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Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通量测序辅助分离鉴定宽体金线蛭肠炎病病原菌

王晗，卢圣鄂，卓维，亓俊朋，任风鸣
（重庆市药物种植研究所，特色生物资源研究与利用川渝共建重点实验室，重庆 ４０８４３５）

摘要：目的　分离、鉴定引起宽体金线蛭（Ｗｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａ）肠炎病病原菌，为其科学防治提供依据。方法　采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通量
测序技术分析比较患肠炎病宽体金线蛭与健康宽体金线蛭肠道微生物群落结构多样性及差异，初步检识肠炎宽体蛭潜在病原

菌。采用微生物纯培养技术，从病蛭肠道中分离、纯化病原菌株，形态学、生理生化特性结合１６ＳｒＤＮＡ基因序列进行分类鉴定。
采用科赫法则回染法和肠道病理切片对分离菌株致病性进行验证，并采用纸片扩散（ＫＢ）法评价其药物敏感性。结果　Ｉｌｌｕｍｉｎａ
高通量测序结果显示，与健康宽体蛭比较，病蛭肠道微生物群落多样性显著下降，氨基杆菌属（Ａｍｉｎｏｂａｃｔｅｒ）、乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａ
ｃｉｌｌｕｓ）和普雷沃菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）相对丰度显著降低（Ｐ＜００５）。常见水生病原菌柠檬酸杆菌属（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ）相对丰度显著升高，
达到６０９２％，而健康组为００１％，提示柠檬酸杆菌属可能为潜在的病原菌。采用柠檬酸杆菌培养条件，从病蛭肠道内分离鉴定
获得１株弗氏柠檬酸杆菌（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｆｒｅｕｎｄｉｉ）ＳＺ０１，回归感染显示，ＳＺ０１菌株感染宽体金线蛭与自然感染病症一致。药敏试验
显示，ＳＺ０１菌株对头孢氨苄、氨苄西林等１０种抗生素呈现不同程度耐药，对四环素、米诺环素等５种抗生素中度敏感，对庆大霉
素、头孢哌酮、卡那霉素等１２种抗生素敏感。结论　通过高通量测序技术可以有效鉴定宽体蛭肠炎病病原菌，本研究为宽体金
线蛭肠炎病的防治提供依据，对于高通量测序技术在水生动物肠道病原菌快速分离鉴定中的应用具有参考意义。
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　　宽体金线蛭（Ｗｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａ）隶属于环节动物
门、蛭纲、无吻蛭目、黄蛭科［１］，是《中国药典》２０２０
年版［２］中药材水蛭（Ｈｉｒｕｄｏ）的基原动物之一。宽体
金线蛭药用历史悠久，体内含有多种活性成分，具有

活血化瘀、溶解血栓等功效，是目前治疗心脑血管疾

病的重要药物之一［３７］。由于野生资源匮乏，宽体金

线蛭市场供不应求。为满足药用需求，人工养殖规

模不断扩大，集约化程度不断提高，导致养殖环境恶

化，病害大量发生。肠炎病是宽体金线蛭养殖过程

中最常见疾病之一［８９］，一旦发病，不仅传播速度快、

感染范围广，且感染后难以痊愈、致死率高［１０］，给养

殖户造成巨大的经济损失。探明肠炎病病原是当前

宽体金线蛭养殖生产中亟待解决的一大难题，而相

关研究还较为匮乏。

目前，微生物纯培养法是研究水生动物病原菌

的常用方法，即取患病动物中具有明显病理特征的

组织或器官研磨后取样，利用选择培养基进行多次

培养筛选得到纯化菌株，最后利用形态、生理学等方

法鉴定病原菌［１１］。Ｌｉｕ等［１２］通过微生物纯培养法

从患“枯萎”病鲍鱼中分离得到副溶血弧菌。Ｓｕ
等［１３］通过同种方法从患病大鲵体内分离得到弗氏

柠檬酸杆菌，Ｍａｃｋａｙ等［１４］从欧洲医蛭肠道中分离

出嗜水气单胞菌、温和气单胞菌和豚鼠气单胞菌。

然而，自然界中大多数微生物不可培养，据统计，可

培养的微生物仅占总量的 １％ ～５％［１５］，许多病原

微生物因此而无法被分离鉴定。同时，动物体内含

有数目庞大的微生物种类，通过纯培养技术获得的

微生物只是有限的几种或数十种［１６］，不能全面地反

映动物体内真实的微生物群落结构。高通量测序技

术通过对微生物 ＤＮＡ特征序列［１７］进行扩增识别，

可快速鉴定种属关系并揭示其群落组成与丰富度，

能够更加全面地反映动物体内微生物群落结构信

息［１８］。以高通量测序技术为辅助手段预测潜在病

原菌，根据潜在病原菌培养条件进行针对性的纯化

培养，可显著提高病原菌分离鉴定的效率和准确性。

本研究以患肠炎病宽体金线蛭为研究对象，拟

采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通量测序技术结合微生物纯培养技
术对宽体金线蛭肠炎病原菌进行分离鉴定，经科赫

法则回染法和肠道病理切片验证，明确导致宽体金

线蛭患肠炎病的主要病原，为其防治提供科学依据。

１　材料与试剂
１１　实验材料

样品来源于重庆某水蛭养殖场，种蛭购于江苏

泰州，由重庆市药物种植研究所任风鸣研究员鉴定

为宽体金线蛭（Ｗｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａ），养殖过程中发现
宽体金线蛭出现患病并大量死亡，表现为食欲不振，

匍匐于水底，吸盘肿大，腹部发红，躯体蜷缩，为宽体

金线蛭肠炎病典型症状。收集患病宽体金线蛭冻

于－８０℃超低温冰箱待用，另从未患病水池收集健
康宽体金线蛭暂养备用。

１２　主要试剂
细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（北京索莱宝科

技有限公司）；肠杆菌科细菌生化鉴定管（青岛海博

生物技术有限公司）；药敏纸片、麦氏比浊管（湖南

比克曼生物科技有限公司）；革兰染色试剂盒（北京

酷来搏科技有限公司）。

２　方　法
２１　患病宽体金线蛭肠道菌群结构分析
２１１　肠道组织的收集　将患病宽体金线蛭在超
净工作台内用体积分数７５％乙醇水溶液清洗患病
水蛭体表３次，在解剖盘内用大头针将水蛭头尾两
端进行固定，用灭菌后的手术刀和剪刀沿着背部条

纹将水蛭剖开，用镊子小心剥离出肠道装入２ｍＬ灭
菌离心管中，放入液氮中进行速冻，每个离心管中收

集３条水蛭肠道，重复３次。选择健康正常的水蛭
作为健康组（ＣＫ），在广口瓶中加入体积分数１０％
乙醇水溶液使其麻醉，按照上述方法进行解剖。肠

道样品存于－８０℃冰箱备用。
２１２　微生物基因组 ＤＮＡ提取及聚合酶链式反
应（ＰＣＲ）扩增　将样本进行研磨处理，采用微生物
基因组 ＤＮＡ提取试剂盒提取微生物总 ＤＮＡ，质量
分数１２％琼脂糖凝胶电泳判断相对分子质量大
小，利用ＮａｎｏｄｒｏｐＮＣ２０００分光光度计对ＤＮＡ浓度
和纯度进行检测。样品 ＤＮＡ作为模板，以引物
３３８Ｆ（５′ｂａｒｃｏｄｅ＋ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡ３′）、
８０６Ｒ（５′ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ３′），扩增细
菌１６ＳｒＲＮＡ基因的Ｖ３～Ｖ４高可变区。
２１３　文库的构建及测序　ＰＣＲ产物用质量分数
２％琼脂糖凝胶电泳进行检测，切取目的片段，采用分
选磁珠回收法回收目的片段。利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司的
建库试剂盒进行文库构建，构建好的文库经过质检与

定量后，使用 ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａｓｅｑ６０００平台进行测序。
２１４　数据质控与分析　将测序得到的原始数
据，运用 ＱＩＩＭＥ２（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｅｃｏｌｏｇｙ，２０１９４，ｈｔｔｐｓ：／／ｄｏｃｓｑｉｉｍｅ２ｏｒｇ／）进行引物
切除、质量过滤、去噪、拼接和嵌合体去除等数据处
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理。对上述获得的序列按１００％的序列相似度进行
归并，生成特征性序列以及丰度数据，将特征序列与

Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ 数 据 库 （Ｒｅｌｅａｓｅ １３８， ｈｔｔｐ：／／
ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓｓｅｃｏｎｄｇｅｎｏｍｅｃｏｍ／）中的参考序列相比
对，获取每条序列所对应的分类学信息。去除丰度

值低于全体样本测序总量０００１％的序列，并将去
除了稀有序列的丰度矩阵用于后续的 α多样性指
数、β多样性和分类学组成等分析。
２２　病原菌分离鉴定
２２１　分离纯化　按照“２１１”项中方法解剖患
病宽体金线蛭，用镊子剖开肠道，并用磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）冲洗肠道内容物，弃去肠道组织，将肠道内容
物稀释成不同梯度的菌悬液，采用接种环蘸取适量菌

悬液接种于溶菌肉汤（ＬＢ）平板培养基上，３０℃培养
２４ｈ，对单菌落进行多次划线纯化，得到纯培养物后使
用菌种冻存盒保存于－８０℃超低温冰箱。
２２２　形态观察　将纯化菌株划线接种于 ＬＢ平
板上，３０℃培养２４ｈ，观察记录菌落形态大小、颜色
等。并根据试剂盒说明书对菌落进行革兰染色。

２２３　分子生物学鉴定　使用细菌基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒，提取分离菌株的基因组ＤＮＡ作为ＰＣＲ
模板，使用通用引物：２７Ｆ（５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧ
ＧＣＴＣＡＧ３′）、１４９２Ｒ（５′ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ
３′）进行 ＰＣＲ扩增。扩增程序：９４℃变性 ３ｍｉｎ，
９４℃变性１ｍｉｎ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１５ｍｉｎ，
共３０个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物使用质量
分数１％琼脂糖凝胶电泳检测，将目的条带进行回收
纯化并送至北京擎科生物科技股份有限公司进行测

序分析。将所得序列在美国国立生物技术信息中心

（ＮＣＢＩ）数据库中基本局部比对搜索工具（ＢＬＡＳＴ）检
索系统进行同源性比对，利用ＭＥＧＡ１１０软件构建系
统发育树。

２２４　生理生化检测　将纯化菌株划线接种于
ＬＢ平板上，３０℃培养２４ｈ，用接种环从平板上挑取
单菌落接种于细菌生化鉴定管中，３７℃培养
１２～４８ｈ，观察记录反应结果并参照《伯杰细菌鉴定
手册》进行鉴定。

２３　分离菌株对宽体金线蛭致病性检验
２３１　回归感染试验　将纯化菌株接种于ＬＢ液体
培养基中，３０℃恒温培养１８ｈ后，６０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心１０ｍｉｎ，去除上清液，用无菌ＰＢＳ洗涤沉淀３次，将
菌体重悬于无菌质量分数０８５％ ＮａＣｌ水溶液中。
使用麦氏比浊法调整菌液至不同浓度梯度为

１５×１０４、１５×１０５、１５×１０６、１５×１０７ＣＦＵ·ｍＬ－１。

将宽体金线蛭分为５组，４个实验组，１个对照组，在
２Ｌ塑料桶中加入３００ｍＬ稀释菌液，使宽体金线蛭
浸泡在其中，每桶１０条宽体金线蛭，每个浓度梯度
３桶，对照组中加入等体积的质量分数０８５％ ＮａＣｌ
水溶液。每日观察宽体金线蛭健康状况，记录

死亡数。

２３２　肠道切片　将人工感染患病宽体金线蛭、
自然患病宽体金线蛭及健康宽体金线蛭进行解剖，

取出完整肠道，放入装有多聚甲醛的离心管中，４℃
冰箱固定过夜，后续的脱水、包埋、切片等步骤交由

武汉塞维尔生物科技有限公司开展。

２４　药敏试验
采用纸片扩散（ｋｉｒｂｙｂａｎｅｒ，ＫＢ）法检验纯化菌

株对不同抗生素的敏感程度。将纯化菌株接种于ＬＢ
液体培养基中活化，使用麦氏比浊管将活化后的菌液

浓度调整为０５麦氏标准（１５×１０８ＣＦＵ·ｍＬ－１），用
移液枪吸取２００μＬ稀释菌液到ＬＢ平板上，使用涂布
棒均匀涂布。无菌镊子夹取药敏纸片，使其紧贴于培

养基表面，每个平板贴３片，置于３０℃培养箱培养
２４ｈ，测量各药敏纸片的抑菌圈直径。

３　结果与分析
３１　肠道菌群结构与多样性分析

ＩｌｌｕｍｉｎＮｏｖａｓｅｑ６０００测序共获得６１８６８２条高
质量序列，聚类于２９９２个分类操作单元（ＯＴＵｓ）。
不同样品的α多样性指数见表１。其中，Ｃｈａｏ［１９］和
Ｏｂｓｅｒｖｅｄｓｐｅｃｉｅｓ指数表征微生物群落丰富度，
Ｓｈａｎｎｏｎ［２０］和Ｓｉｍｐｓｏｎ［２１］指数表征微生物群落多样
性。与ＣＫ相比，患病宽体金线蛭肠道细菌 Ｓｈａｎｎｏｎ
和Ｓｉｍｐｓｏｎ指数显著降低（Ｐ＜００５），细菌多样性水
平显著下降。主坐标分析发现，健康和患病宽体金

线蛭肠道菌群分别聚类，其中第一轴和第二轴共同

解释了８６３％的群落差异（图１）。

表１　宽体金线蛭肠道菌群落α多样性指数。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｔａｂ１　αＤｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙｏｆ

Ｗｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

αＤｉｖｅｒｓｉｔｙ　　

ｉｎｄｅｘ　　

Ｇｒｏｕｐ

ＣＫ ＪＹ
Ｐ

Ｃｈａｏ１ ５１３６７±２２９０ ５０３０１±２１９０９ ０９５

Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ ５０３０３±２５９２ ４９０７０±２２６２７ ０９４

Ｓｈａｎｎｏｎ ４１７±０４４ ３１１±０２１ ００４

Ｓｉｍｐｓｏｎ ０８４±００３ ０６９±００１ ０００

注：ＣＫ－健康组；ＪＹ－患病组。

Ｎｏｔｅ：ＣＫ－ｈｅａｌｔｈｇｒｏｕｐ；ＪＹ－ｄｉｓｅａｓｅｇｒｏｕｐ．
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图１　不同健康状况下宽体金线蛭肠道微生物群落结构主
坐标分析

Ｆｉｇ１　Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓａｎａｌｙｓｉｓ（ＰＣｏＡ）ｏｆｔｈｅｇｕｔｍｉｃｒｏ
ｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｈｅａｌｔｈｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

患病和健康宽体金线蛭肠道相对丰度排名前５
的主要细菌门见图２Ａ。结果显示，患病和健康宽体
金线蛭肠道菌群组成结构在门水平上相似，主要为：

变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、拟
杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、脱铁杆菌门（Ｄｅｆｅｒｒｉｂａｃｔｅｒｅｓ）
　　　　

和放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）。其中，变形菌门（Ｐｒｏ
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）在２组中含量最为丰富，其次是厚壁菌
门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）和拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ），三者合
计占细菌总量的９０％以上。

在属水平（Ｇｅｎｕｓ）上，２组最大丰度排名前１０
的菌属见图２Ｂ。结果发现，患病组（ＪＹ）与 ＣＫ相
比，肠道细菌群落组成、多样性及相对丰度均发生

显著变化。主要菌属相对丰度显示（表 ２），健康
宽体金线蛭肠道优势菌群主要为氨基杆菌属

（Ａｍｉｎｏｂａｃｔｅｒ）、农杆菌属（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、黏螺菌
属（Ｍｕｃｉｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）和乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ），平均
相对丰度分别为 １７８１％、１６０６％、１２０％ 和
０６４％；而患病宽体金线蛭肠道柠檬酸杆菌属
（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ）平均相对丰度高达６０９２％，呈现为绝
对优势菌属（Ｐ＜０００１），同时氨基杆菌属（Ａｍｉ
ｎｏｂａｃｔｅｒ）、乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）和普雷沃菌属
（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）相对丰度显著降低（Ｐ＜００５）。这表明
宽体金线蛭疾病的发生伴随着肠道菌群结构的显著

变化，柠檬酸杆菌属（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ）可能为致病菌。

Ａ－相对丰度排名前５菌门；Ｂ－相对丰度排名前１０菌属。

Ａ－ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｔｈｅｔｏｐ５ｐｈｙｌｕｍ；Ｂ－ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｔｈｅｔｏｐ１０ｇｅｎｕｓ．

图２　患病与健康宽体金线蛭肠道菌群在门、属水平上的相对丰度
Ｆｉｇ２　ＲｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｇｕｔｂａｃｔｅｒｉａｂｅｔｗｅｅｎｈｅａｌｔｈｙａｎｄｄｉｓｅａｓｅｄＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａａｔｐｈｙｌｕｍａｎｄｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌ

表２　患病与健康宽体金线蛭肠道中相对丰度排名前１０菌
属。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ２　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｔｈｅｔｏｐ１０ｇｅｎｕｓｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｔｒａｃｔｓｂｅｔｗｅｅｎｈｅａｌｔｈｙａｎｄｄｉｓｅａｓｅｄＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｇｅｎｕｓ　　
Ｇｒｏｕｐ

ＣＫ ＪＹ
Ｐ

Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ００３±００１ ６０９２±１２６ ０００

Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ １６０６±０２２ ７８１±００１ ０５３

Ａｍｉｎｏｂａｃｔｅｒ １７８１±００８ ２５２±００１ ００３

Ｍｕｃｉｓｐｉｒｉｌｌｕｍ １２０±００１ ００４±０００ ００８

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ０６４±０００ ０３６±０００ ００２

ＡｌｔｅｒｎａｒｉａＡＦ１２ ０２５±０００ ０５７±０００ ０３３

Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ０４４±００１ ０３０±０００ ０６８

Ｐｈａｓｃｏｌａｒｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ０１５±０００ ０３９±０００ ０５５

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ０３０±０００ ０１４±０００ ０２５

Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ０２４±０００ ０１１±０００ ００３

Ｏｔｈｅｒｓ ６２８８±０１５ ２６８５±００２ ００２

３２　肠道病原菌分离鉴定
３２１　分离菌形态特征及培养特性　通过对患病
宽体金线蛭肠道内容物的划线分离纯化，得到分离

菌株，将 其 命 名 为 ＳＺ０１。ＳＺ０１菌 落 直 径 约
２～３ｍｍ，呈乳白色圆形、中间微凸，表面光滑、边缘
湿润，见图３Ａ。菌株革兰染色结果显示为阴性，呈
短杆状，长约２～６μｍ，见图３Ｂ。
３２２　分离菌株１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析　对分
离菌株ＳＺ０１的１６ＳｒＤＮＡ基因进行 ＰＣＲ扩增，得到
的序列长度为１４１３ｂｐ。经 ＢＬＡＳＴ同源性比对发
现，该序列与弗氏柠檬酸杆菌（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｆｒｅｕｎｄｉｉ，
ＮＲ０２８８９４１）相似度达９９８％。系统发育树结果
显示（图 ４），ＳＺ０１与弗氏柠檬酸杆菌（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ
ｆｒｅｕｎｄｉｉ，ＮＲ０２８８９４１）由同一分支进化而来，与长链
柠檬 酸 杆 菌 （Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｔｒｕｃｔａｅ，ＮＲ１８０６４１１）、
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Ａ－菌落形态；Ｂ－革兰染色。

Ａ－ｃｏｌｏｎｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ；Ｂ－Ｇｒａｍｓｔａｉｎｉｎｇ．

图３　弗氏柠檬酸杆菌 ＳＺ０１菌株的菌落形态和革兰染色
结果

Ｆｉｇ３　 ＣｏｌｏｎｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄＧｒａｍ ｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ
ＣｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｆｒｅｕｎｄｉｉＳＺ０１ｓｔｒａｉｎ

图４　弗氏柠檬酸杆菌ＳＺ０１菌株与相关菌株的１６ＳｒＤＮＡ基
因系统发育树

Ｆｉｇ４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎ１６ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ
ＣｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｆｒｅｕｎｄｉｉＳＺ０１ａｎｄｒｅｌａｔｅｄｓｔｒａｉｎｓ

吉勒 尼 柠 檬 酸 杆 菌 （Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｇｉｌｌｅｎｉｉ，ＮＲ
０４１６９７１）亲缘关系近。
３２３　分离菌株的生理生化特性　对分离菌株
ＳＺ０１的１５种生理生化特性检测结果见表３。弗氏
柠檬酸杆菌标准株（ＳＨＢＣＣＤ１４２５３）作为参考，菌
株ＳＺ０１西蒙氏柠檬酸、硫化氢、ＭＲ、甘露醇等呈阳
性，赖氨酸脱羧酶、尿素酶、色氨酸等呈阴性，根据

《伯杰氏系统细菌学手册》，除鸟氨酸脱羧酶外，分

离菌株总体符合弗氏柠檬酸杆菌特征。

３３　菌株ＳＺ０１对宽体金线蛭的致病性
３３１　菌株 ＳＺ０１对宽体金线蛭的感染性　自然
条件下，患肠炎病的宽体金线蛭表现为身体弯曲蜷

缩，出现红肿硬结（图５Ａ），进一步解剖发现，体内消
化道出血溃烂（图 ５Ｂ）。采用 ＳＺ０１菌株菌液
（１５×１０４～１５×１０７ＣＦＵ·ｍＬ－１）浸泡健康宽体金线

　　　表３　弗氏柠檬酸杆菌ＳＺ０１菌株 的生理生化特性
Ｔａｂ３　 Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ
ＣｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｆｒｅｕｎｄｉｉＳＺ０１ｓｔｒａｉｎ

ＴｅｓｔＩｔｅｍ　　　　　 ＳＺ０１ ＳＨＢＣＣＤ１４２５３

Ｓｅｍｉｓｏｌｉｄ ＋ ＋

Ｏｒｎｉｔｈｉｎｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ＋ －

Ｌｙｓｉｎｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ － －

ＳｉｍｍｏｎｓＣｉｔｒａｔｅＡｇａｒ ＋ ＋
Ｈ２Ｓ ＋ ＋

Ｕｒｅａｓｅ － －

Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ － －

Ｍｅｔｈｙｌｒｅｄ ＋ ＋

Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ － －

Ｍａｎｎｉｔｏｌ ＋ ＋

Ｌｎｏｓｉｔｏｌ － －

Ｓｏｒｂｉｔｏｌｕｍ ＋ ＋

Ｍｅｌｉｂｉｏｓｅ ＋ ＋

Ｒｉｂｉｔｏｌ － －

Ｒａｆｆｉｎｏｓｅ ＋ ＋

蛭进行回归感染，感染初期，不同菌液浓度组宽体蛭

均出现活力低下、吸盘肿大、身体出现蜷缩弯曲症状

（图５Ｃ），直至死亡。解剖发现，患病水蛭体腔内有大
量褐色液体（图５Ｄ）。在感染第５天，各浓度菌液感
染组均出现死亡现象，随着时间延长，在２５ｄ时，最
高浓度处理组达到半数死亡量，而低浓度组在３５ｄ
达到半数死亡量，在３５～４０ｄ内，各浓度组死亡速率
达到最高峰，最终死亡率均在９３％以上。３０ｄ内半
致死浓度为２２４×１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１，死亡曲线见图６。

Ａ－自然患病宽体金线蛭体表，身体弯曲蜷缩、红肿（红色箭头）；Ｂ－自然患病

宽体金线蛭体腔，消化道出血（红色箭头）；Ｃ－人工感染宽体金线蛭体表；Ｄ－

人工感染宽体金线蛭体腔。

Ａ－ｔｈｅｂｏｄｙｓｕｒｆａｃｅｏｆｔｈｅｎａｔｕｒａｌｌｙｄｉｓｅａｓｅｄｌｅｅｃｈ，ｗｉｔｈｔｈｅｂｏｄｙｂｅｎｔａｎｄｃｕｒｌｅｄ

ｕｐ，ｒｅｄｄｉｓｈａｎｄｓｗｏｌｌｅｎ（ｒｅｄａｒｒｏｗ）；Ｂ－ｔｈｅｂｏｄｙｃａｖｉｔｙｏｆｔｈｅｎａｔｕｒａｌｌｙｄｉｓｅａｓｅｄ

ｌｅｅｃｈ，ｗｉｔｈｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ（ｒｅｄａｒｒｏｗ）；Ｃ－ｔｈｅｂｏｄｙｓｕｒｆａｃｅｏｆｔｈｅ

ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙｉｎｆｅｃｔｅｄｌｅｅｃｈ；Ｄ－ｃａｖｉｔｙｏｆｔｈｅａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙｉｎｆｅｃｔｅｄｌｅｅｃｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图５　自然患病和人工感染宽体金线蛭体表和体腔变化
Ｆｉｇ５　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｂｏｄｙｓｕｒｆａｃｅａｎｄｂｏｄｙｃａｖｉｔｙｏｆｎａｔｕｒａｌｌｙ
ｄｉｓｅａｓｅｄａｎｄａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙｉｎｆｅｃｔｅｄＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａ
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ＣＫ－健康组；Ａ－菌液浓度１５×１０４ＣＦＵ·ｍＬ－１；Ｂ－菌液浓度１５×１０５

ＣＦＵ·ｍＬ－１；Ｃ－菌液浓度 １５×１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１；Ｄ－菌液浓度 １５×１０７

ＣＦＵ·ｍＬ－１。

ＣＫ－ｈｅａｌｔｈｇｒｏｕｐ；Ａ－ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓ１５×１０４

ＣＦＵ·ｍＬ－１；Ｂ－ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓ１５×１０５

ＣＦＵ·ｍＬ－１；Ｃ－ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓ１５×１０６ＣＦＵ·

ｍＬ－１；Ｄ－ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓ１５×１０７ＣＦＵ·ｍＬ－１．

图６　宽体金线蛭感染细菌ＳＺ０１后死亡率曲线。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　ＭｏｒｔａｌｉｔｙｃｕｒｖｅｏｆＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＳＺ０１
ｓｔｒａｉｎ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

３３２　菌株 ＳＺ０１对宽体金线蛭肠道组织的影响
　分别对健康、自然患病和人工感染患病的宽体金线
蛭肠道进行病理切片观察。结果显示，健康宽体金线

蛭肠道上皮由单层柱状细胞构成，细胞排列紧密，细

胞核在细胞中央被染成紫色，肠道上皮由向内凸起，

形成褶皱（图７Ａ）。在自然患病的宽体金线蛭中，肠
道上皮微绒毛结构松散，胞间间隙增大，上皮细胞细

胞核颜色加深，并发生膨大（图７Ｂ）；在人工感染菌株
ＳＺ０１后，宽体金线蛭肠道上皮细胞中出现空泡（图
７Ｃ），上皮细胞细胞核颜色加深，微绒毛结构松散，发
生溶解且伴有组织碎片脱落（图７Ｄ）。表明自然患病
和人工感染条件下，宽体金线蛭肠道组织出现不同程

度的损伤，人工感染与自然感染宽体蛭症状相似。

３４　分离菌株药物敏感性
采用ＫＢ法考察分离菌株ＳＺ０１对２９种抗生素

敏感性（表４），结果显示，分离菌株对头孢氨苄、氨
苄西林、克林霉素、红霉素、链霉素等１０种药物呈现
不同程度耐药，对四环素、米诺环素、阿奇霉素、环丙

沙星、哌拉西林５种药物中度敏感，对庆大霉素、头
孢哌酮、多黏菌素 Ｂ、卡那霉素、诺氟沙星等在内的
１２种药物敏感。

４　讨　论
４１　高通量测序技术可作为动物肠道病原菌快速
分离鉴定的辅助手段

传统病原菌分离鉴定主要依赖微生物纯培养

　　　　

Ａ－健康宽体金线蛭肠道横切图；Ｂ－自然患病宽体金线蛭肠道横切图；

Ｃ～Ｄ－人工感染患病宽体金线蛭肠道横切图；Ｉｎ－肠道内部；ＳＣＥ－单层柱状

上皮；ＤＣＴ－结缔组织。图７Ｂ箭头指向细胞核，图７Ｃ箭头指向空泡，图７Ｄ

箭头指向组织碎片。

Ａ－ｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｒａｎｓｓｅｃｔｉｏｎｏｆｈｅａｌｔｈｙＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａ；Ｂ－ｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｒａｎｓ

ｓｅｃｔｉｏｎｏｆｎａｔｕｒａｌｌｙｉｎｆｅｃｔｅｄＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａ；Ｃ－Ｄ－ｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｒａｎｓｓｅｃｔｉｏｎｏｆ

ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙｉｎｆｅｃｔｅｄＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａ；Ｉｎ－ｔｈｅｉｎｔｅｒｉｏｒｏｆｔｈｅｇｕｔ；ＳＣＥ－ｓｉｍｐｌｅｃｏ

ｌｕｍｎａｒｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ；ＤＣＴ－ｄｅｎｓｅｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅ；ＴｈｅａｒｒｏｗｓｉｎＦｉｇ７Ｂｐｏｉｎｔｔｏ

ｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓ，ｔｈｅａｒｒｏｗｓｉｎＦｉｇ７Ｃｐｏｉｎｔｔｏｖａｃｕｏｌｅｓ，ａｎｄｔｈｅａｒｒｏｗｓｉｎＦｉｇ７Ｄｐｏｉｎｔ

ｔｏｔｉｓｓｕｅｆｒａｇｍｅｎｔｓ．

图７　菌株ＳＺ０１对宽体金线蛭肠道组织的影响
Ｆｉｇ７　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＳＺ０１ｓｔｒａｉｎｏｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆＷｈｉｔｍａ
ｎｉａｐｉｇｒａ

技术，即在可控的实验条件下让微生物在特定的培

养基上培养形成单一菌落，然后通过其形态特征、生

理生化特性和 １６ＳｒＤＮＡ序列特征确定其种属关
系［２２］。由于不同的微生物生长需要不同的营养物

质，所以单一的培养基无法满足环境中所有微生物

的生长［２３］。采用传统纯培养法分离病原菌，由于无

法预知动物体内病原菌的种类和数量，只能选择广

谱性培养基进行筛选分离［２４］，具有一定的盲目性和

随机性，仅能筛选出有限的病原菌种类，无法表征整

个微生物群落的结构特征。动物肠道是一个庞大的

微生物群落体系，疾病的发生往往是一系列微生物

结构及生理、生化变化的结果，传统分离方法已不能

满足动物肠道疾病研究的需求。高通量测序技术不

需要通过培养即可呈现动物体内接近真实状态的微

生物群落结构组成，可以明确动物体内的优势菌株，

进而选择合适的培养基对其进行针对性的分离，降

低了传统分离方法的盲目性。Ｔｉａｎ等［２５］通过

·００７· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２５Ａｐｒｉｌ，Ｖｏｌ６０Ｎｏ７　　　　　　 　 　 　 　　 中国药学杂志２０２５年４月第６０卷第７期



　　　　表４　弗氏柠檬酸杆菌ＳＺ０１菌株的药物敏感性。ｎ＝３
Ｔａｂ４　ＡｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＣｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｆｒｅｕｎｄｉｉＳＺ０１ｓｔｒａｉｎｎ＝３

Ｄｒｕｇ　　　　　　

ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ　　　　　　
Ｃｏｎｔｅｎｔ

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｚｏｎｅｄｉａｍｅｔｅｒ

／ｍｍ

Ｓｔａｎｄａｒｄ

Ｒ Ｉ Ｓ
Ｓｅｎｓｉｂｉｌｉｔｙ

Ｃｅｆａｌｅｘｉｎ ３０μｇ ９７ ≤１４ １４＜Ｉ＜１８ ≥１８ Ｒ

Ｃｅｆａｚｏｌｉｎ ３０μｇ ０ ≤１４ １４＜Ｉ＜１８ ≥１８ Ｒ

Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ １０μｇ １１５ ≤１３ １３＜Ｉ＜１７ ≥１７ Ｒ

Ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ １５μｇ ０ ≤１３ １３＜Ｉ＜２３ ≥２３ Ｒ

Ｃｌｉｎｄａｍｙｃｉｎ ２μｇ ０ ≤１４ １４＜Ｉ＜２１ ≥２１ Ｒ

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ １０μｇ ０ ≤１１ １１＜Ｉ＜１５ ≥１５ Ｒ

Ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ ２μｇ ０ ≤２４ ２４＜Ｉ＜３０ ≥３０ Ｒ

Ｏｘａｃｉｌｌｉｎ １μｇ ０ ≤１０ １０＜Ｉ＜１３ ≥１３ Ｒ

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ １０Ｕ ０ ≤１９ １９＜Ｉ＜２８ ≥２８ Ｒ

Ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ３０μｇ ０ ≤１４ １４＜Ｉ＜１７ ≥１７ Ｒ

Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ３０μｇ １６３ ≤１４ １４＜Ｉ＜１９ ≥１９ Ｉ

Ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅ ３０μｇ １６８ ≤１４ １４＜Ｉ＜１９ ≥１９ Ｉ

Ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ １５μｇ １７０ ≤１３ １３＜Ｉ＜１８ ≥１８ Ｉ

Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ５μｇ １５７ ≤１５ １５＜Ｉ＜２１ ≥２１ Ｉ

Ｐｉｐｅｒａｃｉｌｌｉｎ １００μｇ ２０６ ≤１７ １７＜Ｉ＜２１ ≥２１ Ｉ

Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ １０μｇ １８６ ≤１２ １２＜Ｉ＜１５ ≥１５ Ｓ

Ｃｅｆｏｐｅｒａｚｏｎｅ ７５μｇ ２６５ ≤１５ １５＜Ｉ＜２１ ≥２１ Ｓ

Ｃｅｆｔｒｉａｘｏｎｅ ３０μｇ ２７３ ≤１３ １３＜Ｉ＜２１ ≥２１ Ｓ

Ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ ３０μｇ ２５３ ≤１４ １４＜Ｉ＜１８ ≥１８ Ｓ

Ａｍｉｋａｃｉｎ ３０μｇ １９９ ≤１４ １４＜Ｉ＜１７ ≥１７ Ｓ

ＰｏｌｙｍｙｘｉｎＢ ３００ＩＵ １４２ ≤８ ８＜Ｉ＜１２ ≥１２ Ｓ

Ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ ３０μｇ ２０６ ≤１２ １２＜Ｉ＜１８ ≥１８ Ｓ

Ｃｏｔｒｉｍｏｘａｚｏｌｅ ２５μｇ ２１９ ≤１０ １０＜Ｉ＜１６ ≥１６ Ｓ

Ｋａｎａｍｙｃｉｎ ３０μｇ １８４ ≤１３ １３＜Ｉ＜１８ ≥１８ Ｓ

Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ ３０μｇ ２０５ ≤１２ １２＜Ｉ＜１８ ≥１８ Ｓ

Ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ １０μｇ ２０３ ≤１２ １２＜Ｉ＜１７ ≥１７ Ｓ

Ｃｅｆｕｒｏｘｉｍｅ ３０μｇ ２０３ ≤１３ １３＜Ｉ＜１９ ≥１９ Ｓ

Ｉｍｉｐｅｎｅｍ １０μｇ ２１８ ≤１３ １３＜Ｉ＜１６ ≥１６ Ｓ

Ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ ５μｇ ２１８ ≤１４ １３＜Ｉ＜１７ ≥１７ Ｓ

注：Ｒ－耐药；Ｉ－中度敏感；Ｓ－敏感。

Ｎｏｔｅ：Ｒ－ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；Ｉ－ｍｅｄｉｕｍｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ；Ｓ－ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ．

高通量测序技术在长江鲟黏液中分析出７种潜在的
病原菌。Ｙｕ等［２６］通过比较健康和患病凡纳滨对虾

肠道微生物丰度差异，筛选到 １６个敏感细菌科。
Ｗａｎｇ等［２７］利用高通量测序结合传统分离方法研究

发现，哈维弧菌是东星斑溃烂病主要致病菌之一。

本研究首先利用高通量测序技术对患肠炎病宽体金

线蛭肠道微生物多样性研究发现，柠檬酸杆菌属在

患病宽体金线蛭肠道中为优势菌属，推测柠檬酸杆

菌属大量增殖可能是宽体金线蛭患病的原因之一。

后续结合微生物纯培养分离方法，分离到弗氏柠檬

酸杆菌ＳＺ０１，科赫法则回染法和肠道病理切片显示
该菌株感染宽体金线蛭病症与自然患病病症一致，

明确弗氏柠檬酸杆菌为宽体蛭肠炎病原菌之一。本

研究将高通量测序技术作为宽体蛭肠炎病原菌分离

鉴定的辅助手段，将两种方法取长补短、互为印

证［２８］，实现更精准、高效的病原菌分离鉴定，对于其

它动物肠道病原的快速分离鉴定研究具有参考

意义。

４２　弗氏柠檬酸杆菌的可能致病机制
动物肠道中复杂且呈动态平衡的微生物群落对

维持宿主健康有极其重要的意义，病原微生物的侵

染能够改变肠道微生物群落组成，进而破坏肠道微

生物的正常功能，导致疾病产生［２９］。本研究显示，

肠炎宽体金线蛭肠道微生物多样性指数显著下降，

柠檬酸杆菌属丰度急剧上升，氨基杆菌属、乳杆菌属

和普雷沃菌属相对丰度显著降低。一方面，肠炎宽

体金线蛭肠道中弗氏柠檬酸杆菌的大量增殖，原有

的菌群平衡遭到破坏，导致肠道微生物无法正常行

使功能。另一方面，从患病宽体金线蛭肠道组织的

病理切片观察发现，弗氏柠檬酸杆菌对宽体宽体金

线蛭肠道造成明显损伤，表现为胞间间隙增大、微绒

毛结构松散破碎、细胞核膨大溶解。这种组织病理

·１０７·
中国药学杂志２０２５年４月第６０卷第７期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２５Ａｐｒｉｌ，Ｖｏｌ６０Ｎｏ７



变化与弗氏柠檬酸杆菌导致小龙虾肠道细胞空泡

化、微绒毛坏死和细胞质裂解、肠道组织坏死表现相

似［３０］。通常情况下，细菌侵入动物机体后黏附于细

胞表面，经过定居、繁殖，并释放大量内毒素，导致动

物组织损伤进而死亡［３１］。弗氏柠檬酸杆菌具有鞭

毛和菌毛结构，两者均为细菌黏附素，辅助其黏附

和侵袭［３２］，定居并大量繁殖后，其产生的内毒素可

能是造成肠道损伤的重要原因之一。肠道是动物

重要的食物消化和营养运输器官［３３］，弗氏柠檬酸

杆菌造成的宽体金线蛭肠道损伤，不仅影响其正

常的消化吸收和营养供给，同时引发肠道炎症的

产生，进一步侵染导致组织坏死、腐烂，加速宽体

金线蛭的死亡。

４３　弗氏柠檬酸杆菌的防治措施展望
目前，弗氏柠檬酸杆菌引起的水生疾病的传统

防治仍主要依赖抗生素［２９］。本研究中，弗氏柠檬酸

杆菌ＳＺ０１对庆大霉素、头孢哌酮、头孢曲松、多黏菌
素Ｂ、卡那霉素、氯霉素等在内的１２种药物敏感，但
弗氏柠檬酸杆菌对抗生素的敏感性因宿主来源和环

境而不同［１３］，因此在养殖过程中发生细菌性病害，

应及时进行分离和药敏试验，以筛选出敏感药物对

其进行针对性防治。菌株ＳＺ０１对头孢氨苄、氨苄西
林、克林霉素、链霉素等１０种药物呈现不同程度耐
药，这跟弗氏柠檬酸杆菌含有多重耐药基因有关，如

ｂｌａＮＤＭ１［３４］、ＡｍｐＣ［３５］ 和 ｂｌａＳＨＶ１２、ｂｌａＣＴＸＭ
１５［３６］等基因，长期使用抗生素会造成药物残留、生
态风险和耐药性风险等安全问题［３７］，应寻找更加绿

色环保且不具有耐药性的药物，来预防和治疗弗氏

柠檬酸杆菌感染。中草药是绿色安全的天然药物，

具有多成分、多靶点、多通路协同调控的特点，可降

低致病菌的耐药性，且对肠道微生物具有调节作

用［３８］，大量研究已证明一些中药提取物能够提高水

生动物存活率［３９］。Ａｂａｒｉｋｅ等［４０］发现中药黄芪、当

归和山楂能显著提高尼罗罗非鱼的存活率，Ｓｕ
等［４１］发现小柴胡汤对凡纳滨对虾生长和免疫性能

都有显著提升。因此，下一步可将中草药应用于宽

体金线蛭养殖中，开发绿色天然的中草药制剂来预

防和控制水蛭病害的发生。
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