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铜绿假单胞菌对致病真菌的抑制作用

徐令清，汪　峰，侯红艳，刘彩林，欧国平，孙明月，孙自镛△

（华中科技大学同济医学院附属同济医院检验科，武汉４３００３０）

　　摘　要：目的　观察临床分离的２４株铜绿假单胞菌（ＰＡ）对致病性真菌（如白色念珠菌、热带念珠菌、光滑念珠菌、近平滑念

珠菌、克柔念珠菌、葡萄牙念珠菌等）的抑制作用。方法　收集临床上２４株ＰＡ，通过革兰染色、氧化酶试验及ＡＰＩ２０ＮＥ（法国梅

里埃公司产品）进行鉴定；通过纸片法、十字交叉划线法及共培养检测ＰＡ对致病性真菌的抑制作用。十二烷基磺酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）对有抑制作用的ＰＡ和无抑制作用的ＰＡ分泌蛋白进行电泳。结果　２４株ＰＡ中部分菌株对常见的致

病性真菌有显著抑制作用，而部分ＰＡ菌株有一定抑制作用，另外一些完全没有抑制作用；共孵育试验显示ＰＡ可能是通过抑制

真菌的菌丝生长而产生抑制作用。ＳＤＳＰＡＧＥ显示有抑制作用的ＰＡ和无抑制作用的ＰＡ分泌物蛋白间存在明显差异。结论　

ＰＡ对常见的致病真菌具有抑制作用，推测可能与抑制真菌的菌丝生长及分泌抑制真菌生长的各种蛋白类物质有关。
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　　铜绿假单胞菌（ＰＡ）是一种无处不在的细菌，井水、河水、

生牛奶、冻鱼、未经处理的污水、人畜的粪便及医院环境中都能

分离到ＰＡ，能够引起菌血症、创伤后伤口感染、肺炎、脑膜炎、

附睾炎、眼部感染、乳突炎等。但有报道称，在感染ＰＡ的囊性

纤维变性患者中，极少有真菌感染的发生，提示ＰＡ可能具有

抗真菌的活性。

１　材料与方法

１．１　材料　２０１２年５月至２０１２年９月从本院住院部及门诊

患者送检标本中共分离出不重复的ＰＡ２４株，经革兰染色、氧

化酶实验、Ｖｉｔｅｋ２全自动微生物鉴定仪（法国梅里埃公司）或

ＡＰＩ２０ＮＥ（法国梅里埃公司）对菌株进行鉴定。大肠埃希菌

（ＥＣ）ＡＴＣＣ２３９２２、肺炎克雷伯菌（ＫＰ）ＡＴＣＣ７００６０３及 ＰＡ

ＡＴＣＣ２５９２３为质控菌株。真菌质控菌株为白色念珠菌（ＣＡ）

ＡＴＣＣ９００２８、热带念珠菌（ＣＴ）、光滑念珠菌（ＣＧ）、近平滑念珠

菌（ＣＰ）、克柔念珠菌（ＣＫ）、葡萄牙念珠菌（ＭＳＢ）各５株，均分

离自临床标本。由科玛嘉平板及ＡＰＩ２０ＣＡＵＸ酵母样真菌鉴

定试条（法国梅里埃公司）对临床分离的真菌进行鉴定。

１．２　方法

１．２．１　纸片法　在沙堡罗培养基上涂布２个麦氏浊度的真菌

菌液，然后贴上无菌滤纸片（直径６ｍｍ），将ＰＡ制成０．５个麦

氏浊度的菌悬液，吸取３μＬ均匀涂在滤纸片上，孵育４８ｈ后，

观察结果。

１．２．２　十字交叉划线法　２４株临床ＰＡ菌株与３种质控菌株

分别培养２４ｈ后用０．９％生理盐水制成菌悬液，取３０μＬ菌悬

液至沙堡罗培养基上，用无菌棉签沿任意直径划宽为１ｃｍ的

划痕，然后放至３７℃培养基培养２４ｈ。用无菌刀片移除沙堡

罗培养基上的菌苔，取５ｃｍ的无菌滤纸浸满三氯甲烷后放入

一金属小盒子中，将移除菌苔的沙堡罗培养基生长面朝向滤纸

放好，三氯甲烷的蒸汽会杀灭残余的细菌，３０ｍｉｎ后将平板暴

露于生物安全柜中抽吸几分钟，让三氯甲烷挥发掉。将上述真

菌在沙堡罗培养基上培养４８ｈ后，制成１×１０６／ｍＬ菌悬液，棉

签醮取并沿着三氯甲烷处理过的菌痕作垂直相交划线。将平
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板３０℃孵育２４ｈ后，观察结果。

２４株ＰＡ中每一株都与６种念珠菌中的每一株进行测试。

平板按照以下规则判读，完全抑制真菌生长记作：＋；部分抑制

真菌生长记作：±；不能抑制真菌生长记作：－。

１．２．３　ＬＢ液体培养基中共孵育实验　无菌ＥＰ管中装入１

ｍＬＬＢ液体培养基，分别将上述纸片法中的每一株ＰＡ和每一

株真菌菌悬液各５０μＬ加入ＥＰ管中，１００ｒ／ｍｉｎ离心，３０℃摇

菌２４ｈ，取混悬液置显微镜下观察。另取５０μＬ真菌菌悬液放

入１ｍＬＬＢ液体培养基中作对照。

１．２．４　十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）

分析菌体蛋白差异　将完全有抑制作用的６号与１５号ＰＡ菌

株及完全无抑制作用的１号与２２号ＰＡ菌株作ＳＤＳＰＡＧＥ蛋

白分析。在ＬＢ液体培养基中１５０ｒ／ｍｉｎ离心，３５℃摇菌２４

ｈ，取沉淀及上清液分别煮沸１０ｍｉｎ后直接进行ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳，脱色后观察结果。

２　结　　果

２．１　纸片法结果　在２４株ＰＡ与３０株真菌的纸片法试验

中，２４株ＰＡ菌株中６、１５、１６、１７、１８、１９、２０号菌株对６种真菌

的３０株菌株均出现了明显的抑菌环，抑菌环直径非常接近，３、

９、２３号菌株有抑菌环但不明显，其余菌株及质控菌株均无抑

菌环出现，见图１。

　　１～２４：１～２４号ＰＡ菌株；Ａ：ＥＣＡＴＣＣ２３９２２；Ｂ：ＫＰＡＴＣＣ７００６０３；Ｃ：ＰＡＡＴＣＣ２５９２３；Ｄ：无菌水。

图１　　纸片法实验

２．２　十字交叉划线实验结果　部分ＰＡ（６、１５、１６、１７、１８、１９、

２０号菌株）出现明显的抑制现象，部分ＰＡ菌株（３、９、２３号菌

株）有轻微抑制作用，其余菌株及质控菌株均未出现抑制现象，

这与纸片法结果一致，见图２。２４株ＰＡ对各种真菌的抑制活

性情况见表１。

２．３　ＬＢ液体培养基中共孵育试验结果　有抑制作用的ＰＡ

菌株（６、１５号菌株）与真菌共培养时，发现真菌菌丝显著减少，

而无抑制作用的ＰＡ菌株（１、２２号菌株）共培养后菌丝数量与

真菌单独培养相近，见图３。

２．４　ＳＤＳＰＡＧＥ分析菌株蛋白差异　几株ＰＡ的共同点是在

３５×１０３ 处均有一明显条带，但其他条带存在明显差异：无抑

制作用的１、２２号ＰＡ菌株只在３５×１０３ 处有一明显条带，有

明显抑制效果的６、１５号ＰＡ菌株在３８、３５、２７、２４×１０３ 处均

有较清晰的条带，即６、１５号ＰＡ菌株要比１、２２号ＰＡ菌株多

出好几个条带，见图４。

　　１：ＣＡＡＴＣＣ９００２８；２：ＣＴ；３：ＣＧ；４：ＣＰ；５：ＰＡ三氯甲烷杀灭后。

图２　　十字交叉划线实验

　　Ａ：ＣＡ单独在ＬＢ中培养２４ｈ镜下结果，见大量孢子及真菌菌丝生长；Ｂ：ＣＡ与无抑制作用的２２号ＰＡ菌株在ＬＢ中共同培养２４ｈ镜下结果，

见大量孢子，仍有较多真菌菌丝生长；Ｃ：ＣＡ与有显著抑制作用６号ＰＡ菌株在ＬＢ中共同培养２４ｈ镜下结果，只见少量的孢子，未见明显真菌菌丝

生长。

图３　　ＬＢ液体培养基中共孵育实验（普通光学显微镜×４００）
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表１　　ＰＡ菌株抗真菌活性

真菌
ＰＡ菌株

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ ２０ ２１ ２２ ２３ ２４

质控菌株

ＥＣ ＫＰ ＰＡ

ＣＡ － － ± － － ＋ － － ± － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ± － － －

ＣＴ － － ± － － ＋ － － ± － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ± － － － －

ＣＧ － － ± － － ＋ － － ± － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ± － － － －

ＣＰ － － ± － － ＋ － － ± － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ± － － － －

ＣＫ － － ± － － ＋ － － ± － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ± － － － －

ＭＳＢ － － ± － － ＋ － － ± － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ± － － － －

　　Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１：１号ＰＡ菌株上清；２：１号ＰＡ菌株沉淀；３：６

号ＰＡ菌株上清；４：６号ＰＡ菌株沉淀；５：２２号ＰＡ菌株上清；６：２２号

ＰＡ菌株沉淀；７：１５号ＰＡ菌株上清；８：１５号ＰＡ菌株沉淀。

图４　　ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图

３　讨　　论

ＰＡ是广泛存在于水、土壤、动物体内的一种条件致病菌，

以往研究只关注ＰＡ作为致病菌在临床上能引起一些感染性

疾病，但在环境与个体中ＰＡ常会与周围的其他微生物相互作

用，抑制甚至杀死其他微生物。

已有资料表明，ＰＡ的二代产物，如植物毒素、黏液、抗真

菌化合物的产生，对自然环境中的其他微生物有明显的选择作

用。Ｈｏｇａｎ等
［１］报道称，ＰＡ能在ＣＡ菌丝上形成厚厚的生物

被膜从而杀死ＣＡ，表明ＰＡ影响的是ＣＡ的菌丝形成，而不是

孢子形成，因为他们的细胞壁存在差异；另外一些ＰＡ的毒力

因子（如四型菌毛、磷脂酶Ｃ、吩嗪等）同样也与杀死ＣＡ的菌

丝有关。Ｋａｌｅｌｉ等
［２］报道ＰＡ对ＣＡ、ＣＰ、ＣＫ及ＣＴ的抑制率

在使用血平板和沙堡罗培养基时差异无统计学意义。

另有一些研究表明，ＰＡ和ＣＡ在人体内相互作用。在囊

胞性纤维症中有超过８０％的患者会伴有ＰＡ感染，而广谱抗菌

药物和类固醇激素的使用也会导致烟曲霉和 ＣＡ 的感染。

Ｈｕｇｈｅｓ等
［３］发现在感染ＰＡ的囊胞性纤维症患者中只有１０％

ＣＡ皮肤试验阳性，而未感染ＰＡ的囊胞性纤维症患者中则有

３０％的阳性率，表明ＰＡ产生了一些抗真菌的物质防止念珠菌

感染。另外也有报道称，ＰＡ可以抑制隐球菌的生长
［４５］。而

到目前为止，还没有在囊泡性纤维症患者体内分离出隐球菌的

报道，隐球菌与ＰＡ都是常见的肺部致病菌，如果这二者不能

同时定植，那么有可能是ＰＡ抑制了隐球菌生长，绿脓菌素和

喹诺酮系统可能是预防囊泡性纤维症患者肺部感染隐球菌的

主要原因。

ＰＡ能产生多种细胞间因子如群体感应系统丝氨酸内酯、

鼠李糖脂、氧化还原吩嗪、胰蛋白酶Ｅ、磷脂酶Ｃ、胞外多糖、胞

藻酸盐等。Ｈｏｇａｎ等
［６］发现ＰＡ能产生一种丝氨酸内酯，是一

种细胞间信号分子，能充分抑制ＣＡ菌丝形成。

Ｇｒｉｌｌｏｔ等
［７］通过ＰＡ与酵母菌纯培养及混合培养来调查

ＰＡ与酵母菌间的相互作用，报道显示所有被测试酵母菌在血

平板和在与细菌的过滤液中共同培养时均受到抑制。Ｇｕｐｔａ

等［８］报道有５９％的念珠菌在烧伤时与细菌混合感染。然而，

在有ＰＡ存在时，真菌的定植明显受到抑制。这也表明ＰＡ能

杀死或抑制致病性真菌的生长。Ｋｅｒｒ等
［９］报道ＰＡ临床菌株

的主要抗真菌活性是通过产生氧化还原色素、绿脓菌素等来抑

制ＣＡ和烟曲霉的。绿脓菌素能降低人类上皮细胞中的环磷

酸腺苷和三磷酸腺苷［１０１４］。

本次研究发现，部分ＰＡ对真菌有显著的抑制效果，部分

ＰＡ有一定抑制作用，而另外一些则对真菌完全没有抑制作

用。如６号ＰＡ菌株出现了非常明显的抑菌环（图１），通过十

字交叉划线及共培养进一步发现，６号及１５号ＰＡ菌株的抑制

作用非常强，通过ＳＤＳＰＡＧＥ发现这两株菌与１号及２２号ＰＡ

菌株的蛋白条带比较差异明显，比后者多出２～３个条带（图４），

多出的条带是否与其抑制真菌的活性存在相关性，有待进一步

研究。

综上所述，ＰＡ在体内和体外都具有强大的抗真菌活性，

原因可能是他能产生绿脓菌素形成生物被膜，及产生多种细胞

间因子如群体感应系统丝氨酸内酯、鼠李糖脂、氧化还原吩嗪、

胰蛋白酶Ｅ、磷脂酶Ｃ等及分泌各种蛋白类物质抑制真菌菌丝

从而抑制真菌生长。作者将进一步分离和纯化这些物质，作进

一步研究。
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养老观念相关。丧偶、离婚、家庭关系紧张、家人重病等负性经

历都容易导致老年人心理问题。进入老年期后，个体的社会、

躯体功能均发生退化，躯体疾病逐渐增多，伴随生活自理能力

逐渐下降，对家庭内外的人际关系均产生不良影响，容易造成

心理负担，产生不良情绪体验，严重影响老年人心理健康。农

村老年人常无固定收入，缺乏独立的经济来源和可靠的经济保

障，生活水平较低，因经济问题造成的家庭成员之间的矛盾以

及老年人在社会和家庭中经济地位的改变，也是影响老年人心

理健康的因素之一。农村老年人ＳＣＬ９０总分与ＳＳＲＳ总分及

各因子分呈显著负相关关系，说明其所获得的社会支持越多，

心身健康状况及心理状况越好。国内外大量研究发现，社会支

持、正性情感及正性体验与个体的心理健康呈显著正相关［１７］，

对心理健康有促进作用。农村家庭养老的老年人ＳＣＬ９０总

分与神经质、精神质呈显著正相关，与内外向呈显著负相关，说

明老年人情绪越稳定，精神质越低，性格越外向，其心理健康状

况越好。

多元逐步回归分析表明，养老方式、婚姻状况、社会支持是

影响农村老年人心理健康的主要因素。因此，应从改善养老条

件、建立和谐家庭、较好地应用社会支持资源入手，提高老年人

心理健康水平。

（志谢：重庆市精神卫生中心蒋国庆、罗英茂、廖春梅、赵

晋、陈非、陈黎明、刘涛、程柯翔、张骁等医师协助调查和统计资

料，一并志谢。）
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ｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ．［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９４，３２（２）：５２５

５２７．

［１０］ｄｅＭａｃｅｄｏＪＬ，ＳａｎｔｏｓＪＢ．Ｂａｃｔｅｒｉａｌａｎｄｆｕｎｇａｌｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆｂｕｒｎｗｏｕｎｄｓ［Ｊ］．ＭｅｍＩｎｓｔＯｓｗａｌｄｏＣｒｕｚ，２００５，１００

（５）：５３５５３９．

［１１］ＤｕｂｅｒｎＪＦ，ＤｉｇｇｌｅＳＰ．Ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇｂｙ２ａｌｋｙｌ４ｑｕｉｎ

ｏｌｏｎｅｓｉｎＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａａｎｄｏｔｈｅｒｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｓｙｓｔ，２００８，４（９）：８８２８８８．

［１２］ＤｉｇｇｌｅＳＰ，ＷｉｎｚｅｒＫ，ＣｈｈａｂｒａＳＲ．ＴｈｅＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ

ａｅｒｕｇｉｎｏｓａｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓｉｇｎａｌｍｏｌｅｃｕｌｅｏｖｅｒｃｏｍｅｓｔｈｅｃｅｌｌ

ｄｅｎｓｉｔｙｄｅｐｅｎｄｅｎｃｙｏｆｔｈｅｑｕｏｒｕｍ ｓｅｎｓｉｎｇｈｉｅｒａｒｃｈｙ，

ｒｅｇｕｌａｔｅｓｒｈｌｄｅｐｅｎｄｅｎｔｇｅｎｅｓａｔｔｈｅｏｎｓｅｔｏｆｓｔａｔｉｏｎａｒｙ

ｐｈａｓｅａｎｄｃａｎｂｅｐｒｏｄｕｃｅｄｉｎｔｈｅａｂｓｅｎｃｅｏｆｌａｓｒ［Ｊ］．Ｍｏｌ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００３，５０（１）：２９４３．

［１３］ＬｅＢｅｒｒｅＲ，ＦａｕｒｅＫ，ＮｇｕｙｅｎＳ．Ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇ：ａｎｅｗ

ｃｌｉｎｉｃａｌｔａｒｇｅｔｆｏｒＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ？［Ｊ］．ＭｅｄＭａｌ

Ｉｎｆｅｃｔ，２００６，３６（７）：３４９３５７．

［１４］Ｋｅｅｌｉ?ｚｃａｎＳ，ＤüｎｄａｒＤ，ＳｎｍｅｚＴａｍｅｒＧ．Ａｎｔｉｃａｎ

ｄｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｌｉｎｉｃａｌＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｓｔｒａｉｎｓ

ａｎｄｉｎｖｉｔｒｏｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＣａｎｄｉｄａｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＭｉｋｒｏｂｉｙｏｌＢｕｌ，２０１２，４６（１）：３９４６．

（收稿日期：２０１３１０１４　修回日期：２０１３１１２０）
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