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６０例化脓性脑膜炎病原菌及药敏性分析
韩玉华，周俐红，路燕，张伟

（河南省新乡市中心医院，河南新乡４５３００２）

【摘要】　目的　分析化脓性脑膜炎病原菌分布和耐药特点，为临床诊治提供依据。　方法　选取于本院就诊化脓性脑

膜炎患者６０例。患者入院２４ｈ内收集脑脊液标本。将样本进行鉴定，并对临床常用的抗生素进行药敏试验。采用

ＰＣＲ技术对肺炎链球菌耐药基因进行检测。采用荚膜肿胀试验确定血清分型。　结果　共计检出６０株病原菌，其中革

兰阳性菌占６５％（３９／６０），革兰阴性菌占３５％（２１／６０）。肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌是主要致病菌。肺

炎链球菌对青霉素、红霉素、阿奇霉素、阿莫西林、阿莫西林／克拉维酸、头孢曲松、头孢噻肟、头孢吡肟和左旋氧氟沙星耐

药率分别为４７．０６％、８８．２４％、８８．２４％、３５．２９％、０．００％、１７．６５％、２９．４１％、２３．５３％和５．８８％，未对阿米卡星、利奈唑

胺、万古霉素产生耐药性。大肠埃希菌对哌拉西林、四环素、阿莫西林／克拉维酸、头孢曲松、头孢噻肟、头孢吡肟和左氧

氟沙星耐药率分别为６６．６７％、４４．４４％、２２．２２％、５５．５６％、６６．６７％、３３．３３％和１１．１１％，对哌拉西林／他唑巴坦、阿米卡

星、亚胺培南、美罗培南和替加环素未产生耐药性。１７株肺炎链球菌中１４株携带犲狉犿Ｂ基因，２株携带犲狉犿Ｃ基因，４株

携带 ｍｅｆＡ基因，４株携带犿狊狉Ｄ基因和７株携带狋犲狋Ｍ 基因。共计检出５个血清分型，分别为６Ｂ型５株（２９．４１％，５／

１７），１９Ｆ型４株（２３．５３％，４／１７），２３Ｆ型２株（１１．７６％，２／１７），１９Ａ型和１４型各检出１株（５．８８％，１／１７）。　结论　本

次研究中化脓性脑膜炎致病菌以肺炎链球菌主，革兰阳性菌对红霉素和阿奇霉素耐药程度较高，其中犲狉犿Ｂ基因检出率

较高与对大环内酯类抗生素耐药有关，本次区肺炎链球菌血清型以６Ｂ型和１９Ｆ型为主。
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　　化脓性脑膜炎是由于病原菌侵入颅内后产生毒素

引起的中枢神经感染的一类疾病。它包括蛛网膜下

腔、脑膜和脑血管急性炎症，又可称为脑脊膜炎症。化

脓性脑膜炎起病急，病情发展迅速，具有高致残率和死

亡率。其急性期临床表现为发热、畏寒、头痛、呕吐、意

识障碍和颈部僵硬等。有研究显示在世界范围内，每

年化脓性脑膜炎新发人数超过１００万，在肺炎链球菌

和脑炎奈瑟球菌是引起该病的常见病原菌，在发达国

家的致死率分别为３０％和７％
［１］。因而，对化脓性脑

膜炎的早期治疗对于预后恢复有着重要意义。以往研

究显示，引起化脓性脑膜炎病原菌以革兰阳性菌为主，

其中由无乳链球菌、肺炎链球菌、表皮葡萄球菌、金黄

色葡萄球菌和脑炎奈瑟球菌等构成。而引起化脓性脑

膜炎的革兰阴性菌则以大肠埃希菌和流感嗜血杆菌为

主［２］。由于抗生素广泛的应用，病原菌对临床常用抗

生素产生了一定耐受性，从而使用抗生素的难度增加，

尤其是治疗多耐药菌变得更为棘手［３］。因而，对本地

区化脓性脑膜炎病原菌的分布和耐药特点进行研究有

利于化脓性脑膜炎早期治疗。

材料与方法

１　材料

１．１　研究对象　选取于２０１７年３月至２０２２年８月

于新乡市中心医院就诊的就诊的病例６０例作为研究

对象。病例纳入标准：（１）患者符合化脓性脑膜炎诊断

标准，所有患者均为首次发病；（２）入院前２周未使用

抗生素、激素类药物进行治疗；（３）档案资料齐全。排

除标准：（１）患者患有肿瘤、免疫类疾病；（２）患者有颅

内缺血或其他感染类疾病。（３）心、肝、肾功能不齐全。

１．２　仪器与试剂　ＭｉｃｒｏＳｃａｎＷａｌｋＡｗａｙ４０全自动

微生物鉴定仪，德国西门子公司；ＣＯ２ 恒温培养箱，美

国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；微量高速离心机，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司；比浊仪，法国梅里埃；ＰＣＲ仪及凝胶成像系统，

美国ＢｉｏＲａｄ公司；低温冰箱，日本三洋。哥伦比亚血

平板，英国 ＯＸＯＩＤ公司；肺炎链球菌血清分型试剂

盒，丹麦国家血清研究所（ＳＳＩ）。９６孔药敏检测板，美

国ＣＯＲＮＩＮＧ公司；ＤＮＡ模板提取试剂盒，赛默飞世

尔科技（中国）有限公司；其他ＰＣＲ反应试剂，宝日医

生物技术（北京）有限公司。

２　方法

２．１　标本采集　所有患者入院２４ｈ内行腰椎穿刺

术，并依据《全国临床检验操作规程》进行脑脊液标本

收集。所有标本采集后及时送检。

２．２　病原菌培养与鉴定　标本采用镜检进行初步检

测，然后采用全自动微生物鉴定系统进行菌种确定。

菌株培养将标本分别接种于５％脱纤维羊血琼脂平板

上、巧克力平板、沙氏葡萄糖蛋白胨琼脂斜面培养基，

并置入ＣＯ２ 恒温培养箱３５＋２℃培养１８～２４ｈ后观

察结果。

２．３　病原菌药敏试验　采用微量肉汤稀释法测定病

原菌对不同抗生素的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）。从培养皿

上选取３～５个新鲜饱满菌落，置入盛有稀释液的ＥＰ

管中，并将菌液稀释并采用比浊仪测试比浊度，最终至

浓度为０．５麦氏单位。将倍比稀释后的抗生素溶液分

别加入无菌９６孔药敏检测板，分别设置阳性对照和阴

性对照。

２．４　ＤＮＡ提取　将菌株在低温冰箱中取出复苏，并

接种于哥伦比亚血琼脂培养基，并于５％ＣＯ２ 恒温培

养箱中３５＋２℃培养１８～２４ｈ，传代一次。选取饱满

菌落并放入盛有３００μＬ的１．５ｍＬ无菌ＥＰ管中，混

合液于６５℃中孵育３０ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ（离心半径

１０．５ｃｍ）离心３ｍｉｎ弃上清。加入１００μＬＴＥ缓冲

液，加入１０μＬ透明脂酸酶溶液，混合液于３７℃中孵

育３０ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ弃上清。加入

１００μＬＴＥ缓冲液，加入１５μＬ变溶菌素溶液，振荡混

匀，混合液于３７℃中孵育７５ｍｉｎ，１００℃灭活１０ｍｉｎ，

１００００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ取上清并测定ＤＮＡ纯度。

２．５　肺炎链球菌耐药基因扩增　扩增引物参考Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ和文献［４］进行设计参见表１，并委托上海生工

合成。ＰＣＲ反应体系：ＴａｑＤＮＡ聚合酶１２．５μＬ，１０

×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ４μＬ，ｄＮＴＰｓ４μＬ，ＤＮＡ模板４μＬ，上

下游引物各２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２１．５μＬ。反应条件：９４℃

８ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５５℃４０ｓ，７２℃６０ｓ，循环３５次；

７２℃１０ｍｉｎ，４℃ ∞。

２．６　链球菌菌株分型　将菌株在低温冰箱中取出解

冻，接种于哥伦比亚血琼脂培养基并复苏。采用乳胶

凝集试剂盒初筛确定血清群。采用荚膜肿胀试验确定

血清分型，阳性判断标准：显微镜下荚膜显出肿大，菌

体四周出现无色较宽的环状物。

结　果

１　病原菌分布

６０例化脓性脑膜炎的标本共检出６０株病原菌，

其中革兰阳性菌３９株，占６５％（３９／６０），分别为肺炎

链球菌 １７ 株 （２８．３３％）、金 黄 色 葡 萄 球 菌 ８ 株

（１３．３３％）、无乳链球菌７株（１１．６７％）、脑炎奈瑟球菌

５株（８．３３％）、表皮葡萄球菌２株（３．３３％）。革兰阴

性菌２１株，占３５％（２１／６０），分别为大肠埃希菌９株

（１５．００％）、肺炎克雷伯菌６株（１０．００％）、流感嗜血杆

菌３株（５．００％）、铜绿假单胞菌２株（３．３３％）、鲍曼不

动杆菌１株（１．６７％）。肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌

和大肠埃希菌是主要致病菌。
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表１　肺炎链球菌常见耐药基因扩增引物序列

犜犪犫犾犲１　犆狅犿犿狅狀犪狀狋犻犫犻狅狋犻犮狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犵犲狀犲犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狆狉犻犿犲狉

狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犛．狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲

基因

Ｇｅｎｅ

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

产物长度（ｂｐ）

Ｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈ

犲狉犿犃
Ｆ：ＣＣＣＧＡＡＡＡＡＴＡＣＧＣＡＡＡＡＴＴＴＣＡＴ

Ｒ：ＣＣＣＴＧＴＴＴＡＣＣＣＡＴＴＴＡＴＡＡＡＣＧ
５９０

犲狉犿犅
Ｆ：ＴＧＧＴＡＴＴＣＣＡＡＡＴＧＣＧＴＡＡＴＧ

Ｒ：ＣＴＧＴＧＧＴＡＴＧＧＣＧＧＧＴＡＡＧＴ
７４５

犲狉犿犆
Ｆ：ＡＣＴＴＧＴＴＧＡＴＣＡＣＧＡＴＡＡＴＴＴＣＣＡ
Ｒ： ＴＣＴＡＣＴＴＡＡＴＣＴＧＡＴＡＡＧＴＧＡＧＣ

ＴＡＴＴＣＡＣ

３００

犿犲犳犃
Ｆ：ＣＡＡＴＡＴＧＧＧＣＡＧＧＧＣＡＡＧ

Ｒ：ＡＡＧＣＴＧＴＴＣＣＡＡＴＧＣＴＡＣＧＧ
３２０

犿狊狉犇
Ｆ：ＡＧＴＡＴＣＡＴＴＡＡＴＣＡＣＴＡＧＴＧＣ

Ｒ：ＧＣＣＴＴＣＣＧＧＡＧＣＴＣＣＴＡＣＴＴ
５００

狋犲狋犕
Ｆ：ＧＴＧＧＡＣＡＡＡＧＧＴＡＣＡＡＣＧＡＧ

Ｒ：ＣＧＧＴＡＡＡＧＴＴＣＧＴＣＡＣＡＣＡＣ
４０６

狋犲狋犗
Ｆ：ＡＡＣＴＴＡＧＧＣＡＴＴＣＴＧＧＣＴＣＡＣ

Ｒ：ＴＣＣＣＡＣＴＧＴＴＣＣＡＴＡＴＣＧＴＣＡ
５１５

２　革兰阳性菌耐药情况

革兰阳性菌中肺炎链球菌对红霉素和阿奇霉素耐

药率较高，未对阿莫西林／克拉维酸、阿米卡星、利奈唑

胺和万古霉素产生耐药性；金黄色葡萄球菌对青霉素、

红霉素、阿奇霉素和左氧氟沙星耐药率较高，未对阿米

卡星、利奈唑胺和万古霉素产生耐药性；无乳链球菌仅

对阿奇霉素、阿莫西林和左旋氧氟沙星产生耐药性，耐

药率分别为８５．７１％和８５．７１％。革兰阳性菌中，青霉

素、头孢类抗生素对无乳链球菌具有良好的抑菌效果

（表２）。

表２　革兰阳性菌对临床常用抗生素耐药情况

犜犪犫犾犲２　犚犲狊犻狊狋犪狀犮犲狅犳犌狉犪犿狆狅狊犻狋犻狏犲犫犪犮狋犲狉犻犪狋狅犮狅犿犿狅狀犾狔

狌狊犲犱犮犾犻狀犻犮犪犾犪狀狋犻犫犻狅狋犻犮狊

抗生素

Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ

肺炎链球菌（狀＝１７）

犛．狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲

耐药株数

Ｎｏ．ｏｆ

ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ｐｌａｎｔｓ

率

（％）

Ｒａｔｅ

金黄色葡萄球菌（狀＝８）

犛．犪狌狉犲狌狊

耐药株数

Ｎｏ．ｏｆ

ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ｐｌａｎｔｓ

率

（％）

Ｒａｔｅ

无乳链球菌（狀＝７）

犛．犪犵犪犾犪犮狋犻犪犲

耐药株数

Ｎｏ．ｏｆ

ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ｐｌａｎｔｓ

率

（％）

Ｒａｔｅ

青霉素 ８ ４７．０６ ７ ８７．５０ ０ ０．００

红霉素 １５ ８８．２４ ７ ８７．５０ ６ ８５．７１

阿奇霉素 １５ ８８．２４ ７ ８７．５０ ６ ８５．７１

阿莫西林 ６ ３５．２９ ４ ５０．００  

阿莫西林／克拉维酸 ０ ０．００ １ １２．５０  

头孢曲松 ３ １７．６５ ４ ５０．００ ０ ０．００

头孢噻肟 ５ ２９．４１ ４ ５０．００ ０ ０．００

头孢吡肟 ４ ２３．５３ ３ ３７．５０ ０ ０．００

左旋氧氟沙星 １ ５．８８ ５ ６２．５０ ２ ２８．５７

３　革兰阴性菌耐药情况

革兰阴性菌中９株大肠埃希菌对哌拉西林、四环

素、阿莫西林／克拉维酸、头孢曲松、头孢噻肟、头孢吡

肟和左氧氟沙星耐药株数分别为６、４、２、５、６、３和１

株，耐 药 率 分 别 为 ６６．６７％、４４．４４％、２２．２２％、

５５．５６％、６６．６７％、３３．３３％和１１．１１％，对哌拉西林／

他唑巴坦、阿米卡星、亚胺培南、美罗培南和替加环素

未产生耐药性；６株肺炎克雷伯菌对哌拉西林、哌拉西

林／他唑巴坦、四环素、阿莫西林／克拉维酸、头孢曲松、

头孢噻肟、头孢吡肟、左旋氧氟沙星、阿米卡星、亚胺培

南和美罗培南耐药株数分别为４、２、３、３、２、４、２、３、１、１

和１株，耐药率分别为６６．６７％、３３．３３％、５０．００％、

５０．００％、３３．３３％、６６．６７％、３３．３３％、５０．００％、

１６．６７％、１６．６７％和１６．６７％，未对替加环素产生耐药

性。

４　耐药基因检出情况

１７株肺炎链球菌中１４株携带犲狉犿Ｂ基因，２株携

带犲狉犿Ｃ基因，４株携带犿犲犳Ａ基因，４株携带犿狊狉Ｄ

基因和７株携带狋犲狋Ｍ 基因，携带率分别为８２．３５％、

１１．７６％、２３．５３％、２３．５３％和４１．１８％，未检出犲狉犿Ａ

和狋犲狋Ｏ基因。

５　血清分型

１７株肺炎链球菌中共计检出５个血清型和４株

未分型。血清型６Ｂ型５株（２９．４１％，５／１７），１９Ｆ型４

株（２３．５３％，４／１７），２３Ｆ型２株（１１．７６％，２／１７），１９Ａ

型和１４型各检出１株（５．８８％，１／１７）。其中６Ｂ型检

出最多。

讨　论

化脓性脑膜炎是一种严重的颅内感染性疾病，治

疗不及时易引起脑积水、脑梗死等多种并发症，甚至危

及生命。病原菌通过产生大量内毒素引起颅脑等发生

脓肿感染，不同病原菌的致病力存在一定差异，部分病

原菌还可通过与炎性细胞的转录表达加重病情。王欣

等［５］对石家庄地区化脓性脑膜炎患儿研究中，革兰阳

性菌是主要致病菌，以肺炎链球菌为主，革兰阴性菌以

流感嗜血杆菌为主。李承等［６］对２０１７年至２０２１年间

华中科技大学同济医学院附属武汉儿童医院就诊化脓

性脑膜炎患儿研究发现革兰阳性菌是主要致病菌，以

金黄色葡萄球菌为主，革兰阴性菌较少以大肠埃希菌

为主。本次研究中以肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌和

大肠埃希菌为主。化脓性脑膜炎病情进展快，治疗上

以抗生素为主要手段。但是不同病原菌对临床常用抗

生素敏感程度有着差异，若使用不当，治疗效果不佳。

本次研究显示革兰阴性菌中大肠埃希菌和肺炎克

雷伯菌对哌拉西林和头孢噻肟耐药率较高，未产生对

替加环素还俗耐药性。革兰阳性菌中肺炎链球菌、金

黄色葡萄球菌和无乳链球菌均对红霉素和阿奇霉素有

较高的耐药性。而肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌对青

霉素耐药率较高，而无乳链球菌未对青霉素产生耐药

性。肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌和无乳链球菌均未

对阿米卡星、利奈唑胺和万古霉素产生耐药性。青霉
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素和头孢类药物曾是治疗肺炎链球菌首选药物，但肺

炎链球菌对青霉素和头孢类药物耐药日趋严重。

肺炎链球菌的耐药性主要与基因突变有关，其中

犲狉犿 基因编码核糖体甲基化酶，它可以减弱大环内酯

类抗生素与５０Ｓ亚基２３ＳｒＲＮＡ的特殊靶位相结合，

从而降低大环内酯类抗生素灭菌效果。本次研究中

１４株携带犲狉犿Ｂ基因，２株携带犲狉犿Ｃ基因，未检出

犲狉犿Ａ基因。有研究显示犲狉犿Ｂ基因是肺炎链球菌对

大环内酯类抗生素产生耐药的最主要基因［７］。犿犲犳

基因负责编码一种疏水蛋白 Ｍｅｆ，能够将大环内酯类

抗生素从核糖体中置换出来。犿犲犳Ａ基因位于结合型

转座子Ｔｎ１２０７．１和Ｔｎ１２０７．３上，犿狊狉Ｄ基因主要介

导肺炎链球菌对大环内酯类抗生素的耐药［８９］。

本次研究中分别有４株肺炎链球菌携带犿犲犳Ａ

基因和犿狊狉Ｄ基因。狋犲狋基因编码蛋白质可利用ＧＴＰ

供能释放四环素，从使菌株对四环素产生耐药。不同

国家和地区肺炎链球菌流行株存在较大差异，这可能

与７价和１３价肺炎链球菌疫苗的使用有关。欧洲最

常见的血清型为１４、６Ｂ、１９Ｆ和２３Ｆ型，但近年来血清

型１、１９Ａ、３、６Ａ／Ｃ和７Ｆ正逐渐增多
［１０］。而蒙古和巴

拉圭等国最常见的血清型为１４型，印度以１、６Ｂ和１４

型为主［１１１２］。我国学者研究显示１９Ｆ、２３Ｆ、６Ｂ、１９Ａ、

６Ａ和１４型较为常见
［１３１５］。本次研究中共检出５个血

清型，分别为６Ｂ、１９Ｆ、２３Ｆ、１９Ａ和１４型，其中６Ｂ型

最多。
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