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异育银鲫养殖环境典型病原微生物检测和细菌群落解析 
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摘  要：【背景】水产养殖病害是限制淡水渔业发展的一个重要因素，养殖环境的微生物状况与鱼类

健康紧密相关，已引起人们广泛关注。【目的】阐明养殖水体和沉积物中病原微生物丰度和细菌群落

多样性变化特征。【方法】利用荧光定量 PCR 方法和末端限制性片段长度多态性(Terminal restriction 

fragment length polymorphism，T-RFLP)技术，对异育银鲫养殖环境水体和沉积物中的典型病原微生

物进行定量检测，以及细菌群落多样性分析。【结果】养殖过程中病原菌丰度呈现不同的变化趋势，

嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)、温和气单胞菌(A. sobria)和维氏气单胞菌(A. veronii)与鲤疱疹

病毒Ⅱ型丰度变化呈显著正相关。水体中病原菌丰度受 pH、温度和溶解氧等环境因子的影响显著。

T-RFLP 分析表明沉积物样品较水体样品细菌群落组成复杂，并且沉积物细菌群落动态变化幅度高于

水体。水体和沉积物中细菌 T-RFs 数量范围分别在 11−29 和 20−32 之间，Shannon-wiener 指数在

1.44−2.87 和 2.44−3.25 之间。【结论】养殖水体中的病原菌丰度高于沉积物，而沉积物细菌群落丰富

度和多样性高于水体。病原菌丰度和细菌群落结构变化与环境因子密切相关，明确养殖池塘环境中

病原微生物的生态分布和丰度变化，将为指导养殖过程中病原性疾病发生早期预警提供理论依据。 
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Abstract: [Background] Aquaculture diseases are a significant constraint in the development of 
freshwater fisheries, and the microbial status of aquaculture environment is closely related to the health of 
fishes, which has drawn extensive attention. [Objective] To elucidate the change characteristics of 
pathogen abundances and bacterial community diversity in aquaculture environment. [Methods] Real-time 
fluorescence quantitative PCR method and terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP) 
technology were used to quantify typical pathogens in gibel carp breeding environment, and to analyze 
bacterial community diversity. [Results] Pathogen abundances in the process of breeding presented 
different change trend, the abundances of Aeromonas hydrophila, A. sobria and A. veronii were 
significantly positively related to Cyprinid herpesvirus Ⅱ. The abundance of pathogens in water was 
significantly affected by pH, temperature, dissolved oxygen and other environmental factors. T-RFLP 
analysis showed that the composition of bacterial community in sediment samples was more complex than 
that in water samples, and the dynamic change range of bacterial community in sediment was higher than 
that in water. The T-RFs in water and sediment ranged from 11 to 29 and 20 to 32, respectively, and 
Shannon-wiener index ranged from 1.44 to 2.87 and 2.44 to 3.25, respectively. [Conclusion] The 
abundances of pathogens in cultured waters were higher than that in sediments, and the relative abundance 
and diversity of bacterial community in sediments were higher than that in water. The changes of pathogen 
abundances and bacterial community structure are closely related to environmental factors, and it will 
provide theoretical data for guiding the early warning of pathogenic diseases in the breeding processes to 
clarify the ecological distribution and abundance changes of pathogenic microorganisms in the aquaculture 
pond. 

Keywords: Aquaculture environment, Quantitative PCR, T-RFLP, Pathogenic microorganisms, Bacterial 
community 

江苏省是我国重要的水产养殖基地，也是鲫

的主要养殖区，主要集中在苏北地区，其产量和

产值居全国首位[1]。近年来，对于鲫影响最大的病

害主要是由病毒引起的鱼鳃出血病、细菌引起的

大红鳃病和寄生虫引起的孢子虫病。“宿主-病原-

环境”平衡被打破是引发各类病原疾病暴发的根本

原因，水产病害频发已成为制约水产养殖业健康

发展的重要障碍。目前大多数研究主要集中于鲫

个体(肠道)的病原检测和病理研究，而与宿主直接

相关的养殖环境关注较少。鱼类与微生物以水体

作为共有的环境，两者的微生物群落之间会发生

更为直接的相互作用，从而影响养殖环境和鱼类

的健康状况。 

存活于养殖池塘中的病原尽管只占微生物群

落的很少一部分，但在一定环境条件的刺激下会

大量增殖，最终可能导致水产疾病的暴发流行。

尤 其 是 近 几 年 ， 由 鲤 疱 疹 病 毒 Ⅱ 型 (Cyprinid 

herpesvirus Ⅱ，CyHV-2)引发的病毒性鱼鳃出血病

的流行，给养殖户带来了严重的经济损失。该病

于 2009 年在苏北地区部分塘口零星出现，2011 年
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后在盐城地区开始大面积的暴发性扩散，鲫病毒

性出血病通常可并发或继发寄生虫与细菌感染。

20 世纪 90 年代日本西部养殖的金鱼发生疱疹病毒

性造血器官坏死病大流行，死亡率几乎达到了

100%，这是有关 CyHV-2 的首次报道[2]。Wang 等[3]

于 2011 年 9−10 月采集发病塘样本，通过病理学观

察和 PCR 检测首次报道了我国鲫感染该病的发

生。在早期病原确定之后，相继建立了 PCR、荧

光 定 量 PCR 和 环 介 导 等 温 扩 增 (Loop-mediated 

isothermal amplification，LAMP) PCR 等分子检测

技   术[4-6]。高敏敏等[7]研究报道了 CyHV-2 在池

塘环境中的存在状态以及水平和垂直传播途径的

可能性。Minamoto 等[8]利用定量 PCR 方法对云南

省滇池和洱海自然水体中包括 CyHV-2 在内的多种

病毒进行了定量监测，结果表明虽然没有发现致

病性病毒疾病的暴发，但证明了病毒在水环境中

存在的普遍性。南方地区鱼类气单胞菌败血症主

要是由维氏气单胞菌和嗜水气单胞菌感染引起

的，并且常出现这两种菌的复合感染[9]。Fichi 等[10]

对 Arno River 支流暴发疾病的鱼体进行寄生虫学、

细菌学、组织学和病毒学检查，详细报道了与细

菌性病原 Aeromonas sobria 感染相关的 CyHV-2 的

检测。鱼体受伤、越冬鱼池放养密度过高或其他

病原引起的继发感染等都易导致鱼体表面感染水

霉菌。王浩等[11]建立并优化了 LAMP 技术检测水霉

菌孢子及其菌丝体的方法。张楠等[12]采集了 7 个主

要淡水养殖区的 60 株疑似致病性水霉菌，应用分

子技术进行分类确定了多子水霉和寄生水霉是主

要的致病性水霉菌。粘孢子虫病已经成为危害鲫

养殖最严重的寄生虫病，李丹 [13]以武汉单极虫

(Thelohanellus wuhanensis) 、 洪 湖 碘 泡 虫

(Myxobolus honghuensis) 、 丑 陋 圆 形 碘 泡 虫 (M. 

turpisrotundus)和 吴 李 碘 泡 虫 (M. wulii)为 研 究 对

象，建立了快速准确的多重 PCR 检测方法，为粘

孢子虫病原体早期防控提供技术支撑。与陆生动

物相比，水产动物完全生活于水环境中，宿主微

生物直接受水环境微生物组成的影响。同样地，

由于粪便直接排入水中，肠道微生物也影响环境

微生物的组成，两者的微生物群落结构更相近。

宿主的微生物主要来源于饲喂的微生态制剂和环

境微生物，养殖环境的微生物群落很大程度上影

响鱼类的健康状况[14]。 

本文以鲫养殖池塘为研究对象，利用定量

PCR 和 T-RFLP 方法检测分析养殖水体和沉积物中

典型的病原微生物丰度，以及探讨不同阶段养殖

环境细菌群落组成变化，这将有助于养殖环境的

微生态平衡调控，并为指导生产上病原微生物的

快速诊断和疾病早期预警提供重要依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品点描述 

采样地点位于江苏省盐城市大丰区(32°56′N，

120°56′E)和射阳县(33°46′N，120°15′E)。选择养殖  

模式和条件相同的高密度独立封闭主养异育银鲫养  

殖塘，混养草鱼和鲢鱼等。池塘面积约 10−20 hm2，

养殖期间不换水，以补水为主，池塘水位 1.8−2.0 m，

放养密度 22 500−30 000 尾/hm2。根据鱼类的摄食

和残饵情况，由自动投料机每天投喂 4 次，增氧方

式为水车式和叶轮式两种。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

pGEM-T Easy 载 体 、 GoTaq® qPCR Master 

Mix，Promega 公司；2×PCR PreMix，北京睿博兴

科生物科技公司；LB 固体和液体培养基，生工生

物工程(上海)股份有限公司；Fast DNA SPIN Kit 

for Soil 、 FastPrep-24 instrument with the 

QuickPrepTM Adapter ， MP Biomedicals 公 司 ；

E.Z.N.A™ Gel Extraction Kit、E.Z.N.A.® Plasmid 

Mini Kit I Spin Kit，Omega Bio-tek 公司。Gel 

Doc™ XR+成像系统、CFX Connect™荧光定量

PCR 检测系统，Bio-Rad 公司；NanoDrop 2000，

Thermo Fisher 公司；无菌水样采集袋，青岛海  

博生物公司；便携式多参数水质分析仪，哈希  



3366 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

公司。 

1.1.3  样品采集 

采样时间 2016 年 4−8 月，样品采自大丰区和

射阳县的两个水产养殖场，每个养殖场选择两个

异育银鲫养殖池塘作为研究对象。每个池塘对角

线两端及对角线交点上各设一个样点分别采集水

体和底泥，各取 5 个重复样品。利用 500 mL 的无

菌水样采集袋采集低于水面 30 cm 的表层水，沉积

物样品利用开口采泥器采集塘底表层底泥，去除

杂物后装入无菌样品袋中。水体和沉积物样品放

入冷藏箱中保存运输，并于采样后 24 h 内进行处

理。样品命名：大丰两个池塘样品编号分别为 DF1

和 DF2，射阳两个池塘样品编号分别为 SY1 和

SY2，W 代表水体样品，S 代表沉积物样品。 

1.2  方法 

1.2.1  样品预处理 

利用便携式多参数水质分析仪现场测定 pH、

温 度 、 氧 化 还 原 电 位 (Oxidation-reduction 

potential，ORP)和溶解氧(Dissolved oxygen，DO)

等水质指标。 

采集的样品于实验室内进行预处理及分析，

取一定量的水样参照国家标准检测方法[15-16]测定

化学需氧量(Chemical oxygen demand，COD)、亚

硝酸盐(NO2-N)、硝酸盐(NO3-N)、氨氮(NH3-N)、总

磷(Total phosphate，TP)。另取水样静置 5−10 min，

待杂质沉淀后，利用真空抽滤装置以 0.22 μm 微孔

滤膜过滤，截留微生物颗粒的滤膜对折 4 次，置于

1.5 mL 离心管。水体中病毒的浓缩采用阳离子包

膜过滤的方法进行[17]。底泥样品冷冻干燥后，均

质过筛(0.9 mm，20 目)。上述预处理样品−20 °C 冷

冻保存用于微生物分析。 

1.2.2  基因组 DNA 提取 

滤膜样品用无菌剪刀剪碎，然后与冻干过筛

后的沉积物样品(500 mg)分别使用 Fast DNA SPIN 

Kit for Soil 提取总基因组 DNA，具体步骤参照试

剂盒说明书。取 5 μL 基因组 DNA 溶液用 1.0%的琼

脂糖凝胶电泳检测提取效果，采用 NanoDrop 2000

测定浓度及纯度(A260/A280 值在 1.8−2.0 之间)，然后

保存于−80 °C 冰箱备用。 

1.2.3  定量标准曲线构建及定量 PCR 

根据文献[18-23]报道的相关病原菌特异性引

物序列(表 1)进行常规 PCR 扩增反应，扩增产物用

1.0%的琼脂糖凝胶电泳验证目的条带大小，并利用

E.Z.N.A™ Gel Extraction Kit 进行切胶回收纯化。 

 
表 1  用于定量 PCR 检测的引物与探针 
Table 1  Real-time PCR primers and probes sequences used in assay 

病原名称 

Pathogen name 

引物序列 

Primer sequences (5′→3′) 

扩增子大小 

Amplicon size (bp)

退火温度 

Annealing temperature (°C) 

参考文献

References

嗜水气单胞菌 

A. hydrophila 

F: CAAGAACAAGTTCAAGTGGCCA 
R: ACGAAGGTGTGGTTCCAGT 

309 59 [18] 

温和气单胞菌 

A. sobria 

F: TAAAGGGAAATAATGACGGCG 
R: GGCTGTAGGTATCGGTTTTCG 

249 59 [18] 

维氏气单胞菌 

A. veronii 

F: GAGGAAAGGTTGGTAGCTAATAA 
R: CGTGCTGGCAACAAAGGACAG 

658 60 [19] 

鲤疱疹病毒 II 型 

CyHV-2 

F: TCGGTTGGACTCGGTTTGTG 
R: CTCGGTCTTGATGCGTTTCTTG 
Probe: CCGCTTCCAGTCTGGGCCACTACC

170 58 [20] 

水霉属 

Saprolegnia spp. 

F: GTCAAATACCCAACTGCTTG 
R: CTATTAATCATTACCTCGGTGTGC 

693 60 [21] 

碘泡虫属 

Myxobolus spp. 

F: AGACACTGGGAGGTGGTGAC 
R: CACTGCGTGATCCAACTACG 

196 52 [22] 

细菌总数 

Total bacteria 

F: ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 
R: ATTACCGCGGCTGCTGG 

200 60 [23] 
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纯化后的 PCR 产物与 pGEM-T Easy 载体连接后

导入感受态细胞 DH5α，涂布筛选阳性克隆。经

PCR 鉴定为阳性的克隆子转入 LB 液体培养基扩

大培养，取 1.5 mL 培养菌液送测序公司对插入

基 因 片 段 进 行 鉴 定 ， 测 序 结 果 通 过 NCBI 的

BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/blast/) 进 行 序 列

同源性检索比对。利用 E.Z.N.A.® Plasmid Mini 

Kit I Spin Kit 提取质粒 DNA，并测定浓度，根

据质粒浓度计算基因拷贝数。将已知拷贝数的

质粒 l0 倍梯度稀释作为标准模板，进行荧光定

量 PCR 扩增。 

定量 PCR 反应在 CFX Connect™荧光定量

PCR 检测系统上进行，反应体系：GoTaq® qPCR 

Master Mix 12.5 μL，上、下游引物(0.5 μmol/L)

各 0.5 μL，模板 1 μL，加无菌 ddH2O 补齐至 25 μL，

反应于八联排管中进行。荧光定量 PCR 反应条

件为：95 °C 2 min；94 °C 15 s，52−60 °C 30 s，

72 °C 45 s，40 个循环；72 °C 10 min。熔解曲线

条件：95 °C 1 min，55 °C 30 s，95 °C 30 s，所

有反应均设置 3 个重复，起始模板浓度由 Ct 值

确定。每轮反应均以无菌 ddH2O 代替模板 DNA

作为阴性对照。 

1.2.4  T-RFLP 分析 

以基因组 DNA 为模板，利用细菌 16S rRNA 基

因的通用引物 27F 和 926R 进行 PCR 扩增(引物 27F

的 5′端用 FAM 荧光标记)[24]。PCR 反应条件：95 °C 

5 min；95 °C 45 s，50 °C 45 s，72 °C 1 min，30 个

循环；72 °C 10 min。重复 3 次，3 次 PCR 产物进

行混合，以减少扩增带来的误差。PCR 产物用

E.Z.N.A™ Gel Extraction Kit 纯化，纯化后的 PCR

产物用四碱基的限制性内切酶 Hha I (GCG^C)进行

酶切(37 °C，3 h)。酶切产物送至北京睿博兴科生

物技术有限公司利用 ABI 基因分析仪 3730xl DNA 

analyzer 进行 T-RFLP 检测。 

1.3  数据处理 

T-RFLP 图谱用 GeneMarker (V1.75)软件进行

分析，选择的内标为 GS600liz。根据峰面积定量

限制性内切片段(T-RFs)，舍去<50 bp 和>900 bp

的片段，计算微生物群落结构多样性香农指数

(Shannon，H)、辛普森指数(Simpson，D)、物种  

均度(E)及相对丰度(S)，本分析中舍去了相对丰

度 <1% 的 T-RFs[25] 。 采 用 移 动 窗 口 分 析 方 法

(Moving-window analysis)分析群落结构的动态变

化[26]。基于 TRFs 的峰面积大小，利用在线工具

MICA III TRFLP analysis (PAT+) program 进行比对

分析，推测酶切片段匹配的菌群类别(http://mica. 

ibest.uidaho.edu)。其他统计分析使用 SPSS 20 和

Prism 6 进行。 

2  结果与分析 

2.1  养殖水体的理化性质 

不同采样时间异育银鲫养殖池塘的水质参

数如图 1 所示，可以看出池塘养殖水体的水质指

标呈现明显的季节变化趋势。养殖池塘水体理

化指标监测结果表明，整个养殖周期不同池塘

的理化因子随时间变化趋势基本一致，在夏季

高 温 影 响 较 大 。 养 殖 水 体 的 pH 变 化 范 围 为

(7.5±0.2)−(9.8±0.4)，其中最大值出现在大丰的

两 个 池 塘 。 水 温 呈 季 节 性 变 化 范 围 为

(19.9±2.0)−(35.3±0.2) °C。水体 ORP 的范围在

(147±27)−(220±8) mV 之间。养殖中后期，随着

水温升高，水体中亚硝酸盐和氨氮等还原性物

质累积，消耗大量的氧气，DO 变化幅度较大

[(2.14±0.7)−(18.0±0.5) mg/L]。大丰养殖池塘的

DO 呈现过饱和现象，而射阳样点的两个池塘

DO 则变化不大，并且在养殖后期偏低。水体亚

硝 酸 盐 含 量 以 5−7 月 射 阳 采 集 的 样 品 最 高 ，

COD 变化范围为(13±2)−(109±16) mg/L，硝酸盐

变化范围较大 [(0.11±0.01)−(0.29±0.01) mg/L]，氨  

氮变化范围为(0.033±0.015)−(0.105±0.015) mg/L，

总 磷 在 (0.037±0.002)−(0.42±0.02) mg/L 之 间   

变化。 
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图 1  不同采样时间养殖池塘水质参数 
Figure 1  The physiochemical properties of aquaculture water from different ponds 
 
 

2.2  标准曲线 

为了检验实时荧光定量 PCR 反应的线性关系

和动态范围，利用构建的病原菌质粒进行 10 倍梯

度稀释建立标准曲线。在 6−8 个稀释梯度确定的标

准曲线中，扩增效率范围为 93.5%−114.3%，相关

系数 R2 为 0.985−0.995，斜率在−3.736−−3.020 之

间，可以看出 Ct 值和 lg 基因拷贝数之间具有良好

的线性关系(表 2)。 

2.3  养殖环境病原微生物检测 

2.3.1  养殖池塘水体病原微生物定量检测 

利用实时荧光定量 PCR 对采集自不同时间养

殖池塘的水体样品中的病原微生物进行定量检

测，结果如图 2 所示。水体中病原菌的丰度分别

为：嗜水气单胞菌 5.18−8.08 lgcopies/L、温和气 

 
 
表 2  定量 PCR 扩增线性关系和扩增效率 
Table 2  The linear relation and amplification efficiency of qPCR 

病原名称 

Pathogen name 

相关系数 

R2 

线性关系 

Linear relation 

扩增效率 

Efficiency (%) 

Ct 范围 

Samples Ct range 

嗜水气单胞菌 A. hydrophila 0.993 Y=−3.020×lgX+40.66 114.3 19.29−27.74 

温和气单胞菌 A. sobria 0.985 Y=−3.489×lgX+47.31 93.5 28.44−35.63 

维氏气单胞菌 A. veronii 0.995 Y=−3.736×lgX+48.19 95.7 16.62−23.36 

鲤疱疹病毒 II 型 CyHV-2 0.991 Y=−3.095×lgX+37.61 110.4 28.52−36.32 

水霉属 Saprolegnia spp. 0.988 Y=−3.424×lgX+46.46 103.0 25.64−27.76 

碘泡虫属 Myxobolus spp. 0.989 Y=−3.480×lgX+38.76 107.8 25.66−29.67 

细菌总数 Total bacteria 0.990 Y=−3.298×lgX+38.76 101.1 14.06−15.58 
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图 2  池塘养殖水体病原微生物丰度 
Figure 2  Concentrations of pathogenic microorganisms in pond waters 

Note: A: A. hydrophila; B: A. sobria; C: A. veronii; D: CyHV-2; E: Myxobolus spp.; F: Saprolegnia spp.. 
 

单 胞 菌 5.67−9.10 lgcopies/L 、 维 氏 气 单 胞 菌   

5.71−8.72 lgcopies/L 、 鲤 疱 疹 病 毒 2.74−       

5.45 lgcopies/L、水霉菌 6.01−8.83 lgcopies/L 和孢

子虫 2.88−4.74 lgcopies/L。从图 2 中可以看出，大丰

和射阳 4 个养殖池塘中病原菌的数量随时间呈现不

同的变化趋势，其中 DF2 和 SY2 样品病原菌丰度

普遍高于 DF1 和 SY2。水体中细菌总数的丰度变化

范围为 9.5−11.1 lgcopies/L，不同样点池塘之间并

未观察到显著差异。 

水体环境因子与病原菌的相关性分析结果显

示，A. sobria 和 A. veronii 与 pH 和温度变化呈显著

正相关(R>0，P<0.05)，而 A. hydrophila、A. sobria

和 A. veronii 与 COD 呈负相关(R<0，P<0.05)。

CyHV-2 丰度变化与 pH、温度和溶解氧呈显著正相

关 (R>0 ， P<0.05) ， 而 与 总 磷 呈 负 相 关 (R<0 ，

P<0.05)。Myxobolus spp.与温度和溶解氧呈负相关

(R<0，P<0.05)，而与硝酸盐含量呈显著正相关

(R>0，P<0.01)。可以看出上述环境因子是影响病

原 菌 丰 度 的 重 要 因 素 。 同 时 ， 病 原 菌 之 间 的

Pearson 相 关 系 数 分 析 结 果 显 示 CyHV-2 和

Saprolegnia spp.与 Aeromonas spp.存在显著相关

性(R<0，P<0.01)，表明鱼鳃出血病疫情发生可

能会导致继发和并发的细菌性疾病几率有所增加

(表 3)。 

2.3.2  养殖池塘沉积物病原微生物定量检测 

沉积物样品中的病原菌丰度结果见图 3，分别

为：嗜水气单胞菌 3.49−6.05 lgcopies/g、温和气单

胞菌 3.63−6.24 lgcopies/g、维氏气单胞菌 4.29−   

8.15 lgcopies/g、鲤疱疹病毒 2.29−4.47 lgcopies/g、   

水 霉 菌 3.89−6.17 lgcopies/g 和 孢 子 虫 2.89−     

4.66 lgcopies/g。沉积物中细菌总数的丰度变化范

围为 7.06−9.57 lgcopies/g，可以看出水体中的病原

菌丰度高于沉积物。上述病原菌丰度的变化趋势

与水体中基本一致，表现为样点池塘 DF2 和 SY2

丰度高于 DF1 和 SY1。 

2.4  细菌多样性分析 

利用内切酶 Hha I 对大丰和射阳养殖池塘的水

体和沉积物细菌群落进行 PCR-RFLP 分析。细菌的

多样性指数结果如表 4 所示，不同时期池塘水体和

沉积物细菌群落多样性存在一定的差异，可以看 
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表 3  水体环境因子与病原菌之间的 Pearson 相关性 
Table 3  Pearson correlation between environmental factors and water pathogens 

环境因子 

Environmental factors 

嗜水气单胞菌 

A. hydrophila 

温和气单胞菌

A. sobria 

维氏气单胞菌

A. veronii 

鲤疱疹病毒 II 型

CyHV-2 

水霉属 

Saprolegnia spp. 

碘泡虫属 

Myxobolus spp.
pH 0.400 0.469* 0.470* 0.473* 0.065 −0.130 

Temperature 0.163 0.557* 0.657** 0.615** −0.163 −0.789** 

DO 0.404 0.437 0.436 0.586* −0.086 −0.706** 

COD −0.517* −0.662** −0.665** −0.098 −0.474* 0.180 

NO2-N −0.296 −0.010 0.124 −0.309 0.054 −0.051 

NO3-N 0.120 −0.150 −0.309 −0.342 0.298 0.681** 

NH3-N 0.147 −0.113 −0.136 −0.050 0.199 0.298 

TP −0.196 −0.271 −0.262 −0.484* 0.070 0.200 

嗜水气单胞菌 

A. hydrophila 

1.000 0.845** 0.812** 0.738** 0.685** −0.349 

温和气单胞菌 

A. sobria 

 1.000 0.956** 0.470* 0.543* −0.555* 

维氏气单胞菌 

A. veronii 

  1.000 0.451** 0.491* −0.635** 

鲤疱疹病毒 II 型 

CyHV-2 

   1.000 −0.273 −0.326 

水霉属 

Saprolegnia spp. 

    1.000 0.020 

碘泡虫属 

Myxobolus spp. 

     1.000 

注：*：在 0.05 水平(双侧)上显著相关；**：在 0.01 水平(双侧)上显著相关. 
Note: *: P<0.05, significant difference; **: P<0.01, extremely significant difference. 

 

 
 
图 3  养殖池塘沉积物病原微生物丰度 
Figure 3  Concentrations of pathogenic microorganisms in pond sediments 
 
 

Note: A: A. hydrophila; B: A. sobria; C: A. veronii; D: CyHV-2; E: Myxobolus spp.; F: Saprolegnia spp.. 
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表 4  养殖水体和沉积物细菌多样性指数 
Table 4  Bacterial diversity and richness obtained using T-RFLP analysis 

样品名称 

Sample ID 

取样时间 

Sample time 

水体样品 

Water samples 

沉积物样品 

Sediment samples 

S H D J S H D J 

DF1 Apr. 22 2.51 1.68 0.56 30 3.07 2.38 0.72 

May 17 2.14 1.28 0.50 27 2.96 2.15 0.71 

Jun. 24 2.53 1.87 0.52 20 2.44 1.67 0.57 

Jul. 25 2.54 1.97 0.51 24 2.81 1.93 0.69 

Aug. 17 2.33 1.29 0.60 25 2.84 1.99 0.68 

DF2 Apr. 23 2.69 1.72 0.64 23 2.70 1.86 0.65 

May 17 2.31 1.28 0.60 30 3.19 2.31 0.81 

Jun. 26 2.52 2.07 0.48 26 2.98 2.03 0.76 

Jul. 29 2.87 2.28 0.61 26 2.85 2.16 0.66 

Aug. 17 2.29 1.30 0.58 27 2.86 2.15 0.77 

SY1 Apr. 25 2.32 1.97 0.41 31 3.25 2.39 0.83 

May 19 2.21 1.44 0.48 30 3.12 2.31 0.75 

Jun. 25 2.50 1.96 0.49 32 3.15 2.43 0.73 

Jul. 17 2.09 1.28 0.42 22 2.71 1.69 0.68 

Aug. 11 1.44 0.90 0.38 26 2.86 2.02 0.67 

SY2 Apr. 25 2.40 1.97 0.44 24 2.75 1.96 0.65 

May 22 2.24 1.70 0.43 31 3.13 2.37 0.74 

Jun. 26 2.59 2.04 0.51 32 3.20 2.49 0.76 

Jul. 15 1.85 1.38 0.39 31 3.07 2.38 0.70 

Aug. 17 2.14 1.41 0.40 28 3.00 2.18 0.72 

 

出淡水养殖池塘沉积物的细菌群落结构较水体复

杂。水体和沉积物中细菌 T-RFs 数量分别在 11−29

和 20−32 之间，Shannon-wiener 指数在 1.44−2.87

和 2.44−3.25 之间。大丰养殖池塘的水体和沉积物

中 T-RFs 片段数量分别为 17−29 和 20−30；射阳养

殖池塘的 T-RFs 数量分别为 11−26 和 22−32，结合

多样性指数分析可以看出沉积物的群落多样性较

丰富。本研究利用移动窗口分析方法来评价养殖

环境微生物群落结构的动态变化，水体细菌群落

呈现低度-中度水平变化，其群落结构的平均变化

率为 14.28%和 6.08%；沉积物中菌群结构属于中

度-高度水平变化，平均变化率分别为 17.8%和

22.7%，表明沉积物细菌群落动态变化幅度大于

水体。 

大丰和射阳养殖池塘不同取样时间水体的  

细菌群落相对丰度如图 4A 所示，主要集中于

77−96 bp、197−209 bp 和 508−596 bp 之间分布，其

中的优势片段为 84 bp (0%−7.4%)、89 bp (9.0%− 

27.1%)、94 bp (0%−5.6%)、200 bp (1.4%−5.1%)、

202 bp (0%−5.1%)、203 bp (0%−6.1%)、533 bp 

(0%−12.0%)、538 bp (0%−15.0%)、560 bp 

(0%−14.3%)和 567 bp (0%−22.7%)，Others 代表

T-RFs 相对丰度<1%的片段。从图 4 中可以看出两

个样点不同养殖池塘的细菌群落结构相似，T-RFs

片段相对丰度随时间变化存在差异。大丰养殖池塘

中 84 bp 相对丰度在呈现先升后降的趋势，而射阳

养殖池塘则反之。大丰两个养殖池塘 DF1 和 DF2

中，89 bp 的 T-RF 片段的相对丰度随时间逐渐降

低，而射阳样点 SY1 和 SY2 的相对丰度则逐渐升

高。大丰和射阳养殖池塘不同取样时间沉积物的

细菌群落相对丰度如图 4B 所示，优势菌群在两个

样点的养殖池塘中均有分布且相对丰度存在差异， 
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图 4  养殖池塘水体(A)和沉积物(B) T-RFs 相对丰度 
Figure 4  The top ten relative abundances of T-RFs from water (A) and sediment (B) 

 

变化幅度范围分别为为 77 bp (0%−3.6%)、87 bp 

(1.1%−13.7%) 、 89 bp (19.9%−41.5%) 、 200 bp 

(4.4%−27.7%) 、 202 bp (0%−16.6%) 、 203 bp 

(0%−8.1%) 、 362 bp (0%−7.0%) 、 364 bp 

(0%−11.1%) 、 562 bp (0%−11.1%) 和 564 bp 

(0%−18.0%)。养殖水体与沉积物样品共有部分

T-RFs 片段(89、200、202、203 bp)，并且沉积物中

的 T-RFs 相对丰度高于水体。 

为了解析细菌 T-RFLP 图谱中不同 T-RF 片段代

表 的 微 生 物 类 群 ， 基 于 MiCA (http://mica.ibest. 

uidaho.edu/pat.php) T-RFLP analysis (PAT+)在线分

析，通过 RDA 16S rRNA 基因数据库查询比对结

果，推测相应的 T-RFs 片段所代表的种属菌群。如

表 5 所示，优势 T-RFs 片段所代表的菌群主要归属

于 Proteobacteria 、 Firmicutes 、 Bacteroidetes 、

Actinobacteria 和 Chloroflexi。 
 

表 5  基于 MiCA 比对分析优势 T-RFs 片段代表的菌群 
Table 5  The dominant T-RFs represented bacteria groups based on MiCA alignment 

水体/沉积物 T-RFs 片段 

T-RFs fragment (bp) 

属水平 

Genus 

门水平 

Phylum 
77 Delftia sp. Proteobacteria 

84 Enterococcus sp. Firmicutes 

87 Capnocytophaga sp. Bacteroidetes 

89 Flavobacterium sp. Bacteroidetes 

94 − Uncultured bacterium 

200 Clostridium sp. Firmicutes 

202 Mycobacterium sp. Actinobacteria 

203 Polaromonas sp. Proteobacteria 

362 Bacillus sp. Firmicutes 

364 Corynebacterium sp. Actinobacteria 

533 − Uncultured bacterium 

538 − Chloroflexi 

560 Clostridium sp. Firmicutes 

562 − Proteobacteria 

564 Arhodomonas sp. Proteobacteria 

567 Comamonas sp. Proteobacteria 

注：−：MiCA 在线比对不能确定的种属. 
Note: −: Taxon was not clearly identified based on MiCA alignment. 
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3  讨论与结论 

封闭式养殖池塘是一个相对较脆弱且易于调

控的生态系统，养殖水体和沉积物是池塘生态系

统的重要组成部分。在高密度集约化养殖条件下

通过饲料残留和水产动物粪便使输入水体的营养

盐过多，加速水体的富营养化过程，不仅恶化了

养殖水体，也会降低鱼类的抗应激能力[27]。两个

样点养殖池塘水质指标存在差异，在整个养殖周

期随时间变化幅度较大。淡水养殖最佳的 pH 值范

围为 6.5−8.5，是反映水体水质状况的一个综合指

标。pH 过高或过低会对养殖水体中物质的存在形

式及转化过程产生影响，ORP 过低使水体处于还

原态，利于还原性有害物质亚硝酸盐和硫化氢的

产生和积累[28]。可以看出两个样点池塘的 ORP 基

本稳定，变化趋势也较相近。养殖水体的溶解氧

(DO)含量直接影响水产动物的代谢能力及生长状

况。大丰样点池塘 DO 的变化幅度较大，在夏季大

丰样点的两个池塘达到最大值。我国渔业水质标

准规定溶氧一般要求≥3 mg/L，鲫的适宜范围为

4−5 mg/L。DO 的季节性变化较显著，特别是在夏

季容易受到温度和光合作用的影响出现过饱和或

过低的现象。COD 是反映水中可氧化物质的常用

指标，同时也反映水中浮游生物的多少。COD 含

量与饵料投喂和人工调控有关，水体中藻类增加

也是影响 COD 含量增高的主要原因之一[29]。氨

氮、亚硝酸盐和硝酸盐是养殖水体中可溶性无机

氮的主要组成部分，其主要来源于饲料和鱼类排

泄物，在一定条件下可以相互转化。在养殖水体

中，氨氮和亚硝酸盐对鱼类会产生毒性，并且过

高的浓度易导致水体的富营养化。理论上，淡水

池塘的亚硝酸盐浓度要控制在 0.1 mg/L，而射阳样

点池塘的亚硝酸盐含量明显高于大丰，最大值达

到 0.728 mg/L[30]。养殖水环境受物质输入或消耗的

直接影响，高密度养殖模式使残留饵料和排泄物

等大量累积，造成水体中有机物和营养盐含量过

高，溶解氧降低，导致养殖环境恶化。上述环境

因子变化使水生动物易产应激反应，也是疾病暴

发的重要诱因之一。 

近年来研究人员开展了一系列鲫病原分离鉴

定的研究[31-32]，但关于这些病原在养殖期间的丰

度变化尚没有系统描述，因此本研究利用分子方

法对采自江苏地区典型异育银鲫养殖池塘的水体

和沉积物样品中的病原微生物进行鉴定，并利用

定量 PCR 方法比较分析病原微生物的丰度变化特

征。养殖池塘水体和沉积物病原微生物的定量结

果显示，病原微生物在夏季高温时段的丰度较

高，并且养殖水体中的丰度高于沉积物。大红鳃

病与鲫造血器官坏死病是江苏地区鲫鱼养殖业中

最普遍且危害最大的两种疾病，其病原主要是气

单胞菌属和鲤疱疹病毒Ⅱ。传染性疾病的发生与

环境和宿主敏感性有关，采集自江苏省大宗淡水

鱼养殖池塘的健康塘和发病塘的水体和鱼类样本

中分离到 89 株气单胞菌属，分析结果发现，无论

在健康塘还是发病塘中，维氏气单胞菌分布最广

泛且数量最多，其次是嗜水气单胞菌[33]。定量结

果显示 CyHV-2 的丰度出现最大值时段，气单胞菌

属 的 丰 度 相 应 有 所 增 加 ， 表 明 气 单 胞 菌 属 与

CyHV-2 的暴发存在一定的关联，推测这两类病原

在养殖环境中可能会维持一定的丰度。DF2 和 SY2

水体和沉积物中病原菌的丰度较高，当外界环境

条件发生变化时出现细菌性败血症和病毒性出血

症混合感染和继发感染的几率会随之增加。细菌

和病毒混合感染现象普遍存在于水产养殖中，气

单胞菌属感染淡水鱼类的临床症状与 CyHV-2 极为 

相似。多项研究报道了从感染 CyHV-2 病鱼器官和

组织中分离到了嗜水气单胞菌(A. hydrophila)和温

和气单胞菌(A. sobria)[34-35]。粘孢子虫是鱼类的一

种寄生虫性病原，可寄生于鱼类的各种器官组

织。顾伟[36]对江苏地区鲫寄生粘孢子虫种类进行 

了调查和分类研究，通过形态学和 18S rRNA 基因

序列比对结果发现由喉部寄生的洪湖碘泡虫引起

的“喉孢子虫病”和由肝胰脏寄生的吴李碘泡虫引起 
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的“腹孢子虫病”的危害最为严重。淡水鱼类水霉病

为非原发性疾病，主要是由腐生性水霉菌在鱼体

受伤后引起的继发性真菌感染。Ke 等[37]基于形态

学、生理学和分子学特性比较分析了分离自异育

银鲫和斑马鱼的两株水霉菌，阐明了水霉菌的分

类地位有助于该病原疾病的防控。国内外文献报

道主要集中于病原体的定性描述，本研究也证实

了异育银鲫典型病原在养殖环境中的普遍性。由

于鱼类生活在水生环境中，它们将直接接触包括

潜在病原体在内的各种微生物，加强养殖环境病

原菌的鉴定和定量监测有助于在疾病暴发早期采

取相应的控制策略。通过优化养殖环境，增强鱼

类自身的非特异性免疫机能及应激能力，从而提

高其抵抗各类病原感染的能力。 

池塘水体和沉积物是养殖生态系统的重要组

成部分，池塘内发生的生物化学转化过程都有各种

微生物的参与。因此，池塘的微生物群落组成变化

以及对有机物和氮磷的代谢分解能力对养殖环境

有很大影响。由于养殖环境的特殊性，其内部的微

生物群落结构与组成受到各种因素的影响，如养殖

模式、饵料种类、环境因子、疾病暴发、投放药物

及微生态制剂等。在养殖过程中，养殖水环境中的

微生物会发生一定的规律性变化，该变化可以反映

养殖生态系统的健康状况。目前，关于异育银鲫养

殖环境微生物群落的报道较少。本研究利用 T-RFLP

技术对不同时期池塘水体和沉积物样品中的细菌

群落变化进行分析，发现养殖池塘水体和沉积物中

的微生物群落结构类似，优势菌群处于动态变化

中，沉积物中的细菌多样性高于水体。刘志刚等[38]

研究罗非鱼池塘养殖环境菌群结构变化也发现底

泥中微生物多样性最高，并且肠道与水体菌群的相

似性较高，结果表明罗非鱼链球菌病发病塘水体和

底泥中有益菌丰度降低和致病菌丰度升高反映了

养殖环境出现恶化，但其与肠道中病原菌的丰度水

平无直接关系，高温、低溶氧等环境因子变化是肠

道致病菌大量增殖的重要诱因。本研究水体和沉积

物 中 共 有 的 优 势 菌 群 主 要 是 Proteobacteria 、

Bacteroidetes 和 Actinobacteria，这与文献报道的研

究结果一致[39]。水体和沉积物微生物群落是池塘生

态系统的重要组成部分，在促进有机质分解、加速

营养盐释放和保持良好养殖环境等方面具有重要

意义。同时，也是多种潜在致病微生物的储库，如

Flavobacterium sp.、Clostridium sp.、Mycobacterium 

sp.和 Corynebacterium sp.等。唐凌等[40]研究草鱼与

鲫 养 殖 池 塘 底 泥 中 细 菌 群 落 多 样 性 ， 发 现

Cetobacterium 、 Prolixibacter 、 Rhodocyclus 和

Desulfomicrobium 等优势菌属与脱氮除鳞及有机质

降解有关，还存在 Xanthomonas 等致病性细菌。研

究发现健康养殖鱼塘底泥中乳酸菌属和芽孢杆菌

属等益生菌的相对含量高于致病性气单胞菌属和

弧菌属[41]。She 等[42]利用 16S rRNA 基因测序比较

分析健康和发病鱼体肠道微生物，结果发现感染

CyHV-2 异育银鲫肠道中 Plesiomonas 的丰度增加显

著，认为可以将其作为病毒感染的微生物标志物。

池塘系统中的微生物种群组成变化及代谢能力对

养殖环境影响很大，一方面养殖水环境丰富的微生

物群落结构能够很好地维持池塘系统的微生态平

衡，减少水产病害的发生；另一方面解析养殖环境

因子变化和病原疾病暴发期间微生物群落组成和

变化特征，有助于指导养殖过程中采取针对性的管

理措施调控水质和防控疾病发生。本文利用 T-RFLP

图谱对各样本进行分析，结果表明不同时间和地域

差异是造成细菌群落变化的主要原因，同时结合数

据 库 在 线 比 对 确 定 了 样 点 的 优 势 菌 属 主 要 为

Flavobacterium sp.、Bacillus sp.和 Mycobacterium 

sp.。T-RFLP 方法被广泛应用于环境微生物群落结

构变化的研究，其能够快速、较为准确地提供微生

物种类和相对丰度的信息，可较为真实地反映环境

样品中微生物群落结构组成和功能。但该技术会将

一些相对丰度较低的微生物种群剔除掉，造成环境

样品群落多样性被低估。同时，由于数据库的不完

善，某些 T-RF 片段难以准确匹配相对应的物种。
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高通量测序技术的发展促进了组学方法在环境微

生物研究中的广泛应用，其可以挖掘丰度低的种群

信息，较为全面和准确地反映环境微生物群落结

构。为了对环境样品微生物种群信息了解的更真实

和准确，应采用多种技术相结合，从而提高检测的

准确度和灵敏度。因此，下一步研究工作将结合高

通量测序技术针对发病期内养殖环境的微生物群

落信息和特征性菌属进行数据挖掘，比较发病和健

康养殖水体和底泥菌群结构与丰度的差异。 
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