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探讨口腔与胃幽门螺杆菌感染的相关性&方法
!

用幽门螺杆菌的特异性引物及特异
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%检测
%:

例根除治疗失败患者牙菌斑和胃黏膜幽门螺杆菌
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!并进一步运用单链构象多态性"

""8
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%分析技术分析口腔和胃内幽门螺杆菌菌株
723

基因型&结果
!

ag8#$(

#

%:

例胃黏膜及牙菌斑标本采用
ag8#$(

检测幽门

螺杆菌!胃黏膜均为阳性$牙菌斑
%.

例阳性!

%

例阴性&

""$#

#胃黏膜和牙菌斑幽门螺杆菌基因型相同者"

""$#

带型相同%

*F

例!

其余
G

例两者至少有
*

种相同的
""$#

带型&结论
!

同一个体牙菌斑和胃黏膜中的幽门螺杆菌属同种菌株的可能性大&口腔幽

门螺杆菌可能是胃幽门螺杆菌感染的重要来源&胃幽门螺杆菌感染与口腔幽门螺杆菌感染密切相关&

关键词"幽门螺杆菌$
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荧光定量聚合酶链反应$

!

多态性分析
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目前#胃幽门螺杆菌在我国人群中的感染率为
.0Y

以上#

感染后可产生不同的结局#多数有不同程度慢性胃炎#部分可

发生消化性溃疡#少数发生胃恶性肿瘤(

*

)

'研究表明#幽门螺

杆菌感染后胃癌发生率增加
/

!

F

倍#且
G0Y

胃癌患者有幽门

螺杆菌感染#幽门螺杆菌感染在动物模型有直接的致突变作

用(

%8/

)

'在治疗上#幽门螺杆菌对抗菌药物的耐药性是根除治

疗失败的主要因素#其次#幽门螺杆菌胃黏膜外寄生可能是治

疗胃幽门螺杆菌根除率低下的又一原因'临床医生在用药方

面急需寻求一些用于辅助改进或完善现有的抗菌治疗方案的

新的检测方法作为指导#以提高胃幽门螺杆菌治疗后的根除

率'基于上述情况#作者依据幽门螺杆菌的特异性引物及特异
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W

1KA

探针进行荧光定量聚合酶链反应$

ag8#$(

&#检测复

发者牙菌斑和胃内幽门螺杆菌#并用单链构象多态性$

""$#

&

分析牙菌斑和胃内幽门螺杆菌的基因型异同#探讨口腔幽门螺

杆菌感染与胃幽门螺杆菌感染的相关性#以指导临床在制订

胃*口同步治疗的新方案上提供依据'
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资料与方法

D+D

!

一般资料
!

选择
%0*/

年
'

月至
%0*.

年
G

月在本院消化

内科就诊的
%:

例经
##,

三联或四联
:O

疗法*规范的抗幽门

螺杆菌根除治疗失败患者#并取得患者知情同意提取胃黏膜及

牙菌斑标本
723

'
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!

仪器与试剂
!

幽门螺杆菌荧光定量检测试剂盒由上海源

奇生物医药科技有限公司提供#仪器采用
(C6L;

公司的
$C5K>

f/'0

荧光定量
#$(

仪'上海万达科技器材服务部
7d8.0*

电

泳仪'美国
)DC8(KO

公司的凝胶图像分析系统'
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方法
!
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操作过程!口腔牙菌斑标本提取由口腔

科医生完成#用无菌洁齿器刮取龈上*龈下多牙位菌斑
&

!

.

份

标本#混合放置于含
%00

%

9IT

缓冲液的
T

4

管中#

/X

冰箱保

存'胃黏膜标本提取!患者行电子胃镜检查的同时在胃窦距幽

门
%

!

/61

范围取胃黏膜
%

!

&

块#大小一般直径
&11

左右#

置于
*+.19

离心管中#

/X

保存不超过
%/L

#密闭送检'所有

样本
]:0X

下长期保存不超过
&

个月#避免反复冻融'样本

处理!样本解冻后加入
%00

%

9

生理盐水振荡
.>

#

*%000@

"

1DA

离心
.1DA

#弃上清#加
.0

%

9

核酸提取液$内含固体沉淀颗粒

物#混匀颗粒均态分布&#再加入
.

%

9

蛋白酶
Z

#剧烈振荡
*

1DA

'

..X

水浴
&0

!

G01DA

#其间每间隔
*01DA

振荡
*.>

%

*00X

水浴或干浴
*01DA

#

*%000@

"

1DA

离心
*01DA

#上清液

供
#$(

扩增用'阴性对照直接提取
.0

%

9

#加入
.0

%

9

核酸提

+
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国际检验医学杂志
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年
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月第
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卷第
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期
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取液#混匀后
*00X

水浴或干浴
*01DA

#

*%000@

"

1DA

离心
*0

1DA

#备用$目的!监控提取液和提取过程是否存在污染&#也可

以不做处理#直接作为已提取完成的样本加样'试剂配制!从

试剂盒中取出幽门螺杆菌反应混合液#在室温下融化并振荡混

匀后#

%000@

"

1DA

离心
*0>

'计算需准备反应试剂人份数

$

)_

样本数
i

阴性对照数
i/

管定量标准品&'将幽门螺杆菌

#$(

反应液充分混匀后加入
T

4

管中#制备混合管#随后按
&G

%

9

"管加样量分装到
#$(

反应管中#转移至样本处理区'加

样!分别加入
/

%

9

的阴性对照*定量标准品$

*

(!

/

(

&*样品

处理上清液#盖紧反应管#转移到检测区'

#$(

扩增及荧光检

测!将各反应管按照一定顺序放入
#$(

仪上#按以下程序进行

#$(

扩增!步骤
*

#循环数
*

#温度
F.X

#

&1DA

%步骤
%

#循环数

/0

#温度
F/ X

#

*.>

#温度
G0 X

#

&0>

'检测荧光选择!选择

a3V

荧光检测#反应体系总体积!

/0

%

9

'

&<

'

&G+0

者阳性#

&<

%

&G+0

者阴性'

""$#

操作过程!取牙菌斑和胃黏膜标本

ag8#$(

均为阳性的产物按以下过程试验#

.

%

9#$(

产物中

加入变性液
*0

%

9

#

&:X

水浴
*01DA

#变性为单链
723

片段#

经非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳$

*00\

#

/L

&#硝酸银染色
&0

1DA

#加入显色液显色#直至条带出现#封胶后利用凝胶图像分

析系统进行分析'
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结
!!

果
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ag8#$(
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%:

例患者胃黏膜及牙菌斑标本采用
ag8#$(

检测幽门螺杆菌#胃黏膜均为阳性%牙菌斑阳性
%.

例#阴性
%

例'见图
*

*

%

'

图
*

!!

部分患者标本及幽门螺杆菌标准品的

ag8#$(

扩增曲线

图
%

!!

幽门螺杆菌的
ag8#$(

标准品标准曲线

!!

注!单数为胃黏膜标本#双数为牙菌斑标本'

图
&

!!

&

例患者胃黏膜和牙菌斑的
""$#

带型配对分析

E+E

!

""$#

!

结果表明#

%.

例牙菌斑幽门螺杆菌阳性标本中胃

黏膜和牙菌斑幽门螺杆菌基因型相同者
*F

例#表现为
""$#

带型一致%其余
G

例两者至少有
*

种相同的
""$#

带型'图
&

中为
&

例患者胃黏膜和牙菌斑的
""$#

带型配对分析#前
%

例

患者带型基本一致#后
*

例患者有
*

个带相同#

*

个带不同'

F

!

讨
!!

论

幽门螺杆菌感染是慢性胃炎和消化性溃疡的主要致病因

素#也是胃癌的诱发因素之一#被国际癌症研究机构认定为
&

类致癌因子(

.

)

'近年来#三联*四联疗法的胃幽门螺杆菌根除

率呈明显下降趋势#究其原因!幽门螺杆菌的耐药性(

G8:

)

%定植

密度大#不易根除%宿主的免疫状态及患者的依从性较差%胃黏

膜外有其他的幽门螺杆菌储存灶等'口腔作为幽门螺杆菌的

另一个储存灶#支持了幽门螺杆菌可经口
8

口及胃
8

口传播的学

说'常规的三联*四联疗法虽可杀灭胃内幽门螺杆菌#却不能

有效地根除定植于牙菌斑中的幽门螺杆菌(

'

)

'牙菌斑屏障使

口腔中的幽门螺杆菌难以根除#而口腔中持续存在的幽门螺杆

菌无疑会影响胃内幽门螺杆菌的根除效果#且会不断地随吞咽

而进入胃内#给后续根除治疗带来困难#并诱发幽门螺杆菌耐

药菌产生'

口腔与胃内再感染幽门螺杆菌的基因是否具有同源性#作

者首先运用
ag8#$(

对
%:

例根除治疗失败患者的胃黏膜及牙

菌斑标本进行检测#发现胃黏膜
%:

例均为阳性#牙菌斑
%.

例

阳性'牙菌斑
%

例阴性可能是由于菌斑量微影响
#$(

检测的

结果#亦或存在幽门螺杆菌其他传播途径'然后作者运用
""8

$#

分析法对
%.

例
ag8#$(

均阳性的扩增产物进行分析发现#

""$#

带型
*F

例相同#其余
G

例
""$#

带型至少有
*

种相同#

表明同一患者的胃黏膜和牙菌斑中检测到的幽门螺杆菌可能

属于同种菌株#但也不能排除少数呈不同菌株的混合性感染'

从比较结果来看#作者有理由认为#口腔不仅是幽门螺杆菌在

人体内的另一个聚集地#而且口腔中寄生的幽门螺杆菌可能是

胃内幽门螺杆菌感染的重要来源之一'可通过基因测序进一

步加以确证'由此#作者得出由于口腔是幽门螺杆菌又一聚集

地#临床上常规治疗幽门螺杆菌均为口服全身给药#药物很难

将口腔中寄生的幽门螺杆菌杀灭#其原因可能是牙菌斑中的微

生物具有独特的,生物膜-结构#药物不易侵入#且药物在唾液

中的水平较低#幽门螺杆菌能借此逃避抗菌药物的杀灭#故目

前的给药方式对其作用甚微%此外#菌斑的生物膜结构又是幽

门螺杆菌避难的一道屏障#帮其逃避药物的杀害(

F

)

'即使胃内

幽门螺杆菌经初次治疗被根除#定植于牙菌斑中的幽门螺杆菌

可释放入唾液中#可能不断地伴随着吞咽运动入胃#引起胃内

幽门螺杆菌的再感染'定植于口腔中的幽门螺杆菌#是胃幽门

螺杆菌根除治疗失败或再感染的重要原因'因此#口腔与胃幽

门螺杆菌感染的检测和治疗同样重要#鉴于全身用药效果不

佳#口腔幽门螺杆菌局部治疗也必须同步进行#才能真正提高

幽门螺杆菌的根除率(

*08**

)

'

综上所述#口腔是除胃以外的幽门螺杆菌又一重要定植

地#胃内幽门螺杆菌再感染与口腔内是否存在幽门螺杆菌感染

密切相关#口腔内是否定植幽门螺杆菌是影响胃幽门螺杆菌根

除治疗能否成功的关键'
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较#差异无统计学意义$
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0+0.
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%

种方法检测利福平都耐

药的菌株有
/&

例#均为敏感的菌株
*%*

例#以比例法药物敏感

试验作为金标准#

c

4

;@?VI)

"

(,a

检测利福平耐药的敏感度

为
F:+:&Y

$

/&

"

//

&#特异性为
F:+.'Y

$

*%*

"

*%/

&#检测结果见

表
/

'

F

!

讨
!!

论

传统的结核病诊断方法的敏感度和特异度较低且耗时耗

力#无法满足临床需要#近年来#随着分子生物学技术的发展#

越来越多的分子诊断技术不断涌现#

c

4

;@?VI)

"

(,a

技术便

是其中之一'该技术是将
#$(

所需的
&

个步骤即样本准备*

扩增*检测集于一体的实时荧光定量核酸扩增检测技术#操作

简便#试验中基本不产生气溶胶#极大程度地减少了操作中污

染的可能性'该方法自动运行并检测是否为
VI)

及是否对

(,a

耐药#快速*简便完成整个试验约
%L

'

本文对
/0'

例结核患者标本同时采用抗酸染色法*固体培

养法和
c

4

;@?VI)

"

(,a

检测#

c

4

;@?VI)

"

(,a

法具有更高的

敏感度及特异度(

&8/

)

'

c

4

;@?VI)

"

(,a

检测痰标本与灌洗液

标本阳性率比较#差异无统计学意义$

!

%

0+0.

&#这与相关的

报道基本一致(

.8G

)

'表
%

*

&

显示#

c

4

;@?VI)

"

(,a

检测为,低-

和,极低-

%

个量级的标本#抗酸染色法的阳性率极低#这与国

外报道类似(

:8'

)

'表
*

中有
*

例抗酸染色法和培养阳性而

c

4
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(,a

检测为阴性的标本#后经菌种鉴定为胞内分

枝杆菌'

传统的
VI)

药敏试验需要进行菌株的分离培养#耗时长

达
%

个月#而
c

4
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(,a

可快速测定对利福平的耐药情

况#并且具有较高的符合率#为临床选择药物治疗提供重要依

据'对于
c

4

;@?VI)

"

(,a

与比例法检测
(,a

耐药结果不一致

的
/

株菌#可能与药物敏感性试验的控制条件不良有关#也可

能与某些基因位点突变的低水平耐药相关(

F

)

'

综上所述#
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;@?VI)
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(,a

具有敏感度及特异度高*检出

时间短的优势#适用于抗酸染色阴性的可疑结核病患者的快速

诊断#并且与参考方法的药敏试验结果有较高的符合率'
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