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摘 要
:

【目的 ] 建立一种简便快速
、

适合基层的包虫病诊断方法
。

[方法 ] 采用简便的一步层析方法从包囊

液内纯化具有诊断价值的脂蛋白抗原
,

应用酶联免疫吸附试验 ( E LI sA )和诊断试纸法 ( DI sP it ck 法 )
,

对血清进行检

测
,

评价其效果
。

[结果 1 E LI S A 检测包虫病人血清 48 份
,

阳性 45 份
,

检出率 93
.

7 %
,

和 10 份羊多房棘球蝴血清中

的 1份起交叉反应
,

而和羊细颈囊尾拗
、

弓形虫
、

血吸虫血清不起反应
。

用 DI sP it ck 方法检测 24 份包虫病人血清
,

19 份阳性
,

检出率 79
.

2 %
,

和其它寄生虫血清无交叉反应
。

【结论 ] 本试验为包虫病诊断试剂盒的研制莫定了基

础
。
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在棘球蝴囊液中主要含有抗原 5 和抗原 B 两

种成份川
,

这两种抗原尽管相对分子质量不 同
,

但

都属于脂蛋白
,

均被用于包虫病的诊断研究
。

抗原

5( 又称抗原 A )曾被认为在包虫病诊断中中最有价

值
,

但随着免疫化学研究 的深人
,

发现该抗原对猪

囊虫病
、

其它绦虫病
、

吸虫病有严重交叉反应
,

且敏

感性也不高川
。

上述抗原存在的敏感性低和特异

性差的主要原 因是抗原纯化的方法不同所致
。

同

时由于提取抗原 B 和抗原 5 的方法繁琐
,

也影响了

实际工作中的应用 〔“ 〕
。

随着对包虫病免疫诊断技

术的研究深人
,

提取这两种抗原的方法不断得到改

进
。

本研究根据国内外纯化包囊液抗原的方法
,

选
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择了一种较为简单实用的一步层析提取法
,

并将纯

化的包囊液抗原首次应用诊断试纸法 ( DI sP ict k 法 )

和常规的酶联免疫吸附试验 ( E IL S A )方法进行 比

较
,

为研制包虫病的快速诊断试剂盒奠定基础
,

现

将结果报告如下
。

1 材料和方法

1
.

1 包囊液 (h yd a t i d 盯s t f一u i d
,

H e F )

从外科手术的包虫病人和乌鲁木齐四桥屠宰

场屠宰的包虫病羊体内采集肝包虫病肝脏
,

在无菌

条件下采集包囊液
,

放人 一 20 ℃保存备用
。

1
.

2 血 清

临床上手术确诊的包虫病人血清 4S 份
,

冻干

保存
,

由新疆地方病防治研究所 (卫生部包虫病防

治基地 )李雄副研究员惠赠 ;羊多房棘球坳人血清

10 份
、

细颈囊尾坳羊血清 12 份采 自新疆 ; 弓形虫

病人血清 2 份
,

血吸虫病人血清 5 份
,

正常人血清 2

份
,

由中山医学院寄生虫学教研室李道宁主任技师

惠赠
。

1
.

3 试 剂

肝素分离珠 ( h eP an
n

acy lin h组d s
)

,

购于 P t lD l l详势

公司 ;辣根过氧化物酶标记的羊抗人 Ig G 和马抗羊

Ig G
,

购于华美公司
。

1
.

4 包囊液抗原的纯化方法

往包囊液 ( H C石
、

)加人 30
~

l几 ca C I: 调整
,

并离心澄清
,

去掉沉淀
。

上清液用于亲和层析分离

抗原
。

具体方法为
:
用 2 5 m L h叩 a r i n a e y l in b e a d s

填柱
,

用平衡液 1 ( 3

mmo
l几 T r i

一

H c l
,

p H 7
.

4
,

3 0

~
l几 aC 1C 2

)进行平衡
。

将上述包囊液上清过柱

8 次
,

用 Z X 的平衡液 2 ( 3

mmo
l L/ T r i S

·

H C I
,

p H 7
.

4
,

3 0
nmr

o l L/ C a c l Z
)洗脱至 A 2 8。

达 0
.

0 5
,

洗

脱液在 1 9几 蔗糖溶液透析
,

透析样品溶于 0
.

1

mo l几 甘氨酸缓冲液 ( o
.

l mo l几甘氨酸酸缓冲液
,

p H 8
.

2
,

0
.

5 mo l几 N a CI )
,

紫外分光光度计测定蛋

白浓度后分装
,
一 20 ℃ 保存备用

。

用 DS S P A (正 :

方法对上述样品进行蛋白质大小鉴定
。

1
.

5 胶体金
·

羊抗人 gI G 结合物的制备

其主要步骤为
:
按 1

.

0 9几 用双蒸水溶解氯金

酸
,

加热煮沸后加人 10 9几柠檬酸三钠水溶液 1
.

5

m L
,

继续 煮沸 1 0 m in
。

待冷却后 用 0
.

2 mo lL/

风 C q 调至 p H 8
.

2
。

快速搅拌下加人纯化的羊抗

人 I茄
,

并继续搅拌 15 m in
。

加人牛血清白蛋白
,

再搅匀 5 m i n ,

最后加人 2 0 0 9 L/ N a C I溶液
,

混匀
。

以 2 0 0 0 r z /xl 飞i n
离心 I O m i n ( U N IV E R S A L

,

D
-

7 8 5 3 2
,

3 x 12
,

eG mr
a n y )

,

弃沉淀
,

上清液以 1 0 0 0 0

r

m/ in 离心 30 m in
。

小合吸去上清液
,

沉淀物即为

胶体金
一

羊抗人 Ig G 结合物
,

冻干保存
。

使用时用

磷酸盐缓冲液 ( P B )S 溶解
,

在 4 ℃可保存数月
。

1
.

6 免疫测试条的制备

测试条由吸水保护层
、

硝酸醋酸混合纤维素膜

和吸水滤纸 3 部分组成
。

硝酸醋酸混合纤维素膜

上用 0
.

02 m ol 几
,

州 7
.

4 p B S 稀释的纯化的包囊

液抗原和人 I g G (对照线 )包被成两条约 1 m m 宽的

线条
,

晾干后用含体积分数 10 % 牛血清的 BP S 封

闭
。

切成 3 crn 宽的条
,

加干燥剂密封保存
,

根据检

测样本数量决定剪成多少条带
。

1
.

7 D IP s t i e k 检测

以冻干保存 的血清或新选血清用 P B S 稀释

10 0倍
。

放人诊断试纸条使其充分吸收 ; 加人胶

体金标记羊抗人 Ig G 结合物 30 川
。

结果判定
: 出

现两条褐红色条带者为阳性
。

第 1 条为标记对照

线
,

第 2 条线为包虫阳性线
。

如果无红色线出现

则说明试剂失效
。

强阳性标本在 2 m in 内即可在

检测线见到红色胶体金颗粒聚集成线 ; 弱 阳性标

本在加人胶体金标记结合物约 5一 10 m in 出现结

果
。

1
,

8 E L 】S A 检测方法

包囊液纯化抗原 l oo mg 几 用 p
gH

.

6 的碳酸

缓冲液包被
,

4 ℃过夜 ;含 B SA 的磷酸缓冲液封闭 ;

加人 1 0 O X 稀释的包虫病人血清 100 拼;L 37 ℃ 2

h
,

含 T w ee
n 一

80 的 P BS p H 7
.

4 缓冲液洗 3 次
,

加人

!积卫标记的羊抗人 Ig G 结合物 100 拼L
,

37 ℃ Z h
,

含 T w e e n 一

80 的 PBS p H 7
.

4 缓冲液洗 3 次 ;加人底

物 H Z

q O/ P D (磷苯二胺 )
,

室温避光 30 m in ;在加

人眺厌为终止
。

用肉眼和酶标仪测定 A 49 2 。

加人

阳性和阴性血清对照
,

同时用弓形虫人血清和血吸

虫人血清及细颈囊尾蝴羊血清作为特异性对照试

验
。

2 结 果

2
.

1 纯化抗原的特性

将纯化抗原经 肛叭
-

1
〕

A G E
,

出现有 4 条带
,

蛋

白相对分子质量分别为 12 火 1 0 3
、

r 6 只 1 0 3 、

2 3 x

1护
、 、

38 x 10 3 。

而未经纯化的包囊液经 SD S P A G E

后有多条带 (图 1 )
。
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图 1 纯化分离抗原 聚丙烯酞胺凝胶电泳
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2
.

2 E L IS A

检测包虫病人血清 4S 份
,

检出阳性 45 份
,

检

出率 93
.

7 %
,

和 10 份羊多房棘球蝴血清中的 1 份

起交叉反应
,

而和羊细颈囊尾坳
、

弓形虫
、

血吸虫血

清不起反应 (表 1 )
。

2
.

3 D IP s t i e k

用 DI sP it ck 法检测 24 份包虫病人血清和 3 份

其它寄生 虫 血清
,

敏感性 达 79
.

2 %
,

特异 性 为

10 0 % (表 1 )
。

不同的方法纯化包囊液中具有诊断价值的脂蛋 白

抗原
,

由于步骤繁琐和所需特殊的试剂
。

导致纯化

的抗原特异性和敏感性降低
,

同时纯化的量有 限
。

本研究介绍了一种简单的一步法
,

其原理基于肝素

( he aP ir n) 与脂蛋白结合
,

然后洗脱浓缩即可
。

采用

该方法从包囊液中纯化脂蛋白抗原
,

在目前完全能

够供应实际需要
,

因为从包虫病人和羊 (尤其包虫

病羊 )采集包囊液十分方便
,

且量大
,

并且能够保持

包囊液中蛋 白质的活性
。

尽管抗原 B 基因核昔 酸

序列已经知道
,

也已经将其克隆到相关表达载体
,

但从试验的结果来看尚不能十分满意
,

原因之一是

蛋白表达的量和纯化方法以及蛋白的活性存在问

题
,

至少离实际应用还有较长时间风 5」
。

本研究所

建立的方法具有简便
、

快速
、

特异
、

敏感等特点
,

试

验的结果也较为满意
。

目前诊断包 虫病 的免疫方 法 中主要采 用

E L ISA
,

尚未见到 DI sP ict k 法的介绍
。

本研究用从

包囊液中纯化 的脂蛋白抗原进行 IE
创

sI A 和 iD p
-

st ic k 法检测
,

其主要 目的是建立一种简便快速
、

适

合基层需要 的包虫病诊断方法
,

从试验的结果来

看
,

E LI SA 敏感性较 DI sP it ck 法高
,

但特异性较

DI sP it ck 法低
。

分析原因可能是胶体金的标记需要

进一步摸索条件
。

本研究可为包虫病的诊断和试

剂盒研制奠定了基础
。

目前正研制一种敏感
、

快

速
、

特异
、

便于基层使用 的包虫病快速诊断试剂盒
。

表 1 用脂蛋白抗原检测包虫病结果

aT b le
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E L I S A 4 5 4/ 8
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1 3/ 1 93
.

7 9 7

0 3/ 7 9
.

2 1 00

3 讨 论

用不同的方法从包囊液中纯化抗原的 目的主

要是为了提高诊断的特异性和敏感性
。

具有诊断

价值的脂蛋白 (抗原 5 和抗原 B )的相对分子质量

分别为 12 又 1 0 3 、

1 6 又 10 3 、

2 3 只 r O3 、

3 8 只 10 3 ,

其中

3 8 K 1 0 3 和 2 3 火 10 3
与抗原 5 有关

,

1 2 x 1 0 3 、

16 只

1护
、

23 X 10 3 于抗原 B 有关 z[]
。

包囊液中也含有其

它寄生虫抗原成份 和大量 的宿主血清蛋 白成份
。
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