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铜绿假单胞菌对葡萄球菌的抑制作用观察
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（广州医科大学附属第六医院／广东省清远市人民医院检验科　５１１５１８）

　　摘　要：目的　观察铜绿假单胞菌对葡萄球菌的抑制作用，为治疗葡萄球菌感染的药物研发提供新线索。方法　收集临床分

离出来的４９株不重复铜绿假单胞菌，通过琼脂打孔法、十字交叉划线法和共孵育试验检测铜绿假单胞菌对葡萄球菌的抑制作用；

通过检测不同浓度铜绿假单胞菌内毒素水平，研究内毒素与其抑制葡萄球菌生长是否存在相关性。结果　通过琼脂打孔法筛选

出抑制作用强的ＰＡ２２２４菌株和ＰＡ２２８８菌株，无抑制作用的ＰＡ２５０３菌株和ＰＡ２１４２菌株。十字交叉划线法和共孵育试验提示

铜绿假单胞菌代谢产物可抑制葡萄球菌生长。铜绿假单胞菌菌液浓度与内毒素水平呈正相关。内毒素水平高低与铜绿假单胞菌

抑制作用无相关性。结论　部分铜绿假单胞菌对葡萄球菌属有较强抑制作用，其代谢产物有机会被制成杀菌药物应用于临床中，

对临床上葡萄球菌属感染可能有很好的应用价值。内毒素与抑制作用无相关性。
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　　铜绿假单胞菌是临床重要的致病菌，能引起伤口和创面感

染、呼吸道感染、泌尿道感染及败血症［１］。它分布广泛，土壤、

水和空气中均有存在。有研究报道称铜绿假单胞菌的代谢产

物对其他病原微生物有抑制作用［２３］，故本文研究其对葡萄球

菌的抑制作用，以期发现葡萄球菌感染的新治疗方法。现报道

如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　２０１６年１－６月从本院住院及门诊患者送检

标本中分离出的不重复铜绿假单胞菌４９株，以及葡萄球菌５０

株，包括金黄色葡萄球菌２５株［其中耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌（ＭＲＳＡ）１２株］，头状葡萄球菌５株，表皮葡萄球菌５株，溶

血葡萄球菌５株，腐生葡萄球菌２株，人葡萄球菌５株，松鼠葡

萄球菌１株，沃氏葡萄球菌２株。质控菌株为金黄色葡萄球菌

ＡＴＣＣ２５９１３。所有菌株均由全自动细菌鉴定药敏系统ｐｈｏｅ

ｎｉｘ１００（美国ＢＤ公司）及 ＡＰＩ鉴定板条（法国梅里埃公司）鉴

定到种。

１．２　仪器与试剂　ＭＨ琼脂平板（郑州安图生物工程股份有

限公司，批号Ｘ２０１６０７０１Ｂ），血琼脂平板（郑州安图生物工程股

份有限公司，批号 Ｘ２０１６０７１３Ａ），ＡＰＩ鉴定板条（法国梅里埃

公司），全自动细菌鉴定药敏系统ｐｈｏｅｎｉｘ１００（美国ＢＤ公司），

ＭＢ８０微生物快速动态监测系统，革兰阴性菌脂多糖检测试

剂盒（北京金山川科技有限公司）。

１．３　方法

１．３．１　琼脂打孔法　在 ＭＨ培养基上均匀打６个孔（注意不

要戳穿培养基底部），然后将金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９１３调

成０．５个麦氏浊度的菌悬液并涂布于 ＭＨ培养基上，同时将

铜绿假单胞菌制成０．５个麦氏浊度的菌悬液，吸取３μＬ均匀

涂在孔中，３５℃孵育４８～７２ｈ后，观察结果。同时做两组，观

察两组结果，抑菌圈直径取平均值。此为第１次初筛。由第１

次初筛的结果选出各７株抑制作用强和无抑制作用的铜绿假
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单胞菌进行第２次初筛，方法同样使用琼脂打孔法，并测试两

组，连续７ｄ量取抑菌圈大小并记录结果，观察在两种孵箱中

抑菌圈大小有无差异。根据第２次初筛的结果，选出抑制作用

最强 菌 株 （ＰＡ２２２４、ＰＡ２２８８）和 无 抑 制 作 用 菌 株 各 ２ 株

（ＰＡ２５０３、ＰＡ２１４２）。将这４株铜绿假单胞菌分别作用于５０

株葡萄球菌，方法为琼脂打孔法。

１．３．２　十字交叉划线法　根据文献［３］将上一步选取的４株

铜绿假单胞菌菌株和选取的４株葡萄球菌（包括 ＭＲＳＡ、沃氏

葡萄球菌、溶血葡萄球菌和表皮葡萄球菌各１株）分别在血平

板上分纯培养１８～２４ｈ，制成０．５个麦氏浊度菌悬液，取３０μＬ

铜绿假单胞菌的菌悬液至 ＭＨ培养基上，用灭菌的接种环任

意直径划宽为１ｃｍ的划痕，然后放至３５℃培养１８～２４ｈ。用

无菌刀片移除 ＭＨ培养基上的菌苔，将上述４株葡萄球菌的

菌悬液用无菌棉签蘸取用刀片处理过的划痕做垂直相交划线。

将培养基放至３５℃培养１８～２４ｈ后，观察结果。

１．３．３　ＬＢ培养基中共孵育试验　在无菌ＥＰ管装入１ｍＬ

ＬＢ液体培养基，取上述ＰＡ２２２４、ＰＡ２２８８、ＰＡ２５０３、ＰＡ２１４２中

的一种与金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９１３菌悬液各５０μＬ加入

ＥＰ管中，１００ｒ／ｍｉｎ３５℃振荡孵育２４ｈ，取混悬液涂片，干燥

后进行革兰染色镜检。另取各 ５０μＬ 金 黄 色 葡 萄 球 菌

ＡＴＣＣ２５９１３、ＰＡ２２２４悬液放至１ｍＬＬＢ液体培养基中振荡孵

育２４ｈ作为对照。

１．３．４　内毒素测定　有抑制作用菌ＰＡ２２２４、ＰＡ２２８８和无抑

制作用菌ＰＡ２５０３、ＰＡ２１４２各制成１０个麦氏浊度和１个麦氏

浊度菌悬液。内毒素测定采用 ＭＢ８０微生物快速动态检测系

统及试剂盒，用动态浊度法对其进行检测。各取６００μＬ菌悬

液１６５０ｒ／ｍｉｎ，离心８ｍｉｎ。取上清液１００μＬ于样品处理液

并混匀。恒温加热１０ｍｉｎ，冷却５ｍｉｎ后吸取２００μＬ的样品

处理液加入到反应主剂中，溶解混匀后使用微量加样器将上述

样本全部转移至标准玻璃反应管中（不能产生气泡），立即插入

ＭＢ８０微生物快速动态检测系统中进行反应，待反应结束后

由标准曲线自动计算出内毒素水平。整个操作过程注意避免

微生物及细菌污染。

２　结　　果

２．１　琼脂打孔法　通过４９株铜绿假单胞菌对金黄色葡萄球

菌ＡＴＣＣ２５９１３第１次筛查发现，有较强抑制作用７株，分别为

ＰＡ２１７８、ＰＡ２２２４、ＰＡ２７９０、ＰＡ２４８１、ＰＡ２２７２、ＰＡ２２８８、ＰＡ２３６６；无

抑制作用７株，分别为 ＰＡ２１２７、ＰＡ２１６８、ＰＡ２１６３、ＰＡ２１４２、

ＰＡ２２１０、ＰＡ２５０３、ＰＡ２６７３。进行第２次筛查发现ＰＡ２２２４和

ＰＡ２２８８抑制作用最强，而ＰＡ２５０３和ＰＡ２１４２两次筛查均无

抑制作用。琼脂打打孔法显示，ＰＡ２２２４和ＰＡ２２８８对５０株葡

萄球菌均具有明显抑制作用。

２．２　十字交叉划线法　ＰＡ２２２４和ＰＡ２２８８呈现明显抑制现

象，见图１。ＰＡ２５０３和ＰＡ２１４２均无抑制作用。

２．３　共孵育试验　无抑制作用的ＰＡ２５０３和ＰＡ２１４２培养基

取１０μＬ涂片经革兰染色后，镜下大量革兰阴性杆菌和革兰阳

性球菌，见图２Ａ及图２Ｂ。有抑制作用的ＰＡ２２２４和ＰＡ２２８８

的ＬＢ液体培养基中取１０μＬ涂片后革兰染色，发现存在大量

的革兰阴性杆菌和极少量的革兰阳性球菌，见图２Ｃ及图２Ｄ。

２．４　内毒素试验　内毒素水平与菌液浓度呈正相关。上述４

株铜绿假单胞菌的内毒素水平高低与其对葡萄球菌抑制作用

无相 关 性，见 图 ３。１～１０ 号 的 内 毒 素 实 测 值 分 别 为

０．３５９、＜０．００１、２．２４３、６．０４４、０．１３８、４．８５５、１．９３９、５．９６４、

０．８０７、１０．０６０ＥＵ／ｍＬ。

　　注：Ａ为ＰＡ２２２４对４株葡萄球菌的抑制作用；Ｂ为ＰＡ２２８８对４

株葡萄球菌的抑制作用。

图１　　ＰＡ２２２４和ＰＡ２２８８对４株葡萄球菌的抑制作用

　　注：Ａ为ＰＡ２１４２与金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２５９１３；Ｂ为ＰＡ２５０３与

金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９１３；Ｃ 为 ＰＡ２２２４ 与金 黄 色 葡 萄 球 菌

ＡＴＣＣ２５９１３；Ｄ 为 ＰＡ２２８８ 与 金 黄 色 葡 萄 球 菌 ＡＴＣＣ２５９１３；Ｅ 为

ＰＡ２２２４与 金 黄 色 葡 萄 球 菌 ＡＴＣＣ２５９１３；Ｆ 为 金 黄 色 葡 萄 球 菌

ＡＴＣＣ２５９１３。

图２　　共孵育试验结果

　　注：１为质控品；２为阴性对照（无菌注射用水）；３为ＰＡ２２２４（１个

麦氏浊度）；４为ＰＡ２２２４（１０个麦氏浊度）；５为ＰＡ２２８８（１个麦氏浊

度）；６为ＰＡ２２８８（１０个麦氏浊度）；７为ＰＡ２５０３（１个麦氏浊度）；８为

ＰＡ２５０３（１０个麦氏浊度）；９为ＰＡ２１４２（１个麦氏浊度）；１０为ＰＡ２１４２

（１０个麦氏浊度）。

图３　　ＰＡ２２２４、ＰＡ２２８８、ＰＡ２５０３、ＰＡ２１４２内毒素动力学曲线

３　讨　　论

铜绿假单胞菌广泛分布于自然界中的土壤、水和空气中，

也是医院环境中常见的微生物，临床上常见的条件致病菌。铜

绿假单胞菌作为人体正常菌群的一部分，可以从健康的个体中
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分离到。有研究证明铜绿假单胞菌的次级代谢产物，具有抵抗

其他微生物的活性，这提示铜绿假单胞菌代谢产物对它们所处

的环境其他微生物都会有杀灭或抑制作用，可能具有一定临床

应用价值［３］。

国外有报道，铜绿假单胞菌能产生各种氧化还原活性的吩

嗪类化合物，包括绿脓菌素、吩嗪１羧酸、１羟基吩嗪和吩嗪

１甲酰胺
［４５］。铜绿假单胞菌产生的绿脓菌素可能为其主要抑

菌物质，绿脓菌素可能通过氧化或还原两种形式杀菌［６］。

Ｍａｋａｒａｎｄ等
［７］报道铜绿假单胞菌能合成并分泌吩嗪类抗菌药

物，即吩嗪１羧酸；除此之外，还能产生聚酮类抗菌药物藤黄

绿脓菌素；这些物质对多种农作物的病原性真菌生长具有显著

的抑制作用，在现代绿色农业中具有广泛的应用前景［８］。

Ｔａｗｉａｈ等
［９］从河流和海水中分离出２７株产生抗菌药物的微

生物，其中一株铜绿假单胞菌对其他微生物有较强的作用，包

括革兰阳性球菌、革兰阳性杆菌和念珠菌，表明这种活性产物

有很宽的抗菌谱，通过薄层液相色谱分析和放射自显影技术发

现有７种成分，但研究者没有对其中的活性成分进行分离。

国内有研究报道，用交叉条带试验方法进行铜绿假单胞菌

对１０株耐甲氧西林表皮葡萄球菌体外抑制测定，结果提示铜

绿假单胞菌对耐甲氧西林表皮葡萄球菌具有较强的抑制活

性［１０］。金黄色葡萄球菌是引起呼吸道感染、心内膜炎、败血

症、毒素性疾病等重要的致病菌。近年来，ＭＲＳＡ已成为医院

院内感染最常见的致病菌，治疗困难且病死率高。秦金喜

等［１１］报道铜绿假单胞菌抗菌物质对 ＭＲＳＡ的抑菌活性研究，

为治疗 ＭＲＳＡ开辟了新道路。

本研究收集临床分离出来的４９株不重复铜绿假单胞菌，

通过琼脂打孔法、十字交叉划线法和共孵育试验检测铜绿假单

胞菌对金黄色葡萄球菌及其他葡萄球菌的抑制作用。本研究

发现，部分铜绿假单胞菌对测试的所有葡萄球菌具有较强的抑

制作用，为某些耐药的葡萄球菌，如 ＭＲＳＡ的感染治疗提供新

的方向。内毒素是存在于革兰阴性细菌胞壁外膜中的一种生

物活性成分，主要化学成分是脂多糖中的类脂Ａ。内毒素进入

机体循环，能引起内毒素血症，如发热反应、白细胞反应，甚至

休克等。通过本试验发现，铜绿假单胞菌能产生大量的内毒

素，内毒素水平高低与铜绿假单胞菌的菌液浓度呈正相关。１

个麦氏浊度的铜绿假单胞菌与１０个麦氏浊度铜绿假单胞菌内

毒素水平差异可达到数倍甚至十几倍。本研究发现有抑制作

用与无抑制作用的铜绿假单胞菌不管内毒素水平高低，均与其

抑制作用无相关性。从另外角度考虑，如果要将铜绿假单胞菌

的代谢产物应用于临床来治疗感染性疾病，如何去除内毒素也

是限制其临床应用一个重要因素。

综上所述，部分铜绿假单胞菌对葡萄球菌有强大的抑制作

用，具有一定的临床应用价值。其原因可能与铜绿假单胞菌的

代谢产物有关，后续应该把铜绿假单胞菌的代谢产物提取并分

离纯化，鉴定结构，做进一步研究。但在应用时还需要考虑内

毒素的因素。
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误　　差

误差指测量值与真值之差，也指样本指标与总体指标之差。包括系统误差、随机测量误差和抽样误差。系统误差指数

据收集和测量过程中由于仪器不准确、标准不规范等原因，造成观察（检测）结果呈倾向性的偏大或偏小，是可避免或可通过

研究设计解决的。随机测量误差指由于一些非人为的偶然因素使观察（检测）结果或大或小，是不可避免的。抽样误差指由

于抽样原因造成样本指标与总体指标的差异，是不可避免但可减少的。
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