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【摘要】  目的　本研究旨在建立一种通过幽门螺杆菌（Helicobacter pylori, H. pylori）cgt基因表达量来检测活菌的方

法，以便为临床精准治疗开发快速、便捷的检测手段。方法　通过培养法对活菌计数，并利用RT-qPCR方法测定相应H.

pylori胆固醇-α-葡萄糖基转移酶（cholesterol-α-glucosyltransferase, CGT）保守编码基因cgt （hp0421）的mRNA表达水平，分

析菌落数与cgt基因表达量之间的相关性，并构建回归方程；探索该方法可测定的线性范围、灵敏度和特异性。将此方法

用于测定克拉霉素杀菌作用，验证其在细菌耐药检测中有效性。结果　H. pylori菌落数为102、104、106、108 CFU/mL的

cgt的Ct值分别是29.67±0.14、23.37±0.36、17.65±0.37、11.38±0.39，在H. pylori菌落数为101～108 CFU/mL范围内，RT-

qPCR法测定的cgt基因表达量和活菌数对应的回归方程：  y=−0.350  1x+12.49，决定系数R 2=0.999  2、灵敏度为

101 CFU/mL，此方法与13种其他菌无交叉反应。用0、5、10、20、40 μg/mL质量浓度的克拉霉素作用12 h后培养法测定H.

pylori的活菌lg值分别为2.57±0.02、2.45±0.01、2.19±0.02、1.91±0.07、1.33±0.05，对应cgt基因的Ct值分别为27.76±0.09、

28.37±0.24、29.51±0.14、30.11±0.12、31.66±0.11，将cgt基因表达量代入上述方程推算活菌数为2.73±0.03、2.52±0.08、

2.11±0.05、1.89±0.02、1.33±0.04，经分析差异无统计学意义（P>0.05）。 结论　本研究成功建立了通过测定H. pylori的

cgt基因表达量反映活菌的方法，有效缩短了检测周期，为临床活菌检测提供了新方法。
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【Abstract】   Objective　To establish a viable bacteria assay for Helicobacter pylori (H. pylori) by assessing the cgt
gene  expression,  and  to  develop  accordingly  a  rapid  and  novel  testing  method  for  clinical  precision  treatment.
Methods　Viable  bacteria  count  was  determined  in  bacterial  cultures.  The  transcriptional  expression  level  of cgt
(hp0421),  the  conserved  gene  that  encodes  cholesterol-α-glucosyltransferase  (CGT)  in H.  pylori,  was  measured  by  RT-
PCR.  The  correlation  between  the  number  of  colonies  and cgt gene  transcription  expression  was  analyzed  and  the
regression  model  was  constructed.  The  linear  range,  sensitivity,  and  specificity  of  the  new  method  were  examined
accordingly.  The  bactericidal  action  of  clarithromycin  was  assessed  using  this  method  to  verify  the  performance  of  the
method in determining clinical bacterial drug resistance. Results　The Ct values of cgt for H. pylori colony counts of 102,
104,  106,  and  108 CFU/mL  were  29.67±0.14,  23.37±0.36,  17.65±0.37,  and  11.38±0.39,  respectively.  In  the  range  of  101-
108 CFU/mL,  the  regression  equation  for cgt gene  expression  and  viable  bacterial  counts  determined  by  RT-qPCR  was
y=−0.350 1x+12.49,  with  the  correlation  coefficient  being R2=0.999 2 and the  sensitivity  being  101 CFU/mL,  showing  no
cross-reaction with 13 other bacteria. The lg values of live H. pylori bacteria treated with clarithromycin at 0, 5, 10, 20, and
40  μg/mL  for  12  h  were  2.57±0.02,  2.45±0.01,  2.19±0.02,  1.91±0.07,  and  1.33±0.05,  respectively.  The  corresponding cgt
gene Ct values were 27.76±0.09, 28.37±0.24, 29.51±0.14, 30.11±0.12, and 31.66±0.11. By applying the cgt gene expression 
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in the equation, the estimated counts of viable bacteria were found to be 2.73±0.03, 2.52±0.08, 2.11±0.05, 1.89±0.02, and
1.33±0.04, showing no significant difference in statistical analysis (P>0.05). Conclusion　The method for assessing viable
bacteria account by evaluating cgt gene expression in H. pylori was successfully established, significantly reducing the time
required to determine viable bacteria count and providing a new method for clinical viable bacteria testing.
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幽门螺杆菌（Helicobacter pylori, H. pylori）的活菌检

测在消化道疾病的临床诊断和临床治疗中具有重要意

义。目前，尽管培养法被视为H. pylori活菌检测的“金标

准”[1-2]，但其培养条件苛刻，需要特殊的培养基和微需氧

混合气体，且细菌生长缓慢（3～5 d），这使得临床上标准

化培养的实施变得困难。因此，迫切需要开发新的方法

以测定H. pylori的活菌来评估感染状态或耐药情况[3-5]。

本研究用逆转录定量聚合酶链反应（reverse-transcription

quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR）建立一

种通过测定H. pylori特定基因的mRNA间接检测活菌数

量的方法，为临床活菌测定提供新选择[6]。

有研究表明，在选择特定基因的mRNA靶点时，H.

pylori的存活依赖胆固醇-α-葡萄糖基转移酶（cholesterol-

α-glucosyltransferase, CGT），其由保守基因cgt（hp0421）编

码[7]。此外，16S rRNA基因是基于细菌分类和系统发育的

保守序列，编码核糖体核糖核酸（rRNA），是核酸检测中

的常用靶基因[8-9]；而尿素酶作为H. pylori高度保守的蛋白

质，其尿素酶的亚单位UreB由ureB基因编码[10-11]，也是H.

pylori的毒力因子之一。针对这些基因的特点，本研究拟

建立一种RT-qPCR测定H. pylori特定基因的mRNA表达

水平来间接检测活菌数的方法，并探讨其敏感性、特异性

及测定范围等，同时利用耐药性实验检验该方法的有效性。 

1     材料与方法
 

1.1    材料和仪器 

1.1.1    菌株

H. pylori标准菌株（菌株号：26695；毒力因子：vacA s1,

cagA+）由贵州医科大学基础医学院陈峥宏教授惠赠；大

肠杆菌、沙门氏菌、宋内志贺菌、肺炎链球菌、金黄色葡

萄球菌、副溶血弧菌、流感嗜血杆菌、乙型链球菌、甲型

链球菌、乳酸菌、化脓链球菌、脑膜炎奈瑟菌、铜绿假单

胞菌均为实验室保存菌种。实验流程根据相关规定在生

物安全二级实验室〔川卫BSL-2备（2014）第0198-03号〕内

进行。 

1.1.2    主要材料与试剂

哥伦比亚血琼脂培养基（CM0331B，英国OXOID）；

水解酪蛋白胨(Mueller Hinton Broth, MH)肉汤培养基

（028040，广东环凯）；HiScript  Ⅲ  RT SuperMix for

qPCR（+gDNA wiper）、FastPure Cell/Tissue Total RNA

Isolation Kit V2（南京诺唯赞）；克拉霉素（C129746，上海

阿拉丁）；DMSO（D8371，北京索莱宝）。 

1.1.3    主要仪器

生物安全柜（青岛海尔）；洁净工作台（苏州安泰）；荧

光定量PCR仪（德国Analytik Jena AG）；水平电泳仪（美国

Bio-Rad）；UT105厌氧罐（重庆基恩赛斯）。 

1.2    方法 

1.2.1    幽门螺杆菌的培养

根据H. pylori的培养方法[12-14]，H. pylori接种于哥伦比

亚血琼脂培养基，在37 ℃、微需氧（体积分数85%N 2、

10%CO2、5%O2）条件培养48 h至对数期。 

1.2.2    培养法计数活菌

将对数期生长期的H. pylori用MH肉汤培养基制成悬

液，用紫外分光光度计调整OD600=1.0 (108 CFU/mL)后，以

10倍梯度稀释，配制终浓度为：107、106、105、104、103、102、

101 CFU/mL，取每个浓度的菌悬液100 μL 涂布于直径 90 mm

的哥伦比亚血琼脂平板上，每个浓度3重复。培养120 h后

观察细菌形态，并计算菌落形成单位（colony-forming

unit, CFU），获得H. pylori的活菌数目。 

1.2.3    幽门螺杆菌保守基因的RNA测定方法建立 

1.2.3.1    引物设计

在NCBI上下载H.pylori全基因组序列（GenBank:

GCA_002906535.1），并将全基因组信息导入Geneious软

件中，选择H. pylori的管家基因cgt、16S rRNA、ureB基因

进行特异性引物设计，获得这3个基因序列后导入Primer

Premier 6.0软件中设计特异性引物，并在NCBI上对引物

进行BLAST，验证序列的特异性。经过验证以后，得到

cgt、16S rRNA、ureB基因的引物序列。cgt ：F：5'-GGGC

CTGATGAGAAAAAAATC-3'，R：5'-GTCGCGCTTA

AAGGGCTATT-3'；16S rRNA：F：5'-GTGTGGGAGAGG

TAGGTGGA-3'，R：5'-TGCGTTAGCTGCATTACTGG-3'；

ureB：F：5 '  -CAATGTGAGCGGTAGTGT-3 '，R：5 ' -

GCGAGTATGTAGGTTCTGTA-3'。引物由生工生物工

程（上海）股份有限公司合成。 

1.2.3.2    RT-qPCR反应条件

参照文献方法[15-16]，采用RT-qPCR法检测H. pylori关

键基因的m R N A、 r R N A的表达量，步骤如下：①按
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FastPure Cell/Tissue Total RNA Isolation Kit V2试剂盒的

说明书提取H. pylori的总RNA；②去除DNA后的反应液

16 μL、5× HiScript Ill qRT SuperMix 4 μL；反应条件：

37 ℃, 15 min，85 ℃, 5 s，逆转录得到cDNA；③以cDNA为

模板，选取cgt、16S rRNA、ureB 3个基因为靶点设计的引

物进行扩增，qPCR反应程序为：预变性95 ℃，30 s，变性

95 ℃、5 s，退火60 ℃、30 s，延伸60 ℃、15 s，共35个循环。 

1.3    菌落数和mRNA表达量的比较分析

将RT-qPCR法检测获得101～108 CFU/mL浓度H.

pylori的Ct值与培养法得到的菌落lg值输入Graph Pad

Prism 10进行回归分析，获得回归方程及其决定系数

（R2），并以Ct值为x坐标，以菌落数的lg值为y坐标，建立标

准曲线。比较分析回归方程的R2，确定菌落lg值和Ct值的

等量关系。 

1.3.1    RT-qPCR法测定cgt mRNA的线性范围

将101～108 CFU/mL共8个浓度的菌液提取RNA并逆

转录成cDNA，用RT-qPCR法检测H. pylori 的cgt、16S

rRNA、ureB基因表达量，与菌落计数法进行比较分析，得

到线性测定范围。 

1.3.2    RT-qPCR法测定cgt mRNA的灵敏度

通过定量检测H. pylori关键基因的表达量，以最

低菌落数测定的关键基因最低表达量作为该方法的灵

敏度。 

1.3.3    RT-qPCR法测定cgt mRNA的特异性

用大肠杆菌、沙门氏菌、宋内志贺菌、肺炎链球菌、

金黄色葡萄球菌、副溶血弧菌、流感嗜血杆菌、乙型链球

菌、甲型链球菌、乳酸菌、化脓链球菌、脑膜炎奈瑟菌、

铜绿假单胞菌13种细菌的标准品（105 CFU/mL）作为干扰

细菌，提取总RNA、逆转录得到cDNA，与H. pylori同时进

行检测，然后通过RT-qPCR法检测得到扩增曲线，验证本

方法的特异性。 

1.4    用RT-qPCR法测定克拉霉素耐药性的可行性

根据第五次全国幽门螺杆菌感染处理共识报告 [17 ]，

将克拉霉素用DMSO配制成0、5、10、20、40 μg/mL，并作

用H. pylori菌液（103 CFU/mL） 12 h，用平板涂布法计算H.

pylori菌落，用RT-qPCR法测定H. pylori关键基因的表达

量，将Ct值代入上述建立的回归方程，得到活菌Ct值后与

培养基的菌落数进行差异分析。初步验证该方法在耐药

性实验中测算的可行性。 

1.5    统计学方法

用RT-qPCR法检测梯度稀释后的H. pylori标准品中

的关键基因的表达量，将Ct值与菌落lg值输入Graph Pad

Prism 10进行回归分析，获得回归方程及其R2。定量数据

x̄± s用 表示，对实际菌落数lg值与回归方程计算所得lg值

进行分析。两组间比较采用两样本t检验，并通过bonferroni

法对P值进行校正。P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    H. pylori 菌落数对应的RT-qPCR法引物筛选

通过培养法获得101～108 CFU/mL的H. pylori标准品

的活菌数并计算lg值；用101～108 CFU/mL浓度H. pylori标

准品提取的cDNA为模板，用cgt、16S rRNA、ureB为引物

进行RT-qPCR扩增，得出3种引物的测定范围（表1）；以H.

pylori的菌落数的lg值为x坐标，Ct值为y坐标，得到3个回

归方程。结果显示， c g t引物检测的R 2的相较于1 6 S

rRNA、ureB更接近1.0，代表回归模型与实际数据的拟合

程度高（表2，图1A）；对108、105、102 CFU/mL浓度H. pylori

的PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳分析发现（图1B），cgt基

因的引物的灵敏度最高，可以扩增102 CFU/mL浓度的PCR

产物，16S rRNA、ureB仅能扩增108、105 CFU/mL浓度的

PCR产物。以上结果表明，cgt基因引物为最佳的引物序列。
  

表 1    H. pylori的cgt、16s rRNA、ureB基因Ct值
Table 1    Ct values of cgt, 16s rRNA, and ureB genes in H. pylori 

H. pylori concentration/
(CFU/mL)

Ct value

cgt 16S rRNA ureB

108
11.38±0.39 11.77±0.37 17.46±0.17

107
14.12±0.12 14.86±0.21 20.42±0.23

106
17.65±0.37 19.3±0.25 23.39±0.19

105
20.44±0.18 24.12±0.27 27.96±0.22

104
23.37±0.36 27.49±0.24 31.52±0.17

103
26.42±0.15 31.51±0.27 0

102
29.67±0.14 33.62±0.35 0

101
32.69±0.12 0 0

 

  
表 2    cgt、16S rRNA、ureB基因测定H. pylori的回归模型

Table 2    Regression model for measuring H. pylori using cgt, 16S rRNA,
and ureB genes 

H. pylori gene Regression equation Determined coefficient (R2)

cgt y=−2.862x+35.68 0.998 4

ureB y=−3.557 x+42.14 0.989 7

16S rRNA y=−3.336x+45.47 0.989 4
  

2.2    RT-qPCR法检测cgt引物的线性范围与灵敏度

用cgt引物扩增H. pylori标准菌液中cDNA的含量，以

此反映活菌量。结果显示，检测范围在101～108 CFU/mL

时，Ct值与平板涂布的菌落数呈线性关系，灵敏度为
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101 CFU/mL；以Ct值为x坐标，以菌落数的lg值为y坐标，获

得回归方程 y=−0.350 1x+12.49，R2=0.999 2（图2）。
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图 2  H. pylori 菌落数和Ct值标准曲线

Fig 2  Standard curve of the Ct value for H. pylori colony count  

2.3    RT-qPCR法检测cgt引物的特异性

测定H. pylori与大肠杆菌、沙门氏菌、宋内志贺菌、

肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌、副溶血弧菌、流感嗜血杆菌、

乙型链球菌、甲型链球菌、乳酸菌、化脓链球菌、脑膜炎

奈瑟菌和铜绿假单胞菌13种干扰细菌的标准品（105 CFU/mL）

的cgt表达情况，验证方法的特异性。结果发现，cgt引物

对H. pylori 具有较强的特异性（图3）。 

2.4    RT-qPCR法测定幽门螺杆菌对克拉霉素的耐药性

RT-qPCR法检测得到Ct值如表3所示，将Ct值代入回

归模型中计算活菌lg值，将实际计数得到的lg值与公式得

到的lg值进行差异统计分析。两两比较相同浓度的克拉

霉素作用后的活菌数与代入公式计算的活菌lg值，A组为

实际菌落lg值，B组为模型所得lg值，A、B两组间差异均无

统计学意义（P>0.0 5）。 

3     讨论

H. pylori培养耗时长（3～5 d），对环境要求极其严苛，

成本较高。而且耐药菌株的培养更加复杂，这在临床中

常常会延误最佳的诊断和治疗时机。培养法对优势菌群

的检出较为容易，但在检测非优势菌群时则存在很大难

度。虽然基因芯片技术可以检出多种菌群结构，但由于

检测周期长、成本高，且结果无法反映活菌量，导致其在

临床应用中受到限制[18]。为了解决这些问题，本研究开

发了一种快速、便捷且成本低的RT-qPCR活菌检测方

法。该方法的灵敏度可达到101 CFU/mL，检测速度快，可

在2 h内完成样本处理、检测、结果分析及出具报告，从而

大幅节省检测时间并提高了检测效率。

本研究利用H. pylori的cgt基因表达量来反映活菌

量。首先用H. pylori标准菌液建立Ct值和培养法得到的

活菌lg值之间的标准曲线，明确了Ct值与活菌数之间的线

性关系。随后用经克拉霉素处理过的H. pylori样本来验

证检测方法的可行性，经统计分析后发现，实际得到的菌

落数与标准曲线方程所得的菌落数之间的差异无统计学

意义（P>0.05），证明通过检测关键基因的表达量来测定

活菌数目与培养法检测活菌数目之间具有互补性和可替

代性。因此，RT-qPCR法在一定程度上可以替代培养法，

对于临床耐药检测具有重要意义。与培养法比较，该方
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图 1  H. pylori的cgt、 16S rRNA和ureB基因引物筛选

Fig 1  Screening of cgt, 16S rRNA, and ureB primers for H. pylori

A, Regression model. B, Agarose gel electrophoresis band.
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图 3  H. pylori 的cgt引物特异性验证

Fig 3  Verification of cgt primer specificity for H. pylori
 

表 3    克拉霉素处理后H. pylori菌落数lg值、Ct值以及回归模型lg值
Table 3    The lg value, Ct value, and regression model lg value of H.

pylori colony count after clarithromycin treatment 

Drug concentration/
(μg/mL) lg of concentration Ct value lg of the regression

model

0 2.57±0.02 27.76±0.09 2.73±0.03

5 2.45±0.01 28.37±0.24 2.52±0.08

10 2.19±0.02 29.51±0.14 2.11±0.05

20 1.91±0.07 30.11±0.12 1.89±0.02

40 1.33±0.05 31.66±0.11 1.33±0.04
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法具有快速检测、高灵敏度的优势、同时与其他13种细

菌反应时无特异性扩增，特异性良好，这可有效避免样本

中因细菌种类复杂、优势菌群占据主导地位而导致目标

细菌无法检出的情况。

本研究对检测体系进行了优化，采用H. pylor的

cDNA为模板，设计了针对cgt、16S rRNA、ureB3个靶点的

引物进行扩增，并对扩增效率进行同步比较分析。结果

显示，这3个基因表达量均与活菌计数高度相关。其中，

cgt引物检测灵敏度最高、特异性强且保守性好，检测结

果稳定。因此本方法选择cgt基因作为靶点以实现对H.

pylori活菌检测[19]。

目前，临床上治疗H. pylori感染多依赖经验，常常在

不明感染原因的情况下随意使用抗生素，这导致H. pylori

耐药率逐年上升，面临严重的耐药问题。这种情况增加

了治疗失败、慢性胃病恶化以及耐药菌株的传播风险[20-21]。

本方法为临床H. pylori感染的诊断和耐药测定提供一种

新的探索思路，也为H. pylori的临床研究和治疗提供新方

法。通过测定cgt基因表达量来评估H. pylori活菌数量，尽

管在实验室中利用标准菌株建立了菌落数与cgt基因表达

量之间关系，并开展了克拉霉素耐药H. pylori活菌的检

测，但该方法在科研和临床中的实际应用仍需进一步验

证和优化。
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