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要"目的
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分析青岛地区幽门螺杆菌"
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%对常用抗菌药物的单一耐药和多重耐药情况!并探讨相关耐药基因突变的特

征&方法
!

从胃窦黏膜标本分离培养
/

D

!应用琼脂稀释法药敏试验分别检测
/

D

对克拉霉素'左氧氟沙星和甲硝唑的敏感性$采

用聚合酶链式反应"
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%方法扩增
/

D

克拉霉素耐药基因
#%PF-V6

'左氧氟沙星耐药基因
L(

F6

和甲硝唑耐药基因
FAO6

$

5!-

产物测序后应用
!7@)?E7]#

软件进行序列比对分析&结果
!

药敏检测发现!临床分离的
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株
/
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菌株对克拉霉素'左氧氟沙星

和甲硝唑
%

种抗菌药物单一耐药率分别为
*&$%U

'

%*$%U

和
*%$%U

$仅
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对
%

种抗菌药物均敏感$多重耐药率为

#8$8U

!三重耐药率为
8$&U

$左氧氟沙星
j

甲硝唑双重耐药率"

%$&U

%低于克拉霉素
j

左氧氟沙星"

"&$*U

%!二者差异有统计学

意义"
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%&耐药基因序列分析表明青岛地区
#%PF-V6

最常见突变位点为
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''$+U

%!

L(

F6

基因突变

最常见的突变方式为
V+'[

"

'+$%U

%!

FAO6

基因最常见的突变方式为第
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位点核苷酸插入
6

!产生移码突变!突变率为

**$+U

&结论
!

青岛地区
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D

多重耐药率高!应根据药敏检测结果选择有效抗菌药物&左氧氟沙星可作为本地区根除治疗方案

的一线用药&
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幽门螺杆菌$
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&是一种革兰阴性*微需氧的螺旋状杆菌#

是引起慢性胃炎*胃十二指肠溃疡*胃癌及
Q631

淋巴瘤的主

要致病菌'

"

(

)细菌耐药是引起
/

D

根除治疗失败的主要原因#

而多重抗菌药物耐药会显著降低
/

D

根除率)研究发现#

/

D

耐药性有明显的地区差异'

#=%

(

#经文献检索#未见青岛地区
/

D

多重耐药的相关报道)本研究通过分析青岛地区
/

D

对常用

抗菌药物的单一耐药和多重耐药情况#并探讨相关的耐药基因

突变特征#旨在为本地区临床提高
/

D

根除效率提供理论

依据)

?

!

资料与方法

?$?

!

一般资料
!

选择
#&""

!

#&"*

年在青岛市市立医院经胃

镜和病理检查确诊的慢性胃炎患者
"9+

例#男
8,

例#女
'%

例#

年龄
%&

!

'#

岁#平均$

*,$'S9$%

&岁%胃癌患者
8&

例#男
,%

例#女
%'

例#年龄
*"

!

'8

岁#平均$

,,$,S"#$"

&岁#所有患者

均未接受过根除
/

D

治疗)胃窦黏膜标本经快速尿素酶实验

证实
/

D

阳性)胃窦黏膜组织置于
"I3

脑心浸出液$

./R

&液

体培养基中#

b+&f

保存备用)本研究方案通过本院伦理委

员会审核#纳入研究前所有患者均签署知情同意书)

?$@
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仪器与试剂
!

细菌基因组
ZV6

提取试剂盒和
#T1E

`

5!-QE)?CFQ;O

购自天根生化科技有限公司%

./R

培养基*

/

D

选择性添加剂*细菌培养罐和微需氧产气袋均购自英国
\O>;A

公司%革兰染液购自济南百博生物技术有限公司%恒温箱购自

美国
1BCI>

公司%普通
5!-

仪购自美国
3E0<C?

公司%凝胶分

析仪购自美国
.;>=FEA

公司%

/

D

标准菌株
V!1!""9%'

来自本

+

%+,%

+

国际检验医学杂志
#&",

年
"#

月第
%9

卷第
#*

期
!
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!

ZCGCI0CF#&",

!

W>7$%9

!

V>$#*



实验室保存)

?$A

!

方法

?$A$?

!

细菌培养及鉴定
!

胃黏膜活检标本接种于
,U

去纤维

马血
./R

琼脂固体培养基$含
/

D

选择性添加剂&表面接种划

痕#置于
%'f

微需氧环境中$

,U \

#

#

"&U !\

#

#

+,U V

#

&培养

,

!

'A

)挑取透明样针尖大小菌落进行尿素酶*过氧化氢酶*

氧化酶及革兰染色鉴定
/

D

并传代#

#A

后收集细菌置于磷酸

盐缓冲液$

5.P

&液中#

b+& f

保存#用于提取
/

D

基因组

ZV6

)
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!

琼脂稀释法药敏试验
!

分别制备含不同浓度抗菌药物

$克拉霉素*左氧氟沙星和甲硝唑&的平板#各在其上划
9

个扇

区#每个扇区接种
"

株细菌$

"&

+

GK@

"

I3

&)同时各菌株平行接

种于无抗菌药物的平板为对照)置
%'f

*微需氧条件下培养

%A

观察结果)以无细菌生长的抗菌药物最高稀释度作为最

低抑菌浓度$

QR!

&)根据美国临床和实验室标准协会$

!3PR

&

指南'

*

(

#克拉霉素
QR!

*

"

"

L

"

I3

#左氧氟沙星
QR!

*

"

"

L

"

I3

#甲硝唑
QR!

*

+

"

L

"

I3

定为耐药菌株)药敏质控采用

/

D

标准菌株
V!1!""9%'

与试验同步进行)

?$A$A
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扩增
!

采用细菌基因组
ZV6

提取试剂盒按照说

明书步骤提取
/

D

基因组
ZV6

)分别扩增
/

D

克拉霉素耐药

基因
#%PF-V6

*左氧氟沙星耐药基因
L(

F6

和甲硝唑耐药基

因
FAO6

)扩增引物由上海英潍捷基生物技术有限公司合成#

序列详见表
"

)

5!-

反应体系为!引物各
,

"

I>3

#模板
ZV6

#&<

L

#

#T1E

`

Q;O"#$,

"

3

#补双蒸水$

AA/

#

\

&至
#,

"

3

)反

应条件!

8*f,I;<

#

8*f"I;<

*

,#f%&)

$

FAO6

为
,&f

&*

'#f"I;<

循环
%&

次#

'#f"&I;<

)

5!-

产物经
"U

琼脂糖

凝胶电泳检测目的基因长度和完整性#见表
"

)

表
"

!!

5!-

扩增引物序列表

基因名称 引物名称 引物序列
,e

+

%e

5!-

产物

大小$

0

D

&

#%PF-V6 #%PF-V6M !!6!62!26121221!1!62 *#,

#%PF-V6- !1!!6166262!!6662!!!

L(

F6

L(

F6M 111-2!11611!Q61262!21 *#+

L(

F6- 2!626!22!112216-6616

FAO6 FAO6M 66111262!612222!626 +,"

FAO6M 2666!2!1126666!6!!!!1

?$A$B

!

基因测序及结果分析
!

5!-

产物切胶纯化后采用

PE<

L

CF

测序法进行基因测序$

6.%'%&h3

测序仪#美国&#由北

京六合华大基因科技股份有限公司完成)采用
QX26,$"

分

子生物学软件分析耐药基因的核苷酸和氨基酸序列#并与
/

D

敏感株
#998,

基因序列$

2C<C.E<N!5&&%8&*$"

&进行
!7@)?=

E7]#

比对#分析突变方式和突变位点)

?$B

!

统计学处理
!

应用
P5PP"'$&

统计软件进行数据处理#

计数资料以例数或百分率表示#选择
%

# 检验对计数资料进行

统计#以
!

#

&$&,

表示差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@$?

!

/

D

单一耐药分析
!

/

D

阳性的活检标本共分离出
"%*

株
/

D

)琼脂稀释法药敏检测发现仅
"'$8U

$

#*

株&

/

D

菌株

对克拉霉素*左氧氟沙星和甲硝唑
%

种抗菌药物均敏感#见表

#

#临床分离的
/

D

菌株对克拉霉素*左氧氟沙星和甲硝唑
%

种

抗菌药物单重耐药率分别为
*&$%U

*

%*$%U

和
*%$%U

#虽然左

氧氟沙星耐药率低于克拉霉素和甲硝唑#但
%

种抗菌药物之间

耐药差异无统计学意义$

!

(

&$&,

&)

@$@

!

/

D

多重耐药分析
!

"%*

株
/

D

中#有
#8$8U

$

*&

株&同

时对两种或两种以上抗菌药物耐药)由表
#

可见#双重耐药的

/

D

菌株中#克拉霉素
j

左氧氟沙星耐药率为
"&$*U

$

"*

"

"%*

&#而左氧氟沙星
j

甲硝唑耐药率最低#为
%$&U

$

*

"

"%*

&#

二者差异有统计学意义$

%

#

d,$89

#

!d&$&",

&)这提示青岛

地区
/

D

临床分离株对左氧氟沙星
j

甲硝唑联合用药比克拉

霉素
j

左氧氟沙星更敏感)

/

D

临床分离株三重抗菌药物耐

药比例为
8$&U

$

"#

"

"%*

&#提示多重耐药菌株将严重影响临床

根除
/

D

治疗的效果#见表
#

)

表
#

!!

/

D

对
%

种抗菌药物耐药分析

耐药类型 抗菌药物耐药 菌株例数$

$

& 比例$

U

&

均敏感 无
#* "'$8

单耐药 克拉霉素
,* *&$%

左氧氟沙星
*9 %*$%

甲硝唑
,+ *%$%

双重耐药 克拉霉素
j

左氧氟沙星
"* "&$*

克拉霉素
j

甲硝唑
"& '$,

左氧氟沙星
j

甲硝唑
* %$&

三重耐药 克拉霉素
j

左氧氟沙星
j

甲硝唑
"# 8$&

@$A

!

/

D

耐药基因突变特征分析
!

/

D

克拉霉素耐药相关基

因
#%PF-V6

*左氧氟沙星耐药相关基因
L(

F6

和甲硝唑耐药

相关基因
FAO6

分别经
5!-

法扩增全长序列#

5!-

产物直接

测序)从
2C<.E<N

中调取
/

D

#998,

的相对应序列#应用

!7@)?E7]#

程序比对所有耐药基因序列)结果发现!$

"

&

,*

株

克拉霉素耐药
/

D

菌株的
#%PF-V6W

区均有基因突变发生#

突变位点
6#"*%2

最常见#突变率为
''$+U

#其他突变方式为

6#"'*2

$

,$9U

&*

6#"+'2

$

%$'U

&*

6###%2

$

'$%U

&等#见表
%

$见.国际检验医学杂志/网站主页,论文附件-&)$

#

&

*9

株左

氧氟沙星耐药
/

D

菌株的
L(

F6

基因突变最常见的突变方式为

V+'[

$

'+$%U

&#其次依次为
Z8"i

$

"&$8U

&*

6++W

$

9$,U

&等)

$

%

&

,+

株甲硝唑耐药
/

D

菌株的
FAO6

基因突变以插入和缺失

单核苷酸为主#最常见的突变方式为第
#&

*

%#

位点核苷酸插入

6

#产生移码突变#导致第
#%

氨基酸$

EE

&序列出现终止密码子

引起蛋白功能失活#突变率为
**$+U

)其他移码突变发生位

点散布于全基因序列)

A

!

讨
!!

论

目前国内推荐用于
/

D

根除治疗的抗菌药物包括!克拉霉

素*甲硝唑*左氧氟沙星*阿莫西林*呋喃唑酮和四环素'

,

(

)本

研究针对最常用的抗菌药物包括克拉霉素*左氧氟沙星和甲硝

唑进行药敏检测#结果发现青岛地区仅
"'$8U

的
/

D

菌株对

上述
%

种抗菌药物均敏感#而多重耐药菌株达
#8$8U

#其中三

重耐药菌株达
8$&U

)这些结果提示无药敏检测指导的随机

选取抗菌药物治疗
/

D

感染的有效率会显著下降)不同地区

/

D

多重耐药率有所差异#浙江地区为
#%$9U

'

9

(

#上海地区高

达
%'$+U

'

'

(

#可能与经济水平*地理分布*时间跨度及当地医

生的用药习惯有一定的相关性)依据
QEE)?F;GB?=

-

共识#基于

药敏试验结果选用抗菌药物用于根除疗法仅为三线方案'

+

(

)

由于本地区多重耐药率高达近
"

"

%

而敏感菌株仅不到
"

"

,

#因

此无药敏检测指导的一*二线治疗方案的效果肯定将会显著下

降)据此本研究认为在多重耐药率高的地区#应在药敏检测指

导下选择有效抗菌药物进行根除治疗方案#韩国的一项研究也

+

*+,%

+

国际检验医学杂志
#&",

年
"#

月第
%9

卷第
#*

期
!

R<?Y3E0QCA

!

ZCGCI0CF#&",

!

W>7$%9

!

V>$#*



支持本观点'

8

(

)无药敏检测指导的三联或者四联方案不但有

效率低#而且可能进一步导致抗菌药物耐药的发生)

本研究临床分离的
/

D

菌株双重耐药率由低到高依次为!

左氧氟沙星
j

甲硝唑耐药率$

%$&U

&*克拉霉素
j

甲硝唑$

'$

,U

&和克拉霉素
j

左氧氟沙星$

"&$*U

&)

QEE)?F;GB?=

-

共识

推荐在克拉霉素高耐药$

",U

!

#&U

&的地区#一线方案为铋剂

四联疗法#二线方案为左氧氟沙星三联疗法)本地区临床分离

的
/

D

菌株对克拉霉素耐药率为
*"$+U

#含克拉霉素双重耐药

率为
"+U

#属于克拉霉素耐药高的地区#因此基于克拉霉素的

标准三联方案不应为本地区的一线治疗方案)本地区
/

D

对

左氧氟沙星耐药率低于克拉霉素和甲硝唑#尤其左氧氟沙星
j

甲硝唑双重耐药率也比较低)桂西地区的研究发现左氧氟沙

星
j

甲硝唑双重耐药率仅
"$'U

#也支持这一结果'

"&

(

)因此本

地区可选择含左氧氟沙星的
/

D

根除治疗为一线方案)

前期研究表明
#%PF-V6W

区基因点突变导致
/

D

对大

环内酯类抗菌药物耐药#常见突变位点为
#"*#

和
#"*%

'

""

(

)本

研究发现
6#"*%2

突变率为
''$+U

#其他突变方式为
6#"'*2

$

,$9U

&*

6#"+'2

$

%$'U

&*

6###%2

$

'$%U

&等#未见
#"*#

位点

突变#提示青岛地区
#%PF-V6

基因
6#"*%2

为克拉霉素耐药

的主导因素)编码
ZV6

螺旋酶亚单位
L(

F6

基因的喹诺酮类

耐药决定区$

g-Z-

&基因突变可导致
/

D

对左氧氟沙星耐药#

常见耐药位点为
+9

!

++

*

8"

'

"#

(

)本研究发现
L(

F6

基因突变

最常见的突变方式为
V+'[

#与之前报道一致'

"%

(

)

FAO6

基因

突变引起的酶活性丧失是
/

D

对甲硝唑耐药的主要因素'

"*

(

)

本研究发现耐甲硝唑
/

D

菌株的
FAO6

基因第
#&

*

%#

位点核苷

酸插入
6

产生移码突变#突变率为
**$+U

#为本地区
/

D

对甲

硝唑耐药的主导因素)

综上所述#青岛地区
/

D

多重耐药率高#应根据药敏检测

结果选择有效抗菌药物)左氧氟沙星可作为本地区根除治疗

方案的一线用药#其临床疗效有待于进一步验证)
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