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幽门螺杆菌的基因分型技术及其应用
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"摘&要#&幽门螺杆菌"+F#可以在人群中广泛传播!并会引发一系列的胃肠道
疾病甚至胃癌$ 不同基因型的 +F 感染可能会引发不同类型的疾病!而基因分型
技术是研究这类问题的重要方法$ 本文主要介绍了多位点序列分型'脉冲场凝胶
电泳'随机扩增多态 N̂1'扩增片段长度多态性和全基因组测序这五种基因分型
技术!通过综述这几种技术在 +F 基因分型中的应用进展!比较它们之间的优缺
点!为今后研究+F的致病机制'传播机制以及流行病学调查提供方法学依据$
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&&幽门螺杆菌!<$05/+V&/($'%20+'5" +F#是在人
胃黏膜中发现的微需氧菌"是一种比较常见的病
原体)#%!* "不仅与胃炎'消化性溃疡'十二指肠溃疡
和胃腺癌等胃肠道疾病的发病相关"还可能与心
血管'皮肤'神经'免疫'血液'肝'胆'呼吸'内分泌
和代谢紊乱等胃肠道外疾病存在关联)/%.* + 一般
认为"+F在胃内定植是致病的前提+ 首先"+F 由
鞭毛介导向胃上皮细胞运动"其中 3:81和 3:80
两种鞭毛蛋白的表达是细菌运动所必需的)** $再
通过分泌黏附素如 +8F1'08X1和 ]8X1等"与宿
主细胞上的受体相互作用"使细菌能够长期附着
于胃黏膜表面$最后利用S8K1和\8B1等多种致
病因子作为胃肠道疾病发生的效应蛋白导致宿主

组织损害"最终引起一系列胃肠道疾病甚至胃
癌)$* + +F不同菌株中 /&1F'7&/F和 V&VF等基因
在核苷酸序列上的差异表现出基因多态性"这些
具有基因多态性的致病因子与宿主'环境之间相
互作用"从而引发不同类型的疾病)'%5* +

目前关于 +F 的很多问题尚未得到解决"例
如+F在胃内属于多克隆感染还是单克隆感染"
其具体的传播途径是什么等"需要我们借助现代
分子生物学手段从分子水平甚至基因水平研究+
目前"+F 基因分型方法主要有多位点序列分型
!7>:E9:IB>GG@e>@CB@E_F9CK" O(]Q#'脉冲场凝胶
电泳!F>:G@A V9@:A K@:@:@BEJIFDIJ@G9G" P346#'随机
扩增多态性 N̂1!J8CAI7 87F:9V9@A FI:_7IJFD9B
N̂1" R1P̂ #'扩增片段长度多态性 !87F:9V9@A

VJ8K7@CE:@CKED FI:_7IJFD9G7" 13(P#和全基因组
测序!LDI:@K@CI7@G@e>@CB9CK" W4]#+ 本文介
绍上述方法并综述其在+F研究中应用的进展+

EF多位点序列分型

O(]Q技术是由多位点酶电泳衍生出来的一
种分型方法+ 该分型方法通过 PSR扩增多个管
家基因并测定其核酸序列"从而分析菌株的变异+
鉴于+F独特的遗传变异性和种内多样性"在进
行+F分型时一般选择 &(%F'$,%')>(_'%%&'('%C'
>'$Z和2%.C这七个管家基因进行扩增测序)#"%##* +

与其他分子生物学技术相比"O(]Q具有高重复
性和高分辨率的优点"且在一定程度上可以提供
比人类遗传学分析更详细的人类迁移信息)#!%#/* +

)878Ic8等)#,*采用 O(]Q技术将全球 +F 确
定为七种现代种群类型 ! DF6>JIF@' DF68GE1G98'
DF1VJ9B8#'DF1VJ9B8!'DF1G98!'DFN61VJ9B8'DF]8D>:#
和六种祖先种群类型!8CB@GEJ8:68GE1G98'8CB@GEJ8:
1VJ9B8#' 8CB@GEJ8: 1VJ9B8!' 8CB@GEJ8: 6>JIF@#'
8CB@GEJ8:6>JIF@!'8CB@GEJ8]8D>:#"不同地区的不
同种群类型可以为绘制人类迁移模式提供证据+
R88V等)#.*利用 O(]Q技术对阿尔及利亚地区的
+F进行系统地理特征鉴定"结果发现 /' 例患者
的 ,! 株 +F 可分为 DF6>JIF@和 DFN61VJ9B8两种
类型+ O(]Q用于研究 +F 的传播途径也可以获
得理想的结果+ [G8c9等)#**采用 O(]Q技术对来
自粪便标本的 +F 进行基因分型"研究结果提示
三个家庭中至少有两个怀疑存在母婴传播"一个
怀疑存在父婴传播+ 之后该研究者同时利用
O(]Q和 R1P̂ 技术评估来自五个家庭的 #5 株
+F的基因图谱"发现五个家庭中有 / 例患者提示
携带两类或更多类型的+F菌株", 例患者提示存
在+F母婴传播"! 例患者提示存在父婴传播"
# 例为兄弟姐妹之间的传播)#$* + 综上所述"O(]Q
技术可以用于 +F 的传播途径研究和溯源分析"
但其分析过程比较复杂"需借助生物信息学方法
与质控菌株逐一比对)#** "同时该技术仅反映 +F
某几个管家基因的变异性"存在一定的局限性+

GF脉冲场凝胶电泳

P346是 #5', 年由 ]BDL8JE<和S8CEIJ发明用
于分离大片段!/" h." cX#线状 N̂1的技术+ 目
前P346技术已经广泛应用于细菌分型+ P346
实验流程一般包括制备含 N̂1的包埋胶'胶内
N̂1酶切和脉冲电泳+ +F 存在内源性甲基化酶
的保护"其基因组 N̂1不易被限制性内切酶消
化"何种限制性内切酶最适合用于 +F 目前尚无
定论+ +IG8c8等)#'*发现"选用 K/+̂0进行两次
限制性内切酶反应"每次反应时间 #* D"其分型率
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能达到 5$f以上"比其他限制性内切酶的酶切效
果好+ 另外"其他限制性内切酶如XV&0在 /* g
下酶切 , D 能取得良好的实验结果)#5* $H+(0'
H'>0在 /$ g下酶切和 9)&0在 !. g下酶切也
适用于+F)!"* + 同种酶对不同 +F 菌株的酶切效
果也会不一样+ N8A8等)!#*研究 #! 例+F 根除治
疗失败患者治疗前与治疗后胃窦内 +F 菌株的差
异"共分离出 !, 株 +F 用 P346技术鉴定"在用
H+(0'H'>0和 9)&0酶切时发现"其中有 ' 株
!//f#的 N̂1不能用 H+(0酶切"* 株!!.f#不
能用H'>0酶切"#5 株!$5f#不能用 9)&0酶切+
此外"除了选择合适的内切酶"对酶切条件!时间
和温度#和样本浓度的控制也很重要"若样本的
浓度不够"会导致实验结果的条带不明显$若浓度
过高"则会造成条带拖尾)!!* +

38:G8V9等)#5*利用P346技术鉴定四个不同时
期 ! #55$%#555 年' !""#%!""/ 年' !"".%!""$
年和 !""$%!""5 年#共 ,, 株从无亲缘关系的伊
朗儿童胃窦黏膜组织中分离出的 +F 菌株"根据
结果推断这些儿童为多克隆感染+ +8C 等)!"*利

用P346技术鉴定了来自德国九个家族 !$ 名成
员分离得到的 .5 株+F+ 这些来自于胃体'胃窦'
十二指肠的菌株最终鉴定为 !# 个克隆类型"每人
只有一个克隆类型"偶尔有一个克隆变体$相同克
隆类型菌株总是发生在兄弟姐妹之间或母亲与其

子代之间"但是未发现相同克隆类型菌株存在于
夫妻之间+

总之"虽然 P346技术长期以来一直被认为
是细菌分型的金标准)!/* "但是尚未广泛应用于
+F的分型中"限制性内切酶的选择以及酶切条件
的控制对于该技术在 +F 分型中的应用十分关
键"仍需进一步探索+

HF随机扩增多态性!L5

R1P̂ 是 !" 世纪 5" 年代在PSR的基础上发
明的一种可对整个未知序列基因组进行多态性分

析的分型技术+ R1P̂ 不仅具有常规 PSR所具
有的优点"而且只需要微量 N̂1即可进行分析"
既不需要预先知道基因组序列"也不需要专门设
计扩增的引物+ 如果选择的引物合理"+F基因组
扩增后可以获得 / h#" 个 N̂1片段"且通常每个
菌株产生的片段图谱不相同)!,* + R1P̂ 技术实

施有四个条件&&进行 PSR扩增时"引物 /m端的

碱基必须与目标 N̂1序列相匹配$'基因组
N̂1中成对的偶合位点彼此间距须小于 / cX$

(第一轮产物有效持续扩增$)不同的菌株扩增
产物不同+ 表 # 列出了一系列针对 +F 的 R1P̂
引物"这些引物对菌株的区分率均达到 55f以
上"其中引物 #!., 和 #!'/ 对于鉴别混合感染具
有较高的敏感度)!.* + R1P̂ 扩增产物的凝胶图

像经溴化乙锭染色可通过柯达数码科技的一维图

像分析软件进行分析"利用该软件可得知条带的
相对分子质量+ 需要注意的是"为提高实验结果
的可重复性"保证检测体系的稳定性"应该使用标
准菌株+F !**5. 作为对照)!** "并且实验条件如
N̂1模板浓度'Q8F 聚合酶'引物以及 PSR参数
都需要严格控制)!$* +

表 EF幽门螺杆菌随机扩增多态性 N̂1分型引物及其
区分率

I4<9&EFPJ97@JG 8CA A9GBJ979C8E9IC J8E@G VIJ J8CAI7
87F:9V9@A FI:_7IJFD9B N̂1 9C K@CIE_F9CK IV
<$05/+V&/($'%20+'5

引物名称 序列!.m"/m# 区分率!f#

#!'#)!'* 11S4S4S11S #""
#!.,)!5* SS4S14SS11 55
#!,$)!'* 11414SSS4Q 55
#!'/)!5* 4S41QSSSS1 %
#!5")!,* 4Q441Q4S41 %

&&,%-无相关数据?

MICCI等)/"*用R1P̂ 技术研究了 ,! 例平均
年龄为 ##?$ 岁的 +F 感染者"发现 /! 例!$*f#
显示出与至少一名家族成员有相同的 N̂1指纹
图谱"其中 !5 例!*5f#的 N̂1指纹图谱与母亲
相似"该研究为 +F 的母婴传播途径提供了有力
证据+ 母婴传播是 +F 家庭内传播的主要途
径)/#* "但是否存在其他传播途径有待证实+ 除此
之外"R1P̂ 技术还可以检查单个宿主的+F感染
是否存在克隆多样性+ QI9E8等)/!*研究了 /# 例接
受上消化道内窥镜检查的日本患者"从活检标本
!胃窦'胃体'十二指肠#和胃液中分离获得 #",
株+F!每例患者 , 株#"发现来自每例患者的分
离株的 R1P̂ 指纹图谱非常相似甚至相同"并且
间隔 . h5 年获得的分离株同样显示非常相似或
相同的 R1P̂ 图谱"提示这部分人群为 +F 单克
隆感染+ 但韩国学者 M97等)//*采用 R1P̂ 技术
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对 #5 例 +F 感染者的 #", 株 +F 进行分析"结果
表明约 *"f的患者存在 +F 多克隆感染+ R1P̂
图谱可以比较容易地区分 +F 菌株之间的差异"
且区分率高"但是这种方法无法提供任何关于菌
株毒力特性和遗传进化信息+

7F扩增片段长度多态性

13(P是在PSR基础上发展起来的一种分子
标记技术"最初用于农作物的分型"后来广泛用于
植物'动物和原核生物的分型+ 一个完整的13(P
实验流程大约需要 / A&用 4@:SI7F8J@凝胶分析
软件对电泳图谱进行分析处理" N̂1片段采用二
进制形式按大小进行编码"用 9̂B@系数评估相似
性"计算结果为 #""f 则定义为相同型)/,* +
49XGIC等)/.*采用13(P技术对+F 进行基因分型
时选择<5*A/酶切!识别位点为 1*14SQQ#+F
基因组 N̂1"并使用引物+#%1!.m%44Q1Q4S41
S1414SQQ1%/m#"获得了理想的实验结果"且不
需要昂贵的实验试剂和设备+ 有研究者同时选
用引物 +#%1和 +#%4!.m%44Q1Q4S41S1414S
QQ4%/m#进行扩增来优化实验结果"使实验结果
具有更高的分辨率)/** + 但是"13(P技术对
N̂1模板质量的要求较高"需要测定 N̂1的浓
度和纯度" N̂1量过多会导致酶切不完全" N̂1
量过少则会引起模板浓度不够+

+8::9CK@J等)/$*采用13(P技术并结合序列分
析研究 #! 例患者胃窦'贲门'胃体分离得到的
+F"并检测出这些+F 的 &'89 基因羧基末端胞嘧
啶碱基长度存在差异和胸腺嘧啶碱基缺失的情

况"而这两种情况都可以使 &'89 开放阅读框
![R3#移位导致羧基末端氨基酸序列改变从而
翻译出不同的异构酶+ 该研究发现了 &'89 四种
新的羧基末端变异"这些变异提高了 +F 在胃部
不同环境的适应性"促进 +F 在胃部的定植+
[L@C等)/**从 /. 例消化不良的患者中分离出 '5
株+F"其中 #* 例患者取甲硝唑治疗前后配对的
胃窦标本!/! 株#"#5 例患者取克拉霉素和质子
泵抑制剂治疗前后标本!.$ 株#"利用 13(P分析
抗菌药物治疗对+F菌株多型性的影响+ 结果发
现"*.f的患者为多克隆感染"并且抗菌药物治疗
并没有明显改变菌株的多型性+ 此外 49XGIC
等)/.*利用13(P技术研究+F的耐药性+ 该研究
对来自 * 例 +F 感染者的 !, 株 +F 菌株进行分

型"每例患者分别提供两个抗菌药物处理前和
处理后的活检标本"结果发现有 , 例患者治疗
前和治疗后的分离株显示相同的 13(P图谱"证
明了抗菌药物治疗后相同菌株的持续感染+ 该
研究还指出"限制性酶切反应的条件需要严格
控制"因为这将是实验室之间结果比较的一个
重要参数+ 与其他基于 PSR的分型技术相比"
13(P并不是一种快速检测的方法"但是 13(P
的指纹图谱能够产生足够多的条带"因此具有
重复性好和分辨率高的优点)/.* +

6F全基因组测序

W4]法是对某一种生物基因组的全部基因
进行序列测定"历经三代技术的发展+ 全基因组
学的主要流程为测序所得序列经拼接与碱基修正

后于美国国立生物技术信息中心网站! DEEFG&HH
LLL?CBX9?C:7?C9D?KÌHK@CI7@H#提供的+F 全基
因组数据进行比对分析+ W4] 法不仅可以发现
菌株之间的差异"还能发现 +F 利用表面抗原变
异和毒力基因调节来适应宿主环境的机制)/'* "可
以帮助我们深入了解 +F 基因型和表型的关系+
QI7X等)/5*于 #55$ 年完成了第一株 +F !**5. 菌
株的 W4] 工作+ +F !**5. 拥有 # **$ '*$ 个碱
基对和 #.5" 个预测编码序列"其中 #.5" 个预测
基因的平均大小为 5,. XF+ 根据 +F !**5. 的核
苷酸序列进行理化性质分析发现"超过 $"f的蛋
白质的等电点大于 $?""主要由碱性氨基酸!精氨
酸和赖氨酸#组成"是流感嗜血杆菌和大肠埃希
菌的两倍"这可能提示了 +F 适应胃酸的原因+
+F 能够适应胃酸还取决于其在酸性条件下能够
建立一个正性膜电位+ 这些基因组的信息不仅可
以将+F菌株之间的差异比较精确到单个碱基"
还可以揭示菌株的遗传背景"了解菌株的毒力基
因和耐药基因"为临床用药提供可靠的依据+

在近几年的研究中"QDIJ@::等),"*利用 W4]
鉴定了来自尼加拉瓜的 .! 株 +F"并进行系统发
育树的构建和毒力因子分析"结果发现尼加拉瓜
分离株具有与来自拉丁美洲的血型抗原结合性黏

附素!08X1#序列高度相似的 08X1变体"通过这
个08X1变体影响发病机制+ 2L87IEI等),#*利用

O9]@e平台对克拉霉素耐药 +F 菌株进行 W4]
分析"清楚地识别了 +F 基因组上 !/] JRN1基
因的点突变"发现所有克拉霉素耐药菌株的测
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序结果都是在 !/GJRN1基因相同位置上存在 4
突变"在耐药菌株中还发现了外排泵基因的单
核苷酸变体+

综上"W4]可以识别 +F 整个基因组核苷酸
序列的潜在突变"并在序列突变时识别变异"这是
上述任何一种基因分型技术都无法比拟的+

.F展F望

上述五种基因分型技术是目前细菌性传染病

暴发调查和分子流行病学研究的常规技术+
0>J>BI8等)!'*应用 7@E8分析计算不同分型技术
的区分率值"结果发现 P346和 R1P̂ 的区分率

分别为!,f h''f和 55f h#""f"因此认为 +F
分型不推荐使用 P346+ 但有研究显示"如选择
合适的操作方法和内切酶"采用P346技术对 +F
分型的分型率可达 5$f)#'* + O(]Q技术操作简
单'快速)#$* "尤其是近年来在 +F 的溯源分析方
面的作用可圈可点"但是 O(]Q技术受选择位点
的限制),!* "一般仅获得管家基因的 ]Q序列"所以
在研究中可以考虑结合其他基因分型技术来进行

判断),/* + R1P̂ 技术所需的 N̂1样本量少"易
于比较菌株之间的差异"可用于寻找细菌的遗传
关系和多样性"但是该方法无法提供关于菌株致
病因子的相关信息)!'* + 13(P结合了 R1P̂ 技术

的优点"分辨率高'重复性好"比较容易构建指纹
图谱"但是不如其他分型方法快速+ 相对于其他
四种分型方法来说"W4]能够了解微生物的全部
基因组序列"理论上可以对任何微生物进行分型"
分辨率达到单个碱基"是其他四种分型方法无法
比拟的+ 但是就目前情况来看"W4] 实施成本相
对较高"实验周期长"在临床实验室和基层公共卫
生实验室难以广泛应用+

目前"关于+F的很多问题还有待深入研究+
例如"+F 感染所致不同疾病与菌株分型是否相
关0 +F单克隆和多克隆感染是由什么决定的0
+F基因分型在上述问题的研究中非常重要"但目
前尚没有一种分型方法能够满足所有的研究需

求"具体选用哪种分型方法在很大程度上取决于
研究目的+ 随着生物信息技术的发展"W4] 技术
实施的成本和周期不断下降"相信在不久的将来"
这项新的技术将给+F研究带来新的突破+
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