
广州管圆线虫M
r
32 000抗原的免疫诊断效果评价 

 

    广州管圆线虫(Angiostrongylus canonensis，AC)是太平洋岛屿与东南亚地区嗜酸粒细胞增多性脑膜炎或嗜酸粒细

胞增多性脑膜脑炎(eosinophilic meningitis or meningoencephalitis, EM)的重要病原体。该病病原学检测的敏感

性极低，据不完全统计，3000多例病人中仅56例找到虫体[1]，因此，免疫学检测成为重要辅助诊断手段。由于广州管圆

线虫抗原与其他寄生虫抗原存在交叉反应性[2]，用虫体粗抗原来诊断广州管圆线虫病时存在一定的假阳性。我们通过对不

同发育阶段的广州管圆线虫抗原分析发现M
r
32 000与感染3周后大鼠血清出现强烈反应，具有潜在的早期诊断价值[3]。为

进一步了解该抗原的临床诊断价值，本文从广州管圆线虫成虫抗原中纯化出AC32，并用Western blotting 和 ELISA检测

对其诊断效能进行评价。 

    

1  材料与方法 

    1.1  仪器及试剂 

    电泳仪、半干转印槽和SmartSpecTM3000核酸蛋白质浓度测定仪和Model-550 酶标检测仪均为美国Bio-Rad公司产

品，凝胶分析系统系珠海Hema公司产品，Tris、L-甘氨酸等电泳试剂为进口分装，辣根过氧化物酶(HRP)标记山羊抗大鼠

IgG为美国Jackson ImmunoResearch公司产品(鼎国生物技术有限公司分装)， HRP标记羊抗人IgG为美国ICN 

Biomedicals公司产品，低相对分子质量标准蛋白质为中国科学院上海生物化学研究所产品，其余试剂均为国产分析纯。 

    1.2 动物及血清 

    SD实验大鼠由广州医学院实验动物研究中心提供，感染大鼠血清由广州医学院病原生物学教研室提供，急性血吸虫病

人血清购自华中科技大学同济医学院，广州管圆线虫病人血清和其它寄生虫感染病人血清由本室收集及中山大学中山医学

院病原生物学教研室詹希美教授惠赠。 

    1.3  广州管圆线成虫抗原的制备 

    从广州管圆线虫的中间宿主褐云玛瑙螺中分离3期幼虫，经腹腔接种SD大鼠(每只50条)，在接种后第6周处死大鼠，分

离的虫体经生理盐水洗涤3次后，加入虫体5倍体积的10 mmol/L pH7.2 的磷酸盐缓冲液(PBS)，冰浴下匀浆使虫体完全裂

解，12 000 g 4 ℃离心15 min，上清即为广州管圆线虫粗抗原。 

    1.4  广州管圆线虫M
r
32 000抗原(AC32)的纯化 

    将上述粗抗原按文献[4]进行12%的聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)后，将凝胶浸入预冷的10 mmol/L的KCl溶液，4 

℃放置10 min后，根据标准分子量蛋白准确切取M
r
32 000蛋白带，将含目的蛋白的胶块装入孔径M

r
14 000的透析袋，加

0.5倍Tris-甘氨酸电泳缓冲液(不含SDS)，于水平电泳槽200 v电渗1 h，反转电极电渗1 min，袋内渗液经12 000 g 4 

℃离心15 min，取上清对pH 7.2 10 mmol/L PBS透析，袋内液体即为纯化的AC32。 

    1.5  纯化AC32的纯度及免疫活性鉴定 

    纯化的AC32按上述条件进行SDS-PAGE，并电转印到PVDF膜上，按文献[3]进行免疫印迹(Western bloting)。其中，

感染后不同时期的大鼠和正常大鼠血清的最终稀释度为1∶200，HRP标记的羊抗大鼠IgG最终稀释度为1∶10 000。 

    1.6  ELISA检测 

    用pH9.6 0.1 mol/L碳酸盐缓冲液稀释广州管圆线虫成虫粗抗原和AC32，按预试验的最佳包被浓度(分别为15和5 μ

g/ml)每孔加100 μl包被ELISA反应板，参照文献[5]进行血清检测。其中大鼠血清的最终稀释度为1∶200，人血清的最终

稀释度为1∶100，HRP标记的羊抗大鼠IgG、羊抗人IgG和羊抗兔IgG的最终稀释度均为1∶10 000。 

    

2  结果 
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    2.1  SDS-PAGE结果 

    切胶纯化的AC32经SDS-PAGE，银染后在M
r
32 000处可见单一条带，而成虫抗原出现多条蛋白条带(图1)。 

    图1  纯化AC32与广州管圆线虫成虫抗原的凝胶电泳 
    Fig.1  SDS-PAGE of AC32 and the adult worm antigen of A.cantonensis

    Lane 1: AC32 purified by electroelution from SDS-polyacrylamide gels Lane 2: Adult worm antigen 
of A. cantonensis; Lane 3: Standard molecular weight marker

    2.2  Western blotting 结果 

    AC32和成虫抗原经SDS-PAGE后转印至PVDF膜，与广州管圆线虫感染大鼠血清进行Western blotting，结果AC32仅在

M
r
32 000处出现单一反应带，而成虫抗原与感染大鼠血清出现多条反应条带(图2)。AC32与广州管圆线虫感染3和6周大鼠

血清均在M
r
32 000处出现单一反应带，与健康人血清、正常大鼠血清、旋毛虫免疫兔血清、血吸虫感染兔血清、弓形虫免

疫兔血清、囊虫病人血清和裂头蚴病人血清均未见明显的反应带(图3)。成虫抗原与感染大鼠血清和广州管圆线虫病人血清

除在M
r
32 000处出现反应带外，在M

r
30 000以下和M

r
35 000以上都出现了一些反应带；除正常大鼠外，成虫抗原与健康人

血清、旋毛虫免疫兔血清、血吸虫感染兔血清、弓形虫免疫兔血清、囊虫病人血清和裂头蚴病人血清在M
r
30 000以下和

M
r
35 000以上的分子质量范围内也出现了一定的反应带(图4)。 



    图2  纯化AC32和广州管圆线虫粗抗原与感染大鼠血清的免疫印迹 
    Fig.2  Western blotting of AC32 and adult worm antigen of A. cantonensis versus the infectedrat 

sera
    Lane 1: AC32 purified by electroelution from SDS-polyacrylamide gels; Lane 2: Adult worm antigen 

of A.cantonensis

    图3 AC32与不同血清的免疫印迹结果 
    Fig.3  Western blotting of AC32 versus the sera from different sources

    Lane1: Healthy human; Lane 2: Normal rats; Lane 3, 4: Rats infected with A. cantonensis; Lane 5: 
Patients with Angiostrongyliasis cantonensis;Lane 6: Rabbit immunized with richinella spiralis; Lane 
7: Rabbit infected with Schistosoma japonicun; Lane 8: Rabbit immunized with Toxoplasma gondii; Lane 

9: Patients with cysticercarosis; Lane 10: Patients with sparganosis



    图4  广州管圆线虫成虫粗抗原与不同血清的免疫印迹结果 
    Fig.4  Western blotting of the adult worm antigen of A. cantonensis versus the sera from 

different sources
    Lane 1: Rats infected with A.cantonensis; Lane 2: Normal rats; Lane 3: Healthy human; Lane 4: 
Rabbit immunized with Toxoplasma gondii;Lane 5: Rabbit immunized with Trichinella spiralis; Lane 6: 
Rabbit infected with Schistosoma japonicun; Lane 7: Patients with Angiostrongyliasis cantonensis; 

Lane 8: Patients with cysticercarosis; Lane 9: Patients with sparganosis

    2.3  ELISA结果 

    AC32和广州管圆线虫成虫抗原均以各自的最佳浓度包被，以常规ELISA检测血清中的IgG抗体，结果：AC32和成虫抗原

与40份广州管圆线虫感染3周大鼠血清和21份感染4~6周大鼠血清全部阳性，一例临床确诊的广州管圆线虫病人血清呈强阳

性反应。AC32与5例正常大鼠血清和50例献血员血清未出现假阳性反应，与20例急性血吸虫病人血清、1例旋毛虫免疫兔血

清、5例华支睾吸虫病人血清、11例弓形虫病人血清、6例裂头蚴病患者血清和3例囊虫病人血清均未出现交叉阳性反应；而

成虫抗原除与华支睾吸虫病人血清外，与健康人血清和其他寄生虫抗体阳性患者血清均出现了一定的假阳性或交叉阳性反

应。另外，用AC32和成虫抗原检测40例嗜酸粒细胞增多患者血清，分别有4例(10%)和7例(17.5%)出现阳性(表1)。 



    

3  讨论 

    研究表明，广州管圆线虫抗原与其他寄生虫抗原存在交叉反应性，单一组分抗原可以提高检测的特异性[2]。国外学

者纯化的雌童虫29 000、幼虫204 000、成虫31 000和31 500等抗原均提高了对广州管圆线虫检测的敏感性和特异性[6]

[7][8][9][10]。AC32是广州管圆线虫的主要抗原带，经切胶纯化后在聚丙烯酰胺凝胶电泳和免疫印迹中仅出现单一的蛋

白条带和反应条带，说明其已达到电泳纯和免疫纯度。 

    潘长旺等[2]采用雌性成虫抗原构建的ELISA检测感染广州管圆线虫后不同时期的大鼠血清，发现其体内抗体含量在感

染10 d后迅速上升，感染后20 d大鼠血清的检出率达90%，40 d左右达到高峰，因此提出适宜的检测时间是在感染20 d

后，最佳检测时间是30~50 d。本试验用AC32和成虫抗原包被ELISA检测40份感染后23 d大鼠血清和21份感染4~6 周大鼠

血清全部阳性；一例临床确诊的广州管圆线虫病人血清呈强阳性反应。说明AC32和成虫抗原在广州管圆线虫的早期诊断和

流行病学调查中均具有较高的敏感性，与上述文献报道的结果一致。 

    诊断性抗原不仅需要高度的敏感性，还需要具有较高的特异性。本文用AC32组建的ELISA检测5例正常大鼠血清和50例

献血员血清均未见假阳性反应。在广州管圆线虫与旋毛虫等的交叉反应方面，黄绪强等[11]用免疫酶染色试验检测广州管

圆线虫感染鼠血清抗体时发现5例旋毛虫感染鼠血清1∶40以下全部呈阳性反应；潘长旺等[2]用雌性成虫抗原检测的10例

旋毛虫抗体阳性血清出现2例阳性。本文用AC32-ELISA检测旋毛虫免疫兔血清时未出现阳性，但用成虫抗原包被的ELISA则

出现阳性反应。从Wentern blotting结果可见旋毛虫与广州管圆线虫的交叉反应抗原带主要在M
r
35 000以上区域，而与

M
r
32 000反应带并不明显(图3-lane 6，图4-lane5)。同样AC32与所检测的其他寄生虫抗体阳性患者血清均未出现明显的

阳性反应，从Western blotting  结果可见广州管圆线虫与所检测的其他寄生虫抗体阳性患者血清的交叉反应主要在M
r
30 

000以下和M
r
35 000以上的分子质量范围，而在M

r
32 000附近未出现明显的交叉反应带。可见，选测AC32作为诊断抗原，

可以避开其他寄生虫感染所引起的交叉反应，从而提高检测的特异性。 

    王小同等[12]用成虫粗抗原建立的ELISA检测了22例临床诊断为广州管圆线虫病患者的血清有13例阳性，40例健康人

血清和11例其他颅内感染患者血清均为阴性。本文用AC32和成虫抗原检测1例临床确诊病例的血清和脑脊液均为阳性。另

外，我们用AC32检测的40例嗜酸粒细胞增多患者血清，有4例出现阳性，是否有广州管圆线虫感染，有待进一步调查。 
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