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摘要: 为探究温度对拟穴青蟹(Scylla paramamosain)循环养殖水体中微生物群落的影响, 深入理解环境因子与养殖

水体微生物群落之间的相关性。在水温分别为 18 ℃、22 ℃、26 ℃、30 ℃和 32 ℃的循环养殖系统中进行拟穴青

蟹养殖, 采用 16S rRNA 高通量测序技术对不同温度下的养殖水体微生物群落组成进行分析。结果表明: (1) Alpha
多样性指数显示 5 组水样中细菌群落多样性指数大小为 t26>t22>t30>t32>t18, 物种丰度大小为 t22>t26>t32>t30> 
t18。温度可以导致养殖水体中微生物群落多样性发生变化, 但并未发现二者之间直接的相关性。(2) 5 种温度下的

养殖系统中细菌群落共有 31 门、43 纲、94 目、185 科和 351 属, 变形菌门(Proteobacteria)为循环养殖水体中绝对

优势菌门。在养殖系统水温为 26 ℃时, 养殖水体中氮磷污染物含量相对较高, 其水中脱氮除磷菌属的相对丰度也

显著高于其他 4 组。(3)由花瓣图和 UPGMA 聚类分析图进行相似性分析可知, 水体微生物群落对温度的变化有着

良好的响应, 5 组水样的细菌群落结构总体相似性较低, 其中最高温度 32 ℃和最低温度 18 ℃的水体中细菌群落结

构最为相似。 (4)水体中微生物群落结构和与环境因子的相关性分析显示 , 氮磷营养盐中的总磷 (TP)和硝酸盐

(NO3
–-N)对水中微生物群落特征具有显著性影响, 而温度是导致养殖水体中氮磷营养盐差异化的主要原因。上述研

究结果初步解释了温度对拟穴青蟹循环养殖水微生物群落的作用机制, 为下一步深入研究拟穴青蟹循环水养殖系

统中环境变化与微生物的相互关系提供参考。 
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青蟹中的拟穴青蟹(Scylla paramamosain)具
有生长快、体型巨大、适应性强等优点, 因此被

广泛作为人工养殖的对象[1]。在传统人工养殖过

程中由于个体互相残杀而导致养殖存活率低, 给
水产业造成巨大损失。作为工厂化养殖新模式之

一的蟹公寓循环水养殖, 可以实现养殖空间高效

集约化生产, 养殖过程方便可视, 有效避免青蟹

间相互打斗残伤, 提高养殖成活率, 是未来青蟹

养殖重要的新模式[2]。 
青蟹的存活状态与其养殖环境息息相关, 其

中温度是重要的养殖环境因子之一, 过高或者过

低温度都会影响其生长代谢等生理活动, 甚至导

致其死亡[3-5]。曾媛媛[6]发现过高盐度等环境因子

会对拟穴青蟹产生胁迫作用, 导致其由于生理不

适而死亡。李书迪等[7]发现 22~30 ℃的温度条件

下最利于合浦绒螯蟹 (Eriocheir hepuensis)的生

存。陈琛等[8]研究发现养殖密度会显著影响凡纳

滨对虾养殖水体中微生物群落特征。李存玉等[9]

研究发现池塘和工厂化养殖条件下牙鲆肠道菌群

结构差异与饵料、水环境等有关系。黄诗婷等[10]
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通过比较发现 4 个拟穴青蟹养殖池的群落结构与

养殖方式与水体营养程度密切相关。以上研究表

明, 养殖环境因子不仅会影响养殖对象的生理状

态, 也会改变养殖环境中的微生物群落结构。目

前, 对拟穴青蟹循环养殖水体的微生物群落结构

研究较少, 更缺少将环境因子与循环养殖水体微

生物群落结构变化相结合的研究。 
为探究温度对拟穴青蟹循环水养殖系统微生

物群落结构的影响, 以拟穴青蟹循环水养殖水体

为研究对象, 设置 5 组养殖温度梯度, 采用高通

量测序技术分析了不同温度梯度下循环水体中微

生物群落结构特征, 探讨了循环养殖水体温度与

水中微生物群落结构之间的关系, 以期为开展循

环水养殖提供重要的微生物信息。 

1  材料与方法 

1.1  实验系统 
在北部湾海洋生物多样性养护重点实验室的

循环水养殖系统中进行为期 50 d 的拟穴青蟹养殖

实验。养殖系统由蟹盒、生物滤池(混合式生化

箱)、臭氧–蛋白质分离器、微滤机、制氧机、溶

氧锥、恒温机及自动控制装置 8 大部分组成, 循
环水养殖系统工艺流程图如图 1 所示。循环水养

殖系统水量为 3 m3, 循环水流量为 3 m3/h。拟穴

青蟹由恒生水产养殖专业合作社提供, 每个实验

组内养殖 320 只拟穴青蟹(一盒放一蟹, 分成 4 个

平行, 每个平行 80 只), 养殖过程中投喂竟雄牌

青蟹配合饲料(浙江台州市江南饲料有限公司)。
通过添加 NaHCO3 调节水中 pH 至 7.8±0.3, 通过

制氧机维持系统溶解氧含量 7 mg/L 左右, 通过温

控装置 , 调节水体温度分别至 18 ℃、22 ℃、

26 ℃、30 ℃和 32 ℃。 
1.2  样品采集及分析 
1.2.1  样采集及分析  分别在污水池、清水池、

蟹盒各取 300 mL 的水, 混合均匀后保存在无菌

玻璃瓶中带回实验室分析。5 组温度实验样品编

号分别为 t18、t22、t26、t30 和 t32。水质指标包

括水温、pH、溶解氧(DO)、氨氮(NH4
+-N)、亚硝

酸盐(NO2
–-N)、硝酸盐(NO3

–-N)、总氮(TN)、磷酸

盐(PO4
3–-P)、总磷(TP)等。水温、DO 通过 YSI 溶

氧仪现场测定; pH 通过哈纳 pH 计现场测定。氨

氮(NH4
+-N)、亚硝酸盐(NO2

–-N)、硝酸盐(NO3
–-N)、

总氮(TN)、磷酸盐(PO4
3–-P)、总磷(TP)均采用德国

SEAL 流动注射分析仪进行检测[11-14]。每个指标

均测定 3 个平行样, 结果取其平均值。 
1.2.2  DNA 提取和测序  取 500 mL 水样经 

 

 
 

图 1  循环水养殖系统工艺图 
1. 蟹盒; 2. 袋式过滤器; 3. 污水池; 4. 转鼓式微滤机; 5. 蛋白质分离器; 6. 臭氧发生器; 7. 生物滤池;  

8.清水池; 9. 制氧机; 10. 高效溶氧锥; 11. 恒温机; 12. 控制器; 13. 曝气泵. 
Fig. 1  Process flow chart of recirculating aquaculture system 

1. aquaculture box; 2. bag filter; 3. sewage tank; 4. micro-screen filter; 5. protein skimmer; 6. ozone generator; 7. biological filter; 
8. clean water tank; 9. oxygen making machine; 10. oxygen increasing machine; 11. thermostat unit; 12. controller; 13. aeration pump. 
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0.22 μm 微孔滤膜过滤, 用水体微生物总 DNA 抽

提试剂盒提供的产品使用说明书提取水中微生物

基因组 DNA。首先, 采用 CTAB 方法对样本进行

DNA 提取, 然后通过凝胶电泳检测所提区的样本

DNA 纯度和浓度, 之后取适量的样本 DNA 稀释

至 1 ng/μL。以稀释后的基因组 DNA 为模板, 根
据选择的测序区域, 使用带 Barcode 的特异引物, 
New England Biolabs 公司的 Phusion®High-Fidelity 
PCR Master Mix with GC Buffer 和高效高保真酶

进行 PCR 扩增, 确保扩增效率和准确性, 同时采

用回收试剂盒回收产物。用单端测序(single-end)
的方法 , 构建小片段文库进行单端测序。16S 
rRNA 高通量测序工作由北京诺禾致源科技股份

有限公司完成。 
1.2.3  测序数据处理  使用 Cutadapt 先对 reads
进行低质量部分剪切, 再根据 Barcode 从得到的

reads 中拆分出各样品数据, 截去 Barcode 和引物

序列初步质控得到原始数据(raw reads)经过以上

处理后得到的 Reads 序列通过用 RDP Classifier
软件与 GreenGene 数据库进行物种注释, 去除其

中的嵌合体序列 , 得到最终的有效数据 (clean 
reads)。 
1.2.4  OTU 聚类分析及注释  利用 Uparse 软件

对所有样品的全部 Clean Reads 进行聚类, 以 97%
的一致性将序列聚类成为 OTUs (operational 
taxonomic units), 同时选择 OTUs 中出现频数最

高的序列作为代表序列。采用 Mothur 方法与 SSU 
rRNA 数据库进行物种 OTUs 序列注释分析, 获得

分类学信息并统计各样本的群落组成。使用

MUSCLE 软件进行快速多序列比对 , 得到所有

OTUs 序列的系统发生关系, 最后以样品中数据

量最少的为标准进行均一化处理。 
1.2.5  多样性及群落结构分析  根据 OTU 列表

中的各样品物种丰度情况, 使用 Qiime 软件计算

Alpha 多样性指数, 并绘制稀释曲线。通过物种相

对丰度和丰度聚类热图分析各样品的细菌群落结

构, 采用花瓣图和 UPGMA 聚类树研究不同温度

样品之间的相似性, 采用 Spearman 相关性热图和

冗余分析(RDA)研究循环水体中微生物群落和水

体环境因子之间的关系。 

2  结果与分析 

2.1  循环养殖水体环境性质 
养殖用水取自同一批天然弱碱性海水, 过滤

后投入循环水养殖系统中。拟穴青蟹养殖实验后, 
不同温度下的循环养殖系统水体水质参数如表 1。
水体 TN 最高为 t22, 其次为 t26, t18 组最低。在

水温为 26 ℃系统中 TP 含量最高, 其次为温度在

22 ℃的条件下, 温度为 18 ℃时, 水样中 TP 含量

为 10.173 mg/L, 为所有样品中最低。 
 

表 1  不同温度水体水质参数 
Tab. 1  Water quality parameters of different temperatures 

mg/L 

样品
sample

NH4
+-N NO2

–-N NO3
–-N PO4

3–-P TP TN 

t18 0.100 0.022 9.81 1.009 10.173 55.641

t22 0.022 0.069 27.556 2.773 30.671 78.537

t26 0.067 0.124 12.838 9.532 54.965 71.179

t30 0.041 0.157 44.534 4.38 24.345 67.667

t32 0.095 0.037 23.936 1.808 18.777 56.965

 
2.2  不同温度循环水养殖系统细菌群落多样性

分析 
各样品有效序列数均在 46000 以上, 平均长

度为 430 bp, 其中 t18、t22、t26、t30 和 t32 样品

中包含的 OTU 数目分别为 370、556、443、381
和 412。将所有样本的序列数据量随机统一抽取

至 46378 条, 绘制相应的 OTU 数绘制稀释曲线, 
结果显示各样品的稀释曲线均随序列数量的增加

而逐渐趋于平缓(图 2), 说明测序数据量渐进合理,  
 

 
 

图 2  高通量测序稀释曲线 
Fig. 2  The rarefaction curves of high-throughput  

sequencing results 
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测序结果能较好地反映不同温度下养殖水体中细

菌的物种多样性。 
Goods_coverage 指数表明此次高通量测序深

度都在 99%以上, 表明水样中微生物基因被检测

出的概率很高。t22 组水样中 OTU 数目最多, 为
556 个, t18 组最少, 为 370 个(表 2)。ACE 说明

22 ℃和 26 ℃下的系统中微生物的物种数目明显

高于 18 ℃、30 ℃、32 ℃条件下, observed-species
也印证了该结果的准确性。Shannon 指数可以反

映样品丰度和均匀度, 值越大表示该样品中微生

物物种越丰富 , 各物种分配越均匀 , t26 组的

Shannon 指数最高, 结合 observed-species、Chao1
和 ACE 指数可知 22 ℃下系统中的微生物物种丰

富度虽然高 , 但均匀程度低于 26 ℃条件下。

Simpson 显示在 26 ℃的循环养殖系统中, 微生物

群落多样性最高, 其次是 22 ℃下的水样, 18 ℃的

水样中微生物群落多样性最低。 
 

表 2  养殖水体细菌 16S rRNA 序列及多样性指数 
Tab. 2  Bacterial 16S rRNA sequence and diversity  

index in aquaculture water 

样品
sample 

检测种类
observed- 

species 
Shannon Simpson Chao1 ACE Goods_

coverage

t18 370 3.244 0.734 461.737 442.042 0.998

t22 556 4.706 0.864 586.09 590.124 0.999

t26 443 6.063 0.937 504.091 512.574 0.999

t30 381 3.831 0.782 446.029 448.145 0.999

t32 412 3.910 0.775 454.059 459.875 0.999

 
2.3  不同温度循环水养殖系统细菌群落组成分析 

不同温度条件下的养殖水体微生物群落结构

组成相似 , 但各种微生物所占比例有一定的差

异。样本中微生物群落在门分类水平上的分布如

表 3 所示, 样品中微生物主要隶属于 10 个门, 变
形菌门(Proteobacteria)在循环养殖水体中占有最

大的丰度, 平均比例为 86.84%。其他菌门分别为

拟杆菌门(Bacteroidetes, 2.40%~15.96%)、放线菌

门(Actinobacteria, 0.35%~3.92%)、浮霉菌门(Pla-
nctomycetes, 0.12%~2.2%)、梭杆菌门(Fusobacteria, 
0.01%~0.68%) 、 厚 壁 菌 门 (Firmicutes, 0.33%~ 
3.26%)、蓝藻门(Cyanobacteria, 0.10%~0.66%)、硝

化螺旋菌门(Nitrospira, 0.01%~0.51%)、疣微菌门

(Verrucomicrobia, 0.03%~0.64%)以及少量分类不

明确的细菌类群, 其组成分布情况与前人研究结

果[15-19]相类似。各组水样中变形菌门的相对丰度

高低为 t30>t32>t18>t22>t26, 拟杆菌门的相对丰

度高低为 t26>t22>t32>t18>t30, 放线菌门的相对

丰度高低为 t22>t18>t32 >t30>t26, 厚壁菌门的相

对丰度高低为 t22>t26>t18>t30>t32, 硝化螺旋菌

门的相对丰度高低为 t26>t32>t18>t22>t30。微生

物种类不同, 其生长繁殖时对温度的需求也不同, 
在循环养殖水体中, 不同的菌属对不同温度的响

应程度不同。 
 
表 3  不同温度下优势细菌类群 OTU 所占比例 

Tab. 3  The proportion of OTU of dominant bacterial  
groups at different temperatures 

              %  

菌种 strain t18 t22 t26 t30 t32

变形菌门 Proteobacteria 92.80 82.17 72.48 93.46 93.29

拟杆菌门 Bacteroidetes 2.64 7.57 15.96 2.40 3.05

放线菌门 Actinobacteria 0.94 3.92 0.35 0.38 0.53

厚壁菌门 Firmicutes 0.67 3.26 3.09 0.59 0.33

浮霉菌门 Planctomycetes 0.45 0.59 2.2 0.12 0.41

梭杆菌门 Fusobacteria 0.01 0.12 0.68 0.03 0.01

蓝藻门 Cyanobacteria 0.61 0.14 0.1 0.66 0.42

疣微菌门 Verrucomicrobia 0.03 0.64 0.31 0.04 0.04

硝化螺旋菌门 Nitrospirae 0.06 0.02 0.51 0.01 0.09

unidentified bacteria 0.50 0.41 2.24 0.25 0.06

 
水产养殖过程中, 养殖动物会排泄和分泌大

量的氮磷物质, 导致养殖水体恶化, 威胁养殖动

物的健康生长, 严重时甚至造成其死亡, 所以养

殖废水中的氮磷营养性成分的去除转化是循环养

殖水处理的重点。循环养殖系统中主要依靠脱氮

除磷微生物降解和转化水中的氮磷污染物, 因此

分析微生物群落中脱氮除磷微生物的变化, 对了

解温度对拟穴青蟹循环水养殖系统微生物群落结

构的影响十分重要。 
对循环养殖水体中优势菌属进行统计分析 , 

发现在水样的 40 种优势菌属中具有脱氮除磷功

能的微生物有 7 种(表 4)。所有样本中均有鞘脂单胞

菌属(Sphingomonas)和浮游球衣菌属(Sphaerotilus)  
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表 4  样品中优势功能菌分布特征 
Tab. 4  Characteristics of dominant and functional bacteria in the samples 

%   

所占比例 relative percentage 
菌种 
strain 

主要作用 
main function t18 t22 t26 t30 t32 合计

total

鞘脂单胞菌属 Sphingomonas 维护养殖生态系统稳定[20] 6.11 39.58 0.02 9.15 11.85 66.70

浮游球衣菌属 Sphaerotilus 吸收有机氮[21] 0.11 0.65 0.00 0.10 0.03 0.88

假单胞菌属 Pseudomonas 异养硝化–好氧反硝化菌[22], 反硝化聚磷菌[23-24] 0.12 0.25 0.65 0.35 0.15 1.52

希瓦氏菌属 Shewanella 参与除磷[25] 0.03 0.03 0.63 0.12 0.01 0.82

不动杆菌属 Acinetobacter 异养硝化–好氧反硝化菌[22], 反硝化聚磷菌[23-24] 0.17 0.02 1.90 0.05 0.12 2.26

黄杆菌属 Flavobacterium 好氧反硝化菌[23, 26] 0.60 0.29 3.33 0.27 0.38 4.86

假交替单胞菌属 Pseudoalteromonas 反硝化菌[21] 0.00 0.02 0.75 0.00 0.01 0.78

副球菌属 Paracoccus 异养硝化–好氧反硝化菌[27] 0.03 0.01 0.93 0.01 0.01 0.98

寡养单胞菌 Stenotrophomonas 还原硝酸盐[27] 56.12 0.49 1.50 65.10 54.06 177.27

 
的存在, 鞘脂单胞菌属具有维护养殖生态系统稳

定的作用, 浮游球衣菌属可以吸收有机氮, 降低

水体中有机物质。所有水体样本中都存在的异养

硝化 –好氧反硝化菌有假单胞菌属 (Pseudomo-
nas) 、 不 动 杆 菌 属 (Acinetobacter) 和 副 球 菌 属

(Paracoccus), 说明循环养殖系统中存在着好氧

反硝化的过程, 在好氧条件下的主要产物是 N2O, 
也可将氨氮在好氧条件下转化成气态产物。在该

循环养殖水体中常见的反硝化菌属有黄杆菌属

(Flavobacterium)、假交替单胞菌属(Pseudoaltero-
monas), 这类菌有着脱氮作用 , 可以将硝酸盐

(NO3
–-N)中的氮(N)通过一系列中间产物(NO2

–-N、

NO、N2O)还原为 N2, 还有着可以还原硝酸盐的寡

养单胞菌(Stenotrophomonas)。养殖系统中参与磷

转化和循环的菌属主要有假单孢菌属和希瓦氏菌

属(Shewanella)。当水温为 26 ℃时, 脱氮除磷微生

物所占比重明显高于其余 4 组, 这可能与此时拟

穴青蟹生理代谢旺盛导致养殖系统中氮磷的含量

高有关。 
选取每组样品中前 35 个属, 从物种和样本两

个层面进行聚类, 构建了物种丰度聚类图(图 3), 
便于展示不同物种在不同温度样品中的聚集程

度。对 5 个温度条件下的功能菌属丰度热图进行

分析发现, 相对丰度排名前 35 的属都属于放线菌

门(Actinobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、蓝

藻门(Cyanobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)、梭杆

菌门(Fusobacteria)、变形菌门(Proteobacteria)以及

unidentified_Bacteria 这 7 门。在温度为 22 ℃的条

件下, 乳酸杆菌属(Lactobacillus)、鞘脂单胞菌属

(Sphingomonas)、浮游球衣菌属(Sphaerotilus)、雷

氏菌属(Ralstonia)、摩根菌属(Morganella)、副杆

状菌属(Parabacteroides)和红球菌属(Rhodococcus)
等 8 个属相对丰度较高。当养殖循环水温度为

26 ℃时 , 属水平相对丰度较高的有假单胞菌属

(Pseudomonas)、假交替单胞菌属 (Pseudoaltero-
monas)、气单胞菌属 (Aeromonas)、希瓦氏菌属

(Shewanella)、不动杆菌属(Acinetobacter)、交替赤

杆菌属(Altererythrobacter)、副球菌属(Paracoccus)
等 22 个属。当温度为 30 ℃时, 短波单胞菌属(Bre-
vundimonas)、寡养单胞菌 (Stenotrophomonas)和
unidentified cyanobacteria 属 3 个属相对丰度较高, 
说明不同的菌属对不同温度的响应程度不同。 
2.4  不同温度循环水养殖系统细菌群落相似性

分析 
为了更加直观地表现不同温度条件下, 循环

养殖水体样品中 OTU 数目组成的相似性及重叠

情况, 采用花瓣图的形式对 OTUs 聚类分析结果

进行展示(图 4)。在循环水养殖系统中, 18 ℃与

22 ℃的条件下共有的 OTU 为 146, 22 ℃与 26 ℃
的温度下共有的 OTU 为 151, 26 ℃与 30 ℃的温度

下共有的 OUT 数为 79, 30 ℃与 32 ℃下共有的

OUT 数为 162, 在 18 ℃、22 ℃、26 ℃、30 ℃和 
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图 3  各水样优势细菌物种丰度热图 
Fig. 3  Heatmap of the dominant bacteria in water samples 

 
32 ℃。5 个温度下其共有 OTU 为 38, 占总 OTU
数的 2.62%, 说明不同温度条件下循环养殖水体

中的微生物群落结构相似性比较低, 温度对循环

养殖水体中微生物群落多样性有显著影响, 但是

通过直接作用还是间接作用的方式导致微生物群

落多样性发生变化还有待进一步探究。 
为了进一步对 5 个温度梯度下的循环养殖水

体微生物群落相似性进行分析, 以 weighted uni-
frac 距离矩阵做 UPGMA 聚类分析, 并将聚类结

果与各样本在门水平上的物种相对丰度整合, 结

果如图 5 所示, 在拟穴青蟹循环水养殖系统中, 
18 ℃和 32 ℃的水体中微生物群落结构相似度最

高, 18 ℃、30 ℃和 32 ℃的微生物群落结构相似

度较高, 22 ℃、26 ℃与其他 3 组的微生物群落结

构相似度较低, 说明在拟穴青蟹的生存温度范围

内, 水温对水环境中微生物群落结构的直接影响

较小, 可能温度主要是通过间接影响拟穴青蟹生

理状态, 造成拟穴青蟹生理代谢不正常, 从而导

致水中营养盐等水质参数差异化, 因此水中微生

物群落结构与温度梯度的直接相关性较弱。 
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图 4  OTUs 聚类分析花瓣图 
Fig. 4  Petal diagram of OTUs cluster analysis  

 

 
 

图 5  微生物群落聚类分析 
Fig. 5  Cluster analysis of microbial communities 

 
2.5  养殖水体细菌群落与环境因子的相关性分析 

水温能够影响水中氮磷的浓度及其存在的形

态, 可以反映样本与水体氮磷等环境因子之间关

系的 RDA 分析如图 6 所示, t18 组、t30 组和 t32
组与 NH4

+-N 呈显著正相关, t22 组与 NO2
–-N、

NO3
–-N、TN 呈显著正相关, t26 组与 TP、PO4

3–-P
呈显著正相关。对养殖水体中的营养盐环境因子

与样品进行相关性分析, 发现样品分布受营养盐

环境因子的影响从大到小依次为 TN、PO4
3–-P、

NO3
–-N、NH4

+-N、TP 以及 NO2
–-N, 说明养殖水体

中氮磷等环境因子与水温的相关性显著, 温度可

能主要是通过营养盐改变水中微生物群落结构。 
在一个生态系统中的微生物群落结构既与生

物因素的息息相关, 也和环境因子等非生物因素 

 
 

图 6  水体环境因子的 RDA 分析 
Fig. 6  RDA analysis of physical and chemical factors of water 

 
密不可分, 两者共同作用, 维护整个系统的生态

平衡。为了解氮磷等营养盐环境因子与循环水体

中微生物丰度之间的相关关系, 选取水样中丰度

前 35 个菌属制作 Spearman 相关性热图, 结果如

图 7 所示。雷氏菌属、鞘脂单胞菌属与 TP 显著

正相关, 弗朗西斯菌属(Francisella)、不动杆菌属、

申氏杆菌属(Shinella)、黄杆菌属与 TP 显著负相

关。黄杆菌属与 NO3
–-N 呈显著负相关, 这与黄杆

菌属具有好氧反硝化功能相互验证。希瓦氏菌属

由于参与养殖系统中磷的去除, 因此表现为随 TP
的降低而升高。具有好氧反硝化作用的副球菌属、

黄杆菌属和不动杆菌属, 与水中 NH4
+-N 的浓度呈

正相关, 但与 TN、NO3
–-N、NO2

–-N 表现为负相关, 
这可能与水中溶解氧含量较高, 好氧反硝化菌属

发挥自身的功能作用, 直接将铵态氮转化为气态

产物, 避免了 NO3
–-N、NO2

–-N 的产生有关。 

3  讨论 

3.1  温度对循环养殖水体微生物群落多样性的

影响 
采用高通量测序技术对 5 个温度条件下的循

环养殖水体样品进行测序, 共产生 1450 条 OTU, 
获得循环养殖水细菌群落 31 门、43 纲、94 目、

185 科、351 属, 稀释曲线最终趋于平缓, 说明此

次测序得到了样本中微生物的基因数据充足, 其
结果可以有效地反映研究水中微生物群落的组成, 
菌群丰度指数 ACE 的变化特征与 OTUs 变化特征 
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图 7  Spearman 相关性热图 
*: P<0.05; **: P<0.01. 

Fig. 7  Spearman correlation heatmap 
*: P<0.05; **: P<0.01. 

 

相同, 菌群多样性指数中的 Shannon 和 Simpson
也具有相同的变化特征, 其结果相互印证。曾涛

涛等 [28]对不同温度的除铀厌氧微生物群落结构

特征进行解析, 发现 35 ℃条件下细菌的种类较

多。孙雪姣[29]研究发现在 0 ℃下的巴氏杀菌乳中

细菌菌落多样性保持较好, 其余温度下的样品中

细菌菌落多样性向单一方向进行转变。陈梦齐等[30]

发现象山港电厂温排水中部分 γ-变形菌群丰度与

水温呈正相关。温度会影响微生物的活性, 过高

或过低的温度会使微生物群落丰度和多样性会显

著减小, 此次研究发现在循环养殖水体中 22 ℃
下物种丰度最高, 26 ℃下微生物种群落多样性和

均匀度最高。 
3.2  温度对循环养殖水体微生物群落组成的影响 

根据所有样品在门和属水平的优势菌群组成

分布特征显示, 变形菌门是拟穴青蟹循环水养殖

系统中最丰富的微生物群落, 这可能与养殖用水

为海水有关, 有研究表明变形菌门是海洋环境和

海洋沉积物中的主要菌群[31-32]。Martins 等[33]研究

发现变形菌门是多宝鱼和塞纳加尔鳎循环水养殖

水体中的优势菌群。吴越等[34]发现变形菌门是石

斑鱼循环养殖水体中的最优势菌群。在拟穴青蟹

循环水养殖系统中, 变形菌门和拟杆菌门共占据

循环养殖系统中细菌群落的 95%以上, 其余所有

菌门共占 5%左右, 这一现象印证了生态学中关

于群落结构最经典的物种多度分布模式[35]。 
环境微生物的群落结构特征与微生物所处的

各种环境因素之间有着良好的响应机制, 两者紧

密相关。由于养殖系统中的氮磷含量超标会对养

殖对象造成毒害作用, 所以分析养殖水体中脱氮
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除磷菌属对研究拟穴青蟹循环水养殖系统微生物

群落结变化具有代表性的作用。在 t26 组属水平

相对丰度较高是具有脱氮除磷作用的菌属, 而且

其物种丰富度也明显高于其余 4 组, 原因其一可

能是 26 ℃下是拟穴青蟹的比较适合的生长发育

温度, 其生长代谢比较比较旺盛, 导致养殖系统

中氮磷排泄废物等对微生物生长比较有利的营养

物质含量较高 , 促进其相关菌属大量生长繁殖 , 
进而快速降解水中污染物, 构成良好的物质循环

和能量流动; 其二可能是温度为 26 ℃比较有利

于假单孢菌属、不动杆菌属和副球菌属等脱氮除

磷微生物繁殖。温度通过自身和调节系统中细菌

的营养物质含量从而影响微生物群落组成, 温度

的不同会导致养殖对象的生理状态的不同, 使养

殖系统中细菌营养物质出现差异性, 进而造成水

样中细菌群落组成的不同。因此在进行拟穴青蟹

循环水养殖时, 从微生物的角度出发, 养殖水温

的设置应该综合考虑循环水养殖系统的稳定性和

青蟹的生理代谢。 

3.3  温度对循环养殖水体微生物群落结构相似

性的影响 
在不同温度下的循环养殖水体中, 微生物有

着显著的差别。为了进一步了解是温度直接造成

的群落结构差异, 还是由温度造成的营养盐等环

境因子差异而导致的微生物群落结构组成不同 , 
对循环养殖水样进行相似性分析。从花瓣图可以

看出 ,  尽管 5 组温度梯度差值相差不大 ,  但其 
OTU数目的相似性及重叠情况并不高, 共有 OTU
仅仅占总 OTU 数的 2.62%, 这表明温度一定程度

上会显著影响水体中微生物群落多样性, 这与大

量研究水体细菌群落多样性的结果相似。沈烽  
等 [36]研究发现温度对南京玄武湖的细菌群落影

响最显著。张雅洁等[37]研究发现北海湖水体中夏

季和秋季细菌的物种多样性高, 造成这一现象的

原因可能是冬季和春季水温低, 而温度则会显著

影响水体中微生物的生长繁殖。由 UPGMA 聚类

分析图可知, 温度对微生物群落多样性的影响并

不是呈梯度性的, t18 和 t32 样品组的群落多样性

相似度较高, 这说明营养盐等环境因子对养殖系

统中微生物群落的影响比温度本身直接作用的影

响系数大。当温度过高或者过低时, 都不利于保

持养殖水体微生物群落多样性, 温度主要是通过

影响养殖水体中氮磷营养盐等环境因子, 导致养

殖循环水样中微生物群落多样性出现差异化。 
3.4  环境因子对循环养殖水体微生物群落结构

的影响 
有研究表明, 循环水养殖池塘中营养盐是影

响水体微生物群落的主要因素[38]。根据养殖水体

微生物群落结构相似性分析发现, 循环养殖系统

中营养盐等环境因子代替温度成为直接影响养殖

系统微生物群落组成的主要因子。通过 RDA 分析

发现, NH4
+-N 在温度分别为 18 ℃、30 ℃、32 ℃

的养殖系统中降解较慢 , NO2
–-N、NO3

–-N 则在

22 ℃下不易被降解转化, 不同温度会导致水样中

不同种类的污染物降解转化速率不同。温度过高

或过低都会显著影响水体中 NH4
+-N 和 NO2

–-N 的

转化降解, 导致水体中 NH4
+-N 和 NO2

–-N 含量过 
高 , NH4

+-N 过高可能会引起养殖动物氨中毒 , 
NO2

–-N 含量过高则会导致水产养殖动物机体缺氧

而死亡[39-40]。RDA 图反映了养殖循环水的氮磷相

关营养盐水平与温度样本分布有密切关联, 说明

温度会显著影响水体中氮磷的降解转化。 
由于微生物自身的生物特性, 当微生物种类

的不同, 其对环境因子的响应程度也不同。雷氏

菌属和鞘脂单胞菌属的数目会随着水体中 TP 的

含量升高而显著增加, 弗朗西斯菌属和申氏杆菌

属等菌属则会随着 TP 浓度的增加而显著减少。

黄杆菌属在好氧条件下具有反硝化作用, 能够降

低水中的 NO3
–-N 含量, 因此表现为与水中 NO3

–-N
浓度成显著负相关。由于在循环水养殖系统中溶

解氧含量很高, 因此不动杆菌属进行反硝化反应

和好氧聚磷反应, 表现为与 TP 呈非常显著的负

相关关系。希瓦氏菌属由于其除磷特性而与 TP
呈负相关关系。异养硝化–好氧反硝化菌属中的副

球菌属和不动杆菌属由于其反硝化作用, 因此与

NH4
+-N 的浓度呈正相关, 但与 TN、NO3

–-N、NO2
–-N

的关系表现为负相关。在生态系统对污染物的承

载范围内, 系统中污染物的种类和含量与水中微

生物丰度和多样性密切相关, 既相互促进, 同时

也相互制约, 直至达到动态平衡。王欢等[41]发现
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水温、酸碱度和总磷等环境因子是改变碧流河水

库中微生物群落结构的主要因素。施瑶等[42]研究

发现添加磷会显著改变对内蒙古草原土壤的微生

物群落结构特征。陈兆进等[43]研究发现温度、pH
等不同环境因子对丹江口水库中不同的微生物群

落影响程度不同。Chrzanowski 等[44]发现氮、磷

等营养物质可以显著增加细菌的多样性。 
在不同温度条件的拟穴青蟹循环水养殖系统

中, 导致微生物群落结构不同的主要原因是养殖

水体中氮磷营养盐含量的不同, 进而造成水中微

生物群落结构差异化。该研究初步解释了温度对

拟穴青蟹循环养殖水体中微生物群落结构的作用

机理, 为循环水养殖拟穴青蟹提供了重要的微生

物学数据。 

4  结论 

在不同温度下开展循环水养殖拟穴青蟹实验, 
对养殖水体细菌群落采用高通量测序技术, 进行

测序深度在 99%以上的检测, 分析温度与水体细

菌群落的相关性。 
(1) 5 种温度下的拟穴青蟹循环养殖系统中细

菌群落共有 31 门、43 纲、94 目、185 科、351 属, 
其中 Alpha 多样性指数 (ACE 指数、Chao1、

Shannon、Simpson)的 ACE 指数及 OTU 数显示不

同样品中物种丰度大小为 t22>t26>t32>t30>t18, 
Shannon、Simpson 指数表明水样中细菌的多样性

多少为 t26>t22>t30>t32>t18。 
(2) 养殖系统中门水平微生物主要由变形菌

门、拟杆菌门、放线菌门、厚壁菌门、浮霉菌门、

硝化螺旋菌门、梭杆菌门、疣微菌门和蓝藻门组

成, 变形菌门为 5 组水样共同的绝对优势菌属门。

另外, 在温度为 26 ℃的循环养殖水体中微生物

物种丰富度最高 , 具有脱氮除磷效果的菌属也 
最多。 

(3) 温度对养殖水体微生物群落结构产生显

著性影响, 导致 5 组水样之间相似度较低, 其中

18 ℃和 32 ℃的养殖水体中微生物群落结构最为

相似。 
(4) 温度会造成养殖水体中氮磷等环境因子

差异化, 氮磷环境因子中的 TP 与养殖水体中雷

氏菌属和鞘脂单胞菌属呈显著正相关, 弗朗西斯

菌属、不动杆菌属、希瓦氏菌属和申氏杆菌属与

TP 呈显著负相关, 黄杆菌属与 NO3
–-N 呈显著负

相关, 副球菌属和不动杆菌属与 NH4
+-N 的浓度呈

正相关, 不同种类的氮磷营养盐等环境因子与不

同种类的微生物群落之间相互制约, 动态平衡。 
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Influence of temperature on microbial community structure in a 
Scylla paramamosain recirculating aquaculture system 
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Abstract: This study aimed to explore the effect of temperature on the microbial community in recirculating 
aquaculture water used to raise Scylla paramamosain, as well as to understand the relationship between environ-
mental factors and the microbial community in the aquaculture water. The breeding experiment of Scylla pa-
ramamosain was carried out in a recirculating aquaculture system at water temperatures of 18 ℃, 22 ℃, 26 ℃, 
30 ℃, and 32 ℃. The microbial community composition in the water was analyzed with 16SrRNA gene high- 
throughput sequencing technology. The results showed that, (1) the diversity index of the bacterial community in 
the five groups of water samples was t26>t22>t30>t32>t18, and the species abundance was t22>t26>t32>t30>t18. 
Temperature can significantly influence the diversity of microbial communities in aquaculture water, but no direct 
correlation was found between the two. (2) 31 phyla, 43 classes, 94 orders, 185 families and 351 genera of bacte-
rial communities were obtained from the aquaculture system at five different temperatures. Proteobacteria was by 
far the dominant phyla in the aquaculture water. When the water temperature of the aquaculture system was 26 ℃, 
the content of nitrogen and phosphorus pollutants in the water was relatively high, and the relative abundance of 
nitrogen and phosphorus removal by bacteria in the water was significantly higher than at the other four tempera-
tures tested. (3) Similarity analysis using petaline graphs and UPGMA cluster analysis showed that the aquaculture 
water’s microbial community responded well to the temperature change. The overall similarity of the bacterial 
community structure was low among the five groups of water samples, and the bacterial community structures at 
the highest temperature of 32 ℃ and the lowest temperature of 18 ℃ were the most similar. (4) The correlation 
analysis of microbial community structure and environmental factors in the water showed that total phosphorous 
(TP) and NO3

–-N have significant effects on the characteristics of the microbial communities, with temperature 
being the main reason for the differentiation of nitrogen and phosphorus in the water. The above research results 
preliminarily explain the effect of temperature on the microbial community in Scylla paramamosain recirculating 
aquaculture systems, and provide a reference for further study on the relationship between environmental changes 
and microbial diversity in Scylla paramamosain recirculating aquaculture systems. 
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