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幽门螺杆菌中国菌株致病相关基因c现gA、
zceA、刁现cA及HP0519分布分析

张茂俊何利华 王振宇 周增芬 张建中

·实验研究·

【摘要】 目的分析中国不同人群及不同胃部疾病病例来源的幽门螺杆菌致病相关基因嘲A、
妇A、抛cA及HP0519的分布。方法 采用特异引物聚合酶链式反应(PCR)方法分析150株幽门螺

杆菌上述基因的多态性分布特点，并对其分布作初步统计分析。结果 93％(139／150)中国菌株

cngA基因3’端重复序列的PCR产物具有东方菌株特征。75％(113／150)菌株i钾A基因为iceAl，

19％(29，150)为i∞A2，不同地区间iceA基因的分布差异无统计学意义。云南菌株imAl、i卵A2的分

布与菌株分离个体的种族特点及临床疾病类型无显著关系。96％中国菌株(144／150)懈cA基因s区

的等位基因为s1；m区等位基因n12、mlb和mlb—m2的比例分别为57％(85／150)、27％(41／150)和

11％(16／150)，仅2株福建菌株为mla。不同地区间睨cA s1、r112、mlb分布的差异无统计学意义。云

南菌株mlb—m2的分布高于福建和北京菌株。云南菌株撒cA s区等位基因的多样性与分离个体的种

族及临床疾病类型无显著关系。倪cA m区等位基因的多样性与分离个体的临床疾病类型无显著关

系，但不同民族间砬的分布有显著差异，白族人群m2的分布显著少于汉族和纳西族。93％(140／

150)的中国菌株HP0519基因具有24 bp和15 bp DNA插入和缺失的多态性特点。不同地区问

HP0519基因的多态性无显著不同。云南菌株HP0519的多态性与菌株分离个体的临床疾病类型无

显著关系，但来源不同民族菌株的HP0519基因存在差异。结论 幽门螺杆菌中国菌株∞gA 3’端

JF／TR特异引物的扩增结果具有东亚菌株特点。中国菌株mcA基因多为s1，其分布与菌株分离个

体的临床疾病类型无关。中国菌株∞cA基因m区的分布具有多样性。中国菌株HP0519基因具有

24 bp和15 bp插入和缺失的多态性特点。
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【Abstr躯t】 objective This study was aimed to characterize the H≥zi∞妇c￡er∞止。以strains isolated

from different ge。晤raphic regions in China and different ethnic groups in Yunnan province in terms of

c昭A，i比A，抛cA and HP0519 geneS which were proposed to be reIated to the pathogenesis．M-ethods

150 H以i∞6Ⅱc￡er声∥o—strains were collected from Yunnan province， Fujian province and Be巧ing．

ChromoSome DNAwas extracted and polymerase chain reaction(PCR)was carried out to determine the 3’

region of∞gA， i∞A， 抛cA and HP0519 status with specific primerS． PCR reSults were analyzed

statistically according to their iS01ated original and clinical outcomes．Results For∞gA 3’region，93％

(139／150)of the ChineSe H“i∞6Ⅱc抛r∞记ori strainS belonged to EaSt Asian type according to the specific

primer of TF／JR．Among the 150 strains，75％(113／150)belonged to i∞A1，and 19％(29／150)to

ic8A2．The dissemination of ic已A was not associated with any of the geographic regions，different ethnic

groups or different clinical outcomes．96％(144／150)of the啦cA s region belonged to s1． In the t尥cA

middle region，m2，mlb，mlb—m2 were 57％(85／150)，27％(41／150)and 11％(16／150)respectively．

However，m1 a was only observed in two strains from Fuiian．Neither抛cA s1 nor m2 showed significant
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di“erence between Yunnan， Fuiian and Bei；ing．However， the distribution of m1 b—m2 in Yunnan waS

higher than that in Fuiian and Beiiing．In Yunnan pravince，the disnjbution of己投fA s1 was not associated

with different ethnic groups but m2 from Bai group was less than other two ethnic groups．The ratio of mlb

in Bai group was higher than that in other groups．：Both佣cA’s region and m region aUeles had no

significant relationship with the clinical outcames． With the 15 bp and 24 bp DNA insertion and deletion

primers test，93％(140／150)of the strains were positive．The distributions of the 15 bp and 24 bp DNA

inSertion or deletion were different according to the different ethnic groupS．Cond晒ion By JF／TR primer，

93％of the ChineSe strains cngA’s 3’region belonged to East A西an type．Most of the Chinese strains

抛cA’s aUele was s1． The distribution of已忱fA s1 had no relationshiD with the clinical outcome of the

iS01ates．From different geographic regions and ethnic gr6ups，the distribution of眦cA m re画on allele was

different．93％of the Chinese strains HP0519 genes had 24 bp or 15 bp insertion or deletion character．

The biological meaning of the polynlorphism of HP0519 needs advanced investigation．

【Key wor凼】 删初沈f￡∥力如一；Pathogenic gene

幽门螺杆菌(H“i∞6口c抛r缈zo疵，HP)的感染与

胃癌密切相关，1994年wHo癌症研究中心将HP

列为I类致癌因子。HP的显著特点是具有遗传基

因的多样性。不同菌株的感染所致的病理改变和临

床症状不同，不同菌株之间毒力因子不同可能是致

病力差异的根本原因之一，且有研究发现HP的基

因结构与其分离地点有关。∞gA(cytotoxin

asociated gene A)、ic8A(induced—by—contact—with—

epithelium gene A)、抛cA(the vacuolating cytotoxin

gene A)及HP0519皆为HP的重要致病相关基因，

其基因的多态性决定HP菌株的许多致病特点。本

文拟利用特异引物PCR的方法对150株中国菌株

c口gA、ic8A、抛fA及HP0519基因分布、地区分布、

不同民族分布及基因多态性特点进行分析，以加深

对中国HP菌株的主要致病相关基因的流行病学特

征的认识。

材料与方法

1．材料：

(1)菌株及背景：实验菌株由中国疾病预防控制

中心传染病预防控制所诊断室(国家幽门螺杆菌菌

株库)保存并提供，共150株。其中北京菌株18株，

福建菌株34株，云南菌株98株(其中白族人群来源

41株，纳西族人群来源22株，汉族人群来源35株；

菌株中有46株来源于慢性活动性胃炎患者，18株

来源于十二指肠溃疡患者，22株来源于胃溃疡、十

二指肠溃疡患者，6株来源于胃溃疡患者)。

(2)PCR试剂：Taq DNA聚合酶购自

TAKARAQ生物工程公司。DNA提取试剂盒由

QIA gene公司提供。

2．方法：

(1)模板制备：单菌落来源的HP在含10％羊血
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的选择性培养基上，微需氧环境(5％02，10％CO：，

85％N2)，37℃培养24 h；收集细菌悬浮于200弘l

PBS中，DNA提取试剂盒提取DNA。

(2)PCR：实验所用引物及PCR产物的判断见表

1。PCR反应体系：25 4反应体系， ㈣
(1．5 H删／L)，dNTP(2．5 Hm∞l／L)，弓I物(10删L)
模板DNA(1出)，两DNA聚合酶(1 U)。反应程序

为94℃，预变性5 rnin；94℃1血n，55℃1 rnjn，72℃延

伸1 rnjn 30个循环；72℃延伸5 rnin。

(3)PCR产物检测：扩增反应完毕后，取5肚l反

应液与1肚1 6×溴酚蓝载样缓冲液混合，在1．5％琼

脂糖凝胶中电泳，Stratagene Eagle EyeⅡ读胶仪照

相记录。

3．统计学分析：采用Y2检验的方法。

结 果

1．不同地区分离菌株∞gA、妇A、抛fA及

HP0519的分布：不同地区分离菌株c口gA、i∞A、

抛cA及HP0519基因的PCR扩增结果见表2。

150株中国菌株中，93％菌株cngA 3’端JF／TR

引物PCR扩增结果为阳性，100％菌株TF／WR引

物PCR扩增结果为阴性。75％中国菌株为i∞A1，

19％为i卯A2，另有8株菌用该引物无法区分，需进

一步测序或更换引物确定。不同地区间i∞A基因

的分布差异没有统计学意义(Y2=5．112，0．1>P>

0．05)。96％的抛cA基因的s区等位基因为s1。

仅1株云南菌株为S2。另有5株菌用该引物无法区

分。不同地区，云南不同民族问伽cA s区基因的分

布差异无统计学意义。57％的中国菌株懈cA基因

m区为n12。27％为mlb，11％为mlb—m2。其中2

株福建菌株为mla，有6株菌用该引物没有PCR产

物。不同地区间m2的分布差异无统计学意义
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(#=3．48，o．25>P>o．1)。云南菌株M1b—m2的
分布高于福建和北京菌株。应用24 bp及15 bp

DNA的插入和缺失的特异引物，PCR结果显示

93％(140／150)的中国菌株HP0519基因具有这种

多态性的特点。不同地区间HP0519的基因多态性

没有显著不同(x2=4．95，o．1>P>o．05)。
2．云南菌株∞gA、ic8A、抛cA及HP0519的分

布特点：云南不同民族人群分离菌株∞gA、娩A、

抛cA及HP0519基因的PCR扩增结果，基因分布

与不同临床表现间的关系见表3和表4。

表1 PCR特异引物序列及扩增产物的片段

表2 不同地区分离菌株嘲A、妇A、抛cA及HP0519基因的PCR扩增结果

表3 云南省不同民族人群分离菌株c昭A、iceA、御cA及HP0519基因的PCR扩增结果

表4 云南省胃、十二指肠不同临床类型病例分离菌株c口gA、iceA、撇cA及HP0519基因的分布
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云南菌株应用引物JF／TR PCR扩增mgA 3 7端

阳性率为98％，100％菌株TF／WR引物PCR扩增

结果为阴性。不同民族人群来源菌株，c口gA 3’端扩

增结果差异无统计学意义(Y2=1．57，0．5>P>

0．25)。不同临床疾病类型来源菌株∞gA 3 7端

PCR扩增结果差异无统计学意义(Y2=2．76，0。5>

P>0．25)。云南菌株70％i卯A基因为icPAl，

23％为i贸A2。不同民族间i卯A基因分布的差异无

统计学意义(Y2=1．44，0．75>P>0．5)。ic8A1、

i∞A2的分布与菌株分离个体的临床疾病类型无显

著关系(x2=1．62，0．5>P>0．25)。云南菌株，

96％的优cA基因的s区的其等位基因为s1，微cA

s1的分布与分离个体的民族及临床类型没有显著

关系。59％的菌株为m2阳性，22％为mlb阳性。

mlb—m2的阳性率为14％，没有菌株为mla阳性。

分析抛fA m区的多态性与分离个体的临床类型表

明m2、mlb、mlb．m2的分布与分离个体的临床类型

没有显著相关性(分别为x2=0．18，P>0．5；)[2=

0．56，P>0．25；Y2=1．35，P>0．1)。云南菌株

HP0519的多态性与菌株分离个体的临床类型没有

显著相关关系(x2=0．001，P>0．9)，但不同民族间

HP0519的多态性分布差异有统计学意义(Y2=21，

P<O．05)。来源于汉族人群的菌株多见24 bp缺

失，15 bp插入，而来源于白族和纳西族人群的菌株

HP0519多见24 bp的插入，15 bp缺失。

讨 论

HP具有广泛的基因多样性。研究表明，分布

于欧美、亚洲地区，特别是日本、韩国和中国的东亚

地区菌株具有明显的基因多样性和群体特点，HP

的基因多样性与其分离群体的地理位置相关。我国

人群HP感染率接近世界平均水平，平均约为

50％～60％。我们分析了来自国内3个不同省市

150株HP的4个重要致病相关基因，展示了中国菌

株的基因结构特点。云南省属于相对封闭的多民族

地区。不同民族间基本保持了自己的民族特点与生

活习惯。本文从3个民族间及云南地区内分离于不

同临床类型病例标本的菌株进行基因特点的分析，

对HP群体遗传特点及细菌与宿主间的相互关系的

研究进行了初步探索。

mgA基因位于HP的cag致病岛3 7末端，是

cag致病岛的标志u1。∞gA基因分布较广，但东西

方菌株∞gA基因的分布具有显著差异，欧美地区

mgA阳性率约为50％～60％；而亚洲地区，特别是

日本、韩国和中国大陆地区∞．gA阳性率在90％以

上。流行病学资料显示，欧美地区mgA阳性的HP

与十二指肠溃疡和非贲门部胃癌发生密切相关，而

亚洲地区却无显著性相关心j1。目前研究发现，

纪gA3’端的变异与菌株的感染所致的病理改变和

临床结果的不同有密切关系M培j。日本Yamaoka

等旧1研究证明∞gA基因3’端重复序列的分子特点

可以作为其分离个体群的标志，用特异引物PCR扩

增c口譬A基因3 7端可以确定分离菌株的为西方菌株

或东方菌株。我们利用c盘gA基因3 7端的特异引物

JF／TR，通过PCR扩增，根据扩增片段的有无及片

段的大小可以明确菌株的东西方来源，93％的中国

菌株JF／TR扩增结果阳性，100％TF／wR(西方菌株

特异引物)为阴性。证实用这种方法区别菌株的东

西方特点具有高度的可靠和实用性。有研究发现

c口gA 3 7端重复序列的多态性对于CagA蛋白的致

病性具有重要作用，其中以EPIYA结构域最为重

要，Tyr磷酸化位点就在EPIYA结构域中。10】。由

于本文应用的引物设计在mgA 3 7端的第一个重复

区域，而EPIYA位点多位于其右端的第二重复区

内，所以得到mgA 3 7端JF／TR扩增结果与分离菌

株的临床特点没有显著相关性，尚不能完全说明

c以gA 3 7端的多样性与其致病性无关。

i∞A基因是HP的另一重要致病因子。自

ifeA基因被发现以来，成为研究HP分子生物学的

标志基因。在i∞A基因位点有娩A1和妇A2两

种等位基因。ic8A1编码的蛋白与奈瑟菌Nei跚r钯

1actamica编码的CATG特异性的限制性核酸内切

酶高度同源，而i卯A2与i卯A1基因没有任何相关

性，编码一种未知蛋白。icgA基因的两个等位基因

i∞A1和i∞A2广泛存在于东西方菌株中。有研究

证明，在西方菌株中(荷兰、美国)icPAl是HP感染

后发展为消化性溃疡的标志基因。而日本、英国等

研究发现ic8A基因的分布与HP感染后的发展无

关¨1’”。。本研究利用i卯A1、i∞A2的特异引物分析

调查中国菌株ic8A基因的分布。研究结果发现中

国菌株舰·A基因多为ic8A1等位基因(75％，

113／150)，只有19％(29／150)为i卵A2，而且i∞A基

因的分布与菌株分离个体的临床类型无关。

抛cA基因是HP的重要毒力基因之一。其编

码的空泡毒素是细菌的主要致病因子¨6|。不同菌

株锨cA基因的多样性不仅表现在其信号区(s区)，
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同样表现在编码基因的中间区(m区)。不同组成s

区和m区基因决定了细菌分泌VacA蛋白的活动

性。有研究证明s1与HP感染引起的疾病的严重

程度相关¨7J 8。。本研究利用特异引物对中国菌株

抛cA基因进行s区和m区的多态性分析。研究结

果发现中国菌株s区多为s1亚型(96％，144／150)。

m区多为m2(57％，85／150)。mlb、mlb—m2的阳性

率分别为27％(41／150)和11％(16／150)，其中2株

福建菌株为mla。云南省不同民族间m2的分布有

差异，白族人群m2的分布显著少于汉族和纳西族，

白族人群m2和mlb的分布几乎相同。倪cA的s

区与m区的分布都与分离个体的临床类型无关。

HP0519基因位于HP的cag毒力岛上游，被推

测为具有调节作用的长约830 bp的基因。目前最新

研究发现HP0519与HP的脂多糖LPS的合成有

关H9|。Berg等发现HP0519基因的多态性与HP的

地域分布有相关性，其基因左侧24 bp和基因右侧

15 bp的缺失与插入和菌株分离的群体遗传特点相

关(未发表结果)：96％的西方菌株(西班牙、秘鲁)

HP0519有24 bp的插入，15 bp缺失，而东方菌株(日

本)却只有16％24 bp的插入，15 bp缺失。本研究

利用检测HP0519的24 bp及15 bp插入及缺失的特

异引物，发现来源于北京、福建、云南的菌株

HP0519基因多态性的差异无统计学意义；但云南

省不同民族间，HP0519的多态性存在差异，汉族人

群多见24 bp的缺失，15 bp插入，而白族和纳西族人

群多见24 bp的插入，15 bp缺失，与西班牙和秘鲁菌

株相似。以上结果说明云南省来源于不同民族菌株

HP0519的基因多态性与其他亚洲国家菌株有差

异，这种差异所代表的生物学意义有待进一步研究。

总之，通过对来自我国3个省和云南省3个民

族的中国菌株的4个致病相关性基因的分析，初步

描述了中国菌株的基因特点，对HP中国菌株分子

生物学致病机制的研究、分型诊断方法的建立和疫

苗的发展具有较为重要的参考价值。
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