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Abstract
AIM: To develop a nested-PCR assay for the 

detection of Helicobacter hepaticus (H. hepaticus) 
with a high sensitivity and specificity and to 
analyze its clinical application.

M E T H O D S : T h e n e s t e d p r i m e r s w e r e 
designed based on the sequences of 16S rRNA 
gene of nine subtypes of H. hepaticus. After 
optimizing reaction condition, the sensitivity 
and specificity of the assay were examined 
using simulated feces and bile samples, related 
bacteria, mouse infection model and clinical 
inpatients samples. 

RESULTS: The detection limit for H. hepaticus 
strain in simulated feces and bile samples was 
102 CFU/mL. No specific PCR product was 
detected with DNA from Helicobacter pylori, 
Helicobacter bilis, Campylobacter jejuni, Escherichia 
coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa 
and Staphylococcus aureus. H. hepaticus was 
successfully detected in the liver, caecum and 
feces of experimentally infected mice. Moreover, 
H. hepaticus was successfully detected in 
the gallbladder bile, gallbladder mucosa 
and fecal samples from two of ten patients 
with cholelithiasis. PCR methods, medical 
intervention, sample type and management 
may all influence the detection. 

CONCLUSION: Due to the high sensitivity and 
specificity of the PCR assay, it may be used 
to detect H. hepaticus infection. H. hepaticus 
may be associated with the pathogenesis of 
human cholelithiasis. PCR methods, medical 
intervention, sample type and management may 
all influence the detection of clinical samples.  

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
目前国内外关于
肝螺杆菌的研究
处于低谷期 .  研
究的方向大致分
为两方面: (1)动
物及动物模型的
研究; (2)关于人
类致病性的研究
(主要是细胞系基
础上的研究 ,  临
床 标 本 比 较 少 , 
多为个例)及流行
病学调查研究.

Key Words: Helicobacter hepaticus ; Nested PCR 
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摘要
目的:  建立一种敏感性高、特异性强的
检测肝螺杆菌(Helicobacter hepaticus , H. 
hepaticus )的套式PCR方法并对其临床应用
进行探讨.

方法: 本研究基于9种H. hepaticus亚种的16S 
rRNA基因设计筛选出1套套式引物(2条内引
物、2条外引物), 优化反应条件后, 通过模拟
粪便和胆汁标本、相关细菌、动物模型标
本和临床标本的检测对该套式PCR方法的
敏感性、特异性进行评估.

结果:  在模拟粪便和胆汁标本中 ,  该方法
检测H. hepat icus 的最低检出浓度达到102 

CFU/mL. 幽门螺杆菌、胆螺杆菌、空肠弯
曲菌、大肠埃希菌、粪肠球菌、铜绿假单
胞菌、金黄色葡萄球菌检测结果均为阴性. 
本研究建立了3例感染肝螺杆菌的S P F级
Balb/c小鼠模型. 该方法在3例模型的粪便和
盲肠标本及2例模型的肝脏标本中检测出H. 
hepaticus . 10例胆石病患者中, 该法在2例患
者的胆囊胆汁、胆囊黏膜和粪便标本中检
测出有H. hepaticus  临床标本的检测中, PCR
检测方法、医疗干预和标本的类型及处理
可能都会影响检测的结果.

结论: 本研究建立的套式P C R方法 ,  敏感
性高、特异性强 ,  可以用于小鼠和人的
H. hepaticus感染. H. hepaticus感染可能和人
胆石病有关. PCR检测方法、医疗干预和标
本的类型及处理可能都会影响临床标本的
检测结果.

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 肝螺杆菌; 套式PCR; 16S rRNA; 临床应用

核心提示: 本文的创新有3点: (1)建立了一条

不断建立PCR新方法的途径(综合利用RDP数

据库、DNAMAN8.0、Primer Primier 6.0和

OLIGOU7.0软件设计引物、动物模型及临床标

本检测该方法); (2)建立了一种新的检测肝螺杆

菌的套式PCR方法; (3)对该法的临床应用进行

了初步研究.
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消化杂志  2015; 23(28): 4507-4514 URL: http://www.
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0  引言

1994年, Fox等[1]在有慢性活动性肝炎的SCID/
N C r小鼠肝组织中发现并鉴定了一种肠肝

螺杆菌-肝螺杆菌(Helicobacter hepaticus , H. 
hepaticus ). 此后, 在大鼠、豚鼠、兔及犬中也

检测出了H. hepaticus [2,3]. 他的感染会因影响

动物实验的结果. 1998年以后Fox等[4-8]的研究

发现, H. hepaticus和人类的胆石病、慢性胆囊

炎、肝病可能相关, 可能是一种重要的人兽共

患病病原菌. 但是, H. hepaticus是苛养菌, 难
于从人体标本分离培养. 目前, PCR检测及测

序因其简便和可靠, 是公认的检测H. hepaticus
的金标准[1]. 2009年, Poynter等[9]把含有H. hepaticus
不同拷贝数的9份阳性标本和1份阴性标本分

别送去全世界6个实验室, 结果有3个实验室检

测全部为阴性, 分析原因可能和引物有关. 国
内也有专家也对H. hepa t icus的PCR检测方

法进行了许多的研究 [10,11], 但我们应用到临

床标本的检测中不是很理想 .  目前 ,  核糖体

数据库RDP(http://rdp.cme.msu.edu/)提供了

9种H. hepaticus亚种的16S rRNA. 本研究基于

此建立一种检测H. hepaticus高敏感性和特异

性的套式PCR方法, 并探讨其在临床标本检测

中的应用.

1  材料和方法

1.1 材料 H. hepaticus(ATCC51448)、幽门螺杆菌

(Helicobacter pylori , H. pylori )ATCC43504、胆螺

旋杆菌(Helicobacter bilis , H. bilis )ATCC43879、
空肠弯曲菌(Campylobacter jejuni , C. jejuni )、大

肠埃希菌(Escherichia coli , E. coli )、粪肠球菌

(Enterococcus faecalis , E. faecalis )、铜绿假单胞

菌(Pseudomonas aeruginosa , P. aeruginosa)、金黄

色葡萄球菌(Staphylococcus aureus , S. aureus)来
自南方医院消化内科.

动物试验: 我们选取3只SPF级的Balb/c
小鼠经胃灌入200 μL含有H. hepaticus的磷酸
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■相关报道
Fox是肝螺杆菌
的发现和命名者, 
从上世纪90年代
开始20余年间陆
续发表了一系列
的文章 ,  反映了
肝螺杆菌的发展
历程. 

盐缓冲液(phosphate buffer saline, PBS)液
(107-109 CFU/只), 建立感染H. hepaticus的动

物模型后处死(1-6 wk), 取其肝脏、盲肠及粪

便标本[12]. 造模前, 我们提前收集Balb/c小鼠粪

便标本, 用文献[4,13]中检测方法(C97-C05、
C97-C98)明确没有H. hepaticus的感染. 整个过

程经过了南方医科大学动物管理及使用委员

会的同意. 
本研究纳入10例因胆石症拟行胆囊切除

术的患者, 患者近4 wk未服用以下药物: H2组
胺受体阻断剂、抗生素、质子泵抑制剂、铋

剂. 术前留取粪便标本, 术后取胆囊胆汁、胆

囊黏膜标本, 均保存于-80 ℃冰箱内. 用于胆汁

模拟标本检测的胆汁检测H. hepaticus为阴性. 
-80 ℃保存1位健康人粪便标本用于模拟粪便

标本. 健康人指无胆石病、胆囊炎、胆囊癌、

肝炎及肝癌, 检测粪便标本H. hepaticus阴性.
1.2 方法 用D N A M A N8.0序列分析比对9种
H. hepa t i cus 亚种的16S rRNA(表1), 确定保

守区和可变区. Primer Primier6.0(引物设计软

件)设计引物, OLIGOU7.0分析、评估, 选取

最优引物. H. hepaticus、H. bilis和C. jejuni菌
株密集划线接种在空肠弯曲菌选择性琼脂培

养基, 添加5%-l0%冻融脱纤维羊血, 微需氧

条件下(50 mL/L O2、850 mL/L N2和100 mL/L 
CO2)37 ℃培养3-7 d. H. pylori菌株进行密集划线接

种在布氏琼脂培养基上, 微需氧条件下(50 mL/L 
O2、850 mL/L N2和100 mL/L CO2)37 ℃培养3-7 d. 
其余细菌在哥伦比亚培养基中37 ℃过夜培养.

细菌基因组DNA的提取使用Qiagen RNA/
DNA Mini Kit(Qiagen Inc.), 粪便、胆汁及组

织DNA的提取使用QIAamp DNA Stool Mini 
Kit(Qiagen Inc.). PCR扩增引物(如表2所示)由
华大基因公司合成. 两轮反应的预变性条件均

为94 ℃ 3 min, 终止反应条件均为72 ℃ 7 min. 
第一轮反应: PCR反应体系为50 μL, 2×Premix 
Taq 25 μL, 上、下游引物各1 μL(0.2 mmol/L), 
模板5 μL, 无菌去离子水补足至50 μL, 30个
循环; 第二轮反应: PCR反应体系为50 μL, 2
×Premix Taq 25 μL, 上、下游引物各1 μL(0.2 
mmol/L), 第一步PCR产物稀释100倍后取1 μL作
为模板, 无菌去离子水补足至50 μL, 30个循环, 
最后PCR产物琼脂糖凝胶电泳. PCR产物测序由

华大基因公司负责(美国ABI的3730XL测序分

析仪, Bigdye V3.1 Mix kit, POP7测序胶, PCR产
物原液经柱纯化后单向测序). 为避免假阳性和

假阴性条带, 我们从提取DNA到PCR扩增都设

置阳性对照(H. hepaticus)和阴性对照(双蒸水).

     Strain RDP No. 16S rRNA index No.

Helicobacter hepaticus;  ATCC51449 S000628343              AE017125

Helicobacter hepaticus ; ATCC51448 S000390965              AF302103

Helicobacter hepaticus ; FRED1 S000435927              L39122

Helicobacter hepaticus ; Hh-1 S000334524              U07573

Helicobacter hepaticus (T) ; Hh-2 S000334525              U07574

Helicobacter hepaticus ; Hh-3 S000334526              U07575

Helicobacter hepaticus ; MIT 96-284 S000573920              AY631952

Helicobacter hepaticus ; MIT 96-1809 S000573919              AY631950

Helicobacter hepaticus S000089425              AJ007931

表  1  9种肝螺旋杆菌亚种的16SrRNA 

     
Primer Sequences(5'→3')

Product 

size(bp)

Reaction condition

Denaturation Annealing Extension

Outer ATCAGCCTATGTCCTATCAG 935 94.0 ℃ 57.0 ℃ 72.0 ℃

forward 30 s 30 s 5 min

Ouer reverse CTCACCTTCCTCCTCCTT

Inner forward AGCGTTACTCGGAATCAC 300 94.0 ℃ 56.0 ℃ 72.0 ℃

Inner reverse GACAAGCAAGGCAACAAC 30 s 30 s 3 min

表  2  引物序列及反应条件
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■创新盘点
国内高正琴教授
关于肝螺杆菌检
测方法的研究有
2篇文章, 主要是
基于对动物的检
疫 检 验 为 目 的 . 
本研究不同于高
正琴教授研究成
果 的 地 方 在 于 : 
(1)建立了一种系
统设计肝螺杆菌
PCR检测方法的
途径; (2)临床应
用的研究. 

模拟粪便和胆汁标本的最低检出浓度检

测使用比浊仪调整菌液至0.5麦氏单位, 约相

当于1.5×108 CFU/mL, 用无菌PBS进行稀释, 
称取健康人粪便0.2 g/管或胆汁200 mL/管, 加
入0.7 mL PBS, 加入各稀释度的菌液0.1 mL混
匀, 制备成一定的菌悬液模拟标本, 最终菌液

浓度分别为107、106、105、104、103、102、10 
CFU/mL, 上述的各稀释度与粪便或胆囊胆汁

标本混匀1000 r/min离心10 min(有些胆汁标本

里有泥沙样结石也需离心去除), 把上清液转

入另一个离心管中, 12000 r/min离心10 min, 离
心后弃上清, 用试剂盒提取DNA, 用建立好的

套式PCR方法检测各稀释度的标本. 

2  结果

2.1 最低检出浓度检测和特异性检测 以10倍梯

度稀释制备的粪便模拟标本, 提取DNA后用套

式引物PCR扩增, 可以检测的最低菌液浓度为

102 CFU/mL(图1A). 为了检测不同人体标本是

否影响PCR扩增, 同时以10倍梯度稀释制备的

胆汁模拟标本, 提取DNA后进行PCR扩增, 可
以检测的最低菌液浓度也为102 CFU/mL(图1B). 
特异性检测中, 含有H. hepaticus  DNA的反应

管可见阳性条带, 其他含有H. pylori、H. bilis、

空肠弯曲菌、大肠埃希菌、粪肠球菌、铜绿

假单胞菌、金黄色葡萄球菌DNA的反应管以

及阴性对照管均为阴性(图2).
2.2 动物模型检测 3只SPF级Balb/c小鼠造模

前粪便标本用3种PCR方法(C97/C05PCR法、

C97-C98PCR法和套式PCR法)均未检测到特异

条带(图3A-C), 造模后3只小鼠粪便用套式引

物均检测到约300 bp的特异条带, 测序后比对

为H. hepaticus的16S rDNA部分片段(图3C). 3
只SPF级Balb/c小鼠造模后, 2例肝脏标本和3例
盲肠标本用套式引物检测到约300 bp的特异条

带, PCR产物测序后比对为H. hepaticus的16S 
rDNA部分片段(图3D).
2.3 临床标本检测 本研究中用套式PCR法检测

了10例胆石病患者的标本. 术前留取的粪便标

本中有2例患者检测到了特异条带(图4C), 同
时在这2例患者的手术标本胆囊胆汁(图4A)和
胆囊黏膜(图4B)中也检测到了特异条带, PCR
产物测序后比对为H. hepaticus的16S rDNA部

分片段.

3  讨论

早在1992年, Ward等[14]就在美国国立癌症研究

中心实验室的小鼠肝脏内发现了H. hepaticus . 

M         PC        NC        1          2          3        4           5         6         7

300 bp

A

M         PC         NC           1          2           3          4          5            6       7

300 bp

B

图  1  粪便和胆汁模拟标本检测. A: 粪便模拟标本中套式PCR法最低检出浓度的检测; B: 胆汁模拟标本中套式PCR法

最低检出浓度的检测. M: Omega Marker DL 2000; 1-7: 分别代表菌液浓度为107、106、105、104、103、102、10 CFU/mL. 

PC: 阳性对照; NC: 阴性对照. 两者最低检出浓度相同, 都为102 CFU/mL.

M          1          2          3        4           5         6         7         8         9

300 bp

图  2  特异性检测. M: Omega Marker DL 2000; 1: 肝螺杆菌; 2: 幽门螺杆菌; 3: 胆螺旋杆菌; 4: 空肠弯曲菌; 5: 大肠杆菌; 

6: 粪肠球菌; 7: 铜绿假单胞菌; 8: 金黄色葡萄球菌; 9: 阴性对照.
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■应用要点
本文为H. hepaticus
的临床研究提供
了一个很好的平
台并且总结了一
些宝贵检测经验. 

1994年, FOX等 [1]发表文章正式确认这是一

种新的螺杆菌. 经过20年的研究, 目前发现H. 
hepaticus有9个亚种. 他们可引起免疫功能健全

的多种品系的小鼠发生胆石病、慢性活动性

肝炎、原发性肝癌[15-18], 也可以诱导免疫功能

缺陷品系小鼠的发生炎症性肠病[19-23]. 因此, H. 
hepaticus的感染对于动物实验的质量控制和

一些动物实验模型的建立具有重要意义. 而且, 
多项研究[5,24-26]发现在人体的胆汁、肝脏和肠

道内也存在H. hepaticus . 基于原代肝癌细胞系

的研究[8]也提示他能引起细胞系的炎症反应. 
因此, H. hepaticus和人胆囊炎、肝癌、肠炎的

发生可能相关, 可能让我们对这些疾病的发生

有新的认识.
H. hepaticus是苛养菌, 培养条件和设备要

求高, 培养法敏感性差. 血清学检查要在培养

法基础上取得抗原, 而且多是基于多克隆抗

体, 假阳性率高. PCR扩增及测序是目前检测

H. hepaticus的金标准. 16S rDNA因其序列高

度保守, 长度适宜, 被大多数研究人员作为首

选靶序列[27]. 23S rDNA也是重要的靶序列. 此
外, H. hepaticus的一些毒力基因, 如cdtB也是

常见的靶序列, 可用于致病性研究和辅助的

鉴定检测 [28].  组织或体液标本提取的模板混

有其他细菌和人类DNA, PCR检测的特异性和

敏感性受到影响. 我们也曾经使用高正琴等设

计的引物来检测H. hepaticus . 小鼠、大鼠各种

标本的检测结果和文献中[10,11]一致, 但在应

用于人临床标本中的H. hepaticus检测时, 结果

不是很理想. 国内黄燕等[29,30]用PCR方法检测

肝癌或其他肝肿瘤切片或新鲜标本中是否有

H. hepaticus , 结果都为阴性. 我们也曾经收集

过10余例肝癌手术切除的肝脏标本进行PCR检
测和螺杆菌的培养, 不管是肿瘤组织, 还是癌

旁组织, 都未检测出H. hepaticus , 和国内专家

的研究结果一致. 我们在人体中检测到的第

一例H. hepat icus是在胆石病患者的胆囊胆

汁中, 随后在胆石病患者的胆囊黏膜中也检

测出了H. hepaticus , 但在胆石中未检测出H. 
hepaticus . 高正琴等[11]也曾在一例肝硬化患者

的腹水中检测到H. hepa t icus和胆汁都是体

液标本, 这提示我们体液标本更容易检测到

H. hepat icus . 但粪便标本的检测始终是阴性

的, 直到我们应用套式PCR法.

M                PC               NC              1              2              3 

1190 bp

A

M              PC               NC              1              2              3 

398 bp

B

C

D

M         PC        NC        1          2          3         4          5         6         7

300 bp

M         PC        NC        1          2          3          4          5          6         7

300 bp

图  3  Balb/c小鼠模型建立前后标本的检测. A: 1-3为造模前用C97/C05引物检测3只SPF级的Balb/c小鼠的粪便, 皆为阴

性; B: 1-3为造模前用C97-C98检测3只SPF级的Balb/c小鼠的粪便, 皆为阴性; C: 1-3为3只Balb/c小鼠造模前粪便标本

套式引物检测结果, 4-6为造模后3只小鼠粪便套式引物检测结果; D: 1-3为3只Balb/c小鼠造模后肝脏标本套式PCR检

测结果, 4-6为造模后3只小鼠盲肠标本套式PCR检测结果. M: Omega Marker DL 2000; PC: 阳性对照; NC: 阴性对照.
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■名词解释
16S rRNA: 本文
从RDP数据库中
得 到 的 序 列 是
16S rRNA, 是含
有 稀 有 碱 基 的 , 
设计的引物中最
好不要含有稀有
碱基; 16S rDNA: 
是16S rRNA的
编码序列 ,  也是
PCR检测的靶序
列. 因为是细菌, 
不 含 有 内 含 子 , 
所以16S rRNA和
16S rDNA大小是
一样的.

套式PCR由于进行两重特异性的PCR扩

增, 特异性更强, 敏感性更高, 受到越来越多

研究者的重视. 本文根据最新的数据库, 设计

了一套新的套式PCR引物. 该引物不仅与同属

同科的幽门螺旋杆菌、胆螺旋杆菌、空肠弯

曲菌, 而且与常见的肠道定植菌大肠埃希菌、

粪肠球菌和肠道致病菌铜绿假单胞菌、金黄

色葡萄球菌均无交叉反应, 特异性强. 模拟粪

便标本的检测是在富含肠道细菌和少量人

体DNA的复杂环境下, 最低检测浓度可达到

102 CFU/mL. 另外, 在感染H. hepaticus的3例
SPF级的Balb/c小鼠模型中, 我们用套式PCR法
在小鼠肝脏标本、盲肠及粪便标本中也能检

测出H. hepaticus . Balb/c小鼠是H. hepaticus的自

然宿主, 因此, 建立H. hepaticus模型的关键就是

明确建模前小鼠未被感染H. hepaticus . 我们用

了3种不同的PCR方法来检测备选小鼠的粪便

标本, 以确定小鼠建模前未感染H. hepaticus . 图
1结果提示对于套式PCR法来说, 不论粪便模拟

标本, 还是胆汁模拟标本, 最低检测浓度都是

102 CFU/mL. 也就是说, 两种标本的复杂成分并

没有影响该方法检测H. hepaticus的敏感性. 前
期的实验中, 我们曾用普通PCR法检测过约30
例胆石病患者的粪便标本, 没有检测到一例H. 
hepaticus感染. 因此, 我们推测PCR检测方法对

不同标本的敏感性不一样.
我们用这种方法检测了10例胆石病患者

的手术标本. 2例患者的胆囊胆汁、胆囊黏膜

及粪便中检测出了H. hepaticus的存在, 提示H. 
hepaticus感染可能和胆石病有关. 另外, 结合一

些前期的预实验, 我们还发现, 胆汁、胆囊黏

膜及粪便中检测H. hepaticus的难度不同: 胆汁

标本最容易检出H. hepaticus ; 粪便标本的检测

更容易受到医疗干预因素和PCR方法的影响; 
胆囊黏膜标本的检测难度居中. 胆汁中容易检

测到H. hepaticus可能是因为胆汁的环境可能

更利于H. hepaticus生长, 即使使用抗生素或其

他药物, H. hepaticus仍能继续生存. 肠道有微

生态系统, 不适于H. hepaticus生长, 一旦使用

抗生素或其他药物, H. hepaticus可能就会被杀

灭. 因此, 标本的类型会影响检测的结果. 在选

择患者时, 我们设定了严格的纳入标准, 减少

抗生素、质子泵抑制剂等对结果的影响. 小
鼠等动物的各种标本之所以更容易检测到H. 
hepaticus , 和没有各种医疗因素的干预有很大

关系. 关于免疫缺陷人群或长期使用免疫抑制

剂的患者是否更容易感染H. hepaticus这个问

题上, 我们也不能把免疫缺陷小鼠模型的结论

简单推到人身上. 免疫力低下的患者不仅有利

于H. hepaticus增殖, 也有利于其他细菌和微生

物的增殖, 他们之间可能形成竞争, 除非在不

利其他细菌而有利于H. hepaticus生长环境, 如
胆汁才可能出现H. hepaticus的优势增殖. 临床

标本的处理也非常重要, 胆囊黏膜标本在冻融

两次以上后H. hepaticus就很难检出了, 因此我

们尽量选择第一时间提取DNA模板. 通过以上

研究, 我们认为, 套式PCR检测方法在人临床

标本的检测中, 尤其是粪便标本的检测中可能

更有优势. 另外, 医疗干预、标本的类型及处

理都会影响到临床检测的结果. 我们希望通过

我们的研究, 为H. hepaticus研究者提供一些有

益的经验和方法. 也许, H. hepaticus和人疾病

M       PC      NC     1       2        3       4       5       6       7       8       9       10

300 bp

A

M       PC     NC     1       2        3       4       5       6       7       8       9       10

300 bp

B

M       PC      NC     1       2       3       4       5       6       7       8       9       10

300 bp

C

图  4  胆石病患者3种临床标本检测. A: 10例患者胆囊胆汁标本检测结果; B: 10例患者胆囊黏膜标本检测结果; C: 10例

患者粪便标本检测结果. M: Omega Marker DL 2000; PC: 阳性对照; NC: 阴性对照. 



秦和平, 等. 一种检测肝螺杆菌套式PCR方法的建立及临床应用

2015-10-08|Volume 23|Issue 28|WCJD|www.wjgnet.com 4513

■同行评价
该研究建立了一
种嵌套PCR检测
H. hepaticus 的方
法 ,  并对方法的
特异性、灵敏度
等 进 行 了 研 究 . 
研究结果可为该
菌的检测和感染
研究提供方法.

的关系比我们现在看到的更为密切.
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