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ＰＣＲ检测技术在幽门螺杆菌诊断检测中的应用探讨

周　洪
１，袁　伟

２（重庆市渝北区人民医院：１．检验科，２．消化内科　４０１１２０）

　　【摘要】　目的　探寻聚合酶联反应（ＰＣＲ）检测技术在幽门螺杆菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ，Ｈｐ）检测中的应用。方法　通过

对该院消化内科疑是患胃或十二指肠溃疡、胃或胃窦炎、胃癌患者于胃镜下取其病变部位组织标本，进行 Ｈｐ分离

培养、ＰＣＲ体外扩增，患者同时做尿素酶试验、血清学抗体检查，将结果进行比较分析。结果　１７０份病例标本中，

分离培养６７例、尿素酶试验８２例、Ｈｐ抗体检查１５２例、ＰＣＲ扩增１４４例阳性。阳性率分别为３９．４％、４８．２％、

８９．５％、８４．７％。以细菌培养为金标准，则尿素酶试验、抗体检查、ＰＣＲ灵敏度分别为８８．１％、８９．５％、９８．５％，特异

性分别为９４．６％、７７．４％、８１．７％。这４种检测方法中，灵敏度最高的为ＰＣＲ基因扩增法，其次为抗体检查和尿素

酶试验；特异性最高的为尿素酶试验，其次为ＰＣＲ扩增和抗体检查。结论　ＰＣＲ试验特异性和灵敏度均较高，可

以用作 Ｈｐ感染的确诊、基因分型、流行病学调查、微量取材等的检查。
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　　幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Ｈｐ）是由澳大利亚学者

Ｗａｒｒｅｎ和 Ｍａｒｓｈａｌｌ于胃内分离出弯曲杆状菌
［１］。１９８９年

Ｇｏｏｄｗｉｎ等建立了螺杆菌属，才将其正式命名为 Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ

ｐｙｌｏｒｉ，简称 Ｈｐｙｌｏｒｉ，国内译为“幽门螺杆菌”
［２］。Ｈｐ是人胃主

要感染病菌，全球５０％以上的人群都感染有 Ｈｐ，只是其症状

轻重程度不一，引发的胃肠疾病也不尽相同［３］。

Ｈｐ是一种生活于人体和十二指肠的螺旋杆菌，具有传染

性。螺旋形的革兰阴性弯曲杆菌，在固体培养基上生长时大多

以球菌体的形式存在，螺旋形少见；在活检标本组织中，镜下长

大约２．５～５μｍ，宽０．５～１μｍ，有４～６条鞭毛，鞭毛有一个特

征性的球形末端。Ｈｐ基因组大小为１．６～１．７３ｍｂ不等，基

因组包含的１６Ｓ和２３ＳｒＲＮＡ，平均至少有两个拷贝。Ｈｐ在多

重基因上的序列多样性包括编码尿素酶结构蛋白及附属蛋白、

鞭毛蛋白、空泡细胞毒素和ＣａｇＡ基因的多样性。幽门螺杆菌

感染是慢性胃病的主要病因之一，是消化性溃疡发病、病变活

动性、顽固不愈及复发的主要因素。１９９４年世界卫生组织国

际癌症研究机构正式将 Ｈｐ列为Ⅰ类致病原，明确指出 Ｈｐ是

诱发胃癌的元凶［４］。本实验通过对消化内科慢性胃炎、胃溃

疡、胃癌等胃病患者进行胃镜检查，取其病变组织进行细菌培

养、尿素酶试验和ＰＣＲ检测，同时对患者进行血清学 Ｈｐ抗体

检测，对４种检测结果进行比较分析，探讨几种检测方法的优

缺点。

１　材料与方法

１．１　样本来源　选择本院２０１１年４月至２０１２年１月消化内

科疑似患胃或十二指肠溃疡、胃或胃窦炎、胃癌患者１７０例于

胃镜下取其病变部位组织标本。

１．２　试剂　培养基为哥伦比亚琼脂，幽门螺杆菌选择添加剂

由重庆庞通公司提供；尿素酶试验试剂盒由珠海市克迪科技开

发有限公司提供；血清学 Ｈｐ抗体检测试剂盒（胶体金法）由北

京康美天鸿生物科技有限公司生产。ＰＣＲ扩增试剂盒由广州

达安生物科技有限公司配套提供，扩增区段位于幽门螺旋杆菌

（ＨＰ）基因组中编码尿素酶Ａ的ＤＮＡ。ＨＰ引物探针，ＨＰＦ：

５′ＣＣＴＧＡＴＧＧＧＡＣＣＡＡＡＣＴＣＧ３′；ＨＰＲ：５′ＧＣＣＧＡＴ

ＴＴＧＡＡＣＧＧＧＴＣＴ３′；ＨＰＰ：５′ＦＡＭＣＣＧＴＧＣＡＴＡＣＣＣ

ＣＴＡＴＴＧＡＧＧＣＣＴＡＭＲＡ３′。

１．３　仪器　扩增仪由广州达安公司生产的ＤＡ７６００型；胃镜
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１．４　方法

１．４．１　细菌培养　按照东南大学出版社出版的《全国临床检

验操作规程》第３版中 Ｈｐ鉴定方法
［５］。胃镜取材培养于哥伦

比亚琼脂选择性培养基上，３～５ｄ观察培养基平板上细小、半

透明、灰色菌落，微弱β溶血环。染色镜检以及尿素酶、过氧化

氢酶、氧化酶同时阳性的菌株通过弯曲杆菌鉴定板条鉴定为

Ｈｐ菌株。

１．４．２　尿素酶试验　胃镜活检组织，按试剂和说明书严格

操作。

１．４．３　ＰＣＲ扩增　胃镜采取胃黏膜组织，用适量灭菌生理盐

水清洗送检组织黏带的血液，然后取５０ｍｇ组织用１ｍＬ生理

盐水匀浆研磨，转至１．５ｍＬ离心管离心后提取，１００℃１０ｍｉｎ

处理后备用。扩增时按试剂和说明书严格操作。

１．４．４　血清 Ｈｐ抗体测定　患者静脉采血３ｍＬ，分离血清，

采用金标法进行检测，严格说明书操作。

１．５　统计学分析　采用χ
２ 检验。以ＰＣＲ检测组为对照组，

分析其他３种检测方法阳性检出率的差异性比较。以细菌培

养组为对照组，检测其他３种方法的特异性和灵敏度，比较其

差异。

２　结　　果

２．１　阳性检出率比较　１７０例病例标本中，６７例分离培养阳

性，阳性率３９．４％；８２例尿素酶试验阳性，阳性率４８．２％；１５２

例血清学抗体检测阳性，阳性率８９．４％。４种检测方法的检出

率以ＰＣＲ法为对照组进行比较，其中分离培养和尿素酶试验

差异有统计学意义（犘＜０．０１）。见表１。

表１　４种检测方法检出率

方法 总例数 阳性数 阴性数 阳性率（％）

细菌培养 １７０ ６７ １０３ ３９．４

尿素酶试验 １７０ ８２ ８８ ４８．２

血清学抗体检测 １７０ １５２ １８ ８９．４＃

ＰＣＲ（对照组） １７０ １４４ ２６ ８４．７

　　注：与ＰＣＲ比较，犘＜０．０１，＃犘＞０．０５。

２．２　特异性和灵敏度比较　如果以 Ｈｐ培养结果为检出的

“金标准”，则其他３种方法的特异性和灵敏度分别见表２。

表２　３种方法检测 Ｈｐ的特异性和灵敏度

方法
Ｈｐ阳性数

（狀＝６７）

Ｈｐ阴性数

（狀＝９３）

灵敏度

（％）

特异性

（％）

尿素酶试验　　　阳性

　　　　　　　　阴性

５９

８

５

８８
８８．１ ９４．６

血清学抗体检测　阳性

　　　　　　　　阴性

６０

７

２１

７２
８９．５ ７７．４

ＰＣＲ　　　　　　阳性

　　　　　　　　阴性

６６

１

１７

７６
９８．５ ８１．７

３　讨　　论

细菌培养被认为是检测 Ｈｐ感染的“金标准”
［６］，该法早已

应用临床工作中，但细菌培养的影响因素较多，阳性率不高。

影响培养结果的因素可能有：（１）组织取材部位不准确，一般组

织取材要多部位，多点取材；（２）检查前使用抗生素药物或 Ｈ２

受体拮抗剂；（３）活检钳消毒液残留；（４）活检组织放置时间过

长，保存送检不当，细菌变形、死亡等；（５）培养条件不够，如培

养基湿度、营养、厌氧条件等。另外，细菌培养周期较长，而且

过程复杂，因而临床应用不广泛，往往是应用于科研和标准菌

株的分离保存。

尿素酶试验是利用 Ｈｐ含有丰富的尿素酶，该酶可水解尿

素而产生氨和二氧化碳，氨可引起ｐＨ 值的改变，从而使ｐＨ

指示剂改变颜色。尿素酶试验就是利用这一原理来检测活检

组织中的 Ｈｐ。Ｈｐ的尿素酶分解检测试剂中的尿素而产生

氨，指示剂变色，说明有 Ｈｐ存在。该法具有简便、快速、价廉

等优点。但该法受取材部位、大小、含菌量、反应时间、环境温

度、目测判断等影响较大，尤其是当组织标本含血液时误差更

大［７］。

血清学抗体检查，Ｈｐ菌体表面存在多种抗原组分，如尿

素酶蛋白及其附属蛋白、鞭毛、脂多糖等，这些抗原组分均可刺

激机体产生免疫反应而产生ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ抗体。抗体的产生

一般需要３～４周时间，并且 Ｈｐ根除后，血中抗体在一定的时

间内维持阳性水平，另空肠弯曲菌感染存在交叉反应抗体［８］，

故血清抗体检测不能准确反映出 Ｈｐ感染的实际情况和细菌

的多少。

ＰＣＲ检测技术就是聚合酶链技术，由 Ｈｏｓｉｎａ等
［９］将此技

术运用 Ｈｐ诊断。Ｈｐ基因组的大小为１．６～１．７３Ｍｂ不等，

Ｈｐ基因组包含的１６Ｓ和２３ＳｒＲＮＡ，平均至少有两个拷贝。多

重基因在基因图上位置的变化，表明 Ｈｐ的基因组发生了广泛

的重排。Ｈｐ在多重基因图上的序列多样性包括编码尿素酶

结构蛋白及其附属蛋白、鞭毛蛋白、空泡细胞毒素和ＣａｇＡ基

因的多样性。

利用针对与 Ｈｐ的功能基因互补的核酸片段，设计ＰＣＲ

引物或探针，以此进行体外扩增或杂交，通过对该菌ＤＮＡ的

测定而检测有否 Ｈｐ的存在。ＰＣＲ技术核酸碱基互补配对，高

度特异性；以及扩增产物扩增周期内指数增长，高灵敏性［１０］。

ＰＣＲ检测技术的应用也存在一个问题，即已被抗生素杀死而

仍然残留在胃中的 ＨｐＤＮＡ，也会扩增出阳性结果
［１１］。故

ＰＣＲ技术不能用来判断短期的治疗效果，治疗６～８周后进行

检测，可明显降低假阳性率。

综上所述，细菌培养经典，但影响因素较多，阳性率不够，

容易造成漏诊；尿素酶试验方别、快速、价廉，但其特异性、灵敏

度稍差；血清学抗体检查简单、快速、无需侵入取材，灵敏度高

但特异性差；ＰＣＲ检测方法灵敏度和特异性较高，检测结果准

确可靠，但是ＰＣＲ检测需要侵入取材，需要技术和条件，其技

术特点决定其不能用来判断短期疗效观察；因此，检验人员要

根据不同的人群以及需要选择不同的方法。如细菌培养用作

确诊检查、尿素酶试验用作易感人群的常规检查、血清学抗体

检查用作流行病学调查以及群体筛查、ＰＣＲ试验主要用作 Ｈｐ

感染的确诊、基因分型、流行病学调查、微量取材等的检查。
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２．２　精浆ＩｇＡ型ＡｓＡｂ对精液主要参数的影响　精浆ＩｇＡ型

ＡｓＡｂ阳性组患者的精子的密度、精子活率、精子总活力（ＰＲ＋

ＮＰ）均明显低于阴性组，差异具有统计学意义（犘＜０．０１）；阳性

组的正常形态精子百分率和阴性组相比差异无统计学意义（犘

＞０．０５）。见表１。

３　讨　　论

２００９年，世界卫生组织针对精液常规检查制定出了第５

版精液分析标准化手册（第５版《世界卫生组织人类精液检查

与处理实验室手册》），我国各大医院也将陆续推广并实施新的

标准［２］。新版手册相对于旧版手册调整主要体现在３个方面：

（１）在旧版手册中，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ级分别代表显微镜下快速前进运

动、慢速前进运动、非向前运动、极慢速运动或不动这４类精

子，Ａ级精子所占比例在２５％及以上、或Ａ级和Ｂ级精子加起

来在５０％及以上的为正常。而新版手册建议，前向运动（ＰＲ）

和非前向运动（ＮＰ）总和（ＰＲ＋ＮＰ）≥４０％为正常。（２）旧版手

册规定精子密度大于或等于２０×１０７／ｍＬ，精子总数大于或等

于４０×１０７／ｍＬ为正常，新版手册则把精子密度大于或等于１５

×１０７／ｍＬ，精子总数大于或等于３９×１０７／ｍＬ定为正常。（３）

旧版手册规定正常形态的精子占总数１５％及以上为正常，新

版手册则将这一标准大幅度降为４％。本文的精液参数及参

考值均按第５版手册要求施行。

男性不育症是２１世纪影响人类健康的主要问题之一，其

发病率占已婚夫妇的１５％，其中男方因素约占５０％
［３］。ＡｓＡｂ

是机体产生的与精子表面抗原特异性结合的抗体，它具有凝集

精子，抑制精子通过宫颈黏液流向宫腔内的迁移，进而降低生

育能力的作用［４］。正常情况下，由于男性生殖道存在血睾屏

障，抗精子抗体与机体免疫系统隔离，因而不会产生抗精子抗

体，但在某些异常情况下，如男性生殖道炎症，如前列腺炎、精

囊炎、输精管炎或睾丸受病毒感染，或者受到外伤、高温、化学

药物的损害时损伤与梗阻会产生抗体，因睾丸或输精管的黏膜

表面有损伤，巨噬细胞进入生殖道吞噬降解精子，并成为激活

免疫网络的抗原刺激机体产生 ＡｓＡｂ。本文结果显示不育男

性ＡｓＡｂ阳性率为３０．４％，略高于陈大宇等
［５］相关报道。

ＡｓＡｂ导致男性不育的机制可能有：（１）影响精子运输。

精子凝集抗体和制动抗体可影响精子活动力，通过ＡｓＡｂ细胞

毒作用可以杀死精子，包裹精子的抗体可阻碍精子穿透宫颈黏

液的能力［６］。（２）ＡｓＡｂ可能破坏精子质膜功能。ＡｓＡｂ阳性

的不育患者高渗肿胀值与具有同等精子活率的 ＡｓＡｂ阴性患

者相比，显著降低。在经过高渗处理之后，质膜上吸附有 Ａｓ

Ａｂ的精子细胞内钙离子和顶体反应与无ＡｓＡｂ吸附的精子相

比，出现降低现象。提示ＡｓＡｂ至少部分改变精子质膜功能完

整性，能使受精率和怀孕率下降。（３）ＡｓＡｂ结合到精子头部，

能干扰精子与透明带ＺＰ结合位点的识别，从而影响精卵结

合；结合到精子尾部，影响精子的运动，使精子活动率、活力明

显降低。（４）ＡｓＡｂ能抑制人类精子质膜的流动性。精子制动

抗体能抑制人类精子质膜的流动性，阻止精子获能，进而影响

顶体反应［７］。

本文研究结果表明，精浆ＩｇＡ型ＡｓＡｂ不影响精液的正常

精子百分率，但能使精子的密度、活率、总活力明显降低。所

以，不育男性患者做精液常规检查时，最好能同时检测抗精子

抗体等免疫学方面项目，并根据结果对症治疗，才能取得良好

的治疗效果。
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