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　　摘　要：目的　研究贵州省幽门螺杆菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）的ＣａｇＡ、ＶａｃＡ、ｉｃｅＡ基因及其不同组合对Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染结局的影响，明确

Ｈ．ｐｙｌｒｏｉ优势致病基因型的特征。方法　于该院门诊收集有上腹部不适症状患者１７８例，筛选出５０例临床菌株，其中慢性非萎

缩性胃炎（２８例），消化性溃疡（２２例），用聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增ＤＮＡ检测ＣａｇＡ、ＶａｃＡｓ１、ＶａｃＡｓ２、ＶａｃＡｍ、ｉｃｅＡ１、ｉｃｅＡ２，经琼

脂糖凝胶电泳及测序对以上产物进行检测，ＢＬＡＳＴ分析与标准菌株的差异性，用χ
２ 检验以及Ｆｉｓｈｅｒ精确检验分析各基因及其不

同组合与临床疾病的相关性。结果　５０例菌株ＣａｇＡ、ＶａｃＡｓ１、ＶａｃＡｓ２、ＶａｃＡｍ、ｉｃｅＡ１、ｉｃｅＡ２基因阳性率分别为９２％、９４％、

０％、３０％、３６％、９４％，其基因同源性与标准菌株相比均大于９０％。ＣａｇＡ
＋与ＶａｃＡ＋存在正相关性。ＣａｇＡ

＋／ＶａｃＡｓ１＋／ｉｃｅＡ２＋的

阳性率显著高于其他基因组合，单一基因及其不同组合在各组疾病中分布差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ＣａｇＡ
＋／Ｖａ

ｃＡｓ１＋／ｉｃｅＡ２＋为贵州地区 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的优势致病基因型，ＣａｇＡ、ＶａｃＡｓ１、ＶａｃＡｍ、ｉｃｅＡ１、ｉｃｅＡ２各单一基因及其他不同组合与临床

结局的严重与否无关。
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　　幽门螺杆菌（ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）是人类最常见

的一种致病菌，与慢性胃炎、消化性溃疡、胃癌和胃黏膜相关淋

巴瘤（ＭＡＬＴ）的发生有密切关系。全球范围内 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的感

染率为２０％～８０％，但仅有少部分人表现出不同的临床症状。

ＷＨＯ已将 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ列为第Ⅰ类致癌因子
［１］。

目前发现的 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ致病因子有Ｃａｇ致病岛（ｃｙｔｏｔｏｘｉｎ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅＡｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｉｓｌａｎｄ，ＣａｇＰＡＩ），ＶａｃＡ基因

（ｖａｃｕｏｌａｔｉｎｇｃｙｔｏｔｏｘｉｎＡ，ＶａｃＡ），接触诱导基因（ｉｎｄｕｃｅｄｂｙ

ｃｏｎｔａｃｔｗｉｔｈｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ Ａ，ｉｃｅＡ）及其他相关基因等，不同的

Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ基因型和致病性在一些地区，特别是在相对发展落后

的西部地区，尤其是贵州地区，其分布特征及其相互关系的临

床结果仍不清楚。本次研究旨在探讨贵州地区人群 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ

致病基因的疾病相关性，为揭示 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的致病机制及监测

Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ相关性胃疾病的高危人群提供线索。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２００８年１０月至２０１０年７月期间就诊于贵阳

医学院门诊及住院患者，有上消化道症状１７８例，男９９例，女

７９例，所有患者均无胃部手术史，其中以 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ培养阳性筛

选出５０例菌株（２８例为慢性非萎缩性胃炎，２２例为消化性溃

疡）。Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ标准菌株（ＮＣＴＣ１１６３７）由贵阳医学院微生物

教研室陈峥红副教授馈赠。

１．２　主要器材及试剂盒　微需氧培养罐、细菌基因组 ＤＮＡ

提取试剂盒、大量ＤＮＡ产物纯化试剂盒、一管便携式聚合酶

链式反应（ＰＣＲ）试剂盒、ＭａｒｋｅｒⅠ均购自北京天根生物制品

有限公司，实验所用引物委托上海捷瑞生物技术有限责任公司

合成。
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表１　　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ目的基因引物序列、产物大小及扩增条件

基因 引物序列（５′～３′） 产物大小（ｂｐ） 扩增条件

ＣａｇＡ ＣＣＡＣＡＡＴＡＡＣＧＣＴＣＴＧＴＣＴＴＣＴＧ ２１５ ９４℃１ｍｉｎ，６０℃１ｍｉｎ，

ＴＣＴＣＡＣＣＡＣＣＴＧＣＴＡＴＧＡＣＴＡＡＣ ７２℃１ｍｉｎ（３０个循环）

ＶａｃＡｓ ｓ１ＡＴＧＧＡＡＡＴＡＣＡＡＣＡＡＡＣＡＣＡＣ ２５９ ９４℃１ｍｉｎ，５７℃１ｍｉｎ，

ｓ２ＣＴＧＣＴＴＧＡＡＴＧＣＧＣＣＡＡＡＣ ２８６ ７２℃５０ｓ（２５个循环）

ＶａｃＡｍ ＣＡＡＴＣＴＧＴＣＣＡＡＴＣＡＡＧＣＧＡＧ ２１５ ９４℃１ｍｉｎ，５３℃１ｍｉｎ，

ＧＣＧＴＣＴＡＡＡＴＡＡＴＴＣＣＡＡＧＧ ７２℃５０ｓ（２８个循环）

ｉｃｅＡ１ ＧＴＧＴＴＴＴＴＡＡＣＣＡＡＡＧＴＡＴＣ ２４６ ９４℃３０ｓ，５０℃４５ｓ，

ＣＴＡＴＡＧＣＣＡＧＴＣＴＣＴＴＴＧＣＡ ７２℃４５ｓ（２５个循环）

ｉｃｅＡ２ ＧＴＴＧＧＧＴＡＴＡＴＣＡＣＡＡＴＴＴＡＴ ２２９或３３４ ９４℃３０ｓ，５１℃４５ｓ，

ＴＴＧＣＣＣＴＡＴＴＴＴＣＴＡＧＴＡＧＧＴ ７２℃４５ｓ（２８个循环）

１．３　方法　标本采集、生化鉴定、标本转运、接种、Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ培

养及鉴定：参见胡林等［２］的研究。使用基因组ＤＮＡ提取试剂

盒提取细菌ＤＮＡ，具体操作步骤按说明书。检测ＣａｇＡ、Ｖａ

ｃＡｓ１、ＶａｃＡｓ２、ＶａｃＡｍ、ｉｃｅＡ１、ｉｃｅＡ２引物
［３５］，扩增长度及条件

见表１；ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，包括引物各１μＬ、模板２μＬ、

染料１２．５μＬ、水８．５μＬ，热循环结束后，取ＰＣＲ扩增产物进

行琼脂糖凝胶电泳（１．５％，９０ｍＶ，３０ｍｉｎ），在凝胶成像系统

下观察照相，记录结果。随机选取每个基因型各５株使用大量

ＤＮＡ产物纯化试剂盒进行ＰＣＲ产物纯化，具体操作步骤按说

明书。将纯化后的ＰＣＲ产物送至北京诺赛基因组研究中心有

限公司测序。用Ｃｈｒｏｍａｓ２对ＰＣＲ测序结果图形进行检测。

以ＮＣＢＩ中 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌株的相关基因序列定位ＰＣＲ产物中序

列，采用ＢＬＡＳＴ（ＢａｓｉｃＬｏｃａｌＡｌｉｇｎｍｅｎｔＳｅａｒｃｈＴｏｏｌ）分析基因

片段。

１．４　统计学处理　使用统计软件ＳＰＳＳ１７．０对数据进行χ
２

检验或者Ｆｉｓｈｅｒ精确检验，相关性分析用Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲ扩增产物电泳结果及序列测序图　５０例菌株经

ＰＣＲ扩增后进行琼脂糖凝胶电泳见图 １，并设标准菌株

ＮＣＴＣ１１６３７作为阳性对照。将纯化后扩增产物送至北京诺赛

基因组研究中心有限公司进行序列测定，之后将所测得序列通

过ＢＬＡＳＴ分析，与目的基因分别进行同源性比较示ＣａｇＡ、

ＶａｃＡｓ１、ＶａｃＡｍ、ｉｃｅＡ１、ｉｃｅＡ２扩增序列的同源性与标准菌株

相比较分别达９４．４０％、９２．５０％、９５．００％、９２．２５％、９３．７０％，

其差异形成最主要为基因置换，其次是缺失和插入，见表２。

表２　　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ各基因与标准菌株差异性比较（狓±狊）

基因型 同源性 置换 缺失 插入

ＣａｇＡ ９４．４０±２．５４ ８．７０±３．９７ ０．４０±０．７０ ０．３０±０．４８

ＶａｃＡｓ１ ９２．５０±０．５７ １０．００±０．８２ ２．００±０．８２ ０．００±０．００

ＶａｃＡｍ ９５．００±０．００ ７．００±０．００ １．００±０．００ ０．００±０．００

ＩｃｅＡ１ ９２．２５±１．５０ １１．５０±３．７０ ２．５０±１．００ １．００±０．００

ＩｃｅＡ２ ９３．７０±０．５０ ８．００±０．００ １．２５±０．５０ １．００±０．００

　　Ａ：ＣａｇＡ凝胶电泳图；Ｂ：ＶａｃＡｓ１凝胶电泳图；Ｃ：ＶａｃＡｍ凝胶电泳图；Ｄ：ｉｃｅＡ１凝胶电泳图；Ｅ：ｉｃｅＡ２凝胶电泳图。

图１　　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ各基因凝胶电泳图
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２．２　ＣａｇＡ、ＶａｃＡ、ｉｃｅＡ在不同疾病中的检出情况　ＣａｇＡ基

因阳性率为９２％（４６／５０），ＶａｃＡｓ１基因阳性率为９４％（４７／

５０），ＶａｃＡｍ基因阳性率为３０％（１５／５０），ｉｃｅＡ１基因阳性率为

３６％（１８／５０），ｉｃｅＡ２基因阳性率为９４％（４７／５０），在各种疾病

中ＣａｇＡ、ｉｃｅＡ２、ＶａｃＡｓ１都占有优势，但在 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ所致的轻

型疾病慢性非萎缩性胃炎（ｃｈｒｏｎｉｃｎｏｎａｔｒｏｐｈｙｇａｓｔｒｉｔｉｓ，ＣＧ）

和重型疾病消化性溃疡（ｐｅｐｔｉｃｕｌｃｅｒ，ＰＵ）间，其分布及表达差

异无统计学意义（犘＞０．０５），见表３。

表３　　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ各基因在不同疾病中的阳性率［狀（％）］

组别 ＣａｇＡ ＶａｃＡｓ１ ＶａｃＡｍ ｉｃｅＡ１ ｉｃｅＡ２

ＧＣ ２６（５２） ２７（５４） ８（１６） １１（２２） ２５（５０）

ＰＵ ２０（４０） ２０（４０） ７（１４） ７（１４） ２２（４４）

总计 ４６（９２） ４７（９４） １５（３０） １８（３６） ４７（９４）

犘 ０．５９８ ０．４０９ ０．５２３ ０．４０３ ０．１６７

２．３　ＣａｇＡ
＋／ｉｃｅＡ＋及ＣａｇＡ

＋／ＶａｃＡ＋在不同疾病中的检出情

况　在５０例标本中同时表达ＣａｇＡ及 ＶａｃＡ的有４４例，其中

ＰＵ１９例，ＣＧ２５例，其检出率差异无统计学意义。而同时表达

ＣａｇＡ及ｉｃｅＡ的有４５例，其中ＰＵ２０例，ＣＧ２５例，其阳性率

差异无统计学意义，见表４。同时，本研究检测了ＣａｇＡ与ｉｃｅＡ

或ＶａｃＡ的相关性。（１）ＣａｇＡ阳性的菌株中ｉｃｅＡ的阳性亦较

高，ＣａｇＡ阳性４６例，ｉｃｅＡ阳性４４例，ｉｃｅＡ与ＣａｇＡ无相关性

（狉＝－０．０６，犘＞０．０５）；（２）ＣａｇＡ阳性的菌株中 ＶａｃＡ 的阳性

亦较高，ＣａｇＡ阳性４６例，ＶａｃＡ阳性４５例，ＶａｃＡ与ＣａｇＡ存

在正相关关系（狉＝０．３１６），其相关性差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。

表４　　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉＣａｇＡ
＋／ｉｃｅＡ＋及ＣａｇＡ

＋／ＶａｃＡ＋

　　在不同疾病中的阳性率［狀（％）］

组别 ＣａｇＡ＋／ＶａｃＡ＋ ＣａｇＡ＋／ｉｃｅＡ＋

ＧＣ ２５（５７） ２５（５６）

ＰＵ １９（４３） ２０（４４）

总计 ４４（１００） ４５（１００）

犘 ０．５４３ ０．６１６

３　讨　　论

Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ基因的多态性与上消化道疾病的发生存在有着

密切关系，但并非所有 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染伴均随临床疾病。因此，

科研及临床工作者均致力于确定地方性细菌致病基因型的研

究，从而帮助临床确定当地治疗方案，以期达到有效控制临床

疾病发生而保存其保护效应。同时，地方性 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉｒ基因型

的探讨也有助于人类学的研究。

作者首次报道在本地区 ＣａｇＡ、ＶａｃＡｓ１、ＶａｃＡｍ、ｉｃｅＡ１、

ｉｃｅＡ２扩增序列的同源性与标准菌株相比较分别达９４．４０％、

９２．５０％、９５．００％、９２．２５％、９３．７０％，其差异性形成最主要来

源于基因置换，其次是缺失和插入。

ＣａｇＡ是 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ主要的毒力因子之一，是该菌重要的致

病因子，其编码的ＣａｇＡ蛋白能刺激胃上皮细胞分泌促炎因

子，促进粒细胞在胃黏膜中聚集，从而发生严重的炎症反应［６］。

ＣａｇＡ的表达有明显地域差异。在西方国家分离的 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ

菌株中有６０％～７０％表现为ＣａｇＡ阳性，并认为其与萎缩性胃

炎、消化性溃疡和胃癌的发生密切相关［７８］。亚洲国家的研究

结果显示 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ基因的阳性率大于９０％，但与宿主疾病严

重程度相关性不明显［９］。本研究对 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉＣａｇＡ基因进行

ＰＣＲ检测，结果显示人群感染 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉＣａｇＡ阳性率为９２％，

但ＣａｇＡ的表达在 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ相关的ＧＣ和ＰＵ之间没有显著

差异。同时，这一结果亦与本院前期研究相吻合，在该研究中，

通过酶联免疫法检测因上消化道症状就诊于本院的患者，血清

中ＣａｇＡ抗体的阳性率为７１．０５％
［１０］。

几乎所有 Ｈ．Ｐｙｌｏｒｉ均含有 ＶａｃＡ，但只有５０％表达空泡

毒素蛋白，ＶａｃＡ基因是由不同的中间序列（ｍ区）和不同的信

号序列（ｓ区）构成的镶嵌型结构，由ｓ区及 ｍ区以不同的组合

构成不同 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉＶａｃＡ亚型，其基因多态性主要是 ｍ区和ｓ

区的差异［５］。本研究显示，在５０个菌株中其阳性率为９６％

（４８／５０），其中ＶａｃＡｍ阳性率为３０％（１５／５０），ＶａｃＡｓ１阳性率

为９２％（４７／５０），两种亚型的阳性率在 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ相关的ＧＣ和

ＰＵ之间差异无统计学意义，未见 ＶａｃＡｓ２的表达。既往研究

显示ＶａｃＡｓ１的表达多见于胃癌的低发区，如北美和澳大利

亚［５］，这一结果体现了本地区致病 Ｈ．Ｐｙｌｏｒｉ的致癌特征。

ｉｃｅＡ是独立于ＶａｃＡ与ＣａｇＡ的一类毒力因子，包括ｉｃｅＡ１

及ｉｃｅＡ２两个等位基因。在一项多中心研究发现，ｉｃｅＡ１在亚

洲国家的阳性率为６４．６％，而西方国家为４２．１％；ｉｃｅＡ２在东

西方国家的阳性率分别为２５．８％和４５．１％
［１１］。目前认为

ｉｃｅＡ１＋的 Ｈ．Ｐｙｌｏｒｉ影响胃黏膜上皮细胞的免疫应答，诱导炎

症细胞因子分泌，从而参与消化性溃疡，尤其是十二指肠溃疡

的发生，但该结论仍存在争议及地域差异［１２］。而ｉｃｅＡ２功能

尚不清楚，认为其与消化性溃疡的发生呈负相关，但有学者报

道两种亚型在引起疾病严重程度上差异无统计学意义［１２］。本

研究显示，ｉｃｅＡ 阳性率为９６％，其中ｉｃｅＡ１阳性率为３６％，

ｉｃｅＡ２阳性率为９２％，两种亚型均感染为３４％，与Ｔａｎｉｈ等
［１３］

发现南非ｉｃｅＡ２阳性率高于ｉｃｅＡ１一致，但两种亚型的表达在

Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ相关的ＧＣ和ＰＵ之间差异均无统计学意义。

既往研究显示 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ毒力基因ＣａｇＡ／ＶａｃＡ基因的共

同表达，可引起更为严重的临床结果如消化性溃疡、胃癌等，这

可能是因为ＶａｃＡ作为免疫调节因子，可以影响ＣａｇＡ的免疫

表达［１４］，同时 ＶａｃＡ／ＣａｇＡ可以协同破坏胃黏膜上皮细胞结

构，从而增加了细菌的扩散和生长［１４］，ＣａｇＡ／ｉｃｅＡ 之间的协同

性机制及其与胃十二指肠疾病之间的关系还不清楚，各地报道

也有差异。本研究中，ＣａｇＡ与ＶａｃＡ有正相关性，而ＣａｇＡ与

ｉｃｅＡ无相关，ＣａｇＡ
＋／ＶａｃＡ＋ 及ＣａｇＡ

＋／ｉｃｅＡ＋ 在 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ相

关的ＧＣ和ＰＵ之间差异均无统计学意义。这与 Ａｍｊａｄ等
［１５］

的研究结论一致。

综上所述，虽然本研究显示人群中 ＣａｇＡ、ｉｃｅＡ１、ｉｃｅＡ２、

ＶａｃＡｍ、ＶａｃＡｓ各单一基因以及其他不同组合与临床结局的

轻重没有明显的相关性，但作者证实了 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ优势致病基

因型为ＣａｇＡ
＋／ＶａｃＡｓ１＋／ｉｃｅＡ２＋，有关本地区 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ与胃

黏膜萎缩及胃癌的相关性尚需进一步研究。
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骨，逐层关闭肌肉和皮肤切口。该手术简单、创伤小、流血少、

肋骨固定牢靠满意，可完整恢复胸廓形态，减轻患者疼痛，恢复

胸腔容积和肺活量，有利于恢复患者的呼吸功能，减轻肺部感

染［１３］。
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