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Abstract
AIM: To explore the relationship between Clonor-
chis sinensis (C. sinensis) infection and gallstone 
formation by observing the morphology and 
survival status of C. sinensis eggs in gallbladder 
bile, biliary sludge and gallstones from gallstone 
patients with C. sinensis infection. 

METHODS: Twenty gallstone patients with C. 
sinensis infection were enrolled in this study. 
Their gallbladder bile, biliary sludge and gall-
bladder stones were collected to observe the 
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华支睾吸虫卵的形态变化、存活状况与胆囊结石形成的
关系

乔 铁, 罗小兵, 马瑞红, 郑培明, 罗振亮, 杨柳青

®

■背景资料
胆囊结石是一种
常见的多因素疾
病, 其发病机制仍
不清楚. 有报道认
为华支睾吸虫感
染与胆囊结石密
切相关, 但具体机
制有待研究. 在胆
囊结石中发现华
支睾吸虫虫卵提
示虫卵可能在结
石形成过程中起
到一定作用. 

morphology of C. sinensis eggs using optical 
microscopy and scanning electron microscopy 
(SEM). Von Kossa staining and X-ray energy dis-
persive spectroscopy were used to analyze the 
calcium content on the surface of eggs and the 
substance surrounding them. Trypan blue stain-
ing was used for evaluating the survival rate of 
eggs. 

RESULTS: In gallbladder bile, 88.3% of C. sinen-
sis eggs had typical morphology, while 56.7% 
of eggs in biliary sludge and 91.5% in stones 
were deformed (including changes in shape and 
size, egg cover loss, invisible internal miracidia 
and adhesion bilirubin on the surface or in their 
surroundings). Under SEM, egg shell showed 
an uneven texture shape, and its surface and 
surroundings were adhered with mucus-like 
substances in varying degrees. The calcium con-
tent of egg surface and surroundings gradually 
increased from the bile, biliary sludge to stones. 
The survival rates of eggs in bile, biliary sludge 
and stones were 86.6%, 42.1% and 11.5%, respec-
tively. 

CONCLUSION: In patients infected with C. 
sinensis, C. sinensis eggs can remain in the gall-
bladder by their uneven texture-like egg shell 
and mucus-like substance from the biliary tract. 
Eggs can be further deformed, degenerated, 
and even calcified to nucleation, resulting in the 
formation of biliary sludge and participating in 
gallstone formation. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
华支睾吸虫成虫
寄生在人体后,可
引起人体肝胆系
统的一系列损伤, 
其相应的致病机
制多集中在成虫
的致病作用方面, 
而有关虫卵的致
病作用和地位少
有报道.

摘要
目的: 观察胆囊结石合并华支睾吸虫感染患
者的胆囊胆汁、胆泥及结石中的华支睾吸虫
卵形态和存活状况, 探讨华支睾吸虫感染与胆
囊结石的关系. 

方法: 选取20例胆囊结石合并华支睾吸虫
感染患者的胆囊胆汁、胆泥及结石标本, 行
光学显微镜、扫描电镜(scanning e lec t ron 
microscope, SEM)观察其中的华支睾吸虫虫卵
形态; 进一步用Von Kossa染色和X射线能谱仪
分析虫卵表面及其周围物质的钙盐含量、台
盼蓝(Trypan blue)染色观察虫卵的存活情况. 

结果: (1)胆汁中88.3%的虫卵具有典型形态, 
而胆泥中56.7%的虫卵和结石中91.5%的虫卵
出现变形(包括外形、大小改变, 卵盖丢失、

卵内毛蚴看不清、表面或四周吸附胆红素); 
电镜下, 卵壳为凹凸不平的纹理状结构, 表面
和周围不同程度黏附有黏液样物质; (2)从胆
汁、胆泥到结石, 虫卵表面及其周围物质的钙
盐含量逐步增多; (3)胆汁、胆泥和结石中虫
卵的存活率分别是86.6%、42.1%和11.5%. 

结论: 人体感染华支睾吸虫后, 虫卵可通过卵
壳的纹理状结构和胆道的黏液样物质储留于
胆囊内并发生变形、变性、死亡以至钙化成
核, 形成胆泥, 进而参与形成胆囊结石. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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钙化 

核心提示: 人体感染华支睾吸虫后, 华支睾吸虫

卵可通过表面的纹理状结构和胆道的黏液样物

质较长时间储留于胆囊内并发生变形、变性、

死亡以至钙化成核, 进而参与形成胆囊结石.
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0  引言

华支睾吸虫病是由华支睾吸虫寄生在人体的肝

胆管内所引起的以肝胆病变为主的一种人兽共

患性寄生虫病, 人群主要通过生食或半生食含

有华支睾吸虫囊蚴的淡水鱼虾感染此病[1-3]. 据
报道, 全球约有3500万例感染该病, 而中国约有

1500万例, 广东省是主要流行区之一, 感染率达

16.42%[4-6]. 
研究表明, 华支睾吸虫成虫可造成人体胆道

的损伤和局部炎症、纤维化, 导致胆管炎、胆

囊炎、胆管结石、甚至诱发胆管上皮癌、肝细

胞癌[7-9]. 胆囊结石与华支睾吸虫感染的密切关

系已有报道[10,11], 但其致病机制尚不明确. 本实

验室前期研究发现, 在华支睾吸虫感染流行区, 
部分胆囊结石患者的胆囊结石内存在虫卵[12], 提
示华支睾吸虫卵在胆囊结石形成过程中有一定

作用. 为了了解华支睾吸虫卵在胆囊结石形成

过程中的作用, 我们对比观察了胆囊胆汁、胆

囊胆泥和结石中的华支睾吸虫卵的形态、存活

状况及其与周围物质的结构关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 20例胆囊结石患者来自于2011-05/2011-
11间广州市南沙区第六人民医院普外科住院部, 
年龄32-61岁, 男性14例, 女性6例, 均为广州市户

籍. 所有患者有食用或接触鱼/虾生史, 血清华支

睾吸虫IgG抗体(EASE-MEDTREND, USA)均为阳

性, 胆囊胆汁、胆泥和结石中均同时检见华支睾

吸虫卵. 
1.2 方法

1.2.1 标本的获取: 经过医院伦理委员会的审核

并经患者知情同意, 在CHiAO硬质胆囊镜取石

保胆术中, 切开胆囊壁底部后, 50 mL无菌注射

器抽取所有胆囊胆汁, 装于无菌容器中送检. 胆
囊胆泥于术中使用CHiAO胆道镜专用的泥沙样

结石吸取箱获取, 结石标本为术中直接取得. 个
别胆囊胆汁中混有少量胆泥, 仍视为胆囊胆汁. 
所有标本获取后于2 h内送检, 并于送达后24 h内
完成分析. 
1.2.2 标本的处理及光学显微镜观察: (1)胆囊

胆汁: 取送检的胆囊胆汁5 mL, 5000 r/min离心 
5 min, 倾去上层胆汁, 留取离心物约300 μL, 充
分振荡混匀备用; (2)胆囊胆泥: 称取送检的胆泥

10 mg, 加适量双蒸水制成混悬液备用; (3)胆囊

结石: 送检结石用蒸馏水冲洗表面3遍后, 直径

>0.5 cm的结石取10 mg(不足10 mg者取全部), 泥
沙样结石取数粒于研钵内, 加300 μL蒸馏水研磨

均匀备用. 
每例标本涂玻片3张(每张约100 μL), 面积

接近每张玻片的1/2. 然后光学显微镜(OLYM-
PUS BX51)观察其中虫卵的形态及其变化情况, 
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■相关报道
韩国学者Uddin等
(2012)用体外培
养的方式, 发现华
支睾吸虫虫卵在
体外随着培养时
间的延长, 出现明
显的形态变化和
生存力丧失. 乔铁
等 (2012)在胆囊
结石中发现了大
量华支睾吸虫卵, 
并指出胆色素结
石形成与华支睾
吸虫感染有关. 每张涂片不少于100个高倍视野.  

1.2.3 标本的染色: 3种标本的前期处理同1.2.2. 
(1)钙盐(Von Kossa)染色: 参考文献[13], 取处理

后备用的标本涂片, 每例2张(约200 μL), 自然

干燥后染色, 二甲苯透明、中性树胶封片, 显
微镜观察; (2)台盼蓝(Trypan blue)染色: 取上一

步处理后的剩余标本(100 μL), 加入4%台盼蓝

(Trypan blue)染液(Sigma公司)100 μL, 混合均匀, 
静置3-5 min, 再用无菌滴管轻轻吹打混匀, 吸取

100 μL滴加到洁净玻片, 加盖玻片, 显微镜检, 观
察、记录华支睾吸虫卵内部毛蚴的着色情况. 
1.2.4 标本的扫描电镜观察和X射线能谱仪分析: 
取5 mL胆囊胆汁的离心沉淀物、适量的胆囊胆

泥和胆囊结石, 37 ℃干燥、导电胶固定、喷金, 
扫描电镜(德国ZEISS, LIS10)观察其中虫卵形态

和X射线能谱仪(英国OXFORD公司)分析钙元

素含量, SEM所用的电子枪加速电压为20 kV. 
统计学处理 采用统计学软件SPSS16.0分析

数据. 胆囊胆汁、胆泥和结石中的虫卵形态变

化及存活情况用mean±SD表示, 3个组间比较采

用单因素方差分析(One-way ANOVA), 各组间

的多重比较采用SNK(Student-Neuman-Keuls)法, 
检验水平为α = 0.05(双侧), P <0.05为差异具有统

计学意义. 

2  结果

2.1 3种标本中的华支睾吸虫卵形态及其与周围

物质的关系 光学显微镜下, 胆囊胆汁中88.3%
的虫卵易于辨认: 即芝麻形, 有壳, 卵内常可见

内容物, 狭窄一端可见突出的卵盖, 宽而钝圆的

一端(卵盖对侧)可见到点状小突起(图1). 相比之

下, 胆泥和结石中则分别有56.7%和91.5%的虫

卵不再具备上述典型形态或者说发生了形态改

变而难于辨认, 这些形态改变表现为: 芝麻形外

观变为椭圆形或条状、卵内容物看不清、卵盖

丢失、卵壳表面和四周吸附黏液样物质和/或胆

红素等(图1). 2种标本中形态改变的华支睾吸虫

卵所占的百分比差别显著(P <0.05, 表1). 
扫描电镜下, 胆汁中所有虫卵表面或卵壳为

纹理状结构, 虫卵表面部分区域黏附有少量黏

液样物质(图2), 而在胆泥中, 可见虫卵表面及四

周大部分区域黏附黏液样物质甚至被黏液样物

质完全包裹(图2). 在胆囊结石中, 还可见虫卵卵

盖丢失、表面纹理状结构消失而变得光滑、周

围黏附黏液样物质和碳酸钙结晶、甚至镶嵌于

周围物质中(图2). 
2.2 华支睾吸虫卵表面和周围物质的钙盐染色 
虫卵表面和周围物质的钙盐含量在一定程度上

可反映虫卵在胆囊内储留时间的长短和钙化

情况. 钙盐(Von Kossa)染色结果显示: 从胆囊胆

汁、胆泥到结石, 华支睾吸虫卵表面和周围物

质的钙盐含量逐步递增(图3). 但在同一种标本

上, 钙盐含量存在差异(图3); 进一步使用扫描电

镜和X射线能谱分析仪, 分析3种标本中的虫卵

表面和周围物质的钙元素分布情况, 与钙盐染

色结果相符(图4). 
2.3 不同标本中华支睾吸虫卵存活率的比较 使
用台盼蓝染色观察了胆囊胆汁、胆泥和结石中

的华支睾吸虫卵存活率(表2). 结果显示: 在胆汁

中, 86.6%的华支睾吸虫卵是存活或有活力的, 
表现为台盼蓝染液不能透过卵壳(生物膜)而使

卵内毛蚴着色; 而胆泥和结石中分别只有42.1%
和11.5%的虫卵表现为存活(图5), 从胆汁、胆

泥到结石 ,  华支睾吸虫卵的存活率明显减少

(P <0.05). 

3  讨论

胆囊结石是世界范围的常见病、多发病 [14-16]. 
胆囊结石的发病是多种因素综合作用的结果. 
流行病学研究表明 ,  个体因素、饮食习惯、

女性妊娠、家族遗传及消化系统疾病等均

与胆囊结石的发病密切相关 [17-19]. 近年来, 越
来越多的证据表明 ,  胆道结石的发生可能与

华支睾吸虫感染有关 [20-22]. 有研究认为, 成虫

表  1  胆囊胆汁、胆泥和结石中的华支睾吸虫卵形态改
变情况比较 (n  = 20, mean±SD)

     标本类型 形态改变情况(%) P 值

胆囊胆汁 11.7±8.5

胆囊胆泥   56.7±14.6 <0.001

胆囊结石 91.5±5.8

P值: 任意两组间比较均P<0.001.

表  2  胆囊胆汁、胆泥和结石中的华支睾吸虫卵存活
率比较 (n  = 20, mean±SD)

     标本类型 存活率(%) P 值

胆囊胆汁 86.6±9.5

胆囊胆泥   42.1±11.8 <0.001

胆囊结石 11.5±6.8

P值: 任意两组间比较均P<0.001.
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■创新盘点
本研究采用显微
观察、组织化学
染色以及X-射线
能谱仪观察、分
析了胆囊胆汁、
胆泥和结石中的
华支睾吸虫虫卵
形态和存活率, 揭
示了华支睾吸虫
虫卵在胆囊结石
形成中的作用和
地位.

图  1  光学显微镜下, 胆囊胆汁、胆囊胆泥和胆囊结石中的正常及变形的华支睾吸虫虫卵(Mag×400). A, B: 胆汁中的正常形态

虫卵; C: 胆汁中的椭圆形虫卵; D: 胆汁中的表面吸附颗粒物质的虫卵; E: 胆汁中长度变短、表面及一端吸附胆红素和颗粒物的

虫卵; F: 胆泥中形态较正常的虫卵, 但卵内毛蚴已看不清; G-I: 胆泥中的虫卵, 表面及四周黏附黏液和胆红素; J: 胆泥中虫卵, 卵

盖丢失并黏附胆红素和黏液; K: 结石中的虫卵, 表面和周边吸附胆红素和黏液; L: 结石中卵盖即将分离的虫卵; M: 结石中固化的

虫卵, 成半透明状; N: 结石中被胆红素和黏液完全包裹的虫卵; O: 结石中的虫卵, 卵盖丢失、卵内毛蚴吸附胆红素呈棕褐色.
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在肝胆管内破坏胆管上皮和黏膜下血管 ,  再
加上虫体的分泌物、代谢产物和机械刺激

等因素的作用, 可引起胆道结石的发生[23]. 此
外 ,  华支睾吸虫感染引起胆道上皮分泌的糖

蛋白增加 ,  并附着于虫卵表面作为结石的核

心, 起支架和黏附剂作用, 促进胆红素钙的沉

积, 最后导致色素类结石的形成 [23,24]. 乔铁等

更是在胆囊结石中发现了大量华支睾吸虫

卵[12]. 尽管如此, 华支睾吸虫卵在胆囊结石形

成中所处的地位和作用仍不清楚 ,  有待深入 
研究. 

研究认为胆囊结石形成与胆汁的性状和成

分改变[25,26]以及胆泥的形成有关[27-29], 本实验在

华支睾吸虫病流行区20例胆囊结石患者的胆囊

胆汁、胆泥和胆囊结石中同时发现了华支睾吸

虫卵. 与胆囊胆汁相比, 胆泥和结石中的虫卵大

多为变形和无活力或死亡的虫卵(表1, 2). 结果

提示, 在感染华支睾吸虫的胆囊结石患者体内, 
胆汁中的部分虫卵可较长时间停留在胆囊内, 
并与胆囊中胆泥甚至结石的形成有一定关联. 

然而, 胆囊结石的形成是一个复杂的演变

过程. 如果虫卵全程参与其中, 其必然在胆囊内

经历从液相到固相的形态变化, 本实验结果证

实了上述推测: 即胆汁中的80%以上的虫卵多为

形态典型且有活力, 而胆泥和结石中则分别有

50%和85%以上的虫卵出现变形和变性、死亡

(表1, 2). 这提示人体感染华支睾吸虫后, 部分华

支睾吸虫虫卵可以长时间储留于胆囊内并发生

形态改变、变性、死亡, 直至成核, 参与胆囊结

石的形成. 韩国学者Uddin等[30]用体外培养的方

■应用要点
本研究在一定程
度上揭示了华支
睾吸虫卵在胆囊
结石发生中的地
位和作用, 为华支
睾吸虫感染与胆
囊结石的相关性
提供了一个重要
佐证, 同时也可能
为华支睾吸虫尤
其是虫卵对宿主
的作用、华支睾
吸虫感染引起的
肝胆疾病的致病
机制研究以及胆
囊结石病的预防
治疗提供一种新
的参考, 具有重要
的流行病学及临
床意义.
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图  2  电子扫描显微镜下, 胆囊胆汁、胆泥和结石中的华支睾吸虫卵形态(Mag×3000). A: 胆汁中的虫卵, 表面呈凹凸不平

的纹理状结构; B: 胆泥中的虫卵, 表面被胆红素颗粒和黏液包裹; C: 结石中的虫卵, 表面及四周黏附黏液和碳酸钙结晶; D: 

胆汁中的虫卵, 卵盖端黏附有黏液; E: 胆泥中的虫卵, 未被黏液完全包裹, 可见部分纹理状结构; F: 镶嵌于结石中的虫卵, 卵

盖丢失、表面纹理状结构消失而变得光滑.
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式, 将华支睾吸虫卵置于不同培养液中, 观察了

虫卵的形态、存活率与培养液和培养时间的关

系. 发现虫卵在体外随着培养时间的延长, 出现

明显的形态变化和生存力丧失. 该结果从一个

侧面证实了本实验的结果和推论. 
胆囊结石的形成可以被看做是一种异常的

生物矿化(包括钙化)过程[31,32], 因此, 虫卵表面和

周围物质的钙盐含量可部分反映虫卵在胆囊内

储留的时间. 本实验结果也与上述观点一致, 发
现从胆汁、胆泥到结石, 虫卵表面和周围物质

的钙盐含量逐级增多(图3, 4). 同时也表明, 研究

病例胆囊结石的形成与虫卵的钙化有关. 需要

指出的是, 在同一胆汁、胆泥和结石中, 个别虫

卵之间钙盐含量存在差异(图3, 4), 提示虫卵参

与胆囊结石形成是渐进累积的过程, 只有部分

虫卵能储留于胆囊并最终参与结石的形成. 此
外, 虫卵储留于胆囊内的数量和时间可能还与

成虫的排卵量和持续时间、胆囊的收缩功能、

胆汁的化学成分、胆道中黏蛋白的含量及机体

的感染程度和免疫情况等有关. 这也可用来解

释不是所有的华支睾吸虫感染患者都会发生胆

囊结石. 
以上结果引发了一个不容回避的问题, 华支

睾吸虫卵是如何停留在胆囊内并参与结石的形

成? 扫描电镜结果显示, 虫卵表面为特殊的网状

结构(图2), 此结构可使虫卵容易吸附并停留于

凹凸不平的胆囊黏膜皱襞内. 同时, 机体感染华

支睾吸虫后, 引起胆道黏蛋白分泌增多[33], 黏蛋

白不同程度黏附在虫卵表面和周围(图2), 使其

不易排出胆囊; 附着于虫卵表面和周围的黏蛋

■同行评价
本研究采用显微
观察、组织化学
染色以及X-射线
能谱仪观察、分
析了胆囊胆汁、
胆泥和结石中的
华支睾吸虫虫卵
形态和存活率, 对
于解释华支睾吸
虫虫卵是否参与
胆囊结石形成的
过程, 华支睾吸虫
尤其是虫卵对宿
主的作用、华支
睾吸虫感染引起
的肝胆疾病的致
病机制研究, 具有
重要的流行病学
及临床意义. 书写
规范, 思路清晰.
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图  3  胆囊胆汁、胆泥和结石中, 华支睾吸虫卵及周围物质的Von Kossa(钙盐)染色结果(Mag×400), 黑色或黑褐色为染色阳
性即黑色或黑褐色染色区域为含有钙盐区域, 提示此区域存在钙化. A: 胆汁中的虫卵和黏液染色为阴性; B, E: 胆泥中虫卵

表面和周围大部分区域呈阳性, 棕黄色区域为胆红素和黏液混合物; C, F: 结石中虫卵表面和周围全部区域染色呈强阳性; D: 

胆汁中个别虫卵表面染色成弱阳性.
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白还能促进碳酸钙、胆红素钙、磷酸钙等钙盐

的沉积[34-36], 致使虫卵钙化、成核, 导致结石形

成. 但是, 上述结论还需要进一步证实. 
需要指出的是, 胆囊结石是一种多因素疾

病, 华支睾吸虫感染可能只是因素之一, 因此其

可能会改变胆囊结石的人群分布和结石类型[10], 
但对发病率影响不是绝对的. 对于二者的关系, 
应该从两个方面来看待. 一方面, 本研究结果已

经证实华支睾吸虫感染尤其是华支睾吸虫卵在

胆囊结石形成过程中有一定作用; 另一面, 这只

表明二者有相关性, 并不能说明二者存在因果

关系或先后关系, 二者既可独立发病又存在某

种特定联系. 我们的观点是: 胆囊结石病是一种

多因素的疾病, 是许多因素如饮食、年龄、性

别、遗传、身体内环境等综合作用的结果, 其
中任何一个因素包括华支睾吸虫感染, 都可能

是危险因素而非决定因素. 
总之, 人体感染华支睾吸虫后, 虫卵可通过

表面的纹理状结构和胆道的黏液样物质储留于

胆囊内并发生变形、变性、死亡以至钙化成核, 
形成胆泥, 进而参与形成胆囊结石. 本研究在一

定程度上揭示了华支睾吸虫卵在华支睾吸虫感

染相关的胆囊结石发生中的地位和作用, 为华

支睾吸虫感染与胆囊结石的相关性提供了一个

重要佐证, 同时也可能为华支睾吸虫尤其是虫

卵对宿主的作用、华支睾吸虫感染引起的肝胆

疾病的致病机制研究以及胆囊结石病的预防治

疗提供一种新的参考, 具有重要的流行病学及

临床意义. 

志谢: 感谢广州市南沙区第六人民医院普外科

冯禹阳、王兴强、王小锋、王刚、黄毅敏医生
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图  4  扫描电镜和X-射线能谱仪联合分析胆囊胆汁、胆泥和结石中的华支睾吸虫卵及周围物质的钙元素分布情况, 红点代
表钙元素, 红点越多越密集, 代表钙含量越高(Mag×3000). A, D: 同一例胆汁中的两个虫卵, 表面钙含量差别较大; B, E: 同一

例胆泥中, 虫卵和周围物质的钙含量不同; C, F: 同一例结石中, 被黏液样物质包裹的虫卵表面钙含量较高.
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图  5  胆囊胆汁、胆泥和结石中, 华支睾吸虫卵的台盼蓝(Trypan blue)染色结果, 存活的虫卵表现为其内部的毛蚴不着蓝色, 而变
性或死亡的虫卵则内部毛蚴着色(Mag×400). A-D: 胆汁中存活的虫卵; E: 胆汁中变性或死亡的虫卵; F: 胆泥中钙化的虫卵; G, H: 

胆泥中死亡的虫卵, 卵盖丢失, 毛蚴被胆红素染色; I, J: 胆泥中变性或死亡的虫卵; K-O: 结石中变性或死亡的虫卵, 内部毛蚴不

同程度地蓝染.
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提供研究用的胆囊胆汁、胆泥和结石标本, 特
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