
3　讨论

　　维生素 B1、 B2在体内以焦磷酸硫素 ( TPP)和黄素

腺嘌呤二核苷酸 ( FAD)的形式作为辅酶参与机体的

能量代谢和氧化呼吸链的电子传递。 机体在高原缺氧

条件下 ,代偿反应导致 VB
1
和 VB

2
的需要量增加

[4 ]
,以

提高细胞内丙酮酸脱羧和氧化还原反应的效率。本实

验测定以 T PP为辅酶的红细胞转羟乙醛酶和以 FAD

为辅酶的谷胱甘肽还原酶的活性系数 ,直接反映了在

不同缺氧条件下 FAD和 T PP的变化情况。结果表明 ,

随模拟高度的上升 , TPP和 FAD的缺乏程度越来越

大。较以前采用测用尿中 VB
1
和 VB

2
排出量得出的结论

更加精确
[5 ]
。并进一步说明了用 VB1和 VB2预防缺氧效

应、提高缺氧耐力的可行性。

　　本实验采用自身能合成 Vc的大鼠为对象 ,在不

同模拟高度下 ,大鼠全面 Vc含量随高度上升呈递减

趋势 ,并在上升到 8 000 m时 ,与 0 m比较差异显著。

说明了缺氧的程度与 Vc的需要量相关 ,同时对大鼠

Vc合成能力有损害作用。可能与缺氧条件下脂质过氧

化增强有关 [6 ]。

　　 VE的主要生理作用是抗氧化和维持生物膜的正

常功能。高原缺氧条件下 VE含量的降低 ,说明缺氧条

件下机体对 VE的需要量是增大的 ,这也与缺氧导致

机体脂质过氧化增强有关 ,因为 VE具有消除自由基

和脂质过氧化物的功能。

　　 Zn、 Cu、 Fe和 Mn是机体内多种金属酶的组成成

分和激活因子。 本结果显示 ,机体缺氧时 ,体内 Zn和

Fe水平下降较为显著 , Zn水平的降低可能与机体脂

质过氧化增强有关 ,因为锌对机体的脂质过氧化反应

有抑制作用 [7 ] ,机体缺氧时 ,组织的脂质过氧化作用增

强 ,这促使 Zn从血液向组织的转移。 Fe水平的降低可

能是:①缺氧导致 Hb代偿性的合成增强 ,需要大量的

Fe供给 ;②一些与能量代谢密切相关的酶代偿性的活

性增高 ,而这些酶的成分含有 Fe,如细胞色素氧化酶

和琥珀酸脱氢酶。

　　 Cu的水平在急性缺氧下无明显变化 ,而 Mn的水

平随缺氧程度加重呈升高趋势 ,这种变化趋势的原因

尚不清楚 ,可能的解释是:急性高原缺氧对机体主要影

响是能量代谢障碍和脂质过氧化增强 ,在代偿反应过

程中 ,含 Zn和 Fe的酶对氧的反应较快 ,而以 Cu和

Mn为辅基的酶 (如铜蓝蛋白、 Mn-SOD酶 )反应较慢 ,

因此 Cu的水平在急性缺氧变化不明显 , M n的升高可

能是组织中的 Mn向血中转移所致。

　　关键词　模拟高原 ;营养状态

　　中图法分类号　 R153. 4
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一种改良幽门螺杆菌液体培养方法
 

An improved culture method of Helicobacter pylori in liquid media

郭　刚
  
　邹全明　 张卫军　 解庆华　　 (第三军医大学医学检验系临床微生物学教研室 )重庆 , 400038

　　提　要　目的: 探索一种简便的液体培养方法培养幽门螺杆菌 ( Hp)。 方法:采用组织培养瓶 ,装少量含

有 10%小牛血清、 0. 5%淀粉、 10 mg /L万古霉素和 2 500 U /L多粘菌素 B的脑心浸液肉汤 ,在厌氧罐中通
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过抽气换气建立微需氧环境 , 37℃振荡培养 ,平板菌落计数法检测生长情况。 结果:培养 24～ 48

h,液体中活菌水平超过 108CFU /ml,涂片染色细菌形态典型。结论: 此 Hp液体培养方法简便可行 ,细菌生长

良好 ,能满足对 Hp的毒力因子、菌体成分的研究需要。

　　目前幽门螺杆菌 ( Helicobacter pylo ri , Hp)已被公

认为是慢性胃炎和消化性溃疡的主要病因 ,并且与胃

癌的发生密切相关
[1 ]
。 Hp的检测技术发展很快 ,但是

Hp的液体培养问题一直未彻底解决。 虽然国外报道

了几种方法用于 Hp的液体培养
[2, 3 ]

,但操作复杂 ,国

内未见该方面的报道。为此 ,我们在国外报道方法的基

础上进行改良 ,建立了一种生长良好且简便实用的 Hp

液体培养方法。

1　材料与方法

1. 1　菌种
　　幽门螺杆菌 Hp 971004、 Hp 980403及 Hp 980406株均由

我室从临床胃病患者的胃镜活检组织分离培养所得 ,经染色、

脲酶试验以及 PCR鉴定 ,液氮保存。胃镜标本来自我校附属医

院胃镜室。

1. 2　方法
1. 2. 1　 Hp的固体培养　　菌株分别接种于脑心浸液血琼脂

平板 ,培养基含 TM P 5 mg /L,万古霉素 10 mg / L,多粘菌素 B

2 500 U /L ,接种后置玻璃厌氧罐 ,采用抽气换气法建立微需氧

环境 ( 10% CO2 , 5% O2 , 5% H2以及 80% N2 ) , 37℃孵箱培养。

1. 2. 2　液体培养及检测　　将已培养 48 h的 Hp平板取出刮

取菌苔 ,混悬于无菌生理盐水 ,以麦氏标准比浊管第一管为标

准配成浓度 3× 108 /ml的菌悬液 ,迅速取 10μl转种于装有 10

ml液体培养基 (脑心浸液肉汤 ,含 10%小牛血清、 0. 5%淀粉以

及 100 mg /L的万古霉素和 2 500 U /L 的多粘菌素 B)的 100

ml组织培养瓶 ,轻微塞上棉塞 ,水平放入厌氧罐并抽气换气建

立微需氧环境 ,然后将罐子放入盖子稍经改良的恒温振荡培养

箱 ( T HZ-C,江苏太仓实验设备厂 ) , 37℃振荡培养 ( 100 r /

min) ,每天开罐抽气换气 ,并涂片行革兰氏染色镜检以及采用

平板菌落计数法 [4]检测细菌活菌数 ,监测生长情况。

2　结果

　　三株细菌均在此液体培养基中生长良好 ,其中 Hp 971004

和 Hp 980406两株经 24 h的振荡培养即已达到较高活菌浓度

( > 108CFU /m l) , Hp 980403株经 48 h培养活菌浓度也达到此

水平 ,见图 1。此时涂片染色见细菌形态典型 ,呈螺杆状 ,偶见长

条细丝状。活菌水平维持 2～ 3 d后开始下降 ,涂片染色见部分

菌体形态不典型 ,着色较淡 ,有革兰氏阴性球形体出现 ,见图 2。

随着培养天数的增加活菌数的减少 ,球形体数量开始增多。

图 1　三株幽门螺杆菌在脑心浸液肉汤中的生长曲线

图 2　幽门螺杆菌液体培养细菌形态　 (革兰氏染色× 1 000)

a: 培养 2 d后的细菌形态典型 ,呈螺杆状 ;　 b: 培养 4 d后的细菌着色淡 ,形态不典型 ,有球形体出现
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3　讨论

　　 Hp的分离培养方法已非常成熟 ,但由于其苛刻

的气体条件而使其液体培养受到了很大限制。 我们综

合国外文献报道的方法和我们实验室的工作经验建立

的这一培养方法充分体现气液接触面大的特点 ,将小

量液体培养基装入组织培养瓶 ,水平放入微氧气罐 ,使

液体表面积大增 ,再经振荡 ,气体能充分弥散于液体

中 ,较好地促进 Hp的生长。国外资料报道几种液体培

养基 (如布氏肉汤、哥伦比亚肉汤、 MH肉汤以及脑心

浸液肉汤 )均能满足 Hp的生长条件 ,但以脑心浸液肉

汤加上小牛血清生长最好 [5, 6 ] ,这与我们的结果一致

(资料待发表 )。此外 ,加入 0. 5%的淀粉能有效吸附细

菌生长过程中的代谢毒性产物 ,有利于 Hp的生长。对

Hp液体培养的另一制约因素是污染。 我们在肉汤中

按固体培养基中抗生素的浓度加入万古霉素和多粘菌

素 B,较好地控制了污染的发生 ,未对 Hp的生长造成

影响。

　　从培养的第 4天开始 ,液体中活菌数开始下降 ,涂

片染色观察到随着活菌数的减少 , Hp形态也发生着

改变。由典型的纤细螺杆状向球形状转变 ,这可能是由

于代谢产物的堆积和营养成份的消耗造成生存环境的

恶化所致。

　　近几年 , Hp的疫苗已成为研究的热点 ,而各种毒

力因子、菌体成份及免疫原的制备均需要通过液体培

养 Hp来获得。本方法尚局限于小量培养 ,要进行大批

量 Hp液体发酵培养尚需进一步的摸索和完善。

　　 (感谢新桥医院消化科张朋彬博士在收集标本中所提供

的大力帮助! )
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不同年龄供体正常胃粘膜端粒状态分析
 

Analysis of telomere length in normal gastric mucosa from donors of dif-

ferent ages
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　　提　要　目的: 探讨不同年龄供体正常胃粘膜端粒长度的变化规律。方法:采用 Southe rn杂交及图像分

析技术 ,检测 26例 76岁以下不同年龄供体正常胃粘膜端粒限制性片段长度 ( T elomeric r estric tion frag-

ment, TRF)。 结果:正常胃粘膜 TRF长度呈年龄递减趋势 , 60岁以上组 TRF长度明显短于 0～ 39岁、 40～

49岁及 50～ 59岁组 ( 4. 1± 1. 2 vs 6. 4± 1. 8、 6. 0± 1. 0、 5. 5± 1. 1, P < 0. 05) ,正常胃粘膜 T RF长度与供体

年龄呈明显负相关 ( r= - 0. 56, P= 0. 0028) ,端粒重复序列平均每年丢失约 ( 41± 12) bp碱基对。 结论: TRF

长度可以作为衡量胃粘膜细胞衰老的一种生物学标志。
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