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浮游细菌群落结构及其与网箱养殖鱼
病害的关系
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摘    要： 为了揭示深水网箱养殖区养殖过程中浮游细菌群落结构及其与网箱养殖鱼类细菌性病害的关系，采

用 Illumina 测序技术对海南后水湾深水网箱养殖水样进行 16S rRNA 基因高通量测序。结果表明，检测到浮

游细菌种群归属于 36 个门、56 个纲、98 个目、235 个科、807 个属，香农-威纳指数范围为 2.47～4.5，说明该

养殖区水体中浮游细菌具有丰富的多样性。变形菌门是主要优势门类，其次为拟杆菌门、放线菌门、厚壁菌

门和蓝细菌门；主要类群为 Cobetia 属、弧菌属（Vibrio）、假交替单胞菌属（Pseudoalteromonas）、盐单胞菌属

（Halomonas）等，不同养殖期优势类群差异较大，其中休养期以 Cobetia 属、玫瑰变色菌属和嗜冷杆菌属为主；

养殖初期以 Cobetia 属、假交替单胞菌属、Kushneria 属和弧菌属为主；养殖中期优势类群为 Cobetia 属、盐单

胞菌属、交替单胞菌属（Alteromonas）、弧菌属和假交替单胞菌属；养殖后期优势类群为 GpIIa 属和

Cobetia 属。潜在致病菌弧菌属相对丰度在不同养殖期差异较大，在养殖初期、中期含量较高，而在非养殖期

和养殖后期含量较低，与网箱养殖卵形鲳鲹细菌性病害发病规律相吻合，表明由于弧菌引起的鱼类病害为养

殖区的主要细菌性病害类型。
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后水湾网箱鱼类养殖区位于海南岛西北部，

儋州市和临高县境内，以深水网箱养殖为主，主要

养殖品种为卵形鲳鲹，年养殖产量达到 5×104 t，为
我国最大的深水网箱养殖基地[1]。然而，由于长期

开展网箱养殖以及养殖规模不断扩大，养殖区的

环境污染问题越来越突出。浮游细菌作为水体中

各种有机物质的分解者和转化者，又是物质和能

量的贮存者，在水体物质循环和能量流动中具有

重要的作用[2 − 4]。同时，有些细菌，如弧菌、链球菌

还是近海养殖的条件致病菌[1]。每当台风过后，养

殖环境条件恶化时，这些有害细菌大量增殖，导致

海水养殖鱼类发病[5]。已有研究结果[6] 表明，养殖

区微生物分布与鱼类疾病发生紧密相关。浙江舟

山网箱养殖区网箱内细菌数量高于网箱外细菌数

量，且细菌丰度的高峰期也是鱼类发病最严重的

时期[7]。大亚湾网箱养殖水体中网箱内的细菌数

量高于网箱外和对照区，且弧菌出现的高峰期与

弧菌病害的流行期一致[8]。象山港网箱养殖区浮

游细菌数量和弧菌数量均高于对照区，而多样性

均低于对照区，且某些特定细菌富集较为严重[9 − 10]。

因此，监测网箱养殖区域微生物群落结构和多样

性的动态变化，探究浮游细菌群落，特别是潜在病
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原菌的分布规律，有助于在养殖生产过程中及早

采取措施预防网箱养殖鱼类病害的爆发，推动深

水网箱养殖产业健康可持续发展。本研究利用高

通量测序技术分析临高后水湾深水网箱养殖区浮

游细菌群落结构的动态变化，并探讨浮游细菌群

落变化与鱼类细菌性病害的关系，研究结果将有

助于揭示深水网箱养殖区不同养殖期浮游菌群变

化规律，了解潜在病原菌对网箱养殖鱼类的危害，

为深水网箱养殖的健康发展及养殖鱼类疾病的有

效防控提供理论依据。

 1    材料与方法

 1.1    样品采集与处理    样品均采自海南临高后

水湾深水网箱养殖基地。采样时间分别为

2016−03−15、2016−05−16、2016−07−18、2016−09−
16、2016−11−14 的涨潮期。根据养殖过程，将其

分为 4 个阶段，其中 3 月份为休养期，5 月份为养

殖初期，7 月份和 9 月份为养殖中期，11 月份为养

殖后期。取样点共设置 3 个站位，分别为 22 号网

箱内、网箱外以及对照区（离网箱养殖区 1 km 向

海一侧的非养殖区），编号分别为 03in， 03out，
05in，05out，05con，07in，07out，07con，09in，09out，
09con，11in，11out，11con，每个站位 3 个重复。将

采集到的水样低温运回实验室，充分摇匀后，重复

组水样等量混合，先用 3 μm 无菌滤膜预过滤，再

用 0.22 μm 无菌滤膜过滤 1 L 等量混合后的水样，

将过滤后的滤膜 4 ℃ 保存备用。同时，统计监测

月份该网箱每天病死鱼数量。

 1.2    基因组 DNA 提取     利用 OMEGA 试剂盒

（E.Z.N.ATM Mag-Bind Soil DNA Kit）提取宏基因

组 DNA。采用 NanoDrop 微量分光光度计和琼脂

糖凝胶电泳检测 DNA 的纯度和完整性，用 Qubit
2.0 DNA 检测试剂盒检测 DNA 浓度。将符合实

验要求的 DNA 置于−20 ℃ 保存，备用。

 1.3    样品浮游细菌 16S rDNA PCR 扩增     DNA
样品委托上海生工生物工程有限公司测序，采用

16S rDNA V3-V4 通用融合引物 341F(5′-CCCTA
CACGACGCTCTTCCGATCTG(barcode)CCTACG
GGNGGCWGCAG-3′) 和 805R(5′-GACTGGAGTT
CCTTGGCACCCGAGAATTCCAGACTACHVGG
GTATCTAATCC-3′) 进行 PCR 扩增；扩增产物进

行琼脂糖电泳检测，采用生工琼脂回收试剂盒

（Cat:SK8131）纯化回收；利用 Illumina Miseq 测序

平台进行高通量测序。

 1.4    数据分析     所获得的序列分别利用 Qiime
（version1.7.0）和 Mothur 软件（version 1.31.2）进行

过滤和去除嵌合体序列  [11]，得到高质量的基因

序列 [12]。再运用 Mothur 软件对序列进行 OTU
（Operational  Taxonomic  Units）聚类。相似度在

97% 以上的 OTU 代表序列采用 RDP classifier 贝
叶斯算法[13] 进行分类学分析，统计每个样品的群

落组成。基于 OTU 聚类分析结果，对 OTU 进行

Alpha 多样性指数等分析、群落结构的统计分析以

及 unifrac 等分析[14 − 15]，最后进行群落结构和系统

发育等的统计学和可视化分析。

 2    结果与分析

 2.1    Illumina 序列多样性    根据 16S rRNA 基因

高通量测定结果，在采集的 14 份水样中共得到

758 641 条原始序列，处理后得到 686 191 条高质

量序列，每个样品序列数目为 28 032～65 019 条

不等，序列长度平均值为 421 bp。稀释曲线分析

（图 1-A）显示，随着测序数量的增加，稀释曲线逐

渐趋于平缓，表明该测序量已经基本能反映该实

验中细菌群落多样性。浮游细菌香农-威纳指数如

图 1-B 所示，平均值变化范围为 2.47～4.5，不同养

殖期差异较大，总体上表现为养殖后期>休养

期>养殖初期和养殖中期。

 2.2    主成分分析和聚类分析    主成分分析（PCA）

结果显示（图 2-A），浮游细菌菌群可分为 4 组，分

别为休养期、养殖初期、养殖中期、养殖后期。这

表明养殖区水体中菌落组成与不同养殖期关系较

大。基于 Unifrac 的聚类分析，可以分为 3 组，休

养期、养殖后期、养殖初期和中期（图 2-B）。科水

平的细菌群落 Heatmap 分析结果基本一致，相同

养殖期能较好地聚在一起（图 2-C）。

 2.3    浮游细菌多样性    
 2.3.1   浮游细菌群落组成　 在采集到的 14 份样

品中，共检测到 36 个门、56 个纲、98 个目、235 个

科、807 个属的浮游细菌。未能鉴定的序列总数

为 41 404，占总序列数的 6.21%，表明样本中还有

大量未知的类群。浮游细菌群落分布结构（图 3）相对

较为稳定，以变形菌门（Proteobacteria）γ-变形菌纲

为主要的优势类群；次优势类群为拟杆菌门
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（Bacteroidetes）、放线菌门（Actinobacteria）、厚壁

菌门（Firmicutes）和蓝细菌门（Cyanobacteria），以
上 5 类菌门相对比例之和变化范围为 97.14%～

99.63%，其他类菌门所占比例之和不足 3%。

在科的水平上（图 4），养殖区以盐单胞菌科（Halo-
monadaceae）、红杆菌科（Rhodobacteraceae）、弧菌

科 （Vibrionaceae）、 交 替 单 胞 菌 科 （Alteromona-

daceae）等为主要的优势类群，其中盐单胞菌科为

养殖初期和养殖中期主要优势类群，其相对丰度

最高可达 61.16%；红杆菌科为休养期的主要优势

类群；弧菌科细菌在各监测站位均有发现，以 5 月

份和 9 月份网箱内丰度最高，相对丰度分别为

9.91% 和 15.85%；蓝细菌门的 Family II 科为养殖

后期的优势类群。

 

序列数量

03in
03out
05in
05out
05con
07in
07out
07con
09in
09out
09con
11in
11out
11con

0

0

500

1 000

1 500 A

10
 0

00

20
 0

00

30
 0

00

40
 0

00

50
 0

00

60
 0

00

70
 0

00

O
T

U
s
 数

量

序列数量

03in
03out
05in
05out
05con
07in
07out
07con
09in
09out
09con
11in
11out
11con

0

0

1

3

5
B

10
 0

00

20
 0

00

30
 0

00

40
 0

00

50
 0

00

60
 0

00

70
 0

00

香
农

-威
纳

指
数

2

4

 
图 1    各样品的浮游细菌 16S rRNA 基因的 α 多样性分析

A. 不同样品的稀释曲线；B. 不同样品的香农-威纳指数图。
 

 

March
May
July
September
November

0.1

11con
11in
11out
03out
03in
05con
05in
09con
07out
07in
09out
09in
05out
07con

第一主成分 (54.0%)

03out

11out

05out

09out

March

May

July

September

November

07out
09con

05con

11con

07con

03in

09in

11in

07in

05in

−0.2

−0.2

−0.1

0

0.1

0 0.2 0.4

第
二

主
成

分
 (

1
3
.0
%

)

11
co

n
11

in

11
ou

t

03
ou

t
03

in

05
co

n
05

in

09
co

n

07
ou

t
07

in

09
ou

t
09

in

05
ou

t

07
co

n

Halomonadaceae
Rhodobacteraceae
Vibrionaceae
Alteromonadaceae
Family Ⅱ
Flavobacteriaceae
unclassified
Moraxellaceae
Euzebyaceae
Pseudoalteromonadaceae
SAR11
Planococcaceae
Bacillaceae 1
Cryomorphaceae
Pseudomonadaceae
Nocardioidaceae
Erythrobacteraceae
Rhodospirillaceae
ldiomarinaceae
Bacillales_Incertae Sedis Ⅻ
Saprospiraceae
Oceanospirillaceae
Acidimicrobiaceae
Kiloniellaceae
Comamonadaceae
Sphingomonadaceae
lamiaceae
Ectothiorhodospiraceae
Enterobacteriaceae
Planctomycetaceae
Aeromonadaceae
Acetobacteraceae
Acidothermaceae
Microbacteriaceae
Puniceicoccaceae
Methylophilaceae
Verrucomicrobiaceae
Bacillaceae 2
Rhizobiaceae
Acidimicrobineae_incertae_sedis
Intrasporangiaceae
Chromatiaceae
Alcanivoracaceae
Thioalkalispiraceae
Oceanospirillales_incertae_sedis
Acholeplasmataceae
Methanomassiliicoccaceae
Hyphomonadaceae
Caulobacteraceae
other

0 0.25 0.35 0.60 1.81 61.16

A C

B

 
图 2    不同月份网箱内外及对照区样品浮游细菌群落相似性分析

A. 细菌群落的 PCA 分析；B. 基于 Unweighted UniFrac 的聚类分析；C. 科水平的细菌群落 heatmap。
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在属水平上（图 5），浮游细菌群落主要优势类

群包括 Cobetia 属、弧菌属（Vibrio）、假交替单胞

菌 属 （Pseudoalteromonas）、 盐 单 胞 菌 属 （Halo-
monas）以及蓝细菌门的 GpIIa 属等。其中，休养

期的优势类群为 Cobetia 属、玫瑰变色菌属

（Roseovarius）和嗜冷杆菌属（Psychrobacter）；养殖

初期以 Cobetia属、假交替单胞菌属、Kushneria 属

和弧菌属为主，其中网箱内外弧菌相对丰度分别

为 9.61% 和 1.06%；养殖中期以 Cobetia 属、盐单

胞菌属、交替单胞菌属（Alteromonas）和弧菌属为

主，其中 9 月份网箱内外弧菌属相对丰度分别为

14.52% 和 4.11%；养殖后期优势类群为 GpIIa 属

和 Cobetia 属。

 2.3.2   网箱内外浮游细菌群落丰度差异性分析　

 根据监测月份菌落丰度误差线（图 6）可知，各养殖

阶段差异菌群不同，休养期网箱内外主要差异

菌群为 Cobetia 属、嗜冷杆菌以及黄杆菌属等

（图 6-A）；养殖初期主要差异菌群为 Cobetia 属、

Kushneria 属、假交替单胞菌属、弧菌等（图 6-B），

其中网箱内弧菌、发光杆菌和交替单胞菌相对丰

度高于网箱外；养殖中期主要差异菌类群为

Cobetia 属、芽孢杆菌属、弧菌属等（图 6-C、D）；养

殖后期主要差异菌类群为 GpIIa 属、Cobetia 属等

(图 6-E)。
 2.4    深水网箱养殖区弧菌与网箱养殖鱼类病害

的关系    监测月份网箱内弧菌相对丰度与网箱内

单日平均死鱼数量关系（图 7）表明，在弧菌相对丰

度含量较高的 5、9 月份，每天每口网箱的病死鱼

数量分别达到 (484±241) 尾和 (278±110)尾；而弧

菌相对丰度较低的 7 月份和 11 月份，每天每口网

箱病死鱼数量分别为 (26±12) 尾和 (50±22) 尾。

由此可见，养殖初期和养殖中期 9 月份网箱

内弧菌含量最高，且均显著高于网箱外弧菌相对

丰度，而休养期、养殖中期 7 月份以及养殖后期网

箱内外弧菌属相对丰度较低，表明调查区域水体

中弧菌出现的高峰期在养殖初期和养殖中期 9 月

份。根据监测月份网箱内单日平均死鱼数量可

知，细菌性疾病引发鱼类死亡的高峰期也为每年

5 月份和 9 月份，表明弧菌引起的细菌病害为引起

后水湾深水网箱养殖区域鱼类死亡的主要病害类

型。后水湾每年从 3 月底至 4 月初开始投放卵形

鲳鲹鱼苗进行标粗，至 5 月份鱼苗规格可以达到

每尾 10～15 cm，周长 80 m 的网箱放养密度每口

高达 40 万～60 万尾。高密度养殖会引起网箱养

殖区域残饵及粪便增多，水体中营养盐富集，适宜

弧菌等异养菌的生长。因此，5 月份是养殖卵形鲳
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图 3    门水平浮游细菌群落组成
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图 4    科水平浮游细菌群落组成
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图 5    属水平浮游细菌群落组成
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鲹弧菌病害发生的第一个高峰期。7 月份，经过标

粗的卵形鲳鲹苗被分装到其他网箱，网箱养殖密

度随之下降，养殖区水体环境得到有效改善，短期

内养殖鱼类病害明显减少。8 月中下旬，随着海水

平均温度下降到 28～30 ℃，网箱养殖鱼类开始感

染刺激隐核虫，随后继发性感染细菌，引起鱼类

出现烂身、烂尾等病害，严重时鱼类会出现大量死

亡。因此，9 月份是后水湾网箱养殖鱼类弧菌病

害发生的第二个高峰期。每年 3 月份和 11 月份

海水温度较低，水体中以 Cobetia 和 GpIIa 属等

细菌为主，弧菌含量较低，网箱养殖鱼类病害也

较少。
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图 6    各监测月份属水平网箱内外浮游细菌菌落丰度误差线图

注：图的左侧所示为不同物种分类在 2 个样品（组）中的丰度比例，中间所示为 95% 置信度区间内物种分类丰度的差
异比例，最右边的值为 P 值；P 值<0.05，表示差异显著，相应物种分类用红色标识，图中仅列出 P 值最低的 25 个物种。
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 3    讨　论

 3.1    深水网箱养殖区浮游细菌群落多样性    传
统的研究方法只能探测到环境中极少部分的微生

物群落信息（0.01%～10.0%），难以客观地揭示微

生物类群及多样性[16 − 17]。本研究利用 16S rRNA
基因高通量测序技术对深水网箱养殖区浮游细菌

群落结构进行分析，结果表明，所获得测序样品文

库的覆盖率均在 99% 以上，能够较高程度地反映

水体中浮游细菌群落的多样性。调查区域浮游细

菌 Shannon-Wiener 多样性指数平均值为 3.65，表
明浮游细菌群落比较丰富，多样性水平均较高。

究其原因可能是调查期间海水平均温度均高于

27 ℃，总体上适宜细菌繁殖与生长；此外，由于监

测区域深水网箱养殖区位于离岸 2 km，水深为

15 m 以上水域，水质良好，水体悬浮物浓度为 0.5～
7 mg·L−1，透光性好，初级生产力强，能为浮游细菌

生长提供源源不断的营养物质。不同养殖期差异

较大，总体上表现为养殖后期>休养期>养殖初期

和养殖中期，这可能是养殖初期和养殖中期，水体

富含营养盐，一些异氧菌，如盐单胞菌属、交替单

胞菌属、假交替单胞和弧菌属等异氧菌含量较高，

浮游细菌多样性下降；而在休养期和养殖后期，营

养盐含量较低，不适宜异氧菌生长，其他菌属，如

玫瑰变色菌属、嗜冷杆菌属和 GpIIa 属等成为优

势菌属，浮游细菌多样性升高。

 3.2    深水网箱养殖区浮游群落组成特征    不同

海域浮游细菌群落组成存在差异。洋山港水域细

菌主要由变形菌、拟杆菌这两大类组成，其中 γ-变
形菌为优势类群[18]；山东近海海水样品中 α-变形

菌为优势类群[19]；北黄海近海海水样品中 γ-变形菌

和黄杆菌为优势类群[20]；南海南部海域浮游细菌群

落优势类群为变形菌门 γ-变形菌纲和 α-变形菌

纲、蓝藻门蓝藻菌纲和拟杆菌门黄杆菌纲[6]。临高

后水湾深水网箱养殖区主要的优势类群为变形菌

门的 γ-变形菌。尽管如此，这些类群均为海水常见

细菌类群，与国内外海洋细菌组成的相关研究结

果一致[21 − 23]。

不同养殖期属水平优势类群差异较大，可能

与温度和营养盐变化有关。Cobetia 属因为具有较

强的适应能力，对温度、盐度和溶解氧的适应范围

广[24]，成为各养殖期的主要优势类群。弧菌等异养

菌的分布受温度、总有机碳、总磷和活性磷酸盐等

环境因子驱动[25]，在温度以及总氮或者总磷含量较

高的养殖初期和中期，弧菌等异养菌的相对丰度

也较高。蓝细菌丰度仅在养殖后期最高，可能的

原因为养殖后期大量浮游植物繁殖，导致秋季营

养盐低于春季[26]，营养盐降低不利于异氧菌生长，

而蓝细菌可以通过光合作用成为该时段的优势类

群。嗜冷杆菌为一种革兰氏阴性菌，目前已知的

嗜冷杆菌种类主要来自南极冰层、永久冻土以及

海洋等环境 [27]，嗜冷杆菌的分布主要与温度有关，

温度越低，嗜冷杆菌相对丰度越高，也与本次研究

结果一致。

 3.3    浮游细菌群落组成与鱼类疾病的关系    网
箱养殖卵形鲳鲹受细菌性病害和寄生虫病害危害

较大，特别是由于刺激隐核虫病害发生后继发性

细菌感染越来越严重。目前已报道的卵形鲳鲹细

菌性病原菌包括哈维氏弧菌（Vibrio harveyi）、嗜麦

芽假单胞菌（Pseudomonas maltophilia）、美人鱼发

光杆菌杀鱼亚种（Photobacterium damselae subsp.
piscicida）、海豚链球菌（Streptococcus iniae）和鰤

鱼诺卡氏菌（Nocardia seriolae） [5,28 − 31]，尤其以弧菌

引起的病害最为严重，且哈维氏弧菌已经成为影

响海南海水养殖鱼类弧菌病的主要病原菌 [32]。

网箱养殖初期和中期由于养殖密度较大，网

箱内鱼类残饵及粪便增多，易引起水体中营养盐

富集，为弧菌快速繁殖提供了有利条件，从而引发

网箱养殖鱼类弧菌病害。湛江港网箱养殖海区弧

菌丰度出现在营养盐丰富、水温较高、水体污染严

重的夏、秋季，且优势弧菌种类以哈氏弧菌、溶藻

弧菌、副溶血弧菌、创伤弧菌为主 [10]。基于 16S
rDNA 宏基因组构建的系统进化树分析结果显示，
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后水湾监测月份优势弧菌属分别与哈维氏弧菌、

溶藻弧菌、副溶血弧菌、塔氏弧菌、鳗弧菌、锡那

罗州弧菌等致病性弧菌聚类，进一步表明弧菌可

能为引起后水湾深水网箱养殖区鱼类发病的主要

潜在病原菌。

 4    结　论

后水湾深水网箱养殖区浮游细菌群落具有高

度丰富的多样性，变形菌门是养殖区主要优势门

类，其次为拟杆菌门、放线菌门、厚壁菌门和蓝细

菌门；主要类群为 Cobetia 属、弧菌属（Vibrio）、假

交替单胞菌属（Pseudoalteromonas）、盐单胞菌属

（Halomonas）以及蓝细菌门的 GpIIa 属等，不同养

殖期优势类群差异较大。网箱内外主要差异类群

为 Cobetia 属、假交替单胞菌属和弧菌属等。潜在

致病菌弧菌属在养殖初期、中期含量较高，而在休

养期和养殖后期含量较低，与网箱养殖卵形鲳鲹

细菌性病害发病规律相吻合，表明弧菌病为该养

殖区鱼类的主要病害类型。
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Structure of bacterioplankton community and its relationship with
bacterial diseases of fish maricultured in cage

CHEN He1,2,   LI Xiaoxin1,   CUI Jing1,   MENG Aiyun1,  
LUO Dapeng1,   LIU Qingming1,   QIU Mingyi1,   TU Zhigang1

（1. Hainan Academy of Ocean and Fisheries Sciences, Haikou, Hainan 571126, China;
2. University of New South Wales, Sydney, New South Wales 4385, Australia）

Abstract：To explore the structure of bacterioplankton community and its relationship with bacterial diseases of
marine  fish  aquacultured  in  cage,  bacterial  communities  from  sea  water  sampled  in  a  deep-water  cage
mariculture area at Houshuiwan Bay, Lingao, Hainan were analyzed through Illumina Miseq sequencing based
on 16S RNA gene. The results showed that bacterioplankton species detected in the sea water samples belonged
to 36 phyla, 56 classes, 98 orders, 235 families and 807 genera, with their Shannon-Wiener index ranging from
2.47  to  4.5,  which  indicated  a  high  diversity  of  bacterioplankton  in  the  deep-sea  cage  mariculture  area  at
Houshuiwan Bay. Proteobacteria were the main dominant phylum at all the sampling sites, followed by phyla
Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes and Cyanobacteria. Dominant genera were Cobetia, Roseovarius and
Psychrobacter in  the  non-mariculture  period  (March), Cobetia, Pseudoalteromonas, Kushneria and Vibrio in
the early period of mariculture (May), Cobetia, Halomonas, Alteromonas, Vibrio and Pseudoalteromonas in the
mid-period of  mariculture (July and September), GpIIa and Cobetia in  the late  period of  mariculture. Vibrio,
potential  pathogens,  varied  greatly  during  the  mariculture  and  its  abundance  was  found  higher  in  the  early
period  and  mid-period  of  mariculture,  and  the  lower  in  the  non-  and  late  mariculture  periods,  which  was
consistent  with  the  incidence  of  bacterial  diseases  of  fish  in  the  deep-water  cage  mariculture  area,  indicating
that vibriosis was the main bacterial disease of fish in the mariculture area.
Keywords：mariculture  in  cage； bacterioplankton  community； high  throughput  16S  rRNA  gene  sequencing；

water quality factor；bacterial diseases
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