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摘要    为了解凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)养殖过程中挂膜式生物滤器内不同位置间微生

物群落结构多样性的差异，采集已运行 46 d 的挂膜式生物滤器内挂膜上部外侧和内侧、下部内侧

和外侧及收集盘 5 个不同位置的微生物，采用分子生物学手段，通过 16S rRNA 基因高通量测序法

对生物滤器内微生物进行多样性分析，并对不同位置间功能性微生物进行对比。结果显示，在门水

平上，5 个不同位置共鉴定出 10 个主要类群，其中，变形菌门(Proteobacteria)所占丰度比例较大，

为主要优势类群，硝化螺旋菌门(Nitrospirae)在挂膜内外两侧检出比例均较高(平均 4.3%)，收集盘

内则较低(0.33%)，存在显著性差异。共鉴定出 41 种优势属，其中地杆菌属(Pedobacter)为绝对优势

种属，短小盒菌属(Parvularcula)为次优势属，二者丰度比例均在 10%以上，硝化螺旋菌属(Nitrospira)

为第三优势属，挂膜不同位置丰度比例(平均 4.31%)显著高于收集盘内比例(0.28%)。挂膜上氨氧化

细菌(AOB)平均丰度比例为 1.70%，硝化细菌(NOB)平均比例为 6.99%，是系统中主要去除氨氮和

亚硝酸氮的微生物。生物滤器各部位微生物物种多样性丰富，微生态系统稳定，可有效维持循环水

系统的水质。生物滤器硝化作用主要在上部进行，下部净化能力较弱，收集盘内基本没有硝化能力。

生产中应合理配置挂膜数量，科学设计挂膜长度以提高生物滤器的净化效率。 
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凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)又称南美白

对虾，是我国对虾养殖的主要品种之一(黄永春等 , 

2010)。随着凡纳滨对虾集约化养殖的迅速发展，养

殖水质恶化及对虾种质退化等问题给对虾养殖带来

的风险不断加大。氨氮和亚硝酸氮是诱发对虾暴发疾

病的主要因素，也是造成生态环境污染的主要因子之

一(王年斌等, 2004)。 

目前，改善对虾水质的生态养殖模式主要有混养

(梁志辉等, 2007)、种植浮床植物(戴习林等, 2012)以

及循环水养殖(Zhang et al, 2011)等。其中，以生物滤

器为核心处理单位的循环水养殖主要利用滤料表面

形成的生物膜去除水体中氨氮和亚硝酸氮，是改善水

质最为有效的方法之一(黄滨等, 2016)。生物膜由微

生物附着于不同载体而形成，其形成方式主要有两
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种，一是根据用途采用已筛选出具有特殊功能的微生

物进行挂膜培养，二是利用养殖水体中土著微生物自

然挂膜。后者因其操作简单、成本较低而被广泛应用。 

生物膜中微生物种类的组成和优势功能菌的比

例，对于研究生物膜功能机理及对有害污染物的降解

转化具有重要意义，而且对构建不同条件下循环水养

殖系统具有指导意义。许多学者对于循环水养殖系统

中生物膜上微生物多样性进行了报道。Schreier 等

(2010)研究了循环水养殖系统中生物滤膜上的微生物

多样性；Wold 等(2014)研究了鳕鱼(Gadus morhua)海

水循环水养殖系统生物膜微生物多样性；姚延丹等

(2011)对复合池塘循环水养殖系统内微生物群落结构

进行了分析；李秋芬等(2011)通过 PCR-DGGE 法分析

了循环水养殖系统生物滤池细菌群落的结构变化； 

张海耿等(2011)研究了循环水养殖系统生物载体上微

生物群落多样性变化。然而，多数研究仅对生物滤器

内某一特定部位或进行混合取样，而生物滤器不同部

位由于水流、溶解氧、有机物负荷等的不同，有可能

存在较大差异，但这方面的研究尚未见报道。 

本研究通过 16S rRNA 基因高通量测序法，检测

分析凡纳滨对虾养殖过程中挂膜式生物滤器内(以下

简称生物滤器)的微生物多样性，并对滤器内不同部

位间微生物多样性进行对比分析，以期为深入了解生

物滤器的作用机理及对挂膜式生物滤器的构建和改

进提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验塘基本情况 

实验于 2015 年 4 月 1 日–6 月 10 日在上海奉贤区 

某养殖基地进行，凡纳滨对虾为大棚土塘养殖。养殖

池水深为 1.4 m，养殖水面约 0.43 hm2，配有 4 台叶

轮式增氧机(每天开启 14 h)，另配备 20 个全天开启的

自沉式底部微孔曝气盘，投放苗种约 50 万尾、斑点

叉尾鮰(Ietalurus punetaus)20 尾，配备外置挂膜式生

物滤器以实现循环水养殖(图 1)。养殖过程中未添加

新水和换水，早晚各投喂饲料 1 次，养殖结束后收获

成 虾 体 长 和 体 重 分 别 为 (9.81± 0.17) cm/ 尾 和

(5.43±0.25) g/尾。实验期间，实验塘水温和 pH 变化

范围分别为 25.3–33.8℃和 7.81–8.61，主要营养盐指

标总氮、总磷和高锰酸盐指数变化范围分别为

3.09–4.15 mg/L、0.70–1.06 mg/L 和 6.34–8.33 mg/L。 

生物滤器为 1.4 m×1.4 m×2 m 的钢骨架结构，底

部设 0.2 m 高的收集盘，滤器内部挂 52 根 1 m×1.8 m

的塑料骨架，每个骨架上搭 1 层 1 m×3.6 m 纳米纤维

膜，自然披挂于骨架的左右两侧。通过水泵(功率为

1.8 kW)将养殖池塘水抽至滤膜系统顶部，经顶部布

水管均匀分布到各层纳米纤维材料的表面，汇入收集

盘后经出水口排入养殖塘。生物滤器 4 月 25 日开启，

至养殖生产结束时关闭。 

1.2  样品采集与处理 

1.2.1  样品采集    养殖结束后，关闭生物滤器，打

开装置外壳，按图 1 所示采集不同部位微生物样品。

上部采样位置距挂膜顶层 20 cm，下部采样位置距挂

膜底部 20 cm，上下部均采集挂膜外侧和内侧微生物，

另采集收集盘内沉积物，采集样品均保存于 10 ml 灭

菌离心管内，–80℃冷藏待处理。各部位样品编号：

上部膜内侧 (SN)，上部膜外侧 (SW)，下部膜内侧

(XN)，下部膜外侧(XW)，收集盘内沉积物(D)。 

 

 
 

图 1  凡纳滨对虾循环水养殖挂膜式生物滤器水处理系统模式 
Fig.1  Technology flow chart of the recirculating aquaculture system for L . vannamei 
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1.2.2  样品 DNA 提取    无菌条件下称取 0.2 g 样

本，放入 5 ml 灭菌塑料离心管中，加入 1 ml SLX-Mlus 

Buffer 缓冲液和 100 μl DS Buffer 缓冲液，70℃孵育

10 min，室温、3000 r/min 离心 3 min，吸取 800 μl 上

清液至 2 ml 离心管中。加入 270 μl P2 Buffer，涡旋

混匀，冰上孵育 5 min，4℃、12000 r/min 离心 5 min，

转移上清液至 1.5 ml 离心管中，加入 0.7 倍体积的异

丙醇，混匀，–20℃下放置 1 h，然后 4℃、12000 r/min

离心 5 min。采用试剂盒(E.Z.N.A.Soil DNA Kit)提取

该微生物基因组 DNA，分别用 Qubit 2.0 和琼脂糖凝

胶检测 DNA 浓度。 

1.2.3  16S rRNA 基因的 PCR 扩增    PCR扩增采用

环 境 微 生 物 16S rRNA 通 用 引 物 ： 上 游 引 物

341F5′(5′-CCCTACACGACGCTCTTCCGATCTG-3)
和下游引物 805R3′(3′-GACTGGAGTTCCTTGGCA 

CCCGAGAATTCCA-5′)，用于 PCR 扩增的 16S rDNA

片段由上海生物工程技术服务有限公司合成。扩增反应

体系为 50 μl：10×PCR 缓冲液 5 μl，上下游引物各 0.5 μl 

(50 μmol/L)，0.5 μl dNTP (10 mmol/L)，0.5 μl Taq DNA

聚合酶(5 U/μl)，模板 10 ng，加双蒸水定容至 50 μl。

反应程序：94℃预变性 3 min；94℃变性 30 s，45℃

退火 20 s，65℃延伸 30 s，5 个循环；94℃变性 20 s，

55℃退火 20 s，72℃延伸 30 s，共 20 个循环；72℃

延伸 5 min。PCR 结束后，用 1.5%琼脂糖凝胶电泳检

测结果，并在目的条带处用 SanPrep 柱式 DNA 胶回

收试剂盒割胶回收。 

1.2.4  16S rRNA 基因测序    16S rRNA 基因测序

交由上海生物工程技术服务有限公司完成，将所测基

因序列通过 Blast (http://www.ncbi.nlm.nib.gov/blast/ 

blast.cgi)在 GenBank 中进行相似序列搜索，根据最相

似序列确定其系统发育地位。 

1.3  数据分析 

将多条序列按其序列间的距离进行聚类，然后以

序列之间的相似性作为域值(0.97)分成操作分类单元

OTU。根据 OTU 数目进行 Alpha 多样性指数计算，

指数包括香农指数(Shannon Index)、ACE 指数、Chao1

指数、Coverage 和 Simpson 等。Chao1 指数和 ACE

指数均由 Chao 等(2002)提出，用来估计群落中含有

的 OTU 数目，是生态学中估计物种总数的常用指数。

Coverage 是指各样品文库的覆盖率，其数值越高，样

本中序列没有被测出的概率越低，该指数实际反映了

本次测序结果是否代表样本的真实情况 (Li et al, 

2015)。Alpha 多样分析采用 mothur (Schloss et al, 

2011)，相关网址：http: /www.mothur.org/。 

常规数据处理及作图使用Excel软件统计分析；

非参数检验、方差分析(One-way ANOVA)及NMDS作

图采用SPSS 19.0 进行；样本距离heatmap图所用软件

为R语言程序包“pheatmap”。 

2  结果 

2.1  微生物物种组成 

对生物滤器内 5 个不同部位微生物进行测序分

析。在门水平共鉴定出 10 个主要类群(图 2-a)，包括

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

厚壁菌门(Firmicutes)、硝化螺旋菌门(Nitrospirae)、

浮霉菌门(Planctomycetes)、衣原体门(Chlamydiae)、

芽单胞菌门(Gemmatimonadetes)、绿弯菌门(Chloroflexi)、

疣微菌门(Verrucomicrobia)和蓝藻门(Cyanobacteria)。

变形菌门、拟杆菌门和厚壁菌门在不同部位均为主要

优势门类，其中，变形菌门为绝对优势门类。挂膜上

所检测出硝化螺旋菌门比例(平均为 4.33%)显著高于

收集盘内比例(0.33%)，非参数检验表明，存在极显

著性差异 (P<0.01)；上部膜内 (5.53%)、上部膜外

(4.36%)和下部膜内(4.41%)三者之间无显著性差异，

但比例均高于下部膜外(3.03%)，非参数检验表明，

存在显著性差异(P<0.05)。收集盘内浮霉菌门和疣微

菌门所占比例均高于其在挂膜上的比例。其他门类相

对比例较小，不同部位间差异不显著。在属水平上，

5 个不同部位共鉴定出 743 种微生物，种类数由多至

少依次为 D>SN>SW>XN>XW(图 2-b)。 

2.2  优势种与功能分类 

将生物滤器 5 个不同部位中均存在且丰度比例

大于 0.1%的微生物种类(属水平)定为优势属，共鉴定

出 41 个优势属(表 1)。地杆菌属(Pedobacter)为绝对

优势，丰度比例均在10%以上；短小盒菌属(Parvularcula)

为次优势属，在 SN、SW 和 XN 部位丰度比例在 10%

以上，SW 和 D 中比例较小；第三优势属为硝化螺旋

菌属(Nitrospira)，各挂膜不同部位含量均较高(平均值

为 4.31%)，收集盘内较低(0.28%)。 

根据微生物种属的功能，可将系统内优势种属分

为 4 类。第 1 类是可直接参与硝化或反硝化作用的硝

化类群(Orso et al, 1994; Yin et al, 2009; Purkhold et al, 

2000)，共 10 种，包括亚硝化单胞菌(Nitrosomonas)、

芽殖小小梨形菌属(Blastopirellula)及亚硝化球菌属

(Nitrosococcus) 3 种氨氧化菌(AOB)，以及硝化螺旋

菌属(Nitrospira)、黄色单胞菌科(Silanimonas)、固氮

弧菌属(Azoarcus)、土微菌属(Pedomicrobium)、副球 
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图 2  生物滤器内不同部位微生物组成 

Fig.2  Dominant bacterial community of the biological filter  

a：门类水平；b：属水平  a: Phylum level, b: Genus level 

 
菌属 (Paracoccus)、埃希氏 -志贺菌属 (Escherichia- 

Shigella) 和红螺菌科 (Defluviicoccus) 7 种硝化菌

(NOB)；第 2 类是可利用有机物参与氮代谢循环的类

群 (冯丽娟等 , 2011; 唐美珍等 , 2014; 马溪曼等 , 

2015)，共 8 种，包括假单胞菌属(Pseudomonas)、金

色单胞菌属(Chryseolinea)、小红卵菌属(Rhodovulum)、

小梨形菌属(Pirellula)、维斯氏菌属(Weissella)、生丝

微菌属(Hyphomicrobium)、线状微球菌属(Filomicrobium)

和脱硫叶菌属(Desulfobulbus)；第 3 类主要为具有抵

抗重金属及降解芳香类有机污染物的类群(袁军等 , 

2008; Arun et al, 2009)，共 3 种，分别为短小盒菌属

(Parvularcula)、赤杆菌科(Altererythrobacter)和新鞘氨

醇杆菌属(Novosphingobium)；第 4 类为其他污水处理

系统或生物膜反应器中常见种属(Zhou et al, 2012)，如

地杆菌属(Pedobacter)、玫瑰变色菌(Roseovarius)等。 

2.3  α多样性分析 

通过高通量测序技术，根据barcode标签对序列

进行拆分，对所测序列进行冗余处理，获得相似度

97%以上的序列，并将其聚类为用于分析的OTU单

元。由于样品间存在一定的差异以及测序技术本身的

缺陷，每个样品所测出的有效序列数存在差异(表2)。

下部膜外OTU数目最少，非参数检验表明，其与其他

部位间存在显著性差异(P<0.05)。ACE指数及Chao1

指数受OTU数目影响也出现类似结果，下部膜外多样

性指数明显低于其他部位 (P<0.05)。5个不同部位 
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表 1  不同部位微生物优势属丰度比例(%) 
Tab.1  Relative abundance of dominant microbial genus in different positions (%) 

属类 Genus SN XN SW XW D 

地杆菌属 Pedobacter 13.56 14.64 15.61 10.26 17.39 

短小盒菌属 Parvularcula 11.73 13.41 7.39 1.92 0.50 

硝化螺旋菌属 Nitrospira 5.49 4.39 4.36 2.99 0.28 

玫瑰变色菌 Roseovarius 4.56 4.87 3.60 3.61 2.58 

瘤胃球菌属 Ruminococcus 4.00 4.75 1.19 1.92 0.10 

假单胞菌 Pseudomonas 2.75 2.96 3.24 12.56 2.89 

鞘氨醇杆菌属 Sphingobacterium 2.27 2.14 2.58 1.72 2.71 

2.00 0.84 1.84 1.33 0.17 黄色单胞菌科 Silanimonas 
Hymenobacter 1.98 1.65 3.44 1.38 1.17 

赤杆菌科 Altererythrobacter 1.88 4.31 0.46 0.64 0.77 

金色单胞菌属 Chryseolinea 1.50 0.73 0.51 0.41 0.15 

新衣原体属 Neochlamydia 1.39 0.34 0.69 0.93 0.14 

1.13 1.06 1.31 0.72 1.30 黄杆菌属 Flavobacterium 
Aquicella 1.09 0.65 0.86 1.89 0.19 

芽孢杆菌属 Bacillus 0.89 0.73 1.29 1.30 1.28 

浮霉状菌属 Planctomyces 0.82 1.04 1.01 1.32 0.80 

亚硝化单细胞菌 Nitrosomonas 0.68 0.97 1.10 1.06 0.16 

小红卵菌属 Rhodovulum 0.61 0.37 2.62 0.34 0.27 

芽殖小小梨形菌属 Blastopirellula 0.45 0.60 0.41 0.67 0.77 

堆囊菌属 Sorangium 0.38 0.21 2.27 0.89 0.26 

新鞘氨醇杆菌属 Novosphingobium 0.37 0.29 0.33 1.04 0.90 

黄曲霉属 Chthoniobacter 0.36 0.24 0.36 0.44 2.45 

0.33 0.36 0.42 0.86 1.56 小梨形菌属 Pirellula 
Ornatilinea 0.29 0.25 0.42 0.28 0.17 

维斯氏菌属 Weissella 0.29 0.22 0.35 0.19 0.32 

固氮螺菌属 Azospira 0.26 0.14 0.20 0.44 0.70 

固氮弧菌属 Azoarcus 0.25 0.17 0.14 0.31 0.11 

土微菌属 Pedomicrobium 0.24 0.25 0.40 0.46 0.29 

副球菌属 Paracoccus 0.23 0.30 0.51 0.42 0.11 

木洞菌属 Woodsholea 0.23 0.31 0.28 0.22 0.13 

亚硝化球菌属 Nitrosococcus 0.22 0.13 0.36 0.13 0.11 

明串珠菌属 Leuconostoc 0.20 0.10 0.16 0.12 0.13 

埃希氏-志贺菌属 Escherichia-Shigella 0.18 0.10 0.15 0.15 0.72 

生丝微菌属 Hyphomicrobium 0.16 0.10 0.18 0.34 0.39 

线状微球菌属 Filomicrobium 0.15 0.13 0.24 0.19 0.14 

军团菌属 Legionella 0.14 0.10 0.86 0.81 0.17 

红螺菌科 Defluviicoccus 0.13 0.12 0.12 0.10 0.11 

0.12 0.19 0.26 0.38 0.14 Q 热力克次体 Coxiella 
Phycisphaera 0.12 0.27 0.11 0.22 0.10 

伪枝藻科 Brasilonema 0.11 0.13 0.17 0.15 0.28 

脱硫叶菌属 Desulfobulbus 0.11 0.43 0.21 0.71 0.15 
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表 2  不同部位微生物多样性指数 
Tab.2  The diversity index for bacterial community in different samples 

位置 Position OTU num Coverage ACE_index Chao1_index Shannon_index Simpson 

SN 4713 0.928 15376.659 10466.717 5.805 0.025 

XN 4571 0.925 16037.899 10720.296 5.473 0.037 

SW 4899 0.922 18125.877 11871.101 5.875 0.024 

XW 2982 0.866 10705.819 6712.374 6.131 0.016 

D 5614 0.918 19138.486 12751.072 6.165 0.023 

 
之间 Shannon 指数和 Simpson 值无显著性差异，根据生

物多样性阈值的分级评价标准(蔡立哲等, 2002)可知，

Shannon 指数均在处于 V 级，微生物物种多样性丰富。 

2.4  组间相似性分析 

根据 5 个不同部位间所测序列的相似程度及相

对丰度，对各样品进行相似性聚类热图分析(图 3)，

并根据属水平差异进行非多维尺度分析(NMDS)，二

者分析结果较为类似。相似性聚类热图分析中，颜色

深浅用于判断样品两两之间的相似程度，颜色越红越

相近，越蓝则相差越大。由聚类结果可知，上部膜内

(SN)、下部膜内(XN)以及上部膜外(SW)可以聚为一

支，下部膜外(XW)与收集盘内(D)微生物可以聚为一

支。相似性分析显示，不同样品间微生物组成存在极

显著差异(P<0.01)。由图 3 可知，SN 与 XN 组间微生

物相似性最高，SN 与 SW 之间的相似性次之，XN

与 D 内微生物相似性最低。NMDS 的分析结果见图 4，

其压力系数 stress=0.1，排序结果较好，分析结果与

聚类分析结果较为类似。 
 

 
 

图 3  不同部位间相似性聚类热图 
Fig.3  Heatmap and cluster analysis of microorganism 

communities in five sampling positions 
 

3  讨论 

3.1  主要门类组成 

变形菌门作为自然界最为丰富的一个门类，在众

多环境中均为绝对优势种。本研究中，变形菌门为绝

对优势门类，平均比例为 40%，挂膜各部位间不存在 

 
 

图 4  不同部位间 NMDS 分析 
Fig.4  NMDS of microorganism communities in  

five sampling positions on genus level 
 

显著性差异，但均显著高于收集盘中的 33.18%，这与

多数研究结果较为类似。张海耿等(2011)对循环水养

殖系统中生物膜载体上微生物种类组成进行研究发

现，变形菌门比例为 51.52%，并认为 β 变形菌是废

水处理系统中除氮的主要类群；郑林雪等(2015)对缺

氧/好氧膜生物反应器中好氧池和厌氧池中微生物多

样性研究发现，变形菌门在好氧池和厌氧池中的比例

分别为 37.04%和 27.91%，并认为溶解氧的差异是变

形菌门比例不同的主要原因。本研究中，变形菌门比

例较高，高比例变形菌门对于系统脱氮具有重要作用

(张海耿等, 2011)，溶氧和有机物含量的不同是不同部

位间变形菌门比例产生差异的主要原因(郑林雪等 , 

2015)。系统内水流从生物滤器顶部进入、分散并流

过挂膜表面，与膜上微生物接触后，水中有机物被分

解，过剩的营养物质被迅速去除，溶解氧含量迅速降低，

水流汇入收集盘时，溶解氧和有机物含量已与进入系统

时存在较大差异，因此，收集盘内变形菌门比例较小。 

硝化螺旋菌是参与氮代谢循环的重要微生物，也

是生物系统内部将亚硝酸氮和氨氮氧化的重要微生

物，是主要目的功能菌，其比例的多少直接影响生物

膜系统对于亚硝酸氮和氨氮的去除能力。研究表明，

在自然环境中硝化螺旋菌门为劣势种类，在水体及土



第 5 期 张健龙等: 凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)循环水养殖塘挂膜式生物滤器内微生物的多样性 79 

 

壤中含量均不高(Gibbons et al, 2015)，在养殖水体中

硝化螺旋菌门的比例也较小(李敬源等, 2012)，在不

同废水处理系统中硝化螺旋菌门比例存在一定差异。

张楠等(2015)用 A/O 生物膜法强化处理石化废水中微

生物群落多样性表明，硝化螺旋菌门比例低于 1%，

氨氮去除率可达 93%–96%左右，去除率较高；曾薇

等(2015)研究污水处理系统中硝化螺旋菌菌群结构变

化时发现，4 种不同工艺污水处理系统中硝化螺旋菌

门比例在 1%–7%之间，氨氮去除率可达 70%以上，

可以看出硝化螺旋菌门比例在较低情况下即可达到

很好的除氨氮效果。本研究中，硝化螺旋菌门所占比

例较高(挂膜上平均比例为 4.33%)，挂膜各部位与收

集盘内存在极显著差异(P<0.01)，较高的硝化螺旋菌

门比例是本实验能有效去除氨氮和亚硝酸氮的原因。

不同部位间硝化螺旋菌门的差异与多种原因有关，众

多研究表明，硝化细菌对于不同工艺及环境非常敏

感，受各种因素，例如溶解氧、温度、水力停留时间

及各种水体中抑制剂等因素影响较大 (Geets et al, 

2006; Blackbume et al, 2008; Bollmann et al, 2011)。本

研究中，生物滤器为挂膜式，相邻膜之间存在空隙，

透氧能力较好，这符合硝化螺旋菌门好氧生长的习

性；其次，水流经生物滤器顶部流经膜表面时溶解氧

和有机物较为丰富，利于微生物的大量繁殖；再者，

由于收集盘内水体溶解氧和有机物含量降低，且没有

太多微生物附着点，不利于微生物的繁殖和积累，因

而，收集盘内硝化螺旋菌门明显少于其他部位。 

3.2  主要优势种的变化 

所测样品中共鉴定出 41 种优势属，其中，以地

杆菌属和短小盒菌属为主要优势属，丰度比例均在

10%以上，二者均为生物滤器内常见微生物种类，其

中，短小盒菌属具极强的高温抗逆性，而且有一定抗

重金属的能力，有望成为在恶劣环境下进行生态修复

的重要种群(Arun et al, 2009)。本研究中，硝化螺旋

菌属为第三优势属，相对丰度比例较高，是硝化作用

的主要类群(张海耿等, 2011)。AOB 及 NOB 是影响生

物滤器去除氨氮和亚硝酸氮的主要微生物类群，曾薇

等(2015)研究发现，处理系统内的 AOB 丰度比例

0.3%、NOB 达 5.26%时，即可达到很好的氨氮除去

效果，并认为 AOB 的含量决定了系统硝化的效果。

张楠等(2015)研究发现，AOB 含量为 0.16%、NOB

含量为 1.12%时，系统的总氮去除效率可达到 21%。

本研究中，微生物优势属中共鉴定出 3 种 AOB 微生

物，挂膜上丰度加和比例为 1.35%–1.87%；7 种 NOB

微生物在挂膜上丰度加和比例为 5.76%–8.52%，AOB

和 NOB 丰度比例较高，较高的 AOB 和 NOB 含量是

本实验具有较好的除氨氮和亚硝酸氮效果的主要原

因。本研究中，还发现一定比例的可同步进行硝化反

硝化作用的微生物包括土微菌属、副球菌属和红螺菌

科(杨航等, 2008; 孙雪等, 2014)，硝化反硝化微生物

的存在大大缩短了生物滤器除氮时间，提高了除氮效

率(黎乾等, 2011)。 

3.3  多样性分析 

下部膜外 OTU 数目显著低于其他部位，其他部

位间不存在显著性差异，即在同样称取 0.2 g 样品中，

下部膜外所含有效微生物量较其他部位少。由于挂膜

方式为双层挂膜，每两层之间由一塑料支架支撑，多

层塑料支架紧密排列，膜内侧由塑料支架分开，而膜

外侧则与相邻膜紧密接触。挂膜上部由于水体的冲击

力较大，外膜间并未产生粘黏性接触，而随着水体的

冲击力减小，下部膜外产生黏贴。大面积外膜黏贴导

致膜表面溶解氧降低和水流受阻，同时也导致微生物

附着面积减少，因此，下部膜外有效微生物含量较其

他部位少。ACE 指数及 Chao1 指数受 OTU 数目影响

也出现类似结果。5 个不同部位间 Shannon 指数不存

在显著性差异，指数值均处于 V 级，微生物物种多

样性丰富，表明生物滤器内微生态系统稳定，对水中

营养盐的变化能起到很好的缓冲作用。 

4  结论 

本研究中，挂膜上 AOB 细菌比例和 NOB 细菌

比例较高，生物滤器具有较好的去除氨氮和亚硝酸氮

的效果。生物滤器内生物多样性较高，对稳定滤器的

水处理效果具有重要作用。综合不同部位间功能微生

物比例的差异可知，收集盘基本不具有硝化能力，因

此，需定时清理收集盘内沉积物，以免消耗水体中大

量溶解氧而产生厌氧反硝化现象。生物滤器挂膜下部

外侧有效微生物含量较低，对水体氨氮和亚硝酸氮的

去除能力较弱，硝化和反硝化作用主要在生物滤器上

部进行。设计挂膜式生物滤器时，应合理配置挂膜数

量，科学设计挂膜长度以提高生物滤器的净化效率。 
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Abstract    In order to study the biodiversity of microbial community structure and explore the water 

quality purification mechanism of bio-filter in the recirculating aquaculture system for Litopenaeus 

vannamei, microorganism samples were collected from 5 different positions which were the outer and 

inner surfaces of the upper part of nano-membrane, the outer and inner surfaces of the lower part of the 

nano-membrane, and the collecting tray. Microbial diversity, functional microorganisms and purifying 

capacity among different samples were analyzed according to molecular biological methods and 16S 

rRNA gene pyro sequencing. The results showed that 10 phyla were identified in 5 different positions, in 

which Proteobacteria was the dominant group. Nitrospirae was detected in the nano-membrane (4.3%), 

while with low abundance in the collecting tray (0.33%). Ammonia oxidizing bacteria and nitrite oxidizing 

bacteria in nano-membrane were the primary microorganisms to remove nitrogen and the proportions 

were 1.70% and 6.99%, respectively. There were 41 dominant species identified in total. Among which, 

Pedobacter was absolutely dominant, Parvularcula was the second dominant species, and both abundance 

ratios were above 10%. Nitrospira was the third dominant species, whose average abundance on 

membrane (4.31%) was significantly higher than that in the collecting tray (0.28%). Rich biodiversity of 

microorganism and stable microorganism ecosystem in the biological filter had a crucial role in buffering 

water quality. The analysis of effective biomass indicated that nitrification happened mostly in the upper 

part of the biological filter, and the nitrification effect was weakened in the lower part, while almost 

disappeared in the collecting tray. Therefore, in order to improve efficiency of nitrification, the hanging 

membrane density and length should be scientifically designed and rationally distributed. 

Key words    Litopenaeus vannamei; Recirculating aquaculture; Bio-filter; Biofilm; Microbial diversity; 

Nano-Membrane 
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