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大鲵源弗氏柠檬酸杆菌的
分离鉴定及胞外酶活性研究①
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摘要:为了确定重庆武隆大鲵养殖场患病大鲵的病原菌,并进行菌种鉴定及胞外酶活性研究,从具有典型症状的

病鲵肝脏分离出一株菌株TNL12,根据形态学特征、生理生化特性及16SrDNA分析对菌株进行种类鉴定,通过人

工感染试验确定病原菌株的致病性,利用平板法检测胞外酶活性.结果显示,所获菌株为革兰氏阴性短杆菌,无芽

孢,其生理生化特性与弗氏柠檬酸杆菌一致.16SrDNA分析表明,TNL12与弗氏柠檬酸杆菌的同源性为99%,在

系统发育树上与弗氏柠檬酸杆菌聚为一支.该病原菌可引起健康青蛙、大鲵出现感染症状,且感染症状与自然发病

症状相似.胞外酶活性检测发现该菌可产卵磷脂酶、淀粉酶,但不产脂酶、蛋白酶、明胶酶、脲酶等胞外酶.这些研

究结果表明,从患病大鲵中分离出的病原菌为弗氏柠檬酸杆菌,且对大鲵有较强的致病性.
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大鲵Andriasdavidianus,又名娃娃鱼,属两栖纲 Amphibia、有尾目 Caudata、隐鳃鲵科 Crypto-

branchidae,大鲵属Andrias,是国家二级保护水生野生动物,具有较高的营养价值、药用价值及保健功

效[1].野生大鲵常栖息于山势较高、水源丰富、水质清新的山溪洞穴中,对水质的要求较高,水源需符合我

国人畜饮水标准[2].近30年来,大鲵驯养繁殖技术已取得突破性进展,大大促进了大鲵人工养殖的发展.
然而,随着养殖规模扩大和养殖管理不当,大鲵病害频发的趋势日益明显,严重危及大鲵养殖业的健康发

展,给养殖户造成严重的经济损失.目前,有关大鲵病害的报道日益增多.已知的大鲵病害种类包括病毒

性、细菌性、真菌性疾病及寄生虫病.其中,细菌性疾病最为常见,如腹水病、烂脚病、烂尾病、腐皮病、赤

皮病等[3-6].迄今已对大鲵细菌性疾病的病原菌如嗜水气单胞菌、迟钝爱德华菌、荧光假单胞菌等进行了较

详细的研究,但是有关弗氏柠檬酸杆菌引起大鲵疾病的报道较少.因此,研究大鲵病原菌如弗氏柠檬酸杆

菌的生理特性对于大鲵病害的防治有重要意义.
本实验对重庆武隆大鲵养殖场的9只病鲵进行解剖,在无菌条件下进行病原菌分离,采用形态学观察、

生理生化鉴定、16SrDNA分析进行病原菌种类鉴定,通过人工感染实验及胞外酶活性检测研究病原菌的

致病性,为相关大鲵疾病的防治提供一定的实验依据.
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1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 实验材料

弗氏柠檬酸杆菌标准株由本实验室保存.病鲵和健康大鲵由重庆市武隆大鲵养殖场提供,病鲵平均体

质量为250g,体表及腿部的皮肤腐烂,腹部肿大,食欲不振,运动迟缓;健康大鲵平均体质量为120g.青
蛙(平均体质量30g)购自重庆市北碚花鸟市场.

1.1.2 主要试剂

微生物生化反应管购自杭州微生物试剂有限公司,DNA纯化试剂盒(DP214)购自天根生化科技(北

京)有限公司,PCR引物购自华大基因科技有限公司,dNTPMix购自BioMart公司,注射器及其余试剂均

购自滴水生物化学公司.

1.1.3 实验仪器

6325型基因扩增仪、BIO-RADGelDOCTM型凝胶成像仪、SmartSpecTMPlus分光光度计、SANYO

MDF-382E(N)型超低温冰箱、SANYOSIM-F140型制冰机、TOMYSX-500自动灭菌锅、FA2004A电子

分析天平、GP-01型光照培养箱、SW-CJ-1CU洁净工作台、Mi11iQIQ5超纯水系统.
1.2 方 法

1.2.1 菌株观察

在无菌条件下,将患病大鲵用95%的医用酒精进行体表消毒后解剖,取出病鲵的心、肝、脾进行表面

消毒,用解剖刀切去表面并采样,划线接种于LB平板,37℃恒温培养24h后,取单菌落再次划线接种于

LB平板,得到纯培养物TNL12,保存于4℃冰箱,备用.显微镜下观察该菌的形态特征,革兰氏染色后镜

检,记录观察结果.

1.2.2 菌株生理生化鉴定

无菌条件下取纯培养菌接种于微生物生理生化反应管,于30℃光照培养24~48h,按照生化反应管

说明,对该菌进行氧化酶、木糖、麦芽糖、山梨醇、鸟氨酸、木糖醇、蔗糖、葡萄糖产气、葡糖糖、尿素、七

叶苷、枸橼酸盐等各项生理生化指标的测定,并结合《伯杰氏细菌鉴定手册》分析结果.

1.2.3 16SrDNA基因序列分析及系统发育树构建

DNA提取按DNA纯化试剂盒(DP214)说明书进行,将细菌DNA作为模板进行PCR实验.PCR扩增

体系50μL:模板4μL,引物F,R各2μL,2×MasterMix25μL,ddH2O17μL;反应程序:95℃预变性

5min,94℃变性1min,52℃退火1min,72℃延伸2min,30个循环后,延伸10min,保持在4℃.反应

结束后,在1%的琼脂凝胶中进行电泳,将阳性PCR扩增产物送至北京华大基因有限公司测序.所测序列

在NCBI中进行BLAST,选取同源性较好的序列进行比对,采用MEGA4.0软件[7]进行N-J法建树,并进

行10000次的Boostrap来检测置信度.

1.2.4 人工感染实验

挑取单菌落接种于25mL液体LB培养基中,于37℃摇瓶振荡(220r/min)培养24h后取少量培养液

进行平板计数,确定细菌总量.离心收集菌体,将细菌浓度稀释到108cfu/mL.将青蛙或大鲵随机分为实验

组与对照组,青蛙每组10只,大鲵每组5只.实验组注射1mL菌液,对照组注射1mLPBS,每日观察并

记录实验动物患病与死亡情况.

1.2.5 胞外酶活性检测

分别配制用于检测脂酶、蛋白酶、脲酶、淀粉酶、明胶酶、卵磷脂酶的鉴别培养基[8-9].实验组在培养

基上点种TNL12,对照组不接种致病菌,测量并记录菌落及水解圈大小.若有水解圈产生,则为阳性反应,

且水解圈越大,说明产酶能力越强;反之,为阴性反应[10-12].

2 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.edu.cn     第38卷



2 结 果

2.1 菌株形态特征

从病鲵肝脏分离出一株疑似病原菌株TNL12,其菌落为乳白色,表面光滑呈凸起状,菌落边缘较整齐.
经革兰氏染色镜检后发现该菌株呈短杆状,为革兰氏染色阴性菌,无芽孢及荚膜.
2.2 菌株生理生化鉴定

根据《伯杰氏细菌鉴定手册》,对TNL12菌株进行22项生理生化检测,检测结果见表1.TNL12的各

项生理生化特征与弗氏柠檬酸杆菌相符,初步将其鉴定为弗氏柠檬酸杆菌.
表1 菌株TNL12的生理生化鉴定结果

检测项目 弗氏柠檬酸杆菌 TNL12 检测项目 弗氏柠檬酸杆菌 TNL12

氧化酶 - - 木糖 + +
麦芽糖 + + 山梨醇 + +
鸟氨酸 - - 木糖醇 - -
蔗糖 + + 葡萄糖产气 - -

葡萄糖 + + 葡萄糖酸盐 - -
七叶苷 - - 硫化氢 + +

枸橼酸盐 + + 赖氨酸 - -
精氨酸脱羧酶 - - 赖氨酸脱羧酶 - -

阿拉伯糖 + + 果糖 + +
半乳糖 + + 糊精 - -

纤维二糖 - - 氰化钾 + +

  注:“+”表示阳性,“-”表示阴性.

图1 TNL12PCR图谱

2.3 16SrDNA序列分析及系统发育树构建

以TNL12菌株DNA为模板进行16SrDNA扩增,引物采

用16SrDNA通用引物[13],经电泳检测,扩增产物(图1)长度在

1500bp左右.DNA双向测序后,得到序列长度为1426bp,

与电泳检测结果一致.将测序结果与Genbank中的序列进行比

对,发现 TNL12菌株16SrDNA与弗氏柠檬酸杆菌标准株

(AB548577,DQ444289)的同源性高达99%.选取弗氏柠檬酸

杆菌和同源性较高的其他模式菌株16SrDNA部分序列构建系

统发育树,结果如图2所示,菌株TNL12与弗氏柠檬酸杆菌

Citrobacterfruendii属同一分支,可初步确定TNL12为弗氏柠

檬酸杆菌.
2.4 人工感染实验结果

用TNL12菌液注射青蛙18h后,出现发病症状,腹部肿

大,白内障,食欲不振,轻微痉挛,24h后开始出现死亡现象,6d后全部死亡;对照组死亡1只(经鉴定为

物理损伤),其余青蛙并未出现死亡现象.大鲵在注射12h后实验组同样出现腹部肿大、不摄食、不运动的

现象,8d后全部死亡;对照组未出现死亡现象.解剖患病濒死的青蛙及大鲵,同样在肝脏分离出与TNL12
形态特征及生理生化特征一致的菌株,说明TNL12为致病菌.

2.5 菌株胞外酶活性检测结果

卵磷脂酶检测结果显示,菌落平均直径达8mm,水解圈平均直径为17mm,说明此时卵磷脂已被酶

解,该菌可产生胞外卵磷脂酶.但将TNL12菌株分别点种到脲酶培养基、脂酶培养基、脱脂奶粉培养基上,

未产生水解圈,说明弗氏柠檬酸杆菌未产生脲酶、脂酶及蛋白酶.将TNL12点种于淀粉培养基,培养48h
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后加入卢戈氏碘液[14],可测得直径为8mm的透明圈,表明该菌株可产淀粉酶.将TNL12穿刺接种到明胶

培养基中,28℃培养24h后放入4℃冰箱过夜,明胶并未液化,表明该菌不产明胶酶.
将本实验分离鉴定的弗氏柠檬酸杆菌与其他实验中所报道的弗氏柠檬酸杆菌进行对比,发现不同物种

中提取的菌株菌落大小特征不同,且产酶能力也有所不同[13,15].

图2 TNL12系统发育树

3 讨 论

通过细菌分离鉴定及人工感染实验,证实引起重庆武隆大鲵养殖场大鲵疾病的病原菌为弗氏柠檬酸杆

菌.弗氏柠檬酸杆菌广泛分布于自然界中,孙洋等[16]报道弗氏柠檬酸杆菌可致东北虎患出血性腹泻,刘广

义[17]于患者体内分离出156株弗氏柠檬酸杆菌等,说明该菌是人兽共患病原菌之一.近年来,关于弗氏柠

檬酸杆菌引起水产动物患病的报道逐渐增多[18-21],该病菌可导致鲫鱼、草鱼、斑马鱼、鲟鱼、中华鳖、红

螯螯虾等患病[22-27].目前有关弗氏柠檬酸杆菌引起大鲵疾病的报道相对较少,且在致病性方面存在一定的

差异.高正勇等[28]从湖北病鲵体内分离出弗氏柠檬酸杆菌并确认其致病性.然而,余波等[29]从贵州贵定县

养殖场病鲵中分离出嗜水气单胞菌、弗氏柠檬酸杆菌、柱状黄杆菌等3种细菌,并证实弗氏柠檬酸杆菌并

非导致大鲵死亡的主要病因.此外,孟彦等[4]从浙江一个大鲵养殖场病鲵中分离出弗氏柠檬酸杆菌等4种

细菌,经研究未发现弗氏柠檬酸杆菌具有致病性.
本实验从病鲵肝脏中分离出弗氏柠檬酸杆菌,通过人工感染实验发现该菌株有较强的致病性.以

108cfu/mL的细菌注射量在试验期间可导致青蛙和大鲵出现100%的致死率,且人工感染症状与自然发

病症状一致,即腹部肿大,表皮腐烂,食欲不振,行动迟缓,表明弗氏柠檬酸杆菌是引起大鲵患病的致

病菌,其致病性较强,这与高正勇等[28]的研究结果基本一致.弗氏柠檬酸杆菌在致病性方面存在差异的

原因,可能与菌株来源不同有关,同时也可能与各自的研究方法、受试动物及感染方式不同相关.本研

究采用腹腔注射方式,以青蛙、大鲵为受试动物而不是用鱼类、龟鳖进行细菌致病性检测,所获研究结

果应当准确可靠.
已有研究表明,细菌的胞外产物与其致病性存在密切的关系.Thune等[30]发现嗜水气单胞菌产生的两

种胞外酶对鲶鱼有致病性;许兵等[31]从中国对虾病原菌的胞外产物中发现脂肪酶、卵磷脂酶、几丁质酶、
淀粉酶等,并揭示这些酶与病原菌的致病性有关.本实验对弗氏柠檬酸杆菌的胞外酶活性进行分析,发现

其具有卵磷脂酶和淀粉酶活性,但这些酶活性与弗氏柠檬酸杆菌的致病机制有何关系仍不清楚,有待进一

步研究.本研究证实从患病大鲵中分离出的病原菌为弗氏柠檬酸杆菌,且对大鲵有较强的致病性,这为大

鲵相关疾病的防治提供了一定的实验依据,对于有效防治大鲵疾病、降低大鲵养殖损失有重要意义.

4 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.edu.cn     第38卷



参考文献:
[1] 邹忠义,王海文,欧东升,等.大鲵尿液性激素水平季节变化及其与繁殖的关系 [J].水生态学杂志,2012,33(4):

128-131.
[2] 罗庆华,刘清波,刘 英,等.野生大鲵繁殖洞穴生态环境的初步研究 [J].动物学杂志,2007,42(3):114-119.
[3] 许光轩.大鲵疾病防治技术 [J].中国水产,2003,329(4):51-52.
[4] 孟  彦,曾令兵,杨焱清,等.大鲵腹水病病原菌的分离与鉴定研究 [J].西北农林科技大学学报(自然科学版),2009,

37(3):77-81.
[5] GENGY,WANGKY,ZHOUZY,etal.FirstReportofaRanavirusAssociatedwithMorbidityandMortalityin

FarmedChineseGiantSalamanders(Andriasdavidianus)[J].JournalofComparativePathology,2011,145(1):

95-102.
[6] 陈云祥,陈新民.大鲵病害研究综述 [J].渔业现代化,2006(5):25-27.
[7] KOICHIROT,JOELD,MASATOSHIN,etal.MEGA4:MolecularEvolutionaryGeneticsAnalysis(MEGA)Soft-

wareVersion4.0[J].MolecularBiologyandEvolution,2007,24(8):1596-1599.
[8] 黄秀梨,辛明秀.微生物学实验指导 [M].2版.北京:高等教育出版社,2008.
[9] 杨 革.微生物学实验教程 [M].2版.北京:科学出版社,2010.
[10]王 宁,周 晶,沙未来,等.南四湖河蟹养殖区气单胞菌的分离鉴定及胞外酶分析 [J].畜牧与饲料科学,2013,

34(3):5-7.
[11]欧林坚,黄邦钦,洪华生,等.海水中胞外酶及其与赤潮发生关系研究进展 [J].应用生态学报,2003,14(7):

1197-1199.
[12]魏 静,徐耀波,陈怀辉.产纤溶活性酶凝结芽孢杆菌的分离鉴定及其酶活性质初探 [J].西南大学学报(自然科学版),

2009,31(3):90-93.
[13]陈翠珍,张晓君,房 海,等.中华绒螯蟹病原弗氏柠檬酸杆菌的鉴定 [J].中国人兽共患病杂志,2006,22(2):

136-141.
[14]CHANGMY,JUANGRS.Activities,Stabilities,andReactionKineticsofThreeFreeandChitosan-ClayComposite

ImmobilizedEnzymes[J].EnzymeandMicrobialTechnology,2005,36(1):75-82.
[15]阎斌伦,张晓君,梁利国,等.三疣梭子蟹病原弗氏柠檬酸杆菌的分离鉴定及定居因子抗原基因检测 [J].水产学报,

2012,36(3):391-398.
[16]孙 洋,郭学军,周 博,等.东北虎出血性腹泻病原分离与鉴定 [J].中国兽医杂志,2008,44(9):89-90.
[17]刘广义.156株弗氏柠檬酸杆菌感染的分布与耐药性分析 [J].中华医院感染学杂志,2011,21(14):3040-3041.
[18]SATON,YAMANEN,KAWAMURAT.SystemicCitrobacterfreundiiInfectionamongSunfishMolaMolainMat-

sushimaAquarium[J].BulletinoftheJapaneseSocietyofScientificFisheries,1982,48(11):1551-1557.
[19]KARUNASAGARI,PAIR.SystemicCitrobacterFreundiiInfectioninCommonCarp,CyprinusCarpioL,Fingerlings[J].

JournalofFishDiseases,1992,15(1):95-98.
[20]TORANZOAE,CUTRÍNJM,ROBERSONBS,etal.ComparisonoftheTaxonomy,Serology,DrugResistance

Transfer,andVirulenceofCitrobacterFreundiiStrainsfromMammalsandPoikilothermicHosts[J].AppliedandEnvi-

ronmentMicrobiology,1994,66(6):1789-1797.
[21]ASHISHK,NACHATARS,ARUNAA,etal.TheAntibioticResistancePatterninCitrobacterSpecies:AnEmerging

NosocomialPathogeninaTertiaryCare Hospital[J].JournalofClinicalandDiagnosticResearch,2012,6(4):

642-644.
[22]王 利,魏 勇.鲫鱼弗氏柠檬酸杆菌的鉴定及系统发育分析 [J].水产科学,2012,31(8):481-484.
[23]胡秀彩,王 艺,吕爱军.弗氏柠檬酸杆菌的分离鉴定与PCR-SSCP分析 [J].微生物学杂志,2011,31(4):12-18.
[24]吕爱军,胡秀彩,朱静榕,等.弗氏柠檬酸杆菌感染诱导斑马鱼皮肤免疫相关基因的差异表达 [J].水产学报,2012,

36(3):359-366.
[25]杨移斌,夏永涛,赵 蕾,等.鲟源弗氏柠檬酸杆菌分离鉴定及药敏特性研究 [J].水生生物学报,2013,37(4):

5第5期      曹朕娇,等:大鲵源弗氏柠檬酸杆菌的分离鉴定及胞外酶活性研究



766-771.
[26]林启存,朱丽敏,李忠全,等.中华鳖弗氏柠檬酸杆菌败血症病原分离鉴定与药敏试验 [J].水产科学,2008,27(1):

42-43.
[27]沈锦玉,顾志敏,潘晓艺,等.红螯螯虾弗氏柠檬酸杆菌病病原的分离与鉴定 [J].中国水产科学,2005,12(2):

197-200.
[28]高正勇,曾令兵,孟 彦,等.患病大鲵中弗氏柠檬酸杆菌的分离与鉴定 [J].微生物学报,2012,52(2):169-176.
[29]余 波,徐景峨,谭诗文,等.大鲵细菌性败血症病原的分离鉴定与药敏特性 [J].中国兽医杂志,2011,47(1):

30-31.
[30]THUNERL,GRAHAMTE.ExtracellularProteasesfromAeromonasHydrophila:PartialPurificationandEffectson

Age-0ChannelCatfish[J].TransactionsoftheAmericanFisheriesSociety,1982,111(6):749-754.
[31]许 兵,纪伟尚,徐怀恕,等.中国对虾病原菌及其致病机理的研究 [J].海洋学报,1993,15(1):98-106.

TheIsolation,IdentificationandExtracellularEnzymeAnalysis
ofaPathogenfromDiseasedGiantSalamander

CAOZhen-jiao, DINGShi-hua, LING Kong,
JIN Juan, WUXing-zhen

DepartmentofFisheryScience,SchoolofAnimalScienceandTechnology/

KeyLaboratoryofAquaticScienceofChongqing,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China

Abstract:ToisolatethepathogenofdiseasedgiantsalamanderAndriasdavidianus,identifythebacteria
species,anddetermineditsseveralextracellularenzymaticactivities,abacteriastain(TNL12)wassepara-
tedfromtheliverofdiseasedindividuals.Themorphological,physiologicalandbiochemicalcharacteris-
tics,and16SrDNAsequencewereanalyzedforspeciesidentification.Itspathogenicitywastestedbyartifi-
cialinfection.Theextracellularenzymaticactivitiesweredetectedbyplatemethod.Theresultsshowed
thatthebacteriastrainwasGram-negativeshortbacilluswithoutspores,andthephysiologicalandbio-
chemicalcharacteristicswereconsistentwithCitrobacterfreundii.Its16SrDNAsequencesharedhighho-
mologyof99%withCitrobacterfreundii,andwasinthesameclusterasCitrobacterfreundiionthephy-
logenetictree.Artificialinfectionwiththebacteriatohealthyfrogandgiantsalamanderinducedthesame
diseasedsymptomsasoccurrednaturally.Thepathogenproducedlecithinaseandamylase,butnoactivity
oflipases,proteases,gelatinase,andureaseweredetected.Inconclusion,thebacteriastainisolatedfrom
diseasedgiantsalamanderwasCitrobacterfreundii,whichshowedstrongpathogenicitytogiantsalaman-
der.
Keywords:Andriasdavidianus;Citrobacterfreundii;separationandidentification;extracellularenzyme

analysis
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