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　　[摘要]　目的:使用奇异变形杆菌构建大鼠肾脏感染性结石模型。方法:尝试尿道插管将菌液注入膀胱、肾
盂穿刺注入菌液及开腹膀胱注射菌液的方法,最后选择膀胱注射法。将34只雄性 Wistar大鼠分为四组。实验

组根据奇异变形杆菌计数分为106、107 和108 三组,每组10只大鼠。异氟烷吸入麻醉,取耻骨弓上方下腹部正

中切口,切开腹腔,提起膀胱,使用无菌1ml注射器于膀胱顶部将0.5ml不同浓度的菌液注入膀胱内,然后退出

针头,关闭腹腔,术后6h恢复进食和饮水。空白对照组4只大鼠,每天普通饲养,膀胱内注入0.5ml生理盐水。
手术后4周以过量麻醉处死所有大鼠。取下腹部正中切口(约3cm)进入腹腔,将大鼠肾脏、输尿管和膀胱分离。
观察脏器大小、表面色泽及结石形成情况,并称重。获取的尿路组织标本置入4%多聚甲醛固定24h,常规石蜡

包埋组织标本。结石标本行红外光谱分析成分。结果:所有大鼠肾脏均未见结石形成。108 组中5只大鼠膀胱

内有结石形成,成石率为50%。结石成分分析表明结石成分均以六水磷酸镁铵、碳酸磷灰石为主。对照组、106

组和107 组大鼠膀胱内无结石形成。结论:奇异变形杆菌可在大鼠膀胱中形成感染性结石,而如何有效构建肾脏

感染性结石模型有待进一步研究。
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Abstract　Objective:ToestablishinfectionstoneinratbladderusingProteusmirabilis.Method:Thirty-four
maleWistarratsweredividedinto4groups.Theexperimentalgroupwasdividedinto3groupsaccordingtothe
burdenofProteusmirabilis(106,107and108).Eachexperimentalgrouphas10rats.Underisofluraneinhalation
anesthesiaandthelowermiddleabdominalincisionwasperformed,thebladderwasshowedandlift.Asterilesyr-
ingeof1mlwasusedtoinjectdifferentconcentrationsofbacterialsolutionin0.5ml.Forratsincontrolgroup,

0.5mlsalinewasinjected.Eachratateanddrankwaterafter6-hourrecovery.Fourweeksaftersurgery,allrats
weresacrificedbyoverdoseanesthesia.Thebladderwascheckedforstones.Theurinefrombladderwassmeared
forbacteriumidentification.Thekidneyandureterwerealsotaken.Alltheseorganswerefixedin4%paraform-
aldehydefor24handthenprocessedforhistologicalobservation.Result:Therewasnorenalstoneinallrats.In
groupof108,bladderstoneswerefoundin5rats(50%).Therewasnobladderstonesingroup106,107orcon-
trolgroup.Stonecompositionanalysisshowedthatthemajorcomponentswereammonium magnesiumphosphate
hexahydrateandcarbonatedapatite.Conclusion:InfectionstonecanbedevelopedinratbladderbyinjectionofPro-
teusmirabilis.Furtherinvestigationsareneededforestablishingthemodelofkidneyinfectionstone.
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　　结石是泌尿外科常见疾病之一,其形成原因复

杂,可能与代谢、泌尿系统解剖结构异常及尿路感

染等因素有关〔1,2〕。感染性结石占所有泌尿系结石

的10%~15%〔3〕,也称为鸟粪石,通常是产尿素酶

病原体引起尿路感染所造成的结果。感染性结石

最常见的致病性解脲酶菌为奇异变形杆菌,其产生

的脲酶在感染性结石的发生中发挥重要作用〔4〕。
本研究的目的在于探索建立大鼠肾脏感染性结石

模型的方法,为以后临床上感染性结石的预防和诊

疗提供良好的动物模型。

1　材料与方法

1.1　实验材料

成年 雄 性 Wistar 大 鼠 34 只,体 重 (180±
10)g,由维通利华提供。大鼠均在中国疾病预防控
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制中心动物实验中心的清洁级饲养室中饲养,可以

自由获取食物及饮水,室温(20±2)℃,湿度50%
~60%。奇异变形杆菌由北京大学人民医院检验

科微生物室提供。
1.2　菌液制备

在血琼脂平板上孵育奇异变形杆菌24h后,
从血琼脂平板上挑出单个菌落,用5ml盐水制成

悬液,涂片确定为奇异变形杆菌。在充足光线下,
背对着有白色背景与黑色对比线条的卡片,将接种

管与0.5号麦氏标准管进行目测比较,将菌液调至

0.5 麦 氏 浊 度。此 时 菌 液 的 浓 度 为 1~2×
108CFU/ml,用盐水稀释10倍获得107CFU/ml
的菌液,再用盐水稀释10倍获得106CFU/ml的

菌液。
1.3　细菌植入方法的尝试和选取

大鼠经异氟烷吸入麻醉。首先,尝试尿道插管

注入菌液,因大鼠阴茎弯曲角度大不能顺利置管而

放弃该方法。其次,尝试肾盂穿刺注入菌液,取胁

肋下切口,找到并游离肾脏,但大鼠输尿管及肾盂

特别细小,无法显露获得稳定的细菌注入,因此放

弃该方法。最后,选择膀胱直视下注射菌液,麻醉

满意后腹部去毛以1.5%碘伏消毒,铺无菌手术

巾。取耻骨弓上方下腹部正中切口,切开腹腔,提
起膀胱,使用无菌1ml注射器于膀胱顶部注射可

以获得稳定的细菌注入。
1.4　动物分组与细菌植入

大鼠适应性饲养7d后分组建模。Wistar大

鼠34只,分为四组。实验组根据细菌数量分为

106、107 和108 三组,每组10只,异氟烷吸入麻醉

后,采用直视下膀胱注射方法将不同浓度的菌液注

入膀胱内,然后退出针头,关闭腹腔,术后6h恢复

进食和饮水。空白对照组4只,每天普通饲养,手
术注入等量生理盐水。本研究经过北京大学人民

医院医学伦理委员会批准。
1.5　标本获取及组织切片

手术后4周以过量麻醉处死所有大鼠。取下

腹部正中切口进入腹腔。将大鼠肾脏、输尿管和膀

胱分离。观察脏器大小、表面色泽及结石形成情

况,并称重。获取的尿路组织标本置入4%多聚甲

醛固定24h,常规石蜡包埋切片。结石标本行红外

光谱结石成分分析。

2　结果

所有大鼠肾脏均未见结石形成(图1)。108 组

中有5只大鼠膀胱内有结石形成(图2),成石率为

50%。106 组、107 组和对照组大鼠膀胱内均无结

石形成。结石行红外光谱检测,报告结石成分以六

水磷酸镁铵及碳酸磷灰石为主。实验中106、107

组各有2只大鼠死亡。

图1　大鼠肾脏未见结石形成;图2　大鼠膀胱内形成感染

性结石

3　讨论

泌尿系结石主要包括代谢性结石和感染性结

石,感染性结石占其中的10%~15%。感染性结

石可以在肾脏或膀胱中形成。当肾脏形成感染性

结石时,约15%的结石是双侧结石〔5〕。感染性结

石是鹿角形结石形态学病因中最常见的一种,并且

会在4~6周内迅速形成;而含钙结石形成时间可

能超过13周〔6,7〕。
感染结石的发病机制需要尿素、水、钙、镁、磷

酸盐、尿液pH>6.8~7.2、尿素酶等因素的参与。
当存在脲酶时,水和尿素水解形成 CO2 和氨;这些

化合物进一步水解形成铵和碳酸氢盐。在尿液中

存在天然存在的阳离子(如镁、钙和磷酸根阴离子)
时,尿液pH>7.2则形成鸟粪石,而pH6.8~7.2
则形成碳酸磷灰石〔4〕。感染性结石通常由3种成

分的结晶(镁、铵和磷酸盐)形成。尿素分解产生氨

和CO2 会使尿液pH 值升高,通常从7.2上升到

8.0左右。随后形成带有细菌或细胞内结晶的鸟

粪石和磷灰石,然后迅速生长。如果结晶发生在细

菌内,则在细菌溶解后形成微小结晶并促进结石的

发生。另一方面,结晶发生在细菌周围,则认为细

菌被包埋在结石中,那感染则存在于结石中。
感染性结石主要由可产生脲酶的细菌感染所

致,奇异变形杆菌为常见致病菌之一。奇异变形杆

菌是肠杆菌科的一种革兰氏阴性棒状杆菌,它能够

产生脲酶将尿素分解为氨和CO2,使尿液pH 值升

高,磷酸盐溶解度降低析出形成结晶,继而形成结

石〔8〕。除了产生脲酶改变尿液pH 值外,由于奇异

变形杆菌感染所致的尿路上皮细胞受损后的病理

生理改变在结石形成过程中也起了重要作用〔9〕。
本研究中膀胱中的感染性结石的结石成分分析结

果以六水磷酸镁铵和碳酸磷灰石为主,与预期的结

果相符。细菌注入膀胱后,高浓度的细菌侵入膀胱

黏膜,受损的黏膜为细菌的增殖或结晶的附着提供

部位。死菌及其碎片可沉积在膀胱上皮表面而加

重膀胱黏膜的损伤,脱落的上皮细胞可降解为膜碎

片与活性下降或死亡的奇异变形杆菌成为感染性

结石的核心。
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长久以来,为了研究感染性结石的具体机制及

影响因素,人们建立了多种体内外模型来模拟奇异

变形杆菌侵袭尿路上皮细胞的过程,体外模型主要

应用奇异变形杆菌感染体外培养的尿路上皮细胞,
观察细菌与细胞之间的相互作用〔10〕,无法完全模

拟体内的微环境及尿流动力学变化;体内模型目前

多为置入异物制造的动物模型〔11〕。国内仅少量的

感染性结石模型报道,均为大鼠膀胱感染性结石模

型〔12,13〕。目前尚缺乏一个有效的肾脏感染性结石

模型。本研究拟采用奇异变形杆菌建立雄性大鼠

的肾脏感染结石模型,尝试了尿道置管、肾盂穿刺

注射及直视下膀胱注射等方法,仅能通过直视下膀

胱注射成功注入细菌,并建立膀胱感染性结石模

型。但实验发现所有大鼠肾脏均未形成结石,膀胱

内注射细菌之所以不能形成肾结石可能由于以下

原因:①膀胱内感染时间相对较短,只有4周;②可

能由于注入的奇异变形杆菌的负荷不是很大;③膀

胱内注射的细菌在膀胱内定植存在不确定性,其形

成逆行性上尿路感染的概率也很低。直接将菌液

注入肾脏是较为理想的感染性结石模型,不过目前

存在着一些技术难点,一般有3种方法:①逆行经

尿道、膀胱、输尿管向肾脏内注入菌液,这是最符合

感染性结石发病过程方法,但由于大鼠输尿管过

细,无法在可视监测情况下进入膀胱、找到输尿管

口上行;②在小型动物 B超监测下行体外肾脏穿

刺,将菌液注入肾盂,此方法在没有肾盂积水的情

况下很难穿刺成功,且存在细菌进入血液导致感染

性休克的风险;③开腹向肾盂内注射菌液,此方法

可行性最高,不过根据以往经验来看,大鼠肾盂较

小,注射菌液量较少,否则有因肾盂内压增高导致

感染性休克可能,且麻醉手术会对大鼠免疫状态有

一定影响。
综上所述,本研究尝试尿道置管、肾盂穿刺注

射及直视下膀胱注射等方法探索建立感染性肾结

石动物模型,最终只有通过直视下膀胱内注射(1~
2)×108CFU/ml奇异变形杆菌成功建立了感染性

膀胱结石模型,但未成功建立感染性肾结石动物模

型。因此如何建立有效的肾脏感染性结石模型有

待进一步研究。
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