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摘要： 【目的】探究三疣梭子蟹养殖底质的恶化特征及其与细菌群落的相关性。 【方法】

以海沙为底质，模拟开展了 28 d的三疣梭子蟹室内帆布池养殖。实验观察和分析了底质表
观及其理化指标的时序变化特征，采用 16S rRNA基因扩增子测序分析了底质细菌群落结
构变化，并利用冗余分析探究了底质理化指标和底质细菌群落之间的相关性，最后采用
FAPROTAX功能预测和定量聚合酶链式反应技术分析了底质细菌群落的功能变化。
 【结果】在三疣梭子蟹养殖过程中，底质颜色由初始的灰褐色转变为深黑褐色，并伴有刺
激性气味产生。梭子蟹甲壳颜色由青灰色变为黄褐色，且在甲壳和螯足表面出现黑褐色斑
点，存活率降至 38.1%。氨氮（NH4

+-N）、分子氨（NH3）和亚硝态氮（NO2
−-N）含量呈

现先升高后降低的变化趋势，并分别在第 14和 21天达到峰值，而硝态氮（NO3
−-N）和硫

化氢（H2S）含量在 28 d中持续累积。底质细菌群落结构呈现养殖前、养殖中和养殖后 3
个阶段，且优势菌群由 γ-变形菌纲转为 α-变形菌纲。功能分析显示底质的硝化和反硝化作
用在第 14和 21天达到峰值，其中硝化作用主要与硝化螺菌属和硝化刺菌属细菌相关；而硫
化合物呼吸在第 28天显著增强，主要与脱硫豆菌属、梭形杆菌属和脱硫弧菌属等细菌相关。
 【结论】底质理化指标及其细菌群落之间相互影响，协同驱动底质恶化。本研究可为三疣
梭子蟹绿色健康养殖提供基础数据和理论参考。
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三疣梭子蟹 (Portunus trituberculatus)是我国

重要的海水养殖经济蟹类 [1]，具有在浅海近岸的

泥、泥砂或砂质底质中栖息的行为特性，尤其喜

砂质和砂泥质底质，因此室内工厂化养殖中常铺 
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沙以供梭子蟹栖息[2-4]。底质不仅是梭子蟹栖息的

场所，还是其觅食和进食的场所，因此底质在养

殖系统的营养物质循环中扮演着“汇”和“源”的重

要角色 [5]。在底质中，除了养殖动物梭子蟹外，

还栖息着细菌、古菌和真菌等微生物，它们通过

参与碳 (C)、氮 (N)、磷 (P)、硫 (S)的生物地球化

学循环，影响着养殖系统的营养供应和生态平衡[6-7]。

然而，随着养殖周期的延长，水产动物的排泄物、

食物残渣和残体逐渐在底质中累积，造成底质的

有机负荷增加，引起底质微生物的过度繁殖，导

致微生物群落失衡和生态功能改变，引发底质恶

化[8-10]。底质恶化主要表现为泡沫聚集增加、恶臭、

底质颜色变黑、溶解氧含量降低，硫化物、重金

属和硫化氢 (H2S)有毒有害物质积累等[11-13]。

底质恶化不利于水产动物的健康，甚至威胁

着水产动物的生存。例如，底质中的硫化物会对

中华绒螯蟹 (Eriocheir sinensis)的呼吸和能量代谢

产生负面影响，可导致鳃组织细胞色素氧化酶活

性下降，而血糖和乳酸浓度上升[14]。由于底质与

水体间存在密切的物质交换，底质恶化往往伴随

着水体的富营养化、pH下降以及氨态氮 (NH4
+-N)、

亚硝态氮 (NO2
−-N)和硝态氮 (NO3

−-N)等指标的升

高 [8-9]。例如，NH4
+-N过高会导致凡纳滨对虾

(Litopenaeus vannamei)的鳃丝肿胀，毛细血管网

结构形态改变，鳃组织破裂[15]。

作为 CNPS元素循环的重要驱动者 [16]，微生

物与养殖水体的水质变化密切相关。在三疣梭子

蟹养殖水体中，酸化导致的水体细菌群落结构和

功能改变对水体的 NH4
+-N、NO2

−-N和 NO3
−-N水

平具有重要贡献 [17]。而在拟穴青蟹 (Scylla para-
mamosain)育苗水体中，循环水养殖系统水体富集

的橙黄褐指藻杆菌 (Phaeodactylibacter)、黏着杆

菌 (Tenacibaculum)和氢嗜菌 (Hydrogenophaga)可
能通过同步硝化和反硝化作用去除水体中的含氮

污染物[18]。然而，目前仅有少量研究涉及甲壳类

动物养殖底质恶化的表观现象 [12, 19]，鲜有底质恶

化相关的微生物群落结构和功能的研究报道。

为此，本研究采用海沙为底质，模拟开展了

为期 28 d的三疣梭子蟹成蟹的室内帆布池养殖，

分析了养殖底质在表观及理化指标的时序变化

特征；同时采用 16S  rRNA基因扩增子测序、

FAPROTAX功能预测和定量聚合酶链式反应

(qPCR)技术分析了底质细菌群落结构和功能的动

态变化，以探究梭子蟹养殖底质的恶化特征及其

微生态原因，为三疣梭子蟹绿色健康养殖提供基

础数据和理论参考。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料、化学品和仪器

三疣梭子蟹成蟹共 50只 (108.98±22.56)  g，
于 2023年 10月采购自宁波市咸祥一水产养殖场，

以避光和充氧的方式在 1 h内运至宁波大学中试

基地。把梭子蟹平均分布到 5个帆布池 (长 1.5 m×
宽 1.0 m×高 0.6 m)中暂养。每个帆布池装有 300 L
天然海水 (盐度 23~24，水温 27~28℃，pH 8.3~8.4，
NH4

+-N < 0.5 mg/L)。实验所用底质取自宁波梅山

湾沿海滩涂沙子，经风干、过筛去掉大颗粒杂物

后铺在池底，厚度约 5 cm。对海水进行 24 h曝气，

使溶解氧含量维持在 6.5~6.6 mg/L。在为期 1周的

暂养期间，每日 16:00—18:00按蟹体重的 5%投

喂新鲜菲律宾蛤仔 (Ruditapes philippinarum)，喂

食后 1 h清除死蟹并清理残饵。

100 μm孔径的无菌尼龙网购自北京兰杰柯科

技有限公司，0.45和 0.22 μm孔径的聚碳酸酯膜

购自美国 Millipore公司，哈希试剂购自美国

Danaher公司，土壤基因组 DNA提取试剂盒购自

美国 MP Biomedicals公司，DNA纯化试剂盒、实

时荧光定量 PCR试剂 (SYBR Premix Ex TaqⅡ)和
pMD19-T载体均购自日本 TaKaRa公司，ROX参

比染料 II (50×ROX Reference DyeⅡ)购自上海翌

圣生物科技股份有限公司，灭菌双蒸水 (ddH2O)
购自上海圻明生物科技有限公司。

TD20002电子天平 (余姚市金诺天平仪器有

限公司)；彼得森抓斗式采泥器 (济宁市裕泽工业

科技有限公司)；厘米刻度尺 (宁波得力集团有限

公司)；超声波清洗机 (广州科盟清洁技术有限公

司)；纯水仪 (杭州景元科技有限公司)；Spectrum
IQ150土壤原位 pH计 (Spectrum Technologies，美

国 )； YSI 便 携 式 多 参 数 水 质 分 析 仪 (Yellow
Springs， 美 国 )； NanoDrop2000分 光 光 度 计

(Thermo Fisher，美国)；哈希 DR900多参数便携

式比色计 (HACH，美国 )；梯度 PCR仪 (Thermo
Fisher，美国)；琼脂糖凝胶电泳仪 (北京六一仪器

厂)；MiSeq高通量测序仪 (Illumina，美国)，低温

高速离心机 (Eppendorf，德国)，Roche480荧光定
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量 PCR 仪 (Roche，瑞士)。

 1.2    实验方法

 实验设置和样品采集　　选取 42只暂养后

的梭子蟹，称重，重新分布到 6个帆布池中，每

个帆布池 7只，进行为期 28 d的养殖实验，养殖

管理同暂养，整个养殖期间不换水。采用彼得森

抓斗式采泥器分别于第 0、7、14、21和 28 天从

各帆布池的四角和中央采集梭子蟹活动区沙样，

采样深度 3 cm，单次采样面积约 0.2 m2，混合均

匀后分成 6份，每份约 80 g，分别放入无菌袋中。

得到实验的重复数 n = 6，共获得 30个底质样品，

用冰盒保存后运至实验室。把沙样先置于超声波

清洗机内超声 15 min，经 100 μm无菌尼龙网过滤

去掉杂质后，分成 2份。一份经 0.45 μm孔径的

聚碳酸酯膜过滤后冷藏于 4℃，用于底质理化指

标分析；另一份经 0.22 μm孔径的聚碳酸酯膜过

滤后冻藏于–80℃，用于细菌 DNA提取。本研究

获得了宁波大学实验动物伦理委员会 (IACUC)批
准，实验过程中操作人员严格遵守宁波大学实验

动物伦理规范，并按照宁波大学实验动物伦理委

员会制定的规章制度执行。

 理化指标测定　　在现场采集沙样时使用美

国 Spectrum IQ150土壤原位 pH计直接测定底质

的温度和 pH。使用 YSI 便携式多参数水质分析仪

紧贴池底，测定沉积物-水界面的溶解氧 (DO)含
量。使用  HACH 试剂测定沙样滤液的 NH4

+-N、

NO2
−-N、NO3

−-N和 H2S含量。分子氨 (NH3)浓度

根据 Bower等[20] 的公式计算得到。

 DNA提取、PCR扩增、Illumina测序和序

列处理　　用无菌剪刀剪碎滤膜，根据试剂盒说

明书提取底质膜样的总 DNA。经 DNA纯化试剂

盒纯化后，采用 NanoDrop 2000测定 DNA 浓度及

纯度，检测合格的 DNA用于 PCR扩增。采用细

菌 通 用 引 物 对 (338F： 5'-ACTCCTAC  GGGAG-
GCAGCAG-3'和 806R： 5'-GGACTACHVGGGT-
WTCTAAT-3')PCR扩增 16S rRNA 基因的 V3~V4
区[21]。用 1%琼脂糖凝胶电泳和 NanoDrop分光光

度法分析 PCR产物质量。将 PCR扩增产物进行

等摩尔合并，在 MiSeq平台上进行测序。按照

USEARCH流 程  (https://www.drive5.com/usearch/)
处理扩增子测序数据。简言之，将原始数据与细

菌标签合并，并聚类到具有 100%序列相似性的

种水平操作分类单元 (zOTUs)。使用 QIIME2将序

列与 Silva数据库 (v123)(https://www.arb-silva.de/)
的系统发育信息进行比对，以获得分类注释信息。

为消除样本间测序深度不一致造成的偏差，所有

样本数据作最小深度的归一化处理，用于后续分

析。本研究的原始 16S rRNA基因测序数据已上

传至美国国家生物技术信息中心 (NCBI)序列读取

档案 (SRA)数据库，登录号为 PRJNA1252452。
 氮循环和硫循环相关功能基因表达的定量

PCR分析　　以底质细菌基因组 DNA为模版，

以 16S rRNA基因为内参，采用 N循环和 S循环

相关基因的特征性引物[22-37](表 1)进行 qPCR分析。

本研究扩增的 N循环相关基因包括固氮酶还原酶

亚基基因 (nifH)、氨单加氧酶亚基 B基因 (amoB)、
亚硝酸氧化还原酶 α亚基基因 (nxrA)、硝酸还原

酶基因 (narG)、亚硝酸还原酶基因 (nirK1-3和 nirS1-
3)、氧化亚氮还原酶基因 (nosZ1-2)、硝酸还原酶

基因 (napA)和谷氨酸脱氢酶基因 (gdhA)；S循环

相关基因包括异化型亚硫酸还原酶 A/B亚基基因

(dsrA 和 dsrB)和腺苷酸硫酸盐还原酶 A/B亚基基

因 (aprA 和 aprB)。PCR体系共 20 μL，包含 cDNA
模板 2 μL，SYBR Premix Ex TaqⅡ(2×)10 μL，每

个 引 物 0.2  μmol/L， ROX  Reference  Dye  or  Dye
II(50×) 0.4 μL和 ddH2O 6 μL。qPCR反应程序设置

如下：95℃ 预变性 30 s激活 DNA聚合酶并变性

双链 DNA，95℃ 变性 5 s，60℃ 退火 30 s，共 40
个循环。每个样品设置 3次 PCR重复。以 pMD19-
T为载体，从沙样中扩增的 393 bp细菌靶向片段，

构建标准质粒，经 10倍稀释串联得到 16S rRNA
基因标准曲线，计算标准曲线方程与 R2 值。其中，

根据标准曲线生成的 16S rRNA基因拷贝数定义

为绝对原核微生物生物量。N循环和 S循环功能

基因丰度的计算方法参照公式：

GR = 10(31−CT )(10/3)

式中，GR为相对基因丰度，CT 为 qPCR结果，

31为检出限。

GAFun =(GA16S × GRFun)/ GR16S，

式中，GA表示基因绝对丰度，16S和 Fun分别表

示 16S rRNA基因和功能基因[38-39]。

 数据分析　　采用 ggplot2包和 ggalt包对梭

子蟹的存活曲线进行可视化。采用 vegan包计算

每个样本的 Shannon指数，并用 BH (Benjamini-
Hochberg) P 值校正和 Kruskal-Wallis检验来比较

各组间 Shannon指数的统计差异。基于 Bray-
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Curtis相似性距离矩阵的主坐标分析 (PCoA)可视

化组间的底质细菌群落差异。利用冗余分析

(RDA)探究底质理化指标和底质细菌群落之间的

相关性。用“FAPROTAX”程序包预测底质细菌群

落的功能潜力[40]。对于 qPCR结果，采用 Kruskal-
Wallis检验分析 N循环和 S循环功能基因的绝对

拷贝数，以 P<0.05表示组间差异显著，并采用

ggplot2 包进行可视化。所有数据分析都在 R软件

(v4.3.2)中完成 (http://www.r-project.org)。

 2    结果

 2.1    三疣梭子蟹养殖过程中底质和梭子蟹的表

观特征及存活率变化

经 28 d的梭子蟹养殖，底质颜色由初始的灰

褐色转变为深黑褐色，并伴有刺激性气味产生

(图 1-a)。梭子蟹的甲壳颜色由青灰色转变为黄褐

色，且在甲壳和螯足表面出现分布不均的黑褐色

斑点，这些斑点边缘清晰、中心凹陷，符合典型

的甲壳溃疡病症状[41]。同时梭子蟹的活动和摄食

量减少，部分个体甚至出现附肢脱落的现象。梭

子蟹的存活率随着养殖时间的延长大幅下降，存

活率的下降主要发生在养殖前 8天和后 12天，最

终降至 38.1%(图 1-b)。

 2.2    底质的理化指标变化

底质的温度、pH和 DO含量整体呈下降趋

势 (图 2-a~c)，而 NH4
+-N、NH3 和 NO2

−-N含量呈

现先升高后降低的趋势。其中，NH4
+-N和 NH3 含

量在 14 d时达到峰值，分别为 0.47和 0.03 mg/L
(图 2-d~e)，而 NO2

−-N含量在 21 d时达到最高值

(图 2-f)。此外，底质的 NO3
−-N和 H2S含量均随

养殖时间的延长显著上升 (P<0.05)，至 28 d时分

别达到 2.51和 0.20 mg/L(图 2-g~h)。综合上述结

果，可以判断养殖底质已发生了恶化。

 2.3    三疣梭子蟹养殖过程中底质细菌群落结构

变化

在梭子蟹养殖过程中，底质细菌群落的

Shannon指数呈现先上升后下降的变化趋势，并

在第 7天达到峰值，到第 28天已基本恢复到初始

水平 (图 3-a)。在 β多样性上，基于加权距离 Bray-
Curtis距离构建的 PCoA图显示，细菌群落在底质

恶化过程中发生了明显的动态变化 (图 3-b)。整体

来看，群落结构在暂养初期变化较大，随后变化

减缓，7和 14 d样本表现出一定程度的重叠，与

 

表 1    本研究使用的引物序列

Tab. 1    Primer sequences used in this study

基因
genes

引物序列(5′-3′)
primer sequences (5′-3′)

参考文献
references

nifH F: 5′-AAAGGYGGWATCGGYAARTCCACCAC-3′ [22]

R: 5′-TGSGCYTTGTCYTCRCGGATBGGCAT-3′

amoB F: 5′-TGGTAYGACATKAWATGG-3′ [23]

R: 5′-RCGSGGCARGAACATSGG-3′

nxrA F: 5′-CAGACCGACGTGTGCGAAAG-3′ [24]

R: 5′-TCCACAAGGAACGGAAGGTC-3′

narG F: 5′-TAYGTSGGGCAGGARAAACTG-3′ [25]

R: 5′-CGTAGAAGAAGCTGGTGCTGT-3′

nirK1 F: 5′-GGMATGGTKCCSTGGCA-3′ [26]

R: 5′-GCCTCGATCAGRTTRTGGTT-3′

nirK2 F: 5′-ATGGCGCCATCATGGTNYTNCC-3′ [27]

R: 5′-TCGAAGGCCTCGATNARRTTRTG-3′

nirK3 F: 5′-TGCACATCGCCAACGGNATGTWYGG-3′

R:5′-GGCGCGGAAGATGSHRTGRTCNAC-3′

nirS1 F: 5′-GTSAACGTSAAGGARACSGG-3′ [28]

R:5′-GASTTCGGRTGSGTCTTGA-3′

nirS2 F: 5′-ATCGTCAACGTCAARGARACVGG-3′ [27]

R:5′-TTCGGGTGCGTCTTSABGAASAG-3′

nirS3 F: 5′-TGGAGAACGCCGGNCARGTNTGG-3′

R: 5′-GATGATGTCCACGGCNACRTANGG-3′

nosZ1 F: 5′-CGCRACGGCAASAAGGTSMSSGT-3′ [29]

R: 5′-CAKRTGCAKSGCRTGGCAGAA-3′

nosZ2 F: 5′-CGYTGTTCMTCGACAGCCAG-3′ [30]

R: 5′-CGSACCTTSTTGCCSTYGCG-3′

napA F: 5′-CCVAAYGCCTGYGGYGGYGT-3′ [31]

R: 5′-CCGGTRTGCCAGTGMKCRA-3′

gdhA F: 5′-GCCATCGGYCCWTACAAGGG-3′ [32]

R: 5′-ATGTCRCCNGCCGGAACGTC-3′

dsrA F: 5′-ACSCACTGGAAGCACG-3′ [33]

R: 5′-GGTGGAGCCGTGCATGTT-3′

dsrB F: 5′-CAACATCGTYCAYACCCAGGG-3′ [34]

R: 5′-GTGTAGCAGTTACCGCA-3′

aprA F: 5′-TGGCAGATCATGATYMAYGG-3′ [35]

R: 5′-GCGCCAACYGGRCCRTA-3′

aprB F: 5′-CATGTACATCTGCCCCAACG-3′ [36]

R: 5′-TGGGGAACTTGAAACGCTTG-3′

16S
rRNA
gene

F: 5′-GTGCCAGCMGCCGCGG-3′ [37]

R: 5′-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3′
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21 d样本稍有区分，直到第 28天又出现较大变化。

粗略地表现出恶化前 (0天)、恶化中 (7~21 d)和恶

化后 (28 d)这 3个阶段性过程。

在组成上，底质细菌群落也发生了较大改变

(图 3-c)。在第 0天，底质细菌群落的优势菌为 γ-
变形菌纲，其相对丰度高达 50.7%，其次是 α-变
形菌纲 (20.6%)、拟杆菌门 (6%)、放线菌门 (5.5%)
和糖细菌门 (4.6%)。到第 7天，α-变形菌纲已取

代 γ-变形菌纲成为底质的优势菌群，其相对丰度

升至 31.8%，其次是拟杆菌门 (19.5%)和 γ-变形菌

纲 (18.8%)，放线菌门 (6.2%)和 δ-变形菌纲 (4.9%)
的相对丰度也有所增加。到第 14天时，γ-变形菌

纲 (30.5%)重新成为主要优势菌群，拟杆菌门

(27.5%)和 α-变形菌纲 (23.4%)的相对丰度也较高。

在随后的两个时间点 (21天和 28天)，α-变形菌纲

的相对丰度始终维持在 30%以上，成为最稳定的

优势菌群，其次为 γ-变形菌纲和拟杆菌门。值得

注意的是，到第 28天，尽管 α-变形菌纲 (33.1%)
的相对丰度保持稳定，但 γ-变形菌纲 (11.3%)和 δ-
变形菌纲 (2.9%)的相对丰度下降，而厚壁菌门的

相对丰度增至 14.8%，表明恶化后底质细菌群落

发生了演替。

 2.4    底质理化指标与细菌群落的相关性

RDA分析的第一和第二主轴共解释了 57.28%
的细菌群落分布变异 (图 4)。在环境因子中，pH

(R2= 0.15)与底质细菌群落的变化关系最为密切，

其次是温度 (R2= 0.13)、H2S(R2= 0.12)、NH4
+-N(R2=

0.12)、NO3 
−-N(R2= 0.12)、NH3(R2= 0.12)、DO(R2=

0.11)和 NO2 
−-N(R2= 0.10)。此外，从第 14~21天，

NO2 
−-N、NH3、NH4

+-N和 H2S含量与细菌群落呈

正相关，pH、温度和 DO与细菌群落呈负相关。

这些结果表明，底质理化因子与其细菌群落存在

较大的相关性。

 2.5    底质细菌群落的代谢功能变化

为了揭示底质细菌群落在 N和 S元素生物地

球化学循环中的功能潜力变化，本研究利用

FAPROTAX工具对所有底质 zOTUs进行了功能

预测。共预测到 7种与 N循环相关的代谢功能，

包括固氮作用、好氧氨氧化、好氧亚硝酸盐氧化、

硝化作用、硝酸盐还原、硝酸盐呼吸和氮呼吸

(图 5-a)，这些功能潜力在底质恶化过程中发生了

显著变化 (P<0.05)。其中，底质细菌群落的固氮

作用在第 7天显著增强 (P<0.05)，随后逐渐回落。

好氧氨氧化、好氧亚硝酸盐氧化和硝化作用的功

能潜力分别在第 7和 21天显著高于 0天水平 (P<
0.05)，而在第 28天显著降低 (P<0.05)，回复到初

始水平。相比之下，硝酸盐还原作用在暂养 7~
21 d都维持较高的功能潜力，而硝酸盐呼吸和氮

呼吸主要在暂养的 14 d开始升高。

本研究还预测到 9种与 S循环相关的代谢功
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图 1    养殖过程中底质和三疣梭子蟹表观及存活率变化

(a) 底质和梭子蟹表观；(b) 存活率。不同小写字母表示时间点间存在显著差异 (P<0.05)，下同。

Fig. 1　Changes in the appearances of sediment and P. trituberculatus and
the survival rate during the whole period of rearing

(a)  appearances  of  sediment  and P.  trituberculatus;  (b)  survival  rate.  Different  lowercase  letters  indicate  a  significant  difference  between  time  points
(P<0.05), the same below.
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能，包括硫暗氧化、硫代硫酸盐暗氧化、亚硫酸

盐暗氧化、硫化合物暗氧化、硫呼吸、硫代硫酸

盐呼吸、亚硫酸盐呼吸、硫酸盐呼吸和硫化合物

呼吸。其中，亚硫酸盐呼吸、硫酸盐呼吸及硫化

合物呼吸的功能丰度均在第 28天达到峰值。

本研究采用 qPCR技术进一步分析了底质细

菌群落中氮循环和硫循环相关功能基因在不同时

间点的拷贝数动态变化。结果显示，14个氮循环

功能基因和 4个硫循环功能基因在底质恶化过程

中发生了较大变化 (图 5-b)。具体而言，除了 narG、

nirK1和 nirS1在第 0天呈现较高表达水平外，其

余 N、S循环功能基因的初始表达水平均较低。

在氮循环功能基因中，硝化 (amoB 和 nxrA)、反硝

化 (nirK1、 nirK2、 nirK3和 nirS3)、异化氮还原

(napA)和有机氮矿化 (gdhA)的基因表达均呈现先

上升后下降的变化趋势，且表达峰值都出现在第

14天；而部分反硝化基因，如 nosZ1和 nosZ2的

表达水平在 14天到达峰值后维持在相近水平波动。

在硫循环功能基因方面，异化硫酸盐还原 (dsrA、
dsrB 和 aprB)的基因表达呈现波动上升趋势，峰

值均出现在第 28天；而 aprA 基因表达则表现为

先上升后下降的变化模式，峰值出现在第 21天。

这些结果进一步佐证了底质恶化过程中底质细菌

群落的 N、S循环功能。
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图 2    三疣梭子蟹养殖过程中底质的理化指标变化

(a) 温度；(b) pH；(c) DO；(d) NH4
+-N；(e) NH3；(f) NO2

−-N；(g) NO3
−-N；(h) H2S。

Fig. 2　Changes in physicochemical indexes of sediment during the rearing of P. trituberculatus
(a) temperature; (b) pH; (c) DO; (d) NH4

+-N; (e) NH3; (f) NO2
−-N; (g) NO3

−-N; (h) H2S.
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鉴于硝化作用对底质氨氮和亚硝态氮等指标

的重要影响，进一步分析了其在底质恶化过程中

的变化及在第 21天对该功能具有贡献的细菌。结

果发现，除了第 14天，该功能的绝对丰度整体呈

现先上升后下降的趋势，其丰度也在第 21天达到

峰值，且显著高于 0天 (图 6-a)。此时硝化作用功

能潜力的提高主要归因于硝化螺菌属 (Nitrospira)、
硝化刺菌属 (Nitrospina)、亚硝化球菌属 (Nitroso-
coccus)、亚硝化单胞菌属 (Nitrosomonas)和亚硝化

单胞菌科 (Nitrosomonadaceae)细菌 (图 6-b)。
在底质 S循环过程中，硫化合物呼吸是微生

物利用硫化物 (如硫酸盐、亚硫酸盐、硫代硫酸盐

等)作为终端电子受体的厌氧呼吸过程，以 H2S作

为主要最终产物。为此，实验深入分析了其在底

质恶化过程中的动态变化及其第 28天的相关贡献

菌。结果显示，硫化合物呼吸功能的绝对丰度在

第 7、14和 28天均显著高于 0天 (P<0.05)，并在

第 28天大幅提升，达到峰值 (图 7-a)。此时硫化

合物呼吸功能潜力的提高主要归因于脱硫豆菌属

(Desulfofaba)、梭形杆菌属 (Fusibacter)、脱硫弧菌

属 (Desulfovibrio)、脱硫杆菌属 (Desulfobacter)和
脱硫杆菌科 (Desulfobacteraceae)细菌 (图 7-b)。
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图 3    底质恶化过程中底质细菌群落结构的变化

(a) 香农指数；(b) 基于 Bray-Curtis距离的主坐标分析 (PCoA)可视化底质细菌群落差异；(c) 前 10的门或变形菌纲。

Fig. 3　Structural changes of sediment bacterial communities during the process of sediment deterioration
(a)  Shannon index;  (b)  principal  coordinate  analysis  (PCoA)  plot  visualizes  dissimilarities  of  sediment  bacterial  community  based  on  the  Bray-Curtis
similarity distance; (c) top 10 of phyla or Proteobacterial classes.
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 3    讨论

在养殖系统中，底质是底栖动物赖以生存的

环境基质，然而底质恶化将直接影响着动物的健

康和存活。在本研究中，28 d的梭子蟹养殖导致

了底质恶化，这与养殖鱼虾的底质恶化情况相似，

都发生了如变黑、发臭、DO下降和 H2S累积等

情况 [11-13]。在单一的梭子蟹养殖系统中，梭子蟹

是消费者，而底质微生物是分解者，是底质各种

营养素分解和回收的关键参与者，也是养殖系统

CNPS生物地球化学循环的重要驱动者[42-45]。因此，

底质的表型和理化指标变化应该与底质微生物密

切相关。

底质细菌群落的高通量测序结果发现，底质

细菌群落结构在梭子蟹养殖过程中发生了显著变

化，类似的结果也发生在草鱼 (Ctenopharyngodon
idella)养殖的底质中 [46]。在本研究中，底质细菌

群落的 α-多样性在底质恶化过程中呈现先上升后

下降的变化趋势，这可能是有机物 (主要是饲料)
的投入为底质细菌提供了丰富的营养，促进了细

菌的大量繁殖，16S rRNA基因拷贝数的先上升后

下降变化佐证了上述推测。细菌的繁殖推动了底

质细菌群落的种群演替，导致细菌群落的 α-多样

性和 β-多样性产生特征性改变。这种变化可能是

多种环境因子协同作用的结果。在群落组成上，

梭子蟹养殖底质细菌群落的初始最优势菌群为 γ-
变形菌纲。γ-变形菌纲细菌能够在底质的厌氧条

件下进行光合作用，同化 CO2，并将硫化物氧化

为单质硫 [47]。随着底质恶化的进行，γ-变形菌纲
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图 4    冗余分析 (RDA)显示底质理化因子对

底质细菌群落变化的影响

Fig. 4　Redundancy analysis (RDA) shows the impact of
physicochemical factors on the changes in

sediment bacterial community
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图 5    底质恶化过程中底质细菌群落的 N、S循环功能的变化

(a) 预测 N、S功能的潜力；(b) N、S循环基因和 16S rRNA基因的绝对丰度。蓝色到红色表示丰度 (z-score)，范围从−2到 2。

Fig. 5　Changes in N and S cycling functions of sediment bacterial communities during
the process of sediment degradation

(a) predicted N and S functional potentials; (b) the absolute abundance of N and S cycling genes. Blue to red indicates abundance (z-score), ranging from
−2 to 2.
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细菌的最优势地位逐渐被 α-变形菌纲细菌取代，

这反映了底质环境变化对细菌群落结构的强烈选

择压力。值得注意的是，第 28天厚壁菌门的相对

丰度显著上升，这一现象与蓝藻水华降解末期的

细菌群落变化相似[48]，表明该菌在恶化环境中具

有特殊的生态适应性。冗余分析结果表明 pH和

温度与底质细菌群落变化的关系最为密切。pH能

调控细胞膜电荷平衡和胞外酶活性，只有特定酸

碱环境的适应菌才能生长和存活 [49-50]；而温度也

调节酶的活性，影响着有机物降解和营养物质循

环的速率[51-52]。因此，pH和温度的下降可能影响

了底质细菌群落的分布结构。DO也是底质细菌

群落变化的驱动因子。尽管底质 DO的下降幅度

只有 1 mg/L，且仍维持较高的水平，但流通性较

差的底质可能导致局部缺氧，降低的底质 DO和

pH有利于厌氧菌的繁殖[53]，促进有机质的厌氧发

酵产生硫化物，本研究中硫酸盐还原菌 (SRB)和
硫还原菌的生长及 H2S浓度的持续升高佐证了上
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图 6    底质恶化过程中硝化作用功能丰度变化 (a)及其第 21天的贡献菌 (b)

图 (b)中，条形的长度与 zOTU个数呈正比，条形右边的数字表示 zOTU个数，下同。

Fig. 6　The changes in the functional abundance of nitrification during the process of sediment degradation (a) and
its contributing bacteria at 21 d (b)

The length of the bars is proportional to the number of zOTUs in (b), with the numbers on the right side indicating the corresponding zOTU count, the
same below.
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述观点。H2S和 NH4
+-N是驱动底质细菌群落变化

的两个主要化学指标。其中，H2S的积累会选择

性富集硫化物耐受菌群，如脱硫单胞菌属和脱硫

香蕉形菌属[54]。尽管这些严格厌氧菌在底质细菌

群落中的相对丰度较低，但对整个群落的硫化合

物呼吸功能潜力具有重要贡献。此外，NH4
+-N的

升高促进了氨氧化细菌的生长，产生 NO2
−，进而

促进亚硝酸盐氧化细菌的生长[55]。总之，细菌栖

息的底质环境变化会影响细菌群落的演替，细菌

群落的演替会改变其介导的元素循环功能 [17-18]，

从而反过来影响底质环境。

FAPROTAX功能预测和 qPCR分析均表明，

底质细菌群落的 N循环和 S循环相关功能潜力和

功能基因表达量发生了明显的时序变化。其中

amoB 基因是编码氨单加氧酶的关键基因之一。在

氨氧化细菌中，氨单加氧酶能催化 NH3 与氧气反

应，将其转化为羟胺 (NH2OH)
[56]。在本研究中，

amoB 在底质恶化中期的高表达表明底质的氨氧化

作用主要由好氧的氨氧化细菌执行，其具有将

NH4
+氧化为 NO2

−的能力 [57-58]。底质中有机质降解

导致的 NH4
+-N浓度升高，为氨氧化细菌提供了充

足底物[59]。nxrA 基因编码亚硝酸还原酶的一个亚

基。在硝化细菌中，nxrA 基因参与 NO2
−转化为

NO3
−过程中电子传递等的反应环节。该基因在底

质恶化中期的高表达，表明底质的 NO2
−被进一步

氧化为 NO3
−。在底质的好氧亚硝酸盐氧化作用中

起主要作用的是亚硝酸盐氧化细菌，其具有将

NO2
−转化为 NO3

−的功能[58, 60]。值得注意的是，本

研究发现在底质的硝化作用中起主要作用的为硝

化螺菌属、硝化刺菌属、亚硝化球菌属、亚硝化

单胞菌属和亚硝化单胞菌科的细菌类群，其中硝

化刺菌属是底质细菌群落的优势属。此外，反硝

化基因 (nirK、nirS3和 nosZ)在底质恶化中期和后

期达到表达峰值，表明底质细菌也发挥着反硝化

功能。反硝化细菌的代谢激活可能与底质中氧化

还原电位持续下降有关[61]。

与 N循环功能的快速响应不同，S循环相关

功能潜力包括硫酸盐呼吸、亚硫酸盐呼吸、硫化

合物呼吸则表现出明显的滞后，这一现象在 S循

环相关功能基因 (主要是 dsrA 和 dsrB)的表达水平

中也得到了印证。dsrAB 基因簇编码的蛋白是异

化硫酸盐还原酶 (Dsr)的核心组成部分。其中，

DsrA亚基负责传递电子，DsrB亚基则直接参与

将硫酸根 (SO4
2-)还原为 H2S的反应[62]。这两个基

因的表达峰值均出现在底质恶化后期，与底质的

H2S含量持续升高相符。对硫化合物呼吸具有重

要贡献的底质细菌类群分属于脱硫豆菌属、梭形

杆菌属、脱硫弧菌属和脱硫杆菌属等。这些细菌

都属于 SRB，其中脱硫豆菌属、脱硫弧菌属和脱

硫杆菌属细菌都含有 dsrAB 基因，能执行异化硫

酸盐还原反应，产生 H2S
[63-66]。尽管梭形杆菌属细

菌也是 SRB[67]，是化能有机营养型的严格厌氧菌，

能把腺苷酰硫酸和硫代硫酸盐还原成为 H2S，但

执行该功能的基因是 aprAB 和 sudhAB 基因[68]。大

多数 SRB需要严格的厌氧条件才能达到最佳活性[69]，

这解释了 S循环相关功能滞后的原因。

（作者声明本文无利益冲突）
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Phenotypic and physicochemical characteristics of sediment deterioration
during the culture of the swimming crabs (Portunus trituberculatus) and

their correlations with bacterial community

ZHOU Jiazheng 1,     WU Qingyang 1,2,     SHI Ce 1,2,     MU Changkao 1,    
WANG Chunlin 1,     YE Yangfang 1*

(1. School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo　315832, China;
2. Key Laboratory of Aquacultural Biotechnology, Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo　315832, China)

Abstract: Deteriorating  sediment  quality  adversely  affects  the  health  of  aquatic  organisms and even threatens  their  survival.
Sediment microorganisms, key drivers of carbon, nitrogen, phosphorus, and sulfur (CNPS) cycling, are closely correlated with
water quality changes in aquaculture systems. Yet, studies on the microbial community structure and function associated with
sediment  deterioration  remain  scarce.  To  explore  the  deterioration  characteristics  of  the  sediment  during  the  culture  of  the
swimming crab Portunus trituberculatus and their correlations with bacterial community, a 28-day crab farming trial was simu-
lated in indoor canvas tanks using sea sand as the sediment. We monitored temporal changes in sediment appearance and physi-
cochemical  parameters.  Using  16S  rRNA  gene  amplicon  sequencing,  we  profiled  the  sediment  bacterial  community,  and
applied  redundancy  analysis  to  examine  its  correlation  with  the  physicochemical  factors.  Finally,  we  assessed  functional
changes via FAPROTAX and quantitative polymerase chain reaction techniques. The results showed that the color of sediment
changed from initial grayish-brown to dark brownish-black, accompanied by the generation of an irritating odor. The shell color
of  swimming  crabs  changed  from  bluish-gray  to  yellowish-brown,  and  blackish-brown  spots  appeared  on  the  surface  of  the
shell and chelipeds, with the survival rate dropping to 38.1%. The temperature, pH, and dissolved oxygen content of the sedi-
ment continuously decreased, while the levels of ammonia nitrogen (NH4

+-N), unionized ammonia (NH3), and nitrite nitrogen
(NO2

−-N) first increased and then decreased, peaking at day14 and day 21, respectively. In contrast, the levels of nitrate nitro-
gen (NO3

−-N) and hydrogen sulfide (H2S) continuously increased over 28 days. Meanwhile, the α-diversity of the sediment bac-
terial community first increased and then decreased, while the β-diversity exhibited three typical stage-specific characteristics:
before deterioration (day 0), during deterioration (days 7-21), and after deterioration (day 28). Additionally, the dominant bac-
teria in  the  sediment  shifted  from  Gammaproteobacteria  to  Alphaproteobacteria.  The  dynamic  changes  in  the  sediment   bac-
terial community were driven by the synergistic effects of physical indicators such as pH and temperature, as well as chemical
indicators such as H2S and NH4

+-N. Functional analysis revealed that the nitrogen cycling functions (nitrification and denitrific-
ation) of the sediment bacterial community peaked at day 14 and day 21, with Nitrospira and Nitrospina being the main con-
tributors to nitrification potential. In contrast, sulfur cycling functions significantly increased at day 28, with Desulfofaba, Fus-
ibacter,  Desulfovibrio,  and  other  bacteria  being  the  primary  contributors  to  sulfur  compound  respiration.  qPCR  analysis
revealed significant changes in the expression of 14 nitrogen-cycle and 4 sulfur-cycle functional genes during sediment deteri-
oration, with nitrification (amoB and nxrA) and denitrification genes (nirK1-3 and nirS3) peaking at day 14, while sulfate redu-
cing genes (dsrA, dsrB and aprB) peaked at day 28. These findings indicate that physicochemical indicators of the sediment and
its bacterial community interact with each other, jointly driving the deterioration of the sediment. This study can provide basic
data and theoretical references for the green and healthy aquaculture of P. trituberculatus.
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