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基于 "#e的 Of"R$用于囊尾蚴循环抗原的检测

刘!玉!王元伦!唐雨德

!!!摘要"!目的!建立基于"#e的双抗体夹心Of"R$用于囊尾蚴病的诊断" 方法!制备并纯化抗囊尾蚴循环抗原(*$)

卵黄抗体("#e)$建立以抗*$的"#e为捕获抗体$酶标记抗*$的单克隆抗体 ($

L

为检测抗体的双抗体夹心Of"R$法$共检测

样品 /L3 份$并与捕获抗体和检测抗体均为单克隆抗体的Of"R$法比较$验证方法的敏感性#特异性与实用性" 结果!成功制

备并鉴定了特异性"#e抗体$建立了基于"#e的双抗体夹心Of"R$检测体系" "#e9Of"R$和双单抗9Of"R$检测囊尾蚴 *$的

灵敏度分别为 T.%

!

#4f和 (%.'

!

#4f" "#e9Of"R$检测囊尾蚴病患者血清与脑脊液的 *$阳性率分别为 (33W((%'4(%')与

T'.LW((84(')$囊尾蚴病猪血清的阳性率 (33W(---4---)$健康人与健康猪血清的阴性率为 (33W" 结论!建立的基于F#e

的双抗体夹心Of"R$检测囊尾蚴*$用于囊尾蚴病诊断$具有较高的特异性和敏感性$可用于囊尾蚴病的辅助诊断"

!关键词"!囊尾蚴病%"#e%循环抗原%双抗体夹心酶联免疫吸附实验
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!!囊尾蚴病是我国常见的寄生虫病$俗称囊虫病$

其循环抗原(G2=G@FE<27#E7<2#;7$*$)可以反映囊尾蚴

在体内的存活状况*(+

$可以用于囊尾蚴病的诊断与疗

效考核*-$%+

" "#e是特定抗原免疫产蛋母鸡后在鸡卵

黄中形成的多克隆抗体$即卵黄抗体(2>>@71#F1A@F27

e)" 本文应用抗囊尾蚴*$的"#e和酶标记抗*$单

克隆抗体 ($

L

组合$建立一种新型双抗体夹心Of"R$

检测囊尾蚴*$$以探讨"#e用于囊尾蚴病免疫诊断

的可行性$现将结果报告如下"

作者单位# -(333- 江苏南京$南京军区疾病预防控制中心

通讯作者# 唐雨德$O9>E2F,<E7#B@0;&Ll(&%.G1>

>?材料与方法

>.>?血清与抗体?经 *+和药物治疗结合确诊的

囊尾蚴病患者样品 (LT 份(其中血清 (%' 份$脑囊尾

蚴病患者脑脊液 (' 份)$分别获自内蒙古通辽囊虫

病医院#南京脑科医院#南京军区总医院和南京 /L/

医院%经剖检确诊的囊尾蚴病病猪血清 --- 份$采自

内蒙古兴安盟科右前旗%健康人血清 L3 份$采自南

京的健康体检人员%健康猪血清 -3 份$采自江苏镇

江某部队农场%% 份弓形虫病患者血清由济南军区

军事医学研究所提供$T 份包虫病患者血清由新疆

军区防疫队提供" 抗囊尾蚴*$单克隆抗体 ($

L

由
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本课题组制备并保存*/+

"

>.@?囊尾蚴 *$?由课题组采用亲和层析法纯

化*%+

$9-3 t保存%弓形虫与棘球蚴纯化抗原分别由

济南军区军事医学研究所与新疆军区防疫队赠与"

>.A?抗囊尾蚴 *$9"#e的制备与鉴定?取 L33

!

#

*$与等体积福氏完全佐剂乳化经翅下静脉注射 -L

周龄来亨蛋鸡 (3 只(首次剂量为 L33

!

#4只$加强

剂量为 -33

!

#4只)$每次间隔 (3 0" 首次免疫 8 0

后开始收集鸡蛋" 用水稀释法提取"#e

*L9&+

$ S-3 t

保存备用" 采用紫外吸收法测定纯化后 "#e的浓

度$并采用聚丙烯酰胺凝胶电泳( RPR9X$dO)分析

其相对分子量和纯度$间接 Of"R$检测 "#e的活性

与特异性"

>.B?血清处理方法?采用"*沸浴法*/+

"

>.C?抗囊尾蚴 *$单克隆抗体 ($

L

的酶标记!采

用简易过碘酸钠法*/+标记辣根过氧化物酶(a,X)$

a,X为 R2#>E公司产品"

>.D?"#e9Of"R$的方法建立?将 "#e按常规包被

Of"R$反应孔中$洗板后$用 (33 #4f的脱脂奶粉液

(或牛血清清蛋白)%8 t封闭 - ?$XMR9+液洗涤 %

次%加入已处理的待测标本 (33

!

F$%8 t温育 %3 k

&3 >27后$XMR9+液洗涤 % 次%加入稀释好的 a,X9

($

L

(33

!

F$%8 t温育 %3 k&3 >27$XMR9+液洗涤 L

次$采用+)M显色方法$测定吸光值($

/L3

)" 每板

均设阳性对照和阴性对照$以 $值 \阴性对照的

-p( 倍作为阳性判定标准" 通过正交试验来确定最

佳检测条件$设立 / 个实验因素$每因素设 - 个水

平$分别为"#e包被浓度#血清温育时间#酶标抗体

浓度和加酶标抗体后温育时间"

>.E?方法的敏感性与特异性?用已建立的方法检

测囊尾蚴病患者血清#脑脊液#病猪血清以及健康人

与健康猪血清以及 % 份弓形虫病患者血清#T 份包

虫病患者血清并与双单抗9Of"R$

*/$8+比较$验证方

法的敏感性#特异性与可行性"

@?结?果

@.>?抗囊尾蚴 *$9"#e的鉴定?首次免疫后 (3 0

卵黄内检测到有特异性抗囊尾蚴*$9"#e$加强免疫

后效价逐步上升$至 %3 0$琼脂扩散效价达 (u(-T$

并维持到 LL 0" 每枚蛋黄经提纯后可得到约 &&.(-

>#"#e$经 RPR9X$dO分析$纯化后的 "#e在约 &L

I@处和 -L I@ 处可见 - 条清晰的条带$分别为 "#e

的重链和轻链(图 ()" 间接Of"R$显示"#e与囊尾

蚴*$发生特异反应$Of"R$效价大于 (3

T

$与棘球

蚴抗原#弓形虫抗原反应的Of"R$效价小于 (3"

图 (!F#e纯化前后 RPR9X$dO分析

(,低分子量蛋白标志物%-,纯化前"#e%%,纯化后F#e

@.@?双抗体夹心 Of"R$方法的建立?经正交试验

最终确定的检测条件为,"#e包被浓度 (u(333#被检

血清温育时间为 &3 >27%酶标记单抗浓度为(uT33$

温育时间为 %3 >27"

@.A?灵敏度?"#e9Of"R$和双单抗9Of"R$检测囊

尾蚴*$的灵敏度分别为 T.%

!

#4f和 (%.'

!

#4f"

@.B?方法的敏感性与特异性?应用 "#e9Of"R$和

双单抗9Of"R$对 /L3 份样品检测结果比较$差异无

统计学意义(E\3.3L$表 ()"

表 (!基于"#e和双单抗的夹心Of"R$检测结果比较

样本 (

"#e9Of"R$

阳性数(W)

双单抗9Of"R$

阳性数(W)

囊尾蚴病患者血清 (%' (%'((33.3) (%&('8.T)

脑囊尾蚴病患者脑脊液 (' (8(T'.L) (&(T/.-)

健康人血清 L3 3(3) ((-.3)

囊尾蚴病猪血清 --- ---((33.3) ---((33.3)

健康猪血清 -3 3(3) 3(3)

弓形虫病患者血清 % 3(3) 3(3)

包虫病患者血清 T 3(3) 3(3)

A?讨?论

!!囊尾蚴 *$的检测可作为疗效考核指标*-9%+

"

建立高敏感性和特异性的*$检测方法是当前囊尾

蚴病防治中亟待解决的问题之一" 现有的囊尾蚴

*$检测方法敏感性与特异性还有待提高$其原因可

能是因为 *$多为囊尾蚴的代谢分泌物$易受到机

体免疫系统的清除$从而导致 *$在患者血清中

含量不高$独特型抗体的存在也能影响到循环抗原

的检测*T9'+

" 此外$囊尾蚴 *$与棘球蚴抗原存在

!&%(! 东南国防医药 -3(% 年 % 月第 (L 卷第 - 期!)2F2<E=B);02GEFU1@=7EF1DR1@<?;E6<*?27E$V1F.(L$Q1.-$)E=.-3(%



严重的交叉反应*'9(3+

" 应用单克隆抗体作为检测系

统$解决了特异性问题$但敏感性降低$而使用多克

隆抗体作为检测系统$其特异性较差*((+

"

!!本实验利用"#e的优点*L+

$制备出抗囊尾蚴*$

的高效价 "#e抗体$RPR9X$dO与间接 Of"R$结果

显示$纯化效果较好$可与 *$发生特异反应$而与

棘球蚴和弓形虫抗原不发生交叉反应" 利用纯化的

抗囊尾蚴*$9"#e作为捕获抗体#酶标记单抗 ($

L

为

检测抗体$建立了检测囊尾蚴*$的夹心Of"R$法"

其灵敏度为 T.%

!

#4f$高于双单抗9Of"R$的 (%.'

!

#4f" 从表 ( 可知$"#e9Of"R$对 (%' 例囊尾蚴患

者血清#(' 例脑囊尾蚴患者脑脊液和 --- 份囊尾蚴

病猪血清进行检测$*$阳性率分别为 (33.3W#

T'pLW和 (33.3W$而双单抗9Of"R$的阳性率分别

为 '8.TW#T/.-W和 (33.3W%对 L3 份非疫区正常

人与 -3 份健康猪的血清检测$*$阴性率均为

(33W$而双单抗9Of"R$则分别为 'TW和 (33.3W"

两种方法对弓形虫病患者和包虫病患者血清检测$

结果均为阴性" 经统计学分析$"#e9Of"R$与双单

抗9Of"R$的敏感性与特异性没有显著性差异$但前

者的灵敏度似高于后者"

!!从理论上分析$本文所建立的检测方法采用多

抗与单抗夹心的检测模式$多抗针对抗原的位点

多*(-+

$用作捕捉抗体可以提高检测的敏感性%而单

抗针对抗原的位点单一$用作检测抗体则可以提高

检测的特异性*(%+

" 由于鸡与哺乳动物种系发生学

关系较远$且"#e制备及纯化技术简单#成熟$卵黄

中提取的"#e纯度高#含量大$将"#e应用于免疫诊

断中$可减少假阳性的出现*(/+

$从而提高检测的敏

感性与特异性"
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