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弗氏柠檬酸杆菌与迟钝爱德华氏菌拮抗菌的筛选与鉴定 

林  威, 李登峰*, 孙智同, 周永强 
（宁波大学 应用海洋生物技术教育部重点实验室, 浙江 宁波 315211） 

摘要: 鉴于弗氏柠檬酸杆菌和迟钝爱德华氏菌是“人-兽-鱼”共患性条件致病菌, 因此利用微生

物拮抗原理研发微生态制剂进行细菌病害的防治对环境具有友好性. 分别以从患病中华鳖分离

的弗氏柠檬酸杆菌和迟钝爱德华氏菌作为指示菌, 初步筛选获得对这 2 种菌具有拮抗作用的菌

株 6-1-1M和 7-1-1M. 用点种法和纸片法进一步验证了其拮抗活性, 测定了 2株菌 930 bp的 16S 

rDNA 基因片段序列, 发现二者序列完全一致, 系统进化分析表明其属于希瓦氏菌属(Shewanella 

sp.). 安全性验证实验结果表明其无致病性, 具有开发应用前景.  
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弗氏柠檬酸杆菌(Citrobacter freundii)和迟钝

爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)分别是肠杆菌科

(Enterobacteriaceae), 枸橼酸杆菌属(Citrobacter)和

爱德华氏菌属(Edwardsiella)的代表菌[1]. 2 种菌均

为革兰氏阴性、兼性厌氧菌, 分布非常广泛, 且都

是“人-兽-鱼”共患性条件致病菌, 能够引起各类

哺乳动物以及鱼、虾、蟹、鳖等感染发病[2], 可导

致腹泻、败血症、腰大肌与硬膜外脓肿等, 甚至可

引起死亡[3-10]. 在水产养殖当中, 由弗氏柠檬酸杆

菌和迟钝爱德华氏菌引发的病害曾在全国多省份

暴发性流行, 给养殖户造成了巨大的经济损失.  

目前, 弗氏柠檬酸杆菌和迟钝爱德华氏菌的

研究主要集中在分离、鉴定和药敏试验等方面. 治

疗其引发疾病的传统方式是使用抗生素, 但抗生

素滥用会导致抗药超级细菌不断涌现, 给治疗造

成巨大难题. 此外, 抗生素会使养殖水体、治疗对

象的正常菌群遭到破坏, 还存在药物残留、环境污

染等一系列环境及食品安全性的问题[11-12]. 随着科

学界对菌间相互关系研究的不断深入, 友好型生

物疗法逐渐受到重视. 采用拮抗菌来对付感染的

特定病原, 不对宿主、环境的菌群结构以及治疗对

象本身造成破坏, 具有巨大的研发前景. 利用微生

物拮抗致病菌生长原理研制的产品应运而生 [13], 

并已应用于许多水产动物的养殖当中[14]. 然而, 迄

今仅有一篇报道: 来自一处牛蛙孵化场的乳酸乳

球菌(Lactococcus lactis)产生的细菌素 Nisin Z能够

抑制弗氏柠檬酸杆菌生长[15].  

笔者从中华鳖胃肠道中分离筛选获得 1 株对

弗氏柠檬酸杆菌与迟钝爱德华氏菌都具有拮抗效

果的拮抗菌, 对该菌种进行 16S rDNA 序列测定, 

并以此为基础构建系统进化树, 鉴定其分类地位.  

1 材料与方法 

1.1  实验样品来源及处理 
样品包括水、底泥及水产动物的胃肠道. 水: 

用无菌采样瓶从宁波大学校区池塘、河边采集水样, 

采样水深为 10 cm 水层以下. 底泥: 用无菌采样瓶

从宁波大学校区池塘、河边采集底泥. 底泥用 0.9%

的灭菌生理盐水进行悬浮, 3 000 g离心3 min, 弃沉

淀, 上清液备用. 内脏: 分别采集宁波大学南门菜

场的各种淡水鱼和养殖场的健康中华鳖, 解剖后

取胃肠道. 将胃肠道用 0.9%的灭菌生理盐水进行
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匀浆, 3 000 g离心 3 min. 弃沉淀, 留上清液备用.  

1.2  病原性指示菌及指示菌母板制备 
弗氏柠檬酸杆菌、迟钝爱德华氏菌分离自自然

发病的系统性败血症发病中华鳖[16], 保存于本实

验室-70℃超低温冰箱.  

指示菌母板制备原则: 以 28℃, 18 h整个平板

长满菌苔为准.  

制备方法: 取储于-70℃冰箱的迟钝爱德华氏

菌菌种、弗氏柠檬酸杆菌菌种, 划线复壮, 于 28℃

恒温培养箱中培养 18 h 后, 挑取单菌落接种于含

5 mL牛肉汤(牛肉膏 3 g、蛋白胨 10 g、NaCl 5 g, 定

容至 1 L, 调 pH至 7.2, 高压灭菌)的试管中, 28℃, 

140 rꞏmin-1振荡培养过夜. 取培养液按 1:100 扩大

培养 6~7 h. 将菌液于 4℃, 5 000 g离心5 min, 沉淀

用少许新鲜培养基重新悬浮, 得到菌悬液. 取牛肉

琼脂培养基(牛肉肉汤培养基中添加 1.5%的琼脂糖)

融化, 待其冷却但未凝固时加入上述菌悬液, 充分

混匀后倒平板.  

1.3  拮抗菌的筛选 
母板凝固以后, 取 1.1节所述的各样品 100 μL

分别涂布平板, 28℃倒置培养 18 h, 在未长满指示

菌菌苔的区域挑取单菌落, 划线传代至纯化. 挑取

单菌落于 5 mL牛肉汤, 28℃, 140 rꞏmin-1振荡培养

过夜, 加入 15%灭菌甘油, 混匀后-70℃保存.  

1.4  拮抗力研究 
参考张新民等[17]方法, 取母板, 放入  7 mm

无菌滤纸片, 以 5 μL拮抗菌菌液润湿滤纸片, 28℃

倒置培养 18 h, 观察抑菌圈, 测量直径.  

1.5  拮抗菌 16S rDNA鉴定 
1.5.1 DNA模板制备 

取拮抗菌菌种划线, 28℃培养 18 h, 用灭菌牙

签沾取单菌落, 置于装有 10 μL灭菌双蒸水的 PCR

管中, 洗涤数次, 然后于 100℃煮沸 10 min. 12 000  

g离心 3 min, 上清即为 DNA模板.  

1.5.2 16S rDNA基因 PCR扩增 

PCR 引物为细菌 16S rDNA 通用引物: 16SF 

(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)和 16SR(5’- 

CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3’). PCR采用 25 µL

反应体系: 10×PCR Buffer (Mg2+ free)2.5 µL、MgCl2 

(25 mmolꞏL-1) 1.5 µL、模板 1.5 µL、dNTP Mixture 

(2.5 mmolꞏL-1) 2.5 µL、16SR(10 µmolꞏL-1) 0.25 µL、

16SF(10 µmolꞏL-1) 0.25 µL、TaKaRa Taq (5 UꞏµL-1) 

0.2 µ L, 灭菌双蒸水补足 25 µL. 反应条件: 95℃预

变性 4 min, 94℃变性 45 s, 55℃退火 45 s, 72℃延

伸 1 min, 30个循环, 最后 72℃延伸 10 min.  

1.5.3 PCR产物检测及回收 

PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测, UVP凝

胶成像仪拍照, 大小约930 bp的目的条带用Biospin

胶回收试剂盒回收.  

1.5.4 连接、转化克隆 

回收产物连接 pMD18-T 载体 , 连接体系 : 

pMD18-T 0.5 µL、PCR回收产物 4.5 µL、Solution I 

5 µL. 于 16℃连接 2~3 h.  

取 5 µL连接产物加入 100 µL DH5α感受态细

胞中, 冰中放置 30 min. 42℃水浴中热激 90 s, 立

即于冰上放置 3 min. 加入 890 µL LB 液体培养基

(酵母提取物 5 g、蛋白胨 10 g、NaCl 10 g, 定容至

1 L, 调 pH 至 7.2, 高压灭菌), 混匀. 37℃, 140  

rꞏmin-1振荡培养 1 h. 5 000 g 离心 3 min, 弃上清液

890 µL, 将菌沉淀轻轻吹打悬浮. 吸取 100 µL的菌

液均匀涂布含 100 µgꞏmL-1氨苄的 LB平板(平板提

前涂布了 40 µL X-gal, 4 µL IPTG), 于 37℃倒置培

养 12~18 h.  

1.5.5 阳性克隆鉴定及序列测定 

挑取白斑克隆进行 PCR 验证, 所用引物为

pMD18-T侧翼引物, 体系、反应条件同 1.5.2章节. 

产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测, 大小约 1 100 bp

克隆为阳性, 交由上海英俊生物公司测序.  

1.5.6 构建系统进化树 

测得的拮抗菌 16S rDNA序列用Blastn软件与

GenBank数据库中已登录的 16S rDNA序列进行多

序列比对, 并用MEGA-6软件构建系统进化树. 进

化树构建所用 16S rDNA序列来源菌及序列登录号

见表 1.  

1.6  拮抗菌致病性试验 
取拮抗菌菌种划平板活化, 挑取单菌落于 5 mL

牛肉汤, 28℃, 140 rꞏmin-1振荡培养过夜. 稀释平板

计数, 调整菌量为 1×107 CFUꞏmL-1. 将 6-1-1M 和

7-1-1M 菌液等体积混合, 5 000 g, 离心 5 min 去除

培养基, 用 0.9%无菌生理盐水重悬. 取健康中华

鳖 10 只, 随机分为 2 组, 实验组腹腔注射 1×107 

CFUꞏmL-1 拮抗菌 0.3 mL, 对照组注射 0.9%无菌 
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表 1  进化树构建所用 16S rDNA序列来源及其登录号 

菌株名称 
GenBank 

(NCBI登录号)

Edwardsiella tarda ATCC15947 AB050827 

Streptococcus agalactiae JCM5671 AB023574 

Citrobacter freundii DSM30039 AJ233408 

Shewanella xiamenensis (T)S4 FJ589031 

Shewanella benthica ATCC 43992 X82131 

Shewanella putrefaciens LMG 26268(T) X81623 

Shewanella denitrificans OS-217 AJ311964 

Shewanella schlegeliana HRKA1 AB081760 

Shewanella algae ATCC 51192 AF005249 

Shewanella baltica BA175 CP002767 

Shewanella baltica OS155 AJ000215 

Shewanella baltica OS117 CP002811 

Shewanella baltica OS185 CP002811 

Shewanella baltica OS223 CP001252 

Shewanella haliotis DW01 EF178282 

Psychromonas profunda 2825 AJ416756 

Psychromonas marina 4-22 AB023378 

Moritella marina ATCC15381 AB038033 

Moritella abyssi 2693 AJ252022 

Teredinibacter turnerae T7902 AY028398 

生理盐水 0.3 mL. 常规饲养, 观察 10 d内发病、死

亡情况.  

2 结果与分析 

2.1  平板筛选 
从水和底泥中未获得具有拮抗活性的菌. 经

过筛选, 由健康中华鳖内脏得到对迟钝爱德华氏

菌有拮抗效果的菌株 6-1-1M、对弗氏柠檬酸杆菌

有拮抗效果的菌株 7-1-1M. 2株菌对指示菌拮抗效

果明显(图 1和图 2), 其中, 6-1-1M对迟钝爱德华氏

菌的抑菌圈半径 3~4 mm, 7-1-1M对弗氏柠檬酸杆

菌的抑菌圈半径 2~3 mm.  

2.2  16S rDNA基因扩增及测序 
2株拮抗菌经 16S rDNA基因 PCR扩增获得约

930 bp序列(图 3), 该片段连接T载体后, 用载体通

用引物 PCR 鉴定阳性克隆得到大小约 1 100 bp 的

产物. 经上海英俊生物公司测得菌株 6-1-1M 与

7-1-1M序列相同, 为同一种菌, GenBank登录号为

MH193384.  

 

 

图 1  拮抗菌 7-1-1M对弗氏柠檬酸杆菌的拮抗作用 

 

图 2  拮抗菌 6-1-1M对迟钝爱德华氏菌的拮抗作用 

 
M: marker; 泳道 1、2、3为 6-1-1M; 4、5、6为 7-1-1M. 

图 3  PCR扩增菌株 6-1-1M、7-1-1M 16S rDNA 

琼脂糖凝胶电泳 

2.3  构建系统进化树 
所得序列运用 Blastn 软件与 GenBank 中的核

苷酸序列进行比对, 搜索到菌株6-1-1M(7-1-1M)和

希瓦氏菌 Shewanella baltica OS155 同源性高达

98%, 系统进化树中与希瓦氏菌属聚为一簇(图 4), 

该菌属希瓦氏菌.  

2.4  致病性试验 
拮抗菌致病性验证实验发现注射拮抗菌 6-1- 

1M(7-1-1M)的健康中华鳖并无死亡或者发病现象.  

3 讨论 

如前所述, 弗氏柠檬酸杆菌和迟钝爱德华氏

菌对水产动物、两栖动物、哺乳动物及人均有致病

性[2-10]. 郑善坚报道[18], 加州鲈鱼和棘胸蛙养殖中

M 1 2 3 4 5 6 bp

1 500
1 000

750
500

250



 

第 1期 林威, 等: 弗氏柠檬酸杆菌与迟钝爱德华氏菌拮抗菌的筛选与鉴定 17 
 

 

出现致死性弗氏柠檬酸杆菌感染. 鲈鱼症状为鳃

黏液增多, 尾鳍现较大溃烂斑, 肝脏呈现土黄色; 

棘胸蛙症状为头部、四肢表皮发白, 色素消退, 严

重的表皮溃烂, 露出肌肉, 肝脏肿大, 并有点状充

血; 该病传染性强、发病快、感染率高(超过 50%). 

Bae等[19]报道弗氏柠檬酸杆菌感染使韩国 4名新生

儿在 82 min内相继死亡. 2017年, 我国某绵羊养殖

场因弗氏柠檬酸杆菌感染暴发败血症、脑炎, 6 只

成年羊在感染 6 d 内即死亡[20]. 迟钝爱德华氏菌感

染亦常有报道, 可感染包括人在内的哺乳动物, 引

发腰大肌与硬膜外脓肿、败血症等[7,21-22]. 倪春山[21]

建立了迟钝爱德华氏菌感染小鼠及相关细胞的模

型, 该菌使小鼠感染发病、死亡. 摄食迟钝爱德华

氏菌污染的水产品可能造成严重的食源性感染[7]. 

迟钝爱德华氏菌引发的鱼类病害屡见不鲜[8-11,23-24]. 

2013年, 某养殖场杂交鲟出现大量死亡现象, 病鱼

腹部可见血点, 肛门红肿, 鳃丝白化, 肝肾肿大, 

后经鉴定为迟钝爱德华氏菌感染. 在养殖大菱鲆

(Scophthalmus maximus)腹水病[24]和中华鳖系统性

败血症[16]病原多样性的研究当中也发现迟钝爱德

华氏菌的存在.  

传统筛选分离拮抗菌采用含菌平板抑菌圈测

定法[25], 即在冷却的平板上平铺指示菌液, 随后在

平板上点接待测菌, 观察抑菌圈的有无及大小. 传

统方法操作繁琐, 而且先纯化分离待测菌, 再进行

拮抗筛选的做法直接排除了有些细菌靠菌落之间

相互关系产生拮抗作用的可能性. 与传统方法有

别, 本实验采用先涂布, 观察抑菌透明区域或覆盖

区域, 再对有抑菌效果的菌落进行划线分离纯化, 

然后重复点种法实验验证, 直至获得有拮抗作用

的纯培养物, 因此有利于更全面、更准确地筛选出

拮抗菌. 弗氏柠檬酸杆菌和迟钝爱德华氏菌常出

现于包括水、底泥和养殖动物的养殖环境中, 为了

最大可能地获得拮抗菌, 本研究最初广泛地采用

水、底泥和水产动物的内脏作为筛选源. 结果从健

康中华鳖内脏成功获得拮抗菌, 也说明可能该拮

抗菌在维持中华鳖体内菌群结构稳定、维护鳖的健

康方面起着重要作用.  

拮抗菌的研究、应用日益受到广泛关注, 尤其

是在果蔬保鲜以及水稻、玉米等植物病害的防治方

面已取得了不错的成效[26-27]. 李敏等[28]利用龙眼

果皮中分离的拮抗酵母菌对香蕉采后炭疽病进行

控制, 相对防效达 68.9%. 在水产病害防治中, 张

书俊等[29]发现 3 株能够抑制水霉菌丝生长及孢子

萌发的拮抗菌, 为水产动物的水霉病防治提供一

种解决方法. Riquelme等[30]发现将 1株弧菌应用于

扇贝育苗, 能通过抑制水体鳗弧菌和其他病原菌

从而提高扇贝幼苗的成活率. 本文针对水产动物

系统性败血症主要细菌性病原分离得到的拮抗菌

6-1-1M(7-1-1M)对迟钝爱德华氏菌和弗氏柠檬酸

杆菌具有明显的抑制活性, 有望用于系统性败血

症的防治. 拮抗菌拮抗作用及作用机理大致分为

两种: 一种是抗生作用, 即由细菌的同化作用产生

抗菌物质, 进而对病原菌生长繁殖产生抑制作用; 

另一种为溶菌作用, 许多 B.subtilis 类拮抗体产生

的次生性代谢物质对病原菌的菌丝或孢子的细胞

壁具有溶解作用, 致使病菌细胞壁穿孔、畸形、菌

丝断裂、原生质消解、外溢而丧失活力[31]. Quintana

等分离到的乳酸乳球菌对弗氏柠檬酸杆菌的拮抗

机理属于前者. 而本实验分离到的6-1-1M(7-1-1M)

的拮抗机理及具体应用方法有待进一步研究.  

本文使用 16S rDNA基因测序分析方法对分离

的拮抗菌进行鉴定, 测定了部分序列并构建系统

图 4  基于 16S rDNA序列的系统进化树 
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发育进化树 . 进化树显示 , 6-1-1M(7-1-1M)与 S. 

baltica 聚在一簇, 属希瓦氏菌. 希瓦氏菌 (Shewa- 

nella sp.)属于希瓦氏菌科(Shewanellaceae), 为革兰

氏阴性杆菌, 兼性厌氧, 在生物修复及生物降解领

域具有潜在的研究价值[32-33]. 其模式种腐败希瓦

氏菌(Shewanella putrefaciens)凭借其一定的染料脱

色能力以及作为水产品新鲜度检测的指示菌而为

人所熟知[34], 还被认为是海产品低温贮藏的主要

腐败菌, 对欧洲鳗(Anguilla anguilla)具有很强的毒

力[35]. 而与 6-1-1M聚在一簇的 S. baltica OS155和

其他 2个亚种 S. baltica OS678、S. baltica 6-42均

被证实保存有参与合成 EPA(Eicosapntemacnioc 

Acid)的PKS基因簇[36]. EPA是鱼油的主要成分, 是

人体自身不能合成但又不可缺少的重要的必需脂

肪酸. S. baltica是海洋中生产多不饱和脂肪酸的菌

种之一[37], S. baltica OS155拥有很高的亚碲酸盐抗

性[38]. S. baltica还具有一定的产电能力, 可作为优

质微生物燃料电池的原料[39]. 与 S. baltica 具有高

度同源性的 6-1-1M 是否具有这些特性还需进一步

研究.  

本试验筛选获得的拮抗菌 Shewanella sp. 6- 

1-1M 对迟钝爱德华氏菌和弗氏柠檬酸杆菌均有拮

抗作用, 安全无毒, 以 1×107 CFUꞏmL-1注射中华鳖, 

不引起中华鳖发病或死亡, 该菌具有很好的潜在

研发前景.  
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Screening and identification of antagonistic bacteria against Citrobacter 
freundii and Edwardsiella tarda 

LIN Wei, LI Deng-feng*, SUN Zhi-tong, ZHOU Yong-qiang 
( Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology of Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: Citrobacter freundii and Edwardsiella tarda are the pathogens of human, Terrestrial animals and fish. 
The use of microbial antagonistic to develop microecological agents for the prevention and control of bacterial 
diseases is environmentally friendly. In this study, Citrobacter freundii and Edwardsiella tarda isolated from 
diseased Trionyx sinensis were used as indicator bacterial to screen antagonistic bacteria. Antagonistic bacteria 
strains 6-1-1M and 7-1-1M from healthy T. Sinensis were found to produce inhibitory effects on the two 
pathogens respectively. Further study verified the antagonistic activity of the two strains by point method and 
paper method.  A total of 930 bp 16S rDNA genes of the two bacteria strains were amplified by PCR and 
sequenced. The two strains were identical. Phylogenetic tree based on16S rDNA illustrated that 6-1-1M (7-1-1M) 
belongs to Shewanella sp. Safety verification results showed that 6-1-1M and 7-1-1M have no pathogenicity, 
which shows a great potential of application.  
Key words: Citrobacter freundii; Edwardsiella tarda; antagonistic bacteria; Shewanella sp.; screening 
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