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摘　要:目的　对江西省２００５－２０１５年分离的脑膜炎奈瑟菌(Neisseriameningitidis,Nm)进行血清分型和分子分型研

究,揭示菌群特征和变迁情况.方法　对２００５－２０１５年分离的２００株脑膜炎奈瑟菌采用血清凝集的方法鉴定血清群,对引起

流脑流行的血清群进行脉冲场凝胶电泳(PulsedFieldGelElectrophoresis,PFGE)和多位点序列分型(MultilocusSequence
Typing,MLST),使用BioNumerics软件构建最小生成树.分析不同来源、不同年份分离株的血清型和分子型别以及变迁情

况.结果　２００株脑膜炎奈瑟菌中,有１６８株可鉴定为已知血清群,包括C群(１０１株)、B群(５０株)、A 群(１２株)、W１３５群(２
株)、Y群(２株)和 X群(１株),另外３２株为不可分群菌株.临床病人、密切接触者和健康人群分离株中分别有１００％、８６．０％
和２８．９％的菌株为C群.针对健康人群分离株,２００５年、２００７年、２００８年、２０１２年分离的菌株中,C群分别占１．９％、５８．８％、

８１．５％和０％.９５株C群菌株分为１４个PFGE型,其中 NMNh．JX０００１和 NMNh．JX０００２为优势带型,分别包含４６和３０株

菌.NMNh．JX０００１型菌株在２００５－２００６年、２００７－２００８年、２０１３－２０１４年３个时间段在 C 群菌株中所占比例分别为

９７􀆰２％、２８．６％、１０．０％;而 NMNh．JX０００２型菌株在２００５－２００６年、２００７－２００８年、２０１３－２０１４年３个时间段在 C群菌株中

所占比例分别为２．８％、５７．１％、９０．０％.挑选优势带型以及相似带型的３３株菌株进行 MLST分型,均为ST－４８２１型.结论

　江西省２００５－２０１５年的流脑病例均为C群菌株引起.在健康人群中存在C群脑膜炎奈瑟菌.虽然近１０年流行的 C群菌

株 MLST序列型未发生改变,但是PFGE型别发生了变迁,提示菌株基因组存在微进化.PFGE型别的变迁有可能导致流行

模式发生改变,所以有必要开展持续监测,密切关注新型菌株在人群中的传播扩散以及引起的流脑病例.
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Abstract:WeanalyzedtheserogroupdistributionandmolecularsubtypingcharacteristicsofNeisseriameningitidisisolaＧ
tedfromJiangxiduring２００５and２０１５,andrevealedthecharacteristicsandchangeofpopulationstructure．Atotalof２００N．
meningitidesisolatedduring２００５and２０１５wereinvestigatedbyserogroup,pulsedfieldgelelectrophoresis(PFGE)andmultiＧ
locussequencetyping(MLST)．ClusteringtreeandminimumspanningtreewasconstructedbyusingBioNumericssoftware．
Thedistributionofserogroupandmolecularsubtypesisolatedindifferentsourcesandyearswereanalyzed．Amongthe２００N．

meningitidis,theserogroupwereC(１０１),B(５０),A (１２),

W１３５(２),Y (２),X (１),nonＧgroupable(３２)．Therewere
１００％,８６．０％ and２８．９％ oftheclinical,closecontactand
healthycarriedisolateswereserogroupC．AmonghealthycarＧ
riedisolates,therewere１．９％,５８．８％,８１．５％and０％ofthe
strainsisolatedfrom２００５,２００７,２００８and２０１２wereseroＧ

groupC．The９５serogroupCstrainswereisolatedinto１４PFＧ

６９９



GEtypesandamongthem NMNh．JX０００１andNMNh．JX０００２weredominanttypes,including４６and３０strainsrespectively．
AmongtheserogroupCstrainsisolatedduring２００５－２００６,２００７－２００８and２０１３－２０１４,proportionofNMNh．JX０００１strains
were９７．２％,２８．６％ and１０．０％respectively,andproportionofNMNh．JX０００２strainswere２．８％,５７．１％,９０．０％．ThirtyＧ
threeserogroupCstrainswithdominantPFGEtypeswereanalyzedbyMLSTandallwereSTＧ４８２１．AllthemeningococcaldisＧ
easesinJiangxibetween２００５and２０１５werecausedbyserogroupCstrains．SerogroupCstrainshavealsoexistedinhealthy
population．AlthoughthedominantSTofserogroupChasnotchangedinthepast１０years,thePFGEtypeshavebeen
changed,suggestingthatthegenomeofbacteriaexistsmicroevolution．Thismicroevolutionmightcausethechangeofepidemic
model．Continuousmonitoringisnecessary．
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typing
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　　脑膜炎奈瑟菌(Neisseriameningitidis,Nm)
是引起流行性脑脊髓膜炎(简称流脑)的病原体,分
为１２个血清群,其中 A、B、C、W１３５和 Y群引起了

９５％以上的流脑病例[１Ｇ２].上世纪５０年代至８０年

代末,我国发生过３次流脑全国大流行,均是由 A
群引起,B群和C群只引起散发病例.８０年代末由

于 A 群流脑疫苗的使用,我国流脑发病率显著下

降.２００３年在安徽省发生由STＧ４８２１序列型 C群

菌株引起的流脑流行[３],之后在全国２０多个省份均

出现了STＧ４８２１型C群菌株引起的流脑病例[４],江
西省也发生多起 C群流脑暴发事件和多个散发病

例[５].２００５年,全国常规免疫的流脑疫苗由 A群疫

苗改为 A＋C群疫苗.
本研究 拟 采 用 血 清 分 型、脉 冲 场 凝 胶 电 泳

(PulsedFieldGelElectrophoresis,PFGE)和多位

点序列分型(MultilocusSequenceTyping,MLST)
技术,对江西省２００５－２０１５年分离的脑膜炎奈瑟菌

进行分析,旨在探讨人群普遍接种 A＋C群流脑疫

苗之后,江西省脑膜炎奈瑟菌的血清型和分子型别

变化特征,了解江西省脑膜炎奈瑟菌的菌群变迁情

况,为流脑的预防控制提供依据.

１　材料与方法

１．１　菌株来源　２００株脑膜炎奈瑟菌为本实验室

保存的于２００５－２０１５年在江西省分离的菌株,其中

临床病人分离株１５株、密切接触者分离株５７株、健
康人群分离株１２８株.菌株详细信息见表１.

１．２　试剂及仪器　血平板或巧克力平板(广州迪景

公司,中国),APINH 生化鉴定试剂盒(梅里埃公

司,法国),诊断血清(BD 公司,美国),细菌基因组

DNA提取试剂盒(QIAGEN公司,德国).脑膜炎

表１　本研究分析的２００株脑膜炎奈瑟菌分离时间和来源分布

Tab．１　Isolationtimeandsourcedistributionof２００
N．meningitidisstrainsanalyzedinthestudy

年份
来 源

临床病人 密切接触者 健康人群
合计

２００５ １ ３０ ５２ ８３

２００６ ２ １０ ５ １７

２００７ ４ ５ １７ ２６

２００８ ４ ０ ２７ ３１

２００９ ０ ２ １ ３

２０１０ ０ ０ ２ ２

２０１１ ０ １ ０ １

２０１２ １ ０ １７ １８

２０１３ １ ０ ２ ３

２０１４ ２ ９ １ １２

２０１５ ０ ０ ４ ４

合计 １５ ５７ １２８ ２００

奈瑟菌 MLST 分型引物由大连宝生物公司合成.

PCR扩增仪为PTC２００(MJ公司,美国),凝胶成像

系统为 GELDoc２０００(BioＧRad公司,美国).

１．３　方法

１．３．１　冻干菌株的复苏和复核　所有脑膜炎奈瑟

菌经过常规培养、涂片、生化、血清鉴定后冻干保存

于－２０℃.用营养肉汤溶解复苏菌株后接种于血

平板或巧克力平板,３７℃,５％ CO２ 培养１８~２４h,
挑单个菌落纯培养后,再按常规方法进行复核鉴定.

１．３．２　细菌基因组DNA的提取　按照试剂盒说明

书严格操作,提取的基因组 DNA 放－２０℃冰箱保

存待用.
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１．３．３　PFGE实验和数据分析　参考之前的方法

[３],主要参数是:用bioMérieuxDENSIMAT比浊

仪调整细菌悬液浊度为３．８－４．０;使用NheI作为限

制性内切酶;在 CHEFＧDRIII(BioＧRadLaboratoＧ
ries,美国)电泳仪中进行脉冲场凝胶电泳;电泳参

数为１~２５s,１６h.PFGE图像录入 BioNumerics
(Version５．１,Appliedmaths,Inc．)软件包进行处理

和分析.图像之间的相似性系数用 Dice系数(Dice
coefficients,SD)表示[６].出现不同条带即判定为不

同的型别,对每一个型别都进行命名.根据每２个

图像之间的相似性系数,用非加权配对算术平均法

(unweightedpairgroupaveragemethod,UPGMA)
进行聚类,构建聚类树.聚类分析时,条带位置差异

容许度设置为１．５％.

１．３．４　MLST　参照 PubMLST(http:/pubmlst．
org/neisseria)公布的标准方案,确定进行脑膜炎奈

瑟菌 MLST 的 ７ 个 管 家 基 因 位 点 (abcZ、adk、

aroE、fumC、gdh、pdhC、pgm)及 引 物.５０μL
PCR反应体系;电泳参数为:９４ ℃,３min;９４ ℃,１
min;６４℃,１min;７２℃,１min;３３个循环;７２℃,７
min.对 PCR 扩 增 产 物 进 行 测 序,测 序 结 果 与

PubMLST数据库(http:/pubmlst．org/neisseria)进
行比对,获得各看家基因位点的等位基因数值,并形

成相应的等位基因谱,判断其序列型(ST).

２　结　果

２．１　血清型分布特征　２００株脑膜炎奈瑟菌中,有

１６８株可用现有血清鉴定出血清群,为C群１０１株,

B群５０株,A 群１２株,W１３５群２株,Y 群２株,X
群１株.另外３２株用现有血清无法鉴定出血清群,

判定为不可分群菌株.

１５株临床病人分离株均为C群.５７株密切接

触者分离株中,有４９株(８６．０％)为 C群,４株为 A
群,３株为B群,１株不可分群.１２８株健康人群菌

株有３７株(２８．９％)为C群,８株为 A 群,４７株为B
群,２株为 W１３５群,２株为 Y群,１株为 X群,３１株

为不可分群菌株.W１３５群、X群、Y群菌株只在健

康人群中分离到.临床病人和密切接触者中的 C
群菌株构成比高于健康人群(图１).２００５年、２００７
年、２００８年、２０１２年分离的健康人群菌株相比其他

年份较多,结果显示这４年的健康人群分离株的血

清群构成情况差异较大,其中２００５年和２０１２年以

B群和不可分群菌株为主,C群菌株分别只占１．９％
和０％;而２００７年和２００８年的健康人群菌株中 C
群占的比例比较大,分别为５８．８％和８１．５％(图２).

图２　不同来源脑膜炎奈瑟菌的血清型分布

Fig．２　SerogroupdistributionofN．meningitidisisolated
indifferentsources

图１　２００株脑膜炎奈瑟菌按照不同来源和不同年份的血清群分布

Fig．１　SerogroupdistributionofN．meningitidisisolatedindifferentsourcesandyears
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２．２　C群菌株分子分型结果　我们对１０１株 C群

菌株进行PFGE实验,其中６株发生染色体降解未

能获得可用的电泳图谱.另外９５株分为１４个PFＧ
GE型,分别命名为 NMNh．JX０００１ＧNMNh．JX００１４
型.其中 NMNh．JX０００１和 NMNh．JX０００２为优势

带型,分别包含４６和３０株菌.NMNh．JX０００１和

NMNh．JX０００２只存在１条条带的差异.有４个带

型与优势带型只相差１~３条带,相似度大于８５％,
并且在聚类树上聚集成簇(图３中的簇１).簇１由

６个型别聚集而成,一共包含８６株菌,占总菌株的

９０．５％(８６/９５).其余８个带型分别只包含１－２株

菌,与优势型别差异条带数多于９条,相似度低于

６５％.

图３　对９５株C群脑膜炎奈瑟菌进行PFGE分型获得的１４种带型的聚类图

Fig．３　Clusterof１４PFGEpatternsobtainedfrom９５serogroupCNeisseriameningitidis

　　１５株临床病人分离的C群菌株分为５种型别,
其中５株属于 NMNh．JX０００１型,７株属于 NMNh．
JX０００２型.４９株密切接触者分离的C群菌株分为

７种型别,其中３４株属于 NMNh．JX０００１型,７株属

于 NMNh．JX０００２型.３１株健康人群 C群菌株分

为７种型别,其中７株属于 NMNh．JX０００１型、１６
株属于 NMNh．JX０００２型.

两个 优 势 型 别 (NMNh．JX０００１ 和 NMNh．
JX０００２)主要分布在 ２００５－２００８ 年以及 ２０１３－
２０１４年(图４).NMNh．JX０００１型菌株在２００５－
２００６年、２００７－２００８年、２０１３－２０１４年３个时间段

在C 群菌株中所占比例分别为 ９７．２％、２８．６％、

１０􀆰０％;而 NMNh．JX０００２ 型菌株在 ２００５－２００６
年、２００７－２００８年、２０１３－２０１４年３个时间段在 C
群菌株中所占比例分别为２．８％、５７．１％、９０．０％.

挑选优势带型以及相似带型的３３株菌株进行

MLST 分型,包括 １６ 株 NMNh．JX０００１ 型、９ 株

NMNh．JX０００２ 型、４ 株 NMNh．JX０００３ 型、１ 株

NMNh．JX０００４ 型、２ 株 NMNh．JX０００５ 型、１ 株

NMNh．JX０００６型菌株.结果显示所有３３株菌均

为STＧ４８２１型.

图４　C群脑膜炎奈瑟菌聚类簇中６种带型的年份分布

Fig．４　Theyeardistributionof６PFGEpatternsofseroＧ

groupCNeisseriameningitidis

３　讨　论

我国历史上曾发生过３次流脑全国大流行,均
是由 A群引起.自８０年代末开始使用 A群流脑疫

苗后,我国流脑发病率显著下降,目前已经少有 A
群流脑病例报道.在本研究中,江西省２００５－２０１５
年从临床病人分离的１５株脑膜炎奈瑟菌均为 C
群,提示江西省流脑病例目前以C群为主.本研究

健康人群分离的脑膜炎奈瑟菌中,不同年份的 C群

菌株占比例差异很大.２００５年健康人群分离的菌
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株中,C群只占１．９％,但是临床病人和密切接触者

分离株几乎全部为 C群.密切接触者均未出现临

床症状,处于健康带菌状态,大部分密切接触者分离

株的分子型别和病人菌株的分子型别一样,提示密

切接触者带有致病克隆群,可能是传染源也可能是

被病例传染的.与江西省相邻的安徽省在２００４年

发生STＧ４８２１型 C群流脑暴发流行.虽然无法考

证临床病人和密切接触者是否有安徽旅行史,但是

可以根据血清群和分子分型结果推测江西 C群菌

株可能由安徽传入.到２００７年和２００８年,健康人

群分离株中C群占的比例上升至５８．８％和８１．５％,
提示自２００５年C群菌株传入江西以后,到２００７－
２００８年C群菌株已经在健康人群中大量携带,但是

由于已经开展C群流脑疫苗的常规免疫,人群尤其

是婴幼儿童对C群流脑具有一定的免疫力,所以并

未出现C群流脑病例增多的现象.在２０１２－２０１５
年,病人和密切接触者分离株均为 C群菌株,但是

健康人群分离的２４株菌株中,没有鉴定出 C群菌

株,可能是由于健康人群抽样调查时未能采集到携

带C群菌株的人群标本.２０１２－２０１５年已经普遍

接种C群流脑疫苗,但是仍然有 C 群流脑病例发

生,提示应该加强 C群流脑疫苗免疫和查漏补种,
并且开展健康人群抗体水平检测,研究人群的免疫

力水平.
自２００３－２００４年我国出现C群流脑病例暴发

以来,已经在全国２０多个省份发现C群流脑病例,
并且C群菌株几乎都为STＧ４８２１型[４].在之前的

研究中我们揭示了２００８年之前江西省流行的C群

菌株为STＧ４８２１型[７],本研究中揭示江西省２００８年

至今的流行菌株也是STＧ４８２１型C群菌株,跟全国

情况一致.通过查询比对国家脑膜炎奈瑟菌分子分

型数据库,本研究中的 PFGE型别 NMNh．JX０００１
型和 NMNh．JX０００２型是全国 C群菌株的流行菌

型.本研究揭示了江西省２００５－２０１５年,C群菌株

发生了由 NMNh．JX０００１型向 NMNh．JX０００２型的

转变,但是 NMNh．JX０００１型和 NMNh．JX０００２型

菌株的分布时间跨度分别为２００５－２０１４年和２００６
－２０１４年,提示可能长期存在着两种菌型的传播,
其中 NMNh．JX０００１型菌株的比例在逐年降低,而

NMNh．JX０００２型菌株的比例在逐年升高.PFGE
型别的变迁有可能导致新的流行模式,所以有必要

开展持续监测,密切关注 NMNh．JX０００２型菌株在

人群中的传播扩散以及引起的流脑病例.
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