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庆地区分离幽门螺杆菌对克拉霉素耐药性研究 

罗红春，吕 琳，杨致邦，梅浙川 

(重庆医科大学附属第二医院消化内科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：了解重庆地区幽门螺杆菌(Heliobacter pylori，Hp)对克拉霉素的耐药情况，探讨 Hp对克拉霉素耐药的分子机 

制。方法：分离培养获得 96株 Hp。采用琼脂稀释法进行体外抗生素敏感试验，检测 Hp对克拉霉素的最低抑菌浓度(Minimal 

inhibitory concentration，MIC)，拟定克拉霉素MIC>2 g／ml为耐药菌株。比较城市和农村的差异。挑选克拉霉素耐药 Hp10株， 

提取细菌 DNA，用 PCR一限制性片段长度多态性(RFLP)分析探讨克拉霉素耐药机制。结果：重庆地区 Hp对克拉霉素的耐药率 

为 29．17％，城市和农村耐药率无统计学差异(P>0．05)。1O株克拉霉素耐药菌株 23S rRNA基因功能区 V PCR扩增片段，均被 

Bsa I酶切，未被 Bbs I酶切，提示 10株在 2143位点有 A—G突变。结论：重庆地区 HI】对克拉霉素的耐药率较高 ，且城市和农 

村元显著差异。大多数克拉霉素耐药 Hp存在 23SrRNA基因功能区 V 2143位点 A—G突变。 
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【Abstract】Objective：To investigate the prevalence and resistance mechanism of Helicobacter pylori(Hp)resistant to Clarithromycin in 
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Chongqing area．Methods：96 Hp clinical isolates were cultured． 

The susceptibilities of the 96 Hp strains to clarithromycin were 

tested by agar dilution test to determine minimum inhibitory 

concentration(MIC)．These kip strains with MIC>2 u g／ml were 

加强病原学检测，以达到合理用药、早期治疗、早期 

康复的目的。 
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defined to be resistant to clarithromycin，then prevalence of Hp resistant to Clarithromycin in urban and rural area of Chongqing were 

compared．10 Hp strains of being resistant to Clarithromycin were chosen．After the DNAs of Hp were extracted，PCR—Restriction 

Fragment L~ngth Polymorphism(RFLP)analysis was used to test 23SrRNA domain V gene mutations．Results：The resistance rate of Hp 

resistant to Clarithromycin in Chongqing area was 29．17％．with no statistically significant difference between urban and rural area(P> 

0．05)．10 clarithromyein—resistant stains of Hp were found to have an A—to—G mutation in 23SrRNA domain V at position of 2143． 

Conclusions：The results indicated that prevalence of Hp resistant to Clarithromycin in Chongqing area was higher，and there was no 

statistically significant difference between urban and rural area(P>0．05)．Besides，山e majority of clarithmmycin—resistant isolates of Hp 

in Chongqing have an A2143G mutation in 23SrRNA domain V． 

【Key words】Helicobacter pylori；Clarithromycin；Resistance；Mutation 

幽 门螺杆菌 (Heliobacter pylori，Hp)是 一种革 

兰氏阴性微需氧菌。自Marshall和 Warren用微需氧 

技术分离出Hp之后 ，人们相继发现 Hp与慢性胃 

炎 、消化性溃疡 (Peptic ulcer，PU)、胃癌 、胃黏膜相 

关 淋 巴组织 (Mucosal associatde lymphocyte tissue， 

MALT)淋巴瘤和一些心血管疾病 、血液病、自身免 

疫性疾病、皮肤病等有密切的关系『1l 2】。全球约一半 

的人I3感染过Hp，通常在儿童时就已感染，若未使 

用抗生素干预，将会持续终生口一1。目前，克拉霉素已 

成为根除 Hp的主要抗生素，Hp对其耐药是治疗失 

败的主要原因[41。国外报道克拉霉素耐药是由于Hp 

的 23S rRNA基因中 2143，2144位点上 A到 G突变 

引起I5J，由于 Hp的遗传学特征存 在明显 的地 区差 

异，所以，本试验对重庆地区幽门螺杆菌对克拉霉 

素的耐药性及耐药机制进行了研究，现报道如下。 

1 材料和方法 

1．1 Hp的来源 

96株 Hp全部来自重庆医科大学附属第二医院胃镜室， 

其中城市占54株，农村占42株。 

1．2 Hp的培养和检测 

用无菌活检钳夹取患者胃窦部粘膜两块 ，一块做快速尿 

素酶试验，一块置于 Hp转送液中，选取快速尿素酶试验强阳 

性标本做 Hp培养。将标本直接涂于加有抗生素添加剂的布 

氏肉汤血平板上，在 5％02、10％CO2、80％N2、5％H2的混合 

气体中，37~C培养 3 d。若培养基上长出无色透明，针尖大小， 

似露滴的菌落，可将其进行革兰染色镜检和快速尿素酶试 

验，全部符合标准者 ，确定为 Hp。置于脱纤维灭菌羊血中， 

_80℃保存。 

1-3 药敏 试验 

按照美国临床实验标准化委员会制定的琼脂稀释法进 

行药敏试验。将分离的冻存菌株在培养基上转种以保证其纯 

度与活力，用生理盐水制成菌悬液 ，在比浊仪上调整浊度到 

0．5麦氏单位，并计数为 3 X 10 CFU／ml，用于琼脂稀释法。将 

lml不同稀释浓度的克拉霉素加入 19 ml布氏肉汤血培养基 

中，使其浓度范围在0．125—256 g／ml用多点接种仪将菌液 

接种于培养基上。以无细菌生长的抗菌药物最高稀释度作为 

最低抑菌浓度(MIC)。拟定克拉霉素 MIC>2 g／ml为耐药菌 

株[61，同时以标准菌株 NCTC11637(重庆医科大学病原微生物 

教研室提供)做对照。率的比较用 检验，P≤O．05为差异有 

统计学意义。 

1．4 14DDNA的提取和 PCR扩增 

挑选典型克拉霉素耐药 Hpl0株。用细菌基因组 DNA 

提取试剂盒(北京百泰克生物技术有限公司)提取 HpDNA。 

PCR扩增弓I物 1 820～1839(5’一CCACAGCGATGTGGTCTcAG 

一 3’)和 2244～2225(5’一CTCCATAAGAGCCAAAGCCC一3’)扩 

增 Hp23S rRNA功能区V的425 bp片段。反应体系 50 l包 

括模板 3 l，2×PCR Master Mix(Fermentas公 司)25 l，正 

反引物各 1 l，双蒸水 20 l。扩增反应条件 ：95℃预变性 

5min，94％45 S，48℃ 60 S，72℃75 S共 35个循环，最后 72℃ 

延伸 10 min。PCR产物经 1．5％琼脂糖凝胶电泳观察。 

1．5 限制性片段长度多态性分析 

将 PCR产物分别与 Bsa I和 I 2种限制性内切酶 

(Fermentas公司)酶切。反应条件 ：PCR产物 10 l，双蒸水 

18 l，10×BufferG2 l，Bbs I 1 l，37~C孵育 5 h。Bs口I反 

应条件同上。若存在 2143，2142A---~G突变时，突变位点可被 

Bsa I和 6s I识别并酶切成两个片段 。酶切产物经 1．5％琼 

脂糖凝胶电泳观察。 

表 1 重庆地区幽门螺杆菌对克拉霉毒耐药情况 
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扩增 片段 长度 约 4 2 5 b p ， m a r k e r 为 D L 2 0 0 0 ， 由上 到 下 片段 分

别 是 ：2 0 0 0 b p 、 10 0 0 b p 、 7 5 0 h 【】、 5 0 0 ” 、 2 5 0 b p 、 10 0 h11

图 l 克拉 霉 素耐 药 的 H p 2 3 S l
’ R N A 基 因 功 能 区 V 扩增 片段

2 结 果

2 ． 1 药敏 结 果

重 庆 地 区 幽 门 螺 杆 菌 的 耐 药 情 况 ：本 试 验 收 集

重 庆 地 区 H p 共 9 6 株 ， 对 克 拉 霉 素 耐 药 的 H p 有 2 8

株 ， 总 体 耐 药 率 为 2 9 ． 1 7 ％ 。 其 中 ， 城 市 5 4 株 H p 中

有 1 6 株 耐 药 ， 耐 药 率 为 2 9 ． 6 3 ％ 。 农 村 4 2 株 H p 中

有 1 2 株 耐 药 ， 耐 药 率 为 2 8 ． 5 7 ％ 。 如 表 l 所 示 。 城 市

和 农 村 耐 药 率 的 比 较 用 ， 检 验 ， P > 0 ． 0 5
， 差 异 无 统 计

学 意 义 。

2 ． 2 P C R 扩 增 和 限 制 性 片段 长 度 多 态 性 分 析

1 0 株 耐 药 菌 株 经 P C R 均 扩 增 出 4 2 5 b p 的 片段 ，

如 图 l 所 示 。 1 0 株 耐 药 菌 株 的 P C R 扩 增 物 均 可 被

B s a I 酶 切 成 两 个 片段 ， 而 未 能 被 B b s l 酶 切 ， 提 示 耐 药

H p 在 2 3 S r R N A 基 因 功 能 区 V 存 在 2 14 3 位 点 A — C

突 变 ， 如 图 2 所 示 。 所 有 菌 株 都 不 存 在 2 14 2 A — G 的

突 变 。

3 讨 论

克 拉 霉 素 是 新 一 代 大 环 内 酯 类 药 物 ， 在 胃 内低

p H 值 环 境 下 仍 有 较 好 的 稳 定 性 和 杀 菌 作 用 ，
口 服

生 物 利 用 度 好 ， 不 良反 应 少 ， 被 认 为 是 H p 根 除 治 疗

中最 有 效 的 抗 生 素 。 其 抗 菌 机 制 是 药 物 进 人 细 菌 体

内 ， 与 核 糖 体 紧 密 结 合 ， 作 用 于 2 3 S r R N A 肽 链 转 移

酶 ． 从 而 抑 制 细 菌 蛋 白质 合 成 。 然 而 ， 随 着 H p 根 除

治 疗 的 广 泛 应 用 ， 以 及 治 疗 当 中 存 在 的 用 药 不 规

范 ， 导 致 耐 药 菌 株 的 出 现 ， 使 其 成 为 治 疗 失 败 的 主

要 原 因⋯ 0】
。 据 报 道 H p 对 克 拉 霉 素 的 耐 药 率 在 世 界

范 围 呈 上 升 趋 势 ，

一 些 欧 洲 国 家 ， 如 法 国 和 比 利 时

H D 对 克 拉 霉 素 耐 药 率 ， 达 1 0 ％ 一 1 5 ％ t“ 】
。 在 我 国 ， 北

2 0 0 0 h11
1 0 0 0 h ^

7 5 0 b p
5 0 0 b p

2 5 0 b p

10 0 b p

4 2 5 b p 的扩 增 片段 可 被 B s a I 切段 ， 提 示 耐 药 Hp 在 2 3 S r R N A

基 因 功 能 区 V 存在 2 14 3 位 点 A — c 突 变 ；M 为 D L 2 0 0 0

图 2 克 拉 霉 素 耐 药 H p 扩增 片段 的 凰 n I 酶切 产 物

京 ， 上 海 ， 广 东 ， 西 安 地 区 对 克 拉 霉 素 耐 药 率 的 报 道

分 别 1 5 ． 7 ％ 、 1 0 ％ 、 6 ． 1 ％ 、 O％ I ” 。 4 ]
。 本 试 验 发 现 ， 重 庆

地 区 H p 对 克 拉 霉 素 的 耐 药 率 高 达 2 9 ． 1 7 ％ ， 并 且 城

市 和 农 村 的 耐 药 率 无 显 著 差 异 性 。 这 可 能 与 克 拉 霉

素 等 大 环 内 酯 类 药 物 广 泛 使 用 及 H p 出 现 新 的 突 变

位 点 有 关 。 因 此 。 阐 明 H p 对 克 拉 霉 素 的 耐 药 机 制 ，

对 H p 感 染 的 治 疗 有 重 要 意 义 。

S t o n e 等 首 先 发 现 并 报 告 了 H p 对 克 拉 霉 素 耐

药 的 分 子 基 础 是 2 3 S r R N A 基 因 中 2 1 4 3
、

2 1 4 4 位 点

上 A 到 G 的 突 变 【’I
， 在 随 后 的 研 究 中也 发 现 了 其 他

位 点 上 的 一 些 突 变 亦 可 导 致 耐 药 ， 比 如 ：A 2 1 4 2 C 、

A 2 1 4 3 C 、 A 2 1 4 3 T
、 A 2 1 5 5 G 、 G 2 14 1 A 、 T 2 7 1 7 C 等 [15 - 17 ]

。

大 环 内 酯 类 药 物 的 其 他 耐 药 机 制 如 ：r R N A 甲 基 化

酶 引 起 大 环 内酯 类 药 物 失 活 ；细 菌 膜 渗 透 性 下 降 ，

使 进 入 细 菌 体 内 的 药 物 减 少 ；大 环 内 酯 类 药 物 排 出

增 加 等 在 克 拉 霉 素 耐 药 机 制 中 的 作 用 尚未 确 定 。 所

以 目前 认 为 H p 对 克 拉 霉 素 耐 药 的 主 要 机 制 仍 是

2 3 S r R N A 基 因 突 变 所 致 。 本 试 验 发 现 ， 1 0 株 耐 药 菌

株 的 P C R 扩 增 物 均 可 被 B s a I 酶 切 成 两 个 片 段 ， 而

未 能 被 B b s l 酶 切 ， 提 示 耐 药 H p 在 2 3 S r R N A 基 因

功 能 区 V 存在 2 1 4 3 位点 A — 屺 突 变 ， 不 存 在 2 1 4 2 A —

G 的 突 变 。 由此 说 明 ， 重 庆 地 区 H p 对 克 拉 霉 素 的 耐

药 机 制 主 要 表 现 为 2 3 S r R N A 基 因 2 1 4 3 位 点 上 A

到 G 的 突 变 。 随 着 克 拉 霉 素 在 根 除 H p 治 疗 中应 用

的 日益 普 遍 和 耐 药 菌 株 的 增 加 ， 临 床 上 迫 切 需 要 一

种 快 速 、 简 便 的 检 测 H p 对 克 拉 霉 素 敏 感 性 的试 验 。

虽 然 ， 已 有 报 道 运 用 寡 核 苷 酸 微 阵 列 技 术 检 测 H p

克 拉 霉 素 耐 药 相 关 2 3 S ~ N A 基 因 多 态 性 胂 】
， 但 是 ，

H p 的 遗 传 学 特 征 存 在 明 显 的 地 域 差 异 ，
H p 耐 药 株

的 遗 传 学 特 征 也 存 在 着 明 显 的 地 域 差 别 ， 目前 ， 对

克 拉 霉 素 耐 药 株 2 3 S r R N A 基 因 多 态 性 的 研 究 尚 有

芏̂ 卯" " 旧”
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限，寡核苷酸探针较少，技术尚未完善，还需要进一 

步的改进。 

综上所述，重庆地区Hp对克拉霉素的耐药率较 

高，已达 29．17％。因此，在根除Hp的治疗中，是否 

应用克拉霉素要慎重考虑。如有条件者，可以先行 

药敏试验，再选择适当抗生素，以减少耐药菌株的 

产生和降低治疗失败率。本试验发现，重庆地区Hp 

对克拉霉素的耐药机制主要表现为 23SrRNA基因 

2143位点上A到 G的突变，为Hp对克拉霉素耐药 

机制的研究提供重庆地区的资料，以利于检测耐药 

性的分子技术的改进。 
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结构式摘要的写作要求 

本刊一律采用结构式摘要，具体层次为：目的(Oh— 

jective)、方法 (Methods)、结 果(Results)和结论 (Conclu— 

sion)。具体要求：① 目的：需与正文前言相一致，与结论相 

呼应。②方法：需包括文中使用的主要方法的名称、病例 

(动物)数和必要的分组情况。③结果：与研究结论相关的 

主要结果及数据、统计学意义均应列出，并与文内核实无 

误。④结论：需与研究目的相呼应。中文摘要一般在300字 

左右 ，英文则与之相对应。英文摘要请译出文题，作者姓 

名、单位科室名称。 
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