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技术方法

活体长爪沙鼠幽门螺杆菌检测方法的建立
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　 　 【摘要】 　 目的　 应用巢式 ＰＣＲ 方法通过胃液活体检测长爪沙鼠幽门螺杆菌感染，从而建立可以持续监测长

爪沙鼠幽门螺杆菌感染的检测技术。 方法　 体外培养幽门螺杆菌并接种至长爪沙鼠体内，在感染后第 １０ 周使用

普通 ＰＣＲ 方法检测长爪沙鼠胃液，使用巢式 ＰＣＲ 方法对长爪沙鼠胃液、胃组织、十二指肠内容物、结肠粪便进行检

测；同时还利用快速尿素酶试验和血清 ＥＬＩＳＡ 方法等对比分析巢式 ＰＣＲ 方法的准确性，上述 ＰＣＲ 产物均经过测序

验证。 结果　 普通 ＰＣＲ 方法检测胃液、巢式 ＰＣＲ 方法检测胃液、胃组织、十二指肠内容物，结肠粪便以及快速尿素

酶试验、血清 ＥＬＩＳＡ 检测方法检验结果阳性率分别为 ３０％ 、１００％ 、１００％ 、９０％ 、１０％ 、１００％ 和 ０％ 。 比较不同检测

方法的检测结果发现，胃液巢式 ＰＣＲ、胃组织巢式 ＰＣＲ 和快速尿素酶试验均有 １００％的检测率，普通 ＰＣＲ 检测胃液

的方法、结肠粪便巢式 ＰＣＲ 方法及血清学 ＥＬＩＳＡ 检测方法检测率均比较低。 结论　 胃液巢式 ＰＣＲ 检测方法由于

其特异性、准确性及灵敏性较高等特点可以用于长爪沙鼠幽门螺杆菌的长期检测，特别是对于预防和治疗幽门螺

杆菌感染的实验具有重要价值。
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　 　 幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ）形态特征与弯

曲菌类似，为革兰阴性菌。 １９８３ 年由澳大利亚学者

沃伦（Ｊ． Ｒｏｂｉｎ Ｗａｒｒｅｎ）和马歇尔（Ｂａｒｒｙ Ｊ． Ｍａｒｓｈａｌｌ）
从胃炎和胃溃疡病人胃黏膜组织中分离培养出来

该细菌，研究发现该细菌与胃部多种疾病具有相关

性，二位学者因此获得 ２００５ 年诺贝尔生理学和医学

奖［１］。 幽门螺杆菌是胃癌发生的重要的风险因素

之一，世界卫生组织（ＷＨＯ）已经将其列为一类致癌

物质［２］。 长爪沙鼠（Ｍｏｎｇｏｌｉａｎ ｇｅｒｂｉｌ）是幽门螺杆菌

研究中重要的模型动物。 Ｈｏｎｄａ 在 １９９８ 年利用长

爪沙鼠成功复制了幽门螺杆菌感染的动物模型，并
且研究发现长爪沙鼠在幽门螺杆菌感染后会出现

胃炎、胃溃疡、肠化生甚至胃癌等与人类相似的病

理过程［３］。 目前，长爪沙鼠幽门螺杆菌感染的检测

方法主要有细菌分离培养、胃组织切片以及血清学

检测等方法，尚缺少一种直接针对抗原、快速、有效

的活体检测方法。 本文通过抽取胃液后进行巢式

ＰＣＲ 的方法对感染幽门螺杆菌的长爪沙鼠进行检

测和评价。

１　 材料和方法

１ １　 实验动物和菌株

普通级长爪沙鼠 １０ 只，雄性，８ 周龄，体重 ５０ ～
６０ ｇ。 所有长爪沙鼠均来自首都医科大学实验动物

部，饲养于控制温湿度的普通环境中【 ＳＹＸＫ（京）
２０１３ － ０００５】。 幽门螺杆菌采用 ＡＴＣＣ４３５０４ 菌株，
由中国食品药品检定研究院提供。
１ ２　 试剂和仪器

哥伦比亚血琼脂基础培养基（Ｏｘｏｉｄ 公司，批号

ＣＭ０３３１，英国）；无菌脱纤维羊血（北京路桥技术有

限公司，中国）；ＭＧＣ 微需氧产气袋与密封培养盒

（三菱瓦斯化学株式会社，日本），小鼠幽门螺杆菌

抗体检测试剂盒（上海通蔚生物科技有限公司，批
号：ｍｌ１３３０６，中国）幽门螺杆菌诊断试剂盒（ＹＺＢ ／闽
０４５５ － ２００９，福建三强生物化工有限公司，中国），
微量样品基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒（天根生化科技

（北京）有限公司，批号：ＤＰ３１６，中国），ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ （２Ｘ）预混酶（Ｋ０１７１，Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国），
低熔点琼脂糖 （ Ａ８３５０， Ａｍｒｅｓｃｏ， 美国）， ＰＣＲ 仪

（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司，美国），电泳仪（ＢＩＯ⁃ＲＡＤ
公司，美国），凝胶成像系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，美国），
压力蒸汽灭菌器（Ｔｒｉｕｍｐｈ 公司产品），超净工作台，
灭菌灌胃针，灭菌手术器械（眼科剪、眼科镊等）。
１ ３　 实验设计

１ ３ １　 细菌培养和感染动物

无菌脱纤维羊血加入高压灭菌后的哥伦比亚

琼脂基础培养基，倾注平皿，制成含 ５％脱纤维羊血

的哥伦比亚琼脂平板。 幽门螺杆菌接种于哥伦比

亚血琼脂平板上，至密封培养盒中，３６℃微需氧培养

４８ ｈ。 菌苔用无菌生理盐水制成含菌量为 １０９ ＣＦＵ ／
ｍＬ 浓度的菌液，分装成小份，至 － ８０℃冰箱备用，２
周内用完。 取长爪沙鼠每次灌胃 ０ ５ ｍＬ 菌液，连续

灌胃 ５ 次，每次间隔 ２４ ｈ。 所有动物灌胃前禁食不

禁水 ２４ ｈ。 灌胃结束后饲养 １０ 周。
１ ３ ２　 胃液基因组提取方法

感染幽门螺杆菌长爪沙鼠禁食不禁水 ２４ ｈ，用
高压灭菌水灌胃 ０ ５ ｍＬ，等 １ ｍｉｎ 后用灌胃针伸入

长爪沙鼠胃中抽取其胃中液体放入离心管中。 胃

液经过离心，利用微量样品基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒

提取基因组。
１ ３ ３　 巢式 ＰＣＲ 引物设计及扩增

使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 引物设计软件设计引物，
第一次 ＰＣＲ 反应， 引物 Ｆ１： ＡＧＴＡＧＧＧＣＣＡＴＡＣＡ
ＴＡＧＡＡＡ，引物 Ｒ１：ＧＡＣＡＡＡＡＣＴＣＧＴＡＡＣＣＧＴ，目的

片段大小为 ４９９ ｂｐ， ＰＣＲ 反应程序：９５℃ 预变性 ５
ｍｉｎ；９５℃变性 ３０ ｓ、５１ ３℃退火 ３０ ｓ、７２℃延伸 ３０ ｓ，
循环 ３５ 次；７２℃终延伸 ５ ｍｉｎ。 第二次 ＰＣＲ 反映，
引 物 Ｆ２： ＣＡＴＡＧＴＴＧＴＣＡＴＣＧＣＴＴＴＴ， 引 物 Ｒ２：
ＧＣＧＴＴＧＧＴＴＧＡＴＡＧＧＣ，目的片段大小为 １００ ｂｐ，反
应程序：９５℃预变性 ５ ｍｉｎ；９５℃变性 ３０ ｓ、５１ ３℃退

火 ３０ ｓ、７２℃ 延伸 ３０ ｓ，循环 ３５ 次；７２℃ 终延伸

５ ｍｉｎ。
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１ ３ ４　 检测阈值的建立

检测前对 １０ 只长爪沙鼠禁食不禁水 ２４ｈ。 使

用灌胃针给长爪沙鼠灌胃 ０ ５ ｍＬ 生理盐水。 等 １
ｍｉｎ 左右后，再用灌胃针伸入长爪沙鼠胃中抽取其

胃中液体放入离心管中。 隔天重复操作，将所有长

爪沙鼠胃液混合，取 １８０ μＬ 胃液加入浓度为 ２
１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ 浓度的幽门螺杆菌 ２０ μＬ 混匀后倍比

稀释，浓度分别为 ２ １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ、２ １０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ、
２ １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ、２ １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ、２ １０４ ＣＦＵ ／ ｍＬ、２
１０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ、２ １０２ ＣＦＵ ／ ｍＬ 和 ２ １０ ＣＦＵ ／ ｍＬ

的混合液。 使用微量样品基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒

提取混合液基因组，进行巢式 ＰＣＲ 扩增，将扩增产

物进行琼脂糖凝胶电泳及测序。
１ ３ ５　 幽门螺杆菌其他检测方法

普通 ＰＣＲ 方法检测胃液：使用微量样品基因组

ＤＮＡ 提取试剂盒提取该液体基因组，只使用巢式

ＰＣＲ 中第 １ 次 ＰＣＲ 引物进行扩增，将扩增产物进行

琼脂糖凝胶电泳。
将取胃液样本完毕后的长爪沙鼠进行眶静脉

采血，并断颈椎处死后采集胃黏膜、十二指肠内容

物及结肠粪便，其中部分胃黏膜进行快速尿素酶试

验；离心分离静脉血血清，用于 ＥＬＩＳＡ 检测。 胃黏

膜、十二指肠内容物及结肠粪便中基因组 ＤＮＡ，进
行巢式 ＰＣＲ 检测。

快速尿素酶检测方法：使用胃幽门螺杆菌诊断

试剂盒（福建三强生物化工有限公司），使用前去底

物酶标条的盖子，每孔加入酶促反应液 ２ 滴（或 １００
μＬ），待药膜完全溶解后，用洁净镊子将受感染动物

的胃黏膜放入药液中，在 １０℃ ～ ３０℃ 条件下孵育

５ｍｉｎ，观察结果。 采用目测法，衬白纸在自然光线下

观察各孔内胃组织黏膜组织边缘药液颜色变化。
幽门螺杆菌阴性为黄色，幽门螺杆菌阳性为浅红色

至玫瑰红色。
血清 Ｅｌｉｓａ 检测方法：通过眶静脉取感染幽门螺

杆菌长爪沙鼠血液 ５００ μＬ，室温静置 ２ ｈ，３０００ ｒ ／
ｍｉｎ，１５ ｍｉｎ 离心，取血清。 按照小鼠幽门螺杆菌抗

体检测试剂盒说明书进行 Ｅｌｉｓａ 检测，最终和阳性标

准品比较，确定长爪沙鼠是否感染幽门螺杆菌。
１ ３ ６　 实验结果分析

通过检测胃液中幽门螺杆菌浓度梯度确定胃

液巢式 ＰＣＲ 检测方法的灵敏性，并通过胃液巢式

ＰＣＲ 检测方法检测造模动物的感染阳性率与常规

方法检测的感染阳性率进行比较，确定该方法准确

性和特异性。

２　 结果

２ １　 普通 ＰＣＲ 方法检测胃液结果

使用第一对 ＰＣＲ 引物进行普通 ＰＣＲ 扩增对胃

液检测，目的条带为 ４９９ ｂｐ，对于扩增出目的条带的

视为阳性。 普通 ＰＣＲ 方法检测以感染动物的胃液，
结果显示有 ３ 只动物感染幽门螺杆菌，检出率为

３０％ （如图 １Ａ）。
２ ２　 巢式 ＰＣＲ 方法检测不同样品结果

幽门螺杆菌在消化道中均有分布。 本研究通过

对胃液、胃组织、十二指肠内容物及结肠粪便进行分

析，筛选了适合检测的消化道组织或内容物。 分别对

胃液、胃组织、十二指肠内容物及结肠粪便进行巢式

ＰＣＲ 检测，经过琼脂糖凝胶电泳分析，对于扩增出目

的条带的视为阳性。 巢式 ＰＣＲ 方法检测胃液和胃组

织结果显示，１０ 只动物感染幽门螺杆菌，检出率

１００％；巢式 ＰＣＲ 方法检测十二指肠内容物结果显

示，有 ９ 只动物感染幽门螺杆菌，检出率为 ９０％，巢式

ＰＣＲ 方法检测结肠粪便结果显示，仅有 １ 只动物感染

幽门螺杆菌，检出率为 １０％（如图 １Ｂ⁃Ｄ）。
２ ３　 巢式 ＰＣＲ 方法检测阈值分析

ＰＣＲ 方法具有分高的灵敏性。 本研究取不同

浓度菌液提取的基因组进行巢式 ＰＣＲ 扩增和琼脂

糖凝胶电泳并测序，实验结果如图 ２ 所示，幽门螺杆

菌浓度为 ２ １０８ ～ ２ １０２ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的混合液中均

扩增出目的片段。 将巢式 ＰＣＲ 扩增出的目的片段

送北京睿博兴科生物技术有限公司进行测序，使用

Ｐｕｂｍｅｄ 数据库对测序结果进行 ＢＬＡＳＴ 分析，确定

巢式 ＰＣＲ 扩增片段为幽门螺杆菌特定片段。 胃液

巢式 ＰＣＲ 检测方法幽门螺杆菌最低浓度为 ２ １０２

ＣＦＵ ／ ｍＬ。
２ ４　 ＰＣＲ 方法与快速尿素酶试验、血清学 Ｅｌｉｓａ 检
测方法的结果分析

为了验证巢式 ＰＣＲ 方法的准确性，本研究选用

快速尿素酶试验和血清学 ＥＬＩＳＡ 检测方法作为对

比。 结果用检测阳性结果所占比例表示，分别说明

各种方法的检测阳性率。 快速尿素酶检测方法按

其说明书要求通过试剂颜色改变判断其感染情况。
检测结果对比如表 １ 所示，快速尿素酶试验结果发

现有 １０ 只动物感染幽门螺杆菌，检出率 １００％ 。 血

清学 ＥＬＩＳＡ 检测方法检测结果显示有 ０ 只动物感

染幽门螺杆菌，检出率为 ０％ 。
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注：Ａ． 胃液一次 ＰＣＲ 产物电泳图；Ｂ． 胃液巢式 ＰＣＲ 产物电泳图；Ｃ． 胃组织巢式 ＰＣＲ 产物电泳

图；Ｄ． 肠内容物巢式 ＰＣＲ 产物电泳图；Ｅ． 粪便巢式产物 ＰＣＲ 电泳图；目的条带均为 １００ｂｐ。

图 １　 通过不同方法检测感染幽门螺杆菌长爪沙鼠的检测结果

Ｎｏｔｅｓ． Ａ． Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｊｕｉｃｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ； Ｂ． Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｊｕｉｃｅ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ； Ｃ． Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｍｕｃｏｓａ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ； Ｄ． Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｄｕｏｄｅｎｕｍ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ； Ｅ． Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｓｔｏｏｌ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ； Ａｌｌ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｂａｎｄｓ
ｗｅｒｅ １００ ｂｐ．

Ｆｉｇ． １　 Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ ｉｎ ｔｈｅ Ｍｏｎｇｏｌｉａｎ ｇｅｒｂｉｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

注：Ａ． 不同幽门螺杆菌浓度巢式 ＰＣＲ 产物电泳图，目的片段大小为 １００ ｂｐ，１ ～ ８ 孔浓度分别为 ２ １０８ＣＦＵ ／ ｍＬ、２ １０７ＣＦＵ ／

ｍＬ、２ １０６ＣＦＵ ／ ｍＬ、２ １０５ＣＦＵ ／ ｍＬ、２ １０４ＣＦＵ ／ ｍＬ、２ １０３ＣＦＵ ／ ｍＬ、２ １０２ＣＦＵ ／ ｍＬ 和 ２ １０ＣＦＵ ／ ｍＬ；Ｂ． 巢式 ＰＣＲ 扩增出

１００ ｂｐ 条带测序结果。

图 ２ 胃液巢式 ＰＣＲ 检测方法检测阈值的测定

Ｎｏｔｅｓ． Ａ． Ｔｈｅ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ． Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｂａｎｄ ｉｓ １００ ｂｐ． Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ

Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ ｉｎ ｔｈｅ １ ～ ８ ｗｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ２ １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ， ２ １０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ， ２ １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ， ２ １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ， ２ １０４ ＣＦＵ ／ ｍＬ， ２ １０３

ＣＦＵ ／ ｍＬ， ２ １０２ ＣＦＵ ／ ｍＬａｎｄ ２ １０ ＣＦＵ ／ ｍＬ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； Ｂ． Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ １００ｂｐ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｊｕｉｃｅ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
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表 １　 不同方法检测长爪沙鼠幽门螺杆菌的结果比较
Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ Ｐｙｌｏｒｉ ｉｎ ｔｈｅ Ｍｏｎｇｏｌｉａｎ ｇｅｒｂｉｌｓ

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

胃液
普通 ＰＣＲ

Ｇａｓｔｒｉｃ ｊｕｉｃｅ
ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ

ＰＣＲ

胃液
巢氏 ＰＣＲ

Ｇａｓｔｒｉｃ ｊｕｉｃｅ
ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ

胃组织
巢氏 ＰＣＲ

Ｇａｓｔｒｉｃ ｍｕｃｏｓａ
ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ

肠内容物
巢式 ＰＣＲ
Ｄｕｏｄｅｎａｌ
ｃｏｎｔｅｓｔｓ

ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ

结肠粪便
巢式 ＰＣＲ
Ｃｏｌｏｎ ｓｔｏｏｌ
ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ

快速尿素酶
检测方法
Ｒａｐｉｄ
ｕｒｅａｓｅ
ｔｅｓｔ

血清 Ｅｌｉｓａ
检测方法
Ｓｅｒｕｍ
ＥＬＩＳＡ

１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
２ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ －
３ － ＋ ＋ ＋ － ＋ －
４ － ＋ ＋ ＋ － ＋ －
５ － ＋ ＋ ＋ － ＋ －
６ － ＋ ＋ ＋ － ＋ －
７ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ －
８ － ＋ ＋ ＋ － ＋ －
９ － ＋ ＋ ＋ － ＋ －
１０ － ＋ ＋ － － ＋ －

注：“ ＋ ”为阳性，“ － ”为阴性。
Ｎｏｔｅ． “ ＋ ”ｍｅａｎｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ；“ － ” ｍｅａｎｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ．

３　 讨论

长爪沙鼠由于其在幽门螺杆菌感染后会出现

胃炎、胃溃疡、肠化生以及胃癌等一系列病理学变

化的特点已经在幽门螺杆菌的相关研究中广泛使

用［３］。 目前虽然已经有多种幽门螺杆菌检测方法，
但大多数检测方法会对动物造成较大的损伤甚至

死亡，不能很好地用于动物的长期监测。 例如细菌

分离培养方法，其作为幽门螺杆菌感染的金标准，
但需处死动物，分离细菌难度较高，且较为耗时［４］。
胃组织切片染色方法也可以作为幽门螺杆菌感染

的金标准，但其同样需要处死动物，过程比较复杂，
对于组织切片要求较高，并且需要有临床经验的病

理医师进行判断，假阴性率较高［５］。 血清学抗体检

测方法已经广泛用于人类和大、小鼠幽门螺杆菌感

染的检测［７］。 但血清学抗体检测方法是一种间接

检测方法，动物感染幽门螺杆菌后数周后才会产生

抗体，这将造成检测结果的假阴性率较高。 现有检

测方法不足制约了使用长爪沙鼠研究幽门螺杆菌。
因此，急需一种能比较准确的检测方法检测幽门螺

杆菌感染情况并能对其进行长期检测。 ＰＣＲ 技术

因其灵敏，快速，方便等特点已经在细菌检测中广

泛使用［６］。 本研究建立了胃液 ＰＣＲ 检测方法用于

检测长爪沙鼠幽门螺杆菌感染情况，该方法具有良

好的灵敏性、准确性以及特异性，不仅如此，该方法

对于长爪沙鼠的损伤甚微，可以作为长期监测类似

长爪沙鼠等实验动物幽门螺杆菌感染的无创检测

方法。
由于长爪沙鼠胃液比较少，无法直接使用灌胃

针抽取胃液，故本实验采取先灌胃无菌水后再抽取

胃液。 但由于灌胃使用的水会稀释胃液中幽门螺

杆菌浓度，加之普通 ＰＣＲ 方法检测敏感性低，很难

根据普通 ＰＣＲ 的电泳图判断其感染情况 （如图

１Ａ）。 而巢式 ＰＣＲ 技术使用两对 ＰＣＲ 引物扩增完

整的目的基因片段，能够增加 ＰＣＲ 的特异性和灵敏

性［８］。 所以通过使用巢式 ＰＣＲ 的方法，显著提升了

该检测方法的准确性和特异性（如图 １Ｂ）。
在本研究中，利用巢式 ＰＣＲ 方法检测动物不同

部位幽门螺杆菌感染情况的阳性率存在差异。 其

中胃液、组织尿素酶方法和胃组织检测效率最高，
阳性率为 １００％ 。 十二指肠内容物阳性率为 ９０％ ，
结肠和粪便检测效率很低。 可能有以下原因导致。
幽门螺杆菌进入胃内则粘附于黏膜表面的粘液层，
寄居于胃小凹及胃黏膜上皮层，特别是胃窦小弯

侧［９］。 所以巢式 ＰＣＲ 方法检测胃液和胃组织的阳

性率较高。 在自然环境或者灌胃过程中会有部分

幽门螺杆菌随水或食物进入到十二指肠与胃组织

交界处，所以巢式 ＰＣＲ 方法检测十二指肠的肠内容

物时也可以检测到幽门螺杆菌，但其准确性不如前

三种检测方法。 长爪沙鼠主要生活在荒漠干旱地

带，其粪便含水量较低［１０］，不利于细菌生存，巢式

ＰＣＲ 方法检测结肠部幽门螺杆菌阳性率较低，故长

爪沙鼠粪便巢式 ＰＣＲ 方法不适合作为一种活体检

测幽门螺杆菌的方法。
巢式 ＰＣＲ 方法检测胃液幽门螺杆菌阳性率与

快速尿素酶试验结果相一致，阳性结果率均为

１００％ ，证明胃液巢式 ＰＣＲ 检测方法的准确性较高。
相比与快速尿素酶试验需处死动物后检测，胃液巢
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式 ＰＣＲ 检测方法能够在对动物造成极微小的损伤

情况下检测动物幽门螺杆菌感染情况。 而血清

ＥＬＩＳＡ 检测结果阳性率较低，主要因为长爪沙鼠对

于幽门螺杆菌产生的抗体与小鼠存在一定差异，所
以使用小鼠幽门螺杆菌抗体检测试剂盒并不适用

于长爪沙鼠。
基于以上不同检测方法的比较，胃液 ＰＣＲ 检测

幽门螺杆菌的方法有以下几个优点。 （１）活体检

测：相对于传统的幽门螺杆菌检测方法，该方法通

过胃液对其进行检测，对动物伤害较小，能够保证

动物的存活，动物可以继续用做其他实验。 这对于

动物实验特别是与幽门螺杆菌研究相关的实验至

关重要。 （２）操作简单：采用 ２ × ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 预

混酶，需 ２ 步 ＰＣＲ 就可得到幽门螺杆菌感染情况。
（３）检测速度快：相对于传统方式，该方法能够较快

速直观的反映出幽门螺杆菌感染情况。 （４）实验结

果认定较为简单、客观：该方法结果的判读是根据

琼脂糖凝胶电泳图中条带目的条带的有无，使检测

结果的判读更加简单、客观。 （５）成本低廉，本实验

只需要微量样品 ＤＮＡ 提取试剂盒和普通 ＰＣＲ 引物

及 ＤＮＡ 聚合酶。 相对于细菌体外培养等方式，成本

相对较低。 （６）抗原检测：相对于抗体等间接检测

方法，该方法是通过对胃液中幽门螺杆菌进行检

测，其准确性相对较高。
Ｗａｔａｎａｂｅ 等［１１］ 研究发现长爪沙鼠人工感染幽

门螺杆菌，其在 ６ 周定植率可以达到 １００％ 。 本实

验同样发现通过人工感染的发方法复制长爪沙鼠

感染幽门螺杆菌动物模型，在第 １０ 周时其定植率高

达 １００％ 。 据此分析，长爪沙鼠是幽门螺杆菌的易

感动物。 虽然有文献报导长爪沙鼠在自然环境中

很少感染幽门螺杆菌［１４］。 但是，人感染幽门螺杆菌

情况较为普遍，据统计全球约有 ５０％ ～ ７０％的人群

感染幽门螺杆菌，有些国家甚至达到 １００％ ［１２］，其
主要通过口 －口途径和粪 － 口途径传播［１３］。 因此，
长期在人工饲养环境下，长爪沙鼠有可能会通过人

感染幽门螺杆菌。 研究发现，幽门螺杆菌感染会导

致长爪沙鼠体内氧自由基聚集［１５］，ＩＬ⁃１２ 和 ＩＦＮ⁃γ
表达量上升等［１６］，这将对实验结果准确性造成严重

影响。 此外，感染幽门螺杆菌后，长爪沙鼠可以通

过口 －口途径和粪 － 口途径传播给幼鼠，导致其在

动物群体长期感染并影响动物质量和研究结果［１７］。
据此，长爪沙鼠种群中应控制幽门螺杆菌的感染。

参考文献：

［ １ ］ 　 Ｗａｒｒｅｎ ＪＲ， Ｍａｒｓｈａｌｌ ＢＪ． Ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｃｕｒｖｅｄ ｂａｃｉｌｌｉ ｏｎ ｇａｓｔｒｉｃ
ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｉｎ ａｃｔｉｖｅ ｃｈｒｏｎｉｃ ｇａｓｔｒｉｔｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｌａｎｃｅｔ， １９８３， １
（８３３６）： １２７３ － １２７５．

［ ２ ］ 　 Ａｒｆａｏｕｉ Ｄ， Ｅｌｌｏｕｍｉ Ｈ， Ｂｅｎ ＡＡ． Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］ ． Ｔｕｎｉｓ Ｍｅｄ， ２００９， ８７（４）： ２３１ － ２３６．

［ ３ ］ 　 Ｈｏｎｄａ Ｓ， Ｆｕｊｉｏｋａ Ｔ， Ｔｏｋｉｅｄａ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ
Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｉｎ Ｍｏｎｇｏｌｉａｎ
ｇｅｒｂｉｌｓ［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， １９９８， ５８（１９）： ４２５５ － ４２５９．

［ ４ ］ 　 何周桃，谢贤和，韦红，等． 幽门螺旋杆菌 ５ 种检测方法比较

［Ｊ］ ． 临床荟萃， ２０１１， ２６（０７）： ５７０ － ５７４．
［ ５ ］ 　 史济经，闵海阳，王青，等． 分离培养在 Ｈｐ 感染诊断中的重

要地位［Ｊ］ ． 世界华人消化杂志， ２００３， １１（０６）： ８６７ － ８６９．
［ ６ ］ 　 赵洁，马晨，席晓敏，等． 实时荧光定量 ＰＣＲ 技术在肠道微生

物领域中的研究进展［Ｊ］ ． 生物技术通报， ２０１４， ３０（１２）： ６１
－ ６６．

［ ７ ］ 　 张冲，叶辉，张姣． 幽门螺杆菌及其血清抗体测定与胃镜及组

织学检查结果的对比分析［ Ｊ］ ． 中国内镜杂志， ２００７， １３
（０４）： ３６９ － ３７１．

［ ８ ］ 　 张平平，王浩然，郭兆彪，等． 多重生物检测技术研究进展

［Ｊ］ ． 军事医学， ２０１２， ３６（９）： ７１３ － ７１７．
［ ９ ］ 　 李健，吴丽莉，冯常炜，等． 幽门螺旋杆菌发现简史［Ｊ］ ． 中华

医史杂志， １９９９， ２９（０４）： １１ － １４．
［１０］ 　 丁贤明，钱宝珍． 长爪沙鼠在生物医学中的应用及其生理生

化研究进展［ Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２００６， １６ （０５）： ３１３
－ ３１８．

［１１］ 　 Ｗａｔａｎａｂｅ Ｔ， Ｔａｄａ Ｍ， Ｎａｇａｉ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｓ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｉｎ ｍｏｎｇｏｌｉａｎ ｇｅｒｂｉｌｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ， １９９８，１１５（３）： ６４２ － ６４８．

［１２］ 　 Ａｍｉｅｖａ Ｍ， Ｐｅｅｋ ＲＪ． Ｐａｔｈｏｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ， ２０１６， １５０（１）： ６４ － ７８．

［１３］ 　 苏青，徐三平． 幽门螺旋杆菌的研究进展［Ｊ］ ． 临床消化病杂

志， ２０１４， ２６（０３）： １３２ － １３３．
［１４］ 　 刘琳娜，丁士刚． 不同幽门螺杆菌菌株感染动物模型的研究

进展［Ｊ］ ． 胃肠病学， ２０１０， １５（０７）： ４２９ － ４３１．
［１５］ 　 Ｒａｊｕ Ｄ， Ｈｕｓｓｅｙ Ｓ， Ａｎｇ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｖａｃｕｏｌａｔｉｎｇｃｙｔｏｔｏｘｉｎ ａｎｄ

ｖａｒｉａｎｔｓ ｉｎ Ａｔｇ１６Ｌ１ ｔｈａｔ ｄｉｓｒｕｐｔ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｐｒｏｍｏｔｅ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ
ｐｙｌｏｒｉ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ， ２０１２， １４２
（５）： １１６０ － １１７１．

［１６］ 　 王晶桐，刘玉兰． 蒙古沙鼠感染幽门螺旋杆菌后胃黏膜细胞

因子水平的改变 ［ Ｊ］ ． 胃肠病学和肝病学杂志， ２００８，１７
（０１）： ５０ － ５１．

［１７］ 　 Ｏｓｈｉｏ Ｉ， Ｏｓａｋｉ Ｔ， Ｈａｎａｗａ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｖｅｒｔｉｃａｌ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｍｏｎｇｏｌｉａｎ ｇｅｒｂｉｌ ｍｏｔｈｅｒｓ ｔｏ ｐｕｐｓ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｍｅｄ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２００９， ５８（Ｐｔ ５）： ６５６ － ６６２．

〔修回日期〕２０１６ － ０７ － ２５

０８ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ２７ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ３


