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［摘　要］目的：通过对常规菌落ＰＣＲ方法进行优化，探索提高幽门螺杆菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）菌落 ＰＣＲ扩增效率的
方法。方法：提取Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ２６６９５基因组ＤＮＡ作为阳性对照组，以未经任何处理的Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ２６６９５菌落作为阴
性对照组，经煮沸裂解速冻法获得的Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ２６６９５菌落作为试验组，随机选择８个不同的基因（１６ＳｒＤＮＡ、ｃａ
ｇＡＵ、ｃａｇＡＤ、ｉｃｅＡ、ｕｒｅＡ、ｈｅｔＡ、ｒｏｐＮ、Ｈｐ０７９２）作为菌落ＰＣＲ的候选基因进行菌落ＰＣＲ验证，最后以１％琼脂糖凝
胶进行电泳检测。结果：在选择的目标基因中，阴性对照组未扩增出目的条带，试验组与阳性对照组均扩增出

目的相应大小的条带；与常规菌落 ＰＣＲ比较，煮沸速冻裂解法能显著提高 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌落 ＰＣＲ的扩增效率。结
论：煮沸速冻裂解法可用于Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的高通量筛选鉴定和分子诊断。

［关键词］螺杆菌，幽门；高通量筛选；分子诊断技术；煮沸速冻裂解法；菌落ＰＣＲ
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　　幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）是由
澳洲医师Ｗａｒｒｅｎ和Ｍａｒｓｈａｌｌ从胃黏膜组织样本中
培养并分离获得的一种定植于胃黏膜上皮细胞表

面的微需氧、革兰阴性螺旋杆菌［１］。已有研究表

明，慢性活动性胃炎、消化性溃疡、胃黏膜相关淋巴

组织淋巴瘤（ＭＡＬＴ）的主要病因与 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染
相关，胃癌的发生亦与其有密切联系［２－３］。有研究

表明，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的致病作用及所致疾病和进展与多
种因素有关，包括细菌的毒力因子、细菌黏附与定

植、宿主炎症与免疫反应、氧化应激、细胞增殖与凋

亡及细菌自身的基因多态性等［４－５］。目前诊疗指

南均推荐确诊为Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染者采用质子泵抑制
剂（ｐｒｏｔｏｎｐｕｍｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＰＰＩ）或（和）铋剂联合两
种抗生素的三联或（和）四联疗法进行根除治疗，

常用抗生素有克拉霉素、阿莫西林、甲硝唑等。随

着抗生素的广泛应用，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ对常用抗生素的耐
药性日趋严重，导致Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的根除效果不佳［６］，

如果能明确 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ致病及耐药的分子机制，则
有望实现精准治疗。开发快速简便的分子生物学

检测方法是研究 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染机制的先决条件，
菌落ＰＣＲ检测是一种从大量样品中快速鉴定和分
析目标基因型的实用方法，已应用于分子生物学的

许多领域［７－８］，如基因扩增［９］、质粒构建、菌株鉴

定［１０－１１］、分子诊断［１２－１３］等。菌落 ＰＣＲ方法只需
要少量的菌细胞，不需要使用试剂盒提取基因组

ＤＮＡ作为ＰＣＲ反应模板，既方便又经济，已经被广
泛用于细菌［１４－１５］、真菌［１６－１７］和微藻［７］的鉴定。

Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ生长缓慢，通常需要３～５ｄ才能形成典
型的针尖状菌落，使用常规菌落 ＰＣＲ方法扩增 Ｈ．
ｐｙｌｏｒｉ基因，其效率低、不稳定、重复性差。因此，为
了提高 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌落 ＰＣＲ的扩增效率，本研究选
择Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ大小不同的８种基因进行菌落ＰＣＲ优
化，拟在常规菌落ＰＣＲ的基础上开发一种快速、高
通量、经济且具有良好重复性的分子诊断方法。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株、试剂及引物　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉＡＴＣＣ２６６９５
由山东大学病原生物学研究所馈赠，贵州医科大学

微生物学教研室传代保存。无菌新鲜脱纤维绵羊

血由鼎国生物技术有限公司代购，脑心浸液琼脂

（ｂｒａｉｎｈｅａｒｔｉｎｆｕｓｉｏｎａｇａｒ，ＢＨＩ）、Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ选择性添
加剂购自英国ＯＸＯＩＤ公司，细菌基因组ＤＮＡ提取
试剂盒购自北京天根生化科技有限公司，２×Ｔａｑ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭＩＸ购自北京天根生化科技有限公司，
琼脂糖购自生工生物（上海）有限公司］，８对引物
［１６ＳｒＤＮＡ［１８］、ｃａｇＡＵ（细胞毒素蛋白基因 Ａ［１９］的
上游片段）、ｃａｇＡＤ（细胞毒素蛋白基因 Ａ的下游
片段）、ｉｃｅＡ［２０－２１］（表皮细胞接触诱导基因Ａ）、ｕｒｅ
Ａ［２２－２３］（编码尿素酶亚基基因 Ａ）、ｈｅｔＡ（鞭毛合成
相关基因）、ｒｏｐＮ［２４］（σ５４转录调控因子）和 Ｈｐ０７９２
（Ｆｉｓ家族转录调节因子）］由生工生物（上海）有限
公司合成，见表１。

表１　８种基因引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

　基因 　引物名称 　　　引物序列（５′３′） 目的片段大小（ｋｂ）
１６ＳｒＤＮＡ １６ＳｒＤＮＡＦ ＣＴＴＧＣＴＡＧＡＧＴＧＣＴＧＡＴＴＡ ０．５５

１６ＳｒＤＮＡＲ ＴＣＣＣＡＣＡＣＴＣＴＡＧＡＡＴＡＧＴ
ｃａｇＡＵ ＣａｇＡＵＦ ＡＴＣＣＧＡＡＣＧＧＡＴＣＡＡＡＡＧＴＴＣ ０．９

ＣａｇＡＵＲ ＴＴＴＣＣＣＡＴＡＡＴＣＴＴＴＧＡＧＡＧＴＧ
ｃａｇＡＤ ＣａｇＡＤＦ ＡＴＧＧＣＡＡＡＡＡＴＡＡＧＧＡＴＴＴＣＡＧＣ ０．９

ＣａｇＡＤＲ ＣＡＡＴＴＴＣＧＣＴＧＡＣＡＡＡＣＴＡＧＣＡＧ
Ｈｐ０７９２ ０７９２Ｆ ＡＴＧＡＴＴＡＡＣＡＣＧＡＴＧＴＴＴＴＧＣ ０．７

０７９２Ｒ ＣＣＣＡＧＣＧＣＴＡＧＣＧＡＴＣＡＡＡＧＣ
ｉｃｅＡ ＩｃｅＡＦ ＧＣＴＴＧＴＡＡＣＧＡＴＡＡＧＡＡＡＣＧＣＣＡＧＡＴ ０．３

ＩｃｅＡ１Ｒ ＧＧＡＡＴＧＡＧＣＴＴＧＴＡＴＴＴＡＧＡＧＣＣＧＡＴ
ｈｅｔＡ ＨｅｔＡＦ ＧＣＡＡＡＴＣＴＡＣＡＴＧＣＴＣＡＴＣＡＣ １．６

ＨｅｔＡＲ ＣＴＴＣＡＣＡＧＣＧＴＴＣＡＡＴＣＧＴＧＣ
ｕｒｅＡ ＵｒｅＡＦ ＴＴＴＡＣＡＴＡＧＴＴＧＴＣＡＴＣＧＣＴＴ ０．７

ＵｒｅＡＲ ＧＡＣＡＡＡＧＡＧＣＧＡＧＣＧＡＧＣＣＧ
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１．１．２　主要仪器　ＰＣＲ扩增仪（日本，ＢＩＯ－Ｒａｄ
１０２１３型），琼脂糖凝胶电泳仪（北京市六一仪器制
造厂，ＤＹＹ－８Ｃ型），凝胶成像分析仪（北京市六
一仪器制造厂，ＷＤ－９４１３Ｂ型），台式高速离心机
（上海安亭，ＴＧＬ－１６Ｂ），超纯水机（成都艾柯，ＤＺＧ
－３０３Ａ）。
１．２　方法
１．２．１　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ２６６９５的培养　接种 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ
２６６９５于ＢＨＩ血琼脂平板（含１０％无菌脱纤维绵
羊血），３７℃微需氧条件（１０％ ＣＯ２、５％ Ｏ２、８５％
Ｎ２）培养２～３ｄ。
１．２．２　细菌基因组ＤＮＡ的提取及 ＰＣＲ扩增　用
接种环刮取培养２～３ｄ的Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的菌落于去离
子水１００μＬ中，参照细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒
步骤制备基因组ＤＮＡ。ＰＣＲ反应体系为模板ＤＮＡ
０５μＬ，２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭＩＸ（１２５μＬ），正向
和反向引物（各１２５μＬ），去离子水９５μＬ。ＰＣＲ
反应条件：９４℃预变性 ３ｍｉｎ，９４℃变性 ３０ｓ、
５５℃退失３０ｓ、７２℃延伸１ｍｉｎ３０个循环；最后

７２°Ｃ终延伸５ｍｉｎ。
１２３　菌落 ＰＣＲ反应的优化　（１）将去离子水
（１０μＬ）加入ＰＣＲ管或９６孔板中、使用无菌接种
针或牙签从血琼脂平板上挑取培养２～３ｄ的单菌
落、并重悬于去离子水中，（２）将ＰＣＲ管或９６孔板
（含有１０μＬ幽门螺杆菌悬浮液）置于沸水中煮沸
１０ｓ，（３）将 ＰＣＲ管或９６孔板快速转移至冰上冷
冻５ｍｉｎ，（４）将正向和反向引物（各１２５μＬ）及２
×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭＩＸ（１２５μＬ）加入到ＰＣＲ管或
９６孔板中、总反应体积为２５μＬ，（５）混匀后按基
因组ＤＮＡ的ＰＣＲ反应条件进行扩增，（６）１％琼脂
糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物。步骤如图１。

２　 结果
如图１所示，ＰＣＲ扩增幽门螺杆菌的８个基因

均未显示清晰条带，阳性对照组（基因组 ＤＮＡ作
为模板，泳道２）显示单一清晰条带，试验组（菌落
经煮沸裂解速冻作为模板，泳道３～６）条带与阳性
对照组一样显示单一透明条带。

注：Ｍ为Ｔｒａｎｓ２ＫＰｌｕｓＩＩＤＮＡＭａｒｋｅｒ，泳道１为阴性对照（菌落未经任何处理），泳道２为阳性对照
（基因组ＤＮＡ作为模板），泳道３～６为试验组（菌落经煮沸冷冻作为模板）

图１　菌落ＰＣＲ扩增电泳图
Ｆｉｇ．１　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｆｏｒｃｏｌｏｎｙＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

３　讨论

菌落 ＰＣＲ可从大量转化子或平板样本中方
便、快速获得目标基因，是一种常规分子诊断技术。

对于决大多数革兰氏阴性细菌（如大肠杆菌、肺炎

克雷伯菌、铜绿假单胞菌），ＰＣＲ过程中的预变性
步骤可以快速破坏细菌细胞壁，使细菌染色体释放

到胞外，从而可用于ＰＣＲ扩增的模板；对于多数革
兰氏阳性细菌（如金黄色葡萄球菌、蜡样芽胞杆

菌），虽然其细胞壁较厚，有多层肽聚糖组成，但

ＰＣＲ过程中预变性的高温条件仍然足以破坏其细
胞壁，其染色体释放到胞外用于 ＰＣＲ扩增的模
板［２５］。然而，对于多数真菌（细胞壁含几丁质、壳

多糖等）和放线菌，因其特殊的细胞壁结构或生长

特性，利用常规菌落 ＰＣＲ方法进行分子鉴定仍存
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在一定的困难，需要对常规菌落 ＰＣＲ方法进行特
定改造或优化［２６］。

尽管Ｈｐｙｌｏｒｉ属于常规的革兰氏阴性细菌，
然而，常规菌落 ＰＣＲ方法在 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ中应用时效
果不明显、稳定性较差，这可能与 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的特殊
生长环境（强酸环境）或特殊的细胞结构有

关［２７－２８］，其具体原因尚不清楚。在本研究中，我们

随机选择８个大小不同的基因，利用常规菌落ＰＣＲ
方法进行扩增，不能获得扩增条带，尽管在阴性对

照组中可以看到一些基因（例如 ｒｏｐＮ或 １６ＳｒＤ
ＮＡ）的模糊扩增条带，但亮度较弱不能用于进一步
分析。而将Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌落进行煮沸裂解速冻后作
为ＰＣＲ模板，均可显示出与阳性对照组相似的清
晰条带，表明煮沸裂解速冻法可以应用于Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ
的菌落ＰＣＲ扩增。

综上所述，本研究优化的菌落 ＰＣＲ技术对于
Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的鉴定效果较好，有助于快速进行 Ｈ．ｐｙ
ｌｏｒｉ的高通量分类，转化体筛选和分子诊断。
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