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摘　要：尝试在养殖中期逐渐降低碳源添加量至零，探讨驯化硝化型生物絮体对生物絮凝高密度南美白对虾
养殖系统的水质、生物絮体细菌群落动态变化和对虾生长性能的影响。实验在３个跑道式养殖系统中进行，
放养密度均为６８５尾／ｍ３。水质结果表明养殖前１～４５ｄ，每日按日投饵量的１００％～１５０％添加葡萄糖，能很
好地降低氨氮的浓度，但对亚硝酸盐氮处理效果不明显。投糖量下降至零后，氨氮仍能维持在较低水平，亚硝

酸盐氮浓度明显下降。利用高通量测序技术对生物絮体的细菌群落结构进行分析。检测结果表明在门水平

上，异养型和硝化型生物絮体的主要优势菌群都是Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌门）和Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟杆菌门）。在
纲水平上，异养型生物絮体的优势菌群是Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（α变形菌纲），而硝化型生物絮体的优势菌群有
Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（α变形菌纲）、Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａ（黄杆菌纲）和 Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（γ变形纲）。系统在６５ｄ
后不添加碳源情况下，生物絮体的异养细菌丰度减少，硝化螺旋菌属（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｌ）开始快速增多并发展成为硝
化细菌的优势菌群属，异养型生物絮体逐渐转变为硝化型生物絮体。实验结束时，总投糖量占总投饵量的

４１．０３％±７．８６％。南美白对虾的存活率和产量分别为４３．３５％±７．５７％和（３．０３±０．５９）ｋｇ／ｍ３。研究表明驯
化硝化型生物絮体能优化高密度零水交换对虾养殖系统生物絮体的细菌群落结构和丰度，改善养殖水环境，

保证对虾的生长和存活，节约成本。
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　　生物絮凝养殖系统因具有水处理效果好，蛋
白质利用效率高，能提高养殖对象的免疫力等特

点，已成为国内外研究的热点［１２］。目前，国内应

用生物絮凝技术养殖南美白对虾的研究开始由

实验阶段过渡到中试规模的养殖试验［３４］，这种

养殖系统的运行需要满足定期添加碳源，充分的

搅拌混合和充足的溶氧等条件，以保证异养细菌

的稳定繁殖和生物絮体悬浮［５］。

１９９９年，ＡＶＮＩＭＥＬＥＣＨ［６］首次将 Ｃ／Ｎ在水
产养殖中的应用量化，通过饲料蛋白的溶失率、

微生物同化效率和碳源的含Ｃ量等计算出投喂１
ｋｇ饲料（３０％～４５％ＣＰ）需要添加４６５．０～６９７．５
ｇ碳源（含Ｃ量５０％），氨氮（ＴＡＮ）才能被微生物
有效地同化成为微生物蛋白。ＥＢＥＬＩＮＧ等［７］通

过化学计量工程分析的方式得出异养细菌代谢１

ｋｇ饲料（３０％ ～４５％ＣＰ）中的氨氮需要添加
３８０．０～７１０．０ｇＣ６Ｈ１２Ｏ６（含Ｃ量４０％）。在高密
度的养殖系统中，若按以上公式计算每日投糖

量，在养殖后期，每日需要投入大量的碳源，且需

要不间断地补充纯氧和定期去除悬浮固体才能

保持养殖水体充足的溶氧。这大大增加了工作

量和养殖成本。ＲＡＹ等［８］研究发现自养系统的

总悬浮固体物（Ｔｏｔａｌｓｕｓｐｅｎｄｅｄｓｏｌｉｄｓ，ＴＳＳ）含量
明显要比异养系统的低，而且整个养殖过程不需

要添加碳源，耗氧量也少。目前，ＣＯＨＥＮ等［９］研

究已证实生物絮凝养殖过程中不仅发生了异养

细菌的同化作用，也发生了自养细菌的硝化作

用，这两种途径均能有效地把有毒性的 ＴＡＮ转
化，使得养殖水质环境安全可控。但在系统构建

前期，异养同化作用发生的时间远比自养硝化作
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用要早。因此，通过调整投糖量，在养殖前期建

立以异养同化为主，中期转换成以自养硝化为主

的水处理途径，应用在高密度养殖南美白对虾

（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）的生物絮凝系统中具有重
要意义。

本实验在养殖前期通过添加碳源，提升系统

的生物絮体含量，养殖中期降低碳源添加量至

零，驯化异养型生物絮体转化成硝化型生物絮

体，探索整个养殖过程系统的水质变化、生物絮

体的细菌群落结构变化和南美白对虾的生长情

况，为硝化型生物絮体在对虾养殖系统的应用提

供了技术参考。

１　材料与方法

１．１　实验地点及设施
实验于２０１５年１０月—２０１６年１月（１００ｄ）

在江苏省南通市启东市王鲍镇畴丰农业有限公

司的室内养殖场进行，跑道式养殖系统由上海海

洋大学设施与渔业实验室设计（图１）。系统主要
由跑道式混凝土养殖池（图１２）、生物滤池（图１
１１）和气液混合装置３部分组成（图１１２）。养殖
池主体尺寸为１８ｍ ×２．５ｍ ×１．３ｍ，两端各有
一个直径为 ２．５ｍ的半圆区，池子中间的隔墙
（图１３）厚度为０．１８ｍ，高１．３ｍ，池底两边各有
两个斜板集污槽（图１４），集污槽中间有排污口
（图１５），池子水深１ｍ，有效养殖水体体积为３９
ｍ３。每个跑道水池配置一台叶轮（功率为 ０．３７
ｋＷ／ｈ，转速为３０ｒ／ｍｉｎ，图１１），以推动水体沿跑
道循环流动。

图１　跑道式养殖系统的平面图
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｐｌａｎｏｆｒｕｎｗａｙｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ

１．叶轮；２．养殖池；３．隔墙；４．集污槽；５．排污口；６．池壁；

７．出水管；８．进水管；９．水泵；１０．生物絮体驯化槽；１１．

ＭＢＢＲ生物滤池；１２．气液混合装置；１３．热水管道

１．Ｉｍｐｅｌｌｅｒ；２．Ｃｕｌｔｕｒｅｐｏｎｄ；３．Ｐａｒｔｉｔｉｏｎ；４．Ｓｅｗａｇｅｓｕｍｐ；５．

Ｏｕｔｆａｌｌ；６．Ｐｏｎｄｗａｌｌ；７．Ｏｕｔｌｅｔｐｉｐｅ；８．Ｉｎｌｅｔｐｉｐｅ；９．Ｐｕｍｐ；

１０．Ｂｉｏｆｌｏｃａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎｔａｎｋ；１１．ＭＢＢＲＢｉｏｆｉｌｔｅｒ；１２．Ｇａｓｌｉｑｕｉｄ

ｍｉｘｉｎｇｕｎｉｔ；１３．Ｈｅａｔｉｎｇｐｉｐｅ

　　养虾池一侧配有一套外置水处理设备。外
置水处理设备经水泵（功率０．１８ｋＷ／ｈ；流速 １０
Ｔ／ｈ，图１９）、进水管（图１８）和出水管（图１７）
与养殖池相连，构成循环跑道式系统。外置水处

理设备规格为长２．５ｍ ×１．４０ｍ ×１．６５ｍ，由４
个依次底部连通的生物滤池（总工作体积３ｍ３，
图１１１）、一个低压气液混合装置（工作体积 ５０
Ｌ，流量：３Ｌ／ｍｉｎ，图１１２）和一个生物絮体驯化
槽（工作体积３０Ｌ，图１１０）构成。

本次实验采用３套跑道式养殖系统，每个养
殖池底部布置１２个纳米曝气盘，连接一台罗茨
鼓风机（功率２．２ｋＷ／ｈ），用于养殖池水体和生
物滤池的增氧，同时配置一个锅炉，沿跑道池底

一圈铺有加热管道（图１１３），水管连接锅炉水，
用于水体加温。

１．２　实验用水预处理
养殖池放进少量的井水后，按２０ｍｇ／Ｌ的浓

度泼洒漂白粉，全池消毒１２ｈ后，排干。海水（盐
度２５）经１００目网袋过滤后进入蓄水池，经消毒
曝气沉淀处理后转移到３个养殖池中，每个养殖
池进海水约１６ｍ３，然后补充自来水淡化盐度至
１０。每池接种２０Ｌ的驯化成熟的浓缩絮体（上海
海洋大学循环水养殖系统研发平台提供），每三

天补充１００ｇ粉料／池，每日添加 ５０ｇＣ６Ｈ１２Ｏ６／
池，运行两周后，开始放苗。

１．３　实验的设计和养殖管理
不带特定病原的虾苗购自海南省的育苗场，

２０１５年１０月２８号晚上放苗，虾苗规格为（０．８±
０．１）ｃｍ，每池放养密度为６８５尾／ｍ３。放苗前一
小时停止叶轮运行，第二天后再开启。以后每次

投喂饲料前，停叶轮１．５ｈ后再开启。放苗后第
二天开始投喂第一顿，养殖所用的饲料购自正大

饲料有限公司（ＣＰ≥４２％，南美白对虾配合饲
料）。

每天分５次投喂饵料，分别在６：００、１０：００、
１４：００、１８：００、２４：００。体长小于１ｃｍ时，投饵量
占体质量的１０％ ～１５％；体长１～３ｃｍ时，投饵
量占体质量的７．０％～１０．０％；体长３～７ｃｍ时，
投饵量占体质量的３．０％～４．５％；体长７～１０ｃｍ
时，投饵量占体质量３％～４．５％，体长大于１０ｃｍ
时，投饵量占体质量的２．０％～３．０％。为了准确
掌握投饵量，每个养殖池放 ２个食台，１．５ｈ后查
看料台。

１９４
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表１　日投糖量的参考表
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｏｆｄａｉｌｙａｄｄｉｔｉｏｎｏｆｇｌｕｃｏｓｅ

养殖天数／ｄ
Ｃｕｌｔｕｒｅｄａｙｓ

日投糖量／日投饵量
Ｄａｉｌｙａｄｄｉｔｉｏｎｏｆｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅ／Ｄａｉｌｙｒａｔｉｏｎ

０～５０ １００％～１５０％
５１～６５ ０％～１００％
＞６５ ０％

养殖过程所用的碳源是一水葡萄糖（Ｃ６Ｈ１２
Ｏ６·Ｈ２Ｏ，纯度≥９９％，含 Ｃ量３６．０％，呼伦贝尔
东北阜丰生物科技有限公司生产），用小苏打

（ＮａＨＣＯ３，总碱度：９９．０％ ～１００．５％，桐柏博源
新型化工有限公司生产）调节 ｐＨ和碱度。葡萄
糖添加时间为每天１１：００和１６：００，日投糖量参
考ＡＶＮＩＭＥＬＥＭＣＨ［６］和 ＥＢＥＬＩＮＧ等［７］总结的碳

源添加量计算公式并结合水质情况调整（表１）。
当投糖量较多时，投糖前补充纯氧。当 ｐＨ低于
７．８时，补充 ＮａＨＣＯ３，慢慢调节 ｐＨ至８．０。每３
天补充一次微量元素。整个养殖期间不换水也

不去除部分ＴＳＳ，每隔两周添加一次自来水，补充
蒸发掉的水分。

１．４　样品的采集与测定
１．４．１　水样的采集和水质指标的测定

每天上午７：００用 ＷＴＷ便携式多参数水质
分析仪（Ｍｕｌｔｉ３４３０，德国）测池水 ｐＨ、溶解氧
（ＤＯ）、温度（Ｔ）、盐度（Ｓａｌｉｎｉｔｙ）。每 ５天上午
８：００取水样，经０．４５μｍ滤膜过滤后测定总氨氮
（ＴＡＮ），亚硝酸盐氮（ＮＯ２

－Ｎ）、硝酸盐氮（ＮＯ３
－

Ｎ）、正磷酸盐（ＰＯ４
３－Ｐ）和碱度（Ａｌｋａｌｉｎｉｔｙ）。每

５天测量一次总悬浮颗粒物（ＴｏｔａｌＳｕｓｐｅｎｄｅｄ
Ｓｏｌｉｄｓ，ＴＳＳ）和絮体体积 （ＦｌｏｃＶｏｌｕｍｅ，ＦＶ）。
ＴＡＮ含量的测定采用水杨酸次氯酸盐光度法
（７５２Ｓ紫外可见分光光度计，上海棱光技术有限
公司生产，下同），ＮＯ２

－Ｎ含量的测定采用Ｎ（１
萘基）乙二胺分光光度法，ＮＯ３

－Ｎ含量的测定
采用紫外分光光度法，ＰＯ４

３－Ｐ含量的测定采用
钼锑抗光度法，碱度的测定采用酸碱指示剂滴定

法，ＴＳＳ含量的测定采用称重法［１０］。ＦＶ的测定
参考 ＡＶＮＩＭＥＬＥＭＣＨ和 ＫＯＣＨＢＡ［１１］使用的方
法，用英霍夫管取 １０００ｍＬ水样，静置 ３０ｍｉｎ
后，悬浮物的沉积量即为 ＦＶ。
１．４．２　生物絮体细菌样品的采集与测序

生物絮体菌样的采集　根据实验的进程每
池每次随机取５０ｍＬ养殖水，保存于－８０℃冰箱

中。实验结束后送样至上海欧易生物医学科技

有限公司进行高通量测序。

生物絮体的细菌ＤＮＡ提取和 ＰＣＲ扩增　使
用 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ． ｓｏｉｌＤＮＡＫｉｔ（ＯｍｅｇａＢｉｏｔｅｋ，
Ｎｏｒｃｒｏｓｓ，ＧＡ，Ｕ．Ｓ．）提取生物絮体的细菌ＤＮＡ，
使用 １６ＳｒＤＮＡ的 Ｖ３Ｖ４区特异引物 ３４３Ｆ和
７９８Ｒ进行 ＰＣＲ扩增。每个样本重复３次。

ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ测序　扩增产物用２％琼脂糖
凝胶电泳测定，回收目标条带。使用 ＡｘｙＰｒｅｐ
ＤＮＡ ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ（ＡｘｙｇｅｎＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，
ＵｎｉｏｎＣｉｔｙ，ＣＡ，Ｕ．Ｓ．）进 行 纯 化 并 使 用
ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭＳＴ（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｕ．Ｓ．）进行定量，纯
化 的 产 物 进 行 相 应 比 例 的 混 合 后 在

ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ平台进行 ｅｑｕｉｍｏｌａｒａｎｄ双末端测
序。

测序数据处理由 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ测序所得数
据进行去杂并拼接，使用 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ软件对原
始双端序列进行去杂。去杂后的双端数据使用

ＦＬＡＳＨ软件进行拼接。拼接后的原始数据接着
进行精准去杂，去除低质量的碱基序列以及模糊

碱基序列。随后对去杂后的数据采用 ｕｓｅａｒｃｈ去
除嵌合体序列，最终得到较优质的序列，进行下

游分析。

ＯＴＵ聚类和物种注释　首先进行挑选 ＯＴＵ
步骤，即对所有的优质序列使用 ＣＤＨＩＴ方法以
９７％相似度进行ＯＴＵ分类，９７％相似度即对应物
种分类到属的一个水平分类标准。随后统计各

个样品包含的ＯＴＵ种类以及每个ＯＴＵ中含有的
序列的比例。并且对每个ＯＴＵ挑选出代表序列，
同时，将所有代表序列与 Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ数据库比
对，通过 ＲＤＰｃｌａｓｓｉｆｉｅｒＮａｉｖｅＢａｙｅｓｉａｎ分类算法对
代表序列进行分类注释。分别在门（ｐｈｙｌｕｍ）、纲
（ｃｌａｓｓ）和属（ｇｅｎｕｓ）的分类水平上统计样本的群
落丰度和组成。

１．４．３　南美白对虾生长性能的测定
实验结束，随机捞起南美白对虾 ５０尾／池，

测量虾的体质量、体长。记录每个养殖系统南美

白对虾的总产量（ＴｏｔａｌＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，ｋｇ／ｍ３）、成活
率（ＳｕｒｖｉｖａｌＲａｔｅ，ＲＳ，％）、特定生长率（Ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ＧｒｏｗｔｈＲａｔｅ，ＲＳＧ，％）、饲料系数（ＦｅｅｄＣｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
Ｒａｔｅ，ＲＦＣ）。计算公式如下：

ＲＳ（％）＝１００×（Ｎｆ／Ｎｉ） （１）
ＲＳＧ（％／ｄ） ＝１００×［ｌｎ（Ｗ１）－ｌｎ（Ｗ０）］／
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（Ｔ１－Ｔ０） （２）
ＲＦＣ＝Ｆ／（Ｗｆ－Ｗｉ） （３）

式中：Ｎｆ和Ｎｉ分别为终末存活尾数和初始投放
尾数，Ｔ０和Ｔ１分别为养殖第一天和最后一天，Ｗ１
和Ｗ０分别为时间 Ｔ１和 Ｔ０的平均体质量（ｇ），Ｆ
为饲料总投喂量，Ｗｆ和 Ｗｉ分别为终末总质量和
初始总质量。

１．５　数据的分析与处理
采用 ＳＰＳＳ１７．０对数据进行单因素方差分

析，实验结果用平均值 ±标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）表
示。

２　结果

２．１　日常水质的变化
本套系统采取２４ｈ鼓风增氧结合投糖前补

充纯氧的增氧方式，整个养殖期间溶解氧能够保

持在（６．８０±０．７０）ｍｇ／Ｌ，变化范围为 ５．１３～
７．９７ｍｇ／Ｌ。高的溶解氧水平保证系统顺利进行
高密度养殖对虾。系统利用锅炉加热能较好地

保持养殖水体的温度在（２７．９０±１．３０）℃，变化
范围为２３．８～２９．５℃，保证南美白对虾顺利越
冬。养殖期间，养殖水体的ｐＨ为７．８０±０．１３，碱
度为（２３７．９０±６７．４０）ｍｇＣａＣＯ３／Ｌ，能满足硝化
型生物絮体的驯化和南美白对虾的生长需求。

ＴＡＮ浓度在０～２５ｄ处于上升阶段。２５ｄ，
ＴＡＮ浓度达到最高（０．８１±０．１４）ｍｇ／Ｌ。２５～４０
ｄ，ＴＡＮ浓度快速下降，４０～９９ｄ略有上升后逐渐
趋于稳定水平（图２ａ）。ＮＯ２

－Ｎ浓度在养殖０～
２０ｄ一直处于较低水平。随着投饵量的增加，从
２０ｄ开始 ＮＯ２

－Ｎ浓度快速上升并在第４５天到
达最高（８．０８±１．８５）ｍｇ／Ｌ后快速下降（图２ｂ）。
ＮＯ３

－Ｎ和ＰＯ４
３－Ｐ浓度变化的趋势相似（图２ｃ

和２ｄ），在０～４０ｄ都保持较低浓度，在４０ｄ以后
开始快速上升，直至９９ｄ，ＮＯ３

－Ｎ和 ＰＯ４
３－Ｐ最

高浓度分别达到（２０７．１３±３５．１０）ｍｇ／Ｌ和
（２２．１８±２．８７）ｍｇ／Ｌ。

养殖前期，ＦＶ和 ＴＳＳ的含量同时增加（图
３）。随着投糖量的减少，在养殖５５～７５ｄ，ＦＶ和
ＴＳＳ含量出现缓慢下降。但随着投喂量的持续增
加，７５ｄ后即使没有添加碳源，ＦＶ和 ＴＳＳ含量仍

出现上升，在养殖 ９９ｄ时，最高浓度分别达到
（５３．６７±６．０３）ｍＬ／Ｌ和（７０９．５±９５．４６）ｍｇ／Ｌ。
２．２　养殖期间生物絮体的细菌群落的动态变化

由图 ４可知，在门水平上，整个养殖期间，
Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌门）和Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟杆菌
门）一 直 都 是 主 要 的 优 势 菌 群，其 次 是

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ（放线菌门）和 Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ（浮霉
菌门）。ＴＭ７门在养殖３２ｄ和５１ｄ成为主要优
势 菌 群。Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ（蓝 藻 细 菌 门）和
Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ（厚壁菌门）在养殖周期内的变化趋势
相似，在养殖１、１５ｄ的丰度远高于养殖３２～９９ｄ
的丰度。Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ（硝化螺旋菌门）在养殖 １ｄ
和１５ｄ时，丰度较低，６０ｄ开始呈上升趋势。

由图５可知，纲水平上，整个养殖期间丰度
一直 比 较 高 的 优 势 菌 群 是 α变 形 菌 纲
（Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）。黄杆菌纲（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａ）
和γ变形纲（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）在 ６０～９９ｄ
的含量要比１～５１ｄ的要高。其中ＴＭ７３在养殖
３２ｄ和５１ｄ时含量较高，成为主要优势菌群之
一。Ｂａｃｉｌｌｉ（芽孢杆菌纲）在养殖１ｄ、１５ｄ的含量
较高，３２～１００ｄ的含量较低。放线菌纲
（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）在３２ｄ成为优势菌群之一。硝
化螺旋菌纲（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ）在养殖１～５１ｄ含量一直
很低，但在６０～９９ｄ，一直在增加。

氨氧化细菌（ＡＯＢ）和亚硝酸氧化细菌
（ＮＯＢ）在６０～９９ｄ的丰度明显要比０～５１ｄ的
丰度要高（表 ２）。Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ（亚硝化单胞菌
属）和Ｎｉｔｒｏｓｏｖｉｂｒｉｏ（亚硝化弧菌属）的含量极低，
其中有一类属于亚硝化单胞菌科的尚未分类的

菌属成为系统氨氧化细菌（ＡＯＢ）的优势菌属。
亚硝酸氧化细菌（ＮＯＢ）中，Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ（硝化螺旋
菌属）的含量在１～５１ｄ一直处于较低水平。随
着投糖量减少至零，在５１～７２ｄ，其丰度快速增
长，７２～９９ｄ，其丰度增长速度减缓。另一类尚未
分类属的亚硝酸氧化细菌（ＮＯＢ）在０～７１ｄ尚未
检测到，但在８１～９９ｄ呈增加的趋势。０～３２ｄ，
总硝化细菌的丰度波动明显，３２～６０ｄ，总硝化细
菌的丰度呈多倍数量增长，６０～９９ｄ，总硝化细菌
的丰度增长变化趋于平缓。
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图２　养殖期间ＴＡＮ，ＮＯ２
－Ｎ，ＮＯ３

－Ｎ和ＰＯ４
３－Ｐ的动态变化

Ｆｉｇ．２　Ｄｙｎａｍｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｏｔａｌａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎ（ＴＡＮ，ａ），ｎｉｔｒｉｔｅｎｉｔｒｏｇｅｎ（ＮＯ２
－Ｎ，ｂ），

ｎｉｔｒａｔｅｎｉｔｒｏｇｅｎ（ＮＯ３
－Ｎ，ｃ），ｏｒｔｈｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＰＯ４

３－Ｐ，ｄ）ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｐｅｒｉｏｄ
数据表示为实验组３个重复的平均值±标准差，图３５同

Ｖａｌｕｅｓａｒｅｔｈｅｍｅａｎｓ（±ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ）ｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｓａｍｅｉｎｆｉｇ．３５

图３　养殖期间ＦＶ、ＴＳＳ的动态变化
Ｆｉｇ．３　Ｄｙｎａｍｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆｆｌｏｃｖｏｌｕｍｅ（ＦＶ，ａ），ｔｏｔａｌｓｕｓｐｅｎｄｅｄｓｏｌｉｄｓ（ＴＳＳ，ｂ）ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｐｅｒｉｏｄ
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图４　养殖期间生物絮体的优势菌群在门水平的分布
Ｆｉｇ．４　Ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｔ

ｐｈｙｌｕｍｌｅｖｅｌｏｆｂｉｏｆｌｏｃｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ
ｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｐｅｒｉｏｄ

图５　养殖期间生物絮体优势菌群在纲水平的分布
Ｆｉｇ．５　Ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙａｔ

ｃｌａｓｓｌｅｖｅｌｏｆｂｉｏｆｌｏｃｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ
ｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｐｅｒｉｏｄ

表２　养殖周期内生物絮体的硝化细菌在属水平的丰度变化
Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｏｆａｂｕｎｄａｎｃｅａｔｔｈｅｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌｏｆｂｉｏｆｌｏｃｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｐｅｒｉｏｄ
硝化细菌

分类

Ｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ
ｂａｃｔｅｒｉａ
ｔａｘｏｎｏｍｙ

硝化细菌属分类

Ｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ
ｂａｃｔｅｒｉａ
ｇｅｎｅｒａ
ｔａｘｏｎｏｍｙ

丰度／％ Ａｂｕｎｄａｎｃｅ

０ｄ １５ｄ ３２ｄ ５１ｄ ６０ｄ ７２ｄ ８１ｄ ９１ｄ ９９ｄ

氨氧化

细菌

（ＡＯＢ）

Ｏｔｈｅｒ ０±０ ０±０ ０±０ ０±０ ０±０ ０±０．０１ ０±０ ０．０２±０．０１０．０２±０．０３

Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ（亚硝化单胞细菌属） ０±０ ０±０ ０±０ ０±０ ０±０ ０±０．０１ ０±０ ０±０ ０±０

Ｎｉｔｒｏｓｏｖｉｂｒｉｏ（亚硝化弧菌属） ０±０ ０±０ ０±０ ０±０．０１ ０±０ ０±０ ０±０ ０±０ ０±０
ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ（ｆ） ０．２２±０．３３０．０１±０．０２０．０２±０．０２０．１９±０．０３０．８７±０．２１０．７５±０．２００．０６±０．１６０．４４±０．２６０．４４±０．３０

亚硝酸盐

氧化细菌

（ＮＯＢ）

Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ（硝化螺旋菌属） ０．０１±０．０１ ０±０ ０±０ ０．０１±０．０１０．０８±０．０６０．７９±０．９５１．０３±１．０８１．０６±１．２５１．２３±１．４０

ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿＿Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｃｅａｅ（ｆ） ０±０ ０±０ ０±０ ０±０ ０±０ ０±０ ０．０２±０．０２０．２３±０．２００．３９±０．４０

注：数据表示为实验组３个重复的平均值±标准差
Ｎｏｔｅ：Ｖａｌｕｅｓａｒｅｔｈｅｍｅａｎｓ（±ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ）ｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐ

２．３　南美白对虾的生长情况
本次实验在放养密度６８５尾／ｍ３条件下，养

殖１００ｄ后，总Ｃ６Ｈ１２Ｏ６·Ｈ２Ｏ和总ＮａＨＣＯ３添加
量分别占总投饵量的 ４１．０３％ ±７．８６％ 和

２７．５６％±１．９３％，南美白对虾的存活率和产量分
别为４３．３５％ ±７．５７％和（３．０３±０．５９）ｋｇ／ｍ３

（表３）。

表３　南美白对虾在驯化硝化型生物絮体的养殖系统的生长情况
Ｔａｂ．３　ＧｒｏｗｔｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆＬｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉｉｎｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｗｉｔｈｄｏｍｅｓｔｉｃａｔｉｎｇｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇｂｉｏｆｌｏｃｓ

生长性能

Ｇｒｏｗｔｈ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

初始个体体质量／
（ｇ／尾）

Ｉｎｉｔｉａｌｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ
ｗｅｉｇｈｔ

终末个体体质量／
（ｇ／尾）

Ｆｉｎａｌｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ
ｗｅｉｇｈｔ

存活率／％
Ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅ

产量／
（ｋｇ／ｍ３）
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

特定生长率／％
Ｓｐｅｃｉｆｉｃｇｒｏｗｔｈ

ｒａｔｅ

饲料转化率／％
Ｆｅｅｄｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ｒａｔｅ

参数Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ０．０１±０．００ １０．１８±０．５１ ４３．３５±７．５７ ３．０３±０．５９ ７．１５±０．０５ １．６８±０．２１
注：数据表示为实验组３个重复的平均值±标准差
Ｎｏｔｅ：Ｖａｌｕｅｓａｒｅｔｈｅｍｅａｎｓ（±ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ）ｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐ

５９４
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３　讨论

３．１　驯化硝化型生物絮体对养殖南美白对虾的
零水交换系统的水质变化影响

生物絮凝养殖系统中，异养细菌利用碳源增

殖需要消耗养殖水体中大量的溶解氧［７］。本研

究在养殖３０～６５ｄ，每次添加碳源前都需要补充
纯氧，才能保证溶解氧大于５．０ｍｇ／Ｌ。但在６５ｄ
后不再添加碳源情况下，仅需要鼓风增氧就能满

足高密度对虾的生长需求，节省了碳源成本和供

氧成本。

残饵和粪便的积累往往会导致养殖水体

ＴＡＮ和ＮＯ２
－Ｎ含量升高，严重时可引起对虾中

毒，影响对虾生长。ＧＡＯＮＡ等［１２］研究表明富含

絮体的养殖水可以维持低水平的 ＴＡＮ和 ＮＯ２
－

Ｎ。但也有一些研究发现在高密度的零水交换养
殖系统里，仅靠异养同化为主的水处理方式，仍

然出现ＴＡＮ和ＮＯ２
－Ｎ积累［１３］。本研究发现养

殖前期，随着葡萄糖持续添加，促使了异养细菌

生长，降低了 ＴＡＮ的浓度，但是对 ＮＯ２
－Ｎ的积

累没起到很好的抑制效果，这与 ＡＲＮＯＬＤ等［１４］

研究的结果相似。猜测可能因为养殖前期，异养

细菌利用ＴＡＮ的效率远比ＮＯ２
－Ｎ要高，而且亚

硝酸盐氧化细菌比氨氧化细菌挂膜速度要慢，导

致了 ＮＯ２
－Ｎ的积累［１５］。养殖第 ４５天开始，

ＮＯ２
－Ｎ快速下降并伴随着 ＮＯ３

－Ｎ的明显积
累，这表明硝化细菌尤其是亚硝酸盐氧化细菌

（ＮＯＢ）已经在生物絮体中挂膜成功。随着碳源
的添加量减少（５１～６５ｄ），ＴＡＮ浓度先升高后再
次出现下降，ＮＯ２

－Ｎ浓度并没有出现明显积累。
因此综合 ＴＡＮ、ＮＯ２

－Ｎ和 ＮＯ３
－Ｎ浓度随碳源

添加量减少而变化的规律，可以初步判断硝化型

生物絮体在６０ｄ时已被驯化成熟。自养细菌的
硝化作用比异养细菌的同化作用能更好抑制

ＮＯ２
－Ｎ浓度的积累，保证养殖水环境的安全稳

定。

在养殖南美白对虾的生物絮凝系统中，

ＮＯ３
－Ｎ 和 ＰＯ４

３－Ｐ 常 常 是 积 累 的［１６］。

ＳＡＭＯＣＨＡ等［１７］在高密度零水交换养殖系统中

利用沉降池去除 ＴＳＳ的方式，在养殖周期内平均
ＮＯ３

－Ｎ浓度为（２２０±８４）ｍｇ／Ｌ。本次研究中，
ＮＯ３

－Ｎ浓度最高达到（２０７．２３±３５．１０）ｍｇ／Ｌ，
接近ＫＵＨＮ等［１８］建议的 ＮＯ３

－Ｎ安全浓度（２２０

ｍｇ／Ｌ）。ＰＯ４
３－Ｐ含量在养殖０～４０ｄ时，一直维

持较低，可能是生物絮体中的聚磷菌吸收了部分

的可溶性磷［１９］。

随着饲料和碳源添加量的增加，异养细菌可

利用碳素和氮素快速增加细菌生物量，从而增加

絮体含量。ＳＡＭＯＣＨＡ等［２０］研究表明 ＴＳＳ＞５００
ｍｇ／Ｌ时仍然适合养殖南美白对虾。本研究在
１００ｄ的养殖周期内，系统不交换水也不去除部
分ＴＳＳ，ＴＳＳ的含量最高达到（７０９．５±９５．４６）
ｍｇ／Ｌ。随着投糖量的减少，ＦＶ和 ＴＳＳ浓度缓慢
下降，推测可能因为投糖量的减少，部分异养细

菌死亡，导致生物絮体浓度下降，但是随着投喂

量的持续增加，养殖后期 ＴＳＳ的浓度仍会升高。
受碳源、搅拌程度和细菌群落结构等因素的影

响，不同的养殖环境，絮体的粒径以及疏松程度

存在差异，相同ＦＶ的含量，对应的 ＴＳＳ含量往往
不同。ＲＡＹ等［２１］研究表明通过外置沉降室的生

物絮凝系统去除 ５９％ＴＳＳ，ＮＯ３
－Ｎ可以减少

６０％，本研究在６５ｄ以后不再添加碳源，系统形
成了以自养硝化为主的水处理途径。这说明驯

化硝化型生物絮体的高密度零水交换的对虾养

殖系统在不去除部分 ＴＳＳ的情况下，仍能保证
ＮＯ３

－Ｎ和ＴＳＳ浓度在适合对虾生长的范围内。
自养细菌和异样细菌的繁殖都需要消耗碱

度，但相比异养细菌，自养细菌消耗的碱度更

多［７］。ＦＵＲＴＡＤＯ等［２２］研究发现在零水交换的

系统中，碱度在７０ｍｇＣａＣＯ３／Ｌ以上，ｐＨ≥７．３８
的条件下才能保证絮体的形成和硝化细菌的挂

膜。ＣＨＥＮ等［２３］建议要保证零水交换的系统中

高效率的硝化作用，碱度应维持高于 ２００ｍｇ
ＣａＣＯ３／Ｌ。ＤＡＶＩＤＳＯＮ等

［２４］报道在低水交换率

的循环水系统中每投喂１ｋｇ饲料（ＣＰ≥４１％）需
要添加大约０．１５～０．２２ｋｇＮａＨＣＯ３，以维持碱度
接近２００ｍｇＣａＣＯ３／Ｌ。本次研究中，总 ＮａＨＣＯ３
的添 加 量 占 饲 料 （ＣＰ≥ ４２％）投 喂 量 的
２７．５６％±１．９３％，可以维持 ｐＨ和碱度分别在
７．８０±０．１３和（２３７．９０±６７．４０）ｍｇＣａＣＯ３／Ｌ。
造成较高的投碱量可能因为硝化型生物絮体的

形成消耗了大量的碱度以及养殖水体长期维持

较高水平的ｐＨ所致。
３．２　驯化硝化型生物絮体对生物絮体的细菌群
落变化的影响

碳源的添加量影响生物絮体的细菌群落结

６９４
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构［２５］。异养型生物絮凝养殖系统内生物絮体的

细菌群落主要优势菌是变形菌［２６２８］。变形菌成

为优势菌群，有利于促进系统的有机物分解和营

养物质去除。本研究中利用高通量测序技术分

析养殖南美白对虾的系统中驯化硝化型生物絮

体对细菌群落在整个养殖周期内的丰度变化的

影响，分析结果发现受碳源添加量的影响，生物

絮体的细菌群落丰度发生明显改变，厚壁菌门和

硝化螺旋菌门的细菌丰度变化呈两极分化。６０ｄ
时，硝化螺旋菌门的丰度开始增加，厚壁菌门丰

度下降。７２ｄ时，因缺乏外源碳源的添加，硝化
螺旋菌门的丰度（０．７９％ ±０．９５％）开始超过厚
壁菌门（０．４３％±０．１１％）的丰度。在门水平上，
异养型和硝化型生物絮体始终占优势的菌群都

是Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌门）和 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟
杆菌门）。在纲水平上，异养生物絮体的优势菌

群是Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（α变形菌纲），而硝化型
生物絮体的优势菌群有 Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（α变
形 菌 纲 ）、Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａ（黄 杆 菌 纲 ）和

Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（γ变形纲）。本次研究检测
到整个养殖过程都存在芽孢杆菌。但随着养殖

的进行，因外源碳源的缺乏，芽孢杆菌的增长受

到抑制。值得注意的是，本次研究在生物絮凝养

殖系统中首次检测到丰富的待定门 ＴＭ７。ＴＭ７３
纲属于ＴＭ７门的一个分支，属于一类环境耐受力
超强的异养型细菌，可以利用碳源增长并与酸杆

菌、厚壁菌等发生竞争关系，极易大量繁殖且具

致病性［２９］。本研究中 ＴＭ７３在３２、５１ｄ期间发
展成优势菌群之一，分别占１８．０６％和３３．２３％。
这可能是养殖前期碳源的添加也刺激了 ＴＭ７３
的增长，导致芽孢杆菌等异养菌等增长受抑制而

含量较低。这表明高含碳量的养殖水体也存在

一定的风险，可能会促使某些致病性异养细菌在

竞争中处于优势。

养殖系统的硝化细菌往往需要５～７周的时
间去培养才能显著减低 ＴＡＮ和 ＮＯ２

－Ｎ的浓
度［９，１４，３０］。本次研究中，整个系统中硝化细菌群

落结构比较单一，氨氧化细菌（ＡＯＢ）仅有一类属
于亚硝化单胞菌科的尚未分类的菌属在整个养

殖周期内是优势菌属（０．０１％～１．０６％）。硝化
螺旋菌门的 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ（硝化螺旋菌属）属于亚硝
酸盐氧化菌（ＮＯＢ）的主要优势菌属，参与氧化
ＮＯ２

－Ｎ成为ＮＯ３
－Ｎ的过程［３１］。尽管高通量检

测发现在养殖初期已存在氨氧化细菌，但

Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ（硝化螺旋菌属）含量极低，甚至在养殖
１５ｄ和３２ｄ检测不到它们的丰度，在７２ｄ后发
展成为了生物絮体中硝化细菌的优势菌属

（０．７９％～１．２３％）。猜测可能是受外源碳源添
加的影响，异养细菌的繁殖抑制硝化螺旋菌属的

增长，导致ＮＯ２
－Ｎ在养殖前期出现积累。直到

４５ｄ，ＮＯ２
－Ｎ的浓度开始出现下降，这与前人的

研究发现基本一致。猜测可能是一方面高浓度

的ＮＯ２
－Ｎ刺激了亚硝酸盐氧化细菌的快速增

长，另一方面ＴＳＳ的持续增加为硝化细菌的顺利
挂膜提供充足的场所。微生物的生长需要经历

延迟期、对数期、稳定期和衰亡期。由硝化细菌

的丰度变化趋势可知，本研究中硝化细菌在６０～
７２ｄ，开始由对数期（３２～６０ｄ）进入稳定期（７２～
９９ｄ），硝化细菌的丰度的增长速度减缓并趋于平
稳波动，ＴＡＮ和 ＮＯ２

－Ｎ浓度均处于较稳定的低
水平，标志着成熟的硝化型生物絮体已被成功驯

化。

３．３　驯化硝化型生物絮体对南美白对虾生长性
能的影响

研究证实生物絮体能为养殖对象提供营养

来源［３２３４］。自养型生物絮体和异养型生物絮体

均能提升南美白对虾的生长和存活［３５］。

蒲利云等［３６］利用循环系统养殖南美白对虾

成虾，养殖周期为 １５２ｄ，对虾的存活率为
４８．１６％～５６．７２％，产量为 ２．９９～３．４７ｋｇ／ｍ３。
张许光等［３７］研究在异养型生物絮凝系统养殖南

美白对虾，每天按饲料（４２％ＣＰ）投喂量的７０％
在水体中添加赤砂糖，养殖周期１１３ｄ，对虾的存
活率为２５．０％～７５．３％，产量为１．５３～４．０１ｋｇ／
ｍ３。本次研究在驯化硝化型生物絮体系统中养
殖南美白对虾，６５ｄ后不添加碳源的情况下，直
至收获时，总投糖量／总投饵量为 ４１．０３％ ±
７．８６％，产量（３．０３ｋｇ／ｍ３）和存活率（４３．３５％）
与上述报道结果相近，但均高于刘军等［３８］利用温

棚高位池换水系统养殖南美白对虾的产量

（０．６～０．７ｋｇ／ｍ３）和存活率（３２．３％ ～３８．９％）。
这表明对虾生活在富含硝化型生物絮体的系统

中，也能保证健康生长和存活，提高养殖效益。

本次研究表明养殖前期利用碳源的添加，提升异

养型生物絮体的含量，使系统顺利渡过硝化细菌

缓慢增长期并为硝化细菌的附着提供场所，直至
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ＮＯ２
－Ｎ浓度下降，ＮＯ３

－Ｎ浓度升高，开始逐渐
降低投糖量至零，系统转为培养硝化型生物絮体

的调控方式，可以有效地调控水质，保持稳定的

养殖水环境，促进对虾的健康生长，降低投入成

本和提高养殖利润，这对生物絮凝养殖系统管理

的更新具有重要推进作用。
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