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摘要    本研究以我国北方典型岸基半开放刺参(Apostichopus japonicus)养殖池塘为对象，利用高

通量测序技术构建冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群 16S rRNA 基因测序文库，解析封冰期、融冰期

和化冰期刺参养殖池塘沉积物菌群结构特征，并查明影响菌群结构的主导环境因子。结果显示，冻

融期刺参养殖池塘沉积物菌群丰度和多样性表现为整体下调趋势，在融冰初期呈现显著性波动

(P<0.05)。冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群结构呈现显著性差异，封冰期、融冰期和化冰期差异菌

群分别隶属于厚壁菌门(Firmicutes)、酸杆菌门(Acidobacteria)和软壁菌门(Tenericutes)。尽管不同阶

段微生物相对丰度比例不同，但第一优势菌门均隶属于变形菌门(Proteobacteria)，相对丰度高于

49.04%；次优势菌门则呈现出显著性变化，其中，封冰期为拟杆菌门(Bacteroidetes)，融冰期为绿

弯菌门(Chloroflexi)和放线菌门(Actinobacteria)，化冰期为浮霉菌门(Planctomycetes)。环境因子与菌

群相关性分析表明，冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群结构与环境因子具有显著相关性(P<0.05)，温

度、盐度、总氮和总有机碳是沉积物菌群的主导环境因子。本研究将为刺参养殖池塘精细化管理提

供理论依据。 
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刺参(Apostichopus japonicus)具有较高的经济价

值，是我国北方重要的海水养殖品种(Roggatz et al, 

2018)。随着刺参养殖产业的不断发展，封闭或半封

闭的池塘养殖已成为刺参增养殖的主要模式 (Yuan 

et al, 2007)。 

冻融期是我国北方地区因初春气温回升导致池

塘表面冰层融化的一段特殊时期。冻融期冰层的融化

使养殖池塘水体环境由封闭状态逐渐转变为对外交

换状态，由此引起养殖池塘水体出现温跃层、盐跃层

和溶解氧分层等现象(Giliehinsky et al, 2002)。调查显

示，冰层融化导致的池塘跃层会引起池塘底部水质恶

化及病原菌暴发，进而危害养殖生物的健康(黄华伟
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等, 2011)。 

沉积物菌群在养殖池塘生态系统中占据着重要

地位，在生态系统平衡、水质调控、养殖生物疾病防

控等 方 面 均 发挥 着 重要 作用 (Deng et al, 2009; 

Michaud et al, 2009; Blancheton et al, 2013; 范立民, 

2015; 姜燕等, 2022)。李步先(2015)研究表明，从虾

蟹 养 殖 池 溏 沉 积 物 中 分 离 得 到 的 盐 单 胞 菌 属

(Halomonas)能改善养殖环境、有效降解养殖环境中

的氨态氮、防止因氮污染滋生病原菌引起养殖生物患

病，且具有修复环境污染的功能。从刺参养殖池塘沉

积物中分离得到的益生菌菌株 YQ-2 和 DY-6 能有效

抑制刺参病原菌——灿烂弧菌(Vibrio splendidus)和

假交替单胞菌(Psedoalteromonas nigrifaciens)的生长

繁殖(杜佗等, 2017; 王金燕等, 2018)。然而，养殖池

塘生态系统极易受到外部理化因子的影响，季节变

动、营养物质输入等变化均可造成池塘养殖环境菌群

种类和丰度的改变(Bentzon-Tilia et al, 2016; 谭八梅

等, 2021)。例如，高温条件能提高微生物体内的酶活

性、提高微生物代谢水平、加速有机物分解，进而促

进养殖环境物质循环(李彬等, 2010)。水体透明度直

接决定光照射入池塘水体的深度，控制了水中微生物

的光合作用强度，进而改变养殖环境物质循环状态

(龚骏等, 2013)。pH 是生物地球转换的重要调控因

子，能够通过调节菌群对水中离子和微量金属的利

用率，从而改变代谢效率(Lindstöm et al, 2012)。外

部理化环境因子变化剧烈的冻融期是刺参健康养

殖的关键时期，但关于养殖池塘冻融期菌群结构方

面的研究还鲜有报道。  

因此，本研究以中国北方典型岸基半开放刺参养

殖池塘为对象，利用高通量测序技术解析冻融期刺参

养殖池塘沉积物菌群结构特征及其影响因素，旨在为

刺参养殖池塘精细化管理提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  采集样品 

本研究选取中国北方典型岸基半开放刺参养殖

池塘(403746N；122859E)为对象，利用采泥器分

别采集封冰期、融冰期和化冰期同一刺参养殖池塘表

层 3~5 cm 沉积物样品，采样信息见表 1。样品装入

无菌离心管中，–80 ℃冰箱冷冻保存，用于细菌总

DNA 的提取。所有样品采自同一池塘并设置 3 个平

行，池塘面积约为 0.07 km2，水深约为 4 m，刺参密

度约为 5 头/m2，全年未使用微生物制剂。  

表 1  样品信息 
Tab.1  Sampling information 

采样时期 
Sampling period 

样品信息 
Sample information 

封冰期 Icebound period C-1、C-2、C-3 

融冰第 1 天 R1-1、R1-2、R1-3 

融冰第 3 天 R3-1、R3-2、R3-3 
融冰期 
Melting period 

融冰第 5 天 R5-1、R5-2、R5-3 

化冰第 7 天 R7-1、R7-2、R7-3 化冰期 
Ablation period 化冰第 14 天 R14-1、R14-2、R14-3

注：封冰期是指冰层未融化的时期；融冰期是指冰层

开始融化至冰层完全融化的时期；化冰期是指冰层完全消

失后的时期。 
Note: Icebound period refer to the period when the ice 

does not melt. Melting period refers to the period from the 
beginning of melting to the complete melting of ice. Ablation 
period refers to the period after the complete disappearance of 
ice. 

 

1.2  环境因子测定 

采用 HACH (HQd)水质分析仪器(HACH 公司, 

美国)，现场测定养殖池水的温度(T)、盐度(S)和酸碱

度(pH)，其他理化参数测定均依据中华人民共和国

《海洋沉积物质量标准(GB18668-2002)》进行。沉积

物总有机碳(TOC)的测定采用重铬酸钾氧化–还原容

量法，总氮(TN)采用过硫酸钾氧化法，总磷(TP)采用

钼锑抗分光光度法，氨氮(NH4
+-N)采用次溴酸盐氧化

法，硝酸盐(NO3
–-N)采用镉柱还原法，亚硝酸盐(NO2

–-N)

采用萘乙二胺分光光度法，磷酸盐(PO3
–-P)采用磷钼

蓝分光光度法，硫化物采用亚甲基蓝分光光度法。 

1.3  DNA 提取、扩增和测序 

选用 OMEGA Soil DNA 试剂盒(D5625)提取沉积

物总 DNA。提取的 DNA 用 NanoDrop2000 分光光度

计检测浓度和纯度，为确保 DNA 无降解无污染，DNA

浓度要求≥50 ng/μL，纯度 OD260 nm/OD280 nm=1.8~2.0。

利用 1%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量，DNA 条带清

晰且带型完整无拖尾现象，表明所提 DNA 无蛋白质污

染、无降解发生。 

以细菌 16S rRNA 基因 V3~V4 片段 341F (5´-CCT 

ACGGGNGGCWGCAG-3´)和 805R(5´-GACTACHVG 

GGTATCTAATCC-3´)作为扩增引物进行 PCR 扩增，

使用带 barcode 的特异引物，TaKaRa 公司的 Tks Gflex 

DNA 聚合酶进行 PCR，确保扩增效率和准确性。 

将上述 PCR扩增后获得的细菌 16S rRNA基因产

物送生工生物工程 ( 上海 ) 股份有限公司，采用



第 4 期 裴泓霖等: 冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群结构特征及其影响因素 123 

 

Illumina Miseq 2×300 bp 测序平台进行高通量测序。 

1.4  数据处理与分析 

用 FASTP (版本 0.18.0) (Guo et al, 2017)对 Illumina

平台的原始数据进行过滤，标准如下：去除含有未知

核苷酸(N)≥10%的 reads；去除 phred 质量评分≤20

的碱基≥50%的 reads；删除含接头的 reads。对低质

量 tag 过滤得到 clean tag (Bokulich et al, 2013)。参照

QIIME (Caporaso et al, 2010)的 tags 质量控制流程。

使用 UCHIME 算法(Edgar et al, 2011)进行 tag 的嵌合

体检查。过滤嵌合体后得到的 effective tag 进行 OTU

丰度统计和其他后续分析。选取丰度 高的 tag 序列

作为每个操作分类单元(operational taxonomic units, 

OTUs)的代表序列。采用 Usearch (8.1.1831)软件，按

照序列相似性为 97%的阈值进行 OTUs 聚类。采用

Mothur (1.30.1)软件对样品序列进行 α 多样性分析。

采用 RDP Classifier (2.12)软件对样品合格序列进行

物种分类操作，阈值设置为 0.8，低于该阈值的分类结

果被划归为 unclassified 一类。使用 R 语言(版本 2.5.3)

进行环境因子相关性分析，以明确环境因素对群落组成

的影响，获得不同水平各 rank 的丰度值。环境因素与

物种之间的 Pearson 相关系数使用 R 语言 psych 包(版

本 1.8.4)计算(Revelle et al, 2010)。使用 SPSS19.0 软件

对样本进行单因素方差分析(one-way ANOVA)。 

2  结果 

2.1  环境因子监测 

本研究对中国北方典型岸基半开放刺参养殖池

塘封冰期、融冰期和化冰期沉积物环境理化因子进行

监测(表 2)。结果显示，融冰期温度和盐度呈现显著

性升高(P<0.05)，TOC 在融冰期第 1 天达到 高，TOC

在第 3 天开始显著下降，至融冰期达到 低点(P< 

0.05)，随后保持稳定。TP、NO3-N 和 PO4
3-P 含量在

冻融期间呈逐渐下降的趋势。化冰后期环境因子波动

较小，温度和盐度基本保持稳定。 

 
表 2  冻融期刺参养殖池塘沉积物环境理化因子 

Tab.2  Environment factors of the sediment of ponds for culturing sea cucumber during ice-melting period 

封冰期 
Icebound period 

融冰期 
Melting period 

化冰期 
Ablation period 环境因子 

Environmental factor 
C R1 R3 R5 R7 R14 

底层水温 T/℃ 5.60±0.09b 7.50±0.40a 6.90±0.07ab 8.30±0.21a 8.10±0.13a 8.00±0.10a 

盐度 S 28.80±2.11b 30.80±0.52a 33.80±0.62a 33.20±0.74a 31.30±0.26a 31.30±0.13a 

溶解度 DO/(mg/L) 12.75±0.11a 12.92±0.48a 12.87±0.25b 12.94±0.27b 13.30±0.53b 10.62±0.62c 

酸碱度 pH 7.79±0.20a 7.79±0.15a 7.82±0.04a 7.85±0.11a 7.43±0.09a 7.74±0.03a 

总氮 TN/(mg/kg) 1.650±0.131a 1.732±0.032a 1.195±0.053b 1.427±0.242ab 1.512±0.108ab 1.244±0.241b 

总磷 TP/(mg/kg) 0.047±0.001a 0.033±0.000a 0.031±0.011a 0.003±0.000b 0.036±0.012a 0.024±0.044a 

氨氮 NH4
+-N/(mg/kg) 0.046±0.010a 0.033±0.000a 0.036±0.001a 0.030±0.001a 0.037±0.000a 0.043±0.023a 

硝酸氮 NO3
–-N/(mg/kg) 2.550±0.540a 0.353±0.012b 0.374±0.102b 0.139±0.193b 0.501±0.232b 0.293±0.171b 

磷酸盐 PO4
3–/(mg/kg) 1.927±0.012a 1.164±0.071a 1.080±0.034a 0.239±0.143b 0.249±0.031b 0.196±0.011b 

硫化物 Sulfide/(mg/kg) 0.008±0.000b 0.020±0.012b 0.008±0.000b 0.007±0.000b 4.637±1.376a 5.269±0.835a 

总有机碳 TOC/(mg/kg) 7.855±0.032a 8.949±0.143a 3.372±0.924b 4.487±0.571b 0.014±0.572c 0.005±0.000c 

氧化还原电位 ORP/(mV) –62±3b –121±7a –127±3a –93±1ab –95±1ab –101±2ab 

注：表中数据为平均数±标准差；同行不同字母表示不同时期的差异达到显著水平(P<0.05)。 
Note: Data in the table are Mean±SD; Data with different superscripts in the same row are significantly different (P<0.05). 

 

2.2  高通量测序结果 

冻融期不同阶段共 18 个样品所得原始测序序列

为 45 106~79 040 条，原始序列经质量控制、嵌合体

和非靶区域序列去除后，所得有效序列为 42 993~ 

76 635 条(表 3)。 

2.3  α多样性分析 

通过比较不同时期样本 α多样性指数得出(图 1)，

刺参养殖池塘冻融期间沉积物菌群丰度和多样性呈

总体下降的趋势，融冰前期则呈显著性波动(P<0.05)，

融冰后期菌群呈回升趋势，在冰层完全消失的化冰期 
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表 3  刺参养殖池塘沉积物菌群高通量测序结果 
Tab.3  High throughput sequencing results of bacteria in the sediment of ponds for culturing sea cucumber  

样品  
Sample 

原始序列 
Original sequence 

质量控后序列 
Quality control sequence

非靶区序列 
Not target sequence

嵌合体序列 
Chimeric sequence

有效序列 
Effective sequence 

OTU 数目 
OTU number

C-1 53 771 53 492 14 433 53 045 4 042 

C-2 54 122 53 851 8 452 53 391 4 289 

C-3 47 742 47 502 17 664 46 821 3 956 

R1-1 66 119 65 745 17 282 65 446 3 728 

R1-2 52 576 52 337 35 756 51 546 3 200 

R1-3 59 108 58 705 12 1 327 57 366 4 068 

R3-1 79 040 78 919 34 2 250 76 635 5 297 

R3-2 64 976 64 942 28 674 64 240 4 707 

R3-3 47 306 47 267 18 497 46 752 4 399 

R5-1 77 450 77 336 48 2 994 74 294 4 580 

R5-2 47 175 47 137 19 2 252 44 866 3 546 

R5-3 68 082 67 993 15 1 883 66 095 4 313 

R7-1 57 329 57 247 25 5 763 51 459 3 808 

R7-2 46 641 46 596 30 3 305 43 261 3 323 

R7-3 54 086 54 021 4 4 262 49 755 3 688 

R14-1 45 106 45 077 7 2 077 42 993 3 751 

R14-2 64 018 63 988 19 2 674 61 295 4 430 

R14-3 55 559 55 508 15 1 623 53 870 3 866 

 
菌群丰度和多样性再次下调。 

2.4  β多样性分析 

在 OTU 水平上，根据加权 Unifrac 距离不同对封

冰期、融冰期和化冰期样本进行主成分分析(图 2)。

其中，PCA1 (principal component analysis)、PCA2 和

PCA3 的贡献率分别为 94%、2%和 1%，总贡献率为

97%。各组分样品聚集在 PCA1，显示出较好的生物

学重复性。不同时期样品分布分散，说明组间群落结

构存在差异。 

2.5  菌群结构特征分析 

门水平上(图 3a)，相对丰度排名前 5 的菌门分别

为变形菌门(Proteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、

放线菌门(Actinobacteria)、浮霉菌门(Planctomycetes)、

酸杆菌门(Acidobacteria)。冻融期刺参养殖池塘沉积

物第一优势菌门均为变形菌门(相对丰度>49.04%)。

次优势菌门存在显著性差异，其中，封冰期次优势菌

门为拟杆菌门(相对丰度>6.80%)，融冰期次优势菌门

为绿弯菌门(Chloroflexi)和放线菌门；化冰期次优势

菌门则演替为浮霉菌门。 

属水平上(图 3b)，封冰期优势菌属主要隶属于海

泥大海球菌 (Halioglobus)、硫卵菌属 (Sulfurovum)、

Desulfopila、Lutimonas、硫深海菌属(Thioprofundum)；

融冰期优势菌属主要隶属于 Sulfurovum、Thioprofundum、

Desulfopila；化冰期优势菌属主要隶属于 Sulfurovum、

Desulfopila、Thioprofundum。值得注意的是，在冻融

期 间 检 测 出 刺 参 条 件 致 病 菌 假 交 替 单 胞 杆 菌

(Pseudoalteromonas) (相对丰度为 0.9%)。 

线性判别法 LEfSe 分析显示(图 4)，不同分类水

平下共有 244 个细菌类群在冻融期存在差异。封冰期

刺参养殖池塘沉积物差异菌门主要隶属于厚壁菌门，

其代表菌属为盐厌氧杆菌(Halanaerobium)和嗜盐菌

属(Halocella)。融冰期沉积物差异菌门隶属于酸杆菌

门，其代表性差异菌属分别为 GP7、GP17 和 GP26。

化冰期沉积物差异菌门隶属于软壁菌门(Tenericutes)，

其代表性差异菌属为 Haloplasma。 

2.6  COG 功能预测分析 

基于 COG 数据库(图 5)，对比 25 组功能蛋白，

刺参养殖池塘沉积物菌群在冻融期共有 18 组功能蛋

白存在显著性差异(P<0.05)。与封冰期相比，融冰期沉

积物菌群在一般功能预测(general function prediction 

only) [R]，次生代谢物生物合成、运输和分解代谢
(secondary metabolites biosynthesis, transport, and 
ca tabol ism)  [Q]，辅酶的运输和代谢 (coenzyme 

transport and metabolism) [H]，碳水化合物的运输和

代谢(carbohydrate transport and metabolism) [G]，核苷 
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图 1  刺参养殖池塘沉积物菌群 α 多样性指数 
Fig.1  α Diversity index in sea cucumber culture pond during ice-melting period 

 

S-R1、S-R3、S-R5 分别为融冰期的第 1、3、5 天；S-R7、S-R14 分别为化冰期的第 7、14 天。 
S-R1, S-R3, and S-R5 indicate the first, third and fifth day of the melting period, respectively; 

S-R7 and S-R14 indicate the 7th and 14th day of the ablation period. 
 

 
 

图 2  刺参养殖池塘沉积物菌群 PCA 分析图 
Fig.2  PCA analysis diagram in sea cucumber culture  

pond during ice-melting period 

酸的运输和代谢(nucleotide transport and metabolism) 

[F]，能量产生与转化(energy production and conversion) 

[C]，复制、重组和修复(replication, recombination and 

repair) [L]，转录(transcription) [K]，染色质结构及作

用方式(chromatin structure and dynamics) [B]，RNA

加工与修饰(RNA processing and modification) [A]，细

胞外结构功能(extracellular structures) [W]，细胞骨架

(cytoskeleton) [Z]，防御机制(defense mechanisms) [V]，

信息转导机制(signal transduction mechanisms) [T]，细

胞膜、细胞壁、包膜生物发生 (cell wall/membrane/ 

envelope biogenesis) [M]，细胞周期控制、细胞分裂、

染色体分区(cell cycle control, cell division, chromosome 

partitioning) [D] 16 个方面呈现出显著性上调(P<0.05)。
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化冰期，沉积物菌群在染色质结构及作用方式

(chromatin structure and dynamics) [B]，RNA 加工与

修饰(RNA processing and modification) [A]，碳水化合

物的运输和代谢(carbohydrate transport and metabolism) 

[G]，细胞周期控制、细胞分裂、染色体分区(cell cycle 

control, cell division, chromosome partitioning) [D]，细

胞外结构功能(extracellular structures) [W]，信息转导

机制(signal transduction mechanisms) [T]，一般功能预

测 (general function prediction only) [R] ， 转 录

(transcription) [K]，次生代谢物生物合成、运输和分

解代谢(secondary metabolites biosynthesis, transport, 

and catabolism) [Q] 9 组功能蛋白中表现为显著性下

调(P<0.05)。 

2.7  菌群结构与环境因子相关性分析 

冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群与环境因子 
 

CCA 分析结果见图 6。如图 6 所示，封冰期刺参养殖

池塘沉积物菌群单独聚为一类，融冰期和化冰期沉积

物菌群则聚为另一类。根据环境因子箭头与原点连线

的长度可知，刺参养殖池塘沉积物菌群排名前 4 的主

导环境因子分别为温度、盐度、TN 和 TOC。其中，

温度和盐度与封冰期沉积物菌群呈负相关，与融冰期

沉积物菌群呈正相关。TOC 和 TN 与封冰期沉积物菌

群相对丰度呈正相关。 

冻融期刺参养殖池塘沉积物优势菌门与主导环

境因子间相关性分析结果见表 4。其中，拟杆菌门与盐

度呈极显著负相关(P<0.001)，表明拟杆菌门受沉积物

盐度影响较大。绿弯菌门与温度和盐度呈极显著正相

关(P<0.001)，与 TOC 含量呈极显著负相关(P<0.001)。

浮霉菌门与温度和盐度等环境因子均未表现出显著

相关性(P>0.05)。放线菌门与盐度呈极显著正相关

(P<0.01)，与 TOC 含量呈极显著负相关(P<0.01)。 

 
 

图 3  沉积物菌群结构相对丰度图 
Fig.3  Relative abundance of sediment bacterial community 
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图 4  冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群 LEfSe 分析 
Fig.4  LEfSe analysis of the sediment bacterial community in sea cucumber culture pond during ice-melting period 

 

3  讨论 

3.1  冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群丰度和多样性 

微生物作为养殖池塘生态系统的生产者和分解

者，在生态系统物质循环和能量流动过程中发挥着重

要作用(Langenheder et al, 2006; Adams et al, 2010; 

金笑等, 2017)。菌群生长繁殖所需的营养物质主要依

靠环境中的无机盐和有机物，其群落组成对环境因子

的变化有较强的敏感性(王轶南等, 2010; Bell et al, 

2013; 李建光等, 2014; Yang et al, 2015; Amabebe 

et al, 2020)。本研究表明，冻融期刺参养殖池塘沉积

物菌群丰度和多样性总体呈下调趋势，但融冰初期则

出现显著波动。相较于封冰期，温跃层及盐跃层的出

现引起底部水层环境因子发生剧烈变化(姜森颢等 , 

2015)。温度的升高为更多微生物提供了适宜的生境，

能加速酶促反应，进而促进微生物代谢(Tang et al, 
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2014; Cardona et al, 2016)，造成融冰初期菌群丰度及

多样性上调。同时，盐度作为海水养殖中的重要环境

因素，能干扰水体微生物新陈代谢，影响沉积物中微

生物的多样性(Jackson et al, 2009)。倪蒙等(2019)对不

同盐度罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)养殖池

塘调查显示，高盐度组菌群丰度与多样性显著高于低

盐度组。环境因子的大幅改变，破坏了封冰期沉积物

原有的菌群结构，引起冻融期微生物丰度和多样性出

现波动，随着气温回升，养殖环境温度和盐度变化趋势

减小，养殖池塘环境因子和菌群结构也趋于稳定。 

相比于融冰期，化冰期菌群丰度及多样性呈下调

趋势。微生物能通过碳循环获取能量，而有机碳作为

环境中碳源的指标之一，能在一定程度上反映环境微

生物丰度。李谷等(2013)对养殖池塘群落的碳源代谢 
 

 
 

图 5  基于 COG 数据库注释沉积物菌群功能 
Fig.5  Function abundances of sediment bacterial based on COG database 

同一组中上标不同字母表示平均值间差异显著(P<0.05)，各组上标相同字母表示组间差异不显著(P>0.05)。 
In the same group, there is a significant difference between the mean values indicated by different superscripts (P<0.05), while 

there is no significant difference between groups indicated by the same superscripts (P>0.05). 
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图 6  沉积物菌群与环境因子 CCA 分析图 
Fig.6  CCA analysis of sediment bacterial community and 

environmental factors 

 
特性和功能多样性进行调查，发现养殖池塘水体微生

物群落对不同类型的碳源有不同程度的利用。高浓度

有机碳更适合微生物大量繁殖栖息(Ram et al, 1982)。

本研究中，化冰期沉积物 TOC 含量显著下降(仅为

0.014 mg/kg)。TOC 含量过低抑制了微生物的生长繁

殖，进而限制了微生物的丰度及其多样性，可能是引

起化冰期微生物丰度及多样性出现下调的原因。 

3.2  冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群结构特征及其

影响因素 

本研究中，冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群结构

呈现显著的演替特征，但变形菌门始终为冻融期沉积

物第一优势菌门。变形菌门作为刺参养殖池塘丰度

高的菌群(丁斯予等, 2019; 任利华等, 2015; 窦妍等, 

2016)，主要是由其在原核生物分子生物学分类中的

绝对优势所决定的(Gupta, 2000)。Auguet 等(2009)研

究表明，α-变形菌纲通过光合作用储存能量，用于生

长代谢、CO2 和 N 的固定。厌氧条件下，一些γ-变

形菌可以和厌氧环境中的动物产生共生关系，对环境

中的 C、N 和 S 循环起着重要作用(Olav et al, 1989; 

Bakunina et al, 2000; Manzoni et al, 2008)。 

此外，不同时期菌群存在显著性差异，且各时期

差异菌群与其生境环境因子之间显著相关。闫法军等

(2014)研究表明，微生物作为生境的反映，与环境理

化性质密切相关且相互限制影响。其中，封冰期刺参

养殖池塘沉积物差异菌以厚壁菌门为代表。厚壁菌门

可以形成抗逆性芽孢，具有极强的环境适应性，温度

越低，厚壁菌门的相对丰度越大(宋兆齐等, 2015，与

封冰期的低温条件相符。酸杆菌门作为融冰期特异性

菌群的代表，与 pH 值密切相关。Jones 等(2009)对北

美和南美的共 87 个土壤样品大尺度分析发现，酸杆 
 

表 4  沉积物优势菌群与主导环境因子相关性分析 
Tab.4  Correlation analysis between dominant bacterial community and environment factors in sediment 

环境因子 Environment factors 优势菌群 
Dominant bacterial community 温度 T 总氮 TN 盐度 S 总有机碳 TOC 硫化物 Sulfide 酸碱度 pH

拟杆菌门 Bacteroidetes –0.515** 0.375* –0.634*** 0.452* –0.120 0.341 

绿弯菌门 Chloroflexi 0.596*** –0.550** 0.607*** –0.668*** 0.453* 0.241 

浮霉菌门 Planctomycetes –0.040 0.221 0.845 0.062 –0.151 –0.251 

放线菌门 Actinobacteria 0.425* –0.299 0.550** –0.494** 0.194 –0.016 

注：同列中标有***表示差异极显著(P<0.001)；**表示差异显著(P<0.01)；*表示差异显著(0.01<P<0.05)；无标注则为

差异不显著(P>0.05)。 
Note: In the same column, *** indicates extremely significant difference (P<0.001), ** indicates highly significant 

difference (P<0.01), * indicates significant difference (0.01<P<0.05), and no marked indicates no significant difference (P>0.05). 
 

菌门中的 GP7 和 GP17 相对丰度与 pH 呈显著正相关

关系。结合环境因子数据，与融冰期沉积物较高 pH

条件相符。化冰期刺参养殖池塘沉积物差异菌以软壁

菌门为代表，而目前有关于软壁菌门的研究还鲜有

报道。值得注意的是，冻融期间刺参养殖池塘沉积物

中发现假交替单胞杆菌，相对丰度为 0.9%，该菌是

刺参腐皮综合征的主要致病菌(李强等, 2013)，发病

时的死亡率可达 90%。因此，冻融期养殖环境管理十

分重要，建议定期向水中投放水质改良剂，防止水质

恶化。同时加入免疫增强剂促进诱发宿主防御反应，

增强刺参抗病能力。 

3.3  冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群 COG 功能分析 

微生物参与多种物质循环，与次生代谢物生物合

成、运输和分解代谢、碳水化合物的运输和代谢、能

量产生与转化、转录、RNA 加工与修饰等功能息息
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相关(Rungrassamee et al, 2016; Xiong et al, 2016)。放

线菌门与绿弯菌门作为融冰期的两大优势菌门与该

时期 COG 功能蛋白的上调具有一定相关性。放线菌

门具有降解淀粉和蛋白质等大分子的功能，在氮磷循

环、有机物降解及矿化过程中也具有重要作用，其发

酵产物能抗菌抗病毒，能够抑制部分革兰氏阳性菌发

挥功能(李文均等, 2002; 凌春耀等, 2020; Bull et al, 

2005)。绿弯菌门营养方式和代谢途径十分丰富，是 C、

N、S 等元素的生物地球化学循环的重要参与者(鲜文东

等, 2020)，如 CO2 固定、CO、CH4、NO2
–氧化及纤维

素等大分子的降解，这些功能与碳水化合物的运输和

代谢、能量产生与转化等功能息息相关。其部分次级

代谢产物具有高效的细胞毒性和抗菌作用，具有成为

益生菌的潜力(Nett et al, 2006)。这些优势菌群功能与

COG 蛋白中次生代谢物合成、运输和分解代谢、碳

水化合物的运输代谢、能量产生与转化等功能相吻

合，说明冻融期独特的优势菌门可能是其功能蛋白显

著上调的原因。开展冻融期沉积物菌群 COG 功能分

析，能够反映出菌群整体代谢水平及其生理偏向。 

4  结论 

本研究利用高通量测序技术首次探究冻融期刺

参养殖池塘沉积物菌群结构和功能的演替特征，并查

明影响沉积物菌群结构的主导环境因子。研究表明，

环境因子改变不利于养殖池塘沉积物菌群结构的稳

定，易导致潜在致病菌增殖，加大养殖生物患病风险。

因此，在养殖过程中应注重融冰期养殖池塘环境的管

理，避免水质恶化与病害暴发。 
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Abstract    The sea cucumber (Apostichopus japonicus) has high economic value and is one of the 

important mariculture species in northern China. With the continuous development of aquaculture 

industry, closed or semiclosed pond aquaculture has become the main sea cucumber culture method. 

The ice-melting period is a special period when the ice on the pond surface melts due to the 

temperature rise in early spring in northern China. During this period, the ice-melting layer gradually 

changes the water environment of pond aquaculture from a closed state to external exchange state, 

resulting in the formation of thermocline and halocline areas and dissolved oxygen stratification in 

pond aquaculture waters. Some investigations have shown that the thermocline of pond water caused 

by ice-melting will cause the deterioration of water quality at the bottom of the pond and the outbreak 

of pathogenic bacteria, which will endanger the health of cultured organisms. Microorganisms are an 

important part of the pond aquaculture ecosystem. They play an important role in the ecosystem´s 

material circulation and energy flow and are significant to maintaining its balance. As an important 

part of the pond aquaculture ecosystem, sediment bacteria not only play a great role in the material 

circulation and energy flow processes but correlate with the growth, digestion, immunity, and 

diseases of aquaculture organisms. However, external physical and chemical factors easily affect the 

pond aquaculture ecosystem´s bacterial structure. Seasonal changes and nutrient input can modulate 

the species and abundance of bacteria in the pond aquaculture environment, and indirectly affect the 

growth and health of aquaculture organisms. In recent years, investigations have been carried out on 

the bacterial community structure in ponds water and sediment. Nonetheless, only few reports 

comprise the structure and function of the bacterial community during the ice-melting period. 

Therefore, it is of great theoretical and practical significance to study the structural and functional 

characteristics of the sea cucumber sediment bacterial community in the pond aquaculture during the 

ice-melting period. Therefore, this study used the typical shore-based semi-open sea cucumber pond 

culture in northern China as its research object. A 16S rRNA sequencing library was constructed 

based on the sediment bacterial community during the icebound, melting, and ablation periods and 

analyzed using high-throughput sequencing technology. These sequences were used to evaluate the 

structural characteristics of these bacterial communities and identify the dominant environmental 

factors affecting them. The results showed that the abundance and diversity of sediment bacterial 
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communities showed an overall downward trend in the ice melting period, fluctuating significantly in 

the early stage of ice-melting (P<0.05). Compared with the icebound period, the appearance of 

thermocline and halocline caused drastic changes in the environmental factors of the bottom water 

layer. The temperature increase provides a suitable habitat for more microorganisms, accelerating 

enzymatic reactions and promoting microbial metabolism, which results in the up-regulation of 

bacteria abundance and diversity in the early melting period. As an important environmental factor in 

mariculture, salinity can interfere with the metabolism of microorganisms in the water and affect its 

diversity in sediments. This investigation showed that the bacterial community abundance and 

diversity in high-salinity conditions were significantly higher than those in low salinity. The 

substantial changes in the environmental factors destroyed the original sediment bacterial structure 

during the icebound period, resulting in microbial abundance and diversity fluctuation during the 

ice-melting period. With the gradual disappearance of the thermocline and salt layers, the pond 

aquaculture´s environmental factors and bacterial structure tended to be stable. In the ice-melting 

period, there were significant differences in the structure of sediment bacteria. The differential 

bacterial communities in the icebound, melting, and ablation periods were Firmicutes, Acidobacteria, 

and Tenericutes, respectively. Although the relative abundance ratio of microorganisms in different 

stages is distinct, the first dominant bacteria belong to Proteobacteria, and the relative abundance is 

higher than 49.04%. The secondary dominant bacteria included Bacteroides in the icebound period, 

Chloroflexi and Actinobacteria in the melting period, and Planctomycetes in the ablation period. The 

environmental factors and bacterial community structure showed significant correlation in the sea 

cucumber culture pond during the ice-melting period (P<0.05). Temperature, salinity, total nitrogen, 

and total organic carbon were the dominant environmental factors affecting sediment bacteria. This 

study will provide a theoretical basis for effectively managing sea cucumber pond aquaculture. 

Key words    Apostichopus japonicus; Ice-melting period; Sediment; High-throughput sequencing; 

Bacterial community 


