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摘要: 通过对养殖水体环境基因组 DNA 中细菌 16S rRNA 基因 V4–V5 区的高通量测序和生物信息学分析, 研究

了两种养殖密度的凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)高位池水体中细菌群落在养殖过程中的动态。结果显示, 养殖

过程中各菌群相对丰度变化明显 , 细菌多样性随时间逐渐提高 , 优势菌群为变形菌门(Proteobacteria)、蓝藻门

(Cyanobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、放线菌门(Actinobacteria)和浮霉菌门(Planctomycetes)。随着养殖时间增

长, 蓝藻丰度所占比例逐渐减少, 而变形菌、拟杆菌和浮霉菌丰度逐渐增大, 同时养殖前期高密度池浮霉菌丰度显

著高于低密度池(P<0.01), 而其他菌群无显著差异。结果表明, 养殖期前 50 d不同养殖密度水体细菌群落差异较大, 

而后 30 d 内细菌群落的时间异质性大于空间异质性, 这意味着高位池水体菌相被划分为两类, 到养殖后期菌相快

速转变, 养殖密度所带来的影响被减弱。 
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凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)目前是全

球范围内主要虾养殖种类[1], 在对虾养殖过程中, 

养殖密度是影响对虾生长和免疫力的主要因素之

一。李玉全等[2]发现密度胁迫是造成对虾生长和

免疫力差异的主因, 而环境理化的作用居次。对

虾溶菌酶活性也会随养殖密度增大而降低[3]。虽

然高养殖密度会提高对虾单位产量, 但有研究报

道高密度养殖会使对虾幼体存活率降低, 增重减

缓, 个体间增重差异明显, 从而导致养殖规格不

齐[4–5]。同时, 有研究发现罗氏沼虾活动频率和攻

击频次随养殖密度增大而明显提高, 从而使耗氧

率和排氨率升高, 导致生长能减少, 代谢和排泄

消耗增大[6]。 

此外 , 高密度养殖过程中饵料投放量增大 , 

使得养殖水体中残饵和排泄物增多, 从而导致水

质恶化加快。例如, 有研究发现养殖水体 pH 值随

养殖密度与时间增加而降低, 氨氮量也随之增大[7], 

即使在养殖同一时期, 高密度养殖水体中的氨氮

和亚硝氮浓度也比低密度养殖的高[8]。这表明高

养殖密度在影响对虾生长性能和免疫力的同时 , 

也明显改变了养殖水体的水质, 而水体环境的改

变会影响养殖水体微生物群落结构, 从而影响微

生物参与的有机质分解和营养盐转化的功能[9–10]。

先前的对虾养殖环境微生物多样性研究多基于

DNA 指纹图谱(如 DGGE)和 16S rRNA 基因克隆

文库技术[11–12], 但受技术本身所限, 难以全面深

入地解析细菌群落组成。随着高通量测序技术的

发展, 基于 16S rRNA 基因片段的高通量测序逐

渐成为微生物群落组成研究的主要手段之一, 其

最大的优势在于能够更加全面地解析微生物群落
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中的细菌种类和数量[13]。 

为了揭示不同养殖密度下凡纳滨对虾高位池

养殖过程中水体微生物群落结构变化, 本研究以

循环水养殖系统中不同养殖密度高位池为研究对

象 , 通过对养殖水体环境基因组 DNA 中 16S 

rRNA基因 V4–V5区的高通量测序和生物信息学

分析, 揭示不同养殖密度水体中浮游细菌群落的

组成和动态。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

在浙江温州龙湾区永兴凡纳滨对虾养殖基地

的循环水养殖系统中进行养殖实验, 高位池为全

封闭式, 各池有独立水泥墙体, 顶部为透明塑料

布覆盖, 各池面积均为 750 m2。所有高位池均使

用循环水养殖系统砂滤水作为进水, 养殖期间全

天进行底增氧曝气, 同时对虾饲料投喂和日常管

理方式均一致。选择相邻高位池设置两个养殖密

度, 分别为高密度池(high-density pond, H)投放虾

苗 15 万尾 (200 尾 /m2), 低密度池 (low-density 

pond, L)投放虾苗 10万尾(133 尾/m2)。2013年 5

月 10日起, 每隔 15 d采集各池水样一次, 至凡纳

滨对虾生长至商品规格(约 80 尾/kg)共采集 5 次, 

分别标记样品为高密度池 H1–H5, 低密度池样品

L1–L5。每次采样后用 0.22 μm 孔径无菌滤膜

(millipore)抽滤 100 mL 水样, 每个样品抽滤 2 片

滤膜, 然后将滤膜封装于自封袋中, 冻存于–80℃

超低温冰箱, 保存至样品全部采集完毕。 

1.2  DNA提取和MiSeq高通量测序 

样品采集完毕后, 将滤膜从超低温冰箱取出, 

用灭菌手术剪剪碎, 放入 50 mL 无菌离心管, 然

后按照环境基因组提取试剂盒 Water DNA kit 

(Omega)技术手册中提供的标准流程(吸附柱法)提

取滤膜中环境基因组 DNA, 1.5%琼脂糖凝胶电泳

进行 DNA质量检测。 

对环境基因组 DNA 中细菌 16S rRNA 基因

V4–V5区进行 PCR扩增。PCR在 ABI GeneAmp 

9700 型热循环仪中进行 , 引物为 515F(5′-GTG 

CCA GCM GCC GCG G-3′)和 907R(5′-CCG TCA 

ATT CMT TTR AGT TT-3′), 每个样品 3 个重复。

PCR 反应采用 TransGen 20 μL 体系, 其组分为: 

5×FastPfu buffer, 4 μL; 2.5 mmol/L dNTPs, 2 μL; 
5 μmol/L 正反向引物各 0.8 μL; FastPfu DNA聚

合酶, 0.4 μL; 模板 DNA 10 ng; 加灭菌 ddH2O补

足至 20 μL。PCR反应参数如下: 95℃预变性 3 min, 

然后 95℃变性 30 s; 55℃退火 30 s; 72℃延伸 30 s, 

共计 28个循环, 最后 72℃延伸 10 min。将同一样

品的 PCR 产物混合后用 2%琼脂糖凝胶电泳检测。

使用 AxyPrepDNA 凝胶回收试剂盒(AXYGEN)切

胶回收 PCR 产物, 2%琼脂糖电泳进行检测。PCR

产物利用 Illumina Miseq PE250 平台进行高通量

测序, 每个样品至少测 10000条序列以上。 

1.3  生物信息学与统计分析 

根据 Barcode 序列将下机数据拆分为不同样

品数据, 并截去 Barcode 序列和 PCR 扩增引物序

列。使用 FLASH Version 1.2.7对各样品 reads进

行拼接并进行处理得到高质量 Tags数据, 并利用

Qiime Version 1.7.0检测并去除嵌合体序列。之后

将 Tags 序列与数据库 (gold database)进行比对

(UCHIME algorithm)。利用 Uparse Version 7.0.1001 

对所有样品重采样的有效序列进行聚类, 默认将

具有 97%一致性的序列聚类成为操作分类单元

(operational taxonomic unit, OTU)。将 Uparse构建

OTU时选取的代表性序列与 Silva 119库比对, 得

到每个 OTU的分类学信息, 每个 OTU 在数据分

析中被视为一种细菌。 

利用 R语言(R version 3.1.3)中的 vegan程序

包计算不同样品间细菌群落的布雷 –柯蒂斯

(Bray-Curtis)距离矩阵 , 然后通过生物统计软件

XLSTAT 2014进行基于 Bray-Curtis距离矩阵的多

维尺度分析(multi dimensional scaling, MDS)和聚

类分析并作图。细菌类群多样性采用 Shannon- 

Wiener 指数 (H′)表示 , 利用 R 语言 (R version 

3.1.3)vegan程序包计算各个样品的 H′值。计算各

个样品中单一细菌 OTU在 OTU总数中所占百分

比, 选取比例超过 1%的细菌中前 10%作为优势

菌, 将各细菌百分比数据进行以 10为底的 log转

换, 利用 R语言(R version 3.1.3)制作热图。 
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2  结果与分析 

2.1  高通量测序质量分析 

对各样品中 Miseq 高通量测序结果进行统计

分析, 结果显示所有样品的有效序列数(Reads)全

部达到 12000 条以上, 测序结果能较好地反映不

同样品浮游细菌群落组成。经过数据库比对和序

列聚类分析 , 结果显示高位池不同养殖阶段有

效 OTU 总数为 1264 个, 各个时期的 OTU 数量

见表 1, 其中高密度池 OTU 平均值(549.4)高于低

密度池(431.8)。 

通过随机抽取的序列数及其所含的 OTU 数

量制作稀释曲线, 结果显示(图 1), 所有样品的稀

释曲线均随有效序列数量的增加而趋于平缓, 这

表明测序获得的有效 OTU 数量覆盖了水体样品

中绝大部分细菌物种数, 能较好地反映各个养殖

阶段水体中浮游细菌的物种多样性。 

 
表 1  各凡纳滨对虾样品高通量测序结果分析 

Tab. 1  Analysis of the high-through sequencing results 

样品 
sample 

有效序列 
reads 

有效 OTU 
OTUs 

样品 
sample 

有效序列 
reads 

有效 OTU 
OTUs 

H1 23798 466 L1 20686 380 

H2 12030 381 L2 17927 383 

H3 13181 534 L3 27502 492 

H4 23523 589 L4 24421 469 

H5 22152 777 L5 12606 435 

 

 
 

图 1  各凡纳滨对虾样品高通量测序结果的稀释曲线  

高密度池样品为 H1–H5, 低密度池样品为 L1–L5. 

Fig. 1  Rarefaction curves of high-throughput sequencing results 
 H1 to H5 indicate the samples collected from high-density pond. L1 to L5 indicate the samples collected from low-density pond. 

 

2.2  不同密度养殖池细菌群落组成分析 

如图 2 所示, 各样品间细菌种群相对丰度变

化明显, 不同养殖密度高位池中优势细菌种群分

别属于变形菌门(Proteobacteria)、蓝藻门(Cyano-

bacteria)、拟杆菌门 (Bacteroidetes)、放线菌门

(Actinobacteria)和浮霉菌门(Planctomycetes)。高密

度池养殖前期主要优势细菌 OTU分别属于蓝藻、

红杆菌科、海洋螺菌目 OM182进化枝、鞘脂杆菌

目 NS11-12海洋类群、微杆菌科 SV1-8、Phycisph-

aeraceae CL500-3、腐螺旋菌科、Marinicella, 养

殖后期则分别属于红杆菌科、黄杆菌科、弧菌科、

Marinicella、小梨形菌属、蓝藻。低密度池养殖

前期优势细菌 OTU分别属于蓝藻、红杆菌科、黄

杆菌科、交替单胞菌科、酸微菌科、火色杆菌科、

立克次氏体、腐螺旋菌科, 养殖后期则分别属于

红杆菌科、黄杆菌科、拟杆菌、微杆菌属、冷菌

属、冷单胞菌科、蓝藻 Family I。结果显示, 在养

殖前期, 几种蓝藻 OTU 占优势(30%~60%), 随着
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养殖进行其丰度逐渐降低 , 到养殖后期红杆菌

科、黄杆菌科和腐螺旋菌科 OTU开始占优势, 但

大部分菌群丰度在 10%以下, 仅红杆菌科鲁杰氏

菌属的一种细菌 OTU在 L4样品中占 17.5%。 

如表 2 所示, 不同样品中 5 个优势细菌类群

共占细菌OTU总数的 98%以上, 随着养殖时间增

长, 蓝藻开始大量减少, 而变形菌、拟杆菌和浮霉

菌逐渐增多 , 养殖前期高密度池(H1–H3)浮霉菌

丰度显著高于低密度池(L1–L3)(P=0.0053)。 

选取所有样品中前 10%优势菌 OTU 构建热

图(图 3)。结果显示, 所有样品中优势菌群前 10%

细菌共 48种, 占细菌总数 3.8%, 在各个样品所占

比例分别为高密度池 56.51%(H1), 68.56%(H2), 

59.81%(H3), 59.49%(H4), 43.01%(H5)和低密度池

87.29%(L1), 73.86%(L2), 73.94%(L3), 67.17%(L4), 

56.47%(L5)。优势菌群 OTU只占细菌 OTU总数极

少部分(3.8%), 但其总丰度平均约占细菌总丰度一

半以上, 其中低密度池最高达 87.29%。如图 3 所

示, 优势菌群的聚类分析结果与总细菌群落的聚

类分析(图 4b)结果一致, 均显示养殖前期不同养

殖密度水体细菌群落有差异, 而养殖后期则同一

时期不同养殖密度高位池细菌群落趋近于相似。 

 

 
 

图 2  各时期高位池中浮游细菌群落结构组成 

高密度池样品为 H1–H5, 低密度池样品为 L1–L5. 

Fig. 2  Bacterioplankton community composition of different samples in intensive pond 
 H1 to H5 indicate the samples collected from high-density pond. L1 to L5 indicate the samples collected from low-density pond. 

 
表 2  凡纳滨对虾高位池优势细菌类群在不同养殖时期细菌 OTU 所占比例 

Tab. 2  OTU ratio of dominant bacterial subgroups in different stocking stage of intensive pond 

 % 

细菌门类 Taxonomy H1 H2 H3 H4 H5 L1 L2 L3 L4 L5 

变形菌门 Proteobacteria 30.64 18.55 22.13 65.68 41.40 24.36 37.03 22.91 52.59 39.20 

拟杆菌门 Bacteroidetes 17.13 14.54 17.87 16.88 24.48 8.64 13.86 17.65 35.64 39.16 

浮霉菌门 Planctomycetes 7.73 11.46 12.23 3.15 18.32 1.76 3.62 4.42 3.03 12.80 

蓝藻门 Cyanobacteria 38.44 47.06 43.31 8.48 12.18 63.13 44.03 49.23 2.84 7.39 

放线菌门 Actinobacteria 5.12 7.79 3.39 3.85 2.70 1.62 0.95 5.49 5.55 0.69 

总计 total 99.05 99.39 98.93 98.03 99.09 99.51 99.49 99.71 99.66 99.23 

注: 高密度池样品为 H1–H5, 低密度池样品为 L1–L5.  

Note: H1 to H5 indicate the samples collected from high-density pond. L1 to L5 indicate the samples collected from low-density pond. 
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图 3  各养殖阶段优势细菌 OTU热图 

高密度池样品为 H1–H5, 低密度池样品为 L1–L5. 

Fig. 3  Heatmap of the dominant bacteria OTUs in different samples of intensive ponds  
H1 to H5 indicate the samples collected from high-density pond. L1 to L5 indicate the samples collected from low-density pond. 

 

各个养殖时期样品的细菌群落 Shannon-Wiener

多样性指数(图 5)显示, 高密度池细菌多样性指数

平均值(4.36)高于低密度池(3.51), 并且随着养殖进

行到后期, 两个高位池细菌多样性均逐渐提高。由

多维尺度分析(图 4a)和聚类分析(图 4b)结果可知, 

所有样品大致被划分为三类 , 分别是高密度池

H1–H3, 低密度池 L1–L3 和其他后期样品。结果显

示养殖前期不同养殖密度水体细菌群落有较大差异, 

而养殖后期同一时段不同养殖密度高位池细菌群落

趋于相似, 这表明高位池细菌相明显存在两个阶段, 

分别是养殖前期(0~50 d)和养殖后期(50~80 d)。 

3  讨论 

凡纳滨对虾的生长性能、存活率和养殖密度是

对虾养殖业首要关心的问题。有案例报道, 凡纳滨

对虾的养殖密度范围较为宽泛(150~600 尾/m3), 

并且在高密度养殖下也能保持较高的生长和存活

率[14–15]。之前有研究证明, 100尾/m3以下的养殖

密度对凡纳滨对虾生长性能无影响 [16–17]。同时, 

过高的养殖密度会影响对虾抗病力, 表现在杀菌

能力和细胞吞噬活性下降, 免疫相关基因表达下

调[18]。因此, 本文中选择了常规养殖密度(133 尾/m2) 
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图 4  高位池浮游细菌群落多维尺度分析(a)和聚类分析图(b) 

高密度池样品为 H1–H5, 低密度池样品为 L1–L5. 

Fig. 4  MDS and hierarchical cluster analysis plots of bacterioplankton in different samples of intensive ponds  
H1 to H5 indicate the samples collected from high-density pond. L1 to L5 indicate the samples collected from low-density pond. 

 

 
 

图 5  各养殖时期细菌群落 Shannon-Wiener多样性指数 

高密度池样品为 H1–H5, 低密度池样品为 L1–L5. 

Fig. 5  Shannon-Wiener diversity indices of bacterial commu-
nity in samples of intensive ponds  

H1 to H5 indicate the samples collected from high-density pond. 
L1 to L5 indicate the samples collected from low-density pond. 

 
和相对高密度(200 尾/m2)高位池进行研究, 以期

减小对虾染病风险, 保证养殖过程顺利完成。 

有研究报道 , 在土塘养殖长毛对虾结束时 , 

蓝细菌、红杆菌和黄杆菌在养殖水体中是占优势

的微生物种群[19]。这与本文中高位池养殖初期的

优势细菌种群组成类似。有研究报道养殖中后期

对虾高位池水体富营养化严重, 绿藻和蓝藻替代

硅藻成为优势种群[20], 但本研究高位池养殖后期

蓝藻大量减少, 这可能是由于本文高位池养殖后

期营养盐浓度较低所致。黄杆菌被认为是水生动

物潜在的条件致病菌, 如果大量存在会增加对虾

染病风险[21]。虽然本研究的养殖过程中黄杆菌作

为优势种群长期存在, 但养殖期间对虾生长和健

康情况良好, 这可能暗示黄杆菌是一类条件致病

细菌。养殖前期高密度池(H1–H3)浮霉菌丰度显著

高于低密度池(L1–L3)(P<0.01), 其他菌群则无显

著差异, 其中 Phycisphaeraceae CL500-3是高密度

池养殖前期浮霉菌门中的优势细菌。有研究发现

Phycisphaeraceae CL500-3参与反硝化作用[22], 在

高污染的膜上丰度相对较大[23], 这表明由高密度

养殖带来的大量残饵和排泄物促使该类细菌大量

繁殖, 从而使其丰度显著高于低密度池。 

浙江沿海地区凡纳滨对虾高位池养殖周期通

常为 100 d 左右, 其中前 20 d 为温室育苗期, 后

80 d为高位池养殖期。本研究中多维尺度分析(图

4a)和聚类分析(图 4b)结果显示, 养殖周期前 50 d

内不同养殖密度高位池微生物群落有明显差异 , 

被划分到两个不同簇, 而后 30 d内的同一时期两
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个高位池微生物群落趋于相似, 后期不同时间段

同池样品群落差异甚至超过养殖密度不同所带来

的影响。在珠三角地区, 有研究发现典型对虾养

殖水体中细菌群落结构时间差异造成的影响比空

间差异更大[24], 这与本文养殖后期水体微生物群

落变化一致。这表明, 高位池水体菌相快速转变

期间(养殖到 50 d之后)所带来环境应激有可能引

发对虾疾病, 可在该阶段采取相应措施以降低环

境应激。在养殖前期, 优势菌群表现出单一物种

高丰度的特点, 然而, 随养殖进行到后期, 优势

菌总丰度表现出下降趋势, 这表明细菌群落均匀

度和多样性在提高, 养殖后期更多细菌参与了高

位池有机物质分解和营养盐转化。之前的研究也

发现, 作为典型的生物硝化系统, 养虾池塘水环

境中氮素循环关键过程的菌群多样性丰富[25]。 

综上所述, 不同养殖密度高位池水体中优势

菌群分别属于变形菌门、蓝藻门、拟杆菌门、放

线菌门和浮霉菌门, 共占细菌总量 98%以上。随

着养殖时间增长 , 蓝藻丰度所占比例逐渐减少 , 

而变形菌、拟杆菌和浮霉菌丰度逐渐增大, 其中

少数几种蓝藻前期占优势, 但后期红杆菌、黄杆

菌和腐螺旋菌逐渐占优。高密度池细菌种类和多

样性指数平均值均高于低密度池, 养殖过程中细

菌多样性指数均随时间逐渐提高。养殖前期高密度

池浮霉菌丰度显著高于低密度池(P<0.01), 而其他菌

群无显著差异。养殖期前 50 d不同养殖密度水体细

菌群落有较大差异, 而后 30 d内细菌群落的时间异

质性大于空间异质性, 这表明到养殖后期菌相快

速转变, 养殖密度所带来的影响被减弱。 
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Dynamics of the bacterial community in rearing water from an intensive 
pond containing different stocking densities of Litopenaeus vannamei 

CHEN Chen1, 2, YAN Maocang1, 2, ZHANG Xiang1, 2, YU Junqi1, 2, CHAI Xueliang1, 2, ZENG Guoquan1, 2 

1. Zhejiang Mariculture Research Institute, Wenzhou 325005, China;  
2. Zhejiang Key Laboratory of Exploitation and Preservation of Coastal Bioresource, Wenzhou 325005, China 

Abstract: Pacific white shrimp, Litopenaeus vannamei, is the most popular shrimp species cultured worldwide. 
Previous studies have indicated that high stocking densities negatively affect growth and survival rates, production, 
water quality, and immune parameters but promote disease outbreaks. Bacteria play a key role in organic con-
tamination. However, little is known about the stress of stocking density on the rearing pond microbial community. 
Accordingly, the purpose of this investigation was to reveal the effect of shrimp stocking density on microbial 
community structure in intensive ponds as part of a recirculating aquaculture system. Water samples were col-
lected from a high-density pond (200 ind/m2) and a low-density pond (133 ind/m2) every 15 days during the rear-
ing period and filtered through 0.22-µm polycarbonate filters to collect bacterial cells. Environmental genomic 
DNA was extracted from the membrane filters. The microbial communities were profiled by high-throughput se-
quencing of the V4–V5 hypervariable region of 16S rRNA gene using the MiSeq Illumina sequencing platform. 
The results showed that 1264 operational taxonomic units (OTUs) were obtained via high-throughput sequencing 
and bioinformatics analyses. The mean number of bacterial OTUs was higher in the high-density pond (549.4) 
than that in the low-density pond (431.8). Clear differences in relative abundance among bacterial phyla were de-
tected in different samples. Five phylogenetic subgroups were the most dominant in the entire bacterial community, 
including Proteobacteria, Cyanobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, and Planctomycetes, accounting for >98% 
of all OTUs. The mean Shannon–Wiener diversity index for the high-density pond (4.36) was higher than that for 
the low-density pond (3.51), and bacterial diversity increased gradually over timein both rearing ponds. This result 
suggests that new dominant bacterial populations appeared fromthe high nutrient input during the later rearing 
period, leading to higher bacterial diversity at a higher nutrient level. The relative abundance of Planctomycetes 
was significantly higher in the high-density pond (P<0.01) during the initial rearing period than that in the 
low-density pond, which may have contributed to degradation of more residual feed in the high-density pond. The 
multidimensional scaling plot and cluster analysis demonstrated that all samples grouped into three clusters, indi-
cating clear differences in the bacterial community structure between the high- and low-density ponds during the 
initial 50 days of rearing. However, the bacterial communities in the two ponds were more similarduringthe late 
stage compared with the marked differences during the initial stage, suggesting an initial stage (days 0–50) and a 
late stage (days 50–80), based on bacterial community structure. The effect of different stocking densities on the 
bacterial community decreased during the late stage. 

Key words: bacterial community; Pacific white shrimp; stocking density; intensive pond; high-throughput se-
quencing; 16S rRNA gene 
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