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Abstract
AIM: To examine the serological response of patient with
various upper gastrointestinal diseases and Helicobacter pylori
(H pylori ) infection to H pylori outer membrane proteins
(OMP) with Mr18 000 and 26 000 acquired by gene recom-
binant technique, and to determine its diagnostic significance.

METHODS: The recombinant vectors encoding OMP of
H pylori with M r18 000 and 26 000 identified by restriction
enzyme or PCR were used to transform and express in
BL21 (DE3) E. coli respectively. After purification with Ni2+-
NTA agarose resin, the colloid gold kits were prepared
with purified recombinant proteins to detect H pylori infection
and disease associated with H pylori by immunity-marker
technology. We selected 150 patients with H pylori infection
and digestive symptoms without previous treatment, including
chronic superficial gastritis (n =60), duodenal ulcer (n =30),
gastric ulcer (n =30), and gastric cancer (n =30) during one
year. Simultaneously, 33 cases without digestive symptoms
and H pylori infection were used as controls. All sera were
collected and the antibody responded to specific proteins of
H pylori was tested with the colloid gold test kit. Taking as
reference a combination of standard diagnostic methods (13C
urea breath test, cultivate) and the classic enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) serological tests was com-

pared with the results of this technique, and the sensitivity,
specificity and accuracy of the colloid gold test were evaluated.

RESULTS: After purification with Ni2+-NTA agarose resin,
the purities of recombinant fusion proteins were all about
95%. The ELISA results showed that recombinant fusion
proteins could be recognized by monoclonal antibody of
anti-H pylori with Mr18 000 and 26 000 respectively. The
results detected using colloid gold kits were as follows: all
patients’ sera infected with H pylori showed response to
recombinant protein with Mr 26 000 were 94.0%, while
95.0%, 96.7%, 96.7% and 90.0% of patients with H pylori-
infected chronic superficial gastritis, duodenal ulcer, gastric
ulcer, and gastric cancer respectively, showed responses.
Compared with the serum-based ELISA results in detecting
H pylori-infection, there was no significant difference with
the colloid gold kits (P >0.05). The sensitivity, specificity,
and accuracy of the rapid test kit with Mr 26 000 protein
were 94.0%, 97.0%, and 94.5%, respectively; To recombinant
protein with Mr18 000, 52.0%, 40.0%, 40.0%, 53.3% and
86.7%, of patients with H pylori-infected chronic superficial
gastritis, duodenal ulcer, gastric ulcer, and gastric cancer
respectively, showed responses. There were a significant
difference (P <0.05) in the detecting rates of H pylori in-
fection between gastric cancer (86.7%) and the other dis-
eases (43.3%). The results showed the colloid gold kits
with Mr26 000 proteins of H pylori could be used as a
conventional examination method, with similar sensitivity
and specificity as other conventional examination method,
and simultaneously a significant association was found
between the serologic response to Mr 18 000 OMP antigen
and malignant outcome of H pylori infection.

CONCLUSION: The two colloid gold kits with Mr18 000 and
26 000 proteins of H pylori, can be a useful tool for detect-
ing H pylori infection, as well as predicting H pylori related
gastrointestinal diseases, such as gastric malignancy and
peptic ulcer.
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摘要
目的: 通过检测伴有H pylori感染的上消化道疾病患者血
清对H pylori OMP的反应性，来探讨基因重组H pylori
OMP对H pylori 感染及其相关性疾病的诊断价值，为
进一步开发诊断试剂盒及其临床应用奠定基础.

方法: 分别将已鉴定、测序的含H pylori Mr 为 18 000，
26 000 OMP重组质粒转化表达菌-大肠杆菌BL21中，
让其大量表达、纯化，制备金标免疫检测试纸; 选择
2002-01/2002-12因消化道症状来我院就诊的H pylori
阳性患者150例，经胃镜证实: 慢性浅表性胃炎60例;



胃溃疡30例; 十二指肠球部溃疡30例; 胃癌30例，以
及33例H pylori 阴性的健康者作为对照，分别采用以
H pylori Mr为 18 000，26 000 OMP为抗原制备金标免疫
检测试纸，对183例受试者血清进行特异性抗体检测.

结果: 重组蛋白经Ni2+-NTA琼脂糖树脂纯化后，其纯
度高达95%以上，经检测其抗原性良好. 用金标免疫
试纸对H pylori 感染的上消化道疾病患者150 例，以
及H pylori 阴性的健康者33名进行了检测，其结果为:
26 000 OMP对H pylori 感染的检出率为94.0%，对慢
性浅表性胃炎、胃溃疡、十二指肠球部溃疡以及胃癌
患者中H pylori 感染的检出率分别为95.0%，96.7%，
96.7% 和 90.0%，与常规ELISA 方法检测结果相比，
二者无显著性差异(χ2 检验，P >0.05)，其敏感性、特
异性和准确性分别为94.0%、97.0%、94.5%; 而 18 000
OMP对H pylori 感染患者的检出率为52.0%，对慢性
浅表性胃炎、胃溃疡、十二指肠球部溃疡和胃癌患者中
H pylori 感染的检出率分别为40.0%、40.0%、53.3%
和86.7%，对胃癌患者中H pylori感染检出率86.7%与
慢性浅表性胃炎、胃溃疡、十二指肠球部溃疡总检出率
43.3%相比，具有显著的差异性(P <0.05). 因此以26 000
OMP 的金标免疫检测试纸可以作为H pylori感染的常规
检测方法，他与常规ELISA检测方法相比具有可靠的
特异性以及敏感性，同时与18 000 OMP金标免疫检测
试纸一起，对胃癌患者中H pylori感染检出率高对胃肠
道肿瘤特别是胃癌的诊断及预测方面具有独特之处，
这值得进一步的研究.

结论: H pylori Mr 18 000，26 000 OMP金标免疫检测试
纸对H pylori 感染及其相关性疾病，尤其对消化道恶
性肿瘤的诊断及预测具有重要的价值，可以作为常规
检测手段对消化道溃疡及肿瘤高危人群进行检测.
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0   引言

自1983年Marshall和Warren从慢性活动性胃炎患者的

胃黏膜中分离出H pylori 之后，H pylori 与上胃肠道疾

病之间的关系受到消化学界和微生物学界的极大关注.

我国普通人群的感染率为50-80% [1]，每年新增感染人

数近千万. H pylori 感染不但与B型胃炎、消化性溃

疡、MALT淋巴瘤、胃癌的发生有密切关系[2-13]，而且

与肠外疾病的发生也有重要作用[14-16]，在动物实验中

已证明H pylori的致癌性[17]，世界卫生组织已明确指出

H pylori为第一类致癌因子. 因此对H pylori感染的诊断

及其治疗显得十分必要.

         常规诊断方法有着各自的适应范围和特点[18-23]. 鉴于

ELISA可同时处理大量标本，适合流行病学调查、研

究等特点，应用较为广泛[24]. 目前H pylori 血清ELISA
抗原主要采用H pylori的培养所得，由于H pylori培养
条件比较苛刻，需要用特殊的厌氧培养设备，不易获
得大量的有效抗原成分; 而基因重组的纯化抗原，目前
H pylori 多种OMP基因已被克隆，并在大肠杆菌中得
到了成功表达[25-30]，但低分子OMP应用于H pylori的诊
断，目前国内外很少报道. 为了获得大量的纯化H pylori
低分子的OMP 抗原，我们采用了基因重组技术，分
别构建了H pylori Mr 为 18 000，26 000 OMP编码基因
重组载体，并在大肠杆菌中得到了高效表达，对其抗原
性进行了鉴定[31-34]. 因此我们将纯化的重组融合OMP用
于以抗原抗体反应及胶体金标记技术为基础的金标免
疫检测试纸，对H pylori感染及其相关疾病的诊断价值
进行了研究如下.

1   材料和方法

1.1 材料  BL21/pET32a(+)/Omp26，BL21/pET32a(+)/
Omp18 和H pylori 18 000，26 000低Mr OMP mAb由本
实验室构建、鉴定; 收集2002-01/2002-12上消化道症
状就诊H pylori阳性患者血清 150例，以及H pylori 阴
性健康者血清33名，要求所有受试者在4 wk 内未服
用抗生素、糖皮质激素、H2 受体拮抗剂以及质子泵
抑制剂. 13C尿素呼吸实验由海德威公司提供; 金标免疫
检测试纸(分别以H pylori Mr 为 18000，26 000 OMP制
作金标免疫检测试纸，由肝炎所提供); Ni2+-NTA多聚
组氨酸蛋白纯化试剂盒为QIAGEN产品; 超声破碎液
(50 mmoL/L NaH2PO4，300 mmoL/L NaCl，pH 7.0); 洗
涤液(50 mmoL/L NaH2PO4，300 mmoL/L 的 NaCl，
20 mmoL/L imidazole，pH7.8); 洗脱液(50 mmoL/L
NaH2PO4，imidazole 300 mmoL/L的NaCl，250 mmoL/L
Imidazole，pH7.8)由肝炎研究所提供.
1.2 方法  将酶切、PCR鉴定的重组载体转化大肠杆菌
BL21，随后分别挑选含重组载体pET32a (+)/Omp18 和
pET32a(+)/Omp26的单克隆菌落于盛有2 mL LB培养基的
各试管中(含氨苄青霉素100 mg/L)，于37 ℃，250 r/min
培养过夜，次日将过夜培养液加入盛有100 mL LB(含
氨苄青霉素100 mg/L)、容积为 500 mL 的三角瓶中，
各培养500 mL细菌液，于37 ℃培养至A600为0.4-0.6时，
加入终浓度为1.0 mmoL/L的 IPTG，诱导表达4 h，以
4 ℃，10 000 r/min离心15 min，收集菌体，于-20 ℃

冻存备用; 由于重组载体表达的融合蛋白质C端带有6

聚组氨酸，故表达产物用Ni2+-NTA树脂纯化. 分别制

备500 mL细菌培养液，离心，菌体混悬于50 mL超声

破碎液中，在35%×600 W低温条件下，超声破碎40 min，

以4 ℃ 10 000 r/min 离心 15 min，将上清液按常规方

法过滤柱子(Ni2+-NTA agarose)，以 10 mL洗涤液洗脱

2次，然后以10 mL洗脱液洗脱并分3段收集过滤液，

分别取3段收集液10 µL以等量2×蛋白上样缓冲液混
匀，煮沸5 min，进行15% SDS-PAGE凝胶电泳. 同时
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采用相应的单克隆抗体以及免疫的动物血清，以
Western blot方法检测表达的目的蛋白的生物活性. 同时
进行蛋白质含量的检测; H pylori外膜蛋白金标免疫检测
试验是采用高度特异性的抗原抗体反应及胶体金标记
技术，通过双抗原夹心法(抗原 - 抗体－抗原)，实现
对H pylori 抗体特异检测. 即: 将重组H pylori 抗原包被
在反应膜-硝酸纤维素膜上作为检测带，同时将重组
H pylori抗原标记上胶体金作为显色剂，利用双抗原夹
心法原理，一步检测血清样品中的H pylori 抗体. 关于
金标免疫检测试纸组装示意图如图1所示. 其结果判断
标准为: 阴性(-)，表示出现一条紫红色条带，位于质
控区(C)内. 如样本中不含特定的H pylori抗体蛋白，胶
体金抗体在层析过程中不会被固定在膜上检测带内的
单抗免疫，因而测试区内(T)不会出现一条紫红色检测
带. 质控区内(C)所显现的紫红色条带是判定是否有足够
的样品液，层析过程是否正常的标准，同时也作为试剂
的内控标准. 阴性结果表明，待测样品中不含H pylori
抗体蛋白; 阳性(+)则表示质控区(C)出现一条紫红色条
带，同时在测试区(T)内也出现一条紫红色条带. 如果待
测样品中H pylori抗体蛋白浓度高于其检测阈值时，抗
原免疫金与检测带上的另一单抗结合，因此在测试区
内(T)出现紫红色检测带. 阳性结果表明，特定H pylori
抗体蛋白含量在阈值以上; 无效则是在质控区(C)未出现
紫红色条带，表明不正确的操作过程(图 2); 所有受
试者经13C 呼吸试验、细菌学培养上述检查方法中，
任意一种检测为阳性，被确定为H pylori 感染; 而前
二种检测手段中任意一种检测为阴性，说明该患者无
H pylori的感染. 若H pylori感染患者，H pylori OMP金
标免疫检测为阴性，则视为假阴性; 若无H pylori 感染
患者，H pylori OMP金标免疫检测出现阳性，则视为
假阳性，以此来判断H pylori  OMP金标免疫检测试纸
在临床中的应用价值.

图1  金标免疫检测试纸组装示意图

图2  H pylori外膜蛋白金标试纸检测示意图. A: 阴性; B: 阳性; C: 无效.

2   结果

2.1 重组融合蛋白的质和量  分别收集BL21/pET32a (+)/

Omp18 和 BL21/pET32a(+)/Omp26 菌体，进行15% SDS-

PAGE，结果发现，经 IPTG 诱导后，融合蛋白的表

达量分别占菌体总蛋白的18.96%，26.38%. 同时分别

将LB培养基制备的大量细菌混悬于超声破碎液中，在

35%× 600 W低温条件下，超声破碎40 min，以4 ℃

10 000 r/min 离心 15 min，将上清液按常规方法过柱

(Ni2+-NTA agarose resin)，以洗涤液洗涤2次，然后洗

脱液洗脱，并分3段收集，分别取3段收集液20 µL以
等量2×蛋白上样缓冲液混匀，煮沸5 min，以150 g/L

SDS-PAGE 进行凝胶电泳，通过染色、脱色，可见

大部分目的蛋白在第2段收集液中，通过Image Master

Totallab v1.11软件进行凝胶自动扫描分析，分别获得

了纯度达95%以上的1.25 g/L的重组融合蛋白，其Mr
为 3 8000，46 000 的融合蛋白，其中Mr 20 000 的蛋

白为pET32a(+)所表达. 目的蛋白能够被相应H pylori Mr
为 18 000，26 000 的 OMP mAb以及免疫的动物血清

所识别，说明表达的目的蛋白的生物活性良好.

2.2 金标免疫检测H pylori 感染  对 H pylori 感染的上

消化道疾病患者150例，以及H pylori 阴性的健康者

33 名进行了金标免疫试纸检测，其结果为: 26 000

OMP对H pylori 感染的检出率为94.0%，对慢性浅表

性胃炎、胃溃疡、十二指肠球部溃疡以及胃癌患者中

H pylori 感染的检出率分别为 95.0%，96.7%，96.7%

和 90.0%，与常规的ELISA检测方法相比，二者无显

著性差异(χ 2 检验，P >0.05)，其敏感性、特异性和
准确性分别为94.0%，97.0%，94.5%; 而18 000 OMP对

H pylori 感染的检出率为 52.0%，对慢性浅表性胃

炎、胃溃疡、十二指肠球部溃疡和胃癌患者中H pylori

感染的检出率分别为40.0%，40.0%，53.3%和86.7%，

对胃癌患者中H pylori 感染检出率86.7%与慢性浅表

性胃炎、胃溃疡、十二指肠球部溃疡总检出率43.3%相

比，具有显著的差异性(P <0.05，表1-2). 分别采用Mr
18 000，26 000 OMP金标免疫检测试纸对H pylori 感

染检测结果比较(见图3).

图3  Mr 18 000, 26 000 OMP金标免疫检测试纸对H pylori 感染检测

结果比较.
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表1  Mr 18 000, 26 000 OMP金标免疫检测试纸对H pylori 感染检测

的结果

试验方法        受试者例数    阳性      阴性      假阳性    假阴性

ELISA 183      144       32             1 6

26 000胶体金 183      141       32             1 9

18 000胶体金 183       78       33           0            72

表2  Mr 18 000, 26 000 OMP金标免疫检测试纸对H pylori 感染检测

的结果

试验方法       受试者例数     年龄            阳性     阴性

Mr 26 000 OMP

慢性浅表性胃炎 60 50.3±15.9 57 3

胃溃疡 30 57.3±13.2 29 1

十二指肠球部溃疡 30 46.5±14.2 29 1

胃癌 30 64.7±17.4 27 3

Mr 18 000 OMP

慢性浅表性胃炎 60 50.3±15.9 24        36

胃溃疡 30 57.3±13.2 12        18

十二指肠球部溃疡 30 46.5±14.2 16        14

胃癌 30 64.7±17.4 26         4

3   讨论

所有H pylori 都表达Mr18 000、26 000外膜蛋白，而
且与其他菌群的外膜蛋白无交叉反应[33]. 我们在大肠杆
菌中表达了完整的H pylori Mr18 000，26 000 OMP，
经Western-blot鉴定，有很强的抗原性. 分别将重组蛋
白作为抗原，采用高度特异性的抗原、抗体反应及胶
体金标记技术，通过双抗原夹心法(抗原 - 抗体－抗
原)，一步检测血清样品中的H pylori 抗体，建立检测
H pylori特异性 IgG的金标免疫检测试纸，从而实现了
对H pylori特异抗体的检测. 我们通过Ni2+-NTA agarose
resin，将重组蛋白进行纯化，并且将蛋白浓度调整到
1 g/L，同时将胶体金的颗粒直径调整到40-60 nm，并
将抗体的浓度调至最佳，获得稳定性的胶体金标记物
以及满意的实验效果.
        本实验我们选择了H pylori感染的上消化道疾病患
者150例，以及H pylori阴性的健康者33名作为对照，
金标免疫检测试验结果为: 26 000 OMP对H pylori感染
的检出率为94.0%，对慢性浅表性胃炎、胃溃疡、十二
指肠球部溃疡以及胃癌患者中H pylori感染的检出率分
别为95.0%，96.7%，96.7%和90.0%，与常规的ELISA
检测方法相比，二者无显著差异(χ2检验，P >0.05)，其
敏感性、特异性和准确率分别为94.0%，97.0%，94.5%;
而 18 000 OMP对H pylori感染患者的检出率为52.0%，
对慢性浅表性胃炎、胃溃疡、十二指肠球部溃疡和胃癌
患者中H pylori 感染的检出率分别为40.0%，40.0%，
53.3%和 86.7%，对胃癌检出率86.7%与慢性浅表性
胃炎、胃溃疡、十二指肠球部溃疡总检出率43.3%相

比，具有显著的差异性(P <0.05). 因此以 26 000 OMP
的金标免疫检测试纸可以作为H pylori感染的常规检测
方法，与常规的检测方法相比具有可靠的特异性以及
敏感性，同时与18 000 OMP 金标免疫检测试纸一起，
在胃肠道肿瘤的诊断和预测方面具有独特之处，这值
得进一步的研究，上述结果与文献[35]报道一致. 据
Raymond et al 报道，以免疫印迹方法检测H pylori血清
抗体，发现对H pylori Mr 26 000 OMP抗原敏感性89.4%，
特异性87.9%，正确率为88.7%; 同时Shiesh et al报道，
H pylori阳性患者的血清对H pylori低分子量OMP116 000
(CagA)，89 000(VacA)，60 000(Hsp)，45 000，35 000，
30 000，26 500 和 19 500 的反应性分别为 76.5%，
42.9%，23.6%，46.7%，84.1%，76.5%，82.9% 和
32.4%，同时提出 H pylori 低分子量 OMP 19 500，
26 500对上消化道溃疡、恶性肿瘤的高危人群可以作
为有效的检测抗原.
        研究发现表明，虽然所有的H pylori菌株都能表达
Mr为 18 000，26 000 的 OMP，刺激机体产生相应的
抗体，但抗体的产生与抗原分子大小、机体的免疫状态
等诸多因素有关，而且抗体滴度的衰减与相应抗体分
子大小等密切相连，本实验结果也表明，26 000 OMP
对H pylori感染患者的阳性检出率(86.7%)明显高于18 000
OMP对H pylori感染的检出率(52%); 而胃癌的发生是一
个多因素、多阶段的过程，在慢性胃炎-萎缩性胃炎-
肠上皮化生-异型增生-胃癌这样一个漫长的过程中，
各种致病因子可能单独或协同作用于癌变的起始阶段，
实验结果也表明18 000 OMP对胃癌的H pylori 感染的
检出率(86.7%)与 26 000 OMP对胃癌的H pylori感染的
检出率(90.0%)几乎一致，综上所述，Mr 为 18 000，
26 000的 OMP不仅可作为检测H pylori 感染的一种标
志性抗原，同时对胃癌以及胃癌高发人群的筛选具有
重要的价值.
        总之，用OMP作为抗原而建立的金标免疫检测试
验用于检测抗H pylori IgG抗体是可行的. 该方法体现了
快速、简单以及无痛苦，具有可靠的特异性，而且与其
他检测方法相比，具有对胃癌患者H pylori感染检出率
高对胃肠道肿瘤特别是胃癌的诊断及预测方面具有独
特之处.
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