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　　摘　要：目的　分析ＳｙｓｍｅｘＵＦ５００ｉ全自动尿沉渣分析仪对大肠埃希菌Ｌ型细菌计数的特点。方法　氨苄西林诱导大肠埃

希菌成Ｌ型，观察细菌Ｌ型的菌落、形态、染色特点；配制一定菌液浓度，并用培养法验证配制菌液的实际浓度；用ＳｙｓｍｅｘＵＦ

５００ｉ全自动尿沉渣分析仪对已知菌液浓度菌液进行细菌计数；比较大肠埃希菌Ｌ型理论浓度与ＳｙｓｍｅｘＵＦ５００ｉ全自动尿沉渣分

析仪细菌计数结果的差异。结果　氨苄西林极易诱导大肠埃希菌成为Ｌ型，细菌Ｌ型形态、染色与细菌型有极大不同；Ｓｙｓｍｅｘ

ＵＦ５００ｉ全自动尿液沉渣分析仪测定大肠埃希菌Ｌ型细菌计数结果远低于理论浓度。结论　大肠埃希菌不稳定Ｌ型与相对稳定

Ｌ型在ＳｙｓｍｅｘＵＦ５００ｉ全自动尿沉渣分析仪细菌计数结果，与细菌型计数不同；由于细菌的聚集性，所测定的细菌个数远低于实

际细菌数；为了准确得出尿沉渣细菌计数结果，最好在临床用药前送检尿液标本。
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　　细菌 Ｌ型（ｂａｃｔｅｒｉａＩＬｆｏｒｍｓ）即细菌细胞壁缺陷型（ｃｅｌｌ

ｗａｌｌｄｅｆｉｃｉｅｎｔｂａｃｔｅｒｉａ，ＣＷＤＢ），是细菌等微生物细胞壁缺陷的

变异型［１］。β内酰胺类抗菌药物
［２４］、７５％乙醇、聚维碘酮

［５］等

均可导致细菌Ｌ型形成。尿沉渣分析仪的细菌计数在泌尿系

感染快速诊断中应用价值，已在多篇文献中证实［５６］。当细菌

由普通形态变成Ｌ型后，在尿沉渣分析仪中细菌计数特点，尚

未见专门研究。为了解细菌Ｌ型在尿沉渣分析仪中的计数特

点，本文以大肠埃希菌为例，进行以下研究。

１　材料与方法

１．１　菌种　大肠埃希菌标准菌株（ＡＴＣＣ２５９２２株）购于广州

天和微生物有限公司。

１．２　主要仪器与试剂　 氨苄西林购于河南新乡华星药厂，

ＳｙｓｍｅｘＵＦ５００ｉ全自动尿沉渣分析仪及配套试剂（包括质控

品）购自日本希森美康医用电子有限公司，血平板由安图生工

有限公司提供，Ｌ型培养基购自杭州天和微生物有限公司，滤

纸购自杭州新华集团有限公司，一次性针头式过滤器（０．４５

μｍ）购自天津津腾公司，ＰｈｏｅｎｉｘＳｐｅｃ
ＴＭ比浊计购自美国ＢＤ

公司。

１．２　方法

１．２．１　大肠埃希菌Ｌ型的诱导　参照文献［２］并加以改进。

（１）制备每片２００μｇ氨苄西林药物纸片：用无菌生理盐水稀释

药粉，取含１ｇ氨苄西林干粉倍比稀释成２０μｇ／μＬ的水溶液，

每张无菌小纸片滴加１０μＬ，干燥后制成。（２）Ｌ型培养基制

备：制备８５７无血浆Ｌ型固体平板培养基。（３）Ｌ型诱导：采

用平板纸片法，在Ｌ型平板上用每片２００μｇ氨苄西林药物纸

片不断传代诱导成Ｌ型，逐日观察，取生长物涂片作革兰氏染

色和细胞壁染色并观察细菌形态及染色性的变化。连续诱导

７～１０代后，用０．４５μｍ一次性无菌滤嘴加压过滤，获得Ｌ型

菌，再继续传代一次。（４）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１５ｍｉｎ，水洗

·５５８·国际检验医学杂志２０１４年４月第３５卷第７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｐｒｉｌ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．７



后加０．５％结晶紫溶液染３ｍｉｎ，水洗，干燥后镜检。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。

１．２．２　菌悬液的配制及菌液浓度的验证　挑取具有典型Ｌ

型形态的菌落，无菌生理盐水配制菌悬液，用０．４５μｍ一次性

无菌滤嘴加压过滤制备０．１５麦氏点浊度菌悬液，用培养法验

证细菌浓度，方法同文献［７］。

１．２．３　ＳｙｓｍｅｘＵＦ５００ｉ全自动尿沉渣分析仪细菌计数　将

培养后剩余菌悬液混匀后，立即用ＳｙｓｍｅｘＵＦ５００ｉ全自动尿

沉渣分析仪进行细菌计数（分别测定３次，求均值），记录检测

结果并分析理论浓度与尿沉渣细菌计数间的相关性。

２　结　　果

２．１　大肠埃希菌Ｌ型观察　在Ｌ型平板上药物纸片抑菌圈

处，诱导２～３代后开始发现有细菌Ｌ型颗粒状菌落，见图１Ａ；

涂片染色可见革兰氏阴性，长短、弯曲程度不一的杆菌，可见圆

球体，见图１Ｂ；继续培养至第７代，涂片有许多圆球体、长丝体

缠绕在一起，偶见巨形体，见图１Ｃ～Ｄ；继续诱导传代，细菌菌

落形态均为典型颗粒型，未见油煎蛋及丝状体菌体形态，用此

法诱导出来的大肠埃希菌Ｌ型在诱因存在条件下保持相对稳

定，去除诱因易返祖。

　　Ａ：大肠埃希菌Ｌ型颗粒型菌落镜下照片（诱导２～３代，×４０）；Ｂ：大肠埃希菌Ｌ型菌革兰氏染色照片（诱导２～３代，×１０００）；Ｃ：大肠埃希菌

Ｌ型菌革兰氏染色照片（诱导７代，×１０００）；Ｄ：大肠埃希菌Ｌ型菌细胞壁染色照片（诱导７代，×１０００）。

图１　大肠埃希菌Ｌ型观察照片

２．２　大肠埃希菌 Ｌ型菌悬液浓度验证及相关性分析　大肠

埃希菌 Ｌ型理论细菌浓度与培养菌落浓度呈正相关（狉＝

０．９７４，犘＜０．０５），见图２。

图２　大肠埃希菌Ｌ型菌理论细菌浓度与培养细菌

　　浓度相关性分析

图３　理论细菌浓度与ＳｙｓｍｅｘＵＦ５００ｉ全自动尿沉渣

分析仪Ｌ型细菌计数相关性分析

２．３　ＳｙｓｍｅｘＵＦ５００ｉ全自动尿沉渣分析仪细菌计数结果　

大肠埃希菌 Ｌ型理论细菌浓度与ＳｙｓｍｅｘＵＦ５００ｉ全自动尿

沉渣分析仪细菌计数结果呈正相关（狉＝０．９６９，犘＜０．０５），见

图３。

３　讨　　论

尿路感染（ＵＴＩ）是临床常见病和多发病，严重危害人类健

康和生活质量，所以及时准确的诊治显得尤其重要［８］。尿液检

查以其简便、快捷、标本易得、结果有效而被临床广泛应用［９］。

相比ＵＴＩ诊断的金标准（尿液培养）的较长报告时间，尿沉渣

细菌计数已被临床科室用于ＵＴＩ的快速诊断。

但是，随着抗菌药物的广泛应用，临床上部分 ＵＴＩ患者，

即使出现明显症状，却不能通过常规的尿细菌培养确诊，此时

应考虑Ｌ型细菌感染的可能
［８］。细菌的细胞壁缺陷既包括天

然具有细胞壁的各种细菌在受到影响细胞壁合成或破坏细胞

壁结构的因素作用下形成的细胞壁缺陷变异型，也包括天然缺

乏细胞壁的支原体［１０］。对于 ＵＴＩ细菌感染症的病原学诊断

与治疗来说，研究天然缺乏细胞壁的支原体具有更加重要的

意义。

细菌Ｌ型由于缺失细胞壁，在分裂时不能像原菌那样按

时断裂，可膨胀成巨形体，或在其中增殖、破裂成原生小体（如

无壁的病毒），或因不能按时分裂而增殖成长丝［１］。在普通光

学显微镜下常见形态特征为明显大于经典细菌型的圆球形和

长丝形，其中圆球形的Ｌ型细胞直径可小于０．０１μｍ 或大于

５０μｍ，丝形 Ｌ型的长度和宽度都显著大于各种经典细菌

型［１０］。目前已有使用全自动尿沉渣分析仪进行细菌计数时，

大量成堆细菌菌团误认为红细胞的相关报道［１１］。当形态明显

异于正常细菌的Ｌ型原球体或丝状体存在的情况下，是否会

干扰尿沉渣分析仪的细菌计数？Ｌ型细菌在仪器中细菌计数

的特点又是怎样的？解决上述问题是本次研究的目的。

本文采用平板法，以临床常见的抗菌药物对大肠埃希菌诱
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导，发现在氨苄西林诱导作用下，大肠埃希菌的菌落变成颗粒

型，而菌体形态则由最初的革兰阴性小杆菌逐渐变成长杆菌、

圆球体、丝状菌、巨形体，当菌液浓时成为丝状，可形成网状，类

似于真菌菌丝，与正常菌体有明显区别。

在本研究中，大肠埃希菌Ｌ型在ＳｙｓｍｅｘＵＦ５００ｉ全自动

尿沉渣分析仪中的细菌计数，理论浓度与仪器细菌计数之间有

较大的差导，并且尿沉渣细菌计数明显低于理论浓度，说明尿

沉渣分析仪的细菌计数并不能准确反映Ｌ型细菌实际浓度，

这一计数特点与细菌型相同，原因还可能是与细菌的聚集性相

关［７］。但是，细菌型在同一尿沉渣分析仪细菌计数较细菌Ｌ

型高出近一倍，此差异是否能说明同一细菌的细菌型在尿沉渣

分析仪的计数一定就大于Ｌ型？作者认为是否定的，理由有３

点：（１）由Ｌ型菌生长特性决定，其液体培养基内都表现为沉

淀生长，混悬在生理盐水或蒸馏水内也可迅速沉积，可导致吸

样不均匀；（２）检测结果重复性不佳，由于细菌的聚集程度、振

摇程度不同，导致结果有较大的差异；（３）细菌Ｌ型分为稳定Ｌ

型、相对稳定Ｌ型与不稳定Ｌ型，稳定Ｌ型不论是在不含诱导

剂的培养基中多次传代培养或是在动物体内，都能够保持相对

稳定的性质或不能自发返祖［１０］。而本次研究仅诱导出相对稳

定Ｌ型与不稳定Ｌ型，尚不能预知稳定Ｌ型在尿沉渣分析仪

中的特点。但是根据稳定Ｌ型无法自发返祖导致了培养困难

的特点，推测此型菌用ＳｙｓｍｅｘＵＦ５００ｉ全自动尿沉渣分析仪

计数可能会出现尿沉渣分析仪细菌计数阳性但培养阴性的结

果。因此，对泌尿系统感染的诊断除了缩短检验时间，改进检

测方法的特异性与敏感性外，在临床用药前进行尿液标本的送

检，避免Ｌ型细菌的形式，也是快速准确诊断与治疗的关键。
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