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部分健康成年人群血清中纳米细菌

感染的调查

王学军 刘威 杨竹林 魏红 文宇 李永国

【摘要】 目的 检测部分健康成年人群血清中纳米细菌感染状况。方法 采用酶联免疫吸附试

验（!"#$%）和免疫组化染色方法，检测&&’例健康成年人群血清中纳米细菌抗原。结果 部分健康成

年人群血清纳米细菌感染率为()*+，用!"#$%法检测为()*+，免疫组化法为,)-+。两方法间比较

无差异。男女间感染率差异无显著性。年龄!&*岁组较"’*岁组感染率低（!#*)*,）。年龄、性别

并未增加纳米细菌感染的危险。结论 部分健康人群血清存在纳米细菌感染。
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纳米细菌（+:+6;:F@(</:）为新近发现的细菌，有

坚硬的矿化外壳覆盖，并能感染人体的大多数细胞，

导致骨骼外钙化［0］。研究表明，纳米细菌与肾结

石、膀胱结石、多囊肾、动脉粥样硬化等人类疾病的

发生相关［.，&］。因而研究纳米细菌在人类疾病中的

作用，进行健康人群纳米细菌感染状况的调查十分

必要。国外已有报道正常人血清纳米细菌的感染情

况［0，/］，但对于中国健康人群则尚无文献报告。本

研究应用酶联免疫吸附试验（!"#$%）和免疫组化法

检测我国部分健康人群纳米细菌感染状况，为进
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一步的研究提供重要的依据。

对象与方法

0)对象选择与标本采集：实验对象为.**0年

0.月至.**.年N月中南大学湘雅医学院校医院、

中南大学湘雅第二医院门诊体检的健康人，共&&’
名，其 中 男.*-名，女0.N名，平 均 年 龄（&0)-R
00)&）岁。上述人群均符合以下标准：甲型肝炎（甲

肝）、乙型肝炎（乙肝）、丙型肝炎（丙肝）病毒学检测

（S）；血清谷氨酸氨基转移酶（%"K）、天门冬氨酸氨

基转移酶（%$K）以及胆红素值正常；全身无明显器

质性 病 变。清 晨 空 腹 抽 血.ED，注 入 无 菌 试 管，

0,***?／E340*E34后取血清，少量制血清涂片，其

余置S-*T低温冰箱保存。

.)试剂与仪器：小鼠抗纳米细菌单克隆抗体
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（!"!#／$%）由 芬 兰 &’()*(大 学 生 物 化 学 教 研 室

&+,+-./0教授馈赠（芬兰1+-(2+345公司生产）。

6789:检测采用美国&;7公司;0(</*-=/</3<(0!>

6789:&*<。吸 光 度（!）测 定 用7+2?@?</$?公 司

A/%%?3+-B&C型酶标仪。即用型:DE试剂盒（羊

抗小鼠）购自武汉博士德公司。

FG方法与步骤：

（!）血清中纳米细菌的6789:测定："待测标

本解冻后，取少量（H"#!""!%）用抗原包被液适当

稀释；$取!""!%包被液至各孔，IJ!K#CIL，洗涤

液洗F次MF$*-，每次设一阴性对照；%加入封闭

液每孔C""!%，FNJ孵育!L，洗涤液洗F次MF$*-；

&各 孔 加 入 抗 纳 米 细 菌 单 克 隆 抗 体（鼠 抗H／C）

!""!%，FNJ孵育!L，洗涤液洗F次MF$*-；’各

孔加入羊抗鼠二抗8#O!""!%（!PF""），FNJ孵育

!L，洗涤液洗F次MF$*-，最后一遍浸泡H$*-；(
每孔加入!""!%底物复合液，FNJ避光显色，约H#
!H$*-后加入终止液H"!%，在F"$*-内用酶标仪在

波长I"H-$处测定标本!值。每个标本测定C孔，

求C孔均值。以所测的阳性孔／阴性孔! 值"CG"
判定为阳性结果。

（C）血清纳米细菌免疫组化检测：吸取少许血清

制成 涂 片，置 无 水 乙 醇／乙 醚 混 合 液（!P!）固 定

!H$*-；采用链酶亲和素Q生物素Q过氧化酶复合物

免疫组化法（9:DE法）。阳性判断标准：在高倍视

野下可见微小的棕黄至黄褐色杆状或球状颗粒者为

纳米细菌。

IG统计学方法：采用9;99!!GH统计软件进行

分析，设)R"G"H。计数资料采用*C 检验，理论频

数#!时使用确切概率法。纳米细菌感染率与可能

的危险因素之间的关系采用%(#*?<*3回归分析。

结 果

!G血清中纳米细菌的6789:测定：

（!）包被抗原浓度的确定：要得到满意的包被效

果，纳米细菌抗原浓度的选择是关键，本实验利用我

们已经从胆囊结石胆汁中培养得到的!株纳米细

菌，经过超声波处理后，以!#!""倍系列浓度分别

包被酶标板，发现随!值变化在!PCH稀释度时达峰

值，故确定!PCH为阳性品最适包被浓度。

（C）血清标本最适稀释度的选择：将收集的血清

进行稀释以得到满意的测定效果。分别将阴、阳性

标本作不同稀释，选择两者!值差异最大时的稀释

度血清!PI为最适稀释度。

（F）血清纳米细菌感染的检测结果：两种方法经

配对资料的*C检验无统计学意义（"R"G!HC）。结

果发现性别间纳米细菌感染率差异无统计学意义

（"""G"H），其中男女组感染率6789:法分别为

NGNS（!T／C"N）、KGHS（!!／!CU），免疫组化法则分别

为HGFS（!!／C"N）和TGCS（K／!CU）。本实验表明各

年龄组间差异有统计学意义（"#"G"H#"G"!），其

中年龄"T"岁组与#F"岁组感染率差异也有统计

学意义（"#"G"H#"G"!）（表!、C）。

表! FFT名健康人血清纳米细菌感染的检测结果

免疫组化
6789:

阳性 阴性
合计

阳性 !! K !U（HGN）

阴性 !T F"! F!N（"G"H）

合计 CN（KG"） F"U（"G"C）

表" 不同年龄组人群血清中纳米细菌感染率的比较

年龄
（岁）

人数

6789:
阳性
例数

阳性率
（S）

免疫组化法

阳性
例数

阳性率
（S）

$F" CFH !F HGH !! IGN
F!#HU KT !" !!GT H HGK
%T" !H I CTGN& F C"G"&&

注：各年龄组之间纳米细菌感染率比较均"#"G"H；年龄%T"岁

组与$F"岁组间比较：&*CRUGUFK，"R"G""C；&&*CRTGCHU，

"R"G"!C

CG健康人群血清纳米细菌感染与危险因素的关

系：将所测定人群的性别、年龄与血清6789:结果

进行%(#*?<*3回归分析，发现上述两因子与纳米细菌

感染无显著相关（分别"R"GH!K、"GNKH）。

讨 论

纳米细菌是由芬兰科学家&+,+-./0在进行哺

乳动物细胞培养时发现并于!UU"年命名，它直径

H"#H""-$，可通过"G!#"GI!$的滤菌膜［!QF］，是

革兰阴性菌，生长过程中在)VNGI和生理性钙磷浓

度中能形成羟磷灰石碳酸盐结晶，产生坚硬的矿化

外壳覆盖于菌体周围，使细菌耐受高温强酸［C］。它

能感染细胞，发生细胞内外钙化，同时分泌内毒素、

脂多糖、白细胞介素等，引起被感染细胞空泡样变

性、溶解和凋亡［H］。=1:基因序列分析表明纳米细

菌与蛋白细菌家族)C亚群的布鲁氏菌、巴尔通菌

同属，具有相同的!T90>1:片段［!］。许多抗生素

治疗对纳米细菌无效，但四环素能对从胎牛血清和
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肾结石、多囊肾囊壁中分离的纳米细菌发挥杀菌效

应［!］。

本实验采用"#$%&和免疫组化染色检测’’!
名健康成年人血清中纳米细菌感染状况。采用桥接

法"#$%&测定血清中的纳米细菌抗原，以本课题组

先前培养鉴定阳性的纳米细菌作为阳性对照，获得

了较为满意的效果。桥接法利用已知的抗体检测包

被的待测抗原，具有灵敏、节约抗体、易行的优点。

因纳米细菌与衣原体、巴尔通菌等存在交叉免疫

性［(］，我们使用芬兰)*+,-+大学提供的纯化纳米细

菌特异性抗体，联合应用"#$%&和免疫组化染色检

测健康人群血清中纳米细菌，最大限度地减少了假

阳性结果的出现。

本实验在我国率先开展部分健康人群血清中纳

米细菌的检测，并证实健康人血清中纳米细菌的存

在。芬兰)./.0123(445年报告67正常芬兰人血

液中以及587土耳其血液透析患者的血液、尿液中

存在纳米细菌［(］。瑞典学者检测了988例健康成人

血清中纳米细菌抗原，阳性率为(97，并且与性别、

年龄、地域无关，而与是否接触动物相关，其中接触

马者阳性率最高［9］。我们已经检测胆囊结石患者

血清纳米细菌感染率为’(:!7［;］。本实验纳米细

菌感染率与)./.0123的结果相近，但低于瑞典人

群。同时，将"#$%&结 果 与 人 群 性 别、年 龄 进 行

<+=->?-@回归分析，发现性别、年龄不是感染纳米细

菌的危险因素。

本实验用两种方法检测纳米细菌，均发现各年

龄组间纳米细菌感染明显不同，尤其是年龄!’8岁

组的感染率要低于"!8岁组。有研究表明美国几

乎(887动脉粥样硬化患者血清中有纳米细菌感

染［5］。动脉粥样硬化斑块中已检出纳米细菌，两者

关系密切。而在我们的研究中，老年人（"!8岁）血

清中纳米细菌感染明显高于年轻人（!’8岁），而老

年人动脉粥样硬化的发病率远高于年轻人群，这似

乎提示老年人血清中较高的纳米细菌感染可能与该

人群中动脉粥样硬化的发生有关系。还应该指出的

是，本实验中由于老年健康人群取材所限例数较少

（!A(6），而同时年轻人群数量相对较大，可能也在

一定程度上影响了两组间感染率的精确比较，今后

还需扩大检测样本量，以进一步明确年龄对纳米细

菌感染的影响。

本实验中各年龄组间纳米细菌感染率有差异，

但<+=->?-@回归分析提示性别、年龄均不能增加纳米

细菌的感染率，这并不矛盾，因为各年龄组卡方检验

是验证各组间的不同，而<+=->?-@回归提示的是高纳

米细菌感染的危险因素；说明感染可能与其他因素

有关系，尚需进一步探讨。
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