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活的非可培养状态幽门螺杆菌的研究进展

李晶晶，郑田利，沈丹芸，陈嘉熠，裴晓方

（四川大学华西公共卫生学院/华西第四医院卫生检验与检疫学系，成都 610041）

[摘要] 幽门螺杆菌是人类常见病原体之一，可引起慢性胃炎、消化性溃疡甚至胃癌等疾病。近年来研究发现幽

门螺杆菌可由螺旋形变为球形，进入活的非可培养(viable but non-culturable，VBNC)状态，可能对公众健康构成潜在

威胁。在该状态下，幽门螺杆菌的形态结构、生理特征发生了改变，能够保持代谢活性但蛋白质表达下降，同时丧

失了在培养基上的生长能力。环境因素、抗生素及抑制剂类物质等条件可诱导幽门螺杆菌进入 VBNC 状态，但

VBNC状态幽门螺杆菌能否复苏尚不明确。基于VBNC状态幽门螺杆菌细胞膜完整且具有代谢活性等特性，可使用

活菌直接镜检法等经典方法以及反转录聚合酶链反应等分子生物学方法对其进行检测。目前VBNC状态幽门螺杆菌

已在水体环境及生物媒介体内检出，且幽门螺杆菌可在人工污染的食品中进入VBNC状态，这给公共卫生和食品安

全带来了挑战。因此，研究VBNC状态幽门螺杆菌的变化规律、检测方法等，对今后VBNC状态幽门螺杆菌的防控

及其相关机制研究具有重要意义。
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ABSTRACT Helicobacter pylori (H. pylori) is one of the most common pathogens in human beings and

it is responsible for diseases such as chronic gastritis, peptic ulcer, and even gastric cancer.

Studies in recent years have found that H. Pylori could transform from the normal spiral-

shaped bacillary form into the coccoid form and enter a viable but non-culturable (VBNC)

state, which may pose a potential threat to public health. In this state, the morphological

structure and physiological characteristics of H. Pylori have changed. It can maintain the
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metabolic activity but protein expression is decreased. And the H. Pylori in this state

cannot grow in the culture medium. Conditions such as environmental factors, antibiotics,

and inhibitors can induce H. Pylori to enter the VBNC state, but it is still not known

whether H. pylori in the VBNC state can reactivate or not. Based on the cell membrane

integrity and metabolic activity of H. pylori in the VBNC state, it can be detected by

classical methods including direct microscopy of live bacteria and molecular biological

methods such as reverse transcription-polymerase chain reaction. H. pylori in the VBNC

state has been detected in water source and biological media. It has been also found that H.

pylori can enter the VBNC state in artificially contaminated food, which poses challenges

to public health and food safety. Therefore, it is of great significance to study the change

pattern and detection methods of H. pylori in the VBNC state for the prevention and control

of H. pylori in the VBNC state. It is valuable to further study the underlying mechanisms of

H. pylori in the VBNC state.
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幽门螺杆菌是一种常见的革兰氏阴性微需氧菌，

能特异性地定植于人和动物的胃黏膜上皮细胞[1]。该

菌在自然界中普遍存在，其宿主分布广泛，在人类

中的感染形势较为严峻。2015年全球约有 40亿人感

染幽门螺杆菌，发展中国家成年人的感染率为70%~

90%[2]。幽门螺杆菌入侵宿主后主要导致慢性胃炎、

消化性溃疡等胃肠道疾病，其感染与胃癌、胃黏膜

相关性淋巴瘤的发生和发展密切相关，对社会造成

了巨大的公共卫生风险及经济负担[3]。

活的非可培养(viable but non-culturable，VBNC)

状态是细菌生存的一种特殊形式，指在一定环境中，

某些不形成芽胞的细菌失去在培养基上的生长能力，

却能保持一定生理活性的状态[4]。进入VBNC状态或

形成芽胞均为细菌抵抗不良环境的生存策略，二者

的区别在于 VBNC 状态的细菌能够进行呼吸、转录

及蛋白质合成等过程，而在细菌芽胞内未观察到代

谢活性[5]。在不利环境压力下，幽门螺杆菌可由螺旋

形转变为球形，进入VBNC状态[6]。近年来，VBNC

状态幽门螺杆菌的诱导、复苏及检测方法等受到越

来越多的关注，但目前未见针对 VBNC 状态幽门螺

杆菌的综述报道。因此，笔者对 VBNC 状态幽门螺

杆菌的生物学特性、诱导及复苏、检测方法、检出

现状等方面进行综述，以期为今后对 VBNC 状态幽

门螺杆菌的特性及其生存机制进行深入研究提供思

路和借鉴。

1 VBNC状态幽门螺杆菌的生物学特性

1.1 形态学变化

在幽门螺杆菌进入 VBNC 状态的过程中，其形

态结构、生理特征发生了一系列变化。在透射电子

显微镜下，首先，幽门螺杆菌表面出现空泡，致密

物质聚集在细胞质周围；随后细胞逐渐弯曲变为“U

形”，细胞质浓缩，细胞体积缩小，最终变为球形[7]

（图1）。新形成的“球形体”具有完整的细胞膜和细

胞壁结构，细胞质内电子密度高，有一个或多个囊

泡。囊泡内含聚磷酸盐，可作为能量储备，维持细

胞活力[8]。随着培养时间的延长，其表面出现皱褶，

细胞内颗粒消失，最后细胞在体积变小、细胞器破

裂、细胞膜失去完整性后死亡，即在幽门螺杆菌转

变为球形的过程中，先为 VBNC 状态，然后逐步退

化至死亡[9-10]。

1.2 代谢活性及基因表达

虽然 VBNC 状态幽门螺杆菌的 DNA、RNA 和

ATP含量均降低，但其保留了参与DNA复制、细胞

分裂和合成多种蛋白质的能力[11-12]。Narikawa等[12]将

图1 幽门螺杆菌进入VBNC状态的形态学变化

Figure 1 Morphological changes of H. pylori entering into

VBNC state
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幽门螺杆菌诱导为 VBNC 状态后，发现球形菌株的

DNA和RNA平均含量分别比螺旋形菌株低6.8和8.1

倍。与螺旋形幽门螺杆菌相比，VBNC状态幽门螺杆

菌的代谢活性较低，大部分蛋白质的表达下降。螺

旋形与 VBNC 状态幽门螺杆菌的蛋白质表达差异主

要出现在30 kD(1 D=1 u)以及45~97.4 kD的两个蛋白

质分子量跨度之间[13]。Loke 等[11]比较了不同形态幽

门螺杆菌部分蛋白质的相对丰度，发现 VBNC 状态

的幽门螺杆菌有 35种蛋白质表达下降，而这些蛋白

质主要参与碳、氨基酸、核苷酸及脂质代谢等过程。

目前普遍认为这种维持蛋白质低水平表达的代谢机

制有助于VBNC状态细菌的长期生存[11]。

在基因表达方面，球形与螺旋形幽门螺杆菌具

有相似的DNA条带，表明球形幽门螺杆菌基因组与

螺旋形幽门螺杆菌相比未发生明显改变[14]。当幽门螺

杆菌转变为球形后，仍可以表达酶基因 ureA、ureB

以及毒力因子 cagA、vacA、babA等[15]。值得关注的

是，球形幽门螺杆菌中 spoT基因的表达与螺旋形菌

株相比上调了 30倍，提示该基因可作为识别幽门螺

杆菌形态转化的重要标志[16]。同时，幽门螺杆菌的形

态改变可能受到毒力基因的影响，高致病性幽门螺

杆菌菌株比低致病性菌株转变为球形体的可能性更

大[17]。虽然这些研究大多针对球形幽门螺杆菌，部分

研究未确定这些菌株是否能在培养基上生长，但

VBNC状态是球形幽门螺杆菌的一种特殊形式，这对

于研究VBNC状态幽门螺杆菌具有一定参考意义。

2 VBNC状态幽门螺杆菌的诱导与复苏

2.1 VBNC状态幽门螺杆菌的诱导条件

诱导幽门螺杆菌进入 VBNC 状态的因素较多，

包括环境、抗生素及其他抑制剂等。温度、氧气浓

度、pH值、金属离子、光照等环境因素的改变可促

进幽门螺杆菌进入 VBNC 状态，寡营养常作为协同

因素[18]。Adams等[19]发现幽门螺杆菌可在自然淡水中

培养，在短时间内即进入 VBNC 状态。抗生素也可

用于 VBNC 状态幽门螺杆菌的诱导，可用的抗生素

包括阿莫西林、红霉素、克拉霉素、庆大霉素和甲

硝唑等[18,20]。Faghri等[20]进一步比较了阿莫西林、甲

硝唑和克拉霉素的诱导效果，结果发现3种抗生素在

50% 最 低 抑 菌 浓 度 (50% minimum inhibitory

concentration，MIC50)下均可以使螺旋形幽门螺杆菌

转变为球形，其中阿莫西林的诱导比例最高。同时，

一些具有抑制作用的物质也有利于幽门螺杆菌的转

变。Narikawa等[12]在幽门螺杆菌的培养过程中加入甘

氨酸脱氧胆酸和柠檬酸铋，培养3 d后得到了较高比

例的球形体，并检测到其 mRNA。Correia 等[21]研究

了多不饱和脂肪酸二十二碳六烯酸(docosahexaenoic

acid，DHA)对幽门螺杆菌生长的影响，发现幽门螺

杆菌暴露在 100 µmol/L DHA 的环境中会从螺旋形

转变为球形，但并未判断其活力。

2.2 VBNC状态幽门螺杆菌的复苏方法

VBNC状态细菌能否恢复到原始状态，关系到环

境卫生及公众健康等多个方面。目前已报道的VBNC

状态细菌复苏方法包括逐步升温法、添加有机物法、

富营养法、生物法等几大类[22]。生物法为常用方法，

其他几种方法鲜有应用。Cellini等[6]将幽门螺杆菌培

养 20 d 后发现其转为球形，进一步将其接种到

BALB/c小鼠体内，1个月后小鼠胃黏膜组织出现组

织病理学改变。该研究表明幽门螺杆菌在 VBNC 状

态下能在小鼠体内复苏，并导致小鼠感染。但在

Boehnke等[23]的实验中并未出现相似结果，小鼠在被

饲喂含有VBNC状态幽门螺杆菌的水后未发生感染。

Eaton等[24]在微需氧条件下将幽门螺杆菌诱导为球形

体后，不能使其在无菌仔猪的胃中定植，但研究者

并未判断该球形幽门螺杆菌是否存活。因此，关于

VBNC状态幽门螺杆菌能否复苏及其复苏条件还需进

一步探索，该状态下幽门螺杆菌的致病潜力也有待

研究。目前尚未明确是否存在使 VBNC 状态幽门螺

杆菌复苏的因子，但值得关注的是，Mukamolv等[25]

发现了具有促进 VBNC 状态细菌复苏和生长功能的

复苏促进因子 (resuscitation-promoting factor，Rpf)。

Rpf不仅具有促进VBNC状态革兰氏阳性菌生长的作

用，而且有促进变形菌(Proteobacteria)等部分革兰氏

阴性菌复苏的作用，其促进复苏机制主要包括3种假

说：1)Rpf作为细胞因子，可能与VBNC状态细菌表

面的特定受体结合并引发复苏；2)Rpf 可能作用于

VBNC状态细菌的细胞壁并诱导其重塑，从而使之复

苏；3)Rpf可能作用于细菌的细胞壁，使其部分裂解

后释放肽聚糖碎片，进而与其他信号因子结合促进

菌体复苏[26]。虽然Rpf复苏机制尚未明确，但这些研

究为今后探索 VBNC 状态幽门螺杆菌复苏机制提供

了新的思路。

3 VBNC状态幽门螺杆菌的检测方法

VBNC状态幽门螺杆菌在培养基上无生长能力，

不能通过传统培养方法将之分离并检出，但可通过

检测细菌代谢活力、细菌抗原性、细胞膜完整性等

来判断其状态。早期的研究大多使用呼吸检测法[27]、

活菌直接镜检法[28]等经典方法检测VBNC状态细菌。
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呼吸检测法的主要原理为在待测物中加入电子受体，

存活的细菌在新陈代谢过程中进行电子转移，使氧

化态电子受体被还原并改变颜色[27]；活菌直接镜检法

是在细菌培养过程中加入DNA合成抑制剂，VBNC

状态细菌DNA合成受到抑制而不分裂，但能继续生

长，将细菌染色后可观察其形态并对活菌进行

计数[28]。

近年来，随着分子生物学的发展，反转录-聚合

酶 链 反 应 (reverse transcriptase-polymerase chain

reaction，RT-PCR)、活菌计数 -荧光原位杂交技术

(direct viable count-fluorescent in situ hybridization，

DVC-FISH)等方法也被广泛用于检测 VBNC 状态幽

门螺杆菌。与传统方法相比，这些方法更为灵敏，

但仍然存在一定局限性：RT-PCR法灵敏度高，但其

操作步骤复杂；呼吸检测法、流式细胞术等能够直

接区别死菌和活菌，却不能区别细菌类型，需要与

其 他 方 法 结 合 使 用 ； 叠 氮 溴 化 丙 锭

(propidiummonoazide bromide，PMA)/叠氮溴化乙锭

(edthidiummonoazide bromide，EMA)-定量聚合酶链

反应(qPCR)、PMA/EMA-环介导等温扩增技术(loop-

mediated isothermal amplification，LAMP)等耗时短，

但其假阳性率较高(表 1)。需注意的是，聚合酶链反

应(PCR)、qPCR、LAMP等方法可检测幽门螺杆菌中

某些特定基因，但因死亡细菌的DNA也在环境中长

期存在，仅使用这些方法不能判断细菌是否存活，

故可以将这些方法与生物染料技术结合使用，利用

PMA、EMB等生物染料能够进入膜受损的细胞并与

其DNA发生共价交联反应的特点，在检测前加入生

物染料，使样本中死细胞在PCR过程中的特异性扩

增受到抑制，达到检测VBNC状态的目的。

4 VBNC状态幽门螺杆菌的检出现状

近年来，幽门螺杆菌在环境样本中的检测受到

了广泛关注，目前已有从水源、蔬菜等环境样本中

检出幽门螺杆菌的报道。但其中针对 VBNC 状态幽

门螺杆菌的研究较少，仅在天然水源和饮用水中发

现(表 2)。Aziz等[35]的研究指出，被污染的水源或为

幽门螺杆菌传播的重要载体，灌溉水中的病原体可

能污染蔬菜等食品。这提示水中存在的 VBNC 状态

幽门螺杆菌对其传播可能具有重要意义。此外，蔬

菜、肉类、乳制品中存活的幽门螺杆菌可能进入

VBNC状态，并长期存在于受污染的食品中。在人工

模拟环境中，幽门螺杆菌可在超高温灭菌奶中进入

VBNC状态，最长存活时间可达30 d[36]。接种至菠菜

叶的幽门螺杆菌在24 h内不可培养，但可在6 d或更

长时间内保持活力[34]。幽门螺杆菌也能够在人工污染

的贻贝中以 VBNC 状态存在，并维持毒力因子转录

物的持续表达[37]。

表1 活的非可培养状态幽门螺杆菌检测方法比较

Table 1 Comparison of detection methods of H. pylori in the viable but non-culturable state

方法

呼吸检测法

DVC

DVC-FISH

流式细胞术

LIVE/DEAD BacLight

活力测定

PMA/EMA-qPCR

PMA/EMA-LAMP

RT-PCR

功能/指示剂

CTC、INT

萘啶酮酸

萘啶酮酸、

特异性探针

SYTO®9、PI

SYTO®9、PI

PMA、EMA

PMA、EMA

特异性引物

主要原理

检测电子转移

检测形态变化

检测形态变化及

荧光信号

检测细胞膜完整性、

膜电位

检测细胞膜完整性

检测细胞膜完整性

检测细胞膜完整性

检测细胞内mRNA

优缺点

操作简单；需与其他方法联合使用，准确性差

操作简单；灵敏度低

可检测复杂样本；操作复杂

可分析活死细胞数量关系；需与其他方法联合使

用，价格昂贵

操作简单；价格昂贵，具有致癌风险

灵敏度高，可定量分析；可能产生假阳性结果

所需时间短，结果判定简单；应用较少，

可能产生假阳性结果

可定量分析；操作复杂，可能产生假阴性结果
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DVC：活菌计数；CTC：5-氰基-2,3-二甲苯氯化四氮唑；INT：对碘硝基四唑紫；PI：碘化丙锭；LIVE/DEAD Baclight：

死活细菌荧光检测剂；PMA：叠氮溴化丙锭；EMA：叠氮溴化乙锭；LAMP：环介导等温扩增技术。
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在自然环境中 VBNC 状态幽门螺杆菌亦可能存

在于其他生物媒介的体内。2017年Moreno-Mesonero

等[38]在饮用水及废水中的阿米巴原虫体内检测到

VBNC状态的幽门螺杆菌，提示阿米巴原虫可能作为

幽门螺杆菌生存的“庇护所”。阿米巴原虫广泛分布

于自然环境中，生存于农产品表面及水源中的阿米

巴原虫可能为幽门螺杆菌等病原体的传播提供了条

件[39]。在Moreno-Mesonero等[18]的后续研究中，该团

队对蔬菜样本进行了检测，虽未直接检测出 VBNC

状态幽门螺杆菌，但在蔬菜中分离的阿米巴原虫体

内发现了 VBNC 状态幽门螺杆菌。这些证据表明环

境中可能存在 VBNC 状态幽门螺杆菌，并且寄生于

生物媒介体内，直接或间接造成食物和水源的污染。

因此，环境中 VBNC 状态幽门螺杆菌的检测情况仍

然值得关注，有必要对水源及食品中的 VBNC 状态

幽门螺杆菌潜在的传播风险进行评估。

5 结 语

幽门螺杆菌是一种流行较广的病原体，在不利

的生存条件下可进入 VBNC 状态，在该状态下细菌

丧失了可培养性，使用传统的检测方法容易造成漏

检。近年来发现天然水源及人工饮用水系统中存在

VBNC 状态幽门螺杆菌，这提示幽门螺杆菌可能以

VBNC状态长期存在于环境和食物中，对公众健康构

成了潜在威胁。同时，VBNC状态幽门螺杆菌可在生

物媒介体内生存，这对其检测带来了更大的挑战，

也表明环境中幽门螺杆菌的数量可能被低估[18, 38]。因

此，进一步完善并优化 VBNC 状态幽门螺杆菌的检

测方法，开展食品及环境中 VBNC 状态幽门螺杆菌

的检测，对于深入研究幽门螺杆菌传播机制、控制

幽门螺杆菌的传播具有重要意义。目前的研究较多

关注于 VBNC 状态幽门螺杆菌的诱导方法，但针对

其形成机制、复苏条件等方面的探索仍然存在一定

局限性，VBNC状态幽门螺杆菌能否复苏关系到公共

卫生与人类健康，未来需要更多的研究加以验证，

这些研究也将为幽门螺杆菌的防控提供更多的理论

支持和数据支撑。
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