
文章编号：１６７４５５６６（２０１７）０６０８６２１０ ＤＯＩ：１０．１２０２４／ｊｓｏｕ．２０１７０３０２００１

混养池塘生物膜微生物群落功能多样性特征分析

收稿日期：２０１７０３３１　　　修回日期：２０１７１００９

基金项目：广东省自然科学基金（２０１５Ａ０３０３１３６９９）；广东省省级科技计划项目（２０１６Ａ０２０２１００２３）；中国水产科学研究院基本科研

业务费专项（２０１６ＨＹＪＣ０２０４）；国家大宗淡水鱼产业技术体系（ＣＡＲＳ４５２１）

作者简介：车建锋（１９９１—），男，硕士研究生，研究方向为池塘水域环境调控技术。Ｅｍａｉｌ：ｍｉｃｈａｅｌｃｈｅ＿０５０２＠１６３．ｃｏｍ

通信作者：王广军，Ｅｍａｉｌ：ｗｇｊ５８１０＠１６３．ｃｏｍ

车建锋
１，２
，李志斐

２，３
，王广军

１，２，３
，陈成勋

１
，谢　骏２，３

，郁二蒙
２，３
，张　凯２，３

（１．天津农学院 水产学院，天津　３００３８４；２．中国水产科学研究院珠江水产研究所 农业部热带亚热带水产资源利用与
养殖重点实验室，广东 广州　５１０３８０；３．广东省水产养殖污染修复生态工程技术研究中心，广东 广州　５１０３８０）

摘　要：为了研究高产混养池塘生物膜载体材料附着微生物对不同碳源物质的代谢特征，采用ＢｉｏｌｏｇＥＣＯ技
术和水质分析，分析了罗非鱼和草鱼高产混养池塘生物膜形成过程（０～９ｗ）中微生物碳代谢变化特征及池
塘水质变化情况。结果表明：（１）试验期间，混养池塘悬挂生态基对总氮和总磷的去除及对氨态氮、硝态氮和
亚硝态氮等水质指标的维持有一定贡献作用；（２）不同采样时间点生物膜附着微生物对碳源的代谢活性存在
明显差异，表现为第３、５、７、８周生物膜代谢活性处于较高水平，在生物膜形成过程中，生物膜微生物的代谢活
性出现先升高后降低的趋势；丰富度指数、Ｓｈａｎｎｏｎ指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ指数和ＭｃＩｎｔｏｓｈ指数表现为第３、４、５、７、８周
明显高于其他周；（３）对６大类碳源利用率的研究表明生物膜微生物对碳水化合物类和聚合物类的利用率最
高；随着生物膜的形成，附着微生物明显提高了对肝糖、Ｎ乙酰Ｄ葡萄糖氨、β甲基Ｄ葡萄糖苷、１磷酸葡萄
糖等碳源的利用率；（４）生物膜微生物代谢特征主成分分析（ＰＣＡ）表明，不同采样时间点的样方聚集在３个
不同的区域，其中第３、４、６、８、９周微生物代谢差异较小，第０周和第１周聚为一体，第５周和第７周聚为一
体，但这３个聚集区域之间存在显著差异。研究结果为后续在生产实践中利用碳源强化生物膜形成提供参
考。
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　　池塘混养是目前我国淡水养殖业的主要方
式之一，其养殖密度大、投饵率高，导致养殖池塘

中氮磷含量日益增高，引发水质恶化、病害频

发［１］。然而目前主要的处理方法是大量换水，由

此产生的养殖废水会直接排放到临近水域。在

我国淡水资源短缺的现状下，这就迫切需要强化

水体及养殖区域环境的修复能力，营造稳定、可

控的健康养殖环境，实现养殖生境自我修复。

生物膜法是一种能耗低、成本低、简单方便、

不会对环境产生二次污染的养殖废水处理方

法［２］，近年来，备受广大科研工作者的关注。目

前国内外学者对生物膜做了大量研究，主要集中

在生物膜的形成过程、生物膜的运行机理、生物

膜的信号因子等方面。生物膜的形成需要具备

载体、氮、磷及微量元素等条件，经过养殖，污水

在载体表面流动一段时间后，微生物在载体表面

黏附、生长和增殖，最终达到成熟，形成生物膜；

成熟的生物膜具有良好的好氧、兼性、厌氧微生

物生存环境［３］，可以实现同步硝化反硝化作用，
将氨氮和有机质最终转化为氮气［４］，从而达到净

化水质的目的；还有研究表明通过人工手段，利

用细菌的群体感应（ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇ，ＱＳ）改变周
围环境的信号分子浓度来调控种群密度以及细

菌的生理功能，也可以影响生物膜的形成［５］。然

而实际应用中更加关注生物膜的代谢活性和功

能特征，因为代谢活性的高低可以影响水体中

氮、磷的含量。

Ｂｉｏｌｏｇ技术是目前研究微生物代谢活性的常
用方法，该方法简单、快速，获取信息量大，被广

泛用于水体、土壤微生物群落代谢特征研究［６］，
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是通过测定微生物对不同碳源的利用情况来表

现其生理特性的不同，在时间和空间上能较好地

表现微生物的动态变化，其原理是通过在微平板

中直接培养微生物，并实时监测其引起的光吸收

变化来表现其生理特征［７］。本研究以生态基为

载体材料，探讨混养池塘生物膜微生物在形成过

程中对碳源的代谢情况以及水体中总氮和总磷

的变化，为生物膜微生物对碳源的选择性和功能

多样性提供数据参考，为后续生物膜法在水产养

殖中运用提供一定的指导意义。

１　材料与方法

１．１　实验材料
载体材料为无纺布生态基，其具有不易分

解、不污染环境的优点。材料厚度０．２ｃｍ，比重
２４０ｇ／ｍ２，比面积２０ｍ２／ｍ２，生态基每块长５ｍ，
宽１ｍ，长边的一端保持完整，另一端剪成０．０５ｍ
×０．８ｍ的长条状。
实验在惠州市振华渔业有限公司的池塘进

行，本实验选取该公司罗非鱼 （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ
ｍｏｓｓａｍｂｉｃｕｓ）和草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ）高
产混养殖池塘作为生物膜的培养环境。养殖水

源为东江水，经过滤沉淀后注入池塘，池塘面积

２０ｈｍ２，有效水深为 ２．５ｍ，养殖容量为 ２５０００
ｋｇ／ｈｍ２，（罗非鱼占 ６０％，草鱼占 ４０％），配合少
量鲢鳙，每日投喂罗非鱼和草鱼膨化饲料（粗蛋

白分别为≥３０％和≥２６％）。
生态基布局如图１所示：池塘左右两端打两

个木桩固定钢丝绳，平行于钢丝绳的岸边打一排

木桩，间隔２ｍ，生态基垂直于钢丝绳固定，然后
将生态基悬挂于养殖池塘中，并保持其垂直悬浮

的状态。同时池塘安装２台增氧机和一台车轮式
水车，水车固定于池塘右下侧，搅动方向向右，使

池塘形成逆时针的水流，可使池塘中悬浮物充分

流经悬挂的生态基，有利于悬浮物的附着。在整

个实验周期内，池塘内未使用任何药物，也不换

水。

１．２　水质指标的测定
实验是在２０１５年８月５日至１０月９日期间

进行，平均气温２３～３５℃。每隔７天同步测定水
质指标，ｐＨ、水温、溶氧、电导率、总溶解固体的测
定采 用 便 携 式 多 参 数 水 质 分 析 仪 （ＹＳＩ
ＰｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌＰｌｕｓ，美国 ）现场测定。氨态氮采用

纳氏试剂比色法（ＧＢ７４７９—１９８７）测定；亚硝态
氮采用萘乙二胺分光光度法（ＧＢ７４９３—１９８７）测
定；硝态氮采用酚二磺酸分光光度法（ＧＢ７４８０—
１９８７）测定；总氮采用碱性过硫酸钾消解紫外分
光光度法（ＧＢ１１８９４—１９８９）测定；总磷采用钼酸
铵分光光度法（ＧＢ１１８９３—１９８９）测定。

图１　生态基布局简图
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｄｉａｇｒａｍｏｆｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｂａｓｉｓｌａｙｏｕｔ

１．３　微生物样品采集与Ｂｉｏｌｏｇ分析
生态基放置后每隔７天采样一次，共采样１０

次（０ｗ、１ｗ、２ｗ、３ｗ、４ｗ、５ｗ……９ｗ），采样用
于生物膜微生物代谢活性、结构和功能分析。采

样时随机选取同一水层（约水面下０．５ｍ）不同位
置的生态基材料（每处５ｇ左右，需６处以上），混
样装入５０ｍＬ灭菌离心管中，低温带回实验室，
立即进行微生物群落功能性分析。

ＢｉｏｌｏｇＴＭ的 ＥＣＯ测试板（ＥＣＯＭｉｃｒｏＰｌ，美国
ＭａｔｒｉｘＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）含有３１种不同碳
源和空白对照，每块板有 ３个重复。ＢｉｏｌｏｇＥＣＯ
微平法操作：在无菌条件下称取上述混样的生态

基３ｇ放入盛有１５０ｍＬ０．９％的灭菌生理盐水的
锥形瓶中，充分振荡后，与０．９％的生理盐水按比
例混合制成均匀的微生物悬液，加入 ＢｉｏｌｏｇＥＣＯ
微平板中。将加好样的 ＢｉｏｌｏｇＥＣＯ微平板放入
２５℃恒温培养箱中，每隔 ２４ｈ读取各孔在 ５９０
ｎｍ波长下的光吸收值，连续测定 ８ｄ。后续的多
样性指数、对碳源的利用特征等数据处理根据

ＴＩＱＵＩＡ［８］的测定方法，选取平均颜色变化率
（Ａｖｅｒａｇｅｗｅｌｌｃｏｌｏｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ＡＷＣＤ）变化曲
线最大斜率处的培养时间（本研究为４８ｈ），分析
结果相对稳定。
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１．４　计算方法
平均颜色变化率（ＡＷＣＤ）表示生物膜微生

物对碳源的利用情况，是表现微生物活性的重要

指标［９］。丰富度指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ指数（又称优势度
指数）、ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ指数、Ｐｉｅｌｏｕ均匀度指数、
ＭｃＩｎｔｏｓｈ指数用于表示微生物的多样性。计算方
法参考高晓奇等［１０］的计算方法。

１．５　统计分析方法
数据统计和绘图采用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＯｆｆｉｃｅ进行，

主成分分析（ＰｒｉｎｃｉｐａｌｏｍｐｏｎｅｎｔＡｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）采
用 Ｃａｎｏｃｏ４．５进行，热图（Ｈｅａｔｍａｐ）采用 ＧＰＳ
ｈｅｍｌ１．０软件进行绘图，统计分析采用 ＳＰＡＳＳ

１８．０进行，实验所得数据为“算数平均值 ±标准
差”（Ｍｅａｎ±ＳＤ），用单因素方差分析（Ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），选用 Ｄｕｎｃａｎ多重比较法，比较均值之
间的差异显著性，显著性水平为Ｐ＜０．０５。

２　结果与分析

２．１　池塘水质的基本情况及理化指标的变化
在实验期间，水温维持在３０℃左右，ｐＨ维

持在７～８，ＤＯ均保持在５ｍｇ／Ｌ以上，电导率在
１５２～１６６ｍｓ／ｃｍ之间小幅度波动，ＳＰＣ基本稳定
在２５０左右，如表１所示。

表１　池塘水质的基本情况
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｈｅｗａｔｅｒｉｎｆｉｓｈｐｏｎｄ

时间／ｗ
Ｔｉｍｅ

水温／℃
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

溶解氧／（ｍｇ／Ｌ）
Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｘｙｇｅｎ

电导率／（ｍｓ／ｃｍ）
Ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ

ｐＨ ＳＰＣ

０ ３４．８０±０．４６ ６．１６±０．６３ １６３．３７±０．３８ ７．９２±０．０１ ２５１．２３±０．３８
１ ３２．９３±０．１２ ６．３８±２．７４ １６５．９５±２．１１ ８．０７±０．５１ ２５２．０７±７．８２
２ ３２．４０±０．１０ ７．３５±１．９５ １５９．９０±１．７２ ７．９９±０．３９ ２４６．０３±２．９７
３ ３４．６０±０．４０ ７．１４±０．９３ １５２．１０±２．３４ ７．３３±０．２３ ２５３．７０±３．６５
４ ３０．５３±０．０６ ６．９６±１．２５ １６６．１８±０．９９ ８．０４±０．２５ ２５５．７７±１．４５
５ ３１．３７±０．１６ ５．４０±０．８４ １６４．０２±０．３８ ７．６４±０．１１ ２５２．１７±０．９９
６ ２９．４７±０．１５ ７．８６±０．２６ １６６．６２±０．７５ ７．１５±０．０６ ２５６．３３±１．２４
７ ３１．１７±０．０６ ５．３９±１．０５ １６５．５３±０．７５ ７．５６±０．１２ ２５４．８３±０．９５
８ ３２．２３±０．２１ ６．４８±０．４８ １６６．１８±０．３８ ７．９５±０．０３ ２５５．４７±０．４２
９ ２９．３７±０．０６ ８．８５±０．３５ １６３．８０±０．００ ７．４２±０．０７ ２５１．６７±０．１５

　　实验期间水体中总氮、总磷等结果如图２所
示。从图２可以看出，实验开始到结束，总氮和
总磷的浓度分别由７．４５ｍｇ／Ｌ和１．６９ｍｇ／Ｌ降低
到０．６６ｍｇ／Ｌ和０．２５ｍｇ／Ｌ，去除率分别达到了
９１．１４％和８５．２１％，具有较好的去除效果；硝态
氮一直处于较低浓度，均在２ｍｇ／Ｌ以下；亚硝态
氮浓度一直处于０．２ｍｇ／Ｌ以下，适合鱼类生长；
氨态氮浓度在实验期间保持较低水平，仅第７周
出现了波动。结果显示在高产混养池塘中挂生

态基对总氮和总磷的去除及对氨态氮、硝态氮和

亚硝态氮等水质指标的维持有一定贡献作用。

２．２　生物膜微生物碳源ＡＷＣＤ
图３可看出，在２４ｈ内除了第８周 ＡＷＣＤ值

略高一点，其他周 ＡＷＣＤ值无明显差异，在２４ｈ
后，ＡＷＣＤ值升高速度明显，直到９６ｈ之后趋于
平缓，到１４４ｈ之后 ＡＷＣＤ值基本保持稳定。不
同采样时间点生物膜微生物对碳源的代谢活性

存在明显差异，表现为第３、５、７、８周生物膜代谢
活性处于较高水平，第０、１、２周生物膜代谢活性

最低，总体上看从第３周开始，固着微生物对碳
源的利用率保持较高的状态。在生物膜形成过

程中，生物膜微生物的代谢活性出现先升高后降

低的趋势。

图２　实验期间总氮、总磷、硝态氮、氨态氮
和亚硝态氮的浓度变化情况

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｏｔａｌｎｉｔｒｏｇｅｎ，ｔｏｔａｌ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ，Ｎｉｔｒａｔｅｎｉｔｒｏｇｅｎ，Ａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎ
ａｎｄＮｉｔｒｉｔｅｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎｔｈｅｐｏｎｄｗａｔｅｒｄｕｒｉｎｇ

ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
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图３　不同采样时间点固着微生物ＡＷＣＤ值变化
Ｆｉｇ．３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌＡＷＣＤ
ｖａｌｕｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｉｎｇｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

２．３　生物膜微生物群落功能多样性分析
从表２中可以看出，不同采样点之间５种指

数均存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。Ｓｈａｎｎｏｎ指数第
５、７周水平最高，第０、１、２、９周水平最低，存在显
著差异（Ｐ＜０．０５）；Ｓｉｍｐｓｏｎ指数第１、３、４、５、７、８
周显著高于其他周，差异显著（Ｐ＜０．０５）；Ｐｉｅｌｏｕ
均匀度指数第０周最高，第１、２、４、６、９周次之，其
他周水平较低；ＭｃＩｎｔｏｓｈ指数差异较大，第 ３、５、
７、８周水平远高于其他周；丰富度指数之间也存
在着较大差异５ｗ＞７ｗ＞８ｗ＞３ｗ≈４ｗ＞６ｗ＞９ｗ
＞２ｗ＞１ｗ＞０ｗ。总体表现第３、４、５、７、８周多样
性指数处于较高水平。

表２　生物膜微生物群落多样性指数
Ｔａｂ．２　Ｂｉｏｆｉｌｍｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘ

时间／ｗ
ｔｉｍｅ

Ｓｈａｎｎｏｎｉｎｄｅｘ Ｓｉｍｐｓｏｎｉｎｄｅｘ Ｐｉｅｌｏｕｉｎｄｅｘ ＭｃＩｎｔｏｓｈｉｎｄｅｘ
丰富度指数

Ｒｉｃｈｎｅｓｓｉｎｄｅｘ
０ ２．４４０±０．０２４ａ ０．８７６±０．０３４ａ １．２１６±０．０７３ｄ ２．３６０±０．３１４ａ ７．５０±１．０５ａ

１ ２．４８０±０．０９５ａ ０．９４８±０．１０７ｃｄ １．１３５±０．０８６ｃ ２．５７６±０．４５９ａ ９．１７±２．０４ａｂ

２ ２．５２７±０．１４１ａ ０．８９１±０．０２０ａｂ １．０８０±０．０８４ｂｃ ３．２４８±０．３４１ｂ １０．６７±２．０７ｂｃ

３ ２．７２８±０．１０１ｂｃ ０．９１８±０．００９ｃｄ １．００８±０．０３５ａ ４．４３９±０．２４１ｄ １５．３３±０．８２ｅｆ

４ ２．８０２±０．０９２ｃ ０．９２４±０．００８ｃｄ １．０３４±０．０２７ａｂ ３．７９３±０．３６２ｃ １５．１７±１．８３ｅｆ

５ ３．０６６±０．０６７ｄ ０．９６５±０．０３０ｄ １．００１±０．０１５ａ ４．９０３±０．４２７ｅ ２１．５０±２．４３ｈ

６ ２．６９２±０．１１３ｂｃ ０．９１１±０．０１３ｂｃ １．０３３±０．０２２ａｂ ３．６０２±０．５５８ｂｃ １３．６７±１．８６ｄｅ

７ ２．９６８±０．０４３ｄ ０．９４０±０．００３ｃｄ １．０１６±０．０２６ａ ５．１３０±０．３７７ｅ １８．６７±１．５１ｇ

８ ２．８０１±０．０９８ｃ ０．９２６±０．００８ｃｄ １．０１５±０．００８ａ ４．３３４±０．２２６ｄ １５．８３±１．３３ｆ

９ ２．５７５±０．２０５ａｂ ０．９０９±０．０１１ａｂ １．０４１±０．０２６ａｂ ３．９９３±０．３２０ｃｄ １２．５０±１．０５ｃｄ

注：表中同一列数据中不同字母上标表示显著性差异（Ｐ＜０．０５），ｎ＝３
Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｄｏｎａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（Ｐ＜０．０５），ｎ＝３

２．４　生物膜微生物对碳源的利用
由图４可看出，生物膜微生物对聚合物类和

碳水化合物类的碳源利用率更高，对氨基酸类和

胺类碳源的利用率次之，最低的是酚类和羧酸

类。不同采样时间点６类碳源的利用率都在生
物膜形成过程中出现先升高后降低的趋势，聚合

物类和碳水化合物类提高幅度最大，氨基酸和胺

类的提高幅度略小，而羧酸和胺类的提升幅度最

小。生物膜微生物对羧酸类、聚合物类和碳水化

合物类碳源的利用率均在第５周达到最高，对氨
基酸和胺类碳源的利用率则在第７周达到最高，
说明不同阶段形成的不同微生物种群对不同碳

源的利用率是有差异的。总的来说，本次实验在

生物膜形成过程中对聚合物类和碳水化合物类

碳源的选择利用较大，可能与生物膜附着微生物

的种类有关；在这两类碳源的相对利用率中可以

看出，从第３周开始生物膜微生物对其利用开始

大幅度升高，到第８周开始出现回落，可能与生
态基上生物膜附着微生物的量有关。

图５是基于平均颜色变化率（ＡＷＣＤ）做出来
的生物膜微生物对３１种碳源的利用情况（即代
谢能力），如图例所示，由蓝色到红色表示生物膜

微生物的代谢能力逐渐增强。从图 ５中可以看
出生物膜微生物对３１种碳源的代谢能力存在显
著差异，对Ｆ１（肝糖）和Ｅ２（Ｎ乙酰Ｄ葡萄糖氨）
代谢能力最强，其次是 Ａ２（β甲基Ｄ葡萄糖苷）
和Ｇ２（αＤ葡萄糖１磷酸），对 Ｃ１（吐温４０）、Ｄ２
（Ｄ甘露醇）、Ｇ１（Ｄ纤维二糖）、Ｈ２（Ｄ，Ｌα磷酸
甘油）、Ｂ３（Ｄ半乳糖醛酸）、Ａ３（Ｄ半乳糖酸内
脂）、Ｄ４（Ｌ丝氨酸）的代谢能力更弱，而对Ｇ３（α
丁酮酸）、Ｃ４（Ｌ苯丙氨酸）、Ｃ３（２羟基苯甲酸）、
Ｆ３（衣康酸）等碳源几乎不利用，以上结果提供了
生物膜附着微生物碳源利用的强弱图谱，可以为

碳源强化生物膜提供数据参考；由图５可知，不
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同采样时间对碳源利用的聚类表现为，第０、１周
的利用情况相似，第２、３、５、７周利用情况相似，第

４、６、８、９周利用情况相似，第０、１周的利用情况
较其他周差异较大。

图４　不同采样时间点生物膜微生物对６类碳源的相对利用率
Ｆｉｇ．４　Ｒｅｌａｔｉｖｅｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｂｉｏｆｉｌｍｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｆｏｒｓｉｘｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｉｎｇｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

２．５　生物膜微生物群落功能多样性主成分分析
为研究不同采样时间生物膜微生物的碳源

利用多样性的特点，选择 Ｂｉｏｌｏｇ培养时间为４８ｈ
获得的数据，并对其进行标准化变换后，应用

ＣａｎｏｃｏｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ４．５实施主成分分析。获得
了 ４个主成分分析，即 ＰＣ１（３９．０８％）、ＰＣ２
（１１．６９％）、ＰＣ３（６．４％）、ＰＣ４（５．６８％）。ＰＣ１和
ＰＣ２的贡献率达到了５０．７７％，将这两个主成分
作图，得到不同采样时间生物膜微生物碳源代谢

特征（图６）。样本间的离散程度表明了它们之间
的相似性，离得越近代表相似程度越高，反之则

相反。第０、１周的样方聚集在一起位于第二象
限与 ＰＣ１和 ＰＣ２呈负相关，对碳源利用情况较
差，第３、４、６、８、９周的样方聚集在一起，位于第
三、四象限，相比第０、１周对碳源的利用有所提
高，第５、７周样方聚集在第一象限，与ＰＣ１和ＰＣ２
呈正相关，对碳源利用情况较好，这可能与生物

膜形成过程中生态基附着微生物的量和种类发

生变化有关。

３　讨论

３．１　生物膜法对养殖水体中氮磷去除效果
集约化养殖水体中的氮磷主要来源于养殖

过程中饲料残剩物和粪便排泄物的分解。传统

的养殖方式片面追求产量，过量地投饵，形成大

量的有机代谢废物沉积，导致水体系统的分解环

节受抑制，产生过多的氨氮等中间有害产物，进

而影响养殖动物的健康。为了维持水质的稳定，

目前主要的处理方法是大量换水［１１］。在循环经

济、节水控污的情况下，大量换水不符合持续发

展的需求。因此，国内外学者也进行了大量的研

究，其中采用生态基控制池塘水质就是其中之

一。本研究实验结果显示在池塘中使用生态基

后，养殖池塘中总氮和总磷在整个实验期间呈现

下降趋势，去除率分别达到了 ９１．１４％ 和
８５．２１％，去除效果明显。本实验室［１２］前期研究

了混养池塘生物膜附着微生物群落结构，发现生

态基生物膜附着微生物群落中与脱氮除磷相关

的 细 菌 （Ｃｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａｅ、 Ｎｅｉｓｓｅｒｉａｃｅａｅ、
Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ａｇｉｔｏｃｏｃｃｕｓｌｕｂｒｉｃｕｓ、Ｖｏｇｅｓｅｌｌａ、
Ａｅｒｏｍｏｎａｓｃａｖｉａｅ、Ｃｈｉｔｉｎｏｐｈａｇａｃｅａｅ）丰度是提高
的，因此，本研究中总氮、总磷的去除效果良好可

能与挂生态基后脱氮除磷相关的细菌提升有关。

吴伟等［１３］的研究表明在池塘中添加人工基质可

以达到净化水质、降低氮磷含量的作用。另外添

加人工基质对氨氮、亚硝酸态氮的去除也有研

究，ＶＩＡＵ等［１４１５］研究发现在巴西南美对虾虾苗

和淡水小龙虾养殖中生物膜的使用显著降低氨

氮、亚硝酸盐的含量。宋协法等［３］研究表明纳米

生态基对养殖污水氨氮去除率达到了９０％以上。
本研究与上述研究都证明了人工基质应用在池

塘中可以起到脱氮除磷的效果。
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图５　生物膜微生物对３１种碳源利用率的热图
Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｒｍａｌｄｉａｇｒａｍｏｆｂｉｏｆｉｌｍｍｉｃｒｏｂｅｓｆｏｒ３１ｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ

Ｈ４．腐胺（Ｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅ）；Ｇ４．苯乙胺（Ｐｈｅｎｙｌｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ）；Ｂ２．Ｄ木糖（ＤＸｙｌｏｓｅ）；Ｅ３．γ羟丁酸（γＨｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒｉｃＡｃｉｄ）；Ｇ３．α丁酮酸

（αＫｅｔｏｂｕｔｙｒｉｃＡｃｉｄ）；Ｆ４．甘氨酰Ｌ谷氨酸（ＧｌｙｃｙｌＬＧｌｕｔａｍｉｃＡｃｉｄ）；Ｃ１．吐温４０（Ｔｗｅｅｎ４０）；Ｄ２．Ｄ甘露醇（ＤＭａｎｎｉｔｏｌ）；Ｇ１．Ｄ纤维

二糖（ＤＣｅｌｌｏｂｉｏｓｅ）；Ｈ２．Ｄ，Ｌα磷酸甘油（Ｄ，ＬαＧｌｙｃｅｒｏｌＰｈｏｓｐｈａｔｅ）；Ａ２．β甲基Ｄ葡萄糖苷（βＭｅｔｈｙｌＤＧｌｕｃｏｓｉｄｅ）；Ｇ２．αＤ葡

萄糖１磷酸（αＤＧｌｕｃｏｓｅ１Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ）；Ｅ２．Ｎ乙酰Ｄ葡萄糖氨（ＮＡｃｅｔｙｌＤＧｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ）；Ｆ１．肝糖（Ｇｌｙｃｏｇｅｎ）；Ｅ４．Ｌ苏氨酸（Ｌ

Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ）；Ｂ４．Ｌ天门冬酰胺（ＬＡｓｐａｒａｇｉｎｅ）；Ｈ３．Ｄ苹果酸（ＤＭａｌｉｃＡｃｉｄ）；Ｅ１．α环式糊精（αＣｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ）；Ｆ２．Ｄ葡糖氨酸（Ｄ

ＧｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｃＡｃｉｄ）；Ｂ３．Ｄ半乳糖醛酸（ＤＧａｌａｃｔｕｒｏｎｉｃＡｃｉｄ）；Ａ３．Ｄ半乳糖酸内脂（ＤＧａｌａｃｔｏｎｉｃＡｃｉｄＬａｃｔｏｎｅ）；Ｄ４．Ｌ丝氨酸（Ｌ

Ｓｅｒｉｎｅ）；Ｂ１．丙酮酸甲酯（ＰｙｒｕｖｉｃＡｃｉｄＭｅｔｈｙｌＥｓｔｅｒ）；Ｃ２．ｉ赤藓糖醇（ｉＥｒｙｔｈｒｉｔｏｌ）；Ｈ１．αＤ乳糖（αＤＬａｃｔｏｓｅ）；Ｄ１．吐温８０（Ｔｗｅｅｎ

８０）；Ｃ４．Ｌ苯丙氨酸（ＬＰｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ）；Ｃ３．２羟基苯甲酸（２ＨｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃＡｃｉｄ）；Ｄ３．４羟基苯甲酸（４ＨｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃＡｃｉｄ）；Ａ４．Ｌ

精氨酸（ＬＡｒｇｉｎｉｎｅ）；Ｆ３．衣康酸（ＩｔａｃｏｎｉｃＡｃｉｄ）
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图６　生物膜微生物对３１种碳源主成分分析
Ｆｉｇ．６　Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆ３１ｋｉｎｄｓ
ｏｆｃａｒｂｏｎＳｏｕｒｃｅｓｂｙｂｉｏｆｉｌｍｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ

３．２　生物膜形成过程中附着微生物对碳源的代
谢活性及功能多样性

本研究选取主养罗非鱼和草鱼并配合少量

鲢鳙的混养池塘进行试验，是因为池塘生态系统

中引入鲢鳙可以改变微生物的群落结构，促进新

的细菌的增殖，增加微生物群落丰度［１６］，微生物

群落丰度会直接影响微生物的代谢活性。ＡＷＣＤ
值反映了微生物对不同碳源总体的代谢能力，其

变化速率越快，表示微生物代谢活性越高［１７］。本

研究结果显示，第 ３周生物膜微生物对 Ｂｉｏｌｏｇ
ＥＣＯ板上３１种碳源总体代谢能力最强，这可能
与生物膜微生物群落结构成熟有关，冯志华等［１８］

和刘艳红等［１９］研究也证实了养殖系统中生物膜

形成周期为３０～４０ｄ。本研究中所用指数（丰富
度指数、Ｓｈａｎｎｏｎ指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ指数、Ｐｉｅｌｏｕ指数
和 ＭｃＩｎｔｏｓｈ指数）均存在显著差异，总体表现为
第３、４、５、７、８周处于较高水平，第０、１、２周处于
低水平，说明生物膜成熟后较形成初期微生物群

落多样性指数有较大提升，这与代谢活性呈现的

规律基本一致。随着生物膜的形成，生态基上附

着的微生物种类和数量的增加是导致生物膜代

谢活性和多样性指数增加的直接原因。本研究

采用的生态基具有巨大的表面积和致密的三维

孔结构，吸附水体中的营养物质和氮磷等元素为

细菌、真菌等微生物提供了生长繁殖的环境，利

于生物膜的快速形成。梁益聪等［２０］研究发现在

黑水中添加生态基在１０ｄ左右生物膜就达到成
熟。夏耘等［２１］研究发现在草鱼养殖池塘中添加

生态基改变了菌种的分布，生态基上出现了优势

菌群。上述研究表明添加生态基可能会导致生

物膜微生物碳代谢活性和多样性指数增加。

３．３　对碳源的利用差异
按化学性质的不同把３１种碳源分为６类，其

中氨基酸６种、碳水化合物１０种、羧酸７种、聚合
物４种、胺类２种和酚类２种。在实验期间，生物
膜微生物对６类碳源的利用存在差异，对碳水化
合物类和聚合物类的利用明显高于其他四类，对

羧酸类和酚类的利用很低，宋景华等［２２］在循环水

养殖池塘中发现微生物群落对碳水化合物类的

利用最好，优势明显，说明微生物在生长繁殖期

间对碳源的种类是有选择性的。

在不同采样时间点，生物膜微生物对单一碳

源的利用也存在显著差异，生物膜微生物偏好利

用的碳源有肝糖、Ｎ乙酰Ｄ葡萄糖氨、β甲基Ｄ
葡萄糖苷、αＤ葡萄糖１磷酸、吐温 ４０、Ｄ甘露
醇、Ｄ纤维二糖、Ｄ，Ｌα磷酸甘油、Ｄ半乳糖醛
酸、Ｄ半乳糖酸内脂、Ｌ丝氨酸；几乎没有利用的
碳源有２羟基苯甲酸、Ｌ苯丙氨酸、Ｌ苏氨酸、α
丁酮酸和衣康酸。其中 Ｎ乙酰Ｄ葡萄糖氨是细
菌和真菌细胞壁的组成成分［２３］，在生物膜形成过

程中，提高了对此碳源的利用，可能是因为微生

物的大量生长繁殖；β甲基Ｄ葡萄糖苷是具有
β苷键的糖类衍生物，可由纤维素酶进行分解，
产纤维素酶的生物种类广泛，主要集中在微生物

的细菌、真菌和放线菌等［２４］，微生物生物膜对此

碳源的利用说明生物膜上产纤维素酶的微生物

较多；αＤ葡萄糖１磷酸是被磷酸化的葡萄糖，
是糖酵解途径的中间产物，可能生物膜上的微生

物参与葡萄糖发酵过程，因此对该碳源的利用较

好。国内大量研究结果与本实验结果类似，朱云

昊等［２６］在ＢｉｏｌｏｇＥＣＯ解析循环水鳗鲡养殖系统
中不同生物降解工艺下的滤料微生物群落功能

多样性特征中也发现了微生物对 Ｎ乙酰Ｄ葡萄
糖氨、吐温 ４０的偏好，对 ２羟基苯甲酸没有利
用。曹煜成等［２７］在罗非鱼主养池塘中对 ５—１０
月整个养殖季中的水体微生物群落动态变化中

发现利用较好的碳源有 Ｄ甘露醇、Ｎ乙酰Ｄ葡
萄糖氨、Ｄ纤维二糖和吐温４０，对２羟基苯甲酸
的利用率很低。从上述研究中可看出２羟基苯
甲酸几乎不被养殖水体微生物利用，但刘颖等［２８］

的研究发现２羟基苯甲酸在流化床Ａ槽（添加滤
料曝气充足）、微珠滤器中层、下层的微生物很好

地利用，这可能与添加滤料、曝气充足、温度、地

理位置等诸多因素有关。

８６８



６期 车建锋，等：混养池塘生物膜微生物群落功能多样性特征分析

生物膜微生物对３１种碳源利用的主成分分
析可以表明不同采样时间点对碳源利用的相似

程度及差异，结果表明，第５、７周样方对碳源的
利用最高，第３、４、６、８、９周的样方次之，第０、１周
的样方最差，也就是生物膜成熟时较成熟前期和

后期对碳源的利用是升高的，本团队［２９］之前在草

鱼养殖池塘中的主成分分析生物群落对碳源的

利用时也发现了此现象，说明前期生态基上吸附

的生物量少，随着时间的延长，附着生物量逐渐

增多，直至生物膜达到成熟，成熟之后进入稳定

期，定植种类减少，出现了优势菌群。

综上所述，在高产混养池塘中挂生态基达到

了脱氮除磷的效果；同时寻找出生物膜微生物对

ＢｉｏｌｏｇＥＣＯ板上３１种碳源中利用较高的碳源，包
括肝糖、Ｄ甘露醇、Ｎ乙酰Ｄ葡萄糖氨、Ｄ纤维二
糖、吐温４０、Ｄ甘露醇、Ｄ纤维二糖、Ｄ，Ｌα磷酸
甘油、Ｄ半乳糖醛酸、Ｄ半乳糖酸内脂、Ｌ丝氨酸
等。研究结果为后续在生产实践中利用碳源强

化生物膜形成提供参考。
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