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幽门螺杆菌与原发性肝内胆管结石的关系

李霆　孟翔凌

　　【摘要】　目的　研究幽门螺杆菌（ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Ｈｐ）与原发性肝内胆管结石（ｐｒｉｍａｒｙｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ
ｓｔｏｎｅｓ，ＰＩＳ）之间的关系。方法　采用ＰＣＲ法检测胆汁及肝内胆管黏膜组织中 ＨｐＤＮＡ；采用改良 ｆｉｓｈｍａｎ
法检测β葡萄糖醛酸苷酶（βＧｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅ，βＧ）。结果　３７例ＰＩＳ患者胆汁及胆管黏膜行 ＨｐＤＮＡＰＣＲ
检测，总阳性数为２６例（７０．２７％），而对照组胆汁中ＨｐＤＮＡ仅１例阳性，Ｈｐ感染率两组之间比较差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０１）。ＰＩＳ患者有Ｈｐ感染者与无Ｈｐ感染者外源性βＧ比较无明显差异，然而内源性

βＧ升高，具有统计学意义。结论　ＰＩＳ与Ｈｐ感染相关，并且Ｈｐ可能通过内源性βＧ途径参与ＰＩＳ的形成。
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ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓβＧａｃｔｉｖｉｔｙ．
　　【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ；　βＧｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅ；　Ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃｓｔｏｎｅｓ

　　胆汁中幽门螺杆菌（ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Ｈｐ）
ＤＮＡ的发现使得Ｈｐ与肝胆疾病的关系成为研究的

热点［１－３］。但是，目前关于 Ｈｐ与原发性肝内胆管

结石（ｐｒｉｍａｒｙｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃｓｔｏｎｅｓ，ＰＩＳ）之间的关系报
道较少。为进一步探讨 Ｈｐ与 ＰＩＳ之间可能存在的
关系，我们设计本实验进行研究。

１　材料与方法
１．１　标本采集
　　选取病例均排除肝硬化和肝癌等疾病。ＰＩＳ组
３７例，其中男２２例，女１５例；平均年龄４９．５岁（３３～
７３岁）。１７例为左肝内胆管结石，伴胆管炎者９例；
８例为右肝内胆管结石，伴胆管炎者５例；左右肝内
胆管结石者１２例，伴胆管炎者６例。对照组８例，
其中肝血管瘤２例，胆道损伤１例，壶腹部周围癌
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５例。开腹后穿刺抽取肝门部胆管胆汁１ｍｌ立即送
需氧、厌氧和Ｈｐ培养，另取２～３ｍｌ胆汁置灭菌管
内，行肝叶切除者取肝组织及肝内胆管黏膜组织

各约 ０．５ｃｍ×０．５ｃｍ置灭菌管内，标本均立即置
－８０℃冰箱保存。
１．２　材料
　　采用 ＵｒｅＡ引物，其核苷酸序列为：ＨｐＵ１，５′
ＣＡＴＣＴＣＣＣＣＣＣＣＡＡＣＡＡＡＴＣ３′；ＨｐＵ２，５′ＴＴＣＡＣ
ＣＡＣＡＣＧＡＣＣＣＡＴＡ３′，由上海生物工程公司合成和
纯化。扩增产物长度为６９７ｂｐ。βＧ测定试剂盒购
自南京建成生物工程研究所。组织 ＤＮＡ抽提试剂
盒购自中美合资优晶生物工程有限公司。

１．３　方法
１．３．１　细菌培养：胆汁和胆管黏膜即刻接种行厌氧
菌、需氧菌及幽门螺杆菌培养。

１．３．２　ＨｐＤＮＡ的检测：（１）Ｈｐ阳性对照来源于胃
癌手术患者胃黏膜组织（术前胃镜检查尿素酶实验
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强阳性）。（２）ＨｐＤＮＡ的抽提：应用组织ＤＮＡ抽提

试剂盒提取胆汁和黏膜匀浆中 ＤＮＡ。（３）ＨｐＤＮＡ

ＰＣＲ扩增反应：总反应体积为２５μｌ。其中模板量为

１μｌ，热启动ＴａｑＤＮＡ聚合酶０．５μｌ（５Ｕ／μｌ），１０×

ＰＣＲ缓冲液 ２．５μｌ，１０μｍｏｌ／Ｌ上下游引物各为

１μｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２μｌ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２２．５

μｌ，加无菌去离子水至２５μｌ。在ＤＮＡ热循环仪（珠

海黑马医学仪器有限公司）上，９４℃预变性５ｍｉｎ，

９４℃变性５０ｓ，５０℃退火５０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共

４０个循环，最后于７２℃延伸１０ｍｉｎ。（４）经１．２％

琼脂糖凝胶电泳后，紫外凝胶成像系统拍照、记录。

１．３．３　βＧ的测定：应用南京建成生物公司的 βＧ

测定试剂盒进行检测，根据试剂盒说明书进行操

作，分别测定内、外源性βＧ。酶单位定义为：每毫

克肝脏蛋白或每毫升胆汁在３７℃条件下，每分钟

能催化生成１μｍｏｌ酚酞的酶量就是１个酶活力单

位。

１．４　统计学分析

　　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行数据分析，定量

资料组间比较采用ｔ验检，分类资料分析采用 χ２检

验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｈｐ检测结果

　　３７例 ＰＩＳ患者胆汁中均未培养出 Ｈｐ。３７例

ＰＩＳ患者行 ＨｐＤＮＡＰＣＲ检测，胆汁中 ＨｐＤＮＡ阳

性２２例，胆管黏膜组织中ＨｐＤＮＡ阳性１３例，其中

胆汁及胆管黏膜组织中 ＨｐＤＮＡ均阳性者９例，胆

管黏膜组织 ＨｐＤＮＡ阳性而胆汁 ＨｐＤＮＡ阴性 ４

例。ＰＩＳ组ＨｐＤＮＡ总阳性数为２６例，对照组８例

胆汁中ＨｐＤＮＡ仅１例阳性。见图１、表１。

１．Ｈｐ阳性对照；２．胆管黏膜阳性结果；３．胆汁阳性结果；

４．胆汁阴性对照

图１　胆汁及胆管黏膜ＨｐＤＮＡＰＣＲ电泳图

表１　ＰＩＳ组和对照组中ＨｐＤＮＡ检测结果比较

ＨｐＤＮＡＰＣＲ
组别 Ｐ值

阳性 阴性

结石组 ２６ １１

对照组 １ ７
０．００９

　　由表１可知，ＰＩＳ组较对照组 ＨｐＤＮＡ检测结
果有差异，两组之间的 Ｈｐ感染率比较差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。
２．２　βＧ检测结果
　　表２和表３对βＧ检测结果按照其他普通细菌
培养结果及ＨｐＤＮＡＰＣＲ结果进行分层检验，以排
除其他普通细菌对 βＧ检测结果的干扰。其他普
通细菌培养阴性的患者中ＨｐＤＮＡ阳性者与阴性者
之间的内源性 βＧ比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１），然而外源性 βＧ比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）；其他普通细菌培养阳性的患者中 Ｈｐ
ＤＮＡ阳性者与阴性者之间的内、外源性 βＧ比较差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表２　ＨＰ对肝内胆管结石组胆汁βＧ的影响（珋ｘ±ｓ，×１０３Ｕ／ｍｌ）

普通细菌培养阳性（ｎ＝１７） 普通细菌培养阴性（ｎ＝２０）
指标

ＨｐＤＮＡ阳性（ｎ） ＨｐＤＮＡ阴性（ｎ） ＨｐＤＮＡ阳性（ｎ） ＨｐＤＮＡ阴性（ｎ）

内源性βＧ ５．４８９±０．９２７（１１） ５．１６８±１．３０１（６） ６．０２１±０．９４１（１５）ａ ４．５９８±０．５３１（５）

外源性βＧ ５．７４９±０．６８７（１１） ５．７５６±０．６３３（６） ４．９０９±０．６４０（１５） ４．３８０±０．４７１（５）

　　　ａ：Ｐ＜０．０１，与普通细菌培养阴性且ＨｐＤＮＡ阴性组比较
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表３　ＨＰ对肝内胆管结石组肝组织βＧ的影响（珋ｘ±ｓ，×１０３Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）

普通细菌培养阳性（ｎ＝１２） 普通细菌培养阴性（ｎ＝１２）
指标

ＨｐＤＮＡ阳性（ｎ） ＨｐＤＮＡ阴性（ｎ） ＨｐＤＮＡ阳性（ｎ） ＨｐＤＮＡ阴性（ｎ）

内源性βＧ ７．５２８±０．４８５（７） ７．４０５±０．２５０（５） ７．６２７±０．４０９（７）ａ ５．４５７±０．２０５（５）

外源性βＧ １．５５６±０．１５０（７） １．６２５±０．０９０（５） １．０１９±０．１６４（７） １．１３４±０．２８７（５）

　　　ａ：Ｐ＜０．０１，与普通细菌培养阴性且ＨｐＤＮＡ阴性组比较

３　讨论
　　目前研究显示，Ｈｐ是上消化道的主要致病菌，
并且Ｈｐ在国人中具有高感染率。而胆管与胃肠道
紧密相邻的解剖关系，使人们有理由推测 Ｈｐ可能
进入胆管系统致病。我们对ＰＩＳ组和对照组胆汁进
行Ｈｐ培养，结果均未见 Ｈｐ菌落，与文献报道相
同［１－２］。这可能与Ｈｐ生长条件苛刻有关。同时本
组采用ＰＣＲ的方法对 ＰＩＳ组和对照组的胆汁和胆
管黏膜行 ＨｐＤＮＡ检测，结果显示 ＰＩＳ患者胆道中
存在Ｈｐ感染因素，并且具有较高的检出率，与对照
组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。说明 ＰＩＳ
与Ｈｐ感染有关，Ｈｐ可能进入胆管系统并具有逃避
胆汁碱性环境的自我保护机制，成为 ＰＩＳ的原发性
基础致病菌。既往研究表明，细菌繁殖产生的外源

性 βＧ在胆红素结石形成中所起作用已得到公
认［４］。近年来国内外学者［５－６］更提出内源性 βＧ
的质和量与胆红素结石形成也有密切关系。故而我

们探究Ｈｐ是否像大肠杆菌和厌氧菌一样产生外源
性βＧ，进而导致 ＰＩＳ的形成，同时通过实验了解
Ｈｐ与内源性 βＧ关系。我们对 ＰＩＳ患者胆汁和肝
组织中的内、外源性 βＧ进行检测，研究了 Ｈｐ和
βＧ关系。由表２和表３可知，在排除了其他普通
细菌干扰后，ＰＩＳ患者有 Ｈｐ感染者较无 Ｈｐ感染者
的外源性βＧ无明显差异，然而内源性 βＧ升高，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。然而在伴有其他
普通细菌感染的ＰＩＳ患者中ＨｐＤＮＡ阳性者与阴性
者之间的内、外源性 βＧ比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。其可能由于其他细菌如大肠杆菌等
作为一种混杂因素，对内、外源性 βＧ有影响，掩盖
了Ｈｐ感染与βＧ之间的关系。以上研究结果显示
Ｈｐ并没有通过产生大量的外源性 βＧ参与 ＰＩＳ的
形成，然而伴有Ｈｐ感染者其内源性βＧ活性升高，

是因为Ｈｐ具有更强的促进肝组织释放内源性 βＧ
的作用。Ｈｐ经某种途径进入胆道系统并定植其中，
使胆管上皮细胞和肝细胞发生损伤、变性和坏死，内

源性βＧ被大量释放出来，导致胆汁中内源性 βＧ
明显升高。释放的内源性 βＧ在病灶处使结合胆
红素分解为游离胆红素，与钙等金属离子结合，在胆

管内形成小的肝内胆管结石，并成为ＰＩＳ核心部分。
其导致肝内胆管的狭窄，胆汁淤滞，胆流变缓，更易

发生细菌感染，促进结石的形成、增大和复发，造成

恶性循环，导致ＰＩＳ的形成。
　　总之，我们认为 ＰＩＳ与 Ｈｐ感染有关，并且 Ｈｐ
可能通过内源性 βＧ途径参与 ＰＩＳ的形成，其具体
致病机制有待于更深一步的研究，以便有效的指导

临床对于ＰＩＳ的预防和治疗。
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