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幽门螺杆菌感染与胆囊结石形成的相关性分析 
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【摘 要】目的：研究和探讨【相f J螺” (Helicobacter pylori，Hp)rj胆囊结 形成天系，寻找 Hp住胆道中存在的证据，同时对 

胆道【j】HpDNA的柃测 法进仃研究和分忻。方法：参照文献对 120例胆囊结7了患者胆汁 、粘膜和 石进行 Hp培养 ，并以 

UreA和 cagA作引物进行扩增，对扩增产物进行分析 结果：120例样本检测均为阴性结果，培养无 Hp生长，使用 PCR方法 

未检测钊 Hp DNA及 HI)CaRA抗体 结论：(1)运用 PCR方法在胆汁和胆石中检测 HpDNA尚受到多种因素制约。(2)Hp可 

能经 Oddi S括约肌逆行的进入 道fff -3tl U!崔结石并无明确相关性 
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Analyze the associativity between Helicobacter pylori infection 

and cholecystoIithiasis 
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【Abstract】Objective：To investiRate the relationship of H pylori with cholecystolithiasis，to collect the evidence of Hp existing in bil— 

iary tract，and to study the detective methcxJ of Hp DNA in billiary tract．Methods：Hp which existing in bile，mucosa and gallstone 

of 1 20 cholecystolithiasis patients were cultured according tO the literature Then they were amplified by the primer of Ure A and ca— 

gA．Amplified products were analyzed Results：All of the 1 20,samples were negative．No Hp grew in the medium．No Hp DNA and 

Hp Gag A antibody were found with I'CR method ．Conclusion：(1)It was re．stricted by many factors that Hp DNA in bile and gall— 

stone wereexamined with PCR (2)Ht)maybe entered biliary tract regressively through Oddi’S sphincter andhad no relationship with 

cholecystolithiasis． 
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随着人们对幽门螺杆菌的牛物特性及致病机理 

认识逐渐深入，有学者怀疑 HI)可能由十二指肠逆 

行进入胆道并影响胆囊结石形成 因此，在胆结石 

患者胆汁、粘膜或胆 中培养 Hp菌体或检测出相 

关产物，是表明其与胆石的形成相关的重要依据。 

近年来国内外均有文献报道在胆结石患者的胆汁、 

粘膜和胆石中通过聚合酶链反应(PCR)扩增到幽门 

螺杆菌 DNA物质，但扩增后 阳性率有较大差异。 

本研究拟通过胆汁HI)分离、培养、胆汁中氨肽酶活 

性测定以及 PCR检测胆囊粘膜、月旦汁和胆石中幽门 

螺杆菌特异性的 16SrRNA、urea、vagA和 cagA的基 

因，旨在进一步证实胆石患者胆囊中幽门螺杆菌存 
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在的可能性，并探讨幽门螺杆菌感染与胆石形成的 

关系。 

1 材料与方法 

I．1 标本采集 

实验标本来源为我院2004年 6月-2005年 4月我院行 

腹腔镜胆囊切除术的胆囊结石病患者 120例。其中男性 68 

例，女性 52例，年龄 20～70岁。于手术室无菌穿刺抽取胆 

汁 1．5ml，同时采集胆囊结石及胆囊粘膜标本，并于无菌环 

境中将胆汁、胆囊结石及胆囊粘膜行细菌微需氧培养接种。 

1．2 实验设备及试剂 

1．2．1 Hp标准菌株 ATCC 11639由中国幽门螺杆菌菌株 

管理与保藏中心，中国疾病预防控制中心传染病预防控制所 

提供。 

1．2．2 培养基本器材 ①2．5升厌氧罐(An&ero Jar AG25) 
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③微需氧产气袋(Canlpylobacter System)批 350198⑧哥伦 

比亚琼脂基础(Oolumbia Agar Ikasc)~[t 347412④幽¨螺杆 

菌选择涂)JIl剂(Helieobaetcr pulori~lective Supplement)批号 

347443．以 } 均f{1英闻 OXOII)公司提供 

1．3 PCR检测 

1．3．1 引物序列 采川 对 HI)，；l物㈦时检测：①Ure A基 

冈引物，序列女Il下 5’一CI、( ( I I、AA I I、( I I ITI'AC一3’和 

5’一GCCAAq、( ( A FFA(； I I 3，；②cagA基因引物，序 

歹q如 下 ：5’一AGACAA(~I I、( A( ’( A( AAA( 一3 和 5’一 

TAT'I、(X I I’( 、( A( ’( 一3 jl物『ll f：海牛物 I二稃 

公司合成。预期扩增片段为 4I 1bp及 294b1) 

1．3．2 模板 DNA制备 tll雀粘膜及 睫结石用酚 一氯仿 

法提取 DNA，冷无水乙醇沉淀，② f】然 f 燥后，加 201 1重的 

双蒸水溶解，取 51．1作 PCR；『JII汁用裂觚液(含0．1％NP40) 

一 煮沸法提取，离心后取 f 清 5t．1作 PCI(， 

1．3．3 I (、R扩增 25t,1蓖反 体系龠彳丁rjl物各 200pmol／ 

I ，4种 dN FP4nmlol／l ，I)NA{=51板 5， l。Taq I)NA聚合酶 1U 

及 PCR反应缓冲液。反应在 I 、R Express扩增仪( l'hemlo 

Hybaid)上进行 。94℃ 预变性 5min ，94℃ 变性 1rain，55~(- 

退火 lrain，721"延伸 Inlin，循环 35次，7217继续延伸 5rain。 

以 Hp标准株 ATC(：I1639 DNA提取液作为阳性对照 ，PCR 

产物经 2t％琼脂糖凝胶电泳后，任紫外此下观察电泳条带并 

照相。 

1．4 培养 

1．4．1 培养 的制备 按 5(№ 哥伦比-l 琼脂 础加人 I2．8I 

蒸馏水比例配制所需哥伦比 琼脂 ，商Jii灭 。以 I：10比 

例加人无茼羊m(25ml 血／250ml琼脂液)．．将幽门螺卡1：菌 

选择添加刹 1瓶加入 2ml无菌焦馏水，i{=】_J底溶解，将其以 1： 

250比例加人含羊血琼脂lf1。倾注平板，制作含 Hp选择添 

加剂的血平板，冷却。 

1．4．2 接种及培养 子下术窜无菌采集 囊结石、且f1汁及 

胆囊粘膜标本分别接种于血乎板，将接种后的血平板放人 

2．5I 厌氧罐 『{I，按要求加人微需氧产气袋 2袋，密封厌氧 

罐，37℃培养 4～5天，观察 平板， K情况 

1。4。3 埘照 ①以 Hp标准株 Arr(’(’1 1639同上方法接种 

培养，血平板见菌落为无明 色素、半透明 r !针-尖状细小菌 

落。镜下为螺旋形 、弯曲或 卣的小分枝仟 ，革兰氏阴性。 

经梅里埃 ATB系统鉴定为幽门螺杆 一③收 12例经 胃镜 

证实为活动性 }‘二指肠球部溃疡患者胃安标本，同上方法接 

种培养阳性 8例。 

2 结 果 

120例样本均未培养出 HI)，同时经 PCR方法 

未检测出 HpDNA，120例均为阴性。 

3 讨 论 

3．1 胆汁q-HpDNA阳性率有较大差异 

文献表明，国内外学者相继报道使用 PCR检测 

出胆石患者胆汁中存在 HpDNA物质【卜 ’̈j。 

Figura 对 30例胆囊手术患者采用 ELISA 

法，检测到23例的血清抗 Ⅶ】Ig( 抗体阳性(76．7％)。 

对 23例阳性标本再采用 Westemblot进行检测，在 

l6例血清抗 HP Cag A阳性病例中，15例胆汁也含 

抗 HP CagA抗休及抗 HP IgG、A抗体，87kD的Va— 

cA。同时5例胆汁中存在 60kD的 CagA。 

郭吕等 j采用 四对引物 (Ure A，Cag A，Hp 

C97、C98，16sRNA)同时进行检测，结果显示四对螺 

杆菌 16sRNA基因引物中，C97、C98及 Hp 16sRNA 

检出率最高，ure A次之，Cag A检出率最低，分析认 

为不同的螺杆菌 16sRNA基因引物可以出现不同的 

检测结果，可能是螺杆菌属问或不同的组织问存在 

差异 。 

但 Rudi等191重复了 F0xl3的实验，报告 50例 

标本通过培养及多种螺杆菌 16srRNA基因引物经 

PCR和 Southern印迹法检测均无阳性，并认为两者 

间无明显相关性，抑或由地域差异引起。黄成等[1(】] 

也报告 111例标本均未检出 HpDNA，并分析可能 

与标本 DNA受到破坏或由于 DNA浓度过低产生。 

3．2 胆道细菌感染与结石形成的关系 

胆囊结石的发生与多种因素有关，包括胆固醇 

浓度增高、促成石因子和抗成石因子作用失衡以及 

胆囊动力因素等。其中，色素性结石与胆道细菌感 

染关系最为密切⋯。目前认为，胆囊结石形成是由 

于胆汁中的胆固醇从溶液中沉淀析出，聚积形成结 

石。细菌感染后，胆囊粘膜和I!'ii-发生炎性改变，细 

菌产生有损害粘膜上皮的酶和有害物质，粘膜上皮 

增生，粘液物质增加并形成网状结构，在结石形成各 

个阶段都起作用l ]。此外，如大肠杆菌等细菌产生 

p一葡萄糖醛酸酶，将卵磷酯、结合胆汁酸降解为脂 

肪酸和游离脂肪酸，从而消耗了胆汁的胆盐和卵磷 

脂，使得胆固醇沉积【11 J。 

1982年 Warren和 Marshall等首先在人体胃粘 

膜活检组织中分离出幽门螺杆菌。其空泡细胞毒素 

(Vacuolating cytotoxion，VacA)可使 胃粘膜细胞发 

生空泡变性，使胃粘膜上皮细胞排列紊乱，腺腔结构 

破坏，从而诱导和引发胃粘膜疾病，并可能与胃癌有 

关。而细胞毒素相关蛋 白(Cytotoxin—associated 
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protein，CagA)是 Hp产生空泡毒素的标志。随着国 

内外相继报道在胆汁中检测L叶I HpDNA，有关学者 

开始研究和证实 Hp在胆结石发病机制中的作用， 

但由于检测差异较大，且无证据表明 Hp可直接或 

通过复杂的机制间接促进胆结石的形成，因此仍尚 

无明确结论。 

3．3 HP与胆囊结石形成相关性探讨 

众多学者报道在胆汁和胆囊组织 中检测到 

HpDNA，但在门静脉血中未检测出，说明该菌是经 

Oddi氏括约肌逆流进入胆道。迄今为止尚无学者 

在胆汁中培养出 Hp。 

胆结石的形成与细菌感染及促成核糖蛋白有 

关。成核活性糖蛋白含量增加，胆固醇结晶的形成 

加速。有众多学者认为高分子量糖蛋白更具有促成 

核活性 ，同时报道 130kD及 200kD糖蛋白具有更强 

的促成核活性。有研究 J发现胆石症患者胆汁中 

含有分子量为 13万的蛋白质，它具有氨肽酶的活 

性，能促使胆固醇结晶形成胆结石，而幽门螺杆菌也 

存在氨肽酶，因此有学者认为 Hp的代谢产物可能 

是促进胆石形成的危险因素l 。 

综上所述，对 HpDNA的阳性检测结果可证明 

胆囊结石、胆汁或粘膜中有 HpDNA存在，但其在众 

多学者多次检测结果中表现出的较大差异除由检测 

设备及样本因素影响外，可能也和 Hp与胆囊结石 

两者之间并无直接相关性有关。因此认为，幽门螺 

杆菌感染与胆囊结石的产生和形成并无明确关联， 

但该菌及其代谢产物是否可以通过其他途径影响体 

内各种酶类和激素，问接导致包括胆固醇改变和胆 

道动力学改变等途径促进结石产生，还有待进一步 

研究。 
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