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101 例胃黏膜幽门螺杆菌感染耐药基因突变分析
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[摘　要]	 目的：比较荧光定量PCR方法与免疫组织化学法检测胃黏膜活检样本中幽门螺杆菌(Helicobacter 

pylor i，Hp)感染率，评估荧光定量PCR方法检测Hp对克拉霉素和左氧氟沙星耐药性的可行性。

方法：分别通过荧光定量PCR方法与免疫组织化学法检测101例胃黏膜Hp感染情况，并比较两种

方法检测Hp的阳性率，然后通过荧光定量PCR法检测Hp阳性样本中23S rRNA和GYR A的基因突

变情况，再用Sanger测序法分析23S rRNA基因与GYRA基因突变类型。结果：101例胃黏膜样本中

PCR法检测出Hp阳性70例(69.31%)，Hp阴性31例(30.69%)；免疫组织化学法检测出Hp阳性68例

(67.33%)，Hp阴性33例(32.67%)；两种方法检测Hp阳性率比较差异无统计学意义(P>0.05)。70例

荧光定量PCR法检测Hp阳性样本中克拉霉素耐药30例(42.25%)，左氧氟沙星耐药15例(21.13%)，

其 中 有 8 例 ( 1 1 . 2 7 % ) 对 克 拉 霉 素 与 左 氧 氟 沙 星 双 重 耐 药 ， 克 拉 霉 素 与 左 氧 氟 沙 星 敏 感 型 3 3 例

(47.14%)。结论：荧光定量PCR方法与免疫组织化学法检测Hp均具备较好的阳性检出率，荧光定

量PCR法不仅可以检测Hp感染还能进行抗Hp相关抗生素的耐药性检测，具有快速、准确的特点，

对指导个体化治疗具有临床意义。
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Abstract Objective: To compare the infection rate of Helicobacter pylori (Hp) in gastric mucosal biopsy samples by 

fluorescence quantitative PCR and immunohistochemistry, and to evaluate the feasibility of fluorescence 

quantitative PCR in detecting the resistance of Hp  to clarithromycin and levofloxacin. Methods: A 

total of 101 cases of Hp  infection in gastric mucosa were detected by fluorescence quantitative PCR and 

immunohistochemistry, and the infection rates of the 2 methods were compared. Then, 23S rRNA and gyrA gene 

mutations in Hp positive samples were detected by fluorescence quantitative PCR, and the mutation types of 23S 

rRNA gene and gyrA gene were analyzed by Sanger sequencing. Results: Among 101 gastric mucosa samples, 70 
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幽门螺杆菌(Helicobacter pylori，Hp)是胃癌发

生的决定性因素之一[1]。胃癌占所有癌症的5.5%，

每年造成7 0万人死亡 [ 2 ]，是最常见的与感染相关

的癌症类型之一，而超过6 0 %的胃癌病例是由Hp

感染引起的 [3]。Hp的治疗主要采用四联疗法：铋

剂、质子泵抑制剂联合 2种抗生素，但是Hp 的抗

生 素 耐 药 性 是 临 床 实 践 中 根 除 H p 失 败 的 主 要 原 
因 [4]。因此，早期发现Hp并检测其耐药性有助于

医疗人员合理选择抗生素，提高治疗成功率且避

免抗生素滥用。目前传统的Hp耐药性检测的临床

方法是药物敏感性测试，由于药物敏感性测试需

要体外培养Hp，需要苛刻的细菌培养条件，很难

在临床上推广使用[5]。克拉霉素和左氧氟沙星作为

常用抗生素，耐药率高并呈逐年上升趋势[6]。目前

已经明确克拉霉素耐药主要是Hp  23S rRNA基因V
区A2143G、A2142G突变所导致[7]，左氧氟沙星耐

药主要是Hp  GYRA基因喹诺酮耐药决定区(QRDR)
发生突变所导致，以第87、91位氨基酸变化最为

常见[8]。本研究将对荧光定量PCR方法与免疫组织

化学法检测Hp感染率进行比较，并通过荧光定量

PCR法检测Hp阳性样本中Hp  23S rRNA和GYR A基

因突变，最后通过Sanger测序法检测23S rRNA基因

与GYRA基因突变类型，以此评估Hp分子生物检测

法的可行性，推进Hp耐药性检测方法的改进和实

施，为临床上精准实施个体化治疗提供思路。

1  对象与方法

1.1  对象

2 0 2 0 年 1 0 月 至 2 0 2 1 年 3 月 华 中 科 技 大 学

同 济 医 学 院 附 属 同 济 医 院 ( 以 下 简 称 我 院 ) 病

理 科 收 到 的 胃 镜 胃 黏 膜 标 本 1 0 1 例 。 其 中 男  
6 9 例 ， 女 3 2 例 ； 年 龄 2 ~ 8 1 ( 中 位 5 4 ) 岁 。 本 研

究 已 获 得 我 院 医 学 伦 理 委 员 会 批 准 ( 审 批 号 ：  

T J -IR B20220446)。

1.2  主要仪器及用途

A U TO S TA I N E R  7 2 0 免 疫 组 织 化 学 仪 ( 美 国

T h e r m o  S c i e n t i f i c 公司 ) 用于 Hp的免疫组织化学

染 色 ， 核 酸 提 取 仪 M a g C o r e  H F 1 6 ( 芮 宝 生 物 医

药 科 技 有 限 公 司 ) 用 于 核 酸 提 取 ， 实 时 荧 光 定 量

P CR仪M x 3 0 0 0 P (美国安捷伦公司)用于Hp感染、
Hp  23S rRNA和GYR A基因突变检测，通用PCR仪

Veriti96(美国应用生物系统公司，ABI)用于PCR扩

增产物的S A P-E x oI酶解纯化及纯化产物的测序反

应，基因测序仪3500DX(美国应用生物系统公司，

ABI)用于Sanger法基因测序。

1.3  主要试剂

H p 抗体试剂 ( 北京中杉金桥生物技术有限公

司 ， 货 号 ： Z A - 0 1 2 7 ， 工 作 液 无 需 稀 释 ) 为 免 疫

组织化学法检测 Hp 的一抗， U l t r aVi s i o n  Q u a n t o 
Detection System(Lab Vision Corporation)为免疫组

织化学法检测Hp的二抗，赛默飞世尔的全自动染

色仪Lab Vision Autostainer 720用于免疫组织化学的

全自动染色，MagCore Genomic DNA Tissue C401
试剂盒(芮宝生物医药科技有限公司)用于提取组织

样本，Hp核酸检测试剂盒(荧光PCR法)(北京新基

永康生物科技有限公司)检测Hp感染，测序反应通

用试剂盒(幽门螺杆菌23S rRNA基因突变检测)(北

京新基永康生物科技有限公司)检测克拉霉素耐药

情况，测序反应通用试剂盒(幽门螺杆菌GYRA基因

突变检测)检测左氧氟沙星耐药情况。

1.4  方法

1.4.1  荧光定量 PCR 法检测 Hp 感染

分 别 将 1 0 1 例 胃 黏 膜 活 检 石 蜡 包 埋 组 织 切 
10片5 μm厚的蜡卷放入离心管中，按照说明书提

cases (69.31%) were Hp positive and 31 cases (30.69%) were Hp negative by PCR; 68 cases (67.33%) were Hp 

positive and 33 cases (32.67%) were Hp negative by immunohistochemistry. There was no significant difference in 

the positive rate of Hp between the 2 methods (P>0.05); Among 70 Hp positive samples detected by fluorescence 

quantitative PCR, 30 cases were clarithromycin resistant (42.25%), 15 cases were levofloxacin resistant (21.13%), 

of which 8 cases (11.27%) were dual resistant to both clarithromycin and levofloxacin. Besides, 33 cases were 

sensitive to clarithromycin and levofloxacin (47.14%). Conclusion: Both fluorescence quantitative PCR and 

immunohistochemistry have a good positive rate in the detection of Hp. Fluorescence quantitative PCR can 

not only detect Hp infection, but also reveal the drug resistance of anti Hp related antibiotics. PCR shows good 

rapidity and accuracy, with great clinical significance in guiding individualized treatment.

Keywords Helicobacter pylori; clarithromycin; levofloxacin; resistance; real-time PCR
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取相应DNA。PCR扩增包括Hp的UreA基因(Hp的

尿素酶基因4个开放性读框之一)和内标R N P基因

(人上皮细胞中广泛存在的核糖核酸酶P基因)扩增

反应。配置反应液后分别加入样本和3个外标对照

品(阳性对照、阳性临界对照、阴性对照)，混匀

离心后置于ABI Prism 7500全自动荧光定量PCR仪

样品槽中进行扩增。扩增条件为：94 ℃  3  min，

94 ℃ 15 s，58 ℃ 40 s，40个循环。实时采集FAM/
V I C 荧光信号，仪器软件系统自动绘制出扩增曲

线。根据荧光背景信号确定阈值后，得到未知样

本的阈值循环(Ct值)，从而实现对Hp  DNA的定性

检测。结果质量控制：Hp阴性对照需在FAM和VIC
两种荧光素下荧光信号均无明显增长，并无明显

S型扩增曲；Hp阳性对照需在FAM和VIC两种荧光

素下荧光信号均有明显增长，有典型的S型曲线，

且Ct值应在18.00~24.00之间；Hp临界阳性对照需

在FA M和V I C 两种荧光素下荧光信号均有明显增

长，有典型的S型曲线，且Ct值<35.00；要求在同

一实验中的同一荧光素下设置相同的Threshold，

并 满 足 以 上 3 条 质 控 要 求 。 否 则 ， 实 验 结 果 不 成

立 ； 所 有 临 床 样 本 的 内 标 反 应 都 应 是 阳 性 ， 即 
Ct值≤35.00，否则该样本结果不成立。判读标准：

满足质控条件下，待检样本的FAM荧光Ct值≤35.00 
为阳性，Ct值>35.00或Undetermined为阴性。

1.4.2  免疫组织化学法检测 Hp 感染

分 别 将 1 0 1 例 胃 黏 膜 活 检 石 蜡 包 埋 组 织 进

行 Hp 免疫组织化学染色。4  μ m 切片， 8 5  ℃烤片 
30 min、常规脱蜡至水、EDTA修复液中高压修复

90 s(喷气后计时)，过氧化氢中浸泡10 min，过水

后放入 P B S 溶液中，然后放入全自动免疫组织化

学仪中进行染色(一抗孵育40 min，linker 20 min，

H R P  3 0  m i n，DA B  1 0  m i n)，最后苏木素复染。

判读标准：观察胃黏膜黏液层、表面上皮、小凹

上皮和腺管上皮表面的Hp，“无”判读为阴性，

“轻、中、重度”均判断为阳性。无：特殊染色

片上未见Hp；轻度：见或小于标本全长1/3有少数
Hp；中度：Hp分布超过标本全长1/3而未达2/3或

连续性、薄而稀疏地存在于上皮表面；重度：Hp

成堆存在，基本分布于标本全长。肠化生黏膜表

面通常无Hp定植、宜在非肠化生处寻找。

1.4.3  荧光定量 PCR 法检测 Hp 阳性样本克拉霉素

耐药

分别将荧光定量PCR法检测Hp阳性样本DNA按

照测序反应通用试剂盒(幽门螺杆菌23S rRNA基因突

变检测)说明书配液、加样，阳性对照和阴性对照同

时进行检测，然后采用荧光定量PCR法检测Hp 23S 

rRNA基因2 142~2 143位点，不区分突变类型。扩增

条件为：95°C 5 min，95 ℃ 10 s，60 ℃ 45 s，40个循

环。在内标合格的情况下(VIC通道Ct值≤35)，进行

耐药突变分析。FAM检测通道为A2143G、A2142G耐

药突变，只要FAM通道Ct值≤35，则报告样本为23S 
rRNA基因突变检测阳性即克拉霉素耐药；如果FAM
通道检测结果阴性，则报告样本为23S rRNA基因突

变检测阴性即克拉霉素敏感。

1.4.4  荧光定量 PCR 法检测 Hp 阳性样本左氧氟沙星

耐药

分别将荧光定量PCR法检测Hp阳性样本DNA
按照测序反应通用试剂盒 ( Hp  G Y R A 基因突变检

测 ) 说 明 书 配 液 、 加 样 ， 阳 性 对 照 和 阴 性 对 照

同 时 进 行 检 测 ， 然 后 采 用 荧 光 定 P C R 法 检 测 Hp 
G Y R A 基因 8 7 、 9 1 位氨基酸的 A 2 6 0 T 、 T 2 6 1 G 、

T 2 6 1 A、G 2 7 1 A、G 2 7 1 T和A 2 7 2 G位点，不区分

突变类型。扩增条件为：95 ℃  5 min预热，95 ℃   
10 s，60 ℃  45 s，40个循环。在内标VIC通道≤35
的 情 况 下 ， 最 后 综 合 反 应 液 的 检 测 结 果 ， 只 要

FAM通道≤35，则报告样本为GYRA基因突变检测

阳性即左氧氟沙星耐药。

1.4.5  Sanger 测序法检测克拉霉素与左氧氟沙星耐药

基因突变类型

将荧光定量P CR检测为克拉霉素和或左氧氟

沙星耐药样本进行Sanger测序。测序结果分析：采

用Chromas软件得到Sanger测序峰图，对每个样本

的23S rRNA与GYRA基因序列进行分析，给出耐药

性，突变判定为耐药，未突变判定为敏感。

1.5  统计学处理

采用SPSS 22.0统计软件分析数据。各变量之间

的关系用配对χ2检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  荧光定量 PCR 法与免疫组织化学法检出 Hp

阳性率比较

1 0 1 例胃黏膜样本 P C R 法检测出 Hp阳性 7 0 例

( 6 9 . 3 1 % ) ， Hp阴 性 3 1 例 ( 3 0 . 6 9 % ) ； 免 疫 组 织 化

学法检测出 Hp阳性 6 8 例 ( 6 7 . 3 3 % ) ， Hp阴性 3 3 例

(32.67%)。两种方法检测Hp阳性率比较，差异无

统计学意义(P>0.001；表1，图1~3)。

2.2  荧光定量 PCR 法检测克拉霉素与左氧氟沙星

耐药

7 0 例 荧 光 定 量 P C R 法 检 测 H p 阳 性 样 本 中 克



101 例胃黏膜幽门螺杆菌感染耐药基因突变分析    娄丽萍，等 2087

拉霉素耐药30例(42.25%)，左氧氟沙星耐药15例

(21.13%)，其中有8例(11.27%)对克拉霉素与左氧

氟沙星双重耐药，克拉霉素与左氧氟沙星敏感型

33例(47.14%；表2，图4、5)。

2.3  Sanger 测序法检测克拉霉素与左氧氟沙星耐药

基因突变类型

Sanger测序法对上述37例克拉霉素和或左氧氟

沙星耐药样本进行检测。在29例测序成功的含23S 
rRNA基因突变样本中，25例为A2143G纯合突变，

3例为A2143G杂合突变，1例为A2142G纯合突变。

15例测序成功的含GYR A基因突变样本中，T261A
杂 合 突 变 7 例 ， A 2 6 0 T 纯 合 突 变 、 T 2 6 1 G 纯 合 突

变、T 2 6 1 G杂合突变、T 2 6 1 A纯合突变、G 2 7 1 A
纯合突变、G 2 7 1 A杂合突变、A 2 7 2 G杂合突变、

G271A/A272G杂合突变各1例(图6~10)。

表1 免疫组织化学法与荧光定量PCR法检测出Hp阳性率比较

Table 1 Comparison of infection rate of Hp by immunohistochemistry and fluorescence quantitative PCR

免疫组织化学法
PCR法/[例(%)]

合计/[例(%)] χ2 P
Hp(+) Hp(−)

HP(+) 68 (67.33) 0 (0.00) 68 (67.33) 92.17 >0.05

HP(−) 2 (1.98) 31 (30.69) 33 (32.67)

合计 70 (69.31) 31 (30.69) 101 (100.00)

图1 免疫组织化学法检测Hp感染阴性(×400)

Figure 1 Negative infection for Hp by immunohistochemistry 

(×400)

图2 免疫组织化学法检测Hp感染阳性(×400)

Figure 2 Positive infection for Hp by immunohistochemistry 

(×400)

扩增图谱

阳性对照

图3 荧光定量PCR法检测Hp感染阳性

Figure 3 Positive infection for Hp by fluorescence quantitative PCR

阴性对照
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表2 荧光定量PCR法与Sanger测序法检测克拉霉素与左氧氟沙星耐药情况

Table 2 The resistance of clarithromycin and levofloxacin by fluorescence quantitative PCR and Sanger sequencing

组别
耐药/[例(%)]

克拉霉素 左氧氟沙星 克拉霉素与左氧氟沙星

荧光定量PCR法 30 (42.25) 15 (21.13) 8 (11.27)

Sanger法 29 (40.85) 15 (21.13) 8 (11.27)

图4 23S rRNA基因突变检测阳性，克拉霉素耐药

Figure 4 Positive for 23S rRNA gene mutation test, indicating clarithromycin resistance

图5 GYRA基因突变检测阳性，左氧氟沙星耐药

Figure 5 Positive for GYRA gene mutation test, indicating levofloxacin resistance

图6 Sanger测序法检测23S rRNA及GYRA基因突变类型

Figure 6 Mutation types of 23S rRNA and GYRA gene by Sanger sequencing

扩增图谱
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图7 23S rRNA基因A2143G纯合型突变

Figure 7 A2143G homozygous mutation of 23S rRNA gene

图8 23S rRNA基因A2143G杂合型突变

Figure 8 A2143G heterozygous mutation of 23S rRNA gene

图9 GYRA基因G271A/A272G杂合型突变

Figure 9 G271A/A272G heterozygous mutation in GYRA gene

图10 GYRA基因G271A杂合型突变

Figure 10 G271A heterozygous mutation in GYRA gene
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3  讨论

Hp是目前所知能够在人胃中生存的唯一微生

物。检测胃黏膜活检样本中Hp的方法主要有革兰

氏染色、HE染色、姬姆萨(Giemsa)染色、美蓝染

色、WS染色、免疫组织化学染色。有研究 [9]表明

免疫组织化学染色敏感度、特异度、准确度高，

阳性较易判断；也有研究 [ 1 0 ]认为P CR方法是检测
Hp的金标准；荧光定量PCR法可替代免疫组织化

学法对胃黏膜活检标本进行Hp检测 [11]。因此，本

研究旨在比较荧光定量P CR方法与免疫组织化学

法检测胃黏膜活检样本中Hp感染率的区别，发现

P CR法检测阳性率为6 9 . 3 1 %，免疫组织化学法检

测阳性率为67.33%，两种方法具有良好一致性，

临床上两种方法均可以选择。但是 1 0 1 例样本中 
2例免疫组织化学法检出Hp阴性，而荧光定量PCR
法检出Hp阳性，最终经过Sanger测序方法检测，

1例检测到Hp  23S rRNA基因突变，1例检测到23S 
rR NA基因与GYR A基因均突变。说明免疫组织化

学法还是存在少量漏检情况，荧光定量PCR法检测
Hp结果敏感性更高。

Hp感染是胃溃疡、慢性胃炎和胃癌的关键诱

发因素之一。对抗菌药物的耐药率增高是Hp根除

失败的主要原因 [12]。根据一项WHO所有地区的大

型数据分析(178个研究，66142个分离株，65个国

家/地区)，克拉霉素和左氧氟沙星的原发和继发耐

药率现已达到惊人水平(≥15%)[13]。因此，在使用
Hp根除方案之前急需更快速的耐药性检测方法。

本研究中克拉霉素耐药率42.25%，左氧氟沙星耐

药率为21.13%，克拉霉素与左氧氟沙星双重耐药

率为11.27%。耐药率较高的原因可能为我院为大

型综合医院，大部分患者在来我院之前可能进行

过治疗。
H p 对 克 拉 霉 素 的 抗 性 机 制 与 2 3 S 核 糖 体

R N A (r R N A ) V域上的突变有关，突变主要集中在

A 2 1 4 2 C和A 2 1 4 3 G两个位点 [ 1 4 ]，突变会导致多肽

转移酶的局部损伤并降低药物组合的有效性，从

而导致Hp对大环内酯抗生素(例如克拉霉素)的耐

药。在本研究中，在29例测序成功的含23S rRNA
基因突变样本中，A 2 1 4 3 G和A 2 1 4 2 G两种突变均

被检获，其中以A2143G突变为主(28/29)，尤其是

A2143G纯合突变(25/29)最为多见，A2142G突变

较少(1/29)。有1例荧光定量PCR检测为克拉霉素

耐药，但测序未测出，考虑可能与这例Hp含量过

低有关。GYRA基因属于细菌裂解酶，是维持DNA

螺旋结构的必要酶，在DNA复制、重组和转录中

扮演重要角色，GYRA基因突变可以阻止抗生素和

酶的结合，是Hp对喹诺酮(例如左氧氟沙星)耐药

的主要原因 [ 1 5 ]。G Y R A基因突变热点区域为8 7、

91位氨基酸的A260T、T261G、T261A、G271A、

G271T和A272G位点 [16-17]。本研究中，GYR A基因

突变类型较多，以T261A杂合突变为主。

本研究使用Sanger测序法检测37例由PCR法检

测为克拉霉素和/或左氧氟沙星耐药的样本，其中

36例均测出23S rRNA基因或GYRA基因的明确突变

类型。但是由于其他微生物也可能存在这两个基

因的突变 [18-19]，因此检测到的突变可能不是Hp突

变，从而出现假阳性的情况，这也是本次实验的

不足之处。

虽然病理科应用荧光定量PCR法检测Hp感染

及检测Hp对克拉霉素和左氧氟沙星耐药性方面的

应 用 比 较 少 ， 但 是 本 研 究 表 明 在 检 测 H p 感 染 方

面，荧光定量PCR法比免疫组织化学法更准确；在

对克拉霉素和左氧氟沙星耐药性检测方面也有方

便、快速、准确的优势。
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