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［摘　要］目的：建立一种幽门螺杆菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）临床菌株的分离培养的方法。方法：取临床胃黏膜组织标本
８８株，接种于１０％绵羊全血的哥伦比亚选择性培养基上，３７℃、５％ Ｏ２、１０％ ＣＯ２、８５％ Ｎ２培养３～５ｄ后，挑取
血平板上透明细小可疑菌落进行革兰氏染色和尿素酶试验，对阳性菌落进行扩大纯培养，提取细菌 ＤＮＡ，ＰＣＲ
扩增Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ１６ｓＲＮＡ、ＣａｇＡ基因，电泳并进行测序鉴定。结果：成功从临床胃黏膜组织中分离培养出Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ，
８８例胃黏膜组织标本中分离培养并鉴定出Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ１９株，阳性率为２２％；对１６ｓＲＮＡ及ＣａｇＡ基因进行扩增，电
泳可见目的条带，并对１６ｓＲＮＡ扩增产物测序，与Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ国际标准菌株２６６９５比对，同源性为９５％ ～９９％。结
论：３７℃、５％ Ｏ２、１０％ ＣＯ２、８５％ Ｎ２条件下１０％绵羊全血的哥伦比亚选择性培养基上能成功分离培养出 Ｈ．
ｐｙｌｏｒｉ临床株。
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澳大利亚科学家Ｍａｓｈａｌｌ和Ｗａｒｒｅｎ于１９８３年从慢
性胃炎病人的胃黏膜中首次分离并成功培养［１－２］。
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Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ是全球最常见的感染性病原菌之一，是慢
性胃炎、胃溃疡的主要致病因素［３－４］，与胃癌的发

生发展密切相关［５］。近年来的许多研究发现，Ｈ．
ｐｙｌｏｒｉ感染与心血管疾病、血液系统疾病、皮肤疾病
以及口腔疾病等的发生密切相关［６－８］。目前流行

病学研究显示，发达国家Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的感染率为３０％
～５０％，中国作为人口众多的发展中国家，是 Ｈ．
ｐｙｌｏｒｉ的高感染区，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染率高达 ４０％ ～
９０％，平均为５９％［９］。Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ临床菌株的分离
培养是诊断 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染的“金标准”［１０－１１］，亦

是 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ基础及临床研究的一项基本技术。成
功分离培养的临床菌株可用于细菌分型、致病机制

研究、构建动物模型及确定致病因子等基础研

究［１２］。随着 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ耐药菌株的日益增加，培养
Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ还能提供细菌耐药性的资料，这对指导临
床用药极为重要。本文旨建立一种从临床胃黏膜

组织中分离培养出Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ培养和鉴定方法。

１　材料与方法
１．１　材料

在病人知情同意的原则下，从胃镜中心收取

２０１４－２０１５年就诊患者８８例的胃黏膜组织标本，
其中男４２例，女４６例，年龄为２６～７１岁。微需氧
培养罐及微需氧产气袋（８５０ｍＬ／ＬＮ２，１００ｍＬ／Ｌ
ＣＯ２，５０ｍＬ／ＬＯ２）购自 Ｍｉｔｓｕｂｉｓｈｉ，Ｊａｐａｎ。恒温培
养箱，一次性接种环，哥伦比亚琼脂（ＯＸＯＩＤ，英
国），幽门螺杆菌选择剂（ＯＸＯＩＤ，英国），布氏肉
汤，革兰氏染液（安徽巢湖弘慈医疗公司），尿素酶

试纸（广东珠海克迪科技公司），超净工作台；脱纤

维绵羊全血（友康生物科技有限公司，北京）。

１．２　方法
１．２．１　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ运送液、冻存液以及哥伦比亚血
琼脂平板的配制　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ运送液：称取改良布氏
肉汤粉末２８１ｇ，加热搅拌溶解于１００ｍＬ蒸馏水
中，分装三角瓶，１２１℃高压灭菌，冷却后无菌分装
２００μＬ／管，再于每管内加入２５μＬＨ．ｐｙｌｏｒｉ选择
剂，置于４℃冰箱。Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ冻存液的配制：配制
１０％蔗糖溶液，高压灭菌后，与胎牛血清按１∶１比例
进行配制。哥伦比亚血琼脂平板：称取哥伦比亚琼

脂３９ｇ，加入双蒸水９０ｍＬ，１２１℃高压灭菌，冷却
至５０℃左右时，于超净工作台加入１０ｍＬ脱纤维绵
羊全血，０４ｍＬＨ．ｐｙｌｏｒｉ选择剂，混匀后倒入平板。
１．２．２　标本采集和转运　胃镜下于胃窦部用无菌
活检钳（用７５０ｍＬ／Ｌ乙醇火烧灭菌，冷却处理）

取黏膜组织，将组织取下置于装有０３ｍＬＨ．ｐｙ
ｌｏｒｉ运送液的ＥＰＰ管中，４℃ ２ｈ内送于分子生物
重点实验室进行分离。

１．２．３　标本接种与培养　在超净工作台内，将组
织用高压灭菌的组织剪剪碎，机械研磨６０ｓ，将其
全部倒入已铺制好的哥伦比亚血琼脂平板上，用Ｌ
型玻璃棒涂抹开，将接种好的血平板置于放有产气

袋的厌氧罐内或三气培养箱（５％ Ｏ２、１０％ ＣＯ２、
８５％ Ｎ２）３７℃培养３～５ｄ。
１．２．４　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ鉴定　（１）革兰氏染色，取一环生
理盐水置于洁净的载玻片上，挑取血平板上透明细

小可疑菌落于生理盐水上涂开，待干后，于酒精灯

上固定，结晶紫初染１ｍｉｎ，碘液媒染１ｍｉｎ，酒精脱
色３０ｓ，复红复染３０ｓ，显微镜下观察，见革兰氏染
色阴性的细小、弯曲状杆菌为 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ阳性。（２）
尿素酶试验，挑取血平板上透明细小可疑菌落致尿

素酶试纸上，１ｍｉｎ后试纸由黄色变为红色则为Ｈ．
ｐｙｌｏｒｉ阳性。（３）Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ阳性菌落１６ｓＲＮＡ鉴定，
对Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ阳性菌落进行传代扩大培养，提取细菌
ＤＮＡ，设计 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ１６ｓＲＮＡ引物（上游引物 ５′
ＣＴＴＧＣＴＡＧＡＧＴＧＣＴＧＡＴＴＡ３′，下游引物 ５′
ＴＣＣＣＡＣＡＣＴＣＴＡＧＡＡＴＡＧＴ３′）进行ＰＣＲ扩增，
扩增条件为９５℃ ５ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ、５５℃ ３０ｓ、
７２℃１ｍｉｎ，２５个循环，７２℃ ７ｍｉｎ，４℃保温，目
的条带为５５０ｂｐ。ＰＣＲ产物以１．５％琼脂糖凝胶电
泳，若有目的条带，则将扩增产物纯化后测序，将测

序结果与Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ国际标准株２６６９５进行序列比
对。（４）Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ阳性菌落 ＣａｇＡ鉴定，对 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ
阳性菌落进行传代扩大培养，提取细菌 ＤＮＡ，设计
ＣａｇＡ引物（上游引物 ５′ＡＣＡＡＴＧＡＣＴＡＡＣＧ
ＡＡＡＣＣＡ３′，下游引物５′ＴＴＴＴＧＧＴＡＴＴＣＣＴＴＡ
ＴＣＣＴ３′）进行 ＰＣＲ扩增，扩增条件为 ９５℃
５ｍｉｎ，９８℃ ６０ｓ、５５℃ １５ｓ、７２℃ ４ｍｉｎ２５个循
环，７２℃ １０ｍｉｎ，４℃保温，目的条带为３５００ｂｐ。
ＰＣＲ产物以 １０％琼脂糖凝胶电泳，若有目的条
带，则将扩增产物纯化后测序。（５）Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌株
的冻存，扩大培养经鉴定的 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌株，将细菌
用接种环刮取放置在２ｍＬ冻存管（５００ｕＬ冻存液）
中，每管置入２～３环细菌。迅速放置于 －８０℃冰
箱中，过夜后转入液氮罐长期保存。

２　结果
２．１　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ阳性率

本研究从临床所取８８例组织标本中分离培养
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并鉴定出Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ阳性菌１９株，阳性率为２２％。
Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ在哥伦比亚血琼脂培养基上微需氧培养
３ｄ后呈灰白色针尖样菌落（图１Ａ），尿素酶试验

为阳性（图１Ｂ）；经革兰氏染色后在显微镜下观察
可见革兰阴性（紫红色）的细小、弯曲状、螺旋状杆

菌（图１Ｃ）；

注：Ａ为Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ在哥伦比亚血琼脂培养基上微需氧培养３ｄ后呈灰白色针尖样菌落，
Ｂ为尿素酶试验阳性，Ｃ为Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ经革兰染色后在显微镜下表现

图１　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌落、尿素酶试验及革兰氏染色
Ｆｉｇ．１　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉｃｏｌｏｎｙ，ｕｒｅａｓｅｔｅｓｔａｎｄｔｈｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｇｒａｍｓｔａｉｎｉｎｇ

２．２　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ阳性菌落１６ｓＲＮＡ鉴定
对Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的 １６ｓＲＮＡ基因进行扩增，约在

５５０ｂｐ处可见目的条带（图 ２），并对扩增产物测
序，与Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ国际标准菌株２６６９５比对，同源性
为９５％～９９％（图３）。

注：Ｍ为 ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００），１为标准菌株２６６９５，
２～６为分离培养的Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌株

图２　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ１６ｓＲＮＡ基因ＰＣＲ扩增产物
Ｆｉｇ．２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｏｆ１６ｓＲＮＡｏｆＨ．ｐｙｌｏｒｉ
２．３　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ阳性菌落ＣａｇＡ鉴定

对Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的ｃａｇＡ基因进行扩增，约在３５００ｂｐ
处可见目的条带（图４），并对扩增产物测序（图５）。

３　讨论

Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ对营养条件要求较高，一般培养条件
很难生长，要求与体内胃黏膜下层条件相似，即微

需氧（５％ Ｏ２）环境，３７℃，湿度达 ９８％以上。目
前，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ培养多采用固体培养基，常用的有脑
心浸液琼脂、布氏琼脂、哥伦比亚琼脂等。本次Ｈ．
ｐｙｌｏｒｉ临床菌株的分离培养采用的培养基为哥伦比
亚琼脂培养基，于病人胃窦部取材后，将组织剪碎

涂抹于已配置好的哥伦比亚血琼脂平板上，前期有

３６株于厌氧罐内，放入产气袋进行培养，后５２株
培养于三气培养箱内，结果发现于三气培养箱内的

Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ生长较好。众多研究培养Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ采用的
哥伦比亚固体培养基，其中常加入１０％的胎牛血
清，本研究加入的是１０％的脱纤维绵羊全血，营养
更充分，且后期纯培养时均采用三气培养箱进行培

养，培养条件较稳定，利于Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的生长。
本研究分离培养８８株临床组织标本，阳性株

有１９株，其阳性率为２２％。且 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ临床菌株
的培养阳性率与入选病人性别、年龄无关。这与国

内外报道的Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ临床菌株培养阳性率相比明
显较低。针对Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ分离阳性率较低，可能存在
以下原因：（１）钳取患者胃组织标本未能及时放入
运送液，转运时间太长；正常情况下将组织分离后

转运至实验室分离培养的时间一般不超过３～４ｈ，
转运时间太长或温度过高会导致细菌死亡；（２）在
接种菌的过程中暴露在空气中时间过长，导致分离

阳性率降低；（３）实验前期在普通实验操作台分离
Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ，导致杂菌污染而致Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ分离失败，之

４０４
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注：Ａ为分离培养所得的Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌株的测序峰图，Ｂ为与国际标准株２６６９５的比对结果

图３　分离培养所得的Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌株的测序峰图及与标准株２６６９５的比对结果
Ｆｉｇ．３　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｍａｐｏｆｓａｍｐｌｅａｎｄｔｈｅｂｌａｓｔｒｅｓｕｌｔｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ２６６９５ｓｔｒａｉｎ

注：Ｍ为ＰＮＡＭａｒｋｅｒ，１～４为分离培养菌株

图４　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉｃａｇＡ基因ＰＣＲ扩增产物
Ｆｉｇ．４　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｏｆＨ．ｐｙｌｏｒｉＣａｇＡｇｅｎｅ

后在超净工作台分离，于三气培养箱中培养，阳性

率略提高；（４）钳取胃组织的部位也存在 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ
分布的差异，有文献报道称，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ多寄生在胃
窦部，但在宿主因素和环境因素的共同作用下，极

有可能向胃底部及贲门部移行，因此钳取的胃窦部

标本可能不存在Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染或数量极少，不能分
离到Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ，导致阳性率低［１３］。

Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的最佳培养时限是３ｄ，此时菌落的
肉眼形态与镜下菌体形态均很典型，细菌处于对数

生长期，可以进行传代、保存或药物敏感性试验等

研究 ［１４］。本次分离培养Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ临床株也证实了

图５　ｃａｇＡ基因部分序列峰
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｄｉａｇｒａｍｏｆＣａｇＡ
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这一点，传代培养３ｄ的 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ平板上菌落形态
典型，经革兰氏染色后镜下可见呈Ｓ形、螺旋状，培
养约５ｄ后经革兰氏染色后镜下可见细菌开始球
形变，呈短杆状，延长培养至７ｄ时，此时可能由于
培养基营养成分缺失等原因，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ形态呈球形
变，且低温保存后难以复苏成功。所以，本研究把

纯培养后生长良好 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌落保存于小牛血清
和蔗糖的等体积混合液中，－８０℃过夜保存后转
入液氮长期保存，其复苏成功率较高，说明该方法

可以很好地用于 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ临床菌株的保存。
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科技论文写作技巧

题名　题名是一篇论文的总题目，也称总标题、篇名或文题。题名的作用有二：（１）作为一
篇论文的总名称，应能展现论文的中心内容和重要论点，使读者能从题名中了解到该文所要研究

的核心内容和主要观点；（２）提供给二次文献机构、数据库系统检索和收录，题名应尽可能包含
有主题词和关键词，以供标引者选用和读者检索之用。题名的要求：（１）题名应以简明、确切的
词语反映文章中最重要的特定内容，要符合编制题录、索引和检索的有关原则，并有助于选定关

键词；（２）中文题名一般不宜超过２０个字，必要时可加副标题；（３）英文题名应与中文题名含义
一致，一般以不超过１０个实词为宜；（４）题名应避免使用非公和公用的缩写词、字符、代号，昼不
出现数学式和化学式。

《贵阳医学院学报》编辑部

６０４

贵 阳 医 学 院 学 报　 ４１卷　


