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在华支睾吸虫病流行区!华支睾吸虫感染是胆

结石形成的重要诱因之一"

<

#

$ 目前!华支睾吸虫成虫

寄生胆道诱发肝胆管结石已有诸多报道"

!

#

$ 研究显

示!在胆囊结石患者的胆汁及胆结石中均发现大量

华支睾吸虫卵"

$!=

#

!提示华支睾吸虫感染尤其是华支

睾吸虫卵与胆囊结石的形成有关$ 然而!华支睾吸

虫卵诱发胆囊结石的具体作用机制尚需进一步研

究$ 因此!笔者随机选取
>&

例在广州市番禺区第二

人民医院进行取石保胆手术的胆囊结石患者为研究

对象! 对其胆囊壁组织分别进行病理及基因检测$

本研究所有实验均经医院伦理委员会同意批准!患

者知情同意$ 现将研究结果报告如下$

!

材料和方法

!"!

研究对象及标本采集

!&#!

年
$

%

=

月!随机选取
>&

例在广州市番禺

区第二人民医院实施内镜取石保胆手术的胆囊结石

患者作为研究对象!患者平均年龄&

%?:> " ##:@

'岁!

男性
$?

人!女性
!$

人$ 患者胆囊壁(胆汁和胆结石

标本均于取石保胆术中无菌获取!胆汁
% #

保存!胆

结石及胆囊壁标本置液氮中低温保存$

)论著)

实时荧光 .AB 检测胆囊结石患者胆囊壁
华支睾吸虫 3;C 的研究
郑培明 乔铁﹡ 马瑞红 蔡洪英 罗小兵 罗振亮 杨柳青

3D'

*

#&:$?>&EFG/:H:211(:#>?$!%#!!:!&#$:&#:&&!

作者单位*

=##%?&

广州!番禺区第二人民医院

! 通信作者*乔铁!

IG/29

*

JKH#@=LM#>$:F8G

!摘要" 目的 运用实时荧光
.AB

技术检测胆囊结石患者胆囊壁中的华支睾吸虫
3;C

!并评估其检

测效价$ 方法 随机选取
>&

例胆囊结石患者的胆囊壁(胆汁及胆石标本!运用实时荧光
.AB

技术对
$

种

标本分别进行华支睾吸虫
3;C

检测!另取部分胆囊壁标本进行常规病理检查$ 结果
>&

例胆囊结石患者

的胆囊壁( 胆汁及胆石标本中! 实时荧光
.AB

检测华支睾吸虫
3;C

阳性率分别为
=#:>?N

&

$#E>&

'(

=>:>?N

&

$%E>&

'和
>&:&&N

&

$>E>&

'!

$

组标本相比差异无统计学意义&

!

!

O &:L=?

!

" P &:&=

'$ 胆囊壁病理切

片检查虫卵阳性率为
L:$$N

&

=E>&

'!与以上
$

种方法相比!差异有统计学意义&

!

!

O %!:=#!

!

" Q&:&#

'$ 结论

在胆囊结石患者胆囊壁组织中发现华支睾吸虫卵!实时荧光
.AB

能检测到华支睾吸虫
3;C

$

!关键词" 胆囊结石+胆囊壁+华支睾吸虫+基因检测+实时荧光
.AB
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试剂与仪器

病理切片染色相关试剂购自珠海贝索生物技术

有限公司 !

3;=

提取试剂盒 "

3;,/16 >988- /(-

?2115, @2)

#购自凯杰企业管理"上海$有限公司!引

物%探针由上海生物工程有限公司合成!实时荧光

.AB

反应试剂购自大连
?/@/B/

生物有限公司!实

时荧光
.AB

仪为
=>'C$&&

"

DE=

$&

!"$

胆囊壁病理检查

手术中于胆囊底部获取
% FF ! G FF

胆囊壁!

置于
<"H

甲醛中&常规固定%石蜡包埋%切片
I

厚度为

! !FJ4

尹红
K

苏木素"

LM

$染色后镜检&

!"%

胆囊壁组织
&'(

的提取

将手术中所取胆囊壁组织"

% FF ! G FF

$预先

放入液氮中冷冻!然后置研钵内加液氮研磨至粉末!

称重后置
!:& F9

的离心管中!向其中加
!&& !9

组织

裂解液"

=?N

$!

!" !9

蛋白酶
@

!

OP "

水浴
% Q

!其余

操作按试剂盒说明书进行& 最后用
<"" !9 3;=

溶

解液"

=M

$溶解
3;=

!

K!" "

保存&

!")

胆囊胆汁及胆囊结石
&'(

的提取

胆囊胆汁及胆结石
3;=

提取过程均参照文献

'

G

(的操作进行&

!"*

实时荧光
+,-

检测华支睾吸虫
&'(

应用本实验室构建的华支睾吸虫
3;=

实时荧

光
.AB

检测方法 '

G

(分别对胆囊壁%胆汁及胆结石

3;=

进行基因检测& 靶基因为华支睾吸虫线粒体细

胞色素
A

氧化酶亚基
<

基因 )

R,(>/(S

登录号为

T*UGO$PP:<

$!引物%探针序列如下*正向引物序列*

OV#RR? ??R R?= ?R= ??= R?A =A= ??? R#$W

!反

向引物序列*

OW#=AA =AA A?= AAA =R= A== =A#

$W

! 探针序列 *

OW#X*YMJ#=RA === A=? =RA A==

A=A A== RAA A#X>LZ##J#$W

&

实时荧光
.AB

反应体系
[

正反向引物各
# !9

!探

针
# !9

!

.AB .0,F2\ !O !9

! 模板
3;= O !9

!

BY]

液
#

!9

! 加灭菌超纯水至总体积为
O& !9

&

.AB

反应条件

为
[ UO" $& 1

+

UO" #O 1

!

G&" $# 1

!共
%O

个循环&

!".

统计学分析

应用
E.EE #$:&

软件对实验结果进行统计学分

析! 计量资料用均数
$

标准差! 率的比较采用
!

! 检

验!

! ^ ":"O

则差异有统计学意义&

#

结果

#"!

胆囊壁病理切片检查

G"

例胆囊壁病理切片中有
O

例发现虫卵!

LM

染色镜检可见不同切面形状的虫卵! 有的虫卵可深

入胆囊壁肌层!周围可见部分胆红素颗粒!有的虫卵

被黏液包裹黏附于胆囊壁上)图
<

$&

图
!

胆囊壁病理切片中的华支睾吸虫卵

箭头示华支睾吸虫卵+

=<

%
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*

!<""

+

=!

%

>!

%

A!

*

!%""

/01" ! "# $%&'&$%$ ,__1 2( )Q, `/)Q898_2a/9 1,a)28(1

8b _/99c9/--,0 d/99

=008d1 1Q8d2(_ "# $%&'&$%$ ,__1

+

=<4 ><4 A<[ !<""

+

=!4 >!4 A![ !%""

#"#

实时荧光
+,-

检测结果

G"

例胆囊结石患者的胆囊壁%胆汁及胆结石标

本中! 实时荧光
.AB

检测华支睾吸虫
3;=

阳性率

分别为
O<:GCe

)

$#fG&

$%

OG:GCH

)

$%fG&

$%

G&:&&H

)

$Gf

G&

$!三组标本相比差异无统计学意义)

!

(

g&:POC

!

! h &:&O

$!但均显著高于胆囊壁病理切片镜检)

!

)

g

%!:O#!

!

! ^ &:&#

$& 其中胆囊壁病理切片镜检虫卵阳

性患者对应的胆囊壁%胆汁及胆结石
.AB

结果均为

阳性!胆囊壁
.AB

结果为阳性的患者!其对应的胆

汁及胆结石
.AB

结果亦为阳性& 实时荧光
.AB

阳

性结果如图
!

所示!

$

组标本
.AB

检测结果见表
#

&

C

! !
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!

图
!

实时荧光
.=>

检测胆囊壁!胆汁及

胆结石中华支睾吸虫
3;?

?

"

.=>

阳性胆汁#

@

"

.=>

阳性胆囊壁$

=

"

.=>

阳性胆囊结石$

3

"阴性对照

"#$% ! 3,),A)28( 8B !"#$#%&'() )($*$)() 3;? 2( )C, 1/DE9,1 8B

F/99G9/--,0 H/994 G29, /(- F/991)8(, G6 0,/!)2D, .=>

?

"

.812)2I, G29,

$

@

"

.812)2I, F/99G9/--,0 H/99

$

=

"

.812)2I, F/991)8(,

$

3

"

;,F/)2I, A8()089

表
&

胆囊壁%胆汁及胆结石标本实时荧光
.=>

检测结果

'()*+ & JC, 0,159)1 8B )C, 0,/9!)2D, .=> -,),A)28( 8( )C,

1/DE9,1 8B F/99G9/--,0 H/994 G29, /(- F/991)8(,

,

讨论

华支睾吸虫病是一种严重危害人类健康的食源

性寄生虫病& 我国是华支睾吸虫病的重要流行区$

据估算我国华支睾吸虫感染者可达
< K""

万$ 占全

球华支睾吸虫感染者中的多数'

L!M

(

) 华支睾吸虫寄生

于人体肝胆道系统可以引发肝胆管炎%胆道梗阻%胆

石症%肝硬化%肝胆管癌等一系列严重病症'

N

(

& 世界

卫生组织*

OPQ

+已于
!&&N

年将其归为
!

类致癌物'

<&

(

)

华支睾吸虫感染的病理机制主要有以下几点 '

<<!<!

(

"

*

<

+成虫或虫卵堆积在肝胆管导致胆道梗阻,胆汁淤

积-*

!

+成虫虫体%虫卵及其分泌代谢产物的机械%化

学刺激引起炎症%增生%坏死等一系列病理改变-*

$

+

改变胆汁成分$促进黏蛋白分泌以及作为成核因子

导致胆结石的形成-*

%

+继发细菌感染& 胆囊结石作

为华支睾吸虫感染引发的一类重要并发症一直未引

起足够的重视$而笔者之前的研究表明$在华支睾吸

虫病流行区胆囊结石患者的胆汁及结石标本中均发

现大量华支睾吸虫卵$虫卵检出率高达
RR:LS

'

%

(

$成

虫则较少见到$ 因此研究华支睾吸虫卵与胆囊的相

互作用关系对于胆囊结石的病理机制研究具有重要

意义&

通过对
R"

例胆囊结石患者胆囊壁组织的研究

发现$ 实时荧光
.=>

检测华支睾吸虫
3;?

阳性率

为
K<:RLS

*

$<TR&

+$ 而胆囊壁标本的病理切片中华

支睾吸虫卵检出率仅为
M:$$S

*

KTR&

+& 由于胆囊壁

.=>

结果为阳性的患者其对应的胆汁及胆结石

.=>

结果亦为阳性$因此可排除假阳性结果& 胆囊

壁实时荧光
.=>

检测阳性率高于病理切片虫卵检

出率$主要原因为"*

#

+制片过程中由于虫卵脱落或

虫卵量少导致漏检-*

!

+死亡的虫体碎片也有可能进

入胆囊壁$ 因而未查见虫卵但是可检测到华支睾吸

虫
3;?

& 胆囊壁病理切片镜检可见部分虫卵被胆红

素%黏液样物质包裹$虫卵既可黏附于胆囊黏膜表面

也可随胆囊收缩进入胆囊肌层& 胆囊壁中华支睾吸

虫卵及其
3;?

的存在为华支睾吸虫感染诱发胆囊

结石的病理机制研究提供了最直接的证据& 进入胆

囊壁的虫卵及虫体碎片可刺激胆囊黏膜上皮细胞$

引起胆囊慢性炎症& 此外虫卵刺激还可以引发黏膜

上皮杯状化生及黏液分泌增加$ 从而黏附于虫卵表

面并以之为核心$ 继而黏附胆红素颗粒% 胆固醇结

晶%碳酸钙结晶等物质形成大分子复合物$最终导致

胆囊结石的形成&

研究表明$采用实时荧光
.=>

技术检测华支睾

吸虫
3;?

是诊断华支睾吸虫感染的有效手段$其检

测灵敏度及特异性均已得到验证并用于胆汁及胆结

石标本的检测'

R

(

& 本研究运用同样的方法对胆囊结

石患者的胆囊壁标本进行基因检测$ 并与胆汁及胆

结石标本检测进行对比分析$ 结果表明胆囊壁组织

中华支睾吸虫
3;?

检出率高$与胆汁及胆结石标本

检出率相比较差异无统计学意义$ 但显著高于胆囊

壁病理检测$ 因此是一种诊断华支睾吸虫感染的有

效手段& 同时$由于胆汁及胆结石标本成分复杂$从

中提取华支睾吸虫
3;?

的过程相对繁琐$而胆囊壁

组织取材较少且成分较单一$ 其基因操作过程简便

易行$因此更适用于华支睾吸虫感染的基因检测&由

于本检测技术属有创性检查$ 因此不利于华支睾吸

虫病的早期筛查$但其对于胆囊结石%胆囊癌等患者

的病因诊断%治疗及预防等方面均具有重要意义&

循环数
=6A9, (5DG,0

荧
光

强
度

3
,
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/
>
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- . /

0

# ! $ % K R L M N #& ## #! #$ #% #K #R #L #M #N !& !# !! !$ !% !K !R !L !M !N $& $# $! $$ $% $K $R $L $M $N %& %# %! %$ %% %K

!:&&&

#:R&&

#:!&&

&:M&&

&:%&&

&:&&&

U&:%&&

标本类型

V/DE9,1

阳性数

;8: E812)2I,

阴性数

;8: (,F/)2I,

阳性率*

S

+

.812)2I, 0/),

*

S

+

胆囊壁

W/99G9/--,0 H/99

胆汁

@29,

胆囊结石

W/991)8(,

$#

$%

$R

!N

!R

!%
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综上所述!本研究在胆囊壁中发现华支睾吸虫

卵!并通过实时荧光
.=>

方法在胆囊壁中检测到华

支睾吸虫
3;?

" 华支睾吸虫卵或虫体碎片进入胆囊

壁内并对胆囊黏膜上皮细胞产生的机械#化学刺激

是华支睾吸虫感染诱发胆囊结石等胆囊疾病的病理

基础"
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