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研究幽门螺杆菌样本培养前贮存温度&贮存时间和运输方法对结果影响%方法
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将标准幽

门螺杆菌菌株置运输培养基中放置于
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后进行

微需氧培养%将标本置于
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冷链运输箱!通过汽车&火车和飞机运输!并且在存放
0-/M

接种培养!同时以

/-/M

样本为对照组%结果
"

固体培养到第
%

天时幽门螺杆菌生长良好!哥伦比亚血琼脂平板上见透明&针尖样

菌落形态#幽门螺杆菌为革兰阴性的螺旋状&海鸥状&

3

状弯曲菌或短杆菌%样本贮存温度与存放时间对结果

有非常显著性影响%样本贮存
+,-/M

内!以贮存
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环境样本阳性率最高"

,/-,cZ.-*c

$!与其他各组比较

差异有统计学意义"
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$%幽门螺杆菌样本经过汽车"幽门螺杆菌存活率为
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$&高铁"幽门螺杆菌存活率为
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$&飞机"幽门螺杆菌存活率为
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再行培养以飞机运输阳性率最低!与其他运输方式结果比较!差异有统计学意义"
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样本贮存

时间和温度对幽门螺杆菌培养阳性率有明显影响!通过飞机运输可明显降低幽门螺杆菌培养的阳性率%
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幽门螺杆菌是胃炎*消化性溃疡和胃癌的重要致 病因子%
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是经验用药)随着感染人群中幽门螺杆菌耐药菌株的

不断增加)经验性用药治疗失败率越来越高(为指导

+

期临床用药)提高幽门螺杆菌治疗精准性*敏感性)

迫切需要实验室提供幽门螺杆菌培养和药敏结果(

由于幽门螺杆菌需要在微需氧的特殊环境和较高营

养条件生长)实验室培养成功率较低)使得许多医院

都不愿开展幽门螺杆菌培养(近几年来国内许多第

三方医学检验机构针对临床需求)纷纷开展幽门螺杆

菌培养和差异化服务(第三方医学检验为了资源共

享)大多将周边区域的幽门螺杆菌培养样本集中送往

中心实验室检测)这势必会因标本运输时限)使采集

的样本不能及时送检或接种)致使幽门螺杆菌自然死

亡率增高)降低了幽门螺杆菌培养成功率)影响临床

抗幽门螺杆菌用药选择(为观察样本贮存时间*温度

和运输工具对幽门螺杆菌培养结果的影响)本研究将

样本贮存在不同温度下)并以差异化时间接种培养幽

门螺杆菌样本)以了解条件的改变对幽门螺杆菌培养

结果的影响(
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材料与方法
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仪器与试剂

E-E-E

"

培养液种类
"

幽门螺杆菌转运培养基$固
:

液

双相'购自珠海经济特区益民生物工程制品厂$批号!

+/*G/J%/

'+血琼脂平板购自郑州安图生物工程股份

有限公司$批号!

+/*G/J+0;

'+苛养菌药敏琼脂平板购

自郑 州 安 图 生 物 工 程 股 份 有 限 公 司 $批 号!

+/*G/J*H;
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E-E-F

"

鉴定试剂
"

YEKD\ )':<V<=

基质购自生

物梅里埃公司$批号!

*//0/0+HG/

'+尿素酶购自杭州

滨和微生物试剂有限公司$批号!

*J/*/%

'+触酶和氧

化酶购自重庆庞通医疗器械有限公司$批号分别为!

*G(/G/,

和
*G(*G/.
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仪器
"

梅里埃质谱仪
YEKD\ )'

购自生物

梅里埃公司+

K(#:[*//

型微需氧培养仪和微需氧培

养气体$

*/c

二氧化碳
d*/c

氢气
d

氮气平衡气'购

自湖南长沙天地人生物科技有限公司+标本运输箱购

自广州赛信冷链冷藏科技有限公司+

(:*:J/

型自动控

制压力蒸汽灭菌器购自北京发恩科贸有限公司+

V'g:+./

型电热恒温恒湿箱购自中仪国科$北京'科

技有限公司+

(?:G0"%%G

型
`G/a

超低温保存箱购

自青岛海尔特种电器有限公司+

(?:[?*00=

型

+̀.a

冰箱购自中科美菱低温科技有限责任公司+

(?:[",./

型
,a

冰箱购自中科美菱低温科技有限

责任公司+

;'<:*.//EE;+:g

型生物安全柜购自山东济

南鑫贝西生物技术有限公司+

<g+*]'*<

型生物显微

镜和
;g,%]

型摄像显微镜购自日本奥林巴斯公司(

E-F

"

方法

E-F-E

"

样本制备
"

原代幽门螺杆菌标准菌株

=K<<,%./,

以
K';

基质配制浓度为
/-.

麦氏浊度的

菌悬浮液$约
*̂ */

G

<]e

"

7"

'(按以下步骤进行连

续稀释)$

*

'

*_//

稀释!吸取上述细菌悬液
/-*7"

加入
H-H7"K';

中($

+

'再
*_*//

稀释!吸经$

*

'稀

释后悬液
/-*7"

加入
H-H7"K';

中($

%

'再
*_

*//

稀释!吸经$

+

'稀释后悬液
/-*7"

加入
H-H7"

K';

中(此时幽门螺杆菌浓度为$

*//Z*/

'

<]e

"

7"

)然后将此浓度的幽门螺杆菌菌液加入运输培养

基中)每支
*7"

)共
J.

支(此试验重复
%

次(

E-F-F

"

样本包装
"

将标本放置于特殊包装箱中(包

装箱必须具备)$

*

'主容器用足量的吸附性材料进行

包裹)以便在发生渗漏时可以吸收所有液体($

+

'中

层包装)为第
+

层耐用*水密性*防渗漏的包装)把主

容器装入其中并对其起保护作用($

%

'外包装)中层

包装置于外包装内)并加垫适宜的缓冲材料(外包装

应能保护其内容物在运输时不受外界的影响)如遭受

物理性损坏(外层容器的最小一面的尺寸
%

*/P7^

*/P7

(将制备完成的样本放置于特殊包装箱中进行

相关贮存试验(

E-F-G

"

样本贮存
"

把已接种菌液的幽门螺杆菌运输

培养基分别置于
,

*

+.

*

%.

*

+̀.

*

G̀/a

环境中)分别

存放
0-/

*

*+-/

*

+,-/

*

,G-/M

后进行微需氧培养(

E-F-H

"

样本的运输
"

汽车运输!将标本置于
,a

冷

链运输箱由本公司冷链运输车运送至杭州金域医学

检验所样本接收组)并及时递交至微生物室)所有样

本存放总时间为
J-/M

后接种(在车上时间为
0-/M

(

火车运输!将标本置于
,a

冷链运输箱)通过安检并

进行交接登记(当日上午约
H

!

//

从杭州托远)至下

午
*.

!

//

左右样本到达广州高铁站)由广州运务组提

货)在
*0

!

//

前交接进入广州金域标本组并及时递交

至微生物室)所有样本存放总时间为
J-/M

后接种)在

车上时间约为
0-/M

(飞机运输!将标本置于
,a

冷

链运输箱)通过安检并进行交接登记)由杭州经航空

运送到达广州白云机场)并及时递交至微生物室)所

有样本存放总时间为
J-/M

后接种(在空中时间约为

+-.M

(

E-F-I

"

培养和鉴定
"

接种!将接收到经不同贮存温

度*贮存时间和不同运输工具处理后的样本立即接种

在生物安全柜内)吸取运输培养基中全部$

*-/7"

'样

本接种于血琼脂平板)用接种环进行
%

区划线)置于

%Ja

微需氧)湿度
H.c

环境中培养)

%

%

04

内观察培

养结果(

幽门螺杆菌的鉴定!$

*

'显微镜下幽门螺杆菌形

态鉴定(吸取
*

滴无菌生理盐水于洁净载玻片上)用

无菌接种环取单一菌落在盐水中涂开)盖上盖玻片)

#
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普通显微镜下观察($

+

'涂片染色方法(吸取
*

滴无

菌生理盐水于洁净载玻片上)用无菌接种环取单一菌

落在生理盐水中均匀涂开)自然干燥后按常规方法进

行革兰染色($

%

'氧化酶试验(准确加
*

滴试剂到空

白纸片上$直径
077

')将菌落涂在纸片上(

*/

%

%/3

内出现紫色为阳性)无颜色改变或延迟反应为阴性(

触酶试验!用无菌环或针)从平板上挑取单个菌落)置

于载玻片上)滴加
*

滴触酶检测试剂(产生大量气泡

为阳性)没有气泡产生为阴性(尿素酶试验!挑取大

量培养
*G-/

%

+,-/M

待试菌培养物接种于含液体培

养基的试管中)摇均)于$

%0Z*

'

a

培养
*/789

*

*-/

M

*

+-/M

)分别观察结果(如阴性继续培养至
,4

)作

最终判 定)变为粉红色为阳性(梅里埃质谱 仪

YEKD\)'

鉴定!在
YEKD\)':('

靶板点位制备成

菌液检测样点)立即加
*

'

"YEKD\ )':<V<=

基质

液)等待基质完全干燥并形成结晶后放入质谱仪

检测(

E-G

"

统计学处理
"

采用
'$''*H-/

统计学软件进行

数据处理)计量数据以
4Z=

表示)多组间比较采用单

因素方差分析)进一步两两比较采用
'!\:

S

检验)以

!

$

/-/.

表示差异有统计学意义(

F

"

结
""

果

F-E

"

培养和形态
"

固体培养到第
%

天时)幽门螺杆

菌生长良好)哥伦比亚血琼脂平板上见透明*针尖样

菌落形态+液体培养第
%

天时可见培养基明显浑浊)

涂抹少量菌液于无抗菌药物的哥伦比亚血琼脂平板

培养)肉眼未见污染菌生长)并有透明*针尖样的菌落

长出+在无菌生理盐水中!革兰染色后细菌为革兰阴

性)固体培养基中的幽门螺杆菌为螺旋状*海鸥状*

3

状弯曲菌或短杆菌+液体培养基中的幽门螺杆菌则多

为螺旋短杆状)亦见部分长丝状细菌)有的互相缠绕

聚集成团)有的散在分布)革兰染色结果见图
*

(

图
*

""

幽门螺杆菌革兰染色结果#

*̂///

$

F-F

"

鉴定结果
"

触酶试验阳性)氧化酶试验阳性)尿

素酶试验阳性+梅里埃质谱仪
YEKD\ )'

鉴定为幽

门螺杆菌(

F-G

"

贮存温度和贮存时间对幽门螺杆菌生长的影响

"

样本贮存温度与存放时间对结果有非常显著性影

响(在
+,-/M

内相同贮存时间以贮存
,a

时培养阳

性率最高$

,/-,cZ.-*c

')与其他各组比较差异有

统计学意义$

!

$

/-/.

'+在贮存
0-/M

以内以贮存

+.a

时阳性率最高$

J*-+cZG-*c

')与
%.

*

`+.

*

G̀/a

比较)差异有统计学意义$

!

$

/-/.

'(不同贮

存时间以
G̀/a

结果最稳定)结果见表
*

(

表
*
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不同贮存温度和贮存时间对幽门螺杆菌生长的影响#菌落数&

c

$

贮存温度$

a

'
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注!与相同运输时间贮存
+.a

结果比较)

!

!

$

/-/.

+与相同贮存温度的
/-/M

结果比较)

*

!
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表
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""

不同运输工具对幽门螺杆菌生长的影响#菌落数&

c

$

贮存时

间$

M

'

运输工具

汽车 高铁 飞机

对照

$

,a

冰箱'

0-/
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./-JZ.-G
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%-+Z/-%
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注!与相同运输工具贮存
0-/M

结果比较)

!

!

$

/-/.

+与相同运输

时间对照结果比较)

*

!
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F-H

"

不同运输条件对幽门螺杆菌生长的影响
"

样本

经过汽车*高铁*飞机运输后对幽门螺杆菌生长均有

影响)以飞机运输影响最明显(样本经过飞机运输后

幽门螺杆菌培养死亡率非常高)大多样本无菌生长(

运输工具与贮存时间对幽门螺杆菌培养结果见表
+

(

G

"

讨
""

论

""

幽门螺杆菌为革兰染色阴性无芽胞*呈螺旋状弯

曲的杆菌)不仅寄生于胃肠道)而且在口腔及呼吸系

统均分离到细菌)在人群中感染率达
./c

以上(据报

道)幽门螺杆菌感染是消化系统慢性炎症*胃部溃疡*

胃黏膜淋巴组织异常和淋巴瘤的主要致病菌和胃癌

的一级致癌因子%

%:H

&

(目前对幽门螺杆菌感染诊断方

#

.+*+
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法种类众多)不同方法检出的阳性率差异明显)有许

多确定性方法如病理检查*基因诊断等%

*/

&

(但如果进

行致病机制*细菌分型*耐药菌株*疫苗制备等研究)

幽门螺杆菌培养法是,金标准-

%

**

&

(

国内外许多研究发现)幽门螺杆菌在远离消化系

统的其他器官中也能引起一系列的疾病)如幽门螺杆

菌与维生素
;

缺乏%

*+

&

*特发性血小板减少性紫癜%

*%

&

*

缺铁性贫血%

*,

&有关(同时发现幽门螺杆菌与神

经%

*.

&

*头颈部%

*0

&

*妇科疾病%

*J

&

*心血管%

*G

&

*糖尿病%

*H

&

和代谢综合征%

+/:+*

&等相关(幽门螺杆菌细胞毒素相

关蛋白
=

$

<2

1

=

'是冠心病的危险因素)是
'K

段抬高

型心肌梗死复发的预测因子%

++

&

+幽门螺杆菌感染与阿

尔茨海默病*痴呆*血管性疾病有关+还与头颈部疾

病*复发性阿弗他溃疡*牙周炎*青光眼*中心性浆液

性脉络膜视网膜病变有关)可能是由于幽门螺杆菌定

植于耳*鼻*咽喉所致(幽门螺杆菌在慢性阻塞性肺

疾病中可能是致病因子(另外)感染
<2

1

=

阳性的幽

门螺杆菌可能导致男性不育)并与女性中妊娠期糖尿

病有关%

+%

&

(

随着临床抗菌药物的大量使用)幽门螺杆菌耐药

菌株的发生率日趋严重)但目前幽门螺杆菌的培养条

件*药敏试验在我国仍难以常规开展)临床根除性治

疗幽门螺杆菌多是按经验用药(由于幽门螺杆菌的

体外培养不仅对培养基*仪器*操作技术等有特殊要

求)对气体环境更为敏感)幽门螺杆菌需在微需氧环

境下生长)而大气中和绝对厌氧的环境中不能生长)

还需保持
H.c

以上的相对湿度和
%Ja

的温度)且样

本离体后自然死亡率随着存放时间和环境温度改变

对培养结果有非常显著影响(本研究发现)幽门螺杆

菌在
+,-/M

小时内相同贮存时间以
,a

环境保存的

样本培养阳性率最高+贮存
0-/M

以内以
+.a

阳性率

最高)阳性率明显高于贮存
%.

*

`+.

*

`G/ a

环境(

样本长时间保存时以
`G/a

结果最稳定(本实验结

果表明)幽门螺杆菌样本经过汽车*高铁*飞机运输对

幽门螺杆菌生长均有影响)以飞机运输影响最明显(

样本经过飞机运输后幽门螺杆菌培养成功率很低)大

多样本无菌生长)可能高空的外在气压改变使样本处

于低氧环境下对幽门螺杆菌生存存在干扰)本结果与

郭春亮等%

+,

&研究相符)他们在研究中发现)常规法*加

氧法和加压加氧法培养幽门螺杆菌的阳性率分别为

*-*c

*

%,-,c

和
%*-Jc

)相同幽门螺杆菌菌株在相同

的培养条件下)低气压的高原地区幽门螺杆菌生长缓

慢且菌落数显著低于平原地区)主要原因是低气压可

致环境低氧)从而影响幽门螺杆菌的存活(

H

"

结
""

论

""

幽门螺杆菌样本最佳存放温度和接种时间!如能

在
0-/M

内接种)保存于
+.a

环境培养阳性率最高+

+,-/M

内接种)保存于
,a

环境培养阳性率最高+长

时间保存时以
G̀/a

结果最稳定(飞机运输时由于

低气压可致样本处于低氧环境)从而影响幽门螺杆菌

的存活(因此)实验室在进行幽门螺杆菌培养时)采

集的样本需要根据实验情况选择最合适的贮存时间*

贮存温度和运输方式)以提高幽门螺杆菌培养的阳

性率(
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