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复发性胆总管结石患者的胆汁菌群多样性
分析

陶芹 1,2 郑亮 3 罗辉 2 石鑫 2 吴谦 1 潘阳林 2

1西安交通大学医学部公共卫生学院，西安 710061；2空军军医大学第一附属医院消化

内科，西安 710032；3中国人民解放军32145部队卫生连，新乡 453000
通信作者：吴谦，Email：wuqian@xjtu.edu.cn

【摘要】 目的 比较不同类型胆总管结石患者胆汁的菌群情况。方法 纳入 2017年 8月—

2018年 1月在空军军医大学第一附属医院消化内科经腹部超声、腹部CT和（或）磁共振胰胆管成像术

诊断为胆总管结石，并接受经内镜逆行胰胆管造影术（endoscopic retrograde cholangiopancreatography，
ERCP）治疗的 45例患者，根据既往病史和ERCP术中情况将患者分为无结石（non‑stone，NS）组、初发

胆固醇结石（primary cholesterol stone，PCS）组、初发胆色素结石（primary pigmental stone，PPS）组和复

发性结石（recurrent stone，RS）组。在注射造影剂之前收集胆汁行 16S rRNA测序，分析胆汁中的菌群

结构及多样性。结果 非RS组为 33例（包括NS组 8例、PCS组 8例、PPS组 17例），RS组 12例。RS组
中憩室内乳头患者［41.67%（5/12）比 3.03%（1/33），χ2=8.27，P=0.004］、松软结石患者［91.67%（11/12）
比 36.36%（12/33），χ2=10.77 ，P=0.001］及色素结石患者［100.00%（12/12）比 51.52%（17/33），χ2=
7.04，P=0.008］的比例均高于非RS组，其余基线资料差异均无统计学意义（P>0.05）。在门、属水平，

RS组与 PPS组的菌群丰度相当。Alpha及Beta多样性分析显示，RS组与 PPS组相比差异无统计学意

义，但两者多样性均显著低于NS组、PCS组（P<0.05）。MetaStat分析显示，幽门螺杆菌种为RS组患者

的胆道优势菌群，而变形菌门和大肠杆菌种为RS组和 PPS组患者的胆道优势菌群。结论 RS组与

PPS组的菌群丰度相当。RS组和 PPS组胆汁菌群多样性明显低于 PCS组和NS组。幽门螺杆菌种为

RS组的胆道优势菌群。

【关键词】 胆总管结石病； 复发； 胰胆管造影术，内窥镜逆行； 胆汁； 微生物组

Analysis of bile bacterial diversity in patients with recurrent common bile duct stones
Tao Qin1,2, Zheng Liang3, Luo Hui2, Shi Xin2, Wu Qian1, Pan Yanglin2
1 School of Public Health, Xi'an Jiaotong University Health Science Center, Xi'an 710061, China;
2Department of Gastroenterology, The First Affiliated Hospital of Air Force Medical University, Xi'an 710032,
China; 3 Health Company, No. 32145 Unit of PLA, Xinxiang 453000, China
Corresponding author: Wu Qian, Email: wuqian@xjtu.edu.cn

【Abstract】 Objective To compare the bile bacterial diversity in patients with different types of
common bile duct stones (CBDS). Methods A total of 45 patients with CBDS diagnosed by abdominal
ultrasound, abdominal CT and (or) magnetic resonance cholangiopancreatography (MRCP) and treated by
endoscopic retrograde cholangiopancreatography (ERCP) in the First Affiliated Hospital of Air Force
Medical University from August 2017 to January 2018 were divided into the non-stone (NS) group, the
primary cholesterol stone (PCS) group, the primary pigment stone (PPS) group, and the recurrent stone (RS)
group. 16S rRNA sequencing was used to analyze the microbile community structure and diversity in bile
which was collected before contrast medium injection. Results Thirty-three patients were in the non-RS

·论著·

DOI：10.3760/cma.j.cn321463-20211018-00483
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group (8 in the NS group, 8 in the PCS group, and 17 in the PPS group) and 12 were in the RS group. The
proportion of patients with intra-diverticular papilla [41.67% (5/12) VS 3.03% (1/33), χ2=8.27, P=0.004],
loose stones [91.67% (11/12) VS 36.36% (12/33), χ2=10.77, P=0.001] and pigmental stones [100.00% (12/12)
VS 51.52% (17/33), χ2=7.04, P=0.008] were significantly higher in the RS group than those in the non-RS
group. There was no significant difference in other baseline data (P>0.05). At the phylum and genus level,
the bacterial abundance was similar in the RS and PPS group. Alpha and Beta diversity analysis showed that
the microbial diversity was similar between the RS and PPS group, both of which were lower than those in
the NS and PCS group (P<0.05). MetaStat analysis revealed that Helicobacter pylori was the dominant
bacteria in the RS group, and Proteobacteria and Escherichia coli were the dominant bacteria in both RS and
PPS groups. Conclusion Bacterial abundance of bile in the RS group is similar to that of the PPS group,
but the diversity of biliary bacteria flora in the RS group and PPS group are significantly lower than those in
the PCS group and NS group. Helicobacter pylori is the dominant biliary bacteria in the RS group.

【Key words】 Choledocholithiasis; Recidivism; Cholangiopancreatography, endoscopic
retrograde; Bile; Microbiome

胆总管结石的形成原因较为复杂，其具体机制

尚需阐明。根据胆总管结石的组成，其可分为胆固

醇结石和色素结石两大类，前者多继发于胆囊胆固

醇结石的脱落，后者多认为与慢性炎症有关。经内

镜 逆 行 胰 胆 管 造 影 术（endoscopic retrograde
cholangiopancreatography，ERCP）是治疗胆总管结

石的首选方法。然而，ERCP术后胆总管结石的复

发率为 5%~10%，有研究发现复发性胆总管结石均

为胆色素结石［1］。我们先前的研究发现，十二指肠

胆道反流、胆道下段的夹角<135°以及十二指肠乳

头周围憩室是 ERCP术后胆总管结石复发的高危

因素［2］。除上述物理因素之外，胆总管结石的复发

可能与 ERCP术后胆管括约肌破坏导致的胆道微

环境变化有关。近年来，Ye等［3］发现复发性胆总管

结石患者的胆汁菌群多样性明显低于胆道狭窄患

者，也进一步提示了胆道微环境变化在结石复发中

的作用。然而，该研究以胆道良恶性狭窄患者作为

对照有其不足。Chen等［4］比较了复发性胆总管结

石和初发性胆总管结石的微生态差异，但未能考虑

不同结石类型（胆固醇型和胆色素型）的影响。因

此，复发性胆总管结石与胆道微生态的关系尚需进

一步探索。

本研究在胆总管复发结石（recurrent stone，
RS）的微生态研究中，引入了 3个不同的对照组，即

无 结 石（non‑stone，NS）组 ，初 发 胆 固 醇 结 石

（primary cholesterol stone，PCS）组和初发胆色素结

石（primary pigmental stone，PPS）组，以期更加准确

地界定胆总管复发结石的胆道微生态特点。通过

分析复发性结石与不同结石对照的差异，将为更加

深入地理解胆道微生态与胆管结石复发间的关系

奠定基础。

资料与方法

一、患者资料

所有患者于 2017年 8月—2018年 1月在空军

军医大学第一附属医院消化内科临床诊断为胆总

管结石，并行 ERCP治疗。纳入标准：①年龄 18~
80岁；②术前影像学检查［腹部B超声、腹部CT和
（或）磁共振胰胆管成像术（magnetic resonance
cholangiopancreatography，MRCP）］了诊断为胆总管

结石。排除标准：①合并胆管良恶性狭窄者；②
ERCP术前 1周内接受抗生素治疗者；③ERCP术前

1个月内接受放化疗、激素、免疫抑制剂、肠道微生

态制剂或粪菌移植治疗者；④合并心、肾、呼吸功能

不全者；⑤孕妇或哺乳期妇女。患者术前均签署知

情同意书。根据既往病史和 ERCP术中情况将患

者分为 4组，其定义如下：①NS组：术中造影未发现

胆总管结石，考虑结石已经自行排出；②PCS组：既

往无胆总管结石病史，ERCP取出结石颜色为白色

或黄白色，考虑为胆固醇性结石；③ PPS组：既往无

胆总管结石病史，ERCP取出结石颜色为黄褐色或

黑褐色，考虑为胆色素性结石；④RS组：既往曾行

ERCP胆总管取石且已取尽结石，此次因胆总管结

石复发再次行 ERCP治疗，两次治疗间隔 6个月以

上。非 RS组包括 NS、PCS和 PPS 3组的总病例。

结石质地松软的定义为：取石过程中，结石未经机

械碎石即发生破碎。

二、资料收集及样本处理

通过病例系统及 ERCP报告回顾性收集患者

及结石相关的资料，包括性别、年龄、身高、体重、吸

烟史、饮酒史、有无胆囊结石及胆囊切除手术史、有

无肝内结石、术前生化指标［白细胞计数（white
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blood cell，WBC）、丙 氨 酸 转 氨 酶（alanine
aminotransferase，ALT）、碱 性 磷 酸 酶（alkaline
phosphatase，ALP）、总 胆 红 素（total bilirubin，
TBIL）］、乳头与十二指肠憩室关系、结石大小、数量

及性质。胆汁为ERCP术中注射造影剂前收集，用

于胆汁培养或常规的实验室检查，剩余部分无菌冻

存于-80 ℃冰箱备用。冻存胆汁样本干冰运输，使

用 5 mL胆汁进行总RNA提取、定量分析、聚合酶链

式反应（polymerase chain reaction，PCR）以及测序

分析，测序平台为HiSeq PE2500平台（美国 Illumina
公司）。

三、生物信息学分析

对测序得到的原始数据进行拼接质控、嵌合体

过滤得到有效数据，对有效数据进行运算分类单元

（operational taxonomic units，OTU）聚类和物种分类

分析。不同序列的相似程度高于 97%即认为是同

一个OTU。根据OTUs聚类结果，对每个OTU序列

做物种注释，得到对应物种信息和基于物种的丰度

分布情况；对OTUs进行丰度、Alpha和Beta多样性

计算等分析，得到胆汁内菌群丰度和多样性信息，

也可获得不同结石类型患者胆汁的特有 OTUs信
息。采用MetaStat分析方法寻找各组间具有差异

性的物种。

四、统计学分析

采用 SPSS 25.0统计软件进行分析，符合正态

分布的计量资料以 x̄±s表示，两组间比较使用独立

样本 t检验；不符合正态分布的计量资料以M（Q1，

Q3）表 示 ，两 组 间 比 较 用 两 独 立 样 本 的

Mann‑Whitney U检验。计数资料以例（%）表示，使

用卡方检验或 Fisher精确检验进行分析。测序数

据及分析采用R软件（Version 2.15.3）等软件完成，

运用 Tukey和Wilcox秩和检验方法进行分析组间

物种多样性的差异，P<0.05为差异具有统计学意

义。利用 MetaStat方法对组间的物种丰度数据进

行假设检验得到P值，避免类似于假阳性结果的产

生，通过对P值的校正，得到 q值，q <0.05为差异具

有统计学意义。

结 果

一、基线资料

研究共纳入 45例ERCP患者，其中NS组 8例、

PCS组 8例、PPS组 17例和RS组 12例。将 4组患者

分为 RS组和非 RS组（NS组+PCS组+PPS组）进行

比较，两组在性别、年龄、体重指数、吸烟、饮酒、胆

囊情况、肝内胆管结石、乳头旁憩室、结石最大径、

结石数量和术前生化指标等方面的差异均无统计

学意义（P>0.05，表 1）。RS组中憩室内乳头患者

（41.67% 比 3.03%，χ2=8.27，P=0.004）、松软结石患

者（91.67% 比 36.36%，χ2=10.77，P=0.001）及色素

结石患者（100.0% 比 51.5%，χ2=7.04，P=0.008）的

比例均高于非RS组，差异均有统计学意义。

二、胆汁测序的质量控制

45份胆汁标本均成功提取RNA并完成测序，

成功率 100%。共得到 3 203 506条原始序列，经过

拼 接 质 控、嵌 合 体 过 滤 后 ，其 中 2 300 500 条

（71.8%）可用于后续分析。匹配融合后，共获得

4 422个OTUs。其中 4组共同有 719个OTUs，NS组
特有 377个OTUs，PCS组特有 89个OTUs，PPS组特

有121个OTUs，RS组特有87个OTUs。
三、4组患者胆汁的菌群丰度

图 1A显示门水平最大丰度前 10的物种在各

组的分布情况。其中RS组和PPS组组间各菌群相

对丰度差异无统计学意义（P>0.05）；RS组变形菌

门（Proteobacteria）相对丰度高于 NS组（63.26%比

22.14%，t=3.03，P=0.009）和 PCS 组（63.26% 比

17.21%，t=3.31，P=0.005）。 RS 组 的 拟 杆 菌 门

（Bacteroidetes）相对丰度低于 PCS 组（2.81%比

35.86%），差异有统计学意义（t=-3.95，P=0.026）。

图 1B显示属水平最大丰度前 10的物种在各

组的分布情况。其中RS组和PPS组组间各菌群相

对丰度差异无统计学意义（P>0.05）；RS组大肠杆

菌志贺菌属（Escherichia‑Shigella）的相对丰度高于

NS组（39.38%比 4.69%，t=5.84，P<0.001）和 PCS组
（39.38%比 1.61%，t=6.45，P<0.001）。RS组枸橼酸

杆菌属（Citrobacter）的相对丰度高于 PCS组（3.99%
比0.03%），差异有统计学意义（t=3.50，P=0.005）。

四、4组患者胆汁的菌群多样性

使用 Alpha多样性分析评估各组的物种分布

的多样性。Chaol指数和 Shannon指数均显示RS组
和 PPS组的 Alpha多样性均显著低于 NS组和 PCS
组（P<0.05）。RS组的 Alpha多样性也有低于 PPS
组的趋势，但两组间差异无统计学意义（P>0.05）。

NS组的Alpha多样性高于PCS组，但两组间差异无

统计学意义（P>0.05）（图2）。

—— 829

www.zhxhnjzz.com



中华消化内镜杂志 2022年10月第 39卷第 10期 Chin J Dig Endosc, October 2022, Vol. 39, No. 10

Beta多样性分析显示，RS组和PPS组样本的菌

群组成较为集中且成份相似，而NS组和 PCS组样

本的菌群组成相对分散，提示 RS组和 PPS组的

Beta多样性较低（图3）。

注：NS指无结石；PCS指初发胆固醇结石；PPS指初发胆色素结石；RS指复发结石

图 1 最大丰度前十的物种在 4组胆总管结石患者胆汁中的分布柱状图 1A：门水平最大丰度前十的物种在各组中的分布；1B：属水平最

大丰度前十的物种在各组中的分布

表1 不同种类胆总管结石患者基线资料比较

项目

例数

性别（男/女）

年龄（岁，x̄±s）
体重指数（kg/m2，x̄±s）
吸烟［例（%）］
饮酒［例（%）］
胆囊切除术［例（%）］
胆囊未切除［例（%）］

无结石

有结石

肝内结石［例（%）］
术前生化

WBC［×109/L，M（Q1，Q3）］

ALT［IU/L，M（Q1，Q3）］

ALP［IU/L，M（Q1，Q3）］

TBIL［IU/L，M（Q1，Q3）］

十二指肠乳头与憩室的关系［例（%）］
憩室旁

憩室内

结石最大横径［mm，M（Q1，Q3）］
结石数量［个，M（Q1，Q3）］
松软结石［例（%）］
色素结石［例（%）］

NS组
8
2/6

66.25±10.56
27.01±3.89
2（25.00）
0（0.00）
8（100.00）

0（0.00）
0（0.00）
0（0.00）

6.15
（5.06，6.87）

21.50
（21.25，43.25）

76.50
（61.50，96.75）

14.95
（9.85，17.50）

2（25.00）
0（0.00）

‑
‑
‑
‑

PCS组
8
2/6

53.25±23.7
23.32±2.07
2（25.00）
0（0.00）
2（25.00）

0（0.00）
6（75.00）
0（0.00）

11.59
（5.98，17.22）

54.50
（28.00，72.00）

88.00
（45.50，141.75）

40.95
（19.65，56.10）

2（25.00）
0（0.00）
7.50

（3.50，11.50）
11（2，11）
2（25.00）
0（0.00）

PPS组
17
10/7

61.58±17.66
21.19±2.58
4（23.53）
2（11.76）
9（52.94）

3（17.65）
5（29.41）
2（11.76）

4.23
（3.82，5.17）

79.00
（22.50，258.50）

143.00
（82.50，322.00）

18.60
（9.35，27.25）

7（41.17）
1（5.88）
7.00

（5.00，10.00）
2（1，4）
10（58.82）
17（100.00）

非RS组总体
（NS+PCS+PPS）

33
14/19

61.00±17.52
22.71±3.51
8（24.24）
2（6.06）
19（57.58）

3（9.09）
11（33.33）
2（6.06）

5.03
（3.95，6.03）

48.00
（22.50，163.50）

111.00
（74.50，214.50）

18.00
（10.15，27.75）

11（33.33）
1（3.03）
7.00

（5.00，10.00）
2（1，4）
12（36.36）
17（51.52）

RS组
12
5/7

63.08±10.60
20.05±1.03
1（8.33）
1（8.33）
11（91.67）

1（8.33）
0（0.00）
0（0.00）

4.82
（4.12，5.92）

20.50
（13.25，112.25）

105.50
（83.25，118.75）

15.65
（9.93，21.60）

1（8.33）
5（41.67）
10.00

（8.00，12.00）
3（3，5）
11（91.67）
12（100.00）

统计量

χ2=0.00
t=-0.38
t=1.85
χ2=0.58

χ2=3.20

Z=-0.28

Z=-1.57

Z=-0.55

Z=-0.71

χ2=1.68
χ2=8.27
Z=-1.63
Z=-1.38
χ2=10.77
χ2=7.04

P值（RS
组 比非RS组）

0.964
0.707
0.077
0.448
1.000
0.074
0.267

1.000

0.783

0.115

0.581

0.475

0.195
0.004
0.104
0.168
0.001
0.008

注：NS指无结石；PCS指初发胆固醇结石；PPS指初发胆色素结石；RS指复发结石；WBC指白细胞计数；ALT指丙氨酸转氨酶；ALP指碱性

磷酸酶；TBIL指总胆红素;“‑”表示“无”
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五、4组患者胆道菌群差异显著物种

RS组和 PPS组变形菌门（Proteobacteria）和大

肠杆菌种（Escherichia coli）的丰度均显著高于NS组
和PCS组（q<0.05），而RS组和PPS组间差异无统计

学意义（图 4A、4B）。变形菌门（Proteobacteria）和大

肠杆菌种（Escherichia coli）为RS组和PPS组的胆道

优势菌群。RS组幽门螺杆菌种（Helicobacter pylori）

的丰度显著高于其他 3组（q<0.05，图 4C），幽门螺

杆菌种（Helicobacter pylori）为 RS 组的胆道优势

菌群。

讨 论

胆总管结石是一种常见的胆道疾病，急性发病

危及生命，慢性反复发作严重影响生活质量。尤其

是对于复发性胆总管结石患者，急切需要有效的干

预手段，减少结石的发生，改善生活质量。探索胆

总管结石形成和复发的机制意义重大，越来越多证

据显示胆道微环境在其中的重要作用。多项研究

表明，胆道中的微生物群存在自我保护机制，其与

胆道疾病（如胆总管结石、复发性胆总管结石、远端

胆管癌等）有关，细菌定植与胆结石的形成有

关［5‑10］。在不同类型胆管结石中，胆管色素结石的

细菌存在率超过 90%，其形成与胆汁淤积、胆汁感

染及细菌β-葡萄糖苷酶降解胆红素葡糖苷酸等有

关。然而，目前对于不同类型、不同成分的胆总管

结石与胆汁微生物群改变之间的关系在国际上鲜

图3 4组胆总管结石患者胆汁Beta多样性分析

注：NS指无结石组；PCS指初发胆固醇结石组；PPS指初发胆色素结石组；RS指复发结石；＊代表P<0.05；＊＊代表P<0.01
图2 4组胆总管结石患者胆汁物种分布的多样性比较 2A：物种分布多样性Chaol指数比较；2B：物种分布多样性Shannon指数比较

注：＊代表 q<0.05；＊＊代表 q<0.01
图4 不同物种在4组胆总管结石患者胆汁中的丰度 4A：变形菌门（Proteobacteria）在4组中的丰度；4B：大肠杆菌种（Escherichia coli）在

4组中的丰度；4C：幽门螺杆菌种（Helicobacter pylori）在4组中的丰度

—— 831

www.zhxhnjzz.com



中华消化内镜杂志 2022年10月第 39卷第 10期 Chin J Dig Endosc, October 2022, Vol. 39, No. 10

见报道。

本研究应用 16S rRNA测序技术及生物信息学

分析方法，对不同类型胆总管结石患者的胆道菌群

进行分析，比较了NS、PCS、PPS和RS 4组患者的胆

道菌群分布特征及结构差异。发现RS组结石有其

特定的一些特点：（1）RS组患者结石多较为松软，

其十二指肠乳头开口更易位于憩室内；（2）在门、属

水平最大丰度前 10的物种菌群丰度，RS组与 PPS
组较为类似；（3）RS组和 PPS组的Alpha及 Beta多
样性均较低；（4）幽门螺杆菌种是RS组患者胆汁较

为独特的菌群构成。总体而言，RS组患者的菌群

相对独特，总体类似于PPS组患者，但也有不同。

既往文献报道认为，胆总管复发结石属于胆色

素结石，与我们的发现是一致的［1］。我们发现，PPS
组和RS组患者胆汁菌群多样性类似，这说明与胆

道炎症相关的胆色素结石有着类似的菌群组成。

然而，RS组与 PPS组也有区别。我们发现，变形菌

门和大肠杆菌种为两组患者共有的胆道优势菌群，

而幽门螺杆菌种则为RS组患者的胆道优势菌群。

Fatemi等［11］的研究发现，幽门螺杆菌感染的存在促

进了胆结石的形成。我们推测，RS组患者均有十

二指肠乳头切开史，乳头屏障功能被破坏，存在十

二指肠肠液反流入胆道的可能，增加了胆道逆行感

染幽门螺杆菌的风险。而 PPS组患者的十二指肠

乳头功能完整，减少了十二指肠液反流入胆道的风

险。但是幽门螺杆菌与色素结石形成以及结石复

发的关系和具体机制仍需要进一步研究。

本研究显示，PPS组与 PCS组患者胆汁菌群多

样性明显不同。这一发现支持 PPS组结石的形成

主要与胆道慢性炎症有关的观点，与PCS组结石的

形成有明显的不同，PCS组结石一般是自胆囊脱落

所致。我们发现 PCS组胆汁菌群多样性类似于NS
组，也进一步说明胆总管本身并无明显菌群异常和

炎性改变。

综上所述，本研究从不同结石构成角度揭示了

RS组的胆汁菌群丰度；RS组的胆汁菌群多样性明

显低于PCS组和NS组；RS组与PPS组在门、属水平

最大丰度前 10的物种菌群丰度相当。从而进一步

提示应将不同类型的胆总管结石区分对待。但是

由于现有研究样本量有限、技术水平等各种原因，

现发现的各组之间有差异的菌群是否是影响结石

形成的原因还需进一步有效性验证。随着后续研

究的不断深入，对胆道微生物的干预可能有助于预

防和治疗胆结石疾病，减少胆总管结石的复发。
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