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　　提要　目的: 建立检测尿液中血吸虫循环抗原的方法。方法: 从感染家兔尿中提取血吸虫循环抗原, 并用所
提取的抗原制备和筛选抗该抗原的特异性单克隆抗体。用单抗二抗一步法酶联免疫试验检测感染家兔中的日本血
吸虫循环抗原。结果: 22只家兔感染前尿液中的循环抗原全部阴性; 感染后尿液中循环抗原的阳性率与感染度及
感染时间有关。感染 25条尾蚴的家兔在感染后 3 w k 未能测到循环抗原, 而感染 200条尾蚴的家兔在感染 3 w k 和
6 w k 的尿循环抗原阳性率分别为 40%和 100%。结论: 用感染兔尿中提取的循环抗原所制备的单抗作为探针, 可
用于检测感染动物尿液中血吸虫循环抗原。
　　关键词　日本血吸虫　尿循环抗原检测　单抗二抗一步法酶联免疫试验

　　检测血中的日本血吸虫循环抗原 (CSA ) , 用于
血吸虫病诊断和疗效考核的研究, 国内已有不少报
道。而测定尿液中的CSA 可不抽血, 无损伤性, 受
到不少学者的重视。自建立克隆技术后, 国外曾运
用尿液中趋阴极循环抗原 ( CCA ) 检测对曼氏血吸
虫流行区进行流行病学研究[ 1 ] , 国内陆萍等[ 2 ]用荷
兰莱登大学提供的两株曼氏血吸虫杂交瘤分泌的特
异单抗为探针, 检测日本血吸虫病患者尿液中的

CCA , 表明有属的特异性, 但检出率较低。为此, 我
们设想, 用感染日本血吸虫的兔尿中的抗原免疫小
鼠,制备抗兔尿液中血吸虫循环抗原的特异单抗,并
以该单抗为探针检测感染日本血吸虫尾蚴兔尿中的
循环抗原, 以期获得针对性更直接更特异的结果。

3 本研究为国家自然科学基金资助课题N o139570644和上海市科
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材料与方法

1　单克隆抗体制备
　　 按常规方法进行细胞融合, 筛选阳性克隆, 几
次亚克隆后, 将阳性克隆扩大培养, 诱生腹水。所
获阳性单克隆抗体进行特性鉴定。
2　单克隆抗体特性分析
211　琼脂双向扩散试验用于分析单抗与有关抗原
的关系。所用抗原如下: 血吸虫成虫 TCA 可溶性抗
原 (AW 2TCA ) , 血吸虫虫卵 TCA 可溶性抗原
(SEA 2TCA ) , 并殖吸虫可溶性抗原 (PAA ) , 华支
睾吸虫可溶性抗原 (CSAA ) , 感染血吸虫兔尿循环
抗原 (R u2CA g)。
212　EL ISA 测定单抗滴度。分别用R u2CA g、AW 2
TCA 和 SEA 2TCA 包被反应板, 羊抗鼠 IgG2HR P

为第二抗体。
213　单克隆抗体免疫球蛋白类别鉴定。阳性克隆细
胞培液浓缩 20倍, 羊抗鼠 IgG1、IgG2、IgG3、IgM、

IgA (系 Sigm a 公司产品) 用琼酯糖双扩散法进行类
别及亚类鉴定。
214　免疫荧光抗试验 ( IFA )。日本血吸虫成虫和肝
卵组织冰冻切片, 荧光标记抗羊鼠 IgG 或 IgM 作靶

抗原定位。
3　实验动物血清和尿样收集
新西兰免 (雌性) 22只, 感染前分别采集血样
和尿样。然后, 感染日本血吸虫尾蚴 (中国预防医
学科学院寄生虫病研究所提供) : 1号～ 5号兔, 每
兔感染 200条尾蚴; 6号～ 12号, 每兔感染 100条
尾蚴; 13号～ 16号, 每兔感染 50条尾蚴; 17号～
22 号, 每兔感染 25条尾蚴。感染后 3 w k、4 w k、6

w k 和 7 w k 各取血 1 次, 并同时收集尿样。感染后
第 8 w k, 用吡喹酮 200 m gökg 单剂胃饲治疗。15

号、20号、21号和 22 号不予治疗作为对照; 治后
2 w k、4 w k、6 w k 和 8 w k 各取血和尿样 1次。治
后 8 w k 剖杀收集虫体, 1号、3号、4号和 5号各检
获雄虫 1 条,对照组中 15号检获雌雄合抱 5对虫体
和雄虫 5条。20、21和 22 号分别检获合抱 2对虫体
和雄虫 3条、合抱 1 对和雄虫 7 条及合抱 1 对和雄
虫 8 条。所有血清均冻存于- 18℃, 尿样则每 10 m l

加 1%硫柳汞 5滴防腐, 储存于 4℃。
4　尿液检测方法
411　Do t2EL ISA (单抗二抗一步法)。
41111　尿液预处理: 尿液于 70℃烘箱浓缩 5倍, 离
心, 待测。
41112 　硝酸纤维膜 (N it rocellu lo se21, Gibco

BRL ) , 画成 015 cm×015 cm 方格, 将浓缩尿液 2 Λl

点于其中, 37℃烘干, 011%BSA 封闭 30 m in。
41113　组合单抗 (D 2、A 10、H 11) 1: 1000加等量
羊抗鼠 IgG2HR P (Sigm a 公司产品) 1: 2 000混匀,

立即将点好的N C 膜浸入, 室温振摇 30 m in, 用
PBS2Tw een 20摇洗 3次,加底物DAB 1～ 2 m in,水
洗终止反应。干燥后判读结果。斑点深于阴性对照
者判为阳性。
412　夹心2EL ISA 用单抗H 11腹水 1∶500包被聚
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氯乙烯软板, 1%BSA 封闭, 原尿液 1∶2稀释, 每
孔 50 Λl (复孔) , 37℃ 30 m in, 洗 3次, H 112HR P

1∶1 500, 每孔 50 Λl, 37℃30 m in, 洗 3次, 加底
物O PD 5 m in, 用 2 m o löL H 2SO 4 终止反应, 酶标
检测仪 (B IO 2T EK In strum en ts IN C) 490 nm 读取
结果, OD 值大于阴性对照OD 值 x+ 2SD 的判为阳
性。
5　血液检测方法
　　Do t2EL ISA , 按本室常规方法, 硝酸醋酸混合

纤维微孔滤膜 (上海医药工业研究院)。将血清 2 Λl

点于膜上, 37℃烘干, 用 PBS2Tw een 浸泡 30 m in,

加酶标记单抗 (A 92HR P 或DHC2HR P ) 振摇 30

m in, 洗 3次, 加底物O PD 显色, 水洗终止反应。

结　　果

1　单克隆抗体特性
111　5种单克隆抗体的免疫球蛋白类别、抗体滴度
和环沉率见表 1。

表　1　 5种单克隆抗体的特性
Table 1　Character ization of f ive M cAbs

单克隆抗体
M cA b SEA 2TCA

单克隆抗体滴度　T iter of M cA b

EL ISA
Aw 2TCA Ru2CA g

IHA

SEA

环沉率 (% )
CO PT rate

(% )

Ig类别
Ig type

A 9 12×106 1×104 312×103 1∶1 280 0 IgG3

D 2 215×105 8×103 215×105 1∶320 0 IgG3

A 10 4×105 215×104 215×105 - 0 IgG1

C8 8×104 8×103 614×103 - 0 IgG1

H 11 1×106 1×106 4×103 1∶160 37 IgM

112　单克隆抗体对各类抗原的反应　在琼脂双向
扩散试验中,单克隆抗体与有的抗原能形成清晰的

沉淀线 (+ ) ,有的则不出现 (- ) ; IFA 定位,示所针
对的靶抗原。结果见表 2。

表　2　5种单克隆抗体对各类抗原的反应结果
Table 2　Results of M cAb aga in st differen t k inds of an tigen s

单克隆抗体
M cA b

琼脂扩散试验　A gar diffusion test

SEA 2TCA Aw 2TCA Ru2TCA PAA CSAA
IFA

A 9 + - + - - 虫卵 Egg

D 2 + - + - - 虫卵 Egg

A 10 - - - - - 表膜,实质细胞 T egum ent , parenchym al cells

C8 - - - - -

H 11 + - - - - 肠管,虫卵 Gut, egg

2　不同单克隆抗体检测感染家兔血样和尿样中循
环抗原
　　感染前, 22 只家兔检测循环抗原均呈阴性, 感
染后,不同单抗检测循环抗原的结果有所不同,抗单
一虫卵抗原的单抗A 9检测血液时对早期 (3 w k 和
4 w k)感染的家兔均未检测到循环抗原, 但三个抗

不同表位的单抗 (DHC)组合,则部分感染家兔可出
现阳性反应。检测尿样时,结果亦相似,单一单抗的
检出率低于组合单抗,结果见表 3。
　　治疗后血样和尿样的阴转率随治疗时间而逐渐
增加,组合单抗检测循环抗原的阴转率较单个单抗
为高 (表 3)。未治疗对照组均阳性。

表　3　不同感染时间感染家兔的血样和尿样中循环抗原检测结果
Table 3　 Results of detection of c irculating an tigen in sera and ur ine of infected rabbits at differen t times af ter infection

检测时间 (w k)
T im e of detection

(w k)

检测数
N o. exam ined

阳性数 (% )N o. po sit ive (% )

血　样　Serum samp les3

A 92HRP DHC2HRP

尿　样　U rine samp les

do t2EL ISA Sandw ich2EL ISA

感染后A fter infection
3 21 0 (0) 4 (1910) 5 (2318) 2 ( 915)

4 21 0 (0) 5 (2318) 14 (6617) 5 (2318)

6 19 19 (100) 17 (8915) 16 (8412) 11 (5719)

7 19 19 (100) 19 (100) 18 (9417) 13 (6814)

治疗后A fter treatm ent
2 14 14 (100) 13 (9219) 12 (8517) 10 (7114)

4 13 12 (9213) 10 (7613) 10 (7613) 12 (9213)

6 13 11 (8416) 7 (5318) 10 (7619) 13 (100)

8 13 9 (6912) 4 (3018) 7 (5318) 11 (8416)

　　3 用 do t2EL ISA 检测
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3　家兔感染度与循环抗原检测

　　组合单抗 do t2EL ISA 对不同感染度家兔的尿

抗原检出时间,在感染第 3 w k,感染 50条尾蚴以上

的家兔已有少数可测得抗原,感染 25条的则均未测

到抗原。第 4 w k,阳性检出率则随感染尾蚴的数量

而增加。至第 7 w k 除感染 100条尾蚴组有 1只兔阴

性外,其余全部出现阳性 (图 1)。

4　血液和尿液中循环抗原的平行检测

　　以复合单抗 do t2EL ISA 分别检测血液和尿液

中循环抗原,结果发现两者有互补叠加作用 (表 4)。

讨　　论 图 1　感染家兔的感染度与尿液中循环抗原检出的关系
F ig. 1　Correlation s between infection in ten sity and c irculating

an tigen detection in ur ine of infected rabbits

表　4　感染家兔血液和尿液中循环抗原的平行检测
Table 4　Parallel detection of the c irculating an tigen in sera and ur ine of infected rabbits

感染后时间 (w k)
T im e after infection (w k)

检测例数
N o. exam ined

阳性例数 (% )　N o. po sit ive ( % )

血液　Serum (+ ) 尿液　U rine 血液+ 尿液　Serum p lus urine

3 21 4 (1910) 5 (2318) 9 (4219)

4 21 5 (2818) 14 (6617) 17 (8019)

4 19 17 (8915) 16 (8412) 19 (100)

7 19 19 (100) 18 (9415) 19 (100)

　　本研究首次从感染家兔尿中提取日本血吸虫循

环抗原 (R u2CA g)制备和筛选抗R u2CA g 单克隆抗

体,其中的D 2和A 9在琼脂双扩散试验中能与R u2
CA g 形成沉淀线,提示系抗重复表位单抗。用组合

单抗二抗一步法检测尿中循环抗原,感染后 3 w k,

有 2318%兔尿出现阳性反应, 随着感染时间的延

长,阳性检出率逐步升高,至第 7 w k, 9417%兔尿呈

阳性反应,用单个单抗夹心 EL ISA 检测兔尿,阳性

率低于组合单抗,其主要原因可能是组合单抗针对

多种抗原表位 (包括虫卵、肠管、表膜和实质细胞) ,

覆盖的抗原面广,表明抗不同抗原表位的单抗组合

应用可提高敏感性。兔尿中循环抗原的出现时间与

感染度有关, 感染 200 条尾蚴组, 感染后 3 w k, 有

40%兔尿出现阳性,感染后 4 w k, 80%出现阳性,感

染后 6 w k, 100%阳性;而感染 25条尾蚴组,感染后

3 w k,无阳性出现,感染后 4 w k, 33%呈阳性反应,

感染后 6 w k,仅 67%阳性,提示轻感染者早期诊断

易漏检。尿和血同时检测循环抗原,有互补叠加效

应,可提高阳性检出率。L ieshou t [ 3 ]等实验结果也表

明联合检测尿和血中循环抗原有互补作用。检测宿

主尿中循环抗原,近年国外学者作了许多探索,已分

别在埃及血吸虫、曼氏血吸虫和间插血吸虫感染宿

主尿中测出血吸虫循环抗原CCA 和 CAA [ 3～ 5 ] , 其

敏感性和特异性不亚于血清循环抗原试验。国内陆

萍等对日本血吸虫病患者尿中循环抗原检测的阳性

率为 4311% ,可能与检测系统来源于曼氏血吸虫杂

交瘤分泌的单抗有关,亦可能与感染度较低有关。表

明检测尿中循环抗原有一定难度,需要特异性强的

探针,但是检测尿液较方便,而且是非损伤性的,与

血液联合检测尚可提高诊断的敏感性,有必要进一

步深入研究。
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D ETERM INAT ION OF C IRCULAT ING ANT IGEN IN UR INE
OF RABB ITS INFECTED W ITH SCH ISTOSOM A J A PON ICUM

XU E Chun liang,　LOU W enx ian,　W U Chenyun,　ZHAN G Enying,　X IE Yanhu i

D ep artm en t of P arasitology , S hang ha i S econd M ed ica l U niversity , S hang ha i 200025

ABSTRACT

　　A IM : To develop an imm unoassay fo r the detect ion of circu la t ing sch isto som e an t igen (CSA ) in ho st

u rine. M ETHOD S: CSA ex tracted from the u rine of the rabb its infected w ith S ch istosom a jap on icum w as

u sed fo r p reparing and select ing specif ic m onoclona l an t ibody. A one2step do t2EL ISA u sing th is specif ic
M cA b and a 2nd an t ibody w as u sed fo r detect ion of circu la t ing sch isto som e an t igen in the u rine of infected

rabb its. RESUL TS: N o CSA w as detected in u rine from all of 22 rabb its befo re infect ion. T he po sit ive ra te

of CSA in infected rabb its w as co rrela ted w ith the in ten sity of infect ion and the t im e of infect ion. N o CSA
w as detected in the u rine rabb its of 3 w eek s after infect ion w ith 25 cercariae w h ile the po sit ive ra te of CSA

in the u rine from rabb its infected w ith 200 cercariae w as 40% and 100% after 3 and 6 w eek s, respect ively
. A com b ina t ion of CSA detect ion in bo th u rine and serum m ay increase the detectab ility. CONCL USION:

T he specif ic M cA b p repared by u rine CSA of S ch istosom a jap on icum 2infected rabb its can be u sed as a p robe
fo r detect ing CSA in the u rine of infected rabb its.
　　 Key words: S ch istosom a jap on icum , u rine an tigen detection, one2step do t2EL ISA of M aA b22ndA b

3 Suppo rted by the N ational N atural Science Foundation of Ch ina N o. 39570644 and the N atural Science Foundation of Shanghai N o.
954119010
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宁波市基本消灭丝虫病 10年后监测结果
浙江省宁波市卫生防疫站　宁波　315010　叶丽萍　许国章　王仁元　李加成　祝传根　唐世苗　孙亚维

　　1986年,经省级考核全市 11 个县 (市、区)均达到卫生
部基本消灭丝虫病的标准。达标后,经过 10年的系统监测,
原有的微丝蚴血症阳性者逐渐转阴,蚊媒解剖均未发现幼丝
虫感染蚊。1995～ 1997年又开展了基本消灭丝虫病 10年后
的监测。
　监测指标和方法
1　监测点的选择　根据各县 (市、区)历年丝虫病查治情况
和不同地理方位及丝虫病流行程度,采用分层整群抽样方法
以村为单位选点监测。
2　血检对象与方法　监测村内 5岁以上人群,于 21∶00～
02∶00时,取受检者耳垂血 6 大滴 (120 Λl) , 分别涂成厚血
膜 2张,常规染色,作微丝蚴阳性密度计数。
3　蚊媒监测　于丝虫病流行季节 (5月～ 10月) ,捕捉人房
内的中华按蚊 1 000只以上,当日逐只解剖,观察幼丝虫自
然感染情况。
4　流动人口监测　凡从丝虫病流行区迁入本市定居半年以
上的人员,均进行血检,发现微丝蚴血症者做个案调查,登记
及病原学治疗。
5　慢性丝虫病调查
5. 1调查对象　在病原学监测点, 20岁以上居民为本次调查
对象。
5. 2　方法　通过按门逐户的访问与体检,对发现的象皮肿、
乳糜尿和鞘膜积液病人进行登记和仔细检查。
　　结　果
1　病原学监测　在全市 51个乡 70 个村进行病原学监测,

监测覆盖面达到流行乡 (镇)数的 17. 8% ; 血检当地居民 53
557人,血检率达流行乡总人口的 1. 3%。各县 (市、区)监测
结果 1995年至 1997年,分别监测 11个、28个和 12个乡, 16
个、36个和 18个村,分别血检 10 747人, 27 956人和14 854
人,均未查见微丝蚴血症者。
2　蚊媒监测　全市共解剖人房内饱血中华按蚊 11 614只,
致倦库蚊 186只,均未查到幼丝虫感染蚊。
3　流动人口监测　对停留本市内半年以上的流动人口进行
病原学监测,共血检 4 381人,均未发现微丝蚴血症者。
4　慢性丝虫病患病率调查共调查 11 个县 (市、区) 47 229
人,发现慢性丝虫病患者 134人,均为下肢象皮肿病人,患病
率为 013%。基本消灭丝虫病后,无新的象皮肿患者发现。但
2919%的象皮肿患者近 3年内有急性淋巴管 (结)炎发作史。
　　讨　论
　　经 1995～ 1997年监测,全市未发现微丝蚴血症者; 未发
现蚊媒幼丝虫感染; 询问 20 岁以上居民 47 229人, 未见新
症状体征病人。
　　血检流动人口 4 381人,虽未检出微丝蚴阳性者, 但这
些人群中都有携带病原体的可能,加之,当地传播丝虫病适
宜媒介依然大量存在,表明在消灭丝虫病地区,仍应加强对
流动人口的监测。对慢性丝虫病患者调查结果表明,原有的
象皮肿患者尚无特效治疗, 29. 9%的象皮肿患者继续发作急
性淋巴管 (结)炎,均有待于进一步探讨。
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