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摘　要：为了研究添加芽孢杆菌对池塘中真核微生物群落结构和理化因子的影响，采用高通量测序技术分析
了实验组（添加芽孢杆菌池塘）与对照组（普通池塘）水体真核微生物群落结构，同时分析了两组池塘的水体

理化指标。结果表明：８、９月实验组池塘水体中ＴＮ、ＮＨ４
＋Ｎ、ＮＯ３

－Ｎ含量显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。水体
中梅尼小环藻 （Ｃｙｃｌｏｔｅｌｌａｍｅｎｅｇｈｉｎｉａｎａ）、红囊藻 （Ｈｅｄｒｉｏｃｙｓｔｉｓ）、蓝隐藻 （Ｃｈｒｏｏｍｏｎａｓ）、丝孢酵母属
（Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ）和小环藻属（Ｃｙｃｌｏｔｅｌｌａ）真核微生物丰度显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。实验组池塘水体真核微
生物Ｃｈａｏ１指数和Ｓｈａｎｎｏｎ指数显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。实验结果证实：通过向池塘添加芽孢杆菌，可以
改变水体中真核微生物群落的结构，从而实现对池塘理化因子的调节。研究结果对于降低水产养殖尾水对水

域环境的污染具有一定的意义。
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　　池塘养殖已成为我国水产养殖的主要方式，
其产量占全国养殖总产量的４９％。其中，淡水池
塘养殖产量占淡水养殖总产量的７２％［１］。养殖

池塘作为一个人为控制的封闭生态系统，随着养

殖生产的进行，进入池塘的残饵、排泄物、生物残

体等有机物越来越多，水产养殖尾水的随意排放

造成了严重的环境污染问题。

草鱼作为我国养殖量最大的鱼类，同时也是

目前世界上产量居第２位的淡水鱼类，２０１６年占
全国淡水鱼产量的２０．９５％，年产量已达５８９万
ｔ［１］。研究［２］表明：草鱼主养池塘随尾水排放而带

来氮、磷排放量分别为 ８６．５５ｋｇ／ｈｍ２和 １０．２１
ｋｇ／ｈｍ２，对周围水域环境造成了一定的污染。据
统计，我国每年约有４．７７×１０４ｔ含氮和３．７５×
１０３ｔ含磷的养殖尾水直接排放到临近水域中［３］。

有研究［４］表明水体真核微生物结构的变化可以

改善养殖水质，进而减少养殖尾水对周围水域生

态环境的污染。ＦＡＮ等［５］和 ＡＬＫＨＡＭＩＳ等［６］的

研究结果显示浮游生物可以吸收氨氮和硝酸盐

用于自身生长，从而降低水体中的氨氮等营养物

质。同时，在水体中添加外源益生菌可以通过改

变水体真核生物群落结构进而改善水质，李卓佳

等［７］和张庆等［８］研究表明在养殖池塘中添加芽

孢杆菌制剂，可以通过改善水环境微生物群落的

生物量和结构来改善整个虾池的水质环境；古长

庆等［９］和张云［１０］的研究表明在池塘中添加复合

微生物制剂可以改变藻类种群的组成、数量和生

物量，从而降低养殖水体中硝酸盐和氨氮的含

量。但关于添加芽孢杆菌对草鱼池塘真核微生

物的影响未见报道。

为了研究添加芽孢杆菌对草鱼池塘水体中

真核微生物群落结构和理化因子影响，探明在草

鱼养殖中真核微生物群落结构与池塘水体理化

因子的关系，本研究比较分析了中山市民众镇的
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３个实验组（添加芽孢杆菌池塘）和３个对照组
（普通池塘）表层和底层水体理化指标，并采用高

通量测序技术对表层和底层水体中真核微生物

群落进行了研究，以期了解添加芽孢杆菌池塘与

普通池塘真核微生物群落构成差异以及理化因

素的差异，为分析评价添加芽孢杆菌对池塘真核

微生物群落结构和养殖环境的影响提供理论支

撑。

１　材料与方法

１．１　样品的采集和处理
２０１７年８月和９月两次采集于中山市民众

镇华辰养殖场的３个实验组池塘（面积１ｈｍ２，平
均水深１．８０ｍ，养殖密度约为３７５００尾／ｈｍ２），
每天分３次向全部实验组池塘拌饲投喂共８０ｇ
含量为１．０×１０１０ｃｆｕ／ｇ的芽孢杆菌制剂（广州先
得生物技术有限公司），主要成分为地衣芽孢杆

菌，选择与其临近且管理模式相同和放养密度接

近的３个池塘作为对照池塘（面积０．９７ｈｍ２，平
均水深１．８５ｍ）。使用５点采样法（先确定池塘
对角线的中点作为中心采样点，再在池塘对角线

上选择４个与中心采样点距离相等的点作为采
样点），采集表层水（深度为 ０．２ｍ）和底层水（深
度为１．２ｍ）各２００ｍＬ，采集后对５个采样点水
样进行混合。一部分样品被用来立即测量物理

化学指标，另一部分样品采集后置于含冰袋的恒

温箱中，运回实验室进一步处理，并在水样采集

后１２ｈ内将这些水样通过 ０．２２μｍ核孔过滤器
（直径为４７ｍｍ）过滤，然后保存在 －８０℃直到
ＤＮＡ提取。
１．２　理化因子测定

用ＹＳＩ（ＰｒｏＰｌｕｓ，ＵＳＡ）对每个池塘的温度
（Ｔ）、溶解氧（ＤＯ）、酸碱度（ｐＨ）进行原位测量。
采用国标法测定水体中的氨氮（ＮＨ４

＋Ｎ）、硝酸
盐（ＮＯ３

－Ｎ）、磷酸盐（ＰＯ４
－Ｐ）、总氮（ＴＮ）和总

磷（ＴＰ）的含量［１１］。

１．３　ＭｅｔａＶｘＴＭ文库构建和 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ测序
高通量测序文库的构建和基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ

ＭｉＳｅｑ平台的测序由 ＧＥＮＥＷＩＺ公司（苏州，中
国）完成。本研究使用 Ｑｕｂｉｔ２．０Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｅｒ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）检测 ＤＮＡ样品的浓
度，使用 ＭｅｔａＶｘＴＭ文库构建试剂盒（ＧＥＮＥＷＩＺ，
Ｉｎｃ．，ＳｏｕｔｈＰｌａｉｎｆｉｅｌｄ，ＮＪ，ＵＳＡ）构建测序文

库［１２］。

用水体ＤＮＡ提取试剂盒（Ｏｍｅｇａ，ＵＳＡ）提取
水体微生物总ＤＮＡ。将提取的水体总 ＤＮＡ送至
苏州金唯智生物科技有限公司，以 ５０～１００ｎｇ
ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增真菌１８ＳｒＤＮＡ上包括Ｖ７
和 Ｖ８ 的 ２ 个 高 度 可 变 区。采 用 包 含
“ＣＧＷＴＡＡＣＧＡＡＣＧＡＧ”序列的上游引物和包含
“ＡＩＣＣＡＴＴＣＡＡＴＣＧＧ”序列的下游引物扩增全长
Ｖ７和 Ｖ８区。另外，通过 ＰＣＲ向 １８ＳｒＤＮＡ的
ＰＣＲ产物末端加上带有 Ｉｎｄｅｘ的接头，以便进行
ＮＧＳ测序［１２］。使用 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００生物分析仪
（ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ＰａｌｏＡｌｔｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）检测
文库质量，并且通过 Ｑｕｂｉｔ检测文库浓度。ＤＮＡ
文库混合后，按 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｓａｎ
Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）使用说明书进行 ＰＥ２５０／３００双
端测序，由 ＭｉＳｅｑ自带的 ＭｉＳｅｑＣｏｎｔｒｏｌＳｏｆｔｗａｒｅ
（ＭＣＳ）读取序列信息［１２］。

１．４　数据分析
双端测序得到的正反向 ｒｅａｄｓ首先进行两两

组装连接，过滤拼接结果中含有 Ｎ的序列，保留
序列长度大于２００ｂｐ的序列。经过质量过滤，去
除嵌合体序列，最终得到的序列用于 ＯＴＵ分析，
使用ＶＳＥＡＲＣＨ（１．９．６）进行序列聚类（序列相似
性设为 ９７％），比对的 １８ＳｒＲＮＡ参考数据库是
Ｓｉｌｖａ１２８［１３］。然后用 ＲＤＰｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ（Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ
ＤａｔａｂａｓｅＰｒｏｇｒａｍ）贝叶斯算法对 ＯＴＵ的代表性
序列进行物种分类学分析，并在不同物种分类水

平下统计每个样本的群落组成。基于 ＯＴＵ的分
析结果，采用对样本序列进行随机抽样的方法，

分别计算Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｃｈａｏ１等α多样性指数。
所有数据均以平均值 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）

表示。采用单向方差分析方法对两种池塘样品

中水体理化指标及水体中真核微生物属、种的丰

度差异进行比较分析。采用 ＣＡＮＯＣＯ４．５对池
塘微生物群落组成与环境因子进行ＣＣＡ分析。

２　结果

２．１　实验池塘和对照池塘水体理化指标测定
由表 １可知，８月实验组池塘水体中 ＴＮ、

ＮＨ４
＋Ｎ、ＮＯ３

－Ｎ含量显著低于对照组（Ｐ＜
０．０５），而Ｔ、ＤＯ、ｐＨ、ＴＰ、ＰＯ４

－Ｐ含量无明显差异
（Ｐ＞０．０５）。９月实验组池塘水体中 ＴＮ、ＴＰ、
ＮＨ４

＋Ｎ、ＮＯ３
－Ｎ含量显著低于对照组（Ｐ＜

９１２
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０．０５），而 Ｔ、ＤＯ、ｐＨ、ＰＯ４
－Ｐ含量无明显差异

（Ｐ＞０．０５）。８、９月份两组池塘表层与底层水体
中Ｔ、ＤＯ、ｐＨ、ＴＮ、ＴＰ、ＮＨ４

＋Ｎ、ＮＯ３
－Ｎ、ＰＯ４

－Ｐ
含量无明显差异（Ｐ＞０．０５）。

表１　实验组和对照组水体理化指标
Ｔａｂ．１　Ｗａｔｅｒｐｈｙｓｉｃａｌａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

ｎ＝３；ｘ±ＳＤ

样品名

Ｓａｍｐｌｅ
ｎａｍｅ

温度

Ｔ／
℃

溶解氧

ＤＯ／
（ｍｇ／Ｌ）

酸碱度

ｐＨ／
（ｍｇ／Ｌ）

氨氮

ＮＨ４＋Ｎ／
（ｍｇ／Ｌ）

硝酸盐

ＮＯ３－Ｎ／
（ｍｇ／Ｌ）

磷酸盐

ＰＯ４－Ｐ／
（ｍｇ／Ｌ）

总氮

ＴＮ／
（ｍｇ／Ｌ）

总磷

ＴＰ／
（ｍｇ／Ｌ）

Ｚ１Ｂ ３０．３８±１．６０ ５．４７±１．４４ ７．５３±０．４４ ０．３０±０．１７ １．６４±０．８２ ０．０３±０．０２ １０．２６±１．４０ ２．０１±０．８５
Ｎ１Ｂ ２９．５３±０．１５ ６．３９±０．２４ ７．６９±０．０９ １．１７±０．５２ ２．３１±０．８８ ０．０３±０．０１ １５．２５±３．２９ １．７０±０．７３
Ｚ１Ｄ ３０．０１±０．０８ ６．０８±０．２２ ７．４６±０．４７ ０．３０±０．１７ １．３３±０．５２ ０．０４±０．０２ １０．９０±２．３９ １．９１±０．８５
Ｎ１Ｄ ２９．９３±０．１１ ６．１１±０．５２ ７．５４±０．２１ １．３０±１．０３ ２．２８±０．６６ ０．０３±０．０１ １５．７９±２．３２ １．６１±０．７３
Ｚ２Ｂ ３１．１８±０．２７ ６．９２±１．６５ ７．２９±０．１８ ０．４４±０．２５ １．１９±０．３７ ０．０６±０．０４ １１．０４±１．１５ ０．６６±０．１７

Ｎ２Ｂ ３１．０３±０．０６ ７．３８±１．２２ ７．４６±０．４３ １．２３±０．３８ １．８８±０．３６ ０．０５±０．０４ １６．０１±２．９５ １．５８±０．３６
Ｚ２Ｄ ３１．０１±０．０９ ６．５８±１．４１ ７．７１±０．５２ ０．３７±０．１８ １．０７±０．２７ ０．０９±０．０３ １０．７０±１．０３ ０．６１±０．１２

Ｎ２Ｄ ３１．１０±０．１２ ７．９２±１．０１ ７．６６±０．３３ １．０５±０．５８ １．７４±０．３４ ０．０５±０．０４ １５．３３±１．８９ １．５５±０．３８
注：Ｚ１Ｂ表示８月实验组池塘表层样品；Ｎ１Ｂ表示８月对照组池塘表层样品；Ｚ１Ｄ表示８月实验组池塘底层样品；Ｎ１Ｄ表示８月对照组池
塘底层样品；Ｚ２Ｂ表示９月实验组池塘表层样品；Ｎ２Ｂ表示９月对照组池塘表层样品；Ｚ２Ｄ表示９月实验组池塘底层样品；Ｎ２Ｄ表示９月
对照组池塘底层样品。标加表示与同列下一个数据存在显著差异（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：Ｚ１ＢｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｌａｙｅｒｓａｍｐｌｅｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｉｎＡｕｇｕｓｔ；Ｎ１Ｂｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｌａｙｅｒｓａｍｐｌｅｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
ｉｎＡｕｇｕｓｔ；Ｚ１ＤｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｂｏｔｔｏｍｌａｙｅｒｓａｍｐｌｅｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｉｎＡｕｇｕｓｔ；Ｎ１Ｄｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｂｏｔｔｏｍｌａｙｅｒｓａｍｐｌｅｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐｉｎＡｕｇｕｓｔ；Ｚ２ＢｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｌａｙｅｒｓａｍｐｌｅｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｉｎＳｅｐｔｅｍｂｅｒｔ；Ｎ２Ｂｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｌａｙｅｒｓａｍｐｌｅｓｏｆｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｉｎＳｅｐｔｅｍｂｅｒ；Ｚ２ＤｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｂｏｔｔｏｍｓａｍｐｌｅｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｉｎＳｅｐｔｅｍｂｅｒ；Ｎ２Ｄｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｓａｍｐｌｅｏｆｔｈｅｂｏｔｔｏｍ
ｌａｙｅｒｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｉｎＳｅｐｔｅｍｂｅｒ．Ｍａｒｋｉｎｇ ｉｎｄｉｃａｔｅｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｆｒｏｍｔｈｅｎｅｘｔｄａｔａｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎ（Ｐ＜０．０５）

２．２　真核微生物群落多样性
由表２可知，８月和９月实验组池塘水体真

核微生物Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数和Ｃｈａｏ１多样性指
数显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。
表２　两组池塘水体真核微生物群落多样性指数
Ｔａｂ．２　Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

ｉｎｄｅｘｉｎｗａｔｅｒｏｆｔｗｏｋｉｎｄｓｏｆｐｏｎｄｓ

ｎ＝３；ｘ－±ＳＤ

样品名

Ｓａｍｐｌｅｎａｍｅ Ｃｈａｏ１ Ｓｈａｎｎｏｎ

Ｚ１ ２０９８．８７±３０．３７ ７．４２±０．８８

Ｎ１ １２３７．７９±９２．２５ ５．２１±０．３９
Ｚ２ １９７８．５２±２８．８９ ７．８２±０．５９

Ｎ２ １１８９．２８±３３．４１ ５．３４±０．３１
注：Ｚ１表示８月实验组水体样品；Ｎ１表示８月对照组水体样品；

Ｚ２表示９月实验组水体样品；Ｎ２表示９月对照组水体样品。标

加表示与同列下一个数据存在显著差异（Ｐ＜０．０５）

Ｎｏｔｅｓ：Ｚ１ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｐｏｎｄｓｉｎ

Ａｕｇｕｓｔ；Ｎ１ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｐｏｎｄｓｉｎＡｕｇｕｓｔ；

Ｚ２ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｐｏｎｄｓｉｎ

Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ；Ｎ２ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｐｏｎｄｓｉｎ

Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ．Ｍａｒｋｉｎｇ ｉｎｄｉｃａｔｅｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｆｒｏｍｔｈｅｎｅｘｔ

ｄａｔａｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎ（Ｐ＜０．０５）

２．３　真核微生物群落组成
由图１可知，在纲水平下，实验组和对照组

池塘表层水体真核微生物群落结构与底层水体

真核微生物群落结构均无显著差异（Ｐ＞０．０５）。
实验组池塘水体真核微生物构成按照相关丰富

度由高到低排序依次为单巢纲（Ｍｏｎｏｇｏｎｏｎｔａ）、
Ｃｒａｓｐｅｄｉｄａ、Ｉｃｈｔｈｙｏｐｈｏｎａｅ、硅藻纲 （Ｄｉａｔｏｍｅａ）、
Ｃｅｒｃｏｍｏｎａｄｉｄａｅ、 ＭＡＳＴ１２Ｃ、 Ｔｈｅｃｏｆｉｌｏｓｅａ、
Ｉｎｔｒａｍａｃｒｏｎｕｃｌｅａｔａ。对照组池塘水体真核微生物
构成按照相关丰富度由高到低排序依次为单巢

纲、 Ｔｈｅｃｏｆｉｌｏｓｅａ、 Ｃｒａｓｐｅｄｉｄａ、 硅 藻 纲、

Ｐｒａｓｉｎｏｐｈｙｔａｅ、Ｃｈｌｏｒｏｄｅｎｄｒｏｐｈｙｃｅａｅ、Ｉｍｂｒｉｃａｔｅａ、
Ｃｅｒｃｏｍｏｎａｄｉｄａｅ。实验池塘水体真核微生物中单
巢 纲、Ｃｒａｓｐｅｄｉｄａ、硅 藻 纲、Ｉｃｈｔｈｙｏｐｈｏｎａｅ、
Ｃｅｒｃｏｍｏｎａｄｉｄａｅ、Ｉｎｔｒａｍａｃｒｏｎｕｃｌｅａｔａ、ＭＡＳＴ１２Ｃ、金
藻纲的绝对丰富度显著高于对照组池塘（Ｐ＜
０．０５）。实 验 组 池 塘 水 体 真 核 微 生 物 中
Ｔｈｅｃｏｆｉｌｏｓｅａ、 Ｉｍｂｒｉｃａｔｅａ、 Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｄａｌｅｓ、
Ｃｈｌｏｒｏｄｅｎｄｒｏｐｈｙｃｅａｅ、Ｐｒａｓｉｎｏｐｈｙｔａｅ的绝对丰富度
显著低于对照组池塘（Ｐ＜０．０５）。实验组池塘水
体真核微生物中酵母纲（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｔｅｓ）、子囊
菌 纲 （Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）、 外 担 菌 纲

（Ｅｘｏｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）、银耳纲（Ｔｒｅｍｅｌｌｏｍｙｃｅｔｅｓ）、
Ｎｅｐｈｒｏｓｅｌｍｉｄｏｐｈｙｃｅａｅ的绝对丰富度与对照组无
显著差异（Ｐ＞０．０５）。
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ｚｓｗＢ代表８月和９月实验组池塘的水体表层样品，ｚｓｗＤ代表８月和９月份实验组池塘的水体底层样品，ｎｓｗＢ代表８月和９月对照

组池塘的水体表层样品，ｎｓｗＤ代表８月和９月对照组池塘的水体底层样品

ｚｓｗＢｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｗａｔｅｒｓｕｒｆａｃｅｓａｍｐｌｅｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｐｏｎｄｓｉｎＡｕｇｕｓｔａｎｄＳｅｐｔｅｍｂｅｒ，ｚｓｗＤｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｗａｔｅｒｂｏｔｔｏｍｓａｍｐｌｅｓｏｆ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｐｏｎｄｓｉｎＡｕｇｕｓｔａｎｄＳｅｐｔｅｍｂｅｒ，ａｎｄｎｓｗＢｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｗａｔｅｒｓｕｒｆａｃｅｓａｍｐｌｅｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｐｏｎｄｓｉｎＡｕｇｕｓｔａｎｄ

Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ．ｎｓｗＤｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｗａｔｅｒｂｏｔｔｏｍｓａｍｐｌｅｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｐｏｎｄｓｉｎＡｕｇｕｓｔａｎｄＳｅｐｔｅｍｂｅｒ

图１　纲水平下两组池塘水体真核微生物群落结构
Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｉｎｔｗｏｔｙｐｅｓｏｆｐｏｎｄｓｗａｔｅｒｂｏｄｉｅｓａｔｔｈｅｃｌａｓｓｌｅｖｅｌ

　　由图２可知，实验组池塘表层水体真核微生
物群落结构与底层水体真核微生物群落结构无

显著差异（Ｐ＞０．０５），对照组池塘表层水体真核
微生物群落结构与底层水体真核微生物群落结

构也无显著差异（Ｐ＞０．０５）。在属水平下，实验
组池塘水体真核微生物构成按照相关丰富度由

高到低排序依次为隐藻属 （Ｃｒｙｐｔｏｍｏｎａｓ）、
ＦｒｅｓｈｗａｔｅｒＩｃｈｔｈｙｏｓｐｏｒｅａｎｓ１、单 领 鞭 毛 虫 属
（Ｍｏｎｏｓｉｇａ）、小环藻属（Ｃｙｃｌｏｔｅｌｌａ）、Ｓｐｈａｅｒｏｅｃａ、
Ｖｅｒｔｅｂｒａｔａ、ＮＩＦ３Ａ７、ＦｒｅｓｈｗａｔｅｒＣｈｏａｎｏｆｌａｇｅｌｌａｔｅｓ
１。对照组池塘水体真核微生物构成按照相关丰
富度由高到低排序依次为隐藻属、杯鞭虫属

（Ｂｉｃｏｓｏｅｃａ）、Ｓｐｈａｅｒｏｅｃａ、ＦＶ１８２Ｇ７、小环藻属、毛

球藻属（Ｃｈａｅｔｏｓｐｈａｅｒｉｄｉｕｍ）、Ｅｂｒｉａ、Ｇｕｉｌｌａｒｄｉａ。在
属水平下，实验组池塘水体真核微生物中的

Ｖｅｒｔｅｂｒａｔａ、小环藻属、单领鞭毛虫属、ＮＩＦ３Ａ７、丝
孢 酵 母 属 （Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ）、管 鞭 毛 虫 属

（Ｓａｌｐｉｎｇｏｅｃａ）、蓝隐藻属（Ｃｈｒｏｏｍｏｎａｓ）、红囊藻属
（Ｈｅｄｒｉｏｃｙｓｔｉｓ）的绝对丰富度显著高于对照组池塘
（Ｐ＜０．０５），但隐藻属、杯鞭虫属、Ｓｐｈａｅｒｏｅｃａ、
ＦＶ１８２Ｇ７、毛球藻属、Ｅｂｒｉａ、Ｇｕｉｌｌａｒｄｉａ的绝对丰
富度显著低于对照组池塘（Ｐ＜０．０５），两组池塘
中 ＦｒｅｓｈｗａｔｅｒＣｈｏａｎｏｆｌａｇｅｌｌａｔｅｓ１、Ｍｅｓｏｓｔｉｇｍａ、
Ｐｔｅｒｏｃｙｓｔｉｓ、Ｎｅｐｈｒｏｓｅｌｍｉｓ的绝对丰富度无显著差异
（Ｐ＞０．０５）。
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ｚｓｗＢ代表８月和９月实验组池塘的水体表层样品，ｚｓｗＤ代表８月和９月份实验组池塘的水体底层样品，ｎｓｗＢ代表８月和９月对照

组池塘的水体表层样品，ｎｓｗＤ代表８月和９月对照组池塘的水体底层样品

ｚｓｗＢｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｗａｔｅｒｓｕｒｆａｃｅｓａｍｐｌｅｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｐｏｎｄｓｉｎＡｕｇｕｓｔａｎｄＳｅｐｔｅｍｂｅｒ，ｚｓｗＤｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｗａｔｅｒｂｏｔｔｏｍｓａｍｐｌｅｓｏｆ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｐｏｎｄｓｉｎＡｕｇｕｓｔａｎｄＳｅｐｔｅｍｂｅｒ，ａｎｄｎｓｗＢｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｗａｔｅｒｓｕｒｆａｃｅｓａｍｐｌｅｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｐｏｎｄｓｉｎＡｕｇｕｓｔａｎｄ

Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ．ｎｓｗＤｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｗａｔｅｒｂｏｔｔｏｍｓａｍｐｌｅｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｐｏｎｄｓｉｎＡｕｇｕｓｔａｎｄＳｅｐｔｅｍｂｅｒ

图２　属水平下两组池塘水体真核微生物群落结构
Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｉｎｔｗｏｔｙｐｅｓｏｆｐｏｎｄｓｗａｔｅｒｂｏｄｉｅｓａｔｔｈｅｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌ

　　由表３可知，在种水平下，实验组池塘水体
真核 微 生 物 中 的 梅 尼 小 环 藻 （Ｃｙｃｌｏｔｅｌｌａ
ｍｅｎｅｇｈｉｎｉａｎａ）、Ｃａｔｅｎａｒｉａｕｎｃｉｎａｔａ、Ｍｏｎｏｓｉｇａｏｖａｔａ
的绝对丰富度显著高于对照组池塘（Ｐ＜０．０５），
但Ｃｈｒｏｏｍｏｎａｓｃａｕｄａｔａ、Ｃｙａｎｏｐｈｏｒａｐａｒａｄｏｘａ的绝

对丰富度显著低于对照组池塘（Ｐ＜０．０５）。两组
池塘中 Ｍｏｎｉｌｉｅｌｌａｓｐ．ＢＨ０１０、Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓｒｏｓｅａ、
Ｒｈｉｚｏｐｈｙｄｉｕｍｓｐ．ＪＥＬ３１７等２６种真核微生物没
有显著差异。

表３　实验组池塘水体和对照组池塘水体中存在显著差异的真核微生物种类的绝对丰富度（Ｐ＜０．０５）
Ｔａｂ．３　Ａｂｓｏｌｕｔｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ

ｐｏｎｄｓｗａｔｅｒａｎｄｏｒｄｉｎａｒｙｐｏｎｄｗａｔｅｒａｔｔｈｅｓｐｅｃｉｅｓｌｅｖｅｌ（Ｐ＜０．０５） ｎ＝３；ｘ±ＳＤ

样品

Ｓａｍｐｌｅ

梅尼小环藻

（Ｃｙｃｌｏｔｅｌｌａ
ｍｅｎｅｇｈｉｎｉａｎａ）

Ｃａｔｅｎａｒｉａ
ｕｎｃｉｎａｔａ

Ｃｈｒｏｏｍｏｎａｓ
ｃａｕｄａｔａ

Ｍｏｎｏｓｉｇａ
ｏｖａｔａ

Ｃｙａｎｏｐｈｏｒａ
ｐａｒａｄｏｘａ

ｚ１ １３０．７５±２４．２５ ６８．７５±１８．５１ 　３４１±５８ ５．７５±２．２２ ０

ｎ１ ７５．５０±１１．９０ ０ １４２６±３２５ ０ １５５．３３±５６．２１
ｚ２ ２４１．２５±２９．７４ ４１．００±６．０６ ３０５．５±４３ ５１．２５±１０．４４ ０

ｎ２ ２９．９４±３．４６ ０ １３３７±４１２ ０ １８．２１±１０．４３
注：ｚ１代表８月实验组池塘水样；ｎ１代表８月对照组池塘水样；ｚ２代表９月实验组池塘水样；ｎ２代表９月对照组池塘水样；标加表
示与同列下一个数据存在显著差异（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：ｚ１ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｐｏｎｄｓｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅｉｎＡｕｇｕｓｔ；ｎ１ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｐｏｎｄｓｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅｉｎＡｕｇｕｓｔ；ｚ２ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｐｏｎｄｓｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅｉｎＳｅｐｔｅｍｂｅｒ；ａｎｄｎ２ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅＳｅｐｔｅｍｂｅｒｃｏｎｔｒｏｌｐｏｎｄｓｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅ．Ｍａｒｋｉｎｇ ｉｎｄｉｃａｔｅｓａ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｆｒｏｍｔｈｅｎｅｘｔｄａｔａｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎ（Ｐ＜０．０５）

２２２
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２．４　水体真核微生物群落构成与理化因子的相
关性

由图３可知，实验组池塘水体真核微生物群
落组成与对照组池塘差异显著，而两组池塘表层

水体和底层水体真核微生物群落组成相似。影

响两组池塘水体真核微生物构成的理化因子主

要是总磷、磷酸盐、氨氮、硝酸盐。

环境变量用箭头表示。ｚｓｗＢ代表实验组池塘水体表层样品；

ｚｓｗＤ代表实验组池塘水体底层样品；ｎｓｗＢ代表对照组池塘

水体表层样品；ｎｓｗＤ代表对照组池塘水体底层样品。Ｎ１代

表氨氮；Ｎ２代表亚硝酸盐；Ｎ３代表硝酸盐；Ｎ代表总氮；Ｐ

代表总磷；Ｐ１代表磷酸盐

Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｖａｒｉａｂｌｅｓｗｅｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄａｓａｒｒｏｗｓ．ｚｓｗＢｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｐｏｎｄｓｗａｔｅｒｓｕｒｆａｃｅｓａｍｐｌｅ；ｚｓｗＤｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｐｏｎｄｓｗａｔｅｒｂｏｔｔｏｍｓａｍｐｌｅ；ｎｓｗＢｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ

ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｐｏｎｄｓｗａｔｅｒｓｕｒｆａｃｅｓａｍｐｌｅ；ｎｓｗＤ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｐｏｎｄｗａｔｅｒｂｏｔｔｏｍ ｓａｍｐｌｅ．Ｎ１ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓａｍｍｏｎｉａ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ；Ｎ２ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｎｉｔｒｉｔｅｎｉｔｒｏｇｅｎ；Ｎ３ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｎｉｔｒａｔｅ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ； Ｎ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｏｔａｌｎｉｔｒｏｇｅｎ； Ｐ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｏｔａｌ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；Ｐ１ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ

图３　环境变量相关的真核微生物群落的
典范对应分析（ＣＣＡ）排序图

Ｆｉｇ．３　Ｃａｎｏｎｉｃａｌｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ（ＣＣＡ）
ｏｒｄｉｎａｔｉｏｎｄｉａｇｒａｍｏｆｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｖａｒｉａｂｌｅｓ

３　讨论

养殖尾水排放给周围环境带来的污染现已

成为被广泛关注的热点，特别是新修订的《水污

染防治法》在全国推行之后。张大弟等［１４］调查表

明每公顷精养池塘通过排放尾水而释放的 ＴＮ和
ＴＰ的量分别为１０１ｋｇ和１１ｋｇ；戴修赢［２］共调查

了４３２．１８ｈｍ２的草鱼主养池塘，得出草鱼主养池

塘因换水而造成的氮、磷排放量分别为８６．５５ｋｇ／
ｈｍ２和１０．２１ｋｇ／ｈｍ２；Ｐ?ＥＺＯＳＵＮＡ等［１５］的研究

表明，每公顷虾池通过养殖废水释放的氮和磷的

量分别为１５．２ｋｇ和１３．５ｋｇ。因此，调控养殖池
塘水质、减少养殖尾水的排放对有效保护养殖水

域周围的生态环境有重要意义。而水体中真核

微生物的代谢分解对水体中营养物质的分解有

显著影响，有研究［７１０］表明通过向养殖池塘中添

加外源益生菌可以改变真核微生物群落结构，从

而达到对养殖水体水质的改善。

微生物群体感应（ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇ）是微生物
通过释放自诱导信号分子来协调群体行为的通

讯系统。当环境中信号分子浓度达阈值时，微生

物表面或胞内特定受体与之结合，从而引起级联

反应，多效调控微生物的次级代谢产物合成和形

态分化等重要生理过程［１６］。有研究［１７］表明一些

微生物群落丰度的变化会引起微生物之间的群

体感应，从而导致微生物群落中其他某些种类的

微生物增加或者减少。因此推测添加外源益生

菌改变真核微生物群落结构可能是通过微生物

群落间的群体感应来实现的。

实验组池塘水体真核微生物群落多样性显

著高于对照组池塘。而物种多样性越丰富，其所

在的生态系统越稳定［１８１９］。这说明实验组池塘

生态系统相对于对照组池塘生态系统更加稳定。

实验组池塘水体中的氨氮和硝酸盐含量显

著低于对照组，而氨氮和硝酸盐等营养物质的含

量与水体中藻类的种类和数量息息相关［６］。实

验组池塘水体真核微生物在种水平下的梅尼小

环藻、Ｃａｔｅｎａｒｉａｕｎｃｉｎａｔａ、Ｍｏｎｏｓｉｇａｏｖａｔａ的绝对丰
富度显著高于对照组池塘。ＢＥＲＭＡＮ等［２０］用不

同种类的氮源培养藻类，研究结果表明小环藻属

可以有效吸收氨氮和硝酸盐用于自身生长。黄

光华等［２１］通过在育苗水体中接种小环藻调节育

苗水质，结果表明小环藻属对水质有显著的调节

作用，可以减少水体中的氨氮和亚硝酸盐。由于

梅尼小环藻属于小环藻属，推测其也可能有较强

的吸收氨氮和硝酸盐的功能。因此可以推断，梅

尼小环藻在两组不同模式池塘丰度的差异性可

能是实验组池塘水体总氮、氨氮和硝酸盐含量低

于对照组池塘的主要原因之一。

在属水平下，实验组池塘水体真核微生物中

的 Ｖｅｒｔｅｂｒａｔａ、小环藻属、Ｓｐｈａｅｒｏｅｃａ、单领鞭毛虫

３２２
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属、ＦｒｅｓｈｗａｔｅｒＣｈｏａｎｏｆｌａｇｅｌｌａｔｅｓ１、ＮＩＦ３Ａ７、丝孢
酵母属、管鞭毛虫属、蓝隐藻、红囊藻的绝对丰富

度显著高于对照组池塘。ＬＩＵ等［２２］通过 Ａ２Ｏ和
ＡＯ工艺处理污水，发现丝孢酵母属可以去除污
水中硝酸盐。还有研究［２０２１］表明小环藻属有除

去硝酸盐的作用。因此我们推断出实验组池塘

水体中丝孢酵母属、蓝隐藻属、红囊藻属和小环

藻属丰度高于对照组池塘，可能是造成实验组池

塘水体中的总氮、硝酸盐和氨氮含量显著低于对

照组池塘的主要原因。

同时，本研究表明，实验组和对照组表层与

底层水体微生物构成及理化指标无显著差异，说

明目前集约化养殖池塘由于养殖设备（如增氧机

等）的使用，导致水体理化指标上下差距不大。

有研究［２３］表明水产养殖池塘中不同深度的水体

的微生物构成非常相似，ＦＡＮ等［２４］在罗非鱼的

密集养殖中得出的结果进一步证实了这一结论，

并进一步推测水产养殖池塘不同水体的微生物

构成十分相似可能是和水体相似的理化条件有

关［２３］。这与本研究的结果一致。
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