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脑膜炎奈瑟菌的检测技术及检测进展

廖春艳 综述!李志峰!段
!

刚%审校

"重庆市疾病预防控制中心
!

!###!$

#

!!

关键词"流行性脑脊髓膜炎(

!

脑膜炎奈瑟菌(

!

实验室技术

中图法分类号"

,!!-+"

文献标志码"

/

文章编号"

%-0$1.!""

"

$#%2

#

%*1$#%%1#!

!!

流行性脑脊髓膜炎$简称流脑%是由脑膜炎奈瑟

菌$

Q&

%通过呼吸道传播引起的化脓性脑膜炎#为急

性呼吸道传染病#常在冬春季引起发病与流行'脑膜

炎发病迅速#病死率超过
$#V

#且后遗症严重)

%

*

'我

国
.#V

以上的患者是由
/

群
Q&

引起'

Q&

是只存

在于人体的需氧双球菌#其外膜含脂多糖成分#致病

性
Q&

的外膜外有荚膜多糖'

Q&

有多基因差异'

根据
Q&

荚膜多糖的不同#分为
%$

个血清群!

/

+

J

+

O

+

L

+

W

+

]

+

M

+

c

+

[

+

X

+

$.\

+

R%*"

和不能分群菌株'

Q&

的病原学检测包括细菌培养+革兰染色+生化鉴

定+血清学分群#乳胶凝集反应直接检测抗原等'脑

脊液革兰染色仍是快速检测
Q&

的重要方法之一#患

者淤点$斑%+脑脊液涂片检测时在中性粒细胞内见到

革兰阴性肾形双球菌或脑脊液+血液培养
Q&

阳性或

脑脊液+血液
Q&

特异性核酸片段检测阳性都可作为

流脑的确诊依据'病原学检测是检验
Q&

的传统方

法#但因
Q&

对冷+热+干燥和化学消毒剂的高度敏感

性和对外环境的弱抵抗力#以及临床标本的采集+运

送+培养+接种方式+培养基质量+检测人员的经验等

都可能影响检验结果的准确性'

KO,

分子学诊断的

优点是可测出菌群特异性
Q&_Q/

#不要求阳性结果

中存在活的病原体#且结果可在
$:

内获得)

$

*

'目前#

高敏感性+高特异性+操作简便的分子生物学检验技

术已广泛应用于
Q&

感染的检验诊断'本文就
Q&

的检测技术及检测进展作初步综述'

$

!

Q&

的病原学检测技术

!!

病原学检测是最早应用于细菌检测的方法'分

离出
Q&

是诊断流脑的,金标准-#其鉴定方法包括革

兰染色+氧化酶试验+生化鉴定+血清学分群等'基于

获得的阳性菌株#可进行进一步的研究#比如体外药

物敏感试验就必须首先分离到阳性菌株'李马超

等)

*

*就曾对其实验室
$##"b$##-

年分离的
!.

株
Q&

菌株$

%-

株
/

群+

**

株
O

群%进行体外抗菌药物敏感

性检测#结果表明#

%-

株
/

群
Q&

菌株对复方磺胺甲

(

%%#$

(

检验医学与临床
$#%2

年
0

月第
%"

卷第
%*

期
!

M9?N5=OB'(

!

FAB

E

$#%2

!

P3B+%"

!

Q3+%*



唑+四环素+左氧氟沙星+萘啶酸
!

种抗菌药物耐

药#对环丙沙星耐药或中度敏感#

**

株
O

群
Q&

菌株

对复方磺胺甲唑耐药#

*%

株$

.*+.V

%

O

群菌株对萘

啶酸耐药#

$#

株$

-#+-V

%

O

群菌株对左氧氟沙星耐

药#

%0

株$

"%+"V

%

O

群菌株对环丙沙星耐药#

!

株
/

群和
%

株
O

群
Q&

菌对青霉素不敏感'冯君平等)

!

*

进一步探索了
/

群+

O

群
Q&

的最适培养基#结果表

明添加酵母浸出粉的培养基可作为
/

群+

O

群
Q&

培

养的最适培养基'郑春早等)

"

*配制了一种小牛血清

,双抗-培养基作为
Q&

的增菌培养基#与常规检测培

养基比较表明#应用小牛血清,双抗-培养基建立的新

方法适用于
/

+

J

+

O

群
Q&

的检测#且检测效果明显

优于常规的咽拭子直接接种法'病原学检测的缺点

是比较繁琐+耗时+影响因素多#特异性可能不够好'

/

!

Q&

的普通聚合酶链反应#

KO,

&

!!

KO,

是一种用于放大扩增特定的
_Q/

片段的

分子生物学技术#对于不能用血清学分群的
Q&

疑似

菌株或无法进行
Q&

分离培养的脑脊液+血液+血清

标本可采用
KO,

进行
_Q/

扩增辅助检测鉴定'近

年来
KO,

技术广泛应用于
Q&

的检测中)

$

#

-

*

'黄亮

等)

0

*采用普通
KO,

技术对流脑疑似病例的脑脊液和

血液标本中
Q&

种属及各群的特异性
_Q/

片段进行

了检测#发现
-

例流脑疑似患者的脑脊液标本中有
"

份
Q&

属特异性基因
OC

8

/

阳性#

"

份检出
Q&O

群

I'9_

$

O

%基因片段&血液标本中
%

份检出
Q&OC

8

/

基

因#

%

份检出
Q& O

群
I'9_

$

O

%基因片段'张文艳

等)

2

*对
Q&

血红素加氧酶的基因
L5&3

进行扩增#结

果表明#

Q&

标准菌株为阳性结果#即扩增出长为
!$!

?

D

的
_Q/

片段#而肺炎链球菌+乙型流感嗜血杆菌+

金黄色葡萄球菌均未扩增出该
_Q/

片段#为阴性结

果&

KO,

技术能检测出
!

D8

的脑膜炎双球菌
_Q/

#

具有高敏感性&

%%

份脑脊液样品
Q&KO,

检测常规

培养检测结果显示#

KO,

检出率为
*-+*V

#而培养法

的检出率为
%2+$V

#

KO,

明显高于培养法$

!

$

#+#"

%'徐丽等)

.

*则利用普通
KO,

技术建立了检测

$.\

群+

c

群和
X

群等
*

个血清群
Q&

的方法#然后

将该方法应用于
!%

份疑似
Q&

菌株标本的检测#结

果表明#

!%

份疑似
Q&

标本中#

$.\

群和
c

群
KO,

阳

性的标本分别有
0

份和
$

份#未检测出
X

群菌株#建

立了能准确+特异地鉴定
$.\

群+

c

群和
X

群
Q&

菌

株的
KO,

方法'

'

!

Q&

的多重#复合&聚合酶链反应#

KO,

&

!!

普通
KO,

主要用于单一致病因子的鉴定&多重

KO,

反应原理与一般
KO,

相同#主要用于多种病原

微生物的同时检测或鉴定#也可用于某些遗传病及癌

基因的分型鉴定'近年来#多重
KO,

技术越来越广

泛应用于
Q&

的检测'任红宇等)

%#

*针对包括
Q&

在

内的
2

种细菌的特异性基因#通过优化单一
KO,

扩

增体系及扩增程序#初步建立了能同时检测
2

种导致

细菌性脑膜炎的病原体的复合
KO,

扩增方法'熊长

辉等)

%%

*应用多重
KO,

技术对其实验室保存的
0#

株

已经血清学鉴定的
Q&

进行核酸鉴定及基因分群#同

时检测
$*

例流脑疑似病例脑脊液标本中
Q&

特异性

_Q/

片段#发现
-2

株
Q&

的多重
KO,

检测结果与

血清学分群结果一致#

$

株血清学未能分群的
Q&

经

多重
KO,

检测为
O

群&

$*

例流脑疑似病例脑脊液标

本经多重
KO,

检测有
"

例为
O

群#

%

例为
/

群#

%

例

为
J

群#阳性检出率为
*#+!*V

#传统的病原分离培

养+生化鉴定和血清学鉴定
!

例为
O

群#阳性检出率

为
%0+*.V

'可见多重
KO,

技术对
Q&

检测的特异

性优于病原学检测'

_W/R/,/

等)

%$

*应用复合荧光

实时
KO,

$

,)1KO,

%技术对脑脊液中的
Q&

和肺炎

链球菌进行了检测#结果表明#

Q&

和肺炎链球菌的不

同熔融温度的两峰分别为
20+"e

+

2"+"e

'

Q&

和

肺炎链球菌的
,)1KO,

的灵敏度分别为
%##V

$

."V

@#

!

2$+!

#

%##+#

#

2"+%

#

%##+#

%#二者特异度相同#均

为
%##V

$

."V@#

!

22+-

#

%##+#

%'

Q&

和肺炎链球菌

引起的脑膜炎的诊断准确率分别提高到
"#+0V

和

$2+-V

'

_\SWMWKKWI

等)

%*

*利用多重
KO,

技术对

Q&

+流感嗜血杆菌+肺炎链球菌进行了检测#总共收

集了
%%#

个分离株和
%*!

例临床标本$

..

例脑脊液和

*"

例血液标本%并进行了分析#结果表明#所使用的方

法快速+特异性好+灵敏度高'

XLZ

等)

%!

*利用多重

KO,

技术对
Q&

进行了基因分型'结果表明#其检测

灵敏度为
%(

8

基因组
_Q/

$相当于
!m%#

" 基因组%#

脑脊液标本中为
*m%#

"

<;A

"

&M

#这种多重
KO,

检测

可能有助于临床诊断和流脑流行病学监测'

1

!

荧光定量
KO,

检测
Q&

法

!!

荧光定量
KO,

通过荧光染料或荧光标记的特异

性探针对
KO,

产物进行标记跟踪#实时在线监控反

应过程#通过相应的软件可以对产物进行分析#计算

待测样品模板的初始水平'雷永良等)

%"

*应用该技术

对
%-0

例流脑监测标本进行了检测#并与传统的病原

学检测进行比较#结果表明新方法与传统方法阳性符

合率为
""+"-V

#另有
!

例传统方法检测为阴性的标

本用荧光定量
KO,

检测为阳性#其特异度+灵敏度都

高于传统培养法#且检测周期更短'杨艳等)

%-

*针对

Q&

特异性基因
D

3C/

设计引物+探针#用实时荧光

KO,

技术进行检测#并与常规
KO,

比较#结果表明应

用实时荧光
KO,

检测时#

-!

株
Q&

检测结果均为阳

性#

-

株非
Q&

结果均为阴性'检测灵敏度达
"+#m

%#

*

<;A

"

&M

#即
"<;A

"

7567

#比常规
KO,

灵敏度高
%#

(

$%#$

(

检验医学与临床
$#%2

年
0

月第
%"

卷第
%*

期
!

M9?N5=OB'(

!

FAB

E

$#%2

!

P3B+%"

!

Q3+%*



倍#并且结果重复性好'张晓春等)

%0

*采用荧光定量

KO,

检测健康者咽拭子中
Q&

的带菌情况#结果表

明#荧光定量
KO,

的灵敏度+特异度均为
%##V

#阳性

预测值$

KKP

%为
%*+#.V

#阴性预测值$

QKP

%为

%##+##V

#检出限为
#+"<;A

"

"#

"

M

体系#荧光定量

KO,

检出结果的时间为
*:

#而培养法至少要
$=

'该

方法可用于疾病的快速诊断#特别适合健康者的带菌

率调查'

NW,HQHP

等)

%2

*采用荧光定量
KO,

技术

对
Q&

参考菌株和
%20

例脑膜炎患者的脑脊液进行

研究#结果表明该方法比传统培养法有更好的特异性

和敏感性'文献)

%$

*也将荧光定量
KO,

技术与多重

KO,

技术结合#取得了良好的实验结果'

2

!

酶联免疫吸附试验#

\MWI/

&检测
Q&

抗体水平

!!

应用
\MWI/

间接法检测患者急性期和恢复期血

清中的抗体水平#如恢复期效价较急性期呈
!

倍或
!

倍以上升高#可作为流脑的辅助鉴别'

\MWI/

间接法

也可以应用于健康者血清抗体的测定#结果可为当地

的流脑防控提供参考'张洪飞等)

%.

*应用
\MWI/

分析

了通辽市科左中旗
$$%

例健康者
Q&

带菌情况及其

抗体水平#检出脑膜炎双球菌
%*

株#总带菌率为

*+2%V

&

/

群抗体阳性率为
0%+.%V

#

O

群抗体阳性率

为
!0+"%V

#为该地区今后的流脑预防+控制提供了科

学依据'

)

!

Q&

的分子分型及其他新技术

!!

多位点序列分型$

NMI)

%技术是从基因水平通

过管家基因的点突变对
Q&

进行分型#利用
NMI)

可

以对数十年前不同地区分离的菌株之间的亲缘关系

进行评估#尤其是对不同菌群之间基因发生的频繁的

重组事件#分析菌株进化关系及判断分离株是否属高

致病性克隆系等方面#可弥补传统血清型分型方法的

不足)

$#

*

'

NMI)

适合用于长期的+大范围的流行病

学调查和监测菌群结构变化#研究地域性传播和流行

性变迁'两株细菌
NMI)

分型结果相同#表示这两株

细菌属于相同的克隆或者克隆群#不能认为他们之间

有流行病学联系'朱水荣等)

$#

*采用
NMI)

技术#对

浙江省
$##!b$#%*

年部分
Q&

菌株开展基因分型研

究#得出了浙江省
Q&

分离株间的遗传进化关系#为

今后有针对性地制订流脑预防控制措施提供参考'

邓小玲等)

$%

*则采用
NMI)

技术#对广东省
Q&

分离

株间的遗传进化关系进行了研究#为有针对性地采取

预防控制措施提供依据'

脉冲场凝胶电泳$

KSY\

%是一种分离大分子

_Q/

的方法#实践表明#大于
!#U?

的
_Q/

不能在

恒强水平琼脂糖凝胶电泳中分离#

KSY\

解决了这一

难题'

KSY\

可以用来分离相对分子质量
%#U?

到

%#N?

的
_Q/

分子'其分型的基础是大片段的插

入+缺失+重组或质粒的获得+丢失或酶切位点的点突

变'

NHH_M\[

等)

$$

*应用
KSY\

技术对南非
$##$b

$##-

年
J

群
Q&

克隆分析#发现了一个新的基因克隆

I)1!$!#

"

--22

'邵祝军等)

$*

*则应用
KSY\

技术对中

国
O

群
Q&

分离株进行分析#结果发现
/L%

是中国

O

群
Q&

主要的带型'

在流脑调查中#上述两种分子分型的运用原则!

暴发调查时所有菌株进行
KSY\

#挑选代表菌株进行

NMI)

#对于流脑特异性引物
KO,

扩增阳性的患者血

清或者脑脊液未能分离到菌株的进行
NMI)

&个案调

查时所有菌株进行
KSY\

和
NMI)

分型#对于流脑

特异性引物
KO,

扩增阳性的患者血清或者脑脊液未

能分离到菌株的进行
NMI)

&健康携带情况调查及在

全国范围的+长期的流行情况调查时所有菌株进行

KSY\

#挑选代表菌株进行
NMI)

分型'

多位点可变数目串联重复序列分析$

NMP/

%也

是一种分子分型技术#其分型依据为
PQ),

位点的

滑链突变'该方法具有较好的分辨力+重复性+分型

力及可比性#操作简单#试验周期为
%=

'

IL/Q

等)

$!

*应用
NMP/

技术分析了序列型为
I)1!2$%

的
O

群
Q&

引起的
$#%#

年中国山东省的流脑疫情暴发'

$###

年日本学者发明了恒温核酸扩增技术#即环

介导等温扩增技术$

M/NK

%'近年来该技术已成功

地应用于流脑+

I/,I

+禽流感+

LWP

等疾病的检测中'

M\\

等)

$"

*应用
M/NK

技术对脑脊液中的
Q&

进行

了快速鉴定#结果表明#该方法灵敏度高$比传统的

KO,

方法高
$

#

"

个数量级%#反应时间短$

*#

#

-#

&'(

就能完成反应%'

蛋白质组学技术是从蛋白质水平进行生命科学

研究的新方法'有疾控工作者用该方法初步探索了

Q&

部分蛋白表型特征分析'胡源等)

$-

*利用双向电

泳技术与质谱结合的蛋白质组学技术对
--

株
O

群

Q&

菌株及
$

株参考菌株的部分外膜蛋白和
6A<_

蛋

白表型进行分析#根据外膜蛋白和
6A<_

蛋白将实验

菌株共分为
.

型#其中安徽菌株分型结果显示出了高

度的一致性#而其他地区菌株分型分布则显示出高度

的多态性#结果对认识安徽省流脑的流行规律和有效

进行流脑疫情的防控具有重要意义'

综上所述#

Q&

的实验室检测技术涉及传统的病

原学检测技术+免疫学
\MWI/

及不断更新的分子生

物学方法#如
KO,

+荧光定量
KO,

+多重
KO,

+

M/NK

技术+

NMP/

分型+

NMI)

技术+

KSY\

分型+蛋白质

组学技术等'

Q&

的分子生物学方法比传统病原学检

测法具有更高的特异性和灵敏度'当然各种技术并

非单一的#实际工作中可能相互融合#以更好地优化

Q&

的检测分析'新的方法也有其不足之处#如

(

*%#$

(

检验医学与临床
$#%2

年
0

月第
%"

卷第
%*

期
!

M9?N5=OB'(

!

FAB

E

$#%2

!

P3B+%"

!

Q3+%*



M/NK

因灵敏度高#容易形成气溶胶污染#由于国内

大多数实验室不能严格分区#假阳性问题可能比较严

重#因此#引物设计要求比较高#有些疾病的基因可能

不适合使用
M/NK

&蛋白质组学技术中
$1_\

技术还

不成熟#现在有更新的色谱质谱联用法取代
$1_\

和

质谱鉴定法#对蛋白质的鉴定更准确#将更好地服务

于疾病预防控制工作中'
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