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揖Abstract铱 Objective To investigate the effect of Escherichia coli heat鄄labile enterotoxin B subunit 渊LTB冤 as a

genetic adjuvant in enhancing the immune response induced by Toxoplasma gondii tachyzoite compound gene vaccine.
Methods The eukaryotic expression plasmids of pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2 and pEASY鄄E1鄄LTB were constructed. Eighty鄄
eight BALB/c mice were randomly divided into four groups: PBS 渊group A冤, pcDNA3.1渊B冤, pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2
渊C冤 and pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2 +pEASY鄄E1鄄LTB 渊D冤. Fifteen mice in each group were randomly selected, and
intranasally immunized weekly with 20 滋g plasmid or 20 滋l PBS, respectively. Each mouse received four immunizations
with the same dose of antigen. Two weeks after the final immunization, the antibodies and cytokines were detected,
including the specific IgG and IgA antibodies in serum, sIgA in mucosa douche, IFN鄄酌 and IL鄄4 in splenocyte culture
supernatant. The remaining mice in each group were immunized three times weekly with 20 滋g plasmid or 20 滋l PBS,
respectively, and challenged by T. gondii tachyzoites at four weeks after the final vaccination 渊1伊103 per mouse冤. The
survival time of mice was recorded. Results The recombinant plasmids pEASY鄄E1鄄LTB were constructed. The specific
IgG (0.626依0.100) and IgA antibodies (1.086依0.138) in serum, sIgA (0.886依0.164) in mucosa douche, cytokines IFN鄄酌
[(2 017依266) pg/ml] and IL鄄4 [(203依31) pg/ml] in splenocyte culture supernatant in group D were all higher than those in
other groups 渊P<0.05冤. After challenged with T. gondii tachyzoites, the median survival time of mice in groups A, B, C,
and D were 3, 4, 6, and 10 d, respectively. The survival time of mice in group D was longest 渊P<0.05冤. Conclusion
E. coli heat鄄labile enterotoxin can enhance the immune response induced by the compound gene vaccine of T. gondii
tachyzoites.

揖Key words铱 Toxoplasma gondii曰 Compound gene vaccine曰 Escherichia coli曰 Heat鄄labile enterotoxin曰
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大肠埃希菌肠毒素 B亚基对弓形虫速殖子
SAG1鄄ROP2复合基因免疫效果的影响
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揖摘要铱 目的 研究大肠埃希菌不耐热肠毒素 B亚基渊LTB冤对弓形虫速殖子 SAG1鄄ROP2复合基因免疫效果的影响遥
方法 构建重组真核表达质粒 pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2和 pEASY鄄E1鄄LTB遥 BALB/c小鼠 88只袁 随机均分为 4组袁 分别用
PBS渊A组冤尧 pcDNA3.1空质粒渊B组冤尧 pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2质粒渊C组冤袁 以及 pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2质粒和 pEASY鄄
E1鄄LTB质粒 渊D组冤进行滴鼻免疫袁 每种质粒 20 滋g/渊只窑次冤遥 每组小鼠随机抽取 15只袁 每周免疫 1次袁 共 4次袁 末次
免疫后 2 周袁 测定其血清 IgG 和 IgA 抗体水平袁 气管和小肠黏膜冲洗液分泌型 IgA渊sIgA冤水平袁 以及脾细胞培养上
清中 酌 干扰素 渊IFN鄄酌冤和白细胞介素 4渊IL鄄4冤水平曰 每组中余 7只小鼠袁 每周免疫 1次袁 共 3次袁 末次免疫后 4周袁 弓
形虫速殖子腹腔接种感染 渊1伊103/鼠冤袁 观察比较各组生存时间遥 结果 成功构建 pEASY鄄E1鄄LTB重组表达质粒遥 D组
小鼠血清 IgG (0.626依0.100) 和 IgA抗体水平 (1.086依0.138)袁 气管和小肠黏膜冲洗液 sIgA水平 (0.886依0.164)袁 以及细
胞因子 IFN鄄酌 [(2 017依266) pg/ml] 和 IL鄄4水平 [(203依31) pg/ml] 均显著高于其他各组 渊均 P<0.05冤遥 感染弓形虫速殖子
后袁 A尧 B尧 C和 D组小鼠的生存时间中位数分别为 3尧 4尧 6和 10 d袁 D组的生存时间长于其他各组渊均 P<0.05冤遥 结论

LTB能明显增强弓形虫速殖子 SAG1鄄ROP2复合基因的免疫效果遥
揖关键词铱 刚地弓形虫；复合基因疫苗；大肠埃希菌；不耐热肠毒素；黏膜免疫
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弓形虫是一种广泛寄生于人和动物有核细胞内的

寄生原虫咱1暂遥 孕妇孕期首次感染弓形虫后可导致流
产尧 胎儿发育畸形和早产等遥 弓形虫病也是最常见的
机会性寄生虫病之一袁 是免疫功能严重低下患者的主
要死亡原因咱2暂遥 迄今尚无治疗弓形虫病的特效药物袁
因此研制安全有效的疫苗极为迫切遥 大量的动物实验
表明袁 DNA疫苗不仅可以预防袁 还可以治疗病原生
物的感染袁 但 DNA疫苗诱导体液免疫和细胞免疫的
效率相对较低袁 尤其是在大型动物中袁 影响了它的实
际应用咱3暂遥 免疫佐剂是指能增强机体针对抗原的免疫
应答能力或改变免疫反应类型的物质袁 利用细菌及其
代谢产物作为黏膜免疫佐剂具有很好的发展前景袁 研
究较多的是霍乱毒素渊CT冤和大肠埃希菌渊E. coli冤不耐
热肠毒素 渊LT冤袁 且 LT的增强免疫效果比 CT更为理
想遥 LT的 B亚基渊LTB冤是其免疫原性部位袁 具有良好
的抗原性袁 在免疫学上有重要意义遥 用 LTB佐剂辅助
将刺激机体产生更强的免疫应答袁 使机体获得对抗病原
体的保护免疫咱4鄄6暂遥
本研究采用刚地弓形虫渊Toxoplasma gondii冤 速殖

子期表面抗原 SAG1与棒状体蛋白 ROP2基因定向连
接并构建在同一真核表达载体 pcDNA3.1上袁 将重组
真核质粒黏膜免疫小鼠曰 同时以 LTB作为免疫佐剂袁
观察多基因疫苗与佐剂结合的免疫效果遥

材料与方法

1 实验动物

SPF级 88只 BALB/c雌性小鼠袁 6周龄袁 体重渊20依
2冤 g袁 购自山东大学实验动物中心遥

2 虫株尧 菌种和质粒
刚地弓形虫 RH株速殖子尧 E. coli DH5琢尧 克隆

载体 pUC18 和真核表达载体 pcDNA3.1 均为本室保
存遥 真核表达载体 pEASY鄄E1购自北京 TransGen生物
技术有限公司遥 E. coli 44815株购自卫生部中国药品
生物制品检定所袁 培养基为 LB琼脂遥

3 主要试剂

限制性内切酶 EcoR玉尧 Hind芋和 Sal玉袁 TaqDNA
聚合酶袁 DNA标志物以及 TA克隆试剂盒均购自宝生
物 渊大连冤工程有限公司遥 T4 DNA连接酶购自上海生
工公司遥 PCR 试剂盒和凝胶回收试剂盒购自北京
TransGen公司遥 质粒提取试剂盒购自美国 Omega 公
司遥 辣根过氧化物酶标记羊抗鼠 IgG 渊HRP鄄IgG冤购自
北京中山生物技术有限公司遥 羊抗鼠 IgA抗血清购自
美国 Sigma公司袁 并自行添加生物素标记遥 HRP标记

亲和素购自北京华美生物工程有限公司遥 小鼠细胞因
子 酌干扰素渊IFN鄄酌冤和白细胞介素 4渊IL鄄4冤ELISA检测
试剂盒购自深圳晶美生物工程有限公司遥 其它试剂均
为国产分析纯遥

4 质粒的构建尧 提取和纯化
4.1 构建 pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2质粒 参照文献咱7,
8暂的方法袁 构建质粒 pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2袁 并进行
酶切和 PCR鉴定遥
4.2 构建 pEASY鄄E1鄄LTB质粒 采用常规的苯酚鄄氯
仿法提取 E. coli 44815株的 DNA袁 根据 LTB 渊登录
号为 AF242418冤序列设计引物袁 上尧 下游引物序列分
别为 5鸳鄄CGCGGATCCATGAATAAAGT鄄3鸳 和 5鸳鄄CCGG鄄
TACCCTAGTTTTCCATACT鄄3鸳遥 PCR 反应体系院 模板
2 滋l渊2 ng/滋l冤袁 上尧下游引物各 1 滋l渊10 nmol/ml冤尧 Taq
DNA 聚合酶反应缓冲液 12.5 滋l袁 加双氧水至 50 滋l遥
反应条件院 94益 5 min曰 94 益 30 s袁 55 益 30 s袁 72 益
30 s袁 35个循环曰 72 益 7 min遥 1.6%琼脂糖凝胶电泳
检测扩增产物遥 按试剂盒说明书操作袁 构建质粒
pEASY鄄E1 的 T/A 克隆遥 将质粒 pEASY鄄E1 和 LTB
基因扩增产物按摩尔比 5 颐 1 建立连接体系袁 转化
E. coli DH5琢获得重组表达载体袁 以 T7启动子为上
游引物袁 同 LTB下游引物对该质粒进行 PCR鉴定遥
4.3 质粒 DNA的大量提取与纯化 收集尧 扩增菌体咱9暂袁
用质粒提取试剂盒大量提取质粒遥

5 小鼠免疫

BALB/c 小鼠 88 只袁 按随机数字表法均分为 4
组袁 分别为 PBS对照组渊A组冤尧 空质粒对照组渊B组冤尧
pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2 组渊C 组冤和 pcDNA3.1鄄SAG1鄄
ROP2+pEASY鄄E1鄄LTB组渊D组冤遥 接种采用鼻黏膜免疫
方式遥 将各种质粒分别用 PBS缓冲液稀释至 1 滋g/滋l袁
B组和 C组分别接种 pcDNA3.1渊鄄冤和 pcDNA3.1鄄SAG1鄄
ROP2袁 D 组接种 pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2+pEASY鄄E1鄄
LTB袁 每种质粒 20 滋l/(只窑次)袁 A组每次每只接种等
体积 PBS遥 每组小鼠随机抽取 15只袁 每周免疫 1次袁
共 4次袁 于末次免疫 2周后眼眶内采血袁 分离血清曰
处死小鼠袁 制备脾淋巴细胞悬液袁 以 0.5 ml含 0.25%
蛋白酶抑制剂的 PBS溶液分别冲洗气管和小肠黏膜袁
收集冲洗液渊约 0.5 ml冤袁 分别用于血清 IgG 和 IgA
抗体尧 分泌型 IgA 渊sIgA冤抗体尧 脾细胞上清液IFN鄄酌
和 IL鄄4细胞因子测定遥 每组余 7只袁 每周免疫 1次袁
共 3次袁 于末次免疫后 4 周袁 用弓形虫RH 株速殖
子渊1伊103/鼠冤腹腔接种感染袁 观察各组小鼠的生存
时间遥
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注院 *与 A组和 B组比较袁 均 P<0.01曰 #与 C组比较袁 P<0.01遥
Note院 * Compared with groups A and B袁 P<0.01曰 # Compared with
group C袁 P<0.01.

组别 Group
A组 Group A渊PBS冤
B组 Group B咱pcDNA3.1 (鄄)暂
C组 Group C渊pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2冤
D组 Group D渊pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2+pEASY鄄E1鄄LTB冤

表 1 小鼠血清抗体 IgG和 IgA以及黏膜冲洗液的 sIgA水平 渊x依s冤
Table 1 Specific anti鄄T. gondii IgG and IgA antibodies in the

sera and sIgA in the mucosa douche of mice 渊x依s冤

IgG
0.091依0.016
0.136依0.028
0.390依0.060*

0.626依0.100*#

IgA
0.275依0.033
0.259依0.016
0.671依0.055*

1.086依0.138*#

sIgA
0.128依0.014
0.260依0.026
0.503依0.088*

0.886依0.164*#

A 492值 A 492 value

6 ELISA检测小鼠血清 IgG
弓形虫速殖子裂解液用碳酸盐缓冲液稀释至

12.5 滋g/ml袁 包被 96 孔板50 滋l/孔遥 待测小鼠血清
和二抗羊抗鼠 HRP鄄IgG 分别按1 颐 100和 1 颐 1 000稀
释袁 均为 50 滋l/孔遥 邻苯二胺 渊OPD冤显色20 min后袁
加入终止液 50 滋l/孔袁 测定吸光度 渊A 492值冤遥
7 生物素鄄亲和素酶联免疫吸附试验渊ABC鄄ELISA冤
检测血清 IgA和黏膜冲洗液 sIgA

弓形虫速殖子裂解液包被 96孔酶标板 50 滋l/孔袁
分别加入小鼠血清或黏膜冲洗液 100 滋l/孔袁 37 益放置
1 h后加入生物素标记的羊抗鼠 IgA抗血清 渊1 颐 2 000冤
100 滋l/孔袁 37 益 1 h袁 洗涤 3次袁 加入 HRP标记的亲
和素 渊1 颐 2 000冤100 滋l/孔袁 OPD底物显色 20 min后袁
加入终止液 50 滋l/孔袁 测定 A 492值遥
8 脾淋巴细胞培养上清中细胞因子 IFN鄄酌和 IL鄄4的
测定

脾淋巴细胞悬液用台盼蓝染色计数活细胞应在

95豫以上遥 96孔板中加入脾细胞悬液 5伊105/孔袁 以及
弓形虫可溶性速殖子抗原渊STAg袁 10 滋g/m1冤 或伴
刀豆球蛋白 A渊ConA袁 5 滋g/m1冤50 滋l/孔袁 37 益培养
24 h袁 收集细胞上清液袁 1 颐 2稀释袁 按试剂盒说明书
检测 IFN鄄酌和 IL鄄4水平遥
9 统计学分析

用 SPSS 11.5软件对数据进行统计学分析遥 各组
间抗体和细胞因子水平比较用单因素方差分析袁 生存
时间比较用 Kaplan鄄Meier生存曲线法遥

结 果

1 重组质粒 pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2 和 pEASY鄄E1鄄
LTB的鉴定
重组质粒 pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2 经 EcoR 玉和

Hind芋双酶切以及 PCR扩增鉴定袁 目的片段均约为
1 800 bp袁 与理论值相符遥 重组质粒 pEASY鄄E1鄄LTB
的 PCR扩增产物的片段大小约为 520 bp渊图 1冤遥
2 小鼠血清 IgG和 IgA以及黏膜冲洗液的 sIgA水平

末次免疫后 2 周袁 D 组小鼠血清中 IgG 和 IgA
抗体水平以及气管和小肠黏膜冲洗液的 sIgA抗体水
平均显著高于其他各组渊均 P<0.01冤袁 A 492 值分别为
渊0.626依0.100冤尧 渊1.086依0.138冤和渊0.886依0.164冤袁 C组
的 IgG尧 IgA和 sIgA抗体水平亦显著高于 A组和 B组
渊均 P<0.01冤遥 A组和 B组间差异无统计学意义渊均 P<
0.01冤 渊表 1冤遥

3 小鼠脾细胞培养上清中细胞因子测定

末次免疫后 2周袁 D 组小鼠脾细胞培养上清中
IFN鄄酌和 IL鄄4水平均显著高于其他各组 渊均 P<0.05冤袁
分别为渊2 017依266冤和渊203依31冤 pg/ml袁 C组的 IFN鄄酌
水平显著高于A组和 B组渊均 P<0.01冤遥 A尧 B和 C组
的 IL鄄4水平差异无统计学意义渊P>0.05冤渊表 2冤遥

4 小鼠感染弓形虫速殖子后生存时间

各组小鼠均在感染后 13 d内死亡遥 A尧 B尧 C和
D组小鼠的生存时间中位数分别为 3尧 4尧 6和 10 d遥
D组小鼠的生存时间长于其他各组渊均 P<0.05冤袁 C组
的生存时间长于 A组和 B组渊均 P<0.05冤袁 A组和 B

M1院 DNA 标志物 渊DL 15000冤袁 1院 pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2 双酶切袁
2院 pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2 PCR产物袁 3院 pEASY鄄E1鄄LTB PCR产物袁
4院 pEASY鄄E1鄄LTB重组质粒袁 M2院 DNA标志物 渊DL 2000冤遥
M1院 DNA marker 渊DL 15000冤袁 1院 pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2 digested
by EcoR玉and Hind芋袁 2院 PCR product of pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2袁
3院 PCR product of pEASY鄄E1鄄LTB袁 4院 Recombinant pEASY鄄E1鄄
LTB袁 M2院 DNA marker 渊DL 2000冤 .

图 1 重组质粒 pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2和 pEASY鄄E1鄄LTB
的酶切和 PCR鉴定

Fig.1 Identification of pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2 and pEASY鄄E1鄄LTB
by restriction endonuclease digestion and PCR analysis
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图 2 小鼠感染弓形虫速殖子后生存率曲线

Fig.2 Survival curves of mice challenged with
T. gondii tachyzoites
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组间差异无统计学意义渊P>0.05冤渊图 2冤遥

讨 论

黏膜免疫在防御病原体从胃肠道侵入方面具有非

常重要的地位遥 黏膜免疫不仅能促机体产生各黏膜系
统的局部免疫反应袁 还能引起全身性的免疫反应遥 因
此本研究采用黏膜免疫增强小鼠对弓形虫速殖子的免

疫力遥 由于多数抗原经黏膜免疫后袁 免疫原性降低袁
且易被降解袁 常规免疫剂量通常无法刺激机体产生较
强的免疫应答反应咱10暂遥 因此研制有效的黏膜免疫疫
苗袁 除确立有效的抗原成分外袁 还需选择合适的免疫
佐剂遥 LT是由产肠毒素 E. coli分泌并存在于菌体周
质中的一种外毒素袁 由 A尧 B两种亚单位组成袁 其中
B亚单位既有较强的免疫原性袁 又有较强的黏膜佐剂
效应袁 且毒力小尧 安全性高袁 是最有潜力的黏膜免疫

佐剂之一遥 口服和鼻内接种 LT均可诱导黏膜和全身
性的免疫应答袁 且其诱导的黏膜免疫不局限于抗原沉
积部位袁 在其他黏膜效应部位也有免疫应答产生袁 符
合共同黏膜免疫系统理论咱11鄄14暂遥

本研究采用弓形虫速殖子表面抗原 SAG1与ROP2
基因定向连接并构建在同一真核表达载体袁 通过滴鼻
免疫小鼠袁 LTB作为免疫佐剂增强其免疫效果遥 真核
表达载体 pcDNA3.1含有人巨细胞病毒渊CMV冤高效启
动子/增强子序列尧 牛生长激素基因渊BGH冤多聚腺苷酸
等结构袁 其构建的 DNA疫苗在黏膜免疫中具有良好的
免疫效果咱15,16暂遥 真核表达载体 pEASY鄄E1利用 TA 克
隆技术袁 克隆 PCR产物于 T7启动子袁 是外源基因在
哺乳动物细胞内高效表达的良好载体遥 结果显示袁 弓
形虫速殖子复合基因疫苗 pcDNA3.1鄄SAG1鄄ROP2质粒
和 pEASY鄄E1鄄LTB质粒共同免疫较复合基因疫苗单独
免疫具有更好的免疫效果袁 其不仅能刺激机体产生较
强的系统免疫应答袁 而且还可诱导机体产生较强的局
部黏膜免疫应答遥 弓形虫速殖子感染免疫中 CD8+ T细
胞的细胞毒作用以及 T辅助细胞1渊Thl冤 型细胞因子
渊IFN鄄酌冤 的作用占重要地位遥 后者可以活化巨噬细胞
产生 琢肿瘤坏死因子渊TNF鄄琢冤袁 诱导产生 NO效应并消
耗速殖子赖以存活的细胞内色氨酸而起到杀灭速殖子

的作用 咱17鄄21暂遥 此外袁 黏膜免疫中产生的 sIgA不仅可聚
集病原体袁 使之易于通过肠道蠕动或纤毛运动清除袁
而且还可以加强无炎性反应伴随的免疫进程曰 与 T细
胞结合的 sIgA还能促进 IL鄄4尧 IL鄄10和 茁转化生长因
子渊TGF鄄茁冤等细胞因子生成袁 保护黏膜屏障的完整咱22暂遥
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蛇舌状虫病是罕见的人兽共患病袁 2009年我院收治 1例重
度蛇舌状虫感染患儿袁 中医中药治疗随访至今袁 报告如下遥

1 临床资料

患儿袁 女袁 3 岁 4个月袁 浙江省桐庐县人遥 2009 年 2 月
24日因高热 3 d袁 以野上呼吸道感染袁败血症钥 冶入院遥 体检院 腋
温 37.8 益袁 体重 15 kg袁 精神差袁 面色苍白袁 咽稍充血袁 两肺
呼吸音粗袁 腹胀袁 腹肌紧张袁 肝肋下 4 cm遥 入院第 2 天起出
现腹胀袁 呈进行性加重袁 腹围最高达 56 cm遥 实验室检查院 血
红蛋白 62耀80 g/L袁 白细胞渊17.0耀20.5冤伊109/L袁 嗜酸粒细胞 5.
7%耀9.1%袁 嗜酸粒细胞绝对值 渊0.58耀1.15冤伊109/L袁 嗜碱粒细
胞 0.2%耀1.3%袁 嗜碱粒细胞绝对值 渊0.03耀0.36冤伊109/L遥 入院
第 7天袁 胸部 CT示两肺多发小结节袁 上纵膈淋巴结肿大曰 腹
部 B超提示中腹部和右下腹有多个形态异常的淋巴结袁 内见
多个粗大的钙化点回声曰 腹部磁共振检查渊MRI冤显示腹壁尧 肝

脏和肠壁弥漫性结节状病灶袁 肠系膜上广泛淋巴结肿大袁 腹腔
积液遥 排除结核尧 肿瘤和细菌病毒感染等疾病后袁 考虑可能为
寄生虫感染遥 但家属未提供相关流行病史袁 入院第 10天将其
血清送至浙江省防疫站检测血吸虫尧 卫氏并殖吸虫和华支睾吸
虫等寄生虫抗体 渊深圳康百得生物科技有限公司的诊断试剂冤袁
均显示为阴性袁 且嗜酸粒细胞计数正常遥

入院后给予阿奇霉素尧 哌拉西林钠他唑巴坦钠尧 亚胺培南
西司他丁钠尧 万古霉素和阿莫西林钠舒巴坦钠等抗生素控制感
染及对症支持治疗袁 临床症状加重遥 为明确诊断袁 入院第 13
天在全麻下行腹腔镜活检袁 腹腔内见大量黄色液体袁 腹壁和肠
壁上密布粟米状肉芽组织袁 切取肉芽组织送检遥 病理报告显
示袁 肉芽组织内见寄生虫虫体袁 且其周围有大量炎性细胞浸
润袁 以嗜酸粒细胞为主袁 考虑为腹壁和肠壁寄生虫肉芽肿性
炎袁 符合舌状虫感染 渊图 1冤遥 反复追问家属袁 得知患儿发病
前 3个月袁 曾将蕲蛇腹腔内的活寄生虫一条剪半用两胶囊包裹
后服用袁 其中一胶囊被吐出遥 随后袁 将其血液送至中国疾病预
防控制中心寄生虫病预防控制所袁 以蛇舌状虫虫抗原所制备的
试剂检测抗体结果为阳性遥 结合患儿病史尧 病理报告尧 抗体检

儿童重度感染尖吻蝮蛇舌状虫 1例

揖病例报告铱
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