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PCR法检测研究 HP传染途径
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摘　要: PC R(多聚酶链反应 )核素探针是分子核医学研究的重要手段之一。 利用该技术检测

幽门螺杆菌 ( HP)是 HP检测中最准确、最有效的方法。 在 PCR法中常用的是随机片段扩增

( RAPD)及限制性片段长度多态性分析 ( RFLP )技术 ,它们的敏感性、特异性优于细胞培养、组织

学、血清学检测及尿素酶呼气实验法 ,并且能够检测离体实验样品 ,因此它不仅适用于临床诊断 ,

也适用于流行病学调查研究。利用 RAPD和 RFLP研究 HP的传染途径发现: HP可出现于人的唾

液、牙斑、牙洞、胃液、粪便及水中 ,证明 HP可能通过口 -口、粪 -口、胃 -口、水等途径传播。 在猫、犬

等一些动物中也发现了 HP,说明它们可能也是 HP的宿主 ,但其确切的传播方式还需进一步研

究。

关键词: PC R探针　 HP传播途径

　　当前核医学正迈向分子核医学的新时

代 ,分子生物学及其技术在核医学中的广泛

应用将大大促进核医学向纵深发展。近年来 ,

利用多聚酶链反应 ( PCR)方法中含有放射性

核素的高敏感、高特异性的探针来检测及诊

断幽门螺杆菌 ( HP)取得了可喜的进展。 HP

是一类微厌氧、 Gram染色阴性、能够移动的

螺旋杆菌 ,它是胃炎、胃及十二指肠溃疡的重

要病源体 ,甚至可能导致胃癌的发生。有资料

表明 ,全世界有 40%以上的人群感染了

HP
[1 ]
,在发展中国家甚至可达 89%～ 90% 。

所以 , HP的检测及治疗越来越引起人们的

重视。 兹将近年来利用分子核医学技术研究

HP取得的进展作一综述。

1　 HP的传统检测方法

检测 HP的传统方法可分为直接法和间

接法两大类。从组织学检查证实 HP感染或

通过细菌培养获得 HP感染的证据 ,这是直

接法 ,如内窥镜活检、组织学检查、活检组织

细菌培养等 ;通过测定 HP产生的尿素酶对

尿素的水解作用 ,或测定体内免疫系统产生

的抗 HP抗体 ,这是间接的方法 ,如快速尿素

酶实验、呼气实验、血清抗 HP抗体测定等。

由于直接法及间接法中的快速尿素酶实验均

依赖于内窥镜组织活检 ,若以此类方法在短

期内观察对 HP感染的治疗效果及有无复

发 ,则很难使患者接受。另外 ,由于内窥镜活

检仅获得极其有限的胃粘膜组织 ,若在这有

限的标本中不含 HP或 HP含量极少 ,则往

往容易造成“假根除”。 间接法中的血清抗

HP抗体测定是不依赖内窥镜检查 HP感染

的方法 ,能够大规模测定人群中 HP的感染

情况 ,以酶联免疫吸附分析 ( ELISA)为基础

的血清学检测方法的敏感度及准确度都很

高 ,但可靠性差 ,这是由于感染 HP后 ,人体

血清内能够长时间保持一定的抗体滴度 ,难

免有假阳性 ,故这一方法也不适用于 HP治

疗的短期随访观察。现在比较常用的尿素呼

气实验是一种简便、快速、非侵入性的方法 ,

它利用 HP能够产生尿素酶 ,尿素酶分解尿

素成 CO2及氨气 ,当病人饮入含有
13
C或

14
C

标记的尿素液体时 ,如果胃内感染了 HP,那

么 HP会把尿素分解 ,含有 13 C或 14 C的 CO2

将被呼出 ,通过测定 CO2气体中
13
C或

14
C的

量 ,可以确定是否感染 HP。这种方法特异性
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高 ,无需胃镜活检 ,但此法的缺点是可产生假

阴性 ,容易受到药物影响 ,并且不能做体外标

本的测定。因此 ,需要一种非损伤性、简单、准

确、灵敏、适用于儿童及成人 ,既能够监测治

疗前后 HP清除情况 ,又能用来做流行病调

查的方法。

2　 HP的 PCR检测法

检测 HP的分子生物学方法很多 ,如

rRN A探针以及 Southern blo t杂交法等 ,但

这些方法费时、技术要求高 ,所以较少采用。

而 PCR方法是一种非常适合的方法 ,有研究

表明 ,此法比细胞培养及其它实验室检查法

更灵敏。它不仅可以检测胃的活检标本 [2, 3 ] ,

也可以在非损伤情况下测定胃液、胆汁、粪

便、牙斑、水等其它离体标本 [4, 5 ] ,而且样品不

需要严格的保存条件 ,因为利用 PCR方法测

定的是 HP的 DNA分子 ,并不需要存活的

完整细菌活体 , DN A分子的化学性能较稳

定 ,可在外界环境长时间存在 ,易于被检出 ;

另外 , HP能被一些药物转变成球菌 ,这可能

是 HP的休眠状态 ,这种状态很难被传统方

法测出 ,但用 PCR法可以测出
[6 ] ,并且 即使

样品中存在着的细菌量极少 ,也能够检测出

来 ;更重要的是 , PCR法可测定治疗前后和

感染的 HP分型及消除的情况
[7, 8 ]

,这就使

PCR法不仅适用于临床诊断 ,判定持续的感

染是由于治疗失败还是重新感染 ,区分病人

感染的 HP是由病人之间还是由家庭之间传

播造成的 ;同时它也适用于环境标本 ,能够测

定样品中是否存在着 HP及其存在的类型 ,

所以它又是一项流行病学调查的重要工具。

检测 HP的最常用 PCR技术是指纹法 ,

它利用放射性核素标记的寡聚核苷酸探针与

所需检测的 HP的 DNA进行分子杂交 ,经

过 PCR扩增 ,行琼脂糖凝胶电泳 ,然后放射

自显影 ,比较观察电泳带来鉴定 HP和分型。

指纹法中随机片段扩增法 ( RAPD)是利用非

细菌特异的基因序列来随意选择短链的探

针 ,通过在早期 PCR的循环中这些随机的探

针扩增了从基因起始位点到与这些探针随意

匹配的位点的基因序列 ,在进一步的序列循

环中 ,产生了严格的高度特异的片段 ,根据这

些片段组成的电泳图来判定 HP。 在 RAPD

法中 ,因为需要整个的细菌基因图作为起始

位点 ,首先要在培养下分离出单一的菌株 ,这

在某些情况下是很困难的。在这种情况下 ,另

一种方法比较适合一些 ,那就是片段长度多

态性分析 ( RFLP)法。 它利用细菌固有的基

因序列作为特定的探针 ,进行 PCR扩增 ,扩

增的产物再经过不同的限制性内切酶进行切

割而产生不同长度的片段 ,通过这些不同的

片段来测定 HP的存在及其分类。 RFLP法

的 HP不需要分离就可以直接测定 ,适用于

比较复杂的情况 ,但它的分辨性能不及

RAPD法 ,尤其是当它的探针序列特异性不

强或多种不同的菌株同时存在时表现明

显 [9 ] ,因为不同菌株的限制性片段将会混在

一起而产生与任何菌株不相对应的模型。 一

般来说 ,这个问题可以通过仔细加长每一个

片段的长度来解决。

作为 PCR探针的特定基因序列 ,研究较

多的是 HP的 RNA基因 (如 16S rRN A、 5S

rRN A、 23S rRN A等 )、尿酶基因 (如 ureA、

ureB、 ureC等 ) ,这几种基因是 HP特定的基

因序列 ,对 HP的检测灵敏度较好 ,但有时可

能与其它菌株有交叉反应 ,故而做探针时应

严格挑选以增加特异性。另外 ,还有人选择其

它的基因序列 (如 HP的蛋白抗原
[10 ]
)或其

基因文库中的不同片段来做探针
[11, 12 ]

,也达

到了很好的效果。

3　 HP的传播途径

HP的传染源及传播途径一直是人们研

究的热点 ,因为缺少适当的方法 ,在 PCR法

应用于 HP的检测以前 ,对它的传播的了解

较少。 PCR法具有高灵敏度、高特异性、能够

测定胃体外的环境样品 ,且重复性好等的优
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点使得 HP的流行病学调查成为现实。

现在比较流行的看法是 HP的口 -口传

播途径。研究表明 ,感染 HP的病人唾液中的

细菌培养检查结果基本上是阴性的 ,但利用

PCR技术 ,人们发现并已证实 ,病人唾液中

有一定量的 HP存在 ,而且存在率很高 (可达

84% ) [13 ]　。 利用此技术 ,人们又发现 ,在病人

的牙斑和牙洞中也存在着 HP
[14, 15 ]

。一项研

究表明 , 9例胃内未检出 HP的病人中 ,利用

PCR技术发现了口腔中存在着 HP
[13 ] ,这些

细菌可能是暂时存在的 ,但也说明胃中的

HP可由口腔传入。经药物治疗消除 HP一段

时间后 ,病人有一定的复发率。 PCR法检测

发现 ,再感染的 HP类型同配偶、父母、子女

或本人口腔中的 HP相同 ,因此有人认为 ,这

是通过无法接触到药物的口腔传播或重新感

染造成的 [16 ]。 另外一些研究者认为 ,口腔及

唾液中的 HP是通过胃液返流造成的 [17, 18 ] ,

在以往的细菌培养检查中 ,由于酸性的胃液

中细菌含量少并且在此条件下活性容易丧

失 ,因此在病人胃液中 HP的检出率低 ( 38%

～ 56% ) ,而 PCR探针的检测特异性高达

100% ,灵敏度可达 96% ,其检出率在 85%以

上
[19 ]
。 不管检出率高低 ,都证实胃液确可携

带 HP。在一些 PCR分析的结果中 , HP随机

分布出现在口腔中的生态窝中 ,其 PCR扩增

产物经过内切酶消化后 ,发现其类型与在胃

中存在着的 HP类型一致
[20 ] ,这更可能同胃

液返流相关。但也有一些研究表明 ,很多胃中

有 HP感染的人 ,口腔中并不一定同时存在

着 HP,或者在唾液、牙斑和牙洞中的 HP感

染率是很低的 ,而且由于在牙斑中能够存在

350种不同的细菌 ,一些病人的 PCR检测可

能存在假阳性 ,可见口腔中细菌作为传染源

并不是很确定的。但总的来说 ,口腔中存在着

的 HP,不管是暂时的还是永久的 ,都与配

偶、父母、子女等家庭内部生活联系紧密的人

群通过横向或纵向的口 -口传播有着密切关

系。

另外一个可能的传播途径是粪 -口途径。

由于粪便中的 HP含量少并且有不同细菌共

存等因素的共同作用 ,使得培养分离活 HP

几乎不可能 ,利用高灵敏的 PCR技术 ,已经

在粪便样品中检测出了 HP DNA的存在 ,但

结果并不很一致 ,有的检出率很高 ( 12 /30) ,

有的检出率却很低 ( 2 /29)。粪便可以污染水 ,

通过污染的水进行传播是粪-口途径的主要

方式 ,人们利用 PCR探针在污染的水中也发

现了 HP
[21 ]。 另外 ,不同地理和社会类型中

HP的感染程度不同 ,也证明粪 -口途径是一

个重要的方式。在智利等一些发展中国家 ,其

生活水平低 ,卫生状态差 ,人口密集 , HP的

发病率高于发达国家 [22 ] ,而且在智利首都利

马的污水中用 PCR也检测出了 HP,说明了

粪 -口途径存在的可能性。但需要说明的是 ,

由于 PCR只是检测细菌的 DNA存在与否 ,

并不能说明细菌是死是活 ,如果是死的或是

DNA片段 ,那么就不能作为传染源 ,所以是

否能在粪便中分离出 HP是其作为传染源关

键。虽然个别人已从粪便中分离出 HP,但大

部分实验结果是阴性的。

现在还有一种说法是胃 -胃途径 [ 23, 24 ]。在

病人的胃液中利用 PCR技术发现了 HP,同

时在给感染 HP的病人做检查用的胃镜或胃

管中 ,由于消毒不彻底而检出有一定量的

HP附在上面
[25 ]。 如果将消毒不彻底的胃镜

用于检查其他正常人 ,那么就可以通过胃与

胃的间接接触造成 HP的传播。 流行病学调

查中 ,操作胃镜或下胃管等经常接触胃液的

医生的 HP发生率较高 ,也可以在某种程度

上说明了可能存在着这一途径。另外 ,胃的粘

液性呕吐物也可能作为 HP的传染源
[26 ]
。儿

童时期是感染 HP最危险的时期 ,其感染率

非常高 ,尤其是那些生活在家庭子女多、无固

定热水供应等生活、社会经济条件差、人群密

集的地区及在校儿童的感染率更高。儿童 ,特

别是婴儿 ,更易出现呕吐 ,而且儿童经常将不

清洁的手指和外来物放入口中 ,如果对呕吐
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物清除不彻底 ,呕吐物中的 HP污染了周围

物体 ,那么儿童的手指接触到后 ,就可造成感

染。但此项假设缺乏细菌培养和 PCR检测的

证据。

利用 PCR技术在猪和猫中也分离检测

出了 HP,这些动物同人类的关系密切 ,也可

将 HP传染给人类。有人发现 ,苍蝇身上也携

带着 HP
[ 27]
,虽然目前缺乏进一步的证明 ,但

如果确是如此 ,那么这将是最主要的传染源

之一。

总之 , HP的传染是比较复杂的 ,可能是

多方面因素共同作用的结果 ,在研究这些问

题时 , PCR法是一项不可缺少的有效工具。
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血管活性肠肽受体研究现状
华西医科大学附一院核医学科 (成都 , 610041)　史育红　谭天秩

摘　要: 血管活性肠肽 ( V IP)是由 28个氨基酸组成的多肽 ,结构上属胰泌素 -胰高血糖素多肽

家族。血管活性肠肽受体广泛分布于人和动物的多种组织器官上。现代分子生物学方法证明 ,该类

受体有两种亚型 ,即 V IP1和 VIP2型受体。 通过对其分布、结构与功能、染色体定位及受体激动剂

和拮抗剂的研究 ,将有助于阐明其与某些疾病的关系 ,并建立一种对疾病尤其是恶性肿瘤具有诊

断和治疗价值的新技术。

关键词: 血管活性肠肽　血管活性肠肽受体
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