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幽门螺杆菌 23S rRNA 基因与 gyrA 基因突变检测试剂盒 

（荧光 PCR 法）说明书 

【产品名称】 

通用名称：幽门螺杆菌 23S rRNA 基因与 gyrA 基因突变检测试剂盒（荧光 PCR 法） 

【包装规格】 

50 测试/盒 

【预期用途】 

本试剂盒用于检测人胃黏膜组织样本中幽门螺杆菌 23S rRNA 基因 A2143G、A2143C 和 A2144G 突变

和 gyrA 基因 261A、261G、260T、271A、271T、272G突变。 

本试剂盒用于幽门螺杆菌克拉霉素耐药（23S rRNA 基因突变）和喹诺酮类抗生素耐药（gyrA 基因突

变）的临床辅助诊断，为临床医生评估个体中幽门螺杆菌的耐药性提供参考。试剂盒适用于幽门螺杆菌感

染者且临床认为有必要采用胃粘膜组织进行幽门螺杆菌耐药诊断的患者。未与具体药品进行相关临床试

验，本试剂盒检测结果仅供临床参考，不得作为确诊或排除的唯一依据。 

幽门螺杆菌（Helicobacter pylori，Hp）在世界范围内广泛流行，全世界大约有 50%的人有幽门螺杆菌

感染史，而我国幽门螺杆菌的感染率在 40%~70%。幽门螺杆菌主要引起消化系统相关疾病，如慢性胃

炎、胃溃疡与十二指肠溃疡等。目前，临床上主要采用含抗生素的三联或四联疗法来治疗幽门螺杆菌感

染，而抗生素的大量使用导致幽门螺杆菌产生耐药性，幽门螺杆菌 23S rRNA 基因 A2143G、A2143C 和

A2144G 突变与克拉霉素耐药相关，gyrA 蛋白 87 位天冬酰胺到赖氨酸/异亮氨酸突变、gyrA 蛋白 91 位天

冬氨酸到天冬酰胺/酪氨酸/甘氨酸突变与喹诺酮类抗生素耐药相关。因此，幽门螺杆菌及其耐药性的检测

对临床用药具有指导意义。 

检验人员应具备 PCR 检测操作资质。由于幽门螺杆菌属于危害程度第三类的病原微生物，因此在保

证安全的前提下，对临床和现场的未知样本检测操作在生物安全 II 级或以上防护级别的实验室进行。 

【检验原理】 

本试剂盒采用聚合酶链式反应（PCR）结合Taqman荧光探针技术对人胃黏膜组织样本中的幽门螺杆菌

耐药突变进行鉴别检测。 

本试剂盒针对幽门螺杆菌 23S rRNA 基因与克拉霉素耐药相关 3 种突变位点及与 gyrA 基因与喹诺酮类

抗生素耐药相关 6 种突变位点设计引物探针（突变位点信息如表 1 所示），采用 FAM 荧光标记 23S rRNA

基因突变，采用 HEX 荧光标记 gyrA 基因突变。针对 16S rRNA 基因设计引物探针，作为内部阳性质控，

采用 ROX 荧光标记；针对人 β-actin 基因设计引物探针，作为试剂盒内标，采用 CY5 荧光标记。 

表 1 幽门螺杆菌 23S rRNA 基因与 gyrA 基因耐药突变位点 

23S rRNA 基因 gyrA 基因 

核苷酸变化 突变名称 核苷酸变化 氨基酸变化 

AAA>CAA Asn87Lys 
AAT>AAG 

天冬酰胺到赖氨酸 
AAC>AAA 

AAA>GAA 
Asn87Ile AAT>ATT 天冬酰胺到异亮氨酸 

Asp91Asn GAT>AAT 天冬氨酸到天冬酰胺 

AAA>AGA 
Asp91Tyr GAT>TAT 天冬氨酸到酪氨酸 

Asp91Gly GAT>GGT 天冬氨酸到甘氨酸 

【主要组成成分】 

序号 标签 成份 数量（50 测试/盒） 

1 检测缓冲液（Hp） 含氯化镁、dNTPs、水等 1 管（700μL/管） 

2 引物探针（Hp） 含目的基因引物、探针等 1 管（400μL/管） 
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3 混合酶液 (Hp) 含 UNG酶、聚合酶 1 管（28μL/管） 

4 强阳性质控品 (Hp) 含 Hp 目的基因及突变基因等 1 管（500μL/管） 

5 弱阳性质控品 (Hp) 含 Hp 目的基因及突变基因等 1 管（500μL/管） 

6 阴性质控品(Hp) 含人 β-actin 基因的质粒 1 管（500μL//管） 

其他需要但未提供的试剂：核酸提取纯化试剂（生产厂家：江苏默乐生物科技股份有限公司，备案

号：苏泰械备 20150076）。   

注：不同批号试剂盒中各组分不能互换。 

【储存条件及有效期】 

包装后的试剂盒，贮存在-（20±5）℃冰箱内，保存期限是 12 个月。采用泡沫盒加冰袋或干冰密封

进行运输。在 37℃高温条件下能稳定储存 5 天，超过 5 天效果未验证；反复冻融 5 次稳定性良好，超过 5

次效果未验证；配置成反应体系后，2-8℃条件下存放 3 天稳定性良好，超过 3 天效果未验证；使用时由

于环境中可能存在气溶胶污染，导致 PCR 反应假阳性等原因，建议一次性使用。 

生产日期和失效日期：见标签。 

【适用仪器】 

本试剂盒适用于 ABI 7500 和上海宏石 SLAN-96P 等实时荧光定量 PCR 仪。 

【样本要求】 

采集的样本为胃黏膜组织。 

1 采集 

取胃黏膜组织样本，置于样本保存管内，密封送检。采样时应首选病灶部位。 

2 采样步骤 

插镜后，操作者操纵活检钳瓣的开启，右手将钳头自活检阀门孔缓慢送入，当钳头进入视野后，张开

钳瓣，操纵内镜，使活检钳在采样部位胃黏膜处，稍加压，关闭活检钳，夹取胃黏膜组织，抽出钳子，将

取得的组织样本置于样本保存管内。 

3 注意事项 

样本采集过程中注意无菌操作。请使用一次性活检钳，避免交叉感染。取样时，活检钳应尽量下压深

达黏膜全层；取出活检钳并打开活检器时要轻，防止黏膜撕裂。 

4 完成采样后，旋紧样本保存管管盖并密封，以防干燥，外表贴上带有唯一识别号码的标签，密闭送

检，外表贴上带有唯一识别号码的标签。 

5 临床标本在运输和贮存过程中要避免反复冻融，如果不能确保-（20±5）℃的条件，应该在 0-8℃运

输。-（20±5）℃保存期限是 5 个月（超过 5 个月效果未验证），-70℃及以下可以长期保存。运输和保存

过程中要附有必要的信息，如标本编号、发病日期和标本采集日期。 

【检验方法】 

1 扩增试剂准备（PCR 前准备期） 

采用江苏默乐生物科技股份有限公司的核酸提取纯化试剂（备案号：苏泰械备 20150076）。按照核酸

提取纯化试剂的说明书提取病原体核酸。抽提好的核酸应立即进行检测或置于-（20±5）℃长期保存。需

要进行核酸提取的样本种类包括： 

1.1 临床样本：待检测的临床样本； 

1.2 质控品：试剂盒中强阳性质控品（Hp）、弱阳性质控品（Hp）和阴性质控品（Hp），取 50μL 上述 3 种

质控品，分别与 50μL 裂解液（核酸提取纯化试剂，备案号：苏泰械备 20150076）混合，95℃加热

10min，12000rpm 离心 10min，转移上清至新的 Ep 管中，并做好标记。 

2 扩增试剂准备（PCRⅠ室） 

从试剂盒中取出引物探针和检测缓冲液，在冰上或2-8℃融化，取出混合酶液，将所有组分轻微摇晃

混匀并低速简短离心。每人份按照下表进行PCR反应体系的配置。 
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计算好各试剂使用量，加入一适当体积离心管中，充分混匀，简短离心。PCR反应液的总量应满足的

人份数包括：临床样本的个数、1管强阳性质控品、1管弱阳性质控品、1管阴性质控品和1个PCR阴性对

照。 

PCR反应液配置完毕，进行PCR反应液的分装，在每一个PCR反应孔加入20.0μL PCR反应液，分装完

毕，转移至PCRⅡ室。 

3 加样（PCRⅡ室） 

在装有PCR反应液的PCR反应孔中加入“1 扩增试剂准备（PCR前准备期）”步骤制备的核酸，每一

份核酸的添加量是5.0µL/孔，PCR阴性对照孔中不添加任何样本或核酸。 

4 PCR 反应（检测区） 

将反应管放入荧光PCR检测仪中，循环参数设定如下： 

步骤 循环数 温度(℃) 反应时间(min:sec) 

1 1 42 02:00 

2 1 95 02:00 

3 40 
95 00:10 

58 00:45 

荧光信号的收集定为FAM（23S rRNA基因突变）、HEX/VIC（gyrA基因突变）、ROX（幽门螺杆菌）

和CY5（内标），数据的采集定在58℃。采用ABI7500仪器时，请将“Quencher”一栏设置为“none”，

“passive reference”一栏选为“none”。 

【阳性判断值】 

通过试验结果分析，利用 ROC 曲线法最终确定本试剂盒 FAM（23S rRNA 基因突变）荧光的参考值

为 35.04，Ct 值≤35.04，表示 23S rRNA 基因突变；HEX/VIC（gyrA 基因突变）荧光的参考值为 35.73，

Ct 值≤35.73，表示 gyrA 基因突变。 

【检验结果的解释】 

反应结束后，仪器自动保存结果，分析图像后调节Baseline的Start值、End值和Threshold值（可自行调

节，Start值可以在3-15之间，End值可以位于5-20之间），调整PCR阴性对照的扩增曲线使其平直或低于阈

值线。 

强阳性质控品 FAM、HEX/VIC 和 ROX 的 Ct 值≤25.00；弱阳性质控品 FAM、HEX/VIC 和 ROX 的

Ct 值≤35.00；阴性质控品 FAM、HEX/VIC 和 ROX 的 Ct 值应为阴性；PCR 阴性对照孔应检出为阴性，即

仪器检测结果不显示 Ct 或 Ct＞35.00 或无典型 S 扩增曲线。以上条件需要在同一次试验中同时满足，否则

认为 PCR 反应无效，需要重新进行检测。 

1 在质控品检测符合要求的情况下，如样本内标 CY5 的 Ct 值＞32.00，则需重新抽提该样本后再进行

检测。 

2 在质控品检测符合要求的情况下，样本内标 CY5 的 Ct 值≤32.00，待检样本 ROX 荧光 Ct＞35.00 或

没有 Ct 值或无典型 S 型扩增曲线时，基因突变检测结果无效。 

3 在质控品检测符合要求的情况下，样本内标CY5的Ct值≤32.00，待检样本ROX荧光Ct≤35.00且呈典

型S型扩增曲线时，进行有无基因突变的判断，具体如下表所示： 

待检样本实时荧光 PCR 检测结果 鉴定结果 

CY5 荧光 ROX 荧光 FAM 荧光 HEX/VIC 荧光 
幽门螺

杆菌 

23S rRNA 基因

2143C、2143G和

/或 2144G突变 

gyrA 基因 260T、

261G、261A、271A、

271T 和/或 272G突变 

≤32.00 ≤35.00 ＞35.04 ＞35.73 阳性 无突变 无突变 

≤32.00 ≤35.00 ≤35.04 ＞35.73 阳性 突变 无突变 

≤32.00 ≤35.00 ＞35.04 ≤35.73 阳性 无突变 突变 

≤32.00 ≤35.00 ≤35.04 ≤35.73 阳性 突变 突变 

4 试剂盒检测扩增图及分析示例。 

试剂 检测缓冲液（Hp） 引物探针（Hp） 混合酶液（Hp） 

用量（µL） 12.5 7.0 0.5 
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图 1：扩增曲线图示。1-A：指数扩增图，“1”：扩增曲线，“2”阈值线，“3”CT 值。图 1-B：线性扩增

图。 

【检验方法的局限性】 

采用本试剂盒进行检验得到的结果仅供临床参考，不作为治疗或其它临床管理的唯一依据；最适样本

类型未经验证，因此，在同一患者分次、多部位采集样本可能会避免假阴性结果；样本检测结果和样本收

集、处理、运送及保存质量有关，其中任何失误都将导致假阴性结果。不合理的样本采集、运输和处理、

样本中细菌浓度过低均有可能导致假阴性结果；靶序列的变异会导致假阴性结果；可能会导致假阴性结果

的未经验证的其它干扰因素包括：患者同时患有其它疾病时，其它疾病的病理代谢产物及针对其的治疗药

物等因素。 

【产品性能指标】 

1 企业参考品符合率：10 份阴性参考品的阴性符合率为 10/10；10 份阳性参考品的阳性符合率为

10/10，其中 PC01 为幽门螺杆菌阳性，克拉霉素与喹诺酮突变阴性；PC02 为幽门螺杆菌克拉霉素 A2143C

位点突变阳性；PC03 为幽门螺杆菌克拉霉素 A2143G 位点突变阳性；PC04 为幽门螺杆菌克拉霉素

A2144G 位点突变阳性；PC05 为幽门螺杆菌喹诺酮 A260T 位点突变阳性；PC06 为幽门螺杆菌喹诺酮

C261A 位点突变阳性；PC07 为幽门螺杆菌喹诺酮 T261G 位点突变阳性；PC08 为幽门螺杆菌喹诺酮

G271A 位点突变阳性；PC09 为幽门螺杆菌喹诺酮 G271T 位点突变阳性；PC10 为幽门螺杆菌喹诺酮

A272G位点突变阳性。 

2 最低检出限：当样本浓度过低时（≤10 拷贝/μL），20 次重复检验不能 100%检出阳性。 

3 精密度：本试剂盒批内精密度 CV≤5%，批间精密度 CV≤5%。 

4 分析特异性 

4.1 交叉反应：本试剂盒检测胃肠道常见的其他病原微生物（如蜡样芽孢杆菌、肺炎克雷伯杆菌肺

炎、金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌、类志贺邻单胞菌、流感嗜血杆菌、副溶血性弧菌、沙门氏菌、铜绿假

单胞菌、脑膜炎奈瑟菌、结核分枝杆菌、大肠杆菌、空肠弯曲菌、变形杆菌、白色念珠菌、粪肠球菌等）

无交叉反应。 

4.2 干扰物质：当常见干扰物质如血红蛋白、粘蛋白与白细胞浓度不大于 1000.0 mg•L-1、2000.0 mg•L-

1和 109个/L 时，不会对样本检测结果产生影响。 

4.3 药物影响：当检验样本中含有以下浓度的药物时，不会对试剂盒检测效果产生影响：阿莫西林、

克拉霉素、左氧氟沙星、四环素、甲硝唑、奥美拉唑、雷贝拉唑、兰索拉唑、泮托拉唑和枸橼酸铋钾、阿

司匹林、对乙酰氨基酚、铝碳酸镁、乳酸菌素、胃康灵，在检验样本中浓度分别是 0.75mg•L-1、0.29mg•L-

1、1.62mg•L-1、5.0 mg•L-1、40.0 mg•L-1、0.4mg•L-1、0.802 mg•L-1、1.15 mg•L-1、3.81 mg•L-1、67.85mg•L-

1、300.0 mg•L-1、13.824 mg•L-1、1500.0 mg•L-1、3600.0 mg•L-1、100.0 mg•L-1。 

5 突变检测限：幽门螺杆菌浓度为 1pg/μL 时，突变菌占比≥0.1%能够被检出；幽门螺杆菌浓度为

0.001pg/μL 时，突变菌占比≥50%能够被检出。 

6 临床试验：在 5 家临床机构完成 1786 例临床样本检测，与测序方法进行对比，克拉霉素耐药的阳性

符合率为 94.10%（95%CI：92.26%~95.52%），阴性符合率为 96.71%（95%CI：95.39%~97.66%），总符合
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率为  95.52%（95%CI：  94.46%~96.39%）；喹诺酮类抗生素耐药的阳性符合率为  93.48%（95%CI：

91.36%~95.11%)，阴性符合率为 94.42%（95%CI：92.91%~95.62%），总符合率为  94.06%（95%CI： 

92.87%~95.07%）；将其中 801 例临床样本的检测结果与药敏实验结果进行对比，克拉霉素耐药的临床灵敏

度是 91.81%（95%CI: 89.25%~93.81%），临床特异度是 80.33%（95%CI：74.83%~84.88%）；喹诺酮类抗

生素耐药的临床灵敏度是 84.96%（ 95%CI: 81.67%~87.75% ），临床特异度是 82.16%（ 95%CI：

77.14%~86.27%）。 

【注意事项】 

1 整个检测过程应分三区进行，一区进行试剂准备；二区进行标本处理、反应体系的配制；三区进行

扩增、荧光检测和结果分析。各区的仪器、设备和工作服独立使用，以防污染。 

2 在操作中，应时刻注意避免 RNase 的污染，应使用不含荧光物质的一次性手套（经常替换）、一次

性薄壁进口 200μL PCR 管（或 96 孔 PCR 板加光学贴膜）、移液器头（带滤嘴自卸式），不能用手直接触摸

反应管。 

3 处理标本时应使用生物安全柜，以保证操作人员安全和防止对环境的污染。实验中的有害有毒标本

及试剂应妥善放置，专人保管；废弃物应置专门容器中妥善处理。操作台、移液器、离心机、扩增仪等仪

器设备应经常用 1.0%次氯酸钠及/或 70%乙醇擦拭消毒。实验房间、超净工作台应定期及每次实验后用紫

外灯处理。 

4 离心管装试剂在使用前应充分融化，混匀，离心数秒，使液体集中在离心管底部。配制反应体系时

应注意：所有液体的混匀尽量要在漩涡混合器上进行，不用移液器吹打，免产生气泡，反应体系配制完毕

低速离心数秒。试剂盒请在保质期内使用。不同批号的试剂请勿混用。 
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