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　　摘要：利用ＢｉｏｌｏｇＥｃｏ微板技术，以循环水养殖池塘和对照塘为试验对象，研究池塘水环境中微生物群落的碳源
利用代谢特性和功能多样性，探讨生态调控措施对养殖池塘微生物群落的影响。结果表明，对照塘 Ｐ７、Ｐ８和循环塘
Ｐ１、Ｐ２细菌总数、微生物代谢活性、多样性指数较其他循环塘高，其次是Ｐ３、Ｐ４、Ｐ５，Ｐ６最低。各池塘微生物对糖类的
利用率最高（３１．０％ ～４８．７％），其次为羧酸（１３．４％ ～１８．０％）、氨基酸（１０．１％ ～２０．５％）和聚合物（９．４％ ～
１７０％），胺类和酚类的利用率分别为５．７％～９．７％、４．９５％～７．５０％。主成分分析可将不同池塘的微生物群落明显
区分开来，说明不同池塘的微生物群落有着不同的碳源代谢特性，受影响最大的是含氮化合物和聚合物的代谢。
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　　复合池塘循环水养殖系统（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｐｏｎｄｒｅｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ
ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ，ＩＰＲＡＳ）是运用生态学原理，将人工湿地、
生态沟渠、生物塘等生态工程技术和池塘养殖有机结合构建

的一种具有节水和生态安全的新型池塘养殖系统［１］。研究

结果表明，该系统作为一种新的池塘养殖生产方式，在提高养

殖产品品质、改善养殖产品质量、节约水资源及有效解决废水

排放等方面均具有明显的理论和实践意义［２］。

Ｂｉｏｌｏｇ－Ｅｃｏ微平板最开始是被用于鉴定菌种，１９８９年，
Ｂｉｏｌｏｇ公司根据细菌代谢的氧化还原过程推出了适于环境、
临床细菌鉴定的ＢｉｏｌｏｇＭｉｃｒｏｓｔａｔｉｏｎ自动鉴定系统，该系统自
推出之日起便因其方便、快捷、廉价而备受瞩目［３］。１９９１年，
Ｇａｒｌａｎｄ和 Ｍｉｌｌｓ将 Ｂｉｏｌｏｇ微平板用于微生物群落结构的研
究，这一应用受到微生物生态学学者的广泛关注［４］。

Ｂｉｏｌｏｇ是一种较为先进的研究不同环境微生物碳源代
谢、群落结构和多样性的方法［５］，已广泛应用于鉴定和分析

土壤、水体、生物反应器中的微生物群落结构［６－８］。目前，有

少许将该方法应用于人工湿地基质微生物群落结构多样性研

究的报道。本研究用Ｂｉｏｌｏｇ方法研究复合池塘养殖系统池塘
中微生物群落的碳源代谢特性和群落代谢功能多样性，同时，

分析湿地系统对循环池塘微生物代谢情况的影响，为进一步

解析湿地净化富营养化水体机理、提高生态处理效果提供理

论依据。

１　材料与方法

１．１　试验系统
复合池塘循环水养殖系统建于中国水产科学研究院长江

水产研究所窑湾试验场。该系统由一组沟渠湿地和连片池塘

组成。沟渠湿地由位于池塘边的１条狭长空地构建完成，分
为４级，逐级串联（图１）。一级湿地池底坡降为０．３３３％，其
他３级湿地坡降均为 ０．１６７％。一、二级湿地的长 ×宽 ×
深＝３０ｍ×３．１ｍ×１．５ｍ，栽种植物分别为再力花（Ｔｈａｌｉａ
ｄｅａｌｂａｔａ）和花叶芦竹（Ａｒｕｎｄｏｄｏｎａｘｆ．ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒＭｉｌｌ．Ｂｅｅｔｌｅ）；
三、四级湿地长×宽×深＝３０ｍ×２．４ｍ×１．５ｍ，三级湿地栽
种植物为花叶芦苇（Ｐｈｒａｇｍｉｔｅｓａｕｓｔｒａｌｉｓ），四级湿地填充基质
较浅，并于出水端插一立管高出基质平面约 ４０ｃｍ，便于蓄
水，蓄水后在池内栽种沉水植物狐尾藻（Ｍｙｒｉｏｐｈｙｌｌｕｍｓｐ．）及
少量的睡莲（ＮｙｍｐｈａｅａａｌｂａＬ．），用于对含氧量较低的前一
级湿地出水进行复氧。湿地植物栽种于５月初，一至三级湿
地植物栽种密度设置为：行距和株距在３０～４０ｃｍ之间；狐尾
藻行距和株距为８０～１００ｃｍ，睡莲行距和株距为５～８ｍ。各
级湿地设计深度为１ｍ，填充基质为陶粒，前面３级湿地填充基
质深度为８０ｃｍ，最后一级填充深度为４０ｃｍ。养殖池塘由连
片８口规格大小一致的池塘组成，依次为Ｐ１至Ｐ８塘，其中Ｐ１
至Ｐ６为逆水流方向排列，Ｐ７、Ｐ８为对照塘。池塘长 ×宽 ＝
３３．０ｍ×２０ｍ，平均水深１．５ｍ以上。塘底为泥土，塘壁为垂
直砖混结构。

　　经泵从Ｐ１塘提水入蓄水池，然后依落差流入一级湿地、
二级湿地、三级湿地和四级湿地，最后湿地出水经跌水入 Ｐ６
塘，塘与塘之间通过涵管连接，水流依次从 Ｐ６流至 Ｐ１（如图
１所示）。
１．２　采样

于２０１２年６月８日采集水样，水样为池中心和四周的混
合样，保存在５００ｍＬ容量的无菌玻璃瓶中。所有样品低温保
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存带回实验室，马上测定。

１．３　样品处理及分析
１．３．１　水质分析指标及分析方法　水质指标包括水温Ｔ、ｐＨ
值和溶氧（ＤＯ）等。用美国奥立龙水质分析仪在线测定。铵
氮（ＮＨ４

＋ －Ｎ）、总氮（ＴＮ）、总磷（ＴＰ）和高锰酸盐指数
（ＣＯＤＭｎ）测定按文献［９］的方法。
１．３．２　细菌总数的测定　细菌总数的测定采用荧光显微镜
计数法。根据参考文献［１０］加以改进，除去底泥的前处理步
骤，取８０μＬ样品计数液到２００μＬ的离心管中，加入１０μＬ
１０×的 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光染料，避光染色 １ｍｉｎ后加入
１０μＬ抗褪色剂，制成染色样品；然后在荧光显微镜下观察
计数。

１．３．３　ＢｉｏｌｏｇＥｃｏ微板反应　将水样直接倾倒在无菌加样槽
中，用８孔加样器把水样加入 ＢｉｏｌｏｇＥｃｏ微板中，每孔加
１５０μＬ，每个水样重复 ３次。２８℃恒温避光培养；用
ＢｉｏｌｏｇＲｅａｄｅｒ（ＢｉｏｌｏｇＩｎｃ，ＵＳＡ）读取培养０、２４、４８、７２、９６、１２０、
１４４、１６８ｈ各水样于５９０ｎｍ（颜色 ＋浊度）和７５０ｎｍ（浊度）
波长处的吸光度［１１－１２］。

１．４　数据分析方法
微生物群落平均活性 ＡＷＣＤ（ａｖｅｒａｇｅｗｅｌｌｃｏｌｏｒｄｅｖｅｌｏｐ

ｍｅｎｔ）即颜色平均变化率可以用来评判微生物群落的碳源利
用能力，指示微生物群落的代谢活性。其计算公式参照文献

［４］，即先将单孔在５９０ｎｍ和７５０ｎｍ的吸光度分别减去对照
孔吸光度，再用每个对应孔５９０ｎｍ的吸光度减去 ７５０ｎｍ的
吸光度（表示为Ｃ５９０－７５０），得到单孔实际颜色反应的吸光度，
其中，数值小于 ０．０６时按 ０处理；则单孔颜色平均值
ＡＷＣＤ５９０－７５０＝∑（Ｃ５９０－７５０）／３１，其中，３１为 ＢｉｏｌｏｇＥｃｏ板上供
试碳源的种类数。

为最大程度地体现各样点之间的差异，并保证各样点均

进入了ＡＷＣＤ对数增长期而未到稳定期，选择７２ｈ的数据来
计算各样点的ＡＷＣＤ、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ和ＭｃＩｎｔｏｓｈ多样性指
数，其公式参考文献［１３－１４］。

部分数据采用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００３、Ｏｒｉｇｉｎ７．０处理并作
图。微生物群落对碳源利用多样性采用主成分分析（ｐｒｉｎｃｉ
ｐｌｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ），运用ＳＰＳＳ１３．０完成。

２　结果与分析

２．１　微生物整体代谢活性
ＡＷＣＤ值反映了微生物群落对不同碳源代谢的总体情

况，其变化速率反映了微生物群落的代谢活性［１５］。ＡＷＣＤ值

增加越快，表明微生物群落的代谢活性越高。不同时间的平

均色度变化如图２所显示，可见在２４ｈ之内 ＡＷＣＤ变化较
小，２４ｈ之后急剧上升，反映碳源的利用主要在２４ｈ之后。
在１２０ｈ之后，逐渐趋于一个稳定值。对比各池塘数据，各池
塘微生物群落 ＡＷＣＤ值变化速率不同，且差异显著（Ｐ＜
００５）。Ｐ１、Ｐ２的代谢活性是最高的，其次是对照塘 Ｐ８、Ｐ７，
再次是Ｐ３、Ｐ４、Ｐ５，Ｐ６的代谢活性是最低的。各池塘微生物
群落代谢功能的差别可能是由于沟渠湿地对循环池塘水环境

的处理导致。就对照塘和循环塘来说，对照塘 Ｐ８、Ｐ７的代谢
活性高于循环塘Ｐ３、Ｐ４、Ｐ５和 Ｐ６；而在循环塘之间比较，Ｐ１、
Ｐ２的代谢活性是最高的，其次是Ｐ３、Ｐ４、Ｐ５，最低的是Ｐ６。不
同池塘的微生物群落利用碳源能力的差异与不同样品单位体

积内的微生物生物量有关，而循环塘和对照塘的差别可能是

由于沟渠湿地对水进行循环处理造成的。循环塘的水体是从

沟渠湿地经过净化之后流出来的，水质较好，有机质相对较

少，池塘微生物数量也较低，因而微生物群落的代谢活性也较

低。对照塘中的水体是不流动的，水体中有机质等相对较多，

细菌等微生物也多，因此代谢活性也高。就循环塘之间来比

较，微生物群落代谢活性沿水流方向有一个整体明显升高的

趋势，循环塘的水质随水流方向代谢物越来越丰富，细菌数量

也逐渐增加，因而代谢活性越来越高，最后２个池塘Ｐ１和 Ｐ２
的代谢物和细菌总数比对照塘还要高，因此 Ｐ１和 Ｐ２的微生
物代谢活性也是最高的。

２．３　微生物群落代谢功能多样性
对培养７２ｈ的水样吸光度根据多样性指数公式进行计

算，经单因素方差分析，各池塘间有显著性差异（表１）。采用
Ｓｈａｎｎｏｎ指数和Ｓｈａｎｎｏｎ均度评估水样中微生物的丰度和均
度。由表１可知，Ｐ１、Ｐ２是最高的，其次是对照塘 Ｐ７、Ｐ８，再
次是Ｐ３、Ｐ４、Ｐ５，Ｐ６是最低的。这与细菌总数的结果相一致。
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Ｓｉｍｐｓｏｎ指数是评估某些最常见种的优势度指数，Ｐ１和Ｐ２是
循环塘的最后２个池塘，前几个循环塘的代谢营养物在此累
积，这里有着最适合于微生物生长的环境，使该池塘微生物群

落存在对某类碳源利用较强的优势菌种，因而优势度指数较

高；Ｐ７和Ｐ８是对照塘，水体不流动，池塘环境比较稳定，也有
一定量代谢营养物积累，优势度指数仅次于 Ｐ１和 Ｐ２；Ｐ６的
Ｓｉｍｐｓｏｎ指数是最低的，这与其细菌数量和微生物代谢活性
都是一致的。

表１　各池塘微生物多样性指数

类型 池塘号 Ｓｈａｎｎｏｎ指数 Ｓｈａｎｎｏｎ均度 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数 ＭｃＩｎｔｏｓｈ指数 ＭｃＩｎｔｏｓｈ均度
循环塘 Ｐ１ ３．３１±０．０１３ａ １．０１±０．０１７ａ ２５．９２±０．３３ａ ５．３７±０．０４９ａ １．００±０．００６ａ

Ｐ２ ３．３１±０．００５ａ １．００±０．０１４ａｂ ２５．５４±０．１２ａ ５．１６±０．０２５ｂ ０．９９±０．００５ａ
Ｐ３ ３．２４±０．００４ｃ ０．９９±０．００８ａｂ ２２．８９±０．１６ｃ ４．５５±０．０４５ｅ ０．９８±０．００３ａｂ
Ｐ４ ３．２４±０．００７ｃ １．００±０．０１９ａ ２４．４６±０．２４ｂ ４．２９±０．０４６ｆ ０．９９±０．００８ａ
Ｐ５ ３．１５±０．００９ｄ ０．９７±０．０１２ｂ ２０．８３±０．１８ｄ ３．９０±０．０２７ｇ ０．９７±０．００５ｂｃ
Ｐ６ ３．１０±０．０１１ｅ ０．９６±０．０３４ｂ １９．０１±０．３７ｅ ３．８１±０．０３８ｇ ０．９６±０．０１２ｃ

对照塘 Ｐ７ ３．２９±０．０１２ｂ １．０１±０．００４ａ ２４．００±０．２４ｂ ５．０３±０．０４９ｃ ０．９９±０．００１ａ
Ｐ８ ３．２８±０．０１７ｂ ０．９９±０．０２７ａｂ ２４．７３±０．５１ｂ ４．９２±０．１３５ｄ ０．９９±０．０１１ａ

　　注：同列数据后不同字母间表示有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

２．４　微生物群落对不同类型碳源的利用
ＢｉｏｌｏｇＥｃｏ板含有 ３１种不同种类的碳源，其中糖类 １０

种、羧酸类７种、氨基酸６种、胺类２种、酚类２种、聚合物４
种。图３表示不同池塘对微孔板上６大碳源的相对利用率。
由图３可见，各池塘对胺类、酚类和羧酸的相对利用率差异不
大，特别是胺类和酚类碳源种类较少，不具有较强的代表性，

在此仅供参考。Ｐ５、Ｐ６对糖类的利用率很高，而对氨基酸和

聚合物的利用率很低；Ｐ１、Ｐ２、Ｐ７和 Ｐ８对碳源的利用率相对
较平均，其中对胺类和酚类的利用率稍低。整体而言，各池塘

微生物对糖类的利用率最高（３１．０％ ～４８．７％），其次为羧酸
（１３．４％ ～１８．０％）、氨基酸（１０．１％ ～２０．５％）和聚合物
（９４％～１７．０％），胺类和酚类的平均利用率分别为５．７％ ～
９７％、４．９５～７．５％。

２．５　不同池塘微生物对同一碳源的利用
如图４所示，比较各池塘对６类碳源的利用可知，各个池

塘微生物对胺类、氨基酸、羧酸、酚类化合物和聚合物的利用

在各时间点均有差异（Ｐ＜０．０５），对糖类的利用仅在２４、４８、
７２ｈ有差异（Ｐ＜０．０５）。
２．６　微生物群落对碳源利用多样性的主成分分析

主成分分析是区别微生物群落碳源利用多样性的有力工

具［１６－１７］。主成分分析（ＰＣＡ）可以将碳源代谢的多元变量变
换为互不相关的主元向量，并在降维后的主元向量空间中用

不同的位置直观反映不同微生物群落代谢的特征。为研究各

池塘微生物群落碳源利用多样性的特点，选择７２ｈ作为时间
点，对Ｂｉｏｌｏｇ测试获得的数据进行主成分分析。分析可知主

元向量的前３个主成分（分别以 ＰＣ１、ＰＣ２和 ＰＣ３表示）即可
累积特征值贡献率接近 ７０％。而前 ２个主成分（ＰＣ１和
ＰＣ２）的累积贡献率分别为４０．５７％、１６．８０％。取前２个主成
分（ＰＣ１和ＰＣ２）作图表征不同池塘微生物群落碳源代谢特征
（如图５所示）。
　　从图５中可以看出，不同池塘微生物群落之间有很好的
分离，微生物代谢特征表现出较大差异。池塘 Ｐ１、Ｐ２、Ｐ７和
Ｐ８均在ＰＣ１的正端，Ｐ５和Ｐ６位于ＰＣ１的最左端。对于所有
养殖条件完全一致的对照塘 Ｐ７、Ｐ８和循环塘 Ｐ３、Ｐ４，也有很
好的分离，分别位于第一象限和第三象限。这反映了不同池

塘的微生物群落具有不一样的群落结构和特点，从而产生了

不同的碳源代谢特性。
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　　与主成分１和主成分２具有较高相关系数的碳源见表
２。由表２可以看出对主成分１和主成分２起分异作用的主

要碳源分别是氨基酸、胺类和聚合物，另外还有少量的糖类和

羧酸。

３　讨论

Ｂｉｏｌｏｇ系统作为一种快速、简单的研究微生物群落功能
多样性的方法，近些年来被广泛应用于环境微生物群落功能

研究［８，１２，１８］，包括环境微生物群落的比较研究、外源添加物对

环境微生物群落的影响评价及环境修复效果与处理效果评价

等［１９］。本研究通过沟渠湿地循环塘和对照塘作对比，研究了

池塘水环境中微生物群落对碳源利用的代谢特性和功能多样

性，来探讨生态调控措施对养殖池塘微生物群落的影响，为揭

示沟渠湿地对池塘水质的净化机制和池塘的建设提供参考。

就循环塘和对照塘来讲，对照塘Ｐ７、Ｐ８和循环塘 Ｐ１、Ｐ２微生
物总数、代谢活性、多样性指数较循环塘高，其次是 Ｐ３、Ｐ４、
Ｐ５，Ｐ６是最低的。这和沟渠湿地对池塘水质的循环处理的作
用是分不开的。沟渠湿地净化了水质，降低了ＮＨ４

－－Ｎ、
ＮＯ２

－－Ｎ、ＴＮ、ＴＰ、ＣＯＤ等理化指标，同时细菌总数也随着降
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表２　样品中与ＰＣＡ１和ＰＣＡ２相关显著的碳源

ＰＣＡ１ ＰＣＡ２
氨基酸 糖类

　Ａ４：Ｌ－精氨酸 ０．５９８　Ａ２：β－甲基Ｄ－葡萄糖苷０．８９９
　Ｂ４：Ｌ－天冬酰胺酸 ０．７４９　Ａ３：Ｄ－半乳糖内酯 ０．８１２
　Ｃ４：Ｌ－苯基丙氨酸 ０．８０８　Ｇ１：Ｄ－纤维二糖 ０．７２１
　Ｄ４：Ｌ－丝氨酸 ０．８４７
　Ｆ４：甘氨酰－Ｌ－谷氨酸 ０．７６２
胺类

　Ｇ４：苯乙基胺 ０．９６３
　Ｈ４：腐胺 ０．６７７
聚合物

　Ｃ１：吐温４０ ０．７７２
　Ｄ１：吐温８０ ０．７８８
　Ｅ１：α－环式糊精 ０．９１２
　Ｆ１：肝糖 ０．６７６
羧酸

　Ｆ３：衣康酸 ０．８５９
　Ｈ３：Ｄ－苹果酸 ０．８０８

低，因此微生物代谢活性、多样性指数也随之降低；但是由于

Ｐ１、Ｐ２位于循环塘的最后２级，累积了大量代谢营养物，形成
一些对某种碳源利用较强的优势菌种，其代谢活性和多样性

指数比对照塘 Ｐ７、Ｐ８还要高。主成分分析也很好地将不同
池塘之间的差异表现出来，同时也表明，受影响最大的碳源主

要是氨基酸、聚合物和胺类，另外还有少量的糖类和羧酸。池

塘微生物对糖类（３１．０％ ～４８．７％）和羧酸（１３．４％ ～
１８０％）的相对利用率都很高，但却不是受影响最大的，受影
响最大的是含氮化合物和聚合物的代谢。

就循环池塘来看，Ｐ１、Ｐ２的水质已经受到代谢物的影响，
也就是说沟渠湿地的处理有限，４个循环塘的效果刚好，不宜
再增加循环塘的数量；另外也可以根据各池塘的水质情况，在

Ｐ１、Ｐ２、Ｐ７、Ｐ８肥一点的环境中放养一些滤食性鱼类，在 Ｐ３、
Ｐ４、Ｐ５、Ｐ６中放养吃食性鱼类，这样可以增加养殖效益。

Ｂｉｏｌｏｇ代谢多样性的变化与接种微生物组成和密度的变
化相关。Ｂｉｏｌｏｇ微生物群落代谢反应速度和最终能达到的程
度既与群落内能利用单一碳底物的微生物的数目和种类相

关，即与微生物群落的生物量和结构相关，又与其生理活性相

关［４］。影响池塘微生物多样性的因素很多，主要有 ＴＮ、ＴＰ、
ＣＯＤ、ＰＨ等，关于微生物多样性指数、微生物活性和水质理化
因子的关系还需进一步研究。
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