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摘要： 为探索有效手段清除生物被膜，作者采用二倍稀释法研究茶多酚、柠檬醛、肉桂醛对金黄
色葡萄球菌、沙门氏菌以及大肠杆菌的最小抑菌浓度。并在亚致死浓度下，利用微孔板法研究此
3 种天然产物抑制 3 种细菌及其混合菌的生物被膜形成以及群体感应信号分子 AI-2 的情况。
结果表明，在亚抑菌浓度下，茶多酚对金黄色葡萄球菌生物被膜抑制效果最好，肉桂醛对大肠杆
菌和沙门氏菌的生物被膜抑制效果最好， 而柠檬醛对所有细菌及其混合菌 AI-2 活力都具有抑
制效果。
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Abstract： To find an effective way to eliminate biofilm ，we researched the minimum inhibitory
concentration （MIC） of teapolyphenols citral and cinnamaldehyde against Staphylococcus aureus，
Salmonella enteritidis and Escherichia coli were determined by dilution method. Also，the effect of
the three nature products on biofilm formation and AI -2 activity of Staphylococcus aureus，
Salmonella enteritidis，E.coli and the mixed biofilm of all these three isolates were tested by
microtiter-plate method at the subinhibitory concentration .The results indicated that teapolyphenols
was the most effective product to inhibit the biofilm formation of Staphylococcus aureus and
cinnamaldehyde had the most effective on the biofilm formation of E.coli and Salmonella at the sub-
MIC，. Besides，citral could inhibit the AI-2 activity of all isolates.
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生物被膜是指由细菌嵌入自身分泌的多糖、蛋

白质和 DNA 等多聚物组成的一种结构化聚合体，
以增加自己对于外界环境的适应性 [1-2]。 据调查，生

物被膜中微生物通过形成复杂的结构，其耐受杀菌

剂以及机械损伤的能力可提高数百至上千倍[3-4]。 随

着对生物被膜研究的深入，发现生物被膜通常不是

只由一种微生物构成，而是通过多种微生物形成的

混合菌生物被膜，且其具有更强的胁迫环境耐受能

力[5-6]。 近来研究表明，群体感应与生物被膜的形成

密切相关，在群体感应系统中，各类信号分子在调

控生物被膜的形成中起到非常重要的作用。 其中信

号分子 Autoinducers-II（AI-2）是细菌群体感应信号

的一种，是革兰氏阳性菌和阴性菌可共同识别并作

出反应的一类通用信号分子，在调控混合菌生物被

膜的形成中具有重要作用[7-8]。
在食品工业中，为避免生物被膜产生抗性而过

量使用消毒与防腐剂导致的食品安全问题不容忽

视。 致病微生物的残留或过量使用消毒剂造成药物

的残留直接带来极大的食品安全隐患。 因此，寻求

一种天然、安全有效的天然产物抑制生物被膜刻不

容缓。 食品添加剂是一种少量添加于食品，以改善食品

的外观、风味和组织结构或贮存性质的非营养物质。 很

多学者证明多种食品添加剂具有抑菌效果[9-10]。根据

前人研究， 我们筛选出常见抑菌效果最好的茶多

酚、柠檬醛和肉桂醛作为研究对象。 茶多酚、柠檬醛

和肉桂醛都是来自于天然植物的最常见的食品添

加剂，已有研究表明，它们对多种致病菌具有抑制

作用[9-10]，但关于其抑制细菌混合生物被膜的研究却

很少。 因此，作者通过微孔板法研究茶多酚、柠檬醛

和肉桂醛对三种常见的食源性细菌（金黄色葡萄球

菌，肠炎沙门氏菌，大肠杆菌）的最小抑菌浓度，及

其在亚抑菌浓度时对 3 种细菌及其混合菌生物被

膜 形 成 能 力 及 群 体 感 应 信 号 分 子 AI-2 活 力 的 影

响，为其在食品工业中抑制生物被膜形成的广泛应

用奠定研究基础。

1.1 实验材料

金黄色葡萄球菌 ATCC25923、 肠炎沙门氏 菌

ATCC14028 和大肠杆菌 ATCC8739： 作者所在实验

室 于-80 ℃保 存； 哈 氏 弧 菌 V.BB170： 购 自 美 国

ATCC 菌株保藏中心；茶多酚（纯度≥98%）：广州齐

云生物技术有限公司； 柠檬醛和肉桂醛 （纯度≥
99%）：上海晶纯试剂有限公司；胰蛋白胨大豆肉汤

培养基（TSB 培养基）：青岛海博微生物科技有限公

司。
1.2 仪器与设备

DHP-9052 型电热恒温培养箱： 上海一恒科技

有限公司；96 孔板：德国 Coming Costar 公司；Model
680 酶 标 仪 ：BioRad 公 司 ； 多 功 能 酶 标 仪

Infinite200：瑞士 Tecan 公司。
1.3 实验方法

1.3.1 最小抑菌浓度（MIC）测定 参照文献[11]并
加以改进，通过二倍稀释法将购买的茶多酚、肉桂

醛、柠檬醛原液分别稀释，茶多酚的质量浓度梯度

为 0.125、0.25、0.5、1、2、4 mg/mL， 柠檬醛和肉桂醛

浓度梯度为 0.125、0.25、0.5、1、2、4 μL/mL。 将过夜

培养的 3 种细菌金黄色葡萄球菌 ATCC25923、肠炎

沙门氏菌 ATCC14028 和大肠杆菌 ATCC8739 稀释

一定倍数后，通过标准麦氏比浊管配成 0.5 麦（1.5×
108 cfu/mL）， 然后添加适量菌悬液至配有不同浓度

茶多酚、柠檬醛和肉桂醛的试管中，混合均匀后，37
℃摇床下培养 18 h 后取出观察，以不接菌的不同天

然产物培养基为空白对照，以肉眼看不到试管内浑

浊的最高浓度为最小抑菌浓度，重复 3 次。
1.3.2 生物被膜的测定 根据文献 [12]进行实验，
将 过 夜 培 养 的 3 种 细 菌 金 黄 色 葡 萄 球 菌

ATCC25923、肠炎沙门氏菌 ATCC14028 和大肠杆菌

ATCC8739 配成 0.5 麦后，分别取 1 μL 以及三种细

菌 各 取 1 μL 接 种 于 事 先 配 好 含 有 不 同 浓 度 茶 多

酚、柠檬醛和肉桂醛（0、1/2MIC、1/4MIC）的 100 μL
TSB 培养基的标准 96 孔板中，将未接菌的不同浓度

天然产物培养基作为空白对照。37 ℃过夜培养 24 h
后，倒掉培养基，用蒸馏水水洗 3 次去除浮游菌，微

孔 板 在 室 温 下 干 燥 2 h， 加 入 10 g/L 结 晶 紫 100
μL/孔，放置 20 min 后，蒸馏水洗 6~7 次去除孔壁染

液直至水洗液为无色， 孔板在室温下干燥 30 min，
加入 95%乙 醇 100 μL/孔， 微 量 振 荡 器 上 振 荡 30
min 后，于 630 nm 波长下用酶标仪测定其吸光度 A
值。 实验平行 3 次。
1.3.3 细菌 AI-2 活力测定 参照文献[7，13]，将哈

氏弧菌 V.BB170 活化后， 置于 30 ℃恒温振荡培养

箱中培养，200 r/min 下培养16 h，然后用新鲜 AB 培

养基将其稀释 5 000 倍后备用。同时，将 3 种测试菌

材料与方法1
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株及其混合菌株接种于含有 1/4MIC 浓度的不同天

然 产 物 TSB 培 养 基 中 培 养， 经 过 37 ℃培 养 24 h
后，接着在 13 000 r/min 下离心 5 min 后取上清液，
上清液经 0.22 μm 滤膜过滤后，取 10 μL 与稀释过

的 VBB170 培养物 100 μL 混合后加入 96 孔板中。
同时以各种细菌在不添加添加剂的培养基中培养

时的无细胞上清液作为阳性对照。 全部置于 30 ℃
下恒温振荡培养。 用多功能酶标仪 Infinite200 每隔

1 h 测一次发光值，直至 5 h。 以阳性对照的发光值

为基数， 计算 3 种菌的 AI-2 活力引起 V.BB170 发

光相对值，该实验平行 3 次。

2.1 茶多酚、柠檬醛、肉桂醛的最小抑菌浓度

通过二倍稀释法，测定 3 种添加剂对 3 种细菌

的 MIC。 从图 1 可以看出，茶多酚对金黄色葡萄球

菌的抑制效果最好（0.5 mg/mL），而对大肠杆菌和沙

门氏菌的 MIC 是 2 mg/mL。 柠檬醛对金黄色葡萄球

菌和大肠杆菌的抑制效果最好（0.5 μL/mL），而对沙

门氏菌的 MIC 是 2 μL/mL。 肉桂醛对沙门氏菌和大

肠杆菌的抑制效果最好（1 μL/mL），而对于金黄色

葡萄球菌的 MIC 是 2 μL/mL。结果表明，3 种添加剂

对 3 种细菌的抑制效果均不相同。

图 1 茶多酚、柠檬醛、肉桂醛对金黄色葡萄球菌和肠炎沙门

氏菌的最小抑菌浓度

Fig. 1 MICs of tea polyphenols citral and cinnamaldehyde
against S.aureus，E.coli and Salmonella enteritidis

2.2 亚抑菌浓度下各种添加剂对 3 种细菌及其混

合菌生物膜形成的影响

通过微孔板法测定 3 种添加剂对 3 种细菌及

其混合菌生物膜形成的影响。 以不加入添加剂微生

物成膜的 A630 为基数， 计算不同种类及浓度的添

加剂影响生物膜形成相对值。 由图 2~5 可知，随着

加入 3 种添加剂的浓度不断增加，3 种细菌以及混

合菌的生物被膜形成能力不断下降。 同时我们发

现，茶多酚对于金黄色葡萄球菌和混合菌的生物被

膜形成抑制效果最好， 与不加入茶多酚的对照相

比，金黄色葡萄球菌的生物被膜变为原来的 80％（1/
4MIC）和 38％（1/2MIC），混合菌的生物被膜形成变

为原来的 22％（1/4MIC）和 12％（1/2MIC）。 肉桂醛对

大肠杆菌和沙门氏菌的抑制效果最好，加入肉桂醛

之 后， 大 肠 杆 菌 的 生 物 被 膜 变 为 原 来 的 29％（1/
4MIC）和 12％（1/2MIC），沙门氏菌的生物被膜变为

原来的 41％（1/4MIC）和 10％（1/2MIC）。

图 2 亚抑菌浓度的添加剂对金黄色葡萄球菌成膜率的影响

Fig. 2 Effects of different concentration of three additive
products on biofilm formation of S.aureus

图 3 亚抑菌浓度的添加剂对肠炎沙门氏菌成膜率的影响

Fig. 3 Effects of different concentration of three additive
products on biofilm formation of Salmonella

图 4 亚抑菌浓度的添加剂对大肠杆菌成膜率的影响

Fig. 4 Effects of different concentration of three additive
products on biofilm formation of E.coli

结果与分析2
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图 5 亚抑菌浓度的添加剂对混合菌成膜率的影响

Fig. 5 Effects of different concentration of three additive
products on biofilm formation of mixed isolates

2.3 亚抑菌浓度（1/4MIC）下各种添加剂对 3 种菌

及其混合菌 AI-2 的影响

如图 6 所示，3 种添加剂中只有柠檬醛对于革

兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌 AI-2 具有抑制作用，
抑制率为 33％。 而对于革兰氏阴性菌大肠杆菌和沙

门氏菌， 三种天然添加剂对其 AI-2 均具有不同程

度的抑制作用。 但其中柠檬醛对大肠杆菌和沙门氏

菌的抑制效果最明显，加入柠檬醛之后，大肠杆菌

和 沙 门 氏 菌 的 AI-2 活 力 分 别 变 为 原 来 的 39％和

37％。 而当三种细菌混合以后， 三种天然添加剂对

AI-2 的抑制效果都很好，其中效果最好的柠檬醛可

以抑制混合菌 90％的 AI-2 活力。 由此可见，柠檬醛

对于金黄色葡萄球菌（革兰氏阳性菌）、大肠杆菌和

沙门氏菌（革兰氏阴性菌）及其混合菌的 AI-2 都具

有抑制效果而且效果最好。

图 6 亚抑菌浓度下茶多酚，柠檬醛和肉桂醛抑制细菌 AI-2
活力

Fig. 6 Effects of three additive products at sub-MIC on
AI -2 activity of S.aureus，Salmonella，E.coli and
the mixed isolates

茶多酚提取自茶叶中， 是茶叶中黄烷醇类、花

色苷类和黄酮类物质的总称，具有强烈的抗氧化作

用。 很多研究表明，茶多酚具有抗菌抗病毒、抑制生

物被膜形成等作用 [14-15]。 柠檬醛存在于枫茅油和山

苍子油中，是开链单萜类物质。 有研究证实，柠檬醛

可以通过与某些酶结合， 影响微生物代谢系统，抑

制细菌生长及其生物被膜形成[16]。 肉桂醛天然存在

于桂皮油、藿香油当中，也有研究证明，肉桂醛可以

通过破坏细胞壁，抑制细菌 DNA、RNA 以及蛋白质

的合成，从而达到抑制细菌生长的作用[17-18]。 在本研

究中，选取了金黄色葡萄球菌、大肠杆菌以及沙门

氏菌作为实验研究对象，这三种菌都是常见的食源

性细菌，同时也是国内食品污染以及腐败的常见细

菌[19]。多项研究证明，这三种细菌都可以通过形成生

物被膜结构增加其对于不利环境的抗性，使其在工

业生产以及家庭卫生环境中的变得更难清除[20-2]。
本实验结果证明，3 种天然食品添加剂对于 3

种细菌均具有抑制作用，同时也会抑制其生物被膜

形成。 同时我们发现，茶多酚对于金黄色葡萄球菌

的菌体生长以及生物被膜形成抑制效果更好，肉桂

醛更趋向于抑制大肠杆菌和沙门氏菌的菌体生长

和生物被膜形成，这可能是由于 AI-2 活力引起的。
实验证明，肉桂醛可以抑制大肠杆菌和沙门氏菌的

AI-2 活力，从而减少其生物被膜形成，而对金黄色

葡萄球菌的 AI-2 并无抑制效果， 因此对金黄色葡

萄球菌生物被膜形成能力抑制效果较弱。 柠檬醛则

是由于其对于三种细菌的 AI-2 活力均有抑制，使

其对于革兰氏阳性菌和阴性菌的生物被膜形成都

有一定的抑制效果， 而茶多酚对金黄色葡萄球菌、
大肠杆菌、沙门氏菌以及混合菌的生物被膜形成能

力均有抑制作用。 但实验结果表明，其只对大肠杆

菌、沙门氏菌以及混合菌 AI-2 活力具有抑制作用，
推测可能是由于茶多酚具有很强的抗氧化作用，可

以额外通过影响生物被膜中脂质、多糖等胞外产物

来抑制金黄色葡萄球菌生物膜形成 [4]。 本实验证实

了 3 种天然添加剂对 3 种细菌及其混合菌的生物

被膜形成及其 AI-2 信号分子的抑制作用， 在今后

的研究中， 我们将进一步研究加入不同添加剂后，
生物膜中各种蛋白质、多糖、脂质等的含量变化，以

探讨各种食品添加剂抑制细菌生物被膜形成的作

用机理。
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