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８７例胃部疾病患者胃黏膜幽门螺杆菌检查方法比较
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　　摘　要：目的　探讨细菌分离培养与形态观察、快速尿素酶实验（ＲＵＴ）以及１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增３种方法在幽门螺杆菌

（Ｈｐ）感染检查中的优缺点。方法　对胃镜下所见胃炎、消化性溃疡患者取其病变部位胃黏膜活检标本进行 Ｈｐ的分离培养、快

速尿素酶实验、并提取活检组织ＤＮＡ进行１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增及１％琼脂糖电泳。结果　根据该实验设立的阳性标准判断，８７

例病例中 Ｈｐ感染阳性为５４例，检出率达到为６２．１％（５４／８７），其中分离培养阳性率约４１．４％（３６／８７），敏感性为６６．７％，总符合

率为７９．３％；尿素酶检查阳性率约７３．６％（６４／８７），敏感性性为１００％，总符合率为８８．５％；ＰＣＲ扩增阳性率约６５．５％（５７／８７），敏

感性性为１００％，总符合率为９６．６％。结论　三种检查方法中ＰＣＲ敏感性和总符合率均较高，是较为准确、省时和简便的 Ｈｐ检

查方法。

关键词：螺杆菌，幽门；胃黏膜；细菌培养；尿素酶试验；聚合酶链反应

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１２．３３．０１１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１２）３３３４９００２

犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犲狓犪犿犻狀犪狋犻狅狀犿犲狋犺狅犱狊犳狅狉犎犲犾犻犮狅犫犪犮狋犲狉狆狔犾狅狉犻狅狀犵犪狊狋狉犻犮犿狌犮狅狊犪犻狀８７狆犪狋犻犲狀狋狊狑犻狋犺犵犪狊狋狉犻犮犱犻狊犲犪狊犲狊

犣犺犪狀犵犜犪狅，犜犻犪狀犢狌，犛犺狌犪犻犑犻狀犵，犣犺狅狌犡犻犪狅狇犻犪狀

（犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犇犻犵犲狊狋犻狏犲犛狔狊狋犲犿，犉犻狉狊狋犘犲狅狆犾犲′狊犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犌狌犻狔犪狀犵犆犻狋狔，犌狌犻狕犺狅狌５５０００４，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｍｅｒｉｔｓａｎｄｄｅｍｅｒｉｔｓｏｆｓｕｃｈｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒＨｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ（Ｈｐ）ａｓｉｓｏｌａｔｅｄ

ｃｕｌｔｕｒｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ，ｒａｐｉｄｕｒｅａｓｅｔｅｓｔ（ＲＵＴ），ａｎｄｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＰＣＲ）ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

１６ＳｒＤＮＡ．犕犲狋犺狅犱狊　Ｂｉｏｐｓｙｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｆｓｔｏｍａｃｈｍｕｃｏｓａｗｅｒｅｔａｋｅｎｕｎｄｅｒａｇａｓｔｒｏｓｃｏｐｅｆｒｏｍｔｈｅｄｉｓｅａｓｅｄｒｅｇｉｏｎｓｏｆｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｉｔｈｇａｓｔｒｉｔｉｓｏｒｐｅｐｔｉｃｕｌｃｅｒ．ＴｈｅｎｗｅｉｓｏｌａｔｅｄｃｕｌｔｕｒｅｏｆＨｐ，ＲＵＴ，ａｎｄ１６ＳｒＤＮＡＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄ１％ａｇａｒｏｓｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ

ｓｉｓｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．犚犲狊狌犾狋狊　Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｏｆｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ａｍｏｎｇｔｈｅ８７ｐａｔｉｅｎｔｓ，５４ｐａｔｉｅｎｔｓｗｅｒｅ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈＨｐｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ｗｉｔｈｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ６２．１％（５４／８７）．ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆｉｓｏｌａｔｅｄｃｕｌｔｕｒｅｏｆＨｐｗａｓａｂｏｕｔ

４１．４％（３６／８７），ｗｉｔｈｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆ６６．７％ａｎｄｔｈｅｔｏｔａｌｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆ７９．３％；ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＲＵＴｗａｓａｂｏｕｔ７３．６％（６４／

８７），ｗｉｔｈｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆ１００％ａｎｄｔｈｅｔｏｔａｌｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆ８８．５％；ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｗａｓａｂｏｕｔ６５．５％（５７／

８７），ｗｉｔｈｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆ１００％ａｎｄｔｈｅｔｏｔａｌｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆ９６．６％．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＡｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒＨｐ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｔｏｔａｌｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆＰＣＲａｒｅｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔ，ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，ＰＣＲｉｓａｎａｃｃｕｒａｔｅ，ｔｉｍｅｓａｖｉｎｇ，ｓｉｍｐｌｅａｎｄｃｏｎｖｅｎ

ｉｅｎｔｍｅｔｈｏｄｔｏｅｘａｍｉｎｅＨｐｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．
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　　幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Ｈｐ）是一种生长在胃黏

膜表面的致病菌，在人群中传播广泛，Ｈｐ的感染与慢性胃炎、

消化性溃疡及胃癌等多种消化道疾病密切相关［１］，还和许多胃

肠外疾病有关［２］。Ｈｐ的检查对临床的治疗及根除有指导性

作用，本文采用分离培养、快速尿素酶实验、活检组织ＤＮＡ的

Ｈｐ１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增３种方法对８７例胃部疾病患者胃黏膜

标本进行 Ｈｐ检查，并对３种方法的敏感性、特异性和总符合

率进行比较，探讨３种方法在临床应用的优缺点，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　胃镜下所见胃炎、消化性溃疡患者８７例，年

龄２０～７８岁，胃镜下夹取其病变部位胃黏膜。

１．２　方法

１．２．１　菌株与培养基　菌株：Ｈｐ菌株ＮＣＴＣ１１６３７，获赠于中

国疾病预防控制中心传染病预防控制所。培养基：哥伦比亚琼

脂购自上海晶纯试剂有限公司，幽门螺杆菌选择添加剂购自友

康基业生物科技，布氏肉汤培养基购自北京奥博星生物技术有

限公司，引物：参照文献［３］合成 Ｈｐ菌种特异性１６ＳｒＲＮＡ基

因引物，上游５′ＣＴＴＧＣＴＡＧＡＧＴＧＣＴＧＴＴＡ３′，下游５′

ＴＣＣＣＡＣＡＣＴＣＴＡＧＡＡＴＡＧＴ３′，由北京天根生物工程

有限公司合成。其他试剂：Ｈｐ试纸，购自珠海市克迪科技开

发有限公司；２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅡ购自北

京天根生物工程有限公司。

１．２．２　Ｈｐ质控菌株的培养　取 Ｈｐ菌株 ＮＣＴＣ１１６３７划线

接种于７％绵羊血哥伦比亚血琼脂平板上（１００ｍＬ哥伦比亚

琼脂，７ｍＬ绵羊血，２．５ｍＬ选择添加剂），３７℃微需氧（５％

Ｏ２、１０％ＣＯ２、８５％Ｎ２）培养３～４ｄ。

１．２．３　临床胃黏膜处理　胃镜下取病变胃黏膜，置于布氏肉

汤内立即运送至实验室，将标本分为３份，分别用于细菌培养、

尿素酶实验和 Ｈｐ１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增。

１．２．４　Ｈｐ尿素酶活性检查　无菌操作取少量胃黏膜以 Ｈｐ

试纸按说明书方法进行快速尿素酶实验。

１．２．５　Ｈｐ的分离培养及生物学特性观察　无菌操作将胃黏

膜组织剪碎后接种于７％绵羊血哥伦比亚血琼脂平板上３７℃

微需氧培养３～４ｄ。观察平板上有无可疑菌落生长及菌落形

态，并挑取可疑菌落进行革兰染色镜检、尿素酶活性实验。细

菌菌落形态、染色特性及尿素酶试验与 Ｈｐ相符判为培养

阳性。

１．２．６　１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增　ＨｐＤＮＡ的提取：无菌操作

将剪取大小约０．２ｍｍ×０．２ｍｍ的胃黏膜组织置于装有０．２

ｍＬ蒸馏水的Ｅｐ管中研碎，将研碎的组织液于１００℃水浴１５

ｍｉｎ，小型台式离心机１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液作为

ＤＮＡ模板，－２０℃保存备用。质控菌株ＤＮＡ的提取：无菌操
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表１　　３种检查方法检测 Ｈｐ结果比较（狀＝８７）

检测方法
阳性率

［狀（％）］

假阳性

（狀）

假阴性

（狀）

敏感度

（％）

特异性

（％）

假阳性率

（％）

假阴性率

（％）

总符合率

（％）

分离培养 ５４（６２．１） ０ ８ ６６．７ １００．０ ０．０ ３３．３ ７９．３

快速尿素酶实验 ６４（７３．６） １０ ０ １００．０ ６９．７ ３０．３ ０．０ ８８．５

１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增 ５７（６５．５） ３ ０ １００．０ ９０．９ ９．１ ０．０ ９６．６

作取哥伦比亚血琼脂平板上的ＮＣＴＣ１１６３７菌落于０．５ｍＬ蒸

馏水中，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去上清液，加入０．５ｍＬ蒸馏

水重悬菌体，１００℃水浴１５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上

清液作为ＤＮＡ模板，－２０℃保存备用。１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ：按

文献［１］方法，以提取的临床标本和质控菌株的ＤＮＡ为模板，

采用２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ和 Ｈｐ菌种特异性１６ＳｒＲＮＡ基因引

物进行ＰＣＲ扩增和琼脂糖凝胶电泳检测。

１．２．７　评价标准　按照参考［４］，本实验设定符合下列情况之

一判为 Ｈｐ感染阳性：（１）临床标本分离培养出典型细菌判为

Ｈｐ感染阳性；（２）临床标本快速尿素酶实验阳性并１６ＳｒＤＮＡ

ＰＣＲ阳性。将３种方法分别与本实验阳性标准进行比较。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，采用

χ
２ 检验对３种方法的特异性、敏感性、假阴性率、假阳性率和

总符合率进行计算和分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｈｐ快速尿素酶实验检查　８７例临床标本中有６４例尿

素酶阳性。

２．２　ＨＰ的分离培养及生物学特性的观察　８７例临床标本经

微需氧培养３～４ｄ，有５４例在哥伦比亚血琼脂平板上见无色

针尖样细小菌落，革兰染色镜检为革兰阴性螺杆菌，培养物尿

素酶试验阳性。

２．３　１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增　８７例临床标本中有５７例ＰＣＲ

扩增阳性，扩增产物与阳性对照，即 ＮＣＴＣ１１６３７的扩增产物

相对分子质量一致，均为约５５０ｂｐ。

２．４　３种检查方法的比较　根据本实验设定的 Ｈｐ感染阳性

标准，临床标本８７例中有５４例 Ｈｐ阳性，检出率为６２．１％。３

种 Ｈｐ检查方法的敏感性、特异性、假阳性率、假阳性率和总符

合率见表１。

３　讨　　论

Ｈｐ是慢性活动性胃炎的主要致病因素，与消化性溃疡的

发生和复发密切相关，与胃腺癌的关系也十分密切，ＷＨＯ已

把其列为第一类致癌因子［５］。目前诊断 Ｈｐ感染的方法有细

菌培养法、组织切片染色法、活检组织尿素酶试验、印片法、血

清学检测 Ｈｐ抗体法、尿素呼吸试验、ＰＣＲ等
［６１０］，各种方法各

有利弊。细菌培养准确可靠，常被认为是金标准，特异性高，但

敏感性低［３］，本实验结果也表明 Ｈｐ的分离培养特异性高，但

假阴性率也较高，达３３．３％。Ｈｐ分离培养对标本采集、运送、

处理和培养的技术或条件均有较高的要求，需及时处理标本，

且培养需时较长，通常为３～５ｄ，若伴有其他细菌感染或标本

的污染需要进行分离培养，则需时更长，因此，作为临床常规的

检查方法并不十分可取，但如要进行常规的细菌药物敏感实验

则必须进行细菌的分离培养。尿素酶试验和ＰＣＲ的敏感性均

可达到１００％，但前者的特异性只有６９．７％，有较高的假阳性

率。本研究分离培养中也发现，除了 Ｈｐ，一些胃黏膜组织还

可培养出尿素酶阳性的其他细菌，当胃内ｐＨ 值改变，这些非

幽门螺杆菌类螺杆菌属细菌感染胃黏膜（如海尔曼螺杆菌也呈

尿素酶阳性反应，其作为１％胃炎的病因），或者黏液层过厚都

可引起尿素酶假阳性［１１］。但尿素酶法操作简单，价格低廉，出

结果快，在有内镜下取材条件的医院均可开展，适用于临床初

筛。ＰＣＲ法其敏感性及特异性均较高，且可用于唾液、胃液及

粪便中的 Ｈｐ的检查，操作方便也相对省时，但需要ＰＣＲ扩增

仪和电泳设备，基层医院可能由于缺乏设备而无法进行。然

而，ＰＣＲ法具有更广泛的临床应用前景，例如可进行临床菌株

的毒力基因分型和耐药基因的检测［１２］，以利于指导抗菌药物

的选择和了解预后，与常规药物敏感实验（如纸片法、Ｅｔｅｓｔ法）

相比，需时至少缩短１周。
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