
■背景资料
目 前 幽 门 螺 杆
菌(Helicobacter 
pylori , H. pylori )
的血清学检查主
要是针对是否感
染细菌 ,  不能对
感染菌株的毒性
强 弱 作 出 区 分 . 
人群中H. pylori
高度的感染率和
相对较低的发病
率提示 ,  寻找新
的毒力标志 ,  针
对高毒力菌株感
染的检测 ,  将会
对临床H. pylori
的预防、诊断、
治疗提供帮助. 
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Abstract
AIM: To evaluate the feasibility of recombinant 
Helicobacter pylori (H. pylori) outer inflammatory 

protein A (OipA) peptide as a clinical diagnostic 
agent for high virulent H. pylori infection.

METHODS: Serum and gastric mucosa biopsy 
specimens were obtained from 285 patients 
who underwent gastroscopy. H. pylori strains 
were isolated from urease positive samples 
and some urease negative samples. Isolated 
strains were identified by microscopy, urease 
test and 16S rRNA PCR. OipA and cytotoxin-
associated gene A (cagA) of the isolates were 
obtained by PCR and the oipA signal region 
was analyed after sequencing. OipA antibody 
in serum specimen was detected using purified 
recombinant OipA6 peptide, and CagA 
antibody was detected by indirect ELISA using 
a commercial kit. The results of oipA gene and 
OipA antibody as well as OipA antibody and 
CagA antibody were compared. The feasibility 
of OipA6 as a diagnostic agent for high 
virulent H. pylori infection was evaluated.

RESULTS: A total of 83 isolated H. pylori were 
obtained, of which 66 was positive for oipA 
signal region (signal region was on in 62, and 
undefined in 4), and 59 was positive for cagA. 
The sensitivity, specificity and consistency rate 
of recombination antigen OipA6 were 95.16%, 
95.83% and 95.28%, respectively, which were 
all higher than those of CagA (77.97%, 87.50% 
and 80.72%).

CONCLUSION: Recombinant OipA peptide 
may be used as an antigen for detection of 
high virulent H. pylori infection.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
功 能 性 前 炎
症 蛋 白 ( o u t e r 
i n f l a m m a t o r y 
prote in ,  OipA)
是 近 年 发 现 的
H. pylori 外膜蛋
白 ,  H. pylori 在
体 内 的 定 植 密
度 增 加 、 对 胃
黏膜上皮的黏附
性 增 强 、 中 性
粒 细 胞 浸 润 加
剧、黏膜白介素
(interleukin, IL)-8
水平升高、临床
症状加重、同严
重消化系统疾病
发生也息息相关, 
日益成为高毒力
H. pylori 关注的
热点. 
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Recombinant OipA peptide; CagA; Sensitivity; 
Specificity

Li N, She FF, Lin X. Application of recombinant 
Helicobacter pylori outer inflammatory protein A 
peptide for diagnosis of high virulent Helicobacter 
pylori infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2015; 
23(16) :  2549-2554  URL:  ht tp ://www.wjgnet .
com/1009-3079/23/2549.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v23.i16.2549 

摘要
目的: 评价前炎症蛋白(outer inflammatory 
protein A, OipA)重组抗原应用于临床诊断
高毒力幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. 
pylori )感染的可行性. 

方法: 收集临床行胃镜检查患者的血清和活
检胃组织标本285份, 对组织快速尿素酶实
验阳性和部分阴性的活检标本进行H. pylori
分离培养, 分离菌经涂片染色、尿素酶实验
和16S rRNA PCR鉴定后, PCR扩增其oipA
和细胞毒素相关基因A(cytotoxin-associated 
gene A, cagA ), 测序分析oipA信号区的开关
状态; 以重组OipA6为抗原经间接ELISA法
检测血清标本的OipA抗体, 用CagA抗体检
测试剂盒测定CagA抗体, 比较oipA 基因和
OipA抗体检测结果, 以及OipA抗体与CagA
抗体的检测结果, 评价OipA6应用于临床诊
断高毒力H. pylori感染的可行性. 

结果: 组织标本分离培养获得83株H. pylori , 
其中66株oipA 基因信号区阳性, 经测序分
析62株oipA 基因信号区呈开放状态, 4株开
关状态不能确定, 59株cagA 基因阳性; 以
OipA6重组抗原检测血清抗体的敏感性、

特异性和一致率分别为95.16%、95.83%和
95.28%, 均高于CagA的77.97%、87.50%和
80.72%. 

结论:  应用O i p A重组抗原检测高毒力H. 
pylori感染是可行的. 

© 2015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: 本研究以重组功能性前炎症蛋白

(outer inflammatory protein, OipA)6为抗原经间

接ELISA法检测临床血清标本中的OipA抗体, 
用细胞毒素相关蛋白(cytotoxin-associated gene 

A protein, CagA)抗体检测试剂盒测定CagA抗

体, 比较oipA基因和抗体检测结果, 以及cagA基

因与CagA抗体的检测结果, 评价OipA6应用于

临床诊断高毒力H. pylori感染的可行性.  
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )感
染的血清学诊断主要是通过检测抗H. pylori
抗体, 但是H. pylori抗体仅仅是针对是否感染

H. pylori的检测, 并不能区分感染的菌株毒性

强弱, 由于H. pylori在人群中高度的感染率, 因
此只检测是否感染意义不是很大[1,2]. 而且因为

H. pylori抗体检测的敏感性和特异性问题, 并
不能作为H. pylori感染诊断的“金标准”, 也
是H. pylori非侵入性检查的瓶颈[3]. 由功能性前

炎症蛋白(outer inflammatory protein, oipA )基
因编码的OipA蛋白, 是近年发现的H. pylori外
膜蛋白, H. pylori在体内的定植密度增加、中

性粒细胞浸润加剧、黏膜白介素(interleukin, 
IL)-8水平升高、临床症状加重、严重的消化

系统疾病都与OipA息息相关[4-9]. 而且OipA协

同其他毒力因子, 增强了H. pylori对胃黏膜上

皮的黏附性[10-15]. 期望通过原核或者昆虫表达

系统进行oipA全长基因的表达, 以期获得完整

的OipA蛋白的实验未取得成功[16,17]. 本研究拟

以oipA基因片断表达产物OipA6重组肽段为

标准, 进行高毒力H. pylori感染的诊断, 并且与

细胞毒素相关蛋白(cytotoxin-associated gene A 
protein, CagA)检测结果相比较, 旨在为诊断高

毒力H. pylori感染奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 H. pylori国际标准株NCTC11637来源

于中国疾病预防控制中心传染病研究所; 大
肠杆菌BL-21为Invitrogen公司产品; OipA6重
组肽段来自福建省感染与肿瘤重点实验室, 为
oipA基因片段的表达产物, 经分离纯化分析, 
具有良好的免疫原性[18]. 
1.2 方法 
1.2.1 引物设计: 根据Genbank的H. py lo r i 

■相关报道
研究显示 ,  高毒
力H. pylori 感染
可能会导致胃癌
等恶性肿瘤 ,  因
而早期诊断并及
时根除高毒力H. 
pylor i 具有重要
的意义. OipA 阳
性的H. pylori 菌
株毒性很高.
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cagA、oipA和16S rRNA序列, 在oipA开放读

码框架内设计引物pF-6/pR和SF/SR, 分别用

以扩增oipA基因片断以及分析oipA信号区序

列; 设计cagA开放读码框架内引物CF/CR以及

H. pylori  16S rRNA引物16F/16R, 分别用于检测

cagA基因以及鉴定H. pylori (表1). 
1.2.2 临床标本收集、细菌分离培养及鉴定: 
从福建医科大学附属医院胃镜室收集活检胃

组织标本及相应血清标本285例(男157例、女

128例, 平均年龄44.4岁). 血清置-80 ℃保存. 活
检胃组织, 部分作尿素酶实验(试剂盒购自福

建省三明市三强公司产品), 部分置0.5 mL布氏

培养液中用匀浆器磨碎后于布氏血平板上微

需氧培养3-5 d, 培养物经快速尿素酶实验和革

兰氏染色镜检, 初步判断为H. pylori者, 收集菌

落于50 μL ddH2O中, 100 ℃水浴10 min, 8000 
r/min离心5 min, 取上清H. pylori  DNA为模板, 
用H. pylori  16S rRNA引物16F/16R进行PCR, 
反应条件: 94 ℃ 5 min, (94 ℃ 30 s, 55 ℃ 30 s, 
72 ℃ 1 min)×40, 72 ℃ 5 min, 产物用1.0%的琼

脂糖凝胶电泳. 
1.2.3 oipA基因信号区开关状态的检测: 以分离

培养的H. pylori  DNA为模板, 用oipA信号区

引物SF/SR进行PCR, 反应条件: 94 ℃ 5 min, 
(94 ℃ 30 s, 55 ℃ 1 min, 72 ℃ 1 min)×30, 
72 ℃  5 m i n. P C R产物纯化后送测序并用

Clustalx和Bioedit分析oipA基因的开关状态: 
当oipA基因信号肽编码区5'末端的CT双核苷

酸数目有6、9、(1+3)、(2+3)、(1＋2)、(1＋1
＋1)、(1+1＋2)个时, 信号肽位于基因读码框

架之内, 为“开放”(“on”)状态, 即功能性

oipA基因(functional oipA ); 当5'末端有5个或者

7个CT双核苷酸时, 信号肽位于基因读码框架

之外, 为“关闭”(“off”)状态, 即非功能性

oipA基因(nonfunctional oipA )[4,18]. 
1.2.4 间接ELISA法检测OipA抗体: 用OipA6重
组肽段为包被抗原, 间接ELISA法检测血清标

本中的OipA抗体, 同时以H. pylori  NCTC11637
水煮蛋白为阳性对照、大肠杆菌BL-21水煮

蛋白为阴性对照, 包被液为空白对照, 依次加

入1∶100稀释的血清标本100 μL、1∶4000
稀释的HRP标记的抗人IgG(北京中杉金桥公

司)100 μL、TMB显色液、终止液, 以空白对

照孔调零测定450 nm波长A值. 血清标本检测

结果判断标准为, 阳性: 标本吸光度A值≥2.1
倍阴性对照; 阴性: 标本吸光度A值<2.1倍阴性

对照为阴性. 
1.2.5 cagA 基因以及CagA抗体的检测: 以分

离培养的H. pylori  DNA为模板, 用cagA引物

CF/CR进行PCR, 反应条件: 94 ℃预变性5 min, 
94 ℃变性30 s, 55 ℃退火30 s, 72 ℃延伸1.5 min, 
循环30次, 72 ℃延伸5 m i n. 用产细胞毒素

H. pylori IgG抗体酶免疫检测试剂盒(上海晶莹

生物技术有限公司)来检测血清标本中的CagA抗
体, 同时设阳性对照2孔(阳性对照血清各100 μL)
和阴性对照(阴性对照血清各100 μL)以及空白对

照(样品稀释液100 μL), 依次加入样品稀释液

100 μL、血清标本5 μL、酶标记抗体100 μL、
显色液、终止液, 空白调零, 测定450 nm A值. 

统计学处理 采用SPSS11.5软件进行统计

分析, χ2检验比较样本率之间的差异, P <0.05为
差异具有统计学意义. 

2 结果

2.1  细菌分离培养及鉴定 285例胃黏膜组织标

本中, 组织尿素酶实验阳性107例、阴性178例; 

     引物                                  序列             用途

pF-6 5'-CGGGATCCGGCGTTCGTTGGAGCGG-3' 扩增oipA基因片断

pR 5'-CGGAATTCATGTTTGTTTTTAAAGTTA-3'

SF 5'-TCTTAAAACCAAAGAAAAACC-3' 分析oipA基因信号区

SR 5'-ACAGAACCAACGCCACCAA-3'

CF 5'-ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA-3' 检测cagA基因

CR 5'-TTAGAATAATCAACAAACATCACGCCAT-3'

16F 5'-GTCATGACGGGTATCC-3' 鉴定H. pylori

16R 5'-ACTTCACCCCAGTCGCTG-3'

oipA : 功能性前炎症蛋白基因; cagA : 细胞毒素相关基因A; H. pylori : 幽门螺杆菌.

表  1  引物及其序列和用途 ■创新盘点
本研究通过重组
OipA6为抗原经
间接ELISA法检
测 血 清 标 本 的
OipA抗体, 比较
oipA 基因和OipA
抗体检测结果, 评
价OipA6应用于
临床诊断高毒力
H. pylori 感染的
可行性, 相关研究
报道尚未见到.
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对其中187例(尿素酶实验阳性107例、阴性80
例)标本进行H. pylori分离培养, 对培养物进行

尿素酶生化实验、革兰染色形态学镜检和16S 
rRNA PCR鉴定, 确定有83株H. pylori , 其中74
株分离自组织尿素酶实验阳性者(74/107例), 9
株分离自组织尿素酶实验阴性者(9/80例). 
2.2 oipA基因开关状态及血清OipA抗体的检测 
经PCR检测, 83株H. pylori中有66株菌oipA基

因阳性, 产物经凝胶电泳, 证实与预期424 bp大
小一致, oipA基因检出率为79.5%(66/83). PCR
产物序列分析显示: 在66株H. pylori中4株oipA
基因信号区开关状态无法判断, 62株信号肽位

于基因读码框架之内, 为功能性的oipA , 检出

率74.7%, 开放性oipA基因中信号区AG(CT)重
复数目为(1+3)个的最为普遍(59.68%); AG(CT)
重复数目为9个的最少(1.61%)(表2). 

检测62例功能性oipA基因阳性患者的血

清标本, 以及44例功能性oipA阴性者血清标本

(包括17例来源于oipA基因阴性, 27例来源于

无H. pylori感染者的血清)中的OipA抗体, 与
oipA基因检测结果比较, 以OipA6作为抗原检

测OipA抗体的敏感性为95.16%(59/62), 特异

性为95.45%(42/44), 一致率为95.28%, 如表3. 
另外, 4例不能确定oipA功能状态的标本, 血清

OipA抗体均为阴性. 
2.3 cagA基因以及CagA抗体的检测 83株H. pylori
其中59例cagA基因阳性, 24例cagA基因阴性, 
阳性率为71.08%. 检测59例cagA基因PCR阳

性的血清标本, 及24例cagA基因PCR阴性的

血清标本的CagA抗体, 阳性率为59.02%, 比
较血清CagA抗体与cagA 基因检测结果, 如
表4, 结果显示, C a g A抗体检测的敏感性为

77.97%(46/59), 特异性为87.50%(21/24), 一致

率为80.72%. 

3  讨论

H. pylori与慢性胃炎、胃溃疡以及胃癌都有

密切关系, 但是感染后的不同疾病结局, 除了

与被感染者的体质、感染后的生存环境有关

之外, 与菌株本身的多态性, 即基因组的多样

性密切相关, 特别是毒力基因, 更多会引起严重

的消化系统疾病[7,19,20]. 因此尽管人群中H. pylori
感染率很高, 但发生消化性疾病的仅有10%[21]. 
对于高毒力菌株感染的诊断, 将有助于指导

临床上决定对感染者是否要进行根除性的治

疗. H. pylori感染检测的常规方法, 如尿素酶

     AG(CT)重复数目            AG(CT)重复区序列    基因状态 合计(菌株)

6 AACG(AA)AGAGAGAGAGAGTTAG on   6

9 AACGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTTAG on   1

1+3 AACGAGAAAAAGAGAGCTAG on 37

1+1+1 AACGAGAAAGACAGAAAGAG on   8

2+3 AACGAGAGAAAGAGAGTTAG on   4

1+1+2 AACGAGAAAGACAGAGTGAG on   2

1+2 AACGAGAAAAACAGAGTTAG on   4

2+2 AACGAGAGAAAGAGAAAGAG  ?1   1

1/(1+1) AACGAAAAAAAGAAAGTTAG  ?1   3

1无法判断; H. pylori : 幽门螺杆菌.

表  2  66株H. pylori 信号区AG(CT)重复序列分析结果

OipA: 功能性前炎症蛋白.

     
OipA抗体

功能性oipA 基因
合计

阳性 阴性

阳性 59   2   61

阴性   3 42   45

合计 62 44 106

表  3  OipA抗体与oipA 基因

CagA: 细胞毒素相关基因A蛋白.

     
CagA抗体

cagA 基因
合计

阳性 阴性

阳性 46   3 49

阴性 13 21 34

合计 59 24 83

表  4  CagA抗体与cagA 基因

■应用要点
应用重组OipA6
建立间接ELISA
法检测相应抗体, 
特异性和敏感性
均较高 ,  对高毒
力H. pylori 感染
的诊断具有重要
意义. 
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实验、细菌培养、组织学检查、尿素呼气试

验、粪便抗原[22]等, 只能判断患者是否有H. 
pylori感染, 无法判断感染菌毒力的高低. 而对

于是否感染高毒力H. pylori , 目前主要通过抗

H. pylori  CagA抗体的检测. 然而, 更多研究结

果显示, CagA检测的敏感性和特异性都值得

商榷, 为临床上快速诊断高毒株H. pylori感染

设置了巨大的障碍[23,24]. 本研究组对CagA抗

体的检测显示, 敏感性和特异性均<72%. 本研

究中, 83株临床分离的H. pylori , cagA基因阳

性59例(71.02%), 而CagA抗体阳性的只有49
例(59.02%), 与基因检测结果相比抗体检测

的敏感性、特异性和一致率分别为77.97%、

87.50%和80.72%, 再次证明, 以CagA为标准

来判断高毒性H. pylori的感染, 已经不是一个

科学的标准了, 因此, 寻求一种既可以检测高

毒株H. pylori、同时敏感性和特异性都很高

的检测方法, 是有效诊断高毒力H. pylori感染

的出路. 
OipA在严重消化系统疾病感染中检出率

很高, 而且感染者的中性粒细胞浸润程度严

重、黏膜IL-8水平较高、细菌定植的密度较

大[4-6]. oipA协同H. pylori的毒力因子vacA、

babA2等, 增强了H. pylori对胃黏膜上皮的黏附

性[12,25,26]. 很多资料表明, 与cagA相比, 功能型

oipA与严重消化系统疾病的关系更为密切[27]. 
因此, 用oipA代替cagA作标志, 对严重的消化

系统疾病的筛选具有重要的意义. 
oipA基因有两种状态: 功能性和非功能性[4,7]. 

这两种功能状态受oipA基因5'末端CT双核苷

酸数目的调节. 本研究中, 有62株oipA基因信

号区处于开放状态, 是功能性的, 其中CT重复

数目为(1+3)个的最为普遍(37/62 = 59.68%); 
CT重复数目为9个的最少(1/62 = 1.61%); 没
有菌株信号区关闭, 即未检测到非功能性的

oipA ; 有4株oipA基因无法判断功能状态. 功能

性oipA基因表达OipA蛋白, 可检测到相应抗

体; 非功能性oipA基因不表达OipA蛋白, 检测

不到相应抗体[4,20]. 本研究中, 有62例H. pylori
具有功能性oipA , 可表达OipA蛋白, 产生相应

的抗体; 44例非功能性oipA , 不表达OipA蛋

白, 不产生相应的抗体. 抗体检测结果显示, 其
敏感性、特异性和一致率高于90%(敏感性

95.16%、特异性95.45%、一致率95.28%), 均
高于CagA抗体(敏感性、特异性和一致率分别

为77.97%、87.50%和80.72%%). 3例具有功能

性oipA基因的血清标本未检出OipA抗体, 可能

与患者处于感染早期阶段、或是抗体滴度低

有关[28]. 2例非功能性oipA基因的血清OipA抗

体阳性, 资料回顾此2例胃组织活检标本均未

分离培养到细菌, 可能是标本取材不当, 未分

离出H. pylori ; 或因既往感染的细菌已从体内

清除, 抗体仍然存在. 
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■同行评价
本文研究设计合
理, 方法科学, 具
有一定的创新性
和学术价值 ,  对
高毒力H. pylori
感染的诊断具有
意义.




