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!"#株幽门螺杆菌插入序列 $%&"’、
$%&"&的分布

张茂俊 张建中 何利华 郭浩岩 尹焱 周增芬

【摘要】 目的 筛查中国 ’地区幽门螺杆菌（()）插入序列 $%&"’、$%&"&的分布。方法 选取来
自北京、福建、云南、沈阳、香港等地共 !"#株 ()，用 *+,及染色体打点杂交的方法筛查 $%&"’、$%&"&的
分布，并对其分布特点进行分析。结果 中国 ’地区 ()菌株 $%&"’的阳性率为 #"-，$%&"&的阳性率
为 !.-。云南菌株 $%&"’的阳性率有高于其他地区的趋势，不同地区 $%&"&的分布差异无显著性。不
同临床诊断结果分离的菌株 $%&"’、$%&"&的分布差异无显著性。$%&"’的两个开码读框 /,01、/,02
共存。结论 中国 ’地区 ()菌株广泛存在 $%&"’、$%&"&，且 $%&"’的分布可能与菌株分离个体的地理
位置有关。
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插入序列（56:?@;596 :?L<?6E?，$%）是染色体特殊
的组成部分，可从染色体基因组上的一个位置转移

到另一个位置，甚至可在不同的染色体之间跳跃。

$%可以调节耐药基因及毒力决定因子在菌种间及
菌种内的传播。同时，在分子流行病学研究工作中

$%可作为一种基因标志，用来追踪病原体的进化及
其在宿主中的传播。为填补中国幽门螺杆菌（()）
$%研究的空白，本研究选取来自北京、福建、云南、
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沈阳、香港等地背景清楚的 !"#株 ()，通过 *+,及
染色体打点杂交的方法，以国际菌株 TKK、3&&K’ 作
对照，筛查了 $%&"’、$%&"&的分布，并对不同地区，不
同临床症状的分离个体 $%分布的差异进行分析，以
阐明中国菌株 ()的 $%分布特征。

材料与方法

一、材料

! G菌株：所用 () 菌株由中国疾病预防控制中
心传染病预防控制所腹泻室（中国 () 全国科研协
作组菌株库）分离保存，国际菌株 3&&K’、TKK由美国
华盛顿大学 U9<DF7:教授赠送。

3 G主要生化试剂、工具酶、试剂盒：酵母粉、胰蛋
白胨为 /O59= 公司产品，其余生化试剂均为国产分
析纯试剂。87L UV1 聚合酶购自华美生物工程公
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司。!"# "$%&’ () *+,为美国 !-./%0&公司产品、地
高辛（1+0.2+0%’+’31(4!）567 标记及检测试剂盒 为
德国 8.%9-+’0%- :&’’9%+/公司产品。
二、方法

; <=) 567的提取：将培养 > 1的 =)菌刮入盛
有? <@ /$ A4B的; <@ /$微量离心管中，;? ??? - C /+’，
离心>? D，弃上清；加入@??!$ 4B将细菌重悬，加入
;?EA5A F?!$，GFH水浴;? /+’；用等量酚、酚 I氯仿、
氯仿，各抽提 ; 次；加入等体积冷异丙醇及 ; C ;? 体
积> /.$ C J醋酸钠，K L?H沉淀 >? /+’；用 M@E乙醇
洗涤 L次，室温晾干，溶于 @??!$ 4B（)= F<?）中，K
L?H冻存。

L <!"# 引物合成：参考国外已发表的 =) 的
NAG?@基因序列，比较其核苷酸序列的同源性，找到
其结构基因（.)%’+’0 -%&1+’0 O-&/%，P#Q）P#Q7 内相
对保守的序列，在其内部第 >M R)和 >FS R)处，扩增
NAG?@ 的 P#Q7 上下游引物分别为：上游 @’3
"T""44T74"T444"7TT7447T"3> ’；下 游： @ ’3
"77""77""T77T"77T"74774" 3>’。在 P#Q8 内部
第 GF R)和 M?U R)处，扩增 NAG?@的 P#Q8。上游：@’3
TT"4T44"47TTT4"T4T47477"3> ’；下 游： @ ’3
"77T"47T74T"774"47T"47""3>’。由第一对引
物上游与第二对引物的下游扩增 NAG?@全基因。根
据文献［;］合成引物，扩增 NAG?G基因。

> < NAG?@ P#Q7、P#Q8的 !"#扩增：@?!$ !"#反
应体系：164!（L <@ //.$ C J）S!$，引物（;? )/.$ C!$）
S!$，567模板>!$，4&V 567 聚合酶（@ ( C!$）;!$。
混合后，USH预变性@ /+’；USH变性; /+’，@LH退火
>? D，MLH延伸 ; /+’，进行 >? 个循环；MLH延伸
@ /+’。

S < NAG?@、NAG?G全基因的 !"#扩增：!"#反应成
分同上，混合后，USH预变性@ /+’；USH变性; /+’，
@?H退火 ; /+’，MLH延伸 L /+’，进行 >? 个循环；
MLH延伸@ /+’。

@ <!"# 产物纯化：采用 !"# 纯化试剂盒，按照
试剂盒操作手册纯化 !"#产物。

G <567探针的标记：参照地高辛标记检测试剂
盒的操作手册，将纯化的 NAG?@、NAG?G的全基因 !"#
产物定量后标记。

M <染色体打点杂交过程参照文献［L］。

结 果

一、!"#扩增及打点杂交结果

;?S株 =)，NAG?@ 阳性 SL 株，NAG?G 阳性 ;U 株。
部分菌株 NAG?@ 的 P#Q7 的 !"# 扩增产物见图 ;。
部分菌株 NAG?@的打点杂交结果见图 L。

;<;?? R) 567 $&11%- L < LGGU@ > < WUU S < TG;8 @< "UU7 G<

TS?7 M< "@@7 F< BF7 U< 7;F?7 ;?< TML7 ;;< TS?8 ;L< T>>>8

;>< B;F>7 ;S< B;ML8 ;@< BL@M7

图! 部分菌株 NAG?@ P#Q7的 !"#扩增产物鉴定

7; X 7F：!"7!:6;LS "7!:6;L@ "7!:6;LG "7!:6;>? #M; "=;

"=S "=@；8; X 8F：Y6;3G Y6S3G Y6S3L Y6S3;; Y6;3; Y6;3L Y6;3;M

Y6;3;F；"; X "F：5(Z4LF 5(Z4>@ 5(Z4>G T(4!G; !":>LM !":S;G

!":S>L !":@FM

图" 部分菌株 NAG?@打点杂交结果

二、NAG?@、NAG?G的分布差异分析
; <胃镜不同的诊断结果分离菌株 NAG?@、NAG?G

分布分析见表 ;。
L <不同地区分离菌株 NAG?@、NAG?G 的分布见表

L。

表! 胃镜不同的诊断结果分离菌株 NAG?@、NAG?G的分布

胃镜诊断结果
菌株
数

NAG?@

阳性
数

阳性
率
（E）

NAG?G

阳性
数

阳性
率
（E）

胃炎 [十二指肠炎 [食管炎 >U L? @; M ;F
胃溃疡 [十二指肠溃疡 >L ;S SS M LL
缺 如 ;F @ LF ; G
无症状携带者 ;L > L@ L ;M
合 计 ;?; SL SL ;M ;M

对 NAG?@进行列联表"
L 检验，"

L \ S <>>，! \ >，
" ] ?<;，四者阳性率之间差异无显著性，NAG?@的分
布与分离个体的胃镜诊断结果无关。
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表! 不同地区 !"菌株 #$%&’、#$%&%的分布

分离
地区
菌株数

#$%&’
阳性数 阳性率（(）

#$%&%
阳性数 阳性率（(）

北京 )* +, ), +& ,%
沈阳 % , )) + +-
福建 ,* ++ ). ’ +*
云南 +* +, %- , ++
香港 +) ’ )* + *
合计 +&) /, /+ +. +*

对 #$%&%进行列联表!
, 检验，!

, 0 , 1,/，! 0 )，
" 2 &1’，四者阳性率之间差异无显著性，#$%&%的分
布与分离个体的胃镜诊断结果无关。

对 #$%&’进行列联表!
, 检验，!

, 0 . 1,-，! 0 /，
& 1&’ 3 " 3 &1+。云南省 #$%&’的阳性率有大于其他
地区的趋势（.&( #$）。对 #$%&% 进行列联表!

, 检

验，!
, 0 + 1&)，! 0 /，" 2 &1,’，各地区 #$%&% 阳性率

之间差异无显著性。

讨 论

插入序列是造成细菌遗传异质性的主要原因之

一，从进化角度上讲，许多同源的插入序列可存在于

不同的细菌中，但不同菌株之间插入序列的内容及

分布显著不同，而且不同的菌种之间，插入序列插入

的位点及拷贝数是相对远古、相对稳定的。所以插

入序列通常被用作分子流行病学研究的工具，用以

探索分离个体的原始体系及追踪病原体在宿主群体

中的传播。

#$%&’、#$%&% 是 !" 中最早发现的 #$，其结构简
单，属于插入序列 #$,&& 家族［)，/］。近年来 !"的插
入序列作为一种基因标志，国外不少研究证实，

#$%&’、#$%&%在 + 4 )的菌株中存在［+］，#$%&’、#$%&%的
存在与 !" 的毒力相关基因如 %&’(、)&%(、*+&(、
,-.(/,-.0 等的存在无关［’，%］；#$%&’、#$%&% 的分布与
菌株分离的地区及菌株分离个体的临床症状无

关［-］。

本研究随机选取了北京、福建、香港、云南、沈阳

及国际菌株共 +&/株菌，通过 567和染色体打点杂
交两种方法筛选 #$%&’、#$%&%，初步分析了中国菌株
#$%&’、#$%&%的分布特点，填补了中国 !" 插入序列
研究的空白。

中国菌株 #$%&’ 的阳性率为 /&(（/, 4 +&/），
#$%&%的阳性率为 +*(（+. 4 +&/）。表明中国菌株同
样存在插入序列但其分布具有与西方国家不同的特

点。#$%&’的阳性率（/&(）比国外（))(）偏高，#$%&’

的阳性率显著大于 #$%&%，统计分析表明，#$%&’的阳
性率与菌株分离个体的临床诊断结果无关，而 ’个
地区中云南省 #$%&’的阳性率有高于其他地区的趋
势（& 1&’ 3 " 3 &1+）。这说明 #$%&’ 可能是 !" 染色
体中相对稳定远古的成分，#$%&’可以作为 !"的遗
传标志，云南菌株插入序列分布的差异可能与其具

有的独特的地理位置有关。当然我们可以加大样本

量进一步分析云南菌株 #$%&’ 的分布特色。 #$%&’
的阳性率与分离个体的胃镜诊断结果无关，可以推

测 #$%&’可能与 !"的致病因子无关，#$%&’的存在
不可以作为某种临床表现的标志。中国菌株的显著

特点是 %&’( 的阳性率为 .*(，显然 #$%&’的存在与
%&’(的存在无关，这与国外的许多研究结果一致。
至于 #$%&’与其他基因的关系有待于进一步研究。
中国菌株 #$%&%的阳性率为 +*(（+. 4 +&/）显著

低于国外菌株 #$%&% 的阳性率（))(）。不同地区，
不同临床诊断结果 #$%&% 的阳性率差异无显著性。
而且 #$%&%的分布与 #$%&’的存在无关，说明 !"获
得两者的时间距离可能较远。

本次筛查结果发现 #$%&’两个开码读框 879:，
879;共存，没有发现只含有 879:或只含有 879;
的 #$%&’阳性菌株，说明两者编码的蛋白可能对于
#$%&’的移位功能缺一不可。
总之，中国菌株广泛存在 #$%&’、#$%&%，云南省

!" #$%&’的分布的不同可能与其独特的地理位置有
关。#$%&’、#$%&%在全球范围内广泛存在，说明两者
是 !"基因组中相当远古的成分。中国菌株 #$%&’、
#$%&%的分布与国外菌株差异较大可能是由于其原
始的体系不同。至于 #$%&’、#$%&%是如何获得，其移
位的机制如何有待于进一步研究。
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吸烟与肺癌类型关系的探讨

李志忠 王乐强 庄洪洁

据 A&’-等［6］的资料，吸烟与肺癌尤其是与肺鳞癌密切
相关，而与肺腺癌关系不大，非吸烟者肺癌患病率不到 6MN，
且主要为腺癌。本次总结肺癌患者6 68M例，旨在探讨吸烟与
肺癌类型的关系及其可能的机制。

63资料与方法：（6）资料来源：6787年 6月至 >MMM年 <月
期间，经纤支镜取病理标本确诊的肺癌病人共6 68M例作为研
究对象，其中肺鳞癌病理组织类型 <68例，肺腺癌 :M=例，其
他（小细胞肺癌等）6=<例。每例均收集家族史、详细的吸烟
史等完整的流行病学资料（特殊职业接触史除外）。（>）统计
方法：应用行 O列表资料的!

> 检验和危险度分析，评价吸烟

指数与肺癌类型的相关性。

>3结果：（6）吸烟指数与肺癌类型分布见表 6。从表 6可
见，吸烟指数不同，其肺癌类型构成不同，非吸烟者肺腺癌比

重比吸烟者大，吸烟者肺鳞癌类型比重较非吸烟者大，且吸

烟指数越大，肺鳞癌类型比重越大（- P M3MM=）。（>）吸烟指
数在肺鳞癌、肺腺癌患者中的区别：经统计吸烟指数 Q 9MM
支 R年的 9>6 例患者中，>:6 例（=937N）为鳞癌，667 例
（>83:N）为腺癌；在吸烟指数!9MM 支 R年的 =M8 例患者中，
:89例（<=3LN）为鳞癌，86例（6=37N）为腺癌；肺鳞癌的发

作者单位：>L6M96 山东省潍坊市人民医院呼吸科

表! 吸烟指数与肺癌类型分布
吸烟指数（支 R年） 肺腺癌 小细胞肺癌 肺鳞癌 合计

M 6M= 9: 6M: >=6
Q 9MM 667 <6 >:6 9>6
!9MM 86 9: :89 =M8
合 计 :M= 6=< <68 6 68M

!
> P 8M6，- P M3MM=

生率在吸烟指数大的患者中显著高于肺腺癌（- P M3M:<）。
:3讨论：香烟燃烧时其温度达 7MMS，可产生苯丙芘、尼

古丁等: MMM多种化学物质，绝大部分具有致癌性［6］。通过动
物实验，向气管内滴注苯丙芘诱发肺癌证明：起源于支气管

黏膜基底细胞、黏液细胞的肺鳞癌，可经过复层增生"鳞状
化生"非典型增生"原位癌"鳞癌的模式进展。这一进展
过程具有明显的剂量、时限效应。这与本次吸烟指数越大，

肺鳞癌类型比重越大一致。而肺腺癌的发生，可起源于支气

管、肺组织的各类细胞，具有更复杂的致病机制。
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