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Abstract
AIM
To investigate the antibiotic resistance of Helicobacter 
pylori (H. pylori) in Zhejiang, and to compare the 
consistency of different methods for antibiotic resistance 
detection. 

METHODS
From June 2017 to September 2017, 127 H. pylori strains 
were isolated from gastric mucosa tissues of 305 patients 
who underwent gastroscopy. The sensitivity of these 
strains to six kinds of antibiotics was determined by the 
agar dilution method. The related gene mutations in 23S 
rRNA and gyrA were determined by quantitative real-
time polymerase chain reaction (RT- PCR) and gene 
sequencing. 

RESULTS
Of the 127 H. pylori strains isolated, 124 were resistant 
strains and three were sensitive strains. There was no 
strain that was resistant to amoxicillin, tetracycline, and 
furazolidone. The resistance rates to clarithromycin, 
levofloxacin, or metronidazole were 33.86% (43/127), 
44.88% (57/127), and 91.34% (116/127), respectively, and 
the resistance rates to the triple antibiotics was 33.86% 
(43/127). The main gene mutations associated with 
antibiotic resistance were 23S rRNA (A2143G) and gyrA 
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(C261A/G), with mutation frequencies of 42.5% (54/127) 
and 15% (19/127), respectively. The drug resistance 
detected by RT-PCR method was consistent with that 
by sequencing method, but had low consistency with 
traditional culture method. 

CONCLUSION
The antibiotic resistance rates of H. pylori to clarithromycin 
and levofloxacin in Zhejiang Province are remarkably 
high. In clinical treatment, it is necessary to test antibiotic 
resistance to choose proper antibiotics individually to 
improve the eradication efficiency.

© The Author(s) 2018. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

Key words: Helicobacter pylori ; Antibiotic resistance; 
Gene mutations
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摘要
目的
分析浙江地区幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, H. 
pylori )耐药情况, 并比较不同耐药检测方法的一致性.

方法
选择2017-06/2017-09进行胃镜检查的305例患者, 取
胃黏膜组织进行H. pylori菌株分离鉴定, 对分离的127
个菌株进行6种抗生素的药敏实验, 提取菌株的DNA, 
以荧光定量PCR法和测序法对克拉霉素耐药相关基
因23S rRNA和左氧氟沙星耐药相关基因gyrA进行扩
增和测序.

结果
在305 份胃黏膜活检标本中, 分离出H. pylori 127 
株. 127株H. pylori 中124株为耐药菌株, 3 株为敏
感菌株 .  阿莫西林、盐酸四环素、呋喃唑酮无
耐药菌株 ;  克拉霉素、左氧氟沙星、甲硝唑耐
药率分别为33.86%(43/127)、44.88%(57/127)、
91.34%(116/127)、三重耐药率为18.90%(24/127); 克
拉霉素和左氧氟沙星相关的主要耐药基因及其突变
位点分别为23S rRNA(A2143G)、gyrA(C261A/G), 突
变频率分别为 42.5%(54/127)和15.0%(19/127). 不同
耐药检测方法的一致性比较: 荧光定量PCR法与测序
法检测耐药突变一致性较高, 与药敏培养法一致性
相对较差. 

结论
浙江地区对克拉霉素、左氧氟沙星耐药率均达到很
高, 在临床应用这些抗生素需结合耐药性, 选择敏感
的抗生素个体化地用药, 提高根除效率. 

© The Author(s) 2018. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 现有的经验性抗生素用药治疗幽门螺杆菌

(Helicobacter pylori, H. pylori )已经不能满足临床根治的

需求, 就浙江地区来说, H. pylori对克拉霉素、左氧氟沙

星的单药耐药率和双重耐药率均较高, 临床需要推行H. 
pylori耐药性检测, 首选荧光定量PCR法, 选择敏感的抗生

素个体化地用药, 提高根除效率. 
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, H. pylori )是胃部感染

最常见的病原体, 其可在人类胃黏膜上皮细胞和黏液

层的长期定植, 几乎所有的H. pylori感染者都存在慢

性活动性胃炎(chronic active gastritis, 亦即H. pylori胃
炎), 15%-20% H. pylori感染者发生消化性溃疡, 包括

十二指肠溃疡和胃溃疡, 5%-10% H. pylori感染者发生

H. pylori相关消化不良[1,2], 约1% H. pylori感染者会发

生胃恶性肿瘤(胃癌、MALT淋巴瘤). 根除H. pylori能
降低消化性溃疡并发症发生率, 还可使约80%的早期

胃MALT淋巴瘤获得缓解[3]. 目前根除H. pylori的一线

治疗方案首选含质子泵抑制剂(proton pump inhibitor, 
PPI)、铋剂及2种抗菌药物的铋剂四联方案[4]. 然而, 现
阶段根除H. pylori临床均实行经验性用药, H. pylori的
药物敏感性检测没有在临床工作中广泛开展, 容易造

成H. pylori的耐药和根除失败, 首次根除失败后再次的

根除治疗无疑延长了病人服用抗生素的时间, 不仅不

利于经济效益, 且长期服用抗生素容易引起胃肠道、

肝肾等器官的副作用, 影响肠道微生物的稳态[5], 不利

于自身免疫系统的稳定. H. pylori耐药性和基因型在不

同地区、不同个体之间存在差异性[6,7], 了解本地区H. 
pylori的耐药情况, 推进H. pylori耐药检测方法的改进

和实施, 对于提高本地区H. pylori初次治疗根除率, 有
的放矢, 精准地进行个体化治疗, 具有重要意义.
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1  材料和方法

1.1 材料 选取2017-06/2017-09在浙江省人民医院接受

胃镜检查患者, 按照如下要求选择入组. 纳入标准: (1)
年龄18-70岁, 男女不限; (2)有消化道症状, 如腹痛、腹

胀、反酸、嗳气、恶心等; (3)胃镜下诊断为胃、十二

指肠消化性溃疡、慢性胃炎伴糜烂患者; (4)近4 wk内
未使用抗生素、铋剂、H2受体拮抗剂或PPI; (5)同意

取胃黏膜活检组织标本进行H. pylori培养及药敏试验

并签署知情同意书. 排除标准: (1)消化道急症, 如胃穿

孔、消化性溃疡大出血、呕血、急性胰腺炎等; (2)
已接受H. pylori根除治疗者; (3)近1 mo内曾经服用铋

剂、PPI、H2受体拮抗剂以及抗菌药物者; (4)孕期及

哺乳期者; (5)患者同时服用非甾体抗炎药或酗酒, 或
存在其他影响本研究结果的严重疾病, 如严重的肝

病、心脏病、呼吸系统疾病等[8]. 共收集305例病人, 
年龄19-69岁, 平均年龄53.9岁±13.0岁, 由消化内科医

师在内镜下用灭菌活检钳于胃窦小弯侧距幽门5 cm内

钳取胃镜深部黏膜组织, 置入含0.9% NaCl溶液的离心

管, 于4 h内转送至实验室. 在实验室无菌操作台中将

胃镜标本对半均分2份, 其中一份置于脑心浸液肉汤中

用于菌种分离培养及药敏检测. 另一份置于无菌Ep管
或细胞冻存管内, 做好编号和标记, 用于提取DNA. 
1.2 方法

1.2.1 H. pylori分离培养和鉴定: 胃黏膜组织经全自动

研磨仪充分研磨, 制成组织匀浆后接种于哥伦比亚血

平板(5%脱纤维绵羊血), 37 ℃三气培养箱(5% O2、

10% CO2、85% N2)微需氧环境下培养96 h, 选取菌落

形态典型、经涂片镜检菌体形态符合, 且氧化酶、过

氧化氢酶和尿素酶菌试验呈阳性者为H. pylori菌株, 采
用生理盐水稀释调浓度至6×108 CFU/mL), 用于后续

药敏试验[9]. 
1.2.2 药物敏感性试验: 选取铋剂四联方案中包含的6
种抗生素, 根据美国临床实验室标准化协会推荐方案

和判读标准[10], 采用耐药临界点药物琼脂稀释法进行

药敏试验: 将抗生素溶液加入琼脂中稀释至该抗生素对

应的临界点浓度, 倾倒平板, 接种菌悬液, 若平板上有菌

生长则该菌判为耐药菌. 各抗生素的临界点设定标准分

别为: 克拉霉素1 μg/mL、左氧氟沙星2 μg/mL、阿莫西

林2 μg/mL、盐酸四环素2 μg/mL、呋喃唑酮2 μg/mL、
甲硝唑8 μg/mL. 所有实验均重复两次. 
1.2.3 耐药突变检测: 采用Qiagen试剂盒提取胃黏膜标

本的DNA, 并将DNA浓度调整至10-100 ng/μL用于后

续实验. 
采用江苏默乐公司的试剂盒, 使用荧光定量PCR

法检测H. pylori的克拉霉素及左氧氟沙星耐药突变. 
每管反应体系25 µL, 包括: 缓冲液12.5 µL、引物探针

7.0 µL、混合酶液0.5 µL、DNA模板5 µL. PCR反应条

件为: 42 ℃, 2 min; 95 ℃, 2 min后; 进行95 ℃, 10 s; 58 ℃ 
45 s循环40次. 与克拉霉素耐药相关的23S rRNA基因的

3种常见突变和喹诺酮类抗生素耐药相关的gyrA基因的

6种常见突变如表1所示. 
荧光信号的收集定为FA M (克拉霉素耐药突

变)、HEX/VIC(喹诺酮类抗生素耐药突变)和CY5(内
标), 数据的采集定在58 ℃. 采用A B I7500仪器时, 
将“Quencher”一栏设置为“none”, “pass ive 
reference”一栏选为“none”. 结果判读: 对于具有典型

S扩增曲线, 且Ct值≤35.00, 判定为阳性. 
1.2.4 耐药基因的扩增与测序: 分别针对检H. pylori左
氧氟沙星耐药基因gyrA, 克拉霉素耐药基因23S rRNA
的核酸序列设计用于PCR的引物, 引物序列如下, 由生

工生物(上海)股份有限公司合成. 
H. pylori上游引物1(gyrA) : TGGGGATTGATTCTT

CTATTGAAGA
H. pylori下游引物1(gyrA) : TGCACTAAAGCGT 

CTATGATTTCA
H. pylori上游引物2(23SrRNA ) : GGTAGCGAA 

ATTCCTTGTCGGTTA
H. pylori下游引物2(23SrRNA) : GCTTGTGCCA 

TTACACTCAACTTG

表  1  幽门螺杆菌23S rRNA基因与gyrA基因耐药突变

     23S rRNA基因 gyrA基因

核苷酸变化 突变名称 核苷酸变化 氨基酸变化

AAA>CAA  Asn87Lys
AAT>AAG

天冬酰胺到赖氨酸
AAC>AAA

AAA>GAA
Asn87Ile AAT>ATT 天冬酰胺到异亮氨酸

  Asp91Asn GAT>AAT 天冬氨酸到天冬酰胺

AAA>AGA
 Asp91Tyr GAT>TAT 天冬氨酸到酪氨酸

 Asp91Gly GAT>GGT 天冬氨酸到甘氨酸
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每管PCR反应体系25 µL, 包括: 缓冲液7 µL, 上游

引物0.6 µL, 下游引物0.6 µL, Hs Taq酶0.4 µL, ddH2O 
11.4 µL. gyrA扩增片段大小均约为550 bp, 23S rRNA扩

增片段大小约为410 bp. PCR反应条件为: 95 ℃, 2 min; 
95 ℃, 10 s; 58 ℃ 45 s; 72 ℃ 35 s, 共45个循环. PCR产
物送生工生物工程(上海)股份有限公司. 

测序结果使用C h r o m a s软件进行分析, 并与H. 
pylori野生型基因做对比. 

统计数处理 采用Excel软件记录和整理数据, 并运

用SPSS 20.0统计软件进行数据分析, 选择: 分析-描述

统计-交叉表, 统计量选择κ和McNemar . 

2  结果

2.1 培养及药敏结果 在入组的305例行胃镜检查的

病人胃黏膜标本中, 共培养出127株H. pylori菌株. 培
养阳性率为41.64%(127/305). 在这127个菌株中, 共
有43例对克拉霉素耐药, 57例对左氧氟沙星, 116例
对甲硝唑耐药, 耐药率分别为: 33.86%、44.88%、

91.34%, 双重耐药率为: 34.65%(44/127), 三重耐药率

为18.90%(24/127), 阿莫西林、盐酸四环素、呋喃唑酮

耐药率均为0(0/127). 
2.2 耐药突变 使用荧光定量PCR法检测H. pylori的克

拉霉素及左氧氟沙星耐药突变, 在127株H. pylori菌株

中检测到63例带有23S rRNA基因突变, 72例带有gyrA
基因突变. 
2.3 耐药基因测序 使用PCR法对克拉霉素及左氧氟

沙星耐药突变基因进行扩增, 在127份D N A标本中

23S rRNA基因主要突变为A2143G, 54例, 突变频率

42.5%(54/127), 其次为A2142G基因型3例, A2142C基
因型1例; gyrA基因主要突变为C261A/G, 19例, 突变频

率15.0%(19/127), 其次为G271A基因型12例, T261G基

因型11例. 使用Excel整理数据, 并运用SPSS 20.0统计

软件进行分析, 比较三种耐药检测方法的符合性.  
比较荧光定量PCR法检测克拉霉素耐药突变与药

敏培养法(表2), 符合性参数Kappa为0.27<0.5, 2种方法

一致性低, 灵敏度: 69.8%(30/43); 比较荧光定量PCR法
检测克拉霉素耐药突变与测序法, 符合性参数Kappa
为0.76>0.5, P <0.05, 表明2种方法一致性好, 灵敏度: 
91.4%(53/58). 

比较荧光定量PCR法检测左氧氟沙星耐药突变与

药敏培养法(表3), 符合性参数Kappa为0.21<0.5, 2种方

法一致性低, 灵敏度: 68.4%(39/57); 比较荧光定量PCR
法检测左氧氟沙星耐药突变与测序法, 符合性参数

Kappa为0.64>0.5, P <0.05, 表明2种方法一致性好, 灵敏

度: 94.5%(52/55). 
表4中记录了部分患者H. pylori通过培养法、荧光

定量PCR法和测序法检测耐药性的实验结果, 便于比

较和分析. 

3  讨论 

自1985 年H. pylori首次被成功分离培养以来, 其在自然

人群中的高感染率及在消化道疾患中的重要致病作用

引起了日益广泛的关注. 我国H. pylori的平均感染率已

达到50%以上[11,12]. 作为致病菌, H. pylori能够引起胃黏

膜炎症反应, 在溃疡的形成中起到重要作用[4]. 根除H. 
pylori能够促进消化性溃疡愈合, 还可使约80%的早期

胃MALT淋巴瘤获得缓解[3,13]. H. pylori感染是目前预防

胃癌最重要和可控的因素, 根除H. pylori应该成为预防

胃癌的一级措施[14,15]. 
当前国内的治疗方式主要是经验性治疗, H. pylori

对不同抗菌药物的耐药率具有地域差异[16], 检测当地

H. pylori  菌株对抗生素的耐药率情况, 根据不同抗菌药

表  2  荧光定量PCR法检测克拉霉素耐药与药敏法和测序法的比较

     
荧光定量PCR

药敏培养法 测序法

耐药 敏感 耐药突变 野生型

耐药突变 30 33 53 10

野生型 13 51   5 59

表  3  荧光定量PCR法检测左氧氟沙星耐药与药敏法和测序法的比较

     
荧光定量PCR

药敏培养法 测序法

耐药 敏感 耐药突变 野生型

耐药突变 39 33 52 20

野生型 18 37   3 52
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物的耐药情况指导本地区H. pylori的根除方案, 具有重

要的临床价值. 本实验未发现对阿莫西林、盐酸四环

素、呋喃唑酮抗生素耐药的菌株. 除甲硝唑基本与其

他研究者的报道相符, 克拉霉素、左氧氟沙星耐药率

均高于浙江地区之前的报道[8,17], 当前H. pylori对多种

抗生素耐药性增高的现状需要引起我们的关注. 
目前, 国内外常用的根除H. pylori治疗方案包括: 

三联法和铋剂四联法. 三联法包括: 克拉霉素、左氧氟

沙星、甲硝唑, 随着近几年H. pylori对三联法中抗生素

的耐药率(包括多重耐药率)上升, 三联法根除率下降, 
2017-06中华医学会消化病学分会发布的共识推荐使

用经典铋剂四联方案(PPI+铋剂+2种抗生素), 推荐7种
方案[4], 见表5中方案1-7.  

然而实际应用中, 由于部分抗生素的特殊性, 四环

素和呋喃唑酮在国内难以广泛获得, 副反应风险相对

较大, 甲硝唑耐药率持续较高且在2017-10被WHO列

为2B类致癌物, 实际工作中, 仅有方案1和方案2在临

床上认可度较高. 特别是当病人对青霉素过敏时, 阿莫

西林不能被使用[18], 治疗方案更加受限, 方案8的抗生

素组合使用较多[4,19]. 
整体上来说, 阿莫西林、克拉霉素、左氧氟沙

星这3种抗生素是在H. pylori根除治疗中使用最多的

药物[20]. 在各地的分析报告中, 阿莫西林耐药率较低

(0%-5%), 克拉霉素和左氧氟沙星耐药率(包括多重耐

药率)已经很高[21]. 因此临床在使用这些药物前, 需要

对病人体内H. pylori耐药情况做相应的评估和分析, 精
准地进行个体化治疗, 对于提高病人H. pylori初次治疗

根除率, 减少不必要的药物费用和不良反应, 具有重要

意义. 
H. pylori对克拉霉素和左氧氟沙星产生耐药性的

原因[22-24]: 克拉霉素进入细菌细胞后, 结合在核糖体

23S rRNA的V区多肽转移环上, 抑制多肽转移酶的移

位, 阻止肽链的延长, 从而抑制细菌蛋白质的合成, 达
到杀菌目的. 当H. pylori细菌23S rRNA的V区碱基序

列发生突变造成空间构象改变, 克拉霉素不能与核糖

体V区结构域紧密结合, 细菌蛋白质的合成不受抑制, 
从而产生耐药. 左氧氟沙星通过与细菌的DNA螺旋酶

结合阻碍细菌复制, 当DNA螺旋酶的亚单位gyrA 氨基

酸序列改变造成空间构象改变后, 左氧氟沙星不能与

     

表  4  部分患者幽门螺杆菌耐药检测结果

病人编号
克拉霉素 左氧氟沙星

培养 PCR法 测序法 培养 PCR法 测序法

1 <1敏感 26.76 A2143G ≥2耐药 24.69 C261A

2 <1敏感 无扩增 野生型 <2敏感 23.95 C261A

3 ≥1耐药 21.53 A2143G ≥2耐药 27.92 C261A

4 ≥1耐药 23.30 A2143G ≥2耐药 25.41 G271T

5 <1敏感 21.33 A2143G <2敏感 38.79 野生型

6 ≥1耐药 25.73 A2143G ≥2耐药 28.78 C261A

7 ≥1耐药 22.08 A2143G ≥2耐药 21.91 T261G

8 <1敏感 24.03 A2143G ≥2耐药 28.73 A272G

9 ≥1耐药 21.41 A2143G <2敏感 36.00 野生型

10 <1敏感 无扩增 野生型 <1敏感 无扩增 野生型

11 <1敏感 25.06 A2143G ≥2耐药 29.44 G271A

12 ≥1耐药 30.97 A2143G <1敏感 无扩增 野生型

13 <1敏感 26.55 双峰A2143G <2敏感 无扩增 野生型

14 ≥1耐药 24.28 A2142G ≥2耐药 29.24 A272G

15 ≥1耐药 21.50 A2143G ≥2耐药 19.96 T261G

PCR法中数字为扩增曲线Ct值, PCR试剂盒中有针对H. pylori的16S rRNA设计的引物探针, 检测标本是否感染H. pylori , 表格中标本H. pylori均为阳性, 

故无扩增结果表示: 感染的H. pylori无耐药突变. 

表  5  含铋剂幽门螺杆菌根除四联方案中抗生素组合

     方案 抗生素1 抗生素2

1 阿莫西林 克拉霉素

2 阿莫西林 左氧氟沙星

3 阿莫西林 呋喃唑酮

4 四环素 甲硝唑

5 四环素 呋喃唑酮

6 阿莫西林 甲硝唑

7 阿莫西林 四环素

8 克拉霉素 左氧氟沙星
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DNA螺旋酶紧密结合, 细菌复制不受抗生素限制, 产
生耐药性. 再加上克拉霉素和左氧氟沙星的副作用较

小, 抗菌谱较广, 在临床上广泛地应用于控制呼吸系统

及泌尿系统感染, 加之早期国内存在抗生素滥用和不

规范治疗等因素, 使得病人在进行H. pylori根除治疗前

可能已经使用过这些抗生素, 天然性耐药和获得性耐

药使得现如今病人体内的H. pylori对抗生素耐药性大

大增高. 
本实验通过荧光定量PCR法和测序法对临床分离

的H. pylori菌株做了耐药性和耐药突变位点的检测, 并
与传统的药物敏感实验检测耐药的结果相比较, 探寻

不同耐药性检测方法之间的符合率, 用以评估三种耐

药性检测方法的灵敏度和准确性. 通过本实验可以看

出, 对于克拉霉素和左氧氟沙星耐药性检测, 使用荧光

定量PCR的方法与药敏培养法相比较, 一致性不够理

想, 灵敏度约70%, 以现有的数据分析结果看来, 本次

实验中使用的荧光定量PCR试剂盒相比国外某品牌试

剂盒在灵敏度和一致性方面尚有差距[25], 尚需要进行

优化, 筛选更好的探针和引物序列, 优化反应条件, 提
高反应试剂的灵敏度的和特异性, 增强荧光定量PCR
检测耐药突变与临床H. pylori菌株药敏培养的一致性. 
值得一提的是, 对于该2种抗生素耐药突变检测, 使用

荧光定量PCR的方法与测序法相比较具有很高的一致

性和灵敏度. 这两种方法均依托于DNA的扩增, 但测

序法需要在DNA扩增后将产物送检测序公司, 得到检

测结果用时长, 检测结果需用软件分析比对, 对检测含

有野生型和突变型的混合菌株敏感性低, 准确性低[26]; 
荧光定量PCR检测耐药突变用时少, 数据直观, 更适宜

在临床推广和使用[27]. 
目前临床判断H. pylori耐药情况主要通过药敏法, 

药敏培养H. pylori诊断感染特异性高, 但培养操作步

骤繁琐, 敏感性偏低, 药敏培养法不推荐单纯用于H. 
pylori感染的常规诊断[25,28]. 随着分子生物学技术的发

展, 用荧光定量PCR法检测H. pylori耐药基因突变已经

成为当今时代临床用以预测耐药的大方向, 具有很高

的临床实用价值和科研意义[29]. 

文章亮点

实验背景

在我国, 幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, H. pylori )的平

均感染率高达50%以上. H. pylori能够引起胃黏膜炎症

反应, 促进溃疡的形成. 根除H. pylori能够促进消化性溃

疡愈合, 使约80%的早期胃MALT淋巴瘤获得缓解, 同时

能预防胃癌发生. 当前国内的治疗方式主要是经验性治

疗, H. pylori对不同抗菌药物的耐药率具有地域差异, 检
测当地H. pylori菌株的抗生素的耐药情况, 对于指导本

地区H. pylori的根除方案, 具有重要的临床价值. 

实验动机

分析浙江地区H. pylori对常用抗生素的耐药率, 包括阿

莫西林、盐酸四环素、呋喃唑酮、克拉霉素、左氧氟

沙星、甲硝唑, 对于本地区治疗中选择敏感的抗生素

和最佳根除方案提供指导, 有助于提高治疗H. pylori的
根除率. 同时, 研究荧光定量PCR法与药敏法和测序法

在检测H. pylori耐药性中的一致性和灵敏度, 分析荧光

定量PCR法检测H. pylori耐药性的优点及可行性, 推行

个体化治疗用药, 有助于提高H. pylori的首次根除率, 
减少抗生素使用时间和花费, 防止长期服用抗生素引

起肠道微生物失衡. 

实验目标

本实验旨在研究浙江地区H. pylor i对常用抗生素的

耐药现状, 发现当今经验性治疗下H. pylori对抗生素

耐药率较高的情况, 揭示基于耐药检测的H. pylori根
除治疗具有必要性. 同时探讨荧光定量P C R法在检

测H. pylori耐药性中可行性, 未来应在现有荧光定量

PCR检测体系上做出改进和优化, 依靠与其他分子生

物学方法相结合、探针和引物筛选、反应条件优化, 
提高对H. pylori耐药检测的灵敏度和准确性, 才能更好

地在临床推广和使用. 

实验方法

在国内研究中, 同时使用三种方法检测H. pylori耐药

性尚且不多, 本实验通过培养法、荧光定量PCR法及

测序法检测H. pylor i耐药性并利用一致性统计研究

方法比较三种耐药检测方法的一致性. 本研究选择

2017-06/2017-09进行胃镜检查的305例患者, 取胃黏膜

组织进行H. pylori菌株分离鉴定, 对分离的127个菌株进

行6种抗生素的药敏实验, 提取菌株的DNA, 以荧光定

量PCR法和测序法对克拉霉素耐药相关基因23S rRNA
和左氧氟沙星耐药相关基因gyrA进行扩增和测序. 

实验结果

本实验分离的浙江地区H. pylori菌株中尚无阿莫西林、

盐酸四环素、呋喃唑酮耐药菌株; 克拉霉素、左氧氟沙

星、甲硝唑耐药率分别为33.86%、44.88%、91.34%、

三重耐药率为18.90%; 克拉霉素和左氧氟沙星相关的主

要耐药基因及其突变位点分别为23S rRNA(A2143G)、
gyrA(C261A/G). 针对铋剂四联法中抗生素在国内应用

的情况进行分析, 阿莫西林、克拉霉素、左氧氟沙星是

 文章亮点
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H. pylori根除治疗中使用最多的药物, 且H. pylori对克拉

霉素、左氧氟沙星的耐药性较高, 因此临床在使用这些

药物前, 需要根据H. pylori耐药情况. H. pylori耐药性检

测方法包括药敏培养法、测序法和荧光定量PCR法. 不
同耐药检测方法的一致性比较: 荧光定量PCR法与测序

法检测耐药突变一致性较高, 灵敏度均大于90%, 与药

敏培养法一致性相对较差, 灵敏度分别为69.8%(克拉霉

素)和68.4%(左氧氟沙星). 

实验结论

本研究未发现对阿莫西林、盐酸四环素、呋喃唑酮

抗生素耐药的菌株. 除甲硝唑基本与其他研究者的报

道相符, 克拉霉素、左氧氟沙星耐药率均较高, 在临

床应用这些抗生素需结合耐药性, 选择敏感的抗生素

个体化地用药, 提高根除效率. 三种耐药检测方法: 荧
光定量PCR法与传统的药敏培养法检测耐药相比灵

敏度为70%, 荧光定量PCR法与测序法相比较具有很

高的一致性和灵敏度, 但荧光定量PCR法比测序法操

作更加省时、直观、分析结果方便, 更适宜在临床推

广和使用. 

展望前景

荧光定量PCR体系包括: 引物、探针、模板DNA、底

物、高品质的扩增酶及合适的反应条件, 本次实验中

使用的荧光定量PCR试剂盒相比国外某品牌试剂盒在

灵敏度和一致性方面尚有差距, 尚需要进行优化, 筛选

更好的探针和引物序列, 优化反应条件, 提高反应试剂

的灵敏度的和特异性, 增强荧光定量PCR检测H. pylori
菌株耐药突变的能力. 
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