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D摘 要E 目的!了解浙江地区消化性溃疡和慢性胃炎患者感染的幽门螺杆菌’FG+A68B优势基因型及其序列特点H
方法!分别从 "(例消化性溃疡和 CI例慢性胃炎患者的胃窦J胃体粘膜组织中分离出 %".株 FGH采用聚合酶链反应

检测A68B基因的信号区’K+和中间区’<+亚型,部分优势基因型的扩增产物L$B克隆后进行核苷酸序列测定H结果!
所有菌株均扩增出 A68BK区和 <区基因片段,发现 K%6M<%JK%6M<"JK%6M<%NJK%6M<%N$<"I种基因型,其比例分

别为 )-%O’(M%".+J.%-(O’)PM%".+J"(-IO’C)M%".+J%-.O’"M%".+H%)-&O患者’%%M.C+存在不同 A68B基因型

FG菌株混合感染,但在胃炎组和溃疡组中的分布差异无显著性’QR#-#&+H.株K%6型FG菌株的K区扩增产物与报

道的 K%6型 .#%(#株核苷酸序列同源性为 (C-%&S(I-P.O,I株 <"型 FG菌株的 <区扩增产物与报道的 <"型 P)$

"#C株核苷酸序列之间同源性为(C-.CS()-.%OH结论!K%6M<"和K%6M<%N均是浙江地区消化性溃疡或慢性胃炎患

者感染的 FG菌株的 A68B优势基因型,部分优势 A68B基因型菌株的核苷酸序列与国外报道的参考菌株有较高的同

源性T部分患者同时感染多株不同 A68B基因型 FGH
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幽门螺杆菌’<#0./*1%/’#&$30*&.,FG+是慢
性胃炎J消化性溃疡的病原体,也与胃癌发病密
切相关HFG空泡毒素基因’A68yA>6!=7D85!A$
!AT=7D:7:B,A68B+的产物能使上皮细胞产生
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空泡变性!是该菌重要的致病因子之一"#$%&基
因存在于所有 ’(菌株中)*+!一般可分为 ,*-
.*/,*-.0和,0-.01个亚型"不同#$%&亚型
的 ’(菌株产生空泡毒毒素产量有明显差异!如

,*-.*毒素产量高!,*-.0中等!,0-.0较低或
不产生毒素)0+"此外!近年国外文献屡有报道!同
一患者可感染多株不同 #$%&基因型的 ’()1!2+"
因此!探讨各地区 ’(#$%&优势基因型!根据

#$%&基因型的差异了解患者感染单一或不同

’(菌株!分析本地区分离的 ’(#$%&基因型序
列特点!对于了解 ’(的致病机制/流行特点/感
染来源等均有一定意义"为此!本研究分别从患
者胃窦和胃体粘膜活检标本中分离 ’(!用聚合
酶链反应34567检测所分离’(菌株的#$%&基
因型!对部分菌株 #$%&基因型核苷酸序列进行
了分析"

8 资料和方法

898 临床资料 0::*年 **月至 0::0年 ;月
收集浙江省中医院/浙江大学医学院附属邵逸夫
医院和浙江大学医学院附属儿童医院接受胃镜

检查的省内各地患者 **<例!每人均取胃窦和胃
体粘膜组织各 *块"选取胃窦/胃体组织均培养

出 ’(的 ;1例患者作为本研究对象!其中男性

21例!女性0:例!年龄;=<>岁!平均32:?*>7
岁"其中慢性胃炎12例3慢性浅表性胃炎02例/
慢性活动性胃炎 @例和慢性萎缩性胃炎 @例7!
消化性溃疡 0A例3胃溃疡 ;例/十二指肠球部溃
疡 0:例和复合溃疡 1例7"
89B ’(的分离和鉴定 活检标本匀浆后接种
于选择性哥伦比亚血琼脂平板上3含 @.C-D
EF4/*:.C-D万古霉素/0@::G-D多粘菌素
和 0.C-D两性霉素 H7!1<I微需氧培养 1=@
J"挑取可疑菌落增菌!革兰染色镜检/尿素酶试
验/氧化酶试验鉴定为 ’(后!悬于 1:K甘油布
氏肉汤中!L<:I保存"
89M 模板 NO&制备 冻存菌株复苏后接种于
上述培养基上!1<I微需氧培养 @J"传代一次
后用 :9:*.PQ-D/(’<92的 4HR收集 ’(!再
用该缓冲液离心洗涤 1次!细菌沉淀悬于适量

ES缓冲液中"采用常规酚T氯仿法提取 NO&!
溶于 ES中!并用紫外分光光度法测定其浓度"
89U 456扩增 #$%&信号区3,7/中间区3.7
的引物见表 *"456反应总体积为 *::VQ!内含

:90@..PQ-D各 JOE4/0@:W.PQ-D各引物/
09:..PQ-DFC5Q0/09@GE$X酶/*::WC

表 8 ’(#$%&基因 ,/.区分型和测序的引物

YZ[\]8 Q̂_CPW‘%QaPb_Ja(c_.ac,‘,aJdPc#$%&be(_WC$WJ,aX‘aW%_WC

6aC_PW 4c_.ac O‘%QaPb_Ja,aX‘aW%a 4cPJ‘%b,_fa3g(7$

R*$ RR*Th @iTjE5&j5&E5&5&55j5&&5T1i *A:
k&*T6 @iT5Ej5EEj&&Ej5j55&&&5T1i

R*g RR1Th @iT&j5j55&E&55j5&&j&jT1i *><
k&*T6 @iT5Ej5EEj&&Ej5j55&&&5T1i

R0 RR0Th @iTj5E&&5&5j55&&&Ej&E55T1i *AA
k&*T6 @iT5Ej5EEj&&Ej5j55&&&5T1i

RcaC_PW RljTh @iT&Ejj&&&E&5&&5&&&5&5&55jT1i 11>
RljT6 @iT5&&55E55&E5&&E5EE&5Ejj&T1i

.* k&1Th @iTjjE5&&&&Ej5jjE5&EjjT1i 0A:
k&1T6 @iT55&EEjjE&55EjE&j&&&5T1i

.0 k&2Th @iTjj&j5555&jj&&&5&EEjT1i 1@0
k&2T6 @iT5&E&&5E&j5j55EEj5&5T1i

.*g k$.Th1 @iTjj5555&&Ej5&jE5&Ejj&ET1i 0A*
k$.T61 @iTj5EjEE&jEj55E&&&j&&j5&ET1i

.*gT.0 k$.Th1 @iTjj5555&&Ej5&jE5&Ejj&ET1i 0A@
k&2T6 @iT5&E&&5E&j5j55EEj5&5T1i

.*$ k&1Th @iTjjE5&&&&Ej5jjE5&EjjT1i 0A:
k&19*T6 @iT5EjEE&jEj555j5&j&&&5T1i

.caC_PW k&;Th @iTE5&&E&E5&&5&&j5E5T1i <><
k&@T6 @iT55j5&Ej5EEE&&EjE5T1i

$m,_faPd456(cPJ‘%b,_,C_#aWdPc_WJ_#_J‘$Q,bc$_W,$WJ%$W#$ce$.PWC,bc$_W,
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!"#模板$%&’()缓冲液*+,-./01’()反
应参数2345 6789:&%;345 %789:6<或

665 %789*扩增$=%>$=%?$=<$7%$7%>$7<时
退火温度为 6<5:扩增 7%?$7%?@7<时退火温
度为6650:A<5 %.6789:&/6;A<5 A789:&
%1引物由上海博亚生物技术有限公司*B8C#=8>0
合成:所有 ’()试剂均为大连宝生物工程有限
公司*D>E>)>0产品1%.6F的琼脂糖凝胶电泳
检测扩增产物1
G.H ’()产物克隆和测序 采用上海博彩生
物科技有限公司*BBID0D@#克隆试剂盒将扩
增的目的片段克隆至 +J(7@D载体中1重组质
粒转化于 K.LMNO!,6P株并扩增:碱变性法提
取质粒1委托BBID公司测定插入片段的核苷酸
序列:并与报道的核苷酸序列进行比较Q6R1
G.S 统计学方法 计数资料的比较采用T<检验1

U 结 果

U.G ’()扩增结果 采用 V>W#=%>$7%$7<$
7%?和 7%?@7<基因型的引物均可获得预期
大小的 ’()产物*图 %0:但所有菌株均未见

=%?$=<$7%>的阳性扩增产物1

图 G V>W#亚型 ’()扩增产物电泳图

XYZ.G [\]8̂8_7?‘C78̂a@=\>89â >b>‘C=abac

*%.6F0Cd‘a+‘a=a9\>\8VaW>b#>9̂ V>W#

ba9a@=+aW8d8W’()+‘Ĉ_W\=

e2%ff?+c>̂ â‘;<2=%>%3f?+;427%<3f?+;g2

7</6<?+;-27%?<3%?+;%f27%?@7<<36?+;%:/:6:

A:32WC‘‘a=+C9̂89b9ab>\8VaWC9\‘Cc=

U.U ,+临床菌株 V>W#基因型分析 所有菌
株均能扩增出 V>W#=区和 7区基因片段:其组
合分别为 3株 =%>h7%*A.%F0$A-株 =%>h7<
*g%.3F0$/A株 =%>h7%?*<3.4F0$<株 =%>h
7%?@7<*%.gF01=%>h7<*T<i-/.6-:jk
f.f%0和 =%>h7%?*T<i<f.-6:jkf.f%0检出
率明显高于其它基因型:且 =%>h7<检出率也较

=%>h7%?为高*T<i<g.-3:jkf.f%01见表 <1

表 U 各种胃病标本中分离的 ,+菌株 V>W#基因型的分布

lmnopU !8=\‘8?_\8C9CdV>W#ba9C\q+a=89r.stNMuO8=Cc>\â d‘C7b>=\‘8W+>\8a9\=

!8=a>=a
(>=a

*=\‘>890
=%>h7% =%>h7< =%>h7%? =%>h7%?@7<

(]‘C98Wb>=\‘8\8=

W]‘C98W=_+a‘d8W8>cb>=\‘8\8= <4*4-0 / /< %/ f

W]‘C98W>W\8Vab>=\‘8\8= 6*%f0 f g g f

W]‘C98W>\‘C+]qb>=\‘8\8= 6*%f0 % %f < f

’a+\8W_cWa‘̂ 8=a>=a

b>=\‘8W_cWa‘ g*%<0 % 6 % %

_̂Ĉa9>c_cWa‘ <f*4f0 / << %/ %

b>=\‘8W>9̂ _̂Ĉa9>c_cWa‘ /* g0 % / < f

DC\>c g/*%<g0 3 A- /A <

U.v 不同基因型 ,+的混合感染 %A.6F
*%%hg/0患者的胃窦$胃体标本中检出不同基因
型的 ,+*表 /0:但此混合感染在慢性胃炎组和
消化性溃疡组中的分布差异无显著性*T<i
%.gg:jwf.f601
U.x 核苷酸序列同源性比较 与报道的 =%>

型参考菌株 gf%3f和 7<型参考菌株 -A@<f/
相应核苷酸序列进行比较Q6R:上述 g株 =%>型

,+菌株 V>W#基因 =区和 4株 V>W#7<型菌
株 7区扩增产物的同源性分别为 3/.%6Fy
34.-gF和 3/.g/Fy3A.g%F1比较时不包括
引物序列1

zg<z 浙江大学学报*医学版0 第 /<卷

 



表 ! ""例患者不同基因型 #$混合感染的情况

%&’()! *+,-./0+1203-+41425.6-+$60789:;<=>

+1""$?-+01-@

A.BC03-

D48
E+@0?@0 A+-0

F?3GH014-I$0@J0-03-0J

@/0H+41 5/0H+41

" KAL G @"? 5"B

K @"? 5"M5N

N KAL G @"? 5N

K @"? 5"M5N

O KAL G @"? 5"B

K @"? 5N

P KAL G @"? 5"

K @"? 5"B

Q LR G @"? 5N

K @"? 5"M5N

S LR G @"? 5N

K @"? 5"BT5N

U ER G @"? 5"B

K @"? 5"BT5N

V ER G @"? 5N

K @"? 5"B

W ER G @"? 5N

K @"? 5"M5N

"X LR?1JER G @"? 5"

K @"? 5N

"" LR?1JER G @"? 5"

K @"? 5"B

KALY3Z/41+3@.$0/2+3+?6H?@-/+-+@[LRYH?@-/+3.630/[

ERYJ.4J01?6.630/[GY?1-/.5[KY34/$.@

! 讨 论

G-Z0/-41\N]等发现不同 #$菌株 F?3G基
因序列差异较大的区域主要位于信号肽区域 @̂
区_和中间长约 UOXB$的区域 5̂区_‘并将 @
区分为 @"?M@"B和 @N‘* 区分为 5"和 5N‘如
此 F?3G基因型可有 @"?a5"M@"?a5NM@"Ba5"M
@"Ba5NM@Na5N和 @Na5"b此 后 c?1\U]等 和

A-/4B06\V]等在不能按 5"和 5N分型的 #$菌
株中发现了 5"?M5"B和 5"BT5N等 5区变异
体b采用#0d?细胞检测#$e?3G的细胞毒作
用‘发现 @"a5"型毒力强于 @"a5N型‘@Na5N
型无毒力\N]‘且 @"?a5"B型M@"?a5"BT5N型毒
力也较 @"?a5N为强\U]b本实验发现‘#$临床
菌株 F?3G基因型所占比例依次为 @"?a5N
S"8WfM@"?a5"BNW8PfM@"?a5"U8"fM@"?a

5"BT5N"8Sf‘表明 @"?a5N是最主要的 #$
F?3G基因型b尽管有文献报道@"a5N型#$菌
株毒力较弱‘但有实验证明 @"a5N型 #$在

ghT"O细胞或原代培养胃上皮细胞中能检测
出较高的细胞毒作用\W]b

F?3G基因型的分布有明显的地域差异‘东
欧和北欧以 @"?型为主‘法国M意大利及北美地
区 @"?和 @"B型常见‘中南美地区以 @"B为主‘
但 5"和 5N的分布却大致相同\"X]b日本分离
的 #$F?3G则以 @"?a5"为主\S]b我国上海和
广东地区 #$F?3G基因型均为 @"?a5N或以

@"?a5N为 主\""‘"N]b本 实 验 发 现‘@"?a5"B
N̂W8Pf_也是浙江地区 #$菌株 F?3G的优势
基因型‘这表明在以后的 F?3G5区分型研究
应重视 5"B亚型b此外‘浙江地区患者标本分
离的 #$菌株 F?3G基因 @区极为稳定‘均为单
一的 @"?‘但 5区变异较大‘有 5"M5NM5"B和

5"BT5NP个亚型b
为了更好地与国外参考序列比较‘本实验

选择部分 F?3G优势基因型菌株扩增了 @区和

5区的全长序列b核苷酸序列分析结果证实‘
F?3G@"?型和 5N型 #$菌株的 @区 ÔOVB$_
和 5区 ÛVUB$_扩增产物核苷酸序列与报道
的@"?型参考株的@区M5N型参考株的5区序
列同源性分别为 WO8"QfiWP8VSf和WO8SOf
iWU8S"f‘一方面证实了本实验所获得的

cKg结果可靠[另一方面也表明优势分布的

F?3G@"?和 5N型中国菌株与欧美国家报道的
参考菌株 可̂能非优势菌株_在 F?3G基因区有
较高的同源性b
由于不同的 F?3G@区或 5区亚型不能共

存于同一 #$菌株中‘因而 #$菌株 F?3G亚型
的不同可证明其为不同 #$菌株b本实验发现‘
SO例患者中有 ""例 "̂U8Qf_其胃窦M胃体标
本中检出不同的 F?3G亚型组合‘表明存在一
定程度的不同#$菌株的混合感染‘提示#$感
染来源的多样性b国外学者\O‘P]报道不同基因型

#$菌株混合感染能促进消化性溃疡的发生‘
而本实验结果未能发现混合感染在慢性胃炎和

消化性溃疡中的分布有差异 ĵkX8XQ_‘故不
同基因型 #$菌株混合感染的临床意义有待于
进一步研究b

lUNl第 "期 陈学军‘等8浙江地区幽门螺杆菌临床菌株 F?3G优势基因型及其核苷酸序列分析
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