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幽门螺杆菌 (Helicobacter pylori，Hp)是上消化道疾病 

的主要致病菌，它的感染不但与B型胃炎和消化性溃疡的发 

生有密切关系，而且与非溃疡性消化不良，MALT淋巴瘤和 

胃癌的发生也有重要关系” ，并已被世界卫生组织列为胃癌 

等肿瘤发生的相关致病 。Hp在我国普通人群的感染率较 

高达50％一80％，并仍以每年1％一2％速度增加”I。近年来， 

随着分子生物学技术的发展，幽门螺杆菌致病机理研究的进 
一

步深入，有效抗原的确定，以及基因工程菌株的构建，为 

在人群中广泛接种基因工程疫苗，预防和治疗消化道疾病奠 

定了基础。现就将尿素酶 (Ure)的致病机理、临床上的应 

用、以及疫苗的开发作一综述。 

1 尿素酶基因及尿素酶 

菌株J99和26695基 因组大小分 别为 164383lbp和 

1697867bp 15．61
， 上述两株基因组序列显示，Hp是高度保守 

的，两株Hp89％的读码框相同 I，其中尿素酶基因是所有Hp 

菌株共同拥有的，编码的蛋白具有很强的尿素酶活性，尿素 

酶占Hp总蛋白量的6％，它是含有镍离子的金属酶，能够分 

解尿素为NH 和c02，使Hp~ pH值增高，有利于HD在低的 

pH值环境下生存。目前发现尿素酶基因大小约为7．5kb，共 

有9个读码框，分别为UreA、UreB、urec、UreD、UreE、 

UreF、UreG、UreH、和Urel。UreA、UreB为尿素酶的两个 

结构亚单位，它们具有高度保守性，是PCR检测Hp感染常选 

择的目的基因；UreC、UreD为调节部分，是表达尿素酶活 

性所必需的：UreE、UreF、UreG、UreH、和Urel为尿素酶 

的附加基因，其中UreH、和UreI为Hp所特 。Hp为单拷贝 

基因，在UreD和UreA、UreB和Urel之间有420bp和200bp的 

中间基因，从而使3组基因有可能以同方向转录并单独受到 

调 。尿素酶结构基因转录为一个mRNA，而附加基因转 

录为另一个mRNA。在大约UreD和UreA基因的上游3 10bp处 

有一个6 54启动子，控制UreA、UreB、UreD基因的表达， 

而UreC基因上游则为6 7O启动子，不同来源的Hp菌株，尿 

素酶基因存在差异。Clmon在大肠杆菌中通过建库的方法克 
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隆表达了HD尿素酶A、B结构基 因，但无活性；随后 

Courcoux成功地克隆和表达了有活性的尿素酶。研究认为附 

加基因编码的蛋白在金属Ni离子聚合到酶的活性位点上起重 

要作用：UreH是尿素酶的伴侣蛋白，与尿素酶蛋白组成复合 

物，维持尿素酶蛋白构象或者阻止无效的Ni离子的结合； 

UreE的功能是通过它的多聚组氨酸结合细胞中的Ni离子，从 

而在尿素酶的激活过程中作为Ni离子的供体；UreF和UreG形 

成一个复合物，使尿素酶XgNi离子处于感受状态而使Ni离子 

有效的结合在活性位点上，或者UreF和UreG使尿素酶蛋白与 

Ni离子的供体ureE顺利发生作用。研究发现UreF、UreG、 

UreH基因被破坏以后，由于不能结合镍离子而使尿素酶蛋白 

的活性完全丧失：而UreE基因被破坏仅降低尿素酶蛋白的活 

性而不完全丧失”” 。Hp尿素酶单体由A、B两个亚单位组 

成，呈六聚体，A、B两个亚单位的分子质量分别为29500道 

尔顿和66000道尔顿左右，其比例为l／l。尿素酶的活性需要 

在全酶的六个活性位点上插入两个镍离子，这个插入过程由 

尿素酶基因簇中附加基因编码的蛋白来完成。目前发现多种 

蛋白能够通过影响镍离子来调节尿素酶的活性：l、NixA一 

种位于Hp膜结构上的高亲合力镍转运蛋白，35kDa，能够独 

立地将镍离子输入细胞，在转染有nixA基因的大肠杆菌中， 

尿素酶基因表达的蛋白活性明显增强；2、P型ATP酶一种多 

肽链，是细胞膜蛋白成分，发现ATP酶突变的Hp菌株，其尿 

素酶活性可以下降99％；3、HspA在C端含有一个组氨酸丰 

富区，能够特异地结合镍离子，其作用类似一个镍离子库； 

4、Hpn是另一种富含组胺的蛋白，可以结合镍离子和其它 

阳离子，可能与镍离子处理有关。除了蛋白质调节尿素酶的 

活性外，不同的离子浓度对尿素酶的活性也有调节作用” 。 

2 尿素酶在Hp致病中的作用 

实验证明，剔除尿素酶基因表达的Hp菌株在无菌乳猪感 

染模型中，Hp感染后不能定植于胃内，充分证明尿素酶的致 

病作用” 。HD尿素酶不仅能分解尿素，而且能激活单核吞 

噬细胞和刺激炎性细胞因子的产生，实验证明有活性的尿素 

酶在体外仍然对胃上皮细胞有毒力作用，因此Hp尿素酶即是 

定植因子，又是毒力因 ”】：Hp系非嗜酸菌，在体外低pH 

条件下不能生存，在体内，Hp靠尿素酶分解尿素产生的氨来 

中和胃酸，这种一过性的低酸和高的pH值使细菌能顺利穿过 
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胃粘液层达到近中性的粘膜表面，有利于定植，同时胞质中 

的尿素酶在Hp定植过程中对尿素等有趋化作用I]41；氨与水化 

合生成的羟基有细胞毒作用，导致胃粘膜上皮的增殖与凋亡 

失衡，增殖指数 (L1)／凋亡指数 (AI)明显增高，导致癌 

前病变的发生；铵离子会干扰胃粘膜的正常H 反渗，导致组 

织损伤；尿素酶激活单核吞噬细胞，导致细胞因子和氧自由 

基的分泌，介导胃粘膜上皮炎症反应和空泡形 ” ；另外， 

细菌过度的生长，硝酸盐降解为亚硝酸盐及亚硝胺而致癌。 

3 尿素酶在临床上的应用 

l 984年，Langenberg发现Hp能够产生大量的尿素酶，该 

酶具有很高的活性，相当于奇异变形杆菌的2倍以及尿素酶 

阳性肠道菌的7倍，基于这种特性，尿素酶活性的测定可以 

作为Hp的快速诊断方法。 (1)尿素酶试验 ①、pH指示剂 

法：该法是目前临床上最常用的，试剂只含有尿素和pH指示 

剂 (如酚红)，从胃内取出的组织活检标本通常呈酸性，DH 

6．0，一般情况下试剂颜色不变，如果有Hp的感染，当标 

本放入试剂中时，Hp所产生的尿素酶则分解尿素产生氨，使 

pH值升高，导致指示剂酚红变为粉红色。据报道其敏感性为 

860／o-98％，特异性为950／o-100％[”J。另据报道，由于快速脲 

酶试验所用活检标本不能避免Hp“灶性”分布差异的影响， 

加之其反应强度易受活检标本内Hp及其他产脲酶微生物的密 

度、环境温度、产品质量、服用药物因素的影响，以及缺乏 

明确的客观判断标准易受主观因素影响等，因此其与培养法 

相比较，总符合率为78．8％，阳性与阴性不符合率分别为 

12％和9．2 。②、分析化学法：采用分析化学原理检测Hp 

尿素酶的最终产物，由于阳性显色反应不是取决于试剂dPpH 

改变，可以避免一些影响pH的因素所致的假阳性，其敏感性 

为99％ 特异性为100％I”I。由于陕速脲酶试剂价格低廉，反 

应迅速，将酚红、尿素等组合制成试纸、胶粒、反应板以及 

试剂盒，使用方便，因此受到临床医师的欢迎。 (2)呼吸 

试验 ①、 c．呼吸试验：自1987年首先报道“c．尿素呼吸试 

验诊断Hp感染以来，在研究Hp基础与临床方面，得到了广 

泛的应用。让受试者口服一定剂量的”c．尿素， c．尿素随即 

被尿素酶分解成Nl-h和”CO2，而”C02进人血液循环，由肺脏 

呼出。每10min收集一次呼气标本，收集数次，收集的气体 

标本采用质谱仪分析，计算一定时间内呼出 CO：占总的CO2 

含量，来判断是否有Hp的感染。”C．尿素呼吸试验的检测要 

求受试者在空腹状态下进行，具体步骤如下：口服一杯试验 

餐 (约l20m1)；收集零时的呼气；口服”c．尿素并开始计时 

(剂量：成人为100mg，”C丰度大于99％；儿童：l2岁以 

下，60 mg，”C丰度大于99％)；收集l0、20、30、40、和 

50min的呼气；样品分析。”c．尿素呼吸试验采用了稳定同位 

素以及质谱学技术，不仅具有准确、特异、快捷的特点，而 

且根据国内及国外报道，该方法的敏感性、特异性都在95％ 

以上。检查时，受试者无痛苦、无创伤、无放射性损伤。但 

c02测定较为复杂，需要特殊仪器，而且费用昂贵，目前大 

多数医院不能开展。②、 c．呼吸试验：为了克服”c．呼吸试 

验操作复杂，费用昂贵等缺点，1 988年Marshall建立了无创 

性 c．呼吸试验，仅需要液体闪烁计数仪，操作简单，诊断 

Hp感染同样具有高度的敏感性、特异性，但“c属于放射性 

同位素，物理T。 很长，因ltk_Y~机体和环境造成损害。如果加 

大氢氧化海胺 (c()2吸附剂)用量，可以避免上述的缺点。 

③、 5N．尿氨排出试验：利用国内生产 5N这一条件，设计了 

．尿氨排出试验。其原理基本上与标记的 c．、“c．呼 吸试 

验相同，即有”N．尿素供受试者口服，经Hp的尿素酶作用 

后，分解成标记的 H3和未标记的CO2，同样经消化道吸收 

进入血液循环，而 标记的氨则随着机体代谢产物氨、尿素 

等一起由肾脏排出，采集尿液标本进行预处理，即可上色质 

联用仪检测，并计算出2h内 ．尿氨排出率。 ．尿氨排出试 

验也是一种非侵袭l生的、无放射『生的、有一定定量意义的、 

敏感性、特异性均极高的Hp感染诊断试验，但操作复杂，需 

要特殊仪器，而且费用昂贵，一般医院都无力开展。由于快 

速脲酶试验，呼吸试验以及’5N．尿氨排出试验都是检测活的 

Hp所产生的尿素酶的活力，因此要受到胃内杂菌 (如草绿色 

链球菌、克雷伯菌等)、药物影响。 (3)血清学检测 尿素 

酶位于Hp菌体的表面，能刺激机体产生细胞、体液免疫，因 

此为临床和流行病学筛选Hp感染提供了方便。检测Hp感染 

的血清学方法有：酶联免疫吸附试验 (ELISA)，目前已有 

多种商品化的ELISA试剂盒，实验操作简便；免疫酶试验， 

将Hp菌固定于玻片上，然后与被检查者血清结合，通过酶标 

二抗显色反应来进行诊断，操作简便，但准确性稍差；免疫 

印迹技术，首先将Hp的大小不同的蛋白质进行SDS-PAGEflfl~ 

泳，而后与被检查者血清抗体结合，通过酶标或发光标记的 

二抗作用，进行显色或发光来进行诊断，操作复杂，难度大 

且不稳定，不宜作为常规诊断方法；胶乳凝集试验，现已有 

商品化试剂盒，具有不需要特殊仪器，血液样品需要量少优 

点。通过比较血清学检测的抗体水平与内镜及组织学检查结 

果间相关性分析，认为ELISA法在检~lJHp抗体中最为敏感， 

据报道其敏感性为93％、特异性达到100％I 。 (4)PCR方 

法的应用 聚合酶链式反应 (PCR)于1985年问世以来，该 

技术迅速地引入到Hp的研究中。由于Hp普遍存在尿素酶基 

因，故常用尿素酶基因作为PcR检测的靶基因用于检测Hp的 

存在。目前报道最多的是以胃粘膜活检组织为标本。由于所 

选用的引物、标本的制备、细菌的密度、及PCI滩 序不同， 

所以得到的特异性、灵敏性就不一致。临床上还可以通过应 

用Hp的尿素酶基因PcR．RFLP方法来确定菌株间的差异。因 

此可以作为流行病学确定Hp感染的来源和途径的工具” 。 

4 尿素酶在疫苗中的应用 

尿素酶对于Hp的定植和生存起着重要的作用，由于其主 

要活性部分位于菌体表面、含量丰富、广泛表达、高度保 
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守、其大分子量和颗粒状结构有利于粘膜免疫接种，因此尿 

素酶分子是作为疫苗抗原的合理选 。同时在体内，Hp 

的表面具有吸附胞浆蛋白的特性，能够将自溶释放的尿素酶 

和其他胞浆蛋白吸附到活菌表面，这给H破 苗的研究又提供 

了一重要的理论依据。实验发现用Ure结合大肠杆菌热不稳 

定毒素 (LT)免疫Swiss WebsteriJ~鼠产生了g~Helicobacter 

felis(Hf)的长期预防作用；同时也证实了用Ure结合LT免疫 

恒河猴，血清中抗尿素酶特性的IgG和IgA抗体水平成倍提 

高，而且接种组Hp的定植显著减少的特 l生l 。在Hp慢性感 

染患者中，1211]~UreB+LT，使Hpl~J定植显著减 。重组的 

Ure和LTH服、鼻腔、直肠免疫同样能够诱导小鼠产生免疫 

保护力 。Gomez．Duratd 用表达HpureA、B亚单位的减毒 

沙门菌SL3261aroA突变株 121服免疫Balb／c，c57／B6小鼠，然 

后用Hp野生株攻击，免疫组获得100％保护，血清、胃粘液 

中抗UreA、B抗体均增高，对照组则无保护作用。目前研究 

认为，Hp疫苗诱导机体产生保护性免疫和治疗作用可能与疫 

苗将胃内111l型应答反应，转变为Th0或Th2型保护性反应有 

关 ，对H 染的自然免疫可能以Thl为主，它不能清除Hp 

感染，也无保护作用；而Hp疫苗介导的免疫反应可能以Th0 

或Th2为主，这种免疫反应有治疗作用，同时也有保护作 

用 [28-311。 

综上所述，大量事实证明：Ure在Hp致病过程中起了主 

要作用；为了根除Hp，既依赖于Ure的检测进行Hp感染的诊 

断和流行病学的调查；同时又依赖于Ure覆盖率高的特性来 

进行Hp疫苗的研制。因此，Ure在Hp致病、Hp检测、Hp疫 

苗的开发方面，具有重要的分子生物学挣l生。关于疫苗的研 

制是目前Hp研究的一个热点，是预防Hp的感染、降低Hp相 

关性疾病发病率的最佳选择。 
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