 2 组。不同的碳源补充

策略使水体有机物含量出现差别, 导致水体碳氮

比不同, 而不同的碳氮比调节了异养、自养细菌

生长, 使其相对丰度出现差异。这造成微生物组

成与COD极显著的相关, 也成为微生物结构分化

的根本原因。亚硝酸盐是硝化、反硝化过程的中

间产物, 与氨氧化菌、亚硝酸盐氧化菌、反硝化

菌的反应活性均有重要关系[30-31], 不同组之间亚

硝酸盐浓度的显著差异影响到多种微生物的生物

活性, 成为水体微生物结构差异的重要原因。 

4  结论 

(1) 通过降低碳氮比的方式将异养型生物絮

团转化为自养型后, 门水平上的微生物组成无显

著差异, 均以变形菌门、拟杆菌门为主。 

(2) 生物絮团由异养转化为自养型后 , 絮团

微生物物种组成与功能更加合理。对生物絮团保

持正常结构有作用的丝状菌(如亮发菌属)丰度无

明显变化 , 某些无明显水质净化效果的细菌

(Owenweeksia、Marivita)丰度降低, 自养硝化细菌

(Nitrospirales、Nitrospiraceae), 硝化基因(amoA、

amoB)的丰度和多样性明显升高。 

(3) 自养型生物絮团的硝化细菌和硝化基因

的丰度、多样性较高, 使絮团硝化作用更强, 表现

为氨氮、亚硝酸盐浓度较低而硝酸盐浓度较高。

亚硝酸盐等水质因子也对絮团群落结构和功能产

生极显著的反作用。 
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Microbial characteristics of heterotrophic and autotrophic biofloc in 
Litopenaeus vannamei culturing systems and their relationship with 
water quality 
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Abstract: The microorganisms in biofloc play vital roles in ensuring the stable operation of a culture system as a 
basis for mass conversion and energy flow. The characteristics and associated functions of a microbial community 
are largely influenced by the type of nutrition provided by the biofloc. The heterotrophic and autotrophic 
approaches are the two main methods that have been developed for culturing biofloc. However, the former method 
usually requires large amounts of organic matter, while the latter requires a long period of cultivation to achieve 
the function of the biofloc. Recently, the “hete-auto” method has been proposed, which involves the cultivation of 
biofloc using a combination of the heterotrophic and the autotrophic methods. This method avoids the negative 
effects of the above-mentioned methods when used alone. To date, most studies on this subject have focused on 
changes in water quality and nitrogen budgets, but the characteristics of the microbial community of such biofloc, 
compared to that obtained with conventional methods, remains unclear. Specifically, the effect of water quality on 
the microbial community of the “hete-auto” biofloc has not been reported. To fill this research gap, we constructed 
three Litopenaeus vannamei culture systems using “hete-auto” biofloc (AUTO), heterotrophic biofloc (HETE), and 
the flow-through method (CON), respectively. In the HETE group, sugar (i.e., an external carbon source) was 
supplied throughout the experiment; whereas in the AUTO group, sugar was added at the beginning of the 
experiment until the water quality had stabilized (i.e., ammonia nitrogen). In CON, no carbon source was added. 
Microbial characteristics of biofloc in the three culture systems were analyzed using high-throughput sequencing 
technology (Illumina MiSeq, Pudong, Shanghai), and the interactions between the microbial community and 
aquaculture water environment were also investigated. The results showed that Proteobacteria (24.2%–70.45%) 
and Bacteroldota (8.45%–28.09%) dominated in all treatments. At the genus level, no significant differences were 
observed between the groups in the relative abundance of the filamentous bacterium Leucothrix (essential for 
biofloc construction) (3.60%–7.29%). Notably, 94 OTUs classified as Nitrospirota (i.e., nitrifying bacteria) only 
existed in the AUTO biofloc; furthermore, the relative abundance of nitrifying genes such as AmoA and AmoB in 
the AUTO biofloc (i.e., 0.17% and 0.20%, respectively) were significantly higher than in the HETE biofloc (i.e., 
0.10% and 0.09%, respectively). There were no significant differences in the specific growth rates of L. vannamei 
cultured with different nutrient types of biofloc. Differences in the microbial composition of the biofloc altered the 
pathways of nitrogen cycling, resulting in different concentrations of ammonia nitrogen, nitrite, and nitrate, which 
in turn were influenced by differences in water quality. This study demonstrates that changing the nutrient type 
results in biofloc with a more rational composition and function, which can effectively control water quality and 
keep the whole culture system balanced and benign. 
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