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C群脑膜炎奈瑟菌血清杀菌力试验的
优化及其应用
徐丽 罗隆泽朱兵清何莉 高源邵祝军
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【摘要】 目的优化血清杀菌力试验方法，检测和分析A+c群脑膜炎球菌多糖疫苗接种前后人

群血清对c群脑膜炎奈瑟菌(Ⅳm)的杀菌抗体水平。方法以c群№疫苗株(C11)和中国目前c群
Ⅳ，n流行株(053442)作为靶菌，国家Ⅳ，n标准品测试血清为参考血清，选用Pel．Freez幼兔补体，确定靶

菌最适工作浓度。122人接种A+c群脑膜炎球菌多糖疫苗前后分别采集血清标本，共244份，进行

C群Ml杀菌抗体水平的检测。结果菌株c11和053442均可作为靶菌用于血清杀菌力试验；靶菌

的工作浓度为A 0．35(600蛐)的菌液稀释4×1 o．倍；A+C群脑膜炎球菌多糖疫苗接种前，122份血清

对C11和053442的杀菌抗体几何平均滴度(GMT)分别为1：1．75和l：2．63，人群抗体保护率分别为

9．8％和17．2％，A+c群脑膜炎球菌多糖疫苗接种后，122份血清的杀菌抗体GMT和人群保护率均显

著升高(P<0．01)，对疫苗株和流行株的杀菌抗体GMT分别为l：483．73和l：412．57，保护率分别为

100％和95．9％。结论接种A+C群脑膜炎球菌多糖疫苗，能够显著提高人群对不同亚型的C群Ml

的抵抗力，但仍需要针对不同的靶菌进行疫苗免疫效果的监测。
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【Abstract】 ob．iective Tb optimjze the serum bactericidal assay(SBA)，detect and analyze the

bactericidal antibody level against，V0i嬲e厂施，，醒几i，w豇谢厶sero窖【roup C strains after divalent polysacch撕de
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candidate s仃ain(C 11)and epideIllic s仃ain(053442)，were selected as targets．The national，ve如ser施

，聊几in面￡id蠡standardized semm was used as reference serum．Pel—Freez i11I’ant rabbit complemcnts w鹤

available．The optimized SBA method was used to detect bactericicIal antibody against strain C l 1 and

053442 for 1 22 pairS of sera beforc and after immunization with a divalent polysacch撕de(A aIld C)

vaccine．R鹊uIts The sn．ain C1 l and 053442 both could be used as协rgeted s打ain for SBA．The
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w孤diluted 4×104 times．Before immunization，SBA geometric meall titers(GMT)of 122 sera agai璐t

s仃ain Cll粕d 053442 were l：1．75觚d l：2．63 res口ectively，and the protective rates were 9．8％锄d 17．2％

respectivelv．After iImunization，the GMTs and the pmtective rates of l 22 sera both rose significamly

(P<0．01)，the GMTs against strain C11 and 053442 werc 1：483．73 and l：412．57 respectivelv．The

protective rates against s仃{lin C11 and 053442 were 100％柚d 95．9％respectively．ConcIusion
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脑膜炎奈瑟菌(Ⅳm)感染引起的流行性脑脊髓

膜炎(流脑)在各年龄组人群中均可发生，其中15岁

以下儿童发病数占80％以上⋯。历史上，我国流脑
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流行一直以A群Ⅳm为主，2003年安徽省开始出现C

群流脑。近年来，我国部分地区c群流脑呈逐年上

升趋势瞳J]，2007年我国将A+c群脑膜炎球菌多糖

疫苗纳人免疫规划，而疫苗免疫效果监测和评价对

于免疫策略的制定具有重要指导意义。我国目前多

习毛用ELIsA逆￡彳奇脑膜乡潲叁铺曾质牟苛凭嫩果币Ⅱ健J隶人
群血清IgG抗体水平的检测。血清杀菌力试验(semm

bacteTicidal勰savs，sBA)是国际上推荐用于疫苗免疫
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效果血清学评价的金标准HJl，可检测血清中具有杀

菌活性的功能性抗体。本研究对sBA的方法进行优

化，检测健康人群A+C群脑膜炎球菌多糖疫苗接种

前后的IlIL清杀菌抗体水平，评价免疫效果以及该疫苗

对我国目前流行的c群流脑菌株的杀菌保护水平。

材料与方法

1．研究对象：在四川省按照2～5岁、6～10岁、

1l～14岁年龄段随机抽取儿童及学生122名，采取肌

肉注射接种A+c脑膜炎球菌多糖疫苗(兰州生物制

品研究所，A群和c群脑膜炎球菌多糖疫苗各50岭)，

分别于接种前和接种后第35天采集血标本，分离血

清，一70℃保存。靶菌为c群№疫苗株(C11，ST-11
型)和我国主要流行株(053442，ST．482l型№’)，由中

国疾病预防控制中心传染病预防控制所保存。

2．主要试剂和设备：sBA参考血清为国家

Ⅳm标准品测试血清(批号20050401)；幼兔补体

购自美国Pel．Freez公司；哥伦比亚血培养基平

板终浓度为0．00l％的TTc显色培养基；DPBs缓

冲液(0．5 mmon，MgCl2，O．9 Inmo儿CaCl2；pH值
7．4，Oxoid)加入葡萄糖至终浓度0．1％备用；2，3，5一

氯化三苯四氮唑(TTC)和葡萄糖购自Oxoid公司。

主要仪器包括紫外分光光度计(Eppendorf

Biophotometer RS．232C)和酶标板震荡器(MTs2／

4D，ⅪA公司)。
3．SBA方法：

(1)补体灭活：将参比血清、待检血清和少量兔

补体于56℃放置30 min，灭活补体。

(2)靶菌悬液浓度优化：将菌株C11和053442传

种于哥伦比亚血培养基平板，37℃5％cO：培养16～

18 h，挑选20个典型菌落转种哥伦比亚血培养基平

板上培养4—6 h。刮取菌苔至悬菌缓冲液中混匀，

600啪波长下测量吸光度(A值)为0．35(±O．005)，用
悬菌缓冲液先稀释以值×100倍)，再依次做10倍系

列稀释。将以上10倍系列稀释的c1 1靶菌溶液与兔

补体(灭活和未灭活)等体积混合，取25“l混合液接

种于哥伦比亚血培养基平板进行菌落计数。选择哥

伦比亚血培养基平板上(25“l菌悬液与补体)生长的

菌落数为50～60 CFU的菌液浓度为最优靶菌浓度。

(3)样品检测：在96孔板中倍比稀释待检血清，

每孔含25“l已稀释血清；加入靶菌悬液和未灭活兔

补体等体积混合液，每孔25 Hl；震荡5 min，37℃5％

Co：孵育l～1．5 h。将96孔板置于震荡器上，加入

TTC显色培养基，每孔50 pl，室温放置5 min至琼脂

彻底凝固，置37℃5％cO：培养过夜。每份待检血

清均须设置抗体对照：灭活兔补体(12．5“1)+菌液

(12．5¨1)+待检血清(12．5“1)+稀释液(12．5肛1)。

每块96孑L板均须设置参比血清对照。每批次试验

还须设置补体对照[未灭活兔补体(12．5“1)+菌液

(12．5“1)+稀释液(25 p1)]和体系对照[灭活兔补体

(12．5¨1)+菌液(12．5“1)+稀释液(25 p1)]。

(4)结果判定：以哥伦比亚血培养基平板上生长

的菌落数(50～60 CFU)为原始靶菌浓度，抗体对

照、补体对照和体系对照各孔菌落数均呈现相应数

量的点状红色小菌落。每批试验参考血清对照的杀

菌滴度均相同。如孔内菌落的大致数量为补体对照

孔的50％以下即判为“杀菌”，否则判为“不杀菌”，能

够“杀菌”的最大血清稀释度即为待检血清的杀菌抗

体滴度。血清杀菌抗体滴度<1：2时，按照1：1计算，

滴度>l：2048时，按照l：2048计算。血清杀菌抗体

滴度≥1：8，为抗体具有保护性。

结 果

1．靶菌最适T作浓度：靶菌溶液稀释l×101—

1×104倍时，哥伦比亚血培养基平板上12．5肛l菌悬液

菌落难以计数；稀释1×105倍时，哥伦比亚血培养基平

板上1 2．5 ul菌悬液菌落计数结果偏低。当靶菌溶液稀

释4×104倍时，菌落计数为50。60 CFu；凶此，选择

4×104倍稀释浓度为靶菌的最适下作浓度(表1)。

表l不同稀释度靶菌溶液的菌落计数结果

注：NC为菌落数多，难以计数

2．A+c群脑膜炎球菌多糖疫苗接种前和接种

后血清杀菌抗体滴度：A+c群脑膜炎球菌多糖疫

苗接种前，122份血清对C群№疫苗株(c11)的杀
菌抗体滴度为<l：2～1：128，对c群Ⅳm流行株

(053442)杀菌抗体滴度为<l：2～1：512。A+c群

脑膜炎球菌多糖疫苗接种后，血清对疫苗株(C11)

的杀菌抗体滴度为l：8～l：8192，对流行株(053442)

的杀菌抗体滴度为<l：2—1：4096。

3．血清杀菌抗体GMT和保护率：A+c群脑膜

炎球菌多糖疫苗接种前，血清杀菌抗体GMT均低于

l：4，保护率低于25％；对于疫苗株(C11)，2～5岁年

龄组血清杀菌抗体GMT和人群保护率显著低于另
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2。5岁年龄组(P<0．05)，而对流行株 一注：。P石丽·er精确概率
(053442)，ll一14岁年龄组血清杀菌抗体GMT显著 和sT-4821)的c群Ⅳm的抵抗力。

高于其他两个年龄组(P<0．01)。各年龄组问对疫 本研究中，通过对两种靶菌检测结果的比较，免

苗株(C11)和流行株(053442)的保护率的差异均无 疫前各年龄组人群对流行株的血清杀菌抗体GMT

统计学意义(P>O．05)。见表2。 均高于疫苗株，但经统计学分析仅2～5岁年龄组差

4．针对不同靶菌的人群血清杀菌抗体GMT和 异具有统计学意义，其原因可能是样本量较少，这种

保护率：A+C群脑膜炎球菌多糖疫苗接种前，2～5 差异未能在另外两个年龄组显示出。人群对流行株

岁年龄组对流行株的血清杀菌抗体GMT显著高于 的血清杀菌抗体GMT高于对疫苗株，提示人群中可

对疫苗株的抗体GMT(￡=2．68，P<0．05)，其他年龄 能存在流行株的自然感染。免疫后，122份血清对

组两靶菌间GMT的差异无统计学意义(P>0．05)， 疫苗株(c11)杀菌抗体滴度均高于l：8，117份血清

各年龄组保护率在两靶菌间的差异均无统计学意 对流行株(053442)杀菌抗体滴度高于1：8，但3岁年

义；接种后，各年龄组两靶菌间GMT和保护率的差 龄组3份和5岁年龄组l份血清对流行株(053442)

异均无统计学意义(P>0．05)。 杀菌抗体滴度未达到保护力水平，提示在进行流脑

讨论 血清言荨瑟萎蔷窑訾鬈窑笺萎鬈髻霎器膜
本研究中采用的sBA方法是参照文献[4]，并 炎球菌多糖疫苗接种起始年龄为3岁。本研究中，8名

在1984年我国流脑杀菌抗体测定法标准化研究协 3岁以下的儿童接种疫苗后血清杀菌抗体滴度升高均

作组建立的流脑杀菌抗体检测方法基础上h]，进行 超过8倍，与相关报道差异较大暗1。3岁以下的儿童仍

部分改进。原方法中采用的BHI—HS和GC培养基， 为我国流脑的高发人群旧】，如何制定和实施流脑疫苗免

需要特殊的添加剂马血清和Isovitalex，本试验中将 疫策略，使用流脑A+C多糖疫苗或结合疫苗对该年龄

BHI．HS、哥伦比亚血培养基、普通血培养基及巧克 组儿童实施流脑疫苗保护，是今后研究的方向之一。
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低；接种疫苗1个月以后，血清杀菌抗体GMT和人 [9]笨芝荟，多套明，李军宏，等．中同2006／2007年度流行性脑脊髓膜
群保护率均明显升高，说明接种A+c群脑膜炎球 炎流行病学特征分析·中国疫苗和徽筲霸：磊葛嬲7+
菌多糖疫苗能够提高人群对不同亚型(包括sT-ll (本文编辑：张林东)

 


