
mia ( CML) cells，and the influence of miＲNA-155 regulating the expression of heat shock proteins ( HSP) 27，

HSP60，HSP70． Methods Ｒeverse transcription-quantitative real-time PCＲ ( ＲT-qPCＲ) was used to detect the
expression levels of miＲ-155 in CML-resistant imatinib ( IM) cell line K562-G and CML cell line K562． K562-G
cells were infected with the lentivirus carrying miＲ-155 or the negative control lentivirus，and they were named
miＲ-155 group and control group． The effect of miＲ-155 on the proliferation of drug-resistant cells was detected by
cell counting kit-8 ( CCK-8) method． ＲT-qPCＲ and Western blot were used to detect the effect of miＲ-155 on the
expression of heat shock proteins HSP27，HSP60，HSP70． Flow cytometry was used to detect the percentage of cell
apoptosis in miＲ-155 group and control group． Ｒesults Compared with K562 cells，miＲ-155 showed low expres-
sion in K562-G cells ( P ＜ 0. 05) ． The proliferation of miＲ-155 group cells decreased significantly from the 36th
hour ( P ＜ 0. 05) ． Compared with the control group，in the miＲ-155 group，HSP60 and HSP70 increased ( P ＜
0. 05) ，while HSP27 decreased ( P ＜ 0. 01) ． The apoptosis rate of miＲ-155 group was higher than that of control
group ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion miＲ-155 promotes the apoptosis of chronic myeloid leukemia cells，increases the
expression of HSP60 and HSP70，and decreases the expression of HSP27．
Key words miＲ-155; chronic myeloid leukemia; drug resistance; heat shock proteins; cell proliferation; apopto-
sis
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幽门螺杆菌阿莫西林稳定耐药克隆的筛选
及其基因突变的检测

陆秋丹1，2，糜孟衡1，崔古贞1，3，张峥嵘1，吴晓娟1，陈峥宏1，3

摘要 目的 探讨阿莫西林( AMX) 不稳定耐药的幽门螺杆

菌( Hp) 演化成 AMX 稳定高水平耐药的表型及其突变基因

的检测。方法 以冻存后的 Hp 菌株 H390 作为出发菌株，

在不断增加 AMX 浓度的培养基上连续传代，筛选对 AMX 耐

药的克隆，检测耐药克隆的最小抑菌浓度( MIC) ，置于 － 80
℃冻存 3 个月后再复苏，根据冻存后 MIC 下降情况判断其

耐药性是否稳定。对获得的 AMX 最高 MIC 值的克隆 H390r

和出发菌株 H390 进行基因组测序分析和外排泵抑制试验，

检测并鉴定与 H390r 获得的 AMX 高水平耐药性相关的基因

突变。结果 通过 AMX 筛选获得 4 个 AMX 高水平耐药克

隆，MIC 分别为 12、32、64 和≥256 mg /L ，经 － 80 ℃冻存后，
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MIC 均未发生改变。相比于亲本菌株 H390，AMX 稳定耐药

克隆 H390r 存在多个基因的突变，包括与 AMX 耐药性相关

的编码 ＲND 外排系统的 hefC、编码孔蛋白的 hopB 与 hopC

和编码青霉素结合蛋白的 ftsI。H390r 在有外排泵抑制剂存

在时对 AMX 的 MIC 大幅降低。结论 AMX 能够在不稳定

耐药的 Hp 中筛选出稳定耐药的克隆; H390r 存在与 AMX 耐

药相关的 hefC、hopB、hopC 和 ftsI 基因突变。这些突变可能

是 H390r 获得 AMX 稳定高水平耐药的主要原因。
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幽门螺杆菌( Helicobacter pylori，Hp) 是一种革

兰阴性微需氧病原菌，是慢性胃炎、消化性溃疡、胃
癌和胃黏膜相关组织淋巴瘤的主要病因［1 － 2］。Hp
感染人群约占世界人口的一半以上［3］。Hp 的根除

可以降低消化性溃疡和非溃疡性消化不良的风险，

预防胃癌的发生［3］。阿莫西林( amoxicillin，AMX)

是 Hp 根除治疗的一线药物，近 20 余年，多种推荐

的一线治疗方案根除率呈现不断下降的趋势，主要

归因于 Hp 耐药性的增加［4］。虽然目前的数据显示
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Hp 对 AMX 的耐药率较低［5］，但存在阿莫西林联合

治疗失败的情况。AMX 耐药株经 － 80 ℃冻存 3 个

月后，最小抑菌浓度( minimum inhibitory concentra-
tion，MIC) 未变化称为稳定耐药; MIC 大幅下降甚至

转变为敏感株称为不稳定性耐药［6 － 7］。Hp 对 AMX
的耐药性同时具有稳定和不稳定的表型，该研究通

过探讨 AMX 不稳定耐药的 Hp 演化成 AMX 稳定高

水平耐药表型的规律及其突变基因的检测，为控制

Hp 耐药性的发展和优化 Hp 治疗方案提供理论依

据。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 菌株来源 本实验室保存的 1 株 Hp 菌株

H390 是从 1 名上消化道疾病患者胃黏膜中分离的

已纯化菌株。研究经贵州医科大学附属医院人体医

学伦理委员会批准，批号: 2018 伦审第( 100 ) 号，患

者均知情同意。患者胃黏膜标本接种于含 Hp 选择

性抗生素和 7%脱脂绵羊血的哥伦比亚血琼脂基础

平板，37 ℃微需氧培养 72 ～ 96 h，挑取特征性菌落

分离纯化后鉴定为 Hp［8］。H390 菌株经 － 80 ℃ 冻

存后耐药性大幅下降，其对 AMX 具有不稳定的高

水平耐药性，质控菌株 Hp ATCC 26695 由山东大学

孙允东教授馈赠，菌株信息见表 1。根据欧洲抗菌

药敏试验界值判断第 8 版和临床常使用的耐药断

点［7］，本研究以 MIC≥0. 5 mg /L 作为判断 Hp 对

AMX 耐药的标准。以 MIC 不同分为低 ( MIC ＜ 2
mg /L) 、中( 2 ～ 8 mg /L) 、高( ≥8 mg /L) 3 个耐药水

平［9］。
1． 1． 2 主要试剂和仪器 哥伦比亚血琼脂基础培

养基购自青岛海博生物技术有限公司; Mueller-Hin-
ton 琼脂培养基购自杭州天和微生物试剂有限公司;

无菌脱纤维绵羊血购自河南巨石生物科技有限公

司; Hp 选择性添加剂购自英国 OXOID 公司; 阿莫西

林标准品( 货号: YZ-130409，100 mg，粉剂) 购自北

京中国药品生物制品检定所; 尿素酶试纸购自珠海

市克迪科技开发有限公司; 阿莫西林 E-test 药敏纸

条购自意大利 Liofilchem 公司; 基因组文库构建试

剂盒 SMＲTbell Express Template Prep kit 2. 0 试剂购

自美 国 Pacific Biosciences 公 司; 外 排 泵 抑 制 剂

pAβN 购自美国 MedChemExpress 公司。生物安全

柜 HＲ40-ⅡA2 购自青岛海尔公司; 超低温冰箱 DW-
HL668 购自合肥中科美菱低温科技股份有限公司;

CO2 培养箱 BB150 购自美国赛默飞世尔科技有限

公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 菌株的培养条件和鉴定方法 Hp 接种于含

7%脱纤维绵羊血的哥伦比亚血琼脂平板，在 37 ℃
微需氧条件下( CO2 浓度 10%，湿度 95% ～ 99% )

培养 72 ～ 84 h。菌株每次进行传代前后均进行菌体

特征与生化反应观察，以镜检为革兰阴性弯曲杆菌

且三酶( 尿素酶、氧化酶和过氧化氢酶) 试验均阳性

鉴定为 Hp。每次传代后的菌株在含羊血的哥伦比

亚血琼脂平板上进场分区划线，挑选单克隆扩大培

养后用纯脱纤维绵羊血保存于 － 80 ℃冰箱。
1． 2． 2 AMX 耐药株的筛选 菌株 H390 对 AMX 具

有不稳定高水平耐药性，以冻存后 H390 菌株( 冻存

18 个月) 为出发菌株筛选 AMX 高水平耐药克隆。
将 AMX 标准品溶于生理盐水中配制成 1 000 mg /L
的 AMX 母液，在冷却至 55 ℃ 的含 7% 脱纤维绵羊

血的哥 伦 比 亚 血 琼 脂 培 养 基 中 添 加 不 同 体 积 的

AMX 母液，制成含不同 AMX 浓度的筛选平板。将

培养 72 h 的 H390 稀释成约 1 × 108 cfu /ml 的菌液，

分别取 150 μl 菌液接种于含 AMX 浓度分别为 0. 4、
0. 8、1. 6 mg /L 的 3 块 AMX 筛选平板上，培养 72 h，

观察菌落生长状况。存活的 Hp 传至相同浓度的

AMX 抗性平板，和更高浓度( 原浓度 2 倍和 4 倍) 的

AMX 抗性平板，进行更高水平的 AMX 耐药筛选，并

记录 Hp 在耐药筛选板的生长情况和传代次数。试

验中每次传代均对筛选板上的菌株挑取单克隆并扩

大培养后用于后续实验，共获得 20 个单克隆。
1． 2． 3 用 E-test 法检测耐药克隆对 AMX 的 MIC
分别对传代第 9 ( H390a) 、14 ( H390b) 、16 ( H390c)

和 20( H390r) 代获得的单克隆通过 E-test 法检测它

们的 MIC［10］。用接种环取培养 48 ～ 72 h 的 Hp 单

克隆培养物于无菌生理盐水中，调整浊度为 McF =
2. 0 后，取 150 μl 涂 布 接 种 于 含 7% 绵 羊 血 的

Mueller-Hinton平板，涂布接种后将平板正向静置

表 1 菌株背景信息

菌株编号 分离地点 分离时间( 年) 冻存前初始 MIC( mg /L) 冻存后 MIC( mg /L) 冻存时间( 月)

H390 贵州 2019 ≥256 0． 5 18
26695 — — 0． 023 0． 023 18
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15 min，将 E-test 药敏条贴于培养基表面后，置于

CO2 培养箱 37 ℃微需氧条件下培养 72 h。通过观

察抑菌 区 与 E-test 纸 条 浓 度 刻 度 的 交 点 来 确 定

MIC，药敏试验均重复 3 次。
1． 2． 4 高水平 AMX 耐药克隆稳定性检测 取适量

第 9 ( H390a ) 、14 ( H390b ) 、16 ( H390c ) 和 20
( H390r) 代高水平 AMX 耐药克隆分别混匀在 500
μl 脱纤维绵羊血中，置于 － 80 ℃保存 3 个月后再次

进行复苏，根据冻存后 MIC 的变化情况判断耐药克

隆对 AMX 的耐药性是否稳定［7］。
1． 2． 5 全基因组测序 为了解获得的 AMX 稳定高

水平耐药克隆的基因组变化，本研究对筛选获得的

AMX 稳定高水平耐药克隆 H390r( MIC≥256 mg /L，

冻存后未改变) 与出发菌株 H390 ( MIC 0. 5 mg /L，

冻存前为≥256 mg /L) 进行全基因组三代测序比较

分析。采用改良 CTAB 法［11］提取基因组 DNA，在

DNA 样品检测合格后，将 DNA 样品低温运送至武

汉菲沙基因信息有限公司进行测序。使用基因组文

库构建试剂盒( SMＲTbell Express Template Prep kit
2. 0) 构建基因组文库，使用 PacBio Sequel Ⅱ测序平

台进 行 测 序，使 用 微 生 物 组 装 ( smrtlink10 ) 、
HGAP4［12］和 Canu( v． 1. 6 ) ［13］软件重新组装 PacBio
读数。通过 pbalign( BLASＲ，v0. 4. 1) ［14］工具分析基

因组 覆 盖 的 深 度。使 用 Circos ( v0. 64 ) ［15］ 获 得

H390 和 H390r 菌株基因组的圆形图谱。最后利用

nucmer 进行两基因组比对，用 show-snps 程序进行

单核苷酸多态性( SNPs) 和缺失( InDels) 检测。
1． 2． 6 外排泵抑制试验 在冷却至 55 ℃含有 7%
绵羊血的 Mueller-Hinton 培养基中加入外排泵抑制

剂 pAβN，使培养基含 pAβN 的浓度为 100 mg /L，倾

注平板后，采用 1. 2. 3 项的 E-test 法进行 H390 和

H390r 的 AMX 敏感性试验，检测在外排泵抑制剂存

在下 H390 和 H390r 对 AMX 的敏感性变化。通过

观察抑菌区与 E-test 纸条浓度刻度的交点来确定

MIC，药敏试验均重复 3 次。

2 结果

2． 1 AMX 耐药克隆筛选 亲本菌株 H390 ( 冻存

18 个月) 在含 AMX 平板上进行耐药筛选，连续传

20 代获得 20 个耐药克隆，20 个耐药克隆进行革兰

染色镜检均为革兰染色阴性弯曲杆菌，且三酶试验

均为阳性。
2． 2 E-test 法检测耐药克隆对 AMX 的 MIC 值

本研究选择第 9 ( H390a) 、14 ( H390b) 、16 ( H390c)

和 20( H390r) 代次的克隆通过 E-test 法进行 MIC 检

测，4 个克隆的 MIC 分别为 12、32、64、256 mg /L，均

为高水平耐药( H390r MIC ＞ 256 mg /L 已超出 E-test
试纸条的最大检测范围，以 = 256 mg /L 表示) ，耐药

性逐渐增加，耐药性演化过程如图 1 所示。

图 1 H390 菌株在培养基上对 AMX 耐药性演化过程

2． 3 4 个 AMX 高水平耐药克隆稳定性检测结果

将 H390a、H390b、H390c 和 H390r 4 个 AMX 高水

平耐药克隆在 － 80 ℃ 冻存 3 个月后复苏，检测其

MIC 均未发生改变，表明 Hp 对 AMX 的不稳定耐药

表型可以在体外连续的 AMX 接触后演化成稳定的

耐药表型。
2． 4 H390r 和 H390 的全基因组序列比较分析结

果 筛选获得的 AMX 稳定高水平耐药克隆 H390r
( MIC≥256 mg /L) 与出发菌株 H390 ( MIC 为 0. 5
mg /L) 的 序 列 已 上 传 至 NCBI，H390 的 登 录 号 为

CP116234. 1，H390r 的 登 录 号 为 CP125966。与

H390 相比，H390r 存在较多突变位点，其中在编码

ＲND 外排系统、孔蛋白和青霉素结合蛋白系统的基

因中的突变位点( 不包含同义突变) 存在 5 个基因

的 14 个氨基酸替换和 2 个移码突变( 表 2 ) 。它们

分别是: 在编码外排泵系统的 hefC 基因中存在 2 个

非同义突变 ( N845K 和 D974Y) ; 在编码孔蛋白的

hopB、hopC 和 hopG 基因中均发生了突变，其中 hopC
存在的突变最多，包括 6 个非同义突变、2 个移码突

变和 1 个终止密码子突变( 终止密码子的突变会导

致翻译提前结束，这可能导致蛋白质异常缩短，对其

编码蛋白质功能产生影响) ; 在编码青霉素结合蛋

白的基因中仅存在编码 penicillin-binding protein 2
的 ftsI 基 因 的 3 个 非 同 义 突 变 ( P126H、A367V 和
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表 2 H390r 编码 ＲND 外排系统、孔蛋白和青霉素结合蛋白系统的基因突变

基因名称 描述 突变类型 突变位点 氨基酸变化

hefC efflux ＲND transporter permease subunit HefC 非同义突变 2535C ＞ A N845K
hefC efflux ＲND transporter permease subunit HefC 非同义突变 2920G ＞ T D974Y
hopG Hop family outer membrane protein HopG 非同义突变 1241C ＞ T A414V
ftsI penicillin-binding protein 2 非同义突变 377C ＞ A P126H
ftsI penicillin-binding protein 2 非同义突变 1100C ＞ T A367V
ftsI penicillin-binding protein 2 非同义突变 1232A ＞ T N411I
hopB outer membrane protein HopB 非同义突变 680G ＞ A S227N
hopC outer membrane protein HopC 非同义突变 1096G ＞ T G366W
hopC outer membrane protein HopC 非同义突变 662A ＞ G D221G
hopC outer membrane protein HopC 非同义突变 650G ＞ A Ｒ217Q
hopC outer membrane protein HopC 非同义突变 619A ＞ G N207D
hopC outer membrane protein HopC 非同义突变 617A ＞ C Q206P
hopC outer membrane protein HopC 突变成终止密码子 616C ＞ T Q206X
hopC outer membrane protein HopC 非同义突变 560C ＞ T A187V
hopC outer membrane protein HopC 插入移码 639dupC Q213fs

符号 ＞ 前: 突变前的碱基; 符号 ＞ 后: 突变后的碱基; dup: 插入碱基; del: 删除碱基

N411I) ，未发现 pbp1 基因的突变。
2． 5 外排泵抑制试验结果 在添加 100 mg /L 外排

泵抑制剂 pAβN 的培养基中进行药敏试验，结果显

示: H390 在添加 pAβN 后 MIC 未发生改变( 表 3 ) ;

H390r 在添加 pAβN 后 MIC 大幅下降。其中，不含

pAβN 血平板中未见抑菌圈( 图 2A) ，含 100 mg /L
pAβN 血平板中可见抑菌圈，抑菌区与 E-test 纸条浓

度刻度的交点为 12( 图 2B) 。结果表明外排泵活性

的增强是引起 H390r 对 AMX 稳定的高水平耐药的

原因之一。

表 3 有无外排泵抑制剂下 H390 和 H390r

对 AMX 的 MIC 值( mg /L)

菌株 不添加外排泵抑制剂 添加 100 mg /L pAβN
H390r ≥256 12
H390 0． 5 0． 5

图 2 在未添加或添加 pAβN 的血平板上 H390r

对 AMX E-test 试验结果

A: 不含 pAβN 的血平板; B: 含 100 mg /L pAβN 的血平板

3 讨论

通常认为耐药性是抗生素治疗细菌感染失败的

最主要原因。近年来，临床上包含 AMX 的 Hp 治疗

方案根除率逐年降低，但实验室检测到的 AMX 耐

药率仍然较低。Hp 对 AMX 的耐药性存在 － 80 ℃
冻存耐药性表型丢失的现象［6 － 7］。

Han et al［6］报道在德国分离出的 7 株对 AMX
高水平耐药( MIC≥256 mg /L) 的 Hp 菌株，有 4 株是

稳定耐药，有 3 株是不稳定耐药，并提出 Hp 存在对
AMX 稳定和不稳定耐药 2 种现象，是否有必要在根

除治疗之前进行抗生素耐药性检测的疑问。但至目

前为止，引起 Hp 对 AMX 不稳定耐药的机制仍未清

楚，这为 Hp 的 AMX 耐药性检测带来了困难。近年

来，Han et al［7］选择未冻存的临床分离菌株作为出

发菌株，通过 AMX 耐药筛选获得了 1 个对 AMX 高

水平耐药( MIC≥256 mg /L) 的 Hp 克隆，该克隆经
－ 80 ℃冻存后 MIC 下降至 0. 5 mg /L，经 － 80 ℃冻

存的克隆下调的基因在质膜中显著富集，提示 － 80
℃冻存后 Hp 对 AMX 耐药性降低可能与膜结构和

转运功能相关基因的下调有关。为了解 － 80 ℃ 冻

存后是否会使 Hp 对 AMX 的耐药性产生不可逆的

损伤，本实验选择了对 AMX 不稳定耐药的经 － 80
℃冻存后的克隆( H390) 作为出发菌，经 AMX 耐药

筛选高水平耐药克隆。结果显示，AMX 不稳定耐药

的 Hp 仍然能演化成 AMX 稳定高水平耐药的表型。
故 AMX 不稳定耐药 Hp 在未来应引起重视。

张艺瑶 等［9］以标准菌株 ATCC43504 及 11 株

未经冻存的临床分离株作为出发菌株，通过 AMX
压力筛选获得 46 个 AMX 耐药克隆，这些耐药克隆

在低温冻存下耐药性存在一定比例下降，这一现象

在高耐药菌株尤为明显。而本文所筛选的 4 株高水
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平耐药克隆均为稳定耐药，这可能是由于本研究选

择的出发菌株本身为不稳定高水平耐药菌株引起

的，此亲本菌株实验前经超低温冰箱的长时间冻存，

不稳定高水平耐药性已丢失，只有当 AMX 耐药筛

选时亲本菌株演化出稳定高水平耐药，才能检测其

耐药性的升高。
为了解与稳定耐药相关的基因突变，本研究对

经 AMX 耐药筛选获得最高 MIC 的稳定高水平耐药

菌株 H390r 与出发菌株 H390 进行全基因组三代测

序分析，结果显示，H390r 相较于 H390 在编码 ＲND
外排系统、孔蛋白和青霉素结合蛋白系统的基因中

均存在突变。Hp 对 AMX 的耐药性通常由青霉素结

合蛋白的变化、膜通透性的降低和通过外排泵系统

外排药物引起［16］。H390r 在 ＲND 外 排 泵 系 统 有

hefC 基因的两个非同义突变。在革兰阴性菌中，

ＲND 家族是多重耐药外排泵的代表。Hp 包含 3 个

假 定 的 ＲND 外 排 系 统: hefABC、hefDEF 和 hef-
GHI［17］。hefC 是外排泵 hefABC 的一个组成部分，

已有文献报道 hefC 的突变可以影响 Hp 对甲硝唑和

AMX 的耐药性［18］。H390r 在外排泵系统上仅存在

hefC 基因的突变，且 H390r 在有外排泵抑制剂时对

AMX 的 MIC 下降幅度明显，提示 hefC 的突变是引

起 H390r 对 AMX 稳定的高水平耐药的原因之一。
H390r 在孔蛋白的 hopB 和 hopC 基因中也存在突

变。抗菌药物与细菌作用时，细胞膜上的孔蛋白发

生缺失或相应蛋白通道变窄，都会使大分子抗菌药

物无法进入细菌体内，从而引起耐药。研究［19］ 表

明，编码外膜孔蛋白的 hopB 和 hopC 基因的突变可

以导致 Hp 中 AMX 蓄积的减少引起 Hp 对 AMX 耐

药的产生。因此，H390r 的 hopB 和 hopC 基因的突

变也可能参与其 AMX 稳定的高水平耐药的形成。
另外，编码青霉素结合蛋白的 ftsI 基因的突变可以

赋予 Hp 对 AMX 耐药性［20］，本研究中 H390r 的 ftsI
基因存在 3 个非同义突变，也可能是 H390r 对 AMX
产生高水平耐药的原因。

上述结果表明，hefC、hopB、hopC 和 ftsI 突变的

联合作用可能是 H390r 获得对 AMX 稳定的高水平

耐药的主要原因，但该研究测序中未发现的其他突

变也有可能导致 H390r 中的 AMX 稳定耐药性。细

菌抗生素耐药性的演化是一个重要的医学课题。已

有研究［21］表明，低水平的 β-内酰胺类药物暴露会驱

动细菌耐药性的进化。细菌耐药性的产生机制涉及

自然的自发突变和选择。当抗生素存在时，只有获

得耐药性相关自发突变的细菌才能存活，这是抗生

素具有选择功能的体现。但近年来几项研究［22 － 23］

表明，抗生素不仅能够提供选择性作用，且可以通过

积极诱导突变，促进耐药细菌的出现。该研究中冻

存后不稳定耐药克隆 H390 通过体外浓度不断增加

的 AMX 接触演化出了 AMX 稳定高水平耐药克隆。
通过全基因组测序技术和外排泵抑制试验分析了

H390r 对 AMX 稳定高水平耐药的原因可能主要由

hefC、hopB、hopC 和 ftsI 的突变引起。但引起 Hp 对

AMX 耐药机制复杂，目前仍有很多未解决的问题。
全面了解 Hp 对 AMX 的耐药性，将有助于更好地控

制耐药性的发展和优化耐药性检测方法。
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Screening of stable amoxicillin resistant clones of
Helicobacter pylori and detection of its gene mutations

Lu Qiudan1，2，Mi Mengheng1，Cui Guzhen1，3，Zhang Zhengrong1，Wu Xiaojuan1，Chen Zhenghong1，3

( 1Key Laboratory of Microbiology and Parasitology of Education Department of Guizhou，School of Basic
Medical Science，Guizhou Medical University，Guiyang 550025; 2Dept of Laboratory，Qiandongnan Prefecture

People's Hospital，Kaili 556000) ; 3Key Laboratory of Endemic and Ethnic Diseases，
Ministry of Education，Key Laboratory of Medical Molecular Biology of Guizhou

Province，Guizhou Medical University，Guiyang 550004)

Abstract Objective To investigate the phenotype of amoxicillin ( AMX) unstable resistant Helicobacter pylori
( Hp) evolving into AMX stable high level resistance and the detection of its mutated genes． Methods Using the
frozen Hp strain H390 as the starting strain，the clones resistant to AMX were continuously cultured on the medium
with increasing AMX concentration，and the minimum inhibitory concentration ( MIC) of the resistant clones was
detected． After frozen at － 80 ℃ for 3 months，the drug resistance was stable according to whether the MIC de-
creased after frozen storage． Genome sequencing analysis and efflux pump inhibition assay were performed on
cloned H390r and parental strain H390 with the highest AMX MIC value，and gene mutations associated with the
high level AMX resistance obtained by H390r were detected and identified． Ｒesults Four AMX high level resistant
clones were obtained by AMX screening with MICs of 12，32，64 and ≥256 mg /L ，respectively，and none of the
MICs were altered after freezing at － 80 ℃ ． Compared to the parental strain H390，the AMX stable resistant clone
H390r had mutations in several genes，including hefC encoding the ＲND efflux system，hopB and hopC encoding
the pore proteins and ftsI encoding the penicillin binding protein，which were associated with AMX resistance．
H390r was substantially reduced in MIC to AMX in the presence of efflux pump inhibitors． Conclusion AMX can
screen stable resistant clones from unstable resistant Hp． H390r had mutations in hefC，hopB，hopC，and ftsI asso-
ciated with AMX resistance． These mutations may be the main reason why H390r acquired a stable high level of re-
sistance to AMX．
Key words Helicobacter pylori; amoxicillin; unstable resistance; stable resistance
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