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Abstract
AIM: To explore the relationship between fungal 
evolution and the severity of gastric mucosal 
lesions by analyzing the genetic diversity of 
fungi in gastric mucosa of patients with different 
gastric diseases.

METHODS: Sixty-five gastric mucosal speci-
mens, including 52 chronic gastritis specimens, 
11 gastric ulcer specimens, and 2 gastric car-
cinoma specimens, were collected by gastros-
copy. CHROM agar medium was used for iso-

lation and identification of fungal strains. The 
fungal strains isolated were grouped according 
to the severity of lesions, and 18 strains were 
randomly selected to sequence the internal 
transcribed spacer (ITS) regions for homology 
comparison and phylogenetic tree building. 
The relationship between fungal evolution and 
the severity of gastric mucosal lesions was then 
analyzed. 

RESULTS: A total of 34 (34/65, 52.3%) fungal 
strains were isolated, of which 23 (23/52, 44.2%) 
from gastritis samples, 9 (9/11, 81.8%) from 
gastric ulcer samples, and 2 (2/2, 100%) from 
gastric carcinoma. There was significant differ-
ence in the fungal detection rate among different 
groups of patients (χ2 = 7.023, P = 0.030). The ITS 
sequences of all the 18 strains were deposited in 
GenBank (GenBank Accession Nos. GQ280298-
GQ280334). The phylogenetic tree obtained sug-
gested that some fungal strains in certain evolu-
tion branches were closely related to the severity 
of gastric mucosa lesions. 

CONCLUSION: The severity of gastric mucosal 
lesions is associated with fungal evolution direc-
tions. 

Key Words: Fungi ; Candida albicans ; Gastric ulcer; 
Gastric carcinoma; Helicobacter pylori

Wang CJ, Zheng JL, Gong YB, Fu JT, Qi H, Geng W, Li 
YF, Duan W. Genetic polymorphisms of fungi in gastric 
mucosa of patients with different gastric diseases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(19): 2050-2054

摘要
目的: 检测人胃黏膜病损处的真菌, 及其基因
多样性, 分析菌种进化分支与黏膜病理损伤的
关系.

方法: 用胃镜钳取有病损的胃黏膜标本65例
(慢性胃炎52例, 胃溃疡11例, 胃癌2例). 用念
珠菌显色培养基(CHROM agar)进行分离培养
鉴定. 对鉴定为真菌的菌株样本按照病损程度
分组, 随机抽取菌株样本进行ITS序列检测, 并
比对同源性, 建立进化树, 分析菌株进化分支

®

■背景资料
现有研究认为导
致胃黏膜炎症损
伤及转化的机制
与 幽 门 螺 杆 菌
(H.pylori )等微生
物感染有密切关
系 ,  且 有 研 究 发
现, 胃溃疡合并真
菌感染者溃疡口
愈合进程明显延
长, 溃疡面积明显
大于单纯性溃疡. 
在胃癌组织样本
中也常可检出真
菌, 且真菌产生的
毒素与肿瘤发生
密切相关. 目前对
胃黏膜真菌多样
性及进化方向与
病损程度的关系, 
尚缺乏研究.

■同行评议者
杨江华 ,  副教授 , 
安徽省芜湖市皖
南医学院弋矶山
医院感染科
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与胃黏膜病理损伤的关系.  

结果:  分离培养出真菌菌株 3 4 个 ( 3 4 / 6 5 , 
52.3%), 真菌阳性率在慢性胃炎、胃溃疡、

胃癌样本中分别为44.2%(23/52), 818%(9/11), 
100%(2/2), 差异有统计学意义(χ2 = 7.023, P  
= 0.030). 进行ITS序列检测的18个菌株申请
GenBank序列注册号为GQ280298-GQ280334, 
建立系统进化树显示真菌菌株某些进化分支
与胃黏膜病损有密切关系.

结论: 不同进化分支的真菌对胃黏膜炎症损
伤的程度存在差异.

关键词: 真菌; 白色念珠菌; 胃溃疡; 胃癌; 幽门螺旋
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0  引言

胃黏膜损伤严重影响患者的消化功能和生活

质量 ,  其中胃黏膜层和固有腺体的慢性炎症

性损伤诊断为慢性胃炎, 当黏膜病损超过黏膜

肌层则诊断为胃溃疡, 当细胞出现异型性诊断

为肿瘤. 现有研究认为导致胃黏膜炎症损伤及

转化的机制与幽门螺杆菌(helicobacter pylori , 
H.pylori )等微生物感染有密切关系[1-3], 且有研

究发现, 胃溃疡合并真菌感染者溃疡口愈合进

程明显延长, 溃疡面积明显大于单纯性溃疡[4]. 
在胃癌组织样本中也常可检出真菌, 且真菌产

生的毒素与肿瘤发生密切相关[5]. 目前对胃黏膜

真菌多样性及进化方向与病损程度的关系, 尚
缺乏研究. 本实验通过检测胃黏膜白色念珠菌

的ITS(internal transcribed spacer region)序列基

因多样性, 分析真菌菌株进化方向与胃黏膜病

损的关系, 初步探寻胃黏膜损害密切相关真菌

菌株.

1  材料和方法

1.1 材料 2008-07-07/08-25于辽宁中医药大学消

化科胃镜检查的患者, 经知情同意, 自愿参加本

项研究, 共65例. 其中慢性胃炎52例, 胃溃疡11
例, 胃癌2例. 男43例, 女22例, 年龄18-79岁, 平
均年龄为46.32岁, 近3 mo内未使用糖皮质激素

等免疫抑制剂. 用胃镜钳取胃窦部黏膜组织样

本, 约3 mm×2 mm×1 mm大小, 置于无菌Ep管

中, -20 ℃保存. 同时记录受检者年龄、性别、学

历、吸烟、饮酒习惯、病史、病理诊断、用药

治疗、快速尿素酶检查 H.pylori情况.
1.2 方法 
1.2.1 真菌分离培养: 胃黏膜样本加入200 μL生
理盐水稀释, 吹打混匀. 取20 μL样本液, 接种于

CHROM agar念珠菌显色培养基(郑州博赛生物

技术股份有限公司), 37 ℃培养3 d. 参照产品说

明书, 依据分离培养菌落颜色进行鉴定(白色念

珠菌呈绿色, 热带念珠菌呈蓝色, 光滑念珠菌呈

紫色, 克柔念珠菌呈粉色, 其余念珠菌呈白色). 
用无菌牙签挑取单个菌落于Ep管中, -20 ℃保存.
1.2.2 白色念珠菌DNA提取: 按照病损分组, 选取

真菌菌株样本5 μL, 接种于1 mL液体沙保罗培

养基(杭州天和微生物试剂有限公司)中增菌. 菌
液加入5 μL溶细胞酶(3 g/L, 以山梨醇溶液配制) 
(Sigma, US), 37 ℃水浴过夜, 去细胞壁. 常规酚-
氯仿法提取DNA[6].
1.2.3 PCR扩增和序列检测: 用真菌ITS序列通

用引物ITS1: TCCGT AGGTG AACCT GCGG; 
ITS4: TCCTC CGCTT ATTGA TATGC[7](上海生

工生物工程技术服务有限公司)进行PCR扩增. 
PCR体系(50 μL): 41 μL H2O, 5.0 μL 10×Buffer, 
1 μL 10 mmol/L dNTP(Roche, Switzerland), 0.5 
μL 20 μmol/L前引物, 0.5 μL 20 μmol/L后引物, 
0.25 μL 5 U/μL TaqE(TaKaRa, 大连宝生物工程

有限公司), DNA模板2 μL. 循环条件: 95 ℃热

启动5 min;  95 ℃ 30 s, 55 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s, 40
个循环; 72 ℃ 10 min; 4 ℃保存. 20%琼脂糖1X 
TAE缓冲液, genefinder(Bio-V, 厦门百维信生物

科技有限公司)核酸染料染色, 110 V 30 min电
泳. PCR产物500-900 bp, 紫外线凝胶扫描成像

(Bio-V, 厦门百维信生物科技有限公司), 并记录

实验结果. 将PCR阳性产物送上海生工生物工程

技术服务有限公司进行测序, 测序所获得DNA
序列提交GenBank, 登记注册国际基因库接受号

(genbank acceeeion No.), 进行序列比对分析.
1.2.4 序列分析及进化树建立: 对测序结果用

Clus ta lX程序进行比对排序, 采用MEGA3.0 
(molecular evolutionary genetics analysis, MEGA)
软件邻接法(Neihbor-Jioning tree)建立进化树.

统计学处理 采用SPSS11.5统计软件对数

据进行Pearson χ2检验, Kendall等级相关分析, 
对ITS序列检测结果、病理诊断、H.pylori、年

龄、性别、学历、吸烟、饮酒习惯等各观察指

标进行比较分析. P <0.05为有统计学意义.

■研发前沿
对白色念珠菌致
病菌株的进一步
研究, 可以成为胃
溃疡防治的一个
发展方向.
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2  结果

2.1 胃黏膜真菌分离培养检测结果 共分离培

养出34个真菌菌株(34/65, 52.3%), 在CHROM 
agar念珠菌显色培养基中, 仅有一个样本(菌株

ZB066)呈紫色菌落为光滑念珠菌, 来自胃癌样

本. 其余均呈绿色菌落为白色念珠菌, 检测结果

见图1.
2.2 ITS序列PCR扩增结果 34个真菌菌株样本均

可扩增出ITS1-ITS 2基因序列, PCR产物白色念

珠菌为535 bp, 光滑念珠菌为871 bp(图2).
2.3 ITS序列分析 样本按照病理损害程度分为

4组: A组: 病理损害达黏膜浅层的样本(包括浅

表性胃炎、萎缩性胃炎), 随机取7个样本; B组: 

病理损害达黏膜下层, 出现糜烂(包括浅表性胃

炎、萎缩性胃炎), 随机取7个样本; C组: 病理

损害达到黏膜肌层(胃溃疡), 随机取2个样本; D
组: 细胞出现异型性(胃癌), 取2个样本, 进行ITS
序列检测. 测序所获得DNA序列提交GenBank, 
登记注册国际基因库接受号(genbank acceeeion 
No), 测序结果及GenBank注册号见表1. 测序结

果进行序列比对分析, 建立ITS序列系统进化树

见图3.
2.4 白色念珠菌检出阳性率与病理诊断及流行

病因素相关性分析 按照病理诊断分组, 真菌阳

性率在慢性胃炎、胃溃疡、胃癌样本中分别为

44.2%(23/52), 81.8%(9/11), 100%(2/2), 差异有统

计学意义(χ2 = 7.023, P  = 0.030). 经Kendall等级

表  1  胃黏膜菌株样本ITS序列检测结果

     
序号	 菌株号	 ITS序列号	           性别a    年龄	   H.pylori  b	     分组c	                             诊断

1 ZB066   FJ697172d           M 57 1 D 胃癌         

2 ZB007   GQ280298            M 58 1 D 胃癌 

3 ZB009   GQ280300            F 78 1 B 慢性萎缩性胃炎伴糜烂, 十二指肠溃疡

4 ZB011   GQ280302            M 39 1 C 胃溃疡, 糜烂性胃炎                      

5 ZB016   GQ280304            F 56 0 B 慢性萎缩性胃炎伴糜烂               

6 ZB024   GQ280307            F 23 1 A 慢性浅表性胃炎伴胆汁反流             

7 ZB026   GQ280309            M 30 1 B 慢性浅表性胃炎伴糜烂                      

8 ZB028   GQ280311            M 55 1 A 慢性浅表性胃炎伴胆汁反流, 十二指肠球溃疡

9 ZB032   GQ280314            F 42 0 A 慢性浅表性胃炎 

10 ZB047   GQ280319            M 44 1 B 慢性浅表性胃炎伴糜烂、胆汁反流

11 ZB052   GQ280321            M 65 1 A 慢性萎缩性胃炎伴肠化生       

12 ZB054   GQ280323            M 71 1 B 慢性浅表性胃炎伴糜烂 

13 ZB056   GQ280324            M 40 0 A 浅表性胃炎, 十二指肠球炎       

14 ZB059   GQ280325            F 31 1 A 慢性浅表性胃炎伴胆汁反流

15 ZB068   GQ280328            F 25 1 B 慢性浅表性胃炎伴糜烂、

16 ZB071   GQ280330            F 43 0 B 慢性浅表性胃炎伴糜烂、胆汁反流

17 ZB073   GQ280332            M 30 1 C 胃溃疡S期, 伴胆汁反流 

18 ZB082   GQ280334            F 27 0 A 慢性浅表性胃炎

a M = 男, F = 女; b 幽门螺旋杆菌检测: 1 = 阳性, 0 = 阴性; c A组: 病理损害达黏膜浅层的样本; B组: 病理损害达黏膜下层, 出现糜烂; 

C组: 胃溃疡; D组: 胃癌. d 光滑念珠菌.

图  1  CHROM agar念珠菌显色培养基检测结果. A: 呈绿

色菌落为白色念珠菌; B: (菌株ZB066)呈紫色菌落为光滑

念珠菌.

A B M 1           6              12       16  18          24

图  2  ITS1-ITS 2基因序列PCR产物电泳图. M: 100 bp DNA 

ladder Marker, 白色念珠菌为535 bp, 光滑念珠菌为871 bp.

■相关报道
随着遗传学和表
观 遗 传 学 的 发
展 ,  现 有 研 究 发
现真菌在宿主黏
膜表面形成黏附
时, 涉及染色体重
排、组蛋白编码
相关的SIR2,  及
Cph1p、Tup1p、
Rbp1p等多种转
录因子参与调控.
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相关分析, 白色念珠菌阳性率与H.pylori阳性、

性别、年龄、吸烟、饮酒、学历的相关性, 均
无统计学意义(P >0.05).

3  讨论

50年前已有真菌与胃病密切相关的研究报道[8], 
也发现白色念珠菌作为最常见的寄居于人体的

深部真菌, 有较强的致病性[9], 因其也多见于无

症状的黏膜表面, 长期以来被认为是条件致病

菌. 随着遗传学和表观遗传学的发展, 现有研究

发现真菌在宿主黏膜表面形成黏附时, 涉及染

色体重排(chromosomal rearrangements)、组蛋

白编码相关的SIR2(Silent information regulator 
2), 及Cph1p、Tup1p、Rbp1p等多种转录因子参

与调控[10]. 真菌的多样性和基因多态性造成真

菌不同菌株间毒性的巨大差异, 这也解释了同

为白色念珠菌为什么有的致病性强, 而有的无

明显致病性. 因此, 通过对真菌的遗传学分类和

进化方式的研究, 可以对致病性真菌进行早期

筛查和预防, 也成为胃病的预防学研究的一个

发展方向.
本实验选取ITS序列作为对真菌多样性的

检测方法, 因真核细胞核糖体rRNA基因编码

DNA序列为18S rRNA-ITS1-58S rRNA-ITS2-28S 
rRNA的串联重复, 其中ITS1(internal transcribed 
spacer region 1)和ITS2(internal transcribed spacer 
region 2)为内含子转录间隔区, ITS1-ITS2部分

受自然选择压力小, 进化速度较快,从中可以获

得较多的进化信息. 同时, 5S rRNA-58S rRNA 
rRNA-28S rRNA高度保守, 具有种间特异性和

种内保守性. 对真菌的ITS区进行分析, 可以获

得真菌种类鉴定和进化方式的可靠遗传信息, 
将ITS序列提交GenBank, 可以与全球各地提交

的真菌ITS序列进行序列比对, 从而了解相关真

菌菌种和菌株的同源性关系、进化分支方向和

分布情况, 已经广泛应用于真菌的分类进化方

面的研究[11].
本实验将来自胃黏膜的18个真菌菌株建立

系统进化树, 从同源序列对比分析中, 可见菌株

ZB024、ZB056、ZB059进化分支对黏膜的损

伤程度最小, 即便合并H.pylori感染, 病损仍局

限在黏膜浅层. 菌株ZB007、ZB052、ZB054、
ZB068、ZB071、ZB073进化分支, 对黏膜损伤

最重, 不合并H.pylori感染的情况下即可出现胃

黏膜糜烂, 如果合并H.pylori感染, 可出现腺体萎

缩、肠化生、溃疡和肿瘤, 也可合并十二指肠

溃疡. 菌株ZB009、ZB011、ZB016、ZB026、
ZB028、ZB032、ZB047、ZB066、ZB082进化

分支, 需与H.pylori联合, 才能对黏膜产生较重的

损伤. 其中ZB016、ZB032和ZB082的宿主都是

女性、H.pylori阴性, 病损则局限在黏膜浅层和

下层. 该进化分支在合并H.pylori感染的情况下, 
对黏膜损伤较重, 其中ZB009和ZB028宿主虽胃

黏膜病损较轻, 但十二指肠出现溃疡. 该进化分

支也可出现肿瘤, 但是进化距离较远的光滑念

■同行评价
本研究内容重要, 
有一定新颖性.

图  3  18个菌株用MEGA30邻接法对ITS序列构建的系统进
化树. A组: 病理损害达黏膜浅层的样本; B组: 病理损害达黏

膜下层, 出现糜烂; C组: 胃溃疡; D组: 胃癌. H.pylori : 幽门螺

旋杆菌.
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珠菌. 由此推测, 这一进化分支的真菌菌株对黏

膜的损伤程度, 受宿主性别、H.pylori感染等多

因素影响. 
本实验分离培养出的34个胃黏膜真菌菌株

中, 为33例白色念珠菌, 1例光滑念珠菌, 与已有

的报道不尽相同. Zwolinska等学者用API系统检

测检测了293个消化不良和胃溃疡患者的胃黏

膜活检样本, 分离培养出的真菌菌种中, 光滑念

珠菌占42.4%, 白色念珠菌占38.7%[12]. 本实验的

光滑念珠菌检出率低可能与样本选取和检测方

法有关.
本实验的胃黏膜样本真菌检出率为52.3%, 

在胃炎样本中为44.2%, 胃溃疡为81.8%, 与已

有的研究报道相近, Karkowska-Kuleta报道在

54.2%的胃溃疡患者和10.3%慢性胃炎患者的胃

黏膜样本中分离培养出真菌[4]. 本实验中胃炎和

胃溃疡患者的真菌检出率较高, 可能与样本选

取情况有关, 如: 地域、季节、饮食习惯、患者

就医习惯等因素. 我国进行胃镜检查的患者均

为胃不适症状较重的患者, 这可能对其真菌检

出率有所影响. 现有研究发现胃溃疡合并真菌

感染者溃疡口愈合进程明显延长, 溃疡面积明

显大于单纯性溃疡, 应用抗真菌治疗4 wk后, 溃
疡面积显著减小, 症状减轻[4]. 用大鼠动物模型

实验发现白色念珠菌可加重胃溃疡面积, 减少

胃血流量[13]. Ramaswamy等也报道难治性胃溃

疡与白色念珠菌感染有关, 采用抗真菌治疗, 并
去除离子泵抑制剂后, 溃疡愈合[14]. 已有的研究

发现白色念珠菌产生分泌性蛋白酶和细胞外磷

脂酶, 可以对黏膜产生破坏作用, 也是白色念珠

菌附着于宿主黏膜的毒力因子[10]. 在本实验也

发现白色念珠菌可能参与胃黏膜炎症破坏, 与
胃黏膜损伤密切相关. 本实验胃癌样本仅为2例, 
分别检出白色念珠菌和光滑念珠菌, 其进化分

支与其他胃黏膜破坏密切的菌株进化距离很近, 
已有研究也认为关于真菌产生的毒素与细胞转

化密切相关[15], 胃癌与真菌进化分支的关系尚需

扩大样本量进一步研究.
总之, 本实验发现胃黏膜真菌感染可加重黏

膜炎症破坏. 白色念珠菌的ITS序列同源性对比

分析发现, 某些进化分支的菌株在没有H.pylori
合并感染的情况下, 可导致较重的胃黏膜和固

有腺体破坏. 某些进化分支的白色念珠菌菌株, 
需与H.pylori合并感染的情况下, 参与胃黏膜破

坏. 另一些致病性弱的白色念珠菌菌株, 即便是

与H.pylori合并感染, 也不会对胃黏膜产生显著

的破坏. 因此, 对白色念珠菌致病菌株的进一步

研究, 可以成为胃溃疡防治的一个发展方向.
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