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纳氏测氨法半定量诊断 HP
感染的方法及其应用
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摘要　对纳氏测氨法尿素酶试验( NUT 法)进行半定量标准化后, 进一步建立了纳氏测氨半

定量诊断人胃粘膜中幽门螺杆幽 ( HP)感染程度的方法, 使 NUT 法可同时用于定性及半定量诊断

HP 感染及感染程度. 对经过半定量检测的350例患者作分析, 显示轻、中、重度感染比率分别为

54. 6%、34. 0%及11. 4% , 另对其中182例慢性浅表性胃炎进行病变程度与 HP 感染程度的相关性分

析, 表明慢性浅表性胃炎的病变程度与 HP 的感染程度呈明确的正相关性( p< 0. 05) , 提示胃部疾病

的恶性演变尚与感染程度有关.
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幽门螺杆菌( H elicobacter p ylori , HP)感染是目前世界上最常见的传染疾病之一
[ 1]
,与多

种胃部疾病有直接的关系, 并已被世界卫生组织列为第一类致癌因素[ 2] .因此, HP 的根除治疗

对根治及预防胃部疾病具有重要意义. 但目前所采用的大剂量三联抗生素治疗方案常产生多

种严重副作用,而使患者难以坚持完成疗程[ 3] .若能对患者 HP 感染度作出定量的评价,则可

使临床医生选择适当剂量以减少不必要的副作用. 但目前临床上常用的 HP 感染诊断技术均

难以对患者的 HP 感染程度作出快速诊断.

我们已开发成功纳氏试剂快速检测胃粘模活检本微量氨来诊断 HP 感染的方法( NU T

法º) .本文在对 NU T 法进行半定量标准化的基础上, 进一步建立了一种半定量诊断 HP 感染

程度的方法 纳氏测氨法半定量尿素酶试验(半定量 NU T 法) , 并以该法对 HP 感染阳性

的人胃粘膜活检标本作了半定量诊断的初步尝试及结果分析.

1　材料与方法
1. 1　标本收集及 HP 感染诊断

胃粘膜活检标本取自486例行胃镜检查患者,无菌条件下分别按文献报道方法进行细菌培

养及粘膜涂片 [ 4]和半定量 NUT 法检测, 各患者均采血样供 ELLSA 检测抗 HP 抗体(试剂盒

由本单位细胞生物学研究室提供) . 细菌培养、粘膜涂片及 ELLSA 3项检测结果中2项以上同

时阳性者即被判定为 HP 感染阳性.另收集74例活检粘膜标本分别用于纳氏反应法定量测定

¹
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氨含量及 NUT 法的半定量标准化实验. 病理组织学镜检 HP 按文献方法
[ 5]
进行,并按全国统

一标准[ 6]对浅表性胃炎进行分类.

1. 2　胃活检粘膜标本氨含量测定

先以粘膜涂片法对56例活检标本快速涂片镜检.然后立即测定氨含量:按纳氏测氨常规方

法[ 7]配制纳氏试剂并制作标准曲线;以活检粘膜块代替标准( NH4 ) 2SO 4溶液同法对标本进行

纳氏反应比色测定, 将 DU -65型分光光度计读值依标准曲线换算为标本含氨量( Lmole/标

本) .

1. 3　NUT 法的半定量标准化

NUT 法的线性范围测定　于未添加及添加烘干尿素的微孔中先加入50 LL/孔的无氯
水,再分别加入50 LL/孔系列浓度的( NH4) 2SO 4标准溶液, 每孔滴加1滴纳氏试剂, 室温反应10

min 后于 M INIREADER Ⅱ型酶标仪测定410 nm 的 OD值(酶标仪以空白反应液调零: 100

LL/孔 无氨水+ 1滴纳氏试剂) .实验重复3次, 取平均 OD值对浓度绘制曲线并分析.

NUT 半定量诊断判断标准的确定　经 NU T 法快速诊断为 HP 阳性的患者, 在同部位夹

取2块标本用于半定量判断标准的确定实验,共采集18例36块活检标本.每例各取一块用于病

　图1　NUT 反应系统反应曲线

a.不添加尿素　b. 添加尿素

c.以反应液调零后

　F ig . 1　Reaction cur ve of NUT reaction sy stem

理组织学镜检计数标本的相对含 HP 菌体量: 油

镜下随机计数3个视野, 取其平均值, 菌体量在1

～15个/视野以下为轻度感染,在15～30个/视野

为中度感染, 而大于30个/视野者为重度感染. 另

一块则按下述方法进行 NU T 法测定显色反应的

OD 值,并对结果进行分析,界定判断标准.

1. 4　半定量 NUT 检测临床活检标本

所用的检测试剂与 NUT 法相同, 检测步骤

如下:于包被尿素的微孔中滴加2滴无氨水,待孔

内尿素溶解后, 放入粘膜活检标本即滴加1滴纳

氏试剂, 5 m in 后取出标本目测判断结果, 若为阳

性则于室温继续放置5 min, 然后于酶标仪上读

取410 min OD 值. 酶标仪的调零孔液为: 2滴无

氨水+ 1滴0. 25 mmol/ L ( NH4) 2SO4+ 1滴纳氏试

剂,共设三孔, 室温反应10 m in后用于酶标仪调

零.结果判断: 根据上述半定量结果判断标准化

结果,凡0< OD≤0. 50者为轻度感染( + ) , 0. 50

< OD≤1. 00者为中度感染( + + ) , 而 OD> 1. 00

者则为重度感染( + + + ) .

2　结　果

2. 1　HP 阳性与阴性标本氨含量差别

用于测定氨含量的56例活检标本经粘膜涂片法快速检测,确定其中20例为 HP 感染阴性,

36例为 HP 阳性,以纳氏反应直接对这些标本进行氨含量比色测定,结果见表1.由表中结果可
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见, HP 感染阴性及阳性标本的氨含量之间无交叉现象,且 HP 阳性标本的氨含量之间亦差别

较大(从2. 6×10- 2～12. 8×10- 2 Lmole/标本) . 表明活检标本中氨含量的差别不仅可作为定

性诊断 HP 感染的依据,尚可作为定量或半定量诊断 HP 感染程度的依据.

表1　HP 感染阴性及阳性活检标本氨含量比较

Tab. 1　Compar ison o f ammonia bet ween HP posit ive and negative biopsy specimens

HP 感染

阴　　性 阳　　性

标本(例) 20 36

氨 含 量(×10- 2　Lmole/标本) 1. 0～2. 4 2. 6～12. 8

平均值(×10- 2　Lmole/标本) 1. 6±0. 37 5. 4±1. 6

2. 2　尿素对 NUT 系统线性范围的影响

见图1,其中曲线 a 为不添加尿素时的反应曲线,显示线性范围仅0～0. 4 Lmol/ L ; 曲线 b

为添加尿素后的反应曲线, 显示线性范围扩大到0. 15～ 1. 0 Lmol/ L ; 当用50 LL/孔
0. 25 mmol / L ( NH4) 2SO4标准溶液(相当于2. 5×10

- 2 Lmole/孔的 NH
+
4 )的反应液对酶标仪调

零后,再测定曲线 b 的各反应孔 OD值得曲线 c, 显示其线性范围为0. 25～1. 20 mmol/ L , 线性

宽度末受影响,表明 NUT 反应系统可用于定量或半定量快速测定氨含量.

2. 3　半定量 NUT 结果判断标准的确定

对18例32块活检标本分别进行 NUT 测定反应液 OD值及病理组织学镜检计数 HP 相对

菌体含量,并按病理组织学镜检计数的判断标准对 NUT 测定结果进行比较.除2例外, 其余16

例的 NU T 测定 OD 值分布可归类为:轻度感染者 OD 值分布在0< OD≤0. 05; 中度感染者

OD值分布在0. 50< OD≤1. 00, 重度感染者的 OD 值均大于1. 00, 符合率为88. 90%, 因此在

后期的检测中,结果的判断即以此为标准. 其中2例例外者,可能是由于所夹取的两块粘膜大小

不一致或末在同部位采集粘膜标本所致.

2. 4　半定量 NUT 临床检测诊断结果分析

在485例胃粘膜标本中, 被判定为 HP 感染阳性者为368例, HP 感染率为75. 9% .其中350

例标本进行半定量 NUT 法测定,结果显示呈轻度 HP 感染者为54. 6%( 191/ 350) ,属中度感

染者为34. 0% ( 119/ 350) ,而重度感染者仅占11. 4% ( 40/ 350) ,可见大多数 HP 感染属于轻、中

度 HP 感染( 88. 6% ) .在这些经半定量检测的标本中,经病理组织学诊断为慢性浅表性胃炎者

182例, 按其病变程度及相应的 HP 感染程度进行初步分类比较(见表2) ,显于87. 3%的轻度浅

表性胃炎患者为轻度 HP 感染, 无重度感染者; 63. 2%的中度浅表性胃炎为中度 HP 感染, 重

度感染仅10. 5%, 而慢性重度浅表胃炎患者中55. 6%呈重度 HP 感染, 呈轻度感染者仅7. 4%.

可见在慢性浅表胃炎暨 HP 感染阳性的人群中, HP 感染程度与相应的胃炎病变程度呈现明确

的对应性( p< 0. 05) .
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表2　HP感染程度与各类胃部疾病的相关性

T ab. 2　Relat ionship between HP infection levels and gastr ic disease

疾病类型　　　　　 例　数
HP 感染程度( % )

轻　度 中　度 重　度

　慢性浅表性胃炎 ( 182)

　　轻　度 79 69( 87. 34) 10( 12. 66) 0( 0. 00)

　　中　度 76 20( 26. 32) 48( 63. 16) 8( 10. 53)

　　重　度 27 2( 7. 14) 10( 37. 04) 15( 55. 56)

　慢性萎缩性胃炎 ( 59)

　　轻　度 36 26( 72. 22) 6( 16. 67) 4( 11. 11)

　　中　度 16 14( 87. 50) 2( 12. 50) 0( 0. 00)

　　重　度 7 7( 100. 00) 0( 0. 00) 0( 0. 00)

　胃溃疡 22 5( 22. 73) 14( 63. 64) 3( 13. 64)

　十二指肠溃疡 61 26( 42. 62) 25( 40. 98) 10( 16. 39)

　肠化生 15 12( 80. 00) 3( 20. 00) 0( 0. 00)

　不典型增生 7 6( 85. 71) 1( 14. 29) 0( 0. 00)

　胃　癌 4 4( 100. 00) 0( 0. 00) 0( 0. 00)

　总　计 350 191 119 40

3　讨　论
最近, Furuta 等

[ 8]报道以定量 PCR 来定量诊断胃活检粘膜上 HP 的感染程度,认为精确

评估 HP 感染程度是一项有价值的临床诊断指标,但基于尿素酶试验原理或氨测定方法的定

量或半定量快速诊断 HP 感染程度尚末见有报道.由于胃酸的中和作用, HP 尿素酶分解胃液

尿素所形成的 HN 3将不断地被胃酸所中和生成 NH4Cl并进入胃液
[ 9] ,而在胃粘膜 HP 定植灶

内的氨含量则应维持动态平衡并与 HP 菌体数量成正比.本文的研究结果直接证实了 HP 感

染者胃粘膜 HP 定植灶的氨含量不仅高于非感染者, 且与 HP 的相对菌体数量成正比(见表

1) ,该结果揭示可通过测定活检标本氨含量来定性及定量诊断 HP 感染及感染程度.但在研究

过程中也发现胃镜夹取的粘膜大小并非均一,要进行严格的定量诊断既无可能也没必要.我们

对判断标准依病理组织学镜检计数结果人为划分为轻、中、重度感染三级标准后, NUT 检测

的结果与计数的结果符合率可达88. 9% ,从而提高了结果判断的可靠性及重复性. 因此,只需

对 NU T 反应系统的检测步骤略加修改并以酶标仪进行结果测定, 即可使该反应系统既能用

于定性诊断又可进行半定量诊断,若以标准色板代替酶标仪进行比色目测, 尚可省去酶标仪,

为临床实际应用提供更大的方便.

张亚历[ 10]曾以病理组织学镜检法观察到 HP 菌体感染量与微局部糜烂型上皮病变程度
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呈正相关的现象,提示 HP 感染程度越重,上皮微局部糜烂病变也越重. Tytg at
[ 11]
的研究结果

也表明胃粘膜上 HP 感染程度与粘膜炎症的程度相对应.本文以半定量 NUT 法证实 HP 感程

度与慢性浅表性胃炎的病变程度具明确的相关性( p< 0. 05) ,与上述报道结果相符, 提示胃部

疾病的恶化演变不仅与 HP 的持续感染有关
[ 1]
,而且与 HP 的感染程度有关.其诊断结果对于

指导临床医生用药及病因学分析等可能有一定的实用价值. 但 HP 在胃粘膜上一般呈灶性分

布,取材于活检粘膜的 HP 感染程度分析是否能确切反映胃内HP 感染全貌尚需进一步的研究.
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Nessler′s NH3 Detect ion M ethod for Semi-quantitat ive

Diagnosis of H. pylor i Infect ion Levels and Its Applicat ion
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Abstract　A new method for semi-quant itativ e diagno sing H elicobacter py lor i

( HP) infect ion levels in human gastric mucus w as derived fr om the N UT system which w as

based on the principle of Nessler′s react ion. T he results of sem i-quantitat iv e diagnosis of 350

pat ients showed that the po rt ions of light , middle and heavy HP infect ion level w ere 54. 6%,

34. 0% and 11. 4% respect ively. The analysis of clinical test results rev ealed that the corr e-

sponding relat ionship betw een HP infect ion lev el and the patholog ical change of chronic su-

perf icial g ast rit itis w as considerably dif inite ( p< 0. 05) . Also , the detect ion pro cedure pr oved

that the NU T sy stem could be used for both qualitat ive and semi-quantitat iv e diagnosis w ith

one biopsy specimen in the same t ime, w hich may be convenient and useful for daily clinical

diagnosis of HP infect ion.

Key words　Helicobacter pylori, Diagnosis, Nessler′s react ion
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