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幽门螺杆菌临床抗生素耐药表型与基因突变检测的

比较研究

季雪良　 叶丽萍　 孟飞　 杨宁敏　 黄智铭

　 　 幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ，ＨＰ）是许多消化道疾病

的病因，因此在治疗此类疾病时根除 ＨＰ 感染具有重要意

义。 但是，ＨＰ 的根除受许多因素影响，其中最主要的原因是

细菌的耐药性，因此合理的使用抗生素是根除 ＨＰ 的重要保

证［１⁃３］ 。 目前 ＨＰ 的耐药性检测主要通过药敏试验完成，包
括琼脂稀释法和 Ｅ⁃Ｔｅｓｔ 法。 但是这 ２ 种方法对实验室培养

具有较高要求且培养周期较长。 研究表明，克拉霉素耐药主

要是由于 ２３Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ２１４２ 或 ２１４３ 位突变导致的，左
氧氟沙星耐药主要是由 ｇｙｒＡ 基因编码的蛋白在 ８７、８８、９１
和 ９７ 突变导致的［４］ 。 本研究通过比较 ＤＮＡ 测序得出的 ＨＰ
耐药性（基因型）与药敏试验得出的耐药性（表型）的差异，
探讨 ＨＰ 耐药性检测的准确性。

—３６３—中华消化内镜杂志 ２０１８ 年 ５ 月第 ３５ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｉｇ Ｅｎｄｏｓｃ，Ｍａｙ ２０１８，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ．５



一、对象与方法

１．菌株来源：对 ２０１４ 年 ７ 月至 ２０１５ 年 ６ 月因上消化道

疾病在温州医科大学附属第六医院接受胃镜检查并采样的

初次 ＨＰ 根除失败患者，采集其胃黏膜进行 ＨＰ 分离培养，共
获得 １２９ 株 ＨＰ，经传代培养后收集 ＨＰ 分别进行药敏试验和

ＤＮＡ 测序。
２．ＨＰ 分离培养：胃黏膜样本充分研磨后接种于 ５％去纤

维羊血哥伦比亚琼脂平板上并均匀涂开，随后将平板置于微

需氧条件（５％Ｏ２，１０％ＣＯ２，８５％Ｎ２），３７℃培养 ３ ｄ。 选择符

合菌落形态鉴定的透明或半透明的针尖样菌落，进行革兰染

色和尿素酶、过氧化氢酶、过氧化物酶活性试验。 革兰染色

阴性和 ３ 种酶实验全部阳性的被认为是 ＨＰ 阳性［５］ 。

　 　 图 １　 部分克拉霉素和左氧氟沙星耐药位点测序峰图　 １Ａ：未突变

的 ２３Ｓ ｒＲＮＡ 测序峰图；１Ｂ：２３Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ２１４３ 位点发生杂合突变

Ａ＞Ｇ；１Ｃ： ２３Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ２１４２ 位点发生纯合突变 Ａ＞Ｇ；１Ｄ：ｇｙｒＡ 基

因未突变的测序峰图；１Ｅ：ｇｙｒＡ 基因 ８７ 位置氨基酸发生 Ａｓｎ＞Ｌｙｓ
（Ｔ＞Ｇ）突变；１Ｆ：ｇｙｒＡ 基因 ９１ 位置氨基酸发生 Ａｓｐ＞Ｇｌｙ（Ｔ＞Ｇ）突变

（红色箭头指示发生突变的碱基）

３．ＨＰ 药敏试验：用琼脂稀释法和 Ｅ⁃Ｔｅｓｔ 法分别进行检

测。 采用琼脂稀释法的 ＨＰ 菌株，其克拉霉素耐药临界点为

１ μｇ ／ ｍＬ，左氧氟沙星耐药临界点为 ２ μｇ ／ ｍＬ［６⁃７］ 。 用生理盐

水调整 ＨＰ 浓度为 ２ 个麦氏单位，均匀接种于含不同抗生素

的哥伦比亚血琼脂平板上。 采用 Ｅ⁃Ｔｅｓｔ 法的 ＨＰ，同样用生

理盐水调整 ＨＰ 浓度为 ２ 个麦氏单位，然后接种到含 ５％去

纤维羊血的哥伦比亚琼脂平板均匀涂开，在平板上贴上克拉

霉素或者左氧氟沙星的 Ｅ⁃Ｔｅｓｔ 试纸条。 随后将所有平板置

于微需氧条件（５％Ｏ２，１０％ＣＯ２，８５％Ｎ２），３７℃培养 ３ ｄ，观察

ＨＰ 生长状况。
４．ＨＰ 基因组提取：采用 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司的 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

Ｐｕｒｅｌｉｎｋ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 试剂盒进行 ＨＰ 基因组提取，
具体操作按照使用说明书进行。 基因组浓度使用 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈ⁃
ｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司的 Ｑｕｂｉｔ ｄｓＤＮＡ ＨＳ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ 试剂盒进行测定。

５．耐药基因扩增和测序分析

（１）耐药基因引物设计：２３Ｓ ｒＲＮＡ 和 ｇｙｒＡ 基因引物来源

于参考文献［８⁃９］。 引物序列如下：２３Ｓ ｒＲＮＡ 正向引物为 ５′⁃
ＧＧＣＴＣＴＴＴＧＡＧＴＣＣＴＴＴＴＡＧＧＡＣＡ⁃３′；反向引物为 ５′⁃ＣＴＣＣ⁃
ＡＴＡＡＧＡＧＣＣＡＡＡＧＣＣＣＴＴＡＣＴ⁃３′，产物片段为 ６１７ ｂｐ。 ＧｙｒＡ

正向引物为 ５′⁃ＴＴＴＡＧＣＴＴＡＴＴＣＡＡＴＧＡＧＣＧＴ⁃３′；反向引物为

５′⁃ＧＣＡＧＡＣＧＧＣＴＴＧＧＴＡＧＡＡＴＡ⁃３′，产物片段为 ４２８ ｂｐ。
（２）ＰＣＲ：体系为 ２５ μＬ，其中 １０×ＰＣＲ 缓冲液 ２ ５ μＬ、

ｄＮＴＰｓ ２ μＬ、模板 ＤＮＡ ２ μＬ、上下游引物各 １ μＬ、Ｔａｑ 酶

０ ５ μＬ、双蒸水 １６ μＬ。 热循环参数为：９４℃ 预变性 ５ ｍｉｎ，
９４℃变性 ３０ ｓ，退火 ３０ ｓ（２３Ｓ ｒＲＮＡ ６２℃，ｇｙｒＡ ５０℃），７２℃延

伸 ４０ ｓ，３２ 个循环，最后 ７２℃终延伸 ５ ｍｉｎ。
（３）ＰＣＲ 产物鉴定及 ３７３０ＸＬ 测序分析：ＰＣＲ 产物进行

１ ５％琼脂糖凝胶电泳，比对 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ，对条带大小符合上

述要求的 ＰＣＲ 产物进行纯化和 ３７３０ＸＬ 测序。 测序结果用

Ｃｈｒｏｍａｓ ２ ４１ 软件进行峰图突变分析，使用 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ
Ｓｕｉｔｅ ７软件中的 ＡｌｉｇｎＸ 进行序列比对。

６．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ １９ ０ 统计软件进行数据分析，
耐药率比较使用 χ２ 检验，Ｐ＜０ ０５ 为差异有统计学意义。

二、结果

１．药敏试验结果：临床分离得到的 １２９ 株 ＨＰ 中，３１ 株

对克拉霉素耐药，耐药率为 ２４ ０３％；３４ 株对左氧氟沙星耐

药，耐药率 ２６ ３６％；对克拉霉素和左氧氟沙星双重耐药的

ＨＰ 达到 ２０ 株（１５ ５０％）。
２．２３Ｓ ｒＲＮＡ 和 ｇｙｒＡ 基因突变情况：克拉霉素耐药基因

２３Ｓ ｒＲＮＡ 的检测中，共发现 ６８ 例耐药位点突变，基因耐药率

达到 ５２ ７１％，其中 ２１４２ 位点 １ 例 Ａ＞Ｇ，２１４３ 位点 ６６ 例

Ａ＞Ｇ，１ 例 Ａ＞Ｃ。 有 ７ 株 ＨＰ 的耐药位点测序结果出现双峰。
对左氧氟沙星耐药基因 ｇｙｒＡ 检测发现，共 ６２ 例发生突变，
基因耐药率达到 ４８ ０６％，其中 ８７ 位置发生突变 ３８ 例，９１ 位

置发生突变 ２３ 例，８８ 位置发生突变 １ 例，８７ 和 ９１ 位点共同

突变 ４ 例。 有 １３ 株 ＨＰ 的耐药位点测序结果出现双峰情况。
见图 １。

３．基因测序结果与药敏结果比较：对药敏组与测序组的

克拉霉素、左氧氟沙星耐药检出率进行比较，差异具有统计

学意义（表 １）。
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表 １　 幽门螺杆菌药敏组与测序组耐药菌株检出率比较

［例（％）］

组别 菌株例数 克拉霉素耐药 左氧氟沙星耐药 双重耐药

药敏组 １２９ ３１（２４ ０３） ３４（２６ ３６） ２０（１５ ５０）

测序组 １２９ ６８（５２ ７１） ６２（４８ ０６） ４３（３３ ３３）
χ２ 值 ２２ ４３８ １３ ００６ １１ １１

Ｐ 值 ＜０ ０１ ＜０ ０１ ＜０ ０１

药敏试验中对克拉霉素耐药的 ３１ 株 ＨＰ，有 ２６ 株检测

出 ２３Ｓ ｒＲＮＡ 耐药位点发生突变，突变率为 ８３ ８７％，其中 ２５
例突变为 Ａ２１４３Ｇ，１ 例为 Ａ２１４３Ｃ，混合感染 ３ 例。 对左氧氟

沙星耐药的 ３４ 株 ＨＰ 中，有 ２４ 株检出 ｇｙｒＡ 基因的耐药决定

区发生突变，突变率为 ７０ ５９％，其中 １５ 例在 ８７ 位置发生突

变，９ 例在 ９１ 位置突变，混合感染 ４ 例（表 ２）。

表 ２　 幽门螺杆菌药敏组中基因突变耐药与表型耐药比较

［例（％）］

基因型突变情况
克拉霉素表型
耐药（ｎ＝３１）

左氧氟沙星表
型耐药（ｎ＝３４）

Ａ２１４３Ｇ 突变 ２５（８０ ６５） ２２（６４ ７１）

Ａ２１４３Ｃ 突变 １（３ ２３） －

Ａ２１４３Ｇ 杂合突变（混合感染） ２（６ ４５） －

Ａ２１４３Ｃ 杂合突变（混合感染） １（３ ２３） －

Ａｓｎ８７Ｉｌｅ ／ Ｌｙｓ ９（２９ ０３） １５（４４ １２）

Ａｓｐ９１Ａｓｎ ／ Ｇｌｙ １１（３５ ４８） ９（２６ ４７）

Ａｓｎ８７Ｉｌｅ ／ Ｌｙｓ 杂合突变（混合感染） － １（２ ９４）

Ａｓｐ９１Ａｓｎ ／ Ｇｌｙ 杂合突变（混合感染） － ３（８ ８２）
　 　 注：“－”表示无

讨论　 经典的 ２ 种抗生素加上 １ 种质子泵抑制剂的三

联疗法被广泛应用于 ＨＰ 感染的根除治疗，常用的抗生素包

括克拉霉素、甲硝唑、左氧氟沙星、阿莫西林等。 然而随着抗

生素的广泛使用，细菌对抗生素的耐药性也在逐年增加，其
中克拉霉素耐药被认为是 ＨＰ 根除失败的主要原因［８⁃９］ 。 目

前对于 ＨＰ 克拉霉素和喹诺酮类药物耐药的分子机制研究

比较透彻，克拉霉素耐药主要是由于 ２３Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ２１４２
和 ２１４３ 位点突变引起，喹诺酮类药物耐药主要是由 ｇｙｒＡ 基

因的 ８７、８８、９１ 位点突变引起［１０⁃１１］ 。
本研究发现，药敏组中克拉霉素和左氧氟沙星耐药率分

别为 ２４ ０３％和 ２６ ３６％，测序组中克拉霉素和左氧氟沙星耐

药率分别为 ５２ ７１％和 ４８ ０６％，测序组的耐药率明显高于药

敏组（Ｐ＜０ ０１），推测主要原因可能是其他相关基因也在影

响 ＨＰ 对抗生素的耐药性，导致其生物学表型对抗生素是敏

感的。 因此，单独运用 ＤＮＡ 测序技术检测 ＨＰ 的耐药性可

能具有耐药假阳性。
此外，对药敏组中克拉霉素和左氧氟沙星耐药的 ＨＰ 进

行耐药基因突变分析，结果显示，表型克拉霉素耐药的菌株

中，２３Ｓ ｒＲＮＡ 耐药位点突变率为 ８３ ８７％；表型左氧氟沙星

耐药的菌株中，ｇｙｒＡ 基因的耐药决定区突变率为 ７０ ５９％。
这表明，耐药基因突变的确是 ＨＰ 产生耐药的因素，但并不

是唯一因素，例如外排泵系统、靶核糖体修饰、酶失活等机制

也与细菌耐药发生相关［１２⁃１３］ 。 同时，对克拉霉素耐药的 ＨＰ
的基因型分析，发现 ３ 例 ２３Ｓ ｒＲＮＡ 的 ２１４３ 位点呈现“套峰”
现象，这是由于野生型 ＨＰ 菌株和耐药型 ＨＰ 菌株的混合感

染造成。 在左氧氟沙星耐药的 ＨＰ 中，也发现了 ４ 株类似的

混合感染情况。 此现象在国内外报道并不多见［１４］ ，但是我

们的研究结果显示混合感染现象已经比较严重，在克拉霉素

耐药菌株中占到了 ９ ６８％（３ ／ ３１），在左氧氟沙星耐药中占

到了 １１ ７６％（４ ／ ３４）。 混合感染情况应当被重视，尤其是对

于耐药株所占比例较少的样本（耐药株占 ５％～３０％）。
ＰＣＲ 诊断技术被广泛应用于临床相关疾病的检测，但

是根据我们的实验结果，单独运用 ＤＮＡ 测序技术来诊断 ＨＰ
的耐药性并不是非常可靠，可能会出现较高的耐药率，不适

合单独作为 ＨＰ 耐药依据，需结合药敏试验结果。 而药敏试

验依赖于 ＨＰ 培养，介于 ＨＰ 培养条件苛刻，在临床上，ＨＰ 培

养阳性率并不能达到 １００％。 另一方面，杂菌污染也会导致

阳性的 ＨＰ 无法进行药敏试验。 因此，ＤＮＡ 测序可以指导呼

气试验阳性而培养阴性的患者获得其对抗生素的耐药情况。
同时，对于耐药菌株与敏感菌株混合感染率较高的地区，尤
其是耐药菌株在混合感染中所占比例较低时，利用 ＤＮＡ 测

序检测是否具有混合感染是非常有必要的。 因此，对于 ＨＰ
的克拉霉素和左氧氟沙星耐药性判定，需结合药敏试验和耐

药基因测序，如此才能避免医疗资源浪费，更加合理有效地

指导临床抗生素使用。
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清洗刷清洗胃镜活检管道速度对胃镜清洗质量的影响

苏彬　 娄丽华　 姬云飞　 卢晓静　 冯晓静　 吴建龙　 刘有为　 王俊奎　 李建辉

　 　 胃镜是临床上检查消化道疾病的常用仪器，在临床工作

中做好胃镜的清洗消毒工作是减少感染发生的必要措施。
由于内镜在临床使用过程中的高周转率以及内镜自身结构

的特殊性，常常导致生物膜的形成。 生物膜通常是在反复使

用和再使用过程中形成的，对外界环境有较强的抵抗力，当
生物膜积累到一定厚度时，其中的细菌将很难被清除，最终

引发感染［１］ 。 因此，做好胃镜活检管道的清洗工作至关重

要。 本研究对比分析不同材质清洗刷和不同刷洗速度的清

洗效果，旨在为提高胃镜活检管道的清洗效果提供一定

参考。
一、材料与方法

１．材料：塑料材质⁃海绵刷头清洗刷；钢丝材质⁃塑料刷头

清洗刷；富士内镜；戊二醛消毒剂。
２．研究方法：纳入我院内镜室 ２０１６ 年 ８ 月至 ２０１６ 年 ９

月收集的 １６０ 条行胃镜活检后的 １ ３ ｍ 胃镜活检管道（均未

清洗），患者在进行胃镜活检之前，均经乙肝、丙肝、结核、艾
滋病以及梅毒等检查，且检查结果为阴性。 将 １６０ 条胃镜活

检管道随机分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ ４ 组，每组 ４０ 条，内镜管道清洗

时，２０ 条选用塑料材质⁃海绵刷头清洗刷，２０ 条选用钢丝材

质⁃塑料刷头清洗刷。 Ａ 组刷洗速度为 １ ３ ｍ ／ ｓ，清洗时间为

１ ｓ；Ｂ 组刷洗速度为 ０ ４３ ｍ ／ ｓ，清洗时间为 ３ ｓ；Ｃ 组刷洗速

度为 ０ ２６ ｍ ／ ｓ，清洗时间为 ５ ｓ；Ｄ 组刷洗速度为 ０ １３ ｍ ／ ｓ，
清洗时间为 １０ ｓ。 ４ 组均经过 １００ 人次清洗后，对管道进行

细菌采样，得出最佳清洗速度组。 之后应用此清洗速度，分
别应用塑料材质⁃海面刷头清洗刷和钢丝材质⁃塑料刷头清

洗刷对自购的 ２ 条内镜活检管道进行 １００ 人次清洗，之后用

外科剪纵向剖开活检管道，在显微镜下观察管道损害程度。
３．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ １７ ０ 软件对结果统计分析，以

ｘ±ｓ 表示计量资料，组间比较采用 ｔ 检验，Ｐ＜０ ０５ 为差异有

统计学意义。
二、结果

１．内镜活检管道清洗前后生物膜菌落计数比较：清洗之

前，４ 组内镜活检管道生物膜菌落计数比较，差异均无统计

学意义（Ｐ＞０ ０５）。 采用不同刷洗速度清洗后，Ａ 组生物膜

菌落计数最多，与其他 ３ 组比较差异均有统计学意义（Ｐ 均＜
０ ０１）；Ｃ 组清洗后生物膜菌落计数最少，显著低于其他 ３ 组
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