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阿司匹林对耐药幽门螺杆菌的体外影响

祝喜萍，任旭，孙晓玲，林喜杰，李锐，于丹，薛兆国，杨月

(黑龙江省医院消化病院消化内科，哈尔滨 150001)

[摘　要]	 目的：探讨阿司匹林(aspirin)对幽门螺杆菌(helicobacter pylori，HP)克拉霉素耐药性的影响，并分

析其可能的作用机制。方法：通过克拉霉素药物浓度倍增的方法诱导体外培养的H P26695获得

HP26695克拉霉素耐药菌株。采用琼脂稀释法检测阿司匹林对耐药菌的最低抑菌浓度(minimum 

i n h i b i to r y  co n cent rat i o n，M I C)，而后通过低浓度的阿司匹林持续培养耐药菌3 0  d，检测其对

克拉霉素耐药性的变化，并采用实时荧光定量 P C R 检测外排泵系统基因 h e f A B C 的表达情况。 

结果：HP26695利用克拉霉素药物浓度倍增法成功诱导出HP26695克拉霉素耐药菌株，其MIC稳

定为8 μg/mL。阿司匹林可剂量依赖性地抑制HP26695克拉霉素耐药菌的体外生长。低剂量阿司匹

林体外持续作用30 d可降低克拉霉素对HP26695克拉霉素耐药菌的MIC，增加耐药菌的敏感性；但

并不影响耐药菌外排泵基因hefABC的表达。结论：阿司匹林对HP26695克拉霉素耐药菌具有一定

的生长抑制作用，并可提高其对克拉霉素的敏感性；但该作用与耐药菌外排泵基因hefABC的表达  

无关。

[关键词]	 阿司匹林；幽门螺杆菌；克拉霉素耐药；外排泵系统

Effect of aspirin on resistant helicobacter pylori in vitro

ZHU Xiping, REN Xu, SUN Xiaoling, LIN Xijie, LI Rui, YU Dan, XUE Zhaoguo, YANG Yue

(Department of Gastroenterology, Digestive Disease Hospital, Heilongjiang Provincial Hospital, Harbin 150001, China)

Abstract Objective: To evaluate the effect of aspirin on the clarithromycin resistance of helicobacter pylori (HP) and 

explore its possible mechanism. Methods: HP26695 clarithromycin resistant strain was obtained by multiple 

concentration of clarithromycin stimulation to HP26695 standard strain. Agar dilution method was used to 

detect the minimum inhibitory concentration (MIC) of aspirin to HP26695 clarithromycin resistant strain. After 

clarithromycin resistant HP was cultured in medium with low concentrate aspirin for 30 days, its resistance to 

clarithromycin was detected, and the gene expression of efflux pump system hefABC was measured by quantitative 

real-time PCR. Results: HP26695 clarithromycin resistant strain was successively obtained with multiple 

concentration of clarithromycin stimulation, and its MIC was 8 μg/mL. After incubated with low concentrate 

aspirin for 30 days, the MIC of HP26695 clarithromycin resistant strain was declined and its sensitivity to 
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幽门螺杆菌(helicobacter pylori，HP)是一种微

需氧的螺旋形革兰氏阴性病原菌，可长期定植于

人胃黏膜，诱发胃炎、胃溃疡等常见胃肠系统疾

病 [ 1 - 2 ]， 同 时 也 是 胃 癌 以 及 相 关 肿 瘤 的 重 要 危 险

因子 [ 3 - 4 ]。目前临床上治疗 H P 感染的主要疗法是

合并使用2种抗生素，同时使用1种胶体铋过质子

泵抑制剂的三联或四联疗法 [ 2 ]。其中，克拉霉素

(clarithromycin，CLR)是根治HP感染疗效最强的抗

生素之一。研究 [5]表明：HP对克拉霉素的耐药性

是导致联合方案治疗失败的重要原因。关于其耐

药机制的研究 [5-6]显示：细菌外排泵系统的主动外

排作用以及对药物的渗透性降低是细菌抗生素耐

受性出现的主要机制。早期研究 [7-8]表明：非甾体

抗炎药阿司匹林可抑制多种细菌的生长，并影响

某些细菌毒力因子的合成。Zhang等 [9]研究明确提

示：包括阿司匹林、吲哚美辛、塞来昔布和水杨

酸钠在内的非甾体抗炎药可浓度依赖性的抑制HP

的体外生长。但是关于阿司匹林在HP克拉霉素耐

药中的相关作用，目前尚缺乏足够的研究资料。

在众多细菌的耐药机制中，细菌对药物的主动外

排作用是最为重要的一种。有报道 [10]显示RND家

族的hefABC基因参与影响HP多药耐药性。因此本

研究以HP26695标准菌株为研究对象，首先通过药

物浓度倍增的方法构建HP克拉霉素耐药菌株，并

检测阿司匹林对其生长的影响，初步分析阿司匹

林对耐药HP的作用；然后通过低浓度的阿司匹林

持续培养耐药菌，分析其耐药性的变化及可能的

作用机制。

1  材料与方法

1.1  试剂

幽门螺杆菌H P 2 6 6 9 5由中国疾控中心流行病

研究惠赠；阿司匹林及克拉霉素均购自美国Sigma
公司；新生牛血清(Newborn Calf  Ser um，NBCS)
购自杭州四季青生物工程材料有限公司；克拉霉

素E-test药敏试纸购自法国bioMerieux公司；SYBR 
Green I real-time PCR kit由上海吉玛制药技术有限

公司提供。

1.2  方法

1.2.1  HP26695 的培养及耐药菌株的筛选

实 验 用 幽 门 螺 杆 菌 H P 2 6 6 9 5 常 规 培 养 于 预

先 配 置 好 并 经 高 压 灭 菌 的 固 体 或 液 体 培 养 基 ( 含

1 0 % N B C S ) 中 。 培 养 箱 条 件 设 置 为 温 度 3 7  ℃ ，

10%CO 2，5%O 2，85%N 2，间隔1~2 d传代；于液

体培养基中培养时需将培养配液密封后置于37 ℃
的恒温摇床中，设置转速为120 r/min。体外培养

的H P 2 6 6 9 5利用克拉霉素药物浓度倍增的方法构

建H P 2 6 6 9 5克拉霉素耐药菌株。具体方法如下：

先 将 H P 2 6 6 9 5 标 准 菌 株 接 种 于 不 含 抗 生 素 的 平

板 培 养 基 中 培 养 3 代 ， 然 后 挑 菌 接 种 于 含 克 拉 霉

素[浓度为1 / 2最低抑菌浓度(m i n i mu m  i n h i b i to r y 
concentration，MIC)]平板培养基中培养；至细菌

性状稳定后，挑选耐药菌落接种至含克拉霉素(浓

度倍增)的平板培养基中；重复上述步骤，直至达

到最高浓度。测定其MIC后将所得耐药菌株培养于

含低浓度的克拉霉素培养基中，以保证其耐药性。

1.2.2  E-test 药敏试验测定细菌的 MIC
克拉霉素的E-test药敏试纸条共有15个浓度梯

度，跨度范围为0.015~256 μg/mL。首先将菌液稀

释至107个/mL，取500 μL的菌液均匀涂布至平板细

菌培养基上，静置约3 min，待培养基表面晾干后

贴上克拉霉素E-test试纸条。置于微需氧环境中培

养5 d并直接读取MIC结果。

1.2.3  琼脂稀释法检测阿司匹林对 HP 的 MIC
通过倍比稀释法配置含不同浓度阿司匹林的

细菌培养基 ( 阿司匹林的终浓度为 1 ， 2 ， 4 ， 8 ， 
10 mmol/L)，将稀释好的菌液接种于含药平板培

养基上，置于微需氧环境中培养72 h并观察细菌的

生长状况，以不出现HP菌落的平板所含的药物浓

度为其MIC。不含阿司匹林的平板培养基作为对照

操作。

1.2.4  平板菌落计数法检测药物对 HP 的生长抑制

作用

挑选菌落接种于含药物的液体培养基中，置

于微需氧环境中以120 r/min震摇培养，每隔2 h分

别从培养液中取等量的菌液，稀释后分别涂布于

平板培养基中。置于微需氧环境中培养72 h，肉眼

clarithromycin was increased, while the gene expression of efflux pump system hefABC in clarithromycin resistant 

HP hadn’t changed. Conclusion: Aspirin could inhibit the growth of clarithromycin resistant HP at some point, 

and enhanced its sensitivity to clarithromycin, while this action was not associated with the gene expression of 

efflux pump system hefABC.

Keywords aspirin; helicobacter pylori; clarithromycin resistance; efflux pump system
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计数各培养基中生长的单个菌落数，计算存活率

并绘制生长抑制曲线。

1.2.5  低浓度阿司匹林压迫培养耐药菌

挑取H P 2 6 6 9 5克拉霉素耐药菌接种至液体培

养基中，置于微需氧环境中以120 r/min震摇培养  
4 8  h ；取菌液稀释后接种至含 1 / 2  M I C 浓度的阿

司匹林液体培养基中，再次置于微需氧环境中以 
120 r/min震摇培养，每5 d传代1次，共培养30 d。

用于检测其耐药性的变化。

1.2.6  实时荧光定量 PCR
使 用 无 菌 的 P B S 将 各 培 养 基 中 的 H P 洗 涤 下

来 ， 离 心 ( 4  ℃ ， 8  0 0 0  r / m i n) 收 集 菌 体 。 依 据

T R Izol一步法说明书提取各组菌体中的总R N A，

并 通 过 分 光 光 度 计 测 定 所 提 R N A 样 品 的 纯 度 。

定 量 后 取 2  μ g 总 R N A 经 反 转 录 酶 反 转 录 至 终 体

积为 2 0  µ L 的 c D N A ，然后依照 S Y B R  G r e e n 实时

荧 光 P C R 试 剂 盒 说 明 采 用 P R I S M 7 7 0 0 型 荧 光 定

量 P C R 仪 检 测 外 排 泵 基 因 h e f A B C 的 表 达 。 1 6 S 
r R N A 为 内 参 ， 引 物 设 计 如 下 ： h e f A 上 游 引 物 为

5'-AGGGCGTTTTGGGA ATTTCT-3'；下游引物为

5'-GCATGATGGATTGTTTTTGCA-3'；hef B上游引

物为5'-AGGGCGATGTTTTGTTGCTT-3'；下游引物

为5'-CCCCCAATTTTGCTGTATCGT-3'；hefC上游引

物为5'-GTTTGCGTTCTTGCGTAACG-3'；下游引物

为5'-TGTTTAATGAAAAGCCCATCCA-3'；16S rRNA
上游引物为5'-CCGCCTACGCGCTCTTTAC-3'；下游

引物为5'-CTAACGAATAAGCACCGGCTAAC-3'。
PCR反应条件：95 ℃预变性3 min，然后进行

40个循环(94 ℃  30 s，60 ℃  30 s，72 ℃  45 s)，最

后72 ℃延伸5 min。采用2 –△△Ct法分析基因相对表

达量。

1.3  统计学处理

采用SPSS 17.0统计学软件进行数据分析。实

验结果以均数±标准差( x± s)表示。两组计量资料

的组间差异采用t检验，多组计量资料行单因素方

差分析，同时采用Bonferroni校正的t检验进行均数

组间的两两比较，计数资料的比较采用 χ 2检验。
P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  克拉霉素耐药 HP 的建立

利用克拉霉素浓度倍增的方法成功获得稳定

的HP26695克拉霉素耐药菌株(标记为CLR-HP)，

其 M I C 稳定为 8  μ g / m L ，是 H P 2 6 6 9 5 标准菌株的 
64倍(HP26695标准菌株的MIC为0.125 μg/mL)，可

用于后续实验。

2.2  阿司匹林对 HP 的生长抑制作用

采 用 琼 脂 稀 释 法 检 测 阿 司 匹 林 对 H P 2 6 6 9 5
标 准 菌 株 以 及 克 拉 霉 素 耐 药 菌 株 的 M I C ， 结 果

显 示 阿 司 匹 林 对 幽 门 螺 杆 菌 H P 2 6 6 9 5 标 准 菌

株 的 M I C 为 2  m m o l / L ， 对 H P 2 6 6 9 5 克 拉 霉 素

耐 药 菌 株 的 M I C 为 8  m m o l / L 。 同 时 将 菌 体 接

种 至 含 不 同 浓 度 阿 司 匹 林 的 液 体 培 养 基 中 ， 每

1 2  h 记 录 其 O D 6 0 0 的 值 ， 结 果 显 示 ( 图 1 ) ： 阿 司

匹 林 可 剂 量 依 赖 性 地 抑 制 H P 2 6 6 9 5 耐 药 菌 株

的 生 长 。

2.3  阿司匹林压迫培养对耐药 HP 的作用

采 用 低 剂 量 阿 司 匹 林 压 迫 培 养 耐 药 菌 株 
3 0  d ，所得菌株标记为 (a s p i r i n - H P ) 之后测定其

M I C，结果显示：克拉霉素对耐药菌株的M I C由

8  μ g / m L降低至4  μ g / m L。随后取等量的a s p i r i n -
H P 和 C L R - H P 菌株用 6  μ g / m L 的克拉霉素处理，

间 隔 2  h 测 量 菌 落 的 存 活 率 ， 并 绘 制 生 长 抑 制 曲

线。结果如图2所示：2株菌株的存活率均随时间

的延长逐渐下降；在2  h时，a s p i r i n -H P菌株的存

活率已不足10%，而此时CLR-HP菌株的存活率仍

可达( 5 3 . 2 ± 1 . 5 8 ) %；到8  h时，a s p i r i n - H P菌株的

存活率降至 0 . 1 % ， C L R - H P 菌株的存活率维持在

(20.36±1.07)%。结果表明经过低剂量阿司匹林压

迫培养后，HP克拉霉素耐药菌对克拉霉素的敏感

性增加。

图1 阿司匹林对CLR-HP菌株体外生长的作用 

Figure 1 Effect of aspirin on the growth of CLR-HP
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2.4  阿司匹林压迫培养对耐药 HP 外排泵基因表达

的影响

为初步分析阿司匹林逆转HP26695克拉霉素耐

药的可能机制，本研究采用16S rRNA为内参，测

定了外排泵基因hefABC的表达情况。结果如图3所

示，相较于CLR-HP菌株，经过低浓度阿司匹林持

续压迫培养的aspirin-HP菌株中hefA，hef B，hef C
的基因表达均未出现显著变化；相较于H P 2 6 6 9 5
标准菌株，CLR-HP菌株中hefA，hef B，hef C的基

因表达水平显著升高。提示外排泵基因hef ABC参

与HP克拉霉素耐药，但阿司匹林提高耐药菌对克

拉霉素的敏感性与外排泵基因的表达没有显著相 
关性。

3  讨论

阿司匹林是一种非甾体抗炎药物，可通过抑

制环氧化酶(COX )从而阻断花生四烯酸转化为前

列腺素；小剂量的阿司匹林还可通过抑制血栓烷

A2(TXA2)的合成发挥抗血小板聚集的作用 [11]。此

外还有研究 [ 1 2 - 1 4 ]显示：阿司匹林还可通过促进上

皮细胞的凋亡和调节血管新生等对某些肿瘤，如

食管癌、胃癌以及结肠癌等，产生一定的预防作

用。且阿司匹林可体外抑制H P等细菌的生长 [9]。

但 阿 司 匹 林 对 耐 药 H P 的 作 用 并 无 系 统 的 研 究 。

本研究首先利用克拉霉素浓度倍增的方法构建幽

门螺杆菌H P 2 6 6 9 5克拉霉素耐药菌株，最终成功

获得稳定的H P 2 6 6 9 5克拉霉素耐药菌株，其M I C
稳定为 8  μ g / m L ，可用于后续的实验。本研究随

后分析了阿司匹林对耐药菌株体外生长的作用，

结果显示：阿司匹林对幽门螺杆菌H P 2 6 6 9 5及其

克 拉 霉 素 耐 药 菌 株 均 具 有 生 长 抑 制 作 用 ； 而 阿

司匹林对幽门螺杆菌H P 2 6 6 9 5标准菌株的M I C为  
2 mmol/L，对HP26695克拉霉素耐药菌株的MIC为

8 mmol/L，说明其对标准菌株的抑菌效果优于耐

药菌株。

细 菌 对 抗 生 素 产 生 耐 药 性 是 药 物 治 疗 失 败

的主要原因。本研究进一步通过小剂量的阿司匹

林持续压迫培养耐药 H P  3 0  d ，分析其对克拉霉

素耐药性的变化。琼脂稀释法测定M I C的结果显

示：克拉霉素对耐药菌株的MIC由8 μg/mL降低至  
4 μg/mL。此外，绘制的体外生长抑制曲线显示：

经过低剂量阿司匹林长期压迫培养后，HP克拉霉

素耐药菌对克拉霉素的敏感性增加，表明阿司匹

林可部分逆转耐药HP对克拉霉素的耐受性。关于
HP克拉霉素耐药性的产生机制，目前有研究 [15-16] 

认为：HP23S rR NA基因结构域V发生突变，进而

减弱克拉霉素与细菌的亲和力，使药物无法达到

杀 菌 抑 菌 的 目 的 。 但 是 也 有 研 究 [ 1 7 ]显 示 ： 许 多
HP耐药菌株中并未检测到23S rRNA基因的突变，

说 明 该 基 因 突 变 并 不 是 H P 耐 药 的 唯 一 机 制 。 在

众多细菌的耐药机制中，细菌对药物的主动外排

作用是最为重要的一种。目前已确定的外排泵系

统包括 5 个家族： A B C 家族、 M F S 家族、 R N D 家

族、M AT E家族以及SM R家族 [ 1 8 - 1 9 ]，其中h e f A B C
属于R N D家族。L i u等 [ 1 0 ]的报道指出：在包括HP 
NCTC11637在内的20株HP中，hefA基因的表达在

耐药株中显著升高，且敲除外排泵基因可显著提

高HP对多种抗生素的敏感性。本研究检测了细菌

外排泵系统基因hef ABC的表达，结果显示：相较

于H P 2 6 6 9 5标准菌株，耐药菌株中h e f A，h e f B，

hef C的基因表达水平显著升高，但经过低浓度阿

司匹林持续压迫培养的耐药菌株中h e f A，h e f B，

h e f C 的 基 因 表 达 与 耐 药 菌 株 相 比 ， 并 无 显 著 变

图2 克拉霉素对CLR-HP和aspirin-HP菌株体外生长的影响 

Figure 2 Effect of clarithromycin on the growth of CLR-HP 

and aspirin-HP

图3 HP26695，CLR-HP以及aspirin-HP菌株中，hefABC基

因的表达情况 

Figure 3 Gene expression of hefABC in HP26695, CLR-HP and 

aspirin-HP

*P<0.05 vs HP26695.
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化；提示外排泵基因 h e f A B C 参与 H P克拉霉素耐

药，但阿司匹林提高耐药菌对克拉霉素的敏感性

与外排泵基因的表达没有显著关系。除外排泵基

因外，药物作用靶点的改变以及生物膜的形成降

低渗透性等作用也是常见的细菌耐药机制 [ 2 0 - 2 1 ]，

但是这些作用以及相关的信号通路是否参与阿司

匹林提高耐药菌对克拉霉素的敏感性，甚至其中

具体的作用机制还需进一步深入的研究。

综上所述，通过克拉霉素浓度倍增的方法可

成功构建HP耐药菌株，且阿司匹林可体外抑制耐

药HP耐药菌的生长；此外，小剂量阿司匹林长期

压迫培养可提高耐药HP对克拉霉素的敏感性，但

这一作用不涉及外排泵系统基因的异常表达。
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