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! !【摘要】! 目的! 研究胆囊幽门螺杆菌感染与胆囊结石形成的关系。! 方法! 采用对照研究方法，对 %# 例单纯胆囊结石
（实验组）和 &# 例单纯胆囊息肉样病变（对照组）的胃幽门螺杆菌（’()*+,-.+/(0 12),0*，’1）进行检测，用 345 方法检测 & 组患
者的胆汁及结石 ’1 细胞毒素相关基因抗原（ +.67）。! 结果 ! & 组患者胃 ’1 感染率分别为 #$8 9:（$; < %#）、9;8 ":
（$& < &#），差异无显著性（ !& = "8 ">?，! = "8 @?%）。实验组胆汁标本中 +.67@ 例阳性（&"8 ":，@ < %#），结石标本中 $ 例阳性
（&8 ?:，$ < %#），对照组胆汁标本无一例阳性，& 组胆汁 +.67检出率差异有显著性（!& = #8 ;&&，! = "8 "$>），胆汁中 +.67检出情
况与胃幽门螺杆菌感染有关（!& = %8 ;;>，! = "8 "9?）。! 结论! 幽门螺杆菌 AB7存在于胆囊结石患者的胆汁及结石中，与胃
’1感染有关，胆囊 ’1感染与胆囊结石形成有关。
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! ! 幽门螺杆菌（’()*+,-.+/(0 12),0*，’1）与慢性活动
性胃炎、消化性溃疡、胃癌的关系目前已有明确的认

识。幽门与肝外胆道解剖学关系毗邻，近年来，发现在

胆道中有 ’1 的存在［$］。我们采用对照研究的方法，
针对 ’1特异性基因———’1 细胞毒素相关基因抗原
（+.67），用聚合酶链反应（345）对 %# 例单纯胆囊结石
的结石、胆汁和 &# 例单纯胆囊息肉样病变的胆汁进行
检测，以期发现胆囊结石患者的胆囊中存在 ’1 感染
的证据，探讨胆囊结石形成与胆囊 ’1感染的的关系。

$! 临床资料与方法

$C $! 一般资料
收集 &""& 年 > 月 V &""9 年 $ 月我院肝胆外科腹

腔镜胆囊切除术（ ).1.0,G+,1*+ +J,)(+2G/(+/,N2，W4）>"
例，其中胆囊结石 %# 例（实验组），男 @ 例，女 &; 例，年
龄 &@ V @& 岁，平均 #$ 岁；胆囊息肉样病变 &# 例（对照
组），男 $" 例，女 $# 例，年龄 %$ V >& 岁，平均 9@ 岁。
实验组患者术前 @ I 内均无急性炎症，均未使用任何
抗生素，择期行 W4，术后病理学诊断胆囊结石伴慢性

胆囊炎。对照组患者均为无症状者，术前 @ I 均未使
用任何抗生素，择期行 W4，术后病理学诊断胆固醇性
息肉 &% 例（$ 例伴胆固醇结晶），炎性息肉 & 例。
$C &! 方法
$C &C $! 标本的采集! 术中取出胆囊后，无菌条件下取
出所有胆囊结石并抽取胆汁 $ N)分别置于无菌试管内，
所有标本均于 %" N*K内置于 E@" X冰箱保存。
$C &C &! 幽门螺杆菌 +.67的检测! 取胆汁 $ N)或取结
石 $ 6，采用酚 E氯仿 E异戊醇法提取胆汁中的 AB7，
用针对 ’1 +.67 的特异引物（上海生物工程公司合
成），上游：#Y E 7R74774FFR7R4 R7R777R E %Y；下
游 #Y E F7FFRRR7FF4FFRR7RR4R E %Y，扩增长度为
%&9 -1。反应体系为 AB7 模板 $" !)，上下游引物各
$" !)（终浓度 "C # NN,) < W），-HMM(0 # !)，F.SAB7 聚合
酶 "C # !)（终浓度 & Z < !)），IBF3 # !)（终浓度 "C &
!N,) < W），补充 AP34 水至终体积 #" !)。加入石蜡油
%" !) 封闭。反应过程为 ?# X $ N*K，?9 X $ N*K，
>" X $ N*K，@& X $ N*K，%# 次循环；最后 @& X延伸 >
N*K。反应产物 $" !)于 $C #:琼脂糖凝胶电泳分析。
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!" #" $% !&’ (呼吸试验 % 术前 $ ) 用!& ’ (呼吸试验，
测定所有患者胃 *+ 感染情况。患者当天早晨禁食
水，试验时先将患者基础呼气样本收集在呼气袋中，然

后患者口服 ,- ./ !&’标记的尿素，$0 .12收集呼气样
本，上机检测。

#% 结果

#" !% 胃 *+感染率
实验组胃 *+感染率为 -!3 &4（!5 6 $-），对照组为

&53 04（!# 6 #-），# 组胃 *+ 感染率差异无显著（ !# 7
03 089，! 7 03 ,9$）。# 组 80 例中胃 *+感染阳性 $0 例
（感染率 -03 04），阴性 $0 例；$0 例胃 *+ 感染阳性中
, 例胆汁 *+ :;/< 阳性，#$ 例 *+ :;/< 阴性，$0 例胃
*+感染阴性中胆汁 *+ :;/< 均为阴性，表明胆汁 *+
:;/<检出与患者胃 *+ 的感染有关，差异显著（ !# 7
-3 5##，! 7 03 0!8）。
#" #% *+ :;/< =’>扩增
实验组 $- 例胆汁标本 , 例 *+ :;/< 阳性

（#03 04），其中 ! 例结石标本 *+ :;/< 阳性（#3 94），
这例结石标本的胆汁也为阳性见图 !，占胆汁标本 *+
:;/<阳性的 !&3 $4（! 6 ,）；对照组中胆汁标本 *+
:;/<皆为阴性。# 组胆汁 *+ :;/<检出率差异有显著
（!# 7 $3 558，! 7 03 0&9），见表 !。

左起第!列为 $-例结石标本中*+ :;/<基
因检测结果，仅!例阳性；其余为$-例胆汁
标本中 *+ :;/< 基因检测结果，, 例阳性；
?为 @A<标记，$#& B+处可见阳性条带

图 !" 胆汁及结石中 *+ :;/< =’>电泳图

表 !" 实验组与对照组胆汁中 #$%&检出情况

组别 例数
胆汁中 ’;/<检出
阳性 阴性

实验组 $- , #5
对照组 #- 0 #-
!# 值 $" 558
!值 0" 0&9

$% 讨论

健康人的胆道通常被认为是无菌的，并且所有试

图从胆囊胆汁和新鲜胆囊结石中培养出细菌的尝试都

以失败而告终，因而认为胆囊结石的形成与细菌无关，

直到 !99& 年，CD1)E12EF1 等［#］采用分子生物学方法
（2GEHG) ( =’>），在胆囊结石中分离出细菌 @A<，并进
行扩增、克隆和测序，证明胆囊结石中存在细菌，才使研

究者们重新考虑细菌在胆囊结石形成机制中的作用。

*+主要定植于人和动物的胃粘膜粘液层，是慢性
活动性胃炎、消化性溃疡的主要致病因素，而且与胃癌

关系密切。其细胞毒素相关基因治病岛（ :;/ =<I）中
的多个基因能增加胃上皮白细胞介素 ( 5（ IJ ( 5）基因
转录与 IJ ( 5 蛋白分泌，其中 :;/<是 *+ 带有 :;/ =<I
的标记。国内外有报道采用分子生物学技术，从胆囊

结石患者的胆石、胆汁和胆囊黏膜中检测到幽门螺杆

菌 @A<，并用直接测序法，证实为幽门螺杆菌属细
菌［!，$，&］。

本研究对 $- 例单纯胆囊结石的胆石、胆汁和 #-
例单纯胆囊息肉样病变的胆汁中 *+ :;/<基因进行检
测，结果显示，实验组中胆汁标本 , 例 *+ :;/< 阳性
（#03 04），结石标本 ! 例 *+ :;/<阳性（#3 94）。因此
提示，在被检测的胆汁标本存在特异的 *+ 抗体，胆囊
*+感染及 *+ 相关抗原可能是促使结石形成的潜在
危险因素。C1KL;等［-］对胆结石患者的胆囊黏膜、胆汁
进行细菌培养，未见 *+细菌生长，但应用 =’>检测方
法，*+ ( @A< 在胆汁、胆囊组织中的检出率分别为
$!3 $4、&#3 94；田志杰等［$］采用先进的 2GEHG) ( =’>，
胆囊结石患者的胆汁中幽门螺杆菌检出率为 #$3 54；
本研究结果与之相符。

对照组患者的胆汁中未检出 *+ :;/< 基因，# 组
胆汁 *+ :;/< 基因检出阳性率差异有显著性（ !# 7
$3 558，! 7 03 0&9）。此外，?G2)GM ( C;2:NGM 等［8］在墨
西哥胆囊炎患者的胆汁标本中未检测到幽门螺杆菌

@A<，最近的研究［!，$］也未能从胆囊结石患者的胆汁标
本中培养出幽门螺杆菌。

本研究中，, 例胆汁标本 *+ :;/< 基因阳性，其胃
*+感染呈阳性，提示胆囊内胆汁 *+ 感染与胃 *+ 感
染有关，胆囊结石及胆囊炎的形成与 *+ 感染有关，其
具体机制尚有待于进一步研究。

研究显示 &04 O ,04的正常人胆囊胆汁中胆固
醇过饱和，却未有结石形成，本研究也发现 ! 例胆固醇
性息肉伴胆固醇结晶，说明胆囊结石的形成需要一个

启动因素。因此，胆囊内促成核因子与抗成核因子成

为目前胆囊结石成因研究的焦点。*+ 如何参与胆囊
结石的形成，还需要更多的研究。
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