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摘要：　 目的　 了解邯郸市健康人群流行性脑脊髓膜炎带菌状况以及菌群分布变化情况，为预测流脑发病趋势、合理制定

流脑防控措施提供依据。 　 方法　 ２００９－２０１５ 年间，采集 ７ 个年龄组健康人群的咽拭子，接种于巧克力双抗琼脂平板进行

脑膜炎奈瑟菌分离培养鉴定。 　 结果　 共采集 ３ ５２８ 份健康人群咽拭子，其中阳性 １００ 株，带菌率为 ２􀆰 ８３％；通过血清分

群鉴定出 ７１ 株，其中 Ａ 群 ８ 株， Ｂ 群 ３６ 株， Ｃ 群 １８ 株， Ｗ１３５ 群 ９ 株；未分群 ２９ 株，包括多凝菌（１２ 株）、自凝菌（８ 株）、
不凝菌（９ 株），并且以 １５～岁年龄组的带菌率最高。 通过 ＰＣＲ 的方法对未分群的菌株进行分子分型，鉴定出 １８ 株，分型

率为 ６２􀆰 １％；其中 Ａ 群 ３ 株，Ｂ 群 ８ 株，Ｃ 群 ６ 株，２９Ｅ 群 １ 株，仍有 １１ 株未分型。 　 结论　 ２００９－２０１５ 年邯郸市健康人群

流行性脑脊髓膜炎带菌率较低，但 １０～２５ 岁年龄组带菌率显著。 流行株在 ２００９－２０１１ 年主要以 Ｂ 群为主，并且集中在 １０
～２５ 岁之间，但是到 ２０１４ 年、２０１５ 年的流行株就有所改变，主要是 Ｃ 群和 Ｗ１３５ 群。 这更应该引起关注，进一步加大卫生

宣传力度和流脑疫苗接种率。
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　 　 流行性脑脊髓膜炎（ｍｅｎｉｎｇｏｃｏｃｃａｌ ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ）简

称流脑，它是由脑膜炎奈瑟菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ，

作者简介：闫永飞（１９８６－），女，河北邯郸人，硕士，主管检验师，
研究方向：微生物检验与分子生物学。
通信作者：黄亮，Ｅ－ｍａｉｌ：ｈｕａｎｇｌｉａｎｇ０３１２＠ １６３􀆰 ｃｏｍ。

Ｎｍ）引起的急性化脓性脑膜炎，传染性较强。 其特点

是起病急、病情重、变化多、传播快、流行广，来势凶猛，
病死率高，危害性大［１－２］。 人群对脑膜炎奈瑟菌普遍

易感。 流脑一般好发于小年龄段儿童，患者主要是 １５
岁以下的少年儿童，特别是 ６ 个月～２ 岁的婴幼儿容易

感染，因为幼儿自身抵抗力差，容易患病。 近年来，临

９０２实用预防医学 ２０１８ 年 ２ 月 第 ２５ 卷 第 ２ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ｆｅｂ． ２０１８， Ｖｏｌ． ２５， Ｎｏ．２



床上也发现有成年人患此病，而成人的病死率高［３－４］。
为了解邯郸地区健康人群流脑带菌状况，为制定防控

措施提供依据，２００９－２０１５ 年对邯郸地区健康人群开

展了流脑带菌状况调查，现将结果报告如下。

１　 对象与方法

１􀆰 １　 对象　 于 ２００９－２０１５ 年间在邯郸地区内采用分

层随机抽样方法抽取 ０～ 、５～ 、１０～ 、１５～ 、２５～ 、３５～ 、４５
～岁 ７ 组年龄组健康人群为调查对象，共计３ ５２８人，
其中男 １ ７３１ 人，女 １ ７９７ 人。
１􀆰 ２　 材料　 双抗巧克力琼脂平板购于北京陆桥技术

有限责任公司；脑膜炎奈瑟菌多价及分群诊断血清购

自美国 Ｒｅｍｅｌ 公司；生化试剂购于 ＡＰＩ ＮＨ；核酸提取

试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ 公司。 Ｔａｑ 酶、ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ、１０×
ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ、６×Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ（上样缓冲液）、Ｍａｒｋｅｒ Ｄ
（标记）均选自上海生工有限公司。 所有试剂均在有

效期内使用。
１􀆰 ３　 检测方法

１􀆰 ３􀆰 １　 脑膜炎奈瑟菌分离培养　 采集的咽拭子立即

接种于双抗巧克力平板，置 ５％ＣＯ２ 培养箱 ３７ ℃培养

１８～２４ ｈ；选择圆形、凸起、湿润、似露滴状的可疑菌落

接种于巧克力琼脂平皿纯化，进一步鉴定［４－５］。
１􀆰 ３􀆰 ２　 菌群鉴定　 可疑菌落进行革兰染色，选择革

兰阴性、卵圆形或肾型双球菌进行生化试验，将生化符

合葡萄糖（＋）麦芽糖（ ＋）乳糖（ －）蔗糖（ －）的菌株保

存，用脑膜炎奈瑟菌诊断血清进行血清型分群［６－７］。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＰＣＲ 检测

１􀆰 ３􀆰 ３􀆰 １　 模板制备　 参照试剂盒说明书进行制备。
１􀆰 ３􀆰 ３􀆰 ２　 ＰＣＲ 反应程序　 ＰＣＲ 反应体系（５０ μｌ）包
括以下成分：ｄＮＴＰ ４ μｌ、１０×Ｂｕｆｆｅｒ ５ μｌ、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 引

物各 ２ μｌ、ＭｇＣｌ２（２５ ｍｏｌ ／ Ｌ）６ μｌ、ＤＮＡ 聚合酶 ３ Ｕ，将
上述成分充分混匀后，加入制备好的 ＤＮＡ 模板 ４ μｌ。
循环参数为：９４ ℃ ５ ｍｉｎ，９２ ℃ ３０ ｓ，５６ ℃３５ ｓ，７２ ℃
３５ ｓ，３６ 次循环；最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物用

２％琼脂糖凝胶电泳，Ｍａｒｋｅｒ Ｄ 作参照［８－９］。 引物设计

见表 １。
表 １　 扩增 Ｎｍ 种属及常见群所用引物

引物名称 引物序列 鉴定特性 扩增片段大小（ｂｐ）

ＣｒｇＡ ５’－ＧＣＴＧＧＣＧＣＣＧＣＴＧＧＣＡＡＣＡＡＡＡＴＴＣ－３’ Ｎｍ 种属 ２３０

５’－ＣＴＴＣＴＧＣＡＧＡＴＴＧＣＧＧＣＧＴＧＣＣＧＴ－３’

ＯＲＦ－２ ５’－ＣＧＣＡＡＴＡＧＧＴＧＴＡＴＡＴＡＴＴＣＴＴＣＣ－３’ ＮｍＡ 群 ４００

５’－ＣＧＴＡＡＴＡＧＴＴＴＣＧＴＡＴＧＣＣＴＴＣＴＴ－３’

ＳＩＡＤ（Ｂ） ５’－ＧＧＡＴＣＡＴＴＴＣＡＧＴＧＴＴＴＴＣＣＡＣＣＡ－３’ ＮｍＢ 群 ４５０

　 　 续表 １

引物名称 引物序列 鉴定特性 扩增片段大小（ｂｐ）

５’－ＧＣＡＴＧＣＴＧＧＡＧＧＡＡＴＡＡＧＣＡＴＴＡＡ－３’

ＳＩＡＤ（Ｃ） ５’－ＴＣＡＡＡＴＧＡＧＴＴＴＧＣＧＡＡＴＡＧＡＡＧＧＴ－３’ ＮｍＣ 群 ２５０

５’－ＣＡＡＴＣＡＣＧＡＴＴＴＧＣＣＣＡＡＴＴＧＡＣ－３’

ＳＩＡＤ（Ｙ） ５’－ＣＴＣＡＡＡＧＣＧＡＡＧＧＣＴＴＴＧＧＴＴ－３’ ＮｍＹ 群 １２０

５’－ＣＴＧＡＡＧＣＧＴＴＴＴＣＡＴＴＡＴＡＡＴＴＧＣＴＡＡ－３’

ＳＩＡＤ（Ｗ１３５） ５’－ＣＡＧＡＡＡＧＴＧＡＧＧＧＡＴＴＴＣＣＡＴＡ－３’ ＮｍＷ１３５ 群 １２０

５’－ＣＡＣＡＡＣＣＡＴＴＴＴＣＡＴＴＡＴＡＧＴＴＡＣＴＧＴ－３’

ｃｔｒＡ（２９Ｅ） ５’－ＡＴＴ ＡＣＧ ＣＴＧ ＡＣＧ ＧＣＡ ＴＧＴ ＧＧＡ－３’ Ｎｍ２９Ｅ 群 ６６７

５’－ＴＴＧ ＴＣＧ ＣＧＧ ＡＴＴ ＴＧＣ ＡＡＣ ＴＡ－３’

ｃｔｒＡ（Ｘ） ５’－ＧＴＣ ＴＴＴ ＧＴＡ ＴＡＡ ＧＧＣ ＣＣＡ ＡＧ－３’ ＮｍＸ 群 ５２５

５’－ＴＴＧ ＴＣＧ ＣＧＧ ＡＴＴ ＴＧＣ ＡＡＣ ＴＡ－３’

ｃｔｒＡ（Ｚ） ５’－ＴＡＴ ＧＣＧ ＧＴＧ ＣＧＴ ＴＴＣ ＧＣＴ ＡＴＧ－３’ ＮｍＺ 群 ６６７

５’－ＴＴＧ ＴＣＧ ＣＧＧ ＡＴＴ ＴＧＣ ＡＡＣ ＴＡ－３’

１􀆰 ４　 结果分析 　 用 Ｅｘｃｅｌ ２００３ 整理数据，用 ＳＰＳＳ
２０􀆰 ０ 对数据进行统计学分析，计数资料采用卡方检

验，检验水准 α＝ ０􀆰 ０５。

２　 结　 果

２􀆰 １　 健康人群不同年龄组脑膜炎奈瑟茵检测情况　
２００９－ ２０１５ 年邯郸市共采集健康人群咽拭子标本

３ ５２８份，阳性数为 １００ 份，带菌率为 ２􀆰 ８３％，并且以 １５
～岁年龄组带菌率最高，其次 １０ ～岁年龄组，５ 岁以下

的带菌率最低。 经统计学分析，不同年龄组的带菌率

差异有统计学意义（χ２ ＝ ２６􀆰 ３３，Ｐ＜０􀆰 ０５），见表 ２。
２􀆰 ２　 不同年龄组脑膜炎奈瑟菌菌群分布情况　 ２００９
－２０１５ 年间，分离的 １００ 份阳性咽拭子中，通过血清学

鉴定的有 ７１ 株，分型率为 ７１％；其中主要是以 Ｂ 群为

主，为 ３６ 株，Ａ 群 ８ 株， Ｃ 群 １８ 株， Ｗ１３５ 群 ９ 株。 除

此之外还有 ２９ 株未分群，包括多凝菌（１２ 株）、自凝菌

（８ 株）、不凝菌（９ 株）；将其通过分子分型鉴定出 １８
株，分型率为 ６２􀆰 １％；其中 Ａ 群 ３ 株，Ｂ 群 ８ 株，Ｃ 群 ６
株，２９Ｅ 群 １ 株。 结果见表 ２。

表 ２　 不同年龄组脑膜炎奈瑟菌分型情况

年龄组（岁） 总数 Ａ 群 Ｂ 群 Ｃ 群 Ｗ１３５ 群 ２９Ｅ 群 未分型 阳性数 带菌率（％）

０～ ３２０ １ １ １ ０ ０ １ ４ １􀆰 ２５

５～ ７７８ ０ ８ ４ ０ ０ ２ １４ １􀆰 ８０

１０～ ９５０ ３ １２ １３ ３ ０ ２ ３３ ３􀆰 ４７

１５～ ５２１ ３ １７ ３ ３ １ ３ ３０ ５􀆰 ７６

２５～ ３７６ ２ ２ １ １ ０ ２ ８ ２􀆰 １３

３５～ ３１５ ０ ２ １ １ ０ １ ５ １􀆰 ５９

４５～ ２６８ ２ ２ １ １ ０ ０ ６ ２􀆰 ２４

合计 ３ ５２８ １１ ４４ ２４ ９ １ １１ １００ ２􀆰 ８３
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２􀆰 ３　 健康人群脑膜炎奈瑟菌分子生物学分群鉴定　
对未分群的 ２９ 株进行分子分型鉴定，２１ 株 Ｎｍ ＣｒｇＡ
基因阳性，其中可以分群的有 １８ 株， 有 ３ 株菌扩增出

ＯＲＦ－２ 基因片段，电泳条带大小为 ４００ ｂｐ（Ａ 群），８
株菌扩增出 ＳＩＡＤ（Ｂ）基因片段，电泳条带大小为 ４５０
ｂｐ（Ｂ 群），６ 株菌扩增出 ＳＩＡＤ（Ｃ）基因片段，电泳条带

大小为 ２５０ ｂｐ（Ｃ 群），１ 株菌扩增出 ｃｔｒＡ（２９Ｅ）基因片

段，电泳条带大小为 ６６７ ｂｐ（２９Ｅ 群），其余菌株未扩增

出条带。 见图 １。

　 　 注：１：２３０ ｂｐ； ２：４００ ｂｐ； ３：４５０ ｂｐ； ４：２５０ ｂｐ； ５：６６７ ｂｐ。 １ ～ ５：分
别为血清群种属、Ａ、Ｂ、Ｃ、２９Ｅ； ６：Ｍａｒｋｅｒ Ｄ。

图 １　 Ｎｍ 分群 ＰＣＲ 扩增产物电泳图

２􀆰 ４　 ２００９－２０１５ 年间流行菌株的变化情况　 邯郸市

健康人群流行菌株在 ２００９－２０１１ 年主要是 Ｂ 群，但是

到 ２０１１ 年以后检出减少， Ｃ 群和 Ｗ１３５ 群检出增加。
结果见表 ３。

表 ３　 ２００９－２０１５ 年健康人群 Ｎｍ 菌株血清群分布

血清群 ２００９ 年 ２０１０ 年 ２０１１ 年 ２０１２ 年 ２０１３ 年 ２０１４ 年 ２０１５ 年 合计

Ａ ２ ３ １ ３ １ １ ０ １１

Ｂ １３ １６ ５ ３ ５ ２ ０ ４４

Ｃ ２ ３ ４ ４ ３ ４ ４ ２４

Ｗ１３５ ０ ０ ０ ２ ２ ３ ２ ９

２９Ｅ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ １

未分型 ２ １ ２ １ ２ ３ ０ １１

３　 讨　 论

本次调查结果显示，２００９－２０１５ 年间检测的 ３ ５２８
份邯郸市健康人群的脑膜炎奈瑟菌带菌情况，其中阳

性菌株为 １００ 株，带菌率为 ２􀆰 ８３％。 流行株在 ２００９－
２０１１ 年主要是 Ｂ 群，但是到 ２０１２ 年以后以 Ｃ 群和

Ｗ１３５ 群为流行菌株，这更应该引起关注。 另外，从年

龄组看，以 １０ ～ ２５ 岁年龄组带菌率显著，说明这些健

康带菌者是重要的传染源。 这部分人群跨度较大，有
学生和上班族，首先提示要加强对学校、企业和流动人

口集聚区等重点单位、重点区域的流脑防控工作，加大

宣传教育力度，努力提高群众对流脑预防知识知晓率，
多管齐下，形成群防群控的局面，防止流脑的流行。
　 　 近年来随着抗生素大量的使用，用传统的分离方

法鉴定到的 Ｎｍ，其中变异菌株占到的比例逐年增大。
本次调查 １００ 份阳性脑膜炎奈瑟菌株中通过血清学分

群鉴定出 ７１ 株；剩余的 ２９ 株用传统表型特征鉴定为

不可分群 Ｎｍ 菌株，与此同时结合 ＰＣＲ 方法又确定了

２１ 株 Ｎｍ ＣｒｇＡ 基因阳性，其中可以分群的有 １８ 株。
由于细菌的基因突变，增加了实际检测难度［８－１０］。 如

果按病原菌的表型特征， 虽然细菌形态和生化反应符

合 Ｎｍ，但是出现自凝菌（与生理盐水凝集）、不凝菌

（与生理盐水和血清都不凝集）、多凝菌（与多价血清

凝集）， 往往就无法判定为 Ｎｍ，进而就直接影响到检

测质量，进而会影响到病人的治疗以及出现疫情后的

防控措施的落实等问题；因此在以后的检测中生化鉴

定与分子分型鉴定相结合的方法是十分必要的。
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