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摘要：为了验证维生素 C 碳点对水生动物病原菌的抑制效率，实验采用 3 倍梯度稀释法检
测了维生素 C 碳点对嗜水气单胞菌、副溶血性弧菌、灿烂弧菌、诺卡氏菌等 12 种常见水
产病原菌的最小抑菌浓度 (MIC) 和最小杀菌浓度 (MBC)，在此基础上，测定了其对这 12
种水产病原菌的抑菌动力学曲线。此外，基于纳米材料可能存在的生物相容性等问题，实
验采用 MTT 法检测了维生素 C 碳点对草鱼肾细胞的细胞毒性，并以斑马鱼胚胎为测试对
象，测定其经维生素 C 碳点暴露后的胚胎毒性。结果显示，维生素 C 碳点对所监测的 12
种水产病原菌均有显著的抑制作用，MIC 为 20.6~61.7 μg/mL，基本达到与抗生素氟苯尼考
同等的抗菌作用。维生素 C 碳点在 MIC 范围内胚胎和细胞存活率可接近 100%，与对照组
无差异。研究表明，维生素 C 碳点对水产主要病原菌有良好的杀菌和抗菌效果，具有较好
的生物相容性，在水产养殖细菌性病害防治上具有潜在的开发应用前景。
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随着国内水产养殖业高密度集约化养殖模式

的不断推广 [1]，细菌性病害频发，常导致养殖鱼

类大量死亡，养殖效益下降 [2]。目前，养殖水产

中主要采取水体泼洒或口服抗生素类药物来预防

和防治细菌性病害 [3]。但是，由于经济利益的驱

动，以及缺乏科学有效的监管措施，水产养殖业

抗生素滥用问题日益严峻[4-5]。抗生素滥用容易导

致水体环境污染[6]、水产品抗生素残留[7]，甚至通

过食物链传递直接迁移至人体，进而引发对抗生

素耐药性等安全隐患 [8]。因此，寻找一种绿色有

效的抗生素替代物势在必行。

研究表明，金属纳米材料具有良好的抗菌性

能，主要包括以金纳米颗粒、银纳米颗粒为主的

金属单质纳米材料 [9-10] 和以二氧化钛、氧化锌、

氧化铁为代表的金属氧化物纳米材料 [11-13]，这些

金属纳米材料是通过自身大量产生活性氧 (ROS)[14]

或者释放金属离子产生静电作用破坏细胞膜，导

致细胞内容物外泄以杀死细胞从而发挥抗菌作

用[15]，但是上述金属纳米材料在使用过程中会释

放重金属离子，由此导致的降解性差和各种二次

污染等问题 [7] 限制了其实际生产应用。近年来，

新型复合纳米材料碳点 (carbon dots，CDs) 凭借其

抗菌性能好，生物相容性高的优点受到广泛关注。

碳点主要是指以糖、柠檬酸和维生素 C 等有机小

分子为碳源，制备成主要成分为碳、氢、氧且粒

径小于 10 nm 的新型荧光碳纳米材料 [16]，这种材

 
 

收稿日期：2021-06-29        修回日期：2021-10-09
资助项目：国家自然科学基金 (31772896)；江苏高校优势学科建设工程资助项目

第一作者：何稳，从事鱼类病害方面研究，E-mail：15156172900@163.com
通信作者：宋学宏 (照片)，从事鱼类病害方面研究，E-mail：songxh@suda.edu.cn

文章编号: 1000-0615(2022)05-0848-09 水产学报, 2022, 46(5): 848−856

JOURNAL OF FISHERIES OF CHINA

DOI: 10.11964/jfc.20210612928

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

https://www.china-fishery.cn


料有别于传统金属纳米材料，可降解，降解后的

成分不会造成二次污染。且碳点制备方法简单，

相较于传统金属纳米材料而言原料易得，更适用

于生产应用。

目前，有关碳点抗菌性能的研究主要集中在

金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus)、大肠杆

菌 (Escherichia coli) 等临床病原菌，关于水产病原

菌方面的研究甚少。此外，碳点具体的生物相容

性评估也主要集中在模式生物以及人源细胞上，

而关于水产动物的生物相容性还未知。因此，本

研究以 Li 等 [17] 制备的维生素 C 碳点  (vitamin C-
based CDs，VC-CDs) 为对象，探究了其对 12 种主

要水产病原菌的抗菌性能，同时以草鱼肾组织细

胞  (Ctenopharyngodon idella kidney，CIK) 和斑马

鱼 (Danio rerio) 胚胎为实验对象，评估了维生素

C 碳点与草鱼、斑马鱼等硬骨鱼类的生物相容性，

旨为碳点这一新型纳米材料在水产养殖行业的研

制与开发利用提供理论依据。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

维生素 C 碳点由苏州大学医学部基础医学与

生物科学学院黄健副教授课题组馈赠，采用一步

电化学法处理维生素 C 水溶液后合成，电子显微

镜和原子力显微镜显示维生素 C 碳点的平均尺寸

约为 5 nm，晶格间隔值为 0.21 nm[17]，原液浓度

为 5 mg/mL。 

1.2    致病菌菌种、细胞和斑马鱼胚胎

本实验采用的水产养殖动物致病性指示菌包

括嗜水气单胞菌  (Aeromonas hydrophila)、维氏气

单胞菌 (A. veronii)、温和气单胞菌 (A. sobria)、溶

藻弧菌  (Vibrio  alginolyticus)、副溶血性弧菌  (V.
parahaemolyticus)、灿烂弧菌 (V. splendidus)、霍乱

弧菌 (V. cholerae)、鳗弧菌 (V. anguillarum)、哈维

氏弧菌  (V. harveyi)、创伤弧菌  (V. vulnificus)、河

流弧菌 (V. fluvialis) 和诺卡氏菌 (Nocardia sp.)，由

苏州大学药学院王义鹏教授课题组馈赠。CIK 细

胞株由江苏省水生动物疫病预防控制中心提供，

本实验室保存。斑马鱼胚胎由苏州大学生物钟研

究中心王晗教授馈赠。 

1.3    维生素 C碳点和氟苯尼考的最小抑菌浓

度 (MIC)和最小杀菌浓度 (MBC)测定

MIC 的测定采用梯度微量稀释法进行，以

12 种水产养殖主要病原菌作为指示菌，用 LB 液

体培养基将维生素 C 碳点原液、氟苯尼考标准使

用液 (上海阿拉丁科技股份有限公司) 按 3 倍梯度

稀释，得到 8 个不同浓度的稀释液，将稀释液按

每孔 295 μL 加入 96 孔板中。然后取预先活化至

对数生长期的菌液，调整菌液浓度至 6×107

CFU/mL，按每孔 5  μL 补加菌液使其终浓度为

1×106 CFU/mL。置于 28 °C 培养箱培养 36 h，取

36 h 后能抑制细菌生长的最低药物浓度为 MIC。

从浓度高于 MIC 的各孔中取 100 μL 均匀涂布到

LB 平板上，28 °C 培养 24 h 后以不长菌落平板所

对应药物浓度为 MBC。 

1.4    维生素 C碳点抑菌动力学曲线

以 12 种水产致病菌作为指示菌，过夜活化

至对数期后调整菌液浓度至 1×106 CFU/mL，再调

整药物浓度指示菌对应的 MIC 和 MBC，28 °C、

150 r/min 振荡培养，分别于 0、2、4、6、8、12
和 24 h 取样，分光光度计 OD600 读值后绘制动力

学曲线。 

1.5    维生素 C碳点的细胞毒性测定

采用 MTT 检测法测定维生素 C 碳点对 CIK
细胞的毒性。取培养于 1640 细胞培养基中处于对

数生长期的 CIK 细胞，用胰酶消化后调整细胞密

度至 5×104 个/mL，按每孔 5 000 个细胞接种于 96
孔板中，并以不滴加细胞的 3 个孔用作调零，细

胞板置于 28 °C 生化培养箱中继续培养 12 h 至贴

壁后吸除培养基。参照已有文献 [17] 的研究结果，

以 900 μg/mL 为起始浓度，用培养基 3 倍稀释成

不同浓度的维生素 C 碳点，暴露胚胎 24 h，并以

细胞培养基为空白对照。利用细胞毒性检测试剂

盒 (北京索莱宝科技有限公司) 并依照说明书描述

的实验步骤进行细胞毒性测定，显色后在酶标仪

上读取 OD490 值，按公式计算细胞相对生长率

(relative growth rate，RGR，%)：

RGR =
OD
OD

£ 100
 

1.6    维生素 C碳点的胚胎毒性测定

在 28.5 °C 水温条件下，斑马鱼卵发育至原

肠胚期需约 10 h。因此，本研究在显微镜下挑选

发育至 12 hpf (hours post-fertilization) 的正常受精

卵进行毒性测定实验。预实验发现，5 mg/mL 的

维生素 C 碳点原液短时间使斑马鱼胚胎全部死亡。

因此，用培养斑马鱼胚胎的 Holt 缓冲液按 3 倍浓
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度梯度将原液稀释成 7 个不同浓度的稀释液。实

验于 12 孔细胞培养板中进行，每孔 20 枚胚胎。

设置 7 个药物处理组，每组 3 个重复孔，每孔加

入 3 mL 稀释液。同时，以 Holt 缓冲液为空白对

照组。将处理后的培养板置于生化培养箱中培养

观察，温度设置为 28.5  °C，光暗比为 14∶10。
每 4 小时镜检 1 次，记录各组斑马鱼胚胎发育情

况，统计胚胎孵化率和畸形率。

胚胎孵化率 (%) = 孵化成幼鱼的胚胎数/胚胎

总数 × 100%
畸形率 (%) = (畸形数+死亡数)/胚胎总数 × 100% 

1.7    数据分析

实验数据均以“平均值±标准差”表示；采用

SPSS 22 软件进行 t 检验，比较处理组与对照组之

间的差异显著性，差异性水平用*表示 (*. P<0.05；
**. P<0.01； ***. P<0.001)。 利 用 Origin 8.0 和

Prism 软件进行数据绘图。 

2    结果
 

2.1    维生素 C碳点和氟苯尼考的抗菌性能

维生素 C 碳点对 12 种病原菌 MIC 与 MBC
的测定结果见表 1。结果显示，维生素 C 碳点对

灿烂弧菌、霍乱弧菌、鳗弧菌、河流弧菌的 MIC
和 MBC 值较高，分别为 61.7 和 185.2 μg/mL，对

其余 8 种水产致病菌的 MIC 和 MBC 值较低，分

别为 20.6 和 61.7 μg/mL。
维生素 C 碳点的抑菌动力学曲线见图 1，以

上述 12 种病原指示菌经 61.7 μg/mL 维生素 C 碳

点处理 24 h 后均未生长；经 20.6 μg/mL 维生素 C
碳点处理后，除灿烂弧菌、霍乱弧菌、鳗弧菌和

河流弧菌外，其他均未生长，与 MIC 测定结果一

致。而添加生理盐水的对照组菌液随着时间推移，

OD600 值不断升高。 

2.2    维生素 C碳点的生物相容性检测

不同浓度维生素 C 碳点处理 24 h 对 CIK 细胞

的细胞毒性结果见图 2，经 900 μg/mL 维生素 C
碳点处理后，细胞存活率仅为 64.9%± 3.1%，显著

低于对照组 (P<0.05)，表明该浓度的维生素 C 碳

点产生一定的细胞毒性；当浓度降低到 100 μg/mL
时，细胞存活率为 95.8%±2.9%，与对照组间无显

著差异。

维生素 C 碳点对斑马鱼的胚胎毒性检测结果

显示，当碳点浓度为 1 666.7 μg/mL 时，大多数斑

马鱼胚胎只能发育至体节期，死亡率高达 85.0%±
5.0%(表 2)。碳点浓度为 555.6 μg/mL时，胚胎可

发育至咽囊期，51.7%±2.9% 的胚胎停止发育。浓

度下降至 185.2 μg/mL 时，有 18.3%±7.6% 停止在

长-胸鳍期，碳点浓度低于 61.7 μg/mL以下时，绝

大多数能孵化出膜，只有低于 5.0% 的胚胎停止在

胸鳍期、突口期。碳点浓度为 1 666.7 μg/mL 时的

斑马鱼孵化率为 0，浓度为 555.6 μg/mL 时，只有

表 1    维生素 C碳点和氟苯尼考对 12种水产病原菌的MIC和MBC
Tab. 1       MIC and MBC of VC-CDs and florfenicol against 12 aquatic pathogenic bacteria μg/mL

病原菌
pathogenic bacterium

维生素C碳点
VC-CDs

氟苯尼考
florfenicol

最小抑菌浓度
MIC

最小杀菌浓度
MBC

最小抑菌浓度
MIC

最小杀菌浓度
MBC

嗜水气单胞菌　A. hydrophila 20.6 61.7 20.6 61.7

维氏气单胞菌　A. veronii 20.6 61.7 20.6 61.7

温和气单胞菌　A. sobria 20.6 61.7 20.6 61.7

溶藻弧菌　V. alginolyticus 20.6 61.7 61.7 185.2

副溶血性弧菌　V. parahaemolyticus 20.6 61.7 61.7 185.2

灿烂弧菌　V. splendidus 61.7 185.2 61.7 185.2

霍乱弧菌　V. cholerae 61.7 185.2 20.6 61.7

鳗弧菌　V. anguillarum 61.7 185.2 61.7 185.2

哈维氏弧菌　V. harveyi 20.6 61.7 20.6 61.7

创伤弧菌　V. vulnificus 20.6 61.7 61.7 185.2

河流弧菌　V. fluvialis 61.7 185.2 20.6 61.7

诺卡氏菌　Nocardia sp. 20.6 61.7 61.7 185.2
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18.3%±5.8% 孵化出膜，孵化率显著低于对照组

(P<0.05) (图 3)。浓度为 185.2 μg/mL时，孵化率达

到 81.7%±7.6%，与对照组相比，无显著差异。当

浓度下降至 61.7 μg/mL 后，孵化率与对照组基本

一致。

经浓度为 555.6 μg/mL 的维生素 C 碳点暴露

处理后，斑马鱼孵化率显著低于对照组，孵化出

膜后的幼鱼尾鳍等处出现畸形 (图 4-a)，畸形率为

88.3%±2.9%  (图 4-b)。处理浓度为 185.2 和 61.7
μg/mL 时，畸形幼鱼与对照组无显著差异。更低
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图 1    维生素 C碳点对水生动物病原菌的抑菌动力学

Fig. 1    Antibacterial kinetics of VC-CDs against aquatic pathogenic bacteria

5 期 何    稳，等：维生素 C 碳点对水产养殖主要病原菌的抗菌性能及其生物相容性 851

中国水产学会主办  sponsored by China Society of Fisheries https://www.china-fishery.cn

https://www.china-fishery.cn


浓度维生素 C 碳点处理后，未见畸形鱼，与对照

组一致。 

3    讨论

碳点是一种具有巨大应用前景的新型纳米材

料，凭借其粒径尺寸小、抗菌性能好和生物相容

性高的优点，在生物医学领域的应用日益广泛[18]。

但迄今为止，新型生物合成纳米碳点抗菌性能研

究主要集中在金黄色葡萄球菌、大肠杆菌等临床

致病菌，对水产致病菌的抗菌性能检测还鲜见报

道。本研究以 12 种主要水产致病菌为指示菌，

对 Li 等 [17] 所制备的维生素 C 碳点进行抗菌性能

测定。研究发现，维生素 C 碳点对嗜水气单胞菌

的 MIC 为 20.6  μg/mL，远低于 Velmurugan 等 [19]

用腰果壳液与金银合成的纳米材料对嗜水气单胞

菌 MIC 的 250 μg/mL。维生素 C 碳点对溶藻弧菌

的 MIC 为 63 μg/mL，远低于王丽红等[20] 利用植物

乳杆菌 Lp21 绿色合成的纳米硒及对溶藻弧菌

MIC 的 286 μg/mL。且维生素 C 碳点对于革兰氏

阳性菌诺卡氏菌的 MIC 也达到 21 μg/mL，与革兰

氏阴性菌嗜水气单胞菌基本一致，这说明维生素

C 碳点不受革兰氏阳性菌较厚的细胞壁影响，纳

米金颗粒受革兰氏阳性菌细胞壁影响而不敏感[21]。

这表明，维生素 C 碳点相较于传统金属纳米颗粒，

具有更好的抗菌性能。此外，研究过程中还利用

氟苯尼考作为对照，比较发现，维生素 C 碳点和

氟苯尼考二者的抗菌性能相当，这表明维生素 C
碳点具有替代抗生素的潜力，有望缓解当下所面

临的抗生素滥用等问题。但是，养殖水环境的离

子强度、pH 和温度可影响纳米材料的抗菌性能[22-23]。

因此，维生素 C 碳点的实际生产应用还需要考虑

养殖水体中以上因素带来的影响。

目前，关于碳点抗菌的确切机理还不完全清

楚。有研究认为，碳点能够破坏细菌细胞壁，进

而扰乱细菌 DNA 二级结构，从而达到杀灭细菌的

效果[24-26]，这与本研究所使用维生素 C 碳点所报道[17]

的抑菌机制一致。但是，de Lima 等 [27] 在探究抗

菌机制时还发现其也可使细胞膜出现穿孔，通过

表 2    不同浓度维生素 C碳点对斑马鱼胚胎发育的影响

Tab. 2    Effects of different concentrations of VC-CDs on
the embryonic development in D. rerio

碳点浓度/
(μg/mL)
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20.6 突口期 3.3±2.9
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图 2    不同浓度维生素 C碳点暴露 24 h后草鱼

CIK细胞的存活率

**表示 P<0.01

Fig. 2    Survival rate of CIK cells after 24-h exposure to
different concentrations of VC-CDs

** represents significant difference at P<0.01
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图 3    维生素 C碳点暴露对斑马鱼胚胎孵化率的影响

***表示 P<0.001，下同

Fig. 3    Effects of exposure to VC-CDs on
the hatchability of D. rerio embryos

*** represents significant difference at P<0.001, the same below
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细胞膜后到达细胞核，与 DNA 相互作用，引起细

胞凋亡。所以，纳米材料在作用浓度下的生物相

容性问题在实际生产使用过程中不容忽视，实验

以草鱼 CIK 细胞和斑马鱼胚胎为对象，发现暴露

于 MIC 浓度的碳点时，CIK 细胞在 24 h 内安全性

不受影响，而斑马鱼胚胎在 72 h 内安全性无显著

影响。此外，有研究表明，传统的金属或金属氧

化物纳米颗粒在使用过程中会造成重金属离子污

染，对环境产生不良影响[28]，这些金属离子甚至

还会在动物体内迁移，在肝脏、脾脏和肾脏等器

官中逐渐积聚，造成机体损伤[29]。与传统的合成

技术不同，本研究中所使用的维生素 C 碳点是利

用植物维生素 C 水溶液采用一步法合成所得，在

可见光照射或常温条件下 20 d 可完全降解为 CO、

CO2 和 H2O
[17]，对环境和生物体几乎无影响，绿

色安全。

迄今为止，碳点对水产病原菌的抗菌性能及

其水生动物相容性的报道较少。本研究首次以维

生素 C 碳点为对象，测定了其对常见水产病原菌

的抗菌性能及其对水生动物相容性，这为碳点在

水产养殖中的应用提供理论基础，也可为在养殖

环境条件下进一步探究维生素 C 碳点的抗菌性能，

筛选出适宜的给药方式与剂量、开发绿色替抗产

品、实现生产提供参考。

感谢苏州大学基础医学与生物科学学院黄健

副教授提供维生素 C碳点材料，药学院王义鹏教

授提供病原菌，生物钟研究中心王晗教授提供斑

马鱼胚胎。
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图 4    维生素 C碳点暴露后的斑马鱼幼鱼畸形情况

(a) 高浓度维生素 C 碳点暴露后斑马鱼幼鱼的尾部弯曲 (箭头所指)；(b) 不同浓度维生素 C 碳点暴露后的斑马鱼幼鱼畸形率
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(a) deformity of the curved tail (arrow) in juvenile D. rerio after exposure to high concentrations of VC-CDs; (b) the deformity rate of juvenile D. rerio
after exposure to different concentrations of VC-CDs
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Antibacterial activity of vitamin C-based carbon dots against main pathogenic
bacteria in aquaculture and its biocompatibility

HE Wen ,     TIAN Danyang ,     KONG Lingjiao ,     JIAN Panyang ,    
FANG Jie ,     SUN Bingyao ,     SONG Xuehong *

(School of Biology and Basic Medical Sciences, Soochow University, Suzhou    215123, China)

Abstract:  Vitamin  C-based  carbon  dots  are  a  new class  of  nanomaterials  with  antibacterial  properties,  but  their
antibacterial  activities  against  aquatic  pathogenic  bacteria  have  not  been  verified.  For  this  reason,  the  minimum
inhibitory  concentration  (MIC)  and  minimum  bactericidal  concentration  (MBC)  of  VC-CDs  against  12  aquatic
pathogenic bacteria such as Aeromonas hydrophila, Vibrio parahaemolyticus, V. splendens and Nocardia sp. were
determined using 3-fold serial dilutions. The bacteriostatic kinetic curves of the 12 aquatic pathogens were determ-
ined.  In  addition,  based  on  the  potential  biocompatibility  of  nano materials,  we  used  MTT method to  detect  the
cytotoxicity of VC-CDs on CIK cells. Danio rerio embryos were used as test objects to determine the embryotox-
icity  after  exposure  to  VC-CDs.  The  results  showed  that  VC-CDs had  significant  inhibitory  effect  on  12  aquatic
pathogenic bacteria, and the minimum inhibitory concentrations ranged from 20.6 to 61.7 μg/mL, basically reach-
ing the same antibacterial effect as the antibiotic florfenicol. The survival rate of zebrafish embryos and CIK cells
was  almost  100% in  the  range  of  MIC.  This  study  shows  that  VC-CDs  have  good  bactericidal  and  antibacterial
effects on the main pathogenic bacteria in aquaculture, and have good biocompatibility, which signifies the poten-
tial as a promising alternative to antibiotics in the prevention and control of bacterial diseases in aquaculture.
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