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加样抽滤法斑点免疫试验诊断包虫病 

传染病寄生虫病研究所 隶登高+ 刘约 王小根 、 0、 

‘ 牛 6．b。乙 
提 要 本文应用加样抽滤法斑点免疫实验检测包虫病人血清抗体诊断包虫病 在 革包囊液t：lO~d]血请 

1：400稀释度进行试验时 ∞例包虫病患者血清的阳性率为97 2％；35例其他疾病患者血清和40例正常  ̂ 清的假阳 

性率分别为5．7％和O％ 结果提示此法诊断包虫病具有较高的敏感性与特异性和较好的实用性 

关键词 包虫病：斑点免疫试验 

中图分类号 RA46．621 4532．32 
籼 德 寸裤 

斑点免疫结合法fDot—Immunbinding As． 

say)是一种新的酶免疫检测方法 以硝酸纤维索 

膜为固相载体进行抗原与抗体的免疫反应，用于 

包虫病血清学诊断虽有报道⋯阳性率为92 9％但 

该法诊断包虫病的敏感性和特异性仍有待提高 

最近我们应用加样抽滤法斑点免疫试验检测36例 

包虫病患者血清．35倒其他疾病患者和40例健康 

人血清。进行对比，现将结果报告如下。 

1 材料与方法 

1 1 抗原 羊包囊液由新疆地方病防治所提供．存放于 

40。C备用。 

1．2 试验血清 包虫病患者血清36倒 其中细粒棘球蚴 

病18倒、多房性棘球蚴病18例 其他疾病35例．包括肺暖虫 

病1O倒、重型肝炎8例、肝硬化2倒、流行性出血热5倒 阿米 

巴痢疾5倒、细菌性痢疾5例 正常健康人血清40例 

l 3 加样抽滤板 天津有机玻璃厂出品。 

1．4 酶标记马抗人IgG辣根过氧化物酶标记马抗人IgG结 

台物 北京生物制品研究所生产 

1．5 硝酸纤维素膜Schleicher&Schull 西蔼产品 

1．6 洗涤液 TBS一吐温20溶液。 

1．7 底物 盐酸联苯胺一过氧化氢溶液 

加样抽滤斑点免疫试验将经过TBS缓冲液浸泡过的 

普通滤纸两层铺在抽滤板上．再将TBS浸泡过1h的硝酸纤 

维素膜铺在滤纸上．对准定位孔盖上加样板 加压抽掉承 

份 然后每孔加1：l0稀释的包囊液25u1．室温放置lh后抽 

干 每孔加1％的牛血清白蛋白50ul封闭，振摇5min．室温放 

置15min 弃去并拍干封闭液后分别加^不同稀释度待检 

血清．标准阳性与阴性血清，每孔50ul。振摇3分钟后室温放 

十男．1950一O4出生．主管技师 

置lh．弃去拍干 用0 5％TBS 吐温20溶液洗3次．每次撮 

摇5分钟．最后一趺1O分钟．同上法拍干 每也加1：2000稀释 

的酶结台物 振摇5分钟，室温置1h．同上法洗涤 加底物每 

~LS0ul。振摇5min．室温放 置30min后用TBS洗3改 肉眼观 

察结果：阴性“ ”．为无色或极浅蓝褐色 阳性。+。．为饯蓝 

色斑点，“++”为蓝色斑点．“+++ 为深蓝色斑点 每次 

试验均设标准阳性．阴性和空白对照 

包虫病人血清 

● 

c 

正常^血清 

图1 不同包虫病人血清1：200稀释与正常人血清1：200稀 

释结果 

2 结果 

2．1 各种类型血清不同稀释度抽滤法斑点免疫 

实验检测 结果见表1 

包虫病人血清与羊包囊液抗原能发生强烈的 

显色反应．血清稀释度为1：400时．36例包虫病患者 

的阳性率为97．2％：35例其他疾病患者的假阳性率 

为5．7％．仅2例重型肝炎患者血清羊包囊液抗原有 

交叉反应；40例健康人血清的假阳性率为0％。包 

虫 病 人 组 血 清 阳 性 率 显 著 高 于 其 余 两 

组 <0．05)。 

2 2 不同抗原浓度的检测结果 用TBS将抗原 

稀释或不同浓度，从1：5、1：10、1：15、1：20、1：25、1：30 

分别点样 用同一份包虫病人血清(1：400)和结台 

物 f1：2000)进行反应。结果表明i：i0稀释 的抗原溶 

液所获得斑点着色最深 
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2．3 不同浓度酶结合物的检测结果 抗原稀释 

度1：10时．用1：500 1：1000 1：1500 1：2000稀释的酶 

结台物进行检测结果表明稀释度为1：2000时斑点 

着色较深。故全部试验采用1：2000稀释度 的酶结 

台物。 

2 4 细粒棘球蚴与多房性棘球蚴病人血清抽滤 

法斑点免疫实验检测。 

结果见表2。 

3 讨论 

以羊包囊液为抗原的加样抽滤法斑点免疫试 

验检测包虫病血清抗体的血清浓度以1：400为宜， 

敏感性高达97．2％．与Zheng报告相似(92 3％ I。 

此外．本试验的特异性也较高。采用1：400 血清稀 

释度作为斑点免疫试验与其他疾病病人交叉反 

应率(假阳性率)为5．7％。2例重肝炎患者血清假阳 

性反应可能与患者血清中存在能与羊肝包囊液 

中某些蛋白发生反应有关 I。包虫病人血清中 有1 

例呈假阴性反应是该病人腹部仅有一个单纯性 

包囊．可能与其产生抗体水平较低有关 。邻苯二 

胺作反应底物时其呈色反应的产物为可溶性。因 

此 在硝酸纤维素膜上斑点颜色较浅。本次应用盐 

酸联苯胺为底物，生成的产物为不可溶性，形成蓝 

色斑点与硝酸纤维索膜的白色背景形成鲜明对 

比。因此在过氧化物酶进行加样抽滤斑点免疫试 

验中，底物以盐酸联苯胺较为宜 细粒棘球蚴与多 

房球蚴病人血清抗体水平的观察中．我们发现多 

房棘球蚴病人抗体水平明显高于细粒棘球蚴病 

此与文献报道一致。加压抽滤法斑点免疫试验诊 

断包虫病不仅具有敏感性高、特异性强．标本量少． 

而且方法简便．斑点集中形成一点。有利于目测替 

代比色 结果可靠。检测时问短，便于基层单位推广 

应用。 
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表1 不同稀释度血清抽滤法斑点免疫试验检测结果 

(收稿Et期 1998—11—25) 

+阳性倒数 ·阳性率 
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Adding Specimen and Aspirating Filter Dot——immunoassay for diagnosis 

Of echinOcOccOsis 

YuDengao．et al 

Research institute of infectious and parasitic diseases，college of clinical medicine 

Adding specimen and aspirating filter Dot innnunoassay was used for diagnosis of echinococcosis，W hen 

sheep cystic fluid and human serum ,,were diluted into ratios of 1：10 and l：400 ，36 cases from echinoccocosis 

patients were detected(a positive rate was 97．2％ )as well as 35 cases of other diseases and帅 cases O healthy 

sabjects(false rates were 5．7％ and 0％，respectively)These results showed that this method was higher in 

sensitivity，specificity and practicability 

KEY W ORDS Echin0c0cc08is：Dot—immunoassay 

临床学院消化内科 王 立 黄天禄 赵旭东 扬志邦 王丕龙 、62 

提 要 本文报道了两种用于检测HP血清抗体的快速试纸法，52倒经辣片染色及尿酶试验证实HP感染的阳性 

抗血清．及2O份未检测出HP感染者的阴性抗血清 分别用国产及进 口试纸法测定。其特异性及敏感性分别为 

70．1 ．76．O 96；90 ，96．5 。进口试纸法的特异性及敏感性均优于国产(P<O．05)。试纸法测定时间较普~ELISA法 

短，且方法简单．本组试验显示试纸法检测HP血清抗体具有简便宜仔．快速，可靠，灵敏及特异之优点，尤其 进口试纸 

法更具有其优越性 可广泛用于门谚病人或进行流行病学调查。 

美键词 HP 

中围分类号 
涮尚 垒 出门嘛坼 ． 

R573．1 l 。 

自1983年幽门螺旋杆菌(HP)被发现以来 日 

益受到人们的重视。HP感染的个体．体内产生相 

应的抗体．这为临床诊断提供了一实验基础。本文 

比较了几种测定抗HP抗体的方法 以期寻找到一 

种快速，敏感，准确，方便的血清学诊断法。 

1 对象及方法 

1．1 标本来源 本院胃镜室检查者72倒．男54例．女l8倒。 

年龄 (23-63)平均39 4岁。经胃镜检查 在 胃窦距幽门 

1--2era处．取2～3块胃牯膜组织，分别仔尿寒酶试验及涂 

片 同时抽取肘静脉 3m1．分离血清在～20。C保存待检。 

1．2 粘膜涂片及尿素酶试验 均采用常规方法．两种结果 

均为阳性者，则诊断HP为阳性。反之，HP就为阴性．若只有 

女，1960一O2出生．主治医师 

一 种试验结果阳性_则不纳入本研究。 

1．3 ELISA测定法 HP抗原包被微板 检测方法详见文 

献报道 试剂盒由我校微生物教研室提供。测定其OD值 

OD值为0 6以上者为阳性 0 5 下者为阴性 

1,4 进口试纸法 试纸由美国BioAge制药有限公司提 

供。方法严格按照说明书操作、5分钟后读取结果 在测试 

区内出现红线和蓝线者为阳性 如仅出现蓝线者为阴性 

1．5 国产试纸法 其试剂盒由福建三强生物化工有限公 

司提供 方法严格按照说明书操作 1O分钟后观察其结果。 

如见其粉红色斑点者为阳性．未出现粉红色斑点者为胡 

性。 

1．6 统计学分析 采用四表格确切概率法对相关数据进 

行统计处理 

2 结果 
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