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日本血吸虫抗原的纯化及其应用价值的研究
1

.

虫卵抗原提纯的方法及其敏感性和特异性的初步比较

李绪 琼
釜 狄德甫釜
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.张才康

朴
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为了解决血吸虫病免疫诊断的非特异性

反应问题
,

并为今后杂交瘤技术创造有利条

件
,

目前国内外学者正致力于抗原制备方法

的改进
,

特别在纯化抗原方面
。

虫卵抗原的

纯化工作是六十年代后期发展起来的一项免

疫化学 技术
。

H u l d t 等 ( 1 9了5 ) ( ` ) 曾应用

提纯的可溶性虫卵抗原 ( S o l u b l e e g g a n t i
-

g e n s ,

S E A ) 作酶联免疫吸附试验 ( E L IS A )

诊断曼氏血吸虫病
,

获得满意结果
。

B o r o s

等 `” “ )及 P e l l e y 等 ( ` 》均报道了 S E A 中的

主要抗原组分是糖蛋白
。

C l i n t等 ( 1 9 7 5 ) ( 5 )

介绍了酸性糖蛋 白 组 分 的 制备
。

T o a n g等

( 1 9 8 1 , 19 8 2 ) ( 。 、 吕 )首先从非 水溶性部分

提取尿素溶解 性虫 卵 抗原 ( U r e a 一 s o l u b l e

e g g a n t i g e n s f r o m S e h i s t o s o m a j a p o -

in c u m ,

国外简称 J E U ) 获得成功
。

国内陶义

训等 ( 19 8 3 ) ( 。 ,报道了 日本血吸 虫 卵尿素

溶解性抗原的提取
、

分离及其化学和免疫学

特性
。

我们参照国内外学者所报告的方法
,

作

了一些探索性的改良
,

提取了血吸虫卵抗原
几种组分

,

并对其敏感性 和 特 异 性进行比

较
。

兹将实验初步结果报道如下
。

材 料 和 方 法

一
、

血吸虫卵抗原的制备
`

1
.

超速离心 虫卵抗 原 ( U l t
r a 一

S E A
,

U
一

S E A ) 的制备
:

每只家兔接种尾蝴约 1 ,
5 00

条
, 4 5天后剖杀

,

按常规从病肝分离纯卵
,

冰冻抽于制成干卵粉
。

取冻于虫卵 35 0m g ,

用玛瑙研钵干价 1 5 m i n ,

加 灭菌磷酸盐缓冲

液 ( P B S
, p H 7

.

0 )
,

再研磨 1 5 m i n
后

,

配成

1 %悬液
,

于 4 ℃冰箱中冷浸 3 天
,

每天振

摇 3 一 4 次
,

每次 s m i n ,

然后
,

用超声 波

( C S F
一

IA z s o W 3 0 0 m A ) 击碎 4 o m i n ,

继续冷

浸 2天后
,

用 1 00
, 0 0 0 9低温离心 ( H I T A C

-

H l s o P
一

7 ) 9 0m i n ,

上清液即为 U
一
S E A

。

用 F ol in 一酚法测定蛋白含量
。

2
.

酸性搪蛋 白组分的制备 ( 。 ) ( H C IO
.

一

S E A
,

U
一

C
一

S E A ) :
将高氯酸 ( H C IO

;
)

加入上述制备好的 U
一

S E A 中
,

使最终浓度

为 O
.

6 M
。

加 H C IO
`
的目的是为了沉淀 S E A

中的非糖蛋白
。

将 已加 H C I O
;

的 U
一
S E A

,

再用 10 , 0 0 0 9 低 温离心沉淀 1 0 m i n ,

取其上

清液
,

立即用 o
.

I M p H 7
.

o P B S透析 2 4小时
,

电风扇吹干浓缩
,

F ol i n
一

酚法测蛋白含量
。

3
.

葡 聚糖凝胶 S e p h a d e x G
一

1 00 柱 层析

第 1 蛋 白 峰 ( U
一

C
一

S E A
,

) 的 制 备
:

取

U
一

C
一

S E A 溶液 6 m l
,

经 S e P h a d e x G
一

1 0 0

( 日本 产 ) 柱 层 析 ( 1
.

5 x 3 O c lll ) 纯 化 分

离
,

部分收集器收集第 1 蛋白峰 各管
,

用 7 51

型分光光度计测定光密度
,

按 K a l c k c : 公式

计算蛋 白含量
。

4
.

尿素溶解性 虫 卵 抗 原 ( J E U ) 的制

备 气” ’ “ 》 : 将上述第 1项中经 1 00
,

00 鲍低温离

心 9 0 m i n 的沉淀物加少量 P B S ( P l l 7
.

0 )
,

于玻璃匀浆器中研匀约 30 m in
,

然后再溶于

10 : n l S M尿素 缓 冲 液 ( S M尿素在 0
.

0 1 M

T r i s
/ H C I p H S

.

0 )
,

4 ℃冰箱中冷浸 2 0天
,

`
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然后以 招
,

0 0 0 9 低温离心 30 m i n ,

收集上清

液
,

即为尿素溶解性虫卵抗原
。

日木血吸虫卵各抗原组分的 提 取 步 骤

见图 1
。

}
日本血吸虫 , ,

{
在 BP “中

掣
成匀浆

l冷浸三夭
杏

1男虫卵匀浆液

超声波粉碎 40 二泣

l
l冷浸二天
杏

10 0
.

00 0̀ 离心 90m i n

二 上 清 液 , 一
- -
一一一一

二

1
杏

沉淀物溶于 S M尿素缓冲液
:
卜

{
10

.

0 0 0 9

回一一液
咨清

上

!
}力n高氯敌
咨

离
,

已
、

16
。 , i n

}
4

清 液

l
4

S
e Ph

a
d
e x

G
一
10 0

。 第 一 峰

图 1 日本血吸虫卵各抗原组分的提取步吸

二
、

受试血清

1
.

粪检毛勤孵化阳性的急性血吸虫病人

血清 30 份
。

2
.

肺吸虫病 人血清 1 7份
。

3
.

正常人血清知份
。

结 果 和 讨 论

一
、

环状沉淀试验检测各抗原组分的活

性
:

超速离心 S E A ( U
一
S E A )

、

超速离心

后再经高氯酸沉淀的 S E A ( U
一

C
一

S E A )
、

高氯酸沉淀后再经 S
e p h a

d
e x

G
一 1 00 柱层析

的第 1 蛋白峰 U
一
C

一
S E A : 以及尿素溶解性

虫卵抗原 ( JE U )
,

上述四种 虫卵抗原组分

在蛋白含量相同条件下
,

应用小试管环状沉

淀试验
,

以测定其活性
,

结果见表 1
。

表 1 各组 分虫卵杭原活性比较

抗原类别
蛋白含量

( m g / m l )

环 状 沉 淀 试 验 效 价 测 定

1 : 4 1 : 8 1 : t 6 1 : 32 1
: 64 1 : 12 8

U
一
SE A 1

.

0
一

卜 + 十 士 一 一

U
一
C
一
S E A 1

.

0 + 十 + 士 一 一

U
一

C
一

S E A
,

1
.

0 十 十 + + 十 一

JE U 1
.

0 十 + + 一 一 一

表 1显示
,

各抗原组 分 抗 体 效价
,

以 白色沉淀
,

前者更为清晰
。

u
一

.c s E A
,

最高
。

在本试 验 中
,

我们应用 二
、

酶联免疫 吸 附 试验 ( 邻联甲苯胺

l % 阿拉伯胶生理盐水稀释 S E A “ “ ) ,

目的 O r t h o 一

T
o l u i d i n e 目测法

。

简称 E L I S A
一
O T

是使 S E A在稀释时比重不降低
,

与单纯生理 法 ) 测定各抗原组分的敏感性和特异性
:

盐水稀释 S E A比较
,

两层液面交界处出现的 1
.

敏感性的测定
:

我们曾对30 例急性血
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吸虫病人血清 (粪检毛勤孵化阳性 )进行测 EL SI A
一

O T法
,

比较急性血吸 虫病人血清

试
,

各抗原组分在蛋白含量相同条件下
,

用 抗体效价和反应强度
,

结果见表 2
、

表 3
。

表 2 各组 分杭原 E L巧 A 刚定血吸虫病人血清杭体效价结果

抗原类别
蛋白含量

( m g / m l )
受检人数 阳 性 牧

抗体效价 ( 以 1 : 4 00 为阳性标准 )

: 2 0 0 1 : 4 0 0 1 :
8 0 0 1 : 16 0 0

U
一

S E A

U
一

C
一
S E A

U
一

C
一

S E A -

JE U

人数

人数

人数

人数

(拓 )

(男 )

(% )

(拓 )

30 ( 10 0 )

3 0 ( 10 0 )

北 ( 10 0 )

3 0 ( 10 0 )

2 9 ( 9 7 )

2 9 ( 9 7 )

3 0 ( 10 0 )

2 9 ( 9 7 )

nUO几Un
U价J确nJJ,.

ù“ón仙比Unl
.

…
`.二,
.

盛,人`.二

表 3 各组 分杭原 E L IS A 浏定血吸 虫病人血 清阳性反应 强度结果

抗原 蛋白

含量

( m g / rn l )

酶标试验反应强度 (抗体效价 l , 4 0 0 ) + + 以上

X Z
P

多

一阳例性数

阳性率ǎ另à阳性例数

十 + 十 + + +

类别

裂 ` 裂
、

1
.

U
一

S E A
I

。 。 。 ,

、
。 。 :

I
U

“ U ’

/
. ’

. 叨

例数一%

一
例数

受检人数
、

加加

1
.

U
一
C
一

SE A 3
.

3 15 6 0 1 0 3 3 4 1 3 2 9 9 7 1 4 4了
I

。

1
。 > 0

.

0 5

1
.

U
一
C
一

S E A
-

0 3 0 0 0 1 3 4 3 1 1 3 7 6 2 0 30 10 0 1了 5 7 互
。

皿
.

百
.

万E U 0 3 0 1 3
.

3 14 4 T 8 Z T 7 2 3 2马 9 7 1 5 50

方0

0 6 T

0 6T

> 0
.

0 5

> 0
.

0 5

> 0
.

0 5

甲.口̀八0nn幼̀,ú

了二百且下二

表 2
、

表 3 显示
,

U
一

C
一

S E A : 抗体效价

及 + + 以上反应强度均稍高于其它三种卵抗

原组分
。

但经统计学处理
,

它们之间无显著性

差异 ( P > O
。

0 5 )
。

初步说 明 U
一
S E A 与其

它虫卵抗原组分的敏感性无 明 显 差 别
,

但

U
一
S E A 提 取 方 法 最 为简便

,

其能否代替

U
一

C
一

S E A
: ,

尚有待于进一步研究
。

2
。

特异性的测定
:
我们曾对非血吸虫病

疫区 17 例肺吸虫病人血清 进 行 各抗原组分

E L I S A
一

O T法测试
。

结果见表 4
。

表 4 肺吸虫病人血清与各组分

抗原 E L I S人试脸比较

抗原类别
蛋白含量
( m g / m l ) 倒数 假阳性数

假阳性率
(万 )

U
一

S E A 1
.

0 盆T 1 6
.

马

U
·
C
一

SE A 1
.

0 17 1 6
.

日

U
一

C
一

S E A : 1
.

0 IT 1 5
.

9

】E U 二
.

0 蕊T 0 0

表 4 显示
,

J E U 对肺吸虫病人血清未出

现交叉反应
,

似比其它几种虫卵抗原组分为

优
。

这一初步结果与 T s a n g 等 ( 1 9 5 2 ) ( ’ )

所报道的基本相符
。

另测 试 正 常 人血清 30

份
,

均呈阴性反应
。

虫卵抗原四种组分在特

异性上未见差异
。

U
一

S E A
、

U
一

C
一

S E A
、

U
一
C

一
S E A

,

及

JE U 四种组分电泳比较将于今后进行研究
。

三
、

高速离心 ( 1 2 , 0 0 0 r p n 、 , 3 0 m i n )

虫卵抗原 ( H i g h
一

S E A
,

H
一

S E A ) 与其经

S e p h a d e X G
一

1 0 0 柱 层 析 第 1 蛋白峰 ( H
-

S E A
. ) 敏感性和特异性比较

:

我们曾应用 E L sI 人
一
O T法比较H

一
S E A

和 H
一

S E A
:

的敏感性和特异性
。

它们的提取

步骤见图 2
。

1
.

敏感性的测定
:
我们曾测试 20 份粪

检毛坳孵化阳性的血吸虫病人血清抗体效价

及反应强度
。

结果见表 5
、

表 6
。



一

8 1 1
· 浙江医科失学学报

表SH
一

S EA 与 I {
一

S EA
:

L E冷A 抗体效价比较

ó从川泌川
抗原类别 蛋白含量

(mg /m l)
受检人数

I J
一

S EA

门

-一
一 . - -` 一户一一一 ~一`

抗 体 效 价

1: 2 1 0 0: 4 1 0 0: 8 0 01: 6 1 0 01:3 2 0 0

1 91 1 914 0

(马5 )
.

( 95 ) (5 5 ) (2 0) ( 0)

2 02 017 13 1 0

( 1 0 0) ( 1 0 0) ( 85 ) (5 6) (5 0)

nù nU n乙弓̀ I一S EA

表 6倪
一

SA E与H
一

SA E
,

E L IS A反应 强度的比较

蛋自

含鼠

m g / m l

E L I S A试验 ( 1 : 4 0 0 )

+ 十 十 + +

例
数 烈 多

屯 凡 婴
、
裂

,

阳 阳 十 + 以
_

}二

钊 性 一 丽
- - 一

—例 率 性
。 , . , 。

数 ( % ) {勿 , x

“
’

数

受人检数原抗类别

11
一

S E A

11
一

S E A

13 6 5

6 3 0

6 3 0

4 2 0

0 0

10 5 0

1 9 9 5

2 0 10 0

6 3 0
6

.

4 < 0
.

05
14 7 0

民dlln
` .二nùnUnU,̀,̀ù”n臼

!
。未益竣虫卵

} 大力 支持
,

浙江省卫生 实验院提 供肺吸 虫病

人血 清
,

在此一并致讲
。

)

在 P璐中制成匀浆
l
l冷浸三天
番

1冤虫卵匀浆液

超声波粉碎 40 m in

!
,冷浸二天
奋

12
,

00 0 r p m 离心 3 0 : n ; n

参 考 文 献

液 一

}
H

一

s E A
!

}
加高氯酸

离
`

亡10 m ; n

S
o P l l a d

巨x
G

一
1 0 0

第一峰 二 l全垫
一

{
图 Z H

一

S E A和H
一

SE A I
提取步骤

表 5
、

表 6 显示
,

H
一

S E A
;

不仅在抗体

效价方面
,

而且在反应强度方面均比 H
一

S E A

为高
,

经统计学处理
,

两者有显著差异 ( P

< 。
.

05 )
。

与其他作者所报道一致 ( n
, ’ ` 》 。

2
.

特异性的测定
: 曾测试 45 例正常人

血滑
,

均呈阴性反应
,

两者来见差异
。

.

一 S万人与 H
一
S E A组分敏 感 性 和 特异

性终琴将于今后进一步研究
。
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