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【摘要】　目的　幽门螺杆菌（犎犲犾犻犮狅犫犪犮狋犲狉狆狔犾狅狉犻，Ｈｐ）在不利的生长环境下会由螺旋杆状转变为球形体，简称为球形

变，球形状态下的 Ｈｐ通常是存活但不可培养的（ＶＢＮＣ）。当环境适宜时球形体又回复为螺旋杆状。目前对于 Ｈｐ球形

变及其回复的完整形态变化过程尚不清楚，转变机制亦未被完全揭示。本研究以两株 Ｈｐ标准菌株（ＳＳ１和２６６９５）为对

象，从形态及超微结构层面揭示 Ｈｐ的球形变及回复过程。　方法　利用透射电子显微镜负染和超薄切片技术捕捉 Ｈｐ

在球形变及回复过程中不同时间点的形态和超微结构变化，并对大视野下球形体和螺旋体计数，分析对比球形转变及回

复实验中 Ｈｐ形态变化的速度。　结果　ＨｐＳＳ１与２６６９５菌株形态相似，但ＳＳ１有更多鞭毛表达。当 Ｈｐ发生形态转

变时，螺旋杆状的 Ｈｐ会缩短长度并折叠为“Ｕ型”，细胞内膜与外膜分离，周质空间加大；细菌内部结构发生重塑，进而

缩紧成球形体，球形体的体积通常小于其螺旋杆状形态时的体积。Ｈｐ的两种标准菌株在次优生长状态下，ＳＳ１球形化

的速度和比例均大于２６６９５，回复为螺旋杆状的速度却慢于２６６９５。　结论　Ｈｐ的形态较为灵活，在球形转化时会出现

“Ｕ”形的中间过度状态，不同菌株的球形变和最佳生长状态时间差异很大，在形态转换期间 Ｈｐ内外膜分离，形态不规

则，体外和体内试验中均应考虑菌株状态对结果可能造成的影响。
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幽门螺杆菌（犎犲犾犻犮狅犫犪犮狋犲狉狆狔犾狅狉犻，Ｈｐ）是一种微

需氧、螺旋杆状的革兰阴性菌，能够定植于胃粘膜，可

导致胃炎、胃癌、胃溃疡及相关淋巴组织淋巴瘤等多种

胃肠道疾病［１３］。为适应环境变化，Ｈｐ具有形态转变

能力。在自然状态下，Ｈｐ呈现螺旋杆状，在次优环境

条件下（生长环境中氧浓度、温度或ｐＨ 值变化、延长
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培养时间、暴露于抗生素或质子泵抑制剂中等）会发生

从螺旋体到球形体的形态转变［４５］。球形状态下的

Ｈｐ通常是存活但不可培养的，即ＶＢＮＣ状态，这种状

态的Ｈｐ无法在常规培养基上形成菌落，但细菌依然

保持其代谢活性和毒性［６８］，并具备再次恢复到螺旋体

形态的能力［９１０］。球形体 Ｈｐ对药物具有更高的耐受

性［１１１２］，已被证明能够逃避人体免疫反应［１３］，并导致

相关疾病治疗失败［１４］。Ｈｐ的球形体形态与疾病治疗

息息相关，但鲜有关于球形体的转变过程和机制的报

道。实验研究中往往默认 Ｈｐ为螺旋杆状，而忽视了

Ｈｐ形态转变能力对结果的影响。本实验以常见的

ＨｐＳＳ１和２６６９５两种标准菌株为研究对象，探讨 Ｈｐ

形态转变全过程及不同 Ｈｐ菌株形态转变能力的差

异，为 Ｈｐ研究实验菌株的选择和培养提供依据。

材料与方法

１　材料

１．１　菌株　Ｈｐ标准菌株ＳＳ１和２６６９５由中国疾病

预防控制中心传染病预防控制所保存。

１．２　主要试剂和仪器　２％醋酸铀溶液，１％硝酸铅溶

液，１％磷钨酸溶液，２．５％戊二醛溶液，２％饿酸溶液和

２００目碳方华膜铜网均购自中镜科仪公司；０．１ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ缓冲液购自北京索莱宝公司；无水丙酮溶液购自

北京化工；ＥＰＯＮ８１２树脂购自美国ＥＭＳ公司。透射

电子显微镜 ＨＴ７７００购自日本日立公司。

２　方法

２．１　Ｈｐ球形体培养及回复性试验　分别将Ｈｐ标准

菌株ＳＳ１和２６６９５接种于哥伦比亚血平板（ＣＭ０３３１，

ＯＸＯＩＤ），置３７℃、５％ Ｏ２、１０％ ＣＯ２ 微需氧条件下

培养。采用镜检、尿素酶、氧化酶、过氧化氢酶活性试

验及质谱分析对 Ｈｐ菌株进行确认。分别在培养后

２４、４８、７２、９６、１２０、１４４ｈ取样，通过延长培养时间促

进球形体的形态转变。在回复性试验中，取连续培养

１２０ｈ的Ｈｐ菌落重新接种于新鲜培养基中，分别在培

养２４、４８、７２、９６、１２０ｈ取样。

２．２　负染色　采用负染色法加强细菌在电子显微镜

下的反差效果。用接种环挑取微量菌落于５０μＬＰＢＳ

液滴中，将碳方华膜铜网漂浮于液滴上，静置５ｍｉｎ；

用滤纸吸干铜网上的菌液，在超纯水中快速漂洗２次；

待铜网处于半干半湿状态时，放入８μＬ染液（１％硝酸

铅溶液或１％磷钨酸溶液）液滴中静置１ｍｉｎ，吸干染

液并放于样品盒中保存。

２．３　超薄切片制备　挑取细菌菌落重悬于２．５％戊

二醛溶液中，室温静置２ｈ；离心，弃去上清，用０．１

ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液重悬并离心冲洗细菌３次，置于

２％ 饿酸溶液避光浸泡１ｈ；使用４℃预冷的３０％、

５０％、７０％、８０％、９０％、９５％、１００％丙酮溶液进行梯度

脱水，每个梯度浓度静置 １０ ｍｉｎ；用无水丙酮和

ＥＰＯＮ８１２树脂制成１∶１混合液浸透样品，通风橱过

夜，次日用纯树脂浸透３遍后包埋。使用超薄切片机

（ＬｅｉｃａＵＣ７）进行超薄切片，切片厚度为７０ｎｍ。切片

采用２％醋酸铀和１％柠檬酸铅溶液双染色，在室温下

２％醋酸铀避光浸泡切片铜网２５ｍｉｎ，１％柠檬酸铅浸

泡铜网５ｍｉｎ。

２．４　图像获取　使用日立 Ｈ７７００透射式电子显微

镜观察并获取图像，加速电压为８０ＫＶ，聚光镜光阑调

节至２００μｍ，物镜光阑调节至５０μｍ。观察时先使用

１５００倍视野观察整体形态，再调节至２００００～８００００

高倍视野观察具体超微结构。采用ＧＡＴＡＮ８３２侧插

ＣＣＤ摄取图像。

结　果

１　犎狆形态

分别使用１％醋酸铀和１％磷钨酸对 Ｈｐ进行负

染色后观察其形态，结果如图１。Ｈｐ长２～４μｍ，宽

０．５～１μｍ。ＳＳ１菌株单极多见２～６根鞭毛，鞭毛长

２～３μｍ，粗约４５ｎｍ。２６６９５鞭毛表达量较少，菌体

及背景鲜见鞭毛结构。经醋酸铀和磷钨酸染色后的

Ｈｐ其形态无明显区别，只是磷钨酸在细菌膜结构以

及鞭毛上的着色略逊于醋酸铀，故后续实验采用１％

醋酸铀溶液进行染色。

图１　犎狆的基本形态结构

犉犻犵．１　犜犺犲犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犎．狆狔犾狅狉犻犫狔狀犲犵犪狋犻狏犲狊狋犪犻狀犻狀犵

２　犎狆形态转变期间的超微结构

对不同培养时间点的ＳＳ１取样并进行超薄切片

制备，得到不同形态 Ｈｐ的超微结构图像，结果如图

２。可见Ｈｐ随培养时长的延长，细菌形态逐渐从杆状

变为“Ｕ形”，并且细菌的内部结构也在形态变化过程

中逐渐收紧，细胞内膜与外膜分离，周质空间加大，细

菌细胞壁与细胞内膜分离，内部结构发生重塑，最终形

成膜结构紧实、直径０．８～１．５μｍ的球形体。大多数

Ｈｐ变成球形体后鞭毛会完全脱落，但依然有部分球

形体保留２～４根鞭毛结构。此外，球形 Ｈｐ依保留细

胞壁、细胞膜和细胞质等结构，但球形体的细胞壁结构

细节不同可能会导致宿主免疫系统对细菌识别能力下

降。当培养时间超过９６ｈ后，部分球形体会出现膜结

构破裂、胞质溢出的情况。
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Ａ　负染色处理　Ｂ　超薄切片。

图２　犎狆球形体转化过程的超微结构

犉犻犵．２　犎．狆狔犾狅狉犻狌犾狋狉犪狊狋狉狌犮狋狌狉犲犱狌狉犻狀犵犮狅犮犮狅犻犱狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狋犻狅狀

犫狔狀犲犵犪狋犻狏犲狊狋犪犻狀犻狀犵犪狀犱狌犾狋狉犪狋犺犻狀狊犲犮狋犻狅狀犻狀犵

３　犎狆球形变及回复性试验

Ｈｐ标准菌株ＳＳ１和２６６９５在连续培养中，随着

培养时间的延长，营养不足且代谢物质堆积，均出现一

定程度上的形态转变（图３）。ＳＳ１和２６６９５在传代培

养４８ｈ后为最佳状态，杆状比例高，菌体形态饱满，外

膜囊泡代谢旺盛；培养７２ｈ后部分菌株由螺旋杆状细

菌弯曲成“Ｕ”形，并进一步团成球形体形态；培养９６ｈ

后，球形Ｈｐ比例大幅度上升。ＳＳ１在培养１２０ｈ后视

野内几乎全部为球形，部分细菌死亡，菌体破裂，大量

球形细菌形态不规则，鞭毛脱落。２６６９５在培养１２０ｈ

后依然有一定比例菌体保持杆状形态。

此外，２个 Ｈｐ标准菌株的体积均随着其生长状

态发生变化。在生长环境良好、细菌代谢旺盛时，螺旋

杆状的细菌长度通常在３～４μｍ。当营养开始不足、

生长环境变差时，螺旋杆状细菌长度缩短在１～３μｍ。

而球形体 Ｈｐ直径多为１μｍ左右。这种体积和表面

积的减少降低了 Ｈｐ的营养消耗，并使 Ｈｐ尽可能少

的与环境中的不利生长因素接触，减少暴露于免疫系

统的风险。

统计不同时间点球形体和螺杆体的数量比例，得

到２个标准菌株球形体形态转变的差异曲线，结果如

图４。ＳＳ１与２６６９５菌株的形态学变化高度相似却又

不同，ＳＳ１转化为球形的速度和程度均高于２６６９５。

培养５ｄ后，９８％ 的ＳＳ１呈球形体状态，而２６６９５仅

５９％的菌体呈球形。

图３　犛犛１（犃）和２６６９５（犅）连续培养５天的球形体转变情况

犉犻犵．３　犜犺犲犮狅犮犮狅犻犱狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳犛犛１（犃）犪狀犱２６６９５（犅）

犻狀５犱犪狔犮狅狀狋犻狀狌狅狌狊犮狌犾狋狌狉犲

图４　犛犛１和２６６９５菌株球形体转化速度曲线

犉犻犵．４　犛狆犲犲犱犮狌狉狏犲狅犳犮狅犮犮狅犻犱狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狋犻狅狀犻狀犛犛１

犪狀犱２６６９５犮狌犾狋犻狏犪狋犻狅狀

长时间培养的球形体Ｈｐ重新接种于新鲜培养基

后，两标准株菌体形态在１～３ｄ内先回复为螺旋杆状，

后经长时间连续培养再次转变为球形体。ＳＳ１在回复

培养２４ｈ后开始有杆状 Ｈｐ出现，７２ｈ后达到最佳状

态，部分已死亡的球形体在后续培养中无法生长。

２６６９５的回复速度快于ＳＳ１，在回复培养２４ｈ后大部

分菌体恢复为螺旋杆状，且在继续培养中再次出现球

形体的转变（图５）。

两标准菌株的球形体回复情况存在较大差异（图

６）。传代培养的ＳＳ１在接种４８ｈ后达到最佳状态，而

球形体回复到最佳状态则需７２ｈ，较高的营养需求和

受损细胞壁更复杂的修复可能是造成这种时间差的原

因。与２６６９５相比，ＳＳ１在球形转化和回复中有较为

积极的环境适应能力，而２６６９５对环境的变化更有惰

性，更倾向于保持螺旋杆状的形态。
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图５　犛犛１（犃）和２６６９５（犅）回复培养５犱的形态变化情况

犉犻犵．５　犜犺犲犿狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾狉犲狊狌狊犮犻狋犪狋犻狅狀狅犳犛犛１（犃）犪狀犱２６６９５（犅）

犻狀５犱犪狔犮狅狀狋犻狀狌狅狌狊犮狌犾狋狌狉犲

图６　犎狆犛犛１和２６６９５菌株球形转化速度曲线

犉犻犵．６　犛狆犲犲犱犮狌狉狏犲狅犳犿狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾狉犲狊狌狊犮犻狋犪狋犻狅狀犻狀犛犛１

犪狀犱２６６９５犮狌犾狋犻狏犪狋犻狅狀

讨　论

细菌适应性的形态转变并不特定存在于 Ｈｐ，大

肠埃希菌、霍乱弧菌、空肠弯曲杆菌等也有这样的能

力［１５１７］。研究发现，Ｈｐ形态的适应性变化与其致病

能力密切相关［１８］，具有更高毒力的 Ｈｐ菌株在暴露于

不利的环境条件下会在更短的时间内完成球形体转

变。Ｈｐ细胞体积在不利环境下会缩小，与狏犪犮犃、犮犪

犵犃 和犫犪犫犃 等毒力基因有正相关性
［１９］。Ｈｐ具有基

因型的高度异质性［２０］，不同临床病人分离的 Ｈｐ表现

出丰富的遗传多样性，如狏犪犮犃 等位基因和犮犪犵 致病

性岛等处的基因呈现差异［２１２４］，在不同地区传播的主

要Ｈｐ菌株在基因组结构方面也有所不同
［２５］。Ｈｐ基

因组的多样性使得选择合适的模型菌株用于 Ｈｐ感染

机制的研究、疫苗研发及动物实验尤为重要。

本研究发现在Ｈｐ培养过程中的各个时期均存在

球形体以及球形转化现象，在此期间细菌内膜与外膜

分离而形成较大的周质空间，这种内外膜分离的状态

致使很多即将变成球形的螺旋杆状Ｈｐ在光学显微镜

下看似完好，而在电镜下细胞壁则呈现出凹凸不平的

形态，这种不稳定、不平整的细胞壁可能会导致细菌难

以正常与外界相互作用。另外，过大的内外膜间隙也

会破坏锚定于细胞膜上的鞭毛基体结构，从而导致大

量螺旋杆状和球状Ｈｐ鞭毛脱落。

从形态学的角度分析，ＨｐＳＳ１和２６６９５作为实验

室常用标准菌株，在形态转变上高度相似，但细节不

同。这两者在鞭毛表达上存在较大差异。Ｈｐ的鞭毛

通常被认为在协助运动和胃黏膜定植中起重要作

用［２６］，也有研究表明 Ｈｐ鞭毛只影响初次定植，且运

动性差的细菌可以在无竞争、高剂量下成功定植［２０］。

这意味着有丰富鞭毛表达量的ＳＳ１更适合作为Ｈｐ模

型菌用于动物定植实验，而２６６９５对环境（如药物）的

改变更为迟钝，适用于对维持 Ｈｐ状态稳定有需求的

实验。

Ｈｐ的形态转变是一个多因素、多步骤的过程，不

同分离来源、不同生长时期的 Ｈｐ在形态结构上均有

差异，这种差异会对采用 Ｈｐ菌株进行的体外或体内

实验结果有直接影响，因此筛选合适的实验菌株并确

定每株菌的最佳培养时间后再进行相关实验至关重

要。
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ｃｏｕｒａｇｉｎｇｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＣｉｒｃｕｌａｔｉｏｎＲｅｓ，２０２０，１２６（６）：１５

２９．

［１７］　姚佳倩，吴月波，胡婷婷，等．赤藓糖醇喷砂辅助治疗慢性牙周炎

临床效果及对牙龈卟啉单胞菌的影响［Ｊ］．实用口腔医学杂志，

２０２２，３８（５）：６２３６２７．

［１８］　ＳｍｉｔｈＴＪ，ＦｏｓｔｅｒＳＪ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｏｆｔｗｏ

ｃｏｍｐｅｎｓａｔｏｒｙａｕｔｏｌｙｓｉｎｓｉｎｍｏｔｈｅｒｃｅｌｌｌｙｓｉｓｄｕｒｉｎｇｓｐｏｒｕｌａｔｉｏｎｏｆ

犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊１６８［Ｊ］．ＪＢａｃｔｅｒｉｏｌ，１９９５，１７７：３８５５３８６２．

［１９］　ＡｌｃｏｒｌｏＭ，ＤｉｋＤａｖｉｄＡ，ＤｅＢｅｎｅｄｅｔｔｉＳ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｂａｓｉｓｏｆ

ｄｅｎｕｄｅｄｇｌｙｃａｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｂｙＳＰＯＲｄｏｍａｉｎｓｉｎｂａｃｔｅｒｉａｌｃｅｌｌｄｉ

ｖｉｓｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔＣｏｍｍｕｎｉｃａｔ，２０１９，１０（１）：５５６７．

［２０］　ＰａｚｏｓＭ，ＰｅｔｅｒｓＫ，ＢｏｅｓＡ，ｅｔａｌ．ＳＰＯＲｐｒｏｔｅｉｎｓａｒｅｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｔｙｏｆｃｌａｓｓＡｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎ犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪

犮狅犾犻［Ｊ］．ｍＢｉｏ，２０２０，１１（６）：ｅ０２７９６２０．

【收稿日期】　２０２３０４２３　【修回日期】　２０２３０７０８

·８３０１·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志
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