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幽门螺杆菌中国分离株vacA基因
多态性分析

傅见英姜葵张茂俊何利华张建中

·实验室研究·

【摘要】目的分析幽门螺杆菌(HP)中国菌株vacA基因多态性。方法对分离自中国7个

不同地区、不同胃十二指肠相关疾病患者的119株HP，采用特异引物聚合酶链反应(PCR)方法，对

其vacA基因进行PCR扩增。根据核酸电泳中产物片段大小确定vacA等位基因类型并统计分析各

型分布。X寸vacA基因核心片段进行PCR扩增和DNA测序，利用软件MEGA4．0对DNA测序结果

进行聚类分析。结果119株HP的vacA基因以sla、m2和“型为主，分别为97 5％(1161119)、

68 9％(82／119)和9t．6％(109／119)。26．1％(31／119)为mlh；slb，mla未检出。vacA组合基因型以

sla／m2／il为主(62．2％，74／119)，sla／mlb／il次之(25 2％，30／119)。不同地区、不同疾病来源菌株

sla分布的差异无统计学意义(P>005)。而m区基因多态性在疾病类型及分离地区间差异有统

计学意义(P<0 01)。不同疾病来源菌株间i区基因分型分布的差异无统计学意义，但不同分离地

区菌株间差异有统计学意义(P<O，叭)。119株的vacA基因序列聚类为三个不同组群。结论HP

中国分离株vacA基因型以sla／m2／il组合型为主，sla分型结果与菌株分离地区及疾病类型无关。

不同地区、不同疾病来源菌株m区基因分型不同。不同地区菌株vacA基因i区分型不同，但i区基

因分型与菌株的疾病来源无显著相关性。
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【Abstract】Objective To understand the polymorphism ofHelicobacterpylori(H pylor／)vacA
alleles in China Methotls A total of 119 H pylor／swains were isolated from difierent gastro—
duodenal diseases in 7 difierent geographic regions in China．vacA and its alleles were identi丘ed

according to the length of PCR products with DNA electrophoresis．Thc distributions of vacA alleles

were statistically analyzed．The core fragment of vacA was sequentially analyzed by software

MEGA4．0．Rasults The alleles in vacA dominantly belonged to sla．m2 and il in the tested strains．

The distribution appeared to be 97．5％(116／119)，68 9％(82／119)and 91．6％(109／119)，respectively
The mlb allele appeared to be 26 1％(31／119)slb and mla were not found．The major vacA

recombination was between sla／m2／il and 62 2％，followed by sla／mlb／il(25 2％．30／119)No

association was found between the distribution of sla allele and the elihieal outcome．as well as the
geogmphical regions(P>0 05)However．the disWibution of m alleles showed significant difference
both Bl／lOngthetypes ofdisease andthe geographic regions(P<0．叭)The present ofi alleles didnot

show signifieant differences among disease patterns，but had significant differences between different
geographic groups(P<0．01)．Three clusters were identified among山ese 119 isolates according to
the DNA sequence of vacA Conclusion sla／m2／il appeared to be the main allele in tL pylorl vacA
isolates from China in this study The distribution of m alleles in vacA was correlated both to the

regions and山e disease patterns Tbe presence of i allele was associated to the regions but not the
disease patterns
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幽门螺杆菌(Helicobacterpylorl，HP)是一种定

植于人类胃黏膜的革兰阴性螺杆菌⋯。世界范围

内HP感染率超过50％，我国人群感染率约50％～

60％”’”。研究表明，HP是慢性胃炎、消化性溃疡一

个确认的致病因素n1，其感染与胃癌及黏膜相关性

淋巴瘤的发生密切相关⋯]，列为I类致癌因子。

空泡毒素相关基因A(the vacuolating cytotoxin

geneA，vacA)是HP主要的毒力相关基因之一。研

究发现，”n。4基因具有高度遗传多样性，不同地域分

离菌株vacA的分型可能不同”’。⋯，且vacA的基因分

型与菌株毒力相关”⋯“。最初研究者根据vacA基因

信号区(signal region，j区)和开码读框(OgF)的中

间区(midregion，m区)DNA序列多样性将vacA分为

多个型别：sJ、s2、ml和m2“⋯。其中vacA sl区又分为

sla、slb和sic，ml区分为mla、mlb和talc，m2区分

为m2a和m2b”。，”。⋯。2007年研究者根据vacA基因

的中间区域(intrmediate regin，i区)分型将vacA分为

i』和i2两个亚型，并发现不同i亚型菌株毒力存在差

异⋯7。目前针对中国菌株vacA基因的分型特点研究

的报道较少，且样本量较小”’”1。为进一步了解中国

菌株vacA基因的分型特点，本研究选取我国不同地

区、不同疾病来源的119株HP，分析菌株vacA基因

的多样性特征。

材料与方法

1．材料：119株HP分离株由中国疾病预防控制

中心传染病预防控制所诊断室(中国幽门螺杆菌菌

株库)保存并提供。患者年龄24—84岁。分离自我

国7个省市(黑龙江31株、北京17株、山东烟台12

株、浙江17株、湖北17株、陕西西安14株、云南11

株)，其中35株来源于慢性胃炎、42株来源于消化性

溃疡、27株来源于胃癌、15株来源于功能性消化不

良患者。J99和26695株为标准对照株(本室保存并

提供)。2×EasyTaqPCR SuperMix购自北京全式金

生物技术有限公司。DNA Marker为100 bp DNA

ladder．PrimeSTAR HS DNA Polymemse购自大连

TaKaRa公司。DNA提取试剂盒购自QIAGEN公司。

2．方法：

(1)引物设计与合成：根据文献[7，10，19，20]确

定vacA的等位基因(sla、slb、s2、mla、mlb、m2、il、

忍)，共8对引物(表1)。参照文献[7，19]和HP

MLST数据库确定vacA基因序列核心片段(“4 bp)

的扩增和测序引物，F：ACAACC GTGATCATT

CCAGC；R：ATACGC TCC CAC GTATTG C。实

验所需引物由上海生工生物工程有限公司合成。

表1 HP分离株vacA等位基因PCR扩增引物

基因 引物序列 片段大小(bP)

(2)菌株染色体DNA制备：将待测菌株或对照

株分别接种于含7％脱纤维绵羊血的哥伦比亚琼脂平

板(含两性霉素B 200 mg／L、多粘霉素B 200 mgL、万

古霉素250 mg／L和TMP 300 mg／L)，置微需氧环境

(5％0：，10％CO：，85％N2)中37℃培养48 h，刮取新

鲜培养的HP各一皿，1 ml TE悬浮菌体，按DNA提取

试剂盒说明书提取染色体DNA，-20。c保存备用。

(3)基因扩增及测序：PCR扩增条件为94 0C预

变性90 s；94 oC变性30 s，54℃退火60 s，72。C延

伸40 S，30个循环；72℃延伸5 min。2％琼脂糖凝胶

电泳鉴定采用凝胶成像系统(美国BioRAD GelDoc)

记录结果。对PCR结果阴性者重复PCR检测。

PCR扩增产物纯化和测序由天根生物公司完成。

3．统计学分析：应用SPSS 13．0软件处理数据。

样本率的比较用f检验，P<0．05为差异有统计学意

义。应用MEGA4．0软件对DNA测序结果聚类分

析，并通过对HP MLST数据库中516株HP及本研

究分离株vacA序列MEGA4 0进化树分析，了解中

国分离株的聚类特征。

结 果

对119株HP vacA基因进行PCR扩增；对照株

J99和临床分离株HB240的vacA等位基因PCR扩增

产物电泳结果见图1。J99为slb、mla、il型，HB240

为sla、m2、il型。

经vacA基因分型分析，119株HP vacA基因以

sla、m2和iJ分型为主，分别为97．5％(116／119)、

68．9％(82／119)和91 6％(109／119)。s、m共表现为3
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注：l一8：5，口．slb．s2．mla．m¨．m2．il，i2；9：DNAMarker

1∞bpDNAh拙r)
围1 HP对照株J99(A)和临床分离株HB240(B)

阳一等位基因PCR扩堆结!f}

种组合型：slam2、slamlb和s2m2，以slam2型为

主．共80株(67 2％)，其中74株为il型。slamlb次

之．为31株(26 0％)，其中30株为f，型。2株s2m2

型。shdm2／il组合型II主导，为62 2％(74／119)．5la／

mlb／il次之．为25 2％(30／119)。119株HP菌叶1有2

株il—i2型．I株mlb—m2型。4株m赋扩增睁j性．I株
s和m区扩增l!fl性(表2、3和图2)。

衰2 119株不Iiil{甍病类型患青来源HP菌株
删等位基附分布

蝶辅类Ⅲ
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硼化性磷搿

W珊
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表3 119株水旧地M米潭HP菌株r卵d等伸墟嘲分mJ
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不同疾病来源菌株vaeA sla型分布差异无统计

学意义(z2=2．126，P>0．05)、vacA mlb型分布差异

有统计学意义(z2=16 594，P<0．01)、vacAm2型分

布差异有统计学意义(x2=16．456，P<0．01)、vacA il

型分布差异无统计学意义(x2=2．441，P>0．05)、

vacA i2型分布差异无统计学意义(T 2=4．805，P>

0．05)。不同地区间vacA sla型分布差异无统计学

意义(z2=3 959，P>0．05)、vacA mlb型分布差异有

统计学意义(z2=38．133，P<0．01)、vaeA m2型分布

差异有统计学意义(Z2=36．968，P<0．01)、vacA il型

分布差异有统计学意Y,(Z2=20 618，P<0 01)、vacA

i2型分布差异有统计学意义(Z=18．958，P<0．叭)。

119株HP分离株vaeA序列MEGA4．0软件进化

树显示(图3)，除烟台市胃癌患者分离株明显聚为

一组，其他各地区、各疾病组均未见明显聚集。有数

株分布在参照株区域内。通过与HP MLST数据库

中516个vacA核心部分序列MEGA4．0软件进化树

分布的对比(图4)，119株分离株聚为3个组群：XH5

株独在一组，8株分布在参照株区域，而其他的株聚

为一组。

讨 论

大量研究显示，来自欧美国家的HP vaeA基因

型以sla或slb／mla或m2a为主。而来自日本、韩

国、中国香港等亚洲国家或地区的菌株以sl／mlt，或

m2b为主。台湾地区以sla为主，slc次之”’21。2“。有

报道显示，中国大陆、爱尔兰和乌拉圭等地以ij为

主，土耳其以i2为主18“。2⋯。

本研究对分离自我国7个不同地区的119株HP

菌株vacA基因进行s、m和i区的多态性分析。发现

vacA基因分型以sla、m2和iJ型为主，分别为97．5％、

68 9％和91．6％，mlb次之(26 1％)。不同地区分离 1It3 119株HP分离株”acA序列核心片段MEGA40进化树

的菌株，sla型分布无明显差异，而m和i区分布与菌 ”aeA基因分型相关：sJ型有毒力而s2型则无，mJ型

株分离地区显著相关(P<O．01)。vacA聚类分析发 毒力强于m2型，iJ型有毒力而i2型弱或无⋯⋯。

现，与其他国家和地区菌株相比，我国菌株明显聚为 ”ncA基因型中各组合的毒力也有差异，其中s1／rnl

3个不同的组群。除少数菌株为西方型外，大部分 最强，s1／m2次之，s2／ml几乎无毒性⋯]。西方菌株

中国菌株聚为一群。 中，sJ型、：』型菌株与消化性溃疡和胃癌等严重疾病

本研究结果显示，中国菌株vaeA sla型分布与 相关，或增加了胃癌的风险⋯，“2”“。il型的预警作

东亚地区其他国家不同，具有自己的型别。中国菌 用甚至比s、m区都强⋯：。而东亚国家的研究结果并

株vacA具有地域聚集性的特征。MEGA4．0软件进 不支持”ncA基因型与临床结果相关的说法2“⋯。本

化树中有8株菌的wocA为西方型。这些菌株的起源 研究对分离自慢性胃炎、消化性溃疡、胃癌和功能性

还有待进一步研究。 消化不良患者的119株HP菌株vacA的研究发现，

vacA基因几乎存在于所有的HP中，大约50％的 sla，i区基因型与菌株来源的疾病无关，m区基因型

菌株发挥毒力作用“⋯。研究者发现菌株的毒力与 与菌株的疾病间差异有统计学意义(P<0．01)。
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图4 HPMLST数据库中516株HP及本研究分离株vacA序列

MEGA4．0进化树

119株HP分离株的vacA基因PCR分型显示，中

国菌株vacA组合型主要表现为以sla／m2／il为主

(62．2％)，sla／mlb／il次之。而vacA序列核心片段测

序及聚类分析显示，119株菌明显分为3个组群，每

个组群内部菌株间又有更细致的聚集现象。表明

vacA基因测序较直接PCR分型更精确。

总之，通过对分离自我国不同地区、不同疾病来

源的119株HP分离株的毒力相关基因vacA的分型

研究发现，中国菌株具有一定的地域聚集性，但与疾

病相关性不明显。这对HP中国菌株的基因分型、进

化分析和感染防治等有一定的参考价值。
(感谢刘国栋、宫雅楠、曹芳芳、尤元海、乔博、王海

滨及实验室老师给予的大力帮助和支持)
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