
■背景资料
H. pylori 分离培
养困难 ,  且易发
生 耐 药 性 变 异 , 
因此若充分了解
本地菌株耐药变
异的机制和规律, 
则有望通过分子
生物学手段快速
检测耐药性变异
以选择敏感抗生
素 .  本文团队长
期致力于临床菌
株的分离和耐药
性突变的研究.
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Abstract
AIM: To investigate the antibiotic sensitivity 
of Helicobacter pylori (H. pylori) isolates from 
patients in the People’s Hospital of Qiannan 
Autonomous Prefecture and to analyze 
mutations in the domain V of 23S rRNA gene 
that are related with clarithromycin resistance.

METHODS: Clarithromycin susceptibility tests 
of 74 H. pylori isolates were performed by the 
modified agar dilution method (breakpoint 
susceptibility testing). Domain V of 23S rRNA 
gene of 22 clarithromycin resistant strains, 
10 clarithromycin susceptible strains and a 
control stain (NCTC11637) were amplified 
and sequenced. Nucleotide homology of these 
sequences were compared to H. pylori U27270 
(GenBank accession number: U27270) which is 
a susceptible strain. 

RESULTS: Clarithromycin resistance rate of 
74 H. pylori isolates was 29.7% (22/74). Ten 
types of mutations in domain V of 23S rRNA 
gene were found in this study. T2183C, T2245C 
and T2321C mutations were found in both 
clarithromycin resistant strains and susceptible 
strains. Mutations only found in resistant 
strains included A2144G(4/22), A2224G(4/22), 
C2196T(1/22), C2289T(1/22), A2435G(1/22), 
C2695A(1/22) and T2712C(1/22). 

CONCLUSION: Clarithromycin resistance rate 
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■研发前沿
H. pylori 的耐药
性变异及感染复
发的机制是本领
域的研究热点和
重点之一 ,  该菌
的耐药变异是治
疗失败的主要原
因 .  该菌培养困
难 ,  难以普遍开
展常规药敏检测, 
其耐药变异的机
制和规律及检测
方法的建立是亟
待研究的问题.

of H. pylori isolates from the People’s Hospital 
of Qiannan Autonomous Prefecture was high. 
A2144G and A2224G mutations were the 
most prevalent mutation types related with 
clarithromycin resistance and there were three 
novel mutation types (A2435G, C2695 and 
T2712C). 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目 的 :  了 解 贵 州 省 黔 南 州 幽 门 螺 杆 菌
(Helicobacter pylori , H. pylori )克拉霉素耐药
相关基因突变情况.

方法: 采用改良琼脂稀释法检测分离自黔南
州人民医院的74株H. pylori 对克拉霉素的
敏感性, 选取H. pylori 克拉霉素耐药菌株22
株、敏感株10株, 以及NCTC11637进行23S 
rRNA基因功能区V区片段的PCR扩增和测
序, 与GenBank中收录的H. pylori敏感菌株 
U27270相关序列进行比对和分析. 

结果:  74株H. p y l o r i 克拉霉素耐药率为
29.7%(22/74). 共发现10种突变类型, 其中
在耐药菌株及敏感菌株23S rRNA V区均
存在的基因突变包括: T2183C、T2245C
和T2321C; 仅在耐药株(22株)中检测到的
突变包括: A2144G(4/22)、A2224G(4/22)、
C 2 1 9 6 T ( 1 / 2 2 ) 、 C 2 2 8 9 T ( 1 / 2 2 ) 、
A2435G(1/22)、C2695A(1/22)、T2712C(1/22).

结论: 黔南州医院分离的H. pylori 克拉霉素
耐药率较高; 与耐药性相关的23S rRNA基因
突变主要为A2144G和A2224G; 本院菌株存
在A2435G、C2695A、T2712C 3种尚未见
报道的突变. 

© 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: 本文表明分离自黔南州人民医院的

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori )临床菌株克拉

霉素耐药率已高达29%; 本地耐药菌株的23S 
rRNA基因突变具有复杂的多态性, 与耐药性相

关的突变主要为A2144G和A2224G; 且存在不

同于其他地区的新型的突变类型. 
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )在人

群中的感染非常普遍, 是急慢性胃炎、消化性

胃溃疡的重要致病因子, 并且与胃腺癌和胃黏

膜相关B细胞淋巴瘤的发生密切相关[1]. 克拉

霉素是应用于根除H. pylori治疗方案中常用抗

生素之一. 近年来国内外资料报道, H. pylori对
克拉霉素的耐药率有逐年增高趋势, 克拉霉素

耐药性的产生与H. pylori  23S rRNA V区上的

点突变有关, 且不同国家或地区的耐药基因突

变位点呈现不同特征[2]. 了解地区性H. pylori克
拉霉素耐药情况及耐药基因突变特征, 有助于

指导临床合理将克拉霉素应用于H. pylori感染

所致疾病的治疗, 并为进一步完善快速检测

H. pylor i克拉霉素耐药性的基因诊断方法提

供实验依据. 我们检测了黔南州人民医院临

床分离H. pylori菌株对克拉霉素的敏感性及

H. pylori  23S rRNA基因的突变特征, 现报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 H. pylori临床菌株来源于黔南州人民

医院消化科胃镜室行胃镜检查知情患者(慢性

胃炎、胃溃疡、十二指肠球部溃疡、胃癌患

者). 质控菌株: H. pylori菌株NCTC l l637, 获
赠于中国疾病预防控制中心传染病预防控制

所, 贵阳医学院微生物学教研室保存. 引物: 
采用文献[3]的方法, 由生工生物工程(上海)
股份有限公司合成H. pylori  23S rRNA基因功

能区V区(2055-2889)片段PCR特异性引物F: 
5'-TGGCGTAACGAGATGGGAGCTGT-3'和
R: 5'-AGTCTTTGTGCGAGCTTAGGGA-3'. 哥
伦比亚培养基(青岛高科园海博生物技术有限

公司); MH培养基(杭州天和微生物试剂有限

■相关报道
国内外有文献报
道当地菌株的克
拉霉素耐药相关
基因突变, 各地的
突变类型不尽相
同. 本文作者之前
也对贵阳菌株的
突变特征进行了
分析 ,  与本省贵
阳相比 ,  黔南菌
株的优势突变除
A2144G外, 尚有
A2224G突变.
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公司); 脱纤维绵羊血(采自贵阳医学院实验动

物中心); H. pylori添加剂(英国, OXOID); 微
需氧产气袋(日本, 三菱化学株式会社); 厌氧

罐(日本, 三菱化学株式会社); H. pylori转送

液(100 g/L蔗糖＋50%小牛血清); 细菌基因组

DNA提取试剂盒(北京三博远志生物技术有

限公司); 克拉霉素(中国食品药品检定研究所

130558-200902).
1.2 方法

1.2.1 H. pylori 的分离培养和鉴定: 无菌操作, 
将胃镜下采集的胃底和胃体部胃黏膜组织充

分剪碎后接种于含有H. pylori选择添加剂的哥

伦比亚血琼脂培养基中, 37 ℃微需氧培养5 d, 将
疑似菌株经革兰染色初步鉴定后划线分离培

养, 挑取单菌落传代培养并经革兰染色、快速

尿素酶试验和H. pylori  16S rDNA特异性PCR
扩增进行鉴定[4]. 将鉴定阳性菌株保存于脱纤

维绵羊血中, -80 ℃保存备用.
1.2.2 H. pylori的克拉霉素敏感性检测: 参照美

国临床实验标准化委员会推荐的改良琼脂稀

释法[5]检测H. pylori对克拉霉素的敏感性. 取
2 µL待检H. pylori菌液点种在含有终浓度为

1 µg/mL克拉霉素的MH血琼脂平板中微需氧培

养96 h后观察, 若接种点有细菌生长判为耐药. 
实验均重复2次, 质控株选用NCTC 11637.
1.2.3 H. pylori  23S rRNA基因片段的PCR扩增

和测序: 按细菌基因组DNA提取试剂盒说明

书方法分别提取22株克拉霉素耐药株、10株
敏感菌株和NCTC11637基因组DNA. 扩增其

23S rRNA基因V区(2055-2899)片段. PCR产物

经1.0%琼脂糖凝胶电泳观察, 送生工生物工程

(上海)股份有限公司进行双向序列测定.
1.2.4 H. py lo r i  23S rRNA序列分析: 采用

ClustalW2软件对32株测序结果与文献[6]的敏

感菌株H. pylori  U27270序列进行比对和分析, 
寻找与克拉霉素耐药性相关的突变类型, 并与

文献报道的宁波[7]、青岛[8]和贵阳[3]耐药菌株

的突变类型进行比较.  

2  结果

2.1 H. pylori分离培养和鉴定结果 280例临床标

本经分离培养, 得到微需氧生长、革兰染色阴

性螺杆菌、快速尿素酶试验阳性及16S rDNA
鉴定阳性、可用于药敏试验的H. pylori纯培养

物共74例.
2.2 H. pylori临床分离株克拉霉素敏感性 74株
H. pylori中, 52株为克拉霉素敏感株, 22株为克

拉霉素耐药株, 耐药率为29.7%(22/74).
2.3 H. pylori  23SrRNA基因片段序列的碱基多

态性 NCTC11637及22株H. pylori克拉霉素耐

药株、10株敏感株的23S rRNA基因片段PCR
产物, 经1%琼脂糖凝胶电泳, 紫外检测仪下观

察, 约850 bp处均见明显目的条带(图1). 经测

序结果和与U27270序列比对, 克拉霉素耐药株

中, 2144和2224位点有18株为A, 4株为G; 2183
位点有9株为T, 13株为C; 2196和2289位点有

21株为C, 1株为T; 2245位点有2株为T, 20株为

C; 2321位点有19株为T, 3株为C; 2435位点有

21株为A, 1株为G; 2695点有21株为C, 1株为

A; 2712点有21株为T, 1株为C敏感株中, 2183
位点有4株为T, 6株为C; 2245位点10株均为C; 
2321位点有9株为T, 1株为C; 其他位点与参考

株H. pylori  U27270一致. A2144G和A2224G突

变的测序峰图如图2, 各突变位点的碱基分布如

表1. 宁波、青岛、贵阳和本地突变的比较如表2. 

3  讨论

克拉霉素属大环内酯类抗生素, 具有耐酸、能

溶解于低pH胃液中的特性, 口服后生物利用度

好, 不良反应少, 被认为是H. pylori根除治疗方

案中最有效的抗生素[9]. 其抗菌机制为: 与细菌

核糖体紧密结合后作用于细菌23S rRNA V区

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

M     1     2     3     4     5     6    7     8     9   10   11   12   13  14   15bp

图  1  部分菌株H. pylori  23S rRNA V区基因片段扩增产物电泳结果. M: DNA 1000 bp Marker; 1: NCTC 11637; 2-15: 部

分临床分离H. pylori . H. pylori : 幽门螺杆菌. 

■应用要点
如同基因芯片法
在结核分枝杆菌
耐药性检测中的
开发和应用, 随着
对H. pylori耐药相
关基因突变的了
解, 将有望研发快
速诊断该菌耐药
性的技术. 本文为
该菌克拉霉素耐
药相关基因突变
规律的揭示提供
了实验数据.
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的多肽转移酶环, 抑制肽酰基转移酶活性, 阻
止肽链延长, 抑制细菌蛋白质的合成而发挥抗

菌作用. 然而, 随着克拉霉素的长期应用, 国内

外报道H. pylori对克拉霉素耐药率呈逐年增

高趋势[10-12]. 1996-2008年, 日本[13]菌株克拉霉

素耐药率分别从0%上升至24.1%, 根治率却从

70%下降到60%. 本文结果显示黔南州医院分

离到的H. pylori菌株对克拉霉素的耐药率达

到了29.7%, 高于原素梅等 [14]报道的7.4%及

杜军等[15]报道的9.17%. 根据国内外共识报告

意见[16-18], 当克拉霉素耐药率高于15%-20%时, 

则不宜再选用含有甲硝唑或克拉霉素的标准

三联疗法作为根除H. pylori的一线方案, 应引

起临床的重视. 
H. pylor i  23S rRNA基因V区上的点突

变与克拉霉素的耐药性的产生有关 [19]. 突变

菌株核糖体和克拉霉素亲合力下降 ,  药物

失去抑制细菌蛋白质合成的作用 ,  因而产

生耐药性. 各国研究者[20,21]对H. py lor i  23S 
r R N A V区的研究发现, 与克拉霉素耐药相

关的突变主要包括: A2142G、A2143G/C、

A2144G/C/T、T2183C、A2224G等. 不同国

100                110                120               130                140                 150               160                170                180                190               200           

敏感菌株U27270该位点碱基为A

40                50                 60               70                80               90                100             110              120               130             140

敏感菌株U27270该位点碱基为AA

B

图  2  A2144G和A2224G突变的测序峰图. A: 发生A2144G突变的耐药菌株23S rRNA基因V区测序图; B: 发生A2224G突

变的耐药菌株23S rRNA基因V区测序图. 

     
突变位点 U27270 NCTC11637

10株敏感株 22株耐药株

(核苷酸/菌株数) (核苷酸/菌株数)

2144 A A A/10 A/18, G/4

2183 T T T/6, C/4 T/9, C/13

2196 C C C/10 C/21, T/1

2224 A A A/10 A/18, G/4

2245 T C C/10 T/2, C/20

2289 C C C/10 C/21, T/1

2321 T T T/9, C/1 T/19, C/3

2435 A A A/10 A/21, G/1

2695 C C C/10 C/21, A/1

2712 T T T/10 T/21, C/1

H. pylori : 幽门螺杆菌.

表  1  黔南州人民医院临床分离H. pylori  23S rRNA突变位点的碱基分布

■名词解释
23S rRNA基因V
区: 23S rRNA是
细菌核糖体大亚
基 的 组 成 部 分 , 
是核糖体催化功
能的核心 ,  其结
构域V区具有肽
酰转 移 酶 活 性 , 
负 责 转 移 肽 酰
基 并 催 化 肽 键
形成 ,  使肽链延
长 .  克拉霉素能
与H. pylori 核糖
体23S rRNA V区
紧密结合 ,  抑制
肽酰转移酶活性, 
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.
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家和地区报道的突变位点碱基分布不尽相

同. 西班牙[22]克拉霉素耐药株中85.3%(29/34)
存在A2143G突变, 17.6%(6/34)存在T2182C
突变, 8.8%(3/34)存在A2142G突变. 法国[23]

克拉霉素耐药株中有81.9%(113/138)存在

A2144G突变, 14.5%(20/138)存在A2143G突

变, 仅3.6%(5/138)存在A2143C突变. 亚洲国

家菌株耐药突变以A2143G为主[24-26]. 但孟加

拉国 [27]克拉霉素耐药菌株以T2182C突变为

主, 而未发现A2143G和A2144G突变. 国内淮

南、宁波、重庆及青岛等多地耐药菌株与亚

洲国家突变情况大致相符, 以A2143G突变为

主[7,8,28,29]. 而司书梅等[3]报道的贵阳地区耐药

株主要存在A2144G突变. 以H. pylori  U27270
序列为参考 ,  本次黔南州医院临床分离的

菌株中, 未发现文献报道的与耐药性相关的

A2142G、A2143G/C、A2144C/T等突变; 耐
药菌株及敏感菌株均发现有T2183C(13/22, 
4/10)、T2245C(20/22, 10/10)和T2321C(3/22, 
1/10)突变, 提示这几个位点的突变与本院分离

的H. pylori克拉霉素耐药性关系不大; 仅在耐

药株中检测到A2144G(4/22)、A2224G(4/22)、
C 2 1 9 6 T ( 1 / 2 2 ) 、 C 2 2 8 9 T ( 1 / 2 2 ) 、
A2435G(1/22)、C2695A(1/22)、T2712C(1/22)
突变, 其中以A2144G和A2224G突变率高于其

他类型突变率, 提示其为本次分离临床菌株克

拉霉素耐药性相关的主要突变类型; C2196T及
C2289T突变在文献[20,30,31]中亦有报道, 本
文进一步证实了这两个位点突变与H. pylor i
克拉霉素耐药的相关性. 有意义的是尚未见其

他地区报道耐药株中有A2435G、C2695A、

T2712C位点的突变, 提示本地区菌株23S rRNA 
V区基因碱基分布具有较为复杂的多态性, 有
待进一步研究其与H. pylori克拉霉素耐药的相

关性.
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