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【摘要】 研究背景 脑炎的明确诊断有赖于在脑实质或脑脊液中发现病原体，但脑脊液标本制备

过程中所经历的离心、洗涤等步骤均可导致病原体结构破坏、丢失，直接影响诊断效度。为了提高阳性

检出率，有必要对传统脑脊液标本镜检处理程序中可能导致病原体减少的步骤进行改良。方法 采集

23例疑似病毒性脑炎患者和 10例对照者的脑脊液标本，分别采用加入戊二醛溶液使之终浓度达 2.5%，

混匀、静置 4 h后肉眼观察沉淀物形成再离心收集病原体方法；或不经戊二醛溶液处理即离心收集病原

体方法。Gimenze染色检测脑脊液病原体。结果 对照组患者两种脑脊液处理方法，差异无统计学意义

（P = 1.000）。疑似病毒性脑炎组经传统脑脊液标本镜检 10 例 Pandy球蛋白定性试验阳性，经改良脑脊

液标本镜检 23例均可见沉淀物形成，差异具有统计学意义（P = 0.000）；其中 7例患者脑脊液培养可见病

原体生长，经 Gimenze染色、免疫荧光染色和聚合酶链反应明确诊断为立克次体感染。结论 改良脑脊

液标本镜检处理方法可有效分离细胞、病原体和蛋白质。
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【Abstract】 Background The diagnosis of encephalitis depends on the finding of pathogens in the
brain parenchyma or cerebrospinal fluid (CSF). But the success rates of finding pathogens by microscope
are low by the traditional specimens handling procedure in which pathogens are detected by direct
centrifugation of CSF getting from lumbar puncture. The process of pathogen collection from the CSF such
as centrifugation and washing would cause the destruction and loss of pathogens, resulting in a lower rate of
pathogen discovery. Therefore, in order to increase the detection rate of pathogenic microorganisms in CSF,
these traditional steps need to be improved. Methods CSF samples of 23 patients with suspected viral
encephalitis and 10 control patients with fracture were prepared by two methods: traditional specimens
handling procedure (TSHP) and improved specimens handling procedure (ISHP). In the ISHP, a final
concentration of 2.5% glutaraldehyde was added to CSF in a glass tube, mixed and kept not moving in 4 ℃
for 2 to 4 h or in 37 ℃ for 1 h. Then a smear was made from the sediment formed in the tube to check
pathogens by microscope. As for the TSHP, pathogens were collected by direct centrifugation of CSF which
had not been treated after lumbar puncture, and checked through Gimenze staining. Results There was
no statistically significant difference between the two dealing procedures in the control group (P = 1.000).
As for the case group, there were 10 cases showing positive in Pandy test after TSHP, and visible sediments
were seen in all the 23 cases after ISHP. There was statistically significant difference between two kinds of
CSF treatment for the finding of pathogens (P = 0.000). Seven cases presented pathogen growth in CSF and
were diagosed as rickettsial infections by Gimenze staining, immunofluorescence assay (IFA) and
polymerase chain reaction (PCR). Conclusion Improved specimens handling procedures of CSF
contribute to the seperation of cells, pathogens and proteins.
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脑实质发现病原体为诊断脑炎的金标准。然

而，由于脑组织活检获得标本的有创性不易被患者

及其家属接受，至今尚不能成为诊断脑炎的主要实

验室检查方法。脑脊液病原微生物检查是替代脑

组织活检而明确诊断脑炎最可靠的方法。虽然相

比脑组织活检，腰椎穿刺脑脊液检查更易被患者及

其家属接受，但相对血液标本，腰椎穿刺获得的脑

脊液标本量较少，且其中微生物、细胞、蛋白质、脂

质、非蛋白氮（NPN）等生物成分含量较低，若直接镜

检则必须采用高速离心法以提高标本中生物成分

含量的浓度。根据 Schwarz［1］的研究，传统脑脊液检

测技术及其各种改进方法均会导致大量细胞丢

失。即使是 Schwarz发明的目前广泛应用于临床的

两步法离心收集技术亦会导致至少 10%的细胞丢

失［1⁃2］；而相对分子质量更小的病原微生物、蛋白质

成分则更易在离心过程中损失，导致脑脊液病原微

生物的阳性检出率较低。另外，传统未经处理的离

体脑脊液标本中的二氧化碳极易释放进入空气，标

本搁置时间较长会因缺乏缓冲盐等原因而致 pH 值

发生改变（数秒内脑脊液 pH 值可由 7.32 ~ 7.36升至

7.80以上），细胞和病原微生物存在时间极短［3］。这

也是导致脑脊液病原微生物阳性检出率偏低和较

长时间保存的标本无法用于检测的重要原因之

一。在少量脑脊液标本中直接发现病原体或脑炎

标志物，须尽量减少其在脑脊液处理过程中的损

失，以及在离心浓缩过程中脑脊液成分的丢失。最

大限度保持病原微生物、细胞和蛋白质等待测物质

性状，对提高脑脊液病原体和脑炎标志物阳性检出

率至关重要［3⁃4］。鉴于此，须固定脑脊液中生物活性

成分，减少自然破坏；并尽可能使相对分子质量较

小的物质相结合，以减少离心过程中生物成分的丢

失与破坏。我们通过戊二醛预先固定脑脊液，然后

进行脑脊液标本镜检处理，对提高病原微生物阳性

检出率效果良好，结果报告如下。

资料与方法

一、一般资料

1. 纳入与排除标准 （1）病毒性脑炎诊断标准：

参照赵钢［5］和 Steiner等［6］提出的病毒性脑炎诊断标

准，符合其中② ~ ⑤项标准，伴或不伴①项表现者即

可明确诊断。①发病前 5 ~ 15天表现有发热等感冒

样前驱病史。②有精神障碍、智力障碍等高级皮质

功能改变或局灶性神经功能障碍表现。③脑脊液

有或无炎症性改变，但常规检查方法未发现细菌

（包括结核分枝杆菌）、真菌等感染的证据。 ④脑电

图主要呈现弥漫性异常，亦可见局灶性改变；头部

核素扫描、CT 和 MRI 检查无占位性病变征象［除外

单纯疱疹病毒性脑炎（HSE）和某些局灶性脑炎］。

⑤脑脊液未检出病毒性抗原或特异性抗体。（2）其

他纳入标准：由于部分入组患者进入疾病恢复期后

拒绝再次行腰椎穿刺，故本研究仅纳入急性期患

者。（3）排除性传播疾病（STD）引起的脑炎（病）、肿

瘤、急 性 播 散 性 脑 脊 髓 炎（ADEM）、多 发 性 硬 化

（MS）等中枢神经系统疾病。（4）本研究获得广州市

脑科医院伦理委员会批准（批准号：20120312），患

者或其家属签署知情同意书。

2. 标本来源 （1）不明原因脑炎疑似病毒性脑

炎组（脑炎组）：根据上述纳入与排除标准，共选择

2010年 5月-2012年 10月在广州市脑科医院神经内

科住院治疗的不明原因脑炎疑似病毒性脑炎患者

23 例，男性 15 例，女性 8 例；年龄 7 ~ 55 岁，平均为

29 岁。（2）对照组：共选择无全身性或系统性疾病，

并同期在外院骨科住院治疗的骨折患者 10例，男性

7例，女性 3例；年龄 24 ~ 40 岁，平均 29 岁。入组前

15天表现有发热、头痛、失眠、精神异常等临床症状

且头部影像学检查明显异常者均不纳入本研究。

二、实验方法

1. 主要实验试剂与仪器 孔雀绿染液（规格：

10 g/L）和戊二醛溶液（规格：250 g/L）均由西格玛奥

德里奇（上海）贸易有限公司提供。石碳酸品红染

液为中国台湾贝索（BASO）公司产品。SCR⁃300 型

和 ABS⁃040型立克次体免疫荧光抗体检测玻片均由

澳 大 利 亚 Rickettsial Reference Laboratory Barwon
Health提供。

2. 标本制备与检查方法 对照组患者于蛛网膜

下隙阻滞麻醉联合硬膜外麻醉下行腰椎穿刺术获

Cytological techniques
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得脑脊液 1000 μl，脑炎组患者则于入院当日或次日

同法采集等量脑脊液标本，于生物安全柜中严格按

照无菌操作原则进行检测，防止污染。（1）传统脑脊

液标本镜检处理（TSHP）［3 ⁃ 4，7］：以聚丙烯试管采集

1000 μl脑脊液，2000 × g离心 10 min，弃上清液后滴

加 20 μl生理盐水稀释沉淀，取 10 μl进行涂片；待玻

片干燥，过火固定。（2）改良脑脊液标本镜检处理

（ISHP）：1000 μl 脑脊液加入 100 μl 含质量分数为

25%戊二醛的玻璃试管中，混匀，4 ℃静置 2 ~ 4 h或

37 ℃静置 1 h 可见沉淀物生成；经预先固定的脑脊

液加入 3 ml蒸馏水，稀释、混匀，400 × g离心 10 min，
弃上清后于沉淀物中加入 2 ml 蒸馏水混匀。重复

操作上述程序 2 次，去除戊二醛；加入 20 μl 蒸馏水

稀释、混匀，取 10 μl进行涂片。（3）Gimenez染色［8］：

石碳酸品红工作溶液染色 1 min，蒸馏水洗涤 10 s，
质量分数为 0.8％孔雀绿染液染色 45 s，蒸馏水洗涤

10 s，重复上述步骤直至出现蓝色或绿色，洗净、吸

干，并于空气中干燥。

3. 观察项目 （1）对两组患者的脑脊液化合物

［包 括 蛋 白 定 量、葡 萄 糖、氯 化 物、腺 苷 脱 氨 酶

（ADA）、乳酸脱氢酶（LDH）］、沉淀物、细胞学和病原

体进行检测。（2）传统脑脊液标本镜检处理方法采

用潘氏（Pandy）球蛋白定性试验检测脑脊液蛋白

质。改良脑脊液标本镜检处理方法可肉眼观察离

心前产生的沉淀；参照肥达反应方法予以倍比稀

释，根据最高稀释倍数所见沉淀的浓度即可粗略估

计脑脊液细胞与蛋白质总量。（3）采用 Gimenze染色

检测脑脊液病原体。

三、统计分析方法

所有数据均采用 SPSS 19.0 统计软件进行计算

与分析。计数资料以率（%）或相对数构成比（%）表

示，采用 Fisher 确切概率法。以 P ≤ 0.05 为差异具

有统计学意义。

结 果

一、脑脊液沉淀物检测

10 例对照组患者经传统脑脊液标本镜检处理

后，1 例 Pandy 球蛋白定性试验呈阳性反应；经戊二

醛固定的改良脑脊液标本镜检处理后，2 例肉眼可

见沉淀物形成，其中 1例为 Pandy球蛋白定性试验阳

性患者。上述两种处理方法比较，差异无统计学意

义（Fisher 确切概率法：P = 1.000；表 1）。23 例疑似

病毒性脑炎患者，经传统脑脊液标本镜检处理后，

10 例 Pandy 球蛋白定性试验呈阳性反应；经改良脑

脊液标本镜检处理后，23例脑脊液标本均可见沉淀

物形成（图 1）。两种处理方法比较，差异具有统计

学意义（Fisher确切概率法：P = 0.000；表 1）。

二、脑脊液病原体检测

对照组患者经传统和改良脑脊液标本镜检处

理后，无一例发现病原体；脑炎组患者经传统脑脊

液标本镜检处理后亦未发现病原体，而经改良脑脊

液标本镜检处理后 7 例可见病原体生长；两种处理

方法比较，差异具有统计学意义（Fisher 确切概率

法：P = 0.009；表 1）。脑炎组 7例患者脑脊液标本均

经 Gimenze 染色初步判定为立克次体感染（图 1b），

并经进一步免疫荧光染色（IFA）和聚合酶链反应

（PCR）得以明确诊断（图 2），7例阳性脑脊液标本接

种于豚鼠后均发生立克次体脑炎。

讨 论

脑脊液标本镜检前加入戊二醛溶液并使其终

浓度达到 2.5%的目的是：戊二醛的两个醛基可分别

与细胞、病原体和抗体蛋白质氨基形成 Schiff 碱
（-N = C-），将它们以五碳桥相连接［9］。经此方法处

理后，本组 23例疑似病毒性脑炎患者的脑脊液标本

静置 2 h 后均形成肉眼可见沉淀物，而对照组脑脊

液标本仅 2 例出现沉淀。检测结果提示，疑似病毒

性脑炎患者脑脊液中的蛋白定量和细胞总数发生

改变。尽管脑炎组患者蛋白定量和细胞总数可以

无改变，如本研究脑炎组仅 5 例脑脊液标本蛋白定

量检测异常，但 Pandy球蛋白定性试验阳性者 10例，

表明脑炎组患者脑脊液球蛋白定量升高，与总蛋白

定量升高并不一定成比例［10］。球蛋白定量升高［如

IgG 的 GD1a（500）、GD1b（500）、GT1b（2000）、GQ1b
（64 000）等成分］，提示免疫应答反应参与脑炎病理

生理学过程［10⁃11］。球蛋白为小分子蛋白质，该蛋白

的增加并不一定必然增加脑脊液蛋白总量［10］，但增

加的蛋白质分子提供了更多的氨基形成五碳桥的

Schiff碱（-N = C-）。戊二醛缩合体使被结合的蛋白

质分子与分子之间的间隔延长，可免于蛋白质三级

结构发生改变［9］。因此，戊二醛可将分散的蛋白质、

细胞连接在一起形成肉眼可见的沉淀；而未加戊二

醛的脑脊液标本中的细胞、蛋白质不能形成彼此连

接的化学键，故不产生沉淀，而加入石碳酸的脑脊

液标本则仅沉淀球蛋白。

另外，戊二醛还具有固定细胞、病原微生物及
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图 2 疑似病毒性脑炎的不明原因脑炎患者，经免疫荧光染色明确诊断为立克次体脑炎 × 400 2a 对照组 2b 脑炎组

Figure 2 The patient with suspected viral encephalitis were confirmed as rickettsial encephalitis by IFA × 400 Control group
(Panel 2a). Case group (Panel 2b)

图 1 脑脊液沉淀物检测 1a 第 1和第 2号试管中分别为对照组和脑炎组患者脑脊液标本，经传统的Pandy球蛋白定性试验处
理后未见沉淀生成；第2和3号试管中为同一例脑炎患者脑脊液标本，蛋白定量及白细胞计数于正常值范围，但第3号试管中加入
终浓度为2.5%的戊二醛溶液后，可见沉淀物形成（箭头所示） 1b 同一例脑炎患者经传统检测方法未获得病原体而被诊断为疑
似病毒性脑炎的不明原因脑炎，经改良脑脊液标本镜检处理后可见病原体生长，初步诊断为立克次体脑炎 Gimenze染色 ×100

Figure 1 CSF sediment test. The specimens in tube 1 and tube 2 were CSF respectively taken from control group and case group,
and no sediments could be seen in tubes after treated by Pandy test (TSHP). The specimens in tube 2 and tube 3 were CSF of the
same patient in case group, and the results of protein assay and numeration of leukocyte were normal. Sediments formed in tube 3
after 2.5% glutaral was added (arrow indicates, Panel 1a). The patient was firstly suspected as viral encephalitis because his
characters were similar with viral encephalitis and no pathogens were found in CSF by TSHP. However, after treated by ISHP,
pathogens were found in a CSF smear, so the patient was diagnosed as rickettsial encephalitis Gimenze staining ×100 (Panel 1b)

1 2 3

Group
Control
Case
P value

N
10
23

Abnormality of compound detection
Protein

0
5

0.291

Glucose
0
0

1.000

Chloride
0

14
0.001

ADA
0
5

0.291

LDH
0
7

0.073

Sediment
TSHP

1
10

0.109

ISHP
2

23
0.000

P value
1.000
0.000

Abnormality of cell detection
TSHP

0
15

1.000

ISHP
0

15
1.000

P value
1.000
1.000

Positive of pathogen detection
TSHP

0
0

1.000

ISHP
0
7

0.073

P value
1.000
0.009

表 1 传统与改良脑脊液标本镜检处理方法各项指标阳性检出比例的比较（例）*
Table 1. Comparison of CSF indicators treated by ISHP and TSHP*

*Fisher exact probability test. The check method of sediments of CSF by TSHP was Pandy test. As for ISHP, through the adding of a final
concentration of 2.5% glutaraldehyde in the tube, a smear was made from the formed sediment to check pathogens by microscope

维持蛋白质三级结构的作用［9］，与传统未经固定即

离心收集细胞与病原微生物的方法相比，改良法减

少了这些物质自然或在离心过程中破坏的数量。

据 Kleine 等［2］描述，脑脊液离心分离细胞洗涤时可

导致细胞丢失，而免疫荧光染色因为标本预先经戊

二醛溶液处理，可使细胞、病原体和蛋白质发生交
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耐利奈唑胺金黄色葡萄球菌
linezolid⁃resistant staphlococcus aureus（LRSA）

耐青霉素肺炎链球菌
penicillin⁃resistant streptococcus pneumoniae（PRSP）

耐万古霉素肠球菌 vancomycin⁃resistant enterococci（VRE）
耐万古霉素金黄色葡萄球菌

vancomycin⁃resistant staphlococcus aureus（VRSA）
脑源性神经营养因子

brain⁃derived neurotrophic factor（BDNF）
内⁃中膜厚度 intima⁃media thickness（IMT）
鸟氨酸氨基甲酰转移酶

ornithine carbamyl transferase（OCT）
帕金森病 Parkinson's disease（PD）
培养分泌蛋白⁃10 culture filtrate protein⁃10（CFP⁃10）
平滑肌肌动蛋白 smooth muscle actin（SMA）

6⁃羟基多巴胺 6⁃hydroxydopamine（6⁃OHDA）
8⁃羟基脱氧鸟苷 8⁃hydroxydeoxyguanosine（8⁃OHdG）
轻度认知损害 mild cognitive impairment（MCI）
人类白细胞抗原 human leukocyte antigen（HLA）
人类免疫缺陷病毒 human immunodeficiency virus（HIV）
人类疱疹病毒 human herpes virus（HHV）
人绒毛膜促性腺激素 human chorionic gonadotropin（hCG）
人胎盘催乳素 human placental lactogen（hPL）
肉毒碱棕榈酰基转移酶 carnitine palmityl transferase（CPT）
肉毒碱棕榈酰基转移酶Ⅱ缺乏症

carnitine palmityl transferase deficiency（CPTD）
朊蛋白 prion protein（PrP）
上皮膜抗原 epithelial membrane antigen（EMA）
神经精神狼疮

neuropsychiatric systemic lupus erythematosus（NP⁃SLE）
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联作用，从而减少了病原体、细胞和蛋白质在离心

作用下的破坏数量，以及洗涤减少的数量，这也是

在不明原因脑炎脑脊液标本中病原体阳性检出率

提高的原因。在制备脑脊液标本过程中对试管的

选择也有一定要求，聚丙烯试管可与戊二醛发生交

联作用，选择玻璃试管可以相对减少不必要的病原

体、细胞、蛋白质黏附在试管壁上。

综上所述，采用改良脑脊液标本镜检处理方法

先将细胞、病原体、蛋白质固定并凝聚后再离心沉

淀，可降低离心速度，减少细胞破坏，保持细胞、病

原体和蛋白质形态，可有效分离细胞、病原体和蛋

白质，极大地提高病原体、细胞和蛋白质阳性检出

率。由于收集脑脊液标本困难，使得本研究所纳入

的总体样本较小，对试验结果有一定影响，因此尚

待增加临床观察病例数以进行进一步临床研究。
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