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文章编号;1000-7423(2003)-06-0342-03 【论著】

应用斑点免疫金渗滤法检测
  旋毛虫病患者血清IgG

                刘英杰，刘云’曲耀华，郑勇’刘艳红3张永利“ 陈娟办

    【摘要」 目的 研究应用斑点免疫金渗滤法(DIG1 A )快速检测旋毛虫病患者血清抗旋毛虫IgG抗体。 方法 采
用旋毛虫肌肉期幼虫膜抗原，以胶体金颗粒结合的羊抗人IgG为标记抗体，以颤色深浅为判断阳性标准。 结果 纯化
的旋毛虫肌肉期幼虫膜抗原与患者血清中特异性抗旋毛虫工gG抗体通过渗滤在硝酸纤维素膜上反应，10 min内即可直
接观察结果。在76份患者血清的检测中，阳性率为94.74%,与ELISA法的检出阳性率钓.84%相比差异无显著性(犷
=2. 83沪>0.05)。交叉试验与重复试验结果显示DIGl'.A具有较好的特异性及稳定性。 结论 DIGFA法可快速检侧

旋毛虫病患者血清特异性旋毛虫IgG抗体〔
    [关键词】旋毛虫病:斑点免丧金渗滤试验;酶联免疫吸附试验;膜抗原;免疫诊断
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    [Abstract]  Objective  To study a new quick method for detecting serum IgG against Trichinella spirahs (T. s).   Methods
Membrane antigen of muscle larva of T. s was isolated and combined with the nitrocellulose membrane. Goat anti-human IgG was
conjugated with the golden pellets of colloidal stale which was used as marked antibody for the experiment of dot-immunogold filtra-
tion assay to examine speck IgG.   Results  T. s IgG and its corresponding antigen reacted on the membrane by filtration, and the
result could be observed with naked eyes within 10 min. In the examination of 76 clinical serum samples, the positive rate was
94.7%. It was not significantly higher than that of ELISA( X' =2. 83,P >0-05).   Conclusion  The dot-immunogold filtration，-
say is rapid and simple for performing and reading in the detection of IgG against T. s with high sensitivity and specificity
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    斑点免疫金渗滤法(dot-immunogold filtration as-

say, DIGFA)是以胶体金为非酶标记物的快速斑点免
疫结合试验，该法具有简便、快速、高度敏感和特异的

特点，将DIGFA法用以检测旋毛虫病患者血清抗体，

尚未见报道。本文用敏感性和 特异性较高的纯化旋

毛虫肌肉期幼虫膜抗原川，以硝酸纤维素膜为固相载
体，用胶体金标记羊抗人IgG，建立检测血清中旋毛虫
IgG抗体的斑点免疫金渗滤法，经与ELISA法比较，结
果令人满意，报告如下。

                材料与方法

1 旋毛虫肌肉期幼虫膜抗原的制备和纯化

    利用虫体膜蛋白和水溶性蛋白可在非离子去垢剂

Triton X-114溶液中发生相分离的原理，按文献[[1]的

方法制备和纯化旋毛虫肌肉期幼虫膜抗原(membrane

antigen of muscle larva ,MPA)，用改进的酚试剂法测得
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蛋白质含量为1.617mg/ml� Triton X-114购于Sigma
公司。

2 金标记羊抗人IgG
    按文献L 2]的方法制备，羊抗人工gG由卫生部上

海生物制品研究所提供，直径为20nm的胶体金颗粒
购自华美生物工程公司。

3 血清样本

    76份旋毛虫感染早期的患者血清，该病的诊断标

准为:具有本病的临床表现;血清学检查抗旋毛虫抗体

阳性;肌肉活检发现旋毛虫幼虫囊包;经阿苯达哇治

愈。凡具备第一条和其余一条者即可诊断为本病，本

组患者中有10例经肌肉活检确诊;7份粪检经病原学
确诊的口本血吸虫病急性患者血清、9份粪检阳性的

肝吸虫病急性患者血清,6份痰检肺吸虫卵阳性的肺

吸虫病急性患者血清，其诊断标准参见文献〔3]。以

上血清来自到河南大学第一附属医院、河南大学附属
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Table、r ,l.                  DIGFA 5 ELISA M97tTMl1nk%*蜡Nl?6JRResults of semm antibody dectection by DIGFA and。。
FLJSA

样 本 样本数 阳MI数
阮o'ple                No

旋毛虫病患者血清
Seta from Patient. with eichiaellosis
健康人血清
Sera from hoohhy persons
华支筹吸虫病患者血清
Sera from patients with clonm,.hlasia
日本血吸虫病患者血清
Sera tro， n patients with sohistosoaoas�
肺吸虫病患者血清

sample--      No, positives

76               72

  阳性牛(h 1
Posltiveaatc(5, )

  阳14数
No. positives

  阳性率(%)
Positive rate( 7a )

94.74 86.84

II. II

14.29

16.67

Se- from

淮河医院与开封市防疫站就诊的患者;40份健康人血

清来自开封市防疫站中心血站。

4  DIGFA法的应用

4.1 测定装置 参见文献【4]，将旋毛虫肌肉期幼虫

膜抗原(19PA)浓度调至I mg/ml，取1 It,l YIPA液，点

加在0. 45 IL。孔径的硝酸纤维素膜(上海医药工业研
究院提供)中央，其下力一加正常健康成人血清IgG (2

mg/ml) 0. 5 ILI，作为质控线，4℃放置30 min，取出室
温自然干燥。

4.2 测定过程 在圆孔膜上滴加封闭液100闪[含

10留LBSA,O. 5% Tween-20的PBS (0. 0l mol/L pH

7.4)],PBS(O.01mol/L pH7.4)50 Ih1,滴加血清标本
(10倍稀释)50 ILI, PBS(同上)50 RI I金标羊抗人

工gG50闪,PBS(同上)50闪，待渗人。结果观察:在膜
中央出现红色斑点者为阳性，颜色稍浅者为弱阳性，否

则为阴性。其下方的对照线为实验有效的标志，无论

阳性或阴性结果对照线均应显红色。

ELISA和DIGFA的敏感性。结果该血清经ELISA法

测定1:8稀释仍为阳性，1: 16为阴性，而用DIGFA测

定，1: 16仍为弱阳性，1:32为阴性，后者敏感性略有提

高(表2)。

2 吸收试验

    将纯化的MPA与ELISA检出的旋毛虫抗体阳性

血清10份等体积混合后用DIGFA检测旋毛虫IgG抗

体，结果均为阴性。

3 重复性试验

    检测2份抗体阳性血清和2份抗体阴性血清，重

复检测5次，阳性标本均阳性，阴性标本均阴性，批间

及批内阳性斑点颜色变异不明显，试剂重复性好。

表2  DIGFA法与ELISA法测定旋毛虫独G抗体结果比较
      Table 2

and ELISA

Comparison of results of T. s IgG dectection by DIGFA

EI2SA

  阳性数
No. positives

  阴性数
No. negatives

急i{

Pma

肠

们

3

44

5  ELISA法

    抗旋毛虫特异性抗体ELISA法试剂盒购自深圳

市绿瀚生物技术有限公司，按说明书操作。

                  结 果

1  DIGFA法与ELISA法检测不同血清抗体结果比

较(表1)

    DIGFA法和ELISA法对旋毛虫病患者血清IgG

抗体检测阳性率差异无显著性(扩=2.83尸>0.05)。

0IGf入

  阳Nt数
入.)Plwrtivea
  阴性数

N仁卜f]egahves

    急计
    Pnin,

4 稳定性试验

    将点样后的膜与金标抗体置4℃冰箱保存，间隔

30 d取出测定I次，共6次，结果无改变，说明DIGFA

所用纤维素膜和金标抗体在0一4℃至少可保存半年

2  DIGFA法与 ELLSA法检测血清标本中旋毛虫

IgG抗体的比较

    用本法测定66例经ELISA试剂盒检测阳性的血

清及47份阴性血清，其敏感性为95.45 ，特异性为

93. 62%。另外，将一强阳性血清倍 比稀释，比较

                  讨 论

    通过研究，作者认为渗滤试验的硝酸纤维素的膜

孔径以0. 45 N,m为宜，此时膜的吸附性能和渗滤速度
均较合适，关于抗原和血清的浓度，作者采用棋盘滴定
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法对抗原及血清进行倍比稀释，经筛选比较，选择抗原

浓度I mg/ml、血清浓度I:10为最佳反应浓度。取一
份混合阳性血清和一份棍合阴性血清用方阵法对各种

反应条件作滴定.最终选择MPA点样量为1闪，金标

抗体制备后与抗原膜滴配，稀释成最适浓度，以50闪

用量时即可得到清晰的淡红色斑点。

    旋毛虫病主要是通过食人含有旋毛虫幼虫的肉类

而发生的，我国屠宰猪的旋毛虫感染率约为0.1%-

0.2%，某些地区高达2%-7%'si，影响了人们的食肉
安全，目前多用ELISA法来诊断旋毛虫病，但其操作

繁琐，需时长，不利及时诊断及治疗。本研究显示使用

旋毛虫肌肉期幼虫膜抗原的DIGFA法检测旋毛虫患

者血清旋毛虫IgG抗体具有较高敏感性和特异性，重

复性和稳定性好且方法简单、快速，具有一定的临床

使用价值。
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棘额口线虫致消化道出血一例

李继红，崔茜’包磊2

中图分类号:8383.1 文献标识码:D

    患者 女性 苗族,42岁，农民。因黑便1天于200()年9

月3日来恩施州中心医院就诊。主诉:上腹部疼痛月余。自l

天前开始，大便黑色似柏油状，粘稠而反光，略为成形，无其它

不适。疑为上消化道馈疡出血，行电子胃镜检查，见胃小弯距

幽门切痕约1 ctn处，有一直径约1 cm左右突出于胃壁的圆形

瘤块，瘤块中央有一小孔，孔中有一弯曲线形虫体，浅肉红色略

透明，前端埋人胃壁瘤块中后段游离于胃腔中，镜下取出未获

成功，次日行胃部分切除术取出瘤块和虫体送恩施州中心医院

病理科转我室鉴定

    鉴定:光学显微镜下观察，虫体乳白色，体长12 mm，体宽

约1 mm。头部球形，上有8环小钩，第一环50个，第二环52

个，第三环54个，第四环56个.第五环58个，第七环56个，第

八环54个，中部小钩稍大，向两极延伸小钩逐渐变小。口周有

  对肉质唇 体表有横纹，体前半部有叶状小棘，近头部体棘

短而宽，齿尖游离端为锯齿状(三齿)，稍后段体棘增长，再往后

体棘逐渐变小变短，数量逐渐减少直至消失，齿尖由三齿过渡

为单齿，体后部基本无棘，直到肛周腹面才有微棘。泄殖孔开

口距尾端0.5 mm处，泄殖孔两侧没有乳突，也未见明显膨大的

假交合伞，但隐约可见两支极短小交合刺。经形态结构观察并

与文献记载的虫体仔细对照[1」，确定为性未成熟的棘额口线虫

成虫
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    讨论:据近期资料统计W，我国报告本虫感染24例，绝大

多数为第三期幼虫或性未成熟的成虫，造成人体的损害主要是
皮下脓肿、结节和皮肤型幼虫移行症，在人体胃中发现性米成

熟成虫并造成典型胃部损害，尚未见报道。棘IN口线虫以剑水

蚤为第一中间宿主，乌鳗、泥鳅和黄鳝等为第二中问宿主.蛇、

蛙、鸡和鸭等为转续宿主，犬、猫、虎和豹等为终宿主。人并非

本虫的适宜宿主，在人体一般不能发育成熟为成虫，因此，从人

体获取的虫体大多为幼虫或性未成熟的成虫。本例患者为苗

族人有吃生食和喝生水的习惯、患者自述春夏季常生食青蛙、

由此推测可能因生吃青蛙食人第三期幼虫而感染。 一般情况

下，人体感染第三期幼虫后，幼虫大多在皮下或内脏移行.且虫

体短小，形成这种现象的原因，可能是本虫到达其他组织后很

难回到胃壁后，而其他组织器官不能提供本虫发育的某些必要

条件，因此发育不良。本例情况显示，本虫在胃壁定居生长，其

生长环境类似正常终宿主提供的环境，因此，发育状况比在其

他组织器官中好，体形较大，性状接近成虫，但不能达到性成

熟.说明人体非本虫适宜的终宿主。
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