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磁珠一ELISA检测日本血吸虫循环虫卵抗原的研究

                    毛亚飞’ 张悟澄’ 潘劲草2

中图分类号:z383.24 义献际W4-S:A

    循环抗原(circulating antigen, CAg)是宿主休内活虫(包括

虫Yll )所产牛的具抗5141t的代谢物质。它的存在表明血吸虫现

症感染J仁能大致反映感染虫荷，而目宿主有效化疗后(勺可

被宿主迅速清除。故CAP检测不仅可作为诊断的依据，还口{用

于疗效考核 目前国内外己建立了多种检测CAg的力法如双

夹心一ELISA,斑点El.工SA,反向间接血凝试验等，并采用小同

样本(血液和了或尿液)进行血吸虫CAg的检测.均取得一定的

成绩。本文以磁珠(nagnctic head, M13)作为固相载体，建立厂

检测日本血吸虫CAg的磁珠酶联免疫吸附试验(M& ELISA)

技术，通过对有关实验条件的优选，流程的确定，使方法标准

化，并应用丁血吸虫病患者血清CAg的检测，取得了初步效果，

为进一步深人研究提供新思路‘

孔)，加待检血清(I:4) 50 hl;孔.37 1;'振荡20 min.弃上清，加

.:2 (100 11RP MG2 50沙孔，37 t'振荡20 min. PISS丁彻底清

洗，加()PD溶液100 IAU孔，37 l一振荡10 min,最后加2 moll[

硫酸终1h.反应，用磁分离器将n田吸丁一侧，测定〔)D 值

1.4 常规夹心ELISA(S ELISA)按李允鹤1“，方法进行，包被

单抗M(:2上作浓度为10泪1111，HRP-MG2工作稀释度为
卜1 (100，

1 材料与方法

1.1主要p脸材料和仪器 6fk珠,Dynabeads(R) M-450 (unan-

ufactured场Dyual .A. S. N-0212 Oslo, Norway)、直径5 l- 单
抗MG2: MG2腹水山}海第- IK-科大学娄文娴教授惠赠_

MG2靶抗原为虫卵抗原，免疫球蛋白类型为IgM。    MG2腹水

用PEG沉淀法纯化，纯化后用紫外分光光度计侧定蛋白质浓

度 辣根过氧化物酶标记单抗(HRP-MG2)和可溶性虫卵抗原

(SEA,。4777 mg/utD:由浙初_省医学科学院寄生虫病研究所

张素娥研究员惠赠。磁分离器:由木教研室自制、

1.2 血清 血吸虫感染免血清:健康家兔感染门本血吸虫尾

坳(1 Soo条}兔)45d后采集血清。急险血吸虫病患者血清(10

人份)除临床病史、症状、体征符合外，均经0)P4. 侧定 环沉

率达20%以上;慢性血吸虫病患者血清(64人份)和姜片虫病

患者血清(7人份)，均为粪捡虫109日阵者卫氏并殖吸虫病患者

血清(15人份)和旋毛虫病患者血清(l3人份)，除临床病史、

症状、体征符合外，ELIS八法抗体检测均为阳性;健康人血清

(40人份)，为体检健康者血清.由杭州市ij.生防疫站提供

1.3 磁珠酶联免疫吸附试验(M& ELISA )

1.3.1  ttt珠单抗(MR-MG2) }4制备 按饶微等1’」方法进Ti

用0. 05 -,11L pH 8. 5的’Iris缓冲液将25 9f,戊 一r水溶液稀释

成1.2596浓度.用该溶液悬浮磁珠(6.76x Iffl孔为宜)，置室

温振荡1. 5 U,用‘III,缓冲液洗净，立即悬浮在含MG2单抗

佗5 IrgJml为宜)的}述缓冲液中，置37℃水浴1卜、加等体积
。SSu BSA缓冲液,37 t:封闭0.5 1,用0.5% 854缓冲液清洗

3次，并用该溶液肤复磁珠到原体积.置a t'备用

1.3.2  =i术流坦 将 MB MG2摇匀.吸tFa标板内门0 III

2 结果

2.1  Nff',ELISA及1 ELISA检则灵敏度比较 MB ELISA检测

SEA的极限浓度为2.9;省1111，而SEI.IS1则为5,8【词nil: MR

ELISA检测3份阳比血清终点滴度为I:  16,而S ELISA则为

l; 8 Mi3ELIS4较SE115A略为敏感。

2.2  MaFLISA的84步应用结果

2.2.1  MB-ELISA及SFLISA检测感类兔血清的七较 用两

法平行检测感染早期兔血清24例，结果NIB ELISA阳性率为

33.3%(8124)而SELISA则为25%(6124),.经才检验两法
的差异无显著性意义(P>0.05),

2.2.2  MB-ELISA及SELISA检测结果 急性A吸虫病、慢

0}血吸虫病 卫氏并A吸虫病、姜片虫病、旋毛虫病患者血清及

健康人血清检测结果见表1

        表I  6W-ELISA及S-ELISA检测各类人群血清结果

MB-FLIS八

血7n
阳性幸'b

S-ELISA

「!{性声卞%

急Pt血吸虫病

漫 Pt血吸虫病

健康人

Il.氏并硝吸虫病

姜片虫病

旋毛虫病

川0门0110)

62.5 (40163)

  10 (4r40)

26.7 (4W )

  14.3(]7)

  0帕i玛)

to川 10,110)

56.3 (36,164)

  l0 t4W01

33.3 (,5,115)

14 3 (I17)

0(川曰)

1'均>0.05
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3 讨论

    本文应用抗虫卵SEA-MG2单抗建守M日ELISA检测慢性

血吸虫病患者血清，阳It,率为62. 5 % (4(V64)，与异F:LISA的

56.3"x(3创64)相比.阳胜率略高，但无显著性差异。MG2检测

的靶执原为虫卵SEA抗原，而患ri的C:''g成分非常复杂.S.要
有〔ill,八‘MA人,SEA3人类 它们在宿七的消长规律也不同、所

以用抗虫卵SEA的单抗作火心ELISA检测而吸虫〔’勺时，仅

能检出具有MG'结合位点的相应的循环抗原
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    本文应用MB-EI.ISA检测其它蠕虫感染者血清及健康人

血清，对卫氏并殖吸虫病患者而清的交叉反应为26. 7 % (4!

IS)、似较S ELISA 33.'3"(,(5(15)略低、但无显着性差异 对姜

片虫病患者1111清及健康人血清，两法的假阳性率分别为

14.3%, 10%,表明MG2用4一本法并末显著提高特异除。文

献报道H木血吸虫虫卵SEA抗原与卫氏并殖吸虫、姜片虫叮

溶性杭原均存在共同杭原组分及血清学交义反应性!”}，曾庆
仁等s1用SDSPAGF和F'LI“分析口本血吸虫虫卵可溶性抗

原，发现有8条多肤分子带 其中1条(2'21 kDf)与卫氏并殖

吸虫病思者血清起交叉反r,̀，同样，在Jf殖吸虫成虫抗原9条

多肤分子带中有I条(36137 kD,)与血吸虫病患者血清起交叉

反应_这表明日本血吸虫虫卵可溶比抗原与卫氏井殖吸虫抗

原具有共同的抗原决定族，存在交叉反应 为了把交又咬应降

全最低 其关键在于筛选出更特异的单克隆抗体

    MIIELISA及SELISA检测感染兔血清的结呆表明、对感

染早期的兔血清，MG2的检出率低.分别为33.3%和25%、与

潘劲草等;61用同一单抗的BSASELISlA方法险侧感染兔血清

的报道相似。这可能与感染动物体内SF: ,\抗原的出现时问有

关_日本血吸虫感染动物后最早在24 d开始产卵，再经11 d

才发育为含毛}A的成熟卵，此后分泌SEA。刘世国等了〕报道，

H本血吸虫感染家兔在感染后第4周,8.6%家兔SEA呈阳性

反应，感染后第6周,3类CAg均为低水平第8周明显上升

本研究的感染免血清系感染后45d血清，其结果符合口本血吸

虫的生活史规律及文献报道

    MB-ELISA是在H,ISA原理的基础上建立的一种新型固

相免疫检测技术，磁珠晦联免疫吸附试验SELISA敏感;对慢

Nt. n吸虫病的敏感Il及卫氏并硝吸虫病的特异比方而的阳比

率的绝对放也均较常规SELISA为好，但无统计学显著性差

异 今后改进的关BT i7题一是筛选更理想的单克降抗体，二是

改进M玛的性能，并降低成木
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透明胶纸粘贴法治疗蠕形蜻感染的效果
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中}钊分类P :R384.423 义献标识码:I)

透明胶纸枯贴法诊断蠕形蜗感染已广为使用 1999 3 疗效考核标准 治愈:连查3d结果为阴性 显效:结果为

2001年，我们用此法对蠕形蜡感染者进行了实验治疗观察 结

果报道如F

阳性，感染度降低;无效 结果为阳性，感染度未降低

1治疗对象与方法

1.1对象 河南大学.999级和2000级学生。经透明胶纸粘

贴法鼻部检查〔胶纸为7 iinx 1.8 cui).蠕形蜗阳性者189例，

其中男性90例，女性9，例，年龄18一21岁。根据每张玻片蠕

形蜡检出数将患者分为轻度感染组(I--3条)117例，中度感

染组((4一6条)54例，T度感染组((7条以t)18例

1.2 方法 患者每晚人睡前洗净面部，在鼻部(包括鼻尖和两

侧鼻翼)贴一透明胶纸怡cmx3。)，清晨洗脸前取厂_每次
洗脸前用开水烫洗毛巾及脸盆。20 d为一疗程，共两个疗程

每一疗程结束后用透明胶纸枯贴鼻部收集蟒虫‘连查3幻，检

查疗效

2 结果

    轻度感染组:治愈89. 7401,(105i117).无效 10.3%(121

117);中度感染组:治愈31.5% (17i54),显效51.8% (28/54),

无效16. 7',f, (9154) ; a,度感染组:治愈]] 【%(2'18), W}效

()] M 11/18)，无效27. 8'1L (51 l8) �轻度感染组治愈率显著

高于中度和重度感染N
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3 讨论

    结果表明，透明胶纸粘贴法治疗蠕形姚感染者 感染度不

同疗效也不同。轻度感染者治愈效果显著，疗效好，费用低

中度和重度感染者司明显降低感染度一木法能否作为一种辅

助疗法与约物治疗配合使用，有待进一步研究 本实验未发现

皮肤过敏K,但最好镇用
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