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［摘　要］　目的　探讨幽门螺杆菌（Ｈｐ）细胞毒素相关基因（ｃａｇＡ）、空泡毒素基因（ｖａｃＡ）亚型与胃上皮人类白细胞抗原－ＤＲ
（ＨＬＡ－ＤＲ）抗原表达以及慢性胃痛中医证型之间的关系。 方法　将１００例慢性胃炎或消化性溃疡患者中医辨证分为脾胃湿

热证（５７例）、肝气犯胃证（２４例）和脾胃虚寒证（１９例），采集各证型患者胃窦黏膜标本，采用特异引物ＰＣＲ法检测ｖａｃＡ信号

序列ｓ和中间序列ｍ亚型以及ｃａｇＡ基因；免疫组化方法分析胃上皮细胞 ＨＬＡ－ＤＲ抗原的表达。 结果　１００例患者中 Ｈｐ
感染率为８１％，其中ｃａｇＡ基因检出率为４４．４％（３６／８１），ｓ１ａ基因检出率为９０．１％（７３／８１），ｍ２基因检出率为８５．２％（６９／

８１）。３种证型在 Ｈｐ密度等级、ｃａｇＡ基因型及ｖａｃＡ基因亚型分布方面均无统计学差异（Ｐ＞０．０５）；与阴性组比较，ｓ１ａ＋和

ｍ２＋提高了 ＨＬＡ－ＤＲ抗原表达（Ｐ＜０．０１），ｃａｇＡ与 ＨＬＡ－ＤＲ抗原表达无关（Ｐ＞０．０５）。 结论　Ｈｐ流行株以ｓ１ａ或 ｍ２亚

型为主，该流行株可提高胃上皮 ＨＬＡ－ＤＲ抗原的表达，但是ｖａｃＡ亚型、ｃａｇＡ基因与中医证型之间不存在相关性。

［关键词］　幽门螺杆菌；细胞毒素相关基因；空泡毒素基因；人类白细胞抗原－ＤＲ；中医证型
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　　人类白细胞抗原－ＤＲ（ＨＬＡ－ＤＲ）是机体参与免
疫应答的重要分子，幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏ－

ｒｉ，Ｈｐ）感染后胃黏膜上皮细胞起抗原呈递细胞的
作用，促使了胃黏膜上皮细胞表达 ＨＬＡ－ＤＲ抗原，
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从而启动和增强免疫应答和炎症反应［１］。Ｈｐ细胞
毒素相关基因（ｃａｇＡ）、空泡毒素基因（ｖａｃＡ）蛋白是

Ｈｐ的重要毒素，在萎缩性胃炎、十二指肠球部溃
疡、胃癌发病中起着重要作用［２］，ｖａｃＡ蛋白可破坏
细胞骨架，引起细胞发生空泡样变，该基因的信号区
（ｓ）和中间区（ｍ）存在多态性［３］，本研究拟从细菌基
因型来探讨其对机体免疫应答的影响及其与中医证

型形成的相关性。

１　资料

１．１　诊断标准
参考《中医内科学》［４］急性、慢性胃炎、消化性溃

疡、胃痉挛、胃下垂、胃黏膜脱垂症、胃神经官能症等
疾病，当以上腹部疼痛为主要表现时，均可作为“胃
痛”范畴。考虑到主要研究慢性疾病并与 Ｈｐ的相
关性，故只选择慢性胃炎、消化性溃疡２种慢性胃痛
作为研究对象。慢性胃炎和消化性溃疡分别参照
《中国慢性胃炎共识意见》［５］和《消化性溃疡的中西
医结合诊治方案（草案）》［６］相关条例进行诊断。

１．２　中医辨证标准
根据福建省福州地区流行病学特点，参照《消化

性溃疡的中西医结合诊治方案（草案）》［６］和２００４年
中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会发布

的《慢性胃炎的中西医结合诊治方案（草案）》［７］进行
中医辨证诊断。

１．２．１　肝气犯胃证　主症：①胃脘胀痛，窜及两胁；

②善叹息，遇情志不遂胃痛加重；③嗳气频繁；④嘈
杂泛酸；⑤脉弦。次症：①口苦；②胸闷食少；③性急
易怒；④舌质淡红，苔薄白或薄黄。证型确定：具备
主症２项加次症１项，或主症第１项加次症２项。

１．２．２　脾胃虚寒证　主症：①胃脘隐痛，喜暖喜按；

②空腹痛重，得食痛减；③泛吐清水；④舌质胖边有
齿痕，苔薄白。次症：①畏寒肢冷；②头晕或肢倦；③
纳呆食少；④便溏腹泻；⑤脉沉细或迟。证型确定：
具备主症２项加次症１项，或主症第１项加次症

２项。

１．２．３　胃阴虚证　主症：①胃脘隐痛或灼痛；②似
饥而不欲食，口干不欲饮；③大便干燥；④舌红少津
裂纹、少苔、无苔或剥苔。次症：①口干舌燥；②纳呆
干呕；③失眠多梦；④手足心热；⑤小便淡黄；⑥脉细
数。证型确定：具备主症２项加次症１项，或主症第

１项加次症２项。

１．２．４　脾胃湿热证　主症：①胃脘隐痛或胀痛，喜
温喜按；②口苦而淡；③呕吐酸水；④舌淡或淡胖有

齿痕，苔黄白相间或苔黄腻。次症：①口干失眠；②
大便时干时稀；③小便淡黄；④脉细弦。证型确定：
具备主症２项加次症２项。

１．２．５　瘀血内阻证　主症：①胃脘痛如针刺或如刀
割，痛处不移；②胃痛拒按，食后胃痛加重；③舌质紫
暗或见瘀斑。次症：①胃痛剧烈，可痛彻胸背，肢冷
汗出；②呕血或黑便史；③脉涩或沉弦。证型确定：
具备主症２项加次症１项。

１．３　纳入标准
经胃镜及病理检查，符合慢性胃炎、消化性溃疡

西医诊断标准；符合中医辨证标准；年龄１８～７５岁
患者；至少在受检前２周未接受抗生素、铋剂和其他
抗炎药物的治疗；患者知情同意。

１．４　排除标准
病理组织学诊断为重度异型增生者；有胃部手

术史者；肝炎、胆囊炎、胰腺炎、肺炎、阑尾炎、心肌梗
死、肾盂肾炎等疾病出现的上腹部疼痛；怀疑有胃癌
或其他系统恶性病变者；合并心、脑血管、肝、肾、造
血系统等严重原发性疾病；妊娠或准备妊娠或哺乳
期妇女；患有精神类疾病依从性差者。

１．５　一般资料
收集２００７年５月至２００８年６月在福建中医药

大学附属人民医院行胃镜检查的胃黏膜标本共１０６
例，在距幽门３～５ｃｍ处钳取胃黏膜以备检测之用。
患者年龄２３～７２岁，平均年龄５０．６岁；男４７例，女

５９例；病程２～５０年，平均８．３年；其中慢性胃炎７１
例，消化性溃疡３５例。脾胃湿热证５７例，肝气犯胃
证２４例，脾胃虚寒证１９例，瘀血内阻证４例，胃阴
虚证２例。后两证型临床少见且样本数有限，不作
为分析对象，共纳入分析患者１００例。

２　方法

２．１　Ｈｐ感染和基因分析

２．１．１　Ｈｐ密度分级［８］　采用快速尿素酶试验和
改良Ｇｉｅｍｓａ染色法作为 Ｈｐ感染的诊断依据。内
镜活检标本经１０％中性甲醛固定，常规脱水透明，
石蜡包埋，切片厚度３～５μｍ。石蜡切片脱蜡至水，
玻片用蒸馏水冲洗后用磷酸缓冲液（ｐＨ７．０）洗

１０ｍｉｎ，Ｇｉｅｍｓａ染液３０ｍｉｎ，用磷酸缓冲液（ｐＨ７．０）
冲洗，常规中性树胶封片。用油镜观察，依据悉尼标
准，将 Ｈｐ在黏膜中分布定为０～３共４个等级
密度。

２．１．２　Ｈｐ基因组 ＤＮＡ制备　采用组织基因组

ＤＮＡ提取试剂盒（天根生物技术有限公司产品，批
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号：Ｈ６４０７）提取胃黏膜中的ＤＮＡ，作为 Ｈｐ基因组

ＤＮＡ模板。

２．１．３　Ｈｐ　ｃａｇＡ基因ＰＣＲ检测　针对ｃａｇＡ基因
中一段２９７ｂｐ保守序列，ｃａｇＡ基因的特异引物核苷
酸序列［９］。ＰＣＲ反应体系，总体积２５μｌ，含１０×
ＰＣＲ 缓 冲 液 ２．５μｌ，２００μｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰｓ　０．５μｌ，

０．８μｍｏｌ／Ｌ引物１μｌ，ＤＮＡ模板４μｌ，５Ｕ／μｌ　Ｔａｇ酶

０．２５μｌ。反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性

１ｍｉｎ，６０℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环，

７２℃终延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶
电泳，紫外灯下观察并拍照记录。

２．１．４　Ｈｐ　ｖａｃＡ基因ｓ亚型和ｍ亚型的测定　根
据文献［３］，委托上海英骏ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴＭ公司合成

ｖａｃＡ基因亚型的特异引物。ＰＣＲ反应体系，总体
积２５μｌ，含 １０×ＰＣＲ 缓冲液 ２．５μｌ，２００μｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ　０．５μｌ，０．８μｍｏｌ／Ｌ引物１μｌ，ＤＮＡ模板２μｌ，

５Ｕ／μｌ　Ｔａｇ 酶 ０．２５μｌ。反应条件：９４℃ 预变性

４ｍｉｎ，９４℃变性１ｍｉｎ，退火温度和时间见表１，７２℃
延伸１ｍｉｎ，３５个循环，７２℃终延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产
物经１．５％琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下观察并拍照
记录。

表１　Ｈｐ　ｖａｃＡ基因亚型特异引物

扩增
片段
引物名称 引物序列

ＰＣＲ退火
条件

ｓ１ａ ＳＳ１－Ｆ　 ５＇－ＧＴＣＡＧＣＡＴＣＡＣＡＣＣＧＣＡＡＣ－３＇ ５５℃，１ｍｉｎ
ＶＡ１－Ｒ　 ５＇－ＣＴＧＣＴＴＧＡＡＴＧＣＧＣＣＡＡＡＣ－３＇

ｓ１ｂ ＳＳ３－Ｆ　 ５＇－ＡＧＣＧＣＣＡＴＡＣＣＧＣＡＡＧＡＧ－３＇ ５５℃，１ｍｉｎ
ＶＡ１－Ｒ　 ５＇－ＣＴＧＣＴＴＧＡＡＴＧＣＧＣＣＡＡＡＣ－３＇

ｓ２ ＳＳ２－Ｆ　 ５＇－ＧＣＴＡＡＣＡＣＧＣＣＡＡＡＴＧＡＴＣＣ－３＇ ５４℃，１ｍｉｎ
ＶＡ１－Ｒ　 ５＇－ＣＴＧＣＴＴＧＡＡＴＧＣＧＣＣＡＡＡＣ－３＇

ｍ１ ＶＡ３－Ｆ　 ５＇－ＧＧＴＣＡＡＡＡＴＧＣＧＧＴＣＡＴＧＧ－３＇ ５２℃，１ｍｉｎ
ＶＡ３－Ｒ　５＇－ＣＣＡＴＴＧＧＴＡＣＣＴＧＴＡＧＡＡＡＣ－３＇

ｍ２ ＶＡ４－Ｆ　 ５＇－ＧＧＡＧＣＣＣＣＡＧＧＡＡＡＣＡＴＴＧ－３＇ ５４℃，１ｍｉｎ
ＶＡ４－Ｒ　 ５＇－ＣＡＴＡＡＣＴＡＧＣＧＣＣＴＴＧＣＡＣ－３＇

２．２　胃上皮 ＨＬＡ－ＤＲ抗原的检测和表达的判断标
准

采用免疫组化方法，一抗为小鼠抗人 ＨＬＡ－ＤＲ
单克隆抗体（北京中杉金桥生物技术有限公司，Ｃａｔ
Ｎｏ：ＺＭ－０１３６，即用型），ＭａｘＶｉｓｉｏｎＴＭ 试剂盒作为
酶标二抗（即用型，福州迈新公司），ＤＡＢ显色，抗原
不需修复处理。用ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。
阳性对照为固有层中阳性染色的组织细胞或淋巴细

胞。以细胞膜或胞浆出现弥散或颗粒状黄棕色染色
为 ＨＬＡ－ＤＲ阳性表达细胞。高倍镜下观察整块切
片的 ＨＬＡ－ＤＲ表达情况，切片上中下随机选择５个

高倍视野统计胃黏膜上皮和固有腺上皮细胞，计算
阳性细胞数占总细胞数的百分比，平均值视为每张
切片的数值，依据百分比进行分级。（－）：无或阳性
染色细胞≤１０％；（＋）：阳性染色细胞１１％～２５％；
（＋＋）：阳性染色细胞２６％～５０％；（＋＋＋）：阳性
染色细胞＞５０％。

２．３　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１２．０软件处理数据，采用秩和检验。

３　结果

３．１　不同证型患者胃黏膜中 Ｈｐ密度等级比较
表２示，１００例患者中感染Ｈｐ者８１例，感染率

达到８１％；在３种主要证型中，细菌感染程度无统
计学差异（Ｐ＞０．０５）。

表２　不同证型患者胃黏膜中 Ｈｐ密度等级比较（例）

证型 例数 ０级 １级 ２级 ３级

脾胃湿热证 ５７　 １４　 １５　 １６　 １２
肝气犯胃证 ２４　 ２　 ８　 １０　 ４
脾胃虚寒证 １９　 ３　 ６　 ４　 ６

３．２　不同证型患者 Ｈｐ　ｃａｇＡ　ＰＣＲ扩增结果
对８１例 Ｈｐ阳性的标本，应用特异引物进行

ｃａｇＡ基因ＰＣＲ扩增，得到一条长度为２９７ｂｐ的片
段（图１）。表３示，该基因在３种证型中的分布无
统计学差异（Ｐ＞０．０５）。

图１　ＰＣＲ检测 Ｈｐ　ｃａｇＡ基因

注：Ｍ为１００ｂｐ　ＤＮＡ梯标志；１～６泳道为不同标本扩增的

条带。

表３　不同证型患者 Ｈｐ　ｃａｇＡ基因分布比较（例）

证　型 例数 ｃａｇＡ＋ ｃａｇＡ－

脾胃湿热证 ４３　 ２２　 ２１
肝气犯胃证 ２２　 ８　 １４
脾胃虚寒证 １６　 ６　 １０

３．３　不同证型患者 Ｈｐ　ｖａｃＡ基因亚型的ＰＣＲ扩
增结果

扩增结果显示，ｓ１ａ亚型为一条１９０ｂｐ大小的
条带，ｍ２亚型为一条３５２ｂｐ的条带（图２）。未扩出
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特异性ｓ１ｂ、ｓ２和ｍ１基因亚型的条带。表４示，ｖａ－
ｃＡ亚型在３种临床常见证型中差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。

图２　ＰＣＲ检测 Ｈｐｓ１ａ基因和ｍ２基因

注：Ｍ为１００ｂｐ　ＤＮＡ梯标志；１～４泳道为不同标本扩增的

ｍ２基因；６～９泳道为不同标本扩增的ｓ１ａ基因。

表４　不同证型患者 Ｈｐ　ｖａｃＡ基因亚型分布比较（例）

证型 例数 ｓ１ａ
＋ －

ｍ２
＋ －

脾胃湿热证 ４３　 ４１　 ２　 ４０　 ３
肝气犯胃证 ２２　 １８　 ４　 １６　 ６
脾胃虚寒证 １６　 １４　 ２　 １３　 ３

３．４　Ｈｐ基因各亚型胃上皮 ＨＬＡ－ＤＲ抗原表达的
比较

表５示，与ｓ１ａ－比较，ｓ１ａ＋患者在 ＨＬＡ－ＤＲ表
达方面差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；与ｍ２－比较，

ｍ２＋患者在 ＨＬＡ－ＤＲ表达方面差异亦有统计学意
义（Ｐ＜０．０１）；与ｃａｇＡ－比较，ｃａｇＡ＋患者在 ＨＬＡ－
ＤＲ表达方面差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），说明

ｖａｃＡ基因亚型为ｓ１ａ或 ｍ２ 时，可促使胃上皮

ＨＬＡ－ＤＲ的表达。

表５　Ｈｐ基因各亚型 ＨＬＡ－ＤＲ抗原表达的比较（例）

组别 例数 － ＋ ＋＋ ＋＋＋

ｃａｇＡ－ ４５　 ７　 ２１　 １４　 ３
ｃａｇＡ＋ ３６　 ２　 １５　 １６　 ３
ｓ１ａ－ ８　 ５　 ２　 １　 ０
ｓ１ａ＋ ７３　 ４　 ３４　 ２９　 ６
ｍ２－ １２　 ５　 ５　 ２　 ０
ｍ２＋ ６９　 ４　 ３１　 ２８　 ６

４　讨论
已经发现，Ｈｐ的ｖａｃＡ基因ｓ、ｍ序列具有多态

性，且不同地区存在不同等位基因［１０］。本实验结果
显示，慢性胃痛患者 Ｈｐ感染率为８１％，８１例 Ｈｐ
阳性标本中ｃａｇＡ基因检出３６例，ｓ１ａ检出７３例，

ｍ２检出６９例，流行菌株主要以ｓ１ａ、ｍ２为主。本
研究未扩增出ｖａｃＡ　ｓ和 ｍ序列，可能本地区还存
在其他类型的等位基因，有待今后进一步研究。我

们曾报道过 Ｈｐ感染程度影响了胃上皮 ＨＬＡ－ＤＲ
抗原的表达［１１］。由于收集到的大部分标本是ｓ１ａ、

ｍ２基因亚型，故结果显示出ｓ１ａ和 ｍ２亚型影响胃
上皮 ＨＬＡ－ＤＲ的表达，但却不能作为预测慢性胃痛
中医证型的指标。胃上皮ＨＬＡ－ＤＲ抗原表达在ｃａ－
ｇＡ阳性组与ｃａｇＡ阴性组间差异无统计学意义，而
我们曾经报道过ｃａｇＡ阳性组中的胃上皮核因子－
κＢ（ＮＦ－κＢ）蛋白明显高于阴性组［１２］，说明ｃａｇＡ蛋
白可能不是通过影响胃上皮 ＨＬＡ－ＤＲ抗原而是通
过激活胃上皮 ＮＦ－κＢ蛋白来增强宿主的炎症反
应的。
目前对 Ｈｐ感染率和中医证型相关性的认识各

不相同［１３－１４］。本研究结果表明，不同证型在 Ｈｐ感
染程度、ｃａｇＡ基因型及ｖａｃＡ基因亚型分布方面均
未见有统计学差异（Ｐ＞０．０５）。其是否与样本量较
小有关，尚有待证实。另一更为重要的原因，虽然在
选择检测参数时我们考虑到了内外影响因素，即代
表外邪的细菌和代表机体正气的 ＨＬＡ－ＤＲ，但每一
种中医证型的形成都是多种因素综合作用的结果，
我们试验所检测的指标有限，还无法反映事物的复
杂性；或者所选用指标不够合理，未能反映问题的实
质。故要揭示证型形成的规律和分子机制，选择合
适的检测指标十分重要，但如何选择尚需要进一步
研究。
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疗吞咽障碍有悠久的历史和良好的效果。《类经图
翼》有记载“风池，治中风不语，汤水不能入口”。《铜
人腧穴针灸图经》也有“廉泉治口禁，舌根急缩，下食
难”的记载。中医认为本病病机是由于痰瘀壅遏，经
络痹阻不通所致。
本研究结果显示，治疗组疗效明显优于对照组，

主要在于综合了３种特色疗法。①针刺采用了合谷
刺法。“合谷刺者，左右鸡足，针于分肉之间，以取肌
痹，应脾气”，“重者鸡足取之”（《灵枢·卫气失常》）。
合谷刺适用于痹之重者，中风后的吞咽障碍也属于
喉痹之范畴，咽喉肌肉麻痹也应归属肌痹，故适用于
合谷针刺法。②取穴以经外奇穴为主。循行至咽喉
的主要经脉有任脉、足阳明脉和足少阴脉（最终也落
于任脉）。足阳明脉循喉咙，络脉上络头顶和诸经之
气，下络喉嗌；经别循咽。《灵枢》记载足阳明经脉主
治病中即有喉痹［４］。取足阳明脉的水突穴一是局部
取穴，并应脾胃之气；二是在解剖上水突穴下布有舌
下神经和迷走神经的喉上神经支和喉下神经支，支
配环甲肌、咽下缩肌及所有的喉肌。任脉的廉泉经
气直通咽喉，下有舌下神经分布，是吞咽反射的传入
神经纤维。左右廉泉及喉四针穴下为三叉神经及面
神经，支配二腹肌及下颌舌骨肌等舌骨上肌群。吞
咽反射的反射中枢在延髓，传出神经纤维为迷走神
经。通过对上述穴位的刺激，可使舌骨上肌群收缩，
上提舌骨，使舌升高，推挤食团入咽，咽缩肌有顺序
的从上向下收缩，迫使食物由咽部到食道［５］，以重建
反射弧，促进吞咽功能的恢复。风池为治疗中风之

要穴，新设在风池直下，也在足太阳循行线路上。足
太阳经脉入络脑，足太阳经筋结于舌本。有研究表
明，针刺风池可降低外周阻力，降低颈部软组织的紧
张状态，改善椎－基底动脉的血流供应，从而改善脑
组织的缺血、缺氧，促进皮质－脊髓束神经功能的恢
复［６］。③采用了现代物理疗法。低频脉冲电治疗通
过颈部电极，输出低频电流，对喉返神经、舌下神经、
舌咽神经等与吞咽、言语功能相关的神经进行被动
刺激，缓解神经元麻痹，促进麻痹受损的神经功能回
复，强化吞咽肌群和构音肌群的运动功能，甚至能直
接产生空吞咽动作。以上疗法相互配合，可疏通局
部闭阻之经气，改善咽喉部血流，实现吞咽反射弧的
恢复和重建，达到提高临床疗效及患者生存质量的
目的。
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