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摘要：为了研究近海贝类开放养殖水域中细菌种群分布规律以及微生物群落多样性对环境
因子的响应及与水产动物发病的关系，本实验于 2019 年 7—11 月采集黄岛某开放养殖水
域不同样点海水样本，分析不同水质因子 (水温、盐度、pH、DO、叶绿素、氨氮、磷酸盐、
硝酸盐和亚硝酸盐) 的动态变化，并利用高通量测序的方法分析了不同月份水样和栉孔扇
贝组织样本中微生物群落结构和多样性的差异，探讨了环境因子与微生物群落结构的相关
性。结果显示，水样本中细菌群落结构共检测到 42 个门，94 个纲。由变形菌门、拟杆菌
门、蓝细菌门、放线菌门及厚壁菌门等组成，其中变形菌门为优势菌门，主要包括 γ-变形
菌纲和 α-变形菌纲。不同月份，细菌 OTU 水平多样性分析结果为 11 月>9 月>7 月>
10 月>8 月；弧菌 OTU 水平多样性分析结果显示，弧菌的多样性呈现先升高后降低的变化，
与水温的变化趋势一致，8 月养殖区多样性高于对照区。RDA 分析表明，叶绿素含量
(μg/L) 和亚硝酸盐的浓度 (mg/L) 对门水平的物种组成和群落结构具有显著的影响。磷酸盐
含量 (mg/L) 和 DO (mg/L) 对弧菌属水平的群落结构具有显著影响。扇贝组织样本细菌群落
结构共检测出 45 个门，软壁菌门为优势菌门，主要包括支原体菌属，与磷酸盐含量
(mg/L) 具有显著正相关。弧菌优势菌分离鉴定结果显示，7—11 月养殖环境中的优势菌为
溶藻弧菌和哈维氏弧菌。研究表明，养殖活动通过改变水体中的叶绿素和亚硝酸盐的含量，
对水体中的微生物群落结构产生了一定的影响，同时磷酸盐和 DO 的变化对弧菌属水平的
群落结构也产生了一定的影响。本结果可为贝类疾病的发生研究提供一定的理论支撑。
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贝类养殖已经发展成为我国海水养殖的重要

组成部分，养殖规模也在不断增大，但贝类暴发

性病害的频发给贝类养殖产业造成了巨大的经济

损失，据不完全统计，我国每年由病害造成的贝

类养殖直接经济损失可高达 20~30 亿元[1]，其中贝

类弧菌病所造成的经济损失占据重要部分 [2]，严

重影响了贝类产业的可持续发展。

微生物是自然界中分布最广的一类生物类群。

在海洋生态系统中，微生物在物质循环、能量流

动及维持生态系统稳定性等方面发挥了重要的作

用，但是当微生物中的部分条件致病菌大量存在

时，不仅会影响水质、打破生态平衡，甚至会使
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海水养殖动物患病。弧菌 (Vibrio) 是水产养殖中

最常见的病原菌，广泛分布在各类河口、近岸、

海湾和深海海域中 [3]。据统计，国内外导致养殖

贝类大规模发病死亡的病原弧菌约有 20 种[1]，对

多次大面积暴发的贝类流行病的弧菌病原菌进行

研究后发现，它们均来自于水体。在水产养殖区

域，当环境恶化、养殖动物免疫力下降以及致病

菌的致病力增强时，会引起养殖动物疾病的发生[4]。

夏季是贝类疾病频发的季节 [5]，疾病季节性暴发

与养殖环境中微生物种群的季节性变化存在十分

密切的关系。Pereira 等 [6] 研究表明，鱼类养殖水

域中细菌群落结构会随着季节变化，在春季会增

加鱼类患病的几率。其次，环境因子的变化也会

影响微生物的群落结构与丰度。Parveen 等[7] 在调

查切萨皮克湾的长牡蛎 (Crassostrea gigas)和水中

致病性副溶血性弧菌  (V. parahemolyticus) 的季节

分布时发现，弧菌密度与水温、浊度和溶解氧呈

正相关，因此，检测海水中弧菌的群落结构对研

究贝类流行病的暴发具有重要的意义。

位于黄岛区的开放式水产养殖区规模庞大，

种类居多，其中栉孔扇贝 (Chlamys farreri) 的底播

养殖占据重要的比例。2018 年该养殖海域部分扇

贝养殖区发生病害，2019 年，本团队选取易发病

时间段 7—8 月及不易发病时间段 9—11 月，对该

海域环境理化因子进行监测，利用基于 Illumina
Miseq 高通量测序方法，通过对 16S rRNA 序列分

析对其细菌群落多样性，及其在空间和时间尺度

上的变化进行研究，并探讨环境因子变化与菌群

结构的关系，以期为该水域水产养殖的健康发展

提供理论依据。 

1    材料与方法
 

1.1    样品采集地点与时间

样品采集于青岛市黄岛区开放式养殖基地，

该基地属于多营养层次综合养殖模式，种类多，

扇贝、海螺等海产品排列养殖。在该海域分 2 个

区进行采样，分别为养殖区和对照区 (相距约 1 km)
(图 1)。在每个区每隔约 300 m 选取 3 个站位采样。

采集时间为 2019 年 7 —11 月，每月采集 1 次。 

1.2    材料与方法
 

　　环境因子的测量　　使用 WZB-170 型便携

式浊度计测量浊度，JENCO 9030M 便携式溶解氧

测定仪测量 DO 含量和温度，556MPS 便携式多参

数水质测量仪测量盐度，TURNER Designs  Tri-
ligy 实验室荧光仪测量叶绿素含量，其他参数在

实验室中均用标准方法测量。数据利用 SPSS.22
软件进行处理。 

　　流式细胞仪检测细菌丰度　　各站位取

4 mL 海水至冻存管中，随后加入 444 μL 戊二醛

固定，在低温避光的环境下带回实验室，用 0.45
μm 滤器过滤后液氮处理，−80 °C 保存。进样前，

取 180 μL 样品和 20 μL SYBR™ GreenⅠnucleic acid
gelstain (invitrogen，美国) 染料混匀，染色完成后，

上流式细胞仪 (BD，型号 FACSCalibur) 测定。使

用 Low 流速，激发电压分别为 SSC 450、FL1 500、
FL2 510 和 FL3 661。数据采用 CellQuest Pro Soft-
ware 软件分析。 

　　群落结构的水样处理　　采用手持式柱状采

水器在指定点采取 1 L 表层水，运回实验室后，采

用负压过滤的方法用 0.22 μm 的滤膜过滤 300 mL
水样，将处理好的滤膜用液氮速冻，放–80 °C 冰

箱保存。每个站位设置 3 个重复。 

　　Illumina Miseq 高通量测序　　用DNeasy® Power-
water® Pro Kit 试剂盒 (QIAGEN，美国) 提取 DNA，

用 1% 的琼脂糖凝胶检测 DNA 的提取质量。利用

引物 338F/806R (ACTCCTACGGGAGGCAGCAG/G
GACTACHVGGGTWTCTAAT)[8] 和V-169F/V-680R
(GGATAACYATTGGAAACGATG/ GAAATTCTAC
CCCCCTCTACAG)[9-10] 对样品DNA 进行 PCR 扩增。

将同一样本的 PCR 产物混合后使用 2% 琼脂糖凝

胶回收 PCR 产物，利用 AxyPrep DNA Gel Extraction
Kit (Axygen Biosciences，美国) 进行回收产物纯化，

2% 琼脂糖凝胶电泳检测，并用 QuantuTM Fluoro-
meter (Promega，美国) 对回收产物进行检测定量。

使用 NEXTFLEX® Rapid DNA-Seq Kit 进行建库。 
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图 1    样品采集地理位置

Fig. 1    Geographic location of sample collection
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　　数据处理　　使用 fastp[11] 软件对原始测序序

列进行质控，使用 FLASH[12] 软件进行拼接；使

用 UPARSE 软件，根据 97% 的相似度[13-14] 对序列

进行 OTU 聚类并剔除嵌合体。利用 RDP classifier[15]

软件对每条序列进行物种分类注释。Shannon 多

样性指数利用该公式计算：

Shannon 多样性指数计算公式：

H Shannon = ¡
S obsX
i=1

ni

N
ln

ni

N

式中，Sobs 为实际观测到的 OTU 数目； ni 为第 i
个 OTU 所含的序列数； N 为所有的序列数。

利用 R 语言和 SPSS.22 软件的 Spearman 等

级相关系数进行群落结构及环境因子关联分析。

利用 R 语言 (version 3.3.1) 进行物种组成分析、 环
境因子与群落结构的相关性分析及冗余分析。利

用 SPSS 22 软件的单因素方差分析进行组间差异

显著性检验。 

　　扇贝组织的处理　　在养殖区每个站位随机

取十余只栉孔扇贝，低温保存，带回实验室。3
只为一组，每个站位设置 3 组重复。取扇贝鳃丝、

内脏器官、外套膜和扇贝柱各 0.5 g，放入同一

个无菌 EP 管中。液氮速冻后，−20 °C 保存。用

DNeasy® Powerwater® Pro Kit 试剂盒 (QIAGEN，美

国) 抽提样品 DNA，其余步骤同水样处理。 

　　优势弧菌分离鉴定　　将采集的水样稀释后，

涂布于硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖琼脂培养基

(thiosulfate  citrate  bile  salts  sucrose  agar，TCBS) 平
板上，28 °C 过夜培养。取 0.5 g 上述处理的扇贝

组织悬于灭菌蒸馏水中匀浆，3 000 r/min 离心，

取上清液稀释，涂布于 TCBS 平板上，28 °C 过夜

培养。将获得的优势菌落经 3 次分离纯化后，利

用 16S rRNA 测序，测序结果与 GenBank 中的标

准数据库比对。 

2    结果
 

2.1    环境因子理化指标

黄岛近海养殖区在 2019 年 7—11 月的环境

理化指标变化如表 1 所示，养殖环境是水产养殖

过程中的重要部分，养殖用水的理化性质是养殖

活动的重要保证，该区养殖水质符合海水水质检

测标准 GB 3097—1997 第二类水质标准要求。 

2.2    流式细胞仪检测结果

细胞流式图展示了海水中细菌单细胞的集聚

分布情况 (图 2)，根据细胞聚集情况框选 R1、R2
门，得到细胞数。细菌细胞数量图结果显示，细

菌数量在 9 月达到最低值，同时贝类在温度较高

时，生命活动减慢，排泄物减少，使得水体细菌

数会出现下降的趋势，而 10 月温度降低，细菌数

量上升幅度较大，说明该时段的细菌生命活动较

为活跃 。Spearman 相关性分析显示，每毫升细胞

数的数量与水样中叶绿素的含量显著相关 (P<0.05)
(图 3)。 

表 1    黄岛区某开放式养殖区理化性质指标

Tab. 1    Physical and chemical properties of an open aquaculture area in Huangdao District

区域
area

7月　July 8月　August 9月　September 10月　October 11月　November

M D M D M D M D M D

叶绿素/(μg/L)　Chl 2.170 1.697 2.440 2.573 4.570 3.440 1.770 1.670 1.460 1.570

浊度(NTU) 　TUB 2.70 1.76 1.58 1.08 2.26 2.40 2.96 2.89 4.75 3.16

溶解氧/(mg/L) 　DO 7.27 7.26 6.60 6.73 6.53 6.50 6.96 7.08 7.80 7.79

温度/°C　T 22.4 22.6 24.1 24.2 25.5 25.4 24.4 24.3 18.3 18.4

盐度　Sal 31.65 31.71 31.70 31.71 31.71 31.70 31.82 31.81 32.03 32.03

pH 8.30 8.25 8.31 8.21 8.27 8.19 8.16 8.22 8.42 8.35

可溶性无机氮/(mg/L)　DIN 0.076 0.059 0.064 0.040 0.047 0.043 0.044 0.064 0.064 0.067

亚硝酸盐/(mg/L)　nitrite 0.003 7 0.004 3 0.004 0 0.004 0 0.006 0 0.004 3 0.003 0 0.004 0 0.004 0 0.004 3

硝酸盐/(mg/L)　nitrate 0.056 0.041 0.047 0.024 0.027 0.026 0.028 0.047 0.048 0.049

氨氮/(mg/L) 　ammonia 0.016 0.013 0.013 0.012 0.014 0.014 0.014 0.013 0.012 0.014

磷酸盐/(mg/L)　phosphate 0.012 0.011 0.009 0.008 0.009 0.007 0.011 0.009 0.013 0.011

注：M. 养殖区；D. 对照区；表中数据均为各区3个站位的平均值
Notes: M. aquiculture area；D. control area；the data in the table are the average values of the three stations in each district
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2.3    水体菌群多样性及其对环境因子的响应
 

　　水环境高通量测序结果初步分析　　黄岛

区开放贝类养殖区水环境微生物 Illumina Miseq 高

通量测序结果给出了测序的基础信息。水样中细

菌的有效序列数为 1  692  054，检测到 4  158 个

OTUs，Shannon 多样性指数为 3.94~5.38，Sobs 指

数为 765~1 535，覆盖度可达到 99.1%。在 OUT
水平上，海水中细菌的 Shannon 多样性指数整体

上呈现波动起伏的趋势，最低点出现在 8 月，

Shannon 多样性指数为 4.32，且 8、9 月养殖区水

样细菌多样性低于对照区 (图 4-a)。
在 OTU 水平上，养殖区海水中弧菌的多样

性呈现先升高后降低的变化，趋势与水温的变化

一致  (图 4-b)，8 月出现最高点，Shannon 指数为

2.62，养殖区水样中细菌多样性降低，弧菌多样

性升高。 

　　水环境群落结构分布　　对所获得的 OUT
序列进行门 (Phylum)、纲 (Class) 水平上的物种分

类，共检测出 43 个细菌门，其中包括 10 个优势

门 (丰度占比大于 1%)，包括变形菌门 (Proteobac-
teria)、放线菌门 (Actinobacteria)、Marinimicrobia、
拟杆菌门  (Bacteroidetes)、厚壁菌门  (Firmicutes)、
绿弯菌门 (Chloroflexi)、蓝细菌门 (Cyanobacteria)、
Epsilonbacteraeraeota、Patescibacteria 和疣微菌门

(Verrucomicrobia)。其中变形菌门在不同月份均为

最优菌门。9 月拟杆菌门丰度增加，而变形菌门

的丰度降低 (图 5)。
在纲水平上，发现 94 个纲的细菌，相对丰

度较高的为 γ-变形菌纲 (Gammaproteobacteria)、α-
变形菌纲 (Alphaproteobacteria)、拟杆菌纲 (Bacter-
oidia)。γ-变形菌纲在 7 月养殖区丰度占比最高，

为 49.86%，同时该月份的对照区的 γ-变形菌纲丰

度占比也是最高的，为 45.41%；在养殖区中，

α-变形菌纲在 11 月丰度占比最高，在对照区中，

8 月的丰度占比最高，分别为 26.29% 和 25.21%；

拟杆菌纲在 9 月的养殖区和对照区的丰度含量占

比最多，分别为 26.07% 和 26.18% (图 6)。
属水平上细菌群落物种组成 heatmap 图显示，

10 —11 月的细菌优势属组成较为相似，而与

7—9 月的优势属组成存在差异性。实验所重点关

注的弧菌，在 7 月丰度最高，而弧菌是引起贝类
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图 2    细胞流式图

Fig. 2    Cell flow diagram
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图 3    养殖区海域细菌细胞数量图

*表示与叶绿素含量显著相关 (P<0.05)，M. 养殖区； D. 对照区，

下同

Fig. 3    Number of bacterial cells in the aquaculture area
*  means  significantly  correlated  with  chlorophyll  content  (P<0.05),  M.
aquiculture area； D. control area, the same below
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流行病的重要病原菌 (图 7)，因此这一结果与弧菌

流行病易在夏季暴发的说法相符。
 

　　微生物群落组成与环境因子的关系　　利

用 VIF 筛选环境因子，保留多重共线性小的环境

因子供后续分析。根据门水平 RDA 分析，发现不

同月份的养殖区各样品中存在明显的差异，环境

因子对各样品的影响也呈时间尺度分布，采用

bioenv 函数检验每个环境因子的显著性，发现叶

绿素 (P=0.005) 和亚硝酸盐 (P=0.008) 对门水平的

物种组成和群落结构具有显著的影响 (图 8)。
相关性 Heatmap 图和环境因子聚类树分析结

果表明，DO 和磷酸盐含量具有相关性，而叶绿

素含量和温度具有相关性。细菌群落物种组成门

水平上，厚壁菌门和环境的相关性比较显著，被

多组环境因子所影响。与叶绿素呈现显著正相关

(Spearman 相关系数 r=0.750 67，P=0.001 26)，与浊度

呈现显著负相关 (Spearman 相关性系数 r=−0.814 29，
P=0.000 22)，同时也与盐度呈现显著负相关 (Spear-
man 相关性系数 r=−0.769 92，P=0.000 79)。Mar-
inimicrobio 与盐度和浊度呈现显著正相关，而丰

度占比最高的变形菌门，与环境关联性较弱，与

亚硝酸盐呈现显著负相关  (Spearman 相关性系数

r=−0.646 8，P=0.009 16) (图 9)。
水产养殖过程中，会引起流行病的弧菌需要

被重点关注。相关性 Heatmap 图和环境因子聚类
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图 4    水环境 OTU水平 Shannon多样性指数图

(a) 水环境细菌多样性，(b) 水环境弧菌多样性

Fig. 4    Shannon index chart of water environment OUT level
(a) bacterial diversity in water environment, (b) Vibrio diversity in water environment

变形菌门
Proteobacteria

拟杆菌门
Bacteroidetes

放线菌门
Actinobacteria

蓝细菌门
Cyanobacteria

厚壁菌门
Firmicutes

Patescibacteria

Marinimicrobia_

SAR406_clade

疣微菌门
Verrucomicrobia

绿弯菌门
Chloroflexi

Epsilonbacteraeota

其他
others

M7 D7 M8 D8 M9 D9 M10D10M11D11

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

站位/月
position/time

群
落
丰
度
比
例

 
p
er

ce
n
t 

o
f 

co
m

m
u
n
it

y
ab

u
n
d
an

ce

 
图 5    细菌门水平群落结构 Bar图

“M7”表示 M 区 7 月的数据，以此类推

Fig. 5    Bar diagram of bacterial phylum level
community structure

"M7" indicates the data from M district in July, and so on

γ-变形菌纲
Gammaproteobacteria

α-变形菌纲
Alphaproteobacteria

拟杆菌纲
Bacteroidia

放线菌纲
Actinobacteria

产氧光细菌纲
Oxyphotobacteria

杆菌纲
Bacilli

σ-变形菌纲
Deltaproteobacteria

Saccharimonadia

norank_p__Marinimicrobia_

SAR406_clade

疣微菌纲
Verrucomicrobiae

Rhodothermia

脱卤球菌纲
Dehalococcoidia

弯曲杆菌纲
Campylobacteria

其他
others

M7 D7 M8 D8 M9 D9 M10D10M11D11

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

站位/月
position/time

群
落
丰
度
比
例

 
p
er

ce
n
t 

o
f 

co
m

m
u
n
it

y
ab

u
n
d
an

ce

 
图 6    细菌纲水平群落结构 Bar图

Fig. 6    Bar diagram of bacterial class level
community structure
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树分析结果显示，细菌群落物种组成属水平上，

弧菌属与磷酸盐呈现显著正相关 (Spearman 相关

系数 r=0.545 85，P=0.001 81)，与 DO 也呈现显著

正相关 (Spearman 相关性系数r=0.505 12，P=0.004 41)
(图 10)。

在弧菌物种组成种水平上，V.  caribbeani-
cus 和副溶血性弧菌与环境因子的相关性较强，

V.  caribbeanicus 与 DO  (Spearman 相关性系数 r=
−0.894 45，P=0.000 006)、磷酸盐 (Spearman 相关

性系数 r=−0.810 29，P=0.000 24)、浊度 (Spearman
相关性系数 r=−0.800 00，P=0.000 34) 具有显著负

相关，与温度  (Spearman 相关性系数 r=0.789 22，
P=0.000  46)、 叶 绿 素  (Spearman 相 关 性 系 数

r=0.816 80，P=0.000 2)具有显著正相关；副溶血

性弧菌与温度具有显著正相关 (Spearman 相关性

系数 r=0.821 65，P=0.000 17)，与 DO 含量具有显

著 负 相 关  (Spearman 相 关 性 系 数 r=−0.833  63，

P=0.000 11)，同时，副溶血性弧菌与叶绿素、磷

酸盐和浊度等环境因子也具有相关性 (图 11)。副

溶血性弧菌作为条件致病菌，与环境因子的变化

联系紧密，其群落结构及空间分布受各种环境因

子的综合影响，而溶藻弧菌受环境因子的影响较小。
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图 7    细菌属水平群落结构 Heatmap图

Fig. 7    Heatmap diagram of bacterial family level
community structure
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图 8    细菌门水平环境因子 RDA分析

T. 温度；  ammonia. 氨氮；  DIN. 可溶性无机氮；  TUB. 浊度；

Sal. 盐度

Fig. 8    RDA diagram of bacterial phylum level
environmental factor

T. temperature;  ammonia.  ammonium; DIN. soluble inorganic nitrogen;
TUB. turbidity; Sal. salinity
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图 9    细菌门水平环境相关性 Heatmap图

1. 浊度，2. 盐度，3. 磷酸盐，4. 溶解氧，5. 氨氮，6.可溶性无机氮，

7. 硝酸盐，8. 温度，9. 叶绿素，10. 亚硝酸盐，11. pH；*. P<0.05，
**. P<0.01，***. P<0.001

Fig. 9    Heatmap diagram of bacterial phylum level
environmental factor

1. turbidity, 2. salinity, 3. phosphate, 4. dissolved oxygen, 5. ammonium,
6.  soluble  inorganic  nitrogen,  7.  nitrate,  8.  temperature,  9.  chlorophyll,
10. nitrite, 11. pH, *. P<0.05,**. P<0.01, ***. P<0.001
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图 10    细菌属水平环境相关性 Heatmap图

1. 亚硝酸盐，2. 温度，3. 叶绿素，4. 氨氮，5. pH，6. 可溶性无机

氮，7. 硝酸盐，8. 磷酸盐，9. 溶解氧，10. 浊度，11. 盐度

Fig. 10    Heatmap diagram of bacterial genus level envir-
onmental factor

1. nitrite, 2. temperature, 3. chlorophyll, 4. ammonium, 5. pH, 6. soluble
inorganic nitrogen, 7. nitrate, 8. phosphate, 9. dissolved oxygen, 10. tur-
bidity, 11. salinity
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2.4    扇贝组织细菌群落分析

Illumina Miseq 高通量测序结果显示，扇贝组

织中细菌的有效序列数为 240 032，检测到 2 354
个 OTUs， Shannon 多 样 性 指 数 为 1.91~4.89，
Sobs 指数为 454~1 317，覆盖度可达 99.44%。对

所获得的 OUT 序列进行门  (Phylum) 水平的物种

分类，共检测出 45 个门，其中优势菌门包括软壁

菌门 (Tenericutes)、变形菌门、厚壁菌门、蓝细菌

门、放线菌门、拟杆菌门、螺旋体门  (Spiro-
chaetes)、酸杆菌门  (Acidobacteria) 及绿弯菌门。

扇贝体内细菌群落结构呈时间分布，8 月变形菌

门占 37.20%，成为优势菌门。而其他月份柔壁菌

门均为优势菌门 (图 12)。
由于扇贝体内弧菌分布较少，为了更直观地

比较不同月份扇贝体内弧菌属的分布情况，从群

落分析中将弧菌属中的优势弧菌哈维氏弧菌的数

据单独导出做图，结果显示，9 月的弧菌属丰度

占比最高，而 11 月未检测出哈维氏弧菌 (图 13)。
在属水平进行环境因子关联分析，丰度最高

的支原体与易引起流行病的弧菌及环境具有显著

相关性，支原体与磷酸盐具有显著正相关 (Sper-
man 相关系数 r=1，P<0.001)，弧菌与 DO 有显著

负相关 (r=−1，P<0.001) (图 14)。 

2.5    弧菌优势菌的分离鉴定

对养殖区、对照区水样及扇贝组织进行可培

养弧菌的分离鉴定结果显示，养殖区水样中可培

养弧菌优势菌主要包括溶藻弧菌和哈维氏弧菌，

2 种弧菌均为引起扇贝病的重要病原菌，相较于

养殖区优势菌种类的单一，对照区培养的优势菌

种类较多，且 8 月检出数量最多的为肠杆菌

(Enterobacter)，属于肠道外重要的条件致病菌 (表 2)。
栉孔扇贝中 8—10 月可培养弧菌的优势菌分别为

溶藻弧菌、哈维氏弧菌及溶藻弧菌，与养殖环境

中优势弧菌的种类一致。 

3    讨论
 

3.1    黄岛开放式贝类养殖区细菌群落分析

通过 Illumina Miseq 高通量测序方法对养殖

区海水水样进行门、纲水平的群落结构分析，结
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图 11    弧菌种水平环境相关性 Heatmap图

1. 盐度，2. 溶解氧，3. 磷酸盐，4. 浊度，5. pH，6. 可溶性无机氮，

7. 硝酸氮，8. 温度，9. 叶绿素， 10.亚硝酸盐，11.氨氮，图 14 同

Fig. 11    Heatmap diagram of Vibrio species level
environmental factor

1. salinity, 2. dissolved oxygen, 3. phosphate, 4. turbidity, 5. pH；6. sol-
uble  inorganic  nitrogen,  7.  nitrate,  8.  temperature,  9.  chlorophyll,  10.
nitrite, 11. ammonium; the same as Fig. 14
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图 12    栉孔扇贝组织门水平群落结构 Bar图

Fig. 12    Bar diagram of the level community
structure of C. farreri
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图 13    栉孔扇贝组织哈维氏弧菌丰度比例图

Fig. 13    Abundance ratio of V. harveyi in C. farreri
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果显示，在水样中共检测到 43 个门，94 个纲，

Shannon 多样性指数为 3.94~5.38。在 8 月，养殖

区水样中细菌多样性下降，弧菌多样性升高，与

对照区现象相反，说明养殖活动确实对养殖区海

域的菌群结构造成了影响。在优势菌门中，Mar-
inimicrobia 在 9—11 月丰度占比较高，该菌门在

难降解型有机物和蛋白质有机物代谢方面发挥重

要作用，可作为蛋白水解氨基酸降解菌，且具有

降解芳香族苯乙酸的功能  [16-17]。疣微菌门在 7—9
月丰度较高，该门菌可降解 6 种不同的岩藻糖胶[18]。

群落结构在时间尺度上呈现有规律的动态变化，

丰度最高的变形菌门随着时间的变化，出现先降

低再升高的趋势，拟杆菌门则与它相反。吕宁[19]

分析各虾蟹混养养殖水体在连续 5 个月 (2013 年 6
月—10 月) 中的微生物群落结构组成及变化，结

果显示，养殖池水中微生物群落的多样性和丰度

在 8—9 月达到最高，在 6 月和 10 月多样性较低，

并且虾、蟹、贝混养，池水体中微生物群落分布

存在季节性变化，与同类研究结果一致。

在纲水平中，γ-变形菌纲在群落中占据了主

导地位，且养殖区丰度占比高于对照区，其中包

含许多重要的病原菌，如沙门氏菌属 (Salmonella)、
耶尔辛氏菌属 (Yersinia)、弧菌属，这些菌群会引

起生物不同程度的感染，严重者会导致大面积流

行病的暴发。α-变形菌纲也占据了一定的比例，

7—9 月养殖区中 α-变形菌纲的占比均小于对照区；

10—11 月则相反，α-变形菌纲中包含大量光合细

菌，研究表明，光合细菌会使水体中的氨氮含量、

亚硝酸氮含量、硝酸氮含量和 COD 下降，DO 和

pH 升高[20]。综合理化因子的数据，可以看出，水

体菌群在一定程度上会影响环境的理化指标。

通过 Illumina Miseq 高通量测序方法对养殖

区栉孔扇贝组织进行门水平的群落结构分析，共

检测出 45 个门，其中软壁菌门为优势菌门。分析

显示，扇贝体内携带大量的致病菌，包括支原体

菌属、不动杆菌属、芽孢杆菌属和弧菌属等，不

仅会使水产动物致病，还会使人类患病 [21-22]。弧

菌的培养结果显示，扇贝体内的弧菌主要来自于

环境中，弧菌优势菌的种类与环境中的大部分一

致，弧菌属中的优势菌哈维氏弧菌含量在 9 月升

高，故 9 月具有暴发哈维氏弧菌病的可能性。

开放式养殖属于环境依赖性产业，水产养殖

活动与水环境状况相互影响，扇贝的生物沉降作

用会引起营养物质滞留，造成水体底质缺氧、水

质恶化，使病原菌弧菌的数量增多[23]，改变生态

系统中微生物群落结构，降低生物多样性，打破

养殖区原有的生态平衡。因此，关注养殖区水域

生态环境的微生物群落结构有助于分析扇贝发病

原因和过程，为扇贝流行病的研究提供理论基础。 

3.2    细菌群落分布与环境因子的关系

环境如何与细菌群落结构和多样性的动态变

化相互影响，是现在学者们研究的热点，Zhang
等 [24] 研究了凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei) 养
殖水域的微生物群落的动态变化与环境参数的关

系，结果发现在水体中超过 10% 的微生物为变形

菌门、蓝细菌门、放线菌门和拟杆菌门，而且这

些细菌的丰度变化具有季节性，并且水温、溶解

氧以及氨氮盐是影响微生物群落变化的主要环境

因子。邹沈娟等[25] 研究发现硝酸氮、温度和总氮

是影响大冶湖水体细菌群落分布的主要环境因子。

研究显示，叶绿素 (P=0.005) 和亚硝酸盐 (P=0.008)
对养殖区海域门水平的物种组成和群落结构具有

表 2    水样及扇贝组织的弧菌分离鉴定

Tab. 2    Isolation and identification of Vibrio from water
samples and scallop tissues

时间/月
time

M区
M district

D区
D district

栉孔扇贝组织
tissue of C. farreri

7 V. alginolyticus V. fortis V. hyugaensis

8 V. alginolyticus Enterobacter V. alginolyticus

9 V. harveyi V. harveyi V. harveyi

10 V. alginolyticus V. alginolyticus V. alginolyticus

11 V. alginolyticus V. fortis V. chagssii

*

*

* *

*

**

**

*

*

*

*

*

*

*

***

*

*

*

*

*
***

支原体　Mycoplasma
微小杆菌　Exiguobacterium
聚球藻属　　Synechococcus_CC9902
热酸菌属　　Acidothermus
海洋硫氧化菌属　　Thioclava
醋酸杆菌属　  Acetobacterium
寡养单胞菌属　  Stenotrophomonas
假单胞菌属　  Pseudomonas
不动杆菌属　  Acinetobacter
短波单胞菌属　  Brevundimonas
芽孢杆菌属  Bacillus
马赛菌属　  Massilia
颤杆菌属　  Oscillibacter
珊瑚优势菌属　  Endozoicomonas
乳酸乳球菌属　  Lactococcus
弧菌属　  Vibrio
鲁杰氏菌属　  Ruegeria

1 8765432 11109

1.0

0.5

0

−0.5
−1.0

 
图 14    栉孔扇贝组织中细菌属水平环境

相关性 Heatmap图

Fig. 14    Heatmap diagram of bacterial genus in
C. farreri tissue level environmental factor
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显著影响，其中与光合作用有关的绿弯菌门受盐

度影响显著，与浊度、叶绿素含量分别呈现不同

程度的正相关和负相关。厚壁菌门与浊度和盐度

呈显著负相关，与叶绿素呈显著正相关。在属水

平中，有研究表明，Exiguobacterium 中部分菌种

具有嗜盐性[26]，可耐受 17% 和 19% 的 NaCl 浓度，

该开放养殖区中 Exiguobacterium 与盐度呈现负相

关。这类菌属可分解复杂有机污染物，转化重金

属，在环境领域应用广泛[27]。弧菌属与环境影响

密切，超出贝类免疫系统适应范围的环境因子在

影响其免疫系统的同时，会增加病原菌的致病性，

从而导致弧菌病害的发生 [1]。在养殖区，多种弧

菌表现出与环境变化响应的特征。V. caribbeani-
cus 与环境关联性极大[28]，与温度和叶绿素呈现显

著正相关，与浊度、盐度、磷酸盐、DO、pH、

DIN、亚硝酸盐呈现显著负相关。副溶血性弧菌

作为典型的条件致病菌，温度升高时，弧菌丰度

显著增加，扇贝处在适温范围的边缘区，易在幼

虫期感染病原菌。林克冰等[29] 提出，弧菌导致对

虾发病的极限浓度为 103~104 个/mL，并认为水体

细菌数量与对虾发病有着直接的关系。流式结果

显示，养殖区的细菌细胞数为 96  934~325  000
个/mL，细菌中弧菌属丰度比例为 5.71%，弧菌细

胞数为5 535~18 557 个/mL，由于养殖区处于近海

岸，扇贝处在流动的水体中，潮汐、海洋动力学

等因子可能是未出现发病的原因之一。在该养殖

区内的栉孔扇贝体内，支原体菌属与磷酸盐显著

正相关  (P<0.001)，弧菌属与 DO 显著负相关

(P<0.001)。证实了栉孔扇贝发病与环境存在密切

关系，为人工健康养殖提供了重要理论依据。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Bacterial community structure diversity and environmental factors in
the coastal shellfish culture area of Huangdao

MA Jingxue 1,2,     ZHANG Peiyu 1,     WANG Zongxing 2,     ZHENG Minggang 2,    
GAO Ping 2,     QU Lingyun 2,     ZHENG Fengrong 2*

(1. Institute of Environmental Science and Engineering, Qingdao University, Qingdao    266071, China;
2. The First Institute of Oceanography of the Ministry of Natural Resources, Qingdao    266061, China)

Abstract: Shellfish farming is an important part of China's aquaculture industry. With the continuous expansion of
the scale of aquaculture, the unreasonable operation of the aquaculture industry has caused a greater burden on the
environment, caused the change of microbial community structure in aquaculture water, and caused certain harm to
the health of shellfish aquaculture.  Meanwhile,  it  has also caused huge economic losses to the shellfish aquacul-
ture industry, which seriously affected the sustainable development of the shellfish industry. In order to study the
open aquaculture waters of offshore shellfish,  the distribution of bacterial  populations,  the response of microbial
community diversity to environmental factors and its relationship with the incidence of diseases in aquatic animals,
we collected sea water samples from different locations in an open aquaculture water area in Huangdao from July
to  November  2019 to  analyze  different  water  quality  factors  (water  temperature,  salinity,  pH,  dissolved  oxygen,
chlorophyll  a,  ammonia nitrogen,  phosphates,  nitrates  and nitrites),  used high-throughput  sequencing methods to
analyze the differences in the microbial community structure and diversity of water samples and Chlamys farreri
tissue  samples  in  different  months,  and  discussed  the  correlation  between  environmental  factors  and  microbial
community structure.  The results  showed that  42 phyla and 94 classes were detected in the bacterial  community
structure of  water  samples.  It  is  composed of  Proteobacteria,  Bacteroides,  Cyanobacteria,  Actinomycetes,  Firmi-
cutes, etc. Among them, Proteobacteria is the dominant phyla, mainly including γ-Proteobacteria and α-Proteobac-
teria.  The  results  of  the  diversity  analysis  of  bacterial  OTU  levels  in  different  months  were
November>September>July>October>August; the diversity analysis of Vibrio OTU level showed that the diversity
of Vibrio increased first  and then decreased,  and the trend was consistent  with the change of  water  temperature.
The diversity of the culture area in August was higher than that of the control area. RDA analysis showed that the
chlorophyll  content  (μg/L)  and  nitrite  (mg/L)  concentration  had  a  significant  impact  on  the  species  composition
and community structure at the phylum level. Phosphate content (mg/L) and DO (mg/L) have a significant impact
on the community structure of Vibrio. A total of 45 phyla were detected in the bacterial community structure of tis-
sue  samples,  and  the  Tenericutes  is  the  dominant  phyla,  mainly  including Mycoplasma,  which  has  a  significant
positive correlation with the phosphate content (mg/L). The results of the isolation and identification of the domin-
ant bacteria of Vibrio showed that the dominant Vibrio in the culture environment from July to November were V.
alginolyticus and V. harveyi. Studies have shown that aquaculture activities have a certain impact on the microbial
community structure in the water by changing the content of chlorophyll and nitrite in the water. At the same time,
changes in phosphate and DO have a certain impact on the community structure of the Vibrio genus. The results of
this study can provide certain theoretical support for the occurrence of shellfish diseases.
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