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Abstract
AIM: To investigate the mechanism of H pylori 
resistance to clarithromycin in different concen-
trations, and to look for a novel gene associated 
with clarithromycin resistance.

METHODS: H pylori 26695 were used as the pri-
mary strain. Antibiotic selection pressure test, 
mutation by transponson (Tn5) containing chlo-
romycetin marker and E-test were performed for 
the analysis of H pylori resistance to clarithromy-
cin in different concentrations.

RESULTS: After 12 generations, the 0.5 mg/L 
clarithromycin resistance strains remained resis-
tant after the storage in -80℃ for 30 d. Clarithro-
mycin-restant H pylori which had been inserted 
by transponson showed a band of 700 bp. After 

culturing for 98-168 h, the resistant H pylori from 
clarithromycin selection pressure test showed an 
elliptic inhibition ring. On the other hand, clar-
ithromycin-resistant H pylori inserted by trans-
ponson showed no inhibition ring. After sequen-
cing, the gene at the insertion site was homog-
enous with H pylori1469, which coded Omp31.

CONCLUSION: The resistant H pylori from 
lower concentrations of clarithromycin can be 
changed into higher concentration resistance 
strain through transponson insertion, indicating 
that the mechanism of H pylori resistance to clar-
ithromycin may be associated with Omp31 apart 
from 23S rRNA mutation.
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摘要
目的: 分析不同克拉霉素浓度下H pylori菌株
耐药的发生机制, 以期发现新的耐药基因. 

方法: 以H pylori  26695株为初发菌株, 经抗生
素压力筛选、转座子Tn5插入失活、E -test检
测等实验方法探讨H pylori对克拉霉素的耐药
机制. 

结果: 经12次传代, 在0.5 mg/L克拉霉素浓度
下培养出的耐药株经-80℃冻存30 d复苏, 仍
为抗性菌株; 克拉霉素抗性的转座插入株于
700 bp左右出现条带; 经96-168 h培养, 单纯
经抗生素选择压力筛选的低浓度耐药株E -test
出现椭圆形抑菌环, 而经Tn5插入的克拉霉素
抗性菌株无抑菌环出现. 对插入位点基因的
测序发现该片段与H pylori 26695菌株中“H 
pylori 1469”完全同源, 为编码Omp31的基因.

结论: H pylori 对克拉霉素的低浓度耐药, 经
转座后可转化为高浓度耐药, 其耐药性的发生
与23S rRNA点突变以外的Omp31基因有关.

®

■背景资料
H py lo r i 是慢性
活动性胃炎、消
化性溃疡及胃黏
膜相关性淋巴样
组织淋巴瘤的病
因, 是胃癌发生的
危 险 因 子 ,  根 除
H pylori 可治疗慢
性胃炎、消化性
溃疡. 由于耐药性
H pylori 的感染率
不 断 升 高 ,  致 使
H pylori 根除率不
甚理想. 在标准的
三联或四联疗法
中, 克拉霉素是一
线抗生素. 近年来
H pylori 对克拉霉
素的耐药率国内
外均呈上升趋势. 
目前对克拉霉素
耐药机制的研究
主 要 集 中 在 对H 
pylori  23S rRNA 
基因的分析, 其他
基因与克拉霉素
耐药的关系在国
内外未见报道.
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0  引言

自1982年Warren和Marshall从慢性胃炎患者体内

分离出幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )
后, H pylori一直备受世界各地学者们的关注[1]. H 
pylori是慢性活动性胃炎、消化性溃疡及胃黏膜

相关性淋巴样组织(mucosa-associated lymphoid 
tissue, MALT)淋巴瘤的病因, 是胃癌发生的危

险因子, 1994年WHO已将其列为胃癌的Ⅰ类致

癌因子, 也是迄今第一个明确作为肿瘤病因的

细菌. 随着对H pylori的深入研究, 发现H pylori
与胃肠外疾病也有关[2]. 我国H pylori感染率为

50%-60%, 全国肿瘤防治中心统计, 近年来胃癌

发病率位居20余种肿瘤的第1位, 根除H pylori
可治疗慢性胃炎、消化性溃疡, 可以使消化性

溃疡的年复发率从80%降低至4%[3]. 抗H pylori
感染通常采用多药联合治疗, 包括抗生素、质

子泵抑制剂(proton pump inhibitor, PPI)和/或铋

剂. H pylori于体外对大多数常见抗生素敏感, 所
以从理论上说只要服用足够剂量和疗程的敏感

抗生素, H pylori是很容易被根除的, 但耐药性

H pylori的感染率不断升高, 成为根除失败的主

要原因之一. 克拉霉素(clarithromycin, CLA)是
新一代的大环内酯类抗生素, 作为目前根除H 
pylori治疗方案中的一线药物, 其通过与细菌核

糖体紧密结合, 作用于23S rRNA V区的多肽转

移酶环, 抑制多肽转移活性, 影响核糖体的移位

过程, 阻止肽链延长, 从而抑制细菌蛋白质的合

成, 达到杀菌目的[4]. 但是近年来H pylori对CLA
的耐药率国内外均呈上升趋势. 目前对克拉霉

素耐药机制的研究主要集中在对H pylori  23S 
rRNA基因的分析[5], 其他基因与克拉霉素耐药

的关系在国内外未见报道, 但研究中发现许多

H pylori耐药菌株的23S rRNA并未发生突变. 我
们拟通过抗生素选择压力、转座子插入失活、

E -test检测等方法分析不同CLA浓度下筛选的耐

药H pylori菌株的发生机制, 以期进一步发现新

的克拉霉素耐药基因. 

1  材料和方法

1.1 材料 H pylori 26695原始株, 经抗生素选择

压力筛选的低浓度(0.5 mg/L克拉霉素)耐药株

C3、C4, 来自中国疾病预防控制中心传染病预

防控制所诊断室H pylori菌种保存库. 克拉霉素

原药, 购自中国药品及生物制品检定所. 克拉

霉素E -test试条, 购自广东倍肯公司. pMOD-2-
<camB>质粒, 张建中研究员自美国华盛顿大学

医学院分子生物学系实验室构建并带回, 由中

国疾病预防控制中心传染病预防控制所传染病

诊断室保存并提供. Labconco生物安全柜、混

合气体培养箱、Eagle Eye Ⅱ型凝胶成像系统、

EquiBio电击转化仪、PCR扩增仪、光学显微镜.
1.2 方法 将pMOD-2-<camB> 5 μL, 10×mol/L 
buffer 2 μL, pvuⅡ(15 MU/L)1 μL, 灭菌TE(pH 
7.5)12 μL依次加入到0.5 mL的灭菌Eppendorf
管中, 混匀, 封口, 37℃水浴4 h酶切. 酶切产物纯

化按照Qiagen纯化试剂盒说明书操作. 将酶切纯

化后的Tn5-<camB> 2.5 μL, EZ∷TN transpoase 
5 μL, 灭菌1000 mL/L glycerol 2.5 μL依次加

入到0.5 mL的灭菌Eppendorf管中, 混匀, 封口, 
37℃水浴0.5 h. 取2 mm电击杯在750 mL/L的
乙醇液中浸泡2 h, 取出后在生物安全柜中将乙

醇完全挥发, 同时用紫外线照射, 盖紧塞后, 置
于-20℃冰箱预冷1 h; 在生物安全柜中取1 μL 
transposome加入到预处理的H pylori  26695菌
悬液中, 用枪吹打均匀, 迅速转移至预冷的电击

杯中, 放置在电转化仪上进行电转化. 条件: A1 
V: 2500 C: 25; R: 201  T: 5; 延迟时间10 s. A2 V: 
120 C: 150; R: 99 T: 14.8. 电击转化后的菌液均

匀涂布于普通哥伦比亚血平皿, 在混合气体培养

箱内培养复苏24 h, 然后将菌苔全部刮下悬菌于

200 μL的灭菌脑心浸液保存管内, 并重新涂布

于氯霉素抗性哥伦比亚血平皿, 培养72 h, 再均

匀涂布于CLA平皿, 经16, 10, 8, 3, 2, 1, 0.5 mg/
L, 7个浓度梯度平皿掺入压力选择. 将挑取的单

克隆分别进行过氧化氢酶, 氧化还原酶, 尿素酶

鉴定. 选择经转座子插入的耐药单克隆d1、d2、
d3及单纯经抗生素选择压力筛选的低浓度耐药

株C3、C4进行E -test: 用棉拭子蘸取菌液(菌液

浓度为1011 CFU/L)均匀涂布于整个培养基表面, 
置干; 镊取克拉霉素试条的E端, 将试条放在已

经接种待测H pylori的琼脂表面, 试条标有MIC
刻度面向上, 浓度最大端靠近平皿边缘, 37℃微

需氧培养72-96 h, 在椭圆抑菌环与试条交界处

读取MIC值, 以原始26695 H pylori菌株为对照.

2  结果

经36 d 12次传代, 在0.5 mg/L CLA浓度下选择

■创新盘点
本文就H pylori 对
克拉霉素的耐药
机制进行了研究, 
并初步筛选出一
个新的耐药相关
基因.
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出5株耐药菌, 命名为d1-d5, 置-80℃冻存30 d后
复苏, d1-d3在无抗性平皿连续传代3次转到含

CLA 0.5 mg/L平皿, 生长良好, 加大CLA浓度到

1, 2, 3 mg/L, 终浓度为3 mg/L. d1-d5过氧化氢

酶实验: 迅速产生大量气泡; 氧化还原酶实验: 
菌体变成黑色; 尿素酶实验: 指示剂玫瑰红色. 
克拉霉素抗性的转座插入株的检测: d1, d2, d3
于700 bp左右出现条带(图1).

经北京博亚公司测序, 结果如下:
AGCCTTCaAGCcTTCAAAACAAGCctGCCCG-
TAgtGcAAgACCGGCgAGCCTTCgcTgAg
TTGtAACAtGTTTTCgCtCACCAATCCgCcTT-
GCgACCAAgAGCCGTTTTTATAAgtGGC
GATgAAgCGAAAATCCGTTTTAAtGTAGCTA-
AAGCCTAAATTTTTCCAGTCtAAaTTTTC
TAAATTTGCCATTTTCACaCCTTTAAAtG-
GATAGTTTCAGGCGTGATTGTaTCTAAAAAG
GGGTtAAAAAtCCCtCAAGtAACtGATTT-
GAAACGCAtAAActCTACgCAcaTCAgCCtG
TAAGGtGtAtCCcTTTTCgTTGGTAAgAgAgA-
AAAgcTGGtGtGtGAtCGtAGGCacTTT
AatCCCTAaTTCtAGGCtATtGtGTTTAGC-
GAtAtGGGtGCGgACCCCAAAcTTCCATAA
AAACtGGAAATtGGCCGGGCtATAACtG-
GAATTGCtGtGGtGTTTTGCAtAAtGAGCGAT
T T C T T TA C t G A t G C T C G T T G C C C A A C-
TATCCCCCGCTAATtGgATCCCCACCA-
CAAAACC
AAAAACCAtGTTTTCTTTATTCACAAAATTC-
CACAGCGtATCTAACCCCACGCCATAAGT
GAATAAATTGACATAgTATTGCCCCTGATAG-
GCTGtCTCTTATACACATCTcAACCCTGA
AGCTCTtGTtGGCTAGtGgcGTAgtcC

将测序结果在ht tp://www.ncbi.n lm.gov/
BLAST/中比对分析, 发现该片段与H pylor i  
26695菌株中“H pylori 1469”完全同源, 该基

因在H pylori 26695中编码outer membrane pro-
tein (omp31). 

经96 h培养后单纯经抗生素选择压力筛选

的低浓度耐药株C3于6 mg/L可见椭圆形抑菌

环, 而d1, d2, d3, C4无抑菌现象出现, 平皿中有

菌落发育, 继续培养72 h, C4于8 mg/L也出现椭

圆形抑菌环, d1, d2, d3仍无抑菌现象, 平皿中细

菌生长良好, 包括试条周围区域.

3  讨论

克拉霉素是目前根除H pylori治疗方案中的一

线药物, 其通过与细菌核糖体紧密结合, 作用于

23S rRNA V区的多肽转移酶环, 抑制多肽转移

活性, 影响核糖体的移位过程, 阻止肽链延长, 
从而抑制细菌蛋白质的合成, 达到杀菌目的. 但
是近年来H pylori对CLA的耐药率国内外均呈

上升趋势. 目前对于克拉霉素耐药机制的研究

主要集中在H pylori  23S rRNA基因, 已报道在

23S rRNA的V区至少存在5种不同的点突变与

CLA的耐药有关, 即: A2115G, G2141A, A2142G, 
A2142C和A2143G[6], 除此以外基因所致者国内

外未见报道. Shen et al [7]以实验室诱导的耐药

菌株为研究对象, 采用变性高效液相色谱(DH 
PYLORILC)和测序技术, 观察基因突变与耐药

性形成的关系, 结果提示, 在实验室诱导CLR耐
药过程中, 首先形成的低水平耐药性涉及23S 
rRNA点突变以外的其他基因的改变, 然后产生

23S rRNA的A2143G突变, 进而导致更高水平的

耐药性的形成. 我们通过回复稳定性实验研究

发现所筛选到的耐药克隆为稳定的基因型耐药, 
可传给子代菌, 即使在失去抗性压力的条件下

仍然可以将耐药基因型稳定传代保留. 
E -test是目前用于检测H pylori对抗生素敏

感性的常用方法之一, 当试条放在一个已接种

了一定菌量H pylori的琼脂平皿后, 抗生素迅速

释放入琼脂中, 在试条下方形成一个抗生素浓

度的连续梯度, 经孵育后即可见到一个以试条

为中心的、对称的椭圆抑菌环, 其边缘与试条

交界处的刻度即为MIC值[8-9]. 我们前期工作, 即
经过抗生素选择压力实验筛选出的耐克拉霉素

单克隆E -test结果显示, 分别在其对应浓度范围

(6 mg/L, 8 mg/L)内出现椭圆形抑菌环. 转座子

Tn5长期以来被广泛应用于发现新基因、分析

基因功能和构建突变体库[10-12]. 近年, 通过对转

座酶的结构、DDE模体等的研究, Tn5转座机制、

转座频率调控等才得到了较深刻的认识[13-16]. 在
Mg2+存在的条件下, 两个转座酶分子末端和活

性中心的氨基酸残基分别结合到Tn5末端, 形成

■应用要点
近年来, 对H pylori
的耐药机制尽管
进行了广泛深入
研 究 ,  但 关 于 其
对克拉霉素的耐
药 机 制 ,  除 2 3 S 
r R N A 外 未 见 报
道. 本课题初步筛
选出一个新的耐
药相关基因, 对于
今 后 临 床 提 高H 
pylori 根除率具有
重要意义.

图  1  克拉霉素抗性的转座插入株的检测. M: Marker; 1: d1;   

2: d2; 3: d3; 4: 阴性对照; 5: 阳性对照.

M     1      2     3     4      5
1500 bp

700 bp
500 bp
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发夹结构的复合体, 具有切割DNA的活性. Tn5
攻击靶序列, 其插入位点形成9 bp的黏性末端, 
转座子插入到靶序列之中. 在DNA聚合酶的作

用下补平缺口, 转座子的两端形成9 bp的正向

重复序列, 完成转座插入. 我们以EZ∷TN系列

转座产品为主要工具, 利用其如下特点: (1)可以

随机插入到目的基因, 插入后稳定不会丢失; (2)
带有氯霉素标签, 易于筛选; (3)序列已知, 带有

测序引物. 通过插入失活和筛选, 以及耐药实验

检测发现, H pylori对克拉霉素的低浓度耐药, 经
转座后可转化为高浓度耐药, 推测与23S rRNA
点突变以外的其他基因的改变有关. 我们将测

序结果在http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/中
比对分析, 发现该片段与H pylori  26695菌株中

“H pylori 1469”完全同源, 该基因在H pylori 
26695中编码outer membrane protein (omp31), 为
一新发现的与克拉霉素耐药相关基因; 该基因

功能的发现和进一步的研究, 对认识H pylori的
耐药机制[17-20]、指导临床有效的根除H pylori、
控制人群中H pylori对克拉霉素的原发耐药和继

发耐药的发生率都具有重要意义. 
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■同行评价
H pylori 相关的基
础与临床研究一
直是消化系疾病
研究的热点之一. 
H pylori 的耐药性
是临床上急需解
决的难题, 深入研
究其耐药机制的
产生、形成尤为
重 要 .  本 研 究 对
H pylori 的耐药机
制进行了研究, 并
初步筛选出一个
新的耐药相关基
因, 该研究具有一
定的开创性, 选题
准确, 实验设计合
理, 结果可靠, 具
有一定的理论和
临床指导意义.


