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摘要: 为了探明罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)池塘养殖环境中重要微生物的组成, 以提升健康养殖管理技

术, 分别于 2019 年 7 月、8 月和 10 月, 在江苏高邮市罗氏沼虾主养区开展了罗氏沼虾池塘养殖系统可培养环境微

生物的组成调查。采用 LB 培养基分离纯化了罗氏沼虾肝胰腺、肠道、鳃及养殖水体中可培养的细菌, 利用细菌

16S rRNA 基因分子鉴定技术对分离菌株进行初步鉴定; 采用高通量测序技术分析了“铁壳”虾(养殖期生长缓慢)及

铜绿微囊藻暴发池塘水环境微生物群落组成。以达卡气单胞菌(Aeromonas dhakensis)为受试病原菌, 分析了池塘养

殖系统中潜在病原拮抗菌的种类及效果。3 次调查共分离可培养细菌 605 株, 成功鉴定 601 株, 分别属于 37 个属

119 种, 其中罗氏沼虾体内分离到菌株 23 属 76 种, 养殖水体中分离到 28 属 81 种。确定了池塘养殖系统中存在气

单胞菌(Aeromonas spp.)、肠杆菌(Enterobacter spp.)、乳球菌(Lactococcus spp.)、弧菌(Vibrio spp.)等属的潜在病原

菌。发生“铁壳”虾症的虾池优势环境微生物种类组成及占比与健康虾池相近, 但微小杆菌属(Exiguobacterium)与不

动杆菌属(Acinetobacter)细菌占比高于健康虾池。铜绿微囊藻暴发影响环境微生物的组成结构, 嗜水气单胞菌属

细菌占比增大。从池塘养殖系统筛选到甲基营养型芽孢杆菌 (Bacillus methylotrophicus)、贝莱斯芽孢杆菌

(B. velezensis)、解淀粉芽孢杆菌(B. amyloliquefaciens)等潜在益生菌对气单胞菌具有较强拮抗作用。调查结果可为

掌握罗氏沼虾池塘养殖系统细菌性病原组成及建立防控技术提供理论依据。 
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罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)自 1976

年引入我国, 经过 40 余年的发展, 现已成为我国

华东、华南内陆地区淡水养殖的重要品种, 年产

量已超过 13 万 t[1]。随着罗氏沼虾养殖产业的发

展, 近年来, 罗氏沼虾的病害问题呈逐年加重的

趋势, 目前报道的病原主要有导致苗期大批死亡

的阴沟肠杆菌(Enterobacter cloacae)、创伤弧菌

(Vibrio vulnificus)[2]、幼虾期诺达病毒[3-4]及导致养

殖期发病的嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)、

费时柠檬酸杆菌(Citrobacter freundii)、普通变形

杆菌(Proteus vulgaris)、豚鼠气单胞菌(A.caviae)

等[5-7]。 

水产养殖环境微生物与养殖动物的健康密切

相关, 健康虾的肠道及其养殖环境中的菌群结构

与发病虾的有较大的差别[8]。环境中益生菌能够

通过减少氨氮等有害物质的积累而改善养殖环

境、增加虾的免疫机能、降低病原菌的致病力[9]。

池塘养殖系统中 , 菌藻之间也存在相互作用 [10], 
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耐硼赖氨酸芽孢杆菌(Lysinibacillus boronitolerans)、

微嗜酸寡养单胞菌(Stenotrophomonas acidaminiphila)

等菌对蓝藻具有良好的降解效果[11-12]。研究调查

养殖环境中的微生物菌群结构, 有助于掌握养殖

动物的健康状况及池塘微生态系统的功能, 为可

持续养殖提供技术指导。 

自 2005 年始, 江苏高邮地区罗氏沼虾普遍出

现夏季高温期发病死亡 (俗称“滴星病”)[13], 而

2012 年后, 罗氏沼虾在养殖中后期出现了生长缓

慢、性早熟现象(俗称“铁壳”虾)[14-15], 给养殖产业

带来了严重的经济损失。在养殖中后期, 蓝藻暴

发也会导致罗氏沼虾养殖水环境的恶化[16], 间接

影响罗氏沼虾的养殖生产。为了探讨环境微生物

组成对罗氏沼虾健康养殖的影响, 本研究于 2019

年在江苏省高邮市的罗氏沼虾主养区开展了养殖

池塘环境可培养细菌的分离鉴定 , 并对发生“铁

壳”虾及蓝藻的池塘环境微生物开展了微生物组

学分析, 旨在为罗氏沼虾健康养殖及疾病防控研

究提供理论支持。 

1  材料与方法 

1.1  培养基 

LB 固体培养基(g/L): 胰蛋白胨 10.0、酵母提

取物 5.0、氯化钠 10.0、琼脂 17.0, 蒸馏水溶解, 培

养基于 121 ℃灭菌 20 min。 
1.2  采样点及采样时间 

样品采样点如图 1 所示, 位于江苏省高邮市

罗氏沼虾主要的养殖区, 采样时间分别为 2019 年

7 月 15 日、8 月 25 日和 10 月 29 日。8 月的水样

中有 3 个分别来自正常生长、出现“铁壳”虾及出

现严重铜绿微囊藻水华的养虾池塘, 10 月样品为

温棚中养殖的罗氏沼虾。 
1.3  实验方法 

1.3.1  可培养菌株分离纯化  于每个样品采集点

随机抽取不同虾池中的罗氏沼虾 3 尾, 在无菌环

境下取样品虾的部分肝胰腺、中肠道和鳃丝, 相

同的 3 份组织合并成一个样品, 加入 10 倍体积的

PBS 研磨成匀浆, 于 LB 平板上画线分离。同样取

养殖池中层水样用 PBS 稀释 10 倍, 取 100 µL 涂

布 LB 平板, 于 28 ℃恒温培养箱中培养 12~ 16 h

后, 根据各平板中菌落的形态、颜色、表面光滑

度及边缘整齐度等特征, 区分不同的菌落, 并进

行纯化培养, 对菌落不易分离的平板进行再次分

离纯化。纯化后的菌株进行编号及保藏, 用于进

一步鉴定。 

1.3.2  菌株的分子生物学鉴定  用细菌 16S rRNA

序列扩增、测序及比对方法对所分离的细菌进行

初步鉴定[17], 扩增产物委托生工生物工程(上海)

股份有限公司分析, 所得序列在 NCBI 数据库中

进行同源性比对, 待鉴定菌种对比的菌株相似率

大于 99.0%判定为同一个种, 记为鉴定成功, 用

于统计分析。 

1.3.3  主要潜在病原菌与病原拮抗菌(芽孢杆菌

属)种类组成分析   参照已报道的罗氏沼虾致病

菌种类 [4-6], 分析罗氏沼虾池塘养殖系统中分离

的气单胞菌属内细菌组成。具体方法是将所获得

的目标菌株 16S rRNA 序列在 GenBank 数据库中

利用 BLAST 进行同源性比对, 选取同源性较高

的序列, 利用 MEGA 5.0 进行多重比较后通过邻

接法构建系统发育树, 根据属内各种间的遗传距

离, 分析各种的进化关系。用同样方法对池塘养

殖系统中分离的芽孢杆菌属细菌进行系统发育树

构建, 确定各种的进化关系。 

1.3.4  发生“铁壳”虾及富含蓝藻虾池中微生物

多样性分析  于 8 月的样品采集中, 分别采集发生

“铁壳”虾症状及出现铜绿微囊藻水华的养殖池池水, 

用于微生物多样性分析, 每个样品设置 3 个平行池, 

生长正常池塘水为对照组。取养殖池中层水样

50 mL, 经 0.22 μm 滤膜抽滤, 收集菌藻混合物样品

用于后续微生物多样性分析。高通量微生物多样性

分析委托上海美吉生物医药科技有限公司完成。 

1.3.5  养殖环境中达卡气单胞菌拮抗菌筛选  以
分离的潜在病原菌达卡气单胞菌(A. dhakensis)为

被拮抗菌, 从分离的芽孢杆菌中挑选 52 株 21 种

芽孢杆菌为潜在病原拮抗菌, 分别接种至 LB 液

体培养基, 在 28 ℃温度下以 180 r/min 转速振荡

培养 20 h, 5000 g离心, 取沉淀用 PBS分别稀释成

1.0×107 CFU/mL 的菌悬液。取 100 μL 达卡气单胞

菌菌悬液均匀涂布于 LB 平板上, 利用牛津杯在

培养基上等距打 4 个孔, 其中 2 个孔各加入 20 µL



892 中国水产科学 第 29 卷 

 

的待测芽孢杆菌菌液, 另 2 个孔各加入无菌 PBS 缓

冲液为阴性对照, 每种菌设置 2 个平行平板, 28 ℃

培养 24 h, 采用十字交叉法测量抑菌圈直径大

小。抑菌圈直径=测量直径−牛津杯直径。 

2  结果与分析 

2.1  养殖基本情况及样品采集信息 

高邮市罗氏沼虾的养殖方式主要为土塘养殖, 

养殖池面积在 0.2~2.0 hm2, 池深平均在 1.5 m 左

右, 养殖池配备增氧机, 养殖池排污不畅, 放苗

密度在 90~120 尾/m2, 放苗方式为 2 次投放温室

大棚苗, 投喂配合饵料, 日投喂 2 次。2019 年 7

月、8 月、10 月共采集样品 51 个, 其中有罗氏沼

虾样品 36 个, 养殖水体样品 15 个, 采集于 13 个

不同苗种来源的养殖场。样品采集地点分布见图

1, 不同采集批次的样品占比见图 2a, 不同样品的

占比见图 2b。7、8、10 月的样品量分别为 42.0%、

40.0%、18.0%; 鳃丝、肝胰腺、肠道及水样的占

比分别为 14.0%、26.0%、36.0%、24.0%。 

2.2  可培养细菌分离及鉴定结果 

3次采样共分离单菌落 605个, 对所分离的细 

 

 
 

图 1  样品采集地 

Fig. 1  Locations of sampling sites 

 
 

图 2  不同采用批次样品量占比(a)及样品源占比(b) 

Fig. 2  Proportion of samples collected in different sampling 
batch (a) and proportion of sample source (b) 

 
菌进行初步鉴定, 共成功鉴定出菌株 601 株, 分属

于37属119种, 其中罗氏沼虾体内有细菌23属76种, 

养殖水体中有 28 属 81 种, 在水体和罗氏沼虾体内均

可检出的细菌归为 13 个属, 分别为不动杆菌属

(Acinetobacter)、气单胞菌属(Aeromonas)、节杆菌属

(Arthrobacter)、芽孢杆菌属(Bacillus)、柠檬酸杆菌属

(Citrobacter)、肠杆菌属(Enterobacter)、微小杆菌属

(Exiguobacterium)、克雷伯氏菌属(Klebsiella)、乳球菌

属 (Lactococcus) 、 泛 菌 属 (Pantoea) 、 变 形 杆 菌

(Proteus)、葡萄球菌属 (Staphylococcus)、弧菌属

(Vibrio), 涉及 38 个种。罗氏沼虾体内和养殖水体中

细菌分离鉴定结果详情见表 1。 

 
表 1  罗氏沼虾体内和养殖水体中可培养细菌分离鉴定结果 

Tab. 1  Identification results of culturable bacteria in Macrobrachium rosenbergii and pond water 

属名 genus 沼虾体内菌种 bacteria isolated from prawn 池水中菌种 bacteria isolated from pond water

不动杆菌属 Acinetobacter A. bouvetii, A. johnsonii, A. junii A. baylyi, A. beijerinckii, A. calcoaceticus, A. 
dijkshoorniae, A. haemolyticus、A. johnsonii, A. 
junii, A. lwoffii, A. parvus, A. pittii 

(待续 to be continued) 
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(续表 1  Tab. 1 continued) 

属名 genus 沼虾体内菌种 bacteria isolated from prawn 池水中菌种 bacteria isolated from pond water

气单胞菌属 Aeromonas A. allosaccharophila, A. aquariorum, A. caviae, A. 
dhakensis, A. enteropelogenes, A. hydrophila, A. jandaei、
A. punctata, A. schubertii, A. sobria, A. veronii 

A. allosaccharophila, A. aquariorum, A. caviae,
A. dhakensis, A. enteropelogenes, A. hydrophila, 
A. sobria, A. veronii 

节杆菌属 Arthrobacter A. creatinolyticus A. protophormiae、A. pascens 

芽孢杆菌属 Bacillus B. amyloliquefaciens, B. aryabhattai, B. cereus, B.
firmus, B. horikoshii, B. idriensis, B. indicus, B.
marisflavi, B. megaterium, B. methylotrophicus,
B .pumilus, B. subtilis, B. toyonensis, B. velezensis 

B. altitudinis, B. aquimaris, B. aryabhattai,
B. cereus, B. indicus, B. marisflavi,  
B. megaterium, B. subtilis, B. velezensis 

短波单胞菌属 Brevundimonas  B. diminuta 

金黄杆菌属 Chryseobacterium  C. daecheongense, C. hispalense, C. indologenes,
C. piscicola, C. taihuense 

 C. amylolyticum 金色微菌属 Chryseomicrobium 

 C. palamuruense 

柠檬球菌 Citricoccus C. zhacaiensis  

柠檬酸杆菌属 Citrobacter C. braakii, C. freundii, C. murliniae, C. youngae C. freundii 

丛毛单胞菌属 Comamonas  C. aquatica 

克罗诺杆菌属 Cronobacter  C. helveticus 

代尔夫特菌属 Delftia  D. tsuruhatensis 

伊丽莎白金菌属 Elizabethkingia  E. anophelis 

稳杆菌属 Empedobacter E.brevis  

肠杆菌属 Enterobacter E. aerogenes, E. asburiae, E. casseliflavus, E. cloacae, 
E. dissolvens, E. hormaechei, E. kobei, E. ludwigii, E.
tabaci, E. xiangfangensis 

E. asburiae, E. cloacae, E. hormaechei, E. kobei, 
E. ludwigii, E. tabaci 

肠球菌属 Enterococcus E.faecalis, E.phoeniculicola, E.sulfureus  

欧文氏菌属 Erwinia  E. billingiae 

微小杆菌属 Exiguobacterium E. acetylicum, E. arabatum, E. homiense, E. indicum, 
E. mexicanum, E. profundum 

E. acetylicum, E. aestuarii, E. arabatum, E.
aurantiacum, E. indicum, E. mexicanum, E.
profundum 

谷氨酸杆菌属 Glutamicibacter G. nicotianae G. protophormiae 

哈夫尼菌属 Hafnia H. paralvei  

咸海鲜芽胞杆菌属 Jeotgalibacillus J. alkaliphilus  

克雷伯氏菌属 Klebsiella K. aerogenes, K. pneumoniae K. aerogenes, K.pneumoniae 

乳球菌属 Lactococcus L. garvieae, L. lactis L. garvieae 

勒克氏菌属 Leclercia L. adecarboxylata  

巨型球菌属 Macrococcus M. caseolyticus  

细杆菌属 Microbacterium  M. esteraromaticum 

微球菌属 Micrococcus  M. luteus, M. yunnanensis 

泛菌属 Pantoea P. agglomerans, P. anthophila P. agglomerans, P. dispersa, P. eucrina 

变形杆菌属 Proteus P. penneri, P.vulgaris P. penneri, P. vulgaris 

假单胞菌属 Pseudomonas  P. alcaligenes, P. mendocina, P. putida 

希瓦氏菌属 Shewanella  S. amazonensis, S. baltica, S. litorisediminis,
S. xiamenensis 

干燥杆菌属 Siccibacter  S. colletis 

鞘氨醇杆菌属 Sphingobacterium  S. daejeonense 

孢子菌属 Sporosarcina S. aquimarina  

葡萄球菌属 Staphylococcus S. pasteuri, S. sciuri S. epidermidis, S. pasteuri, S. sciuri 

漫游球菌属 Vagococcus V. fluvialis  

弧菌属 Vibrio V. alginolyticus, V. cholerae, V. diazotrophicus, V.
navarrensis, V. vulnificus 

V. cholerae 
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2.3  不同月份罗氏沼虾池塘养殖系统内可培养

菌群变化 

跟踪 7、8、10 月取样点罗氏沼虾体内及水体

中可分离细菌的组成变化, 统计结果见图 3 所示,  

7 月从罗氏沼虾体内和水体中分离鉴定出 78 个菌

株, 有 16个属 34种菌, 种类最多的为芽孢杆菌属, 

占比为 34.6%; 其次微小杆菌属(Exiguobacterium)

占 20.5%; 气单胞菌属、肠杆菌属及弧菌数占比

均为 5.1%。8 月共分离鉴定出菌株 356 株, 分属

于 32个属 96 种菌, 种类最多的为气单胞菌属, 占

22.8%; 其次为肠杆菌属(13.8%)。10 月共分离鉴

定出 167 株菌, 分属于 13 属 28 种, 气单胞菌属占

比最高, 为 47.3%; 其次为柠檬酸杆菌属, 占比

12.0%。比较 3 次采样, 气单胞菌属细菌检出率呈

递增趋势, 芽孢杆菌呈递减趋势。 

2.4  潜在病原气单胞菌属内细菌组成分析 

选取罗氏沼虾体内和水体中分离出的潜在病原

气单胞菌属26种, 根据其16S rRNA序列, 构建属内

细菌系统发育树, 结果见图 4。从图 4 可知, 分离的

气单胞菌属细菌中在进化关系上有两个类群, 其中

达卡气单胞菌 (A. dhakensis)、水族气单胞菌 (A. 

aquarioum)、豚鼠气单胞菌(A. caviae)、斑点气单胞

菌(A. punctata)及嗜水气单胞菌为一个类群, 代表菌

株分别为 082501AT、082517BL、102911C6、082505CL; 

维氏气单胞菌(A. veronii)与简达气单胞菌(A. jandaei)、

舒伯特气单胞菌(A. schubertii)为另一个类群。维氏气

单胞菌中有 3 株遗传上不在一个分支, 代表菌株分

别为 082505aT、10297C3L、10295G5。 
 

 
 

图 3  罗氏沼虾体内和养殖池水体中 3 批次样品中各属细菌的检出率 

Fig. 3  The detection rate of bacteria in Macrobrachium rosenbergii and pond water in three batches of samples at genus level 
 

2.5  潜在益生菌芽孢杆菌属细菌的类群分析 

3 次细菌调查中共分离到芽孢杆菌 51 株, 随

机挑取 20 株菌分析种间进化关系见图 5, 可以看

出, 所分离的芽孢杆菌可分为 4 个类群, 类群 1

内种类丰富, 其中贝莱斯芽孢杆菌(B. velezensis) 

071503g1、071503N2 与枯草芽孢杆菌(B. subtilis) 

08253CE、082515GE 亲缘关系较近, 聚为一支, 

其他短小芽孢杆菌(B. pumilus) 08255JE、071502w4、

病研所芽孢杆菌(B. idriensis) 08253HE、印度芽孢

杆菌 (B. indicus) 08256AE、黄海芽孢杆菌 (B. 

marisflavi) 08256RL、蜡样芽胞杆菌 (B. cereus) 

082515XL、08253BL、08252BE 亲缘关系相对较

远。类群 2 有环状芽孢杆菌(B. circulans) 082512EE

和巨大芽孢杆菌(B. megaterium) 08253AE、082512PL

两个种。堀越氏芽胞杆菌(B. horikoshii) 08258RE、

082512RE 和耐冷芽孢杆菌 (B. psychrotolerans) 

082507RE 分别在另外的分支上。 

2.6  高通量测序分析结果 

对健康、发生“铁壳”虾及蓝藻水华的罗氏沼

虾池塘水体的菌群进行高通量测序分析, 统计各

个门的占比结果(样品中检出率>1%的门计入本

统计)见图 6, 可以看出, 不同来源样品中, 优势

门类均为放线菌门(Actinobacteria)、变形菌门

(Proteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)及蓝藻 
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图 4  罗氏沼虾体内和养殖池水体中分离出的气单胞菌属菌株基于 16S rRNA 基因的发育进化树 

Fig. 4  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene of Aeromonas spp. isolated from Macrobrachium  
rosenbergii and pond water 

 

门 (Cyanobacteria), 但在健康虾池及发生“铁壳”

虾病的虾池中, 放线菌门、变形菌门、拟杆菌门

及蓝藻门的占比相近, 而发生蓝藻水华的虾池中, 

放线菌门的占比低于未发生蓝藻水华的两个池 , 

且蓝藻的占比高于另外的两个池。发生“铁壳”虾

的虾池中, 厚壁菌门的微生物占比均高于健康虾

池及蓝藻暴发虾池。表明蓝藻的发生影响养殖系

统中菌群的结构。 

在属分类水平上, 健康、“铁壳”虾及发生蓝藻

水华的罗氏沼虾池塘水体的菌群组成(全部样品

中检出率>1%的属计入本统计)如图 7 所示。可以看

出, 发生蓝藻水华的虾池中, 微囊藻属(Microcystis)、

黄杆菌属(Flavobacterium)及气单胞菌属的微生物

占比高于健康及“铁壳”虾的虾池, 而 hgcI_clade

占比远低于健康及发生“铁壳”虾的虾池。而“铁

壳”虾池中微小杆菌属(Exiguobacterium)与不动杆

菌属(Acinetobacter)细菌占比高于健康虾池与蓝

藻水华虾池。 

不同虾池中不同属的微生物种类韦恩图如图

8 所示, 可以看出, 健康、发生“铁壳”虾及发生蓝

藻水华的罗氏沼虾池塘水体中的分别有 421、418

和 314 属的细菌存在, 其中有 281 个属的微生物

为 3 类虾池共有, 蓝藻水华虾池中微生物的多样

性低于其他 2 个虾池。 
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图 5  罗氏沼虾体内和养殖池水体中分离出的芽孢杆菌属细菌基于 16S rRNA 基因进化树 

Fig. 5  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene of Bacillus spp. isolated from Macrobrachium rosenbergii and pond water 

 

 
 

图 6  罗氏沼虾不同养殖池塘水体中细菌门类占比 

A. 健康养殖池; B. “铁壳”虾养殖池; C. 发生蓝藻水华养殖池. 

Fig. 6  The proportion of bacteria at phylum level in different pond of Macrobrachium rosenbergii 
A. Healthy prawn pond; B. Prawn pond with “iron shell”; C. Prawn pond with cyanobacteria bloom. 
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图 7  罗氏沼虾不同养殖池塘水体中各属细菌占比 

A. 健康养殖池; B. 发生“铁壳”虾养殖池;  

C. 发生蓝藻水华养殖池. 

Fig. 7  The proportion of bacteria at genus level in different 
pond of Macrobrachium rosenbergii 

A. Healthy prawn pond; B. Prawn pond with “iron shell”;  
C. Prawn pond with cyanobacteria bloom. 

 
 

图 8  不同罗氏沼虾养殖池塘中细菌属水平维恩图 

A. 健康养殖池; B. “铁壳”虾养殖池; C. 发生蓝藻水华养殖池.  

图中数字为细菌属的数量. 

Fig. 8  Venn analysis at the genus level of bacteria in different 
ponds of Macrobrachium rosenbergii 

A. Healthy prawn pond; B. Prawn pond with “iron shell”;  
C. Prawn pond with cyanobacteria bloom. The numbers  

are quantity of genus of bacteria in each pond. 
 

2.7  达卡气单胞菌拮抗菌的筛选 

以分离的达卡气单胞菌为被拮抗菌, 以芽孢

杆菌为目标拮抗菌候选菌, 分析池塘养殖系统中

潜在的病原拮抗菌种类, 从分离的芽孢杆菌中挑

选 51 株 21 种芽孢杆菌进行细菌拮抗实验, 结果

如表 2 所示。在 21 种的芽孢杆菌中, 有 5 株 4 个

种的芽孢杆菌(图 9)对达卡气单胞菌具有抑菌活

性, 占实验芽孢杆菌总数的 9.3%, 其中抗菌效果

最强一株为编号 19071505W1 的贝莱斯芽孢杆菌, 

其抑菌圈直径达到(10.0±0.2) mm。表明在正常的

池塘养殖环境中存在有一定数量的病原拮抗菌。 

 

表 2  达卡气单胞菌拮抗菌筛选结果 

Tab. 2  Screening results of antagonistic bacteria against Aeromonas dhakensis 
3; SEn x   

菌̄株名称 strain 菌株编号 strain number 
抑菌圈直径/mm 

diameter of inhibition zone  

甲基营养型芽孢杆菌 Bacillus methylotrophicus 19071503W2 8.7±0.6 

贝莱斯芽孢杆菌 B. velezensis 19071503G1 9.2±0.2 

解淀粉芽孢杆菌 B. amyloliquefaciens 19071503N2 9.0±0.4 

贝莱斯芽孢杆菌 B. velezensis 19071505W1 10.0±0.2 

枯草芽孢杆菌 B. subtilis 201908253CE# 8.1±0.4 

高地芽孢杆菌 B. altitudinis 19071502W4 0 

解淀粉芽孢杆菌 B. amyloliquefaciens 1907150107C, 9071503C1 0 

水产芽孢杆菌 B. aquimaris 1907150109W, 9071502G4, 2019082501DL,  
2019082505XL 

0 

阿氏芽孢杆菌 B. aryabhattai 19071502S4 0 

蜡样芽胞杆菌 B. cereus 1907150105W, 19071505W5, 19071503N1,  
2019082512KL, 2019082515XL, 201908252BE#, 
201908252GE, 2019082515BE# 

0 

(待续 to be continued) 
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(续表 1  Tab. 1 continued) 

菌̄株名称 strain 菌株编号 strain number 
抑菌圈直径/mm 

diameter of inhibition zone  

坚强芽孢杆菌 B. firmus 2019082512EE 0 

海口芽孢杆菌 B. haikouensis 2006273010 0 

干草芽孢杆菌 B. haynesii 2006271001 0 

堀越氏芽胞杆菌 B. horikoshii 201908258RE#, 2019082512RE 0 

病研所芽孢杆菌 B. idriensis 201908253HE 0 

印度芽孢杆菌 B. indicus 2019082505YL, 201908256AE 0 

黄海芽胞杆菌 B. marisflavi 19071502S3, 19071502C5, 19071505W4,  
19071505W6, 2019082512RL, 201908256R#L 

0 

巨大芽孢杆菌 B. megaterium 19071502C3, 19071505W3, 19071504W4,  
19071503W1, 19071504W1, 19071502S6-1,  
19071502S6-2, 201908253AE#, 2019082515R#L

0 

蕈状芽胞杆菌 B. paramycoides 2006271030 0 

短小芽孢杆菌 B. pumilus 201908255JE# 0 

同温层芽孢杆菌 B. stratosphericus 2006273044 0 

枯草芽孢杆菌 B. subtilis 2019082515GE#, 19071504W2 0 

提蒙芽孢杆菌 B. timonensis 2006271039 0 

东洋芽孢杆菌 B. toyonensis 201908253bE#, 201908253BL 0 

 

 
 

图 9  5 株芽孢杆菌拮抗达卡气单胞菌的效果图 

图 9a–e 分别为枯草芽孢杆菌 201908253CE#、贝莱斯芽孢杆

菌 19071503G1、贝莱斯芽孢杆菌 19071505W1、解淀粉芽孢

杆菌 19071503N2、甲基营养型芽孢杆菌 19071503W2.  

各图中 1、2 为测试菌株, 3、4 为 PBS. 

Fig. 9  Antibacterial effect of 5 strains of Bacillus spp.  
against Aermonas dhakensis 

9a–e are plate of B. subtilis 201908253CE#, B. 
velezensis19071503G1, B .velezensis19071505W1, B. 

amyloliquefaciens 19071503N2 and B. methylotrophicus 
19071503W2. 1 and 2 represent the experimental strain,  

3 and 4 represent PBS. 
 

3  讨论 

3.1  罗氏沼虾池塘养殖系统中病原菌的多样性

与高温期虾病的关系 

在罗氏沼虾养成过程中, 病原菌感染是导致

虾病发生的主要原因之一[18-19], 尽管罗氏沼虾对

细菌病具有较强的抵抗力, 但养殖中后期池塘环

境会出现富营养化, 有机质的增多会促进病原菌

的增殖[20], 同时因水体中残饵粪便积累, 氨氮、

亚硝氮等有害物质的浓度增大, 也会降低罗氏沼

虾的抵抗力[21]。本调查结果表明, 养殖系统中存

在多种潜在的病原菌, 包括气单胞菌属、肠杆菌

属、柠檬酸杆菌属、克雷伯氏菌属、变形杆菌属、

弧菌属及乳球菌属的多种细菌, 表明高邮地区罗

氏沼虾池塘养殖系统中致病病原存在多样性, 适

宜条件下, 任何一种或多种病原菌的大量增殖均

可导致虾病暴发, 高邮地区罗氏沼虾高温期出现

的持续时间较长的“滴星病”的病原具有不确定性。

而在分离的可疑病原菌中, 有达卡气单胞菌[22-23]、

肠杆菌[24]、克雷伯氏菌[25-26]及乳球菌[27-28]等为人

鱼共患病原, 在食品卫生方面, 需要加以关注。 
3.2  发生“铁壳”虾及蓝藻水华虾池中微生物菌群

组成   

水域生态系统中微生物组成复杂, 含有多种

细菌及藻类, 各种微生物间会存在直接或间接的

相互作用[29-30], 微生物的组成结构对水产养殖动

物健康具有重要的影响。罗氏沼虾养殖中后期 , 

池塘富营养化加重 , 易导致部分虾池暴发蓝藻 , 

影响池塘微生物菌群结构。本调查结果显示, 发
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生蓝藻水华的虾池中, 蓝藻门微囊藻属及黄杆菌

属生物占比较正常虾池高, 而放线菌门的微生物

占比仅为正常虾池的 30%, 维恩分析显示池塘暴

发微囊藻后, 会降低属水平的生物多样性。微囊

藻是一类有害藻类, 产生的微囊藻毒素会在罗氏

沼虾体内快速积累 [31], 破坏虾肝胰腺的结构 [32], 

而放线菌是一类产生抗生素、免疫调节剂等功能

化合物的微生物[33], 在养殖系统中具有重要的功

能, 表明蓝藻暴发与养殖系统中微生物群落结构

及功能的改变存在一定的关系。 

高邮地区养殖罗氏沼虾已连续多年出现“铁

壳”虾现象, 严重影响了罗氏沼虾产量, 但对“铁

壳”虾的形成原因及控制方法目前尚缺少深入的

研究。本研究从环境微生物层面分析了发生“铁

壳”虾虾池的微生物组成结构, 发现虽然发生“铁

壳”虾的环境菌群中主要的门类(放线菌、变形菌、

拟杆菌及蓝细门)细菌组成与正常虾池差别不大, 

但厚壁菌门微生物的占比远高于正常及发生蓝藻

的虾池; 而在属水平上, 不动杆菌与微小杆菌两

属微生物占比远高于正常及发生蓝藻水华虾池, 该

现象是否与“铁壳”虾的形成有关, 尚待后续研究。 

3.3  罗氏沼虾池塘养殖系统可培养菌群结构的

季节变化   

水产养殖的池塘微生态系统中, 微生物的群

落结构会随着养殖季节及温度的变化而改变[34-35], 

罗氏沼虾室外养殖池塘中, 菌群组成结构与养殖

投入品投放、季节变化、进排水、养殖管理方式

等多个方面密切相关。随着养殖中后期饲料用量

的逐渐加大, 水环境富营养化加重, 导致环境改

良剂、益生菌等动保产品投入增多, 换水量增大, 

池塘微生物结构处于非稳定状态。调查的结果也

表明, 养殖系统中 7 月时的优势菌群为芽孢杆菌

属与微小杆菌属, 到 8 月优势菌群更替为气单胞

菌属与肠杆菌属, 延续到 10 月, 优势种群依然是

气单胞菌属, 而柠檬酸杆菌属也有较高的占比。

从不同月的优势菌群的性能看, 7 月的菌群结构

较为健康, 而 8 月与 10 月的优势菌为潜在致病菌, 

这种变化也提示在池塘管理方面, 需要进行菌群

结构的干预, 采用池塘消毒方式减少致病菌的密

度, 并通过投放益生菌等方式, 培植健康的菌群, 

有望达到控制虾病及蓝藻暴发的效果。 
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The composition of cultivable bacteria in the pond aquaculture system 
of Macrobrachium rosenbergii in Gaoyou City, Jiangsu Province 

WANG Shumao1, 2, WANG Xiuhua2, ZHU Na2, WANG Fenglin2, DONG Xuan2, ZHANG Qingli2, 
YANG Guoliang3, GAO Yang1 
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Epidemiology and Biosecurity, Qingdao 266071, China; 

3. Jiangsu Shufeng Prawn Breeding Co. LtD., Gaoyou 225654, China 

Abstract: Giant freshwater prawn Macrobrachium rosenbergii is an important aquaculture species in inland areas 
of East and South China. In the past decade, prawn disease has occurred frequently during the grow-out stage, 
mainly due to pathogenic bacteria, which have caused different diseases in different regions. Gaoyou City in 
Jiangsu Province is the core aquaculture zone of M. rosenbergii in China, however the prawns cultivated in this 
region suffer from “Dixing disease” during summer. This disease causes prawns to die every day, with lower daily 
mortality over a long period. Since 2012, another disease has appeared, which causes prawns to grow slowly and 
develop precocity (commonly known as “iron prawn syndrome” prawn). Both these diseases have caused great 
economic losses to the prawn industry. In the mid-late grow-out stages, Cyanobacteria blooms have caused the 
pond water to deteriorate, indirectly affecting prawn production. Microbes in the aquaculture environment are 
closely related to the health of farmed animals, and the flora structure in the intestinal tract and pond environment 
of healthy prawn are significantly different from those of a diseased prawn pond. To better understand the 
composition of dominant bacteria in the aquaculture system of M. rosenbergii and improve the management 
technology, the composition of cultivable bacteria in the prawn and pond water was investigated in Gaoyou City in 
July, August, and October 2019. Luria-Bertani medium was used to separate and purify the cultivable bacteria 
from the hepatopancreas, intestines, gills, and pond water of prawn. Subsequently, the isolated bacteria were 
identified using 16S rRNA gene sequencing. High-throughput sequencing technology was employed to analyze the 
microbial community composition in a pond of the prawn affected by “iron prawn syndrome ”and in a pond with a 
bloom of Microcystis aeruginosa. Additionally, the species of antagonistic bacteria, and their effects on prawn 
pathogens in the aquaculture system, were screened and analyzed using Aeromonas dhakensis as a test pathogen. A 
total of 605 cultivable bacteria were isolated and 601 strains were successfully identified, belonging to 37 genera 
and 119 species. Among them, 76 species in 23 genera were isolated from prawn and 81 species in 28 genera were 
isolated from pond waters. Investigation results confirmed the existence of potential pathogens in the pond system, 
belonging to genera such as Aeromonas spp., Enterobacter spp., Lactococcus spp., and Vibrio spp. The species 
composition and proportion of dominant environmental microorganisms in ponds with “iron shell” prawn are 
similar to those of healthy prawn ponds, but bacteria in the genera Exiguobacterium and Acinetobacter had higher 
proportions in disease-affected ponds than those in healthy pond . The blooming of M. aeruginosa could affect the 
species and structure of environmental microflora and lead to an increase in the proportion of Aeromonas bacteria. 
Four Bacillus spp., namely B. subtilis, B. methylotrophicus, B. velezensis, and B. amyloliquefaciens, were screened 
as potential probiotics and were found to have a strong antagonistic effect on Aeromonas spp. These results aid in 
clarifying the composition of bacterial pathogens in the culture system of M. rosenbergii and provide a theoretical 
basis for establishing prevention and control technologies for prawn disease. 
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