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哌拉西林诱导铜绿假单胞菌 L型形成的实验研究 

陈登宇，陈艺林，徐萍萍 

[摘要]目的：观察哌拉西林诱导铜绿假单胞菌变异为 L型的情况。方法：采用平板纸片法和液体浓度梯度法 ，利用哌拉西林 

药物纸片诱导铜绿假单胞菌标准菌株变异为 L型，并稳定传代。结果：铜绿假单胞菌可被哌拉西林诱导为典型 L型，在诱导 

因素存在下可稳定传代。结论：哌拉西林可诱导铜绿假单胞菌变异为稳定 L型。 
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Induction of Pseudomonas aeruginosa L-forms with piperacillin 

CHEN Deng—yu，CHEN Yi—lin，XU Ping—ping 

(Department of Microbiology，Bengbu Medical College； 

Anhui Key Laboratory of Infection and Immunity at Bengbu Medical College，Bengbu Anhui 233030，China) 

[Abstract]0bjective：To observe the induction of Pseudomonas aerugi~sa(P．aerugim~sa)L—forms with piperacillin．Methods：In 

plate and liquid media within antibiotic piperacillin，P．aeruginosa was induced into L—forms which would go down to posterity stably． 

Results：P．aerugi~sa was induced to typical and stable L-forms by piperacillin．Conclusions：尸．aeruginosa L—form is an important 

existing form of P aeruginosa． 

[Key words]Pseudomonas；Pseudomonas，aeruginosa；L forms；piperacillin 

铜绿假单胞菌 L型(PA-L型)在临床感染中经 

常被作为病原菌检出，说明 PA．L型有致病性 J̈。 

PA—L型可逃避 B。内酰胺类抗生素、抗体、补体和溶 

菌酶杀伤，是该菌的一种重要生存状态。本实验用 

治疗铜绿假单胞菌感染的常用抗生素哌拉西林将铜 

绿假单胞菌标准菌株诱导为 L型，观察 PA—L型形 

态学变化，获得稳定传代的 PA．L型菌株，为致病性 

研究打下基础。 

1 材料与方法 

1．1 菌种 铜绿假单胞菌标准菌株：CMCC 10104 

株，购于中国药品生物制品检定所。 

1．2 主要试剂 哌拉西林为齐鲁制药有限公司 

产品。 

1．3 PA．L型的诱导 参照文献[2]并加以改进。 

(1)制备每片 500 I,zg哌拉西林药物纸片：用无菌生 

理盐水稀释药粉，取含 0．1 g哌拉西林干粉的水溶 

液 3 ml均匀滴加在200片无菌小纸片上，干燥后制 

成。(2)L型培养基制备：制备 85-7无血浆 L型固 
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体平板培养基和 L型高渗液体增菌培养基。(3)L 

型的诱导：采用平板纸片法，在 L型平板上用每片 

500 I．zg哌拉西林药物纸片不断传代诱导 PA—L型， 

逐日观察，取生长物涂片作革兰染色和细胞壁染色， 

观察细菌形态及染色性的变化。(4)PA—L型在液 

体培养基中的诱导采用浓度梯度法，在 5 ml L型液 

体培养基中加入哌拉西林药物纸片，使药物终浓度 

分别为 100、200、300、400、500 g／ml，接种铜绿假单 

胞菌原菌 10 CFU／ml菌液0．1 ml，后置 37 cc培养， 

逐 日观察。(5)细菌L型检测：采用细胞壁染色法， 

细菌涂片后 自然干燥，先加 10％鞣酸水溶液 固定 

15 min，水洗后加0．5％甲紫溶液染 3 rain，水洗，干 

后镜检。细菌型菌体仅细胞壁着色呈空泡状，示细 

胞壁完整；细菌 L型因细胞壁缺损，菌体浓染。 

2 结果 

2．1 平板纸片法诱导 PA．L型 在 L型平板上药 

物抑菌圈处，诱导2～3代后开始发现有细菌 L型颗 

粒状菌落，涂片染色见细菌为革兰阴性，有许多长丝 

体缠绕在一起，未见圆球体和巨形体，此时的 L型 

不稳定、易返祖；铜绿假单胞菌细菌型革兰染色可见 

革兰阴性短小杆菌、细胞壁染色可见仅细胞壁着色 

的空泡状短小杆菌(见图 1)，PA—L型革兰染色可见 

革兰阴性长丝体，着色不均，细胞壁染色可见长丝 

体，菌体浓染(见图2)；继续诱导传代，细菌生长速 

度减慢，抑菌圈变小；传至 7～9代，可见许多典型的 
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油煎蛋样菌落，涂片可见长丝体大为减少，多为长出 

长丝的巨形体，革兰染色阴性，菌体中央浓染、着色 

不均；细胞壁染色，菌体浓染、呈紫色，此时的 L型 

较稳定，在诱导因素存在下可稳定传代，在无诱导因 

素培养基中2～3代才完全返祖；继续传代，菌体形 

状变化不大，此时的 L型菌株已属较稳定的细菌 L 

型(见图3)。实验中，始终未发现绝对稳定不回复 
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的 L型菌株。 

2．2 液体浓度梯度法诱导 PA—L型 在 L型液体 

培养基中，哌拉西林在 200～300 g／ml时有 PA—L 

型生长，细菌黏附药物纸片沉淀生长(见图4)，涂片 

多见长丝体，较平板法诱导出的 PA—L型稳定性和 

典型性差。药物浓度低时，只见细菌型 PA生长，液 

体混浊；药物浓度高时，无菌生长，细菌全被杀灭。 

图 】A PA革I1 阴性短小杆菌(革兰染色 X1 000)图 1B PA仅细胞 棱着色的李泡状短小杆菌(细胞壁染色 X1 000)图2A PA L型 

革 、 阴性长丝体，希色不均( 兰染色 xl 000)图2B PA—I 型长丝体，菌体浓染(细胞壁染色 ×1 000)图3 稳定的 PA L型呈长丝 

体、Ei形体 ( 冀 染色 Xl 000)【划4A PA细菌型在液体培养基巾混浊!i三K，彳 菌膜 l矧4B PA—L J 在液体培养基巾沉淀生长 

3 讨论 

铜绿假单胞菌，俗称绿脓杆菌，毒力因子多、耐 

药性严重，现已成为医院感染的主要致病菌之一，多 

见于肺部感染、伤口感染、败血症。PA—L 在临床 

感染中经常被作为病原菌检出，因此研究 PA—L型 

对于铜绿假 胞菌感染防治是有价值的。细菌L型 

是细胞壁缺陷型细菌，是细菌在体内、外多种囚素作 

用下失去细胞壁中的肽聚糖层而形成，仍可生长繁 

殖并具有致病性 。 

哌拉西林是临床常用治疗铜绿假单胞芮感染的 

首选抗生素，为青霉素类广谱抗生素、对革兰阴性杆 

菌有效，作用于细菌细胞壁，抑制转肽酶活性、影响 

肽聚糖层的合成，发挥杀菌作用。本实验采用哌托 

西林 导铜绿假单胞菌成稳定的 L型，实验中对 

PA—L型在诱导过程中形态变化进行观察，发现诱导 

早期不稳定 PA—L型为纤长的长丝体，继续诱导得 

到的稳定 PA．L型为较短的长丝体和巨形体。这是 

因为细菌 L型稳定程度与细胞壁中肽聚糖的缺损 

程度有关 。，推测诱导早期不稳定 PA—L型因细胞 

壁肽聚糖合成轻度受阻，细菌分裂时隔壁形成障碍， 

以至数十个菌体连接形成长丝体；继续诱导传代为 

稳定 L型时，肽聚糖层将大部分丢失甚至几乎完全 

丧失，为长出长丝的体积庞大的巨形体。巨形体系 

细胞壁肽聚糖合成严重受阻、细胞壁严重缺陷导致 

细菌染色体分裂后细胞质不能分离的许多原生质的 

聚合体，裂解后叮形成许多原生小体。因细胞壁合 

成基囚位于细菌染色体上 。，细菌仍有合成细胞壁 

的能力，去除形成 L型的 因，可同复为原菌。 

本实验获得了稳定的 PA—I 型菌株，为 PA．L型 

的生物学性状和致病机制的研究打下了基础；用哌 

拉两林可诱导铜绿假单胞菌成稳定的L型，说明哌 

拉两林的使用可使细菌变异为 L型，逃避药物的杀 

伤，造成细菌耐药，此点应该引起临床用药的注意， 

治疗时勿单用作用于细胞壁的药物而应联合用药， 

避免L型的产生导致病情迁延。 
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