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　　提要　目的: 探讨用一种快速免疫方法制备抗人尿液日本血吸虫循环抗原的单克隆抗体。方法: 将日本血吸
虫病患者尿液用 15% 三氯醋酸提取循环抗原后采用脾内直接注射法免疫BALB öc 小鼠制备单克隆抗体。结果: 建
立了 2 株分泌抗人尿日本血吸虫循环抗原的单克隆细胞株 2E6 及 2B 11, 两者免疫球蛋白鉴定均属 IgM 类, EL ISA
测得单抗对尿液循环抗原 ( IHU 2CA g) , 效价分别为 2. 56×105 和 6. 4×104。琼脂双扩散试验显示 2 株单抗与正常
人尿三氯醋酸提取物均不能形成沉淀线, 而 2E6 与日本血吸虫病患者尿液循环抗原能产生沉淀线。分别用 2B 11 和
2E6 腹水为捕捉抗体, HR P2H 11 为酶标抗体检测 12 例急性血吸虫病患者尿液, 依次为 6 例和 3 例阳性, 8 例正常
人尿液均为阴性。结论: 用血吸虫病患者尿液提取的循环抗原经脾脏注射免疫BALB öc 小鼠制备单克隆抗体用于
检测日本血吸虫病患者尿液中循环抗原是可行的。
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　　日本血吸虫寄生于宿主门脉2肠系膜静脉系统,

其成虫排出的虫卵多沉积于患者肝脏及肠组织中。

虫体的代谢分泌物及虫卵内毛蚴的分泌物存在于患

者的血液及尿液中, 成为循环抗原 (circu la t ing an t i2
gen, CA g) [ 1 ]。目前, 检测患者血液中的抗体及抗原

已取得了较好的进展, 而检测尿液中的循环抗原正

日益受到国内外学者的关注, 因为尿液收集简便, 且

无损伤性。由于常规免疫法的免疫原用量大, 免疫周

期长, 容易引起非特异性反应, 而且尿液循环抗原经

肾小球滤过后多为小分子抗原, 用针对大分子抗原

的单抗检测尿液循环抗原的效果不甚理想。为此, 我

室采用脾内直接注射日本血吸虫病患者尿液中提取

的循环抗原免疫小鼠制备单抗, 目的在于只用少量

抗原, 就能使靶器官局部有高浓度免疫原, 以增加注

射部位的特异B 细胞亚群数量, 从而提高免疫效

果, 并在减少抗原用量、缩短免疫周期、制备针对尿

液中小分子抗原单抗方面进行了一些尝试。

材料与方法

材　料

1　BALB öc 小鼠　雄性 20 g±2 g, 雌性 23 g±2 g,

均来自上海第二医科大学实验动物部。

2　尿样　阳性尿样 50 份, 采自湖南岳阳日本血吸

虫病患者; 正常尿样 3 份, 采自上海第二医科大学寄

生虫学教研室青年教师。

方　法

1　尿液循环抗原的制备　将 50 份血吸虫病患者尿

样混合约 500 m l, 4 000 g 离心 30 m in, 弃去沉淀, 上

清液加入等量 15% 三氯醋酸, 边加边摇, 充分混匀

后, 4 000 g 离心 30 m in, 弃去沉淀, 上清液流水透析

过夜, 经超滤后冰冻抽干, 为阳性尿液循环抗原

( IHU 2CA g) , 4℃保存, 备用。正常尿样以同方法提

取, 制备对照抗原 (N HU 2CA g)。

　　3 本研究为国家自然科学基金资助课题N o. 39570644 和上海市

科委自然科学基金资助课题N o. 954119010

2　兔尿循环抗原　 IRU 2CA g 为日本血吸虫感染兔

尿循环抗原, 与 IHU 2CA g 及N HU 2CA g 处理方法

相同。为本教研室提供。

3　小鼠脾内注射免疫法[ 2 ]　将 IHU 2CA g 冻干粉 2

m g 溶于 5 m l 0. 9% 生理盐水中, 使溶液中抗原浓度

达 40 Λgö100 Λl, 过滤, 4℃无菌保存。雄性BALB öc

小鼠 1 只固定于解剖板, 置于超净台内, 乙醚吸入法

麻醉, 新洁尔灭酊及 70% 酒精消毒, 依次切开左侧

腹部皮肤及腹膜, 暴露脾脏, 将O T 针头由脾尾插入

脾头, 边退边注射 100 Λl IHU 2CA g, 观察腹腔内无

渗血后, 逐层关闭腹腔。

4　制备单克隆抗体　脾内注射 IHU 2CA g 1 w k, 将

小鼠处死, 取出脾脏, 按我室常规方法[ 3 ]将脾细胞与

骨髓瘤细胞 SP2ö0 融合、筛选、克隆化、扩大培养、

接种小鼠、诱生腹水。

5　琼脂双扩散法鉴定单抗 Ig 亚类　1% 琼脂糖 4

m l 浇板, 收集单抗培液 20 m l, 用蔗糖浓缩 20 倍至

1 m l 后作亚类鉴定, 48 h 后观察结果。

6　单克隆抗体效价测定　将所获得日本血吸虫病

患者尿 CA g 冻干粉按 2 m göm l 浓度包板, 正常人

尿三氯醋酸提取物冻干粉亦按 2 m göm l 包板。单抗

作梯度稀释, 用间接 EL ISA 法测定效价。
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7　用琼脂双扩散法及免疫电泳对单抗与日本血吸

虫病患者尿抗原及正常人尿三氯醋酸提取物进行分

析。

结　　果

1　单克隆抗体

获得两株抗人尿日本血吸虫循环抗原的单克隆

抗体 2E6 与 2B 11, 其效价见表 1。
表 1　两株杂交瘤腹水的效价

Table 1　The titres of 2 hybr idoma’s asc itic f lu id

单克隆抗体
M cA b IHU 2CA g N HU 2TCA SEA 2TCA AW 2TCA

2E6 2. 56×105 2×103 6. 4×104 1. 28×105

2B11 6. 4×104 1×103 6. 4×104 1. 28×105

2　琼脂双扩散试验结果

琼脂双扩散试验结果表明 2E6 与 2B 11 均属于

IgM 类。2E6 及 2B 11 与正常人尿 TCA 提取物均未

出现沉淀线, 2E6 与 IHU 2CA g 形成清晰的沉淀线,

2B 11 与 IHU 2CA g 则未出现沉淀线 (图 1)。

图 1　琼脂双扩散鉴定 2E6 与 2B11 的免疫特性
F ig. 1　Character ization of immunospec if ic ity of 2E6 and 2B11

by agarose double diffusion test

3　免疫电泳结果

免疫电泳显示 2E6 与 IHU 2CA g 及 IRU 2CA g

(血吸虫感染兔尿循环抗原)在阳极端均出现 1 条沉

淀弧 (图 2)。

图 2　免疫电泳鉴定 2E6 的免疫特性
F ig. 2　Character ization of the immunospec if ic ity of 2E6 by im -

munoelectrophoresis

4　2B11 与 2E6 腹水检测日本血吸虫病患者与正常

人尿液的结果

分别用 2B 11 和 2E6 腹水为捕获抗体, 以我室

原有的 HR P2H 11 为标记抗体, 检测正常人尿液 8

例, 急性血吸虫病患者尿液 12 例, 结果正常人均为

阴性; 以 2B 11 为捕获抗体者, 急性血吸虫病患者 6

例阳性, 2E6 仅 3 例阳性。

讨 论

本文将日本血吸虫病患者尿液用 TCA 提取可

溶性抗原, 经脾脏直接免疫小鼠制备单克隆抗体, 获

两 株分泌抗 IHU 2CA g 的杂交瘤细胞株 ( 2E6、

2B 11) , 其中 2E6 诱生的腹水在琼脂双扩散中与

IHU 2CA g 能形成清晰的沉淀线, 表明该单抗的靶抗

原具有重复表位。免疫电泳显示 2E6 与 IHU 2CA g

和 IRU 2CA g 在阳极端各形成一条沉淀弧, 提示

IHU 2CA g 中, 可能CAA 成分占优势。以 2B 11 为捕

获抗体, HR P2H 11 为酶标抗体检测 12 例急性血吸

虫病患者尿液, 6 例呈阳性反应, 而 2E6 仅 3 例阳

性, 尽管 2E6 腹水的效价比 2B 11 高, 且与 IHU 2
CA g 能形成沉淀线, 但作为捕获抗体, 2B 11 的效果

比 2E6 为好, 其原因尚待进一步研究。

2B 11 及 2E6 在 EL ISA 试验中与正常人尿液

TCA 提取物亦可出现阳性反应, 但其滴度与OD 值

均显著低于 IHU 2CA g (当腹水 1∶1 000 倍稀释时

IHU 2CA g 的OD 值分别为 3. 0 和 1. 57, N HU 则为

0. 61 和 0. 71)。检测结果提示用 TCA 在血吸虫病

患者尿液中提取的抗原含有人尿液中其它非特异性

成分, 今后应进一步纯化。

结果表明, 用血吸虫病患者尿液提取的CA g 免

疫小鼠, 能获得针对尿液中小分子抗原的单抗, 以其

为探针用于检测血吸虫病患者尿液循环抗原, 可能

更具优越性。采用脾内直接注射法免疫BALB öc 小

鼠, 取其脾细胞与 SP2ö0 瘤细胞进行融合、制备单

克隆抗体, 不仅缩短了免疫时间, 且抗原用量少, 对

于某些稀有抗原或者急需制备单抗时可以考虑采用

此法。
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PREPARAT ION OF MONOCLONAL ANT IBOD IES BY INTRASPL EN IC

IMM UN IZAT ION OF M ICE W ITH UR INE C IRCULAT ING ANT IGEN

FROM PAT IENTS INFECTED W ITH SCH ISTOSOM A J A PON ICUM 3

W U Chenyun, LOU W enx ian, XU E Chun liang
D ep artm en t of P arasitology , S hang ha i S ecand M ed ica l U niversity , S hang ha i 200025

ABSTRACT

　　A IM : To exp lo re an efficien t m ethod fo r p reparing m onoclona l an t ibodies aga in st circu la t ing an t igen

of S. jap on icum in the u rine of sch isto som iasis pa t ien ts. M ETHOD S: T he u rine of sch isto som asis pa t ien ts

w ere p recip ita ted w ith 5% trich lo roacet ic acid, and then u sed to imm un ize the BALB öc m ice by in trasp len ic

imm un iza t ion to p repare M cA b. RESUL TS: Tw o m onoclona l cell lines aga in st the CA g in the u rine of

sch isto som iasis pa t ien ts have been estab lished. T he imm unoglobu lin subclass of the 2 M cA b s (2E6 and

2B 11) w ere iden t if ied as IgM. T he t it res of 2E6 and 2B 11 w ere 2. 56×105 and 6. 4×104. O n imm unodiffu2
sion , M cA b 2E6 show ed one p recip ita t ion line w ith IHU 2CA g, how ever, bo th M cA b s did no t react w ith

N HU 2CA g. U sing ascit ic f lu id of 2B 11 and 2E6 as cap tu re an t ibody separa tely, and HR P2H 11 as labelled

an t ibody to detect the u rine of 12 acu te sch isto som asis pa t ien ts, 2B 11 2E6 gave 6 and 3 po sit ive, respec2
t ively, w hereas 8 no rm al u rine w ere a ll nega t ive. CONCL USION: It is feasib le to u se CA g from sch isto so2
m asis pa t ien ts’u rine to p repare an t i2CA g M cA b by in trasp len ic imm un iza t ion in m ice.
　　Key words: S ch istosom a jap on icum , in trasp len ic imm unization, urine circu lating an tigen, monoclonal an tibody

　　3 P ro ject suppo rted by the N ational N atural Science F roundation of Ch ina (N o. 39570644) and the N atural Science Foundation of Shanghai

(N o. 954119010)

新生儿输注血浆感染间日疟一例

湖北省武汉市新洲区三店医院　新洲　431408　徐华么

　　新生儿男性, 在我院剖宫出生后, 于第 4 d 和第 6 d 曾先

后输入血浆 30 m l 和 25 m l。出生后第 10 d, 母子一般情况尚

好, 家属要求出院。两个月后, 新生儿因发热、腹泻及谷丙转

氨酶升高 (74 uöL ) , 在当地医院按肝炎治疗无效, 转入我院

就诊。入院时患儿体温 37. 2℃, 面色苍黄, 肝脾肿大, 泻水样

便。当地医院实验检查结果, 示血红蛋白 89 göL , 乙肝三系

用 EL ISA 法阴性, HCV 抗体阳性 (EL ISA 法)。拟诊为丙型

肝炎。对症治疗后, 全身症状无明显改善。入院 3 d 后发热达

38. 4℃, 呕吐伴啼哭。经厚、薄血片检查, 查到间日疟原虫, 确

诊为间日疟。给服磷酸氯喹。d1 先服氯喹 (基质) 60 m g, 12 h

后再服 30 ng; d2 及 d3 各服 30m g。3 d 后复查, 原虫转阴。为

弄清病儿患疟原因, 追查产妇耳垂血, 未查见疟原虫, 且产前

无疟史, 产妇和患儿无外出史。追查供血者耳垂血, 查见间日

疟原虫。据此, 确诊该患儿系输注血浆而感染间日疟。随访半

年, 小儿情况良好, 未见复发。

鉴于婴幼儿疟疾临床表现多半不典型, 对发病前有输注

血液或输血浆史、对症治疗无效者, 均应检查疟原虫, 以免贻

误诊断与治疗。
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