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封闭式对虾养殖中生物絮团微生物群落
演替及关键氮代谢微生物

张宇航 ，张袁率 ，龙　昊 ，曾艳华 ，谢珍玉 ✉
（海南大学 海洋生物与水产学院，海南 海口 570228 中国）

摘　要： 基于生物絮团的封闭式对虾养殖模式可以有效隔绝病原微生物等外部环境微生物对养殖水环境的

干扰，同时可以通过添加益生菌等方法，实现对该系统微生物群落的定向操纵。因此，鉴定该模式的关键微

生物、调控方法以及揭示其微生物群落演替规律，是实现其微生物群落定向操纵的关键。为此，本文采用微

生物多样性分析和宏基因组分析等方法，探究基于生物絮团的封闭式对虾养殖系统中的微生物群落演替规

律并鉴定其关键功能基因；结合水质变化规律与环境因子关联分析，寻找影响微生物群落的重要因素和鉴定

水质改良关键微生物。研究结果表明，该系统群落微生物群落演替受水体氨氮与亚硝酸盐影响，系统群落微

生物多样性指数趋势与水体亚硝酸盐浓度基本一致；其中，隶属于 Saccharimonadales目的 TM7a属细菌丰度

与亚硝酸盐浓度呈极显著正相关（p < 0.001），可能是参与反硝化的关键微生物，另外该目下 OTU3181菌株在

养殖后期与氨氮的浓度呈极显著正相关（p < 0.001），可能是这一时期的氨氮去除关键微生物；宏基因组代谢

分析显示，反硝化与异化硝酸盐还原（DNRA）相关基因占比较高，可能是该系统主要氮代谢途径；水体环境条

件与优势菌群的高度相关表明可以通过调控关键环境条件和添加特定菌株，人工定向引导微生物群落的演

化轨迹。本文为在对虾养殖的高效净化水质生物絮团培养及其微生物定向重构提供了重要参考。
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Succession Pattern of Microbial Communities and Key
Microorganisms Involved in Nitrogen Metabolism in
Closed Litopenaeus vannamei Aquaculture System

Based on Biofloc Technology

ZHANG Yuhang ，ZHANG Yuanshuai ，LONG Hao ，ZENG Yanhua ，XIE Zhenyu ✉

（School of Marine Biology and Fisheries, Hainan University, Haikou 570228, China）

Abstract：The  closed  shrimp  farming  model  based  on  bioflocs  effectively  isolates  external  environmental
microorganisms,  such  as  pathogenic  microbes,  from  interfering  with  the  aquaculture  water  environment.
Simultaneously,  it  enables  targeted  manipulation  of  the  microbial  community  within  this  system  through  
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methods  like  probiotic  supplementation.  Therefore,  identifying  the  key  microorganisms  in  this  model,
determining regulatory methods, and revealing the succession patterns of its microbial community are crucial
for achieving targeted microbial community manipulation. This study employs microbial diversity analysis and
metagenomic analysis to investigate microbial community succession patterns within the biofloc-based closed
shrimp farming system and identify its key functional genes. By analyzing water quality dynamics in relation to
environmental  factors,  the  study  identified  critical  factors  influencing  microbial  communities  and  pinpointed
key microorganisms for  water  quality  improvement.  Results  indicate  that  microbial  community succession in
this system is influenced by ammonia nitrogen and nitrite concentrations in the water, with trends in microbial
diversity  indices  largely  consistent  with  nitrite  concentrations.  Among  these,  the  abundance  of  bacteria
belonging  to  the  genus  TM7a  within  the  order  Saccharimonadales  showed  a  highly  significant  positive
correlation  (p  <  0.001)  with  nitrite  concentration,  suggesting  they  may  be  key  microorganisms  involved  in
denitrification.  Additionally,  the  OTU3181  strain  within  this  order  exhibited  a  highly  significant  positive
correlation with ammonia nitrogen concentration during the later aquaculture phase (p < 0.001), suggesting it
may  be  a  key  microorganism  for  ammonia  nitrogen  removal  during  this  period.  Metagenomic  metabolic
analysis revealed a high proportion of denitrification and dissimilatory nitrate reduction (DNRA)-related genes
in  the  biofloc,  suggesting  these  represent  the  primary  nitrogen  metabolic  pathways  in  this  system.  The  high
correlation between aquatic  environmental  conditions  and dominant  microbial  communities  indicates  that  the
evolutionary  trajectory  of  microbial  communities  can  be  artificially  guided  by  regulating  key  environmental
factors  and  introducing  specific  bacterial  strains.  This  research  offers  direct  applications  for  cultivating
efficient  biological  flocs  for  water  purification  in  shrimp  farming  and  facilitates  the  targeted  microbial
reconstruction of these systems.
Keywords：Litopenaeus vannamei；closed shrimp farming；biological floc；microbiome；nitrite.

 0    引　言

凡纳滨对虾（Litopenaeus vannamei）作为全球水产养殖的主要经济物种，其产量在过去二十年中呈现

指数级增长，目前已占全球对虾养殖总量的 80% 以上。对虾养殖量的增长主要得益于通过集约化养殖所

实现的高密度生物量承载、全流程环境控制及资源集约化利用[1]。然而该方式也伴随着严峻的环境与健

康挑战。其中，氮污染导致的水质恶化问题尤为突出：残饵与排泄物导致水体氨氮（NH4
+）和亚硝酸盐

（NO2
-）累积，从而引发对虾免疫抑制、生长迟缓甚至大规模死亡[2−5]。因此，开发新型可持续的绿色健康对

虾养殖技术已成为产业转型的核心需求[6]。

生物絮团技术（Biofloc Technology, BFT）是一种创新且环保的水产养殖技术[7]，其通过调控微生物群

落的动态增值，在优化养殖环境的同时，还为养殖生物提供额外的营养来源[8]。BFT技术的应用是实现可

持续水产养殖的关键，可以解决传统水产养殖中饲料成本过高、水污染和对有限自然资源依赖等问题[9−13]。

也就是说，BFT利用培养系统中富含微生物的环境，实现多余营养物质回收并重新生成饲料资源[14]，减少

了养殖对外部饲料投入的需求和降低了传统水产养殖中常见的环境影响问题。然而，其工业化推广仍受

制于絮团稳定性和菌群调控等问题[15]，尤其是微生物群落在系统中的功能复杂性尚未被充分解析，限制

了其精准调控策略的开发。

在水产养殖中，通过添加益生菌来改善水质[16]，以及通过对水体微生物的调控，进行水质管理已成为

水产养殖的常规应用手段[17−19]。而在对虾养殖中，微生物调控不仅是水质管理的核心，更是维系对虾健康

的关键[20−22]。近年研究发现，添加乳酸菌（Lactobacillus sp.）或芽孢杆菌（Bacillus sp.）等益生菌可增强对虾

肠道屏障功能，并分泌群体感应抑制物以减少弧菌定殖[23]。然而，如何保持微生物群落的稳定性，以及通
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过精准的微生物调控来解决实际养殖过程中的问题，仍是亟待解决的难题。

近年来，在中国对虾养殖区域开发出一种新兴的养殖模式：小型温棚对虾养殖模式，这种养殖模式可

以高效隔绝了外部环境对养殖水环境的干扰，尤其是病原入侵，从而降低了对虾的患病几率，增加了对虾

的存活率。

本文借鉴小型温棚对虾养殖模式的微生物生态学原理，构建一种新型对虾养殖模式——基于生物絮

团的封闭式对虾养殖模式，通过探究该养殖系统微生物群落结构的演替规律、功能及其与水质的相关性，

为可控的封闭式对虾养殖提供理论依据。

 1    材料与方法

 1.1    实验系统　凡纳滨对虾苗种由海南海壹水产种苗有限公司提供，于海南蓝泰邦生物技术有限公司养

殖。幼苗经过病原检测，不携带任何病原。养殖池由纤维强化塑料（俗称“玻璃钢”）制成，直径 2.5 m、高

度 1.6 m。采用透明膜将养殖池与外界隔绝。养殖池与超滤机通过 PVC塑料管道相连，全程封闭。每个

养殖池内安装 3个微孔曝气盘（气管长度 2.0 m），充入过滤空气。

 1.2    实验设计　引入虾苗前，将天然海水经超滤后加入养殖池，调节盐度至 10。随后将分离自三亚蜈支

洲岛海域国家级海洋牧场海水样品的枯草芽孢杆菌 X7活化扩大培养后（浓度为 106 CFU/mL）投放至养

殖池，投放 300 mL菌液，同时加入 50g饲料与 50g蔗糖进行肥水。对虾首先集中于一个养殖池暂养，随

后进行分池培养。以分池当天为参数记录第一天。

投放 P10规格的虾苗开始养殖，初始养殖密度为 1 000尾/m3，溶氧量≥5 mg/L。每天按体重的 3 %～

5 % 的比例，分 3次（07：00、12：00和 17：00）投喂饲料（粗蛋白≥43.0，粗脂肪≥5.0，粗纤维≤5.0，粗灰分≤16.0，
总磷 0.8-2.0，赖氨酸≥2.6）。自然日光；养殖全程不换水，不添加抗生素等药物；水温保持在 28.0±3.0 ℃、

C/N保持在 8：1；通过添加碳酸氢钠（NaHCO3），保持水体的总碱度≥ 110 mg/L（以 CaCO3 计）。

 1.3    水质参数分析　使用便携式水质分析仪（OctademW-1，无锡奥克丹生物科技有限公司，中国无锡）测

量水体溶解氧、pH、NH4
+-N和 NO2

–。通过温度计实时监测水体温度，采用总碱度检测试剂盒（东莞市渔

嘉旺生物科技有限公司，中国广东）分析总碱度。以上数参数每天 17：00测量一次。

 1.4    样本采集　从生物絮团开始形成时（约养殖 6周后）收集微生物样本，每 6天采样一次，每次收集

6个样本，每个养殖池各两个。主要操作为：三个养殖池作为三个平行，每个养殖池先采用 600目筛绢过

滤收集生物絮团样本，代号为 BF；过滤后的水再使用 0.22 μm滤纸过滤收集水体微生物样本，代号为 BP；
收集 14批，共 84个样品；所有样品存储于-80 ℃。

 1.5    宏基因组提取与 16S rDNA 测序　根据 E.Z.N.A.® soil DNA kit （Omega Bio-tek, Norcross, GA, U.S.） 说
明书进行微生物群落总基因组 DNA 抽提，使用 NanoDrop2000（美国 Thermo Scientific公司）测定 DNA 浓度

和纯度。以 DNA为模板，使用携带 Barcode序列的上游引物 338F （5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’）
和下游引物 806R （5’-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’ ）对 16S rRNA基因 V3-V4 可变区进行 PCR 扩
增，使用 2 % 琼脂糖凝胶回收 PCR产物，利用 DNA凝胶回收纯化试剂盒（PCR Clean-Up Kit，中国逾华）

进行回收产物纯化，并用 Qubit 4.0 （Thermo Fisher Scientific, USA） 对回收产物进行检测定量。

 1.6    微生物群落分析　使用 NEXTFLEX Rapid DNA-Seq Kit对纯化后的 PCR产物进行建库。利用

Illumina Nextseq2000平台进行测序（上海美吉生物医药科技有限公司）。原始数据上传至 NCBI SRA数

据库（PRJNA1251302）。使用 Majorbio Cloud Platform （http://www.majorbio.com）分析微生物群落组成。

 1.7    水质参数与微生物群落相关性分析　使用 Majorbio Cloud Platform平台上的环境因子关联分析（db-
RDA分析）模块，分析水质参数因子和微生物的相关性，确定影响微生物群落的重要环境驱动因子，以及

与环境变化相关的关键物种。

 1.8    宏基因组测序分析　宏基因组测序由 Majorbio Bio-Pharm Technology Co.公司完成。所有原始宏基

因组数据集均存入  NCBI SRA  数据库 （ PRJNA1251302）。在 Majorbio  Cloud  Platform平台上使用

Diamond（https://github.com/bbuchfink/diamond，version 2.0.13）将非冗余基因集的氨基酸序列与 NR数据库
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进行比对，并通过 NR库对应的分类学信息数据库获得物种注释，然后使用物种对应的基因丰度总和计

算该物种的丰度; 使用 Diamond将非冗余基因集的氨基酸序列与 KEGG数据库进行比对,获得基因对应

的 KEGG功能,使用 KO、Pathway、EC、Module 对应的基因丰度总和计算对应功能类别的丰度。

 1.9    氮代谢主要代谢途径及其关键微生物　采用 Majorbio Cloud Platform平台上的 FAPROTAX功能预

测数据库，解析不同养殖阶段水体微生物的主要功能；同时采用 NR数据库和 KEGG数据库，注释物种和

功能基因；聚焦于养殖过程中的氮代谢主要途径及其关键微生物，将成功注释的微生物物种与功能基因

进行关联分析。

 1.10    统计分析　使用 SPSS对处理后的数据进行单因素方差分析和邓肯检验法分析，当两组间 p <
0.05认为存在显著差异，使用 origin 2024作图软件绘制水质变化折线图。

 2    实验结果与分析

 2.1    养殖水质变化分析　以开始收集样品当天为 D1，随着养殖的进行，氨氮在 D13开始上升，在 D25达到

0.76mg/L，在 D25～D31与 D43～D55这两段时间内有所下降，但整体依旧保持在一个较高区间内（图 1a）。
而亚硝酸盐在这两段时间内均有上升，且在 D25时显著升高，D31达到峰值，约为 1mg/L（图 1b）。
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图 1    生物絮团对虾养殖过程中的水质变化。
 

 2.2    微生物群落分析　

 2.2.1    微生物群落组成　分别选取门水平和科水平微生物的相对丰度，探究养殖过程中微生物群落组成

及动态变化。如图 2a所示，优势菌门为变形菌门（Proteobacteria）、拟杆菌门（Bacteroidota）、放线菌门

（Actinobacteriota）、髌骨菌门（patescibacteria）、绿湾菌门（Chloroflexi）、厚壁菌门（Firmicutes）。其中，髌骨

菌门在 D13～D31与 D73～D79这两段时间内的丰度有明显增加，同时，变形菌门的丰度则有所降低。浮

霉菌门（Planctomycetota）在养殖后期（D31～D79）出现，而在这一阶段，系统生物絮团量较大。厚壁菌门

作为对虾养殖中重要益生菌门，存在于整个养殖过程。

在科水平上 ，红杆菌 （Rhodobacteraceae）在各个时期均占优势 ， saccharimonadaceae的丰度在

D13～D31最高， saccharimonadales是 D73～D79这一时期的优势菌科（图 2b）。
 2.2.2    微生物群落演替规律　在对虾养殖过程中，水体微生物多样性指数的变化趋势与养殖水体中亚硝

酸盐浓度的变化趋势基本一致（图 1a和图 3a）：D1～D31之间，水中亚硝酸盐的浓度较低且变化趋势不

大，这一阶段水体的微生物多样性指数（chao index）同样较低且基本保持不变；D31～D61之间，水中亚硝

酸盐的浓度变化较大且出现了两个明显的高峰期，这一阶段水体的微生物多样性指数持续增加，出现高

峰值的时间和亚硝酸盐浓度的高峰期基本吻合；在 D61之后，水中亚硝酸盐的浓度基本不变且一直维持

在最低值，这一阶段水体的微生物多样性指数也基本维持不变。

主成分分析显示出类似的微生物聚类规律（图 3b）：D1～D31号这一阶段的微生物群落聚成一个簇，

生物絮团细菌群落和浮游细菌群落有明显差异；D43～D61号这一阶段的生物絮团细菌群落和浮游细菌

4 海  南  大  学  学  报  （  自  然  科  学  版  中  英  文）  
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群落差异很大，各聚成一簇；D67与 D73和 D79的微生物群落差异较大。
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图 2    不同时期对虾养殖系统中微生物的组成动态
 

 2.3    水质与微生物群之间的关联　为了探究不同水质指标对系统微生物群落结构的影响，研究进行了环

境因子关联分析（db-RDA分析），结果表明，氨氮浓度和亚硝酸盐浓度对养殖水体中微生物群落结构的影

响最显著（图 4a）。环境因子相关性热图揭示了许多与氨氮浓度和/或亚硝酸盐浓度呈显著相关性的

OTU（图 4b）。
研究发现 TM7a属（隶属于 Saccharimonadales目）在 D7～D43之间的丰度先上升后下降，是这一阶

段丰度最高的细菌属（图 2c）；并且环境因子关联分析表明（图 4b），TM7a属的丰度与亚硝酸盐浓度呈极

显著正相关（p < 0.001），因此，TM7a属可能是这一阶段参与反硝化的关键微生物。
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图 3    不同时期养殖系统中微生物的动态变化
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图 4    环境因子与微生物关联图
 

 2.4    微生物功能分析　

 2.4.1    FAPROTAX 功能预测　研究首先采用 FAPROTAX功能预测数据库初步解析了不同养殖阶段水

体微生物的主要功能，结果表明，与脱氮相关的功能在不同阶段的养殖水体中占绝对优势；以反硝化功能

为例（图 5a），在 D61之前（D7的浮游细菌除外），反硝化功能占的比例始终较高；D61开始，反硝化功能占
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的比例显著下降。
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图 5    微生物功能分析
 

 2.4.2    宏基因组氮代谢分析　为弥补 FAPROTAX功能预测的局限性，研究进一步采用宏基因组测序技

术测定成熟自养型生物絮团中氮循环的细菌功能基因，对比 NR数据库和 KEGG数据库对样本进行物种

和功能注释。通过注释结果可以看出（图 5b），各个时期的不同氮代谢途径基本保持一致，在样本中反硝

化与异化硝酸盐（DNRA）还原两个途径占比较大（图 5c），在整个养殖中，反硝化与 DNRA占据着主要地

位，同时，硝酸盐同化也有着不小的占比。

 2.5    氮代谢功能基因　本文利用 KEGG数据库的氮代谢通路（ko00910）分析了实验所涉及到的硝化、反

硝化、同化硝酸盐还原（DNRA）、异化硝酸盐还原及固氮等 5个模块并绘制了氮转化途径图（图 6a），结合

图 2a所展示结果，针对反硝化与 DNRA进行研究。评估根据 KEGG数据库注释到的反硝化与 DNRA基

因（narG、narH、narI、napA、napB、nirK、nirS、norB、norC、nosZ、nirB、nirD、nrfA、nrfH）的基因丰度，计

算其相对丰度并绘制气泡图（图 6c），同时结合优势菌属丰度绘制物种与功能贡献分析图（图 6b）与相关性

热图（图 6d）。
本文发现与反硝化基因呈显著正相关的菌大多属于假单胞菌门（Pseudomonadota），如下水道球菌属

（Amaricoccus）、海球菌属（Halioglobus）、伍斯氏菌属（Woeseia）和海胞菌属（Marinicella），拟杆菌门

（Bacteroidota）的鼠尾菌属（Allomuricauda）也表现出了不错的反硝化能力。而和 DNRA基因显著正相关

的菌在几大生物絮团养殖常见的菌门（放线菌门、拟杆菌门和假单胞菌门）中均有发现，分析结果表明到

这些菌和 nirB 基因相关性更强，这表明 nirB 基因可能是整个生物絮团养殖系统的 DNRA能力的关键基

因。在反硝化中，napAB、nirKS 和 nosZ 等基因对优势菌属行使反硝化能力的正相关性较为一致，如伍斯

氏菌属和海胞菌属。因此，我们推测：这几个基因是反硝化作用的关键基因。

对相对丰度前 10的基因进行物种贡献度分析发现，四联球状菌属（Tetrasphaera），在 nirK、norB、
narG、narH、narI 中的均有较大的贡献度占比，鲁杰氏菌属（Ruegeria）与下水道球菌属（Amaricoccus）对反

硝化途径中的基因也都有着重要的贡献。而对 DNRA途径的关键基因 nirB 贡献最大是微杆菌属

（Microbacterium）和脱醌菌属（Demequina）。
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图 6    氮代谢关键基因及关键微生物
 

 3    讨　论

 3.1    水质变化分析　在本文搭建的封闭式生物絮团对虾养殖系统中，在相同投饲强度的条件下，养殖水

体氨氮浓度始终处于一个相对较低水平。虽然该系统养殖末期的投饵量已达到 0.075 kg/m3 远高于池塘

养殖的 0.028 9 kg/m3，但是本文所搭建的系统仍能将水体氨氮浓度控制在 0.8 mg/L左右，低于一般池塘养

殖的水体氨氮浓度（1.0 mg/L）[24]。在养殖过程中，养殖水体氨氮浓度一直在浮动，且整体在缓慢增加，这

与当前小棚虾养殖系统的前期变化趋势一致[25]。这是由于随着养殖时间的增加，投饵量也在逐步上升。

不过，相对于小棚虾的氨氮浓度，本系统中养殖水体的氨氮浓度升高的程度明显更低。

 3.2    微生物群落分析　养殖系统微生物的来源除养殖过程中添加的芽孢杆菌[26,27] 之外，并未添加其他菌
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种，系统微生物组发生了自然演替，并形成了以变形菌门、拟杆菌门、放线菌门、髌骨细菌门、绿湾菌门

和厚壁菌门为优势菌门的微生物群落。研究表明，变形菌门、拟杆菌门和绿湾菌门是生物絮团养殖系统

中的主要门，在生物絮团养殖系统中扮演着关键角色，与水质调控和氮循环密切相关[9]。在本系统中，变

形菌门始终处于优势，仅在髌骨菌门丰度增加时有所降低。这很可能是由于这两个菌门在水质处理上有

着相同的生态位，并都可以降解有机物[28]。浮霉菌门作为在养殖后期的优势菌门，在处理水体亚硝酸盐

上也有着优异的能力[29]，在该系统中，养殖后期生物絮团量增大，产生了部分厌氧区域，形成了浮霉菌门

的生态位，这导致了养殖后期浮霉菌门成为优势门。从科水平上来看，红杆菌科（隶属于变形菌门）是系

统中的优势菌科，是重要的反硝化细菌。红杆菌科作为异养微生物，在活性污泥系统的脱氮过程中表现

出显著的反硝化能力[30]，是维持系统氮代谢功能的重要贡献者。

 3.3    微生物与水质关联分析　TM7a属的动态变化表明，其在系统养殖中期对亚硝酸盐的去除具有重要

作用。TM7a属隶属于 Saccharimonadales，研究表明 Saccharimonadales常用于脱氮和除磷，是工厂化养殖

中重要微生物。 Paracoccus（副球菌属，隶属于 Rhodobacteraceae）也是参与反硝化的主要细菌属之一[31]，

该属的丰度在 D49～D67之间最高，很可能是这一阶段参与反硝化的关键微生物。在养殖的最后阶段

（D73～D79），OTU3181（隶属于 Saccharimonadales 目）的丰度始终非常高（图 2d），与氨氮的浓度呈极显著

正相关（p < 0.001），与亚硝酸盐浓度呈极显著负相关（p < 0.001）（图 4b），推测是这一阶段的氨氮去除关键

微生物。除了亚硝酸盐之外，水温同样是影响微生物群落的关键因素之一[1]，本文系统中水温变化也优势

菌变化一致。因此，温度也可能通过影响水体微生物群落组成，进而影响水体亚硝酸盐积累，后续将进一

步研究温度在养殖过程中的重要调控作用。

 3.4    微生物与氮代谢功能基因分析　在本文中，Tetrasphaera 作为对反硝化途径功能基因贡献最大的菌

属，无疑是这个系统中重要微生物之一，Tetrasphaera 的 nirK、norB和 nosZ表达，可通过反硝化作用来消

除系统中的亚硝酸盐。Ruegeria与 Amaricoccus在消除水体亚硝酸盐的过程也应该起着重要作用，它们

作为反硝化菌，均已被用于各类水处理当中[32,33]。还有研究表明，Tetrasphaera 具有除磷的功能[34]，因此该

微生物在系统中的功能，还值得深入研究。

 3.5    封闭式生物絮团养殖　利用生物絮团构建的高密度养殖模式[35]，其核心在于通过微生物驱动的氮循

环实现养殖水的原位净化。在高密度养殖条件下，养殖水中氮负荷较高，需对氮进行快速转化以避免毒

性积累，本文表明，通过对碳氮比、溶解氧和水温等参数的调控而构建出的封闭式生物絮团系统可以通过

微生物驱动的氮循环，实现养殖水的原位净化，基本达到了尾水“零排放”[36,37]。今后，可进一步探索开发

以反硝化功能菌群为主的健康生物絮团精准构建技术，以提高养殖系统的脱氮效能并保持其能够与稳定

运行。
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