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Abstract
Helicobacter pylori (H. pylori) infection, a contagious disease, 
has affected approximately half of the global population. It 
is associated with the occurrence and development of many 
diseases, which seriously endangers human public health. 
Antibiotics play an important role in H. pylori eradication 
therapy, and the common regimens for H. pylori eradication 
contain one to three antibiotics. Antibiotic resistance is one 
of the main reasons for the failure of H. pylori eradication. 
Detection of antibiotic resistance can be helpful for 
individualized management, reduction of drug resistance, 
and improvement of H. pylori eradication. Methods to detect 
antibiotic resistance of H. pylori primarily consist of traditional 
drug sensitivity tests and molecular biology methods, such as 
polymerase chain reaction and its related techniques, DNA 
sequencing, fluorescence in situ hybridization, and gene chip. 
This paper reviews the recent advances in approaches for 
detection of antibiotic resistance of H. pylori.

© The Author(s) 2023. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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摘要
幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori)感染是一种
传染性疾病, 影响大约全球一半人口, 与多种疾病发
生发展相关, 严重危害人类公共卫生健康. 抗生素在
H. pylori根除治疗中占据重要地位, 目前常用方案包
含了1-3种抗生素. 抗生素耐药是H. pylori根除失败的
主要原因之一, 通过检测H. pylori耐药情况可实现个

幽门螺杆菌抗生素耐药检测方法的研究进展

于宏璐, 苏东帅, 马韶泽, 祁兴顺

在线投稿: https://www.baishideng.com

DOI: 10.11569/wcjd.v31.i14.571
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体化治疗、降低抗生素耐药率及提高H. pylori根除率. 
H. pylori抗生素耐药检测方法主要包括传统的药敏试
验和分子生物学方法, 如聚合酶链式反应(polymerase 
chain reaction, PCR)及其相关技术、DNA测序、荧光
原位杂交(fluorescence in situ hybridization, FISH)、基
因芯片等. 本文就目前H. pylori抗生素耐药检测方法
的进展做一综述, 以指导医生在临床实践中选择合适
的耐药检测方法.

© The Author(s) 2023. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: 幽门螺杆菌; 抗生素; 耐药; 药敏试验; 分子检测

核心提要: 抗生素耐药是幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H. pylori )根除失败的主要原因之一. 检测H. pylori抗生素

耐药对根除治疗具有重要意义. 本文将从传统检测方法

和分子生物学方法两方面阐述H. pylori抗生素耐药的检

测方法, 以指导临床检测方法选用.

文献来源: 于宏璐, 苏东帅, 马韶泽, 祁兴顺. 幽门螺杆菌抗生素耐药检测方

法的研究进展. 世界华人消化杂志 2023; 31(14): 571-576 

URL: https://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v31/i14/571.htm  
DOI: https://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v31.i14.571

0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )是一种革兰

氏阴性杆菌, 可经口-口、粪-口等途径在人与人之间传

播, 其在全球感染率约为50%, 在我国可达44.2%[1,2]. H. 
pylori感染与胃炎、消化性溃疡、胃癌、胃粘膜相关淋

巴组织淋巴瘤等疾病密切相关, 因此, 根除H. pylori对上

述疾病防治具有重要意义[3]. 目前我国指南对于H. pylori
的治疗推荐铋剂四联疗法, 即1种质子泵抑制剂+2种抗

生素+1种铋剂[4]. 然而, 随着抗生素的大量使用, 克拉霉

素(Clarithromycin, CLA)、甲硝唑(Metronidazole, MTZ)
和左氧氟沙星(Levofloxacin, LVX)耐药率均超过30%, 
MTZ甚至高达78%, 使得经验性含铋剂四联方案的根

除成功率很难达到90%[5,6]. 抗生素耐药是导致H. pylori
根除失败的主要原因, 常表现为三种模式, 包括单药耐

药、多重耐药和异质性耐药[7]. 单药耐药指H. pylori仅
对一种抗生素耐药; 多重耐药指H. pylori同时对两种或

两种以上抗生素耐药; 异质性耐药指同一亚群内或不

同亚群H. pylori对抗生素的敏感性不同. 了解H. pylori
对抗生素耐药情况可帮助医生合理化应用抗生素, 进而

提高H. pylori根除率. 传统检测是H. pylori抗生素耐药

的常用检测方法, 即先细菌培养再行药敏试验. 随着分

子生物学技术发展, 各种新兴技术不断应用于H. pylori
的耐药检测, 方法选择逐渐多样化, 包括聚合酶链式反

应(polymerase chain reaction, PCR)及其相关技术、DNA
测序、荧光原位杂交(fluorescence in situ hybridization, 
FISH)、基因芯片等. 本文旨在通过回顾相关文献, 介绍

上述检测方法优缺点及应用现状, 为医生在临床实践中

选择H. pylori抗生素耐药检测方法提供参考. 

1  基于细菌培养的传统检测方法

H. pylori耐药的传统检测方法是基于细菌培养进行的. 
药敏试验包括琼脂稀释法、浓度梯度(E-test)法、纸片

扩散法和微量肉汤稀释法. 一项随机对照研究将90例胃

活检H. pylori培养阳性的患者分为试验组和对照组, 试
验组根据E-test结果接受四联治疗, 对照组采取经验四

联治疗, 发现试验组根除率显著高于对照组(意向性分

析:91% vs 73%, P = 0.027;符合方案分析:95% vs 79%, P 
= 0.021)[8]. 一项前瞻性研究共纳入200例单次或多次H. 
pylori根除失败的患者, 根据药敏结果给予三联或铋剂

四联治疗, 研究发现H. pylori总体根除率可达94.5%[95%
置信区间(confidence interval, CI): 90.4%-97.5%][9]. 由此

可见, 药敏试验指导的个体化治疗可提高H. pylori根除

率. 目前, 基于细菌培养的药敏试验是检测H. pylori对
所有常用抗生素耐药性的唯一方法, 对诊断H. pylori耐
药具有重要作用, 但仍存在以下缺点: (1)H. pylori细菌

培养需基于内窥镜检查并取材, 为侵入性检查方法, 且
培养所需时间长, 可达1 wk-2 wk; (2)细菌培养的阳性率

易受保存、运输方式及菌株接种浓度等因素影响[10]; (3)
药敏试验尚无标准的最低抑菌浓度(minimum inhibitory 
concentration, MIC)值, 结果可因不同标准的MIC值产生

差异; (4)琼脂稀释法耗材、耗时, E-test法耗材昂贵, 纸片

扩散法尚缺乏统一判断标准, 微量肉汤稀释法技术难度

大[11]. 综上, 传统的基于细菌培养的耐药检测方法虽可

指导个体化治疗, 但其不足之处限制了其在临床的应用. 

2  分子生物学检测方法

2.1 PCR及其相关技术

2.1.1 PCR-限制性片段长度多态性(restriction fragment 
length polymorphism, RFLP): PCR-RFLP是最早应用

的一种常规PCR技术, 原理为先利用特定引物扩增H. 
pylori可能的基因突变片段, 再使用限制性内切酶对产

物进行酶切, 最后对酶切产物行电泳分析其长度, 进
而判断有无突变. PCR-RFLP通过基于胃活检的细菌

培养及直接取材获取H. pylori基因片段. Khashei等[12]

在100株H. pylori临床分离株中, 共发现20株H. pylori
发生23S rRNA突变, 其中18(90%)株A2142G位点突

变和2(10%)株A2143G位点突变, 与E-test所得CLA耐

药结果一致; Hussein等[13]在38株耐CLA的H. pylori中
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检测23S rRNA基因突变, 发现10(26.3%)株A2143G位

点突变、14(36.8%)株A2144G位点突变、9(23.7%)株
A2143G和A2144G双位点突变, 其余5(13.2%)株无位

点突变; Pourakbari等[14]在福尔马林固定石蜡包埋胃活

检标本中分析H. pylori的23S rRNA基因突变情况, 发
现耐CLA菌株中A2143G位点突变率最高(50%), 其次

为A2142G位点突变(29%)和A2142C位点突变(21%). 
与传统检测方法相比, 该技术可直接检测耐药基因突

变位点, 具有操作方便、灵敏度高及耗时短的优势. 但
该法结果依赖于已知的耐药机制, 若H. pylori发生耐药

进化, 则无法检测; 该方法的准确性易受操作人员技术

水平、取材方式、酶切产物等因素干扰. 
2.1.2 双启动寡聚核苷酸(dual priming oligonucleotide, 
DPO)-PCR: DPO-PCR属于多重PCR, 无需限制性核酸

内切酶, 可同时检测H. pylori感染及其抗生素耐药性. 
目前, 商业化试剂盒Seeplex® ClaR-H. pylori  ACE已成

功用于评估H. pylori对CLA耐药性. 该试剂共包含3对
特异性引物, 分别用于扩增23S rRNA、检测A2142G
和A2143G位点突变. Ong等[15]同时应用琼脂稀释法和

DPO-PCR检测胃活检标本H. pylori的CLA耐药性, 发
现以药敏结果为对照时, 该技术的灵敏度是76.4%、

特异性是90.1%; Kwon等[16]也使用琼脂稀释法和DPO-
PCR共同检测胃活检标本中H. pylori的CLA耐药性, 
发现该技术的灵敏度和特异性分别是77.8%和95.5%. 
此外, Choi等[17]应用该技术在101例H. pylori感染患

者中检测CLA耐药性, 发现29例患者耐药, 其中25例
A2143G位点突变、4例A2142G位点突变. 总之, 与常

规PCR相比, 该技术省去酶切步骤而更加简便; 与传统

检测方法相比, 该技术特异性强, 无需细菌培养而更加

快速. 
2.1.3 实时荧光定量PCR(quantitative real-time PCR, 
qPCR): qPCR已实现了定性到定量的飞跃, 主要是在

PCR体系中加入荧光标记物, 利用随PCR产物增加而

荧光信号强度等比例增加的现象, 进而实时检测荧光

信号强度并在指数期依据标准曲线进行分析, 从而实

现对起始模板的定量[18]. 目前, 多种试剂盒已成功用于

23S rRNA耐药基因的检测, 适用于胃黏膜、胃液、粪

便等多种标本, 其灵敏度高、特异性强. van den Poel
等[19]以琼脂稀释法为金标准, 发现RIDA®GENE HP 
assay试剂盒检测胃活检标本中H. pylori对CLA耐药

的灵敏度为92%、特异性为97%. Pichon等[20]以E-test
法为金标准, 发现Amplidiag H. pylori  ClariR试剂盒检

测粪便标本中H. pylori对CLA耐药性的灵敏度和特异

性分别为100%(95%CI: 88%-100%)和98.4%(95%CI: 
94%-99%). Redondo等[21]使用LightMix® RT‐PCR试

剂盒在粪便和胃活检标本上检测H. pylori的CLA耐药

性, 发现该法结果与E-test法的符合率可达95%. 因此, 
在粪便标本中应用qPCR可避免侵入性取材, 且成本

低, 但需注意因粪便标本中血红蛋白、多糖复合物及

重金属等物质抑制PCR造成的假阴性结果[22]. Binmaeil
等[23]开发了一种多重qPCR技术, 包含扩增ureA、23S 
rRNA、GyrA基因的特异性引物和探针, 可同时检测

H. pylori感染及CLA、LVX耐药性; 在571例胃活检标

本中, 该技术检测H. pylori感染的灵敏度为96.4%、特

异性为88.5%, 检测CLA耐药的灵敏度为100%、特异

性为98.7%, 检测LVX耐药的灵敏度为100%、特异性

为99.8%; 因此, 多重qPCR技术尤其适用于低载量和多

重耐药情况下H. pylori的检测. 综上, 与传统检测方法

相比, qPCR技术是一种简便、快速、灵敏度高、特异

性强、适用于多种标本的检测方法; 多重qPCR技术适

用范围更广泛. 
2.1.4 扩增阻滞突变系统(amplif icat ion refractory 
mutation system, ARMS)-实时荧光PCR: ARMS-实时荧

光PCR通过设计ARMS引物的3’末端碱基落在突变基因

位置, 在扩增时, 链延伸只在特定等位基因模板链上

进行, 从而实现对突变基因的特异性检测[24]. Zhang
等 [25]纳入了150例H. pylori根除失败的患者, 分别用

DNA测序、ARMS-实时荧光PCR和E-test法检测胃粘

膜标本中H. pylori的CLA耐药性, 发现DNA测序结果

与该技术的符合率为98.7%; E-test结果与该技术的符

合率为97.1%. 此后, 开发了多重ARMS-实时荧光PCR
方法, 其灵敏度和特异性高、价格成本低、从样本接

受到分析完成仅需2 h. Li等[26]应用多重ARMS-实时荧

光PCR在192例H. pylori感染患者胃活检标本中检测H. 
pylori的CLA、LVX耐药性, 共发现耐药患者74例, 其
中23例(31.1%)耐CLA、21例(28.4%)耐LVX、30例双

重耐药(40.5%); 以Sanger测序为金标准时, 该技术诊断

CLA耐药的灵敏度、特异性均为100%; 诊断LVX耐药

的灵敏度、特异性分别为98.04%和95.04%; 诊断多重

耐药的灵敏度和特异性分别为100%和96.91%. Zhang
等[27]也评估了该技术检测H. pylori耐CLA、LVX的准

确性; 以Sanger测序为金标准时, 该技术诊断CLA耐

药、LVX耐药和多重耐药的灵敏度分别为96%、95%
和95%, 特异性分别为93%、92%和95%. 综上, 与传统

药敏检测相比, ARMS-实时荧光PCR技术大大缩短了

检测时间; 与Sanger测序相比, 其成本更低; 但ARMS
引物设计依赖于明确的耐药机制. 
2.1.5 数字PCR(digital PCR, dPCR): dPCR是一种绝对

核酸定量分析法, 通过在扩增过程终点观测荧光信号

并利用泊松分布计算基因扩增阳性分区的比例, 从而
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实现对目标核酸的定量[28]. 与qPCR相比, dPCR无需

使用标准曲线进行分析, 进而节省时间[18]. 微滴式数

字PCR(droplet digital PCR, ddPCR)目前已用于检测H. 
pylori的23S rRNA基因. Talarico等[29]应用ddPCR技术

检测了102例患者福尔马林固定石蜡包埋胃活检组织

标本中的23S rRNA基因, 45例(44%)有CLA耐药基因, 
其中12例有耐药等位基因、33例同时存在野生和耐药

等位基因. Sun等[30]比较了在胃活检标本中应用E-test
法、ddPCR技术与在粪便标本中应用ddPCR技术检测

H. pylori感染者CLA耐药性的结果, 发现三种检测方法

高度一致; 并在49例H. pylori感染者中比较了在胃活检

与粪便标本中分别应用ddPCR技术检测CLA耐药的结

果, 发现35例(71%)患者CLA耐药基因型一致, 两种方

法检测结果不一致的原因可能是粪便标本中H. pylori
载量低或假性混合基因型比例高. 由此可见, ddPCR无
需进行细菌培养, 可直接在胃活检或粪便标本中检测

H. pylori的耐药基因型, 且检测异质性耐药情况尤为

方便, 但在粪便中应用该技术应警惕假阴性结果. 与
传统方法相比, ddPCR结果准确且更加迅速、简便; 与
qPCR相比, 其耗时短且结果准确, 但仍需进一步研究

证实其实用性. 
2.2 DNA测序 DNA测序是检测H. pylori耐药基因的金

标准, 通过对H. pylori进行全基因组分析, 可以检测已

知和未知耐药基因突变, 也可验证其他分子检测方法的

性能. Sanger测序为一代测序技术. Tian等[31]应用Sanger
测序和琼脂稀释法检测了160例H. pylori感染者胃活检

标本中的抗生素耐药性, 发现Sanger测序与琼脂稀释法

检测CLA、LVX与阿莫西林(amoxicillin, AMX)耐药的

一致性分别为84.8%、70.5%和72.7%. 此后, 开发了焦磷

酸测序也已用于检测H. pylori的23S rRNA基因突变. 初
等[32]建立了一种检测CLA耐药的焦磷酸测序方法, 与
Sanger测序相比, 焦磷酸测序无需电泳、荧光标记, 是
一种快速、灵敏度高的检测方法. 近年来, 新一代测序

(next-generation sequencing, NGS)技术是继Sanger测
序后的一次革命性技术进展, 已成为DNA测序的主要

方法. 与Sanger测序相比, NGS是一种强大的高通量

方法, 时间-成本效益比和测序产量极大增加; 与传统

H. pylori耐药性检测方法相比, NGS结果更可靠[33,34]. 
Subsomwong等[35]应用NGS技术发现H. pylori抗生素耐

药基因发生了新突变, 如23S rRNA的T248C位点突变和

GyrA的D210N、K230Q等位点突变; Azzaya等[36]发现了

23S rRNA的新突变位点A1410G、C1707T、A2167G、

C2248T、C2922T. 总之, DNA测序检测H. pylori耐药基

因快速、准确, 但其制备过程严苛、检测周期长及测序

仪器昂贵, 限制了临床应用, 故尚未在临床上推广. 

2.3 FISH FISH的原理是先用半抗原或荧光素分子修

饰的核苷酸分子标记DNA(或RNA)探针, 再将探针与

目标序列杂交, 通过含荧光素分子的抗体与探针特异

性结合, 最后利用荧光显微镜直接观察目标序列在细

胞核、染色体或切片组织中的分布情况[37]. Demiray-
Gürbüz等[38]分别应用E-test法和FISH法在114例H. pylori
培养阳性者中检测CLA耐药情况, 研究发现, E-test法检

测出耐药患者23例(20.2%), FISH法检测出耐药患者32例
(28.0%), 两种检测方法一致性为89.5%. Vazirzadeh等[39]

应用E-test法和FISH法检测了83例H. pylori培养阳性患

者的CLA耐药性, 研究发现, 两种方法检测结果一致性

为95%. 此外, FISH技术在检测H. pylori异质性耐药时更

加便捷, 单个活检标本上即可同时显示敏感与耐药菌群, 
直接获得结果[40]. 由此可见, 与传统耐药性检测方法相

比, FISH技术更加便捷、可靠及适用范围更广. 此外, 与
PCR技术相比, FISH无需DNA制备, 3 h即可获得结果, 可
在荧光显微镜下直观显示CLA耐药菌株, 不易受DNA污

染影响. 总之, FISH检测技术是一种快速、方便、准确

的耐药性检测方法, 但其所需仪器价格高、获取标本方

式单一、无法检测除CLA外的抗生素耐药性, 故尚未广

泛用于临床检测. 
2.4 基因芯片 基因芯片的原理是将含有大量不同DNA
或寡核苷酸片段的探针按规律排列在载体上, 同时用

荧光素标记待测样本核酸, 然后将样本与芯片探针杂

交, 通过计算机扫描分析芯片荧光信号强度, 进而获取

样本核酸基因序列和表达水平信息. Yin等[41]在267例儿

童患者的胃活检标本中应用了基因芯片技术, 发现与药

敏试验相比, 该技术诊断H. pylori的灵敏度、特异性和

准确性分别是96.1%、85.0%和93.6%; 检测H. pylori耐药

性的结果表明, 耐CLA的主要位点是2143A/G、耐LVX
的主要位点是GyrA 91和GyrA 87; 并对药敏试验和基因

芯片结果不一致的25个样本行DNA测序, 发现该技术

检测CLA、LVX耐药性与DNA测序一致率均高达95%. 
Song等[42]建立了一种可同时检测CLA、LVX耐药性和

CYP2C19多态性的可视化基因芯片, 以DNA测序为金标

准时, 发现该技术检测CLA耐药性的灵敏度、特异性及

与DNA测序一致性分别为92.13%、93.75%和95.94%; 当
该技术检测LVX耐药性时, GyrA 87位点灵敏度、特异性

及与DNA测序一致性分别为91.11%、98.20%和96.82%, 
GyrA 91位点灵敏度、特异性及与DNA测序一致性分别

为91.23%、98.90%和98.26%. 总之, 基因芯片是一种灵

敏度高、特异性强、准确、快速的检测方法, 单张芯片

即可一次性同时分析H. pylori对多种抗生素的多个耐

药基因突变位点, 但其价格昂贵、无法检测到数目小于

100拷贝的待测基因; 因此, 目前并不适用于临床检测. 
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可视化基因芯片为芯片技术的未来发展提供了新思路, 
准确性与DNA测序相当, 成本大幅下降, 这为临床推广

奠定了基础. 

3  结论

H. pylori对抗生素的耐药形势严峻, 通过耐药性检测实

施个体化治疗的重要性日益突显. 随着分子生物学技术

发展, 检测方法选择众多. 传统检测方法费时费力, 未在

临床常规开展. 分子生物学方法快速、准确, 在临床研

究中备受关注, 但也并非完美. PCR的酶切、电泳步骤

较繁琐; 测序技术的仪器造价昂贵; FISH只可检测CLA
耐药性; 基因芯片技术的基因模板数目需达最低要求. 
因此, 临床医生在选择检测抗生素耐药性方法时, 应结

合不同检测方法的优缺点、患者经济状况和临床实际

等因素综合考量, 选择适宜耐药性检测方法, 以期减少

H. pylori耐药性并提高根除率. 目前仍需开发快速、简

便、准确、价廉的H. pylori抗生素耐药性检测方法.
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