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丁酸钠对鼠伤寒沙门菌生物膜形成
与毒力影响的研究
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摘要：［目的］探究丁酸钠对鼠伤寒沙门菌生物膜形成的调控效应，明确其对该菌毒力相关基因表达及体内环境下致病

性的影响。［方法］采用 4，8 mg/mL 丁酸钠处理鼠伤寒沙门菌，检测其对菌株生物膜形成、动力、代谢活性及群体感应的

影响；通过实时荧光定量 PCR 分析丁酸钠处理后的菌株毒力基因（hilA、invF、sipA）的表达变化，并以 8 mg/mL 丁酸钠预

处理后的鼠伤寒沙门菌构建 C57/BL6 小鼠感染模型，分析小鼠生存期、肝脾细菌负荷数与肝脾病理改变。［结果］4，

8 mg/mL 丁酸钠可减少菌株在 96 孔板上生物膜的形成（P<0.05），使菌株在半固体培养基形成的细菌圈直径分别降低

43.68% 与 63.73%，使 代 谢 活 性 分 别 降 低 6.85% 与 34.00%，使 群 体 感 应 指 示 菌 的 紫 色 色 素 减 少 42.15% 与 67.46%；

8 mg/mL 丁酸钠使菌株 hilA、invF 与 sipA 基因的表达分别增加 1.6 倍、2.7 倍与 1.3 倍，使小鼠生存期缩短，小鼠肝脾菌荷

数增加，肝脾有明显的病理改变。［结论］丁酸钠可通过对鼠伤寒沙门菌动力、群体感应、代谢活性的调节而减弱生物膜

的形成，但也可促进鼠伤寒沙门菌毒力的改变。
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Abstract: ［［Objective］］ To investigate the regulatory effects of sodium butyrate on biofilm formation by Salmonella typhimurium and clarify 

its effects on the expression of virulence-related genes and pathogenicity under in vivo conditions. ［［Methods］］ S. typhimurium was treated 

with 4 mg/mL and 8 mg/mL sodium butyrate, and the effects of sodium butyrate on biofilm formation, motility, metabolic activity, and 

quorum sensing of the strain were detected. The expression changes of virulence genes (hilA, invF, and sipA) in sodium butyrate-treated 

strains were analyzed by quantitative real-time PCR. A C57BL/6 mouse infection model was established using S. typhimurium pretreated 

with 8 mg/mL sodium butyrate, and the survival time of mice, bacterial loads in the liver and spleen, and pathological changes in these 

organs were analyzed. ［［Results］］ Sodium butyrate at concentrations of 4 mg/mL and 8 mg/mL reduced biofilm formation by the strain in 96-

well plates (P<0.05), decreased the diameters of bacterial colonies formed on semi-solid medium by 43.68% and 63.73%, respectively, 

reduced metabolic activity by 6.85% and 34.00%, respectively, and decreased purple pigment production by quorum sensing indicator 

bacteria by 42.15% and 67.46%, respectively. Treatment with 8 mg/mL sodium butyrate increased the expression levels of the hilA, invF, and 

sipA genes by 1.6-, 2.7-, and 1.3-fold, respectively, shortened the survival time of mice, increased bacterial loads in the liver and spleen, and 

caused obvious pathological changes in these organs. ［［Conclusion］］ Sodium butyrate can weaken biofilm formation by S. typhimurium 
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through regulating its motility, quorum sensing, and metabolic activity, but it may also promote changes in the virulence of S. typhimurium.

Keywords: sodium butyrate; Salmonella typhimurium; bacterial biofilm; virulence

沙门氏菌作为全球高发食源性疾病的主要病原体，

其 血 清 型 众 多 ，其 中 的 鼠 伤 寒 沙 门 菌（Salmonella 

typhimurium）、鸭沙门菌与肠炎沙门菌等血清型既可感染

人类又可感染其他动物。故上述沙门菌血清型传播的非

伤寒沙门菌（non-typhoidal Salmonella，NTS）感染性疾病

因跨宿主传播特性，已成为公共卫生领域的重要挑战［1］。

S. typhimurium 是中国 NTS 感染性疾病报道中主要的血清

型之一，其感染发病率居常居 NTS 感染的首位［2-3］。 S. 

typhimurium 的致病性不仅源于强侵袭力，更因其能在载

体表面形成生物膜，故菌株的环境适应性、耐药性及感染

持续性可显著增强。在食品工业中，沙门氏菌在食品加

工或运输过程中生物膜的形成亦增加了食品污染的风

险［4］。因此，选择合适的抗生物膜剂用于食品添加，将有

助于食源性疾病的预防与控制［5］。

丁酸钠因其具有抑菌、抗炎与维持肠道健康的特性，

在食品行业中可作为防腐剂与膳食添加剂使用［6］。丁酸

钠的抗菌活性机制可能为丁酸钠溶解后释放的丁酸进入

细菌胞内后影响细菌代谢而发挥抗菌活性。因此，丁酸

钠在人类健康和食品安全方面具有广阔的应用前景［7-8］。

尽管丁酸钠的抑菌作用已被广泛证实，但其对沙门氏菌

毒力的影响仍存在矛盾，可表现为促进或者抑制作用。

Lamas 等［9］报道高亚抑菌浓度的丁酸使 T7 菌株重要毒力

基因（如 invA 和 hilA）表达显著上调，但该研究尚未通过动

物试验验证丁酸对菌株实际毒力表型的影响，因此其在

体内环境中对菌株毒力的调控效应仍有待进一步证实。

Liu 等［10］分析了低抑菌浓度的丁酸盐（10~40 mmol/L）通

过阻断 hilD 的转录、特异性下调鼠伤寒沙门菌中的 SPI-

1 相关毒力基因。故丁酸钠对菌株毒力的调节结果可能

与丁酸钠浓度密切相关。此外，不同属细菌或同一血清

型但不同来源的菌株对丁酸钠的敏感性差异较大［9，11］。

而 针 对 常 见 标 准 株（如 ATCC14028）的 系 统 研 究 仍 属

空白。

为明确丁酸钠对鼠伤寒沙门菌 ATCC14028 抗生物膜

活性与毒力的影响，研究拟从菌株动力、群体感应、代谢活

性的改变分析丁酸钠对鼠伤寒沙门菌抗生物膜特性及其

机制；通过检测毒力基因表达与小鼠攻毒后生存期与肝脾

病理改变来评价丁酸钠对鼠伤寒沙门菌毒力的调控。

1　材料与方法

1.1　试验材料与试剂

鼠伤寒沙门菌 ATCC14028：北京万佳首化生物科技

有限公司；

紫色色杆菌 CV026：北京百欧博伟生物技术有限

公司；

C57/BL6 小鼠：6~8 周龄，18~22 g，川北医学院动物实

验中心；

结晶紫：分析纯，成都市科龙化工试剂厂；

高敏 CCK-8 细胞增殖检测试剂盒：江苏凯基生物技

术股份有限公司；

丁酸钠：试剂级，生工生物工程（上海）股份有限

公司；

细菌 RNA 抽提试剂盒、一步法反转录荧光定量 PCR

试剂盒与引物：生工生物工程（上海）股份有限公司。

1.2　主要仪器

小型台式离心机：1-14 型，德国 Sigma公司；

核酸蛋白定量仪：SmartSpec Plus 型，美国 BIO-RAD

公司；

压力蒸汽灭菌器：GR 立式，致微（厦门）仪器有限

公司；

生化培养箱：SHP-250 型，北京中兴伟业仪器有限

公司；

光学显微镜：CX-23 型，日本 OLYMPUS 公司；

恒温摇床：COS-100B 型，上海比朗仪器有限公司；

酶标仪：iMark 型，美国 BIO-RAD 公司。

1.3　方法

1.3.1　丁酸钠对 S. typhimurium 生长的影响　参照文献

［9］的方法，取 200 μL 丁酸钠质量浓度梯度为 64，32，16，

8，4，2，0 mg/mL 的 LB 肉汤培养基加入 96 孔板中，接种复

苏后麦氏浊度 0.5（约含菌 1×108 CFU/mL）的鼠伤寒沙门

菌液 2 μL，每浓度 3 复孔。37 ℃孵育 24 h 后，从高浓度开

始肉眼观察无细菌生长孔的最低质量浓度为 MIC 值。另

取丁酸钠质量浓度为 0（对照），4，8，16，32 mg/mL 的 LB

肉汤培养基，接种菌液后 37 ℃、170 r/min 振荡培养，测定

各组 24 h 内不同时间点 OD600值并绘制生长曲线。

1.3.2　丁酸钠对 S. typhimurium 生物膜形成的影响　按照

1.3.1 方法接种菌液于含 4，8 mg/mL 丁酸钠的 LB 肉汤中，

以不含丁酸钠肉汤为对照，每组 6 复孔。37 ℃、48 h 静置

培养后弃上层液体，以生理盐水轻柔清洗各孔 2 次。结晶

紫染色法检测生物膜的步骤：使用 60 ℃烘箱烘烤 30 min

固定后，每孔加入 0.2% 结晶紫染液 200 μL 染色 10 min。

用流水冲洗至无染液流出后，每孔加入无水乙醇 200 μL，

并用移液枪吹打至染液全部脱出，随后酶标仪检测各组

OD595值
［12］。

1.3.3　丁酸钠对 S. typhimurium 动力的影响　制备含 4，

8 mg/mL 丁酸钠的半固体培养基（含 0.4% 琼脂），随后取

对数生长期（OD600 值为 0.8）的鼠伤寒沙门菌菌液穿刺接

种于上述半固体培养基，以不含丁酸钠的培养基为对照，
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每个浓度组重复 3 次。37 ℃静止培养 24 h 后测量细菌圈

直径。

1.3.4　 丁 酸 钠 对 S. typhimurium 代 谢 活 性 的 影 响　 按

1.3.1 方法接种菌液于含 0（对照），4，8 mg/mL 丁酸钠的肉

汤中，37 ℃振荡培养至对数生长期，使用肉汤调整各组菌

液（OD600值为 0.8）。按照 CCK-8 细胞增殖检测盒说明，向

100 μL 各组菌液中加入 10 μL 高敏 CCK-8 溶液，每组 6 复

孔，37 ℃培养 1 h 后酶标仪检测各试验组 OD450 值（A1）。

以对照组（A0）为比较，根据式（1）计算各组细菌的相对代

谢活性。

r= A 0 - A 1

A 0
× 100%， （1）

式中：

r——相对代谢活性，%；

A0——对照组 OD450值；

A1——试验组 OD450值。

1.3.5　丁酸钠的群体抑制作用　按照步骤 1.3.1 的方法接

种紫色色杆菌菌液于含不同浓度丁酸钠的肉汤中，30 ℃、

130 r/min 培养至对数生长期后用肉汤调整各组菌液

OD600 值至 0.8，再取各组菌液 1 mL 离心收集沉淀。各组

紫色色素的检测参照 Zhu 等［13］的方法并稍加改进：向上

述沉淀中加入 1 mL DMSO 漩涡振荡使紫色色素充分溶

解，离心收集上清并转移 200 μL 至 96 孔板中，酶标仪检测

各组 OD585值。

1.3.6　丁酸钠对 S. typhimurium 毒力基因表达的影响　参

照文献［9］的方法并稍加改进：使用终浓度为 0（对照），4，

8 mg/mL 丁酸钠 37 ℃、160 r/min 条件下处理 OD600 值为

0.8 鼠伤寒沙门菌 5 h。离心收集沉淀并提取 RNA，OD260/

OD280 衡量 RNA 的浓度和纯度。将 RNA 浓度调至相同

后，利用 One Step RT-qPCR Kit（染料法）进行 RT-qPCR 扩

增，程序为：50 ℃反转录 5 min，95 ℃预变性 3 min；95 ℃变

性 10 s，60 ℃退火/延伸/采集信号 30 s，40 个循环。用于

RT-qPCR 的引物序列见表 1，其中的 16S rRNA 为内参基

因（参考文献［12］设计），采用相对定量 2-∆∆Ct 的方法计算

各基因相对表达量。

1.3.7　丁酸钠对 S. typhimurium 毒力的影响　按照 1.3.6

方法制备 0 mg/mL（对照）与 8 mg/mL 丁酸钠预处理后的

S. typhimurium 菌悬液。随后取 0.1 mL（约 2×107 CFU）各

组菌液灌胃已禁食 4 h 的 C57/BL6 小鼠。以生理盐水灌

胃为空白对照，每组小鼠数量各 10 只，正常饮食后每日观

察小鼠精神状态并记录死亡情况。重复上述试验一次，

并在第 8 天脱颈处死各组存活小鼠。分离存活小鼠肝、

脾，取 50% 的肝、脾组织制备组织匀浆，连续 10 倍稀释后

取适量稀释液接种 LB 固体平板，培养后计数。另一半肝

脾组织经 4% 多聚甲醛固定后，送往成都里来生物科技有

限公司进行组织病理学检测。

1.3.8　统计学分析　利用 SPSS19.0 进行统计分析，计量

资料用 x±s 表示，两组间比较采用 t检验，以 P<0.05 认为

有统计学差异；使用 Graph Pad Prism 9 软件进行绘图，图

中 *：P<0.05，**：P<0.01，***：P<0.001，****：P<
0.000 1。

2　结果与分析

2.1　丁酸钠对鼠伤寒沙门菌生长的影响

由图 1 可知，32 mg/mL 丁酸钠能在 24 h 内完全抑制

鼠伤寒沙门菌的生长，4，8 mg/mL 丁酸钠均导致细菌生长

速率有所减缓，细菌进入对数生长期的时间略微延长。

16 mg/mL 丁酸钠组则明显减缓细菌生长速率，在各时间

点测得 OD600 值明显低于对照组。以往研究［6，14］表明，广

泛存在于哺乳动物肠道中的丁酸对于维持肠道稳态、抵

御致病菌感染起到积极作用，而其对食源性病原体的影

响尚未得到广泛探索。Liu 等［15］报告了 2 mg/mL 及以下

的低质量浓度丁酸钠对鼠伤寒沙门菌 SL1344 抗生物膜

特性与毒力的影响，Lamas 等［9］则报告高亚抑菌浓度的丁

酸对鼠伤寒沙门菌 T7 菌株的抗生物膜特性与毒力基因表

达的调控。故后续选择对细菌生长影响较弱且上述文献

未报道的 4，8 mg/mL 丁酸钠浓度用于后续试验。

表 1　RT-qPCR引物信息

Table 1　Information of RT-qPCR primers

基因

hilA

invF

sipA

16S rRNA

引物序列

F TGACCATTACGAAGAACTG

R GGGAATACATCTGAGCAA

F TCGCCAAACGTCACGTAGAA

R CATCCCGTGTATAACCCCCG

F CCAACGCAATGGCGAGTCAC

R GCCGTCTCCGTTTGATGCGT

F CGATGTCTACTTGGAGGTTGTG

R CTCTGGAAAGTTCTGTGGATGTC

图 1　丁酸钠对鼠伤寒沙门生长曲线的影响

Figure 1　Effect of sodium butyrate on the growth curve of 

Salmonella typhimurium
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2.2　丁酸钠对鼠伤寒沙门菌生物膜形成的影响

由图 2 可知，4，8 mg/mL 两组测得的 OD595 值较对照

组均显著降低（P<0.05）。丁酸钠对链球菌的抗生物膜特

性已有报道，De Aguiar Cordeiro等［16］报道了丁酸钠对毛孢

子菌具有抗生物膜特性，Zhu等［13］报道 0.125~0.500 mg/mL

丁酸钠能减少副溶血性弧菌生物膜的形成。抗生物膜活

性物质在食品安全领域可通过抑制食品生产、运输环节

中微生物生物膜的形成而降低食品安全风险，丁酸钠表

现出的广谱抑制微生物生物膜特性，预示其在降低食源

性致病菌感染风险方面具有较广阔的应用前景。

2.3　丁酸钠对鼠伤寒沙门菌动力的影响

细菌鞭毛提供的动力是沙门氏菌附着在物质表面的

基础，鞭毛在生物膜形成过程中可能充当运动提供者和

表面黏合剂［17］。以半固体培养基穿刺法评价 4，8 mg/mL

丁酸钠对菌株动力的影响，结果见图 3。4，8 mg/mL 丁酸

钠的半固体培养基生长 24 h 后的细菌圈直径分别为

（2.05±0.26），（1.32±0.11） cm，较对照组分别减少了约

43.68%（P<0.01）与 63.73%（P<0.001）。Xu 等［18］报道丙

酸能通过降低胞内 pH、干扰鞭毛的旋转致沙门菌运动能

力的降低。另外，细菌鞭毛的缺失可减弱细菌黏附基质

表 面 和 运 动 能 力 ，进 而 影 响 生 物 膜 的 形 成［19］。 故 4，

8 mg/mL 丁酸钠显著减弱鼠伤寒沙门菌的动力后将直接

影响生物膜的形成。

2.4　丁酸钠对鼠伤寒沙门菌代谢活性的影响

通常生物膜的减少与细菌代谢活性降低有关。Zhu

等［13］发现，0.5 mg/mL 丁酸钠对副溶血性弧菌生物膜形成

抑制的同时还可降低膜内细胞代谢活性。Liu 等［15］发现，

1 mg/mL 丁酸钠可使鼠伤寒沙门菌 SL1344 生物膜中细菌

相对代谢活性降低。由图 4 可知，4，8 mg/mL 丁酸钠均可

降低对数生长期鼠伤寒沙门菌的代谢活性，二者相对代

谢活性分别是对照组的 93.15%（P<0.01），66.00%（P<
0.001）。细菌代谢活性的降低既可在早期抑制鞭毛蛋白

合成而导致运动能力降低，进而减少细菌在生物膜形成

初期的附着［20］，又可在生物膜成熟过程中减少胞外聚合

物的生成［21］。故丁酸钠对鼠伤寒沙门菌代谢活性的降低

可能在生物膜形成的不同时期均发挥作用。

2.5　丁酸钠对鼠伤寒沙门菌群体感应的影响

沙门氏菌可以利用 LuxI/LuxR 系统产生酰基高丝氨

酸内酯（AHL）作为群体感应的信号分子参与细菌生物膜

形成的调控［22］。紫色色杆菌可通过群体感应系统中 AHL

的合成调控调节紫色色素的产生，从而作为群体感应指

示菌株用于群体感应系统的研究［23］。4，8 mg/mL丁酸钠对

紫色色杆菌产紫色色素的影响，结果见图 5。4，8 mg/mL丁

图 2　丁酸钠对鼠伤寒沙门菌生物膜形成的影响

Figure 2　Effect of sodium butyrate on biofilm formation 

of Salmonella typhimurium

图 4　丁酸钠对鼠伤寒沙门菌代谢活性的影响

Figure 4　Effect of sodium butyrate on the metabolic 

activity of Salmonella typhimurium

      0 mg/mL（对照）       4 mg/mL  8 mg/mL

图 3　丁酸钠对鼠伤寒沙门菌动力的影响

Figure 3　Effect of sodium butyrate on the motility of 

Salmonella typhimurium

图 5　丁酸钠对鼠伤寒沙门菌群体感应的影响

Figure 5　Effect of sodium butyrate on quorum sensing of 

Salmonella typhimurium
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酸钠干预组 OD585 值较对照组降低约 42.15%（P<0.01），

67.46%（P<0.001）。Zhu 等［13］报道了经低质量浓度丁酸

钠（0.125，0.250 mg/mL）处理后的紫色色杆菌素的生成量

分别下降了约 24.48%，38.04%。可见更高质量浓度丁酸

钠对群体感应信号具有明显的抑制作用。

2.6　丁酸钠对鼠伤寒沙门菌毒力的影响

鼠伤寒沙门菌的主要致病因子之一是Ⅲ型分泌系统

（T3SS），InvF 蛋白是 T3SS 的核心组件，其表达受到 hilA

转录调控因子的调节。T3SS 主要效应是通过注射效应蛋

白（如 sipA）操控宿主细胞，从而实现侵袭、胞内生存与致

病［24］。丁酸钠可影响细菌毒力基因的表达，其黏附和侵

袭能力的改变可影响菌株的致病性［25］。通过 qRT-PCR 法

与体内动物试验检测丁酸钠对鼠伤寒沙门菌毒力的改

变，结果见图 6、图 7。8 mg/mL 丁酸钠预处理后的鼠伤寒

沙门菌 hilA、invF、sipA 基因与对照组比较分别上调表达

了 1.6 倍、2.7 倍与 1.3 倍，4 mg/mL 丁酸钠组与对照组比较

差异不显著。8 mg/mL 丁酸钠预处理的 S. typhimurium 攻

毒后小鼠生存期缩短（P<0.05），在感染第 8 天收集的小

鼠肝脏与脾脏中细菌负荷数均高于对照组（P<0.01）；病

理检测发现：8 mg/mL 丁酸钠预处理 S. typhimurium 组肝

脏组织可见肝细胞坏死、出血与炎性细胞浸润；脾脏组织

见红髓细胞坏死与减少等病理改变，S. typhimurium 对照组

炎症程度相对较轻。已有研究［15，26］表明，低浓度丁酸钠可

干扰 hilA 对 SPI-1 的调控而特异性下调鼠伤寒沙门氏菌

SPI-1基因表达，细胞模型表现出菌株感染率降低。Lamas

等［9］发现，高浓度的丁酸可显著上调菌株重要毒力基因（如

invA、hilA）。8 mg/mL 丁酸钠可上调小鼠与致病力相关的

毒力基因，增强鼠伤寒沙门菌感染宿主动物的能力。

3　结论

研究考察了 4，8 mg/mL 丁酸钠抗鼠伤寒沙门菌生物

膜的特性，并从细菌动力、代谢活性、群体感应等方面评

价其抗生物膜特性的机制，同时从菌株毒力基因表达与

小鼠感染模型分析了丁酸钠对鼠伤寒沙门菌毒力的影

响。结果表明：丁酸钠通过降低鼠伤寒沙门菌运动能力、

代谢活性与群体感应能力而表现出抗生物膜形成的能

力。但高浓度的丁酸钠可使鼠伤寒沙门菌毒力基因表达

增加，对小鼠的致病力增强。综上，丁酸钠有望开发为食

品生产链中的抗生物膜剂，但应重视高浓度丁酸钠对鼠

伤寒沙门菌毒力的影响。
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