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摘要：为探索糖蜜对凡纳滨对虾生长及其水体菌群的影响，实验利用 16S rDNA 扩增子高
通量测序技术，比较了添加糖蜜调节水体碳氮比的处理组 (C/N=16.0) 与无添加的对照组
(C/N=8.5) 这 2 种模式下第 4、13 和 34 天时水体菌群结构差异，并通过 PICRUSt2 软件对
菌群功能进行预测。结果显示，尽管糖蜜添加对凡纳滨对虾体长和体质量无显著影响，但
可显著提高对虾存活率；第 4 天时水体菌群 Shannon 多样性与均匀度指数均显著上升，第
13 与 34 天时均显著下降。添加糖蜜后，处理组 α-变形菌纲和放线菌门相对丰度均极显著
高于对照组，蓝细菌门和 γ-变形菌纲丰度则显著低于对照组，β-变形菌纲丰度在第 4 和 34
天时也显著低于对照组，拟杆菌门丰度在第 4 和 13 天时分别显著高于和低于对照组。科
水平上，处理组第 4、13 和 34 天时微杆菌科相对丰度均显著高于对照组；第 4 天时红杆
菌科和黄杆菌科丰度均极显著高于对照组，而德沃斯氏菌科、产碱菌科和列文氏菌科丰度
均极显著低于对照组；第 13 天时海仙菌科和环杆菌科丰度均极显著低于对照组；脱醌菌
科丰度在第 34 天时显著高于对照组。添加糖蜜后，处理组芽殖杆菌属和脱醌菌属等优势
属的丰度显著高于对照组，而海仙菌属等丰度则显著下降。菌群功能预测结果显示，第
34 天时，丰度排序前 20 的代谢功能项在处理组的富集程度均明显优于对照组，尤其糖酵
解/糖异生等 8 项属于碳水化合物代谢或能量代谢的功能均高度富集。研究表明，糖蜜适量
添加可显著影响凡纳滨对虾养殖水体优势菌群相对丰度，优化水体菌群结构，并增强其碳
水化合物和能量代谢通路功能，从而提高对虾存活率。本研究为糖蜜作为有机碳源应用于
对虾生物絮团养殖提供了理论依据。
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凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei) 又称南美

白对虾，是目前全球最重要的养殖虾种之一，其

养殖产量分别占世界和我国甲壳类养殖总产量的

53% 和 66%[1-2]。传统对虾养殖模式需大量换水以

避免含氮废物积累带来的负面影响，但大量换水

导致养殖废水直接排放，不仅造成沿海水域污染，

也会进一步加剧对虾病害发生，严重影响其产

量 [3]。因此亟需探索更加环保健康的养殖模式。

甘蔗糖蜜主要成分为蔗糖，是制糖业主要副产品

之一，在我国年产 800 万 t 以上，作为优质廉价

的有机碳源，广泛应用于尼罗罗非鱼 (Oreochromis

niloticus)[4]、草鱼 (Ctenopharyngodon idella)[5]、凡纳

滨对虾 [6] 和罗氏沼虾 (Macrobrachium rosenbergi)[7]

等的生物絮团技术 (BFT) 养殖中。
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BFT 最早由以色列学者 Avnimelech 提出，是

一种比传统养殖更加高效、安全、清洁的养殖模

式，因其具有净化水质、为水产动物提供饵料并

增强其消化、免疫能力等优点而得到快速发展，

目前已成功应用于大规模虾场与小型温棚养虾模

式中，在以色列和美国等的对虾养殖中取得较大

成功 [8]。该技术基于异养细菌能够吸收养殖水体

中的无机氮合成自身蛋白的原理，通过外源添加

有机碳促进异养细菌生长以消耗水体中过多的无

机氮，从而减缓氨氮与亚硝酸盐氮等的积累，达

到少换水甚至不换水也能维持对虾健康生长的目

的 [9]。此外，添加有机碳可有效促进异养细菌生

长，并抑制有害菌群增殖 [10-11]，从而减少药物特

别是抗生素在对虾养殖中的使用。Abreu 等 [12] 证

实了对虾可摄食生物絮团中的异养细菌。Xu 等[13]

发现生物絮团技术养殖的对虾消化能力和免疫力

显著高于对照组。

目前，研究者已从有机碳源种类 [14-16]、碳氮

比[17] 和养殖密度[18] 等角度研究了 BFT 在凡纳滨对

虾养殖中的作用，主要聚焦于对水质和生物絮团

菌群等的影响，而糖蜜对养殖期间水体菌群结构

的影响尚无系统报道。本实验利用高通量测序技

术，研究糖蜜调控碳氮比对凡纳滨对虾养殖水体

菌群结构演替的影响，以期从水体菌群的角度为

生物絮团技术在对虾养殖中的应用提供理论参考。 

1    材料与方法
 

1.1    凡纳滨对虾、饲料与糖蜜

凡纳滨对虾虾苗来源于广东湛江中联养殖有

限 公 司 ， 体 长 为 (0.80±0.05)  cm， 体 质 量 为

(0.010±0.001) g。饲料为广东东腾饲料有限公司生

产的对虾配合饲料，粗蛋白含量 38%。甘蔗糖蜜

为广隆糖蜜生物科技有限公司生产。 

1.2    实验设计和管理

本实验在广西东兴市万尾岛 (21°31 ′  N，

108°10′ E) 6 个大小为 4 m × 2 m × 1.2 m 的聚乙烯

帆布围隔池中进行，水深 0.6 m，备有充气管，由

罗茨鼓风机供气。设计 1 个对照组和 1 个处理组，

每组 3 个重复池；处理组通过添加糖蜜调控碳氮

比 (C/N)，使 C/N=16.0，对照组不添加糖蜜，投

喂等量相同配合饲料，C/N=8.5，调控参考 Avnim-
elech[19] 的方法。

实验池中投放虾苗密度为 310 尾/m2，养殖过

程不换水，仅补充自然蒸发损失的水分。暂养

6 d 后进行第 1 次采样，从各池多点采集水样混合

于无菌聚乙烯瓶。采样后处理组每天早上 8：00
添加糖蜜，在添加糖蜜的第 4、13 和 34 天分别采

集水样。4 个采样时间点的对照组编号分别为 C0、
C4、C13 和 C34，处理组分别编号为 M0、M4、
M13 和 M34。最后一次采样时测定对虾体长、体

质量并统计存活率。取各时间点每一池水样 1 L，
经 0.22 μm 滤膜过滤，滤膜−20 °C 冻存备用。 

1.3    主要环境因子检测

每次采样时各池盐度和 pH 分别使用便携式

盐度计和 pH 计测定，溶解氧和水温使用哈希

HQ30d 便携式溶解氧仪测定。氨氮含量参考《海

洋监测规范》第 4 部分：海水分析 (GB 17378.4—
2007)[20] 方法测定。 

1.4    水样 DNA提取和 PCR扩增

滤膜上的水样总 DNA 采用 OMEGA 公司

Water DNA Kit (D5525-01) 试剂盒进行提取，使用1%
的琼脂糖凝胶电泳和 NanoDrop2000 检测 DNA 的

提取效果。以带有标签序列的细菌 16S rDNA
V3~4 区引物 338F  (5 ′-ACTCCTACGGGAGGCA-
GCAG-3′) 和 806R (5′-GGACTACHVGGGTWTCT-
AAT-3 ′)，通过 ABI GeneAmp® 9700 PCR 仪扩增

水样 DNA，每个样本 3 个重复。扩增程序：95 °C
3 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 30 s，27 个循

环；72 °C 10 min。PCR 反应体系：5×Fast Pfu Buffer
4  μL， 2.5  mmol/L  dNTPs  2  μL，正反向引物 (5
μmol/L) 各 0.8 μL，TransStart FastPfu DNA Polymer-
ase 0.4 μL，模板 DNA 10 ng，补足 ddH2O 至 20 μL。 

1.5    Illumina MiSeq测序

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,  AP-GX-250) 进
行回收产物纯化， 2% 琼脂糖凝胶电泳检测。

PCR 产物委托上海美吉生物医药科技有限公司通

过利用 Illumina MiSeq 测序平台采用 MiSeq Reagent
Kit v3 (600-cycle) PE300 进行高通量测序。测序原

始数据上传至国家生物信息中心 GSA 数据库

(https://bigd.big.ac.cn/gsa/)，登录号为 CRA002930。 

1.6    数据分析

使用FASTP (https://github.com/OpenGene/fastp,
version 0.20.0) 软件对原始测序序列进行质控，并
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用 FLASH  (http://www.cbcb.umd.edu/software/flash,
version 1.2.7) 软件进行拼接，采用 UPARSE 软件

(http://drive5.com/uparse/, version 7.1) 根据 97% 的相

似度对序列进行分类操作单元 (OTU) 聚类并剔除

嵌合体。利用RDP classifier (http://rdp.cme.msu.edu/，
version 2.2) 对 OTU 序列进行物种分类注释，并通

过EzBioCloud (https://www.ezbiocloud.net) 16S-based
ID 程序修正部分 OTU 的分类单元。通过 R 语言

包对 OTU 表再抽样 (resampling)，使各样品序列

数目一致，计算 OTU 覆盖度 (coverage)、Shannon
多样性指数、Shannon 均匀度指数以及丰富度

Sobs 指数和 Chao1 指数。

用 Excel 软件统计水体菌群在门、科、属、

种和 OTU 上的分类单元数，对在任意样品中相对

丰度≥5% 的优势门、科和属进行比较分析。利用

美吉云平台 (https://cloud.majorbio.com/index.html)
对 OTU 进行主坐标分析 (principal co-ordinates ana-
lysis, PCoA)，比较水体菌群不同阶段的差异和变

化趋势；对序列丰度前 50 的 OTUs 组成分布情况

进行热图分析；采用软件 PICRUSt2 (https://github.
com/picrust/picrust2/) 预测和比较菌群代谢功能的

差异。成对样本差异采用 SPSS 22.0 软件独立样

本 t 检验，检验标准为 P<0.05 显著差异或 P<0.01
极显著差异。 

2    结果
 

2.1    主要环境因子

采样时水体主要环境因子如表 1 所示。实验

期间，盐度、pH 和水温总体呈上升趋势，溶解氧

总体呈下降趋势。氨氮在 0 d 时低于检测限，在

4 d 后可检测到并维持相对稳定。同一时期对照组

与糖蜜组间各指标均无显著差异，说明本研究添

加糖蜜量对水质影响不大。 

2.2    添加糖蜜对凡纳滨对虾生长及存活的影响

添加糖蜜处理 34 d 时对虾体长和体质量的检

测结果显示，对照组体长为 (7.7±0.7) cm，体质量为

(2.5±0.5) g，处理组体长为 (7.7±0.7) cm，体质量

为 (2.6±0.7) g。2 组间的体长和体质量均无统计学

差异 (P>0.05)，表明添加糖蜜对对虾的体长和体质

量无显著影响，但处理组对虾存活率 (54.7%±0.8%)
显著高于对照组存活率 (49.4%±1.5%)  (P<0.05)。 

2.3    糖蜜对水体菌群多样性影响

对 Illumina MiSeq 测序原始数据处理后，处

理组和对照组 4 个时期水样共获得 946 795 条高

质量序列。通过 UPARSE 软件生成去除 singleton
的 OTU 表，各样品序列数再均一化为 23 973 条，

在 97% 相似性水平上共获得 1 374 个 OTUs。本实

验所有样品的测序覆盖度均达到 99% 以上，说明

测序深度已有效覆盖样品菌群。糖蜜对水体菌群

多样性影响结果显示，在添加糖蜜前 (0 d)，处理

组和对照组水体菌群多样性差异不明显。添加

糖蜜后，丰富度 Chao1 指数 (图 1-a) 和 Sobs 指数

(图 1-b) 变化趋势相似，处理组和对照组在时间上

都呈先降低后升高再维持相对稳定的变化趋势。

13 d 时，处理组 Chao1 指数和 Sobs 指数均极显著

低于对照组 (P<0.01)。34 d 时，处理组 Chao1 指

数显著低于对照组 (P<0.05)。Shannon 多样性 (图 1-c)
和均匀度指数 (图 1-d) 变化趋势相似，对照组先

降低后升高再维持相对稳定，而处理组则先升高

后下降。处理组 Shannon 多样性和均匀度指数在

4 d 时极显著高于对照组 (P<0.01)，在 13 与 34 d

表 1    凡纳滨对虾养殖水体中主要环境因子

Tab. 1    Main environmental factors in L. vannamei rearing water

组别
groups

盐度
salinity pH

氨氮/(mg/L)
NH3–N

溶解氧/(mg/L)
DO

水温/°C
temperature

C0   9.17±1.44 7.53±0.03 — 8.28±0.05 28.1±0.1

M0 10.00±0.00 7.43±0.07 — 8.16±0.08 28.1±0.0

C4   8.50±1.80 7.25±0.05 0.43±0.12 5.58±0.70 31.2±0.1

M4   9.67±0.58 7.23±0.03 0.40±0.00 5.50±0.25 31.3±0.1

C13 10.83±0.83 8.42±0.26 0.30±0.10 8.72±0.45 31.3±0.1

M13 10.93±1.21 7.89±0.48 0.43±0.12 7.51±0.97 31.3±0.0

C34 13.00±1.00 7.66±0.16 0.43±0.35 3.62±0.92 32.2±0.1

M34 12.17±0.76 7.92±0.50 0.33±0.40 4.11±0.54 32.1±0.1

注：“—”表示低于检测限
Notes: “—” means below detection limit
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时显著低于对照组 (P<0.05)。
 

2.4    糖蜜对水体菌群结构的影响

OTU 水平上的水体细菌群落 PCoA 结果显示，

PC1 为 30.9%，PC2 为 23.7%，可较大程度解析数

据的差异变化。0、4 与 13 和 34 d 数据点分散成

3 个区域，其中 0 和 4 d 在 PC2 上距离较远，二者

与 13、34 d 在 PC1 上距离也较远，13 和34 d 虽距

离较近，但明显分开，表明菌群结构呈阶段性变

化 (图 2)。在添加糖蜜前，处理组和对照组数据点

交错在一起，说明起初 2 组水体菌群结构极其相

似。糖蜜处理 4 和 13 d 时，2 组数据点均明显分

开，只是 13 d 时分开的距离略小，表明 4 和 13 d
时处理组和对照组的菌群结构差异明显。添加糖

蜜第 34 天，处理组和对照组数据点又有所交错，

说明后期 2 组水体菌群结构有所趋同。以上结果

说明养殖时间决定水体菌群总体变化趋势，同时

糖蜜在一定阶段明显影响了菌群结构。
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图 1    凡纳滨对虾养殖水体细菌群落多样性指数

C0、C4、C13、C34 和 M0、M4、M13、M34 分别代表对照组和糖蜜处理组第 0、4、13 和 34 天时的样品；*和**分别表示同一阶段处理组

与对照组间呈显著差异 (P<0.05) 和极显著差异 (P<0.01)，下同

Fig. 1    Diversity indices of bacterial communities in L.vannamei rearing water
C0, C4, C13, C34 and M0, M4, M13, M34 represent the samples of control and molasses treatment groups at 0, 4, 13 and 34 days; * and ** respectively
mean significant difference (P<0.05) and extremely significant difference (P<0.01) between the treatment and control groups at the same stage, the same below
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图 2    凡纳滨对虾养殖水体细菌群落主坐标分析

Fig. 2    Principal coordinate analysis of bacterial
communities in L. vannamei rearing water
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2.5    糖蜜对水体优势菌群的影响

序列分析显示，本研究水体菌群 OTU 序列

在分类上均属于细菌域，主要包含在 31 门 50 纲

111 目 210 科和 302 属，另有部分 OTU 属于不同

分类单元中分类未定的 (unclassified) 序列。在门

水平上，共有 6 个相对丰度≥5% 的优势细菌门/纲
(变形菌门以纲表示)，其中变形菌门 (Proteobac-
teria) 在各时期丰度均占绝对优势，并以 α-、β-和
γ-变形菌纲为主 (图 3)。添加糖蜜前，处理组与对

照组间各优势门 /纲丰度均无显著差异 (P>0.05)。
添加糖蜜后，处理组 α-变形菌纲和放线菌门

(Actiobacteria) 丰度均极显著高于对照组 (P<0.01)，
蓝细菌门  (Cyanobacteria) 和 γ-变形菌纲丰度则显

著低于对照组，β-变形菌纲丰度在第 4 和 34 天时

也显著低于对照组，拟杆菌门 (Bacteroidetes) 在
第 4 和 13 天时，丰度分别显著高于和低于对照

组 (P<0.05)。可见，添加糖蜜后凡纳滨对虾养殖

水体菌群优势门/纲丰度发生了显著变化。

科水平上，水体菌群共有 10 个优势细菌科，

分布结果显示，0 d 时，处理组和对照组各优势科

丰度均无显著差异。处理组添加糖蜜后，变形菌

门下的红杆菌科 (Rhodobacteraceae) 第 4 天时相对

丰度为 39.2%，极显著高于对照组 (6.5%)，而德

沃斯氏菌科 (Devosiaceae) 和产碱菌科  (Alcaligen-
aceae) 第 4 天以及海仙菌科 (Halieaceae) 第 13 天时

丰度均极显著低于对照组 (P<0.01)。处理组拟杆

菌门下的黄杆菌科 (Flavobacteriaceae) 在第 4 天时

丰度为 8.3%，极显著高于对照组 (0.6%)，列文氏

菌 科  (Lewinellaceae) 和 环 杆 菌 科 (Cyclobacteri-
aceae) 分别在第 4、13 天时丰度均极显著低于对

照组 (P<0.01)。第 4、13 和 34 天时，放线菌门下

的微杆菌科 (Microbacteriaceae) 丰度在处理组分别

为 7.5%、3.6% 和 6.3%，均显著高于对照组，脱

醌菌科 (Demequinaceae) 第 34 天时丰度也显著高

于对照组 (P<0.05) (图 4)。添加糖蜜后，凡纳滨对

虾养殖水体菌群优势科丰度发生了显著变化，且

第 4 天时较多优势科丰度与对照组出现显著差异。

属水平上，水体菌群共包含 20 个优势细菌

属，分布情况如表 2 所示。处理组和对照组各优

势属初始相对丰度均无显著差异 (P>0.05)，添加

糖蜜后，处理组芽殖杆菌属 (Gemmobacter)、脱醌

菌属 (Demequina) 在不同养殖时间的丰度均显著

(P<0.05) 或极显著 (P<0.01) 高于对照组。第 4 天

时，处理组栖东海菌属 (Donghicola)、鲁杰氏菌

属 (Ruegeria)、黄杆菌属 (Flavobacterium)、红月形

菌属 (Rhodoluna) 和红杆菌科下 2 个分类未定属

(OTU1 和 OTU1092) 的丰度均显著高于对照组，

而克斯特氏菌属 (Kerstersia) 和德沃斯氏菌属

(Devosia) 丰度显著低于对照组 (P<0.05)。第 13 天

时，处理组芽殖杆菌属、脱醌菌属和微杆菌属

(Microbacterium) 丰度显著高于对照组，而鲁杰氏

菌 属 、 噬 冷 菌 属 (Algoriphagus) 和 海 仙 菌 属

(Haliea) 等丰度显著低于对照组 (P<0.05)。第 34
天时，鲁杰氏菌属、脱醌菌属、微杆菌属、假鲁

杰氏菌属 (Pseudoruegeria) 和黄杆菌科下一个分类

未定属 (OTU416) 丰度均显著高于对照组，原绿球

藻属 (Prochlorococcus) 和污水单胞菌属 (Defluvii-
monas) 等丰度则显著低于对照组 (P<0.05)。可见，

添加糖蜜可显著影响凡纳滨对虾养殖水体优势细
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图 3    糖蜜对凡纳滨对虾养殖水体优势细菌门相对丰度的影响

Fig. 3    Effect of molasses on relative abundances of dominant bacterial phyla in L.vannamei rearing water
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菌属的相对丰度。

基于丰度前 50 的 OTUs 构建热图，色块按丰

度的对数值 lg 显示颜色 (图 5)。横向样品聚类显

示，4 个时间点各自聚为一类， 0 和 4、13 和 34 d

表 2    糖蜜对凡纳滨对虾养殖水体优势细菌属相对丰度的影响

Tab. 2    Effect of molasses on relative abundance of dominant bacterial genera in L. vannamei rearing water

科　　　
family　　　

属
genus

0 d 4 d 13 d 34 d

C0 M0 C4 M4 C13 M13 C34 M34

德沃斯氏菌科
Devosiaceae

德沃斯氏菌属　Devosia   0.23±0.07   0.22±0.07   8.26±3.61  0.20±0.04** 0.68±0.12   0.94±0.17  0.02±0.02   0.16±0.06    

红杆菌科
Rhodobacteraceae

污水单胞菌属　Defluviimonas   0.07±0.03   0.05±0.02   0.00±0.01    0.03±0.01* 0.38±0.10   0.63±0.09  5.31±0.26   1.58±0.99*   

栖东海菌属　Donghicola 37.18±4.23 36.48±8.52   0.80±0.32    4.57±0.94** 1.56±1.41   0.42±0.19  0.64±0.05   1.00±0.71    

芽殖杆菌属　Gemmobacter   0.42±0.07   0.30±0.05 0.08±0.09   0.29±0.07* 5.79±2.35 20.49±6.09** 0.04±0.02   0.53±0.20*   

假鲁杰氏菌属　Pseudoruegeria   2.25±0.10   2.01±0.39   0.11±0.08    0.24±0.15   0.30±0.05   0.06±0.02** 0.67±0.03 12.67±8.64*   

红细菌属　Rhodobacter   0.72±0.14   0.45±0.05   1.02±0.21    1.53±0.11  5.74±1.15   9.18±2.08  0.13±0.02   0.11±0.05    

鲁杰氏菌属　Ruegeria   2.49±0.13   2.43±0.35   0.61±0.20    2.19±0.63** 2.81±0.58   1.43±0.26* 8.62±2.24 13.14±1.51*   

方心芳氏菌属　Xinfangfangia   0.98±0.11   0.74±0.12   0.16±0.15    0.13±0.05  6.97±1.61   5.58±0.62  0.38±0.02   0.20±0.19    

分类未定　unassigned (OTU1)   7.88±0.60   8.47±1.76   0.25±0.06    7.02±3.19* 0.15±0.07   0.04±0.02  0.53±0.20   0.03±0.01    

分类未定　unassigned (OTU1092)   4.90±0.26   4.10±0.32   0.92±0.09  16.45±2.81* 0.95±0.46   0.10±0.03  0.50±0.11   0.20±0.06    

产碱菌科
Alcaligenaceae

克斯特氏菌属　Kerstersia   0.04±0.01   0.06±0.04 53.70±4.42 18.18±3.57* 0.09±0.05   0.79±0.66  0.00           0.06±0.05    

海仙菌科
Halieaceae

海仙菌属　Haliea   1.13±0.04   0.96±0.39   0.11±0.03  0.00*         6.54±2.35   0.34±0.01** 0.12±0.04   0.04±0.03*   

脱醌菌科
Demequinaceae

脱醌菌属　Demequina   0.01±0.01   0.01±0.01   0.00             0.02±0.01* 0.12±0.04   0.66±0.25** 1.83±0.25 12.65±6.58*   

微杆菌科
Microbacteriaceae

微杆菌属　Microbacterium   0.02±0.01   0.01±0.02   0.01±0.01    0.05±0.04  0.06±0.06   1.19±0.30** 0.13±0.01     6.10±0.82** 

红月形菌属　Rhodoluna   0.30±0.05   0.31±0.13   1.07±0.10    5.80±1.21** 1.29±0.17   2.00±1.10  1.33±0.66   0.11±0.06    

环杆菌科
Cyclobacteriaceae

噬冷菌属　Algoriphagus   0.87±0.08   1.23±0.50   0.19±0.04    0.36±0.03** 9.13±4.04   2.97±0.49* 0.39±0.10   0.04±0.01*   

黄杆菌科
Flavobacteriaceae

黄杆菌属　Flavobacterium   0.07±0.02   0.09±0.05   0.29±0.07    6.14±0.99** 0.09±0.03   0.20±0.12  3.57±3.49   0.74±0.72    

分类未定　unclassified (OTU416)   0.00           0.01±0.00   0.02±0.01    0.00           0.14±0.06   0.19±0.11  2.37±0.32 10.21±10.82**

列文氏菌科
Lewinellaceae

褐指藻杆菌属　Phaeodactylibacter  4.26±0.61  5.42±2.40  0.81±0.27  0.18±0.03* 1.47±0.60  0.79±0.35 0.00           0.00             

原绿球藻科
Prochlorococcaceae

原绿球藻属　Prochlorococcus   8.42±6.33   7.78±4.23   7.81±5.80    0.86±0.12  0.40±0.79   0.27±0.26* 1.36±0.42   0.34±0.21*   

注：*和**分别表示同一阶段糖蜜处理组与对照组间呈显著性差异(P<0.05)和极显著性差异(P<0.01)；C0、C4、C13、C34和M0、M4、M13、M34分
别代表对照组和处理组第0、4、13和34天时的样品
Notes: * and ** respectively mean significant difference (P<0.05) and extremely significant difference (P<0.01) between the molasses treatment group and
control group at the same stage; C0, C4, C13, C34 and M0, M4, M13, M34 represent the samples of control group and treatment group at 0, 4, 13 and 34 days
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图 4    糖蜜对凡纳滨对虾养殖水体优势细菌科相对丰度的影响

Fig. 4    Effect of molasses on relative abundance of dominant bacterial families in L. vannamei rearing water
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分别再各自聚为一大类，即同一时间的处理组和

对照组聚为一支。表明水体菌群优势 OTU 按 4 个

采样时间呈阶段性变化，且 0~4 d、13~34 d 又可

作为 2 个大阶段。纵向 OTU 聚类显示，OTU593
独自为一类，在4 d 时丰度较高；OTU966 和OTU101
等 8 个 OTU 构成的分支以红杆菌科为主，在 0 d
有较高丰度；OTU1281 和 OTU494 等 13 个 OTU
构成的分支主要为红杆菌科和黄杆菌科，在 34 d
有较高丰度；OTU1168 和 OTU33 等 18 个 OTU
构成的分支也以红杆菌科为主，在 13 d 有较高丰

度。热图显示，处理组优势 OTU 丰度 0 d 时与对

照组无显著差异；添加糖蜜第 4、13 和 34 天时，

分别有 19、14 和 8 个优势 OTU 丰度与对照组有

显著差异。可见，添加糖蜜后，不同阶段处理组

较多优势 OTU 丰度与对照组呈显著差异，且从显

著差异的优势 OTU 数量上看，早期 (4 d) 的影响

更强，其作用效果随时间逐渐衰减。
 

2.6    糖蜜对水体菌群功能的影响

PICRUSt2 预测结果显示，共获得 347 个预

测的 KEGG Pathway Level 3 功能，丰度前 20 的功

能种类和分布情况如图 6 所示。功能种类中，

ABC 转运体丰度最高，属于膜转运的一种，群体

感应属于原核生物群落类功能，双组分系统参与

信号转导，核糖体参与翻译。其余 16 项均属新陈

代谢功能。其中，氧化磷酸化、碳固定途径和甲

烷代谢 3 项属于能量代谢，糖酵解/糖异生、丁酸

代谢、丙酮酸代谢、丙酸盐代谢、乙醛酸和二羧

酸代谢 5 项属于碳水化合物代谢。功能分布显示，

添加糖蜜 0 d 时，处理组中丰度前 20 的功能丰度

与对照组无显著差异。4 d 时，群体感应丰度显著

低于对照组。13 d 时，ABC 转运体和群体感应丰
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图 5    凡纳滨对虾养殖水体菌群优势 OTU聚类分析热图

Fig. 5    Heatmap analysis of the bacterial communities at dominant OTU from L. vannamei rearing water
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度极显著高于对照组 (P<0.01)，乙醛酸和二羧酸

代谢、卟啉与叶绿素代谢、丁酸代谢显著高于对

照组 (P<0.05)。34 d 时，前 20 项功能丰度均极显

著高于对照组，表明在糖蜜的持续作用下，其对

水体菌群代谢通路功能丰度显著增加，以碳水化

合物和能量代谢为主的新陈代谢功能被高度富集。 

3    讨论
 

3.1    糖蜜对水体菌群多样性的影响

养殖水体菌群多样性是衡量水体环境稳定性

的重要指标。本实验结果显示，添加糖蜜调控水

体 C/N=16 时，菌群多样性较对照组呈先升高后

下降趋势。这与李杰等 [6] 的研究结果相似，该研

究结果显示，糖蜜调控虾蟹混养水体 C/N=25 时，

菌群多样性较对照组呈先高后低变化。水体菌群

多样性与水中营养物质种类和含量有关，水中营

养物质含量较低、种类较少时，菌群多样性也会

比较低，在一定范围内，菌群多样性随营养物质

种类和含量的增加而增大，营养物质含量过高则

会受到抑制 [21-22]。在养殖初期，水体中营养物质

种类和含量均较少，添加糖蜜调控碳氮比可提高

水体营养物质含量，为细菌生长和增殖提供碳源，

增加水体菌群多样性，提高养殖生态系统稳定性，

有利于对虾的存活；随着养殖的进行，残饵和虾

粪等同样可增加水体营养物质含量和种类，使水

体菌群多样性升高。当水体中营养物质种类和含

量相对稳定后，继续添加糖蜜不仅不再提高水体

菌群多样性，反而进一步富集能利用糖蜜的细菌，

而另一部分菌群在竞争中被抑制或被淘汰，因而

会造成菌群多样性下降，若降低过多可能会影响

池塘生态系统的稳定性[23]。同样，王娇等[24] 对葡

萄糖影响养殖系统生物絮团形成及其微生物多样

性的研究表明，葡萄糖添加有助于利用这种碳源

的细菌生长，从而导致菌群多样性降低。本研究

养殖 13 和 34 d 时处理组水体菌群多样性虽然都

显著低于对照组，但仍维持在比较高的水平。另

一方面，添加糖蜜调控水体 C/N 可使细菌消耗水

中无机氮并形成生物絮团被对虾食用，消除氨氮

等对对虾的毒害且为对虾提供营养。本实验结果

显示，添加糖蜜调控水体 C/N=16 时可显著提高

凡纳滨对虾的存活率，利大于弊。 

3.2    水体优势菌群的潜在功能

菌群组成及丰度变化可影响水质和对虾生长。

本研究显示，处理组 α-变形菌纲和放线菌门丰度

显著高于对照组，而蓝细菌门等丰度显著低于对

照组。α-变形菌纲中，较多菌群可有效分解水体

有机质，避免水体富营养化；放线菌门以产生包

括抗生素在内的多种活性物质而闻名，是水产益

生菌的重要来源[25]。蓝细菌门在对照组中为优势，

在碳、氮循环中起重要作用，但有些种类会释放

藻毒素对对虾造成伤害[22]。

科/属水平上，α-变形菌纲下的红杆菌科是最

优势科，在处理组中相对丰度达 37% 以上，且极

显著高于对照组。薛明等[26] 发现该科在凡纳滨对

ABC 转运体　ABC transporters

氨基酸的生物合成　biosynthesis of amino acids

碳代谢　carbon metabolism

群体感应　quorum sensing

双组分系统　two-component system

嘌呤代谢　purine metabolism

核糖体合成　ribosome

嘧啶代谢　pyrimidine metabolism

乙醛酸和二羧酸代谢　glyoxylate and dicarboxylate metabolism

氧化磷酸化　oxidative phosphorylation

甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢　glycine, serine and threonine metabolism

丙酮酸代谢　pyruvate metabolism

原核生物的碳固定途径　carbon fixation pathways in prokaryotes

糖酵解/糖异生　glycolysis/gluconeogenesis

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸降解　valine, leucine and isoleucine degradation

卟啉与叶绿素代谢　porphyrin and chlorophyll metabolism

脂肪酸代谢　fatty acid metabolism

丁酸代谢　butanoate metabolism

丙酸盐代谢　propanoate metabolism

甲烷代谢　methane metabolism
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图 6    糖蜜对凡纳滨对虾养殖水体菌群富集代谢途径的影响

Fig. 6    Effect of molasses on metabolic pathway enrichment in aquatic microbiota of L. vannamei rearing water
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虾育苗水体无节Ⅴ期到仔虾Ⅰ期的相对丰度均在

20% 以上。胡东等[27] 发现，在凡纳滨对虾养殖第

40~131 天，红杆菌科相对丰度保持在 5% 以上，

是对虾养殖水体重要组成菌群。这可能归因于红

杆菌科在水体碳、氮循环中起重要作用，同时能

产生多种次生代谢活性物质[28]。红细菌属 (Rhodob-
acter)、栖东海菌属、鲁杰氏菌属、芽殖杆菌属和

污水单胞菌属是本研究红杆菌科中的优势菌属。

红细菌属是紫色非硫细菌的重要成员，能利用多

种有机物进行异养光合作用[29]，芽殖杆菌属和污

水单胞菌属具有较好的反硝化脱氮能力 [30-31]。这

些菌群在碳、氮含量充足的水体中很可能具有较

强竞争能力，在本研究养殖后期水体中形成丰度

优势，对净化水质起重要作用。鲁杰氏菌属能分

泌环二肽等多种生物活性分子，对弧菌生长起抑

制作用 [32]。栖东海菌属的相关功能报道较少，

Xue 等[33] 研究表明，该属是凡纳滨对虾健康苗池

中的优势菌群。因此，红杆菌科及其优势属可能

对提高凡纳滨对虾的存活率发挥重要作用。

此外，拟杆菌门中黄杆菌科是处理组中次优

势科，丰度也显著高于对照组。黄杆菌科中的一

些种是某些鱼类的重要病原菌 [34-35]。但尚未见黄

杆菌科对对虾具有致病性的研究报道，相反，黄

杆菌科在对虾育苗期[36] 和本实验养殖中后期水体

中为优势菌，且对虾生长情况良好，因此，黄杆

菌科在对虾养殖中可能是潜在有益菌群。微杆菌

科属于放线菌门，在处理组的丰度始终高于对照

组，该科红月形菌属在凡纳滨对虾健康苗池中有

极高丰度，可作为健康苗池的指示菌种[36]。 

3.3    糖蜜对水体菌群功能的影响

水体菌群功能预测结果显示，丰度排序前

20 的功能项在处理组中普遍比对照组高，其中

ABC 转运体丰度最高，乙醛酸和二羧酸代谢等 5
项参与碳水化合物代谢，氧化磷酸化等 3 项参与

能量代谢。这与张哲等[14] 的研究结果相似，ABC
转运体在育苗水体生物絮团中丰度最高，乙醛酸

和二羧酸代谢等 4 项碳水化合物代谢和氧化磷酸

化等 2 项能量代谢的丰度也是位于前 20。ABC 转

运体是最大的一类转运蛋白，既可以将离子、糖

类、维生素、氨基酸和多肽等运进细胞内，也可

以将蛋白毒素、脂质和药物等运出细胞[37]。在本

实验中，ABC 转运体的一个作用为吸收水体中的

糖蜜，在菌体内进行糖酵解等碳水化合物代谢，

进一步通过氧化磷酸化等能量代谢为菌群的生长

和增殖提供充足的能量；另一个作用是吸收水中

的无机氮，为氨基酸的合成提供氮元素。水体菌

群在生长和增殖过程中吸收营养物质，可起到改

善水质并为对虾生长提供菌体蛋白等作用，有利

于对虾的生长和存活。

综上所述，添加糖蜜调控水体 C/N=16 可显

著提高凡纳滨对虾存活率和养殖水体中红杆菌科、

黄杆菌科和微杆菌科等菌群丰度，同时加强 ABC
转运体和碳水化合物代谢等功能。说明添加适量

糖蜜可优化对虾养殖水体菌群结构，富集菌群碳

水化合物和能量代谢功能，从而加快对虾养殖水

体中的物质循环，减少养殖水体富营养化状态。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Effects of molasses addition on bacterial community structure of
rearing water of Litopenaeus vannamei

HE Runduan ,     NING Weimin ,     WEN Chongqing ,     MIN Guanjie ,    
ZHU Feng ,     WANG Chenggui *,     XUE Ming *

(College of Fisheries, Guangdong Ocean University, Zhanjiang    524088, China)

Abstract:  As  an  effective,  safe  and  eco-friendly  aquaculture  mode,  biofloc  technology  (BFT)  is  receiving  more
and  more  attention  nowadays.  So  far,  the  impacts  of  BFT  on  perfomances  of Litopenaeus  vannamei regarding
organic carbon sources, C/N ratio and culture density have been reported, which especially focusing on water qual-
ity and biofloc microflora. However, the effect of molasses on the aquatic microbiota during shrimp culture has not
been systematically evaluated. In order to investigate the effects of molasses on shrimp growth and aquatic micro-
biota during culture of L. vannamei, high-throughput sequencing of 16S rDNA amplicons was used to compare the
differences of bacterial community structure between the treatment group with molasses (C/N=16.0) and the con-
trol  group  (C/N=8.5)  on  the  4th,  13th  and  34th  days  respectively,  and  the  microflora  function  was  predicted  by
PICRUSt2. The results showed that although molasses addition had no significant effects on body length and body
weight of shrimp, the shrimp survival rate was significantly enhanced. Compared with the control group, the Shan-
non diversity and evenness indices of aquatic microbiota in treatment group increased significantly on the 4th day,
while decreased markedly on the 13th and 34 th days. After adding molasses, the relative abundances of α-Proteo-
bacteria and Actinobacteria in the treatment group were very significantly higher than those in the control group,
whereas the abundances of Cyanobacteria and γ-Proteobacteria presented an opposite trend. The abundance of β-
Proteobacteria was also significantly lower than that of the control group on the 4th and 34th days. Additionally,
the abundance of  Bacteroidetes  was significantly higher  and lower than that  of  the control  group on the 4th and
13th  days,  respectively.  At  the  family  level,  the  relative  abundance  of  Microbacteriaceae  in  the  treatment  group
was significantly higher than that in the control group on the 4th, 13th, and 34th days. On the 4th day, the relative
abundances of Rhodobacteraceae and Flavobacteriaceae were extremely significantly higher than those of the con-
trol group, while the abundances of Devosiaceae, Alcaligenaceae and Lewinellaceae exhibited conversely. On the
13th  day,  the  abundances  of  Halieaceae  and  Cyclobacteriaceae  were  significantly  lower  than  that  of  the  control
group. On the 34th day, the abundance of Demequinaceae was significantly higher than that of the control group.
The abundances of dominant genera such as Gemmobacter and Demequina in the treatment group were signific-
antly higher than those in the control group, while the abundances of some genera such as Haliea decreased signi-
ficantly.  The  functional  prediction  of  aquatic  microflora  showed  that  the  top  20  items  in  the  treatment  group
presented extremely significant metabolic function enrichment on the 34th day, and eight of these items, including
glycolysis/gluconeogenesis,  were  highly enriched,  which mainly act  on carbohydrate  or  energy metabolism.  The
results indicated that the proper amount of molasses could significantly affect the relative abundances of dominant
bacterial  communities  in  rearing  water  of L.  vannamei, optimize  the  microflora  structure  by  enriching  the  func-
tions of carbohydrate and energy metabolism pathways, and thus improve the survival rate of shrimp. This study
provides  key  and  practical  references  for  application  of  molasses  as  an  organic  carbon  source  in  shrimp biofloc
aquaculture.
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