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上尿路结石患者血清、尿液、结石中纳米细菌的检测

粟宏伟，朱永生，邓清富，陈同良

（泸州医学院附属医院泌尿外科，四川泸州６４６０００）

　　摘　要：目的　检测上尿路结石患者与健康者的血清、尿液里纳米细菌和尿路结石标本里的纳米细菌感染情况，分析纳米细

菌在尿路结石形成中的作用。方法　对３０例健康者和４２例上尿路结石患者的血清、尿液标本以及后者的结石标本处理后用含

１０％热灭活γ胎牛血清（γＦＢＳ）的ＰＭＢＩ１６４０培养基行纳米细菌培养，观察其生长情况，并对培养后的标本行聚合酶链反应

（ＰＣＲ）检测，ＰＣＲ产物通过测序与原序列比对进一步分析。结果　培养４～６周后，部分培养管底出现肉眼可见的白色（或黄色）

絮状物或沉淀物。ＰＣＲ检测结石患者与健康者的血清纳米细菌阳性率分别为９０．４％和６．７％，尿液中二者的纳米细菌阳性率分

别为９２．８％和６．７％，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。纳米细菌在上尿路结石中的阳性率为９５．２％。碱基测序结果与原序列比

对，吻合率高达９８．７２％。结论　纳米细菌广泛存在于上尿路结石患者的血清、尿液与结石中，提示纳米细菌可能是上尿路结石

形成的重要因素。
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　　纳米细菌为芬兰科学家 Ｋａｊａｎｄｅｒ等
［１］发现，近年来的研

究发现，纳米细菌与人体骨骼外钙化性疾病密切相关［２３］。本

研究采用哺乳细胞培养条件下培养和聚合酶链反应（ＰＣＲ）检

测等法观测上尿路结石患者的血液、尿液、结石以及健康人尿

液、血液中纳米细菌的感染情况。

１　资料与方法

１．１　一般资料　健康者男１２例，女１８例，平均年龄（３８．２±

１５．３）岁，来源于门诊健康体检者，血清与尿液标本各３０份。

上尿路结石患者４２例，男２３例，女１９例，平均年龄（４２．６±

１７．３）岁；其中肾结石２５例，输尿管结石１７例，结石来源于手

术取石或体外震波碎石。

１．２　血清与尿液处理　将无菌条件下获得的尿液２ｍＬ用生

理盐水稀释５倍，离心４５ｍｉｎ（１４０００×ｇ）；取管底２ｍＬ混匀，

以０．４５μｍ滤纸过滤后，再以生理盐水稀释５倍，离心４５ｍｉｎ

（１４０００×ｇ）；取管底１ｍＬ液体充分混匀后，经０．２２μｍ的滤

纸加压过滤。静脉血液３ｍＬ，分离获得血清后，经０．２２μｍ的

滤纸加压过滤，收集备用。

１．３　结石处理　将结石放置于１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ中去矿物质处

理，然后磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）中和、洗涤；高速离心１５ｍｉｎ；将

沉淀物加入ＰＭＢＩ１６４０培养基混匀，经０．２２μｍ的滤纸加压

过滤，收集滤过液备用。

１．４　纳米细菌的培养　取处理后的血清、尿液、结石的滤过液

１ｍＬ加入含１０％热灭活γ胎牛血清（γＦＢＳ）的ＰＭＢＩ１６４０

培养基中培养４～６周，培养条件为３７℃、ｐＨ７．４、５％ＣＯ２ 和

９５％空气。以等量经０．２２μｍ的滤纸过滤的生理盐水、γＦＢＳ

和ＰＭＢＩ１６４０在相同条件下培养作为阴性对照。

１．５　纳米细菌的鉴定　（１）每周观察培养液的变化情况，看有

无白色絮状物或沉淀物形成，从而确定有无纳米细菌生长；（２）

从ＮＣＢＩ基因库搜索到纳米细菌的基因序列，编号 Ｘ９８４１９，来

源于超滤的血液以及血液制品，将该序列进行ＢＬＡＳＴ比对，

发现该基因在与其他不同来源的基因有较大的相似性，于是作

者采用差异较大部分分段合成引物（上海博亚），上游引物为
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ＰｒｉｍｅｒＡ（１２１）：５′ＡＡＣＧＡＡＣＧＣＴＧＧＣＧＧＣＡＧＧＣＴ３′；

ＰｒｉｍｅｒＢ（５２９５４９）：５′ＡＧＧＧＣＴＣＡＡＣＣＣＣＧＧＡＡＣＴＧＣ

３′；下游引物为ＰｒｉｍｅｒＣ（１２８４１３０４）：５′ＧＧＣＣＣＧＧＧＡＡＣＧ

ＴＡＴＴＣＡＣＣＧ３′；ＰｒｉｍｅｒＤ（１３８６１４０６）：５′ＣＡＣＣＣＣＡＧＴ

ＣＧＣＴＧＡＣＣＣＴＡＣ３′。取培养液用０．４５μｍ滤膜过滤，以

过滤液作为模板，分段进行 ＰＣＲ，共４个反应。ＰｒｉｍｅｒＡ 与

ＰｒｉｍｅｒＣ、ＰｒｉｍｅｒＡ与ＰｒｉｍｅｒＤ、ＰｒｉｍｅｒＢ与ＰｒｉｍｅｒＣ、以及Ｐｒｉｍ

ｅｒＢ与ｐｒｉｍｅｒＤ。反应体系如下：上下游引物各１μＬ，ｂｕｆｆｅｒ３

μＬ，ＭｇＣｌ２２μＬ，Ｔａｑ酶（Ｔａｋａｒａ）１μＬ，Ｈ２Ｏ２２μＬ，总体系３０

μＬ。将产物进行凝胶电泳，并将产物送测序，将测序结果与原

基因通过Ｊｅｌｌｙｆｉｓｈ进行比对。

１．６　统计学处理　统计软件为ＳＰＳＳ１１．５。计数资料采用χ
２

检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　培养液观察结果　培养液观察４～６周后，健康者的血

清、尿液培养管各有１例（３．３３％）出现附于管底的白色沉淀

物。４２例上尿路结石患者的血清培养管中，有２８例（６６．７％）

出现肉眼可见的白色（黄色）絮状物或沉淀物，尿液培养管中有

３１例（７３．８％）出现白色（黄色）絮状物或沉淀物，结石标本培

养管中有３６例（８５．７％）出现白色或黄色絮状物或沉淀物。而

对照的生理盐水、γＦＢＳ和ＰＭＢＩ１６４０组中均无白色（黄色）絮

状物或沉淀物出现。对于出现白色絮状物或沉淀物的标本经

常规染色在普通显微镜下均未见细菌或真菌。见图１。

图１　　结石患者尿液培养６周后结果

　　Ｍ：ｍａｋｅｒ；１：ＡＣ引物扩增片段；２：ＡＤ引物扩增片段；３：ＢＣ引物

扩增片段；４：ＢＤ引物扩增片段；５～７：以对照组培养产物作为模版扩

增，无目的片段。

图２　　ＰＣＲ法检测纳米细菌

２．２　ＰＣＲ检测　健康者的血清、尿液的纳米细菌的阳性率均

为６．７％；上尿路结石患者的血清、尿液和结石纳米细菌的阳

性率分别为９０．４％、９２．８％和９５．２％。纳米细菌在健康者和

上尿路结石患者中的阳性率差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

所有在培养瓶底出现沉淀物的标本ＰＣＲ检测均为阳性，亦有

部分无肉眼可见沉淀物出现的标本 ＰＣＲ 检测为阳性。见

图２。

２．３　碱基测序　将引物Ａ、Ｃ扩增出的ＰＣＲ产物直接连接到

Ｔ载体上，通过蓝白斑筛选白斑克隆，提取质粒电泳，ＰＣＲ验

证后送测序，测序结果显示，从尿结石培养物中获得的ＰＣＲ产

物与基因ＢＡＮＫ的序列Ｘ９８４１９用软件Ｊｅｌｌｙｆｉｓｈ进行比对，碱

基序列与报告序列高度吻合，吻合率高达９８．７２％。见图３、４。

图３　　ＰＣＲ鉴定重组质粒

图４　　测序结果与基因ＢＡＮＫ提供的序列比较

３　讨　　论

泌尿系结石是泌尿外科的常见病之一，我国泌尿系结石发

病率为１％～５％，南方高达５％～１０％，其中２５％的患者需住

院治疗，严重威胁患者的健康［４］。结石的发生机制有很多学

说，但目前尚无定论。纳米细菌具有独特的矿化能力，具有明

显的促成核作用，在体内可能诱导钙化和促进结石的形成［５６］。

近年来的研究发现纳米细菌有肾趋向性和细胞毒性，可致肾慢

性感染、肾小管上皮细胞损害凋亡等，从而诱发形成肾结石，这

可能是肾结石形成的一种重要的危险因素和机制［６９］。国内于

澄钒等［１０］亦研究发现纳米细菌损伤细胞后，细胞的晶体黏附

性明显增强，随损伤作用时间的延长，细胞与一水草酸钙晶体

的黏附量也会相应地增加。

纳米细菌是已知最小的细菌，常规检测方法难以发现，细

菌培养有助于发现纳米细菌，但其无法在普通微生物培养条件
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下倍增，而在哺乳细胞培养条件下却能繁殖［１１１２］。作者采用

Ｃｉｆｔｃｉｏｇｌｕ等
［７］介绍的方法和培养条件分别对上尿路结石患者

的血清、尿液、结石和健康者的血清、尿液进行培养，在４～６周

后，部分培养管里陆续出现白色（黄色）的絮状物，其中部分管

底附有白色（黄色）沉淀，而生理盐水、γＦＢＳ和ＰＭＢＩ１６４０对

照组则未出现。所有出现白色（黄色）的絮状物或附有白色（黄

色）沉淀的样本，随后的ＰＣＲ检测均为阳性，证实了特殊环境

的培养，是鉴定纳米细菌的重要方式之一。但其所需时间较

长，临床使用不便，故需进一步改进方法或结合其他方式来缩

短鉴定周期。

在纳米细菌的进一步鉴定方面，作者根据ＮＣＢＩ基因库里

纳米细菌的基因序列（Ｘ９８４１９）设计了相应引物，对培养液进

行ＰＣＲ检测，将ＰＣＲ产物进行测序比对的结果显示，与基因

库里纳米细菌的序列吻合率达９８．７２％，证实了ＰＣＲ产物即

是纳米细菌，说明ＰＣＲ检测纳米细菌是可行的，这与国内外的

一些学者研究结果相似［１３１４］。但也有学者未能扩增出目标序

列，这可能与引物设计缺乏特异性或标本处理不当等有关。

ＰＣＲ检测发现健康者血清的纳米细菌的阳性率为６．７％，这与

国内王学军等［１５］采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法检测的结

果相近，但明显低于上尿路结石患者的血清、尿液和结石纳米

细菌９０．４％、９２．８％、９５．２％的阳性率。结石患者血清、尿液

和结石中的高阳性率提示纳米细菌在上尿路结石形成中具有

重要的作用，以至于 Ｋａｊａｎｄｅｒ等
［６］推论肾结石的形成是由纳

米细菌感染造成的，就像幽门螺旋杆菌导致消化性溃疡一样，

起始因素为细菌感染，内源性的因素和饮食环境因素影响它们

的进展。但其具体的机制和更多的证据尚需要进一步研究发

现，下一步作者准备构建纳米细菌致上尿路结石的动物模型，

深入研究纳米细菌在结石形成中的具体作用。
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