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Abstract
AIM: To evaluate the effects of efflux pump 
inhibitors (EPIs) on the multidrug resistance 
(MDR) of Helicobacter pylori (H.pylori).

METHODS: H.pylori strains were isolated and 
cultured on Brucella agar plates containing 
10% sheep blood. The MDR of H.pylori strains 
was induced with chloramphenicol. The sus-
ceptibility of multidrug-resistant H.pylori 
strains and their parental strains to nine antibi-
otics was assessed by agar dilution test in the 
presence and absence of EPIs such as CCCP, 
reserpine and pantoprazole. The minimal in-
hibitory concentrations (MICs) of different 
antibiotics against multidrug-resistant H.pylori 

strains were determined. Similarly, the impact 
of five proton pump inhibitors (PPIs) on the 
MICs of these antibiotics was also tested and 
compared.

RESULTS: Four multidrug-resistant H.pylori 
strains were induced successfully. The sus-
ceptibility of these multidrug-resistant strains 
to some antibiotics such as cefotaxime were 
partly restored by CCCP and pantoprazole, 
but not by reserpine. Of the five PPIs tested, 
rabeprazole reduced the MICs of metroni-
dazole and amoxicillin against multidrug-
resistant H.pylori strains to one forth and one 
third, respectively, pantoprazole reduced 
both of them to one half, and the remaining 
two PPIs showed no obvious effects.

CONCLUSION: Some EPIs can potentiate the 
activity of antibiotics that are putative substrates 
of the efflux pump system of H.pylori. Of all PPIs 
tested, rabeprazole is the most effective one to 
reduce the MDR of H.pylori.

Key Words: Efflux pump inhibitor; Helicobacter py-
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摘要
目的: 探索多种外排泵抑制剂对H.pylori多重
耐药性的影响. 

方法: 临床分离培养H.p y l o r i , 对分离敏感
株进行氯霉素耐药性诱导 ,  筛选出多重耐
药(M D R)株 ;  琼脂二倍稀释法对敏感菌株
和M D R株进行9种抗生素的药敏试验 ,  分
别加入外排泵抑制剂碳酰氰基 -对 -氯苯腙
(CCCP)、利血平、泮托拉唑后再次进行药
敏试验, 比较分析外排泵抑制剂对H.pylori耐
药性的影响; 同样方法检测泮托拉唑、雷贝
拉唑、奥美拉唑、兰索拉唑和埃索美拉唑对
MDR-H.pylori株抗生素最小抑菌浓度(MICs)

®

■背景资料
世界人口50%以
上存在幽门螺杆
菌(H.pylori )感染, 
他是人类胃炎、
消化性溃疡及胃
癌的主要致病原, 
一旦感染将会持
续终身, 除非应用
抗生素根除治疗. 
由于抗生素的广
泛应用, H.pylori
耐药率不断上升, 
而且已经出现同
时对甲硝唑、克
拉霉素、阿莫西
林耐药的多重耐
药(MDR)株, 能将
抗生素主动排出
体外的外排泵在
细菌的多重耐药
机制中起重要作
用, 外排泵抑制剂
(EPIs)能逆转多种
临床常见细菌的
耐药性状.

■同行评议者
关玉盘, 教授, 首
都医科大学附属
北京朝阳医院消
化科
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值的影响.
 
结果: 诱导出4株MDR-H.pylori ; CCCP及泮托
拉唑能够部分恢复MDR-H.pylori株对抗生素的
敏感性, 而利血平对MDR-H.pylori耐药性无明
显影响; 这三种外排泵抑制剂对敏感株的MICs
值影响不大; 5种质子泵抑制剂中, 雷贝拉唑能
使甲硝唑和阿莫西林的MIC值分别降低至1/4
和1/3, 泮托拉唑能使其均降低至1/2左右.

结论: 外排泵抑制剂能够在体外提高多重耐
药H.pylori株的药物敏感性; 在所有质子泵抑
制剂中雷贝拉唑对降低MDR-H.pylori对抗生
素的耐药性作用最强, 其次为泮托拉唑.

关键词: 外排泵抑制剂; 幽门螺杆菌; 多重耐药; 质

子泵抑制剂; 荧光实时定量PCR
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0  引言

世界人口50%以上存在幽门螺杆菌(Helicobacter 
pylori , H.pylori )感染, 他是人类胃炎和消化性

溃疡的主要致病原 ,  是胃癌的第1类致癌原 , 
一旦感染将会持续终身 ,  除非应用抗生素根

除治疗 [1-2].  近年来 ,  由于抗生素的广泛应用 ,  
H .p y l o r i 耐药率不断上升 ,  而且已经出现同

时对甲硝唑、克拉霉素、阿莫西林耐药的

多重耐药(mu l t i-drug res is tant, MDR)株[3,4], 
Boyanova等报道在既往接受过抗生素治疗的

患者中, 26.4%存在同时对甲硝唑和克拉霉素

耐药, Wueppenhorst等研究也显示, 临床分离的 
H.pylor i中, 15%存在3种或3种以上的抗生素

MDR. 能将抗生素主动排出体外的外排泵(efflux 
pump)在细菌的MDR机制中起重要作用[5], 我
们前期研究显示, hefABC-RND类外排泵系统

介导了H.pylor i MDR性的产生[6]. 为解决细菌

耐药性问题, 近年来外排泵抑制剂(efflux pump 
inhibitors, EPIs)的研究受到广泛关注, 目前已经

发现的细菌EPIs在结构上存在差异, 其共同特

点是能抑制细菌对药物的外排从而恢复耐药菌

对抗菌药物的敏感性[7,8], 然而, EPIs在H.pylori 
MDR中的作用研究国内外报道很少, 值得进一

步探讨. 本研究旨在通过诱导MDR H.pylori的产

生, 研究几种EPIs在H.pylori对多种抗生素耐药

中的作用, 从而为解决H.pylori耐药问题提供新

的思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 2008-03/2009-03于郑州大学第二附属

医院胃镜室收集患者的胃黏膜组织, 研磨后接

种于含10%无菌羊血的布氏琼脂培养基, 在100 
mL/L CO2、37 ℃条件下培养3-7 d, 经革兰氏

染色、尿素酶实验证实为H.pylori , 共获得临床

分离株65个. 标准株NCTC11637由河南省分子

重点实验室惠赠. 氯霉素、碳酰氰基-对-氯苯

腙(carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone, 
CCCP)、四环素购自S igma公司(上海), 其余

所用药品均购自中国食品药品生物检定所. 总
RNA抽提试剂盒、cDNA第1链合成试剂盒购

自北京赛百盛生物公司, RealMsterMix(SYBR 
Green)试剂盒购自北京宝赛生物公司, hefA上游

引物为5'-CTCGCTCGCATGATCGC-3', 下游引

物为5'-CGTATTCGCTCAAATTCCCT-3'; gyr B
上游引物为5'-TTACTACGACTTATCTGGG 
GCTAGCGCTG-3', 下游引物为5'-CCCATCAAT 
TTCCACATTCTCCGC-3'.
1.2 方法 
1.2.1 MDR株的诱导及鉴定: 测定分离株及标准

株对氯霉素的MIC, 从含1/2 MIC诱导剂氯霉素

浓度的布氏琼脂培养基开始, 逐渐增加诱导剂

浓度, 直到无菌落生长为止, 每个梯度至少传代

3次, 诱导出MDR菌株, 将经诱导获得的菌株作

琼脂平板培养, 分别接种于含四环素、头孢噻

肟、青霉素G、环丙沙星、氨苄西林、哌拉西

林、头孢曲松、克林霉素、琥乙红霉素药物(4
×MIC)的琼脂平板, 37℃培养48 h, 可以在3种及

以上抗生素平板上生长的菌株为MDR菌株. 参
照文献方法[6,9,10], 按照试剂盒说明书进行荧光定

量PCR检测, 对其外排泵系统中hefA基因表达情

况测定.
1.2.2 琼脂二倍稀释法进行药敏试验: H.pylori在
含羊血培养基上生长48 h后, 用接种环刮取菌

落悬浮至生理盐水中, 调节至0.5麦氏点浑浊度, 
取40 μL涂布到含有不同抗生素不同浓度梯度

的含羊血培养基, (1)分别测定9种抗生素对耐药

菌株及敏感株的MIC, (2)在培养基中分别加入

CCCP(100 μmol/L)、利血平(20 mg/L)和泮托拉

唑钠(10 mg/L)再次检测抗生素的MIC, 对比分

析EPIs对H.pylori外排泵蛋白系统的影响. (3)分
别测定相同浓度(10 mg/L)质子泵抑制剂(proton 
pump inhibitors, PPIs)作用下克拉霉素、阿莫

西林、呋喃唑酮和甲硝唑的MICs值, 比较不同

PPIs的作用大小. 菌株的MIC值有4倍变化认为

■研发前沿
hefABC-RND类
外排泵系统介导
了H.pylori多重耐
药性的产生. 为解
决细菌耐药性问
题, 近年来EPIs的
研究受到广泛关
注, 目前已经发现
的细菌EPIs在结构
上存在差异, 其共
同特点是能抑制
细菌对药物的外
排从而恢复耐药
菌对抗菌药物的
敏感性, 然而, EPIs
在H.pylori MDR
中的作用研究国
内外仍未见报道.
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有统计学差异[11].

2  结果

2.1 MDR株的构建 从65株分离的H.pylori中挑

选无任何耐药表型9株, 经传代稳定后, 检测对

氯霉素的MIC并进行耐药性诱导: 共诱导出4株
H.pylori (3株临床分离株和1株标准株)可以在超

过32×MIC的氯霉素上生长, 经药敏试验证实诱

导后的菌株对多种抗生素的MIC均有不同程度

的增加, 经鉴定为MDR株(表1, 图1).
2.2 荧光定量PCR 3株野生株和H.pylori  NCTC 
11637中均可检测出不同程度的hefA mRNA表

达, 相对表达量为1.90±0.45; 其相对应的氯霉

素诱导后MDR株中亦可检测出hefA mRNA的表

达, 其相对表达量为5.83±0.91,  MDR组hefA基

因表达水平显著高于敏感野生株(P <0.001). 
2.3 CCCP对H.py lo r i耐药性的影响 加入100 
μmol/L的CCCP后, 对于MDR株, 氯霉素的MIC
降为原来的1/19、四环素降为1/10、琥乙红霉

素降为1/7、头孢噻肟和头孢曲松都降为1/4; 而
对于野生株未明显改变抗生素的MIC(图2).
2.4 利血平和泮托拉唑对H.pylori耐药性的影响 

加入20 mg/L利血平对野生株和耐药株无明显的

抑菌作用, 对抗生素MIC值无明显的影响. 加入

泮托拉唑10 mg/L, 药敏试验显示, 对于敏感株, 
琥乙红霉素和头孢曲松的MIC降为原来的1/4左
右; 对于MDR株, 琥乙红霉素降为1/6, 四环素降

为1/13, 头孢噻肟和头孢曲松降为1/9, 克林霉素

降为1/4(表2). 
2.5 PPIs对根除H.pylori抗菌药物MIC值的影响 
为进一步研究质子泵抑制剂作为EPIs在临床应

用中的作用, 我们检测了MDR-H.pylori株对临床

常用于根除H.pylori的抗菌药物的耐药情况, 并
比较了10 mg/L浓度下5种PPIs对其耐药程度的

影响, 发现雷贝拉唑可使甲硝唑和阿莫西林MIC
值分别降低至约1/4和1/3, 对克拉霉素和呋喃唑分别降低至约1/4和1/3, 对克拉霉素和呋喃唑降低至约1/4和1/3, 对克拉霉素和呋喃唑至约1/4和1/3, 对克拉霉素和呋喃唑1/4和1/3, 对克拉霉素和呋喃唑和1/3, 对克拉霉素和呋喃唑, 对克拉霉素和呋喃唑

酮MIC值降低不明显, 泮托拉唑使甲硝唑和阿莫

西林MIC值均下降至1/2左右, 而埃索美拉唑、均下降至1/2左右, 而埃索美拉唑、下降至1/2左右, 而埃索美拉唑、至1/2左右, 而埃索美拉唑、1/2左右, 而埃索美拉唑、

奥美拉唑和兰索拉唑对临床常用抗H.pylori抗菌

药物的MIC影响不明显(表3).

3  讨论

由于抗生素的广泛应用 ,  H .p y l o r i 耐药率不

断上升, 且出现M D R菌株. 细菌的M D R与外

排泵系统有关. 2000年B ina等发现H.pylor i存

■相关报道
Falsaf i等从临床
分离了12株MDR 
H.pylori , 通过加入
100 mmol/L CCCP
后 溴 化 乙 锭 的
MIC值下降了2-4
倍, 而甲硝唑、环
丙沙星、四环素
等下降了2倍左右, 
提示MDR H.pylori
的外排泵系统存
在较大的底物选
择性.

表  1  H.pylori 经氯霉素诱导后的MIC值 (mg/L)

     
菌株	      处理	 琥乙红霉素    环丙沙星    四环素    头孢噻肟    头孢曲松    哌拉西林    克林霉素    青霉素G    氯霉素

04151	   诱导前	     0.250	         0.250       0.500        0.250         0.250         0.250         0.500        0.125        0.500

	   诱导后	     2.000	         0.500       4.000        1.000         2.000         0.500         1.000        0.250      32.000

08022	   诱导前	     0.125	         1.000       1.000        0.500         0.500         0.500         0.500        0.063        0.250

	   诱导后	     2.000	         1.000       4.000        4.000         4.000         0.500         0.500        0.250      16.000

11021	   诱导前	     0.500	         1.000       1.000        0.500         0.125         0.250         0.250        0.063        0.500

	   诱导后	     2.000	         2.000       2.000        4.000         4.000         1.000         1.000        0.500      32.000

11637	   诱导前	     0.063	         0.500       0.250        0.250         0.125         0.250         1.000        0.250        0.500

	   诱导后	     2.000	         1.000       4.000        2.000         2.000         0.250         2.000        1.000      16.000

几何均值	   诱导前	     0.177	         0.595       0.595        0.354         0.210         0.297         0.500        0.105        0.420

	   诱导后	     2.000	         1.000       3.364        2.378         2.828         0.500         1.000        0.420      22.627
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图  1  诱导前后H.pylori 对抗生素敏感程度. 1: 琥乙红霉素; 
2: 环丙沙星; 3: 四环素; 4: 头孢噻肟; 5: 头孢曲松; 6: 哌拉西

林; 7: 克林霉素; 8: 青霉素G; aP<0.05 vs  诱导前.
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图  2  加入CCCP前后的MIC值. 1: 琥乙红霉素; 2: 环丙沙星; 
3: 四环素; 4: 头孢噻肟; 5: 头孢曲松; 6: 哌拉西林; 7: 克林霉

素; 8: 青霉素G; 9: 氯霉素.
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在有主动外排系统hefABC[12], 2006年L i等发

现了与四环素耐药相关基因H P 1165 [13], 另外

还存在一些非特异性M D R蛋白, 但是其重要

性还不甚明了 [14 ,15 ].  国外研究及和我们的前

期研究 [6 ,16 ,17 ]均发现主动外排系统高表达是

导致H.py lo r i MDR的重要因素. 本研究发现 
H.pylori能够在抗生素浓度压力作用下增加外排

泵系统的表达, 从而产生MDR现象, 提示长期抗

生素应用是H.pylori产生耐药的原因之一. 
主动外排泵系统种类繁多, 根据药物外排

机制的不同, 可分ATP水解能驱动型外排泵和

跨膜质子梯度能驱动型外排泵两大类 ,  E P I s
作用机制有 :  干扰外排泵组装、阻断外排泵

能量来源、阻碍底物通过外排泵通道、机制

尚未明确等. CCCP能够破坏跨膜电化学梯度, 
使大部分以H+为外排动力能源的外排泵系统

受到抑制, 从而恢复细菌对多种抗生素的敏感

性. CCCP作为EPIs对SMR型外排泵(如大肠埃

希菌QacE)、MFS型外排泵(如金葡菌NorA)、
MATE型外排泵(如多形拟杆菌NorM)和RND型

外排泵(如铜绿假单胞菌MexAB-OprM, 大肠埃

希菌AcrAB和AcrEF)等均有抑制作用[18-22]. 本
研究显示, CCCP降低了MDR-H.pylori株抗生

素的MIC值, 推测该作用是由CCCP削弱外排

泵系统的外排作用引起的, 但并非所有抗生素

的MIC值都降低, 提示H.pylor i对一些抗生素

产生耐药可能通过其他机制产生. CCCP能够

降低H.pylor i对氯霉素、琥乙红霉素、头孢噻

肟、头孢曲松和四环素的MIC, 提示这几种抗

生素可能是hefABC外排泵系统的底物. 对于

敏感株, CCCP作用不明显, 可能与外排泵表达

量过少有关.
利血平属于生物碱, 对于MFS以及ABC型

外排泵具有抑制作用[23], 和抗生素联合应用时

需要的浓度较高, 且会引起神经毒性. 本研究发

现利血平在H.pylori对抗生素的耐药性影响不明

显, 说明H.pylori存在MFS和ABC型外排泵的可

能性较小. 
PPIs作为EPIs的一类, 其机制与CCCP相

似, 有研究发现PPIs可以抑制金葡菌NorA外

排泵, 使N o r A高表达株的诺氟沙星、环丙沙

星和左氧氟沙星MIC值降低4-8倍 [24]. PPI s包
括奥美拉唑、雷贝拉唑、泮托拉唑、兰索拉

唑、埃索美拉唑5种, 在抗H.p y l o r i 感染的三

联疗法或四联疗法中作为制酸剂已有广泛应

用, 但其作为质子动力解偶联剂, 增加M D R- 
H.pylor i的药物敏感性的研究还未见报道. 本
研究显示, 泮托拉唑在10 mg/L浓度时不抑制 
H.pylor i的生长, 但可使MDR-H.pylor i株对琥

乙红霉素、四环素、克林霉素、头孢噻肟和

表  3  不同PPIs对MDR-H.pylori 株MIC值的影响 (mg/L)

     
	                 对照            奥美拉唑	        泮托拉唑       兰索拉唑        雷贝拉唑      埃索美拉唑

甲硝唑	              4.757             3.364             1.414             2.378             1.189             2.828

阿莫西林	              3.364             2.000             1.189             1.682             1.000             1.682

呋喃唑酮	              2.378             2.000             2.378             2.000             2.378             2.378

克拉霉素	              5.657             4.757             3.364             5.657             4.000             4.757

■创新盘点
H.pylori MDR发生
率不断增加, 而目
前尚无有效的阻
断办法, 本文按照
目前的基础理论
从常用的药物中
寻找行之有效的
EPI制剂, 以期为
下一步人工合成
更有效的EPIs提
供科学依据.

表  2  分别加入利血平和泮托拉唑后的MIC几何均值 (mg/L) 

     
	                  敏感株        敏感株+利血平  敏感株+泮托拉唑       MDR株        MDR株+利血平  MDR株+泮托拉唑

琥乙红霉素	 0.177	         0.149	   0.037	             2.000	      2.000	               0.318

环丙沙星		  0.595	         0.500	   0.420	             1.000	      0.595	               0.841

四环素		  0.595	         0.420	   0.177	             3.364	      3.364	               0.250

头孢噻肟		  0.354	         0.250	   0.125	             2.378	      1.682	               0.250

头孢曲松		  0.210	         0.177	   0.053	             2.828	      2.378	               0.297

哌拉西林		  0.297	         0.250	   0.149	             0.500	      0.354	               0.250

克林霉素		  0.500	         0.420	   0.297	             1.000	      0.841	               0.250

青霉素G		  0.105	         0.089	   0.044	             0.420	      0.297	               0.149

氯霉素		  0.420	         0.354	   0.250	           22.627	    11.314	               6.727
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头孢曲松的MICs明显下降, 使敏感株对琥乙红

霉素和头孢曲松的敏感性增加, 提示质子泵抑

制剂在抗H.pylor i感染中, 除了抑制胃酸的分

泌, 还可能通过抑制外排泵的外排作用, 从而

提高了抗生素的杀菌效果. 有研究发现[25,26]临

床应用中5种PPIs制剂对H.pylori清除率无明显

影响, 而本研究比较了PPIs对临床常用抗菌药

物MICs的影响, 发现雷贝拉唑在体外实验中对

MDR-H.pylor i影响最明显, 其次为泮托拉唑, 
提示雷贝拉唑能更好地逆转该耐药现象, 因此

我们建议对于临床上根除失败的H.pylor i可选

用以雷贝拉唑为抑酸剂的三联或四联疗法再行

根除.
H.pylor i耐药率不断上升, 且出现MDR菌

株, 但是针对H.pylor i MDR及其EPIs的研究

还比较少 ,  本研究首次发现了E P I s可以逆转

MDR-H.pylori的部分耐药性, 并且发现部分PPIs
能够通过抑制MDR-H.pylori外排泵系统的机制

降低部分抗生素的MIC值, 从而为探寻根除耐药

H.pylori药物提供了新的思路.
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