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摘　要：为探究枯草芽孢杆菌添加剂对生物絮团菌群结构、絮团营养以及生物絮团培养过程中水质的影响，
在生物絮团反应器中添加４种不同剂量的枯草芽孢杆菌。生物絮凝系统构建过程中，枯草芽孢杆菌的添加剂
量分别为Ａ组１０６ＣＦＵ／ｍＬ、Ｂ组１０５ＣＦＵ／ｍＬ、Ｃ组１０４ＣＦＵ／ｍＬ和Ｄ组０ＣＦＵ／ｍＬ。结果表明：生物絮凝系统
构建过程中，枯草芽孢杆菌添加剂量对絮团总悬浮颗粒物（ｔｏｔａｌｓｕｓｐｅｎｄｅｄｓｏｌｉｄｓ，ＴＳＳ）、５ｍｉｎ内絮团沉降体
积（ｆｌｏｃｖｏｌｕｍｅ，ＦＶ）影响显著；对絮团氨基酸含量、粗蛋白含量、絮团碳氮比影响显著，对絮团粗脂肪，粗灰分
含量影响不显著；添加枯草芽孢杆菌絮团中氨基酸、粗蛋白含量高于不添加枯草芽孢杆菌组；枯草芽孢杆菌添

加剂量对絮团门、属水平菌群差异物种相对丰度有显著影响，增加枯草芽孢杆菌添加剂浓度，絮团中芽孢杆菌

浓度也随之升高。枯草芽孢杆菌能在生物絮团上得到有效富集，在生物絮凝系统构建过程中添加枯草芽孢杆

菌能提高絮团粗蛋白和氨基酸含量，有利于为养殖对象提供蛋白源。
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　　在水产养殖过程中降低过剩氮素一直是环
境保护研究的热点，生物絮凝技术通过提高水体

的碳氮比，促进异养细菌的生长，形成了具有特

定结构和功能的生物絮团，并通过菌群的同化和

硝化作用有效降低水体氮素、提高了饵料利用

率、促进养殖对象的生长。在生物絮凝养殖系统

构建过程中，由于异养细菌生长远快于自养细

菌，养殖水质常常伴随着氨氮和亚硝酸盐的积

累，ＬＵＯ等［１］认为在利用生物絮凝技术进行养殖

以前有必要增加生物絮凝系统启动阶段，以此来

稳定微生物群落和养殖水质。生物絮凝系统中

氨氮和亚硝氮维持低浓度时再进行养殖，避免对

养殖对象造成危害。

有关生物絮凝系统构建过程中的研究主要

为碳源的添加方式和控制总悬浮颗粒物（ｔｏｔａｌ
ｓｕｓｐｅｎｄｅｄｓｏｌｉｄｓ，ＴＳＳ）浓度两个方面。柳泽锋
等［２］认为以溶解性有机碳浓度／总氮浓度为 １５
的比例添加葡萄糖，以及在系统运行期间按溶解

性总氮浓度／氨氮浓度为６的比例添加葡萄糖能

够更好地形成生物絮凝系统；陈晓庆［３］认为碳氮

比（Ｃａｒｂｏｎ／Ｎｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃ／Ｎ）为２０能很好地构建生
物絮凝系统，生物絮凝系统构建过程中不同的

ＴＳＳ对生物絮凝启动效率影响不明显。
目前以益生菌为添加剂，探究益生菌对生物

絮凝系统构建过程以及絮团的菌群结构、营养成

分的研究较少。研究［４］表明以植物乳杆菌为添

加剂，在ｐＨ８．５、温度３５℃、好氧条件下生物絮
凝系统达到稳定的时间最短，在污水处理系统中

通过添加特定功能菌可以有效改善出水水质［５］，

提高系统抗负荷冲击能力和系统稳定性［６］，以及

工作效率［７］。生物絮凝养殖系统中高浓度固体

悬浮物的水体环境适合枯草芽孢杆菌等异养细

菌生长，研究［８］表明在生物絮凝养殖系统中添加

复合芽孢杆菌能促进絮团上芽孢杆菌的生长。

ＣＲＡＢ等［９］发现添加枯草芽孢杆菌影响了生物絮

体粗灰分含量，枯草芽孢杆菌在水产养殖中应用

广泛，且具有很好的益生效果。本实验通过以枯

草芽孢杆菌作为生物絮凝系统构建过程的添加
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剂，探究枯草芽孢杆菌添加剂在生物絮团上的富

集效果，以及枯草芽孢杆菌添加剂量对絮团营养

组成和菌群结构的影响，为生物絮凝系统功能优

化与调节提供新的策略。

１　材料与方法

１．１　实验装置与材料
实验在上海海洋大学循环水养殖工程与技

术实验室进行。生物絮团反应器为１２个有效容
积为５Ｌ的有机玻璃圆锥体反应器，１２个反应器
搭配曝气量为 １００Ｌ／ｍｉｎ的气泵（ＡＣＯ００８），每
个反应器中放入３个曝气石，均匀曝气，以１２Ｗ
日光灯作为光源。

１．２　实验设计
实验开始时按照系统 ＤＯＣ／ＴＮ为１５添加葡

萄糖，并在各个桶中加入凡纳滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ
ｖａｎｎａｍｅｉ）粉料，每个反应器的饲料投加量为７００
ｍｇ／Ｌ，进行生物絮团培养。其主要成分：粗蛋
白≥４８％，粗纤维≤１２％，粗脂肪≥４％，粗灰
分≤１７％，赖氨酸≥２．２％，水分≤１２％，钙≤５％，
总磷≥１．０％（数据由厂家提供）。实验周期为３３
ｄ，实验期间维持 ＣａＣＯ３碱度为１５０ｍｇ／Ｌ。依据
枯草芽孢杆菌的添加剂量将１２个反应器分为４
组，每组３个平行。Ａ组的枯草芽孢杆菌添加剂
量为１０６ＣＦＵ／ｍＬ，Ｂ组的枯草芽孢杆菌添加剂量
为１０５ＣＦＵ／ｍＬ，Ｃ组枯草芽孢杆菌添加剂量为
１０４ＣＦＵ／ｍＬ，添加频率为３ｄ／次，Ｄ组不添加枯
草芽孢杆菌。

１．３　菌株来源与计数
实验用枯草芽孢杆菌购自中国微生物菌种

网。以 ２％的接种量将种子液接入 １００ｍＬ的
２２１６Ｅ培养液中，进行摇瓶发酵培养。培养时间
为２０ｈ。采用ＬＢ培养基平板计数法。按照稀释
倍数１０、１０２、１０３、１０４、１０５、１０６、１０７进行稀释，用
涂布棒快速地均匀涂布稀释后的菌液，每个稀释

度做２个重复，培养２０ｈ，采用３０～３００ＣＦＵ／ｍＬ
的平板计数，根据菌落数目和稀释倍数计算出待

测样含菌数。

１．４　水质指标的测定
每天上午 ９点进行取样，检测水体的温度

（Ｔ）、ｐＨ、溶解氧（ＤＯ），并测定总氮（ＴＮ）、氨氮
（ＴＡＮ）、亚硝酸氮（ＮＯ２

－Ｎ）、硝酸氮（ＮＯ３
－Ｎ），

水样经０．４５μｍ滤膜抽滤后测定三态氮。ＴＮ采

用过硫酸钾氧化紫外分光光度法（上海尤尼柯
ＵＶ２０００分光光度计，中国）测定。其中ＮＯ２

－Ｎ
含量采用重氮偶氮法测定，ＮＯ３

－Ｎ含量采用锌
镉还原法测定，ＴＡＮ含量测定采用次溴酸钠氧化
法，碱度采用酸碱滴定指示法测定，每６天测定１
次。

１．５　絮团指标的测定
实验至第３３天时，取２Ｌ生物絮团反应器水

样，沉淀３０ｍｉｎ后倒掉上清液，取下层生物絮团。
絮团经 ６５℃烘干后使用碳、氮元素分析仪
（ＥｌｍｅｎｔｅｒＥＬＭＥＮＴＥＲＶＡＲＩＯＭＡＸ，德国）测定
絮团中碳、氮元素质量［１０］，粗蛋白含量为氮元素

含量乘以６．２５［１１］。５ｍｉｎ内絮团沉降体积（ｆｌｏｃ
ｖｏｌｕｍｅ，ＦＶ）使用英霍夫式锥形管取１Ｌ水样静
置５ｍｉｎ后读取。粗灰分根据 ＧＢ／Ｔ６４３８—
２００７［１２１３］称重法进行测量。总脂肪采用氯仿甲
醇法［１４］进行测定［１５］。水解氨基酸参照 ＧＢ／Ｔ
５００９．１２４—２００３［１６］，上机测定（日立，Ｌ８８００，氨
基酸分析仪）。

１．６　菌群多样性检测
实验至第３３天时，取５０ｍＬ水样经０．２２μｍ

无菌微孔滤膜过滤用以收集浮游细菌，将滤膜剪

碎置于５ｍＬ无菌离心管中，于－８０℃冰箱保存，
送至上海美吉生物有限公司进行检测。

细菌ＤＮＡ的提取与检测：使用Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．
ＳｏｉｌＤＮＡＫｉｔ（Ｏｍｅｇａ，美国）试剂盒进行 ＤＮＡ提
取；将提取的ＤＮＡ样品利用１％的琼脂糖电泳检
测是否有降解及杂质；ＮａｎｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ分光光度
计检测样品纯度；Ｑｕｂｉｔ２．０Ｆｌｕｒｏｍｅｔｅｒ检测 ＤＮＡ
样品浓度。

１６ＳｒＤＮＡ文库制备：取１０ｎｇ的 ＤＮＡ模板，
对目的区域进行扩增：根据测序区域的不同，选

择对应区域的扩增引物：Ｖ３区引物为 ３３８Ｆ
５３３Ｒ，Ｖ３＋Ｖ４区引物为３４１Ｆ８０５Ｒ，Ｖ６区引物为
９６７Ｆ１０４６Ｒ。

库检与测序：文库构建完成后，先使用 Ｑｕｂｉｔ
２．０进行初步定量，稀释文库至１ｎｇ／μＬ，随后使
用 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００对文库的 ｉｎｓｅｒｔｓｉｚｅ进行检测，
ｉｎｓｅｒｔｓｉｚｅ符合预期后，使用 ＢｉｏＲＡＤＣＦＸ９６荧
光定量ＰＣＲ仪，ＢｉｏＲＡＤＫＩＴｉＱＳＹＢＲＧＲＮ进行
ｑＰＣＲ，对文库的有效浓度进行准确定量，以保证
文库质量。检测合格的文库后，采用 Ｍｉｓｅｑ进行
测序，测序策略为ＰＥ２５０。

４７８
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１．７　数据处理
实验数据采用 Ｅｘｃｅｌ软件进行结果统计，由

Ｏｒｉｇｉｎ８．５软件进行相关图表的绘制。实验数值
用平均值±标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，采用 ＳＰＳＳ
１９．０统计软件对数据进行 ＡＮＯＶＡ单因素方差
分析，Ｐ＜０．０５为差异性显著。

２　结果

２．１　絮团培养期间三态氮以及溶解氧、ｐＨ的
变化

如表１所示，实验期间，各处理组的 ｐＨ为
８．０７～８．４５，溶解氧为７．２８～７．９６ｍｇ／Ｌ。Ｄ组
的溶解氧低于其他各处理组。生物絮凝系统构

建阶段，各组水温维持在２１．２～２６．５℃。枯草
芽孢杆菌添加剂量对 ＴＳＳ浓度和 ＦＶ５ｍｉｎ影响
显著（Ｐ＜０．０５），Ａ组 ＴＳＳ和 ＦＶ５ｍｉｎ都显著低
于对照组Ｄ组（Ｐ＜０．０５）。
　　如图１所示，实验前期，碳源逐渐被消耗，生
物絮团中同化作用较弱，反应器中氨氮和亚硝氮

出现积累。随着硝化细菌的富集，氮素转化以硝

化作用为主导，氨氮和亚硝氮稳定维持在低水

平，硝态氮逐渐积累。枯草芽孢杆菌添加剂量对

三态氮最高浓度无显著影响（Ｐ＜０．０５）。絮团培
养过程中，枯草芽孢杆菌添加剂量对各实验组三

态氮浓度变化趋势有影响，枯草芽孢杆菌添加剂

量对各组氨氮浓度和亚硝酸态氮升高至最高浓

度的时间有影响。Ａ组在第８天氨氮浓度最高，
对照组在第１１天氨氮浓度最高。氨氮浓度升高
至最高浓度的时间受枯草芽孢杆菌添加剂量影

响：枯草芽孢杆菌添加剂量越高，氨氮最高浓度

出现时间越早。亚硝酸态氮浓度的动态变化特

征与氨氮浓度变化特征一致：Ａ组在第１７天亚硝
酸态氮浓度最高为１７．９８ｍｇ／Ｌ，Ｂ组在第２２天
亚硝酸态氮浓度最高为１８．７５ｍｇ／Ｌ，Ｃ组在第２３
天亚硝酸态氮浓度最高为１７．１３ｍｇ／Ｌ，Ｄ组在第
２４天亚硝酸态氮浓度最高为１７．７８ｍｇ／Ｌ。各实
验组亚硝酸态氮降至低水平时间有区别：Ａ组第
２４天，Ｂ组第３１天，Ｃ组第３１天，Ｄ组第３０天。
结果表明，枯草芽孢杆菌添加剂能缩短生物絮凝

系统构建时间。

表１　实验期间３个处理组中各水质指标的平均值
Ｔａｂ．１　Ｍｅａｎｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅｗａｔｅｒｑｕａｌｉｔｙｉｎ３ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｄｕｒｉｎｇｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｐｅｒｉｏｄ

指标 Ｉｎｄｅｘ
组别 Ｇｒｏｕｐｓ

Ａ组ＧｒｏｕｐＡ Ｂ组ＧｒｏｕｐＢ Ｃ组ＧｒｏｕｐＣ Ｄ组ＧｒｏｕｐＤ
ｐＨ ８．２２±０．１０ ８．２３±０．１０ ８．２５±０．０８ ８．２７±０．１０
溶解氧ＤＯ／（ｍｇ／Ｌ） ７．７５±０．１７ ７．７１±０．１７ ７．７７±０．１３ ７．７１±０．１８
温度Ｔ／℃ ２３．３４±０．９８ ２３．６１±１．０９ ２３．９４±１．５２ ２３．８５±１．４７
总固体悬浮物ＴＳＳ／（ｍｇ／Ｌ） ３０１．６７±１６．４１ａ ３０６．８３±１３．３５ａｂ ３１０．１７±１０．１２ｂ ３０９．５８±１１．７５ｂ

絮团沉降体积ＦＶ５ｍｉｎ／（ｍＬ／Ｌ） ５．０３±２．１１ａ ５．８０±２．５４ａｂ ５．９２±２．７３ａｂ ６．４８±２．７８ｂ

亚硝酸氮ＮＯ２－Ｎ／（ｍｇ／Ｌ） ６．２４±７．３２ ８．２５±７．９０ ７．３３±６．８６ ７．５１±７．３１
硝酸氮ＮＯ３－Ｎ／（ｍｇ／Ｌ） ８．１７±７．６８ ６．３３±６．９９ ５．６８±６．５５ ５．３５±６．５２
总氨氮ＴＡＮ／（ｍｇ／Ｌ） ２．１３±４．５６ ３．０２±５．１５ ２．９２±４．８５ ２．２７±４．４４
总氮ＴＮ／（ｍｇ／Ｌ） ４２．５９±２．５６ ４１．０４±２．４９ ４１．０５±１．９３ ４１．２７±２．０７

注：同行数据上标不同表示组间存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。
Ｎｏｔｅｓ：Ｖａｌｕｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜０．０５）．

２．２　絮团营养成分分析
生物絮凝系统构建完成后，对各组生物絮团

进行营养成分检测，结果如表２所示，不添加枯
草芽孢杆菌组的粗灰分含量高于其他３个实验
组，粗灰分含量为３０．４０％ ±１．８７％。枯草芽孢
杆菌添加组的粗蛋白含量显著高于不添加枯草

芽孢杆菌组（Ｐ＜０．０５），且粗蛋白含量随着枯草
芽孢杆菌添加浓度的升高而升高，Ａ组粗蛋白含
量最高为 ３４．４５％ ±１．８１％。添加剂量为 １０６

ＣＦＵ／ｍＬ实验组与添加剂量为１０５ＣＦＵ／ｍＬ组的
絮团粗蛋白含量差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
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图１　３个处理组中三态氮及总氮的动态变化
Ｆｉｇ．１　ＤｙｎａｍｉｃｓｏｆｎｉｔｒｉｔｅＮ，ｔｏｔａｌａｍｍｏｎｉｕｍｎｉｔｒａｔｅＮａｎｄ

ｔｏｔａｌｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎｔｈｅｗａｔｅｒｏｆ３ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

表２　絮团中粗蛋白、粗脂肪、粗灰分含量和Ｃ／Ｎ
Ｔａｂ．２　Ｃｒｕｄｅｐｒｏｔｅｉｎ，ｃｒｕｄｅｆａｔ，ｃｒｕｄｅａｓｈｃｏｎｔｅｎｔａｎｄＣ／Ｎｉｎｂｉｏｆｌｏｃ

指标 Ｉｎｄｅｘ
组别 Ｇｒｏｕｐｓ

Ａ组ＧｒｏｕｐＡ Ｂ组ＧｒｏｕｐＢ Ｃ组ＧｒｏｕｐＣ Ｄ组ＧｒｏｕｐＤ
粗脂肪Ｃｒｕｄｅｆａｔ／％ １．７３±０．３０ａ １．６０±０．４０ａ ２．００±０．５０ａ １．６０±０．４０ａ

粗灰分Ｃｒｕｄｅａｓｈ／％ ２９．６７±１．４１ａ ２９．６０±２．９９ａ ２９．３９±１．８０ａ ３０．４０±１．８７ａ

粗蛋白ｃｒｕｄｅｐｒｏｔｅｉｎ／％ ３４．４５±１．８１ａ ３４．３１±２．７８ａ ３３．８０±１．１３ａ ２６．９７±５．４３ｂ

絮团碳氮比Ｃ／Ｎ ６．２０±０．０８ａ ６．３２±０．１０ａ ６．７９±０．１９ａｂ ７．７１±０．９６ｂ

注：同行数据上标不同表示组间存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。
Ｎｏｔｅｓ：Ｖａｌｕｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜０．０５）．

　　生物絮凝系统构建完成后，对絮团１７种氨
基酸含量进行检测，结果如表３所示。枯草芽孢
杆菌添加剂量对絮团中组氨酸的含量无显著影

响（Ｐ＞０．０５），对其余１６种氨基酸含量影响显著
（Ｐ＜０．０５）。

枯草芽孢杆菌添加组生物絮团中天冬氨酸、

苏氨酸、丝氨酸、谷氨酸、丙氨酸、胱氨酸、缬氨

酸、亮氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸、赖氨酸、精氨酸含

量高于不添加枯草芽孢杆菌实验组。Ｂ组絮团中
丝氨酸、谷氨酸、胱氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸、赖氨

酸、组氨酸和精氨酸８种氨基酸含量高于 Ａ组。

Ａ组絮团中天冬氨酸、苏氨酸、甘氨酸、丙氨酸、蛋
氨酸、异亮氨酸、亮氨酸和脯氨酸含量高于 Ｂ组。
Ａ组生物絮团中总必需氨基酸和总非必需氨基酸
含量均显著高于Ｃ、Ｄ组（Ｐ＜０．０５），实验结果表
明絮团培养过程中添加枯草芽孢杆菌有利于提

高生物絮团中各氨基酸含量。

２．３　絮团微生物多样性与丰度
生物絮凝系统构建完成后，利用高通量测序

技术对生物絮团的微生物菌群结构与多样性进

行检测，结果见表４。各组 ＯＵＴ数随着枯草芽孢
杆菌添加剂量的增加而减少，最高浓度枯草芽孢
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杆菌添加组 Ａ组具有最低 ＯＵＴ数（６１５）。通过
比较群落丰度指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ指数可知，均为

Ａ＞Ｂ＞Ｃ。

表 ３　絮团中１７种氨基酸含量
Ｔａｂ．３　Ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ１７ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎｂｉｏｆｌｏｃ ％

指标 Ｉｎｄｅｘ
组别 Ｇｒｏｕｐｓ

Ａ组ＧｒｏｕｐＡ Ｂ组ＧｒｏｕｐＢ Ｃ组ＧｒｏｕｐＣ Ｄ组ＧｒｏｕｐＤ
必需氨基酸 ＥＡＡ
苏氨酸Ｔｈｒ １．０２±０．０４ｃ ０．９９±０．０２ｃ ０．８７±０．０５ｂ ０．６１±０．０４ａ

缬氨酸Ｖａｌ １．０５±０．０４ｃ １．０５±０．０５ｃ ０．８６±０．０５ｂ ０．５１±０．０４ａ

蛋氨酸Ｍｅｔ １．１８±０．１１ｃ ０．８５±０．０７ｂ ０．５９±０．０８ａ ０．６６±０．１４ａｂ

异亮氨酸Ｉｌｅ ０．９３±０．０６ｃ ０．９０±０．０６ｃ ０．７６±０．０５ｂ １．３５±０．１４ａ

亮氨酸Ｌｅｕ １．４９±０．０９ｃ １．４８±０．１０ｃ １．２２±０．０９ｂ ０．５０±０．０１ａ

苯丙氨酸Ｐｈｅ ０．９４±０．０６ｂｃ ０．９９±０．０７ｃ ０．８３±０．０４ｂ ０．６１±０．０６ａ

赖氨酸Ｌｙｓ ０．８３±０．０５ｂ ０．９２±０．０７ｂ ０．８３±０．０６ｂ ０．４９±０．０６ａ

组氨酸Ｈｉｓ ０．３１±０．０４ａ ０．３５±０．０４ａ ０．２９±０．０３ａ ０．３０±０．０５ａ

精氨酸Ａｒｇ ０．７６±０．０２ｂｃ ０．８３±０．０５ｃ ０．６６±０．０５ａｂ ０．６１±０．０３ａ

总必需氨基酸 ＴｏｔａｌＥＡＡ ８．５１±０．５０ａ ８．３４±０．５３ａ ６．９２±０．３９ｂ ５．６５±０．０７ｃ

非必需氨基ＮＥＡＡ
酪氨酸Ｔｙｒ ０．６４±０．０５ｂ ０．６６±０．０５ｂ ０．５９±０．０３ｂ ０．３２±０．０３ａ

脯氨酸Ｐｒｏ １．９９±０．０５ｂ １．７１±０．２１ａｂ １．４４±０．２３ａ １．８０±０．０８ａｂ

丝氨酸Ｓｅｒ １．６３±０．１１ａｂ １．７２±０．１９ｂ １．３７±０．１０ａ １．３１±０．０６ａ

谷氨酸Ｇｌｕ ２．４９±０．５１ａ ２．５２±０．５２ａ １．９７±０．５１ａｂ ０．８９±０．６０ｂ

甘氨酸Ｇｌｙ １．４７±０．０７ｂ ０．９２±０．３８ａ １．２８±０．０８ａｂ １．２５±０．１２ａｂ

丙氨酸Ａｌａ ０．６２±０．０３ｂ ０．６１±０．０６ｂ ０．５５±０．０７ａｂ ０．４３±０．０５ａ

胱氨酸Ｃｙｓ ０．２４±０．０１ａｂ ０．２７±０．０１ｂ ０．２４±０．０１ａｂ ０．１７±０．０７ａ

天冬氨酸Ａｓｐ ０．９５±０．０４ｃ ０．８４±０．０２ｂｃ ０．８２±０．０４ｂ ０．６５±０．０６ａ

总非必需氨基酸ＴｏｔａｌＮＥＡＡ １０．０２±０．７６ａ ９．２５±０．２６ａｂ ８．２６±０．９３ｂｃ ６．８２±０．４５ｃ

注：同行数据上标不同表示组间存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。
Ｎｏｔｅｓ：Ｖａｌｕｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜０．０５）．

表４　絮团微生物丰度与多样性
Ｔａｂ．４　Ａｂｕｎｄａｎｃｅａｎｄｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆｂａｃｔｅｒｉａｉｎｂｉｏｆｌｏｃ

组别Ｇｒｏｕｐｓ ＯＵＴ Ａｃｅ Ｃｈａｏ Ｓｈａｎｎｏｎ

Ａ组ＧｒｏｕｐＡ ６１５ ６１４．５６±２３．４０ ６２５．１２±１５．５８ ４．０１±０．２０
Ｂ组ＧｒｏｕｐＢ ６５６ ５６０．３６±３２．７８ ５６６．０５±３９．３９ ３．６５±０．２４
Ｃ组ＧｒｏｕｐＣ ６６４ ５０８．７８±６２．９９ ５２７．３６±５３．２９ ３．４９±０．３５
Ｄ组ＧｒｏｕｐＤ ６４４ ５６８．０６±３０．２０ ５７４．４６±４２．１１ ４．０１±０．１６

２．４　优势物种
对生物絮团门水平优势菌群进行分析，结果

如表 ５ 所 示，絮 团 优 势 菌 为 厚 壁 菌 门
（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、绿湾菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、变形菌门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、黏球
菌门（Ｍｙｘｏｃｏｃｃｏｔａ）。５种优势菌占絮团总菌相对
丰度的８５．８２％ ～９１．４４％。Ｂ，Ｃ，Ｄ组中变形菌
门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）相对丰度占比最高。
　　对生物絮团属水平优势菌群进行分析，结果
如表６所示：芽孢杆菌属为絮团主要优势群属，
相对丰度占比最高（３１．９８％）。Ａ组相对丰度前
５优势菌属为芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）３１．９８％、囊

菌 属 （Ｎａｎｎｏｃｙｓｔｉｓ）１０．５６％、微 杆 菌 属

（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ） ８．４６％、固 氮 螺 菌 属

（Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）１．５９％、马 赛 菌 属 （Ｍａｓｓｉｌｉａ）
１．４１％。Ｂ组优势菌属为芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）
２０．０１％、囊菌属（Ｎａｎｎｏｃｙｓｔｉｓ）２．６２％、微杆菌属
（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ） ５．２５％、固 氮 螺 菌 属

（Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）６．９５％、暖绳菌属（Ｃａｌｄｉｌｉｎｅａｃｅａｅ）
１３．６５％。Ｃ组优势菌属为芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）
１９．６４％、囊菌属（Ｎａｎｎｏｃｙｓｔｉｓ）９．０９％、微杆菌属
（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ） ３．１１％、固 氮 螺 菌 属

（Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）１３．６４％、暖绳菌属（Ｃａｌｄｉｌｉｎｅａｃｅａｅ）
３．１７％。Ｄ组优势菌属为芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）
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１２．０３％、囊菌属（Ｎａｎｎｏｃｙｓｔｉｓ）１３．９２％、微杆菌属
（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）１８．９９％、固 氮 螺 菌 属

（Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）０．９７％、暖绳菌属（Ｃａｌｄｉｌｉｎｅａｃｅａｅ）
３．０２％。絮团芽孢杆菌属含量与枯草芽孢杆菌

添加剂含量呈正相关。絮团芽孢杆菌相对丰度

分别为：Ａ组 ３１．９８％、Ｂ组 ２０．０１％、Ｃ组
１９．６４％、Ｄ组１２．０３％。

表５　絮团门水平相对丰度前５菌群
Ｔａｂ．５　Ｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｍｉｃｒｏｆｌｏｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｂｉｏｆｌｏｃ（ｐｈｙｌｕｍｌｅｖｅｌ，ｔｏｐ５） ％

组别

Ｇｒｏｕｐｓ

门水平菌群前５相对丰度Ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ（ｐｈｙｌｕｍｌｅｖｅｌ，ｔｏｐ５）
变形菌门

Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
厚壁菌门

Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ
酸杆菌门

Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ
黏球菌门

Ｍｙｘｏｃｏｃｃｏｔａ
绿湾菌门

Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ
Ａ组ＧｒｏｕｐＡ ２５．７１ ３３．４３ １１．５１ １１．１８ ３．９９
Ｂ组 ＧｒｏｕｐＢ ４６．８３ ２２．２５ ９．４４ ４．１５ ５．５３
Ｃ组 ＧｒｏｕｐＣ ４１．３９ ２３．７６ ６．６２ １２．３１ ６．０６
Ｄ组 ＧｒｏｕｐＤ ２８．４７ １４．９０ ２５．１２ １６．４９ ６．４６

表６　絮团属水平相对丰度前５菌群
Ｔａｂ．６　Ｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｍｉｃｒｏｆｌｏｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｂｉｏｆｌｏｃ（ｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌ，ｔｏｐ５） ％

组别 Ｇｒｏｕｐｓ 属水平相对丰度前５菌群 Ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ（ｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌ，ｔｏｐ５）

Ａ组 ＧｒｏｕｐＡ Ｂａｃｉｌｌｕｓ Ｎａｎｎｏｃｙｓｔｉｓ Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ Ｍａｓｓｉｌｉａ
３１．９８ １０．５６ ８．４６ １．５９ １．４１

Ｂ组ＧｒｏｕｐＢ Ｂａｃｉｌｌｕｓ Ｎａｎｎｏｃｙｓｔｉｓ Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ Ｃａｌｄｉｌｉｎｅａｃｅａｅ
２０．０１ ２．６２ ５．２５ ６．９５ １３．６５

Ｃ组ＧｒｏｕｐＣ Ｂａｃｉｌｌｕｓ Ｎａｎｎｏｃｙｓｔｉｓ Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ Ｃａｌｄｉｌｉｎｅａｃｅａｅ
１９．６４ ９．０９ ３．１１３ １３．６４ ３．１７

Ｄ组ＧｒｏｕｐＤ Ｂａｃｉｌｌｕｓ Ｎａｎｎｏｃｙｓｔｉｓ Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ Ｃａｌｄｉｌｉｎｅａｃｅａｅ
１２．０３ １３．９２ １８．９９ ０．９７ ３．０２

２．５　物种差异
生物絮凝系统构建过程中，枯草芽孢杆菌添

加剂量对生物絮团门水平菌群相对丰度的影响

差 异 显 著 （Ｐ ＜０．０５），Ｂ 组 变 形 菌 门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）相对丰度显著高于其他处理组
（Ｐ＜０．０５）。见图２。
　　枯草芽孢杆菌添加剂浓度对生物絮团属水
平菌群相对丰度影响显著（Ｐ＜０．０５）。固氮螺菌
属（Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）、马赛菌属（Ｍａｓｓｉｌｉａ）、剑菌属
（Ｅｎｓｉｆｅｒ）、副球菌属（Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ）在各处理组中差
异显著。Ｃ组固氮螺菌属（Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）相对丰度
显著高于其他组（Ｐ＜０．０５），Ｂ组马赛菌属
（Ｍａｓｓｉｌｉａ）相对丰度显著高于其他组（Ｐ＜０．０５），
Ｃ组剑菌属（Ｅｎｓｉｆｅｒ）相对丰度显著高于其他组
（Ｐ＜０．０５），Ｂ组副球菌属（Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ）相对丰度
显著高于其他组（Ｐ＜０．０５）。

图２　微生物在门水平和属水平上
相对丰度差异显著物种组成

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｍｅａｎ
ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓａｔｔｈｅｐｈｙｌｕｍｌｅｖｅｌａｎｄｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌ
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３　讨论

３．１　枯草芽孢杆菌添加剂量对生物絮凝系统启
动过程中水质的影响

实验中，ｐＨ的平均值随着枯草芽孢杆菌添
加剂量的升高而降低（Ａ组 ＞Ｂ组 ＞Ｃ组 ＞Ｄ
组）。研究［５］表明，生物絮凝系统中ｐＨ降低与细
菌同化作用消耗碱度有关。可能原因是在生物

絮凝系统启动过程中，絮团枯草芽孢杆菌附着浓

度高的实验组絮团生物活性更强，导致消耗水体

总碱度更多。在生物絮凝系统启动过程中，溶解

氧和水温均能维持在安全范围以内，溶解氧为

７．２８～７．９８ｍｇ／Ｌ，水温为２１．２～２６．３℃。
氨氮和亚硝酸氮是水产养殖过程中重要的

指标，在利用生物絮凝系统养殖过程中为了避免

高浓度亚硝酸氮和氨氮峰对养殖品种的毒害作

用，有必要进行生物絮凝的启动过程，等生物絮

凝系统亚硝态氮、氨氮降至低水平时，再进行养

殖［２］。实验结果表明，通过对生物絮凝系统启动

过程添加枯草芽孢杆菌，缩短了系统稳定时间。

可能原因是高浓度枯草芽孢杆菌添加剂缩短了

前期生物絮团形成时间。为缩短生物絮凝系统

稳定时间，建议枯草芽孢杆菌添加剂量为 １０６

ＣＦＵ／ｍＬ。枯草芽孢杆菌添加剂量对生物絮凝系
统构建过程中氨氮和亚硝酸盐的均值有影响，各

组氨氮浓度均值：Ａ组（２．１３±４．５６）ｍｇ／Ｌ、Ｂ组
（３．０２±５．１５）ｍｇ／Ｌ、Ｃ组（２．９２±４．８５）ｍｇ／Ｌ、
Ｄ组（２．２７±４．４４）ｍｇ／Ｌ。亚硝酸氮浓度的均
值：Ａ组（６．２４±７．３２）ｍｇ／Ｌ、Ｂ组（８．２５±７．９０）
ｍｇ／Ｌ、Ｃ组（７．３３±６．８６）ｍｇ／Ｌ、Ｄ组（７．５１±
７．３１）ｍｇ／Ｌ。这与鲁璐等［１７］的研究结果一致，

向生物絮团反应器中添加一定浓度的复合芽孢

杆菌能有效地降低水体中的氨氮浓度。孙运忠

等［１８］在日本囊对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）养殖过程
中添加枯草芽孢杆菌，实验结果显示，养殖过程

中添加枯草芽孢杆菌的实验组水体中无机氮浓

度和化学需氧量（ＣＯＤ）远低于对照组。这表明
在养殖水体中枯草芽孢杆菌可有效降低水体中

氨氮浓度。

３．２　枯草芽孢杆菌添加剂量对絮团营养组成的
影响

研究［１９］表明絮团的粗蛋白含量为３８．５％ ～
５７．４％，粗灰分＜２０％，粗脂肪为２０％～３５％，能

量在２０～２５ｋＪ／ｇ，本研究表明枯草芽孢杆菌添加
剂对生物絮团的粗蛋白含量、氨基酸含量和絮团

Ｃ／Ｎ比影响显著（Ｐ＜０．０５）。Ａ组为枯草芽孢杆
菌添加剂量最高组，粗蛋白含量最高。此结果与

ＳＣＨＮＥＩＤＥＲ等［２０］和李莉等［２１］得出的水体中提

高异养细菌的含量，可以起到提高水体蛋白质和

减少水体中营养物质浪费的效果一致，Ｃ组具有
最高粗灰分含量，此结果与 ＣＲＡＢ等［９］研究结果

不一致，ＣＲＡＢ等通过对絮团接种不同浓度的枯
草芽孢杆菌，发现接种枯草芽孢杆菌的絮团粗灰

分含量显著高于其他实验组，可能原因是本研究

中培养絮团的底物粗灰分含量不一样所致。对

比各组絮团氨基酸含量发现，枯草芽孢杆菌添加

剂量为１０６ＣＦＵ／ｍＬ实验组与枯草芽孢杆菌添加
剂量为１０５ＣＦＵ／ｍＬ实验组各氨基酸含量均高于
其他实验组。Ｄ组絮团中异亮氨酸显著高于其他
各实验组，可能与絮团中优势微生物的氮代谢途

径有关，具体作用机理有待探究。相关研究［２２２３］

也表明絮团菌群结构中的优势微生物会影响絮

团的营养成分的组成，其原因是不同的优势微生

物具有不同的胞外聚合物［２４２５］，从而影响了絮团

的营养成分组成。结果表明利用生物絮凝技术

进行水产养殖时，添加枯草芽孢杆菌有利于为养

殖对象提供蛋白源。

３．３　枯草芽孢杆菌添加剂量对絮团微生物的
影响

芽孢杆菌在修复水体方面具有很高的应用

价值［２６］，此外芽孢杆菌常用于水体中氨氮的去除

研究［２７］，有学者［２８］通过投加功能菌，优化污泥菌

群体系，起到很好的效果。通过添加益生菌形成

的生物絮团能降低养殖水体中的致病菌，促进有

益微生物的生长，提高絮体中有益菌的比

例［２９３１］。对絮团微生物菌群进行高通量测序分

析，结果表明枯草芽孢杆菌添加剂量最高组 Ａ组
菌群丰度指数高于其他实验组。通过对各实验

组差异微生物进行比较分析，结果表明变形菌门

在各组间相对丰度差异显著（Ｐ＜０．０５），属水平
上固 氮 螺 菌 属 （Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）、马 赛 菌 属
（Ｍａｓｓｉｌｉａ）、剑 菌 属 （Ｅｎｓｉｆｅｒ）、副 球 菌 属
（Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ）在各处理组中相对丰度差异显著
（Ｐ＜０．０５）。而门水平的优势物种为厚壁菌门
（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、绿湾菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、变形菌门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、黏球
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菌门（Ｍｙｘｏｃｏｃｃｏｔａ）。絮团门水平微生物组成情
况与陈晓庆［３］研究结果一致。由此可知，对生物

絮凝系统启动阶段枯草芽孢杆菌添加剂没有影

响絮团微生物群落结构，原因可能是在生物絮凝

系统启动阶段，各组水质环境因子差异不显著有

关。枯草芽孢杆菌对各组间优势物种相对丰度

有显著影响（Ｐ＜０．０５）。属水平下，絮团芽孢杆
菌相对丰度与枯草芽孢添加剂量呈正相关。芽

孢杆菌相对丰度：Ａ组３１．９８％，Ｂ组２０．０１％，Ｃ
组１９．６４％，Ｄ组１２．０３％。可知在生物絮凝系统
构建阶段，枯草芽孢杆菌添加剂能在絮团上富集

生长，且生长富集效果与枯草芽孢杆菌添加剂量

呈正相关。添加更高剂量的枯草芽孢杆菌对絮

团菌群微生物的影响还有待探讨。

４　结论

当枯草芽孢杆菌添加剂量为１０４ＣＦＵ／ｍＬ～
１０６ＣＦＵ／ｍＬ时，枯草芽孢杆菌能在絮团上有效富
集，生物絮团上的芽孢杆菌相对丰度随着枯草芽

孢杆菌添加剂量的增加而增加，固氮螺菌属

（Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）、马赛菌属 （Ｍａｓｓｉｌｉａ）、剑菌属
（Ｅｎｓｉｆｅｒ）、副球菌属（Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ）在各处理组中差
异显著。枯草芽孢杆菌添加剂能降低生物絮凝

系统构建过程中氨氮浓度、缩短生物絮凝系统启

动时间、提高絮团粗蛋白含量更加有利于为养殖

对象提供蛋白源。
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