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  [摘要] 目的 探讨幽门螺杆菌(Hp)感染的病理学特点及不同检测方法的效能比较。
 

方法 选取669个

胃黏膜活检标本的病理组织蜡块,分别进行 HE染色、Giemsa染色、Warthin-Starry(WS)染色和免疫组化

(IHC)染色,结合组织病理学特征、检测效能、活检部位及活检块数进行分析。结果 经IHC染色结果确诊,
669个部位中有328个为Hp阴性,341个为Hp阳性;炎症程度、活动性、淋巴滤泡、糜烂、肠化生、取材部位对

Hp感染检测结果有影响(P<0.05)。不同染色方法的阳性检出率从低到高分别为HE
 

染色(43.20%)、WS染

色(47.53%)、Giemsa染色(49.78%)、IHC染色(50.97%)。HE染色的灵敏度(71.26%)和特异度(85.98%)
最低,与IHC染色结果比较差异有统计学意义(P<0.05);Giemsa染色的灵敏度(93.55%)、特异度(95.73%)
均较高,与IHC染色结果比较差异无统计学意义(P=0.729),尤其在重度慢性炎症/轻度活动性炎症中与IHC
染色的一致性最高(Kappa=0.804)。不同的取材部位中,Giemsa染色与IHC染色结果的一致性均较高(P<
0.001);随着活检块数增加,Giemsa染色与IHC染色结果的一致性呈逐步增强的趋势。结论 Giemsa染色适

宜作为基层医院初步检测Hp的方法,结合病理学特征、增加取材块数或在疑难病例中进行IHC检测可以提高

诊断的准确度。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

histopathological
 

characteristics
 

of
 

Helicobacter
 

pylori
 

(Hp)
 

in-
fection

 

and
 

compare
 

the
 

efficacy
 

of
 

different
 

detection
 

methods.Methods A
 

total
 

of
 

669
 

paraffin-embedded
 

gastric
 

mucosal
 

biopsy
 

specimens
 

were
 

selected
 

and
 

subjected
 

to
 

HE
 

staining,Giemsa
 

staining,Warthin-Starry
 

(WS)
 

staining,and
 

immunohistochemical
 

(IHC)
 

staining.Analyses
 

were
 

performed
 

in
 

relation
 

to
 

histopatho-
logical

 

features,detection
 

efficacy,biopsy
 

site,and
 

number
 

of
 

biopsy
 

fragments.Results According
 

to
 

the
 

IHC
 

staining
 

results,among
 

the
 

669
 

specimens,328
 

were
 

Hp-negative
 

and
 

341
 

were
 

Hp-positive.The
 

degree
 

of
 

inflammation,activity,lymphoid
 

follicles,erosion,intestinal
 

metaplasia,and
 

sampling
 

site
 

were
 

demonstra-
ted

 

to
 

influence
 

the
 

detection
 

results
 

of
 

Hp
 

infection
 

(P<0.05).The
 

positive
 

detection
 

rates
 

of
 

different
 

stai-
ning

 

methods,from
 

low
 

to
 

high,were
 

as
 

follows:HE
 

staining
 

(43.20%),WS
 

staining
 

(47.53%),Giemsa
 

stai-
ning

 

(49.78%),and
 

IHC
 

staining
 

(50.97%).HE
 

staining
 

showed
 

the
 

lowest
 

sensitivity
 

(71.26%)
 

and
 

speci-
ficity

 

(85.98%),with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

compared
 

to
 

IHC
 

staining
 

(P<0.05).Giemsa
 

stai-
ning

 

exhibited
 

relatively
 

high
 

sensitivity
 

(93.55%)
 

and
 

specificity
 

(95.73%),showing
 

no
 

statistically
 

signifi-
cant

 

difference
 

compared
 

to
 

IHC
 

staining
 

(P=0.729).It
 

demonstrated
 

the
 

highest
 

consistency
 

with
 

IHC
 

stai-
ning

 

in
 

cases
 

of
 

severe
 

chronic
 

inflammation/mild
 

active
 

inflammation
 

(Kappa=0.804).In
 

different
 

sampling
 

sites,Giemsa
 

staining
 

showed
 

high
 

consistency
 

with
 

IHC
 

staining
 

results
 

(P<0.001).As
 

the
 

number
 

of
 

biop-
sy

 

fragments
 

increased,the
 

consistency
 

between
 

Giemsa
 

staining
 

and
 

IHC
 

staining
 

gradually
 

improved.Con-
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clusion Giemsa
 

staining
 

is
 

suitable
 

as
 

a
 

preliminary
 

method
 

for
 

Hp
 

detection
 

in
 

primary
 

hospitals.Combining
 

histopathological
 

features,increasing
 

the
 

number
 

of
 

biopsy
 

fragments,or
 

performing
 

IHC
 

staining
 

in
 

challeng-
ing

 

cases
 

can
 

enhance
 

diagnostic
 

accuracy.
[Key

 

words] Helicobacter
 

pylori;staining
 

methods;Giemsa
 

staining;Warthin-Starry
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histochemical

 

staining

  近年来由于消化内镜技术的不断推广,胃肠道活

检标本已经成为基层医院病理科重要的标本类型之

一,如何提高病理诊断的准确性及探讨适宜的检测技

术是病理科的重要任务。幽门螺杆菌(Helicobacter
 

pylori,Hp)感染是全球常见的细菌感染之一,其与慢

性胃炎、消化性溃疡和胃癌等疾病的发生密切相

关[1],准确诊断Hp感染对临床治疗和预后评估具有

重要意义。目前,在胃黏膜标本中检测 Hp的方法有

很多[2-10],各检测方法均有优缺点。本研究通过对比

HE染色、Giemsa染色、Warthin-Starry(WS)染色及

免疫组化(immunohistochemistry,IHC)染色在胃黏

膜活检标本中的检测效能,结合病理学特征、活检部

位及活检块数,探索经济、高效、准确、实用的 Hp检

测策略。
1 资料与方法

 

1.1 一般资料

选取2017年12月至2024年11月因消化道不适

就诊或存在胃癌高危因素定期体检的人群,在内镜下

检查并取活检的266例患者的669个蜡块标本。其

中 男 135 例,女 131 例;年 龄 14~77 岁,平 均

(49.02±13.86岁);669个部位中有536个胃窦、51
个胃角、57个胃体及25个胃底。纳入标准:病理诊断

为慢性胃炎(伴或不伴活动性炎症);排除标准:病理

诊断为异型增生或恶性肿瘤。本研究经北京市上地

医院伦理委员会批准(审批号:HP2024-31-203001),
免除患者知情同意。
1.2 方法

将经4%中性缓冲甲醛固定、石蜡包埋后的669
个蜡块依次编号,以6个蜡块为一组,每个蜡块连续

切取4张4
 

μm的组织片,将一组中的6张不同的组

织片置于同一张载玻片上,并做好分区标记,经过4
次相同的操作,最终形成4张完全相同的玻片。然后

分别进行HE染色、Giemsa染色、WS染色及IHC染

色,光镜观察。IHC采用Envision两步法,Hp抗体

购自厦门通灵生物医药科技有限公司,在全自动免疫

组化染色仪上完成染色。HE染色为机器染色(日本

樱花自动染色机),Giemsa染色及 WS染色为手工染

色,试剂均购自珠海贝索生物技术有限公司。
1.3 结果判读

根据2017年《慢性胃炎及上皮性肿瘤胃黏膜活

检病理诊断共识》[11]的标准,由2名经验丰富的中级

以上医师双盲评估,不一致时由第3位高级职称医师

复核。观察部位:胃黏膜黏液层、小凹上皮及腺管上

皮的表面。菌体阳性判读标准:(1)HE染色为淡红色

的短杆状或弯曲状结构,见图1;(2)Giemsa染色为蓝

色的弯曲状或短杆状结构,见图2;(3)WS染色为黑

色短杆状或弯曲状结构,见图3;(4)IHC染色为棕黄

色小杆状、团块状或颗粒状结构,见图4。本研究定义

IHC染色结果为参考标准[10]。
1.4 统计学处理

采用SPSS27.0软件进行统计学分析。计数资料

以例数或百分比表示,组间比较采用
 

McNemar检验、
χ2 检验;一致性采用 Kappa检验;计算阳性检出率、
灵敏度及特异度,灵敏度=真阳性例数/(真阳性例

数+假阴性例数)×100%,特异度=真阴性例数/(真
阴性例数+假阳性例数)×100%。以P<0.05为差

异有统计学意义。

  A:Hp假阳性,小凹内大量淡红色的小球状、短杆状结构;B:Hp真阳性,小凹内成簇淡红色的短杆状结构。

图1  HE染色(400×)
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  A:Hp假阳性,小凹内大量蓝染的小球状、短杆状、絮状结构;B:Hp真阳性,小凹内漂浮较多蓝染的短杆状结构。

图2  Giemsa染色(400×)

  A:Hp假阳性,小凹表面较多黑色小球状、短杆状结构;B:Hp真阳性,小凹内见黑色短杆状结构。

图3  WS染色(400×)

图4  IHC染色(400×)

2 结  果

2.1 组织病理学特征、取材部位与Hp感染的关系

经IHC染色结果确诊,669个部位中有328个为

Hp阴性,341个为 Hp阳性;炎症程度、活动性、淋巴

滤泡、肠化生、糜烂、取材部位对 Hp感染检测结果有

影响(P<0.05),见表1。炎症各组进行两两比较

(Bonferroni校正后α=0.008),结果显示差异均有统

计学意义(P<0.001)。4个部位进行两两比较(Bon-
ferroni校正后α=0.008),结果显示仅有胃窦和胃底

Hp阳性率比较差异有统计学意义(P=0.005)。

表1  组织学病理学特征、取材部位与 Hp感染的关系

项目
Hp阴性

(n=328)
Hp阳性

(n=341)
χ2 P

炎症 406.130 <0.001
 1组 264 18
 2组 56 156
 3组 8 167
淋巴滤泡 43.246 <0.001
 无 285 222
 有 43 119
肠化生 4.632 0.031
 无 247 280
 有 81 61
糜烂 123.030 <0.001
 无 316 208
 有 12 133
取材部位 8.648 0.034
 胃窦 253 283
 胃角 25 26
 胃体 31 26
 胃底 19 6

  1组:轻/中度慢性炎症;2组:重度慢性炎症/轻度活动性炎症;3
组:中度/重度活动性炎症。

2.2 不同染色方法结果对比

不同染色方法的阳性检出率从低到高分别为 HE
染色、WS染色、Giemsa染色、IHC染色。

 

HE染色的
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灵敏度(71.26%)和特异度(85.98%)最低,与IHC染

色结果比较差异有统计学意义(P<0.05)。
 

Giemsa
染色的灵敏度(93.55%)、特异度(95.73%)均较高,
与

 

IHC染色结果比较差异无统计学意义(P>0.05),
尤其在重度慢性炎症/轻度活动性炎症中与IHC染色

的一致性最高(Kappa=0.804)。WS染色的灵敏度

(91.20%)及特异度(97.86%)较高,与IHC染色结果

比较差异有统计学意义(P<0.05),见表2、3。
表2  不同染色方法的阳性检出率及灵敏度、

   特异度对比

染色方法
参考标准

阴性 阳性

阳性检

出率(%)
灵敏度

(%)
特异度

(%)
P

HE染色

 阴性 282 98 43.20 71.26 85.98 <0.003
 阳性 46 243
Giemsa染色

 阴性 314 22 49.78 93.55 95.73 0.729
 阳性 14 319
WS染色

 阴性 321 30 47.53 91.20 97.86 <0.003
 阳性 7 311
IHC染色

 阴性 328 0 50.97 100.00 100.00
 阳性 0 341

2.3 不同的取材部位及块数中Giemsa染色与IHC
染色结果一致性分析

不同的取材部位中,Giemsa染色与IHC染色结

果的一致性均较高(P<0.001)。随着活检块数增加,
Giemsa染色与IHC染色结果的一致性呈逐步增强的

趋势,当活检块数≥4时,两种染色结果的一致性均达

到100.00%;除了2块外,其余块数的结果差异无统

计学意义(P>0.05),见表4。
表3  不同炎症组别中 HE染色、Giemsa染色、WS

   染色与IHC染色的一致性对比

炎症 染色方法对比 Kappa P

1组 HE染色
 

vs.
 

IHC染色 0.312 <0.001

Giemsa染色
 

vs.
 

IHC染色 0.624 <0.001

WS染色vs.
 

IHC染色 0.740 <0.001

2组 HE染色vs.
 

IHC染色 0.442 <0.001

Giemsa染色vs.
 

IHC染色 0.804 <0.001

WS染色vs.
 

IHC染色 0.768 <0.001

3组 HE染色vs.
 

IHC染色 0.102 <0.030

Giemsa染色vs.
 

IHC染色 0.772 <0.001

WS染色vs.
 

IHC染色 0.676 <0.001

  1组:轻/中度慢性炎症;2组:重度慢性炎症/轻度活动性炎症;3
组:中/重度活动性炎症。

表4  不同的取材部位及块数中Giemsa染色与IHC染色结果一致性分析

项目
真阴性

(n)
假阴性

(n)
假阳性

(n)
真阳性

(n)
Kappa P1 一致率(%) 阳性一致率(%) 阴性一致率(%) P2

胃窦/胃角 264 18 14 291 0.891 <0.001 94.55 94.17 94.96 0.596

胃体/胃底 50 4 0 28 0.895 <0.001 95.12 87.50 100.00 0.125

1块 131 11 9 115 0.849 <0.001 92.48 91.27 93.57 0.824

2块 113 10 2 107 0.897 <0.001 94.83 91.45 98.26 0.039

3块 56 1 3 69 0.937 <0.001 96.90 98.57 94.92 0.625

≥4块 14 0 0 28 1.000 <0.001 100.00 100.00 100.00 1.000

  P1:Kappa系数检验;P2:McNemar检验。

3 讨  论

  Hp是一种革兰氏阴性杆菌,中国 Hp感染率占

到全国人口的54.76%[12],是导致慢性胃炎、胃溃疡、
胃癌及黏膜相关淋巴瘤等疾病发生的重 要 因 素,

WHO已将 Hp列为Ⅰ类致癌物[13]。因此,准确评估

Hp感染至关重要。目前研究表明,Hp有螺旋形、球
形及混合形等多种形态,不同的形态可能与细菌的致

病潜力、耐药性或免疫逃逸反应有关[14]。GLADY-
SHEV等[15]发现,螺旋形Hp在胃窦的胃黏膜中占主

导地位,而球形Hp通常更多地出现在口腔中。
自发现Hp以来,已有多种染色方法用于胃黏膜

活检标本的 Hp检测,然而各染色结果在灵敏度、特
异度、操作难易、检测成本等方面存在差异,尚未形成

统一的标准。多项研究表明,IHC染色检测 Hp具有

灵敏度、特异度高,观察者间差异小的优点[3,9,16]。本

研究以IHC染色为参考标准,采用较大的样本量,结
合组织病理学特点、活检部位及活检块数,分析了 HE
染色、Giemsa染色、WS染色及IHC染色检测 Hp的

价值。
本研究数据显示,炎症程度、活动性、淋巴滤泡、

肠化生、糜烂对Hp感染检测结果有影响,中/重度活

动性炎症中Hp阳性率最高。重度慢性炎症、活动性

炎症、淋巴滤泡、糜烂是提示 Hp感染的重要病理组

织学表现,这一结果可以使病理医师在读片时重点关

注以上特征,从而减少漏诊率。但需要注意的是,非
甾体类抗炎药诱发的胃炎、自身免疫性胃炎、克罗恩
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病相关性胃炎或巨细胞病毒相关性胃炎可能会出现

Hp相关性胃炎的组织学特点[17]。因此,临床工作中

需要结合临床病史、组织病理学特点及 Hp检测结果

综合评估。HE染色是评估组织病理学表现的常规染

色方法。本研究结果显示,与其他染色方法相比,HE
染色在识别 Hp时准确度最差,阳性检出率、灵敏度

及特 异 度 均 较 低,与 以 往 研 究 结 果 类 似[6]。

RAMIREZ
 

UBILLUS等[7]发现,HE染色结果的判

读在不同观察者之间的一致性较差。本研究与 WAN
等[5]研究结果均显示,HE染色与IHC染色结果的一

致性较差。分析不一致的主要原因是 HE染色中菌

体颜色与背景颜色对比度差,存在黏液丝或易干扰的

碎屑,会对判读造成困扰。因此,单独使用 HE染色

不是评估Hp感染可靠的方法。

WS染色是研究中常用的一种检测 Hp的染色方

法。细菌被染成棕至黑色,与黄棕色背景形成强对

比,易于观察,但实验条件要求较高,操作过程比较复

杂,且检测费用比较昂贵[5]。Giemsa染色是一种简

单、快速且廉价的染色方法。在检测 Hp方面具有良

好的灵敏度、特异度和一致性,经常在一些机构中使

用[6],病理医生准确识别 Hp的形态是提高准确度的

关键。为了保证判读结果的可靠性,本研究前期将69
例标本的Giemsa染色及 WS染色结果分别运用两种

不同的判读标准进行评估。判读1的方法是病理医

生直接在高倍镜下观察,对任何可疑的细丝状、螺旋

状、小杆状、小球状结构均认为阳性。判读2的方法

是病理医生先结合IHC染色结果,筛选出10张真阳

性的特殊染色切片进行观察,准确识别阳性菌的形

态、大小、定植方式及位置,然后再对其他切片进行判

读。结果显示,这两种判读结果差异较大(P<0.05)。
将两种染色方法运用判读2方法得到的结果与IHC
染色判读结果对比,差异无统计学意义(P=0.625)。
说明第2种判读标准更精准,建议尚未开展且有意向

开展特殊染色的实验室,应该首先掌握阳性的判断标

准。本研究数据显示,WS染色中 Hp的阳性率为

47.53%,低于 Giemsa染色和IHC染色结果。以炎

症程度分层,在重度慢性炎症及活动性炎症中,WS染

色与IHC染色的一致性低于Giemsa染色与IHC染

色;轻/中度慢性炎症中,WS染色与IHC染色的一致

性高于Giemsa染色与IHC染色。WAN等[5]研究结

果显示,在轻度、中度、重度慢性胃炎中,WS染色与

IHC染色结果的 Kappa分别为0.717、0.741、0.621
(P<0.001)。以上结果表明,WS染色在炎症程度较

轻时评估Hp感染具有一定价值,分析原因可能是由

于黑色银染颗粒容易与 Hp细菌混淆,导致假阳性的

结果。

本研究结果显示,Giemsa染色具有较高的灵敏

度和特异度,Giemsa染色与IHC染色结果比较无明

显差异(P=0.729)。RAJAK等[18]研究数据显示,以

IHC染色为参考标准,Giemsa染色的灵敏度为85%,
特异度为90%,均略低于本研究结果。KOCSMÁR
等[19]研究表明,在活动性炎症中Giemsa染色的灵敏

度较高,而在非活动性炎症中灵敏度明显下降。本研

究中一致性检验结果显示,在重度慢性炎症/轻度活

动性炎症中,Giemsa染色与IHC染色结果的一致性

较高(Kappa=0.804),轻/中度慢性炎症中Giemsa染

色与IHC染色结果的一致性仅有0.624。这说明Gi-
emsa染色可以在一定情况下代替IHC染色,成为Hp
检测的初步检测手段,尤其适用于炎症程度较重或活

动性炎症的情况。进一步分析不一致的原因:重度慢

性炎症/轻度活动性炎症中17张切片为假阴性,5张

切片为假阳性,假阴性中11张切片菌体较少,不易观

察,6张切片均因糜烂或背景干扰,5张假阳性切片是

由于糜烂或背景干扰与菌体造成了混淆;轻/中度慢

性炎症中9张切片为假阳性,5张切片为假阴性,假阳

性的原因均因背景絮状物干扰,假阴性均为菌体较

少。KOCSMÁR等[19]建议,在活动性胃炎中Giemsa
染色结果阴性时可以用IHC染色进一步验证,本研究

结果也支持这一观点。同时,建议结合组织病理学表

现,对Giemsa染色结果存疑的病例应该用IHC染色

进一步验证。
目前研究表明,Hp通过借助螺旋状结构、鞭毛运

动、趋化性及能中和胃酸环境的尿素酶等多种机制,
最初定植于胃窦上皮细胞表面;通过模拟宿主抗原逃

避免疫系统识别、调控宿主上皮细胞代谢稳态,从宿

主上皮细胞摄取营养等多种复杂途径,实现对宿主细

胞的持续感染[20]。本研究结果显示,不同取材部位的

Hp阳性率从高到低分别为胃窦、胃角、胃体、胃底,胃
窦与胃底比较差异有统计学意义(P=0.005)。这一

结果提示内镜医生在活检时要重视胃窦部位的取材,
这对提高Hp检出率具有重要价值。由于Giemsa染

色具有操作简便、省时、成本低廉、结果较可靠等优

势,可能更适用于条件有限的基层医院。为进一步提

高其准确度,本研究结合取材部位和活检块数展开分

析,结果显示胃窦/胃角中 Giemsa染色与IHC染色

的一致率为0.891,胃体/胃底中为0.895,不同部位

中两种染色结果的一致性均较高,但仍有少许不一致

的情况;进一步将取材块数纳入分析,发现随着活检

块数增加两种染色结果的一致性逐步增强,当取材3
块时,Giemsa染色与IHC染色结果的一致性高达

0.937。因此,增加取材块数可以提高Giemsa染色的

准确性,取材3块以上对Hp精准检测具有重要意义,
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这符合《中国慢性胃炎诊治指南(2022年,上海)》[12]

及新悉尼系统[21]对取材块数的要求。然而,TORUN
等[22]研究结果显示,任何部位的单一活检与新悉尼系

统要求的5块活检在 Hp的诊断上无明显差异,分析

可能是由于试验对象、样本量及评价方法等差异导致

研究结论的不一致。由于活检数量的增加可能在时

间、成本和患者舒适度方面造成不利影响,而单部位

取材少数情况下可能会出现误诊的风险,提示临床医

生需要进行多维度的综合评估。一般来说,临床医生

会依据内镜表现(如弥漫性发红、黏膜肿胀、黏液白

浊、皱襞异常等特点)初步评估Hp感染状态。
基于上述分析,作者建议将Giemsa染色作为基

层病理科评估Hp感染的初步检测方法,可以通过增

加取材块数或在有条件的实验室开展IHC染色,提高

疑难病例的诊断准确度。同时,为了降低实验成本,
充分利用载玻片的空间,可以将多个组织标本均匀放

置到同一张载玻片上,采用分区标识,然后同时分别

进行4种染色。这种“多组织同片染色法”是本研究

的一大亮点,可以明显降低检测成本并缩短检测

时间。
随着科技进步,为降低人为主观性、提高诊断效

率,多项研究[23-27]已探索数字病理对胃黏膜活检组织

进行病理学分析及 Hp感染的评估。然而,关于Gi-
emsa染色在数字病理中评估 Hp感染的研究尚少。
由于Giemsa染色对比度较差,需要病理医生花费较

多时间进行仔细观察,因此探索其在数字病理中的应

用价值具有重要意义。此外,结合内镜表现、取材部

位、取材块数进一步深入探讨Giemsa染色结果的准

确度,对基层医院病理科实现 Hp感染的个体化精准

诊断至关重要。
利益冲突:所有作者声明不存在利益冲突
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