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Целью работы было изучить распространенность генотипов Helicobacter pylori, изолированных из различных биотопов, 
при заболеваниях гепатобилиарной системы. С помощью ПЦР-анализа на наличие H. pylori было обследовано 
11 пациентов с заболеваниями гепатобилиарной системы. По результатам генотипирования изолятов H. pylori, выде-
ленных из разных биотопов одних и тех же пациентов, было обнаружено, что полученные генотипы H. pylori в разных 
органах гепатобилиарной системы в отдельных случаях неидентичны. Полученные результаты указывают на то, что в 
колонизации органов гепатобилиарной системы патогенетическое значение могут иметь штаммы H. pylori Ure 
C-положительные, cagА, babA2-негативные, vacA-позитивные, но отличающиеся преобладанием m2 аллельного вари-
анта, имеющего незначительный уровень токсической активности. Обнаружение различий генотипов H. pylori, выде-
ленных из желудка, желчных протоков и печени от больного циррозом печени, может указывать на наличие избира-
тельной колонизации разных биотопов различными подтипами H. pylori. 
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The objective of the research was to evaluate the prevalence of genotypes of Helicobacter pylori isolates from diverse biotopes 
in diseases of the hepatobiliary system. Eleven patients with problems of the hepatobiliary system were examined by the PCR 
analysis for H. pylori. Genotyping of H. pylori isolates from different biotopes of the same patients showed that obtained H. pylori 
genotypes were non-identical for some organs of the system in some cases. The results indicate that H. pylori C-positive, cagA, 
bab2A-negative, and vacA-positive strains, but differing by the predominance of the allelic variant m2 possessing a negligible 
level of toxic activity, may be of pathogenetic value in colonization of organs of the hepatobiliary system. Genotype differences 
of H. pylori isolates derived from the stomach, bile ducts and liver of a patient with hepatic cirrhosis can be indicative for the 
process of selective colonization of different biotopes by different H. pylori subtypes.
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Ц ирроз печени является полиэтиологическим заболева-
нием. В его возникновении наибольшее значение 

имеют: хроническая инфекция, алкоголизм, недостаток в 
питании белков и витаминов, токсико-аллергический фак-

тор, нарушения иммунной системы, врожденные генетиче-
ские дефекты, нарушающие усвоение в организме меди 
(болезнь Вильсона), железа (гемохроматоз), нарушения 
обмена веществ с избыточным отложением жира в печени и 
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индуцированное этим воспаление (так называемый неалко-
гольный стеатогепатит), длительно существующая сердеч-
ная недостаточность и обусловленный ею застой крови 
в печени, хроническое нарушение оттока желчи из печени 
(так называемый билиарный цирроз). В печати обсуждается 
вопрос о патогенетической роли в развитии цирроза некото-
рых бактерий, обладающих свойством молекулярной мими-
крии и способных вызвать перекрестные аутоиммунные 
реакции (E. coli, микобактерии, хламидии, лактобактерии и 
хеликобактеры) [1]. Ряд работ указывает на возможную 
кофакторную роль бактерий рода Helicobacter в патогенезе 
цирроза [2–4]. A.Ponzetto и соавт. (2000, 2003) при обследо-
вании больных хроническим активным гепатитом В и С 
обнаружили антитела к H. pylori в 90% и 73% случаев соот-
ветственно, тогда как в контроле (сыворотке неинфициро-
ванных доноров) – в 47–59% [5, 6]. Сходные результаты 
были получены S.J.Kontrek и соавт. и P.Stalke и соавт. [7, 8]. 
Серологические исследования демонстрируют среди боль-
ных вирусными гепатитами В и С, инфицированных хелико-
бактерами, преобладание тяжелых исходов в виде циррозов 
по сравнению с контрольными группами. R.Pellicano и соавт. 
среди инфицированных вирусами гепатита С выявили досто-
верную разницу между частотой обнаружения диагностиче-
ских титров антител к H. pylori в опытной группе (пациенты с 
циррозом печени) и контрольной (без цирроза) [9]. Работа 
M.Rocha и соавт. указывает на наличие возможной связи 
между присутствием в печени ДНК хеликобактеров и раз-
витием цирроза у больных гепатитом С [10]. В 90,5% образ-
цов печени были обнаружены ДНК H. pylori и H. pullorum 
подобных видов у больных циррозом и гепатоцеллюлярной 
карциномой, инфицированных вирусом гепатита С, тогда 
как у пациентов контрольной группы (инфицированных виру-
сом гепатита С без цирроза) – только в 3,5% случаях. 
На основании этих данных можно предположить наличие 
кофакторной роли бактерий рода Helicobacter в развитии 
тяжелых исходов в течении вирусных гемоконтактных гепати-
тов и синергизма этой бактериально-вирусной ассоциации. 
Механизмы такого взаимодействия окончательно не ясны.

Целью работы было изучить распространенность геноти-
пов Helicobacter pylori, изолированных из различных биото-
пов, при заболеваниях гепатобилиарной системы.

Материалы и методы 

Выборку группы больных с заболеваниями печени соста-
вили 11 больных циррозом печени невыясненной этиологии. 
Средний возраст больных – 43,2 года. Материалом для 
иссле дования в подгруппе циррозов служил архивный ауто-
псийный материал из тканей печени, желчных протоков, 
желчного пузыря, желудка. Образцы тканей, зафиксирован-
ных в парафине, были использованы для молекулярно-
генетического исследования.

Выделение ДНК из парафинизированных образцов про-
изводили по методике, предложенной V.Tolia и соавт. [11]. 
Для этого парафинизированные срезы тканей помещали 
в пробирки типа Эппендорф, депарафинизировали путем 
промывания в 1 мл ксилола дважды по 5 минут. Регидратацию 
проводили трижды в растворах этилового спирта (99%, 95% 
и 70%), инкубируя 5 минут. После каждого этапа промывки 

применяли центрифугирование при 12 000 об/мин в течение 
3 минут. Окончательно образец ткани промывали дистилли-
рованной водой в течение 5 минут. Далее выделение ДНК 
производили сорбционным методом с использованием на-
бора реагентов НПФ Литех «Хеликопол» (Москва). Для этого 
кусочек ткани помещали в 100 мкл лизирующего буфера, 
включающего 10 мкл Tris НСI pH 8,8, 25 мМ ЭДТА, 100 мкг/мл 
протеиназы К, и инкубировали до полного растворения при 
56°С около 5 ч. К раствору добавляли 20 мкл водной суспен-
зии сорбента и 500 мкл буфера, состоящего из 10 мМ Tris 
НСL pH 8,0, 5,5 М гуанидинцианата, 10 мМ ЭДТА. Суспен-
зию инкубировали при комнатной температуре в течение 
10 минут, периодически встряхивая, после чего осаждали 
сорбент центрифугированием на микроцентрифуге СМ-50 
(ELMI-2, США) в течение 15 с при 12 тыс. об/мин. Супер-
натант удаляли с помощью вакуумного насоса, а сорбент 
дважды промывали 70% этанолом и высушивали при 56°С 
около 15 минут. Для элюции ДНК с сорбента в пробирки 
добав ляли 50 мкл ТЕ-буфера, тщательно перемешивали на 
вортексе и инкубировали в течение 5 минут при 55°С в тер-
мостате. Супернатант отделяли центрифугированием. Полу-
ченный раствор, снятый с сорбента, переносили в 0,5 мл 
пробирку и хранили при –20°С. 

Выявление H. pylori проводили с помощью ПЦР с исполь-
зованием специфичных праймеров на нуклеотидную после-
довательность гена ureC. Реакционная смесь содержала 
10 мМ Tris НCl pH 8,3, 50 мМ KCl, 2 мМ MgCl2, по 50 мкМ 
каждого дНТФ, по 10 пкМ каждого праймера (прямой 
5´-ТСАСССССАТGTTTGTCATCCG-3´; обратный 5´-CACGATC
CTTAAACTCTGTAAATT-3´), 1 едTaq-полимеразы и 5 мкл 
ана ли зируемого очищенного образца.

Реакцию амплификации проводили в объеме 25 мкл: ре-
акционная смесь – 2,5 мкл, вода деионизованная – 17,5 мкл, 
Taq-полимераза – 0,2 мкл, образец ДНК – 5 мкл.

Амплификацию проводили в приборе «Терцик» («ДНК-
технология», Россия) по следующей программе:

Температура (°С) Время Количество циклов

94°С 1 минута 1 цикл

94°С 30 с

5 циклов60°С 30 с

72°С 30 с

92°С 5 с

40 циклов50°С 10 с

72°С 15 с

По завершении программы продукты амплификации раз-
деляли методом горизонтального электрофореза в агароз-
ном геле в трис-ацетатной буферной системе. Результаты 
документировали с помощью видеосистемы для регистра-
ции гелей DNA Analyzer (НПФ «Литех», Россия). Наличие 
полосы длиной 492 п.н.о. свидетельствовало о присутствии 
в пробе ДНК H. pylori. 

Такие образцы использовали для дальнейшего генотипи-
рования H. pylori. Для генотипирования штаммов H. pylori 
в отношении cagA использовали набор реагентов «Хелико-
пол СА» НПФ «Литех» (Москва). 

Реакцию амплификации проводили в 30 мкл реакционной 
смеси: вода деионизованная – 14,3 мкл, ПЦР-буфер – 3 мкл, 
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раствор dNTP – 3 мкл, MgСl2 – 2,5 мкл, праймер – 2 мкл, Тaq-
полимераза – 0,2 мкл, ДНК пробы – 5 мкл.

В качестве положительного контроля использовали на-
тивную ДНК H. pylori генотипа сagA. Размер полосы в поло-
жительной пробе при электрофорезе был равен 404 п.н.о.

Генотипирование проводили при следующем температур-
ном режиме:

Температура (°С) Время Количество циклов

94°С 1 минута 1 цикл

94°С 1 минута

35 циклов52°С 1 минута

72°С 2 минуты

72°С 5 минут 1 цикл

Разделение продуктов амплификации проводили мето-
дом горизонтального электрофореза в 2% агарозном геле в 
присутствии бромистого этидия в 1x ТАЕ буфере. 

Генотипирование в отношении гена vacA. Для геноти-
пирования штаммов H. pylori в отношении vacA использова-
ли набор реагентов «Хеликопол VА» НПФ «Литех» (Москва). 

Реакцию амплификации проводили в 30 мкл реакционной 
смеси: вода деионизованная – 14,3 мкл, ПЦР-буфер – 3 мкл, 
dNTP – 3 мкл, MgСl2 – 2,5 мкл, праймер – 2 мкл, Тaq-
полимераза – 0,2 мкл, ДНК пробы – 5 мкл. 

Генотипирование проводили при следующем температур-
ном режиме:

Температура (°С) Время Количество циклов

94°С 1 минута 1 цикл

94°С 1 минута

35 циклов52°С 1 минута

72°С 2 минуты

72°С 5 минут 1 цикл

Размеры полос в положительных пробах при электрофо-
резе были следующими: vacAs1 – 259 п.н.о., vacAs2 – 
286 п.н.о., vacAm1 – 290 п.н.о., vacAm2 – 352 п.н.о.

Для генотипирования изолятов H. pylori в отношении babA 
использовали набор реагентов «Хеликопол ВА» НПФ «Литех» 
(Москва). Реакцию амплификации проводили в 30 мкл реак-
ционной смеси: вода деионизованная – 14,3 мкл, ПЦР-
буфер – 3 мкл, dNTP – 3 мкл, MgСl2 – 2,5 мкл, праймер – 
2 мкл, Тaq-полимераза – 0,2 мкл, ДНК пробы – 5 мкл.

В качестве положительного контроля была использована 
плазмида с вставкой ДНК генотипа babA H. pylori размером 
800 п.н.о.

Генотипирование проводили при следующем температур-
ном режиме:

Температура (°С) Время Количество циклов

94°С 1 минута 1 цикл

94°С 1 минута

35 циклов52°С 1 минута

72°С 2 минуты

72°С 5 минут 1 цикл

Разделение продуктов амплификации проводили мето-
дом горизонтального электрофореза в 2% агарозном геле 
в присутствии бромистого этидия в 1x ТАЕ буфере. 

Результаты и обсуждение 

Было проведено сравнительное изучение генотипов изо-
лятов H. pylori, выделенных из разных биотопов одних и тех 
же пациентов. Результаты представлены в таблице. По 
данным генотипирования было обнаружено, что получен-
ные генотипы H. pylori в разных органах гепатобилиарной 
системы в отдельных случаях неидентичны. Так, у пациента 
№2 генотип H. pylori, детектируемый в желчном протоке 
(cagA + vacAs1/m2), отличается от такового в образцах пе-
чени (cagA + vacAs2); у пациента №6 результат ПЦР, полу-
ченный в желудке (cagA + vacAm2), не подтвердился ни 
в печени, ни в желчном пузыре (cagA-vacAm2); cagAvacAs1/
s2-позитив ный генотип был обнаружен в биоптате желудка 
пациента №7, а из печени был выделен cagA-негативный 
изолят. 

Подобные несоответствия генотипов, обнаруженные 
также и у других больных, могут быть объяснены инфици-
рованием больного бактериями с различными генотипами. 
Явление специфичной колонизации гепатобилиарного 
тракта штаммами хеликобактеров, отличных от таковых, 
колонизирующих желудок или двенадцатиперстную кишку, 
возможно, объясняется наличием определенных рецепто-
ров в тканях гепатобилиарной системы и условий, в кото-
рых определенные штаммы оказываются более успешны-
ми, а другие элиминируются под действием этих же усло-
вий. Другое возможное объяснение может быть связано с 
тем, что на начальном этапе инфицирования потеря 
«островка патогенности» cagA штаммами H. pylori может 
стать полезной ввиду его высокой иммуногенности, тем 
самым способствовать задержке таких бактерий в гепато-
билиарном тракте. Возможно, этим можно объяснить, что в 
исследуемой нами группе больных более половины пациен-
тов являются носителями cagA-отрицательных штаммов 
H. pylori.

Известно, что на процесс формирования различных ис-
ходов H. pylori инфекции могут оказывать влияние как эндо-
генные факторы макроорганизма (генетические особенно-
сти человека, иммунный статус и т.д.), так и экзогенные, 
в том числе и факторы окружающей среды (социально-

Таблица. Встречаемость различных генотипов H. pylori в зави-
симости от биотопа

№ Образцы H. pylori Генотипы H. pylori

1
ж. проток + vacAs1/m2babA2
желудок + vacAm2babA-

2
ж. проток + cagA+vacAs1/m2
желудок + cagA+vacAs2

3
ж. проток + cagA+vacAs1m2
печень + cagA+vacAs2m2

4
ж. проток + cagA-vacAm2
печень + cagA-vacAm2

5
ж. пузырь + cagA-vacAm2
желудок + cagA+vacAm2

6
печень + cagA-vacAm2
ж. пузырь + cagA-vacAm2
желудок + cagA+vacAm2

7
печень + cagA-vacAs1/s2
ж. проток – –
желудок + сagA+vacAs1/s2

8
Печень + cagA-vacAs2
желудок + cagA+vacAs1
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экономические условия, характер питания и т.д.). На харак-
тер течения заболевания может оказывать влияние и гено-
тип микроорганизма. 

Штаммы H. pylori разделены на два генотипа: тип I – 
имеющие cagA и экспрессирующие CagA и VacA цитотокси-
ны и тип II – не экспрессирующие их. С определенным гено-
типом может быть связана колонизирующая способность 
различных штаммов H. pylori. Так, установлено, что CagA-
нега тив ные штаммы обычно колонизируют слизистый слой 
и верхушки эпителиальных клеток, а CagA-позитивные рас-
положены вблизи эпителиальных клеток или в межклеточ-
ном пространстве [12]. Возможно, в колонизации органов 
гепатобилиарной системы принимают участие штаммы 
H. pylori, имеющие генотип, отличный от штаммов, колони-
зирующих желудочный эпителий. По данным Р.Avenaud и 
соавт., бактерии I типа превалируют над II типом при изуче-
нии геномов H. pylori, выделенных из ткани печени [13]. 
E.Apostolov и соавт. демонстрировали присутствие цито-
токсинов CagA и VacA в эпителиальных клетках желчного 
пузыря при хроническом воспалении [14], но P.Stalke и 
соавт. наряду с высокой частотой детекции H. pylori в пече-
ни и желудке с использованием иммуногистохимических и 
молекулярных методов СagA штаммы в печени выявляли 
значительно реже, чем в желудке, и предположили возмож-
ную роль сagA-негативных штаммов в развитии заболева-
ний печени [8]. Сходные данные были получены T.Pirouz и 
соавт., которые обнаружили ДНК H. pylori в 17 образцах 
печени 46 больных, при этом все изоляты H. pylori были 
сagA-негативными [15].

В нашем исследовании сравнение генотипов изолятов 
H. pylori, выделенных из различных биотопов желудочно-
кишечного тракта больных с заболеваниями гепатобилиар-
ной системы, показало их принадлежность ко всем основ-
ным генотипам: I, Ia, Ib, иII. Но, несмотря на преобладание 
в слизистой оболочке желудка штаммов H. pylori с I геноти-
пом, чаще из ткани печени, желчных протоков выделяли 
cagA-отрицательные изоляты. Полученные данные могут 
указывать на избирательную колонизацию гепатобилиарной 
системы сagA-негативными вариантами.

В нашем исследовании ДНК H. pylori в образцах печени, 
желчного пузыря и желчного протока была обнаружена 
у 8 из 11 пациентов с циррозом печени. Высокая частота 
обнаружения H. pylori в органах гепатобилиарной системы 
больных циррозом печени сочеталась с высокой частотой 
выявления этого микроорганизма в слизистой оболочке 
желуд ка. Патогенетическим механизмом повреждающего 
дейст вия H. pylori на гепатоциты может служить аутоиммун-
ное повреждение клеток печени, при котором антитела 
к H. pylori из-за антигенной «мимикрии» микроорганизма 
способны вступать во взаимодействие с клетками эпите-
лия желчных канальцев или гепатоцитами. На патогенети-
ческую роль H. pylori в патогенезе цирроза печени указыва-
ют экспериментальные работы in vitro и in vivo. K.Ito и соавт. 
провели заражение клеточной культуры гепатоцитов взве-
сью H. pylori, содержащей 107 микробных клеток, для изу-
чения персистирующей способности этого микроорганиз-
ма [16]. Они установили, что большая часть инокулята 
адге зировалась на гепатоцитах, приблизительно 2% бакте-
рий проникли внутрь и персистировали внутриклеточно на 

протяжении нескольких пассажей более 2 мес. Эти резуль-
таты были подтверждены электронной микроскопией. 
Коли чество адгезировавших и инвазированных в гепатоци-
ты хеликобактеров было выше, чем в эпителиальные клет-
ки слизистой оболочки желудка с достоверностью p < 0,05, 
и зависело от cag-PAI-статуса, преимущественно от при-
сутствия генов «остров ка патогенности» babA, oipA, vacA. 
Процесс адгезии бактерий к гепатоцитам был ингибирован 
антителами к β-1-интегрину – поверхностному рецептору 
H. pylori. На основании полученных результатов был сделан 
вывод, что H. pylori адге зирует на гепатоцитах, инвазирует 
их и персистирует внутриклеточно на протяжении длитель-
ного времени. Процесс адгезии и инвазии находится в за-
висимости от факторов патогенности и наличия рецептора 
β-1-интегрина. Эти опыты указывают на потенциальную 
способность H. pylori вызывать патологические изменения 
ткани печени. Эта же исследовательская группа обнаружи-
ла, что H. pylori вызывает нарушения апоптоза и синтез 
ДНК в гепатоцитах, причем эти изменения в зараженных 
клетках зависят от вирулентности H. pylori: различия цито-
патических эффектов, вызываемых вирулентными и менее 
вирулентными штаммами H. pylori, были существенны-
ми [17]. Сходные результаты были получены другой иссле-
довательской группой под руководством D.-F.Chen и соавт., 
которые при изучении воздействия штаммов H. pylori, вы-
деленных из желчного пузыря, на первичные культуры 
эпителиальных клеток желчного пузыря человека обнару-
жили выраженное цитопатическое дейст вие в виде измене-
ния морфологии клеток, уменьшения их размеров, вакуо-
лизации цитоплазмы, уменьшения ядра, агрегации хрома-
тина, в дальнейшем на 3–4-й день культивирования наблю-
дали разрыв клеток и их гибель [18]. В контроле жизнеспо-
собность клеток уменьшалась на 7-й день, а гибель клеточ-
ной культуры произошла на 14-й день. Измерение актив-
ности клеточных ферментов показало повышение их уров-
ня в культуральной жидкости при внесении микробной 
взвеси H. pylori и ультразвуковых фильтратов в различных 
разведениях, свидетельствующее о повреждении клеточ-
ных мембран эпителиальных клеток желчного пузыря и 
«утечке» энзимов. Хотя при заражении клеточных культур 
ультразвуковыми фильтратами повреждающий эффект 
был слабее, а повышение уровня ферментов незначитель-
ным по сравнению с заражением супернатантами H. pylori. 
Это может быть связано с тем, что липополисахарид кле-
точной стенки (основной токсин, образующийся при гибели 
H. pylori в ультразвуковых фильтратах) имеет менее выра-
женный токсический эффект, чем цитотоксины CagA и 
VacA, выделяемые H. pylori прижизненно. На основании по-
лученных результатов in vitro был сделан вывод, что 
H. pylori способен повреждать эпителий желчного пузыря и 
вызывать холецистит. Результаты исследований in vitro 
коррелируют с результатами, проведенными in vivo. Группа 
исследователей под руководством X.F.Tian пришли к выво-
ду, что эти бактерии способны колонизировать печень, вы-
зывать хроническое воспаление, цирроз, гепатоцеллюляр-
ную карциному, действуя как независимый этиологический 
фактор. Это заключение было сделано на основании двух-
летнего наблюдения за мышами линии C57BL/6, заражен-
ными перорально штаммом SS1 H. pylori. У 12 из 20 зара-
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женных мышей обнаружение H. pylori в желудке сочеталось 
с патологическими изменениями, включая один случай 
лимфомы. У 7 из них в печени было выявлено H. pylori-
инфицирование, ассоциированное с поражениями печеноч-
ной ткани в виде воспаления, фиброза, гиперплазии и 
атипии. Результаты секвенирования обнаруженных в пече-
ни и желудке изолятов показали 100% гомологию со штам-
мом SS1. В группе мышей, у которых H. pylori отсутствовал 
в желудке, также он не был выявлен в печени, патологиче-
ские изменения также отсутствовали. На основании полу-
ченных результатов было сделано заключение, что H. pylori, 
колонизируя слизистую оболочку желудка, далее колони-
зирует гепатобилиарную систему, вызывая повреждения 
в виде воспаления, фиброза, гиперплазии и атипии. Но не 
у всех инфицирование одним штаммом H. pylori заканчива-
ется колонизацией, вероятно, процессы адгезии, колониза-
ции, инвазии, персистенции зависят от ряда других факто-
ров экзогенного и эндогенного характера [19].

Заключение 

Полученные результаты указывают на то, что в колониза-
ции органов гепатобилиарной системы патогенетическое 
значение могут иметь штаммы H. pylori Ure C-положитель-
ные, cagА, babA2-негативные, vacA-позитивные, но отли-
чающиеся преобладанием m2 аллельного варианта, имею-
щего незначительный уровень токсической активности. 
Обнаружение различий генотипов H. pylori, выделенных из 
желудка, желчных протоков и печени от больного циррозом 
печени, может указывать на наличие избирательной колони-
зации разных биотопов различными подтипами H. pylori. 
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