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不同生长形态绿脓杆菌胞外粘液多糖的含量及其意义

丛延广 ,刘俊康 ,袁泽涛 ,邓国宏 ,徐启旺　　(第三军医大学生物波研究中心 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨不同形态绿脓杆菌胞外粘多糖的含量及其对体外培养的肺癌细胞粘附能力的影

响。方法　在分离一株形态对培养温度敏感的绿脓杆菌基础上 , 提取潜生体与繁殖体的胞外粘液多糖 ,以干

重比评价二者粘液多糖的含量;并测定其对体外培养细胞粘附的影响。结果　潜生体胞外粘液多糖含量显

著增加(P <0.01),同时其对体外培养细胞的粘附率也显著提高(P <0.01)。结论　绿脓杆菌繁殖体转变

为潜生体后 ,其胞外粘液多糖含量及其粘附能力均有显著性提高。对绿脓杆菌潜生体的研究有助于对绿脓

杆菌致病性的深入认识。
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Comparison of mucoexopolysaccharide content and adhesion capacity between

cryptic growth and vegetative cells of Pseudomonas aeruginosa
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cal University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the content of mucoexopolysaccharide in cryptic growth and vegeta-

tive cells of Pseudomonas aeruginosa and its effect on the adhesion of the bacterium to cultured lung can-

cer cells in vitro.Methods　After the isolation of a strain of Pseudomonas aeruginosa morphologically

sensitive to culture temperature , the mucoexopolysaccharide of cryptic growth cell and vegetative cells was

exacted and its dried weight is measured.The adhesion capacity of Pseudomonas aeruginosa to cultured

lung cancer cells in vitro was also studied.Results　The mucoexopolysaccharide and the adhesion ca-

pacity were significantly higher in cryptic growth cells than in vegetative cells of Pseudomonas aeruginosa

(P <0.01 , P <0.01 respectively).Conclusion　After the conversion from vegetative cells to cryptic

growth cells of Pseudomonas aeruginosa , the content of mucoexopolysaccharide and the adhesion capacity

are increased significantly.The study on cryptic growth cells of Pseudomonas aeruginosa is helpful to un-

dertand the adaptation and pathogenicity of Pseudomonas aeruginosa.

　　Key words:Pseudomonas aeruginosa;cryptic growth cell;vegetative cell

　　细菌在其不同生长阶段具有多形性特点 ,比较特

殊的是纤丝状形态变化。细菌形成纤丝状菌体可由多

种因素导致 , Jensen 等[ 1]认为纤丝体是由于细菌受外

界环境的影响不能正常分裂而形成的 ,是细菌对自然
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环境某些条件的适应性变化。本实验室在生物波理论

的研究过程中 ,根据变形杆菌纤丝状菌体在原条件下

无明显增殖 ,代谢缓慢 ,具有多个核质 ,能在适当条件

下断裂形成多个繁殖体等特点 ,称其为潜生体(Cryptic

growth cell ,CGC)[ 2] 。

　　本实验在分离得到 1株对培养温度敏感的绿脓杆

菌基础上 ,对绿脓杆菌潜生体与繁殖体胞外粘液多糖

的含量及其粘附能力进行了比较 ,以深入认识绿脓杆

菌潜生体与致病性有关的生物学性质。

571
第 22 卷第 6期

2000 年6 月
　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
ACTA　ACADEMIAE　MEDICINAE　MILITARIS　TERTIAE

　　　　　
Vol.22 , No.6
Jun.2000

DOI :10.16016/j.1000-5404.2000.06.025



1　材料与方法

1.1　绿脓杆菌菌株
　　本室分离 , 血清 8 型 , 该菌的形态具有温度敏感性 , 即在

37°C 培养时细菌呈短杆状即繁殖体 ,而在低于 25°C 培养时呈

纤丝状即潜生体。

1.2　绿脓杆菌选择鉴定培养基(DPA)
　　主要配方为蛋白胨 20 g/L , 硫酸钾 10 g/L ,氯化钾 1.4 g/L ,

甘油 9 g/L , toween-20 20 g/ L, 硫酸铁 0.05 g/ L ,琼脂 15 g/ L。

1.3　肺巨细胞癌细胞株(PG细胞)
　　北京医科大学建株 , 引自重庆医科大学病生教研室 , 以标

准方法传代。

1.4　细菌培养及定量方法
　　将菌苔点种于 DPA 平板上 , 于 25°C 培养过夜即获得潜生

体 ,于 37°C 培养过夜即获得繁殖体 ,以生理盐水稀释成细菌悬

液。经十倍系列稀释后 , 进行菌落记数 , 以获得菌悬液的数量

浓度。

1.5　胞外粘液多糖的分离及测定
　　参考陆森泉

[ 3]
方法进行提取 , 最后沉淀以双蒸水溶解 , 在

4°C 双蒸水中透析。取透析后剩下的物质加入已称好的称量瓶

中 ,于 100°C 烤箱中烤至恒重 ,将前后称量的结果相减即得到粘

液多糖的干重。同时分别称量潜生体和繁殖体干重 , 以粘液多

糖与潜生体及繁殖体的干重比评价二者胞外粘液多糖的产量。

1.6　粘附实验
　　参考 Simpson[ 4]的方法进行 , 记数 30 个细胞粘附的细菌数 ,

计算粘附率(cfu/ cell)。

1.7　数据处理
　　采用 EZSTAT2统计软件处理数据。

2　结果

2.1　绿脓杆菌潜生体与繁殖体形态
　　见图 1、2。

2.2　胞外粘液多糖含量测定结果
　　结果见表 1。

2.3　潜生体与繁殖体对体外培养的 PG 细胞粘附实

验结果

　　结果见表 2。

图1　绿脓杆菌潜生体形态　(革兰氏染色×1 000)

Fig 1　Morphology of cryptic growth cells with

Gram stain　(×1 000)

图2　绿脓杆菌繁殖体形态　(革兰氏染色×1 000)

Fig 2　Morphology of vegetative cells with

Gram stain　(×1 000)

表 1　潜生体与繁殖体胞外粘液多糖含量

测定结果( x ±s)

Tab 1　The mucoexopolysaccharide(MEPS)content of

vegetative cell and cryptic growth cell( x ±s)

Growth forms Content of MEPS(mg/mg cell)

Vegetative cell 0.084±0.002

Cryptic growth cell 0.514±0.060＊

＊:P <0.01 vs vegetative cell group

表 2　潜生体与繁殖体对体外培养的 PG细胞

粘附率比较( x ±s)

Tab 2　The adhesion rate of vegetative cell and cryptic growth cell

to cultured lung cancer cells in vitro( x ±s)

Growth forms The adherence rate(cfu/ cell)

Vegetative cell 3.78±0.544

Cryptic growth cell 12.6 ±2.10＊

＊:P <0.01 vs vegetative cell group
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　　结果表明该绿脓杆菌潜生体多聚集在一起粘附于细胞表

面 ,使粘附率显著提高 , 见图 3。而繁殖体多以单个细菌散在地

粘附于细胞上 ,粘附率较低 , 见图 4。

图 3　绿脓杆菌潜生体对体外培养的 PG细胞的粘附

　(瑞氏染色×1 000)

Fig 3　Adhesion of cryptic growth cells to PG cells in

vitro　(Wright stain×1 000)

图4　绿脓杆菌繁殖体对体外培养的PG 细胞的粘附　(瑞氏染

色×1 000)

Fig 4　Adhesion of vegetative cells to PG cells in vitro　(Wright stain

×1 000)

3　讨论

　　细菌在生长过程中表现多形性 ,如得到广泛研究

的变形杆菌迁徙生长现象中的丝状体[ 5] 。多种因素可

导致潜生体的形成 ,其长度可以是一般菌体的几倍乃

至几十倍。绿脓杆菌潜生体的研究较少 ,一个重要原

因是难以获得潜生体稳定的纯培养 。而作为一个临床

上重要的机会致病菌 ,绿脓杆菌潜生体的研究显得更

有意义。

　　本研究在分离得到一株形态对培养温度敏感的绿

脓杆菌基础上 ,实验发现潜生体胞外粘液多糖的含量

显著高于繁殖体 。粘液多糖具有多种重要的生物学性

质 ,如抵抗吞噬细胞的吞噬和抗菌药物的损伤作用 ,也

是细菌的粘附因子之一 ,粘液多糖的增多会对潜生体

有关的生物学性质产生重要影响。

　　粘液型绿脓杆菌在组织表面的粘附主要受胞外粘

液多糖的影响(非粘液型则主要受菌毛的控制)。Hata

等[ 6]对绿脓杆菌感染的呼吸道表面的扫描电镜观察显

示 ,非粘液型绿脓杆菌多以单个菌体粘附在细胞表面 ,

粘液型绿脓杆菌则主要以微菌落群的形式粘附。因

此 ,粘液型菌株的粘附能力显著高于非粘液型菌株。

这个结论与本实验结果可以相互应证 ,即产生大量粘

液多糖的潜生体对 PG 细胞的粘附率显著高于繁殖

体。粘液多糖对潜生体粘附能力的提高起到非常重要

的作用 ,同时潜生体较大的个体也是重要的因素之一 ,

因为个体较大 ,与细胞的接触面积增大 ,相互作用的机

率也显著提高 ,从而有利于它粘附在细胞表面 ,也有利

于相互聚集在一起。绿脓杆菌粘液多糖主要成分是藻

酸盐 ,由 D-甘露糖醛酸 ,L-古洛糖醛酸组成 ,多聚物中

较多的羟基和羧基能促进细菌间的聚集 。由粘附照片

也可以看出 ,繁殖体散在地粘附于 PG 细胞表面 ,而潜

生体则聚集在一起粘附于细胞表面 ,这就显著增加了

细菌粘附的数量和质量。聚集在一起的菌体构成稳定

的群体结构 ,这种群体结构的适应能力明显提高 ,能抵

抗不利因素的影响。McCoy 等[ 7]研究表明 ,表面生长

的细菌在其生物膜的形成过程中 ,伴随着潜生体的大

量产生 ,这些潜生体使生物膜构成一个立体的交叉网

络结构 ,使其在表面的存在更牢固。生物膜在细菌致

病过程中起到非常重要的作用[ 8] 。

　　藻酸盐不仅仅是绿脓杆菌重要的毒力因子 ,更广

泛地应用于食品 、制药及化工等领域。因此 ,有关藻酸

盐合成的分子生物学及生物化学研究引起人们极大的

兴趣[ 9] 。多种环境因素能影响藻酸盐的生成 ,有文献

报道某些绿脓杆菌藻酸盐的产生受到温度的影响 ,文

章认为是由于生成藻酸盐的酶类或调控多肽的最适温

度发生了漂移[ 10] 。潜生体的形成涉及多基因多产物 ,

是一个复杂过程 ,在此过程中 ,也可能产生藻酸盐的基

因或其表达同时发生变化 ,导致细菌藻酸盐的产生量

发生改变。对于本株绿脓杆菌藻酸盐的增减 ,究竟是

环境温度直接或间接作用 ,抑或与形态改变有关尚不
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清楚 。但迄今无文献报道绿脓杆菌在藻酸盐产生改变

的同时 ,有形态上的变化 ,说明本实验发现的是一个独

特现象。

　　Alm[ 11]认为绿脓杆菌能根据宿主环境的变化 ,调

控它两个重要的毒力因子———4型菌毛和藻酸盐的表

达。本实验结果表明 ,部分绿脓杆菌还能随温度条件

的变化 ,改变其自身的形态 ,同时改变藻酸盐的产量。

作为细菌生命活动过程中的另一种细胞形式 ,潜生体

是适应某种环境条件形成的特殊类型细胞。该现象的

研究 ,对绿脓杆菌致病过程的认识有重要意义 ,值得进

一步探讨 。
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　　(上接 570页)
据进行直线回归 ,得回归方程:

A=0.0747C-0.0267　　　r=0.9999

1.3.2　含量测定　　取滴耳液0.5 ml ,置于100 ml容量瓶中 ,用

溶媒稀释至刻度 , 在281 nm 波长处测定吸收度 ,按回归方程计算

含量。结果本品含氟罗沙星应为标示量的90.0%～ 100.0%。

1.4　致敏试验
　　采用最大剂量致敏试验方法。取健康白色豚鼠 20 只 , 背

部去毛。采用 5%甲醛溶液作为阳性对照组 ,实验组经预实验

后选择 100 mg/kg 剂量作为最大致敏剂量 ,皮下注射共 3 次 , 然

后于首次注射后第 14日和第 21 日 ,在动物未试验过的腹部一

侧局部皮下注射进行激发 ,激发观察期为(24±2)h , 观察动物

有无局部红肿 、抓鼻 、竖毛 、呼吸困难 、痉挛 、休克甚至死亡等过

敏反应。结果表现实验组无过敏症状出现 , 过敏反应级数判定

为 0。

1.5　临床疗效观察
　　本品用于临床治疗急性中耳炎 、慢性中耳炎发作 , 外耳道

炎等共 154例(男 89 例 , 女 65 例), 年龄最大的 69 岁 , 最小的 3

岁 ,平均 38 岁 , 治疗结果为:痊愈 139 例(炎症消退 , 干耳 , 听力

恢复或好转), 有效 13 例(耳痛消失 , 分泌物明显减少 , 中耳仍

潮红 ,听力好转或无变化),无效 2 例(用药 1 周后 ,病情无明显

好转或加重)。总有效率为 98.7%。用药时间最长的 7 d ,最短

的 2 d , 平均 4.1 d。

2　讨论

　　氟罗沙星是一种新型的广谱高效抗菌药物 , 可治疗各种细

菌感染性疾病。针对临床中耳炎的治疗需要 ,我们研制了复方

氟罗沙星滴耳液。经检测它具有溶解性好 、稳定性高的优点 ,

经致敏试验检测证实无过敏作用 ,适于临床使用。

　　本品经 154例急 、慢性中耳炎的临床疗效观察 , 对细菌感

染所致的中耳炎 , 外耳道炎 , 鼓膜炎等症 , 炎症消失快 , 症状缓

解迅速 , 疗效较好 , 有 3 例患者有暂时性耳痛 , 但能耐受 , 未见

其它局部和全身不良反应发生。值得推广使用。

　　关键词:复方氟罗沙星滴耳液;制备方法;稳定性
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