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·疾病监测·

中国C群脑膜炎奈瑟菌脉冲场凝胶电泳分析

邵祝军 任红宇 徐丽 刁保卫 李伟 阚飙 李马超 高源 崔志刚

梁晓峰 李艺星 刘丹青 杨梦 张铁钢 李漫时 徐建国

【摘要】 目的对中国c群脑膜炎奈瑟菌分离株进行脉冲场凝胶电泳(PFGE)分析，了解安徽

省C群流行性脑脊髓膜炎(流脑)暴发菌株及国内C群脑膜炎奈瑟菌菌株的分子流行病学特征。

方法212株C群脑膜炎奈瑟菌菌株分离自流脑患者、密切接触者和健康人群鼻咽部，包括安徽省C

群流脑菌株48株，其中38株与C群流脑暴发相关。脉冲场凝胶电泳选用Me I限制性内切酶，聚类

分析选用BioNumerics软件。结果 212株C群脑膜炎奈瑟菌菌株共分为43个PFGE带型，命名为

AHl～AH43，AHl是中国C群脑膜炎奈瑟菌主要的带型，占69．3％(，z=147)，分布于11个省市。安

徽省48株C群菌株共分为3个PFGE型别(AHl、A}{2、AH3)，45株(93．8％)为AHl型。安徽省38

株与C群流脑暴发相关的菌株中，37株(97．4％)为AHl型。全国53株流脑患者分离菌株中，AHl

型菌株占67．9％(36／53)；121株流脑病例密切接触者分离菌株中，AHl型占71．9％(87／121)，38株健

康人群鼻咽部分离菌株中，AHl型占63．2％(24／38)。结论AHl型C群脑膜炎奈瑟菌是中国目前C

群流脑流行的主要克隆群，安徽省C群流脑暴发是由AHl型C群脑膜炎奈瑟菌引起的，已在全国呈

扩散流行的趋势。

【关键词】脑膜炎奈瑟菌；c群菌株；脉冲场凝胶电泳；分子分型
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【Abstract】 Objective To study the characteristics of epidemiology and molecular typing on

心i5sPrin优已规i咒gi￡idis serogroup C strains associated with outbreaks of Anhui province and sporadic cases in

China，using pulsed field gel electr。p}loresis(PFGE)．Methods 212 N已i55P一日，规e，zi，29j￡id如serogr叫p C

str越ns were isolated from invasive meningo∞ccal cases， close contacts and healthy carriers， including 48

strains from Anhui province with 38 strains associated with serogroup C outbreaks．PFGE were perfOmed
by genomic DNA digestion with N舷I restriction enzyme． The reslllts of PFGE were analyzed by

BioNumerics software(Version 4．0，Applied Maths BVBA，Belgium)．Results A total number of 212

N已i驱Pr缸m已ni咒g如掘括serogroup C iSolates were typed by 43 patterns，named AHl to AH43． In China，

AHl pattern was the major PFGE pattern with 69．3％(，z=147) of aU strains， distributed in 1 1

provinces．Three types of PFGE pattems(AHl to AH3)were found in 48 strains from Anhui province，in

which，93．8％(咒=45)beIonged to AHl．97．4％(扎=37)of 38 strains associated with serogroup C

outbreaks in Anhui province showed AHl pattem． A total of 53 serogroup C strains were isolated from

invasive meningococcal cases with 67．9％(36／53)of AH pattern．71．9％(87／121)of serogroup C strains

iSolated fmm contacts of invasive meningococcal cases was AHl pattem and 63，2％(24／38)of the strains

from healthy carriers s}10wed AHl pattern．ConcIusion By pFGE typing and analysis，AHl pattern of

，％is卵ri矗，挖8，2i起题}幺is serogroup C strains was proved to be the main clone whieh causing the outbreaks in

Anhui province and might be responsible for the sporadic serogroup C meningococcal disease epidemics else

where in the country．
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流行性脑脊髓膜炎(流脑)是由脑膜炎奈瑟菌感

染引起的以脑膜炎和败血症为主要症状的传染病。

根据荚膜多糖结构，脑膜炎奈瑟菌可分为13个血清

群，其中A、B、C、w135和Y群是引起流脑的主要血

清群儿o。我国历史上流脑的暴发和流行以A群为

主，B群和C群只引起散发的流脑病例旧’3|。2003

年开始，我国安徽省连续发生多起C群流脑暴发，

2005／2006年全国流脑监测网报告多个省市发现C

群流脑病例。为研究我国C群流脑暴发和流行趋

势，本研究通过对2003年以后全国收集的212株C

群流脑菌株进行脉冲场凝胶电泳(PFGE)分析，以

了解我国C群流脑菌株的分子流行病学特征，为我

国C群流脑的监测与防治提供依据。

材料与方法

1．实验材料：

(1)实验菌株：本项研究中的C群脑膜炎奈瑟

菌菌株来自2004／2005年、2005／2006年流脑流行季

节(当年10月至次年9月)全国流脑监测中分离的

C群菌株，同时包括2003年9月安徽省首次C群流

脑暴发中分离的C群菌株。2003年9月、2004年

10月至2005年9月C群流脑菌株106株，2005年

10月至2006年9月C群流脑菌株106株，共计212

株。53株C群脑膜炎奈瑟菌菌株来自流脑患者，

121株分离自密切接触者，38株分离自健康人群的

鼻咽部。沙门菌B阳e咒dPr“痧H9821作为PFGE实

验的分子量标准菌株。

(2)菌株鉴定：所有菌株均经革兰染色镜检、生

化反应检测、乳胶凝集检测(BioM∈rieux

Immunolo垂cal Agglutination Tests Slidex Kit)鉴定

为流脑菌株，进一步进行C群脑膜炎奈瑟菌菌株血

清学分群鉴定(美国Remal公司分群血清)。

(3)主要试剂及仪器设备：限制性内切酶Nk工

购自TaKaRa公司，SeaKem Gold琼脂糖为

Cambraex Bio Science Rockland公司产品。脉冲凝

胶电泳仪为CHEF MAPPER System(美国Bio—Rad

公司)；凝胶成像系统为GEL D。c2000(美国Bio—Rad

公司)；比浊仪型号为Densimat(法国BioM6rieux

Vitek公司)。

2．实验方法：

(1)PFGEH'5|：①胶块制备：巧克力琼脂平板上

划线接种流脑菌株，37℃，5％C02，培养18—20 h，

棉拭子刮取适量细菌，调整比浊值为5．0麦氏单位。

取400 pl细菌悬浊液37℃孵育5 min后加入20弘l蛋

白酶K(20 mg／m1)。将菌悬液与400 pl 1％的

Seakem G。ld、1％SDS混匀后加入模具，室温下凝

固15 min，制成胶块。将胶块移入5 m1细胞裂解液

中[50 mmol／L Tris(pH值8．0)，50 mmol／L EDTA

(pH值8．0)，1％十二烷基肌氨酸钠，0．1 mg／ml蛋白

酶]，54℃水浴摇床(130 r／min)孵育2 h，使用纯水

50℃水浴摇床中清洗2次，每次10 min；使用TE

buffer(pH值8．0)水浴摇床中清洗4次，每次

15 min。②酶切：切取2 mm宽的胶块，200弘l A现8工

限制性内切酶酶切缓冲液37℃缓冲15 min。重新

加入酶切缓冲液和限制性内切酶N矗e I 20 U，

37℃，2 h，吸出酶切液体，加入200弘l 0．5×TBE，将

胶加在梳子齿上，干燥3 min后，倒入平衡好的1％

Seakem Gold，室温凝固30 min。③电泳：电泳条件

0．5×TBE，电压6．0 v／cm，温度14℃，脉冲夹角

120。，起始脉冲时间1 s，终止脉冲时间25 s，电泳时

间16 h。④图像获取：完成电泳后，将胶块放入

1弘彰ml的溴化乙锭染色30 min，置纯水中脱色l h，

中间换两次纯水。Bio—Rad Gel XR读胶仪成像。

(2)电泳图像分析：PFGE图像应用

BioNumerics(Version 4．0)数据库软件(Applied

Maths BⅧ、，Belgium)处理，识别图像条带，电泳图
像经统一的分子量标准化进行内校准，标定条带位

置，必要时进行手工校正。

(3)聚类方法和参数选择：聚类图类型选择

UPGMA(unweighted pair group method with

averageS)方法，条带位置差异容许度(tolerance)为

1．5％。不同菌株的电泳条带的相似性系数采用

Dice系数(F值×100％)表示，F=2孵。√(，z：+咒，)，

咒，是z菌株的总的电泳片段数，以。是_y菌株的总

的电泳片段数。F值反映不同菌株电泳条带的相

似性程度，在内0～1之间。

结 果

l。安徽省48株C群流脑菌株PFGE分型：

2003／2004年、2004／2005年流脑流行季节，安徽省分

离C群脑膜炎奈瑟菌菌株48株，其中38株为流脑暴

发疫情相关菌株。经Me工酶切、PF(逦电泳，48株
C群菌株共分为3个PF(逾型别(AHl、A}i2、AH3)，

AHl PF(迁带型菌株为45株，占93．8％(45／48)。

2003／2004年流脑流行季节，31株C群流脑菌株，28

株为AHl型，2004／2005年流脑流行季节的17株C
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群流脑菌株均为AHl型。安徽省38株与C群流脑

暴发相关的菌株中，97．4％(行=37)为AHl型。

2．我国C群流脑菌株的PFGE带型及聚类分

布：我国212株C群流脑菌株共分为43个PFGE带

型，命名为AHl～AH43，PFGE带型及聚类关系分

布见图1。全国的212株C群流脑菌株中，69．3％

(咒=147)的菌株为AHl型，AHl型是我国C群流

脑菌株的主要PFGE型别。其中，2004—2005年

106株C群流脑菌株中，AHl为83．9％(咒=89)，

2005—2006年106株C群流脑菌株中，AHl为

54．7％(7z=58)，见表1。

3．我国212株C群流脑菌株PFGE带型地区分

布：2004／2005年流脑流行季节，我国共有12个省

市分离出C群流脑菌株，AHl型流脑菌株主要分布

于安徽、北京、山西、上海、江苏、浙江、江西、河北8

省市，云南、甘肃、福建、广东4省C群流脑菌株为

非AHl型。2005／2006年流脑流行季节，共15个省

市分离出C群流脑菌株，AHl型流脑菌株分布于安

徽、北京、江西、吉林、山东、天津、河北、江苏8省市，

山西、辽宁、福建、四川、云南、青海、重庆7省市C

群菌株为非AHl型。2004／2005年、2005／2006年

流脑流行季节，我国共有11个省市分离出AHl型

C群流脑菌株(表1)。

4．147株PFGE AHl型C群流脑菌株的人群

来源分布：分离自流脑患者的53株C群脑膜炎奈

瑟菌菌株中，AHl型占67．9％(36／53)；分离自密切

接触者的121株菌株中，AHl型为71．9％(87／121)；

分离自健康人群鼻咽部的38株流脑菌株中，AHl

为63．2％(24／38)。AHl型菌株在11个省市人群中

的来源分布见表2。

图1 我国212株C群脑膜炎奈瑟菌分离株带型聚类图

表1 我国C群流脑菌株PFGE带型地区分布

注：一未分离到菌株
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表2 147株AHl型C群流脑菌株的人群来源分布

讨 论

A群流脑是我国历史上流脑暴发和流行的主要

菌群，我国流脑免疫策略也以A群流脑疫苗接种为

主。A群流脑疫苗的应用一方面降低了A群流脑

的发病率，同时A群流脑疫苗的选择性筛选作用使

B群和C群流脑病例相对增加。2003年，安徽省暴

发多起C群流脑疫情，随后的2004／2005年流脑流

行季节，全国分离到C群流脑菌株的省市数量增加

到12个，2005／2006年流脑流行季节，山东、天津、

吉林、辽宁、重庆、四川等7省市也分离到C群流脑

菌株，截至到2006年9月，我国共有19个省市分离

到C群流脑菌株，C群流脑在全国呈逐渐扩散趋势。

通过PFGE分析，我国的212株C群流脑菌株

共呈现出43个不同的带型，AHl带型是我国C群

流脑的主要型别，包括自安徽省2003年9月首次暴

发C群流脑的菌株和随后两个流脑流行季节的共

147株C群菌株，占C群菌株总数的69．3％。

从C群流脑菌株分布的地理位置上分析，AHl

型菌株主要分布在我国的中东部地区，吉林省为迄

今发现AHl菌株最北的省份。安徽省2003／2004

年最先发现AHl型C群菌株，至2005年周边省份

包括江苏、上海、浙江和江西陆续发现AHl型C群

菌株。我国的中西部地区省份，包括甘肃、青海、四

川、重庆、云南等省市虽然分离出C群流脑菌株，但

未发现AHl型C群流脑菌株，云南省共分离出8株

C群流脑菌株，表现为独特的8个PFGE带型，表明

我国C群流脑菌株分布与传播具有地域性的特征。

53株C群流脑菌株来自患者的脑脊液或血液

标本，AHl型的菌株占67．9％(起=36)，AHl型C

群菌株在部分地区的C群病例中占有相当的比例，

如安徽省91．3％(21／23)，江苏省87．5％(7／8)，北京

市66．7％(4／6)，说明在～些地区，AHl型C群流脑

菌株已逐渐成为致病的优势菌株。在流脑病例密切

接触者分离的C群流脑菌株中，AHl型C群流脑菌

株的总体比例为71．9％，而在某些省超过50％(如

河北省100％，安徽省89．6％，江西省80．9％，天津

市80，0％，江苏省66．7％，北京市65．0％，山东省

55．6％)。健康人群分离的38株C群菌株中，AHl

型菌株占63．2％(24／38)，健康人群流脑菌株携带率

的变化虽然不能准确预测流脑的暴发，但是在某种

程度上能够预测流脑流行。一个克隆的菌株成为优

势菌群时，该菌株才具备引起暴发或者流行的条件，

PFGE分析我国AHl型C群菌株在不同人群中具

有较高的分离率和携带率，说明AHl型C群流脑菌

株不仅是引起安徽省C群流脑流行和暴发的优势

克隆群，而且具有潜在的引起更大范围流行的趋势。

PFGE技术已经广泛应用于多种细菌病原体的

分子分型研究№‘9]，但不能精确反映细菌微小基因变

化的差异性和细菌遗传进化的特征。对于脑膜炎奈

瑟菌菌株长期遗传进化基因特点的研究，多采用多

位点序列分型(muliti—locus sequence typing，MLST)

和PorA VR分型方法n0’11
o。MLST可将脑膜炎奈

瑟菌菌株分为不同的序列型(ST)，进而聚类为不同

的序列群(ST complex)。PorA为脑膜炎奈瑟菌的

工类外膜蛋白¨2|，加rA基因或部分基因的重组以

及VRl和VR2碱基序列的变化被认为是细菌抗原

性发生变异的一个重要的机制，可将菌株分为不同

的血清亚型(serosubtype)。我们研究发现¨3I，引起

安徽省C群流脑暴发的菌株主要为ST一4821序列

型，与PFGE分析结果具有较高的一致性。以C群

脑膜炎奈瑟菌为主的ST一4821 complex序列群与国

际上引起流脑流行6个亚群的菌株在遗传进化关系

上不同源，形成一个独立的新的分支，是国际上第7

个能引起流脑暴发和流行的亚群。进一步通过对我

国150株ST～4821型C群菌株研究发现，64％的菌

株PorA VR分型为P1．7—2，14(资料尚未发表)。

虽然我国C群流脑的遗传进化机制和传播机

制还有待进一步研究，但是，人群的频繁流动成为流

脑传播的主要途径之一，这一点通过2005年自安徽

来北京打工人员的鼻咽部分离出AHl型ST一4821型

C群流脑菌株已得到证明H3|。
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山东省2006年肺结核发病资料分析

李永文程俊李曙光

资料来自山东省结核病控制工作季报表和“山东省2005

年统计年鉴”⋯。对山东省17个市上报的结核病控制工作

季报表数据汇总整理，使用Excel 2003与SPSS 11．5软件进

行统计分析。2006年山东省平均新涂阳病例登记率为

28．61／10万，17个市登记率在15．06／10万～35．76／10万间，

最高与最低登记率比值为2．4。根据人均年消费水平将山东

省17个市划分为五个层次⋯。对不同消费水平地区的肺结

核病例分布进行x2检验(x2=839，P<O．001)。将各消费水

平与各组登记率进行spearman等级相关分分析(r=

一0．969，P=0．007)，即认为消费水平与登记率之间存在负

相关关系。人群分布：2006年山东省登记的新涂阳病例中，

男性18 337例，占70．11％；女性7819例，占29．89％；男女性

别比为2．35：1。男性新涂阳登记率为39．7『10万，女性为

17．4／10万，肺结核发病有性别差异(x2=3913，P<O．001)。

2006年新涂阳病例年龄分布有两个高峰，其一主要集中于

15～25岁组，其二为45～75岁组；中老年人和青少年是发病

的主要人群。肺结核病例中，农民占74％，学生、工人分别占

10％、6％，其他各类职业均有发病。

结核病是一种慢性传染病，近年来山东省采取了综合防

治措施，但全省的发病状况仍令人堪忧。经分析，消费水平
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与肺结核发病之间存在负相关关系，因此在结核病控制工作

中应将其作为结核病控制的重点区域。根据年龄分布可知，

15岁以下人群发病很少，2000年调查数据显示0～14岁人群

结核菌感染率为9．O％，15岁以上人群感染率达47．0％旧1。

15～25岁组发病数较高，分析原因认为，该年龄组大多为学

生，其学习条件艰苦，身体素质相对较差。一方面由于学生

毕业、入学体检导致发现率增高；但除此之外，2006年山东省

学生发病数仍处较高水平，肺结核集中发病现象时有发生，

致使该年龄组人群发病数较高。45岁以上组发病男性较多，

随着年龄的增加，大部分人身体素质随之下降，自身抵抗力

降低，故该年龄组发病较多。以上分析提示结核病控制的重

点应从地域上关注经济落后地区，尤其是农村地区。从人群

上应关注农民、学生等弱势群体，注意提高青少年的健康意

识，关注中老年人的健康，才能加强结核病控制工作。
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