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摘   要：沉积物中微生物介导的硫循环在有机物分解和养分循环中发挥重要作用，但目前我们

对水产养殖生态系统中的参与硫酸盐还原和硫氧化过程的微生物多样性及其调控机制仍知之甚

少。【目的】探究硫酸盐还原菌 (sulfate-reducing bacteria，SRB)和硫氧化菌 (sulfur-oxidizing 
bacteria，SOB)的垂直分布特征及其主要的环境驱动因素。【方法】本研究利用高通量测序和荧

光定量 PCR (qPCR)分析了罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)养殖池塘沉积物表层(0–1 cm)、中

层(10–11 cm)和底层(20–21 cm)中的细菌、SRB 和 SOB 的丰度、多样性和群落组成。【结果】细菌

(16S rRNA)、硫酸盐还原菌(dsrB)和硫氧化菌(soxB)的基因拷贝数呈现着从表层到中层急剧骤降的

趋势(ANOVA，P<0.05)，但中层和底层样品之间的差异却并不显著(P>0.05)，以及 α 多样性分析

显示 3 个群体的物种丰富度和均匀度都随深度而逐步降低，这都说明硫循环过程主要发生于沉积

物的表层。γ-、δ-和 β-变形菌分别是细菌、SRB 和 SOB 的优势类群；其中 SRB 以 Desulfobacca
属和脱硫八叠球菌属(Desulfosarcina)为主，前者在表层有着最低的比重，而后者却与之相反；硫

杆菌(Thiobacillus)作为细菌和 SOB 的优势属，更广泛地分布于中层沉积物中。RDA 分析和 Mantel
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检验揭示了影响细菌群落的主要环境因子是 NO3
–、SO4

2–、TOC 和 TON，而 SRB 的群落变异主要

是由 As、TON、NO3
–和 Pb 所驱动，以及 SOB 的群落变化则主要响应了 TC、NO2

–、NH4
+和 TON

浓度。【结论】养殖池塘底栖的细菌、SRB 和 SOB 的丰度、多样性和群落结构的垂直分布特征可

能受到多种环境因素共同的影响。 

关键词：罗氏沼虾；硫氧化菌；硫酸盐还原菌；多样性；垂直分布；驱动因素  
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Abstract: The sulfur cycle mediated by microbes in sediments plays an important role in the 
decomposition of organic matters and nutrient cycling. However, little is known about the microbial 
diversity and potential regulatory mechanisms involved in sulfate reduction and sulfur oxidation in 
aquaculture ecosystems. [Objective] To explore the vertical distribution pattern of sulfate-reducing 
bacteria (SRB) and sulfur-oxidizing bacteria (SOB) and their environmental driving factors. [Methods] 
In this study, the abundance, diversity and community composition of bacteria, SRB and SOB in 
surface (0–1 cm), middle (10–11 cm) and bottom (20–21 cm) sediments originated from a freshwater 
prawn (Macrobrachium rosenbergii) aquaculture pond were investigated by high-throughput 
sequencing and real-time PCR (qPCR). [Results] The gene copy numbers of bacteria (16S rRNA), SRB 
(dsrB) and SOB (soxB) showed a trend of dramatic decline from the surface to the middle layer 
(analysis of variance, P<0.05), but the difference between the middle and bottom layers was not 
significant (P>0.05). The α-diversity analysis showed that species richness and evenness of three 
microbial populations both gradually decreased with depth, implying that the microbial sulfur cycling 
processes mainly occur on the surface layer. The γ-, δ- and β-proteobacteria were the dominant taxa of 
bacteria, SRB and SOB, respectively. Specifically, SRB was dominated by Desulfobacca and 
Desulfosarcina; the former has the lowest proportion in the surface layer, while the latter was the 
opposite. Thiobacillus, as the major genus of bacteria and SOB, was more abundant in the middle layer. 
Redundancy analysis and Mantel test revealed that the key environmental factors driving the variation 
of bacterial communities were NO3

–, SO4
2–, total organic carbon (TOC) and total organic nitrogen 

(TON), while the SRB community variation was mainly affected by arsenic (As), TON, NO3
– and lead 
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(Pb), and SOB responded to the changes in total carbon (TC), NO2
–, NH4

+ and TON. [Conclusion] The 
abundance, diversity and community structure of bacteria, SRB and SOB in aquaculture pond sediment 
exhibited distinct vertical distributions, which could be driven by multiple environmental factors. 

Keywords: Macrobrachium rosenbergii; sulfur-oxidizing bacteria; sulfate-reducing bacteria; diversity; 
vertical distribution; environmental drivers 
 
 

硫酸盐还原和硫氧化介导的硫循环在营养

物代谢过程中发挥着关键作用。硫酸盐还原过

程由严格厌氧的硫酸盐还原菌(sulfate-reducing 
bacteria，SRB)驱动，它可以通过氧化有机化合

物 或 分 子 氢 (H2)来 获 得 能 量 ， 同 时 将 硫 酸 盐

(SO4
2–)还原为硫化氢(H2S)[1]，多数的 SRB 隶属

于 δ 变形菌纲(Deltaproteobacteria)，其次是梭菌

纲(Clostridia)[1]。硫氧化过程则是指将无机硫化

合物氧化成硫酸盐，该过程由硫氧化菌(sulfur- 
oxidizing bacteria，SOB)催化，由 α-、β-、γ-和
ε-变形菌、绿菌纲(Chlorobia)和绿弯菌门(Chloroflexi)
等诸多有着不同系统进化地位和多样功能的成

员构成[2]。它们通常被认为是厌氧微生物食物网

的重要组成部分，在有机物的降解过程中发挥

了重要的作用，这表明 SRB 在硫和碳元素循环

中发挥着重要的生态学功能。近年来，沉积物中

微生物介导硫循环的重要性逐渐得到认可[3]，目

前微生物介导的硫循环研究主要集中在海洋和

淡水环境[3–4]，相比而言，我们对高密度的水产

养殖生态系统却知之甚少。 
中国是水产养殖第一大国，养殖水产品占

世界总产量的 60%以上，是世界上唯一水产品

总量超过捕捞总量的国家[5]。然而，随着养殖

业的迅猛发展，养殖环境恶化问题日益加剧，

造成经济物种病害频发。过量的养分输入是水

产养殖业增加产量的常见策略，未被摄食的高

蛋白饵料和排泄物沉降于养殖池塘底部，造成

养殖系统普遍呈现高营养负荷和低溶解氧的特

征[6–7]。这样的底栖环境通常会促进 SRB 的大

量繁殖。此外，近年来全球范围内淡水水体中

硫酸盐(SO4
2–)浓度的不断升高更为 SRB 保证了

充足的代谢底物[8–9]。在缺氧沉积物中，SRB 的

异化硫酸盐还原过程是有机物矿化的最主要终

端过程，海洋沉积物中高达 50%的有机物矿化

是通过硫酸盐还原作用而完成[10]。尽管 SRB 在

有机物矿化和元素地球化学循环中至关重要，

但它们对饲料中多种有机质的降解和矿化，会

产生过量的溶解性硫化物(如 S2–、H2S 和 HS–)
并发生迁移扩散[11]，导致水质的恶化[12]。调查

发现，我国许多养殖区水体和底泥环境硫化物

污染严重，制约着养殖产业的稳态发展[13–14]。

尽管硫化物的产生不可避免，但 SOB 可以通过

直接氧化或间接沉降等过程减少或去除有毒硫

化物 SRB 和 SOB 的动态关系对维持水环境健

康和养殖生态系统的平衡至关重要。然而，目

前对淡水水产养殖生态系统中硫循环微生物多

样性分布和群落组成的研究还十分匮乏，这不

仅限制了我们对养殖系统中元素循环过程和机

制的了解，而且不利于检测和评估沉积物中养

分分解对水质的影响程度。 
沉积物深度是影响养殖池塘中有机物含量

和组成的重要因素之一。通常来说，有机碳和

溶解氧等含量会随着沉积物深度加深而急剧降

低，而无机物含量则会随深度增加而升高。但

在养殖系统中，由于饵料的过度堆积，可能会

造成有机物在中下层沉积物中的叠加累积[15]，

影响着微生物的分布及功能。并且，尽管高度

厌氧的深层沉积物会极大限制微生物活性，但
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在沉积物深层仍存在部分厌氧微生物，在此分

解有机质释放硫化物到水体，对养殖物种的生

存形成胁迫。因此，深入了解水产养殖沉积物

中微生物分布及硫循环的调控机制，对沉积物

垂直剖面中 SRB、SOB 以及总细菌群落结构多

样性的掌握必不可少。然而，目前对养殖沉积

物微生物的研究主要集中在表层沉积物[13]，垂

直剖面上的分布模式仍知之甚少。 
罗 氏 沼 虾 (Macrobrachium Rosenbergii) 是

我国水产养殖的重要经济物种，作为一种大型

淡水虾，年产量超过 13 万 t，占全球总产量的

一半以上。在此前养殖过程中发现，水体中过多

的硫化氢会对罗氏沼虾的免疫系统产生毒害，

其浓度超过 0.2 mg/L 就会损害沼虾的组织和器  
官[16]。因此，本研究选取了一个连续 3 年养殖

罗氏沼虾的池塘，采集了沉积物柱状样品，利

用荧光定量 PCR 和高通量测序，旨在揭示养殖

池塘沉积物中硫循环相关微生物及总细菌群落

的垂直分布特征和环境驱动因素。研究结果将

拓展我们对淡水养殖生态系统中微生物介导的

硫循环过程的认识，为开发硫化物的生物修复

提供微生物基础数据，并为绿色生态养殖管理

提供新的见解。 

1  材料与方法 
1.1  沉积柱采集 

本研究于 2021 年 5 月在浙江省湖州市菱湖

镇养殖罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)池
塘内完成采样，池塘呈长方形(40 m×30 m)，总

面积约 1 200 m2。池塘中心位置配备有一台  
1.5 kW 的桨轮曝气器，在距中心约 7 m 的外周

选定一个三角形，样点之间间隔约 4 m，利用

柱状采泥器(直径 5 cm)，采集 3 根长 25 cm 的

沉积物柱样。为了降低沉积柱在运输过程中的

混合污染，每根沉积柱样品在现场严格将按照

每 1 cm 切割分层，不同层间隔 10 cm，得到表

层(surface sample，SS；0–1 cm)、中层(middle 
sample，MS；10–11 cm)和底层(deep sample，

DS；20–21 cm)样品。9 个(3 柱状样×3 层)沉积

物分层样品充分混匀后，用锡箔纸包裹，置于

冰盒中运送回实验室，并保存于–80 °C，并在   
1 周内完成环境 DNA 提取和沉积物理化性质

的测定。 

1.2  沉积物理化因子测定 
沉 积 物中硫 酸 盐 (SO4

2−)的 含量利 用 超纯

水浸提后(1︰5 沉积物/纯水)，使用离子色谱仪

(DIONEX ICS 3 000)定量。沉积物总碳(TC)、总

氮(TN)、总有机碳(TOC)和总有机氮(TON)含量都

使用元素分析仪(Vario Micro Cube，Elementar)测
定，但 TOC 和 TON 含量需要经过 1 mol/L 盐酸

前处理去除无机碳氮。沉积物中三态氮(NH4
+、

NO3
−和 NO2

−)的浓度采用 2 mol/L 氯化钾溶液萃

取后(1︰10 沉积物/提取剂)，使用连续流动分析

仪 AA3 (Seal)测定。为了测定重金属(Cu、Zn、

As、Cd、Pb、Cr、Mn、Fe、Co 和 Ni)的含量，

沉积物需预先用 1 mol/L 盐酸浸提，然后用电感

耦合等离子体质谱仪(ELAN DRC II，PerkinElmer)
测定。 
1.3  DNA 提取、PCR 扩增和高通量测序 

每个沉积柱分层样品称取约 0.6 g，采用

EZNA® Soil DNA Kit 试剂盒(Omega Bio-tek)，
并根据生产商的说明书提取总 DNA。DNA 的

浓度和纯度用微量紫外分光光度计 Nanodrop 
NC2 000 测定和 2%琼脂糖凝胶电泳验证。提取

后的 DNA 冻存于–80 °C 用于后续的分子实验。

16S rRNA、dsrB 和 soxB 基因的扩增引物参考

表 1。PCR 扩增体系(25 μL)包括：5 μL 的

5×reaction buffer，5 μL 的 5×GC buffer，2 μL 的

dNTPs (2.5 mmol/L)，1 μL 的正向引物(10 μmol/L)，
1 μL 的反向引物(10 μmol/L)，2 μL 的 DNA 模 
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表 1  本研究 16S rRNA、dsrB 和 soxB 基因扩增引物 
Table 1  Primer sets of 16S rRNA, dsrB and soxB genes used in this study 
Primer Target gene Experimental function Sequence (5′→3′) References 

515F 16S rRNA HTS; qPCR GTGYCAGCMGCCGCGGTAA [17] 
806R 16S rRNA HTS; qPCR GGACTACNVGGGTWTCTAAT [18] 
DSRp2060-F dsrB HTS; qPCR CAACATCGTYCAYACCCAGGG [19] 
DSR4-R dsrB HTS; qPCR GTGTAGCAGTTACCGCA [20] 
soxB693-F soxB HTS; qPCR ATCGGNCARGCNTTYCCNTA [21] 
soxB1164B-R soxB HTS AARTTNCCNCGNCGRTA [21] 
soxB1164BK145-R soxB qPCR AAGTTGCCDCGNCGRTA [22] 
HTS: high-throughput sequencing. 

 
板，8.75 μL 的 ddH2O，和 0.25 μL 的 Q5 High- 
Fidelity DNA Polymerase (NEB)。PCR 反应使用

ABI 2720 PCR 仪运行，反应程序：98 °C 预变性

2 min；98 °C 变性 15 s，退火(16S rRNA，53 °C；

dsrB，50 °C；soxB，55 °C)维持 30 s，72 °C 延

伸 1 min，30 个循环；72 °C 总延伸 10 min；最

后 4 °C 保存。16S rRNA (291 bp)和 dsrB (350 bp)
基因使用 NEB Next Ultra DNA Library Prep kit
试剂盒构建文库，并在 Illumina Novaseq 平台上

测序；而 soxB (470 bp)基因则使用 Miseq Reagent 
Kit v3 试剂盒构建文库，测序使用 Illumina Miseq
平台(派森诺，上海)完成。 
1.4  荧光定量 PCR 

基 因 丰 度 的 绝 对 定 量 采 用 AceQ® qPCR 
SYBR®Green Master Mix (Vazyme)反应体系。

20 μL 的 qPCR 反应体系包含：10 μL 的 2×SYBR 
real-time PCR premixture，0.4 μL 的 10 μmol/L
正向引物，0.4 μL 的 10 μmol/L 反向引物(引物

序列请参考表 1)，8.2 μL 的 ddH2O 和 1 μL 的

DNA 模板。全部的 qPCR 反应均使用 Real-Time 
PCR 仪器(MA-6000，苏州雅睿生物技术有限公

司)完成，程序如下：95 °C 预变性 5 min；95 °C
变性 15 s，16S rRNA 在 52 °C 退火 30 s (dsrB：

60 °C 退火 40 s；soxB：56 °C 退火 45 s)，并且

72 °C 延伸 45 s，40 个循环；在 72 °C 进行数据

收集；熔解曲线的绘制从 60 °C 开始，逐步增加

0.3 °C 至 96 °C。标准曲线的拷贝数进行 Log10
转换后与循环阈值 (Ct)进行线性回归分析 (附   
图 1)，3 个基因有着较高的线性系数(R2>0.997)，
这表明标准质粒有着较好的梯度稀释；基于公

式 E=(10–1/k–1)×100，计算得到 16S rRNA、dsrB、

soxB 基因的扩增效率分别是：100.0%、92.0%
和 90.3%；本实验中每个样品的定量都至少重

复 3 次。 

1.5  高通量数据分析 
原 始 序 列 的 分 析 采 用 QIIME2 流 程，

Cutadapt 用于切除引物序列[23]，且筛除未成功

匹配引物的序列；数据的过滤、去噪、拼接、

嵌合体的去除过程通过 DADA2 实现 [24]，此前

的研究显示 DADA2 有着更为严格的质控和

测序错误校正的优势 [25]。获得的干净序列，

合并 ASVs 特征序列和 ASV 表格，并去除

singletons。RDP FrameBot 用于功能基因 dsrB
和 soxB 移码突变(frameshift mutation)的校正和

非目的片段的过滤[26]，校正后的核酸序列用于

后续分 析 。16S rRNA 基因 的 物种注 释 采用

SILVA SSU 138 版的数据库，而 dsrB 和 soxB 基

因使用非冗余蛋白(nr)数据库进行比对，以获

得物种的注释信息。对于生成的 ASV 丰度表，

基于最低序列数进行重采样，使得样品达到一
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致的深度。α 多样性指数的计算是基于重采样

的丰度表，包括了 Observed species、Chao1、

Shannon 和 Evenness 4 个指数。为了检验微生

物群落在不同深度上的差异，基于 Bray-Curtis
矩阵，利用 R 的 vegan 包进行了 PCoA 分析。

RDA 分析和 Mantel 检验用于解析微生物群落

与环境因子之间的关系，蒙特卡罗置换检验

(Monte Carlo permutations test，999)被应用于筛

选显著相关的环境因子和检验 RDA 模型的显

著性。 

1.6  统计分析 
本研究中的基因拷贝数、理化因子、α 多

样 性 和 主 要 类 群 的 相 对 丰 度 在 不 同 深 度 的

差 异 比 较 ， 利 用 单 因 素 方 差 分 析 (one-way 

ANOVA) 和 LSD 多 重 比 较 进 行 显 著 性 检 验

(P=0.05)，这些统计分析均使用统计软件 SPSS 

v.13.0 (IBM，Chicago，IL)和 R 语言(v.4.00)

完成。 

1.7  数据可利用性 
本研究所获得的原始数据已上传至 NCBI

数据库中，生成 BioProject 号为 PRJNA778566。 

2  结果与分析 
2.1  沉积物的理化因子和基因拷贝数垂直

分布差异 
沉积物的理化性质呈现着明显的垂直分层

特征(表 2)。TON 的浓度随深度的增加而降低，

然而 NO2
–、TN 和 TC 却有着相反的模式，浓

度随着深度而增加，在底层达到最高浓度。

表层沉积物中普遍检测到较高的重金属含量，

例如表层的 Mn、Cu 和 As 的含量是其他层的

1.1–2.8 倍。在中层，铵态氮(NH4
+)、硝态氮(NO3

–) 
 
表 2  养殖池塘中表层、中层和深层沉积物的理化性质(平均值±标准误，n=3) 
Table 2  Shift in environmental factors of aquaculture pond sediments with depth (mean±SE, n=3) 
Environmental variable SS MS DS 
NH4

+/(mg/kg) 20.20±2.16a 12.70±0.55b 21.60±1.78a 
NO3

–/(mg/kg) 1.40±0.03a 1.00±0.07b 1.30±0.09a 
SO4

2–/(μg/mL) 3.10±0.05a 2.10±0.02b 3.10±0.19a 
TOC/% 1.40±0.01b 1.50±0.01a 1.40±0.04b 
C:N 9.90±0.12b 13.30±0.04a 12.30±0.18b 
TON/% 0.14±0.00a 0.12±0.00b 0.11±0.00b 
NO2

–/(mg/kg) 0.20±0.03b 0.20±0.01b 0.50±0.05a 
TN/% 0.10±0.00b 0.20±0.00b 0.20±0.00a 
TC/% 1.60±0.04b 1.50±0.01b 1.80±0.01a 
Cr/(ng/mL) 26.40±5.79 27.70±3.31 32.20±7.45 
Mn/(ng/mL) 3 133.00±303.80a 1 115.70±37.60b 1 745.60±161.90b 
Cu/(ng/mL) 122.60±5.74a 72.10±2.16b 74.20±5.35b 
As/(ng/mL) 10.40±0.06a 9.00±0.17b 7.70±0.07b 
Pb/(ng/mL) 46.80±2.65b 57.90±1.28a 55.80±3.73a 
Fe/(ng/mL) 41 524.30±8 156.50 30 508.60±2 746.80 42 466.20±8 576.00 
Co/(ng/mL) 18.00±4.10 24.10±2.17 25.90±4.90 
Ni/(ng/mL) 33.60±8.10 45.30±4.45 46.70±9.28 
Zn/(ng/mL) 92.50±20.18 121.00±10.71 125.00±23.41 
Cd/(ng/mL) 0.30±0.00 0.30±0.01 0.30±0.01 
Superscripts sharing no letters indicate significant differences (P<0.05). SS: surface sample; MS: middle sample; DS: deep sample. 
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和 硫 酸 盐 (SO4
2–) 浓 度 显 著 低 于 表 层 和 底 层

(P<0.05)，然而总有机碳(TOC)和 C:N 值则相反，

在沉积物中层的浓度最高。 
qPCR 分 析 显 示 (图 1)， 沉 积 物 样 品 的

16S rRNA 基因平均拷贝数高出 dsrB 和 soxB 基

因 3 个数量级；并且 3 个基因呈现着相似的垂直

分层规律：即从表层到中层呈现着急剧的骤降

(P<0.05)，16S rRNA、dsrB 和 soxB 基因的变化范

围分别是(0.49–17.58)×108、(1.90–30.63)×105 和

(0.59–35.70)×105 copies/g；但是，中层和底层样

品之间的差异却并不显著(P>0.05)。 

2.2  沉积物深度对细菌、SRB 和 SOB 的  
α 多样性的影响 

扩增子测序分别为 16S rRNA、dsrB 和 soxB
基因产生 911 067、926 072 和 528 119 条原始序

列 ， 经 过 一 系 列 的 数 据 质 控 后 ， 分 别 剩 余    
396 057、676 115 和 218 573 条干净序列。整体

而言，细菌(16S rRNA)和 SOB (soxB)的 α 多样

性呈现着相似的垂直分析规律，都随着深度增

加而降低；尤其是物种丰富度(Observed species)
指数，表层要显著高于底层(P<0.05)，然而不同

于前者，SOB 的最低均匀度(Shannon 和 Evenness)
指数出现在中层样品中。不同于前两者，SRB 
(dsrB)的最低丰富度和均匀度出现在中层样品

中，且统计学分析显示丰富度指数 (Observed 
species 和 Chao1)在表层和中层之间均有着显著

的差异(P<0.05)，但均匀度(Shannon 和 Evenness)
的组间差异却不显著(P>0.05) (图 2)。 

2.3  深度对细菌、SRB 和 SOB 的群落组成

和结构的影响 
在门水平上，我们比较了优势类群(相对丰

度>1%)在不同深度上的差异，发现细菌、SRB
和 SOB 优势类群分别由变形菌门中的不同纲

所组成。在 16S rRNA 基因数据集中，γ 变形

菌(Gammaproteobacteria)是所有样品中的优势

类群，有着 27%–51%的比重，但深度对该类群

丰度的影响并不显著 (P>0.05)。δ 变形菌纲

(Deltaproteobacteria)、绿弯菌门(Chloroflexi)、
硝 化 螺 旋 菌 门 ( N i t ro s p i r a e ) 和 螺 旋 体 菌 门

(Spirochaetes)有着一致的分布规律，即中层样

品更为富集。酸杆菌门(Acidobacteria)、拟杆菌

门(Bacteroidetes)和厚壁菌门(Firmicutes)在表层 
 

 
 
图 1  养殖池塘沉积物中细菌(16S rRNA)、硫酸盐还原菌(dsrB)和硫氧化菌(soxB)基因分别在表层、中

层和底层沉积物样品中的拷贝数(copies/g) 
Figure 1  The 16S rRNA (A), dsrB (B) and soxB (C) genes copies (copies/g) in surface (SS), middle (MS) 
and deep (DS) sediment samples originated from a prawn aquaculture pond. The data represented the 
mean±standard error (n=3). ANOVA with LSD post hoc were used to test the differences between groups, 
different letters above the bars indicating significant differences (P<0.05). 
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图 2  养殖池塘沉积物中的微生物 α 多样性在表层、中层和底层沉积物之间的差异 
Figure 2  Variation in microbial α-diversity in the sediment of aquaculture pond between surface (SS), 
middle (MS) and deep (DS) sediment sample. ANOVA with LSD post hoc were used to test the differences 
between groups, different letters above the bars indicating significant differences (P<0.05). 
 
有着最高的丰度，α 变形菌(Alphaproteobacteria)

和放线菌(Actinobacteria)在底层样品中有着最

高的比重；然而，芽单胞菌门(Gemmatimonadetes)

在组间的比较并没有显著的变化(图 3A)。对于

SRB，δ 变形菌纲是所有样品中的优势类群，

它呈现着相对丰度随深度的增加而逐步升高

的趋势(表：约为 56%；中：约为 57%；底：约

为 58%)，但差异并不显著；其次是嗜酸杆菌纲

(Acidobacteriia)和梭菌纲(Clostridia)，两者在

中层和底层呈现此消彼长的趋势(图 3B)。就

SOB 而 言 ， β 变 形 菌 (Betaproteobacteria)是

绝对的主导类群(84%–94%)，而 α 变形菌和    

γ 变形菌则较为稀有，平均相对丰度低于 4%  

(图 3C)。 

为了进一步探究微生物的细微差异，我们分

析了属水平上的物种组成，并只关注相对丰度前

10 的属，去除了未注释的 ASV (图 4)。在细菌

群落中(图 4A)，硫杆菌(Thiobacillus)是所有样

品中的优势属，其相对丰度在中层(平均丰度为

17.6%)要显著高于表层(5.4%)和底层(6.8%) 

(ANOVA，P<0.05)，而溶杆菌(Lysobacter)在

底层的平均相对丰度是 10.9%，要明显高于其

他两层(P<0.05；表层 6.3%；中层 1.1%)。就

SRB 而言(图 4B)，Desulfobacca 和脱硫八叠球 
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图 3  细菌(A)、硫酸盐还原菌(B)和硫氧化菌(C)的优势类群(相对丰度>1%)在不同深度上的差异 
Figure 3  Composition of major taxa (relative abundance>1%) of bacteria (16S rRNA gene, A), sulfate-reducing 
bacteria (dsrB gene, B) and sulfur-oxidizing bacteria (soxB gene, C) originated from different sediment depth 
layers at the phylum or class level. ANOVA and LSD post hoc were used to test the differences between groups, 
different letters above the bars indicating significant differences (P<0.05). SS: surface sample; MS: middle sample; 
DS: deep sample. Gamma: Gammaproteobacteria; Delta: Deltaproteobacteria; Alpha: Alphaproteobacteria. 
 
菌属(Desulfosarcina)是所有样品中的优势属；

Desulfobacca 在表层样品中的占比(约 6.4%)只
有其他两层的一半，而脱硫八叠球菌属却呈现

与之相反的模式。类似于总细菌，硫杆菌同样

是全部样品中 SOB 的主导类群(28.9%–70.8%)，
更广泛地分布于中层(图 4C)。 

PCoA 分析揭示了细菌、SRB 和 SOB 的群

落结构都呈现着明显的垂直分化(图 4D、E、F)。
此外，基于 Bray-Curtis 距离的 PERMANOVA
检验也证实不同深度下的微生物群落结构差

异显著(R2>0.65；P<0.01)。这表明不论是 SRB
和 SOB 还是在整体细菌群落中，物种组成随

着深度增加而改变的同时，群落结构也发生显

著的变化。 

2.4  细菌、SRB 和 SOB 与环境驱动因子之

间的相关性 
RDA 分析用于鉴定 3 个微生物类群变异的主

要驱动因素，Monte Carlo 置换检验筛选了显著相

关的环境因子，旨在构建更可靠的环境因子与生

物群落的模型。RDA 的前两个轴显示了物种与环

境因子之间较高的相关性 (16S rRNA 基因为

49.8%和 27.9%；dsrB 基因为 62.5%和 12.9%；soxB
基因为 59.7%和 25.8%) (图 5)。NO3

−、SO4
2−、TOC

和 TON 是细菌群落的主要驱动因子(图 5A)，SRB
的群落变异主要是由 As、TON、NO3

−和 Pb 所驱

动(图 5B)，而 SOB 的群落响应了 TC、NO2
–、NH4

+

和 TON 因素的差异(图 5C)。Mantel 检验也进一步

证实了不同类群与环境因子之间的相关性(表 3)。 
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图 4  养殖池塘沉积物在不同深度下的微生物的物种组成及群落差异 
Figure 4  Variation in microbial composition and structure in the aquaculture pond sediments at 
different depths. The relative abundance of top 10 genera from entire bacterial community (16S rRNA 
gene; A), sulfate-reducing bacteria (dsrB gene; B) and sulfur-oxidizing bacteria (soxB gene; C). PCoA 
analysis showing the distinct community structure of bacteria (D), sulfate-reducing bacteria (E) and 
sulfur-oxidizing bacteria (F) in the surface sediment (SS), middle sediment (MS) and deep sediment (DS) 
based on the Bray-Curtis distance. PERMANOVA was used to examine the difference between groups. 
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图 5  冗余分析显示细菌群落、硫酸盐还原菌和硫氧化菌与环境因子之间的关系 
Figure 5  Redundancy analysis (RDA) ordination showing the relationship between bacterial communities 
16S rRNA gene. Sulfate-reducing bacteria dsrB gene (A) and sulfur-oxidizing bacteria soxB gene (B) with 
environmental factors (C). SS, MS and DS represent the surface, middle and deep sediment, respectively. 
 
表 3  基于 Bray-Curtis 距离矩阵的 Mantel 检验验证环境因子对微生物群落结构的影响 
Table 3  Mantel test was used to examine the influences of environmental factors on microbial community 
structure based on Bray-Curtis matrix. 

Simple mantel 
16S rRNA gene  dsrB gene  SoxB gene 

R P  R P  R P 
All factors 0.561 0.004  0.541 0.005  0.244 0.078 
TC 0.021 0.351  –0.179 0.899  0.469 0.019 
NO3

− 0.359 0.035  0.276 0.050  0.364 0.031 
SO4

2− 0.362 0.048  0.139 0.162  0.442 0.024 
Depth 0.364 0.031  0.206 0.111  0.421 0.030 
As 0.560 0.016  0.383 0.047  0.375 0.032 
Pb 0.343 0.043  0.374 0.032  –0.054 0.560 
TON 0.803 0.002  0.640  0.004  0.179 0.135 
TOC 0.358 0.046  0.062 0.272  0.341 0.052 
NO2

− –0.082 0.638  –0.286 0.983  0.502 0.018 
Significant differences (P≤0.05) are highlighted in bold. 

 
3  讨论 

在水产养殖生态系统中，SRB 和 SOB 所介

导的硫循环在营养物质的分解代谢中发挥了重

要作用。本研究中 qPCR 定量和多样性分析共

同揭示了：养殖池塘中沉积物中的总细菌、SRB

和 SOB 的基因丰度、物种丰富度和均匀度都呈

现着随深度增加而降低的趋势，这表明了 SRB 

和 SOB 主要分布于沉积物的表层，且表层是硫

循环发生的主要界面。微生物的丰度的垂直衰

减可能是由于养分的扩散受阻和氧气浓度随深

度衰减所导致，如表 2 所示，TC 和 TN 在底层

的含量要显著高于表层，这表明大量有机质未

被完全分解而沉降到深层[27]。郑鹏飞等报道了

海草床沉积物中细菌和古菌的丰度在 15–25 cm
剖面上随深度而增加的趋势[28]，这是由于光合
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作用产生的氧气输送到根际，并最终渗透到根

际沉积物中所导致的。因此在高生产力或高营

养输入的生境中，除了营养扩散，氧气也是影

响微生物垂直分布的重要原因。 
本研究的 qPCR 分析显示，3 个基因的拷贝

数都呈现着随深度而降低的趋势，这一结果类

似于海洋沉积物柱中的垂直分布规律[22]。在罗

氏沼虾养殖池塘中，dsrB 和 soxB 基因最高拷贝

数均出现在表层样品，平均丰度分别是 1.8×106

和 2.0×106 copies/g (图 1)，分别是饲养草鱼的

养殖池塘沉积物中丰度的 1/10 和 1/100[29]。相

对较低的 SOB 的丰度，预示着罗氏沼虾的底

栖环境可能会累积更高浓度的毒害物质(H2S)，
这对虾的健康将产生不利的影响。这两种养殖

池塘的差异可能是由于体积较大的草鱼的扰

动，增加了底栖氧容量，进而促进了 SOB 群

体的生长。 
16S rDNA 基因序列的物种注释结果表明，

淡水养殖池塘中沉积物的细菌群落是以 γ 变形

菌纲为主(图 3A)，这与之前的宏基因组测序的

结果略有差异，在饲养草鱼的池塘沉积物中   
δ 变形菌纲(Deltaproteobacteria)是主导类群，其

相对丰度要高于 γ 变形菌[30]，这可能是由于不

同的测序策略，以及不同养殖品种的底栖生境

所导致的。我们通过比较不同深度上的差异，

尽管 γ 变形菌在表层有略高的占比，但差异却

并不显著。这表明 γ 变形菌有着较广的生态适

应性，不论是海水(例如海草床或红树林等)还是

淡水环境，γ 变形菌都作为主导性类群且分布广

泛[31–33]。溶杆菌(Lysobacter)作为 γ 变形菌纲中

的主要成员，在本研究中发现底层中的相对丰

度要远高于其他两层(图 4A)。它作为革兰氏阴

性菌的成员，在土壤、根际和淡水生境中有着

广泛的分布[34]，从生态学功能的角度上看，溶

杆菌作为植物病原拮抗菌而被广泛地研究，例

如 Postma 等报道了土壤中 3 种溶杆菌对植物病

害性真菌(立枯丝核菌，Rhizoctonia solani)有着

明显的抑制性[35]，但是在水产养殖系统中却鲜

有报道。 
尽管 δ 变形菌纲在整个细菌群落中只是作

为次要的优势类群(图 3A)，但却绝对主导了

SRB 的组成(图 3B)，这与此前的报道相一致，

大多数硫酸盐还原菌是隶属于 δ 变形菌纲(约 
23 个属)，其次是革兰氏阳性的梭菌纲[1]。δ 变

形菌纲呈现着相对丰度随深度的增加而逐步升

高的趋势，这与 Acosta-González 等报道的被原

油污染的海岸沉积物中的 δ 变形菌纲类群随深

度而增多的趋势一致[36]。我们进一步分析揭示

了 Desulfobacca 和脱硫八叠球菌属主导了 δ 变形

菌纲类群(图 4B)。不同分层上的比较揭示了，脱

硫八叠球菌属在表层沉积物的丰度最高(图 4B)，
这与此前在海水养殖对虾的池塘沉积物柱[37]以

及潮间带的泥滩 [38]的报道相符。Desulfobacca

作为 SRB 的一个代表性的属，在最近的一份水

稻—鱼共生体系的研究中，Desulfobacca 作为

主导性的 SRB 出现在养殖末期[39]。两个主导类

群 Desulfobacca 和脱硫八叠球菌属在不同深度

上的丰度存在着截然相反的模式，两者呈此消

彼长的趋势，这表明两者可能存在着生态位竞

争的关系。 
对于 SOB 而言，β 变形菌作为主导类群，在

全部样品中都呈现着绝对的高比重(84%–94%)；
在不同深度上，β 变形菌及其主导成员硫杆菌

(Thiobacillus)都呈现一致的分布模式，即在中

层样品中有着显著较高的丰度(图 4C)。类似的，

Tourna 等在农业土壤中发现硫杆菌的序列在克

隆文库中占绝大多数[40]。硫杆菌属隶属于嗜氢

科(Hydrogenophilaceae)，喜好微厌氧环境，在
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硫化物氧化相关的研究中，是被报道最多的

SOB 物种[41–44]。目前文献报道的大多数 SOB
是嗜温的化能自养型微生物，而硫杆菌是同时

包含嗜温和嗜热环境的唯一属[45]；由于罗氏沼

虾养殖池塘普遍会配备桨轮式曝气机和铺设底

部曝气管，这将增强表层沉积物—底层水体这

一界面的溶氧。因此，结合以上描述的以硫杆

菌为主的 SOB 类群的特征，这也较好地解释了

SOB 在微厌氧的中层而非表层沉积物中有着较

多的分布。 
水产养殖池塘沉积物中的微生物群落可能

受到有机物富集的影响[46]。值得注意的是，养

分的富集受到了诸多因素的影响，如养殖周期、

放养密度、饲料成份及用量，池塘的底质和外

部引入的水质等[47]。然而，先前的一项研究表

明，海洋沉积物中的 SRB 在不同有机物浓度之

间没有表现出显著的差异[48]。在本研究中，由

于样品量的不足和技术上的阻碍，我们只获得

了沉积物 SO4
2–的浓度，缺乏其他价态的硫及其

化合物的数据。尽管如此，我们的 RDA 分析和

Mantel 检验仍然揭示了有机物(TOC 和 TON)和营

养盐(NO3
−和 SO4

2–)的含量与整个细菌群落结构

有着强烈的相关性(图 5)，这表明未被摄食的饲料

和累积的排泄粪便会对底栖微生物群落的塑造

发挥着重要的作用。塘底富集的有机物通常会转

化为溶解性的有机物(dissolved organic matter)，
而后者几乎完全被异养型细菌所利用[49]，因此在

表层沉积物—水界面，较高浓度的有机物和无

机养分促进了异养和自养型微生物的生长，这

也解释了总细菌在表层有着最高的物种丰富度

和基因拷贝数。而 SRB 群落不仅受到有机(TON)
和无机氮含量(NO3

−)的影响，重金属(As 和 Pb)
同样也发挥着重要的作用。这表明沉积物中的

有机和无机物的含量，以及重金属共同塑造了

SRB 的群落组成。 
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