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浙江人群幽门螺杆菌!"#$／%"!$优势基因型

和不同基因型混合感染的调查

陈学军 严杰 毛亚飞 李立伟

【摘要】 目的 了解消化性溃疡和慢性胃炎患者感染的幽门螺杆菌（&’）!"#$／%"!$优势基因型

及不同基因型&’感染、混合感染与疾病的关系。方法 选择胃窦、胃体双份活检标本均培养出&’
的()例慢性胃炎（*+）和,-例消化性溃疡（./）患者作为研究对象，采用聚合酶链反应（.*0）检测

12-份&’分离株的!"#$基因、%"!$基因的信号区（3）和中间区（4）亚型，分析&’基因型及多株&’
混合感染在*+和./中的分布。结果 胃窦标本!"#$基因的检测中56例患者中有52例（7-8)9）为

!"#$阳性，相应的胃体标本中，5-例患者（758(9）为!"#$阳性，有1例（18,9）患者胃窦、胃体检出!"#$
状态不一的&’混合菌株。在胃窦标本的%"!$基因分型中，31"／41、31"／4)、31"／41:、31"／41:;4)(种

%"!$基因型在56例患者中所占比例分别为-8(9（2／56）、22819（(,／56）、)-879（)1／56）和18,9（1／

56），多株混合感染为,869（,／56）；而相应的胃体标本中，前述四种%"!$基因型所占比例依次为-8(9
（2／56）、2,869（()／56）、)28-9（)<／56）和,869（,／56），多株混合感染为2819（(／56）。!"#$=31"／4)和

!"#$=31"／41:在胃窦标本中占218,9（(<／56）和)-879（)1／56），而在相应的胃体标本中占2)8-9（(1／

56）和)28-9（)<／56）。少量胃窦、胃体标本中%"!$基因3区和4区不能分型，未发现31:、3)和41"型。

联合胃窦、胃体标本分析，1-例（)<829）患者中检出不同基因型的多株&’菌株，同一胃内多部位采样

比单部位采样者有更高的混合感染检出率。&’!"#$基因、%"!$基因型、!"#$／%"!$基因组合及不同基

因型菌株混合感染在*+和./中的分布差异均无显著性（!!<8<2）。结论 !"#$=31"／4)是浙江地

区慢性胃炎或消化性溃疡中最主要的&’菌株的优势基因型，其次为!"#$=31"／41:，部分患者同时感

染不同基因型的多株&’，但均与所致疾病类型和严重程度无密切相关。
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幽门螺杆菌（!"#$%&’(%)"*+,#&*$，!"）是慢性胃

炎、消化性溃疡的病原体，也与胃癌发病密切相关。

!"空 泡 毒 素 基 因（#$%&’($)*+,%-)’)’.*+,/+/0，

#$%0）的产物（1$%0）能使上皮细胞产生空泡变性，

细胞毒素相关蛋白基因（%-)’)’.*+2$33’%*$)/4,/+/
0，%$,0）的产物（5$,0）与毒力密切相关，均为该菌

重要的致病因子。#$%0一般可分为36／76、36／78
和38／78三个基因型，36／76毒素产量高，36／78产

毒量中等，38／78产毒量较低或不产生毒素［6］。流

行病学调查资料证实，所有菌株均含#$%0基因，但

只有部分!"菌株携带%$,0基因［8］。近年国外文

献屡有报道，同一患者可感染多株%$,0状态和（或）

#$%0基因型不同的!"［9，:］。因此，了解患者单株或

多株!"感染、%$,0和#$%0优势基因型，分析不同

感染情况与胃病的关系，对于了解!"的致病机制、

流行特点、感染来源等均有一定意义。本文分别采

取患者胃窦和胃体黏膜标本按常规方法分离!"，用

聚合酶链反应（;5<）检测了所分离!"菌株的%$,0
基因和#$%0基因型，并分析了不同基因型!"感染

与相关临床疾病的关系。

材料与方法

6=临床资料：8>>6年66月至8>>9年8月在浙

江省中医院、浙江大学邵逸夫医院和浙江大学儿童

医院接受胃镜检查的浙江籍患者（剔除外省人群）每

人均取胃窦和胃体黏膜组织各6块做!"分离培

养，选取胃窦、胃体均培养出!"的?@例患者作为

研究对象，其中男性:A例，女性8A例，年龄范围B!
?@岁，其中慢性胃炎:8例（慢性浅表性胃炎8?例、

慢性活动性胃炎@例和慢性萎缩性胃炎?例）、消化

性溃疡9B例（胃溃疡@例、十二指肠球部溃疡89例

和复合溃疡C例）。

8=!"的分离和鉴定：胃窦或胃体黏膜活检标本

匀浆后接种于选择性哥伦比亚血琼脂平板上（含

C7,／DEF;、6>7,／D万古霉素、8C>>G／D多粘

菌素和87,／D两性霉素H），9?I微需氧培养9!C
天。挑取可疑菌落增菌，革兰染色镜检、尿素酶试

验、氧化酶试验鉴定为!"后，悬于9>J甘油布氏肉

汤中K?>I保存。

9=模板LM0的制备：冻存菌株接种于上述培

养基 上，9?I微 需 氧 培 养C天。 收 集 的 !"经

>=>67’(／D、"!?=:的;HN洗涤9次，细菌沉淀悬

于适量EO缓冲液，采用酚2氯仿法提取LM0，LM0

溶于EO中并用紫外分光光度法测定其浓度［C］。

:=;5<：#$%0信号区（3）、中间区（7）的引物和

%$,0的引物见表6。;5<反应总体积为6>>"(，内

含：>=8C77’(／D各4ME;、8C>+7’(／D各引物、8=>
77’(／DF,5(8、8=CGE$P酶、6>>+,LM0模板、

;5<缓冲液（"!@=9）。;5<反应参数：A:I变性

C7*+；继 以9C个 循 环，每 一 循 环 包 括A:I变 性

67*+，退火（扩增36$、36Q、38、76、76$、78时设定

为C8I，扩增%$,0、76Q、76Q278时设定为CCI）

67*+及?8I延伸6=C7*+；?8I终延伸?7*+。引物

由上海博彩生物工程公司合成，所有;5<试剂均为

E$R$<$公司产品。6=CJ的琼脂糖凝胶电泳检测

扩增产物。

表! ;5<扩增!"菌株%$,0和#$%03、7区的引物

扩增
区域

引物
编号

引物序列（C’29’）
产物
长度

（Q"）

%$,0［B］ S6 T0E0050TT500T5EEEET0TT 9:A
H6 5ET50000T0EETEEETT50T0

%$,0［B］ L>>@ 0E00ET5E000EE0T05005EET0T5T 8A@
<>>@ EE0T00E00E500500050E505T550

1$%0亚型

N6$［6］ NN62S TE50T50E505055T5005 6A>
1062< 5ET5EET00ET5T550005

N6Q［6］ NN92S 0T5T550E055T500T0T 6@?
1062< 5ET5EET00ET5T550005

N8［6］ NN82S T5E00505T55000ET0E55 6AA
1062< 5ET5EET00ET5T550005

76［6］ 1092S TTE50000ET5TTE50ETT 8A>
1092< 550EETTE055ETE0T0005

78［6］ 10:2S TT0T55550TT00050EET 9C8
10:2< 50E005E0T5T55EET505

76Q［?］ 1$72S9 TT555500ET50TE50ETT0E 8A6
1$72<9T5ETEE0TET55E000T00T50E

76Q278［?］1$72S9 TT555500ET50TE50ETT0E 8AC
10:2< 50E005E0T5T55EET505

76$［@］ 1092S TTE50000ET5TTE50ETT 8A>
109=62<5ETEE0TET555T50T0005

C=统计学方法：率的 比 较 采 用#8 检 验，-!
>=>C认为差异有统计学意义。

结 果

6=!"菌株中%$,0、#$%0亚型的检测：分离自

?@例患者胃窦和胃体黏膜的6CB份!"菌株%$,0、

#$%0基因型检测结果见表8。采用%$,0及#$%0
36$、76、78、76Q和76Q278基因型的引物均可获得

预期大小的;5<产物（图6），但所有菌株均未见

36Q、38、76$的阳性扩增产物。
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表! !"菌株#$%&及’$#&亚型在()和*+患者中的分布

基因型
胃窦标本分型

()（!,-.） *+（!,/0） 合计

胃体标本分型

()（!,-.） *+（!,/0） 合计

’$#&
12$／32 /（452） .（650） 6（05-） /（452） .（650） 6（05-）

12$／3. .-（645.） 27（6.54） -/（6652） .6（6756） 24（-45.） -.（6/58）

12$／329 22（.05.） 2:（.458） .2（.057） 2:（./58） 2:（.458） .:（.650）
12$／329;

3.
:（:5:） 2（.58） 2（25/） :（:5:） /（85/） /（/58）

3<=>?"=@ 2（.5-） .（650） /（/58） .（-58） .（650） -（652）

<A>B"@C（1） 2（.5-） 2（.58） .（.50） 2（.5-） 2（.58） .（.50）

<A>B"@C（3） .（-58） 2（.58） /（/58） 2（.5-） 2（.58） .（.50）

#$%&
#$%&D /7（7.58） /0（2::5:） 46（705.） -:（765.） /0（2::5:） 40（745-）

#$%&E /（452） :（:5:） /（/58） .（-58） :（:5:） .（.50）

注：<A>B"@C（1）：’$#&1区不能分型；<A>B"@C（3）：’$#&3区不能分型；括号内数字为各基因型在()和*+中的分布百分数；3<=>?"=@：仅指

胃窦或胃体单部位的!"混合株

F：2::9"的GH&分子F$IJ@I；2、/、6、4、7、22、2/泳道分别为

#$%&（.789"）、#$%&（/-79"）、12$（27:9"）、32（.7:9"）、3.（/6.9"）、

329（.729"）、329;3.（.769"）；其余泳道均为相应的空白对照

图" !"菌株#$%&和’$#&亚型*(K扩增产物电泳

.5#$%&及’$#&基因型别和混合感染的分布：

分析胃窦标本的!"#$%&基因，48例患者中有46
例（705.L）为#$%&阳性，/例（/58L）为#$%&阴

性；分析相应的胃体标本，40例（745-L）为#$%&阳

性，.例（.50L）为#$%&阴性，有2例（25/L）患者

胃窦、胃体检出#$%&状态不一的!"混合菌株。分

析胃窦标本的!"’$#&基因，12$／32、12$／3.、12$／

329和12$／329;3.四种’$#&基因型在48例患者

中所占比例分别为05-L（6／48）、6652L（-/／48）、

.057L（.2／48）和25/L（2／48），存在多种基因型!"
菌株混合感染的占/58L（/／48）；而相应的胃体标本

中，前述四种’$#&基因型所占比例依次为05-L（6／

48）、6/58L（-.／48）、.650L（.:／48）和/58L（/／

48），多株混合感染为652L（-／48）。未发现129、1.
和32$型。具体结果见表.。12$／3.检出率明显

高于 其 他 基 因 型（6652L"#.057L，!.,.456.，

$!:5:2），12$／329检出率也高于除12$／3.外其

他基因型（.057L"#05-L，!.,2258.，$!:5:2）。

#$%&D12$／3.和#$%&D12$／329在胃窦标本中占

625/L（-:／48）和.057L（.2／48），而在相应的胃体

标本中占6.50L（-2／48）和.650L（.:／48）。.:56L
（20／48）的患者其胃窦、胃体标本中检出不同#$%&

携带状态和（或）’$#&基因型的多株!"菌株，明显

高于单分析胃窦或胃体一份标本，胃内多部位采样

比单部位采样者有更高的!"混合感染检出率。

/5不同#$%&、’$#&基因型别及多株混合感染与

胃病的关系：无论!"#$%&基因型、’$#&基因型，还

是#$%&／’$#&基因型组合检出率在()和*+中的

分布差异均无显著性（$":5:6）。20例患者的胃

窦、胃体标本中检出多株不同基因型的!"（表/），

同()组（4／-.，2054L）相比，多种基因型!"菌株

混合感染在*+组（7／/0，.65:L）中较常见，但是这

种差别也无显著性（!.,:58/，$":5.6）。

讨 论

西方国家分离的!"菌株中约0:L具有#$%&
基因，并 发 现#$%&阳 性 与 疾 病 严 重 程 度 呈 正 相

关［-］。在日本、中国等亚太地区国家分离的!"菌

株#$%&阳性率高达7:L以上，且与疾病类型及严

重程度无确切相关性［7，2:］。我们采用两对引物来

扩增!"菌株的#$%&基因，其阳性率高达70L以

上，但在慢性胃炎和消化性溃疡类型中的分布差异

无显著性，提示我国患者感染的!"主要是#$%&阳

性菌株，并与疾病类型和严重程度无关。

’$#&基因存在于所有!"菌株中，但只有部分

菌株表达’$#&蛋白，其表达产量也有差异，这与

’$#&基因型的不同有关［2］。&>M@I>NA等［2］发现不

同!"菌株’$#&基因序列差异较大的区域主要位

于信号肽区域（1区）和中间长约4/:9"的区域（3
区）；并认为1区可分为12$、129和1.，3区可分为
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!"和!#，如此$%&’基因可形成("%／!"、("%／!#、

(")／!"、(")／!#、(#／!#和(#／!"多个基因型。此

后*%+等［,］和-./0)12等［3］在不能按!"和!#分型

的45菌株中发现了!"%、!")和!")6!#等!区变

异体。采用417%细胞检测45菌株的细胞毒作用，

发现("／!"型毒力强，("／!#型毒力中等，(#／!#型

毒力较弱或无［"］，且("%／!")型、("%／!")6!#型毒

力也较("%／!#为强［,］。

表! "8例胃病患者不同基因型45混合感染的情况

疾 病 部位 &%9’ $%&’(区 $%&’!区

慢性浅表性胃炎 ’ : ("% !")
; : ("% !"、!#

慢性浅表性胃炎 ’ : ("% !#
; : ("% !"、!#

慢性浅表性胃炎 ’ : ("% !")
; : ("% !#

慢性浅表性胃炎 ’ < ("% !#
; : ("% !#

慢性浅表性胃炎 ’ : ("% !"
; : ("% !")

慢性浅表性胃炎 ’ : ("% !")6!#
; : ("% !#

慢性浅表性胃炎 ’ : ("% !")
; : ("% !#

胃溃疡 ’ : ("% !#
; : ("% !"、!#

胃溃疡 ’ : ("% !#
; : ("% !")6!#

十二指肠球部溃疡 ’ : ("% !")
; : ("% !")6!#

十二指肠球部溃疡 ’ : ("% !#
; : ("% !")

十二指肠球部溃疡 ’ : ("% !#
; : ("% !"、!#

十二指肠球部溃疡 ’ : ("% !")、!#
; : ("% !")、!#

十二指肠球部溃疡 ’ : ("% !")
; : ("% !#

复合溃疡 ’ : ("% !#
; : ("% !"

复合溃疡 ’ : ("% !"
; : ("% !")

注：’：胃窦（%+./=!）；;：胃体（&0/5=(）

不少研究资料证实，东欧和北欧以("%型为主，

法国、意大利及北美地区("%和(")型常见，中南美

地区 以(")为 主，但 !"和 !#的 分 布 却 大 致 相

同［""］；日本分离的45$%&’则以("%／!"为主［>］；我

国广东地区以("%／!#为主［"#］，上海地区 则 均 为

("%／!#型［"?］。我们的研究发现，浙江地区45菌株

$%&’的(区几乎均为("%型，!区主要为 !#和

!")，主要的$%&’基因型为("%／!#（占胃窦标本的

@@A"B，占胃体标本的@?A3B）和("%／!")（占胃窦

标本的#8A>B，占胃体标本的#@A8B）。本研究中

("%／!#为最主要的优势基因型与广东、上海地区的

报道一致，但("%／!")作为优势基因型尚未见报

告，不能按!"和!#分型的45菌株$%&’!区可

能为!")，在以后的!区分型研究应重视!")亚

型。此外，我们检出的$%&’(区均为单一的("%，但

!区则有!"、!#、!")和!")6!#四个亚型，提示(
区较为稳定，!区变异较大。在45菌株&%9’与

$%&’各基因型组合中，&%9’:("%／!#为主（占胃窦

标本 的@"A?B，占 胃 体 标 本 的@#A8B），其 次 为

&%9’:("%／!")（占胃窦标本的#8A>B，占胃体标本

的#@A8B）。西方国家的研究显示&%9’:／("基因

型与消化性溃疡有显著的相关关系［C］，而本研究中

无论45&%9’基因、$%&’基因型，还是&%9’／$%&’
基因型组合检出率在;D和*E中的分布差异均无

显著性。

&%9’和$%&’均为单拷贝基因，同一45菌株只

有携带或不携带&%9’基因两种情况，$%&’的(区

或!区各亚型也不能同时出现于同一45菌株中，

因而多种&%9’和（或）$%&’亚型的存在表明其来源

于不同45菌株。国外学者［?，C］报道不同基因型45
菌株混合感染能促进消化性溃疡的发生。我们的研

究发现，#FA@B的患者其胃窦、胃体标本中检出不同

的&%9’携带状态和（或）$%&’亚型的多株45菌株，

明显高于单分析胃窦或胃体一份标本，胃内多部位

采样检出45的混合感染率明显高于单部位采样

者，但多种基因型45菌株混合感染在;D和*E组

中分布差异无显著性（!!FA#@）。事实上，45菌株

混合感染现象可能被低估。首先，本研究只检测

&%9’状态和$%&’亚型，其他&%9’和$%&’相同而

别的基因型不同的45菌株可能会漏掉；其次，使用

培养物来扩增基因型，而培养本身是个选择性过程；

再次，胃窦、胃体两份标本并不能完全代表整个胃内

45菌株的情况。混合感染现象的存在表明了45
的感染来源的多样性，提示同一45菌株可能通过

点突变、基因重排或水平转移方式来适应宿主的胃

内环境。我们的研究结果未能证实不同基因型45
菌株混合感染与消化性溃疡发生的密切关系，故不

同基因型45菌株混合感染的临床意义有待于进一

步研究。

·C?F"· 中华流行病学杂志#FF?年""月第#C卷第""期 ;GH+IJ5HK1!H02，L0$1!)1/#FF?，M02A#C，L0A""
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（本文编辑：尹廉）

·疾病控制·
山东省青州市恙虫病流行特征分析

秦开贵 李汝勇 李鲁平

青州市于?AAA年首次发生恙虫病爆发性流行，以前我

市无此病发生；由于该病误诊率高，为有效地预防和控制该

病的发生，现将我市恙虫病的流行特征总结分析如下。

!3对象与方法：（!）调查对象为?AAA年P月至?AA?年

!?月I!日确诊的恙虫病患者。（?）诊断标准：!症状典型且

流行病学支持；"外斐反应，U:[凝集滴度!!B!GA（上海生

物制品研究所产品）；#间接免疫荧光试验，血清效价!!B!G
（北京生物制品研究所产品）。（I）方法：对患者资料进行描

述性研究。

?3结果：!人群分布：自?AAA年P月发现首例恙虫病患

者，截止?AA?年!?月I!日，经血清学证实有临床诊断且资

料完整者!>@例（男!!@例，女HA例），年龄=$@G岁，患者均

为农民（包括H名家居农村的学生），以青壮年为主，其中

!P$>>岁年龄组!?P例，占PA3>\。均有野外作业或与草地

接触史。"地区分布：流行波及我市G个乡（镇）H?个自然

村，恙虫病流行区地形以低山丘陵为主，其次为河谷阶地。

#季节分布：我市恙虫病流行主要集中于每年的!A$!!月，

?AAA年确诊GA例，!A$!!月份>H例（=A3A\），?AA!年>H
例，!A$!!月份I?例（>=3I\），?AA?年HI例，!A$!!月份

?P例（G>3!\），每月均有病例发生，受季节影响明显，因天气

干旱等原因，?AA?年?$G月无病例发生。%临床特征：发

热、焦痂或皮肤破溃、胸或背部红色皮疹、淋巴结肿大分别为

作者单位：?G?>AA青州，潍坊医学院附属青州医院免疫室（秦开

贵），感染科（李汝勇）；青州市卫生防疫站（李鲁平）

!AA3A\（!>@／!>@）、=?3=\（!HG／!>@）、@A3@\（!!!／!>@）、

>?3?\（P?／!>@），患者均有头痛、全身酸痛不适、精神萎糜、

食欲不振等急性感染症状，部分病例伴肝、脾肿大，发病第I
周U:[凝集滴度均在!BI?A以上，间接免疫荧光法检测均为

阳性。采用土霉素抗感染治疗均痊愈。

I3结论：青州市恙虫病患者主要分布在南部的石灰岩低

山丘陵区，其居住地植被丰富、杂草丛生、鼠类猖獗，卫生状

况欠佳，为恙虫病的流行提供了条件。患者均为农民，以青

壮年为主，这与他们在劳动作业时与杂草、砂地等恙螨孳生

场所密切接触有关。部分农民受经济利益的驱动，在干涸的

河谷底部挖砂时感染，所以我市恙虫病自然疫源地类型主要

为低山丘陵型，其次为河谷型。从流行季节看，每月均有病

例发生。其季节消长除恙螨本身的生物学特点外，受温湿度

和雨量的影响较为明显。我市属暖温带半湿润季风气候，四

季分明，年平均气温!?3@]，?AA?年春夏季，山东省遭遇百年

不遇的大旱，我市?$G月份无恙虫病发生，几场秋雨后，=月

下旬至!A月份，恙虫病又出现流行高峰，因此季节性反映了

恙虫病流行病学的特征，按季节划分恙虫病类型，具有实用

价值。我市恙虫病集中在!A$!!月份，纵观山东省蒙阴、五

莲、济南、济宁、肥城等地报道，与我市恙虫病流行季节基本

相同，流行高峰均集中于!A$!!月份，说明山东地区恙虫病

按季节分型应为同一型。

（本文部分内容承蒙于恩庶教授指导，谨此致谢）

（收稿日期：?AAICA?C?>）

（本文编辑：尹廉）
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