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Abstract
AIM: To evaluate the effects of emodin and other 
herbal extracts on resistance of Helicobacter pylori 
(H. pylori) to clarithromycin, and to explore the 
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大黄素等中药提取物对幽门螺杆菌克拉霉素耐药基因的
作用

黄衍强, 黄小凤, 赵丽娟, 黄干荣, 韦连登, 韦红玉, 陈源红, 唐华英

®

■背景资料
幽门螺杆菌(Heli-
cobacter pylori , H. 
pylori )耐药菌株
的出现是导致治
疗胃溃疡、胃炎
等疾病失败的主
要原因, 克拉霉素
作为新一代大环
内酯类药物使用, 
目前也出现了一
定的耐药性. 研制
新药拮抗耐药性
菌株要耗费很多
的人力、物力, 而
且研制过程很长, 
因此必须寻找有
效方法解决耐药
性问题. 

methods for effectively inhibiting H. pylori anti-
biotic resistance. 

METHODS: The MIC of herbal extracts against 
clarithromycin resistance of H. pylori was detect-
ed by double dilution method. Clarithromycin 
resistant H. pylori was cultured in medium con-
taining herbal extracts at a concentration of half 
MIC and passaged once every 5 d for 6 times. 
The MIC of clarithromycin against antibiotic 
resistance of H. pylori was assessed before and 
after stress culture. The DNA of H. pylori was 
extracted to detect drug resistant-related gene 
mutations. 

RESULTS: The MIC of clarithromycin against H. 
pylori was reduced by herbal extracts. The gene 
mutations of 23s rRNA A2143G and A2144G 
were detected in clarithromycin-resistant H. 
pylori. No back mutations were discovered after 
treatment with herbal extracts for 30 d. 

CONCLUSION: Herbal extracts have a syner-
gistic effect in inhibiting the clarithromycin re-
sistance of H. pylori. The synergistic action is not 
associated with the back mutations of 23s rRNA 
gene mutations related to clarithromycin resis-
tance of H. pylori. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 了解大黄素等中药提取物对幽门螺杆
菌(Helicobacter pylori , H. pylori )克拉霉素耐
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■研发前沿
大黄素等中药成
分在抗菌作用方
面有比较好的效
果 ,  但 其 作 用 机
制 ,  特 别 是 分 子
作用机制尚未清
楚 ,  是 否 与 耐 药
基因的回复突变
有关未见有报道. 
因此现在很多学
者都从基因层面
作 研 究 ,  探 讨 中
药逆转耐药性的
分子机制.

药基因的作用, 探索可以有效抑制耐药性H. 
pylori的方法.      

方法: 采用对倍稀释法检测大黄素等对克拉
霉素耐药的H. pylori最低抑菌浓度(minimum 
inhibitory concentration, MIC), 在中草药提取
物1/2MIC环境下威迫培养耐药性H. pylori , 5 d
传代1次, 续传6次; E-test药敏实验检测威迫培
养前后克拉霉素对耐药性H. pylori的MIC提取
H. pylori  DNA, DNA测序法检测耐药基因, 对
比前后突变.      

结果: 大黄素等中药提取物能降低克拉霉素
对耐药H. pylori 的MIC, 对克拉霉素耐药的
H. pylori 均出现23s rRNA基因的A2143G、

A2144G点突变; 黄连素等中药提取物作用30 
d后未发现基因有回复突变.      

结论: 大黄素等中药提取物对克拉霉素耐药
的H. pylori有一定的协同抑制作用, 协同作用
与H. pylori  23s rRNA耐药基因回复突变无关.      

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本文采用大黄素等中药提取物威迫细

菌生长的方法和分子生物学技术, 观察大黄素

等对幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )
克拉霉素耐药基因的回复突变作用, 探讨逆转H. 
pylori耐药性方法.  
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0  引言

随着抗生素在根除幽门螺杆菌(He l i cobac te r 
pylori , H. pylori )治疗中的广泛应用, H. pylori耐
药株的发生率不断上升, 而H. pylori耐药菌株

的出现是导致治疗失败的主要原因. 克拉霉素

为新一代大环内酯类药物, 对酸稳定, 能溶解

于低pH的胃液, 口服生物利用度好, 在胃黏膜

中浓度高, 不良反应小, 单一用药的根除率为

42%-54%, 是目前己知抗生素中对H. pylori作用

最强的药物之一. 含克拉霉素的三联疗法与不

含克拉霉素的三联疗法相比, H. pylori根除率可

提高10%-20%, 因而在抗H. pylori方案中将其作

为主要药物. 但是目前H. pylori对克拉霉素已有

一定的耐药率, 尤其是初治失败后, 克拉霉素的

耐药率大幅度上升[1]. 因此, 寻找有效的基因修

复突变的方法或避免突变的方法, 降低H. pylori
对克拉霉素的耐药率, 提高防治的效果, 是很多

学者正在研究的课题. 我国的中草药资源丰富, 
中药在抗菌作用方面效果显著, 这提示我们可

以通过中草药来抑制耐药性H. pylori生长, 但是

很多中药的有效成分和作用机制却有待确定. 
本研究从中药提取物协助H. pylori耐药基因发

生回复突变的角度探索提高菌株敏感性的方法,     
从而了解中药提取物的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 耐药性H. pylori由右江民族医学院病

原学实验室分离、鉴定、保存, 均经过AUTO-
R E A D E R快速细菌自动鉴定仪鉴定. 采用H. 
pylori敏感菌株J99由广东省微生物菌种保藏中

心提供. 98%大黄素(批号: 120908)、98%五味

子(批号: 120908)、90%黄芩苷(批号: 120908)、
97%黄连素(批号: 120810)购自陕西昂盛生物科

技有限公司. 克拉霉素E-test纸条购自瑞典AB-
BIODISK公司, 营养琼脂(批号: 12099)、营养肉

汤(批号: 12099)、蛋白胨(批号: 120326)、哥伦

比亚琼脂液(批号: 120848)均购自杭州天和微生

物有限公司. SPX-150-Z型恒温培养箱(上海跃进

医疗器械厂); 低温冰箱(日本SANYO公司); SW-
CJ-2FD型超净工作台(苏净集团安泰空气技术

有限公司); 电子天平(Sartorius公司, BP221S型); 
721紫外分光光度计(BIO-RAD); ZD-85振荡器

培养箱(江苏金坛市环宇科学仪器厂).      
1.2 方法

1.2.1 制备对倍稀释的中药提取物哥伦比亚琼

脂平板和肉汤液: 分别把98%大黄素、97%黄连

素、98%五味子、90%黄芩苷与哥伦比亚琼脂

液和肉汤液对倍稀释, 把药物浓度分别调整为

1、2、4、8、16、32、64、128、256 μg/mL, 备
用, 同时用10 mg/mL泮托拉唑作为阳性对照, 用
纯培养液作为阴性对照.      
1.2.2 检测中药提取物对耐药性H. pylori的MIC: 
采用标准琼脂平板对倍稀释法检测MIC[2]. 将营

养肉汤培养基过夜培养的H. pylori稀释至0.5麦
氏单位(相当于1.0×108 CFU/mL), 用移液器接

种约2 μL菌液到已经制备好的含不同浓度药物

的哥伦比亚琼脂平板上, 每孔约105 CFU, 37 ℃
孵育20 h后判断结果. 以能完全抑制H. pylori生
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■相关报道
周汛等研究发现
黄连等10种中药
对金黄色葡萄球
菌等细菌有比较
强的体外抗菌活
性; 姜晓峰等研究
发现大黄素逆转
抗药性的作用与
抑制核苷转运、
降低糖蛋白的功
能和表达相关, 这
提示大黄素等有
可能逆转H. pylori
的耐药性, 其机制
可能与一些基因
的表达有密切的
关系.

长的药物最低浓度为MIC. 敏感性判断按照2012 
CLIS临床微生物标准. H. pylori菌株J99作为敏

感菌株对照.      
1.2.3 中药提取物威迫耐药性H. pylori生长: 哥伦

比亚平板转耐药性H. pylori过夜, 分别挑单菌落

于10 mL哥伦比亚培养基, 摇菌约18-20 h, 将菌液

稀释至0.5麦氏单位后取2 μL加到含5 mL 1/2MIC
中药提取物的哥伦比亚琼脂液肉汤液中, 37 ℃
振荡器培养5 d后传代1次, 连续传6次, 共30 d.
1.2.4 克拉霉素药敏实验: 用上述方法调整菌液

稀释至0.5麦氏单位后取2 μL均匀涂布于H. py-
lori培养基平板上放置2-3 min, 待平板表面凉干

后用无菌镊子贴上克拉霉素E-test纸条, 37 ℃培

养5 d. 克拉霉素E-test药敏实验结果判断: 读取

MIC, 敏感≤2.5 μg/mL, 耐药≥5 μg/mL.      
1.2.5 克拉霉素耐药菌株耐药基因检测: (1)H. 
pylori  DNA提取: 试剂盒购自上海捷瑞生物工

程有限公司, 按照使用说明提取; (2)PCR扩增: 
根据文献[2]提供的含有A2144G和A2143G位点

的基因设计并合成引物: 上游引物5'-CCA CAG 
CGA TGT GGT CTCAG-3'; 下游引物: 5'-CTC 
CAT AAG AGC CAA AGCCC-3'. PCR 循环体

系共50 μL, 其中包括: ddH2O 29.5 μL; 10×PCR 
Buffer 6.3 μL; dNTPs 25 mmol/L 5.0 μL; Taq酶
(5 kU/L) 0.5 μL; 上游引物(10 μmol/L)3.7 μL; 下

游引物(10 μmol/L)3.7 μL; DNA sample 1.3 μL; 
反应条件: 94.0 ℃预变性4 min, 94.0 ℃变性40 s, 
61.5 ℃退火1 min, 32个循环, 72.0 ℃延伸1 min 
72 ℃, 末端延伸7 min. PCR产物的检测: 扩增

反应完毕后取5 μL PCR产物与1 μL的6×溴酚

兰载样缓冲液混合, 在1.5%的琼脂糖凝胶上电

泳, 电压4 V/cm, 80 min, 用100 bp DNA Lander
作分子量标准. 电泳缓冲液微1×TBE(Tris-硼酸

90 mmol/L, EDTA 2 mol/L). 电泳结束后在紫外

灯下观察结果, 425 bp左右有一条带者为含有

A2143G或A2144G点的基因片段; (3)DNA测序: 
选取中药提取物作用前后克拉霉素耐药菌株的

PCR产物, 由上海捷瑞工程有限公司纯化后测

序. 采用DNATool6.0分子生物学软件分析耐药

菌株23s rRNA基因的核苷酸序列, 并与基因组

数据库(National Center for Biotechnlolgy Infor-
mation, NCBI)的H. pylori  J99株(NC-000921)23s 
rRNA基因序列进行比较.      

2  结果

2.1 中药提取物对耐药性H. pylori的MIC测定 大
黄素、黄连素、五味子、黄芩苷对克拉霉素

耐药H. pylori的MIC分别是64、64、128、128 
μg/μL(表1), 对H. pylori敏感菌株J99的MIC分别

是32、32、64、64 μg/μL(表2), 对敏感菌株的抑

2014-02-28|Volume 22|Issue 6|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  中药提取物对克拉霉素耐药H. pylori 的MIC浓度(μg/mL)

     

药物种类
药物浓度

1 2 4 8 16 32 64 128 256

大黄素 R R R R I I S S S

黄连素 R R R R I I S S S

五味子 R R R R R R I S S

黄芩苷 R R R R R R R S S

R: 耐药; I: 中介敏感; S: 敏感.

表  2  中药提取物对H. pylori 敏感菌株J99的MIC浓度(μg/mL)

     

药物种类
药物浓度

1 2 4 8 16 32 64 128 256

大黄素 R R R R R S S S S

黄连素 R R R R R S S S S

五味子 R R R R R R S S S

黄芩苷 R R R R R R S S S

J99菌株为敏感菌株; R: 耐药; I: 中介敏感; S: 敏感.
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■创新盘点
本研究探讨大黄
素等中药提取物
对克拉霉素耐药
的H. pylori的抑制
作用, 并从耐药基
因回复突变角度
探讨其逆转耐药
的机制, 发现大黄
素等对耐药H. py-
lori有抑制作用, 并
能提高药物的敏
感性, 但其机制尚
未发现与耐药基
因回复突变有关.
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表  3  中药提取物对耐药H. pylori 作用前后克拉霉素的MIC(μg/mL)

     　 大黄素 黄连素 五味子 黄芩苷  泮托拉唑   阴性对照

菌株被威迫前 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0

菌株被威迫后 2.2 2.4 2.6 2.8 2.5 5.0

敏感对照菌株J99MIC＜2.5 μg/mL; 敏感≤2.5 μg/mL; 耐药≥5 μg/mL.

1      2      3      4      5      6      7      8      9      10      11      12      M 图  1  H. pylori的23s rRNA基因PCR产物电泳
图. 1-5: 大黄素、黄连素、五味子、黄芩

苷、泮托拉唑威迫生长前的菌株; 6-10: 大

黄素、黄连素、五味子、黄芩苷、泮托拉

唑威迫生长后的菌株; 11, 12: 阴性对照前后

菌株, 经扩增后均在425 bp处出现条带.

1 1    ccaaaaacacagcactttgccaactcgtaagaggaagtataaggtgtgacgcctgcccgg
2 1    ccaaaaacacagcactttgccaactcgtaagaggaagtataaggtgtgacgcctgcccgg
3 1    ccaaaaacacagcactttgccaactcgtaagaggaagtataaggtgtgacgcctgcccgg
4 1    ccaaaaacacagcactttgccaactcgtaagaggaagtataaggtgtgacgcctgcccgg
5 1    ccaaaaacacagcactttgccaactcgtaagaggaagtataaggtgtgacgcctgcccgg
6 1    ccaaaaacacagcactttgccaactcgtaagaggaagtataaggtgtgacgcctgcccgg
7 1    ccaaaaacacagcactttgccaactcgtaagaggaagtataaggtgtgacgcctgcccgg
8 1    ccaaaaacacagcactttgccaactcgtaagaggaagtataaggtgtgacgcctgcccgg
9 1    ccaaaaacacagcactttgccaactcgtaagaggaagtataaggtgtgacgcctgcccgg
10 1    ccaaaaacacagcactttgccaactcgtaagaggaagtataaggtgtgacgcctgcccgg
11 1    ccaaaaacacagcactttgccaactcgtaagaggaagtataaggtgtgacgcctgcccgg
12 1    ccaaaaacacagcactttgccaactcgtaagaggaagtataaggtgtgacgcctgcccgg

1 81  gacctgcatgaatggcgtaacgagatgggagctgtctcaaccagagattcagtgaaattg
2 81  gacctgcatgaatggcgtaacgagatgggagctgtctcaaccagagattcagtgaaattg
3 81  gacctgcatgaatggcgtaacgagatgggagctgtctcaaccagagattcagtgaaattg
4 81  gacctgcatgaatggcgtaacgagatgggagctgtctcaaccagagattcagtgaaattg
5 81  gacctgcatgaatggcgtaacgagatgggagctgtctcaaccagagattcagtgaaattg
6 81  gacctgcatgaatggcgtaacgagatgggagctgtctcaaccagagattcagtgaaattg
7 81  gacctgcatgaatggcgtaacgagatgggagctgtctcaaccagagattcagtgaaattg
8 81  gacctgcatgaatggcgtaacgagatgggagctgtctcaaccagagattcagtgaaattg
9 81  gacctgcatgaatggcgtaacgagatgggagctgtctcaaccagagattcagtgaaattg
10 81  gacctgcatgaatggcgtaacgagatgggagctgtctcaaccagagattcagtgaaattg
11 81  gacctgcatgaatggcgtaacgagatgggagctgtctcaaccagagattcagtgaaattg
12 81  gacctgcatgaatggcgtaacgagatgggagctgtctcaaccagagattcagtgaaattg

1 241    tagtggaggtgaaaattcctcctacccgcggcaagacggagggaccccgtggacctttac
2 241    tagtggaggtgaaaattcctcctacccgcggcaagacggagggaccccgtggacctttac
3 241    tagtggaggtgaaaattcctcctacccgcggcaagacggagggaccccgtggacctttac
4 241    tagtggaggtgaaaattcctcctacccgcggcaagacggagggaccccgtggacctttac
5 241    tagtggaggtgaaaattcctcctacccgcggcaagacggagggaccccgtggacctttac
6 241    tagtggaggtgaaaattcctcctacccgcggcaagacggagggaccccgtggacctttac
7 241    tagtggaggtgaaaattcctcctacccgcggcaagacggagggaccccgtggacctttac
8 241    tagtggaggtgaaaattcctcctacccgcggcaagacggagggaccccgtggacctttac
9 241    tagtggaggtgaaaattcctcctacccgcggcaagacggagggaccccgtggacctttac
10 241    tagtggaggtgaaaattcctcctacccgcggcaagacggagggaccccgtggacctttac
11 241    tagtggaggtgaaaattcctcctacccgcggcaagacggagggaccccgtggacctttac
12 241    tagtggaggtgaaaattcctcctacccgcggcaagacggagggaccccgtggacctttac

A2143G, A2144G



黄衍强, 等. 大黄素等中药提取物对幽门螺杆菌克拉霉素耐药基因的作用					                829

菌效果优于对耐药菌株.       
2.2 中药提取物威迫H. pylori生长前后克拉霉素

MIC 大黄素等中药提取物威迫生长30 d后, 克拉

霉素对耐药性H. pylori的MIC明显降低, 特别是

大黄素和黄连素作用后MIC降低1倍, 耐药性H. 
pylori已经变成敏感菌株, 效果比阳性对照泮托

拉唑略好(表3).      
2.3 中药提取物威迫耐药H. pylori生长前后耐药

基因对比

2.3.1 H. pylori  23s rRNA耐药基因PCR扩增: 对
大黄素等中药提取物作用前后H. pylori进行PCR
扩增, 扩增出包含23s rRNA基因v功能区的425 
bp片段. 敏感与耐药菌株基因扩增片段于2.0%
琼脂糖凝胶电泳中均显示单一的约425 bp大小

的清晰条带, 位置相同(图1). 
2.3.2 DNA测序: 把威迫生长前后菌株的PCR产物

送上海捷瑞工程有限公司纯化后测序, 发现耐药

性H. pylori菌株均存在23s rRNA基因v功能区第

2144位、第2143位有A-G突变; 而中药提取物威

迫生长菌株没有发现回复突变. 基因比对如图2. 

3  讨论

在对H. pylori感染患者治疗过程中, 抗生素的耐

药性问题是目前影响治疗效果的主要原因, 尤

其H. pylori对克拉霉素和甲硝唑耐药率的逐年

增加, 导致同样的治疗方案随着时间的推移, 其
H. pylori根除率越来越低, 很难达到理想的根除

效果[3,4]. H. pylori的耐药率在不同国家或不同

地区有明显差异, 并呈上升趋势[5,6]. 目前, 医学

界一直致力于寻找安全有效的抗菌药物. 中草

药是我国医学宝库中最珍贵财富之一, 现在比

较多的中草药抑菌效果已经很明确, 大黄、黄

连、黄芩的体外抑菌效果也有报道[7-11]. 本研究

实验结果证明了大黄素、黄连素、五味子、黄

芩苷对克拉霉素耐药或敏感的H. pylori均有较

明显的抑制作用, 对敏感菌株的抑菌作用优于

耐药菌株. 在1/2MIC威迫克拉霉素耐药H. pylori
生长后, 能明显提高H. pylori对克拉霉素的敏感

性, 大黄素和黄连素作用比较明显, 略高于阳性

对照的泮托拉唑. 因此大黄素和黄连素用来治

疗克拉霉素耐药H. pylori引起的疾病效果会比

较好.      
关于H. pylori对克拉霉素的耐药机制, 比较

一致地观点是H. pylori  23s rRNA V区点突变引

起克拉霉素与核糖体结合力下降. 已经发现的

基因突变多为腺苷酸(A)转换为鸟苷酸(G), 已知

的突变位点有A2144G、A2143G、A2142G、

A2142C、G2115A、G214l A、A2142T和

■应用要点
探讨有效治疗耐
药性H. pylori的方
法是热点, 本文从
我国中草药资源
丰富, 有一定的抑
菌作用, 并不良反
应小、不容易产
生耐药性的角度
寻找能逆转耐药
性H. pylori 的方
法, 发现大黄素等
能提高耐药性H. 
pylor i 的敏感性 , 
为探讨抑制耐药
性H. pylori的方法
提供了重要依据.
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1 301    tacaacttagcactgctaatgggaatatcatgcgcaggataggtgggaggctttgaagta
2 301    tacaacttagcactgctaatgggaatatcatgcgcaggataggtgggaggctttgaagta
3 301    tacaacttagcactgctaatgggaatatcatgcgcaggataggtgggaggctttgaagta
4 301    tacaacttagcactgctaatgggaatatcatgcgcaggataggtgggaggctttgaagta
5 301    tacaacttagcactgctaatgggaatatcatgcgcaggataggtgggaggctttgaagta
6 301    tacaacttagcactgctaatgggaatatcatgcgcaggataggtgggaggctttgaagta
7 301    tacaacttagcactgctaatgggaatatcatgcgcaggataggtgggaggctttgaagta
8 301    tacaacttagcactgctaatgggaatatcatgcgcaggataggtgggaggctttgaagta
9 301    tacaacttagcactgctaatgggaatatcatgcgcaggataggtgggaggctttgaagta
10 301    tacaacttagcactgctaatgggaatatcatgcgcaggataggtgggaggctttgaagta
11 301    tacaacttagcactgctaatgggaatatcatgcgcaggataggtgggaggctttgaagta
12 301    tacaacttagcactgctaatgggaatatcatgcgcaggataggtgggaggctttgaagta

1 361    agggctttggctcttatggag
2 361    agggctttggctcttatggag
3 361    agggctttggctcttatggag
4 361    agggctttggctcttatggag
5 361    agggctttggctcttatggag
6 361    agggctttggctcttatggag
7 361    agggctttggctcttatggag
8 361    agggctttggctcttatggag
9 361    agggctttggctcttatggag
10 361    agggctttggctcttatggag
11 361    agggctttggctcttatggag
12 361    agggctttggctcttatggag

图  2  中药提取物威迫生长前后H. pylori 菌株23s rRNA相关片段的碱基序列. 1-5: 大黄素、黄连素、五味子、黄芩苷、泮托

拉唑威迫生长前的菌株; 6-10: 大黄素、黄连素、五味子、黄芩苷、泮托拉唑威迫生长后的菌株; 11, 12: 阴性对照菌株, 提

示V功能区第2144位、第2143位有A-G突变.
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A2143C[12-14]. 桂西地区人群H. pylori的23s rRNA
基因A2143G、A2144G点突变与克拉霉素的耐

药有明显相关[15]. 另外, 有学者研究发现部分抑

菌中药提取物有抗突变作用[16], 大黄素、黄连

素、五味子、黄芩苷对克拉霉素耐药和敏感

H. pylori均有较明显的抑制作用, 但是其作用原

理是否与23s rRNA耐药基因回复突变或抗耐药

突变有关, 对此尚无见报道.  我们在1/2MIC中

药提取物浓度下威迫耐药菌株生长, 提取威迫

前后克拉霉素MIC有变化的H. pylori菌株DNA, 
扩增耐药基因, 检测基因序列, 对比突变, 在
23s rRNA基因未发现A2143G、A2144G回复突

变. 因此, 研究结果表明大黄素、黄连素、五味

子、黄芩苷在30 d内尚未能威迫克拉霉素耐药

H. pylori的耐药基因发生回复突变, 其降低耐药

性H. pylori的MIC和提高敏感性的原因可能与耐

药性H. pylori外排泵等基因有关, 但需要进一步

探索.      
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