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圆球形幽门螺杆菌生物学性状的研究

邓朝晖  许春娣  陈舜年  奚容平

  =摘要>  目的  通过改变幽门螺杆菌(Hp )体外培养的温度条件,诱导 Hp 从螺旋形转变为圆球形, 研究圆

球形 Hp 生物学性状并阐明其致病性。方法  取临床患儿胃黏膜进行 Hp 分离培养、鉴定和纯培养, 随后洗脱

纯种 Hp 进行液体培养。根据不同的温度条件, 分为 3 组: ¹ 常温组: 液体培养温度 37e 、微需氧、pH 7、震荡

( 120 r / min)并加小牛血清, 获得的细菌为正常弯曲形 Hp ; º 高温组:液体培养温度 40e , 其余条件同常温组; »

低温组:液体培养温度 25e , 余条件同常温组。研究培养获得细菌的形态及其超微结构, 检测圆球形 Hp 的尿素

酶活性和尿素酶基因。结果  常温液体培养的 Hp 呈螺旋形, 高温或低温液体培养的细菌呈圆球形。圆球形

Hp 光镜下为圆球形或粗短杆状,电镜下可分 2类, 一类细胞体积较大, 细胞膜完整,胞质疏松, 鞭毛脱落;另一类

细胞较小,有完整的细胞膜且有鞭毛。圆球形 Hp 尿素酶活性为阴性, 411 bp 尿素酶 A基因的 PCR 为阳性。结

论  圆球形 Hp 是适应外部不良条件的一种生存方式, 完整的细胞结构是维持细胞新陈代谢的基础, 鞭毛和尿

素酶基因的存在可能是其具备致病性的基础。
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  =Abstract>  Objective Coccoid form Helicobacter py lor i ( H . p ylor i ) is now believed to play a role in the trans-

formation of H . pylor i and in relapses after antibiotic therapy, how ever its biolog ical characteristics remain controv er-

sial. In this study, we induced morpholog ical conversion o f H . pylor i from spiral to coccoid form by different culture

tempertures and studied its bio logical characteristics and pathogenetic mechanism. Methods  T he H . py lor i str ain

uesd in this study was isolated fr om gastr ic antrum of patients. T he cells were g rown in solid culture ( Campylobacter a-

gar medium, 10% vol/ vol sheep blood and Skirr ow. s supplement) at 37e under microaerophilic conditions ( 5% O2 , 7

% CO2 , 8% H2 , 80% N 2) . Subsequent assay and subculture were performed. Pure cultur e was harvested and sus-

pended in liquid medium ( brain- heart infusion, 10% calf serum, Skirrow. s supplement) . Liquid culture was div ided

into three g roups in different terms of cultur e tempertures: ¹ normothermic g roup: it was supplemented with calf

serum at 37 e under microaerophilic conditions, pH 7 and ag itation ( 120 r/ min) to obtain spira-l shaped bacter ium; º

hyper thermic group: the cultur e temperature w as 40e , and the other conditions were the same as those of the nor-

mothermic g roup; » hypothermic g roup: culture temperature 25 e and the other conditions w ere the same as those of

t he normothermic group. W e observed the morpholog y and ultrastructur e by light microscopy and elctronmicroscopy .

Detect ion of the activit ies of ur ease was taken by rapid urease r eagent and the gene variety of urease A ( 411 bp UreA ,

ureA1 5c- GCCAATGGTAAATTAGTT- 3c UreA2 5c- CTCCTTAATTGT TTTTAC- 3c) by PCR . Results  The cocco id

H . pylor i w ere transformed from spiral form by hyperthermia and hypot hermia. Coccoid forms were observed under

light microscopy. Under elctronmicroscopy, some coccoid H . pylor i exhibited as small cells with intact cellular mem-

branes and flagella, others pr esented as large cells w ithout flag ella. The urease r eaction was negative for coccoid forms.

411 bp UreA in coccoid H . py lor i w ere shown to be positive by PCR . Conclusion Ex tremely high or low tempera-

tures during culture may be considered as a necessar y environment for H . pylor i transformation. The morphological

conversion of H . pylor i from spir al to coccoid form was the expression of adpataion to an unsuitable envir onment. In-

tact cellular structures may be necessar y for its metablism. Flagella and urease genes may be prer equisit for its patho-
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genetic mechanism. ( Shanghai M ed J, 2003, 26B309- 311)
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  幽门螺杆菌( H p )是成人慢性活动性胃炎、消

化性溃疡及胃癌的重要致病因素。近年来, H p 感

染在小儿消化系统疾病中的作用也逐渐被临床医

师重视。业已证明, Hp 存在螺旋形和圆球形 2种

形态。感染期 H p 多以螺旋形存在于宿主胃黏膜

层,但在人体胃黏膜中也发现圆球形 H p
[ 1]。Hp

从螺旋形转变为圆球形的原理、圆球形 H p 的生物

学本质及其作用至今尚无定论。本研究通过改变

Hp 体外培养的温度,诱导 Hp 从螺旋形转变为圆

球形, 并进一步研究其生物学性状, 旨在阐明圆球

形 Hp 在疾病传播和复发中的作用。

材料与方法

一、材料

(一) 菌株  ¹ 实验菌株: 上海第二医科大学

附属瑞金医院小儿胃镜室患儿临床分离株; º 标

准菌株: NCTC11637(上海生物制品所)。

(二) 培养基  ¹ 固体培养基:弯曲菌琼脂培

养基( Oxoid 公司) + 10% ( v/ v)新鲜羊血+ Hp 选

择抗生素( Skirrow 选择抗生素) ; º 液体培养基:

脑心浸液( Difco 公司) + 10% ( v/ v) 小牛血清+

Hp 选择抗生素( Skirrow 选择抗生素)。

二、方法

(一) Hp 培养和球形诱变  选择消化性溃疡

患儿的胃窦黏膜标本, 置于固体培养基, 37 e 微需
氧环境( 5%O2、7%CO2、8%H2、80% N2)培养 5~ 7

d,然后取经过鉴定的 Hp 菌落进行纯培养,再用脑

心浸液洗下细菌,分 2份置于液体培养基培养。根

据液体培养温度条件的不同分为 3 组: ¹ 常温组:

温度 37 e 、微需氧( 5% )、pH 7、震荡( 120 r/ min)并

加小牛血清; º 高温组: 温度 40 e , 其余条件与常

温组相同; » 低温组: 温度 25 e , 其余条件与常温

组相同。

(二) Hp 形态观察  光镜观察:细菌涂片革兰

染色,高倍镜下观察圆球形 Hp 形态。电镜观察: 1

ml细菌培养液中加入 1%戊二醛固定 30 min, PBS

洗 2次, 2% 磷钨酸负染 1 m in, H ITACH I 扫描电

镜观察细菌形态。

(三) 尿素酶活性测定  快速尿素酶测定试剂
由上海惠泰医疗科技公司提供。试剂颜色< 5 min

变红为尿素酶实验阳性, > 5 min变红为弱阳性,

> 24 h仍未变色为阴性。

(四) 尿素酶基因 PCR  扩增尿素酶 A 基因

的引物为: ureA1: 5c-GCCAAT GGTAAATTAGTT-

3c; ureA2: 5c-CTCCTTAATT GTTTT TAC-3c; 扩增

片段长度为 411 bp, 按方法制备模板, DNA扩增条

件参照文献。扩增产物用 2% 琼脂糖凝胶电泳

检测。

结 果

一、圆球形 H p 形态

常温组液体培养的细菌呈螺旋形,高温组和低

温组液体培养的细菌呈圆球形。光镜下圆球形

Hp 为圆球形或粗短杆状(图 1, 见插页)。电镜下

圆球形 Hp 直径为 0. 3~ 0. 8 Lm ,可分为 2类, 一

类细胞体积较大,细胞膜完整,胞质疏松,鞭毛脱落

(图 2, 见插页) ; 另一类细胞较小, 有完整的细胞

膜, 且有鞭毛(图 3,见插页)。

二、尿素酶活性测定

圆球形 Hp 尿素酶反应均为阴性。

三、PCR结果

诱变产生的圆球形 H p 尿素酶 A基因片段扩

增为阳性,基因片段未缺失(图 4)。

M:标记;泳道 1: 标准菌株 NCTC11637扩增产物;泳道 2:阴性对

照组;泳道 3~ 6:圆球形 Hp 扩增产物

图 4  尿素酶 A 基因 PCR扩增片段凝胶电泳结果

讨 论

圆球形 Hp 的生物学特征及其意义目前尚存

在争论。由于圆球形 H p 不能在体外进行传代培

养,在螺旋形转变为圆球形过程中无需蛋白质合

成,因此其被认为是一种退化、衰老甚至死亡的形

式[ 2, 3]。然而更多的研究表明, 圆球形 Hp 是Hp

暂时性适应不适环境的一种表现形式,是 Hp 的休
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眠期[ 4]。

在实验条件下,控制不同的培养条件如氧气、

pH 值、温度、营养成分、延期培养或抗生素诱变等,

可诱导圆球形 Hp 的形成[ 5]。Bode等[ 6]用抗生素

诱变产生圆球形 H p ,并观察到圆球形 Hp 具有完

整的细胞结构, 如细胞壁、细胞膜、细胞浆、鞭毛、磷

酸盐,而完整的细胞结构是维持细胞新陈代谢的基

础, 细胞中的磷酸盐能维持代谢水平。Kusters

等[ 2]研究发现,螺旋形 H p 向圆球形Hp 转变过程

中,细菌的一端形成泡状结构,由于泡状结构逐渐

变大, 使细菌弯曲成 U 形, 最终完全形成圆球形,

圆球形 H p 没有清晰的原浆柱( protoplasm ic cylin-

der) ,细菌膜的完整性也丧失。本研究观察到,在

升高或降低液体培养温度后, H p 可由杆状转变成

圆球形,同时发现圆球形也存在多种形态, 典型表

现为 2种,一种细胞较小, 有完整的细胞膜且有鞭

毛,另一种细胞体积较大,胞质疏松,鞭毛脱落。前

一种可能是球形变的早期,而后一种可能为球形变

的晚期。

国内外研究发现, 圆球形 Hp 具有酶的活性。

Hua等
[ 7]
通过延期培养诱导产生圆球形 Hp , 发现

延期培养 14 d的圆球形 Hp 尿素酶活性水平与螺

旋形H p 相同。本研究中圆球形 Hp 尿素酶活性

消失可能与不同的诱导条件有关[ 8]。尽管尿素酶

活性消失, 但 PCR检测圆球形 H p 尿素酶 A 基因

为阳性结果,提示 Hp 球形变后与定居毒力有关的

基因片段未发生缺失,这使圆球形 H p 在适宜的条

件下,能回复毒力导致疾病复发。

本研究表明,圆球形 Hp 是Hp 适应外部不良

条件的一种生存方式,它在临床 H p 的传播、致病

或复发中可能具有重要意义。
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