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摘要：为探究定期添加有效微生物菌群 (EM) 对蟹鲈混养养殖水质和菌群结构的影响，实
验对混养水体进行了Ⅰ期  (4月 10号)、Ⅱ期  (4月 20号)、Ⅲ期  (4月 30号)和Ⅳ期  (5月
10号)的监测，并通过水质理化指标、16S rRNA 基因高通量测序技术分析了每个时期的水
质和菌群结构。高通量测序结果显示，实验期间水体主要优势菌门为变形菌门、放线菌门、
厚壁菌门、蓝细菌门，其中对照组蓝细菌门的相对丰度在Ⅲ、Ⅳ期显著高于实验组；实验
组Ⅰ期最优势菌属为 Limnohabitans (20.34%)，其余时期皆为微小杆菌属 (56.33%、38.11%、
17.88%)；对照组Ⅰ期最优势菌属为红育菌属 (10.37%)，Ⅱ期为微小杆菌属 (47.67%)，Ⅲ期
和Ⅳ期皆为分枝杆菌属，分别为 36.01%和 42.27%；Sobs和 PD指数显示，实验样品在
Ⅰ期、Ⅱ期差异不显著，但在Ⅲ期和Ⅳ期实验组显著高于对照组。相比于对照组，添加
EM的实验组在整个监测期总氮 (TN)显著降低，氨氮 (NH4

＋-N)在Ⅰ期差异不显著，在
Ⅱ期、Ⅲ期和Ⅳ期显著降低。关联分析显示，总氮是对菌群群落影响程度最大的环境因子，
其中添加 EM实验组的优势菌属微小杆菌属与总磷 (TP)呈正相关，与 TN、NH4

＋-N、硝酸
盐氮 (NO3

−-N)、亚硝酸盐氮 (NO2
−-N)呈负相关。本研究表明，蟹鲈混养模式下定期添加

EM可以改善养殖水体水质，有效抑制蓝细菌，且显著优化菌群结构，具有显著的水体原
位修复功能，实现了经济效益和生态效益的双赢，为形成典型池塘混养模式的水质原位生
态调控技术奠定基础，促进我国水产养殖业的绿色生态可持续发展。
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中华绒螯蟹 (Eriocheir sinensis)，又名大闸蟹，

肉质鲜美且营养丰富，是我国重要的水产养殖经

济动物 [1]。养殖水体的水质是影响中华绒螯蟹生

长发育的重要因素 [2]，目前水草的种植在改善中

华绒螯蟹养殖水体水质中的应用较多，好的水质

有利于中华绒螯蟹的生长，改善品质，提高营养

价值 [3]。大口黑鲈  (Micropterus salmoides)原产地

为北美洲，又名加州鲈，是一种淡水肉食性鱼类，

肉质鲜美，无肌间刺，研究历史悠久 [4]，当前国

内对于大口黑鲈鱼的养殖主要以单养为主 [5]，传
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统养殖模式下，存在养殖密度高、养殖水体负担

大等问题，在水体自净能力有限的情况下，亟需

发展绿色生态养殖[6]。

蟹鲈混养是一种生态养殖模式，混养的概念

源于范蠡的著作《养鱼经》，从经典的鱼-鳖混养

发展到现在有鱼-鳖-虾、鱼-虾-蟹等多种养殖模

式 [7]，宋欣等 [8] 对草鱼  (Ctenopharyngodon idella)、
鲢  (Hypophthalmichthys  molitrix)、鳙  (Aristichthys
nobilis)、鲤  (Cyprinus carpio)和凡纳滨对虾  (Lito-
penaeus vannamei)进行了多元的混养实验，结果

显示，混养能显著提高养殖产品的产量，提高生

态效益，蟹鲈混养模式能够高效、充分地利用空

间，形成互惠互利的生态系统，降低发病率，改

善环境，提高生态效益[9-10]。

有效微生物菌群 (EM) 是以光合细菌、酵母

菌、乳酸菌和放线菌为主，多种有益微生物复合

而成的有效微生物群[11]，在动植物种养等方面有

着良好的应用效果[12-13]。大量研究证实，EM在水

体、土壤、微生物等环境治理方面效果显著[14-16]。

EM具有调水功能，其有益菌具有易存活和繁殖

周期短等特点，能在短时间内成为优势菌群，与

病原菌竞争生长发育所需的物质，从而抑制水体

中病原微生物的生长发育，可短时间分解水产养

殖动物的剩余饵料和排泄物，从源头上降低养殖

水体中氨氮、亚硝酸盐等有害物质的含量，优化

水质，为水产养殖动物创造良好的水生态环境[17-18]。

水体微生物是水域生态系统的重要组成部分，微

生物的群落结构与水质状况联系密切，也是衡量

水域生态系统稳定性的重要指标[19]，通过分析养

殖水体内微生物的组成结构，有助于了解养殖水

体的生态环境和稳定性，对改善水环境和选择养

殖模式等具有重要意义。本实验以日本比嘉照夫

发明的 EM复合益生菌作为研究对象，探究其对

蟹鲈混养养殖水体原位修复效果，及其对养殖水

体菌群结构的影响，以期形成“源头控制、过程净

化和生态调控”典型池塘养殖模式水质原位生态调

控技术，真正实现绿色生态养殖，促进我国水产

养殖业的健康可持续发展。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

实验大口黑鲈购自安徽张林渔业有限公司；

中华绒螯蟹购自江苏诺亚方舟农业科技有限公司；

EM来源于江苏恒泰环保科技发展有限公司，其

活菌总数经中国水产科学研究院淡水渔业研究中

心，农业农村部新渔药临床试验中心鉴定，pH
为 3.0~4.0；乳酸菌数 1.0×106~1.0×107  CFU/mL；
酵母菌数 1.0×104~1.0×105 CFU/mL；光合菌数 1.0~
2.0×103 CFU/mL；放线菌数 1.0~3.0×103 CFU/mL；
菌种数>80种。 

1.2    养殖方法

养殖实验在中国水产科学研究院淡水渔业研

究中心扬中基地选取 6个标准池塘开展，池塘养

殖面积为 1 666.7 m2，实验分为 EM蟹鲈混养实验

组 (EMXL)和蟹鲈混养对照组 (XL)，每组各 3个

重复池塘，塘内皆种植水草。蟹的放养时间为

2020年 2月 22号，放养规格为 40只 /500 g，放

养密度为 0.75 只/m2；大口黑鲈放养时间为 2020
年 4月 2号，放养规格为 184 g/尾，放养密度为

2.25 尾 /m2。养殖实验期间，大口黑鲈每天投喂

2次，喂料量为大口黑鲈体质量的 3%~5%；中华

绒螯蟹每 2日投喂 1次，喂料量为蟹体质量的

3%~5%。实验开始后，EM混养实验组 3个池塘

每隔 10 d对全塘按 0.75 g/m2 的比例进行 EM泼洒，

对照组池塘不泼洒。每个养殖池塘均配备微孔增

氧机，夜间开启增氧设备，维持塘内溶解氧含量

不低于 5 mg/L。 

1.3    样品的采集和处理

EM从 4月 5日开始泼洒，每 10 d泼洒 1次；

实验水样的采集于 4月 10号 (EM泼洒 5 d后)开
始，之后每隔 10 d采集 1次，到 5月 10号为止

(表 1)。水样采集采用 5点取样法，采取水面 50 cm
下的水样。将每个水样混匀后，取 1 L用于水体

水质理化指标的测定，3 L用于测定微生物。水质

理化因子测定方法：水体中的氨氮 (NH4
+-N)采用

纳氏试剂分光光度比色法，亚硝酸氮 (NO2
−N)采

用分光光度法  (GB/T 7493—1987)，硝氮  (NO3
−-

N)采用锌-铬还原法，总氮 (TN)采用碱性过硫酸

钾消解紫外分光光度法  (GB 11894—89)，总磷

(TP)采用钼酸铵比色法 (GB 11893—89)、化学需

氧量 (COD)采用碱性高锰酸钾法 (GB 11914—89)。
用于测定水体微生物的水样混匀后在 4 ℃、1 200
0 r/min离心 30 min，取沉淀置于无菌离心管中，

标记于−80 ℃保存。 

1.4    样品 DNA 提取及 PCR 扩增

根 据 E.Z.N.A.®  soil试 剂 盒 (Omega  Bio-tek,
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Norcross, GA, 美国)说明书进行样本总 DNA抽提，

利用 NanoDrop  2  000检测 DNA的浓度和纯度，

通过 1%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA提取质量；

用  338F  (5 ′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3 ′ )
和  806R  (5 ′-GGACTACH VGGGTWTCTAAT-3 ′)
引物对细菌 16S rRNA 的 V3~V4可变区进行 PCR
扩增，扩增程序： 95 °C预变性 180 s；95 °C变性

30 s，55 °C退火 30 s，72 °C延伸 30 s，  27个循

环； 72 °C延伸 10 min。反应体系 (20 μL)：4 μL
5×FastPfu缓冲液、2 μL 2.5 mmol/L dNTPs、0.8 μL
引物 (5 μmol/L)、0.4 μL FastPfu聚合酶；10 ng DNA
模板，灭菌双蒸水补足 20 μL。 

1.5    Illumina Miseq 测序

以 2%的琼脂糖凝胶回收 PCR产物，利用

AxyPrep  DNA Gel  Extraction  Kit  (Axygen，  美国 )
进行纯化，三 (羟甲基)氨基甲烷 (Tris-HCl)洗脱，

2%琼脂糖凝胶电泳检测。通过 QuantiFluor™-ST

(Promega, 美国) 进行定量检测。根据 Illumina MiSeq
平台 (Illumina, SanDiego, 美国)标准操作规程将纯

化后的扩增片段构建测序文库，后利用 Illumina
公司的 Miseq PE300平台进行高通量测序 (上海美

吉生物医药科技有限公司)。 

1.6    数据分析

原始测序序列使用 Trimmomatic软件质控，

使用 FLASH软件进行拼接：设置 50 bp的窗口，

当窗口内的平均质量低于 20 bp时，从窗口前端

位置截去该碱基后端所有序列，后再去除质控后

长度低于 50 bp的序列；根据重叠碱基 (overlap)，
将两端序列拼接，长度需大于 10 bp，overlap间的

最大错配率是 0.2；根据序列首尾两端的条形码

(barcode)及引物将序列拆分到每个样本， bar-
code匹配要精确，引物可有 2 个碱基的容错，去

除模糊碱基序列。使用 UPARSE 软件，根据 97%
的相似度水平对序列进行 OTU聚类。使用单因素

方差分析进行统计学检验，P<0.05 认为差异显著；

水体理化指标、微生物多样性指数及主要菌属的

相对丰度间的差异通过 Canoco 5软件分析。 

2    结果
 

2.1    水质理化指标

水质指标测定结果显示，实验组的总氮含量

在整个测定期皆显著低于对照组 (P<0.05)，且实

验组Ⅳ期的含量与Ⅰ期持平，对照组Ⅳ期测定含

量比Ⅰ期增长了 83.9% (表 2)，结果表明，EM对

蟹鲈混养模式下养殖水体总氮的降除率较高，可

达 48.75%~69.75%；在Ⅱ~Ⅳ期，实验组的氨氮含

表 1    不同日期水样采集信息

Tab. 1    Water sample collection information on
different dates

采样日期
date of collection

样品标记
ID

组别
groups

2020-04-10/Ⅰ期 EW_1(1EW_1~1EW_3)

W_1(1W_1~1W_3)

混养实验组 (EMXL)

对照组 (XL)

2020-04-20/Ⅱ期 EW_2(2EW_1~2EW_3)

W_2(2W_1~2W_3)

混养实验组 (EMXL)

对照组 (XL)

2020-04-30/Ⅲ期 EW_3(3EW_1~3EW_3)

W_3(3W_1~3W_3)

混养实验组 (EMXL)

对照组 (XL)

2020-05-10/Ⅳ期 EW_4(4EW_1~4EW_3)

W_4(4W_1~4W_3)

混养实验组 (EMXL)

对照组 (XL)

表 2    不同养殖模式对水质指标的影响

Tab. 2       Effects of different farming modes on water quality indexes mg/L

样品
samples NH4

+-N NO2
−-N NO3

−-N TN TP COD

EW_1 0.09±0.09 0.02±0.01 0.12±0.05 0.82±0.24b 0.49±0.15a 7.57±1.15

W_1 0.20±0.06 0.01±0.00 0.09±0.07 1.60±0.03a 0.10±0.04b 8.45±0.53

EW_2 0.34±0.04b 0.03±0.01 0.16±0.02 1.17±0.36b 0.70±0.21a 8.19±1.35

W_2 0.74±0.13a 0.02±0.00 0.08±0.02 2.47±0.13a 0.14±0.07b 9.13±1.17

EW_3 0.04±0.04b 0.01±0.00 0.05±0.00 0.66±0.33b 0.40±0.20a 8.54±2.31

W_3 0.32±0.04a 0.02±0.01 0.06±0.02 2.18±0.13a 0.18±0.04b 9.20±1.14

EW_4 0.38±0.04b 0.04±0.01 0.10±0.03 0.85±0.13b 0.51±0.08a 7.76±0.56

W-4 1.60±0.50a 0.07±0.02 0.18±0.04 2.81±0.27a 0.26±0.04b 8.24±0.24

注：不同字母代表处理间存在显著差异(P<0.05)；下同
Notes：different letters mean that there are statistically significant differences between groups (P<0.05); the same below
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量显著低于对照组 (P<0.05)，在Ⅰ期差异不显著；

4个时期对照组总磷的含量皆显著低于实验组

(P<0.05)，实验组Ⅳ期总磷的测定含量与Ⅰ期持平，

对照组的总磷含量逐渐上升，Ⅳ期测定含量比Ⅰ

期增长了 166.7%；亚硝酸氮、硝酸氮和 COD在

整个测定期差异不显著 (P>0.05)。 

2.2    测序数据

测序结果质检后显示，2个处理组的 24 个样

品有效序列数共有 1 029 593条，有效序列的平均

长度为 417 bp。样品的物种覆盖率大于 98.99%
(98.99%~99.54%) (表 3)。以 97%相似水平对样品

的测定序列进行了 OTU划分，可划分成 1 981个

OTU，物种注释结果显示为 33门 93纲 228目

381科 701属 1 177种。

对样品测序结果构建了 Venn图，结果显示，

不同处理组不同时期共有的 OTU数目为 164 个
(8.28%)，说明微生物种类的分布集中度较低，养

殖塘内水体菌群差异较大。在Ⅰ期和Ⅱ期，对照

组独有 OTU数量大于实验组，但Ⅲ期和Ⅳ期，实

验组独有 OTU数量大于对照组，实验组的 OTU
初始测定值最低仅为 645 个，但随着时间的增加

其菌群数目不断增加，最终测定菌群数为 1 340
个，比初始测定时增加了 107.8%，而对照组最终

测定菌群数比初始测定时减少了 8.3% (图 1)。表

明蟹鲈混养模式下在池塘中添加 EM可以提高池

塘水体细菌菌群种类。 

2.3    菌群组成分析

对 2组 4个监测时期养殖水体样本中的微生

物群落进行统计。实验组中丰度大于 1% 的菌门

为变形菌门  (Proteobacteria  37.30%)、放线菌门

(Actinobacteria  31.70%)、 拟 杆 菌 门 (Bacteroidota
29.00%) (Ⅰ期)；厚壁菌门 (Firmicutes 57.81%)、变

形菌门 (20.19%)、放线菌门 (17.29%)、蓝细菌门

(Cyanobacteria 2.50%) (Ⅱ期)；厚壁菌门 (48.19%)、
放线菌门 (20.11%)、变形菌门 (19.34%)、拟杆菌

门 (5.76%)、Deinococcota (4.99%) (Ⅲ期)；放线菌

门 (45.13%)、厚壁菌门 (24.61%)、变形菌门 (22.88%)、
Patescibacteria  (2.05%)、Deinococcota  (1.97%)、拟

杆菌门 (1.62%) (Ⅳ期)。其中，放线菌门、变形门

始终是实验组优势菌门，厚壁菌门在除Ⅰ期外的

其余时期是优势菌门。对照组中丰度大于 1%的

菌门：Ⅰ期为变形菌门  (52.12%)、放线菌门

(24.26%)、厚壁菌门 (8.52%)、拟杆菌门 (8.17%)、
蓝细菌门 (6.02%)；Ⅱ期为厚壁菌门 (50.32%)、变

形菌门  (23.91%)、放线菌门  (21.69%)、Deinococ-
cota (1.32%)、拟杆菌门 (1.10%)；Ⅲ期为放线菌门

(50.67%)、变形菌门 (31.20%)、厚壁菌门 (12.31%)、
蓝细菌门 (2.93%)、疣微菌门 (1.94%)，Ⅳ期为放

线菌门 (56.43%)、蓝细菌门 (20.90%)、变形菌门

(14.35%)、 厚 壁 菌 门  (3.84%)、 SAR324-clade-
Marine-group-B (1.10%)，其中放线菌门、变形菌

门、厚壁菌门为对照组 4个时期的优势菌门 (图 2)。
菌门差异分析结果显示，Ⅰ期 2组中变形菌

门、拟杆菌门、Bdellovibrionota等丰富度存在显

著差异  (P<0.05)；Ⅱ期主要菌门间差异不显著；

表 3    测序信息

Tab. 3    Squencing information

样品
samples

序列/条
reads

覆盖度/%
coverage

分类单元/个
OTUs

W_1 42 482.00±2 511.05 99.53±0.04 469.33±60.35

EW_1 46 108.00±3 031.74 99.54±0.06 389.33±23.63

W_2 42 871.67±3 929.99 99.35±0.18 525.00±132.92

EW_2 4 0458.33±2 437.08 99.46±0.25 436.67±187.64

W_3 46 814.67±4 417.10a 99.49±0.04a 400.00±36.06b

EW_3 3 9 680.67±880.43b 99.30±0.07b 617.00±62.95a

W_4 44 361.00±2 361.38 99.46±0.04a 446.67±12.34b

EW-4 4 0421.33±3 719.00 98.99±0.05b 896.33±29.77a
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图 1    水体微生物 OTUs 的维恩图及数据统计柱形图

Fig. 1    Venn diagrams and column chart of data
statistics of the OTUs of microflora in water
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Ⅲ期放线菌门、厚壁菌门、变形菌门、拟杆菌门

等存在显著差异 (P<0.05)；Ⅶ期蓝细菌门、Pates-
cibacteria、拟杆菌门等差异显著 (P<0.05)。Ⅰ期和

Ⅱ期 2组在蓝细菌门相对丰度上没有显著差异，

但Ⅲ期对照组蓝细菌门的相对丰度显著高于实验

组 (P<0.05) ，在Ⅳ期极显著高于实验组 (P<0.01)(
图 3)，表明蟹鲈混养模式下定期添加 EM对水体

蓝细菌门有一定的抑制作用，但是有一段响应时

期，间隔 10 d天持续添加 3次以上有显著抑制效果。

对 2种养殖模式下水体样本中微生物群落丰

度大于 1%的菌属进行统计，实验组和对照组水

体中的优势菌属主要是微小杆菌属  (Exiguobac-
terium)、 分 枝 杆 菌 属  (Mycobacterium)Aurantimi-
crobium 等，对照组Ⅰ期最优势菌属为红育菌属

(Rhodoferax) (10.37%)，Ⅱ期为微小杆菌属 (47.67%)，
Ⅲ期和Ⅳ期为分枝杆菌属且占比较大，分别为

36.01%和 42.27%。实验组Ⅰ期最优势的菌属为

Limnohabitans (20.34%)，其余时期皆为微小杆菌

属，其中以Ⅱ期占比最高，达 56.33%；Limnohab-
itans 在 I期的实验组和对照组中占比较大，分别

为 20.34%和 4.09%，在其他时期皆低于 1% (图 4)。 

2.4    菌群多样性

Alpha多样性分析结果显示，养殖水体微生

物的 Sobs指数和 PD指数在Ⅰ期和Ⅱ期均无显著

差异，但在Ⅲ期和Ⅳ期实验组显著高于对照组

(图 5)，说明蟹鲈混养模式下定期添加 EM可以提

高养殖水体微生物群落数量和种类。

在属水平上进行了主坐标分析 (PcoA)，图中

一个符号代表一个样品，相同颜色的符号代表同

一组，横轴  (PC1)贡献度为 35.52%，纵轴  (PC2)
贡献度为 34.89%。符号间的距离代表了样品间微

生物群落的差异，距离越小差异越小，反之则越

大。在Ⅰ期和Ⅱ期，实验组和对照组在 PCoA图

中的距离较小，但Ⅲ期与Ⅳ期实验组和对照组在

PCoA图中的距离较大，群落差异较大 (图 6)。表

明，定期添加 EM对蟹鲈混养水体菌群结构的影

响有一段响应时期，间隔 10 d持续添加 3次以上

可以发生显著变化。 

2.5    菌群与水质理化因子相关性

每个时期选取 6 种主要差异 OTUs (表 4)进
行冗余分析 (RDA分析)，结果显示，选取的差异

OTU与水质指标 TN、NH4
+-N、TP具有明显的相

关性，其中 OTU1981、OTU1857和 OTU777与

TN、NH4
+-N呈正相关，都出现在Ⅲ期和Ⅳ期，

EM实验组的丰度 (37.00~444.33)显著低于对照组

(1 565.33~7 412.33)，属于分枝杆菌属 (图 7)。
选取 4个时期中 10 种主要优势菌属与环境

因子进行 CCA分析，结果显示，环境因子中 TN、

NH4
+-N、COD对水体微生物群落的影响最大，其

中 TN对于水体细菌菌落的分布具有显著的影响

(P<0.05)，TN对水体微生物群落变异的解释度为

25.1% (图 8)，可以认为 TN是驱动水体群落变异

的主要因子。图中M5、M9与 TP呈正相关；M2、
M3、M6、M7、M9与 COD、TN、NH4

+-N、NO2
−-

N呈负相关，M1、M4、M8、M10与 TN、NH4
+-

N、NO2
−-N呈正相关，与 TP呈负相关。 

3    讨论

高密度的养殖会使水体负担加重，导致水体

恶化，致使病害频发。传统池塘养殖需要大量换

水，不仅浪费资源，还会影响周围水域环境 [20]。

合理的混养可以在高密度养殖中起到调控水质的

作用，刘伟杰等 [21] 研究发现，混养模式下池塘

NH4
+-N、TN等指标显著低于单养池塘。利用生

物修复是发展可持续生态养殖的一种良好方法，

因为良好的生物修复系统能有效清除水中的碳化

物、氮化废物等。水体添加有益微生物可以改善

水质，促进水体营养元素的去除，减少有害菌的
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图 2    基于门水平的细菌组成结构

Fig. 2    Microbiota composition at the Phylum level
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增生 [22]。大量研究表明，EM具有降低水中 TP、

TN、NH4
+-N、NO2

−N以及 COD的作用[23-24]。夏来

根等 [24] 研究发现，EM调水剂能有效降低水体

COD、NH4
+-N和 NO2

−-N的含量。本实验结果表

明，EM可有效降低养殖水体氨氮和总氮的含量，

具有改善和调控水质的作用。

通过调节环境因子，改善微生物群落的组成，

可抑制致病微生物的传播，为疾病控制提供方

向[25] ，因此，探讨水产养殖过程中微生物群落的

组成和多样性及其与环境因子的相互作用是必要
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的。水环境中的有益菌和病原菌存在拮抗作用，

有益菌群易存活、繁殖周期短，能在短时间内成

为优势菌群，与病原菌竞争生长发育所需营养，

进而抑制水体中病原微生物等的生长发育[26]。分

枝杆菌属种类多，多数为致病菌，可引起人、畜

等出现结核病、麻风病或其他慢性坏死病 (如肉芽

瘤肿病) [27]，研究表明斑马鱼 (Danio rerio)对分枝

杆菌十分敏感，严重时可导致斑马鱼暴发性死

亡[28]。本实验结果显示，分枝杆菌属与水体总氮

的含量呈正相关，且对照组水体总氮含量显著高
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图 3    两种处理下的群落丰富度差异

(a) Ⅰ期，(b) Ⅱ期，(c) Ⅲ期，(d) Ⅳ期；下同

Fig. 3    Community richness was different under the two treatments
(a) phase Ⅰ, (b) phase Ⅱ, (c) phase Ⅲ, (d) phase Ⅳ; the same below
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图 4    基于属水平的细菌群落组成

Fig. 4    Microbiota composition at genus level
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图 5    2 种处理下微生物的多样性

不同字母代表处理间存在显著差异 (P<0.05)

Fig. 5    Diversity index in two treatments
Different  letters  mean  that  there  are  statistically  significant  differences
between groups (P<0.05)
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于实验组，表明在蟹鲈混养模式中添加 EM可以

有效降低池塘总氮的含量，减少病害菌。与以往

研究结果一致，本研究结果得出总氮是影响细菌

群落结构的主要因素[29]。微小杆菌属与总磷含量

呈正相关，它是一种多功能菌属，多样性和适应

能力强，能促进植物生长、提高生产力，可作为

一种重要的资源来设计生态友好的生物替代品，

并促进农业的可持续发展[30]。薛菲菲[31] 发现，微

小杆菌对养殖池溏的氨氮降解效果较好。本研究

发现，微小杆菌属在实验组的Ⅱ~Ⅳ期含量较高，

这表明在蟹鲈混养模式下持续添加 EM可以提高

微小杆菌属的丰富度，改善水体微生物菌群结构，

对氨氮、总氮的降解具有积极作用。有研究表明

适量的磷含量有益于甲壳动物和浮游植物的生长[32]，

本实验中添加 EM的养殖池溏总磷含量显著高于

对照池塘，更有利于中华绒螯蟹的生长；蓝细菌

门一般指蓝藻，主要生长于淡水中，是导致“水华”
发生的元凶。蓝藻能分泌许多毒素，使肌肉和神

经等产生不可逆的病理变化，对生殖系统和心脏

等也有较多负面影响 [33]，研究结果表明，EM对

蓝细菌门有明显抑制作用，但是需要一定的时间。

表 4    差异 OTU 信息表

Tab. 4    Differential OTU information

时期
periods

OTU编号
OTU number

丰度 (实验组)
richness (experimental group)

丰度 (对照组)
richness (control group)

物种注释
classification result

Ⅰ OTU113 1 474.67 235.67 g__Candidatus_Limnoluna

Ⅰ OTU101 1 341.67 154.67 多核杆菌属　g__Polynucleobacter

Ⅰ OTU34 24.00 989.67 氢噬胞菌属　g__Hydrogenophaga

Ⅰ OTU61 31.67 175.00 食酸菌属　g__Acidovorax

Ⅰ OTU7 411.00 74.33 g__Limnohabitans

Ⅰ OTU331 11.67 3 322.67 红育菌属　g__Rhodoferax

Ⅱ OTU948 23.33 80.67 短波单胞菌属　g__Brevundimonas

Ⅱ OTU775 4.00 15.00 新鞘氨醇杆菌　g__Novosphingobium

Ⅱ OTU630 2.33 5.67 小单孢菌属　g__Micromonospora

Ⅱ OTU778 27.67 81.33 短波单胞菌属　g__Brevundimonas

Ⅱ OTU1 200 2.67 5.33 短芽孢杆菌属　g__Brevibacillus

Ⅱ OTU1 219 0.67 5.33 g__Arenimonas

Ⅲ OTU1 981 37.00 1 565.33 分枝杆菌属　g__Mycobacterium

Ⅲ OTU1 857 45.33 3 255.67 分枝杆菌属　g__Mycobacterium

Ⅲ OTU777 54.33 7 412.33 分枝杆菌属　g__Mycobacterium

Ⅲ OTU913 169.00 3.33 g__unclassified_f__Rhodobacteraceae

Ⅲ OTU218 7.67 2 611.00 g__norank_f__norank_o__PeM15

Ⅲ OTU1 186 3.00 477.00 g__norank_f__norank_o__PeM15

Ⅳ OTU777 238.67 5 017.67 分枝杆菌属　g__Mycobacterium

Ⅳ OTU1 981 84.00 3 222.00 分枝杆菌属　g__Mycobacterium

Ⅳ OTU1 961 4.00 499.33 g__Alsobacter

Ⅳ OTU1 188 11.00 267.67 g__norank_f__norank_o__Microtrichales

Ⅳ OTU218 16.00 1 530.00 g__norank_f__norank_o__PeM15
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图 6    基于属水平的主坐标分析结果

Fig. 6    Result of principal co-ordinates analysis (PCoA)
based on the genus level
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图 7    4 个时期差异菌属与环境因子之间的典量关联分析

Fig. 7    Redundancy analysis (RDA) of water environment factors and differential
microorganisms of four periods at genus level
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养殖池塘作为小型生态系统，其组成也包括

水体的微生物，微生物种类和丰富度越高，其生

态系统越复杂，稳定性也越强[34]。生物多样性对

于缓冲环境变化和干扰具有重要作用，同时对于

巩固生态系统服务具有积极作用 [35]。裘琼芬等 [36]

认为水环境的稳定与微生物丰富度密切相关，水

体微生物丰富度下降，会使养殖病害的风险升高。

本实验发现，蟹鲈混养模式下添加 EM可以有效

提高池塘水体微生物物种丰富度，提高有益菌群

的数量，减少有害菌群的滋生，使养殖水体的生

态系统稳定性有所提高。综上所述，EM在蟹鲈

混养模式中有着很好的应用效果，可以提高养殖

池溏水体微生物丰富度，抑制蓝藻的生长，降低

养殖水体总氨氮、总氮等指标的含量，对于改善

水质和维持池塘水环境稳态具有积极作用。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Effect of effective microorganisms (EM) on aquatic bacterial
community structure in polyculture mode of

Eriocheir sinensis and Micropterus salmoides

LI Shiheng 1,     NIE Zhijuan 2,     SHEN Lei 1,     SHAO Nailin 2,    
SUN Yi 2,     XU Gangchun 1,2,     XU Pao 1,2*

(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai   201306, China;
2. Freshwater Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi   214081, China)

Abstract: To investigate the effects of addition of EM on the water quality and microbial community structure in
polyculture of Eriocheir sinensis and Micropterus salmoides  , one-month EM treatment experiment was conduc-
ted with period Ⅰ (April 10th), period Ⅱ (April 20th), period Ⅲ (April 30th), and period Ⅳ (May 10th) under the
analysis  of   water  indexes  and microbiome structure.  The 16S rRNA high-throughput  sequencing results  showed
that  the  dominant  phyla  were  Proteobacteria,  Actinobacteriota,  Firmicutes  and  Cyanobacteria  during  the  whole
experiment  period.  Meanwhile,  the  relative  abundance  of  Cyanobacteria  in  the  control  group  was  significantly
higher than that of the experimental group in period Ⅲ and Ⅳ. Compared with the control group, Limnohabitans
(20.34%) was the most dominant at genus level in period Ⅰ, whereas Exiguobacterium occupied the most abund-
ant position in other three periods (56.33%, 38.11%, 17.88%). However, Rhodoferax (10.37%), Exiguobacterium
(47.67%), and Mycobacterium (36.01%, 42.27%) were the most abundant in each period of the control group. The
Sobs and PD indexes of the experiment group were significantly higher than those of the control group in period
Ⅲ and Ⅳ.  Compared  with  the  control  group,  the  total  nitrogen  (TN)  of  the  experiment  group  was  significantly
decreased during  the  whole  monitoring  periods,  moreover,  the  content  of  ammonia  nitrogen  decreased   signific-
antly in  period  Ⅱ, Ⅲ and Ⅳ.  Correlation  analysis  of  environmental  factors  showed  that  total  nitrogen  had  the
greatest impact on the bacterial community, and Exiguobacterium as the dominant probiotics in the experimental
group  were  positively  correlated  with  TP  and  negatively  correlated  with  TN,  NH4

+-N,  NO3
--N,  NO2

--N.  Studies
have  shown  that  the  addition  of  EM  could  improve  the  water  quality  of  aquaculture  water,  effectively  inhibite
Cyanobacteria, significantly optimize the bacterial structure, and had significant in-situ water remediation function.
It may promote green and sustainable development of aquaculture.

Key words: effective microorganisms (EM); microbial structure; richness; in-situ remediation
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