
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(6): 1606 −1611

温度、pH值和H2O2对减毒沙门氏菌VNP20009的生长及

生物膜形成的影响
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摘要: 减毒沙门氏菌VNP20009具有较好的在肿瘤中定殖、复制并发挥一定抗肿瘤作用的特性, 可作为抗癌药

物载体或与其他疗法 (如化疗) 联用 , 具有较好应用前景。本文对 VNP20009 的生物学性质进行研究 , 检测了

VNP20009在不同温度、pH值及H2O2作用下的生长曲线及细菌生物膜的形成。结果表明, VNP20009在 42 ℃、弱酸

性环境 pH 6.5以及H2O2 (1 mmol·L-1) 条件下可正常生长, 弱酸性环境有益于VNP20009生物膜的形成。本实验结果

对深入研究减毒沙门氏菌的生存机制和应用提供了基础。
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Abstract: Attenuated Salmonella VNP20009 specifically colonizes and proliferates within tumor tissues and

inhibits tumor growth. It has been used as drug delivery vehicle or in combination with other therapies (such as

chemotherapy), which shows a good application potential in tumor therapy. In this paper, study was conducted

to determine the physiological changes of growth curve and formation of bacterial biofilm of VNP20009 under

various environmental stresses, such as temperature, pH, and H2O2. The results showed that VNP20009 could grow

normally under the conditions of 42 ℃ , pH 6.5, and 1 mmol·L-1 H2O2. Furthermore, the weak acid environment

was beneficial to the biofilm formation of VNP20009. This study provides a basis for in-depth study of the survival

mechanism and application of attenuated Salmonella.
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减毒型沙门氏菌VNP20009被用来抗肿瘤已被多

篇文献报道, 其不仅可利用自身毒性抗肿瘤[1,2], 还可

作为载体携带质粒和小发夹 RNA (short hairpin RNA,

shRNA)。通过 VNP20009 所携带的质粒表达的外源

蛋白 [例如内皮抑素 (endostain)[3]、肿瘤坏死因子相关

凋亡诱导配体 (tumor necrosis factor-related apoptosis-

inducing ligand, TRAIL)[4]和 C 末端截短型 Fas 相关

死亡域蛋白 (C-terminal tail Fas associated via death

domain, N-FADD)[5]等] 具有很好抗肿瘤作用。除了在
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动物模型上验证到良好的抗肿瘤作用外[6], VNP20009

已作为抗癌药物进行了临床Ⅰ期的验证[7]。目前围绕

VNP20009的研究主要集中于抗肿瘤活性药效学, 其微

生物学特点未被仔细研究, 将妨碍人们对该菌株特性的

深入认识和了解, 并将限制其应用和转化。为了更好

利用VNP20009, 对其进行基础生物学研究是必要的。

细菌生物膜是细菌聚集后形成的黏稠状结构, 该

结构可形成自我保护机制, 保护细菌免受外界环境影

响。细菌生物膜由细菌、多糖以及细菌分泌物组成, 生

物膜中的细菌一般不受环境压力、抗生素[8]、消毒剂和

宿主免疫系统[9]的影响。因此细菌生物膜的形成情况

与细菌抵御被清除有着密切关系。

本文研究了沙门氏菌VNP20009在不同环境条件

(温度、pH值和不同浓度H2O2) 的生长状况以及生物膜

的形成, 为 VNP20009的深入研究及其应用奠定基础

和提供理论依据。

材料与方法

试剂与仪器 酵母提取物和胰蛋白胨 (Oxoid 公

司); M63 培养基缓冲液 (合肥博美生物科技公司);

酶标仪 (美国 Bio Tek 公司)、pH 仪 (瑞士 METILER

TOLEDO公司)、恒温摇床 (上海知楚仪有限公司)、细

菌培养箱 (德国MEMMERT公司)。

菌株及生长条件 沙门氏菌VNP20009由本实验

室保种。将保存于20%甘油 (-80 ℃) 的菌种在无抗生

素的 LB (Luria-Bertani) 琼脂培养基 (1% 蛋白胨、1%

NaCl、0.5% 酵母膏和 1.5% 琼脂粉, 高压灭菌) 进行过

夜活化, 挑选单克隆菌接种于LB液体培养基过夜培养

后, 按 1∶100比例接种于LB培养基, 37 ℃、220 r·min-1

培养至对数生长期 (A600: 0.6～0.8), 作为样品菌备用。

评价VNP20009在 3种条件下的生长及细菌生物膜形

成: ① 温度 (37、42和 45 ℃); ② pH值 (7.0、5.0、6.5和

8.5); ③ H2O2 (0、1、1.5、2、2.5和5 mmol·L-1)。

细菌生长曲线的测量 使用酶标仪连续 24 h检测

不同条件下 VNP20009 的生长曲线。将样品菌按 1%

接种量接种于不同条件 (pH值、H2O2) 的LB培养基中,

每孔加入 200 μL菌液至 96孔板, 5孔重复, 于 37、42和

45 ℃连续检测。通过 GraphPad Prism 8.0 软件 , 采用

修改的Gompertz模型[10]拟合生长曲线, 公式如下:

y = A + Cexp{ }-exp
é

ë
ê

ù

û
ú

μm

A
( )λ - t + 1 (1)

其中, A: 细菌初始数量; C: 细菌初始数量和最大

数量之间的差值; µm: 最大比生长率; λ: 菌株生长滞后

时间。将获得的A值和培养时间的数据分别代入上述

公式中的 y和 t, 得到生长拟合曲线。

不同环境条件的细菌菌落形成测试

温度和 pH值应激: 样品菌连续 10倍稀释, 每个稀

释浓度取 2 μL点于LB琼脂培养基上, 分别于 37、42和

45 ℃静置培养 12 h。pH 值分别为 5.0、6.5 和 8.5, 以

pH 7.0的标准LB培养基作为对照, 37 ℃培养12 h。

H2O2应激: 样品菌按 1%接种至含H2O2 (0、1、1.5、

2、2.5 和 5 mmol·L-1) 的 LB 培养基中 , 室温静置处理

3 h, 分别进行连续 10倍稀释, 每个稀释浓度取 2 μL点

于LB琼脂培养基上, 37 ℃静置培养12 h。

细菌存活率统计: 将1×10−4稀释水平的菌液 (2 μL)

于不同条件下培养12 h后进行菌落统计, 每个条件5次

重复。

细菌生物膜生成 通过评估细菌细胞在玻璃管上

的黏附性, 检测生物膜的形成[11]。① 将VNP20009样

品菌接种至 5 mL 新鲜生物膜诱导培养基 (上述实验

条件的 LB 培养基中添加 5×M63 培养基), 分别于 37、

42 或 45 °C、110 r·min-1培养 36 h; ② 弃菌液 , 用去离

子水洗去结合松散的细菌, 室温下用 1% 结晶紫溶液

染色 30 min后, 在气液交界处出现紫环状生物膜。用

去离子水清洗至试管流出液为无色, 倒置烘干; ③ 用

Image J 软件对试管上形成的紫色生物膜进行定量

分析。

统计学分析 所有数据结果均用GraphPad Prism

8.0 统计软件表示成平均值 ± 标准误 [mean ± SEM

(standard error of mean)], 两组间差异性分析用 t检验,

P < 0.05 表示具有显著性差异。使用 GraphPad Prism

8.0对数据进行作图。

结果

1 温度对VNP20009生长的影响

如图 1A 所示 , 在 42 ℃时 , VNP20009 的生长与

37 ℃时相比没有显著性差异; 在 45 ℃时, 其生长显著

减缓。

为进一步评价不同温度下 VNP20009 的生长, 统

计了不同温度下VNP20009的菌落形成情况 (图1B) 并

分析了温度对细菌存活的影响 (图1C、D)。在42 ℃时,

细菌存活率为85.6%, 当暴露于45 ℃时, 存活率为0。

通过评估细菌细胞在玻璃管上的黏附性来检测生

物膜的形成, 当在玻璃管中进行细菌培养时, 会在气液

交界形成一圈生物膜, 通过结晶紫染色可使其显现。

如图 1E所示, 随着温度的升高, 细菌生物膜的形成量

逐渐减少, 与37 ℃组相比存在显著差异 (图1F)。

2 pH值对VNP20009生长的影响

在 37 ℃条件下 , 考察 pH 值对 VNP20009 生长的
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影响。结果显示 (图 2A), 在 pH 6.5～8.5内, VNP20009

的生长没有明显差异。但在 pH 5.0条件下, VNP20009

生长慢于对照组 (pH 7.0), 表明VNP20009的生长受到

抑制。

在不同 pH 条件下 , VNP20009 的存活率受到影

响。当 pH值为 5时, 细菌存活率为 70.7%; pH值为 6.5

时, 细菌存活率 85.6%。而 pH值增大到 8.5时, 细菌存

活率与对照组没有显著性差异, 但菌落面积减小 (图

Figure 1 Growth and biofilm formation of VNP20009 at different temperatures. A: Growth curves of VNP20009 at optical density of 600

nm; B: Colony tolerance at different temperatures; C: Survival rate of VNP20009 at 42 ℃; D: Survival rate of VNP20009 at 45 ℃ . n = 5,

mean ± standard error of mean (SEM). Colony-forming unit (CFU) is a unit used in microbiology to estimate the number of viable bacteria

or fungal cells in a sample; E: Determination of the biofilm formation of VNP20009 at different temperatures by crystal violet (CV) staining

in glass tubes; F: Biofilm was quantified by ImageJ software. n = 3, mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.000 1 vs 37 ℃

Figure 2 Growth and biofilm formation of VNP20009 at pH values. A: Growth curves of VNP20009 at optical density of 600 nm; B: Colony

tolerance at different pH values; C-E: Survival rate of VNP20009 at different pH values. n = 5, mean ± SEM; F: Determination of the

biofilm formation of VNP20009 at different pH values by CV staining in glass tubes; G: Biofilm was quantified by ImageJ software. n = 3,

mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.000 1 vs pH 7.0. ns: Not significant
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2B～E)。

pH 值是细菌生物膜形成的一个重要影响因素。

如图 2F所示, pH 7.0时能形成较多的生物膜, 但在 pH

5.0时, 生物膜形成量达到最大, pH 8.5时, 生物膜形成

量减少 , 两者均与 pH 7.0 时的形成量存在显著差异

(图2G)。

3 H2O2对VNP20009生长的影响

本文同时探究了过氧化条件对VNP20009的生长影

响。结果表明 (图3A), H2O2对VNP20009的生长有影响。

随着H2O2浓度的增加 (1.5～2.5 mmol·L-1), VNP20009

的生长逐渐减缓直至完全不生长 (5 mmol·L-1)。

VNP20009可在低浓度H2O2 (1 mmol·L-1) 条件下存活,

生长没有影响。

如图 3B 所示, 在不同浓度 H2O2下, VNP20009 的

生长受到不同程度的抑制。随着H2O2浓度的增加, 细

菌存活率逐渐下降 (图 3C)。添加 1～2 mmol·L-1 H2O2

时, 细菌存活率从 53.9%下降至 12.6%, 当H2O2浓度达

到2.5 mmol·L-1时, 细菌存活率为0。

H2O2处理后, 细菌生物膜形成量与生长表现出一

致的趋势 (图 3D、E), 1 mmol·L-1 H2O2对生物膜形成影

响并不显著, 当含量为 1.5 mmol·L-1时出现了显著性差

异, 持续增加H2O2含量, 则完全不生成生物膜。

讨论

减毒沙门氏菌VNP20009作为抗肿瘤药物已开展

临床 I期研究, 一直未进入临床 II期试验阶段, 其临床

前研究主要集中于药效学研究。本文探究VNP20009

的微生物学特征与其作为抗肿瘤药物应用是否一致,

以期为其改造和应用于抗肿瘤提供指导。

肿瘤微环境呈弱酸性 (～pH 6.5)[12], 本实验所测

试的偏酸性环境中, 在 pH 5.0时, VNP20009虽生长显

著减缓, 但其存活率大于 70%; pH 6.5时, 细菌生长无

显著变化, 存活率达到 85%以上, 表明VNP20009可在

弱酸性环境中生存和复制。细菌生物膜是细菌在恶劣

环境中的自我保护机制, 由活细菌和一些多糖组成, 处

于生物膜中的细菌可免受广泛的环境挑战, 包括紫外

线辐射、金属毒性、pH值、渗透变化、脱水、宿主免疫反

应、抗菌剂和消毒剂等[13]。细菌生物膜可黏附在生物

或非生物表面。实验结果显示, 并非所有被测试条件

都能产生生物膜, 产生的生物膜也存在量的差异。值得

注意的是 , 在 pH 5.0 和 6.5 时 , VNP20009 的生物膜形

成量较多, 这与其仍保持正常生长相关 (尤其是 pH 6.5

时), 提示在肿瘤微环境中, VNP20009可能形成了较多

生物膜将自身保护在膜中。鼠伤寒沙门氏菌 SL7207

(ΔhisG, ΔaroA) 可通过生物膜发挥抗肿瘤作用[14], 但

Figure 3 Growth and biofilm formation of VNP20009 at different H2O2 concentrations. A: Growth curve of VNP20009 at optical density

of 600 nm; B: Colony tolerance at different H2O2 concentrations; C: Survival rate of VNP20009 at different H2O2 concentrations. n = 5,

mean ± SEM; D: Determination of the biofilm formation of VNP20009 at different H2O2 concentrations by CV staining in glass tubes; E:

Biofilm was quantified by ImageJ software. n = 3, mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs 0 mmol·L-1 group
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作用机制不明。另外, 无乳链球菌生物膜可中断肿瘤

细胞转移[15]。综上, 生物膜形成可能对 VNP20009 的

抗肿瘤活性有所帮助。如何增强VNP20009在肿瘤组

织内的生物膜形成将为今后VNP20009的改造以及抗

肿瘤联合治疗方法的选择提供探索方向。

本研究结果表明, 在 37与 42 ℃时, 细菌生长无显

著差异; 但在 45 ℃时, VNP20009生长明显减缓, 说明

VNP20009具有一定的耐高温特性。光热疗法 (photo‐

thermal therapy, PTT)[16]是一种新型癌症治疗技术, 具

有较高光热转化效率的材料 (photothermal agent,

PTA) 靶向性聚集于肿瘤组织附近 , 在近红外 (near-

infrared, NIR) 等外部光源照射下, 将光能转化为热能来

杀死癌细胞。为达到理想光热治疗效果, 通常需要将肿

瘤组织局部温度升高至 50 ℃以上。但如此高的温度

可能会损伤肿瘤附近的正常组织器官并限制激光的穿

透深度。因此, 为最大限度减少对正常组织的伤害, 温

度相对温和 ( < 45 ℃) 的光热疗法 (mild photothermal

therapy, MPTT)[17]受到关注。MPTT的安全性增加, 效

果却减弱, 将MPTT与其他疗法联用很好弥补了这一

不足[18,19]。本研究证明, 减毒沙门氏菌VNP20009可在

较高温度下进行生长繁殖, 有望与光热疗法进行联用,

用其携带PTA, 将有可能发挥更好抑瘤效果。

光动力疗法 (photodynamic therapy, PDT) 是将光

敏剂递送至肿瘤区域, 在特定激光照射下, 光敏剂与氧

气或其他分子发生电子转移, 生成对细胞有伤害的各

种活性氧和自由基[17,20]。与正常细胞相比, 肿瘤细胞

内 H2O2浓度 (10 μmol·L-1～1 mmol·L-1)[21]较高。H2O2

可被多种催化剂催化分解产生氧气 , 针对这一特点 ,

多种催化H2O2成为氧气的纳米 PDT治疗体系均取得

了很好效果[22]。在肿瘤微环境中 , H2O2 浓度可达到

1 mmol·L-1; 在PDT治疗下, 肿瘤组织中H2O2的浓度显

著降低[23]。通过研究VNP20009对H2O2浓度的忍耐程

度, 发现当H2O2浓度为 1 mmol·L-1时, VNP20009生长

未出现显著减缓; 大于 1 mmol·L-1时, 生长出现显著减

缓; 2.5 mmol·L-1时, 生长异常; 5 mmol·L-1时, 完全不生

长。该结果为利用 VNP20009 进行光敏因子的递送 ,

将细菌治疗与光动力治疗联合提供了实验依据。

在抗肿瘤治疗过程中 , VNP20009 不仅可自身作

为药物来抑制肿瘤, 还可作为载体进行药物递送。临

床实践结果表明, 单一疗法的抗肿瘤治疗效果有限, 不

同药物或疗法的联合治疗已成为目前临床肿瘤治疗的

常用疗法。本文通过体外研究并了解VNP20009的微

生物生长特性, 为未来通过与其他方法联合 (如与光

动力疗法或光热疗法联合治疗) 提供了思路和依据, 为

VNP20009达到更好抗肿瘤疗效的应用提供了指导。
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