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  摘 要:目的 探讨幽门螺杆菌(Hp)对克拉霉素的耐药性及其与耐药基因突变检测的一致性,为临床制订

个体化Hp根除治疗方案提供依据。方法 将在南京医科大学附属南京医院就诊,接受13C呼气实验以及胃镜

检查的初始未治疗Hp阳性患者284例纳入研究。从纳入研究的病例中随机抽取222例作为试验组进行克拉

霉素药敏试验和耐药基因突变检测,其余62例作为对照组(不进行克拉霉素耐药的相关检测)。从胃黏膜活检

标本中分离培养Hp,用K-B法药敏试验检测分离的Hp菌株对克拉霉素的耐药性。采用聚合酶链反应(PCR)
检测Hp克拉霉素耐药基因突变。对照组患者和药敏试验结果为敏感的患者给予奥美拉唑[20

 

mg每日两次

(bid)]+阿莫西林(1
 

000
 

mg
 

bid)+克拉霉素(500
 

mg
 

bid)治疗,药敏试验结果为耐药的患者给予奥美拉唑(20
 

mg
 

bid)+阿莫西林(1
 

000
 

mg
 

bid)+呋喃唑酮(100
 

mg
 

bid)+铋剂治疗。连续服药2周,检测患者Hp根除情

况。结果 从222例胃黏膜活检标本中成功培养出222株 Hp;克拉霉素药敏试验:敏感155例(69.82%),耐

药67例(30.18%);克拉霉素耐药基因突变检测:23S
 

rRNA
 

V区A2143G突变68例(94.44%),A2142G突变

4例(5.56%)。155例敏感病例中,150例(96.74%)23S
 

rRNA
 

V区无突变,5例(3.26%)23S
 

rRNA
 

V区有突

变;67例耐药病例均为23S
 

rRNA
 

V区突变。药敏试验与耐药基因检测的一致性较好(Kappa=0.023,P=
0.609)。试验组Hp根除率高于对照组(P<0.05)。结论 Hp对克拉霉素存在耐药情况,临床医生可结合克

拉霉素药敏试验和耐药基因突变检测结果来制订个体化的Hp根除治疗方案。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

resistance
 

of
 

Helicobacter
 

pylori(Hp)
 

to
 

clarithromycin
 

and
 

its
 

consistency
 

with
 

the
 

detection
 

of
 

drug
 

resistance
 

gene
 

mutations,so
 

as
 

to
 

provide
 

evidence
 

for
 

the
 

clinical
 

for-
mulate

 

of
 

individualized
 

Hp
 

eradication
 

treatment
 

plans.Methods A
 

total
 

of
 

284
 

initially
 

untreated
 

Hp-posi-
tive

 

patients
 

who
 

had
 

received
 

13C
 

breath
 

test
 

and
 

gastroscopy
 

in
 

Nanjing
 

First
 

Hospital,Nanjing
 

Medical
 

Uni-
versity

 

were
 

enrolled
 

in
 

the
 

study.From
 

which
 

222
 

cases
 

were
 

randomly
 

selected
 

from
 

the
 

included
 

cases
 

as
 

the
 

experimental
 

group
 

for
 

whom
 

clarithromycin
 

susceptibility
 

testing
 

and
 

resistance
 

gene
 

mutation
 

detection
 

were
 

performed,and
 

the
 

remaining
 

62
 

cases
 

were
 

used
 

as
 

the
 

control
 

group(no
 

detection
 

of
 

clarithromycin
 

re-
sistance).Hp

 

was
 

isolated
 

and
 

cultured
 

from
 

gastric
 

mucosal
 

biopsy
 

specimens,and
 

the
 

drug
 

resistance
 

of
 

the
 

isolated
 

Hp
 

strains
 

to
 

clarithromycin
 

was
 

detected
 

by
 

K-B
 

method.The
 

mutation
 

of
 

Hp
 

clarithromycin
 

resist-
ance

 

gene
 

was
 

detected
 

by
 

polymerase
 

chain
 

reaction(PCR).The
 

control
 

group
 

and
 

the
 

sensitive
 

patients
 

were
 

given
 

omeprazole
 

[20
 

mg
 

twice
 

a
 

day(bid)]
 

+
 

amoxicillin(1
 

000
 

mg
 

bid)
 

+
 

clarithromycin(500
 

mg
 

bid)
 

treatment.The
 

patients
 

with
 

drug
 

resistance
 

were
 

given
 

omeprazole(20
 

mg
 

bid)
 

+
 

amoxicillin(1
 

000
 

mg
 

bid)
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+
 

furazolidone(100
 

mg
 

bid)
 

+
 

bismuth.After
 

taking
 

the
 

drug
 

for
 

2
 

weeks,the
 

eradication
 

of
 

Hp
 

was
 

detec-
ted.Results A

 

total
 

of
 

222
 

strains
 

of
 

Hp
 

were
 

successfully
 

cultured
 

from
 

222
 

gastric
 

mucosal
 

biopsy
 

speci-
mens;clarithromycin

 

susceptibility
 

test:155
 

cases(69.82%)
 

were
 

sensitive
 

and
 

67
 

cases(30.18%)
 

were
 

resist-
ant;clarithromycin

 

resistance
 

gene
 

mutation
 

detection:there
 

were
 

68
 

cases(94.44%)
 

with
 

23S
 

rRNA
 

A2143G
 

mutation
 

in
 

V
 

region,and
 

4
 

cases(5.56%)
 

with
 

A2142G
 

mutation.Among
 

the
 

155
 

susceptible
 

cases,150
 

cases
(96.74%)

 

had
 

no
 

mutation
 

in
 

23S
 

rRNA
 

V
 

region,and
 

5
 

cases(3.26%)
 

had
 

mutation
 

in
 

23S
 

rRNA
 

V
 

region;
all

 

67
 

resistant
 

cases
 

had
 

mutations
 

in
 

23S
 

rRNA
 

V
 

region.The
 

consistency
 

of
 

drug
 

susceptibility
 

test
 

and
 

drug
 

resistance
 

gene
 

detection
 

was
 

good(Kappa=0.023,P=0.609).The
 

eradication
 

rate
 

of
 

Hp
 

in
 

the
 

experi-
mental

 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group(P<0.05).Conclusion Hp
 

is
 

resistant
 

to
 

clarithro-
mycin,and

 

clinicians
 

can
 

formulate
 

individualized
 

Hp
 

eradication
 

treatment
 

plans
 

based
 

on
 

the
 

results
 

of
 

clar-
ithromycin

 

susceptibility
 

test
 

and
 

resistance
 

gene
 

mutation
 

detection.
Key

 

words:Helicobacter
 

pylori; drug
 

resistance; clarithromycin; 23S
 

rRNA

  幽门螺杆菌(Hp)是一种微需氧的革兰阴性螺旋

杆菌[1]。Hp感染与消化性溃疡、萎缩性胃炎、黏膜相

关淋巴样组织(MALT)淋巴瘤及胃癌有密切的关

系[2]。Hp的感染具有家族聚集性[3],根除 Hp能有

效地阻断其传播,防止感染者发展成慢性胃炎,降低

消化性溃疡发病率及复发率,有效缓解 MALT淋巴

瘤[4],预防胃癌的发生[5]。然而,随着药物根除Hp治

疗的广泛应用及抗菌药物的滥用,Hp耐药性逐年升

高[6],Hp的根治率在不断下降。为了调查 Hp对克

拉霉素的耐药性,并探究其与耐药基因检测的一致

性,本研究选用K-B法检测了 Hp对克拉霉素的耐药

性,并选用检测了这些临床分离菌株耐药基因突变状

况。根据药敏试验结果进行个体化治疗并评价 Hp
根除情况,可以为耐药Hp的用药选择提供依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 将2018年4月至2018年12月于南

京医科大学附属南京医院就诊,初始未治疗但经13C
呼气试验检测为Hp阳性的284例Hp感染病例纳入

研究(上述病例均在胃镜室采集过胃组织活检标本)。
从纳入研究的病例中随机抽取222例作为试验组(将
进行克拉霉素药敏试验和耐药基因突变检测),其余

的62例作为对照组(不进行克拉霉素耐药的相关检

测),两组间年龄、性别等一般资料比较差异无统计学

意义(P>0.05),具有可比性。排除标准:(1)内镜检

查证明有活动性出血者;(2)已接受过 Hp根除治疗

的患者;(3)近2周内服用过质子泵抑制剂、H2受体

拮抗剂以及近4周内服用过抗菌药物、铋剂者;(4)曾
对本次医治所用的药物有过敏史或皮试阳性者;(5)
孕期及哺乳期者;(6)患者同时服用非甾体抗炎药或

酗酒者;(7)存在其他影响本研究结果的严重疾病,如
严重的肝病、心脏病、呼吸系统疾病等。本研究经医

院伦理委员会同意,所有患者均签署知情同意书。
1.2 仪器与试剂 HF100型三气培养箱为力康生物

医疗科技控股有限公司产品;CX41RF型光学显微镜

为日本 Olympus公司产品;Hp标准株 NCTC11637
购自上海芯超医学检验所有限公司;HiPure

 

Bacterial
 

DNA
 

Kit试剂盒购自美基生物有限公司;Hp耐药突

变位点检测试剂盒购自江苏默乐公司;PCR
 

Mix试剂

购自上海翊圣生物科技有限公司;M-H 琼脂培养基

(干粉)购自广东环凯生物公司;脑心浸出液肉汤购自

海博生物公司。
1.3 方法

1.3.1 取样及培养 在胃镜下用灭菌活检钳夹取距

幽门前2~3
 

cm大弯或小弯处胃黏膜组织,用接种环

将组织黏膜连同细菌的混匀营养液均匀接种在分离

培养基上。取少量菌液加入快速尿素酶反应管后标

注编号,观察结果后记录。再将培养基放入培养箱

(O2:5%,CO2:10%,温度:37
 

℃)培养3~5
 

d。取出

初代培养成功的菌株进行二代培养,并进行细菌形态

(革兰染色)和生化鉴定(快速尿素酶试验和氧化酶

试验)。
1.3.2 药敏试验 取出二代菌的培养基,配制成3×
108

 

CFU/mL的菌悬液2份各800
 

μL。将上述其中1
份细菌悬液均分等体积分别均匀涂布于2块含10%
羊血的 M-H 琼脂平板培养基上,将克拉霉素药敏纸

片贴于平板(3个/板),将平板放于培养箱中培养48
 

h。按照中国药品生物制品检验制订的抗菌药物细菌

耐药性检测中心发布的《抗菌药物药敏实验判定标

准》[7]判定抗菌药物药敏实验结果,以克拉霉素最低

抑菌浓度≥1
 

mg/L为耐药,<1
 

mg/L为敏感。
1.3.3 Hp基因组提取与耐药基因分析 使用DNA
提取试剂盒进行Hp的基因组提取,PCR检测耐药突

变位点。PCR反应体系:PCR
 

Mix
 

25
  

μL,引物(10
 

μmol/L)5
  

μL,水10
  

μL,DNA
 

10
  

μL。PCR反应条

件:94
 

℃预变性5
 

min;94
 

℃变性10
 

s,55
 

℃退火20
 

s,72
 

℃延 伸30
 

s,40个 循 环;最 后72
 

℃终 延 伸

5
 

min。
1.3.4 治疗 对照组患者及试验组中经药敏试验判

定为敏感的患者给予奥美拉唑[20
 

mg
 

一日两次

(bid)]+阿莫西林(1
 

000
 

mg
 

bid)+克拉霉素(500
 

mg
 

bid)方案治疗;试验组中经药敏试验判定为耐药

的患者给予奥美拉唑(20
 

mg
 

bid)+阿莫西林(1
 

000
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mg
 

bid)+呋喃唑酮(100
 

mg
 

bid)+铋剂方案[6]。连

续服药2周,用药期间不得服用其他药物,每日三餐

需分餐。停药4周后经13C呼气实验,检测根除情况。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0软件进行数据分

析。呈正态分布的计量资料以x±s表示,组间比较

采用独立样本t检验;采用Kappa一致性检验分析药

敏试验与耐药基因突变检测结果的一致性;耐药率的

比较采用χ2 检验;P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 药敏试验和耐药基因分析 试验组222例胃黏

膜的活检标本中均分离出 Hp菌株,涂片和革兰染色

显示Hp菌株多呈弧形逗号状、海鸥形态、短杆弯曲,
见图1。K-B 法 体 外 药 敏 试 验 显 示:敏 感 155 例

(69.82%),耐药67例(30.18%)。PCR检测:检测到

Hp对克拉霉素的耐药基因突变为23S
 

rRNA
 

V区的

A2143G 和 A2142G 突 变,A2143G 突 变 68 例

(94.44%),A2142G突变4例(5.56%)。155例敏感

病例中,150例(96.74%)23S
 

rRNA
 

V区无突变,5例

(3.26%)23S
 

rRNA
 

V区有突变,67例耐药病例均为

23S
 

rRNA
 

V区突变,见图2。药敏试验与耐药基因

检测的一致性较好(Kappa=0.023,P=0.609)。

图1  显微镜下观察 Hp革兰染色形态(×1
 

000)

  注:A 为23S
 

rRNA
 

V 区突变位 点 A2143G 的 检 测;B为23S
 

rRNA
 

V区突变位点A2142G的检测;M表示分子标准带;1、2、7、8表

示23S
 

rRNA
 

V区无位点突变;3、4表示存在23S
 

rRNA
 

V区A2143G
突变(304、101

 

bp
 

2条带);5、6表示存在23S
 

rRNA
 

V区A2142G突变

(332、93
 

bp
 

2条带)。

图2  对克拉霉素耐药相关基因的检测

2.2 试验组中敏感和耐药患者一般情况比较及各组

间Hp根除疗效比较 试验组中的敏感和耐药患者

一般资料比较差异无统计学意义(P>0.05),见表1。
敏感和耐药患者的Hp根除率均超过86.00%。对照

组患者Hp根除率仅为67.74%。试验组 Hp根除率

高于对照组(P<0.05),见表2。

表1  试验组中耐药和敏感患者的一般情况比较

项目
敏感患者

(n=155)
耐药患者

(n=67)
P

性别[n(%)] 0.090

 男 95(61.29) 49(73.13)

 女 60(38.71) 18(26.87)

年龄(x±s,岁) 43.68±6.35 45.32±5.17 0.067

病种[n(%)] 0.126

 慢性胃炎 80(51.61) 36(53.73)

 十二指肠球部溃疡 52(33.55) 15(22.39)

 胃溃疡 23(14.84) 16(23.88)

表2  各组间 Hp根除率比较[n(%)]

分组 n 根除 未根除

试验组 222 193(86.94)* 29(4.05)

 敏感 155 134(86.45)* 21(13.55)

 耐药 67 59(88.06)* 8(11.94)

对照组 62 42(67.74) 20(32.26)

  注:-表示该项无数据;与对照组比较,*P<0.05。

3 讨  论

  根除Hp最好初次治疗就选用疗效高的方案,由
于存在抗菌药物滥用和治疗方案不规范的情况,Hp
根除率呈下降趋势[8-9]。目前,我国治疗Hp最常用的

抗菌药物为克拉霉素,但临床实践显示 Hp对克拉霉

素的耐药率逐年上升,高达20%~50%[10],这也是

Hp根除率下降的主要原因。有研究报道 Hp耐药菌

株感染者的Hp根除率为20%~40%[11],而理想的治

疗方案的根除率需要超过90%[12]。在中国,不同地

区Hp的耐药率也有差别[13]。2009—2014年,浙江

省嘉兴市Hp克拉霉素耐药率为17.76%[14]。2013—
2014年,北京地区Hp克拉霉素耐药率为52.6%[15]。
同时也有研究表明,克拉霉素在首次用药后,若根除

治疗失败极易使细菌产生耐药性[16]。因此,了解抗菌

药物耐药情况对 Hp根除方案的制订有着重要的指

导作用。
本研究中,对照组62例患者 Hp根除率仅有

67.74%,与文献报道基本吻合[17]。本研究采用PCR
检测 Hp

 

23S
 

rRNA
 

V区的克拉霉素耐药基因突变,
结果 显 示 突 变 位 点 有 2 个,分 别 为 A2143G 和

A2142G。既往的研究表明,Hp23S
 

rRNA
 

V区域的

点突变是导致大环内酯类抗菌药物耐药的主要原因,
抑制了克拉霉素与相应的核糖体亚基的结合,造成蛋

白质合成障碍[18-19]。本研究中的一致性分析显示:克
拉霉素耐药的药敏试验结果与 Hp23S

 

rRNA
 

V区基

因突变的检出有高度的一致性;155例敏感患者中有

150例(96.74%)23S
 

rRNA
 

V 区基因无突变,5例

(3.26%)23S
 

rRNA
 

V区基因发生突变;67例耐药患
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者均有23S
 

rRNA
 

V区基因突变。仍有克拉霉素敏

感的患者检出23S
 

rRNA
 

V区基因突变,这是否与杂

合感染的存在或者是细菌本身存在多种突变相关,仍
需要进一步的探讨。

将62例未进行药敏试验的患者作为对照组,给
予奥美拉唑+阿莫西林+克拉霉素治疗;222例患者

作为试验组,其中155例敏感患者同样给予奥美拉唑

+阿莫西林+克拉霉素治疗,67例耐药患者给予奥美

拉唑+阿莫西林+呋喃唑酮+铋剂治疗。给予连续2
周的治疗,结果显示,试验组患者有较好的 Hp根除

疗效,两类患者的 Hp根除率均超过86%[20],Hp根

除率明显高于对照组(67.74%)。
本研究中,对耐药患者直接使用呋喃唑酮进行治

疗,可提升初次治疗的根治率,减少患者无效抗菌药

物使用;对敏感患者使用克林霉素,可避免直接使用

更高级的抗菌药物呋喃唑酮,减少临床抗菌药物滥

用。对于存在Hp感染的患者,先进行药敏试验或耐

药基因检测,然后制订个体化的治疗方案,可以达到

精准给药的目的,提高 Hp的根除率,减少抗菌药物

滥用。
综上所述,本研究发现 Hp对一线治疗药物克拉

霉素存在耐药情况,应结合药敏试验和耐药基因突变

检测进行针对性地治疗,有效根除Hp。
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