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摘 要:目的 探索高效、简捷、方便、低廉的方法从人群漱口液中分离幽门螺杆菌。方法 被检者用生理盐水漱口,回
收漱口液,离心,弃上清液,取沉淀物置脑心浸液培养基增菌培养。取菌液到改良的克氏双糖铁琼脂培养基中分离培养,

挑取变红的菌落进行纯培养。对纯培养物进行染色检查和生化鉴定。结果 漱口液中分离培养获得的纯培养物为幽门

螺杆菌。结论 用改良的克氏双糖铁琼脂培养基能比较快速准确地分离出漱口液中的幽门螺杆菌。
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  Abstract: Objective Toexploreanefficient,simple,convenient,inexpensivemethodforisolatingHeli-
cobacterpylorifromhumanmouthwashing. Methods Theparticipantsusednormalsalinetorinsemouth,

thentheirwashingsolutionwascollectedandcentrifugated,andthesupernatantwasremoved.Thenthesedi-
mentationwasputintobrainheartinfusionbrothforenrichmentculture.Thebacterialfluidwasputintothe
modifiedKliglerIronAgarmediumcultureforisolationandculture,andtheredcellcolonieswereselectedfor
pureculture.Stainingexaminationandbiochemicalidentificationwereperformedforthepurecultures. Re-
sults TheisolatedpureculturesobtainedfromhumanmouthwashingwereHelicobacterpylori. Conclusion
 Helicobacterpyloricanbequicklyandaccuratelyisolatedfromthehumanmouthwashingbythemodified
KliglerIronAgarmedium.
  Keywords: Helicobacterpylori;mouthwashing;isolatedculture;identification

  幽门螺杆菌(Helicobacterpylori,Hp)是一种螺

旋形、革兰氏(Gram)染色阴性、微需氧菌,研究表明

Hp感染是胃癌、胃炎、消化性溃疡等疾病的主要病

因[1]。胃是Hp的最主要储存库,然而有一些研究表

明,唾液、菌斑、义齿上也能够检测出 Hp,并且与胃内

的Hp具有相近的形态、生化及免疫学特征[2]。一些
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学者认为口腔中的 Hp是胃部 Hp感染的重要储存

库,可能引起胃内Hp的再次感染[3-4]。于是从口腔中

分离Hp进行病因学研究是基本的研究思路,但是口

腔中微生物种类多,而且很多细菌和 Hp特征非常相

似,如何能够快速排除其它微生物而获得 Hp的方法

值得探讨。本文介绍一种简便的Hp菌株分离培养的

方法。

1 资料与方法

1.1 一般资料 人群选择:在桂西北长寿地区巴马、
东兰人群居住较密集的三个自然村(甲篆村、坡月村、
武篆镇)的人群,采集这些人群唾液测定 Hp的感染情

况。被检者1h前未服用任何食物和药物。标本采集

方法:被检者用10ml生理盐水漱口,回收2~5ml到

无菌塑料试管中,3500r/min离心5min,弃上清液,
备用。

1.2 药品与试剂 脑心浸液培养基,克氏双糖铁培养

基(杭州天和微生物试剂有限公司,生产批号:140508)
,幽门螺杆菌选择性添加剂,马血清,幽门螺杆菌检测

试剂盒(三明市贝真生物科技有限公司,生产批号:

20160401),氧化酶试纸(杭州滨和微生物有限公司),
琼脂粉(杭州天和微生物试剂有限公司,生产批号:

140508)革兰氏染色试剂盒(珠海贝索生物技术有限公

司,生产批号:414081)。

1.3 培养基配制

1.3.1 脑心浸液培养基按照说明书配制。

1.3.2 改良的克氏双糖铁琼脂培养基的配制 称取

19.75g克氏双糖铁和1.2g琼脂粉,在500ml蒸馏

水中,煮沸至完全溶解,121℃高压灭菌15min,取出

自然冷却至50℃,加入4ml幽门螺杆菌选择添加剂

(两性霉素B10mg/L,万古霉素10mg/L,甲氧苄胺

嘧啶(TMP)5mg/L,多黏菌素B0.38mg/L),再加

入35ml马血清,混匀后浇平板。

1.4 分离培养

1.4.1 选择性增菌培养 取漱口液离心沉淀物50μl
放置加有选择性添加剂的脑心浸液培养基培养2~4
d。

1.4.2 克氏双糖铁琼脂培养基分离培养 从脑心浸

液培养基中取20μl滴到克氏双糖铁琼脂培养基中用

接种环连续划线,将接种好的平板置37℃微需氧环境

(85%N2,10%CO2,5% O2)培养3~5d,用接种环取

变红的部分进行分区划线,然后培养3~5d,再挑变红

的菌落进行纯培养3~5d。

1.5纯培养物鉴定 革兰氏染色法:取纯培养物,涂于

载玻片上,并在火焰上固定,水洗,用龙胆紫染色液染

色1min,水洗;滴加革兰碘液作用1min,水洗;滴加

脱色酒精30s,水洗;滴加沙黄复染液,复染1min,待

干,镜检。观察被染菌株的颜色:紫色为革兰氏阳性

菌,红色为革兰氏阴性菌。幽门螺杆菌快速检测法(尿
素酶法):取出微孔药条,滴加1~2滴反应液至药膜完

全溶解(呈黄或亮黄色),用已灭菌的牙签挑取胃镜取

出培养的菌株置于药液中,在25℃ 条件下孵育,5
min后观察结果:红色或紫色为阳性;黄色或亮黄色

为阴性。氧化酶试纸法:用牙签挑取少量培养的细菌

于载玻片上,滴1滴纯化水并用接种环搅拌使其均匀

散开,然后用牙签蘸取菌液涂于氧化酶试纸表面,3
min内观察试纸颜色变化:红色为阳性;不变色为阴

性。过氧化氢酶法:用牙签挑取少量细菌于载玻片上,
滴加3%过氧化氢溶液1滴,30s内观察是否产生气

泡:产生气泡为阳性,不产生气泡为阴性。

2 实验结果

2.1 分离培养结果 ①经改良的克氏双糖铁琼脂培

养基培养:第一次在改良的克氏双糖铁琼脂培养基培

养见图1,有完全变红的培养基、黑和红混合的培养

基、完全变黄的培养基。②第二次分离培养:挑选第一

次培养培养基变红的部分的菌进行三区划线分离培

养,结果见图2,克氏双糖培养基出现一些变红的菌

落。③纯培养结果:挑选分离培养后这些变红的菌落

进行纯培养,结果见图3,培养基变红,出现无色透明

露滴状的菌落。④标准菌株用克氏双糖铁培养结果:
用改良的KIA培养基培养26695标准菌见图4。

图1 第一次在改良的克氏双糖铁琼脂

培养基培养的菌落生长情况

图2 第二次在改良的克氏双糖铁琼脂

培养基培养的菌落生长情况
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图3 在改良的克氏双糖铁琼脂培养基

纯培养的菌落生长情况

图4 标准菌在改良的克氏双糖铁琼脂培养基生长情况

2.2 鉴定结果 将克氏双糖铁培养筛选的变红的菌

和标准菌用快速革兰氏染色液染色,在油镜下放大

1000倍下观察,都是革兰氏阴性,弯曲的弧状杆菌。
克氏双糖铁培养筛选的变红的菌氧化酶试纸实验和尿

素酶实验都变红色,筛选的变黄的菌均不变色。而在

过氧化氢酶实验筛选出的变黄和变红的菌均是阳性,
见图5、图6、图7、图8。

图5 纯培养物革兰氏染色图

注:A是标准菌株的染色;B是克氏双糖铁琼脂变红的菌染色,

放大倍数为1000倍

图6 氧化酶鉴定

注:A是标准菌株变红(+);B是在克氏双糖铁琼脂培养基中

变红的菌落(+);C是在克氏双糖铁琼脂培养基中变黄的菌落

(-)

图7 尿素酶结果

注:A是标准菌株(+);B是克氏双糖铁琼脂培养基变红的菌

落(+);C是克氏双糖铁琼脂培养基变黄的菌落(-)

图8 过氧化氢酶实验结果

注:A是标准菌株(+);B是在克氏双糖铁琼脂培养基中变红

的菌落(+);C是在克氏双糖铁琼脂培养基中变黄的菌落(+)

  以上鉴定中需同时符合尿素酶、氧化酶和过氧化

氢酶试验阳性,革兰氏染色为阴性,方可认定为 Hp,
在克氏双糖铁培养基中培养变红的菌落尿素酶、氧化

酶和过氧化氢酶试验阳性,革兰氏染色为阴性符合

Hp的鉴定标准,因此判定为 Hp,而在克氏双糖铁琼

脂培养基中培养变黄的菌落不符合 Hp的鉴定标准,
故不是Hp。

3 讨论

由于口腔中含有大量的各种微生物,要分离 Hp
非常困难,程序非常繁琐,周期很长。因此寻找一种高

效、简捷、方便、低廉的方法从人群漱口液中分离 Hp
非常有必要。克氏双糖铁培养基含乳糖、葡萄糖、硫酸

亚铁铵、硫代硫酸钠和酚红指示剂,并且乳糖的浓度是

葡萄糖的10倍,细菌分解糖可产酸,使酚红指示剂变

色,硫代硫酸钠可供给细菌产生硫化氢所需要的硫,铁
盐可与硫化氢反应,生成黑色沉淀。Hp只分解葡萄糖

不分解乳糖,也不分解硫代硫酸钠,只产生少量的酸被

氧化产生氨呈弱碱性,使培养基变成红色。故可以根

据培养基的颜色看出是否含有 Hp,完成初筛,然后再

分离培养,在挑菌落纯培养时,能根据培养基的颜色快

速地分辨出是不是 Hp。这样大大的提高了分离培养

的阳性率和准确率。

Hp是一种对生长条件要求非常苛刻的细菌,比
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一般的细菌难培养很多[5-6],用改良的克氏双糖铁琼

脂培养基培养从漱口液中分离培养 Hp有以下优势:
标本来源简便,不会给被检者带来痛苦;方法简单有

效,成本低廉;能够通过颜色的变化快速完成筛选,为
实验节省了时间。但是该实验也存在一些缺陷,如果

唾液中含有较多的量菌,而添加剂并不能起到很好的

抑制杂菌的作用,这会增加分离培养 Hp的困难;另
外,在初筛时,如果挑选的菌中没有 Hp,那么就不能

分离培养出Hp,出现假阴性,因此一定要多挑取几个

红色位置的菌进行分离培养,避免假阴性结果。对比

利弊,该方法值得应用推广,若能有针对唾液中一些杂

菌做出耐药分析,这样添加敏感的抗生素,会大大地提

高Hp分离培养的阳性率。
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药共奏调和之效。方中诸药调和,体现“补肾不忘祛

瘀,补泻兼施”的特点,从而标本兼治、扶正祛邪,有效

治疗骨质疏松症。
本项目研究结果表明,督灸和补肾活血中药均能

有效改善患者疼痛症状,证实了上述中医内、外治法的

有效性。且相对督灸,中药组在改善疼痛方面表现更

为突出,笔者分析,可能是因为在1个月的疗程中,每
日一剂的中药内服相对数日一行的督灸外治更接近于

饱和治疗。兼具两法优势的综合治疗表现出了更为优

异的缓解疼痛效应,表明了内外共施的协同效应,且发

挥出了单一疗法都没有的效果———改善生存质量。总

之,本项目综合疗法以督灸为外部干预,直接靶向督脉

和脊柱,综合补肾活血汤方的内部调理,内外兼治,共
奏温肾壮阳、散寒通络之功,实现阴阳调和的整体效

果。将该项目进一步规范、推广,有望为PMOP的治

疗提供疗效确切、易于操作、风险可控、患者接受的方

法,借此提高患者的生存质量。
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