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随机扩增多态性ＤＮＡ分析法在幽门螺杆菌鉴定中的

应用
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　　【摘要】　目的　探讨随机扩增多态性ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）分析法在在幽门螺杆菌（ＨＰ）菌株鉴定中的应用价值。方法

　选取该院６５例ＨＰ感染的慢性胃炎或消化性溃疡患者，获取胃窦、胃体部黏膜进行 ＨＰ培养，提取及纯化 ＨＰＤＮＡ

后进行ＰＣＲ反应，并采用ＲＡＰＤ分析ＨＰ基因指纹图谱；以同一ＨＰ菌株验证ＲＡＰＤ可重复性；６５例患者均进行６个

月以上的ＨＰ治疗，治疗后４～６周评估ＨＰ治愈情况；对复发病例再次进行ＲＡＰＤ分析，观察ＲＡＰＤ指纹图谱变化。

结果　６５株菌株ＰＡＰＤ指纹图谱各不相同，但同一菌株传４代后，原代株与传代株进行ＰＣＲ扩增，ＲＡＤＰ指纹图谱完

全一致。６例ＨＰ治疗后复发，３例ＲＡＰＤ指纹图谱与治疗前基本一致；３例产生不同ＲＡＰＤ指纹图谱。结论　ＲＡＰＤ

分析法适用于ＨＰ基因多态性鉴定，是临床研究ＨＰ感染的实用方法，可用于ＨＰ复发和再感染鉴定。
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　　幽门螺杆菌（ＨＰ）被认为是慢性胃炎、消化性溃疡、胃癌等

疾病的致病因素。国内外多项研究报道，不同个体感染 ＨＰ具

有显著的基因多态性，特定的基因类型可影响 ＨＰ的定植、繁

殖，并引发不同的感染结局［１］。因此，建立一种快速、准确的ＨＰ

菌株基因多态的鉴定、分析方法对ＨＰ感染个体的病情、治疗及

预后有重要意义。本研究采用随机扩增多态性ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）分

析法鉴定６５例消化道疾病患者 ＨＰ基因类型，建立一种快速、

准确的ＨＰ菌株鉴定方法，为 ＨＰ感染胃肠道疾病的诊治提供

参考。报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　６５例均为２０１１年１月至２０１３年１２月在该院

消化内科经快速尿素酶试纸（珠海市克迪科技公司生产）检测为

ＨＰ阳性的患者，并且胃镜检查及病理学检查确诊慢性胃炎４１

例、消化性溃疡２３例，均符合《实用消化病学》中相关诊断标

准［２］。其中男性３８例，女性２７例；年龄３６～６５岁，平均年龄

（５２．１±６．８）岁。

１．２　ＲＡＰＤ分析方法

１．２．１　ＨＰ菌株的采集、分离及培养　在电子胃镜下采集患者

胃窦、胃体部黏膜组织，接种于选择性琼脂培养基中（北京朋利

驰科技有限公司生产），于３７℃微氧条件下（５％Ｏ２，１０％ＣＯ２，

８５％Ｎ２）培养３～５ｄ。分离菌落，经菌落形态、涂片染色及尿素

酶／氧化酶和触酶等生化反应证实为 ＨＰ菌落。用分区划线接

种法从各例菌株中分离出１０个单克隆菌株，并继续传代培养

２次。

１．２．２　模板ＤＮＡ的制备　培养４８ｈ后刮取菌落，于ＰＢＳ中清

洗１～２次后采用ＵＮＩＱ１０柱式基因组ＤＮＡ提取试剂盒（德国
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ＱＩＡＧＥＮ公司生产）提取ＨＰＤＮＡ，－７０℃保存备用。

１．２．３　ＰＣＲ反应条件　随机引物参照文献［３４］设计，５′ＣＣＧ

ＣＡＧＣＣＡＡ３′由上海捷瑞生物技术有限责任公司合成。ＰＣＲ

反应总体积为２５μＬ，其中含引物１．６μｍｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰ４００

μｍｏｌ／Ｌ、ＭｇＣｌ２３ｍｍｏｌ／Ｌ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶０．５μＬ、模板ＤＮＡ

５．０μＬ，无菌双蒸水扩容至２５μＬ。反应条件：９４℃５ｍｉｎ，３６℃

５ｍｉｎ，７２℃５ｍｉｎ，４个循环；９４℃１ｍｉｎ，３６℃１ｍｉｎ，７２℃２

ｍｉｎ，共３０个循环；７２ ℃ １０ｍｉｎ，１个循环。ＰＣＲ 反 应 在

４８０Ｔｈｅｒｍａｌｃｙｃｌｅｓ（美国ＰＥ公司生产）中进行，每次反应均设置

空白对照。

１．２．４　ＲＡＰＤ指纹图谱分析　取ＰＣＲ产物２０μＬ在含０．５ｇ／Ｌ

溴化乙锭的２％琼脂糖凝胶中电泳（４０Ｖ，１ｈ），用ＧＤＳ８０００型

凝胶分析仪成像观察，比较不同菌株的指纹图谱。

１．２．５　重复性实验　随机选取５株来源于同一病例的菌株重

复进行ＰＣＲ产物纯化，并选取镜下为典型形态的 ＨＰ菌株进行

传代，传４代后，将原代株与传代株ＤＮＡ再次进行ＲＡＰＤ检测。

１．３　治疗方法　６５例患者受检后均给予奥美拉唑、泮托拉唑、

西咪替丁、雷尼替丁、铋剂，并联合抗菌药物三联或四联治疗，持

续治疗６个月以上。治疗结束后４～６周进行１４Ｃ尿素呼气试

验评估ＨＰ治愈情况，获取复发患者胃窦、胃体黏膜进行 ＨＰ分

离、培养、鉴定，并采用ＲＡＰＤ指纹分析法检测菌株来源，方法

同上。

２　结　　果

２．１　ＲＡＰＤ的可重复性　同一菌株传４代后，原代株与传代株

进行ＰＣＲ扩增，ＲＡＤＰ指纹图谱基本一致。见图１、２。

　　注：Ｍ为ＤＮＡ标准相对分子质量标志物；１为空白对照组。

图１　ＨＰ原代菌ＲＡＰＤ指纹图谱

　　注：Ｍ为ＤＮＡ标准相对分子质量标志物；１为空白对照组。

图２　ＨＰ４代均为ＲＡＰＤ指纹图谱

　　注：Ｍ为ＤＮＡ标准相对分子质量标志物；１为空白对照组。

图３　６５株菌株ＲＡＰＤ指纹图谱

２．２　ＨＰ菌株的ＲＡＰＤ指纹图谱　６５株菌株的ＲＡＰＤ指纹图

谱具有显著差异，提示不同病例的ＨＰ菌株ＤＮＡ序列具有多态

性，可按照ＲＡＰＤ图谱的不同将其逐一区别。见图３。

２．３　ＲＡＰＤ对复发病例 ＨＰ的鉴别　６５例患者经半年以上的

治疗后，５９例ＨＰ根除成功，６例复发。取６例患者 ＨＰ基因进

行ＲＡＰＤ分析发现，３例患者治疗前、后的菌株具有相同的指纹

图谱，证实为原菌株复发；３例所得图谱与治疗前所得图谱则存

在明显差异，后经证实为发生新的ＨＰ菌株感染。

３　讨　　论

ＨＰ是上消化道疾病的主要致病菌，国际癌症研究中心将

其列为一级致癌病原菌。ＨＰ具有高度进化性及适应性，每个

感染ＨＰ的患者 ＨＰ菌株通过遗传、重组而具备自身独特的基

因组大小、顺序、遗传信息及等位基因谱。国内外研究均认为，

ＨＰ感染和胃肠道疾病的关系与 ＨＰ菌株的毒力因素有关，而

ＨＰ菌株的毒力程度与其基因多态性相关
［５］。因此，准确鉴定不

同ＨＰ感染患者的ＨＰ基因类型有利于治疗方案的制订。

ＨＰ的特点决定了其不能通过表型特点来进行 ＨＰ菌株的

区分。随着分子生物的发展，国内外研究主要通过基因型对不

同毒力的 ＨＰ进行区分，包括ＰＣＲ产物的酶切分析和基因组

ＤＮＡ的限制性内切酶分析等方法，前者需要至少１对ＰＣＲ引

物，并对此ＰＣＲ产物进行酶切分析；后者则需要较多的 ＨＰ

ＤＮＡ模板，方法较为复杂，花费也较大。因此，本研究采用

ＲＡＰＤ分析法对ＨＰ菌株进行鉴定，建立一种ＨＰ基因多态性快

速、准确的鉴定方法。

ＲＡＰＤ分析法通过利用８～１０ｂｐ的随机寡核苷酸片段为

引物，对ＨＰ基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，产物经２％琼脂糖凝

胶中电泳分离后显色，研究ＨＰＤＮＡ的多态性，由于ＨＰ基因组

相应片段中碱基产生缺失、突变、重排、插入等引发了扩增产物

ＤＮＡ片段的多态性。与其他方法比较，ＲＡＰＤ的优势在于：（１）

只需很少的ＤＮＡ样本。（２）无需专门设计ＲＡＷ 反应引物，只

需随机设计长度为８～１０个碱基的核苷酸序列即可进行分析检

测。（３）无需了解ＨＰ基因组的任何序列，即使很少纯度不高的

反应模板也能够检测出大量有用的信息。（４）不受 ＨＰ数量性

状、发育情况、环境等因素影响，可提供客观、高分辨性的 ＨＰ

ＤＮＡ差异，且能够检测重复顺序区。（５）操作相对更为简单，不

涉及分子杂交和放射自显影等技术，客观上减少了影响结果的

外部因素。本研究中，６５例病例 ＨＰ菌株产生的ＲＡＰＤ指纹图

谱各不相同，说明ＲＡＰＤ分析具有很高的分辨性。Ｓｈｉｏｔａ等
［６］

研究认为，来自同一患者活检标本的 ＨＰ菌株的ＲＡＰＤ带形是

基本一致的，表明同一患者胃肠道 ＨＰ基因具有同源性。李大

欢等［７］的研究也有相同发现，对胃体和胃窦配对 ＨＰ菌株的

ＲＡＰＤ指纹图相同或高度相似，仅４对菌株的指纹图有较小差

异。本研究中，６５例病例中各自不同时间进行的ＲＡＰＤ指纹图

谱基本一致，这充分证明ＲＡＰＤ分析法具有较好的重复性。

Ａｍｊａｄ等
［８］研究报道，多数 ＨＰ感染患者为单一 ＨＰ菌株

感染，治愈后一般很少复发；但部分混合基因 ＨＰ感染者，由于

不同ＨＰ菌株间耐药性存在差异，治疗后对药物敏感的菌株根

除后，耐药株大量繁殖进而引发新的感染。本研究对６例复发

患者，３例检测所得指纹图谱与治疗前所得图谱完全一致，后经

病理诊断证实为原菌株复发；３例所得图谱与（下转第１６２７页）
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时间，善待压力，把压力看着是不可分割的一部分，学会释放压

力、调整情绪，以保证健康、良好的心境；及时调整生活规律，保

证充足睡眠；增加户外体育锻炼，每天保证一定的运动量。

综上所述，医护人员应更加注意劳逸结合、加强体育锻炼、

合理饮食，为了加强健康管理，建议定期参加健康体检。学会

适当释放压力，提高自身身体素质，减少疾病的发生率。医院

方面应积极组织一些体育比赛，鼓励医护人员参加一些室外体

育活动，同时要定期组织人员进行体检，定期体检，可以掌握自

己身体机能状态，有针对性地进行调整，对病情做到早发现、早

治疗，为提高生活质量提供必要的保证。
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治疗前所得图谱则存在明显差异，后经证实为发生新的 ＨＰ菌

株感染，说明ＲＡＰＤ在鉴定 ＨＰ菌株的复发及再感染上作用

明显。但是，需要看到的不足是，ＲＡＰＤ对反应条件较为敏感，

在某些情况下可靠性和可重复性较差，因此，要求操作者在反

应操作过程中需要加强对各个反应环节的控制。

综上所述，ＲＡＰＤ在 ＨＰ菌株的分析鉴定中敏感性高，可

重复性好，且更加经济、快速，可用于 ＨＰ复发和再感染中的鉴

定，只要加强对反应过程的控制，是 ＨＰ感染临床研究中的实

用方法。
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总体与样本

根据研究目的确定的同质研究对象的全体（集合）称为总体，包括有限总体和无限总体。从总体中随机抽取的部分观察

单位称为样本，样本包含的观察单位数量称为样本含量或样本大小。如为了解某地区１０～１５岁儿童血钙水平，随机选取该

地区３０００名１０～１５岁儿童并进行血钙检测，则总体为该地区所有１０～１５岁儿童的血钙检测值，样本为所选取３０００名儿

童的血钙检测值，样本含量为３０００例。类似的研究需满足随机抽样原则，即需要采用随机的抽样方法，保证总体中每个个

体被选取的机会相同。
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