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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 体外培养幽门螺旋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旋杆菌的长期检测，特别是对于预防和治疗幽门螺旋杆菌感染的实验具有重要价值。
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[bookmark: OLE_LINK7][bookmark: OLE_LINK8]【Abstract】Objective  To detect H.pylori infection in living Mongolian gerbils using gastric juice and nested PCR, in order to establish a method to continuously detect H.pyloriinfection in Mongolian gerbils. Methods  Mongolian gerbils were infected with H. pylori which were cultured in vitro. The H.pylori was detected with normal PCR through gastric juice and nested PCR through gastric juice, gastric mucosa, contents in duodenum and stool in colon. And use rapid urea test and ELISA to analyze the accuracy of the nested PCR method. All of the PCR products were verified by sequencing. Results  The positive test rates of normal PCR method through gastric juice, nested PCR method through gastric juice, gastric mucosa, contents in duodenum and stool in colon, rapid urea test and ELISA were 30%, 100%, 100%, 90%, 10%, 100% and 0%. Comparison of test results in different methods we found that the positive test rates are 100% in nested PCR through gastric juice; gastric mucosa and rapid urea test, but normal PCR method through gastric juice, nested PCR method through stool in colon, and ELISA were lower than other methods. Conclusions  This method can be used to detect H.pylori infection in Mongolian gerbils because of its specificity, accuracy and sensitivity, and it had an important value especially in prevention and treatment of H. pylori infection experiments.
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引言
幽门螺旋杆菌（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]。幽门螺旋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）是幽门螺旋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旋杆菌感染的动物模型，并且研究发现长爪沙鼠在幽门螺旋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，长爪沙鼠幽门螺旋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旋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】。幽门螺旋杆菌采用ATCC43504，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），小鼠幽门螺旋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）幽门螺旋杆菌诊断试剂盒（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。幽门螺旋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
感染幽门螺旋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：AGTAGGGCCATACATAGAAA，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。
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24 h。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2109 CFU/mL浓度的幽门螺旋杆菌20 μL混匀后倍比稀释，浓度分别为2108 CFU/mL、2107 CFU/mL、2106 CFU/mL、2105 CFU/mL、2104 CFU/mL、2103 CFU/mL、2102 CFU/mL和210 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 幽门螺旋杆菌其他检测方法
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中第一次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，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：使用胃幽门螺旋杆菌诊断试剂盒（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5 min，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。幽门螺旋杆菌阴性为黄色，幽门螺旋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旋杆菌长爪沙鼠血液500 μL，室温静置2 h，3000 r/min，15 min离心，取血清。按照小鼠幽门螺旋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旋杆菌。
1.3.6 实验结果分析
通过检测胃液中幽门螺旋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只动物感染幽门螺旋杆菌，检出率为30%（如图1A）。
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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100 bp。
Notes: A. The electrophoresis of PCR through gastric juice; B. The electrophoresis of nested PCR through gastric juice; C. The electrophoresis of nested PCR through gastric mucosa; D. The electrophoresis of nested PCR through contents in duodenum; E. The electrophoresis of nested PCR through stool in colon; The target band are 100 bp.
图1：通过不同方法检测感染幽门螺旋杆菌长爪沙鼠的检测结果
Fig.1 The results of detect Helicobacter pylori by different methods


2.2 巢式PCR方法检测不同样品结果
幽门螺旋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只动物感染幽门螺旋杆菌，检出率100%；巢式PCR方法检测十二指肠内容物结果显示，有9只动物感染幽门螺旋杆菌，检出率为90%，巢式PCR方法检测结肠粪便结果显示，仅有1只动物感染幽门螺旋杆菌，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。本研究取不同浓度提取的基因组进行槽式PCR扩增和琼脂糖凝胶电泳并测序，实验结果如图2所示，幽门螺旋杆菌浓度为2108 ~2102 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扩增片段为幽门螺旋杆菌特定片段。胃液巢式PCR检测方法幽门螺旋杆菌最低浓度为2102 CFU/mL。
	


	注：A. 不同幽门螺旋杆菌浓度巢式PCR产物电泳图，目的片段大小为100 bp，1~8孔浓度分别为2108 CFU/mL、2107 CFU/mL、2106 CFU/mL、2105 CFU/mL、2104 CFU/mL、2103 CFU/mL、2102 CFU/mL和210 CFU/mL；
B. 巢式PCR扩增出100 bp条带测序结果
Notes: A. The electrophoresis of nested PCR through different concentrations of H. pylori, the target band are 100 bp, the concentration of H. pylori in the hole of number 1~8 is 2108 CFU/mL, 2107 CFU/mL, 2106 CFU/mL, 2105 CFU/mL, 2104 CFU/mL, 2103 CFU/mL, 2102 CFU/mL and 210 CFU/mL; B. The sequencing result of nested PCR product in 100bp.

	图2：胃液PCR检测方法检测阈值的测定
Fig.2 The detection threshold of PCR method was determined gastric juice


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只动物感染幽门螺旋杆菌，检出率100%。血清学Elisa检测方法检测结果显示有0只动物感染幽门螺旋杆菌，检出率为0%。



表1：不同方法检测长爪沙鼠幽门螺旋杆菌的结果比较
Fig.1 The comparing results of different detection methods or Helicobacter Pylori on Mongolian gerbil
	编号

Number

	胃液
普通PCR
Nested PCR through gastric juice
	胃液
巢氏PCR
Nested PCR through
gastric juice
	胃组织
巢氏PCR
Nested PCR through gastric mucosa
	肠内容物
巢式PCR
Nested PCR through contents in duodenum
	结肠粪便
巢式PCR
Nested PCR through stool in colon
	快速尿素酶检测方法
Rapid urea 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
Notes: “+”means positive；“-” means negative

3 讨论
长爪沙鼠由于其在幽门螺旋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旋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旋杆菌检测方法，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，其作为幽门螺旋杆菌感染的金标准，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旋杆菌感染的金标准，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、小鼠幽门螺旋杆菌感染的检测[7]。但血清学抗体检测方法是一种间接检测方法，动物感染幽门螺旋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旋杆菌。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旋杆菌感染情况，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旋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旋杆菌浓度，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旋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。幽门螺旋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旋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旋杆菌，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旋杆菌阳性率较低，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旋杆菌的方法。
巢式PCR方法检测胃液幽门螺旋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旋杆菌感染情况。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旋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旋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检测幽门螺旋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旋杆菌检测方法，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旋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就可得到幽门螺旋杆菌感染情况。（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应出幽门螺旋杆菌感染情况。（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旋杆菌进行检测，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旋杆菌，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旋杆菌动物模型，在第10周时其定植率高达100%。据此分析，长爪沙鼠是幽门螺旋杆菌的易感动物。虽然有文献报导长爪沙鼠在自然环境中很少感染幽门螺旋杆菌[14]。但是，人感染幽门螺旋杆菌情况较为普遍，据统计全球约有50%-70%的人群感染幽门螺旋杆菌，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旋杆菌。研究发现，幽门螺旋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，感染幽门螺旋杆菌后，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旋杆菌的感染。
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