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摘  要

本研究对宁海双盘涂生态渔业示范园区的三个青蟹养殖塘和两个梭子蟹养殖塘设立监测站点（共15个）蟹塘表层糖水中，致病性弧菌、异样细菌时空丰度变化进行了监测。通过五个航次跟踪调查得出异样细菌数量在1.0×10~3.0×103 
CFU/mL之间，弧菌数量在0~1.0×103 CFU/mL之间。结果表明：蟹塘表层水样中………..本文研究为开展有针对性的微生物调控，实现改善蟹养殖环境和促进蟹养殖业的发展提供了理论依据。
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ABSTRACT

The temporal and spatial distribution the total of the Heterotrophic bacteria and Vibrio abundance in crab ponds in Ninghai Shuangpantu is studied in the surface water. 
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1 前言

1.1 异养细菌时空分布的研究现状
1.1.1 异养细菌的定义、分类简介

微生物根据营养类型可划分为自养微生物（无机营养型）和异养微生物（有机营养型）。以含碳有机物为碳源，含氮有机物或无机物为氮源，合成细胞物质，称为异养微生物。异养微生物可再划分为光能异养微生物（光能有机营养型）和化能异养微生物（化能有机营养型）[1-3]
。光能异养微生物体内含有光合色素，是一种能利用光做能源，以有机化合物为供H体，还原CO2，合成细胞物质的微生
物。如红螺菌（Rhodospirillaceae）
，应用于污水处理和环境净化。
1.1.2 异养细菌的功能简介

异养细菌能进行硝化作用。如恶臭假单胞菌（Pseudomonas putida）、脱氮副球菌（Paracoccus denitrificans）、粪产碱杆菌（Alcaligens faecalis）、芽孢杆菌（Bacillus sp）等微生物可以在低碳的情况下或有机能源缺乏的条件下进行硝化作用。
1.1.3 水环境中异养细菌时空分布的研究现状

目前在世界许多海域都进行了细菌数量及其生产力的研究。可利用有机物浓度（如DOC，DON，POM），水的深度，温度，pH
值等。影响异样细菌生长的
异养细菌数最高可达5.71×106cfu/mL
。

1.2 弧菌的研究现状 

2 材料和方法
2.1 材料与仪器设备

2.1.1 仪器

本研究所采用的主要仪器和设备如表1所示。

表1  主要仪器和设备

	仪器设备名称
	型号
	制造商

	荧光分光光度计
	F-4500型
	日本日立公司

	数显恒温水浴锅
	HH-2
	常州国华电器有限公司

	真空干燥箱
	DZF-6020
	上海慧泰仪器制造有限公司

	循环水式真空泵
	SZH-D（Ⅲ）
	上海青浦沪西仪器厂


续表1

	仪器设备名称
	型号
	制造商

	紫外分光光度计
	UV-3200PCS
	上海美谱达仪器有限公司

	电子天平
	AL204
	梅特勒-托利多仪器上海厂

	电炉
	DL-1
	上海锦凯科学仪器有限公司

	套式恒温器
	TC-15
	新华医疗器械厂

	洁净工作台
	SW-CJ-ICU
	苏州安泰空气技术有限公司

	傅立叶红外光谱仪
	Vertex70
	美国Bruker有限公司


表说明：

表2  培养液中的钙离子浓度（单位：mg/L）

	培养代数
	
	组织块组

	
	细胞组

	
	
	Ca2+
	吸收率% 
	 pH
	
	Ca2+
	吸收率% 
	pH

	1
	
	152.80±11.37
	23.6
	7.45
	
	164.40±11.62
	17.8
	7.40

	2
	
	134.95±9.85a
	32.5
	7.51
	
	145.36±10.93a
	27.32
	7.49

	3
	
	167.32±12.26
	16.3
	7..6
	
	177.45±10.25
	11..3
	7.23

	4
	
	179.32±11.12
	10.3
	7.21
	
	185.36±11.35
	70.32
	7.16

	5
	
	185.22±10.31
	7.39
	7.08
	
	190.35±9.62
	4.8
	7.05


数据以平均数±标准差表示: SD. 

a 同列字母表示2代与1、3、4、5代比较差异显著（p <0.01）.
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图1 培养基含水率和基材粒度对生长的影响

反硝化细菌阳性管鉴定示图如图3：

[image: image2.png]



图2 反硝化细菌阳性管鉴定结果
注：A号管为阳性管，B号管为阴性管

2.1.2 其他用品

2.2 样品的采集及处理

2.2.1 深海沉积物中微生物多样性研究方法

在深海沉积物中微生物多样性的研究主要以生物学的方法为主。虽然不能较为完善的研究出菌种的类型，但是对于微生物多样性研究能够提供有效参考。

2.2.1.1 分子生物学方法

分子生物学是指从分子的水平上研究生命现象物质基础的科学方法。主要研究的内容有DNA重组技术，基因表达调控，基因组、功能基因组与结构分子生物学。其研究方法有很多，例如PCR技术，分子杂交技术，测序技术等等。其中通过分析微生物中基因组DNA序列的差异，来进一步研究微生物的群落结构和多样性。

由于分析大分子的16S rDNA的分子生物学技术，可以用来建立很多不依赖微生物分离培养的分析方法，对生态环境中的微生物多样性获得能够更加全面系统[12,13]。相对于宏观生物，微生物在形态上的差异并不是很明显，在基因的水平上表现较为突出，这就是分子生物学的优势。在鉴定物种的研究中，能够表现出精细的分辨能力[14]。

（1）实时定量PCR技术

实时定量PCR技术是指在原有PCR技术的基础上, 往PCR反应体系中加入荧光基团,利用特定仪器检测荧光信号积累的强弱,从而实时监测每一轮 PCR的反应产物,与产物量呈正相关的初始模板进行定量分析的技术[15]。拥有准确、 灵敏度高、便捷、低污染等特点，被广泛应用于基因表达分析、病原物和转基因产品检测等方面[16,17]。

3 结果与分析
3.1各航次不同池塘水样中异养细菌计数结果（水平方向）
3.2不同航次同一池塘水样中异养细菌计数结果（时间）
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有的表格如表2，有多项，在如“组织块”、“细胞组”下方加一条实线，但要与细胞组的线断开（中间隔一个虚的列）。左上角的表格中不要有斜线。


图中的数字、英文也要是新罗马字体，五号字。图格式以适宜、清晰、美观为要，大小不做具体规定。图题标在图的下方，不要与图分页，宋体五号加粗，数字为新罗马五号，图数与后面标题文字间空一格，英文标题不要求。整张图应以完整图片形式出现，尽量避免标题与图分别属于WORD文档和EXCEL文档的现象。


图名要与图分开，五号字，居中，加粗，与图一致，在同一页。图1后面空半个字符，没有点"."


图注，居中，不加粗，五号字。


一到四级标题都是顶格。


四级标题后，用（1）、（2）等来表示，加粗，且缩进2格字符。


设定为一级标题，小三号黑体，不加粗，居中，行距1.5倍，段前，段后间距设定为0。与参考文献正文内容之间不空行，与论文正文部分换页书写。文献正文采用5号宋体及新罗马字体，行距1.5倍，两端对齐。特别注意标点符号要在英文状态下输入。参考文献另起一页。


书籍格式：[序号] 作者（三人以上加等）著编.书名[M]出版年: 起止页码. 均不要空格。一行不够到下一行，缩进与上一行的文字对齐。


报纸文章格式：[序号] 作者（三人以上加等）.文章题目[N].报纸名，出版日期（版次）.


各类标准格式：[序号] 标准编号，标准名称[S].


学位论文格式：[序号] 作者. 文章题目[D].某某大学某某学位论文.年份.


设定为一级标题，小三号黑体，不加粗，居中，两字间空两格，行距1.5倍，段前，段后间距设定为0。与正文内容之间不空行。致谢正文采用小四号宋体及新罗马字体，行距1.5倍，两端对齐。标点符号中文状态输入。






