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摘  要 

目的：探讨幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, Hp)血清抗体分型、13C尿素呼气试验(13Curea breath test, 
13C-UBT)超基准值(delta over baseline, DOB)及儿童胃黏膜闭锁小带蛋白-1 (zonula occludens-1, 
ZO-1)之间的相互关系。方法：选取2018年02月~2020年11月因“恶心、呕吐、腹痛、黑便、面色苍黄”

等症状就诊于青岛大学附属医院并确诊为Hp感染的77例患儿作为研究对象。采用SP免疫组织化学半定

量法检测胃黏膜组织ZO-l蛋白含量；利用蛋白质芯片法检测Hp血清抗体阳性表达情况，并将Hp感染分

为三型；行13C-UBT得到患儿DOB值，并根据DOB值大小将77例Hp感染患儿分为3组。分析Hp血清抗体

分型、不同DOB值及ZO-1蛋白之间的相互关系。结果：1) I型ZO-1蛋白的阳性表达率为15.217%，中间

型ZO-1蛋白的阳性表达率为20.000%，II型ZO-1蛋白的阳性表达率为56.250%，ZO-1蛋白表达在不同

血清型Hp感染组中表达存在差异，I型 < 中间型 < II型，差异有统计学意义(χ2 = 9.740，P < 0.01)；2) 
I型中DOB不同分组所占的比例为1组23.913%、2组32.609%、3组43.478%，II型中DOB不同分组所占

的比例为1组18.750%、2组62.500%、3组18.750%，中间型中DOB不同分组所占的比例为1组46.667%、

2组33.333%、3组20.000%，差异无统计学意义(χ2 = 7.914，P > 0.05)；3) DOB值1组ZO-1蛋白的阳

性表达率为23.810%，2组ZO-1蛋白的阳性表达率为33.333%，3组ZO-1蛋白的阳性表达率为15.385%，

差异无统计学意义(χ2 = 2.364，P > 0.05)。结论：不同Hp血清抗体分型中ZO-1蛋白表达水平不同，Hp
抗体分型与黏膜损伤程度相关，可用于评估感染Hp后黏膜损伤程度，但DOB值与黏膜损伤程度无关。 
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Abstract 
Objective: To investigate the relationship between serum antibody typing of Helicobacter pylori 
(Hp), 13C urea breath test (13C-UBT) reference value (delta over baseline, DOB) and zonula occlu-
dens-1 (ZO-1) of gastric mucosa in children. Methods: Seventy-seven children diagnosed with Hp 
infection in the Affiliated Hospital of Qingdao University from February 2018 to November 2020 
due to nausea, vomiting, abdominal pain, melena, pale complexion and other symptoms were se-
lected as the study subjects. The protein content of Zo-1 in gastric mucosa was detected by SP im-
munohistochemistry semi-quantitative method; the positive expression of Hp serum antibody was 
detected by protein chip method, and Hp infection was divided into three types. DOB value was 
obtained by 13C-UBT, and 77 children with Hp infection were divided into 3 groups according to 
DOB value. The relationship between Hp serum antibody types, DOB values and ZO-1 protein was 
analyzed. Results: 1) The positive expression rate of type I ZO-1 protein was 15.217%, that of in-
termediate ZO-1 protein was 20.000%, and that of type II ZO-1 protein was 56.250%. There were 
differences in the expression of ZO-1 protein in different serum types of Hp infection groups, with 
type I < intermediate < type II, and the difference was statistically significant (χ2 = 9.740, P< 0.01); 
2) The proportion of DOB in different groups of type I was 23.913% in group 1, 32.609% in group 
2 and 43.478% in group 3. The proportions of different DOB groups in type II were 18.750% in 
group 1, 62.500% in group 2 and 18.750% in group 3. The proportions of different DOB groups in 
intermediate type were 46.667% in group 1, 33.333% in group 2 and 20.000% in group 3, show-
ing no statistical significance (χ2 = 7.914, P > 0.05); 3) The positive expression rate of ZO-1 protein 
in group 1, group 2 and group 3 was 23.810%, 33.333% and 15.385%, respectively, with no statis-
tical significance (χ2 = 2.364, P > 0.05). Conclusions: The expression level of ZO-1 protein was dif-
ferent in different Hp serum antibody types, and Hp antibody type was correlated with the degree 
of mucosal damage, which could be used to evaluate the degree of mucosal damage after infection 
with Hp, but DOB value was not related to the degree of mucosal damage. 
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1. 引言 

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, Hp)感染与人类多种胃肠道疾病相关，目前 Hp 被证实为 I 类致癌因

子，胃炎、消化性溃疡、胃癌及胃黏膜相关淋巴瘤都与其相关，且多由儿童期感染所致[1]。周永宁等[2]
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研究发现，2017 年国内儿童及青少年 Hp 感染率在 8%~72%之间，这明显高于发达国家。儿童感染 Hp
后临床表现不典型，且多数检测方法在儿童中难以广泛实施，致使感染持续存在，不能被早期诊断，延

误诊治。因此，积极寻找适合儿童的 Hp 检测方法提高确诊率和寻找理想指标来准确评估 Hp 感染后对胃

黏膜的损伤尤为重要。本研究通过分析不同 Hp 血清抗体分型、13C 尿素呼气试验(13Curea breath test, 
13C-UBT)超基准值(delta over baseline, DOB)及闭锁小带蛋白 1 (zonula occludens-1, ZO-1)表达量之间的关

系，寻找适合诊断儿童 Hp 感染的检查方法及评估病情严重程度的指标，从而指导临床医生对儿童感染

Hp 严重程度做出正确的诊断，减少有创操作，提高患儿治疗依从性。 

2. 资料与方法 

2.1. 一般资料 

选取 2018 年 02 月~2020 年 11 月因“恶心、呕吐、腹痛、黑便、面色苍黄”就诊于青岛大学附属医

院并确诊为 Hp 感染的 77 例患儿作为研究对象。纳入标准：1) 初次诊断 Hp 感染，未予药物治疗；2) 既
往感染 Hp，现已停用抗生素 4 周，停用质子泵抑制剂和 H2 受体阻滞剂 2 周。本项研究患儿家属知情同

意，并通过医院伦理委员会批准。 
Hp 的诊断标准[3]：符合下述四项之一者可判断为 Hp 现症感染：1) 细菌培养阳性；2) 组织病理

学检查和快速尿素酶试验(rapid urease test, RUT)均阳性；3) 若组织病理学检查和 RUT 结果不一致，需

进一步行非侵入性检测，如尿素呼气试验(urea breath test, UBT)或粪便 Hp 抗原检测(Helicobacter pylori 
stool antigen, HpSA, or stool antigen test, SAT)；4) 消化性溃疡出血时，病理组织学或 RUT 中任一项阳

性。 

2.2. 方法 

2.2.1. 标本采集 
1) 组织病理：患儿行胃镜检查时在胃窦部(距幽门 3~5 cm)取 2 块胃黏膜组织，分别用于免疫组织化

学染色及病理分析。 
2) 血清抗体：患儿入院后抽取静脉血做 Hp 抗体分型检测。根据血清中 Hp 细胞毒素相关基因 A 蛋

白(cytotoxin associated gene A protein, CagA)和空泡细胞毒素抗原(vacuolatedcytotoxin antigen, VacA)两种

毒力基因的表达情况，将 Hp 分为 I 型、II 型和中间型三种不同菌株[4]：I 型为 VacA 和 CagA 两种毒力

因子均表达，II 型为 VacA 和 CagA 两种毒力因子均不表达，中间型为两种毒力因子只表达一种。 
3) 13C-UBT 气体：患儿检测当日空腹，正常呼吸，向气袋内吹气后密封气体，作为 0 min 气体(气 0 min)。

口服 45 mg 13C 尿素试剂后开始计时，等待 30 min，第 2 次收集气体(气 30 min)，期间禁止患儿剧烈活动、

禁食、禁水，将收集好的气体在相应仪器上检测 13CO2 含量。根据公式  
13 12 13 12

2 2 2 2
13 12

2 2

CO CO CO CODOB 1000%
PDB CO CO

−
= ×
样气 非度比 底气 非度比

标准物质 非度比
 

得出患儿吹出气体中 DOB 值[5]。根据患儿 DOB 值将 77 名 Hp 感染患儿分为 3 组：1 组 4 ≤ DOB < 16，
2 组 16 ≤ DOB ≤ 35，3 组 DOB > 35 [PDB 指拟箭石化石(pee dee belemnite, PDB)，是国际通用的碳同位素

标准物质，其 13C/12C 值为 0.0112369]。 

2.2.2. 免疫组织化学 
1) 标本处理及制备：将胃黏膜标本固定、脱水用石蜡包埋，然后切片(3~4 μm)。石蜡切片脱蜡至水，

反复洗涤，加入牛奶液体封闭 5 min。滴加适当稀释的 ZO-1 (Abcam 公司，滴度均为 1:1000) 37℃孵育 2
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小时，PBS 洗 2 分钟 × 3 次，加入荧光标记的二抗(Abcam 公司)，37℃孵育 20 分钟，PBS 洗涤，DAB
显色，封片，光学显微镜下观察。以 PBS 代替一抗作为阴性对照。 

2) 结果判断：染色结果综合染色强度及阳性细胞数两方面进行半定量分析。在排除非特异性染色及

边缘效应的前提下，进行光镜下分析，以黄色、棕黄色、棕褐色为阳性表达。参照 shimizu [6]的方法，

将染色强度判定为：无着色(0 分)；淡黄色(1 分)；棕黄色(2 分)；棕褐色(3 分)。阳性细胞数判定：按组织

切片中阳性细胞比例评分，每例随机观察 5 个视野，每个视野 100 个细胞，计数 500 个细胞中染色阳性

细胞数：阳性细胞比例<5%为 0 分，5%~25%为 1 分，25%~50%为 2 分，50%~75%为 3 分，≥76%为 4 分。

总分为阳性细胞比例评分与阳性细胞染色强度评分之积：≤6分为阴性表达，≥7分为阳性表达。 

2.3. 统计学方法 

应用 SPSS23.0 统计学软件，数据以 x ± s 表示，计数资料的比较采用χ2 检验。以 P < 0.05 为差异有

统计学意义。 

3. 结果 

3.1. Hp 感染患儿一般情况 

根据胃黏膜病理 ZO-1 蛋白检测情况，将 77 例 Hp 感染患儿分为 ZO-1 阳性表达(+) 19 例(男 6 例，女

13 例，平均年龄为 9.3 ± 1.5 岁)，Z0-1 阴性表达(−) 58 例(男 25 例，女 33 例，平均年龄为 10.5 ± 2.9 岁)。 
根据患儿血清 CagA 和 VacA IgG 表达情况，将 77 例患儿分为 I 型菌株感染 46 例(男 30 例，女 16

例，平均年龄为 8.1 ± 1.2 岁)，中间型菌株感染 15 例(男 3 例，女 12 例，平均年龄为 7.5 ± 2.8 岁)，II 型
菌株感染 16 例(男 6 例，女 10 例，平均年龄为 7.8 ± 1.9 岁)。 

根据 13C-UBT DOB 值大小将 77 例患儿分为 3 组：1 组(4 ≤ DOB < 16) 21 例，(男 9 例，女 12 例，平

均年龄为 8.3 ± 2.3 岁)，2 组(16 ≤ DOB ≤ 35) 30 例，(男 9 例，女 21 例，平均年龄为 9.2 ± 3.3 岁)，3 组 (DOB > 
35) 26 例，(男 19 例，女 7 例，平均年龄为 8.9 ± 2.5 岁)。不同菌株间及不同 DOB 值间分组患儿的性别、

年龄差异无统计学意义(χ2 分别为 2.9、1.5；P 值分别为 0.41、0.29)。本项研究患儿家属已签署知情同意

书。 

3.2. Hp 感染患儿血清抗体分型与胃黏膜 ZO-1 蛋白表达之间的关系 

77 例 Hp 感染患儿中，I 型 ZO-1 蛋白阳性表达率最低，II 型阳性表达率最高，不同血清抗体分型之

间胃黏膜 ZO-1 蛋白表达差异存在统计学差异，P < 0.01 (见表 1)。 
 

Table 1. Comparison of ZO-1 protein expression n (%) in different Hp serum antibody types 
表 1. 不同 Hp 血清抗体分型中 ZO-1 蛋白表达量 n (%)之间的比较 

 I 型(%) II 型(%) 中间型(%) χ2 P 值 

ZO-1 (+) 7 (15.217) 9 (56.250) 3 (20.000) 
9.740 0.006 

ZO-1 (−) 39 (84.783) 7 (43.750) 12 (80.000) 

3.3. Hp 感染患儿血清抗体分型与 DOB 值之间的关系 

对 77 名 Hp 感染患儿进行 Hp 血清抗体分型与 DOB 值之间关系进行分析发现，不同 Hp 抗体分型与

各组 DOB 值波动无相关性，差异无统计学差异，P > 0.05 (见表 2)。 
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Table 2. The relationship between DOB value and antibody types of Hp serum 
表 2. 不同 Hp 血清抗体分型与 DOB 值之间的关系 

 I 型 n (%) II 型 n (%) 中间型 n (%) χ2 P 

1 组 11 (23.913) 3 (18.750) 7 (46.667) 

7.914 0.080 2 组 15 (32.609) 10 (62.500) 5 (33.333) 

3 组 20 (43.478) 3 (18.750) 3 (20.000) 

3.4. 不同 DOB 值与 ZO-1 蛋白表达之间的关系 

利用 13C-UBT 对 77 例 Hp 感染患儿进行 DOB 值测定，发现 DOB 值在 Hp 感染患儿中波动明显，同

时与胃黏膜 ZO-1 蛋白表达情况进行分析发现，不同 DOB 值之间 ZO-1 蛋白表达量无明显差异，P > 0.05 
(见表 3)，二者之间无统计学差异。 

 
Table 3. Relationship between different DOB values and ZO-1 protein expression 
表 3. 不同 DOB 值之间与 ZO-1 蛋白表达的关系 

 1 组 n (%) 2 组 n (%) 3 组 n (%) χ2 P 

ZO-1 (+) 5 (23.810) 10 (33.333) 4 (15.385) 
2.364 0.301 

ZO-1 (−) 16 (76.190) 20 (66.667) 22 (84.615) 

4. 讨论 

儿童时期感染 Hp 后除引起胃肠道疾病表现外，还会导致贫血、生长发育不足、过敏性紫癜等消化

系统以外的疾病[7]，因此在儿童期及时发现并根除 Hp 及其重要。然而，感染 Hp 后临床表现差异较大，

这与个体差异和感染的 Hp 血清抗体分型相关。根据 Hp 感染患者血清中 VacA 和 CagA 表达情况，将 Hp
分为 I 型、II 型和中间型。I 型为 VacA 和 CagA 均阳性，致病力最强，临床表现明显，而 VacA 或 CagA
阳性 Hp 致病力则明显降低，因此一般感染 II 型和中间型 Hp 菌株后临床表现相对不明显。本研究对象为

临床表现较明显 Hp 感染患儿，I 型 Hp 感染率达 74%，与 I 型临床表现明显相符合。VacA 破坏细胞内溶

酶体活性、离子通道、使细胞空泡化，胃黏膜上皮细胞失去活性；CagA 通过 IV 型分泌系统进入胃黏膜

上皮细胞后破坏细胞极性，通过破坏细胞的有丝分裂过程控制细胞的分裂、分化[8]。本研究发现，不同

血清型 Hp 感染对胃黏膜损伤程度存在差异，I 型 Hp 对黏膜损伤程度最大。VacA 和 CagA 协同通过错综

复杂的网络系统干扰胃黏膜骨架结构，导致黏膜上皮细胞屏障功能破坏[9]。因此临床可通过外周血 Hp
抗体分型大致评估胃黏膜损伤程度，减少 Hp 感染治疗后复查痛苦，提高儿童患者的治疗依从性。 

对于胃黏膜损伤程度的评估，可以用胃黏膜紧密连接的减少程度来表示。紧密连接是胃黏膜相邻两

上皮细胞间构成的物理屏障之一，它具有选择渗透性，能选择性吸收营养物质和水分，将有害物质阻隔

在肠腔内而不被吸收[10]。但其长期与外界环境相接触，不可避免地受外界病原体及其毒素、缺氧、炎症

因子等刺激，结构及功能易受影响，这与本研究所显示的感染 Hp 后紧密连接被破坏结果相一致。紧密

连接是由多种蛋白组成的结构复合体，这些蛋白包括外周膜蛋白、跨膜蛋白和细胞骨架蛋白[11]，ZO-1
蛋白为细胞骨架蛋白之一，位于胞浆内，其量的变化常被用来评估紧密连接屏障功能的损伤程度[12]，本

研究发现感染不同菌株 Hp 后 ZO-1 蛋白阳性表达的变化存在差异，感染 I 型菌株的儿童胃黏膜 ZO-1 蛋

白阳性表达最低，即 I 型 Hp 对胃黏膜损伤程度最大。Hp 黏附在胃黏膜上皮细胞表面，分泌 CagA 和 VacA
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直接或间接破坏细胞间紧密连接，致使 ZO-1 蛋白表达下降。ZO-1 蛋白被破坏，上皮细胞间的物理屏障

消失，各种离子可随意进出胃黏膜上皮细胞，致使细胞水肿、破裂甚至死亡，形成溃疡或黏膜萎缩。动

物试验也证明[13]，被 Hp 感染后蒙古沙鼠胃酸及胃黏膜防御因子减少，炎性因子等致病因子暴露于胃黏

膜表面增多，紧密连接屏障功能破坏，引起慢性胃炎。但是，检测胃黏膜 ZO-1 蛋白表达情况为有创操作，

儿童患者由于受到年龄、耐受性及家属等多种因素限制，难以施行胃镜下取病理检测 ZO-1 蛋白评估胃黏

膜损伤情况，而 Hp 血清抗体分型在外周血中即可获得，创伤性小，儿童易接受。且本实验证实了不同

血清抗体分型与 ZO-1 蛋白表达存在相关性，因此可以通过 Hp 血清抗体分型评估胃黏膜损伤程度。 
本研究确诊 Hp 感染的方法为组织病理学和 UBT 同时阳性或消化性溃疡出血时组织病理学阳性，存

在侵入性检查，儿童患者难以接受，因此确诊率较成人低。Hp 在胃内呈簇状分布，组织病理采集存在假

阴性风险，进一步增加了 Hp 感染确诊的难度。13C-UBT 通过测定胃内尿素酶活性确定胃内 Hp 载量，不

受 Hp 分布影响，且为非侵入性检查方法，更易被儿童患者接受，可行性强。一项关于亚洲人群幽门螺

杆菌感染检测手段的 meta 分析发现，13C-UBT 对诊断 Hp 感染的敏感性为 97%，特异性为 96% [14]，被

视为一种可靠的检测 Hp 感染手段。与此同时，国外一项关于 13C-UBT 与内窥镜检查和 SAT 的对比研究

发现，13C-UBT 比 SAT 具有更高的准确性和敏感性，且相较于内窥镜检查价格便宜，患者更易接受，并

且可评估 Hp 治疗后根除情况[15]。但是 13C-UBT 只可作为 Hp 感染的定性检查，不能做 Hp 载量评估，

目前尚无相关研究显示DOB值大小与Hp菌株载量相关。且本研究显示不同菌株之间DOB值及不同DOB
值与 ZO-1 蛋白阳性表达之间无统计学差异，因此，不能依靠 DOB 值大小判断 Hp 菌株毒力，亦不能用

于评估胃黏膜损伤情况。 
目前 Hp 感染检测方法分侵入性和非侵入性两种，侵入性准确率高，但相较于非侵入方法而言痛苦

大，尤其在儿童患者中施行率低，而非侵入性检查尚不能确诊 Hp 感染。国外研究者利用患者粪便中 Hp
基因检测来诊断 Hp 感染，其准确度达 95% [16]，但费用高，目前尚不能广泛应用于临床。本研究结果

显示血清 Hp 抗体分型与黏膜 ZO-1 蛋白阳性表达率存在相关性，有望成为评估 Hp 感染后胃黏膜损伤程

度的指标。 
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