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Abstract 
Objective: To analyze the etiology of acute meningitis and encephalitis by emergency laboratory 
examination. Methods: Two patients with meningitis and encephalitis were investigated. The 
samples of cerebrospinal fluid, pharyngeal swab and feces were collected from the patients. RNA 
was extracted from all samples by ethanol precipitation and centrifugation column for cDNA re-
verse transcription, RT-PCR and sequence analysis. Results: Patient 1 and Patient 2 have been in-
fected by the virus. The size of two amplicons of the structural gene vp1 of enterovirus indicates 
that Patient 1 in infant is infected with two different enter viruses. Sequence analysis confirmed 
that Patient 1 was infected with Coxsackie B5 and Poliovirus type 3. Patient 2 was infected with 
HSV-1. Conclusion: The emergency laboratory examination method can investigate and analyze 
the effective etiology of acute meningitis and encephalitis. 
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摘  要 

【目的】通过快速检验手段对急性脑膜炎和脑炎进行病因分析。【方法】定点调研两名脑膜炎和脑炎患者，

向患者收集脑脊液、咽拭子和粪便样品后通过乙醇沉淀和离心柱从所有样品中提取RNA进行cDNA逆转录、

RT-PCR和序列分析。【结果】患者1和患者2已被病毒感染，其中肠道病毒病毒结构基因VP1的两个扩增子

大小表明患者1感染了2种不同的肠道病毒。序列分析证实患者1感染柯萨奇B5和脊髓灰质炎病毒3型。患

者2感染HSV-1病毒。【结论】快速检测手段能对急性脑膜炎和脑炎患者进行有效病因调查分析。 
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1. 引言 

急性脑膜炎是对脑膜和脑脊液(CSF)感染的炎症反应。脑膜炎的炎症发生部位是主要位于颅骨与脑之

前的三层膜结构系统中，其中以紧贴脑表面的透明膜较为好发，而脑炎的炎症发生部位是脑实质。脑膜

炎主要表现为头疼、发热、脑膜刺激征，意识障碍、吞咽障碍等。 
脑炎是一种以意识改变、发热、癫痫、神经系统缺陷、脑脊液细胞增多、神经影像学及脑电图异常

为特征的综合征[1]。脑炎最常见的病因是由嗜神经病毒引起的急性病毒性脑炎，包括单纯疱疹病毒(HSV)、
水痘带状疱疹病毒(VZV)、肠病毒和虫媒病毒[1]。脑膜炎和脑炎的最常见诱因是感染，其中感染可能是

由细菌、病毒、真菌和其他生物(例如蜱虫叮咬)引起。据 De Crom 等人 2016 年报道，肠病毒是脑膜炎的

最常见原因。Gnann 和 Whitley 在 2017 年的一项研究表明，由单纯疱疹病毒(HSV)引起的脑炎极为罕见，

但致命，HSV-1 在成人中造成了 90%以上的单纯疱疹脑炎[2] [3] [4] [5]。 
急性脑膜炎和脑炎有许多共同的临床症状，如发热和头痛。脑膜炎的症状还包括流感症状、困倦、

对强光敏感和颈部僵硬。脑炎通常以神经功能障碍为特征，如行为改变、谵妄和精神错乱。脑膜炎和脑

炎都可能危及生命，必要时需紧急处理。本文通过对两个病案研究调查分析急性脑膜炎和脑炎通过快速

检验方法进行有效病因鉴别诊断，两例病例的研究报道均获得病人家属的知情同意。 

2. 材料与方法 

2.1. 案例基本信息 

案例 1：患者 1 (Patient 1) 
第一例病人为一名 4 月大男婴，因头痛及脖子僵硬被父母送医，该男婴来自巴基斯坦旁遮普省，曾

随父母前往英国探亲。患者于十天前到达英国时身体状态良好。大约三天前开始流鼻涕症状。今天该男

婴表现出烦躁的状态，似乎有喉咙痛的症状，表现出不愿意吞咽，并观察到其下巴不能放在胸口。当天

早些时候，母亲两次喂食均发生了呕吐症状，且体温高，疑似发烧。其母亲注意到身上出现有皮疹，伴

有痉挛发作，并且总是闭着眼睛，似乎光线使他头痛。男婴身体和四肢出现有黄斑丘疹，用手指按压时
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会消退，伴有出血点。目前体温是 39℃，脖子很僵硬，呈现 Kernig 征阳性。 
在检查了眼部真菌后进行腰椎穿刺，以确保视盘清晰(即没有乳头状水肿的迹象)。将部分脑脊液(CSF)

和病毒传播介质中的咽拭子及粪便标本送至生物实验室。该男婴曾经接种结核病、小儿麻痹症、白喉、

破伤风、百日咳、乙型肝炎、HIB 肺炎、细菌性脑膜炎和轮状病毒疫苗。 
临床症状：疲乏；畏光；发烧(39℃)；Kernig 征；身体四肢出现斑丘疹，按压后消失；大量出血点；

乳头未见明显水肿。 
临床诊断：脑膜炎。 
案例 2：患者 2 (Patient 2) 
第二位患者是一位 45 岁的会计师，由于行为古怪和发烧，被妻子送入急救中心。调查当日早晨附近居

民发现他在当地公园里无目的徘徊，并伴随有自言自语的异常精神症状，他的妻子感觉其丈夫在这一天里

对周边事件的感知度越来越低。当与其丈夫交谈时，对于基础性问题他很难给出较为正确的答案，并且在

回答问题的过程出现疲乏症状，昏昏欲睡。患者妻子提供的病历中表明该患者此前没有基础性较为严重的

疾病，平时也没有定期服用药物的既往史，但是在过去的几天一直抱怨无法明确地辨别周围物体颜色，调

查前一天自诉出现头痛、发热症状，服用药物扑热息痛。经检查，患者体温为 37.9℃，但除了意识下降和

语言障碍外，没有其他异常迹象。遂在科室行腰椎穿刺，将脑脊液(CSF)样本连粪便样本和病毒传输介质中

的咽拭子标本一起送至病毒实验室。同时对患者开始静脉注射阿昔洛韦(intravenous acyclovir)。 
临床症状：意识下降；语言障碍。 
临床诊断：脑炎。 

2.2. 材料与方法 

2.2.1. 向患者收集脑脊液、咽拭子和粪便样品 
患者的脑脊液、咽拭子和粪便样品提取均由临床医师操作并提供至实验室。 

2.2.2. 通过乙醇沉淀并利用核酸纯化柱从所有样品中提取 RNA 
用 AVL 裂解缓冲液裂解样品，并在室温下保存 10 分钟，通过将乙醇添加到混合物中来回收水溶液

中的 RNA 并用核酸纯化柱提纯 RNA；用洗涤缓冲液(AW1 和 AW2)洗涤核酸纯化柱后，再用用无菌水收

集纯化 RNA 并在−20℃下保存。 

2.2.3. cDNA 逆转录 
对于每个样品加入 6 ul RNA，24 ul 5 x RT 缓冲液，9.6 ul 12 mM dNTP，1.2 ul Rnasin，6 ul 随机引物，

MMLV-RT 和 0.1 M DDT 和 7.2 ul H2O。将反应液在 25℃孵育 10 分钟，37℃孵育 45 分钟，95℃孵育 5
分钟，最后在 4℃中保存。 

2.2.4. RT-PCR 
肠病毒(VP1 基因)，cDNA 模板变性，在 94℃ 2 分钟为第一步，进行 1 个循环；94℃ 30 秒，55℃ 30

秒，72℃ 45 秒为第二步。进行 25 个循环；72℃ 10 分钟；取出后 4℃保存。 
将 HSV-1，cDNA 模板变性在 94℃ 5 分钟，然后进行 94 个 20C 的 30 个循环。55℃ 20 秒；72℃ 20

秒；最后在 72℃延伸 5 分钟；最后在 4℃进行保存。 

2.2.5. 序列分析 
将要分析的样本序列是 FASTA 格式的。FASTA 格式的序列以单行描述开始，然后是序列数据行。

描述行与序列数据的区别在于开头有一个大于(“>”)的符号。FASTA 是一种基于文本的格式，是表示核

苷酸序列的标准。 
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样品中 DNA 序列为重叠聚合酶和表面基因的约 1000 bp。通过将基因编码为重叠的阅读片段，聚合

酶和样本基因都由 dsDNA 的同一区域编码。通过对病毒基因组的这一部分进行测序，可以确定基因中与

抗病毒抗性相关的突变。此外，对样本基因的分析可以确定导致表面抗原(sAg)逃逸突变的潜在因素 

3. 结果 

3.1. 脑脊液检查结果分析 

脑脊液检查结果在表 1 中展示。白细胞计数采用直接计数法。用吸管吸冰醋酸后，全部吹出。只有

少量的冰醋酸附着在管壁上。取少量混合脑脊液样品，用同一根吸管吸取，放入计数池，按上述方法计

数。患者 1 和患者 2 的白细胞计数和细胞分类均呈明显上升趋势。患者 2 脑脊液中蛋白质含量的增加与

脑脊液中氯化物含量相对于血液中氯化物含量的降低有关。细菌性感染的脑脊液中氯化物含量常降低，

如化脓性脑膜炎和结核性脑膜炎，必须明显降低。流行性脑炎和急性脊灰白质炎症时，氯化物也可减少

或在一定程度上正常；脑脓肿中氯离子含量的增加或减少不确定[2]。 
 
Table 1. CSF findings in patients 
表 1. 两例患者脑脊液检查结果 

 
患者 1 患者 2 

结果 正常值比较 结果 正常值比较 

颅内压 15 cm H2O Normal 14 cm H2O Normal 

白细胞计数 66/mm3 ↑ 72/mm3 ↑ 

白细胞分类 60%淋巴 ↑ 85%淋巴 ↑ 

葡萄糖 55 mg/dL Normal 65 mg/dL Normal 

蛋白质 45 mg/dL Normal 70 mg/dL ↑ 

备注：↑表示比正常水平较高。 

3.2. PCR 结果分析 

患者 1 的 VP1 基因在脑脊液和粪便样本中检测到，其中在粪便样品中鉴定出 2 种不同大小的 VP1 扩

增子；在所有样本中均未检测到 HSV-1 基因。 
患者 2 在任何样品中均未检测到 VP1 基因；在 CSF 中可检查出 HSV-1 基因(图 1)。 

 

 
Figure 1. VP1 and HSV-1 RT-PCR analysis of CSF, throat swab and faecal samples from patient 1 and patient 2 
图 1. 患者 1 和患者 2 脑脊液、咽拭子、粪便样品的 VP1 和 HSV-1 RT-PCR 分析 
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3.3. 序列分析 

两条 VP1 序列被鉴定为柯萨奇 B5 病毒和脊髓灰质炎病毒；进一步的 PCR 分析确定患有的脊髓灰质

炎病毒是脊髓灰质炎病毒 3 型。 
脑脊液中淋巴细胞数量的增加(表 1)表明患者 1 和患者 2 已被病毒感染。肠道病毒病毒结构基因 VP1

的两个扩增子大小表明患者 1 感染了 2 种不同的肠道病毒。序列分析证实患者 1 感染了柯萨奇病毒 B5
和脊髓灰质炎病毒 3 型。患者 2 感染 HSV-1 病毒。 

4. 讨论 

脑炎的病因包括病毒感染和自身免疫性疾病，前者较为常见；细菌或真菌感染引起的脑膜炎和脑脓

肿一般不包括在脑炎的定义中[3]。据世界卫生组织统计，全球病毒性脑炎发病率为(3.5~7.4)/10 万，中国

地方流行病学研究表明，中国的脑炎发病率也在这一范围内。目前，能引起脑炎的病毒有 130 多种，包

括人肠道病毒、1 型和 2 型单纯疱疹病毒、水痘病毒等[6]。带状疱疹病毒、流行性乙型脑炎病毒、巨细胞

病毒、腮腺炎病毒和风疹病毒较为常见[7]。病毒性脑炎的致病谱系常常因地制宜，时不时，尤其是在中国

的温带、亚热带和热带地区。脑炎是脑实质炎症性疾病的总称[8]。临床主要表现为发热、意识障碍、癫痫

发作和弥漫性脑功能损害。脑炎是医生经常面临的急重症之一[9]。及时正确的诊断是有效治疗的前提。然

而，目前脑炎的病因诊断面临诸多困难。急性脑炎患者的常规病毒学检查包括 PCR 和 RT-PCR，分别用于

检测病毒 DNA 和 RNA [10]。可检测的病毒包括 HSV-1，HSV-2，VZV，肠道病毒；在小于 3 岁的儿童

患者中，还可检测人类细小病毒。如果这些检测未能明确病因，可进行第二步及第三步检测[11] [12]。 
PCR 检测 HSV 脑炎早期脑脊液的敏感性和特异性都很高，但在临床实践中，阳性率往往受到标本质

量、阿昔洛韦应用等因素的影响[9]。目前，疱疹病毒和肠道病毒的病毒核酸检测条件比较成熟，比较容

易获得。利用液体芯片技术检测多种病毒有助于提高病毒性脑炎的诊断效率。对于其他相对罕见的病毒

种类，仍然缺乏开放的病毒核酸检测实验室或商业诊断包。如有需要，可向有关的传染病管制及监察机

构寻求协助。目前医疗PCR快速检测诊断项目在不同病原体例如细菌和病毒中的技术已经较为普遍运用。

在病原体检测核定中 PCR 检测靶向为核酸 DNA/RNA，灵敏度高、特异性强等特性都是其相较其他检测

方法的优势所在。目前已开发出基于不同引物的 PCR，如 ctrA，porA，crgA，16S rRNA，siaD 和 NspA
以及基于 ctrA 的实时 PCR (Real Time-PCR)。对脑膜炎球菌的诊断是非常快速和有用；限制性片段长度

多态性(PCR-RFLP)、rRNA 探针技术(ri-botyping)、PCR 分析染色体二氢叶酸合成酶，基于 PCR 的 pilA，
pilB 和 porA 基因重复序列可以检测不同的血清型和血清型脑膜炎球菌[13] [14] [15] [16]。 
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