
 

鳖源柠檬酸杆菌属新种的分离鉴定与多位点序列
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摘要：为确定 2020年 10月湖北一中华鳖发病的病原体及病原特征，实验从该养殖场患病
中华鳖个体肝脏中分离获得 1株优势菌 A3，经理化性状及 16S rRNA 序列鉴定，表明菌株
A3属于柠檬酸杆菌。进一步通过 recN 序列鉴定，发现 A3与布氏柠檬酸杆菌 recN 碱基一
致性为 95.58%~96.01%，与柠檬酸杆菌属其他种的 recN 碱基一致性均低于 93.72%，表明
菌株 A3为柠檬酸杆菌属潜在新种。人工回归感染实验证实菌株 A3是引起本次中华鳖患
病的病原菌。与嗜水气单胞菌相比，A3感染病程偏慢但致死率较高。药敏实验结果显示，
菌株 A3对美罗培南等 10种抗生素敏感，对氟苯尼考等 9种抗生素耐药。多位点序列分
型 (MLST)鉴定显示，菌株 A3属于新序列型 (ST)。对柠檬酸杆菌多位点序列分型的 7个
管家基因序列进行级联并构建系统发育树，结果显示，柠檬酸杆菌的进化与菌株的分离源
及分离地点没有明显关系；菌株 A3与分离自欧洲人源的 ST120型菌株 Citfre2580亲缘关
系最近。本研究对中华鳖的病原进行了分离鉴定，并阐述了一种更可靠的柠檬酸杆菌鉴定
方法，旨在引起人们对柠檬酸杆菌致病性的重视，为水产品健康养殖提供一定的参考依据。
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中华鳖 (Pelodiscus sinensis)，又名甲鱼，属

龟鳖目 ( Testudines) 鳖科 (Trionychidae)鳖属 (Pel-
odiscus)，主要分布于我国的长江、黄河流域和华

南地区，尤在湖北、湖南、江西、安徽、江苏等

省产量较高 [1]。其肉质鲜美，营养丰富，广受消

费者喜爱。随着集约化养殖程度的提高，养殖规

模迅速发展，但也导致养殖过程中疾病频发，其

中病原体的感染可造成患病鳖生长缓慢，行动迟

缓，最终导致大量患病个体死亡 [2]。目前已发现

的中华鳖致病菌多为气单胞菌 (Aeromonas)，其中

主要是嗜水气单胞菌 (A. hydrophila)，可导致出血

性肠坏死、穿孔、腐皮、白点等多种病症 [3]。此

外，中华鳖已报道的致病菌还有弗氏柠檬酸杆菌

(Citrobacter freundii)、肺炎克雷伯氏菌 (Klebsiella
pneumoniae)和豚鼠气单胞菌 (A. caviae)等[3-5] 。

柠檬酸杆菌属曾被包含在沙门氏菌属 (Sal-
monella)和埃希氏菌属 (Escherichia)中, 于 1953年

被独立列出。最早只有弗氏柠檬酸杆菌 1个种[6]。

根据国际原核生物系统委员会认定，目前柠檬酸

杆菌属已包括 18个种，其中 6个种为近 5年认定[7]。

在这些种中，布氏柠檬酸杆菌 (C. braakii)、弗氏

柠檬酸杆菌、沃克曼氏柠檬酸杆菌 (C. werkmanii)
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等几个种的亲缘关系较近，原来均属于弗氏柠檬

酸杆菌，现在部分文献将之称为弗氏柠檬酸杆菌

群 [6]。已有报道表明，弗氏柠檬酸杆菌可感染中

华鳖并致死，其所引起的主要症状表现为病鳖四

肢软弱无力，反应迟钝，病鳖体表泛红，底板有

出血性红斑，死亡率可达 70%以上[1]。

多位点序列分型 (multilocus  sequence  type，
MLST)是近几年流行的一种基于核酸序列来测定

细菌分型的方法。该方法分辨率高、重复性好，

结果便于不同实验室进行比较 [8]，因此被视为能

进行国际间菌株比较的常用工具，是一种更准确

的分型系统方法 [9]。张明洋等 [10] 对一株分离自虹

鳟 (Oncorhynchus mykiss)的弗氏柠檬酸杆菌 GZBJ
2017进行 MLST鉴定及分析后发现，该菌株属于

新的序列型 (sequence type，ST)，且与该菌株亲缘

关系最近的是 ST132型。

2020年 10月在湖北省一中华鳖养殖场，部

分中华鳖个体发生严重感染并死亡。为探究引起

此次中华鳖感染发病的病原，实验从患病中华鳖

肝脏分离获得 1株优势菌 A3，通过形态学观察、

生理生化反应、16S rRNA、recN 序列比对分析，

发现该菌株为柠檬酸杆菌属的一个潜在新种，进

一步对该菌株的致病力、耐药特征及 MLST分型

进行了鉴定。本实验旨在为中华鳖疾病的有效检

验与防治，及水产养殖上的常见病原——柠檬酸

杆菌的深入研究提供参考和依据。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

患病样本于 2020年 10月取自湖北省一中华

鳖养殖场。

 1.2    病原菌分离与纯化

在无菌环境下操作，用乙醇擦拭体表后，对

中华鳖进行剖检，记录病变情况。将肝脏样品磨

成匀浆后，进行梯度稀释，每个梯度取 100 μL，
用涂布器均匀涂在 LB固体培养基上，于 28 °C恒

温倒置培养 48 h。根据菌落形态挑取优势菌株，

经 3次以上纯化培养后再接种于 LB液体培养基，

经 28 °C过夜培养，将菌液和 60%甘油按 2∶1
(体积比) 混和，−80 °C保存备用。

 1.3    分离株 A3的鉴定

 　　形态和生理生化鉴定　　菌落形态观察。取

超低温保存的菌种活化后，划线接种于 LB固体

培养基，于 28 °C静置培养 24 h，观察记录单菌

落的形状、大小、边缘、表面、隆起形状、透明

度等表型特征。

生理生化鉴定。取待检测菌落于生理盐水

中，稀释制备成 0.5麦氏浊度 (McFa-rland，约 108

CFU/mL)的菌悬液，取 100 μL菌悬液加至肠杆菌

科细菌生化鉴定管 (杭州微生物试剂有限公司)中，

封口。按说明书进行培养，参考说明书对结果的

阳性和阴性进行分类。

 　　分子生物学鉴定　　16S rRNA 鉴定。利用

碱裂解法提取细菌总 DNA，所用引物和反应体系

参照Clarridge等[11] 的方法，利用引物 27F(5′-AGAG
TTTGATCCTGGCTCAG-3′)及1492R (5′-GGTTAC
CTTGTTACGACTT-3′)扩增菌株 A3的 16S rRNA
序列。PCR产物送北京擎科生物技术有限公司测

序，序列经 BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BL
AST)比对分析后提交 GenBank注册序列号。

recN 鉴定。基于 recN (编码 DNA修复蛋白)
序列可准确区分柠檬酸杆菌属的各个种 [7]。参照

Ribeiro等[7] 的方法，利用引物 recN-Fw (5′-ATTG
CCATTGATGCTCTCGG-3′)及 recN-Rv (5′-ANCG
AGTCGGCCTGATCGT-3 ′ )对菌株 A3进行 recN
的 PCR扩增及鉴定。PCR产物送北京擎科生物技

术有限公司测序，通过 MEGA X软件对序列进行

分析及遗传进化树的构建。

 1.4    人工感染实验

取 99只 体 长 为 (92.3±10.5)  mm， 体 重 为

(52.7±11.8) g的健康中华鳖，随机分为 3组，每

组 33只。将分离株 A3和嗜水气单胞菌菌株 B3
(本实验室分离获得的高致病力菌株)的单菌落转

接至液体 LB中过夜培养后，稀释成 2×107 CFU/mL
的菌悬液，分别将 2种菌液以 200 μL的剂量由中

华鳖右后腿股沟处注射入腹腔，阴性对照组注射

等量的无菌生理盐水，连续观察 8 d。感染期间每

天观察，同时记录中华鳖的病症和死亡情况，并

对濒死的实验中华鳖进行剖检和病原菌分离鉴

定 [12-13]。用 Graphpad  prism  8.0.2软件绘制生存

曲线。

本研究获得了华中农业大学实验动物管理和

使用伦理委员会批准，实验过程中操作人员严格

遵守华中农业大学实验动物相关伦理规范，并按

照华中农业大学伦理委员会制定的规章制度执行。
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 1.5    细菌耐药性实验

采用常规琼脂扩散 (K-B)法对分离株进行 20
种抗菌药物敏感性测定，依据美国临床和实验室

标准协会 (CLSI) 药敏试验标准鉴定手册，以抑菌

圈直径大小作为敏感与耐药的判定指标[14]。药敏

纸片均购自杭州微生物试剂有限公司。

 1.6    多位点序列分型 (MLST)

多位点序列分型参照 Martino等 [15] 描述的引

物和方法。从 PubMLST (https://pubmlst.org/organ-
isms/citrobacter-spp)下载管家基因数据库，比较

aspC、 clpX、 fadD、mdh、arcA、dnaG 和 lysP 这

7个管家基因位点处的等位基因的差异，并获取

各菌株 7个基因的等位基因序列信息。使用

MEGA X，根据这 7个管家基因的级联序列构建

N-J (Neighbor-Joining) 系统发育树，通过 ITOL美

化系统发育树 (https://itol.embl.de/)进行[16]。

 2    结果

 2.1    患病鳖的病症

患病中华鳖为 3龄，体重约 1 500 g，临床表

现为行动迟缓、四肢无力、攻击力弱，不主动摄

食，濒死前常趴于食台或晒背台；底板泛红，有

出血斑 (图版Ⅰ-1)，背甲板顶部溃疡呈小坑状，

有感染损伤。解剖可见肝脏发黑 (图版Ⅰ-2)，有

出血点 (图版Ⅰ-3)。
 

 2.2    分离株 A3的鉴定

 　　菌落形态特征　　利用 LB固体培养基，从

濒死中华鳖肝脏中分离到大量形态一致的圆形不

透明、表面有光泽、中央隆起、淡黄色、直径多

为约 2 mm的菌落 (图版Ⅱ-1)。菌体革兰氏染色呈

阴性，短杆状，两边钝圆 (图版Ⅱ-2)。将优势菌

株进行纯化，命名为 A3。
 　　生理生化鉴定　　生化鉴定结果显示，菌株

A3与分离自患病巴西红耳龟 (Trachemys  scripta
elegans)的弗氏柠檬酸杆菌菌株 TC-1、分离自中

华鳖的弗氏柠檬酸杆菌菌株 PS01及分离自患病克

氏原螯虾 (Procambarus clarkii)的布氏柠檬酸杆菌

AX1707生化特性基本一致 (表 1)。
 　　16S rRNA 鉴定　　实验首先选择 16S rRNA
对 A3在分子水平上进行鉴定。从测得的 A3的

16S rRNA 序列在 BLAST比对得到的结果来看，

A3的 16S  rRNA 基 因 序 列 (GenBank登 录 号 ：

MW513445)与 GenBank数据库中布氏柠檬酸杆菌

代表菌株 MiY-A  (GenBank登录号：NZ_CP045
771)碱基一致性为 99.57%，与葡萄牙柠檬酸杆菌

(C.  portucalensis)代表菌株 FDAARGOS617  (Gen-
Bank登录号：NZ_CP044098)碱基一致性为 99.57%，

1 3

2

 
图版Ⅰ    濒死中华鳖的临床病症

1. 底板泛红，有血斑；2. 肝脏发黑，肿大；3. 肝脏有出血点。

Plate Ⅰ    Clinical signs of moribund P. sinensis
1. the bottom plate was flushed with bleeding spots; 2. the liver was black; 3. bleeding spots in the liver.
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与弗氏柠檬酸杆菌代表菌株 FDAARGOS549 (Gen-
Bank登录号：NZ_CP033744)碱基一致性为 99.43%，

与沃克曼氏柠檬酸杆菌代表菌株 CB00044 (Gen-
Bank登录号：NZ_JADVIS010000013)碱基一致性

为 99.36%，与欧洲柠檬酸杆菌 (C. europaeus)代表

菌株 67A (GenBank登录号：NZ_PQSZ01000025)
碱基一致性为 98.64%。初步判定分离株 A3属于

柠檬酸杆菌属中的一种。

 　　recN 鉴定　　recN 是柠檬酸杆菌的重组和修

复蛋白基因，可作为柠檬酸杆菌属中不同种菌株

的分类标准[7]。为进一步鉴定菌株 A3，实验测得

了 A3菌株   recN 的序列片段 (GenBank登录号：

MZ146451)，并与柠檬酸杆菌属中相近的几个种

(布氏柠檬酸杆菌、葡萄牙柠檬酸杆菌、弗氏柠檬

酸杆菌、欧洲柠檬酸杆菌、沃克曼氏柠檬酸杆菌

等)的 recN 的序列片段相似度进行了比较 (表 2)。
结果显示，A3与布氏柠檬酸杆菌亲缘关系最为接

近，其碱基一致性为 95.58%~96.01%；与柠檬酸

杆菌属其他种的碱基一致性均不超过 93.72%。柠

檬酸杆菌属种内菌株 recN 序列较为保守，碱基一

致性均大于等于 97.29%，以上数据表明菌株 A3
与布氏柠檬酸杆菌最为接近。进一步利用 recN 序

列片段构建系统发育树 (图 1)，结果显示，菌株

A3靠近布氏柠檬酸杆菌的分支，但是单独形成一

支，与表 2的结果一致。以上结果表明，  A3菌

株与柠檬酸杆菌属中的已知种在分类标准上均存

在一定的差别，属于柠檬酸杆菌属中的新种。

 2.3    分离株 A3对中华鳖的致病力

人工回归感染实验结果显示，相较于嗜水气

单胞菌 B3的处理组，柠檬酸杆菌 A3处理组中华

鳖的发病较慢，但最终造成的死亡率并不低。A3
处理组从攻毒后第 96小时 (第 4天)开始出现个体

死亡；而嗜水气单胞菌 B3处理组从攻毒后第 24
小时 (第 1天)即出现个体死亡。到攻毒后第 8天，

A3和 B3处理组中华鳖个体全部死亡。对照组无

中华鳖个体死亡 (图 2)。
从 A3处理组死亡中华鳖的肝脏可分离到与

菌株 A3形态一致的菌落，对其 recN 进行鉴定，

表 1    分离株 A3的生理生化特性

Tab. 1    Physiological and biochemical characteristics of
strain A3

检测项目
items

分离株 A3
isolated
strain A3

参考菌株
reference strains

TC-1[17] PS01[1] AX1707[18]

硫化氢　hydrothion + + + +

苯丙氨酸　phenylalanine − − − −

葡萄糖酸盐　gluconate − − ND −

蛋白胨水　peptone water − − ND ND

M-R实验　M.R test + + + +

V-P实验　V-P test − − − ND

枸橼酸盐　citrate − − + +

尿素　carbamide − − − −

半固体琼脂　semi-solid agar + + + +

葡萄糖(产气)　glucose (gas) + + − +

赖氨酸　lysine − − − −

鸟氨酸　ornithine + + − +

棉子糖　raffinose − + − −

山梨醇　sorbitol + + + +

侧金盏花醇　adonitol − − ND −

木糖　timber + + − +

注: “+”.阳性，“−”.阴性, “ND”.没有相关数据。
Notes: “+”. positive, “−” . negative, “ND” means no data.

1 20.01 mm 
图版Ⅱ    分离株 A3的菌落及染色形态

1. 菌株 A3在 LB固体培养基上的菌落形态；2. 菌株 A3的革兰氏染色形态 (×1 000)。

Plate Ⅱ    Growing states and the stained morphological characteristics of strain A3
1. growth of strain A3 on LB agar plate; 2. Gram staining morphology of strain A3 (×1 000).
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结果显示为同一菌株。以上数据表明，分离株

A3虽然导致中华鳖发病相对较慢，但具有较高的

致死率，是导致此次中华鳖死亡的主要病原菌。

 2.4    分离株 A3的药敏分析

依据 CLSI药敏试验标准鉴定手册 [14] 及《中

华人民共和国兽药典》 [19] 中公布的水产用药物，

对菌株 A3进行药敏实验。药敏实验结果显示，

分离株 A3对哌拉西林-他唑巴坦、美罗培南、丁

胺卡那霉素、庆大霉素、四环素、环丙沙星、左

氧氟沙星、氯霉素、新霉素、诺氟沙星高度敏感；

对恩诺沙星中度敏感；对头孢吡肟、头孢噻肟、

头孢他啶、头孢曲松钠、头孢呋辛、氨曲南、复

方新诺明、多西环素、氟苯尼考耐药 (表 3)。

 2.5    分离株 A3的 MLST分型结果及系统发育

分析

将菌株 A3扩增出的 7个管家基因上传到柠

檬酸杆菌多位点序列分型 PubMLST数据库 (https://
pubmlst.org/organisms/citrobacter-spp)进行比对分

析，结果显示，菌株 A3除基因 arcA 和 mdh 可与

数据库中已有的等位基因 arcA_39与 mdh_150完

全匹配外，其余 5个管家基因 aspC、clpX、fadD、

dnaG 及 lysP 均无匹配，菌株A3属于全新的 ST型。

为分析菌株 A3的起源和传播，实验选取

PubMLST数据库中全部柠檬酸杆菌，利用多序列

分型的 7 个管家基因共 3 468 bp 的级联序列构建

了 N-J 系统发育树 (图 3)。在数据库全部的 474个

菌株中，287个菌株 (分属 225个 ST型)分离自人

类 (Homo sapiens)；22个菌株 (分属 16个 ST型 )
分离自动物，如山羊 (Capra hircus)、家鸡 (Gallus
gallus  domesticus)、 家 猫 (Felis  catus)以 及 龟 类

(Tesudines)等；64个菌株 (分属 42个 ST型)分离

自环境，其中以水环境居多。以上数据表明，柠

檬酸杆菌最常见的感染分离源是人类，且具有多

种变异 ST型。在龟类中，仅有一株柠檬酸杆菌收

录于 MLST数据库中，即 2017年分离自巴西的葡

萄牙柠檬酸杆菌 LOL，为 ST264型，但菌株 A3
与 ST264型之间无明显亲缘关系，二者的 7个管

家基因序列存在多达 64个碱基对的差别。

从分离地点来看，大部分菌株分离自亚洲，

其中中国共计分离了 283株 (分属 227个 ST型)，
占已分离菌株中的绝大多数。此外，有 93株 (分
属 82个 ST型)分离自欧洲，其中荷兰 22株，西

班牙 21株，意大利 14株，爱尔兰 11株等，另外

还有 33株分离自美国。这些数据表明，中国是柠

檬酸杆菌感染的主要流行区域，欧洲次之。

综上所述，根据系统发育树结果，柠檬酸杆

菌的进化与分离源或分离地点之间无明显关系。

而菌株 A3与分离自欧洲人类囊肿病灶中的 ST120
型菌株 Citfre2580亲缘关系最为密切 (图 3)。

 3    讨论

柠檬酸杆菌为革兰氏阴性菌，广泛存在于水、

土壤以及食物中，是一种典型的人-鱼共患条件

致病菌，是导致水产养殖发病的重要病原菌之

一[20-21]。王家祯等[22] 对患病青鱼 (Mylopharyngodon
piceus)进行解剖，发现其肝脏、脾脏肿大，肠道

发炎出血，对其病原菌分离，经鉴定确定为布氏

柠檬酸杆菌。张冬星等 [23] 对养殖的患病团头鲂

(Megalobrama amblycephala)进行病原分离，从其

肝脏中分离得到弗氏柠檬酸杆菌。另有研究显示，

弗氏柠檬酸杆菌还可引起虹鳟[10]、巴西红耳龟[24]、

克氏原螯虾 [25]、草鱼 (Ctenopharyngodon idella)[26]、

表 2    柠檬酸杆菌属中不同种细菌 recN相似性比较

Tab. 2    Comparison of recN similarity among differents Citrobacter spp.

种类
species A3

布氏柠檬酸
杆菌

C. braakii

葡萄牙柠檬酸
杆菌

C. portucalensis

弗氏柠檬酸
杆菌

C. freundii

欧洲柠檬酸
杆菌

C. europaeus

沃克曼氏柠檬酸
杆菌

C. werkmanii

A3 (本研究)　A3 (this study) 100

布氏柠檬酸杆菌　C. braakii (n=16) 95.58~96.01 98.29~100

葡萄牙柠檬酸杆菌　C. portucalensis (n=16) 92.01~93.72 91.16~93.3 97.29~100

弗氏柠檬酸杆菌　C. freundii (n=6) 91.3~92.15 90.01~92.15 93.01~94.29 99.29~100

欧洲柠檬酸杆菌　C. europaeus　(n=6) 93.01~93.44 92.72~93.87 92.44~94.44 90.73~93.3 98.72~100

沃克曼氏柠檬酸杆菌　C. werkmanii (n=6) 91.3~91.73 89.87~90.87 89.73~92.15 88.02~88.87 90.16~91.16 97.29~100

注：加粗表示序列相似度区间大于97%。
Notes: interval values higher than 97% are in bold.
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花鳗鲡 (Anguilla marmorata)[27]、莫桑比克罗非鱼

(Oreochromis mossambicus)[28] 等水生动物体表局部

充血、出血或内部组织充血、肿大等症状，其对

感染个体的肝脏状态影响较明显。随着毒力的增

布氏柠檬酸杆菌　C. braakii CIP 104554 T (KF057886)

布氏柠檬酸杆菌　C. braakii FDAARGOS 290 (CP022049)

弗氏柠檬酸杆菌　C. freundii sp. CFNIH3 (CP026235)

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. RHB36-C18 (CP057125)

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. RHBSTW-00599 (CP056717)

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. RHBSTW-00524(CP056421)

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. RHBSTW-01044(CP056180)

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. RHBSTW-00848 (CP055910)

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. RHBSTW-01013 (CP056185)

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. RHBSTW-00887 (CP056267)

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. 172116965(CP046673)

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. RHBSTW-00944 (CP055418)

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. RHB35-C21 (CP057147)

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. RHBSTW-00986 (CP056200)

A3 (MZ146451)

欧洲柠檬酸杆菌　C. europaeus 97/79 T (FLYB01000007)

弗氏柠檬酸杆菌　C. freundii CRCB-101 (CP024819)

布氏柠檬酸杆菌　C. braakii FDAARGOS 253 (CP020448)

沃克曼氏柠檬酸杆菌　C. werkmanii NBRC 105721 T (BBMW01000018)

沃克曼氏柠檬酸杆菌　C. werkmanii strain BF-6 (CP019986)

沃克曼氏柠檬酸杆菌　C. werkmanii UMH18 (CP024675)

沃克曼氏柠檬酸杆菌　C. werkmanii FDAARGOS 616 (CP044101)

弗氏柠檬酸杆菌　C. freundii STW0522-01 (AP022380)

弗氏柠檬酸杆菌　C. freundii RHB12-C12 (CP057867)

弗氏柠檬酸杆菌　C. freundii Cfr-13 (CP047773)

葡萄牙柠檬酸杆菌　C. portucalensis FDAARGOS 738 (CP046348)

弗氏柠檬酸杆菌　C. freundii MGH283 (CP060654)

葡萄牙柠檬酸杆菌　C. portucalensis FDAARGOS 617 (CP044098)

葡萄牙柠檬酸杆菌　C. portucalensis Effluent 1 (CP039327)

弗氏柠檬酸杆菌　C. freundii complex sp. CFNIH9 (CP026238)

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. 30 (CP022311)

弗氏柠檬酸杆菌　C. freundii ZY198 (CP055247)

弗氏柠檬酸杆菌　C. freundii ATCC 8090 T (JMTA01000005)

弗氏柠檬酸杆菌　C. freundii RHBSTW-00126 (CP056839)

弗氏柠檬酸杆菌　C. freundii E95 (EU569420)

弗氏柠檬酸杆菌　C. freundii SCAID PHRX1-2019 (CP052058)

杨氏柠檬酸杆菌　C. youngae CIP 105016 T (KF057888)

巴西柠檬酸杆菌　C. pasteurii CIP 55.13 T (CDHL01000055)

吉氏柠檬酸杆菌　C. gillenii CIP 106783 T (KF057887)

科氏柠檬酸杆菌　C. koseri B1B (MBTW01000003)

鼠类柠檬酸杆菌　C. rodentium NBRC 105723 T (BBNA01000054)

塞氏柠檬酸杆菌　C. sedlakii NBRC 105722 T (BBNB00000000)

特拉维夫柠檬酸杆菌　C. telavivum 6105 (CP045205)

无丙二酸柠檬酸杆菌　C. amalonaticus FDAARGOS 122 (CP014015)100

99

98

71 柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. CRE-46 AR 0157 (CP029727)

100

61
100

100

95

59 弗氏柠檬酸杆菌　C. freundii RHBSTW-00435 (CP056527)

83

100

97

87

75 弗氏柠檬酸杆菌　C. freundii RHBSTW-00200 (CP055551)

92

83

布氏柠檬酸杆菌　C. freundii RHBSTW-00011 (CP056907)

布氏柠檬酸杆菌　C. freundii isolate MGYG-HGUT-02495 (LR699006)
100

98

66

葡萄牙柠檬酸杆菌　C. portucalensis P10159 (CP012554)

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. H12-3-2 (CP045837)

葡萄牙柠檬酸杆菌　C. portucalensis A60 T (KR998020)

葡萄牙柠檬酸杆菌　C. portucalensis isolate MGYG-HGUT-01705 (LR698971)

50

99

77
52

71
52

葡萄牙柠檬酸杆菌　C. portucalensis STW0522-26 (AP022389)

弗氏柠檬酸杆菌　C. freundii RHBSTW-00857 (CP056293)

弗氏柠檬酸杆菌　C. freundii RHB12-C05 (CP057868)

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. OD1158 06 (EU569422)99

96

56

75

99
50

66

58

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. RHBSTW-00570 (CP056399)

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. RHBSTW-00535 (CP056409)
100

布氏柠檬酸杆菌　C. braakii MiY-A (CP045771)

0.020

布氏柠檬酸杆菌
C. braakii

欧洲柠檬酸杆菌
C. europaeus

沃克曼氏柠檬酸杆菌
C. werkmanii

弗氏柠檬酸杆菌
C. freundii

葡萄牙柠檬酸杆菌
C. portucalensis

A3

杨氏柠檬酸杆菌　C. youngae 

巴西柠檬酸杆菌　C. pasteurii 

吉氏柠檬酸杆菌　C. gillenii  

科氏柠檬酸杆菌　C. koseri

鼠类柠檬酸杆菌　C. rodentium

塞氏柠檬酸杆菌　C. sedlakii

特拉维夫柠檬酸杆菌　C. telavivum  

无丙二酸柠檬酸杆菌　C. amalonaticus

 
图 1    基于 recN基因序列的 N-J 系统发育树

菌株名后面括号中所示为该菌株 recN 序列在 GenBank中的登录号；遗传距离的计算利用 p-distance模型；比例尺表示遗传距离每单位 0.02。

Fig. 1    Neighbor-joining (N-J) tree based on the comparison of recN gene sequences of Citrobacter spp.
GenBank accession numbers are given in parentheses; genetic distances were constructed using p-distance model; the scale bar, genetic distance of 0.02.
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强和感染的加重，脾脏、肾脏及肠道等也会受到

影响。近年来，柠檬酸杆菌危害水产动物种类逐

渐增多，且有危害程度逐渐加重的趋势[29]。

柠檬酸杆菌也是中华鳖养殖的重要病原之一。

李本旺等[30] 发现布氏柠檬酸杆菌可引起中华鳖口

咽腔溃烂综合症，其发病率为 60%~70%，具体表

现为口腔溃烂，头颈部肿胀发红，解剖后可见肝

脏略肿胀，颜色暗红且伴有不规则出血斑。林启

存等[31] 报道了弗氏柠檬酸杆菌可感染中华鳖引起

败血症，使病鳖全身水肿，解剖可见肝脏肿大且

块状充血。有研究显示，弗氏柠檬酸杆菌感染龟

鳖类还可使其不肯下水、反应迟钝、精神不振、

食欲减退甚至不摄食、底板出血、背甲糜烂，解

剖后可发现，患病个体肝脏土黄色且肿大充血，

还有报道称可见病鳖脾脏、肾脏肿大，肠道出血

和有少量腹水 [31-32]。本研究中，患病中华鳖个体

腹甲及背甲与已报道的患病中华鳖情况基本一致；

解剖后可发现肝脏也有较多出血点，局部肿大，

但并未见发黄；部分个体有少量腹水，并未发现

脾脏、肾脏及肠道有明显病理变化。这可能与感

染病鳖的致病菌浓度有关。在高浓度致病菌环境

中，柠檬酸杆菌会侵染更多的组织器官，进而导

致更多的病症和更高的死亡率[31]。

16S rRNA 具有保守性、普遍性以及序列重现

表 3    分离菌株 A3药敏实验结果

Tab. 3    Drug susceptibility test of strain A3

抗生素名称
antibiotics

药物含量/(μL/片)
dose

抑菌圈直径判断标准/mm
zone diameter interpretive criteria 抑菌圈直径/mm

diameter of inhibited zon
敏感性

susceptibility
S I R

哌拉西林-他唑巴坦　piperacillin-tazobactam 100/10 ≥21 18~20 ≤17 26  S 

头孢吡肟　cefepime 30 ≥18 15~17 ≤14 10  R 

头孢噻肟　cefotaxime 30 ≥26 23~25 ≤22 15  R 

头孢他啶　ceftazidime 30 ≥21 18~20 ≤17   6  R 

头孢曲松钠　ceftriaxone 30 ≥23 20~22 ≤19 17  R 

头孢呋辛　cefuroxime sodium 30 ≥18 15~17 ≤14   9  R 

氨曲南　aztreonam 30 ≥21 18~20 ≤17   6  R 

美罗培南　meropenem 10 ≥16 14~15 ≤13 29  S 

丁胺卡那霉素　amikacin 30 ≥17 15~16 ≤14 20  S 

庆大霉素　gentamicin 10 ≥15 13~14 ≤12 28  S 

四环素　tetracycline 30 ≥15 12~14 ≤11 18  S 

环丙沙星　ciprofloxacin 5 ≥21 16~20 ≤15 22  S 

左氧氟沙星　levofioxacin 5 ≥17 14~16 ≤13 22  S 

复方新诺明　trimethoprim-sulfamethoxazole 1.25/23.75 ≥16 11~15 ≤10   9  R 

氯霉素　chloramphenicol 30 ≥18 13~17 ≤12 26  S 

新霉素　neomycin 30 ≥17 13~16 ≤12 19  S 

多西环素　doxycycline 30 ≥16 13~15 ≤12 10  R 

氟苯尼考　florfenicol 30 ≥18 13~17 ≤12 12  R 

恩诺沙星　enrofloxacin 5 ≥21 16~20 ≤15 19  I 

诺氟沙星　norfloxacin 10 ≥17 13~16 ≤12 18  S 

注：S.高度敏感；M.中度敏感；R.耐药。
Notes: S. highly susceptible; M. moderately susceptible; R. reduced susceptible.
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图 2    柠檬酸杆菌 A3和嗜水气单胞菌 B3对

中华鳖的致病力

Fig. 2    Pathogenicity of Citrobacter strain A3 and
A. hydrophila strain B3 to P. sinensis
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性高等特点[33]。通过 16S rRNA 进行细菌分类鉴定

已被广泛应用于养殖环境微生物群落的分析和致

病菌鉴定中[34-35]。胡广洲等[33] 通过 16S rRNA 测序，

对分离自中华鳖体内的 8株细菌进行了分类鉴定，

结果显示，其中的一株为弗氏柠檬酸杆菌。此外，

有研究者从克氏原螯虾肝胰腺中分离出一株优势

菌，经 16S rRNA 测序鉴定，最终鉴定其为弗氏柠

檬酸杆菌 [25]。本研究发现，由于柠檬酸杆菌属中

16S rRNA 的多态性、分辨率不够，导致达不到准

确鉴定柠檬酸杆菌属中的菌株到具体种的目的。

GenBank数据库中布氏柠檬酸杆菌代表菌株 MiY-
A、葡萄牙柠檬酸杆菌代表菌株 FDAARGOS617、
弗氏柠檬酸杆菌代表菌株 FDAARGOS549、欧洲

柠檬酸杆菌代表菌株 67A、沃克曼氏柠檬酸杆菌

代表菌株 CB00044的 16S rRNA 碱基序列一致性

的两两比对结果显示，不同种柠檬酸杆菌代表菌

株间的 16S rRNA 碱基一致性均在 99.07%以上。

这表明，以往仅通过 16S rRNA 进行的柠檬酸杆菌

鉴定，结果可能存在一定的不准确性。另一方面，

有研究表明，利用 recN 序列可以准确区分柠檬酸

杆菌属中不同种的菌株 [36-37]。基于以上原因，本

研究通过 16S rRNA 和 recN 相结合的方法，对分

离菌株 A3进行了鉴定，结果显示，菌株 A3为柠

檬酸杆菌属中的潜在新种 (表 2，图 1)。
胡广洲等[33] 研究显示，在弗氏柠檬酸杆菌感

染中华鳖 3~4 d会出现暴发性死亡，在 7~9 d死亡

率达 90%以上，这与本研究 A3人工感染中华鳖

病程相对较慢的结果一致。有研究表明，弗氏柠

檬酸杆菌对于中华鳖并非弱毒菌株，当其数量级

达到 106 CFU/mL便可引起大部分中华鳖死亡 [31]。

本研究中分别以相同浓度的柠檬酸杆菌 A3和本

实验室分离获得的高毒力嗜水气单胞菌 B3对健康

中华鳖进行了攻毒实验。由生存曲线 (图 2)可以

看出，菌株 A3导致的中华鳖发病过程显著慢于

嗜水气单胞菌 B3 (P<0.01)，但是二者均能够在

8 d内使攻毒群体全部死亡。这表明虽然柠檬酸杆

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. Citfre2580

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. CitroHB2016015

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. CitroHB2017070

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. CitroHB2017089

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. CitroHB2017096

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. CitroHB2017090

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. CitroHB2017100
柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. CFAH2014001

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. 120

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. CitroHB2017072

ST120

ST280

ST353

ST369

A3

ST389

ST355

柠檬酸杆菌　Citrobacter sp. CB00064

动物　animal

临床环境　clinical environment

非洲　Africa

亚洲　Asia

中国　China

欧洲　Europe

北美洲　North America

南美洲　South America

环境　environment

食物　food

人类　human

未知　unknown

大洲或国家
 来源　source

年份　year

2020

2018

2016

2014

2012

2010

2008

continent/country

 
图 3    A3与已发表的 474株柠檬酸杆菌菌株多位点序列聚类分析

Fig. 3    Multi-locus sequence typing analysis of A3 and the 474 published Citrobacter strains
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菌引起中华鳖发病的过程相对偏慢，但如果不能

及时被发现，同样会给养殖造成严重后果。

朱若林等[18] 研究显示，从患病克氏原螯虾体

内分离到的布氏柠檬酸杆菌对恩诺沙星、氟苯尼

考、庆大霉素敏感，对多西环素、新霉素中度敏

感，对红霉素耐药。石征宇等[38] 研究显示，其从

罗非鱼分离到的弗氏柠檬酸杆菌对哌拉西林-他唑

巴坦、庆大霉素敏感，对氟苯尼考、恩诺沙星、

左氧氟沙星、新霉素耐药。陈绮梨等[29] 研究显示，

从大口黑鲈 (Micropterus salmoides) 体内分离到的

弗氏柠檬酸杆菌对诺氟沙星、恩诺沙星、庆大霉

素敏感，对氟苯尼考、多西环素、氯霉素耐药。

在以上研究中，病原菌对庆大霉素均表现出了高

度敏感性，与本研究结果一致，表明在实际生产

中可适当选取庆大霉素治疗此类柠檬酸杆菌导致

的感染。在本研究分离到的柠檬酸杆菌对氟苯尼

考表现为耐药，这与陈绮梨等[29] 及石征宇等[38] 的

研究结果一致，但朱若林等[18] 的研究显示，其分

离到的病原菌对氟苯尼考表现为敏感，这种差异

可能与菌株本身遗传性状有关，也可能是环境因

素作用的结果。张冬星等[23] 从患病团头鲂分离到

的弗氏柠檬酸杆菌对诺氟沙星、恩诺沙星等喹诺

酮类抗生素表现为耐药，这与本研究结果有差异。

有研究显示，在水产动物源气单胞菌中存在质粒

介导的喹诺酮类抗生素耐药现象，其可能会导致

喹诺酮类抗生素耐药性在水产养殖动物间快速、

广泛传播[39]。因此本研究与张冬星等[23] 研究结果

的差异可能是由耐药质粒的转移造成的。

多位点序列分型是对流行性病原菌追根溯源

的有力工具[2]。本研究结果显示，菌株 A3属于新

的 ST型，且与分离自人类伤口的 ST120型菌株

Citfre2580亲缘关系最近 (图 3)，这表明该菌株存

在感染人类的风险。根据刘广义 [40] 的研究结果，

柠檬酸杆菌引起人类感染发病主要集中在呼吸内

科，约占全部病例的 39%。这提示，在中华鳖养

殖生产中，除了要尽早发现柠檬酸杆菌对中华鳖

造成的感染、采取及时有效的防治措施外，还要

重视柠檬酸杆菌感染人类的风险，特别应着重防

护对人类呼吸系统造成的感染。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Identification and multilocus sequence analysis of a novel species of
Citrobacter isolated from diseased Pelodiscus sinensis

LIU Naiyu 1,     WANG Zhicheng 1,     HE Honggang 1,     WANG Weimin 1,     LIU Jingxia 1,     LUO Yi 1,2*

(1. Key Laboratory of Freshwater Animal Breeding, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,
Key Laboratory of Agricultural Animal Genetics, Breeding and Reproduction, Ministry of Education, College of Fisheries,

Huazhong Agricultural University, Wuhan　430070, China;
2. State Key Laboratory of Agricultural Microbiology, Huazhong Agricultural University, Wuhan　430070, China)

Abstract: In October 2020, some Pelodiscus sinensis died in a farm in Hubei Province, China. To determine the
pathogen and pathogenic characteristics of the disease, a dominant strain A3 was isolated from the liver of the dis-
eased P. sinensis. Based on physiological and biochemical characteristics and 16S rRNA gene sequence identifica-
tion,  it  was  identified  as Citrobacter  sp..  Further  identification  of  the  recN  gene  showed  that  the  recN  gene
sequence identities  between A3 and C.  braakii were 95.58%-96.01%, while  the identities  between A3 and other
species of Citrobacter were less than 93.72%, which indicated that A3 belonged to a novel species of Citrobacter.
Artificial  infection  tests  confirmed  its  pathogenicity  to P.  sinensis.  Compared  with Aeromonas  hydrophila,  the
course of A3 infection was slower, but the mortality was as high. Drug sensitivity tests showed that strain A3 was
sensitive to 10 kinds of antibiotics such as meropenem, and resistant to 9 kinds of antibiotics such as florfenicol.
Multilocus sequence typing (MLST) showed that strain A3 belonged to a new sequence type (ST). A phylogenetic
tree based on the 7 housekeeping gene sequences of Citrobacter from MLST database was constructed. The res-
ults showed that the evolution of Citrobacter spp. had no significant relationship with the source and location of
isolates.  Moreover,  strain  A3  has  the  closest  genetic  relationship  with  ST120  strain  Citfre2580  isolated  from
human in Europe. In this study, the pathogen of P. sinensis was isolated and identified, and a more reliable method
for the identification of Citrobacter was described, in order to arouse people's attention to the pathogenicity of Cit-
robacter, and provide some reference for the healthy aquaculture of aquatic products.

Key words: Pelodiscus sinensis; Citrobacter; isolation and identification; drug resistance; multilocus sequence
typing (MLST)
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