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革兰阴性菌 L型与其原菌内毒素含量比较

陈登宇 ,刘　勇 ,冯锡才 ,夏佩莹

[摘要 ]目的:探讨革兰阴性菌 L型和原菌内毒素含量差异。方法:采用定性和定量鲎试验 , 分别检测稳定的大肠埃希菌和铜

绿假单胞菌 L型及其原菌内毒素含量。结果:大肠埃希菌和铜绿假单胞菌 L型内毒素定性鲎试验检测阳性 , 定量鲎试验检测

出大肠埃希菌和铜绿假单胞菌 L型内毒素含量分别为原菌内毒素含量的 25. 1%和 36. 4%。结论:革兰阴性菌 L型仍能产生

内毒素 , 但其含量较原菌明显减少 , 是其致病力减弱的原因之一。
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Comparison of endotox in content between Gram negative bacteria and the ir L-form s
CH EN Deng-yu, L IU Yong, FENG X i-cai, X IA Pe i-y ing

(Departm ent of M icrobiology, B engbu Medica l College, B engbu 233030, China)

[ Abstract] Objective:To compare endo toxin content be tw een G ram nega tive bac te ria and their L-form s. M ethods:The endo toxin

content was de tec ted by qualitative and quantitative lim ulus tests in E. coli and P. aeruginosa and the ir stable L-form s. Resu lts:The

qua lita tive lim ulus te sts of G ram negative bacteria l L-fo rm s w ere positive. The endo tox in con tent o fE. coli L-fo rm s is 25. 1% o f the ir

paren ta l bac te ria, and P. aeruginosa L-form s was 36. 4% o f paren ta .l Conc lu sions:G ram nega tive bacteria l L-fo rm s generate less

endo tox in.

[ Keyw ords] G ram negative bacteria;bac te rial L-fo rm;endo tox ins

　　革兰阴性菌细胞壁中内毒素———脂多糖 ,是其

重要致病物质。革兰阴性菌变异为细胞壁缺陷型细

菌 (细菌 L型 )后是否仍能产生内毒素及产生量的

多少 ,未见专门报道。本文旨在通过定性 、定量内毒

素检测法 ,研究革兰阴性菌 L型和原菌内毒素含量

的差异 ,为细菌 L型的致病性研究提供实验依据 。

1　材料与方法

1. 1　菌种　大肠埃希菌和铜绿假单胞菌标准菌株

均为本室保存菌种。

1. 2　主要试剂　鲎试剂盒 (Ⅰ 、Ⅱ )(上海伊华临床

医学科技公司);细菌内毒素工作标准品 (中国药品

生物制品检定所 );哌拉西林(齐鲁制药有限公司)。

1. 3　器材处理　全部玻璃试管和移液器滴头均作

严格无热原处理 ,检验合格后使用。

1. 4　方法　

1. 4. 1　菌液制备　细菌 L 型诱导方法:采用平板

纸片法
[ 1]

,用哌拉西林药物纸片在 L型平板上诱导

大肠埃希菌和铜绿假单胞菌成稳定的 L型 ,用无热

原水制成 10
8
CFU /m l菌液 ,煮沸 100 ℃、5m in裂解

细菌制成 L型待检液;同时制备两种细菌型 10
8

CFU /m l菌液 ,煮沸裂解细菌制成待检液 。

1. 4. 2　定性鲎试验 (凝胶法)　在去热原处理过的

玻璃小试管中加入鲎试剂和待检液各 0. 1m l,混合 ,置

于 37 ℃水浴 1 h,将试管倒转凝胶不变形者为阳性。

1. 4. 3　定量鲎试验 (显色基质法 )　(1)严格按鲎

试剂盒(Ⅱ )说明书步骤进行实验 ,于 545 nm比色

读数得测定管 (s)吸光度值 (A s ),并测试剂对照管

(b)和试剂空白管(bb)吸光度值 Ab 、A bb ,按计算公

式:A =A s - (A b -Abb )得测定管 A值 ,再查对内毒

素标准曲线求得内毒素含量 ,如果 A值超出曲线范

围 ,则将试样稀释再测定 。 (2)标准曲线的制定。

将细菌内毒素工作标准品稀释至 0. 03、 0. 0625、

0. 125、0. 25和 0. 5 Eu /m l,然后按前述检测法测得

上面各种浓度的 A值 ,定出标准曲线。

1. 5　统计学方法　采用直线相关与回归分析 。

2　结果

2. 1　定性鲎试验　两种革兰阴性菌 L型菌液仍能

使鲎试剂形成凝胶 ,试验呈阳性表现 ,说明 L型亦

有产生内毒素能力 。

2. 2　定量鲎试验　

2. 2. 1　内毒素标准曲线　测得细菌内毒素标准品
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各吸光度值 (A)为 0. 126、0. 206、0. 425、0. 631和

1. 412,以吸光度值 (A )为纵坐标 ,细菌内毒素浓度

(C)为横坐标 ,作标准曲线图 (见图 1)。以吸光度

值 A对浓度 C进行直线相关与回归分析 ,求得回归

方程:C =0. 368 6A -0. 012 9(r =0. 995 4, n =5);内

毒素浓度范围:0. 03 ～ 0. 5 Eu /m l。

2. 2. 2　检测结果　大肠埃希菌和铜绿假单胞菌 L

型及其细菌型 10
8
CFU /m l菌液内毒素检测其吸光

度 (A)值分别为:0. 187、0. 217和 0. 639、0. 534 ,求

得大肠埃希菌和铜绿假单胞菌 L型和细菌型 10
8

CFU /m l菌液中内毒素的含量 (Eu /m l)分别是

0. 056、0. 223和 0. 067、0. 184, L型分别为原菌内毒

素含量的 25. 1%和 36. 4%。

3　讨论

　　大肠埃希菌和铜绿假单胞菌是两种常见的革兰

阴性杆菌 ,本实验将其诱导为稳定的 L型进行内毒

素检测 ,探讨革兰阴性菌 L型和原菌内毒素含量差

异 。实验结果从定性角度说明革兰阴性菌 L型仍

含有内毒素;通过定量鲎试验检测出大肠埃希菌和

铜绿假单胞菌 L型内毒素含量分别为原菌内毒素

含量的 25. 1%和 36. 4%,从定量角度说明相同比浊

度的革兰阴性菌 L型菌液中内毒素含量明显少于

细菌型菌液中内毒素的含量。细菌内毒素有多种生

物学效应 ,是革兰阴性菌的重要致病物质 ,革兰阴性

菌 L型仍含有内毒素 ,但其含量较原菌明显减少 ,

可以解释 L型致病性较原菌弱的原因之一 。

内毒素的化学本质 ,是革兰阴性菌细胞壁外膜

中的脂多糖 。细菌 L型是细胞壁缺陷型细菌 ,细菌

在体内 、体外多种因素作用下可失去细胞壁中的肽

聚糖变异为 L型 。革兰阴性菌变异为 L型后尚有

外膜包绕形成原生质球 ,而脂多糖是外膜中的重要

组成成分。研究发现破坏肽聚糖结构和影响肽聚糖

合成的物质 ,可以使细菌变异为 L型
[ 2]

。本实验用

青霉素类抗生素哌拉西林 ,诱导两种革兰阴性菌成

稳定的 L型进行内毒素检测。哌拉西林是临床治

疗铜绿假单胞菌和大肠矣希菌感染的常用抗生素 ,

对革兰阴性菌有效 ,作用于细胞壁 ,抑制转肽酶活

性 ,影响肽聚糖的合成 ,发挥杀菌作用 ,但同时也可

诱导细菌变异为 L型 ,造成细菌耐药 。本实验研究

发现革兰阴性菌 L型内毒素脂多糖含量明显少于

细菌型 ,原因可能有:(1)当革兰阴性杆菌细胞壁肽

聚糖合成受阻时 ,造成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 , 但此时 L型不稳

定 ,易回复。当诱导细菌 L型变异为稳定的 L型

时 ,肽聚糖层将会大部分丢失甚至完全丧失
[ 3]

,而

肽聚糖层是革兰阴性菌外膜内层脂蛋白附着物 ,外

膜附着点的减少 ,可能造成菌体上外膜面积减少和

外膜的合成减少 ,以致于外膜中脂多糖含量减少。

(2)稳定的革兰阴性杆菌 L型多为长出长丝的巨形

体 ,此时的菌体实际为细菌细胞壁肽聚糖合成严重

受阻 ,形成细胞质不能分离的许多原生质的聚合体 ,

裂解后形成许多原生小体。革兰阴性杆菌变异为 L

型后形成有外膜包绕形成原生质球 ,而根据立体几

何知识可知物体体积不变时由杆状体变为圆球体后

将会使其表面积减少 ,细菌菌体的表面积减小 ,造成

外膜面积减小 ,也可能造成脂多糖的减少。 (3)巨

形体体积庞大 ,是原菌体积的数十倍 。本实验中用

麦氏比浊法标定细菌浓度 ,该法是针对细菌型细菌

检测细菌浓度 ,用于细菌 L型的检测时 ,就会因 L

型中长丝体和巨形体体积大
[ 4]

,而造成标定出的细

菌浓度不能准确代表细菌 L型的浓度 ,造成相同比

浊度的 L型菌液细菌数远小于细菌型菌液细菌数 ,

以致于检测的 L型菌液中细菌数目较低 ,也可能是

L型菌液检测出的内毒素浓度远较细菌型菌液内毒

素浓度低的原因。综合以上分析 ,可能是革兰阴性

菌变异为 L型内毒素减少的原因 ,今后可用先进的

理化技术研究其确切机制。
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