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前列腺结石患者结石中纳米细菌的分离和 !"#$%&’基因的鉴定

沈学成!$杨)杰&$饶贤才&$宋)波!$周占松!))"第三军医大学!!西南医院全军泌尿外科研究所$&基础医学部微生物学教
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))摘)要!目的)检测纳米细菌在前列腺结石中的分布情况$探讨其在前列腺结石发病中的作用% 方法)采集前列腺
结石患者的前列腺结石标本$分离培养纳米细菌$采用*+,法对纳米细菌 !-. /,01基因进行扩增$电泳分析结果并测序%
结果)将*+,得到的特异性片段的测序结果与已知纳米细菌 !-. /,01序列进行比较$相似度为 2’3!分值 4& %’" 5678
"! &2"#$ 期望值4"9"&相似度4! (’:;! %"2 "2’3#$ 缺失4%;! %"2 ""3#&链4正;正% 结论)*+,法和测序可以作为
纳米细菌 !-. /,01基因的检测手段&前列腺结石患者的结石中存在着纳米细菌的感染%
))关键词! 纳米细菌&前列腺结石&聚合酶链式反应&!-. /,01基因
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))纳米细菌"CICK5IA7@/6I$ 0J#是由芬兰科学家\I#
]ICW@/发现并命名$是迄今发现的唯一能产生羟磷灰
石矿物沉积于人体的病原菌$且在人群中的感染率较
高% 纳米细菌生长过程中能在菌体周围产生坚硬的矿
化外壳$导致被感染细菌产生病理性钙化’!( % 国外学
者研究发现肾结石患者的血液)尿液和结石中存在纳
米细菌’& -̂( $并成功地建立了纳米细菌致大鼠肾结石
动物模型’(( % 前列腺结石和肾结石在成核机制方面
有许多相似之处$如细菌感染)促或抑成核因子的作
用)钙离子浓度等$但前列腺结石中是否存在纳米细
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菌$国内外尚少见报道% 本研究应用基因扩增和测序
的方法探索纳米细菌在前列腺结石中的分布情况$并
对其在前列腺结石发病中的作用进行研究%

!;资料与方法

!9!)对象及分组
))随机选择 &""- 年 !! 月至 &"": 年 ( 月在第三军医大学西
南医院泌尿外科住院的前列腺结石患者$根据病史)>线)J超
检查结果筛选出 %" 例$年龄 $& ‘-: 岁$平均 -" 岁% 手术中无
菌采集前列腺结石患者的结石标本%
!9&)主要试剂
)),V*N!-%" 培养基购自<QAPKC@"北京#公司$!射线照射过
的胎牛血清"!#_J.# 购自美国F65AK公司$*VT#!’X载体购自
大连宝生物公司$T01提取试剂盒)胶回收试剂盒购自 XN#
10TL科技公司$*+,反应体系购自大连宝生物公司$引物合
成于上海生物工程公司%
!9()纳米细菌的分离培养
!9(9!)标本的处理))手术中无菌采取患者结石标本$
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第 &期) 沈学成$等9前列腺结石患者结石中纳米细菌的分离和 !-. /,01基因的鉴定)

! UKP;a<+P浸泡 (" U6C$以去除矿物质$"9$ UKP;a7/68进行中
和$碾碎结石$用生理盐水配成 $3浓度$用 "9&& "U滤膜过
滤$% c离心 %" U6C"&" """ d!#%
!9(9&)标本的培养))沉淀加入 ( UP含 !" 3热灭活 !#_J.
的,*VN!-%" 培养基悬浮$置 (: c)$3 +H&和 2$3空气条件下
培养 ( ‘% 周$整个操作中严格遵循无菌技术% 每周观察并纪
录纳米细菌的生长情况% 分别用 ,*VN!-%" "不加标本#)含
!"3热灭活 !#_J. 的 ,*VN!-%" "不加标本#)生理盐水加入
,*VN!-%" 做为阴性对照培养%
!9%)纳米细菌 !-. /,01基因的鉴定
!9%9!)引物设计))根据纳米细菌 !-. /,01基因序列"F@C#
JICe 登陆号!>2’%!2 # 设计 ! 对引物! $f#11+F11+F1+X#
FFFF+FF+1FF+#(f$$f#+1++++1FX+F+XF1+++#(f$由上海
生工公司合成%
!9%9&)提取纳米细菌全基因组 T01))培养 % 周后$培养管
底部出现白色菌群沉淀$将培养管中的培养基大部分弃去$留
取管底部分 !"" "P$彻底混匀后$移入离心管中$加入适量生理
盐水$% c离心 %" U6C " &" """ d!#&去上清$沉淀中加入
! UKP;a<+P"9$ UP混匀$(: c放置 (" U6C&加入! UKP;aX/68
"9$ UP中和$ % c离心 %" U6C" &" """ d!#$留沉淀备用&余下
步骤按XN10TL公司细菌 T01HMX使用手册 b!9( 进行操作%
!9%9()用合成的引物进行*+,扩增))*+,反应体系!XI\I#
,I=>"#$"$ M;"P# "9&$ "P$!" d=>"#$J?OO@/"VD&_/@@# $ "P$
VDAP&"&$ UUKP;a# % "P$W0X*V6[7?/@"各 &9$ UUKP;a# % "P$摸
板T01&9$ CD$引物 !"&" "UKP;a# ! "P$引物 &"&" "UKP;a#
! "P$双蒸水加至 $" "P% *+,反应条件!2% c $ U6C$2% c (" 8$
$: c (" 8$:& c 2" 8$(" 个循环$:& c !" U6C% 结果检测!反
应结束后取 $ "P反应产物$琼脂糖凝胶电泳检测%
!9%9% )回收特异性扩增片段))按 XN10TL公司柱式
T01J1+\使用手册b&9& 进行操作%
!9%9$)克隆鉴定特异性扩增片段))扩增片段克隆到 *VT#
!’X$按XI\I,I*VT!’#Xb@A7K/使用手册 T!"!1进行操作$转
化的质粒送大连宝生物工程公司进行核苷酸测序$将测序结果
与纳米细菌 !-. /,01基因序列进行比较$鉴定新分离的纳米
细菌%
!9$)统计学处理
))采用 .*.. !!9" 软件进行#&检验%

<;结果

&9!)培养结果的观察
&9!9!)标本生长情况))结石标本$用含 !" 3热灭活 !#_J.
的,*VN!-%" 培养基培养 ( ‘% 周后进行观察$发现 &’ 例培养
管底部出现紧贴管壁生长的白色沉淀物"图 !#% 根据生长情
况的不同$将标本分为$)%)&)’ % 组% 其中 % 例摇晃后完
全呈絮状漂浮"归入$组 #$’ 例摇晃后既有絮状漂浮物$又有
部分白色物质黏附于管底壁"归入%组 #$!- 例摇晃后完全黏
附于管底壁"归入&组#$!& 例无沉淀出现"归入’组# % 对全
部标本行单克隆抗体间接免疫荧光染色$白色沉淀完全或部分
黏附于培养管底部者"%g&#$纳米细菌阳性率达 ’(9(3&而
沉淀完全呈絮状或无沉淀者"$ g’#$阳性率仅为 (:9$3$两

者间差异有统计学意义"#& 4’9’-$%h"9"!#% 说明具有紧密
黏附于管底的沉淀物是纳米细菌培养过程中的一个重要的微

生物学特性$如伴有絮状漂浮物$则可能合并有其他细菌污染%

图 !;培养管底部的白色沉淀物

&9!9&)阴性对照培养情况)),*VN!-%""不加标本#)含!"3
热灭活 !#_J. 的,*VN!-%" "不加标本 #)生理盐水加入
,*VN!-%" 等阴性对照培养后未见白色沉淀物出现%
&9&)!-. /,01的鉴定
&9&9!)纳米细菌 !-. /,01基因的扩增))提取纳米细菌的
全基因组$用合成的引物进行*+,扩增$取 $ "P反应产物$!3
的琼脂糖凝胶电泳检测% 检测结果见图 &%
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V! T01标准"Ta&"""#& ! (̂! 不同标本扩增出的目的片段
图 <;纳米细菌 !"#$%&’基因的表达

&9&9&)纳米细菌 !-. /,01基因的克隆与酶切分析))扩增
片段克隆到 *VT#!’X载体上$进行质粒转化$提取质粒$并进
行单)双酶切$使用 ! 3 的琼脂糖凝胶电泳进行检测% 检测结
果见图 (%
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V!T01标准"Ta!""""#&!!重组质粒&&!重组质粒 &’()&;*+#$
双酶切&(!重组质粒&’()&单酶切

图 =;!"#$%&’基因重组质粒的酶切分析
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&9&9()纳米细菌 !-. /,01基因的测序与相似性分析))转
化的质粒送大连宝生物工程公司进行核苷酸测序$特异性片段
的测序结果经软件与纳米细菌 !-. /,01基因序列进行比较后
发现相似度为 2’3% 比照结果$分值 4& %’" 5678"! &2"#$ 期
望值 4"9"&相似度 4! (’:;! %"2 "2’3#$ 缺失 4%;! %"2
""3#&链4正;正%
))根据比照结果显示我们获得的特异性片段与基因库中的
纳米细菌的 !-. /,01基因高度一致$从而证实我们获得的特
异性片段即是纳米细菌的 !-. /,01$也证明了前列腺结石中
确实存在着纳米细菌%

=;讨论

))结石病是发病率较高的疾病$在我国的发病率为
:3 ‘!"3$严重威胁患者的健康’: !̂"( % 关于结石的
发生机制有很多学说$但目前尚未定论’:( % 由于新近
发现纳米细菌具有独特的矿化作用$通过电镜观察证
实纳米细菌的矿化外壳是由许多薄层矿物质组成的$
傅立叶变换红外线色谱仪"_XN,# 测得其主要成分为
碳酸盐羟磷灰石% 用能量色散 >线微量分析"=T>#
发现纳米细菌矿化外壳中钙磷成分明显占优$分别达
&(9%3 ‘&(9$3和 !&9(3 ‘!%9-3$这与结石的结构
相似’!( % 这一发现为阐明前列腺结石的病因提供了
新的思路%
))纳米细菌生长过程中能在菌体周围产生坚硬的矿
化外壳$导致被感染细菌产生病理性钙化% \I]ICW@/
等’!(于 !22’ 年报道 $3的正常芬兰人血液中存在纳
米细菌$我国 (!9-3胆囊结石患者血清中能检出纳米
细菌’’( % +6O7A6KDP?等’!!(对 :& 例肾结石标本进行纳米
细菌培养和单克隆抗体免疫荧光染色鉴定$其中 :" 例
阳性$阳性率高达 2:9&3% FI/A6I#+?@/SK等’((应用培

养的纳米细菌经皮肾内注射$成功地建立了纳米细菌
致大鼠肾结石动物模型$从而提出人类肾结石形成的
新学说$即纳米细菌作为结石核心发挥重要作用%
.B6@eB等’!"(将培养的纳米细菌""9!2 UD#经静脉感染
i687I/大鼠$’ 周后尸检显示实验鼠的肾小管内面发
生广泛钙化并伴有间质性肾炎$而对照组无任何病理
改变$进一步证实了纳米细菌在肾结石发生中的作用%
))前列腺结石和肾结石在成核机制方面有许多相似
之处$如细菌感染)促或抑成核因子的作用)钙离子浓
度等$但前列腺结石中是否存在纳米细菌$国内外尚少
见报道% 我们在临床上筛选出前列腺结石患者 %" 例$
手术中无菌采集结石标本$并从中分离培养出纳米细
菌的菌液$采用基因扩增和测序的的方法进行检测%
我们根据纳米细菌 !-. /,01基因序列"F@CJICe 登
录号!>2’%!2#设计引物$并扩增出特异性片段$经过
胶回收)X载体克隆)基因测序和比对$结果显示我们

获得的特异性片段与基因库中的纳米细菌的 !-.
/,01基因高度一致$从而证实我们获得的特异性片
段即是纳米细菌的 !-. /,01$也证明了前列腺结石中
确实存在着纳米细菌% 由此$我们可以得出结论!前列
腺结石的发生的确与纳米细菌的感染存在一定的关

系%
))我们认为某些学者未能扩增出目的片段$可能是
由于引物设计缺乏特异性$或纳米细菌菌体过小$基因
提取困难等环节造成的% 下一步我们还将利用蛋白质
分离)测序)质谱等技术鉴定出纳米细菌矿化作用相关
基因$进一步通过基因克隆)表达等研究$探讨目标基
因对纳米细菌矿化作用的影响$为深入认识纳米细菌
的矿化机制奠定基础% 如果我们发现了纳米细菌的矿
化作用相关基因$探明出纳米细菌在前列腺结石中的
致病机制$并针对纳米细菌的矿化相关基因对前列腺
结石患者进行治疗$这就为根治前列腺结石提供了一
条崭新的道路%
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