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Abstract
AIM: To investigate the resistance mechanism of Hp to
clarithromycin.

METHODS: With E-test method, we examined the minimal
inhibitory concentration (MIC) to clarithromycin of 35 Hp
clinical isolates. Resistance strains were defined when MIC
8 mg/L. Extract the DNA from the bacteria with the  phenol-
chloroform extraction method. Then amplify the fragments
from 2 047 to 2 347 of 23 S rRNA gene. Gene sequence of
the PCR products was analyzed to observe the mutation in
the resistant Hp strains.

RESULTS: Compared with susceptible strains, No13 strain
contained one point mutation (T2289C), No17 had two point
mutations (G2224A, T2289C) and No22 strain had 3 point
mutations (G2224A,C2245T,T2289C).The MICs of the 3
resistant Hp isolates were as follows: No13 of 8.0 mg/L,
No17 of 64 mg/L, No22 of >256 mg/L. With increase of
the resistance of Hp strains, the number of point mutations
increased.

CONCLUSION: The point-mutations at 23 S rRNA gene re-
sponsible for Hp resistance to clarithromycin have not been
reported in literature either at home or abroad, demon-
strating that different mechanism of Hp resistance to

clarithromycin exists in different regions.
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摘要

目的: 探讨幽门螺杆菌(Helicobacter pylori Hp)对克拉霉

素耐药的分子基础.

方法: 采用E-test方法对35例Hp 的临床分离株进行克拉

霉素的MIC (minimal inhibitory concentration)检测 大于

或等于8 mg/L为耐药株. 按酚-氯仿方法提取Hp的DNA

PCR方法扩增23S rRNA基因中2 047-2 347之间的片段

对PCR产物进行序列分析 观察耐药株的基因突变情况.

结果: 与敏感菌(No33)序列比较 No13 存在 1个突变位

点 即2 289位点T变成了C (T2289C) No17存在2个

突变位点 即G2224A T2289C No22存在3个突变位点

即G2224A C2245T及T2289C. 三株耐药Hp菌株的MIC

值分别是: No13为 8.0 mg/L No17为 64 mg/L No22为

大于256mg/L. 随着耐药性的提高(表现在MIC值的升高)

高耐药性菌株的突变位点多于低耐药性菌株的突变位点.

结论: 与耐药有关的3个突变位点 G2224A C2245T及

T2289C 国内外未见报道 反映了Hp耐药的地区差异.
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0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori Hp)是许多消化系疾病

包括胃癌的主要致病因子[1-10] 抗Hp的治疗也成为消

化性溃疡治疗学方面的一个重要突破. 由于Hp主要定

植在胃黏液层下胃小凹表面 根除治疗相对困难 克拉

霉素被认为是杀Hp效果最好的抗生素[11]. Hp耐药是治

疗失败的主要原因[12-14] 国外报道克拉霉素耐药是由

于Hp的23S rRNA基因中2 143 2 144 位点上A到G

的突变引起[15-18] 而国内关于该方面的报道极少[19, 20].

我们在前述实验基础上[21] 利用E-test 方法筛选出克

拉霉素耐药Hp菌株 探讨了其耐药的分子基础如下:

1   材料和方法

1.1 材料  Hp菌株来源: 利用E-test 方法对35例Hp的
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临床分离株进行克拉霉素的MIC (minimal inhibitory

concentration)值测定 大于或等于8 mg/L为耐药株 共

3株 No13 (MIC为 8 mg/L) No17 (MIC为 64 mg/L)及

No22(MIC为大于或等于256 mg/L) 1例敏感株 No33

(MIC为0.125 mg/L); 引物(23S rRNA基因2 047-2 347之

间 由上海生工生物工程技术服务有限公司); dNTP

100 bp DNA Ladder Marker (宝生物工程大连有限公司);

PCR 扩增仪(biometra germany);  测序仪器为ABI

PRISM 377-96; 测序试剂为BigDye terminator v2.0

1.2 方法  按酚-氯仿方法提取Hp DNA. PCR扩增上游引

物: 5 -CTGCATGAATGGCGTAACGAG-3 (2 047-2 067);

下游引物: 5 -GAGCGACCGCCCCAGTCAAAC-3 (2 347-

2 327); PCR循环体系共20 µL 其中包括: dd H2O 13.3 µL;
10xPCR buffer 2.5 µL; dNTPs (2.5 mmol/L) 2.0 µL; Taq 酶
(5 KU/L) 0.2 µL; 引物(1 5x)1.5 µL; DNA sample 0.5 µL;
循环条件: 94.0  4 min 94.0  40 s 61.5  1 min

72.0  1 mins 72.0  7 min 共 32个循环; 聚丙烯

酰胺凝胶电泳 观察PCR产物纯度; 观察扩增产物电泳

图 确定反应体系中PCR产物单一而含量高时 按上

述条件扩增50 µL PCR产物 由上海生工生物技术有
限服务公司 进行PCR产物序列测定.

2   结果

PCR产物为301 bp 的 DNA片断 反应体系中只含有

单一的目的片断 无污染 无杂带(图1). No33为克拉霉

素敏感Hp菌株 No.13 17 22 均为克拉霉素耐药

Hp菌株. 从测序图谱中可以发现: 与敏感菌(No.33)序列

比较 No.13共测出279个碱基 其中存在1个突变位

点 即2 289位点T变成了C(T2289C) No.17共测出278

个碱基 其中存在2个突变位点 即G2224A T2289C

No.22共测出278个碱基 其中存在3个突变位点 即

G2224A C2245T及T2289C. 三株耐药Hp菌株的MIC值

分别是: No.13为8.0 mg/L No.17为64 mg/L No.22为大

于256 mg/L. 随着耐药性的提高(表现在MIC值的升高)

我们发现高耐药性菌株的突变位点多于低耐药性菌株

的突变位点(图2).

图1  301 bp PCR产物的电泳.

3   讨论

Hp对克拉霉素耐药的现象不断出现 从而导致了三联

根治方案的失败. 根据大肠杆菌对克拉霉素的耐药机制

Stone et al [15]首先发现并报告了Hp对克拉霉素耐药的分

子基础是23S rRNA基因中2 143 2 144 位点上A到

G的突变 在随后的研究[22-25]中也发现了其他位点上的

一些突变导致耐药 比如: A2142C A2143C A2143T

A2115G G2141A. Hp的遗传学特征存在明显的地域差

别[26, 27] Hp耐药株的遗传学特征也存在着明显的地域

差别[28]. 关于中国人感染的克拉霉素耐药Hp菌株的分子

基础 研究报道的极少 史彤 et al [19]曾利用PCR-RFLP

方法分析了上海地区克拉霉素耐药 Hp菌株的遗传特

征 该研究只是根据23S rRNA基因中2 143 2 144位

点上A到G突变后 可以产生新的酶切位点 而推断耐

药株可能存在该位点的突变 而未进行直接的目的基因

的序列分析 故也不能发现除上述2个位点之外的突

变 因而该研究具有一定的局限性. 我们通过E-test方

法筛选出3株不同程度的 Hp耐药株 其MIC 值分别

为: No.13 8 mg/L No.17 64 mg/L No.22 >256 mg/L 和1

例敏感株 No.33 其MIC值为0.125 mg/L. 我们发现

与敏感株相比 3 株耐药株均存在点突变 且不同耐

药程度的 Hp菌株 突变位点的数目也不相同 低度

耐药的13号Hp菌株只存在T2289C的突变 中度耐药

的17号Hp菌株存在2处突变 即G2224A 和 T2289C

而高度耐药的22号Hp菌株发生了3处突变: 即G2224A

C2245T和T2289C 随耐药性的增加 突变的位点数目

也增加. 由上述结果还可以看出 耐药突变局限于2 219-

2 289 之间 共70个碱基对之中 其中T2289C 的突

No.33 (敏感株)PCR产物序列: ..AGTA G GGGCTTTGGCTCTTATGGAG C CATCCTTGAGATACCACCCTTGATGTTTCTGTTAGCTAACTGG T CTGTGTTATC ...

                                 

No.13(低耐药)PCR产物序列: ..AGTA G GGGCTTTGGCTCTTATGGAG C CATCCTTGAGATACCACCCTTGATGTTTCTGTTAGCTAACTGG C CTGTGTTATC...

                                                           

No.17(中耐药)PCR产物序列: ..AGTA A GGGCTTTGGCTCTTATGGAG C CATCCTTGAGATACCACCCTTGATGTTTCTGTTAGCTAACTGG C CTGTGTTATC...

                                                           

No.22(高耐药)PCR产物序列: ..AGTA A GGGCTTTGGCTCTTATGGAG T CATCCTTGAGATACCACCCTTGATGTTTCTGTTAGCTAACTGG C CTGTGTTATC...

                                                           

  2 224             2 245        2 289

图 2  克拉霉素耐药Hp菌株23S rRNA基因突变情况.

 No.    13       17       22     33

300 bp
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变存在于3例Hp耐药株中 而C2245T只存在于高耐

药的No.22号Hp菌株中 G2224A存在于中 高度耐

药株中. 这个现象在国内外的研究中均未见报道 而国

外常报道的A2143G和A2144G的突变也未能在本研究

中出现 这一点也证实了Hp耐药机制的地域差异. 国

内关于这方面的研究还需进一步深入进行 以期建立

中国人感染的克拉霉素耐药Hp菌株的遗传学资料.

        克拉霉素杀菌机制[29]在于 他可以与23S rRNA肽

链转移酶结合 从而抑制菌体蛋白质的合成 起到杀菌

作用 当该基因发生突变时 其编码的氨基酸发生改

变 肽链转移酶环状结构的局部发生破坏 克拉霉素与

核糖体的结合即减弱 失去了作用位点 不能发挥抗菌

作用 临床上即出现了克拉霉素耐药现象. 自然界中

生物的遗传物质存在着自然突变率 但是非常低 大约

在10-6-10-8 Hp耐药突变的产生目前倾向于认为是抗

生素选择性压力的结果[30] 即由于克拉霉素的大量广

泛应用 杀死了敏感菌 而留下了自然突变产生的耐药

株进一步繁殖 形成主要致病菌 但大环内酯类药物能

否诱发这种耐药突变 目前还未见有关报道.
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