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［摘　要］目的：探讨贵州地区上消化道疾病患者幽门螺杆菌（Ｈｐｙｌｏｒｉ）细胞毒素相关蛋白（ＣａｇＡ）基因的表
达及其与甲硝唑（ＭＴＺ）耐药的相关性。方法：从上消化道疾病患者胃黏膜分离５０株Ｈｐｙｌｏｒｉ，经聚合酶链反应
（ＰＣＲ）检测 ＣａｇＡ基因，Ｅｔｅｓｔ法检测 ＭＴＺ耐药情况，测序并应用 ＢＬＡＳＴ分析 ＭＴＺ敏感株（ＭＴＺＳ）与耐药株
（ＭＴＺＲ）ＣａｇＡ基因的分子差异。结果：５０株Ｈｐｙｌｏｒｉ中有９２％的菌株表达 ＣａｇＡ，其阳性表达率在消化性溃疡
患者与慢性胃炎患者无差异；５０株 Ｈｐｙｌｏｒｉ对 ＭＴＺ总耐药率为 ５４％，ＣａｇＡ阳性及阴性菌株耐药率分别为
５４３％及５００％（Ｐ＞００５）；基因测序结果显示ＭＴＺＳ及ＭＴＺＲ两组间ＣａｇＡ基因突变无统计学差异。结论：贵
州地区ＣａｇＡ阳性菌株与上消化道疾病密切相关，但与疾病的严重程度无明显关系，ＣａｇＡ基因表达及基因变异
与ＭＴＺ耐药性之间无明显关系。
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　　ＣａｇＡ（Ｃｙｔｏｔｏｘｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎ，ＣａｇＡ）是
Ｈｐｙｌｏｒｉ主要的毒力因子之一，编码毒素相关蛋白
与Ｈｐｙｌｏｒｉ毒力及致病密切相关，ＣａｇＡ基因表达
存在明显的地域差异［１］。我国 Ｈｐｙｌｏｒｉ学组于
２００５年３月～２００６年５月完成了一项涉及全国１６
个省市、包括２０多个中心的大规模 Ｈｐｙｌｏｒｉ与甲
硝唑（Ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ，ＭＴＺ）耐药流行病学调查和耐
药原因分析，结果显示Ｈｐｙｌｏｒｉ对甲硝唑的耐药率
为５０％～１００％（平均７３３％），提示Ｈｐｙｌｏｒｉ对抗
生素的耐药率存在地区差异［２］。本研究从贵州省

上消化道疾病患者胃黏膜成功分离并保存 ５０个
Ｈｐｙｌｏｒｉ菌株进行ＣａｇＡ基因检测与ＭＴＺ耐药性测
定，首次在贵州地区探讨ＨｐｙｌｏｒｉＣａｇＡ基因表达、
ＭＴＺ耐药及两者的相关性，并为制定本地区幽门
螺杆菌根除方案提供参考。

１　材料与方法

１．１　菌株　参见胡林［３］等人的《贵州省幽门螺杆

菌临床菌株的分离培养》方法获得５０株 Ｈｐｙｌｏｒｉ
临床分离株，其中２８株来自慢性胃炎（ＣＧ）患者，
２２株来自消化性溃疡（ＰＵ）患者。男性２２例，女
性２８例，平均 ４６．４２岁。幽门螺杆菌标准菌株
（ＮＣＴＣ１１６３７）由贵阳医学院微生物教研室陈峥宏
副教授馈赠。

１．２　主要器材与试剂盒　奥林巴斯 ＧＩＦＸＱ２６０
胃镜（日本）、快速尿素酶试纸（珠海）、幽门螺杆菌

选择添加剂（９５ｍｇ添加剂中万古霉素２５ｍｇ，三
甲氧苄氨嘧啶乳酸盐３０ｍｇ，两性霉素２０ｍｇ，多
黏菌素Ｂ２０ｍｇ）（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）；细菌基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒、大量 ＤＮＡ产物纯化试剂盒、ＭＩＣＥ试
验条 甲硝唑（ＯＸＯＩＤ，ＵＫ）及２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ均为天根生化科技产品。
１．３　Ｅｔｅｓｔ　用接种环挑取经革兰染色及生化鉴
定已证实的 Ｈｐｙｌｏｒｉ良好菌落，接种在培养基上，
将甲硝唑药敏试纸条放置于培养基正中，培养３ｄ，
观察抑菌情况，并直接读取ＭＩＣ值，以ＭＩＣ＞８μｇ／
Ｌ为甲硝唑耐药。
１．４　Ｈｐｙｌｏｒｉ细菌 ＤＮＡ提取　使用细菌基因组
ＤＮＡ提取试剂盒提取ＤＮＡ，严格按说明书操作，冻
存于－２０℃备用。
１．５　 ＲＴＰＣＲ检测 　 上游序列 ＣＣＡＣＡＡＴＡ
ＡＣＧＣＴＣＴＧＴＣＴＴＣＴＧ，下游序列 ＴＣＴＣＡＣＣＡＣＣＴ
ＧＣＴＡＴＧＡＣＴＡＡＣ，扩增产物２１５ｂｐ，由上海捷瑞

生物工程有限公司设计并合成。热循环条件：

９４℃５ｍｉｎ（预变性），９４℃１ｍｉｎ（变性），６０℃１ｍｉｎ
（退火），７２℃ １ｍｉｎ（延伸），７２℃ １０ｍｉｎ（延伸），
总循环３０次。ＰＣＲ反应体系为２５μｌ，包括上下游
引物各１μｌ、模板２μｌ、ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２５μｌ、水
８５μｌ，热循环结束后，取ＰＣＲ扩增产物５μｌ进行
琼脂糖凝胶电泳（１５％，９０ｍＶ，３０ｍｉｎ），在凝胶
成像系统下观察照相，记录结果。余２０μｌＰＣＲ反
应产物于４℃保存备用。
１．６　ＨｐｙｌｏｒｉＣａｇＡ基因片段 ＰＣＲ产物纯化　随
机选取 ＭＴＺＲ和 ＭＴＺＳ各５株，使用大量 ＤＮＡ产
物纯化试剂盒进行纯化，具体操作步骤严格按说明

书执行。将纯化后产物送至北京诺赛基因组研究

中心有限公司测序。

１．７　统计学方法　计量资料以均数 ±标准差（ｘ
±ｓ）表示，用ＳＰＳＳ１７．０进行统计分析，资料符合正
态分布及方差齐应用 ｔ检验；计数资料以率表示，
率的比较采用 χ２检验，检验水准为 ００５；采用
ＢＬＡＳＴ分析基因片段。

２　结果

２．１　ＣａｇＡ基因表达　ＣａｇＡ在上消化道疾病的表
达率为９２％（４６／５０），其中消化性溃疡患者感染的
菌株ＣａｇＡ表达阳性率为９０９％（２０／２２），慢性胃
炎患者感染的菌株 ＣａｇＡ表达阳性率为 ９２９％
（２６／２８），两者差异无统计学意义（χ２＝００７，Ｐ＞
００５），见表１。

表１　Ｈｐｙｌｏｒｉ菌株ＣａｇＡ基因型在
不同疾病中的表达比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＣａｇＡｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
Ｈｐｙｌｏｒｉｓｔｒａｉｎｓｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｓｅａｓｅｓ

指标 ＣＧ ＰＵ 合计 检出率（％）

ＣａｇＡ＋ ２６ ２０ ４６ ９２

ＣａｇＡ－ ２ ２ ４ ８

合计 ２８ ２２ ５０ １００

注：ＣＧ为慢性胃炎，ＰＵ为消化性溃疡。

２．２　ＣａｇＡ基因型与甲硝唑耐药的关系　５０例患
者中甲硝唑的耐药率为５４％（２７／５０），其中 ＣａｇＡ
阳性菌株中耐药率为５４３％（２５／４６），ＣａｇＡ阴性
菌株的耐药率为 ５０％（２／４），差异无统计学意义
（χ２＝０１３，Ｐ＞００５），见表２。
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表２　Ｈｐｙｌｏｒｉ菌株ＣａｇＡ基因型与
甲硝唑耐药率的关系

Ｔａｂ．２　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＨｐｙｌｏｒｉｓｔｒａｉｎｓ
ＣａｇＡｇｅｎｏｔｙｐｅａｎｄｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

指标
甲硝唑

敏感 耐药
合计 耐药率（％）

ＣａｇＡ＋ ２１ ２５ ４６ ５４．３
ＣａｇＡ－ ２ ２ ４ ５０．０
合计 ２３ ２７ ５０

２．３　ＣａｇＡ基因甲硝唑耐药菌株及敏感菌株的比
较　５０株临床菌株与标准菌株 ＮＣＴＣ１１６３７经特
征性基因片段扩增出 ＣａｇＡ基因，扩增产物电泳比
较显示，ＣａｇＡ基因阳性患者无论是 ＭＴＺ耐药或敏
感，其电泳结果与对照组一致，见图 １。将 ５株
ＭＴＺＳ及５株ＭＴＺＲ菌株测序后，通过ＢＬＡＳＴ分别
与标准菌株 Ｊ９９ＣａｇＡ进行同源性比较，分别为
（９４４０±３２１）％，（９４４０±２０７）％，经 ｔ检验分
析两者间差异无统计学意义（ｔ＝０００，Ｐ＞００５）。
５株ＭＴＺＳ与标准株Ｊ９９比较，点突变引起的共４３
次碱基置换中Ｃ—Ｔ２０次、Ｔ—Ｃ１６次 、Ｇ—Ａ２次、
Ａ—Ｇ５次，插入１次，缺失１次；５株ＭＴＺＲ与标准
株Ｊ９９比较，点突变引起的共 ４４处碱基置换中
Ｃ—Ｔ１８次、Ｔ—Ｃ１３次 、Ｇ—Ａ３次、Ａ—Ｇ９次，插
入２次，缺失３次；两者点突变形式进行比较，差异
无统计学意义（χ２＝１１９３，Ｐ＞００５）。点突变中
以置换突变为主，将置换突变形式进行比较，差异

也无统计学意义（χ２＝１８０７，Ｐ＞００５）。

注：泳道１为阴性对照，泳道２为标准菌株ＮＣＴＣ１１６３７阳性

对照（Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）；泳道３～５显示ＣａｇＡ基因的ＰＣＲ

产物（２１５ｂｐ），其中泳道３、４为甲硝唑耐药菌株

（ＭＴＺＲ），泳道５为甲硝唑敏感菌株（ＭＴＺＳ）。

图１　Ｈｐｙｌｏｒｉ菌株ＣａｇＡ基因凝胶电泳结果
Ｆｉｇ．１　Ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ＨｐｙｌｏｒｉｓｔｒａｉｎｓＣａｇＡｇｅｎｅ

３　讨论

ＣａｇＡ的表达有明显地域差异，ＣａｇＡ表达与疾
病的相关性研究将有助于临床根除策略的制定。

在西方国家分离的 Ｈｐｙｌｏｒｉ菌株中６０％ ～７０％表
现为ＣａｇＡ阳性，并认为其与萎缩性胃炎、消化性
溃疡和胃癌的发生密切相关［１］。亚洲国家的研究

结果显示 ＨｐｙｌｏｒｉＣａｇＡ基因表达阳性率高于
９０％，部分近期文献报道 ＣａｇＡ基因与宿主疾病严
重程度不相关［４］。东西方国家研究结果的差异可

能是因为ＨｐｙｌｏｒｉＣａｇＡ基因在不同地区呈现高度
多态性，从而影响 ＣａｇＡ功能的发挥。Ｈｐｙｌｏｒｉ菌
株ＣａｇＡ基因的地域差异性决定了Ｈｐｙｌｏｒｉ地区性
研究的必要性。贵州省是高Ｈｐｙｌｏｒｉ感染区，因上
消化道症状就诊患者的 Ｈ ｐｙｌｏｒｉ感染率高达
８２５％［５］，但对胃黏膜 ＨｐｙｌｏｒｉＣａｇＡ的表达既往
未见报道。本研究对ＨｐｙｌｏｒｉＣａｇＡ基因进行ＰＣＲ
检测，结果显示５０例Ｈｐｙｌｏｒｉ菌株的 ＣａｇＡ阳性率
为９２％，进一步的临床相关性分析显示ＣａｇＡ基因
表达在消化性溃疡和慢性胃炎之间没有显著差异，

与国内学者报道一致［６］。

ＭＴＺ属硝基咪唑类药物，因其杀菌活性不受
胃内低ｐＨ值的影响，在胃腔内浓度高，具有较强
的抗Ｈｐｙｌｏｒｉ活性，而且价格低廉，成为抗Ｈｐｙｌｏｒｉ
常用药物之一。但随着ＭＴＺ的广泛应用，使Ｈｐｙ
ｌｏｒｉ菌株对 ＭＴＺ耐药逐年增加。Ｈｐｙｌｏｒｉ对 ＭＴＺ
的耐药是全球性的，不同国家和地区的耐药率也存

在明显差异［２］，本实验用Ｅｔｅｓｔ法测得贵州地区Ｈ
ｐｙｌｏｒｉ对 ＭＴＺ耐药率为 ５４％。目前认为 Ｈｐｙｌｏｒｉ
基本上可分成两类：一类是 ＣａｇＡ阳性株（ＣａｇＡ
Ｉ），为高毒力株，有ＣａｇＡ蛋白表达；另一类是ＣａｇＡ
阴性株（ＣａｇＡＩＩ），为低毒力株，无ＣａｇＡ蛋白表达。
ＣａｇＡＩ型常被认为含有更多毒性，能促进胃炎症
因子如ＩＬ１、ＩＬ８的分泌，从而引起更为严重的炎
症反应［７］。Ｔａｎｅｉｋｅ等［８］研究发现 ＣａｇＡＩＩ型菌株
的ＭＴＺ耐药率大大高于ＣａｇＡＩ型，并认为无ＣａｇＡ
蛋白的表达可能是ＭＴＺ耐药的一个危险因素。本
实验中ＣａｇＡＩ型菌株耐药率为 ５４３％（２５／４６），
ＣａｇＡＩＩ型耐药率为５０％（２／４），两者差异无显著
性，认为不同的ＣａｇＡ基因型表达与ＭＴＺ耐药性无
明显关系，这与国内李素艳［９］等的报道一致。

国内外目前很少有文献报道 ＣａｇＡ基因变异
与 ＭＴＺ耐药性的关系。本实验通过对 ＭＴＺＳ及

７５２
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ＭＴＺＲＣａｇＡ基因扩增片段凝胶电泳结果显示，无
论是ＭＴＺＲ或ＭＴＺＳ都呈一条均一大小的片段，未
能明显区分两者的差异性，说明其耐药机制并非大

片段的插入、置换或缺失，而是只存在小片段点突

变、置换等可能。进一步随机选取ＭＴＺＳ、ＭＴＺＲ各
５株与标准菌株 Ｊ９９ＣａｇＡ基因序列进行同源性比
较，并且就其同源性比较结果再进一步做突变形式

的比较，发现不同株的 ＭＴＺＳ、ＭＴＺＲ在 ＣａｇＡ基因
片段均存在６％左右的突变，且均以点突变形式为
主，其中以置换突变为甚，两组间无统计学差异。

就置换突变的类型进行比较，虽然两组间亦无明显

差异，但发现在 ＣａｇＡ基因位点 ９６３、１０３４上出现
Ｃ—Ｔ的置换在 ＭＴＺＲ５／５次，ＭＴＺＳ５／５次；１０３９
位点上Ｃ—Ｔ的置换在ＭＴＺＲ５／５次，ＭＴＺＳ３／５次；
９７２－９７３位点上出现 Ｔ—Ｃ的置换在 ＭＴＺＲ４／５
次，ＭＴＺＳ４／５次，这可能是本地区 ＣａｇＡ基因型的
特点。

本研究首次报告在贵州地区 ＣａｇＡ与上消化
道疾病有密切关系，但其与疾病的严重程度并无明

显关系，Ｈｐｙｌｏｒｉ对甲硝唑耐药率为５４％，ＣａｇＡ基
因表达及其基因变异与ＭＴＺ耐药性之间无明显的
关系。
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