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幽门螺杆菌毒力基因型与胃癌的相关性研究
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摘要 目的：研究中国东部地区幽门螺杆菌（H. pylori）cagA、vacA 和 iceA1 毒力基因型的分布状况及其与胃癌的相关性。方法：从

52 例病人胃黏膜活检组织（31 例慢性浅表性胃炎，21 例胃癌）中分离培养 H. pylori，用 PCR 方法扩增分离菌株的 cagA、iceA1、
vacAs, i, m 区毒力基因片段，统计并分析上述毒力因素与胃癌发生的相关性。结果：在 52 例菌株中，cagA、vacAs1/i1/m1、
vacAs1/i1/m2 和 iceA1 的阳性率分别是 92.3%（48/52），48.1%（25/52），48.1%（25/52），90.4%（47/52）；所有的胃癌分离株中均为

cagA（+）vacAs1/i1（+）型，vacAm1、vacAm2 和 iceA1 在胃癌组中的阳性率分别是 47.6%（10/21），52.4%（11/21），95.2%（20/21），与

胃炎组相比，上述基因型的阳性率差异均无显著统计学意义（P>0.05）。结论：cagA、vacAs1/i1/m1、vacAs1/i1/m2 和 iceA1 是中国东

部地区 H. pylori 的优势基因型；cagA、vacAs1、vacAi1 和 iceA1 毒力基因型的存在与胃癌的发生无相关性。
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ABSTRACT Objective: To investigate the prevalence of virulent genotypes of Helicobacter pylori (H. pylori) and the relationship
between virulence factors and gastric cancer. Methods: H. pylori were cultured from gastric biopsies obtained from 31 patients with
chronic gastritis and 21 with gastric cancer. The virulence genes, cagA, iceA1, vacA s, i and m regions were amplified by using PCR and
the relationship between virulence factors and gastric cancer was analyzed. Results: The prevalence of cagA, vacAs1/i1/m1, vacAs1/
i1/m2 and iceA1 in 52 isolates were 92.3% (48/52), 48.1% (25/52), 48.1% (25/52), 90.4% (47/52), respectively. All the gastric cancer
isolates were cagA (+) vacAs1/i1 (+), and the positive rates of vacAm1, vacAm2 and iceA1 in group of gastric cancer were 47.6% (10/21),
52.4%(11/21), 95.2%(20/21), respectively. There were no statistically significant differences in the positive rates of all the genotypes
above compared with the positive rates in gastritis isolates (P>0.05). Conclusions: The majority of H. pylori isolated from East China
possess virulent genotypes are cagA, vacAs1/i1/m1, vacAs1/i1/m2 and iceA1 positive. It appeared that the virulence factors of H. pylori
had no significant association with gastric cancer.
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前言

幽门螺杆菌（H. pylori）是一种微需氧、螺旋状革兰氏阴性

杆菌，主要感染胃黏膜上皮细胞层，世界有超过一半人口感染

H. pylori，与慢性胃炎、消化性溃疡病及胃癌的发生关系密

切 [1,2]。H. pylori 导致病变发生是通过独特的毒力因素完成的，

如 cagA、vacA 和 iceA1 毒力基因[3]。人们对 cagA 基因的致病

作用已进行了较为深入的研究，其编码产物 CagA3' 可变区

EPIYA 序列的数量和类型均可影响毒力因子 CagA 的产量，与

宿主胃黏膜病变程度密切相关[4]。vacA 基因编码产物 VacA 有

不同水平的空泡毒活性，能够引发上皮细胞级联反应，最终导

致细胞凋亡。iceA 基因是近年来新发现的 H. pylori 新型毒力相

关基因，对其具体致病机制尚不明确。目前，在国内外尚未有对

较大样本量 H. pylori 胃癌分离株毒力基因分布状况进行研究

的报道。本文主要研究中国东部地区 H. pylori cagA、vacA 和

iceA1 毒力基因分布状况及其与胃癌的相关性。

1 材料和方法

1.1 菌株和培养方法

收集 52 例于 2010 年至 2011 年到青岛市立医院行胃镜检

查的患者胃黏膜活检标本（其中男性 28 例，女性 24 例，平均年

龄 46.3 岁），经病理诊断为慢性浅表性胃炎者 31 例，胃癌者 2
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例。胃炎标本取自于胃窦小弯侧，胃癌标本取自于距胃癌组织

2-5 厘米外部位。将胃黏膜活检标本接种于脑心浸出液固体培

养基上，加入 7%去纤维绵羊血和抗生素，在微需氧条件下

（85%N2，5%O2，10%CO2）培养 3-5 天，经菌落形态、G- 染色及触

酶试验、尿素酶试验等证实为幽门螺杆菌后，将菌株收集于冻

存管中于 -80℃下保存。使用细菌 DNA 提取试剂盒提取菌株

基因组 DNA 并保存于 -80℃[5]。幽门螺杆菌培养所需试剂来源

于英国 Oxoid 公司，DNA 提取试剂盒来源于北京天根生化科

技有限公司。
1.2 PCR 反应

PCR 引物设计如下（表 1）[6,7]，反应总体积为 25μl（DNA 模

板 10 ng，上下游引物各 10μM，2×Taq PCR MasterMix12.5μl，
其余用 ddH2O 补齐），反应条件如下：iceA1 基因：94℃预变性

5 min，94℃变性 30s，54℃退火 45 s，72℃延伸 45 s，共 35 个

循环；cagA 及 vacAi 基 因 ：95 ℃预 变 性 5 min，95 ℃变 性 1
min，52 ℃退火 1 min （vacAm 为 54℃），1 min，72 ℃延伸 1
min，共 35 个循环，最后 72℃延伸 10 min。经过 1.6%琼脂糖凝

胶电泳及电脑图像处理系统，保存并分析图像结果 （图 1-3）。

PCR 引物由南京金斯瑞生物科技有限公司合成，PCR 所需试

剂来源于北京天根生化科技有限公司。
1.3 统计学分析

应用 SPSS17.1 软件进行数据处理，采用 Fisher's 精确检验

方法，P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

PCR 结果显示，在分离培养的 52 例临床分离株中，cagA、
vacAs1/i1/m1、vacAs1/i1/m2 和 iceA1 的阳性率分别是 92.3%
(48/52)，48.1%(25/52)，48.1%(25/52)，90.4%(47/52)，分离标本中

无混合感染现象（表 2）；在大多数菌株中含有 vacAs1 和 i1 型

（51/52，50/52）， 而 vacAm1 和 m2 亚 型 分 布 较 为 均 匀

（25/52，26/52），cagA 阴性菌株及 vacAs2 或 i2 型菌株均分离自

胃炎标本；cagA、vacAs1 和 vacAi1 在胃癌分离株中的阳性率均

为 100%(21/21)，iceA1、vacAm1 和 vacAm2 在胃癌组中的阳性

率分别是 95.2%(20/21)，47.6%(10/21)，52.4%(11/21)，上述基因

型在胃炎组和胃癌组中的分布差异均无统计学意义（P>0.05）。

表 1 PCR 扩增 iceA1、cagA、vacA、cagA5' 区片段引物

Table 1 The primer pairs for amplifying the iceA1, cagA, vacA

Gene Primer designation Primer sequence5'→3' PCR product size (bp)

cagA

iceA1

vacA s1/s2

vacA i1/i2

vacAm1/m2

CAGAF

CAGAR

iceA1 F

iceA1 R
VA1-F
VA1-R

VacF1

C1R

C2R

VAG-F

VAG-R

GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG

CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA

GTGTTTTTAACCAAAGTATC

CTATAGCCASTYTCTTTGCA

ATGGAAATACAACAAACAC

CTGCTTGAATGCGCCAAAC

GTTGGGATTGGGGGAATGCC

TTAATTTAACGCTGTTTGAA

GATCAACGCTCTGATTTGA

CAATCTGTCCAATCAAGCGA

CAATCTGTCCAATCAAGCGA

349

247

259(s1)

286(s2)

410(i1)

410(i2)

570(m1)

645(m2)

Note: S=C/G, Y=C/T

表 2 各基因型在不同疾病中的检出情况

Table 2 The number of strains with different genotypes in different diseases

Genotype Total (n=52)

cagA(+)

iceA1(+)vacAs1/i1/m1
iceA1(+)vacAs1/i1/m2

iceA1(+)vacAs1/i2/m2
iceA1(-)vacAs1/i1/m2

cagA(-)

iceA1(+)vacAs1/i1/m2
iceA1(+)vacAs2/i2/m2

iceA1(-)vacAs1/i1/m1

13

11

1

2

1

1

2

10

10

0

1

0

0

0

23

21

1

3

1

1

2

Number of isolates

Gastritis (n=31) Gastric cancer (n=21)
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3 讨论

世界有超过一半人口感染 H. pylori，并可终生携带，只有

少部分感染者发生严重临床病理变化，这是由细菌毒力因素，

宿主易感性及环境因素共同决定的[8,9]。H. pylori 有特殊的毒力

因素能够导致宿主消化性疾病的发生。
cagA 基因是 H. pylori 最重要的毒力因素之一，其编码产

物 CagA 蛋白对胃上皮细胞的损伤作用较为明确，CagA 经由

cagPAI 编码的 T4SS 输送到宿主上皮细胞内，在其重复的

EPIYA 基序酪氨酸残基上发生磷酸化作用，导致宿主细胞发生

损伤[10]。不同 H. pylori 菌株编码产物的 EPIYA 序列数量和类

型不同，对宿主细胞的毒性损伤程度不同[11]。除了 cagA 基因

外，vacA、iceA 也是 H. pylori 导致宿主病变发生的毒力因素。
vacA 基因编码产物 VacA 蛋白是一种空泡毒素，能在宿主细胞

膜上形成小孔，诱导宿主细胞内形成空泡，导致细胞凋亡[12,13]。
vacA 主要包含 3 个多态性区域(s 区，i 区，m 区)，每个多态性区

域又进一步分成 1，2 亚型，不同亚型 VacA 基因编码产物的致

空泡作用各不相同。研究表明，vacAi 型与胃腺癌的发生密切相

关，认为 VacAi1 型比 s 或 m 型能更好的预测 H. pylori 相关肿

瘤的发生[14]。iceA 基因是近年来新发现的 H. pylori 毒力相关基

因，iceA1 阳性菌株最终可引起胃黏膜上皮内中性粒细胞浸润,
产生的 IL-8 浓度增高, 导致黏膜炎症程度加重及消化性溃疡

病的发生，其具体致病机制尚未知。iceA2 阳性菌株与临床疾病

的发生无相关性 [15,16]，之前研究表明，东亚菌株多表达 iceA1
型，而欧洲菌株则以 iceA2 为主导[17]。

本研究调查了中国东部地区 H. pylori 毒力基因在胃癌标

本分离株中的分布状况。结果显示：52 例菌株中，cagA、va-
cAs1/i1/m1、vacAs1/i1/m2 和 iceA1 的 阳 性 率 分 别 是 92.3%

（48/52），48.1%（25/52），48.1%（25/52），90.4%（47/52），上述基

因型在中国东部地区 H. pylori 分离株中占主导地位。cagA 阳

性率明显高于欧洲和非洲源性菌株，符合东亚地区 cagA 基因

的分布规律[18]，胃癌组菌株全部是 cagA 阳性，但与胃炎组相

比，其阳性率差异无统计学意义。大多数菌株中含有 cagAs1 和

i1 型 （51/52，50/52），而 cagAm1 和 m2 亚型分布较为均匀

（25/52，26/52），vacAs2 或 i2 型菌株均分离自胃炎标本。欧洲文

献报道中指出，根据 vacA 基因型的不同，H. pylori 菌株的空泡

毒活性可进一步分为高毒性、低毒性、无毒性 3 类 [12]，ca-
gAs1/i1/m1 和 cagAs1/i1/m2 型 H. pylori 分别属于高毒性和低

毒性株，而含有 cagAs2 或 i2 型菌株无毒性。我国 H. pylori 菌

株大多表达 cagAs1/i1/m1 或 cagAs1/i1/m2 基因型，cagAs1 和

cagAi1 在胃癌分离株中的阳性率均为 100%（21/21），cagAm1
和 cagAm2 在胃癌组中的阳性率分别 47.6%（10/21） 和 52.4%

（11/21），但与胃炎组相比，cagA 基因亚型的分布差异无统计学

意义（P>0.05），表明东亚菌株毒性强弱的分类并不适用于此种

方法，cagAs1/i1/m1 或 cagAs1/i1/m2 基因型与胃癌的发生无显

著相关性。iceA 基因以 1 型为主，与日本等国的报道一致[19,20]，

符合东亚菌株 iceA 基因的分布规律。iceA1 在胃癌分离株中的

阳性率是 95.2%（20/21），与胃炎组相比，阳性率差异无统计学

意义（P>0.05），iceA1 与胃癌的发生无相关性，该基因不能作为

预测临床预后的生物标记，但 iceA 基因的高度多变性可作为

图 1 cagA 片段扩增结果

Fig.1 The result of amplifying cagA
注：2-11 为 cagA 阳性（349bp）；1 为 100bp Marker.

Note: 2-11 reveal cagA positive (349bp); 1 reveals Marker of 100bp.

图 2 iceA1 片段扩增结果

Fig.2 The result of amplifying iceA1
注：2-8、10、11 为 iceA1 阳性（247bp）；9 为 iceA1 阴性；1 为 250bp

Marker.
Note: 2-8,10,11, reveal iceA1 positive (247bp); 9 reveals iceA1 negative;1

reveals Marker of 250bp

图 3 vacA 片段扩增结果

Fig.3 The result of amplifying vacA
注：a 为 vacAs 片段扩增结果，2-11 为 s1 型（259bp）；b 为 vacAi 片段扩

增结果，2-11 均为 i1 型（410bp）；c 为 vacAm 片段扩增结果，2、3、8、9 为

vacAm1 型（570bp），4-7、10、11 为 vacAm2 型（645bp）；1 为 100bp
Marker

Note: a shows the result of amplifying vacAs: 2-11 are vacAs1 positive (259
bp); b shows the result of amplifying vacAi: 2-11 are vacAi1 positive (410
bp); c shows the result of amplifying vacAm: 2, 3, 8, 9 are vacAm1 positive
(570bp),4-7,10,11arevacAm2negative (645bp),1 revealsMarkerof100bp
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分析 H. pylori 菌群遗传学的有利工具。
总之，cagA、cagAs1/i1/m1、cagAs1/i1/m2 和 iceA1 是中国

东部 H. pylori 菌株的优势基因型，cagA、cagAAs1、cagAi1 和

iceA1 毒力基因型的存在与胃癌的发生无相关性。东亚菌株中

可能存在其他影响致病力强弱的基因片段，有待进一步探究。
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