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尿素溶解性抗原用于E LIS A诊断旋毛虫病的初步研究

张津利 赖福春 (寄生虫学教研室 )

提 要 文木报告了旋毛虫感染期幼虫虫体尿素溶解性抗原的提取及其用于 E LIS A诊 断 旋 毛

虫病的效果
。

E LIS A检测 2搜例旋毛虫病人血清地G 和 1 2例病人滤纸
一

干血滴 I g G
,

阳 性 率 均 为 9 1
.

67 % (韶

/ 2透和 1 1 / 1 2 )
,

2 1例病人血清 I g M
,

I环{性率为。 5 .

2 4% ( 2 0 / 2 2 )
,

对 1L 木血吸虫病人血清作TgG和 I g M

检测时均有一定的交叉反应
,

而感染共它几种寄生虫的小鼠血清无交叉反应
。

本实验结果表明尿索溶解性抗原用 少E L ST A 诊断旋毛虫病具有较高的敏感性
、

特异性和好的亚复性
,

是一种具有实用价值和经济价值的诊断抗原
。

关妞饲 旋 毛虫病 , 酶联免疫吸附测定 , 免佼酶技术 , 抗原 , 旋毛虫

旋毛虫病近年在我国有增加的趋势
,

以 二
、

酶结合物

排肠肌活检为主的确诊方法有很 大 的 局 限

性
,

因此免疫学诊断是近年研究 的 重 点
。

E LI S A 已经成为较常用的方法
,

但以往 所

用旋毛虫幼虫水溶性抗原制备过程 中
,

有大

量非水溶性成份被弃
,

其 中可能还含有具有

较强免疫原性和诊断价值的成份
,

木文将这

部份非水溶性物质用尿素溶解后再次提取
,

比较了尿素溶解性抗原和水溶解性抗原用于

E LI S A 诊断旋毛虫病的效 果
,

并对小鼠感

染不 同数量旋毛虫后的抗体动态 进 行 了 观

察
。

材 料 和 方 法

一
、

旋毛 虫扰 原制 备

旋毛虫幼虫经消化法从受染大鼠获取
,

滤去肉

渣后
,

经 20 % ~ 3Q % ~ 40 % 聚蔗糖不连续梯度离

心
,

1 2 0 X g
,

1 5 , `” ,

取集中于 30 %层中幼虫用 P B S

清洗
,

超声粉碎 1。。W
,

15
, (间歇 )

,

加 。 .

02 % 硫

柳汞置 魂 ℃ 冷浸了Z h
,

超速离心
.

4 5 0 0 0 又 g
,

4 ℃ i

扮” , _

仁清即为旋 毛虫幼虫水溶性抗原
。

离心后的沉
一

疮再用少是 S ln ol 尿素缓冲滚洛解
,

超声粉碎 100 W
,

20 , (间歇 )
,

用该缓冲液稀 ; ; 。仁亏
: 5 0 ( w / v )

,

绪℃冷浸 7 2 h
,

按 1 : i ( V
.

\ ) 勺日入 , L冷 的正 丁

醇
,

室温搅拌 5 0 , ,

离 心 」: 0 0 0 x g
, ` ℃ 3 0 , ,

将

尿素溶解物用蒸馏永 4 ℃
一

1二透析 : Zh ` , , ,

即得旋毛

虫幼虫尿素溶解性抗原
。

经方阵滴定
,

尿素溶解性

和水溶性抗原检测人
、

鼠血清打弓体的最适包被量分

别为3 0卜19 / m l
,

2 5卜g / m l和 2 5林g / m l
,

1 0卜g / m l
.

H R P标记猪抗以 I g G (木校免疫室提供
,

批号

8 6 0 9 0 1 ) 和羊抗人 I g G
、

I g M (军事医学科学院微

生物流行病研究所生产
,

批 号8 7 1 1 0 1 )
,

3 户卜酶标

抗体的工作浓度分别为 i , 4 0 0 0
,

z , 1 0 0 0
,

1 , 1 0 0 0

(用于尿素溶 解 性 抗 一I;: ) 于Jl l : 5 0 0 0
,

1 : 2 0 0 0
,

1 , 2 0 0 0 (用于水 i下不性 l)’ 〔 1巧七)
。

三
、

待检 标本

1
.

旋毛虫病人血军招
.

1份
,

均经膝肠叽活检 或

对所吃剩的猪肉镜木匆正实 仃旋 毛虫幼虫
,

并结合临

床症状确诊的病人
。

2
.

!厂常人血洁相份
,

采 自垂

庆市健康献血员
。

3
.

日 术 血吸虫病人血清28 份
,

取 匕l粪检阳性或 0, }上友l丁比凝试验 {j{{性的 病 人
。
魂

. 」!二

常B A L B / C 小鼠血洁 相 份 , 感染旋 厄虫幼虫各
1 0 0

,
3 0 0

,
6 0 0 条的 B A I一 B / C 小屁t不 I司时阳的血

清
。

5
.

感染 日 木血吸虫
、

少之钩虫幼虫
、

约氏疟原

虫的 B A L B / C小鼠血清
。

四
、

实验方法

华本按 E L IS A 问接法常规操作“ , ,

血清稀释

液为含。 .

05 %吐温 一 2 0和 2 % 绵羊血清的 P B S ( P H

7
.

4
,

o
.

01 m ol )
,

每孔加样。 .

l m l
,

句步反应 Z h,

3 7℃
,

中间洗涤 3 ’ x 3 次
。

用 G X M Z o Z几廷酶 标比

色计 ( 四川分析仪器 J
一

产品 ) 测定 0 D 49 。值
,

将每

份标本复孔均值按公式校正
,

每块板均 没标 准 阳

性
、

阴性和空白对照
。

算出 30 份正常小以 月{肥份止

常人血清的 O D均在J 琳口标准差 S D ,

以 大于 优
十

3 S D ) 为抗体阳性
。

结 果

一
、

方 法学检脸
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卜 )特异性试肇
,

毓夔履试验
:

对用 2种抗

原吸收和禾吸收的小鼠阳性血清分别进行 E L IS 人

栓测
,

结果吸收蒲的血窄效价 ( 均为 1 ,

的 ) 比未

吸收的对舞血清效价 (均为 工:1 :和 ) 下降 玲 倍
,

吸吹百分串大于与。%
。
氮交叉反应

:

小氟感染扫本

血吸虫
、

术钩奔幼虫和约氏疟原虫的血清 分别 为
1公

、
名、 粉扮

,

川 含种抗原检测全部为阴性
,

日本

血供也病人血舀赞交 ;丈探应书见表 2 。

七 `

l
。

4

1
,

2

t
.

〔

~ 高班染惫

卜中舀染纽
。
一娜感染滋

〔二 ) 重公性试验 , 2 种抗原对小鼠标准阳性

血清 1 ,
加、 卜 1。。 ,

1 吐。00 3 个浓度各重复功孔

(批内变异) 作连续 3 天 (批间变异 ) 的 E L玛人

检测
,

结果批内和批间变异系数均小于 10 筑
,

表明

本实验的重复性狡好
,

二
、
小泉感染旋毛曳后的杭体动态 (表 1, 附图 )

表 1 中感染 1。。 , 3朋
,

动 。条幼虫的 3组小

佩
,

后两组先于第 1组 启天在第 10 天出

现阳性反应
,

2与天以前阳性率均高于第 1

组
,

2 组和 3 组的阳性率在第 ” 夭和即

天有 显著性 差异 ( P < 饥吞幻
。

三
、

旋毛亥病人血清检蒯 <表 2 )

.0s } 声
乐
气 崖

“ 卜一者
爪践

.

盆日茱二一 , , , . ` , - 一 ` · - . - 一一 ~ 一 ~ 一 , ·

昌已导\自八O甘举娜麟

娜染夫拉
口石 邵 注公 心5 瓜O 贫习 11 0 13刀

.

卫s4

配图 感染旋 亡虫小鼠抗体动态 硬尿表俗舟针以心眼检测结果〕

讨 论

E L I S八是目前旋毛虫病免疫诊

断常用的方法
,

所用抗原多为旋毛

虫幼虫虫体水溶性 抗 原倒树 `州 7),

提取该抗原过程
一

中
,
在吸取上清后

常有大量沉渣被弃
,

其中可能含有

表 1 小泉感 染不 同数量旋毛虫后 的抗体动 态

100 条 幼仓条 弓O Q条

例数 阳性数 阳性率% 例数 阳性数 阳性率% 例数 阳性数 阳性率%

O

一UóU

nUO叮山n甘一六UZ
J从8
,1钾自土

0屯81410一10202020171002030阳卯04̀拟i8了1520沙扔加幼了15红010肠物

注0 0

i心口

I Q心 N D

1 0仓 1巨

。。2公加10别即加劝20加10加

、,斌

豁以
ù

"10。?。?。

江
:

田木表为尿素溶解性抗原检柳(结果
,
阳性标准为。 D> 。。

1 80

②肠天公后限性率均为 100 穷
、
未列出

。

N公即未作
。

表2 E L IS人法2种杭原检刚病人血清结果

组 别
水 浓 性

、

抗 原

例 阳性% Q公枪围 6方 扣

尿 素

限性%

溶 解

O D范围

原

S D

4叮自2
,孟

f 旋毛虫病人血倩
I药 }旋毛虫病人露悠纸血

双 马1浦犷 .0 2日容~ 生,

韶启 0
.

讹念 n
,

3拓

注2 1口0 0
`

忿卯~ 1
,

1昌与公
。
5 3 6 0

.
2肠

9 1
。

仓7 0
.

邪 3~ 1
.

含工1 心
.
5么Z Q,

肠9

导1
.

份7 0
.
2了了~ i

。
1 3 9 公

.

圣6 4 0
`
含研

又日本血吸虫病人血清班 肠
: 了旋毛虫病病人血倩 21 那
I哪气日本血吸虫病人礴

韶 邪

.0 窟7 e~ O
`

的 3 .0 3要6 0
.
1玲

.

别 .0 4印~ 1
。

韵要久助息饥邪 1

O
。

始已, 心
.

名似 Q
.
份3 4 公

,
1 6 0

.

了1 0
.

万1 3一。 .

肠 7 仇即 3 。 ·

含5王

.

2 4 0
。
连0 1~ 1

.

右1工 O
,

9 3名 公
,

念自3

班95韶21

忍公 1心
.

2 0 0
`

羚习~ 0
.
6匀弓 O

,
5了3 0

.
1斑

注
。 水榕性抗原和尿素溶解性抗原检侧 l g G

、

坛M的判阳标准分别为> 。 ,
2“

、
> .0 邪昌和 ) .0 筋合

,

> 。声业
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一些具有诊断价值的成份
,

这无疑是 很大的

损失
。

T sa 很等及其他学者 s() 丈. }报道了几 种

吸虫尿素溶解性抗原的提取
,

这种抗原用于

E L ls A作免疫诊断时
,

效果比 水溶性抗原好

或与之相似
,
目前尚未见这种抗原提取技木

用于线曳的报道
,

本实验参考文献方法 (3 ), 提

取了旋虫毛虫幼虫尿素溶解性抗原
,

该抗原

检测病人血清 I且G
、

lg M和滤纸血球G时
,

具有

与水溶性抗原相似的效果
,

阳性率均在马吞%

以上
,

结合方祛学检验的结果
,

说明该抗原

具有较高的敏感性
、

特呼性和好的重复性
,

它

含有具有诊断价值的特异性成份
,

其制 备扩

大了抗原获取量
,

制备方法简单
,
是 1 种具

有实用价值和经济价值的诊断抗原
。

旋毛虫病的早期诊断是
,

1 个尚待解决的

问题
。

本实验结果说明
,

小鼠感染旋毛虫后

第 1 0天可检出抗体
,

阳性率随感染时间的延

长而增高
,

至 30 天各组均达工00 %
。

人一般

于感染旋毛虫 2 ` 3 周后出现明 显症状
,

作

者在云南大理旋毛虫病流行区的观察
,

感染

后1’5 ` 2 5天就诊人数最多
,

本文 111 13 例大理

病人全部阳性
,

其中 4 例感染38 天
,

6 例33

天
,

另外
t

3 例分别为 1 5
、

19 和 23 天
。

因此
,

根据动物试验和人体试验的结果
, 似乎可以

认为尿素溶解性于忽原作E LI SA可用于较草期
,

旋毛虫病人的诊断
。

本实验参考文献资料 (1)
,

用聚蔗糖梯度
’

离心法纯化旋毛虫幼虫
,

取得较满意效果
。

该法能同时纯化大量幼 虫
,

纯化 效果好
,

一

操作简便
,

聚蔗糖对幼虫抗原性没有影响
,

;值得推广
。

旋毛虫与曼氏
、

埃及血吸虫有共同的抗

原成份 (0) ,

与日本血吸虫的交叉反应是否特

异性的尚未定论 ( ’ “ ,丈’ `) 。 本实验中旋毛虫 抗

原与感染日本血吸虫的小鼠血清 无 交 叉反
.

应
,

而与日本血吸虫病人血清有一定的交叉
·

反应
,

是否为特异性的有待进一步阐明
。

、 ’

对小鼠感染旋毛虫后抗体水平的动态观

寮结果
,

丰富了旋毛虫抗体应答方 面 的 资

料
。

对子旋毛虫病人 Ig M的检测初步证明它

可为旋毛虫病人作早期辅助诊断
。

本实验结

果还表明
,

滤纸血可以取得和血清一样的检

测效果
,

将这种简便易行的采血方法用于旋

毛虫病人血标本收集是可行的
。

(本文工作中得到本室陈志强同志及云南大理

康复医院江木生医师
、

大理医学院寄生虫学教研室

杨毅梅
、

杜伟等同志的帮助
,

大理州血防所傅丽芳

及四川省寄研所王秀珍同志提供部份血吸虫和旋毛

虫病人血清
,

特此致谢
。
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