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Abstract
AIM: To introduce a method for culturing nanobacteria 
from human gallbladder bile. 

METHODS: The bile samples were collected from 30 
patients with gallbladder-stone. After pretreatment with 
dilution-centrifuge-filtration (DCF) and filtration method, 
respectively, those samples were cultured under the ro-
utine cell culture condition for nanobacteria. The morp-
hological features of the obtained nanobacteria were 
observed under light and electron microscope. Indirect 
immunofluorescence staining was used to identify the 
nanobacteria.

RESULTS: Of the 30 bile samples, the positive rate of 
nanobacteria was 40% when the samples were pre-
treated by DCF method, and the positive rate was 
57% when they were pretreated by filtration method. 
There was no significant difference between those two 
methods (χ2 = 1.669, P  >0.05). Brown movement of 
the tiny nanobacteria was observed at 2 wk. At 4 wk, 
nanobacteria started to attach on the bottom of the cul-

ture bottles. Specific combination of the obtained nan-
obacteria with 8D10 antibodies was observed. The 
nanobacteria were ball- or stick-like with a length of 
80-350 nm under electron microscope.

CONCLUSION: The infection of nanobacteria exists in 
the bile of gallbladder-stone patients. Filtration is a si-
mple and effective method for the preparation of the 
gallbladder bile.
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摘要
目的: 介绍从胆汁中培养纳米细菌的方法. 

方法: 无菌抽取30例胆囊结石患者的胆汁经“稀释-离
心-过滤”或“过滤法”预处理后, 在常规细胞培养条
件下进行纳米细菌培养. 光镜下观察细菌形态. 采用间
接免疫荧光染色对培养所得细菌进行鉴定, 并在电镜
下观察. 

结果: 30例胆汁样本, 经过“稀释-离心-过滤”预处理
后, 纳米细菌培养的阳性率为40%, 经“过滤法”预处
理后, 纳米细菌培养的阳性率为57%, 两种方法预处理
后, 胆汁纳米细菌培养阳性率无统计学差异(χ2 = 1.669, 
P >0.05). 培养2 wk时, 显微镜下可见做布朗运动的微小
的颗粒状纳米细菌. 4 wk时, 可见纳米细菌开始贴附于
培养瓶底部形成细菌被膜. 培养所得纳米细菌与8D10
抗体产生特异性结合, 电镜下观察呈球形或短棒状颗
粒, 大小约为80-350 nm. 

结论: 在胆囊结石患者的胆汁中存在纳米细菌感染, 
“过滤法”是一种简单有效的预处理胆汁的方法. 
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0  引言

芬兰科学家Kajander et al [1]进行哺乳动物细胞培养时, 
发现细胞内存在一种原核微生物, 能通过100 nm的滤

菌器, 遂将此种微生物命名为纳米细菌(nanobacteria, 
Nb). 研究发现, 在人卵巢癌组织[2]、肾囊肿的囊液[3]、

钙化的主动脉瓣膜和心脏瓣膜[4-6]以及胆囊结石患者的

胆汁和胆囊壁中都发现了纳米细菌[7]. 已经证实, 纳米

细菌可以作为结石形成的核心引起肾结石的形成[8,9]. 
本课题组已经成功地制作出纳米细菌感染所引起的胆

囊黑色结石的动物模型, 研究过程中发现胆汁中纳米

细菌的培养是研究的关键之一, 在此简介有关方法与

体会.  

1  材料和方法

1.1 材料 电视腹腔镜:  W O L F, 德国;  倒置相差显

微镜: COIC-XSI-D型, 中国; 冷冻离心机: Het t ich 
UNIVERSAL 16R型, 德国; 二氧化碳培养箱: Forma 
Scientific-3164型, 美国; 超净工作台: SZX-ZPA型, 
中国;  细胞培养瓶:  北京中山生物试剂公司 ,  中国; 
25 mm针头式滤器(0.1 µm, 0.22 µm, 0.45 µm孔径): 
MILLEX-GP, 爱尔兰; 高糖DMEM培养基(pH 7.4, 含L-
谷安酰胺): GIBCO, 美国; 胎牛血清(γ-FBS): Sigma, 美
国; Mouse anti-nanobacteria mAb 8D10: Nanobac Oy, 芬
兰; Rabbit anti-mouse IgG-FITC: Sigma, 美国.  
1.2 方法

1.2.1 病例选择以及胆汁标本收集 选择手术前无急性

胆囊炎发作病史, 本次住院未进行抗菌治疗, 并且拟接

受腹腔镜胆囊切除的胆囊结石患者30例, 男性12例, 女
性18例, 年龄30-69岁, 平均47岁. 手术前争得患者同意

留取胆汁标本. 术中由腹腔中完整取出胆囊后, 立即用

无菌注射器穿刺胆囊, 无菌操作抽取胆汁5 mL. 
1.2.2 胆汁的预处理 方法一: 取胆汁1 mL, 生理盐水稀

释5倍, 经0.45 µm一次性正压滤器过滤, 12 000 g离心

45 min, 小心吸除上清液4 mL, 生理盐水稀释5倍, 经
0.22 µm一次性正压滤器过滤, 12 000 g离心45 min, 
小心吸除上清液4 mL, 剩余胆汁震荡混匀, 取0.5 mL
滤液进行纳米细菌培养. 方法二: 取胆汁1 mL, 生理盐

水稀释5倍, 通过一次性输液器滤膜过滤两次后, 依次

经0.45 µm和0.22 µm一次性正压滤器过滤, 取0.1 mL
滤液进行纳米细菌培养. 
1.2.3 纳米细菌培养 上述胆汁滤液分别加入含100 mL/
L γ-FBS的细胞培养基中(DMEM), 在37℃、50 mL/L 
CO2条件下培养. 以生理盐水代替胆汁, 重复上述操作

作为阴性对照. 每周在倒置相差显微镜下观察并记录

一次纳米细菌的生长情况. 
1.2.4 纳米细菌鉴定 间接免疫荧光染色在纳米细菌

滴片上进行 .  首先用含100 m L/L F B S(经培养证实

不含纳米细菌)的PBS封闭20 min, 一抗(100 mg/L, 
mouse monoclonal antibody against nanobacteria 8D10, 
Nanobac Oy)室温孵育60 min, PBS洗涤5 min×4次, 二
抗(1∶40 dilution, Rabbit anti-mouse IgG FITC, Sigma-
Aldrich)室温孵育45 min, PBS洗涤5 min×4次, 双蒸

水洗涤1 min, 500 mL/L甘油封片, 置荧光显微镜下观

察. 以PBS代替8D10抗体作阴性对照. 
吸取含纳米细菌的培养液, 12 000 g离心20 min, 

弃上清, PBS洗涤沉淀, 25 mL/L戊二醛4℃固定24 h, 
双蒸水洗涤5 min×3次, 12 000 g离心后加入0.5 mL
双蒸水制成混悬液. 用同样方法制成羟基磷灰石的混

悬液, 作为实验对照. 进行负染色时, 将附有碳支持膜

的200目铜网浮于上述悬液的液滴上5 min, 用滤纸小

心吸除液体, 再置于10 mL/L磷钨酸悬液的液滴上90 s, 
用滤纸小心吸除液体、晾干, 在JEM 2010透射电镜下

观察, 工作电压80 kV. 

2  结果

30份胆汁标本在细胞培养的条件下, 部分标本可以培

养出纳米细菌, 而阴性对照培养液中无纳米细菌生长. 
胆汁样本在37℃和50mL/L CO2存在的条件下, 经过

2 wk的培养, 在倒置相差显微镜下可见做布朗运动的

微小的颗粒状纳米细菌. 4 wk时, 可见纳米细菌开始贴

附于培养瓶底部形成细菌被膜(图1), 此时, 肉眼即可看

到在培养瓶的底部附着一层白色颗粒状沉淀. 
经间接免疫荧光染色, 培养所得纳米细菌与8D10

抗体产生特异性结合, 图2中可见发出绿色荧光的纳米

细菌. 在以PBS代替8D10抗体的阴性对照中, 未观察到

绿色荧光. 纳米细菌经负染后于透射电镜下观察, 呈球

形或短棒状颗粒, 大小约为80-350 nm, 聚集成簇状(图
3A), 其表面被覆泥样的细菌被膜(biofilm)(图3B). 

其中, 按方法一处理后的胆汁, 纳米细菌培养的阳

性率为40%(12/30), 而按方法二处理后的胆汁, 纳米细

菌培养的阳性率为57%(17/30)(图4). 两种方法进行比

图 1  倒置相差显微镜下的纳米细菌 (×400). 
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较, 纳米细菌阳性率无显著性差异(χ2 = 1.669, P >0.05).   

3  讨论

纳米生物(nanobe)指直径(横径)在0.10-100 nm的极

微小自由生物, 或直径(横径)在100 n m以下的微生

物. 纳米细菌(nanobacteria, 或nannobacteria)一词作为

图 4  两种方法阳性率比较. 

图 3  纳米细菌电镜负染图像. A: ×10 000; B: ×30 000.
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图 2  纳米细菌间接免疫荧光染色 (×400). 
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纳米生物的同义词, 现在似乎已成了体积小于正常细

菌的微生物的专用名称. 纳米细菌具有独特的生物学

特性, 难以用传统的微生物理论诠释. 由于他们体形

微小, 难以被常规的细菌学检测方法检出, 而且侵入

生物体内的纳米细菌具有独特的生物矿化作用(b io-
mineralization), 很难被彻底清除, 因此纳米细菌一经发

现, 即在医学界引起了广泛关注, 已成为当前研究的一

个热点问题[10-16]. 
我们选取30位无其他伴发疾病 ,  并且无胆囊炎

症状的单纯胆囊结石患者, 在腹腔镜胆囊切除手术

(laparoscopic cholecystectomy, LC)过程中, 于无菌、

厌氧条件下留取胆囊结石患者的胆囊胆汁, 进行纳

米细菌培养. 结果显示30例胆汁标本在细胞培养条

件下, 经过4 wk的培养, 有17份标本可以观察到大量

100-350 nm的颗粒物聚集在培养瓶底部. 
正常胆汁中存在大量的黏蛋白以及胆砂、胆固醇

结晶等多种有形成分. 这些成分的存在, 为从胆汁中分

离纳米细菌造成了不小的麻烦, 如何从成分复杂的胆

汁中迅速而高效地提取纳米细菌, 成为胆汁纳米细菌

研究中一个技术难点. 在本实验中, 我们采用“稀释-
离心-过滤法”(方法一)和“过滤法”(方法二), 对相同

的30份胆汁样本分别进行纳米细菌的培养. 虽然经方

法二处理后的胆汁, 纳米细菌培养阳性率高于方法一

处理的胆汁阳性率(图4), 但这种差异无统计学意义, 可
以认为两种方法所得结果是一致的. 而方法二的全部

处理过程可以在超净工作台内一次完成, 减少了实验

过程中的污染机率, 并且方法二不需要超速离心机, 使
操作更加简洁, 值得在今后的研究中加以推广和完善. 

纳米细菌体积微小, 可通过0.1 µm的滤菌膜, 但不

能通过0.05 µm的滤菌膜, 并且常规高压蒸汽灭菌法不

能将其灭活, 只有在180℃下烤4 h才可以将其灭活[17]. 
因为我们未能得到0.05 µm的滤菌膜, 故而在实验时我

们用3层0.1 µm的滤菌膜代替, 以便尽可能减少纳米细

菌对试剂的污染, 但这一措施并不能完全避免培养过

程中纳米细菌的污染, 从而造成胆汁纳米细菌感染的

假阳性结果. 为此, 在开始纳米细菌培养之前, 我们对

上述细胞培养基以及在鉴定纳米细菌实验过程中将要

使用的各种试剂(包括PBS、FBS、蒸馏水等), 在细胞

培养条件下进行长达2 mo的培养, 证实无任何颗粒物

生长后才在正式实验中使用; 在实验中所用的玻璃及

金属器械、器皿, 均采用干烤灭菌法灭菌(180℃, 4 h), 
同时在胆汁处理及纳米细菌培养过程中设立阴性对

照, 因此胆汁纳米细菌培养的阳性结果是确实、可靠

的. 
本研究显示, 在胆囊结石患者的胆汁中确实存在

纳米细菌. 由人胆汁中培养出的纳米细菌极其微小, 其
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横径仅50-100 nm, 长径90-350 nm, 在普通光学显微镜

下几乎无法观测, 但在相差显微镜下却可以比较容易

的观测到, 而对其细微结构的观察则只能通过分辨率

更高的电子显微镜才能实现. 
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本刊讯《世界华人消化杂志》为了对同行评议、编辑、校对、审读、文章价值等质量进行跟踪报道, 特设“更正与说明”固定专

栏, 包括“事实纠错”、“文字更正”、“解释说明”三个子栏目，不仅对前一期或近期出现的文字差错和事实错误进行更正、

就引发歧义或晦涩难懂之处做解释说明, 而且针对文章的学术水平等进行讨论. 在此, 我们热烈欢迎读者、作者、编委等积极

审读《世界华人消化杂志》, 给更正与说明栏目投稿. 投稿者凭文章的编号, 可免费注册(http://www.wjgnet.com/1009-3079/

new/39.doc)使用中国生物医学基金论文摘要库3年. 中国生物医学基金论文摘要库(http://www.wjgnet.com/cmfa/index.jsp)收

录了1994-2005年国内发表在1204种生物医学类期刊总计20万以上的论文摘要. 这些论文受国家、军队和省部级自然科学基金、杰

出青年基金、重大计划项目基金资助, 内容丰富、数据准确, 体现了我国生物医学的发展历程、脉络和方向, 可为相关领域广大

学者和研究人员了解并掌握当前研究动态、开辟新的研究领域提供思路. (世界胃肠病学杂志社 2005-10-08)
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