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Abstract
AIM: To detect Helicobacter pylori (H.pylori) DNA 
in bile and gallstone of patients with primary 
choledocholithiasis.

METHODS: Thirty-two patients with primary 
choledocholithiasis (experiment group) and 30 
control subjects (control group) were included in 
the study. All the patients underwent endoscop-
ic retrograde cholangiopancreatography (ERCP). 
H.pylori DNA in bile and gallstone was detected 
by real-time PCR.

RESULTS: The cycle threshold (Ct) value ob-
tained from bile of patients with primary cho-
ledocholithiasis was significantly higher than 
that from bile of control subjects (16.78 ± 9.28 
vs 3.75 ± 7.71, P < 0.01). No significant differ-

ences were noted in H.pylori DNA levels in bile 
and gallstone among patients with bile pigment 
calculi, those with cholesterol stones and those 
with mixed stones (P > 0.05).

CONCLUSION: H.pylori DNA can be detected 
in bile and gallstone of patients with primary 
choledocholithiasis. H.pylori DNA level is not 
correlated with stone type. H.pylori present in 
bile and gallstone of patients with primary cho-
ledocholithiasis may play an important role in 
the development of primary choledocholithiasis.
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摘要
目 的 :  研 究 原 发 性 胆 总 管 结 石 ( p r i m a r y 
choledocholithiasis)患者胆汁和胆石中幽门螺
杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori )的表达. 

方法: 采用对照研究方法, 对原发性胆总管
结石患者(试验组)32例和对照就诊者(对照
组)30例行内镜下逆行胰胆管造影术(ERCP), 
采用实时荧光定量PCR法检测胆汁及胆石中
H.pylori DNA表达. 

结果: 利用比较平均循环数值 (C t)法测定
H.pylori  DNA的表达水平, 原发性胆总管结石
组胆汁H.pylori  DNA Ct值为16.78±9.28, 对
照组胆汁Ct值3.75±7.71, 两组之间H.pylori 
DNA表达比较, 差异具有统计学意义(P <0.01); 
分组两两比较胆色素结石组(16例), 胆固醇结
石组(5例), 混合性结石组(11例)间胆汁及胆石
中H.pylori  DNA表达, 无统计学差异(P >0.05).

结论: 原发性胆总管结石患者胆汁及胆石中
存在H.pylori表达, 但H.pylori表达与结石类型
无明显相关, 其高表达提示H.pylori 可能参与
了原发性胆总管结石的发生及发展, 但其具体
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■背景资料
近年来, 国内外大
量研究表明胆囊
结石患者胆石、
胆囊组织及胆汁
中存在H . p y l o r i
表 达 ,  并 认 为
H.pylori 参与了胆
囊结石形成, 而有
关原发性胆总管
结石患者胆汁及
胆石中是否存在
H.pylori 表达及其
表达水平的报道
鲜见. 

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
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作用机制有待进一步研究.
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0  引言

近年来 ,  国内外大量研究表明胆囊结石患者

胆石、胆囊组织及胆汁中存在幽门螺旋杆

菌(Helicobacter pylori , H.pylori )表达, 并认为

H.pylori参与了胆囊结石形成[1-8], 而有关原发性

胆总管结石(primary choledocholithiasis)患者胆

汁及胆石中是否存在H.pylori表达及其表达水平

的报道鲜见. 为进一步探讨原发性胆总管结石

患者胆汁及胆石中是否存在H.pylori表达及其表

达水平, 我们建立原发性胆总管结石患者胆汁

及胆石H.pylori表达水平的实时定量PCR方法, 
并检测原发性胆总管结石患者胆汁及胆石中

H.pylori表达水平.

1  材料和方法

1.1 材料 按照原发性胆总管结石定义[9], 选取原

发性胆总管结石组32例, 其中男17例, 女15例;
平均年龄65.5岁(33-79岁). 所有患者经内镜下逆

行胰胆管造影术(endoscopic retrograde cholan-
giopancreatography, ERCP)均未提示肝内胆管结

石及胆囊结石. 13例为胆总管结石, 胆囊及肝内

胆管无结石, 伴胆管炎者7例; 19例为胆囊切除

术后胆总管结石, 肝内胆管无结石, 伴胆管炎者

10例. 选取非胆石症患者30例为对照组, 其中胰

头肿瘤21例, Oddis括约肌功能障碍6例, 胆道蛔

虫3例. ERCP术中取胆总管胆汁2 mL及胆石标

本, 分别置灭菌管内, 标本均立即置入-80 ℃冰

箱保存. 按文献[10]方法判断结石成分. 组织基

因组DNA提取试剂盒(TIANamp Genomic DNA 
Kit)(离心柱型)购自天根生化(北京)有限公司; 实
时荧光定量PCR试剂盒(Real Master Mix)(SYBR 
Green)购自天根生化(北京)有限公司; 基因扩增

仪(BIO-RAD PTC-200)伯乐生命医学产品(上海)
有限公司.
1.2 方法 SYBR green实时荧光定量PCR: (1)DNA
的提取: 按照试剂说明书, 使用试剂盒提供的提

取液, 分别从解冻混匀的胆汁1 mL及捣碎后的
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胆石100 mg中提取出DNA, 放-20 ℃冰箱保存; 
(2)引物的设计及合成: 所有引物采用Primer 5.0 
软件设计, 均由上海生工生物工程技术服务公

司合成和纯化. H.pylori : 上游5'-CTCATCTCTAG
CCAGGTCTA-3', 下游5'-TCGCATCATCTCAAA
CCAGAC-3', 产物大小244 bp; (3)实时荧光定量

PCR反应: 目的基因反应体系为模板2 μL, 上下

游引物各1 μL, Realtime PCR Master Mix 9 μL, 
蒸馏水补齐至总体积7 μL. 总反应体积20 μL, 反
应参数为94 ℃ 20 s, 59 ℃ 30 s, 68 ℃ 50 s(收集

荧光), 共40个循环. 反应完成后, 得到所有标本

的所有记录点曲线. 软件将自动进行数据分析,
调整基线, 计算出Threshold cycle(Ct值), 即每个

反应管内的荧光信号到达设定的域值时所经历

的循环数. 
统计学处理 根据每个样本的Ct值, 比较各

组样本的表达变化情况. 数据采用SPSS13.0统
计软件进行分析, P <0.05表示有统计学差异.

2  结果

2.1 实时荧光定量P C R扩增曲线分析  图1为
H.pylori的扩增曲线, 从图中可见扩增曲线为典

型的倒s形曲线, 说明此次荧光定量PCR测定的

敏感性好.
2.2 H.pylor i 扩增产物的琼脂糖凝胶电泳鉴定 
H.pylori扩增产物大小在244 bp标准片段附近,与
预期结果一致(图2).
2.3 试验组及对照组中胆汁H.pylori的表达变化 
2.3.1 试验组及对照组中胆汁H.pylori 检出率的

比较: 试验中无Ct值出现认为H.pylori阴性表达, 
反之为H.pylori阳性表达. 本试验H.pylori在对照

组中仅有6例表达, 在32例原发性胆总管结石患

者胆汁中H.pylori  DNA阳性表达25例. 原发性胆

总管结石组较对照组胆汁H.pylori  DNA检测结

果有差异, 两组之间的H.pylori  DNA检出率具

有统计学差异(阳性检出率: 78.13% vs 20.00%, 
P <0.01; 阴性检出率: 21.87% vs  80.00%).
2.3.2 试验组及对照组中胆汁H.py lo r i 表达水

平的比较: 利用比较平均循环数值(Ct)法测定

H.pylori  DNA的表达水平, 原发性胆总管结石组

胆汁H.pylori  DNA Ct值为16.78±9.28, 对照组胆

汁Ct值3.75±7.71, 两组之间比较H.pylori  DNA
表达具有统计学差异(P <0.01).
2.3.3 不同类型原发性胆总管结石胆汁H.pylori
的表达变化: 原发性胆总管结石组中胆色素结

石16例, 胆固醇结石5例, 混合性结石11例, 分组
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■相关报道
曹 月 敏 等 采 用
P C R 方 法 发 现
H.pylori  DNA存
在 于 胆 囊 结 石
患 者 的 胆 汁 及
结 石 中 ,  并 认 为
H.pylori 感染与胆
囊结石形成有关.
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两两比较, 胆色素结石、胆固醇结石和混合性

结石患者胆汁H.pylori  DNA表达水平并无明显

差异(18.23±7.48; 12.54±11.53; 16.60±10.83).
2.3.4 不同类型原发性胆总管结石胆石H.pylori  
的表达变化: 32例原发性胆总管结石患者胆石

中H.pylori  DNA阳性4例表达, 其中胆色素结石2
例(12.50%), 混合性结石2例(18.18%), 胆固醇结

石未见H.pylori  DNA阳性表达. 分组两两比较, 
胆色素结石、胆固醇结石和混合性结石患者胆

石H.pylori  DNA表达水平并无明显差异(2.65±
7.24, 0.00±0.00, 1.86±6.18).

3  讨论

近年来, 国内外大量研究表明胆囊结石患者胆

石、胆囊组织及胆汁中存在H.pylori表达, 并认

为H.pylori参与了胆囊结石形成[1-8]. 曹月敏等[2]

采用PCR方法发现H.pylori  DNA存在于胆囊结

石患者的胆汁及结石中, 并认为H.pylori感染与

胆囊结石形成有关. Misra等[4]研究发现, 胆囊结

石患者胆石及胆汁中存在H.pylori , 并通过PCR
方法检测到H.pylori序列存在. 而有关原发性胆

总管结石患者胆汁中是否存在H.pylori表达及其

表达水平的报道鲜见. 实时定量PCR技术利用

了PCR技术核酸扩增的高效性, 探针技术的高

特异性和光谱技术的高敏感性以及计量高准确

性等优点, 同时又克服了普通PCR技术易污染, 
不能定量等不足, 将染料SYBR GreenⅠ与双链

DNA结合后发出荧光, 通过实时监测反应体系

中的SYBR GreenⅠ的荧光强度, 达到检测PCR
产物扩增量的目的. 因其具有引物和探针的双

重特异性, 故在精确度、敏感性、检测范围、

产出率及PCR后处理步骤方面均优于传统的半

定量, 实时定量PCR[11]是一种高效的核酸定量

分析方法, 该技术在本试验中的应用, 可以相对

准确地检测胆汁和胆石中H.pylori  DNA量的变

化给予定量. 我们采用实时定量PCR的方法对

原发性胆总管结石组和对照组胆汁及胆石进行

H.pylori  DNA检测, 结果显示原发性胆总管结石

患者胆汁及胆石中均存在H.pylori感染因素, 胆
汁中的H.pylori  DNA检出率明显高于胆石, 并且

H.pylori在胆汁中具有较高的表达水平, 与对照

组比较差异有统计学意义(P <0.01), 提示H.pylori
可能是进入胆道系统, 先在胆汁中繁殖, 然后进

入胆石, 并参与原发性胆总管结石的发生发展.
体外培养研究表明, 胆汁酸对H.pylori的黏

附生长有抑制作用. 在血琼脂中, H.pylori不能在

含有5%胆汁的情况下生长, 但是暴露于含有5%
胆汁的液体培养基中30 min仅有25%的H.pylori
被杀死[12]. 这说明H.pylori具有逃避胆汁碱性环

境的自我保护机制, 通过十二指肠时尚有存活

的可能性. 方驰华等[13]采用PCR技术对胆囊结

石患者的胆汁、黏膜、结石和门静脉血细菌群

进行同步研究, 发现胆汁中存在H.pylori  DNA, 
而门脉血液及淋巴系统中均未检测到H.pylori 
DNA, 故而推测胆汁中的H.pylori可能系十二

指肠逆流所致. 国外研究表明[14], H.pylori可能

是胆固醇性结石菌群中固有的一部分, 定植在

胆道诱发胆固醇性结石的形成. Figura等[15]认为

H.pylori感染导致胆管上皮增殖, 胆管狭窄, 胆流

变缓, 胆汁淤滞进而促进胆色素结石的形成. 而
有关不同类型胆总管结石H.pylori表达的报道甚

少. 我们的研究发现, 胆色素结石、胆固醇结石

及混合性结石胆汁和胆石中H.pylori  DNA表达并

无明显差异. 这可能与样本量较少有一定关系.
总之, 我们认为原发性胆总管结石患者胆汁

及胆石中存在H.pylori表达, 但H.pylori表达与结

石类型无明显相关, 其高表达提示H.pylori可能

是原发性胆总管结石形成过程中的重要病原菌

之一.
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本文可读性较好, 
为幽门螺杆菌在
原发性胆总管结
石发生发展中的
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基础.


