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幽门螺杆菌（helicobacter pylori，Hp）作为 I类致

癌原，与慢性胃炎、消化性溃疡及胃癌密切相关。

2015年京都共识强调需精准治疗 Hp感染，但由于

抗生素滥用导致耐药性加剧，快速检测毒力基因及

耐药突变对指导治疗至关重要。传统检测方法如培

养、病理耗时且灵敏不足，聚合酶链反应-毛细管电

泳（polymerase chain reaction-capillary electrophore-

sis，PCR-CE）能实现多靶点联检，为 Hp的检测提供

了新的方法。本研究建立基于 PCR-CE的 Hp检测

体系，并揭示宁波市奉化区 Hp 的分子流行病学特

征，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 纳入 2022年 6月至 2023年 5月于

宁波市奉化区人民医院行胃镜检查的 298 例患者，

纳入标准：（1）有消化不良等消化道症状；（2）无消化

道急症，如胃穿孔等；（3）胃黏膜完整；（4）近 1个月

内未曾服用铋剂、质子泵抑制剂、H2受体拮抗剂以及

抗菌药物。本研究获得宁波市奉化区人民医院医学

伦理委员会（奉人医伦审 2022研第 017号）批准，所

有研究者均同意参加本研究并签署书面知情同意书。

1.2 PCR-CE方法 采用多联检试剂 [1] 同步分析 2

个保守基因（尿素酶功能基因ureC、高拷贝管家基因

16S rRNA）、4个毒力基因（cagA、vacA、iceA、dupA，
含 vacA s/m分型、iceA分型）及 3个耐药位点[克拉

霉素耐药位点 23S rRNA（2143 A→G）[2]、阿莫西林

耐药位点 pbp1A（1667 C→G）[3]、左氧氟沙星耐药位

点 gyrA（261 Y→R）][4]。
1.3 灵敏度评估 Hp基因组 DNA经数字 PCR定

量后梯度稀释，使用多联检试剂对同一梯度样本进

行 20次重复检测，以 95%检测结果阳性的浓度为最

低检出限。

1.4 特异性评估 对应不同毒力基因及耐药基因各

选取 16个不同样本，以测序方法为“金标准”，将测

序结果在美国国家生物技术信息中心（national center
for biotechnology information，NCBI）进行数据比对，

获得基因信息与 PCR-CE方法检测结果进行比较。

1.5 组织学检查 将通过胃镜获取的胃黏膜组织样

本经常规甲醛固定和石蜡包埋，蜡块经切片后按常

规脱蜡。用幽门螺杆菌染色液（宁波同盛生物科技

有限公司）染色 1～ 2 min，自来水洗 30 s后烘干封

片镜检。组织中幽门螺旋杆菌呈兰色，细胞核及组

织背景呈蓝色，肥大细胞包浆颗粒呈紫红色。

1.6 统计方法 采用 R语言（R 4.4.2）计算一致率

及 值，绘图使用 GraphPad Prism 9软件。 ＜

0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 PCR-CE 方法检测 Hp 的灵敏度 PCR-CE 检

测 Hp的最低检出限可以达到 2.5拷贝/ l，见图 1。
2.2 PCR-CE方法测定毒力基因及耐药位点的特异

性 PCR-CE与测序方法对比，毒力基因 iceA2一致

率为 94%（ =0.87， ＜ 0.05）、耐药基因 pbp1A

一致率为 94%（ =0.82， ＜ 0.05），其他毒力基

因及耐药基因检测结果一致率达到100%，见表1～2。
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2.3 PCR-CE 与组织学检查的一致性 298例胃黏

膜组织样本经组织学检查，其中 266例与 PCR-CE

检测结果一致（89.3%， =0.74， ＜ 0.05）。
2.4 Hp的宁波市奉化区特征 选取 78例PCR-CE

检测 Hp阳性的样本，其中毒力基因 cagA检出率较

高，dupA检出率较低，iceA以 1型为主，vacA基因

信号区均为 s1型，中间区以 m2型为主，见表 3。抗

生素耐药基因突变纯合检出率从高到低依次为克拉

霉素 23S rRNA（2143 A→G）、左氧氟沙星gyrA（261
Y→R）、阿莫西林 pbp1A（1667 C→G），见表 4。

3 讨论

本研究结果显示，PCR-CE在Hp检测中表现出

显著优势。方法学验证显示其灵敏度达 2.5拷贝/ l，
能有效识别低载量感染；与测序对比，毒力与耐药基

因检测一致率≥94%，仅 iceA2与 pbp1A因基因分

型复杂性（如杂合突变）存在少量差异，但仍具高度

可靠性（ ＞ 0.8）。更重要的是，PCR-CE与组

织学诊断的一致性达 89.3%，且耗时较传统病理染

色缩短，满足临床对快速精准诊断的需求。

本研究结果显示，宁波市奉化区Hp菌株表现为

表 3 Hp阳性样本毒力基因检测结果

毒力基因 dupA cagA iceA vacA
信号区 中间区

阳性（例） 14 73 56（iceA1） 77（s1） 29（m1）
13（iceA2） 45（m2）

阴性（例） 64 5 9 1 4
检出率（%） 17.9 93.6 88.5 98.7 94.9

注：Hp基因组 DNA经数字 PCR定量后梯度稀释，使用多联检试剂对同一梯度样本进行 20次重复检测，以 95%检测结果阳性

的浓度为最低检出限。A为基因 ureC的相对荧光信号强度；B为基因 16S rRNA的相对荧光信号强度；相对荧光信号强度大于

5 000，判定为阳性

图 1 不同核酸浓度的相对荧光信号强度
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表 1 PCR-CE方法鉴定毒力基因与测序结果的一致性

毒力基因 一致 不一致 一致率 值 值

+/+ –/– +/– –/+ （%）
dupA 8 8 0 0 100 1 ＜ 0.05
cagA 12 4 0 0 100 1 ＜ 0.05
iceA1 6 10 0 0 100 1 ＜ 0.05
iceA2 6 9 0 1 94 0.87 ＜ 0.05
vacA（s1） 14 2 0 0 100 1 ＜ 0.05
vacA（s2） 0 16 0 0 100 1 ＜ 0.05
vacA（m1） 6 10 0 0 100 1 ＜ 0.05
vacA（m2） 7 9 0 0 100 1 ＜ 0.05
注：“+”表示阳性，“–”表示阴性；两种方法依次为 PCR-CE、测序

表 4 Hp阳性样本中耐药位点检测结果

耐药基因 23S rRNA pbp1A gyrA
（2143 A→G） （1667 C→G） （261 Y→R）

野生纯合（例） 31 74 43
突变纯合（例） 32 4 27
杂合（例） 15 0 1
突变纯合检出率（%） 41.0 5.1 34.6
注：7例患者未检测到耐药位点 gyrA

表 2 PCR-CE方法鉴定耐药位点突变与测序结果的一致性

耐药基因 一致 不一致 一致率 值 值

野生 突变 混合 阴性 （%）
23S rRNA（2143 A→G） 3（A/A） 6（G/G） 1（R/R） 6（–/–） 0 100 1 ＜ 0.05
pbp1A（1667C→G） 12（C/C） 0（G/G） 0（S/S） 3（–/–） 1（–/C） 94 0.82 ＜ 0.05
gyrA（261Y→R） 5（Y/T） 2（R/G） 0（N/N） 4（–/–） 0 100 1 ＜ 0.05

2（Y/C） 3（R/A）
注：R代表 A/G；S代表 G/C；Y代表 C/T；N代表 A/T/C/G；两种方法依次为 PCR-CE、测序
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s1/m2型 vacA 和 cagA 高阳性率。cagA 通过激活

SHP-2 通路干扰细胞增殖 [5]，其携带率远高于欧洲

（14%～ 60%）[6-8]，与中国上海（98.8%）[9]、甘肃

（83.6%）[10] 数据相近，可能与中国人群胃癌高发相

关。vacA基因表达一种分泌蛋白，可诱导细胞空泡

化，与胃癌和消化性溃疡的风险增加有关；其中 s1型

诱导空泡毒性强于 s2型，而 m2型活性虽弱于 m1

型，但高频出现仍提示显著致病潜力[11]。此外，iceA1

型检出率达 71.8%，其编码的核酸内切酶可加剧胃

上皮损伤，与消化性溃疡风险正相关 [12]。上述特征

共同提示宁波市奉化区Hp菌株具有较强侵袭性，需

积极干预以降低癌变风险。

本研究耐药分析显示，克拉霉素（23S rRNA突

变率 41.0%）和左氧氟沙星（gyrA突变率 34.6%）的
潜在耐药较高，阿莫西林耐药较低仅 5.0%。克拉霉

素耐药率高于浙江省既往数据（26.1%～ 33.9%）[13-14]

和全国数据（31%），可能与基层经验性使用大环内

酯类抗生素有关。而阿莫西林因靶点 pbp1A突变率

低（5.0%），仍可作为一线治疗首选。值得注意的是，

本研究发现 4例 pbp1A突变株，提示需警惕阿莫西

林耐药潜在增长趋势。

PCR-CE通过单次检测同步实现Hp感染诊断、

毒力评估及耐药预测，较传统“分步检测”策略可节

省检测成本。针对本地区耐药特点，建议优先采用

阿莫西林+四环素（耐药率低）或铋剂四联方案，规避

克拉霉素经验用药。但本研究为单中心横断面设计，

未追踪耐药突变与治疗结局的关联，后续需扩大样

本并开展多中心验证；且耐药基因突变的检出，不等

同于耐药力。因此，本研究提出的 PCR-CE整合检

测模式为实现Hp精准诊疗提供了技术支撑，未来仍

需通过动态随访验证耐药基因型与表型的对应关

系，同时结合区域性耐药流行病学数据优化检测位

点，为建立基于分子诊断的个体化治疗路径提供循

证依据。
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