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揖Abstract铱 Serum antibody of schistosomiasis patients was detected by dot immunogold filtration method (DIGFA) in

laboratory and field, and F鄄ELISA was used as control. The results showed that there was no significant difference between
these two assays in sensitivity and specificity渊P>0.05冤袁 with a high coincidence. DIGFA is easy to operate and may deserve
a wide application in the diagnosis of schistosomiasis.
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揖提要铱 应用建立的胶体金免疫渗滤法检测日本血吸虫病血清抗体袁 并以快速酶联免疫吸附试验渊F鄄ELISA冤方法检测
作平行对照遥 现场和实验室试验表明袁 胶体金渗滤法与 F鄄ELISA方法在敏感度和特异度的差异无统计学意义渊P>0.05冤袁
两法具有较高的一致性遥 但胶体金免疫渗滤法操作简便快速袁 无特殊要求袁 在临床和现场防治工作中具有比较广泛的应
用前景遥

揖关键词铱 胶体金免疫渗滤法；快速酶联免疫吸附试验；日本血吸虫病；抗体

金标免疫渗滤法渊dot immunogold filtration assay袁 DIGFA冤
是近几年发展的以胶体金为标记物的快速斑点免疫试验遥 它以
硝酸纤维渊NC冤膜为载体袁 利用其微孔膜的可滤过性和毛细管作
用袁 使抗原抗体反应迅速发生在一个特殊的渗滤装置上袁 反应
过程为 2~3 min袁 无需任何仪器设备和特殊操作技术袁 肉眼观
察结果袁 适用于各级医疗单位袁 特别是条件较差的基层防治站
所遥 本研究用日本血吸虫虫卵抗原包被 NC膜袁 用胶体金标记
羊抗人 IgG为捕捉抗体袁 建立了快速检测日本血吸虫病血清抗
体的 DIGFA遥 本文报道了该方法的敏感性尧 特异性及制成试剂
盒后反应的重演性尧 试剂的保存期效等袁 并与快速酶联免疫吸
附试验渊F鄄ELISA冤进行比较观察遥

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 DIGFA试剂盒制备 可溶性日本血吸虫虫卵抗原渊SEA冤
按常规法制备并纯化袁 各取 1 滋l倍比稀释至合适浓度的 SEA
和人 IgG袁 分别点样于孔径为 0.45 滋m的 NC膜渊上海医药工业
研究院生产冤的上部和下部渊人 IgG点为质控点冤遥 加样后的NC

膜置室温待干遥 再经封闭加上吸水填料袁 置含直径为 1cm 的
反应小孔塑料小盒内袁 而后密封于塑料袋袁 4 益保存遥 将
0.01%氯金酸水溶液 100 ml加热至沸腾遥 于磁力搅拌下加入
1%柠檬酸三钠水溶液 3 ml袁 继续加热至溶液呈橙红色遥 冷却
后袁 用 0.1 mol/l K2CO3调节 pH值至 5.9耀6.2遥 按每毫升胶体
金中加 10 滋g羊抗人 IgG的比例混合均匀袁 再加适量的聚乙烯
醇渊PEG冤袁 经高速离心纯化袁 4 益保存备用遥
1.1.2 F鄄ELISA 试剂盒 由中国 CDC 寄生虫病预防控制所严
自助研究员提供咱1暂遥
1.1.3 血清样本 日本血吸虫病患者血清 100份袁 采自江西省
都昌县万户镇塘美村袁 病原学检查均为阳性袁 每克粪便虫卵数
渊EPG冤范围为 24耀1032遥 50份正常人血清袁 采自山东和河北非
血吸虫病流行地区的健康人群遥
1.1.4 现场筛查实验 对本所寄生虫病咨询门诊 110例待检者
及安徽省石台县血吸虫病流行区 199 份居民血清同期进行
DIGFA和F鄄ELISA检测遥
1.2 检测方法

1.2.1 DIGFA 室温下袁 小盒中央孔内加 2 滴 pH7.4 的 PBS袁
渗入后加受检血清 20~100 滋l袁 待渗入后袁 加胶体金鄄抗体结合
物 2滴袁 渗入后再加 2滴 pH7.4的 PBS洗涤液遥 结果判断院 检
测点和对照点均呈红色斑点的为阳性反应曰 仅有对照点呈红色
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斑点的为阴性反应袁 若对照点不显色袁 则表明试剂盒质量有问
题渊图 1冤遥

1.2.2 F鄄ELISA 虫卵抗原包被经特殊处理的 PVC反应板袁 待
测血清作 1颐50稀释袁 酶结合物作 1颐1 000稀释袁 底物为 3袁 3忆袁
5袁 5忆鄄四甲基联苯胺渊TMB冤袁 每板设阳性和阴性参考血清遥

2 结果

2援1 敏感性和特异性 用 DIGFA检测 100份慢性血吸虫病患
者血清袁 97份呈阳性反应袁 阳性率为 97.0%; 检测 50份正常人
血清未见阳性反应遥 DIGFA检测 65份其他寄生虫及乙型肝炎
患者血清袁 除 3份并殖吸虫病患者血清尧 2份旋毛虫病患者血
清尧 1份华支睾吸虫病患者血清呈阳性反应外袁 其余均为阴性
渊表 1冤遥

2援2 DIGFA法与 F鄄ELISA法的比较观察 用 DIGFA和 F鄄ELISA
法平行检测同批患者血清袁 敏感度分别为 97.0%和 99.0%渊字2

校正=
0.255袁 P>0.05冤袁 其中双阳性 96 份曰 特异度分别为 100%和
98%渊字2校正=0袁P>0.05冤渊表 2冤遥

2.3 重演性实验 将 10份患者血清尧 5份健康人血清不定期
地用同批试剂重复测定 3次袁 反应结果无差异遥 表明本反应稳
定性好袁 具有重演性遥
2.4 最适血清量的测定 随机取 2份 DIGFA呈阳性反应的血
清袁 用同批试剂反应时袁 血清量分别为 50 尧 40 尧 30和 20 滋l 袁
结果不同量的血清均呈现阳性反应袁 反应强度无明显差别遥 另
随机取 10份慢性血吸虫病患者血清及 5份健康人血清分别为

50 滋l和 20 滋l袁 结果表明 2种血清量的反应结果均一致袁 反应
强度无明显差别遥
2.5 试剂盒的批间差异及保存期 将本试验的反应板及有关试

剂制成试剂盒遥 对不同时间制备的 4批试剂盒渊批号为 040212尧
040316尧 040326尧 040410冤同时测定 10份慢性血吸虫病患者血
清及 5份健康人血清袁 结果患者血清均呈阳性反应袁 健康人血
清均呈阴性反应袁 反应强度无明显差别遥 另用保存 9个月及 6
个月的试剂盒对 10 份患者血清和 5份健康人血清进行测定袁
结果患者血清均呈阳性反应袁 健康人血清均呈阴性反应遥 试剂
盒保存 6个月时袁 其反应强度与新鲜制备时一致袁 保存 9个月
时其反应结果不变袁 但反应强度略低于保存 6个月者遥
2.6 门诊和现场筛查实验 在本所寄生虫病咨询门诊袁 对 110
例待查者血清进行 DIGFA和 F鄄ELISA联合测定袁 结果除 2 份
血清 F鄄ELISA呈弱阳性反应而 DIGFA呈阴性反应外袁 其余 108
例血清 2种反应结果均相同遥 对安徽石台县珂田乡台山村 199
份人血清进行检测结果袁 F鄄ELISA 和 DIGFA 检测均阳性的为
30份袁 均阴性的为 131份袁 F鄄ELISA 检测为阴性而 DIGFA 检
测为阳性的为 26例袁 F鄄ELISA检测为阳性而 DIGFA检测为阴
性的为 12例袁 两种方法检测结果的一致率为 80.9%遥

3 讨论

胶体金作为四大免疫标记技术之一袁 现已广泛应用于生物
医学的各个领域遥 目前在医学检验中应用的主要是免疫层析法
和免疫渗滤法遥 后者在日本血吸虫病抗体的检测方面已有报
道袁 有些已制成试剂盒或用于现场试验咱2鄄4暂遥

本研究应用自制胶体金标记的抗人 IgG和高效特异的虫卵
抗原与患者血清中的血吸虫抗体快速反应袁 检测了一批慢性血
吸虫病患者尧 健康人及其他寄生虫病和内科疾病患者血清袁 同
时与 F鄄ELISA法比较遥 结果显示该方法敏感性高尧 特异性强遥
反应快速袁 整个实验过程仅需 2~3 min袁 且不需要特殊仪器设
备遥 制成试剂盒后便于现场普查遥 同时本文对试剂盒的制备进
行了严格的质量控制袁 在每个反应板孔中均设立了质控点和检
测点袁 提高了反应的可靠性遥 此外进行了同份血清的重复性试
验以及检测了不同时间制备的试剂盒的批间差异袁 表明试验的
重复性好袁 结果的稳定性强遥 试剂的保存期效达 6~9个月遥 用
不同量血清进行试验袁 20~100 滋l血清量对反应无明显差异遥
根据反应颜色袁 推荐采用 30 滋l血清量袁 即使血清量有所增减
亦不影响结果遥 本法与 ELISA相比较袁 后者操作步骤多袁 应用
的试剂也多袁 还需要定量加样袁 工作人员需经过严格培训才能
操作遥 虽然 F鄄ELISA经过不断改进已更加简便尧 快速袁 但与之
相比袁 DIGFA检测时仅需 2种试剂袁 且不需严格定量操作袁 试
剂盒可在室温下邮寄袁 使得该方法既可以在现场大规模使用袁
也可在临床上对少量个体进行检测遥

本研究中应用的血吸虫虫卵可溶性抗原袁 可能与并殖吸
虫尧 旋毛虫尧 华支睾吸虫具有共同的抗原组分袁 因此与这部
分患者血清存在不同程度的交叉反应遥 另外由于肉眼观察结
果袁 一些弱阳性反应较难判断袁 因此与 F鄄ELISA 渊肉眼观察
结果冤 同时检测流行区居民时袁 相符率还不够满意遥 尚需寻
找敏感性高尧 特异性更强尧 价廉且更易制备的血吸虫病诊断
抗原遥 渊下转第 155页冤

图 1 DIGFA结果判断示意图

阳性结果 阴性结果

表 1 DIGFA法检测日本血吸虫患者血清抗体的敏感性和特异性

血清样本

慢性血吸虫病

健康人

并殖吸虫病

旋毛虫病

囊尾蚴病

华支睾吸虫病

乙型肝炎

检测份数

100
50
14
12
9
15
15

阳性数渊阳性率%冤
97渊97.0冤

0
3渊21.4冤
2渊16.7冤

0
1渊6.7冤

0

表 2 DIGFA与 F鄄ELISA检测结果的比较

血清样本

渊份数冤
慢性血吸虫病患者渊100冤
健康人渊50冤

DIGFA
阳性数 阴性数

97 3
0 50

F鄄ELISA
阳性数 阴性数

99 1
1 49

检测点 对照点渊质控点冤
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3 讨论

血吸虫病是一个严重的公共卫生问题袁 全世界约有6亿人
口受威胁袁 感染人数约2亿咱1暂遥 核酸疫苗是一种全新的疫苗袁 近
年来袁 国内外有关血吸虫核酸疫苗研究较多袁 但至今尚无令人
满意的结果咱2暂遥 核酸疫苗的作用机制及文献报道的血吸虫核酸
疫苗效果需进一步研究证实咱3暂遥

Sj20.8基因是本研究所筛选日本血吸虫成虫cDNA文库咱4暂后
得到的新基因咱5袁6暂遥 其 cDNA全长871 bp袁 编码176个氨基酸残
基袁 蛋白质相对分子量Mr为 20 800遥 本研究利用PRIMER5.0软
件设计特异性引物袁 PCR法成功扩增了该基因袁 其目的片段长
551 bp袁 包含起始密码子和终止密码子袁 又被克隆到pUCm鄄T载
体和亚克隆到pcDNA3.1真核表达载体遥 将制备的核酸疫苗免疫
小鼠袁 于末次免疫1尧 3 d后在小鼠股四头肌检测到Sj20.8基因袁
7 d后扩增条带不明显袁 28 d后未能检测到Sj20.8基因片段遥 表
明该核酸疫苗能在小鼠肌肉组织或细胞中短时间存在遥 Sj20.8
基因可在小鼠肌细胞中表达袁 但未见高表达遥 保护性实验结果
表明袁 该核酸疫苗未能诱导BALB/c小鼠产生明显的免疫保护
性作用遥 其原因可能是淤 注射后机体内转染效率低下咱7暂袁 如物

理障碍尧 宿主细胞内核酸酶降解尧 核膜的通透性低尧 核孔复合
物的中央孔径小尧 不与染色体发生整合咱8暂袁 也不进行复制而影
响DNA摄取及表达曰 于 肌细胞抗原提呈有限袁 而使核酸疫苗的
保护性作用减弱遥 但肝脏虫卵计数袁 核酸疫苗免疫组尧 空载体
对照组均显著低于生理盐水对照组遥 核酸疫苗载体鄄pcDNA3.1渊鄄冤
的DNA骨架中含有两个5忆鄄AACGTT鄄3忆序列袁 该序列具有较强的免
疫激活作用或免疫佐剂作用袁 可增强小鼠抵抗力咱8暂遥
本研究构建了pcDNA3.1渊鄄冤/Sj20.8真核表达重组质粒袁 免疫小

鼠后能在小鼠肌肉中短时间存在并有微弱表达袁 但未能诱导小鼠

产生一定水平的保护性免疫遥
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