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诊 断 幽 门 螺 杆
菌(Helicobacter 
pylori , H. pylori )
的金标准是病原
学检测 ,  但由于
该菌对外界因素
敏感且培养条件
苛刻, 所以阳性率
往往不高.因此本
实验对标本运送
中温度、气体和
营养对H. pylori
存活的影响 ,  以
及哥伦比亚血琼
脂培养基和MH
血琼脂培养基分
离培养的效果进
行了实验对比.
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Abstract
AIM: To optimize transport conditions and 
medium for Helicobacter pylori (H. pylori) isolation 
and culture.

METHODS: Live H. pylori bacteria were added 
into Broth medium with sucrose (1 g/mL) and 
50% (mL/mL) calf serum and skim milk 
quantitatively. The bacteria in transport 
media were placed at different temperatures 
in different atmospheres for 6 hours, and 
then inoculated onto Columbia agar medium 
supplemented with 10% defibrinated sheep 
blood and cultured at 37 ℃ micro-aerobically 
for 5 d. H. pylori colonies were counted and 
compared. Twenty gastric mucosa specimens 
from patients diagnosed with gastritis or 
gastric ulcer were inoculated into Columbia 
agar and hydrolyzed casein agar supplemented 
with 10% defibrinated sheep blood and 
selective antibiotics, then incubated for 5 d at 
37 ℃ micro-aerobically. Growth of H. pylori was 
observed and compared.
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■研发前沿
H. pylori 的耐药
及其快速诊断以
及提高根除效果
的措施是目前该
领 域 研 究 热 点 , 
充分了解该菌的
耐药特征以及研
发耐药诊断分子
试剂均离不开分
离培养 ,  最大限
度地降低甚至排
除 培 养 假 阴 性 , 
并且缩短培养所
需时间也是有意
义的研究工作.

RESULTS: The number of live bacteria in calf 
serum medium was higher than that in skim 
milk. The number of live bacteria in micro-
aerobic and candle jar was higher than that 
in air and transporting media covered with 
paraffin oil. The number of bacteria in calf 
serum media placed micro-aerobically at 37 ℃ 
(or 26 ℃) was higher than that at 6 °C (P < 
0.05). There was no significant difference in the 
number of live bacteria when placed micro-
aerobically or in candle jar (P > 0.05). The 
positive rate (75%) of 20 samples isolated with 
hydrolyzed casein blood agar was higher than 
that isolated with Columbia blood agar (45%) 
(χ2 = 4.401, P < 0.05).

CONCLUSION: H. pylori clinical samples can 
be placed in calf serum medium in micro-
aerobic conditions and transported to the 
laboratory for isolation. Hydrolyzed casein 
agar supplemented with 10% defibrinated 
sheep blood is better than Columbia agar 
medium supplemented with 10% defibrinated 
sheep blood for H. pylori isolation.

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探索幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H. pylori )的适宜运送条件及培养基.

方法: 将H. pylori 实验菌株新鲜菌液分别定
量加入含1 g/mL蔗糖和50%(mL/mL)小牛血
清布氏肉汤以及脱脂乳运送液, 分别置不同
温度及气体环境6 h后接种于哥伦比亚血琼
脂培养基微需氧培养5 d, 计数并比较培养
基上菌落数; 将20例临床标本分别接种于
MH血琼脂培养基和哥伦比亚血琼脂培养基
37 ℃微需氧培养5 d, 观察培养基上H. pylori
生长情况, 比较分离效果.

结果: 小牛血清运送液中活菌数多于脱脂乳
中活菌数; 微需氧和烛缸运送下活菌数多于
置空气下和有石蜡油覆盖的运送液中活菌

数; 置微需氧37 ℃(或26 ℃)的小牛血清运送
液中活菌数多于6 ℃下的活菌数(P <0.05); 置
微需氧和烛缸的运送液中活菌数无明显差
异(P >0.05). 20例胃镜确诊为胃炎、胃溃疡
且组织尿素酶阳性的临床标本经MH血琼脂
培养阳性率(75%)高于哥伦比亚血琼脂阳性
率(45%)(χ2 = 4.401, P <0.05).

结论: 胃黏膜标本可置于小牛血清运送液于
微需氧条件(或烛缸)下运至实验室培养; 从
临床胃黏膜标本中进行H. pylori的分离培养
时, MH血琼脂培养基分离效果优于哥伦比
亚血琼脂培养基. 

© 2016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: 将感染的胃黏膜标本置于小牛血清

运送液, 于微需氧罐或烛缸内, 是较好的运送条

件. MH血琼脂分离 培养H. pylori阳性率高于哥

伦比亚血琼脂, 且同一标本在MH血平板上生长

的菌落较哥伦比亚血平板上多. 因此推荐用含

抗生素添加剂和10%动物血液的MH琼脂培养

基分离胃黏膜中H. pylori .
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )是
微需氧、革兰阴性螺旋杆菌, 是慢性活动性胃

炎、消化性溃疡、胃黏膜相关组织淋巴瘤的

主要病因, 与胃癌的发生亦有密切联系, 被称

为I类致癌因子[1,2]. 近年来有研究证实H. pylori
感染与2型糖尿病、慢性阻塞性肺疾病、干燥

综合征、慢性荨麻疹、口腔疾病的发生也有

关系[3-7]. H. pylori属于苛养菌, 因此临床一般不

进行该菌的分离培养, 通常依靠14C呼气试验快

速诊断其感染, 但该试验有可能出现假阳性

结果. 因此从活检胃黏膜组织中分离培养出

H. pylori仍然是诊断该菌感染的金标准, 并且

在目前H. pylori耐药性严重的情况下, 对于按

照诊疗指南初治失败的患者则需要根据药敏

结果选择敏感抗生素进行治疗, 在此情况下则

需进行H. pylori的分离培养. 为了提高H. pylori

■相关报道
H. pylori 在体外
环 境 中 培 养 时 , 
对营养要求较高, 
运送液的成分也
是H. pylori 分离
培养成功不可忽
视的重要条件之
一 ,  全血与血清
均能提供多种促
进其生长的生物
活性物质 ,  如齐
程 怡 等 报 道 动
物 血 清 能 促 进
H. pylori的生长.
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临床菌株的分离成功率, 本实验采用不同的运

送条件运送模拟的菌株, 以探讨H. pylori的适

宜运送条件. 并且对20例临床标本分别以哥

伦比亚血琼脂培养基和水解酪蛋白(mueller-
hinton, MH)血琼脂培养基进行分离培养, 探讨

该菌初次分离培养的适宜培养基.

1  材料和方法

1.1 材料 质控菌株SS1获赠于中国疾病预防控

制中心传染病预防控制所, 临床菌株B7和E24
分离自贵阳市儿童医院及贵阳市白云区人民

医院就诊的胃溃疡患者的胃黏膜组织. 主要仪

器是数显隔水式培养箱(武汉, 303A13-4型)、
密封罐(日本, MGC Anaero Pack)、尿素酶试纸

(珠海市克迪科学技术开发公司)、净化工作台

(江苏, SW-CJ-1F型). 小牛血清(Solarbio), 进口

脱脂牛奶, H. pylori添加剂(英国, OXOID公司, 
SRE0147), 微需氧产气袋(日本, MGC Anaero 
Pack), 新鲜脱纤维羊血, 哥伦比亚琼脂培养基

(上海博微生物科技有限公司), MH琼脂培养基

(杭州天和微生物试剂有限公司), 布氏肉汤(北
京奥博星生物技术有限责任公司), 液体石蜡

油, 蔗糖.
1.2 方法

1.2.1 培养基的制备: 哥伦比亚血琼脂培养基和

MH血琼脂培养基, 分别于100 mL融化并冷却

至60 ℃左右的哥伦比亚琼脂和MH琼脂中加

入10 mL脱纤维绵羊血和400 μL H. pylori添加

剂(万古霉素、多粘菌素、两性霉素), 使培养

基含0.4%的混合抗生素.
1.2.2 运送液的配置: 无菌操作配制小牛血清和

脱脂乳运送液. 在100 mL含2 g/mL蔗糖的布氏

肉汤中加入100 mL小牛血清, 混匀后分装于

1.5 mL螺旋口冻存管中, 每管0.5 mL. 经105 ℃
高压蒸汽灭菌的脱脂乳分装于1.5 mL螺旋口

冻存管中, 每管0.5 mL.
1.2.3菌液样本的制备: 将2株已经分纯的临床

H. pylori和质控菌株SS1接种于10%绵羊血哥

伦比亚琼脂培养基, 37 ℃微需氧培养5 d. 将生

长良好的细菌新鲜培养物用灭菌生理盐水收

集与洗涤后, 配制为OD600为0.166, 做10倍连续

稀释4次, 各菌液分别涂布3个平板, 每个平板

涂布接种50 μL, 测量初始菌液浓度.
1.2.4 不同运送条件下细菌存活数的检测: 分别

取3株菌50 μL菌液各置于12管小牛血清运送

液和12管脱脂乳运送液中混匀, 共计36管含菌

小牛血清运送液和36管含菌脱脂乳运送液又

分别分为放置6 ℃、37 ℃和26 ℃ 3个温度组, 
每组24管. 每种温度条件下又分为置于4种气

体环境组, 每组3管, 分别为置于空气环境, 运
送液表面滴加灭菌石蜡油覆盖, 置于放微需氧

产气袋的厌氧罐内以及置于烛缸内. 放置6 h
后, 从各管运送液中分别取150 μL接种于3
个哥伦比亚血琼脂平板, 每个平板涂布接种

50 μL. 各平板置微需氧培养5 d, 观察并计生

长菌落数.
1.2.5 两种培养基分离培养效果的比较: 将胃镜

下采集的20例组织尿素酶阳性、胃镜检查为

胃炎、胃溃疡患者的胃黏膜标本置300 μL小
牛血清运送液内放于厌氧罐内(内置微需氧产

气袋)运送至实验室, 用眼科剪将胃黏膜组织

充分剪碎至无肉眼可见组织块的组织悬液, 充
分混匀并立即取100 μL悬液分别接种于哥伦

比亚血琼脂培养基和MH血琼脂培养基, 接种

后置37 ℃微需氧培养5 d. 5 d后观察培养基上

细菌分离情况并计数H. pylori菌落数. 
统计学处理 用SPSS18.0统计软件对培养

结果在不同条件间进行配对t检验; 对两种培

养基培养结果的阳性率进行χ2分析. P <0.05为
差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 运送条件实验结果

2.1.1 运送液中细菌数量检查: 50 μL菌液样本

接种于MH血琼脂平板, 37 ℃微需氧培养5 d后
平板上菌落数均介于400-500个.
2.1.2 6 ℃下两种运送液于不同气体环境的运

送效果: 6 ℃分别于空气、石蜡油覆盖、微需

氧和烛缸4种气体环境下放置6 h后, 含菌脱脂

乳运送液和小牛血清运送液中活菌数如表1, 
在小牛血清运送液中, 置微需氧和置空气相比, 
前者活菌数高于后者(t  = 38.754, P <0.05); 微需

氧与覆盖石蜡油条件相比, 前者活菌数高于后

者(t  = 36.095, P <0.05); 置烛缸与微需氧罐相

比, 活菌数无差异(t  = 2.079, P >0.05); 无论是置

微需氧罐还是置烛缸内, 小牛血清运送液中活

菌数均较脱脂乳运送液中活菌数高(t值分别为

13.387和17.866, P <0.05).
2.1.3 37 ℃下两种运送液于不同气体环境的运

送效果: 37 ℃分别于空气、石蜡油覆盖、微

■创新盘点
H. pylori 临床标
本的运送宜置于
含蔗糖和小牛血
清的运送液 ,  并
且置微需氧罐或
烛缸内运送至实
验 室 ;  用 M H 血
琼脂培养基分离
H. pylori 可获得
较好的培养效果.
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需氧和烛缸4种气体环境下放置6 h后, 含菌脱

脂乳运送液和小牛血清运送液中活菌数如表1, 
在小牛血清运送液中, 置微需氧和置空气相比, 
前者活菌数高于后者(t  = 69.351, P <0.05); 微
需氧与覆盖石蜡油条件相比, 前者活菌数高于

后者(t  = 58.517, P <0.05); 置烛缸与微需氧罐相

比, 活菌数无差异(t  = 0.763, P >0.05); 无论是置

微需氧罐还是置烛缸内, 小牛血清运送液中活

菌数均较脱脂乳运送液中活菌数高(t值分别为

24.57和32.715, P <0.05).
2.1.4 26 ℃下两种运送液于不同气体环境的运

送效果: 26 ℃分别于空气、石蜡油覆盖、微

需氧和烛缸4种气体环境下放置6 h后, 含菌脱

脂乳运送液和小牛血清运送液中活菌数如表1. 
在小牛血清运送液中, 置微需氧和置空气相比, 
前者活菌数高于后者(t  = 81.503, P <0.05); 微
需氧与覆盖石蜡油条件相比, 前者活菌数高于

后者(t  = 75.786, P <0.05); 置烛缸与微需氧罐相

比, 活菌数无差异(t  = 1.40, P >0.05); 无论是置

微需氧罐还是置烛缸内, 小牛血清运送液中活

菌数均较脱脂乳运送液中活菌数高(t值分别为

26.679和40.761, P <0.05).
2.1.5 3种温度下运送效果的比较: 小牛血清运

送液于微需氧放置于37 ℃与26 ℃, 运送液中

活菌数无差异(t  = -0.460, P >0.05); 放置于37 ℃
与6 ℃比较, 前者运送液中活菌数大于后者(t  = 
-3.434, P <0.05); 放置于26 ℃与6 ℃比较, 前者

运送液中活菌数大于后者(t  = 5.456, P <0.05).
2.2 临床标本在两种培养基上的分离情况 20例
临床标本分别在哥伦比亚血琼脂培养基和MH
血琼脂培养基上的分离培养情况如表2, MH
血琼脂培养基上细菌生长较哥伦比亚血琼脂

培养基上细菌生长良好, 20例标本经MH血琼

脂培养, 有15例阳性, 5例阴性, 阳性率为75%; 
经哥伦比亚血琼脂培养, 有9例阳性, 11例阴

性, 阳性率45%. MH血琼脂培养基培养阳性

率高于哥伦比亚血琼脂, 经χ2检验, χ2 = 4.401, 
P <0.05. 

3  讨论

H. pylori的诊断方法众多, 其诊断价值各说不

一. 有文献报道一些侵入性和非侵入性方法诊

断H. pylori , 但都未成为诊断的金标准[8,9]. 从传

染病学角度来看, 诊断的金标准应是病原学检

测. 但由于H. pylori是一种生存、生长条件都

非常苛刻的细菌, 对培养基及培养条件要求很

高, 较一般细菌难培养. 该菌对氧极其敏感, 离
开机体后易死亡, 空气中放置2-3 h后再传代常

     
温度

                          脱脂乳运送液                        小牛血清运送液

空气  烛缸 微需氧 滴石蜡油 空气  烛缸 微需氧 滴石蜡油

6 ℃ 10.3 156.7  158.7    34.3 27.7 398.0  422.7       75

37 ℃ 12.3 184.0  187.3    38.0 40.0 453.3  458.7       99

26 ℃ 10.6 178.3  181.7    34.0 37.0 447.0  455.3       91

表中数值为3株菌液每种条件重复3次, 每次接种3个平板所得平均菌落数.

表  1  菌液样本不同温度放置6 h后活菌数 (CFU/50 μL)

     
标本编号

10%绵羊血哥伦比

亚琼脂培养基

10%绵羊血MH

琼脂培养基
1 ++ +++

2 + +++

3 - -

4 + ++

5 - +++

6 - -

7 - ++

8 + ++

9 - -

10 - -

11 + ++

12 ++ +++

13 - -

14 - +

15 ++ +++

16 - +

17 - ++

18 + ++

19 - +

20 + +++

表  2  2种培养基分离培养生长情况

+++: 平板上H. pylori菌落数≥20个; ++: 10≤平板上H. pylori

菌落数<20; +: 1≤平板上H. pylori菌落数<10; -: 平板上无菌

生长. 

■应用要点
本 文 的 结 果 为
H. pylori 临床样
本运送条件和分
离培养基的选择
提供了实验依据.
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不成功[10]. 因此难以在临床常规开展H. pylori
的培养. 而H. pylori分离培养在一些情况下又

是必须的, 例如对于抗生素初治失败患者, 是
否为耐药菌感染, 则需要通过分离培养细菌并

进一步进行药敏试验才能为下一步抗生素的

选择提供临床依据. 
本实验室在以往研究中, 临床标本采集后

置小牛血清运送液于1.5 mL离心管中置于放

冰袋的泡沫盒内运送至实验室, 从标本采集到

实验室分离所经时间一般在3-6 h, 阳性率较低, 
不高于30%. 多种因素影响标本中H. pylori的
存活. 包括患者用药(PPI和抗生素)、标本运送

条件(温度条件、气体环境、营养)、培养条件

等. 1997年徐顺福等报道了将临床胃黏膜标本

于4 ℃、15 ℃、30 ℃三个不同的温度下运送, 
发现标本放置4 h内, 15 ℃、30 ℃对H. pylori活
性没有影响这提示如标本能在4 h内接种培养, 
可以在常温下放置而不影响H. pylori活性[11]. 
这与我们的研究结果也一致. H. pylor i对氧

敏感, 标本运送过程中接触氧时间越长, 分离

效果越差, 因此需尽量置于微需氧环境下运

送标本, 常常需要特殊的设备以提供8%H2、

5%O2、7%CO2、80%N2混合气体. 烛缸法是

一种古老的制备缺氧或微需氧的方法, 通过

蜡烛燃烧消耗氧气, 产生二氧化碳来达到缺

氧或微需氧的气体环境, 产生的混合气体成

分虽不如厌氧罐抽气-换气方法[12]或厌氧袋化

学产气那么准确, 但烛缸法设备要求低, 且经

济实惠, 易于普及推广[13,14]. 齐程怡等[15]报道

动物血清能促进H. pylori的生长, 本实验中使

用含小牛血清运送液与脱脂乳运送液分别运

送标本, 结果显示, 将细菌或标本置于螺旋帽

离心管里的小牛血清运送液中, 于微需氧或

烛缸条件下常温运送至实验室, 是较好的运

送条件.
目前分离培养H. pylori多采用哥伦比亚

血琼脂培养基, 但我们之前采用该培养基对近

500例胃镜检查诊断为胃炎、胃溃疡患者胃

黏膜中H. pylori分离培养的阳性率较低, 约为

30%. 本实验选择MH血琼脂培养基与哥伦比

亚血琼脂培养基进行H. pylori分离培养的比

较. 通过对20例临床标本分离培养的比较, MH
血琼脂培养基获得较高阳性率, 经卡方检验, 
差异显著. 而且从培养基上细菌生长情况看, 
同一临床标本在MH血琼脂培养基上生长的菌

落较哥伦比亚血琼脂培养基上多. 本实验室对

于胃黏膜样本接种前的处理是采用眼科剪充

分剪碎组织制备悬液, 较研磨器研磨相比, 不
如研磨器研磨均匀, 在取样接种时可能存在误

差, 但由于胃黏膜样本较小, 一般为2-3 mm2大

小, 为保证较高的细菌浓度, 运送液体积也不

宜过多, 因此不宜再转移至研磨器内研磨. 我
们曾使用研磨棒直接在运送管内研磨, 效果和

用眼科剪剪碎至悬液相似, 所以本实验仍然采

用简便易行的眼科剪剪碎的方法处理样本, 在
接种前充分混匀悬液, 尽量减小误差. MH琼

脂培养基为水解酪蛋白(Mueller-Hinton)培养

基, pH 7.2-7.4, 主要成分是酸水解酪蛋白、可

溶性淀粉、牛肉浸出粉、琼脂, 是NCCLS美
国国家临床实验室标准委员会采用的需氧菌

及兼性厌氧菌药敏试验标准培养基, 营养较为

丰富, 适宜于进行胃黏膜中H. pylori的初次分

离培养. 
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■同行评价
本文对H. pylori
适宜运送条件及
培养基的初步研
究 ,  为临床如何
进行该菌的分离
和检测进行了初
步研究 ,  有一定
的临床价值. 


