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摘要!:目的:对自健康人群鼻咽拭子中分离的 9&株表型特征为不可分群的脑膜炎奈瑟菌!利用MIE基因分型技术

进行基因特征分析$ 方法:用MIE方法扩增脑膜炎奈瑟菌种属特异性基因,*2F和F%Q%I%n

$%<

%l%o%g以及 !#?不

同群的特异性基因片段!确定不同菌株的基因型$ 结果:以脑膜炎奈瑟菌,*2F基因为靶基因进行MIE扩增!9&株不

可分群脑膜炎奈瑟菌中!>>株脑膜炎奈瑟菌,*2F基因扩增阳性!检出率 G#5$#\$ >> 株菌株进行不同血清群的MIE

分群鉴定!&"株菌株'>"5>$\(可检测为不同的血清群基因型!Q群 !9株!!#?群 9株!g%l群各 ! 株!I%n

$%<

各 $ 株$

结论:不可分群脑膜炎奈瑟菌进行MIE基因分型研究对脑膜炎奈瑟菌的研究具有重要的流行病学意义$

关键词!:不可分群& 脑膜炎奈瑟菌& MIE

中图分类号!E<$<5! 文献标识码!F 文章编号!$""% =##>$'!""#($" ="99# ="%

J3P)%-'+5"#-) '1H-),'H"08(%D%#..%,#0 &%-#-)#+#$%.6!"#$%M0,(8',-

"

! ULJ'! %#SM&0,! M#$%"&'(90,-!

JPL50:(3'0,! JLF',-! JP"0'(R',-.

"

M0,-R&0, E&,'B'A037+,8+69:6;')+0)+7:,86:30,< =6+>+,8':,! M0,-R&0,

"&<"""! ?*0,@'! "#$%&

!"##$%&"'()'* +,-."##"L#$%F'0,()*'! '(&$)#KSJQCJQD$>%!"TN

78.+,0*+#: O8R%*+#/%: I"A +1%.236$%+ &%&)3,$,.72#1+1%12$--#&0&-210$,2$-,.79& 6#1%.236$-&))3 9%+0.96&5)1

D1$,,10$&(1%$%+$2$;$,;10$41; 70.(2#1%.,1&%; 2#0.&2,:&5,&(.%+ #1&)2#3 6.69)&2$.% :&,-.%;9-21;!N%+4'$.:I"A

&(6)$7$-&2$.% .7D1$,,10$&(1%$%+$2$;$,+1%9,?,61-$7$-+1%1,! -0+U&%; U! L! "! C

$%<

! K! R! O! &,:1))&,!#'.7

,61-$7$-+1%170&+(1%2,.7;$77101%2+0.96,! :&,6107.0(1; 2. $;1%2$73 2#1+1%.2361,.7;$77101%2,20&$%,!P%.H(+.:I"A

&(6)$7$-&2$.% 5&,1; .% D1$,,10$&(1%$%+$2$;$,-0+U&,2#12&0+12+1%10141&)1; >> -0+U?6.,$2$41D1$,,10$&(1%$%+$2$;$,.92

.79& 9%+0.96&5)1,20&$%,! 2#1;121-2$.% 0&2151$%+ G#!$#Y!I"A ,10.+0.96 $;1%2$7$-&2$.% ,9++1,21; &" ,20&$%,

'>"!>$Y( .7;$77101%2,10.+0.96,.7+1%.2361,&(.%+ 2#1>> ,20&$%,! $%-)9;$%+ !9 ,20&$%,.7L+0.96! ,141% .7!#'

+0.96! 2:. .7O&%; K1&-#! &%; .%1.7"&%; C

$%<

1&-#!3'-*(H.#'-: I"A+1%.236$%+ &%&),3,.79%+0.96&5)1

D1$,,10$&(1%$%+$2$;$,1W1021; &,$+%$7$-&%216$;1($.).+$-$(6&-2.% 2#1,29;3 .7D1$,,10$&(1%$%+$2$;$,!

9%5 :',$.#:9%+0.96&5)1& D1$,,10$&(1%$%+$2$;$,& 6.)3(10&,1-#&$% 01&-2$.%

::脑膜炎奈瑟菌'3(+44(*+$ &(!+!2+)+5+4!3&(是流

行性脑脊髓膜炎的病原菌$ 根据群特异性荚膜多

糖的不同! 3&分成 $% 个血清群$ 中国已发现 3&

有 $$ 个血清群!即 F%Q%I%'%l%n

$%<

%!#?%g%N%Z%

O群!另外由于分离条件及传统鉴定方法的局限性!

仍有大量表型特征为 3&的菌株无法进行分型!大

多归类为不可分群 3&$ 为了解阳泉市健康人群

3&带菌状况! 于 !""G 年 & => 月采集 #G" 份健康

人群鼻咽拭子进行 3&分离培养!根据传统表型特

征鉴定出 9& 株不可分群3&!为进一步确认此 9& 株

不可分群3&变异前的血清群!为流行病学研究和

实验室诊断提供科学依据$ 因此!对本实验室保存

的 9& 株不可分群 3&菌株进行了种属和部分常见

血清群分群'F%Q%I%l%n

$%<

%!#?%g%o群(MIE分

析研究!现将结果报告如下$

;6材料与方法

$5$:菌株:自健康人群鼻咽拭子中分离到的表型

特征为细菌形态和生化反应符合的 3&!但血清学

鉴定时出现异常现象#'$(生理盐水自凝&'!( 与生

理盐水和血清均不凝集&'%( 生理盐水不凝集!但是

与所有多价血清均凝集&'&( 生理盐水不凝集!可与

某一个多价血清凝集!并且包括的因子血清都凝集

或其中部分因子血清凝集!因而不能用血清学分群

的3&9& 株$ 使用mNF+@K '8FU(1(Z(4基因组提

取试剂盒!提取'8F模板$

$5!:试剂和仪器:;+b '8F聚合酶%脱氧核糖核

苷酸 ' T8;M)( 和 $"" JK L+TT*.U+.a*.购 于

;+Z+E+生物工程公司&琼脂糖为 Y*1*;*2B 公司

产品&YO6[$ 染料为赛百盛公司产品&Q(7;*a*!g

MIE预混液为百泰克公司产品&MIE引物由赛百
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盛公司合成&'8F提取试剂盒为德国 mNFY?8公

司产品$ MIE扩增仪为 Q(7[EF''8F?1C(1*!凝

胶成像仪为 Q(7[EF'Y*0'72

;U

gE!稳压稳流电泳

仪为 'PP[GQ型$

$5%:寡聚核苷酸引物和 MIE扩增体系和条件

,*2F%'*6[!%4+$'和,)*F基因的寡聚核苷酸引物见表

$$ 每个MIE反应体系总体积均为 !<

$

0$ F%Q%I%

n

$%<

群扩增体系组成为#$" hMIE缓冲液'含 UC

! X

$< @@70̂L(!5<

$

0! 上下游引物'终浓度 $

$

@70̂L(

各 $

$

0!&种 T8;M混合物!

$

0'终浓度 !""

$

@70̂L(!

'8F模板 $

$

0!;+b '8F聚合酶'< R̂

$

0("5!<

$

0!加

灭菌超纯水补足 !<

$

0$ MIE扩增条件##< f & @(1&

#& f %" )!<< f %" )!9! f &< )&%" 个循环!9! f

< @(1$l%!#?%g%o群扩增体系组成为#Q(2;*a*! h

MIE预混液$"

$

0!上下游引物'终浓度 "5!

$

@70̂L(

各 !5<

$

0! '8F模板 $

$

0!;+b '8F聚合酶'< R̂

$

0(

"5!<

$

0!加灭菌超纯水补足 !<

$

0$ MIE扩增条件#l

群为 #< f & @(1& #& f %" )! << f %" )!9! f &< )&

%<个循环!9! f < @(1&!# ?%g%l群为##< f < @(1&

#& f %" )! >!5< f $ @(1!9! f %" )& %< 个循环!

9! f < @(1$

表 ;6实验中所用引物名称及序列

S08(%;6J,#&%,.0-$.%ZH%-*%

引物名称 引物序列'<pH%p(

鉴定

特性

产物片

段'JK(

,*2F

YI;YYIYIIYI;YYIFFIFFFF;;I 3&种属 !%"

I;;I;Y?FYF;;YIYYIY;YIIY;

'*6[!

IYIFF;FYY;Y;F;F;F;;I;;II 3&F群 &""

IY;FF;FY;;;IY;F;YII;;I;;

4+$''Q(

YYF;IF;;;IFY;Y;;;;IIFIIF 3&Q群 &<"

YIF;YI;YYFYYFF;FFYIF;;FF

4+$''I(

;IFFF;YFY;;;YIYFF;FYFFYY; 3&I群 !<"

IFF;IFIYF;;;YIIIFF;;YFI

4+$''l(

I;IFFFYIYFFYYI;;;YY;; 3&l群 $!"

I;YFFYIY;;;;IF;;F;FF;;YI;FF

4+$''n

$%<

(

IFYFFFY;YFYYYF;;;IIF;F

3&n

$%<

群
$!"

IFIFFIIF;;;;IF;;F;FY;;FI;Y;

,)*F'!#?(

F;;FIYI;YFIYYIF;Y;YYF 3&!#?群 >>9

;;Y;IYIYYF;;;YIFFI;F

,)*F'g(

Y;I;;;Y;F;FFYYIIIFFY 3&g群 <!<

;;Y;IYIYYF;;;YIFFI;F

,)*F'o(

;F;YIYY;YIY;;;IYI;F;Y 3&o群 >>9

;;Y;IYIYYF;;;YIFFI;F

$5&:琼脂糖凝胶电泳检测MIE扩增产物:取 %

$

0

MIE扩增产物在 $\琼脂糖凝胶'含 <

$

0̂$"" @0

YO6[$ 染料(电泳'"5< h;Q?!> 6̂2@! >" @(1 (!

$"" JK '8FL+TT*.U+.a*.为分子质量标准!凝胶成

像分析仪下观察并照像$

<6结果

!5$:3&种属鉴定:9& 株不可分群 3&中有 >> 株

均扩增出,*2F基因特异性片段!用琼脂糖凝胶电泳

检测MIE扩增产物得到 !%" JK的阳性条带!其余 G

株和阴性对照扩增皆阴性$

!5!:3&分群鉴定:>> 株 3&中有 !9 株扩增出

4+$''Q(基因特异性片段! 得到 &<" JK阳性条带'Q

群(&$ 株扩增出 4+$''I(基因特异性片段! 得到

!<" JK 阳性条带'I群(& ! 株扩增出 ,)*F'g( 基因

特异性片段! 得到 <!< JK阳性条带'g群(& ! 株扩

增出 4+$''P(基因特异性片段!得到 $!" JK 阳性条

带'l群(& $ 株扩增出 4+$''n

$%<

( 基因特异性片

段!得到 $!" JK 阳性条带'n

$%<

群(&9 株扩增出 ,)*F

'!#?(基因特异性片段!得到 >>9 JK阳性条带'!#?

群(& F%o群均未扩增出相应特异性基因片段&剩余

!> 株3&和阴性对照皆阴性$ 见图 $$

::U#$"" JK '8FL+TT*.U+.a*.& $ HG#为血清群 F%Q%I%g%

l%o%n

$%<

和 !#?& ##阴性对照

图 ;631分群J3P扩增产物电泳图

M#)H,%;6!(%*+,'"4',%.#.'1J3P0&"(#1#*0+#'-

",'$H*+.#-31),'H"#-)

@6讨论

近年来随着抗生素压力和疫苗使用!用传统表

型特征鉴定到的 3&!变异菌株占到的比例大!数量

多$ 本次 9& 株自 #G" 例健康人群鼻咽拭子中分离

培养!用传统表型特征鉴定为不可分群3&菌株中!

确定3&>> 株!阳性检出率 G#5$#\$ 结果提示!在

检测工作中!不可忽视不可分群 3&的检出$ 由于

细菌变异增加了检测难度!如果按病原菌的表型特

征!虽然细菌形态和生化反应符合 3&!但是出现生

理盐水自凝&与生理盐水和血清均不凝集&生理盐

水不凝集!但是与所有多价血清均凝集&生理盐水

不凝集!可与某一个多价血清凝集!并且包括的因

子血清都凝集或其中部分因子血清凝集时!往往不

判定为 3&!这样就直接影响到检测质量$ 用 MIE
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方法进行种属和分群分析研究!进一步验证了对不

可分群3&认识的必要性$ 种属鉴定结果表明!阳

泉市健康人群中仅不可分群 3&带菌率就达

>59&\!明显高于国内)$*报道健康人群 3&带菌率

较高的 <5$9\!山西省)!*健康人群 3&带菌率为

$5$9\!本次不可分群3&带菌率高达山西省)<*

3&

带菌率 <59> 倍!可见山西省乃至全国健康人群 3&

带菌率偏低其原因与血清群变异有关!因此应加强

对不可分群3&的检测工作$

分群结果显示#对 >> 株3&!进行了 G 个血清群

的鉴定!确认血清群 &" 株!分群率 >"5>$\$ 其中Q

群 !9 株!!#?群 9 株!g%l群分别 ! 株!I%n

$%<

各 $

株!未检出 F%o群!还有 !> 株 3&未分到具体群$

表明阳泉市来源于健康人群的不可分群 3&!细菌

变异前血清群分布特点!以 Q群变异为最多!占

>95<"\'!9 &̂"(!!#?群占居第二位 $95<"\'9^

&"(!g%l群为第 % 位!分别占 <5""\'! &̂"(!I%

n

$%<

群第 & 位!分别占 !5<"\'$ &̂"(!F%o群均未

检出$ 本次确认血清群 &" 株 3&中血清群分布于

Q群%!#?群%g群%l群%I群%n

$%<

群!增加了山西

省)&*健康人群中携带 3&的血清群资料!但是未检

出F群 3&是否说明健康人群中 F群 3&变异极

微!!> 株未分到具体群的 3&其血清群是否在已肯

定中国3&的'%N%Z%O血清群范围内!或者可能为

其他新的血清群'除o群外(!待进一步鉴定确认$

在全世界的流行性脑脊髓膜炎'流脑(流行中

尚有 $\ H<\的菌株还无法分群!中国 !$ 世纪

MIE技术在流脑监测中应用)<*

!现中国疾病预防控

制中心传染病预防控制所做 G 个血清群的分群鉴

定!MIE方法灵敏度高!特异性强!对不可分群 3&

MIE分析研究!不仅能进一步确定 3&!而且能确认

血清群!从而了解变异前血清群分布特点!提供健

康人群中不可分群 3&带菌状况资料!完善流脑病

原菌监测内容!保证其监测质量!对流行病学研究

和实验室诊断有着极其重要意义!目前对健康人群

不可分群 3&进行种属和分群'F%Q%I%l%n

$%<

%

!#?%g%o群(MIE分析研究在国内尚未见报道$
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!科普小知识!

布鲁氏菌病诊断标准

::'一( 流行病学#发病前病人与家畜或畜产品!布氏菌培

养物有密切接触史!或生活在疫区的居民!或与菌苗生产%使

用和研究密切联系者$

'二( 临床表现#出现数日乃至数周发热!多汗!肌肉和

关节酸痛!乏力兼或肝%脾%淋巴结和睾丸肿大等可疑症状及

体征$

'三( 实验室检查#布病玻片或虎红平板凝集反应阳性或

可疑!或皮肤过敏试验后 !&%&G小时分别观察一次!皮肤红肿

浸润范围有一次在 !5" 2@h!5" 2@及以上'或 &5" 2@

! 以上(

'四( 分离细菌#从病人血液%骨髓%其他体液及排泄物

中分离到布氏菌$

'五( 血清学检查#标准试管凝集试验',F;(滴度为 $]

$"" 及以上!对半年内有布氏菌苗接触史者!,F;滴度虽达

$#$"" 及以上!过 ! H& 周后应再检查!滴度升高 & 倍及以上!

或用补体结合试验'IV;(检查!IV;滴度 $]$" 及以上&抗人

免疫球蛋白试验'I77@Jq,(滴度 $#&"" 及以上$

诊断疑似病例#具备'一(%'二(%'三(者$

诊断确诊病例#疑似病例加'四(或'五(中任何一项者$




