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人芽囊原虫渊Blastocystis hominis冤是一种最常见的人肠道
寄生原虫袁 呈世界性分布袁 国外报道热带和亚热带人群感染
率高袁 发展中国家的感染率渊约 30%~50%冤明显高于发达国家
渊约 0.5%~23%冤咱1袁2暂遥 我国有 20多个省尧 市查到该虫感染者袁
感染率约为 0.1豫~32豫咱3暂遥 尽管对该虫的致病性颇有争议袁 但
近年来越来越多的研究者认为该虫与腹泻尧 肠易激综合征等
肠道疾病明显相关咱2鄄4暂遥 诊断人芽囊原虫感染的方法有直接涂
片法尧 三色渊trichrome冤染色法尧 浓聚法及体外培养法等遥 因技
术水平尧 标本质量尧 复检次数以及该虫的多形态特性袁 采用
直接涂片法和浓聚法袁 因漏诊而导致假阴性遥 近年来袁 体外
培养被认为是人芽囊原虫检测的最好方法袁 但费时袁 故不适
合大规模现场调查遥 为了寻找一种简便尧 敏感尧 特异性较强
的检测手段袁 本研究采用硝酸纤维素膜作为固相载体袁 用人
芽囊原虫可溶性抗原作包被抗原袁 辣根过氧化物酶标记的羊
抗人 IgG抗体 渊HRP鄄IgG冤 作酶标抗体袁 初步建立检测人芽囊
原虫血清抗体的 dot鄄ELISA诊断方法遥

1 材料与方法

1.1 调查对象 对本校 2002级和 2003 级大学生 322 名袁 分
别采集新鲜粪便袁 同时抽取外周血袁 分离血清袁 -20 益冻存
备用遥
1.2 试剂 硝酸纤维素薄膜渊NC 膜冤为美国 Bio鄄Rad 公司产
品袁 牛血清白蛋白渊BSA冤为上海华美生物工程公司产品袁 HRP鄄
IgG 渊工作浓度 1颐120袁 批号院 20011001冤 为北京天坛生物制
品股份有限公司产品袁 DAB 渊3袁 3忆鄄二氨基联苯胺盐酸盐冤 为
瑞士 Fluka 公司产品袁 胎牛血清渊FBS冤购于杭州四季青公司袁
淋巴细胞分离液购于上海恒信化学试剂有限公司 渊批号院
20001102冤曰 其余试剂均为国产分析纯遥
1.3 人芽囊原虫可溶性抗原的制备 按文献 咱5暂 方法制备
Locke忆s鸡蛋双相斜面培养基遥 将 1株来自崇义县有腹泻症状
的女大学生的粪便培养于含 20% FBS 的 Locke忆s 鸡蛋双相斜
面培养基内袁 37 益培养 48 h后收集虫体袁 用 0.02 mol/L PBS
渊pH 7.4冤 洗涤 3 次袁 每次 1 000伊g离心 15 min袁 加适量的
0.02 mol/L PBS 渊pH 7.4冤 重悬沉淀 渊人芽囊原虫体冤遥 取 2 ml
淋巴细胞分离液于试管中袁 分离液上铺加 4 ml虫体悬液袁 1 000伊g
离心 20 min袁 取出虫体层袁 用 0.02 mol/L PBS 渊pH 7.4冤 洗涤
3次袁 每次 1 000伊g离心 15 min遥 用 0.02 mol/L PBS 渊pH 7.4冤
重悬沉淀袁 4 益超声粉碎 5次袁 每次 30 s袁 间隔 1 min袁 所得
溶液经 12 000伊g离心 20 min袁 上清液即为人芽囊原虫可溶性
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揖提要铱 分别收集本院大学生 322份血清和粪便袁 将粪便用体外培养法作为金标准检测出人芽囊原虫阳性 178例袁 阴
性 144例遥 用 dot鄄ELISA分别对体外培养法阳性者和阴性者血清进行检测袁 敏感度为 92.13豫渊164/178冤袁 特异度为 97.92豫
渊141/144冤遥 表明 dot鄄ELISA用于检测人芽囊原虫血清抗体较敏感尧 特异遥
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抗原袁 用 Lowry 法测得蛋白质含量为 0.63 mg/ml袁 分装并
于-20 益冻存备用遥
1.4 直接涂片法和体外培养法检测人芽囊原虫 将收集的

322份新鲜粪便分别用生理盐水和碘液涂抹制成涂片袁 加盖片
后用高倍镜渊伊400冤观察遥 同时将新鲜粪便用 Locke忆s鸡蛋双相
斜面培养基培养 48耀72 h袁 在高倍镜渊伊400冤下观察遥
1.5 Dot鄄ELISA 检测 将 NC 膜裁剪成直径为 8 mm 的圆片袁
取 1 滋l 人芽囊原虫抗原渊0.63 mg/ml冤点样于滤膜的中央袁 制
成抗原滤膜袁 室温自然干燥袁 置 4 益冰箱过夜遥 实验时将抗
原滤膜置于 20孔平底反应板小井内袁 每孔放置 1 张抗原滤
膜袁 用洗涤液渊含 0.5% Tween鄄20 的 0.02 mol/ml尧 pH 7.4 的
PBS冤洗 2次袁 每次3 min袁 加 0.2 ml封闭液渊含 1% BSA的 0.02
mol/L尧 pH 7.4的 PBS冤置 37 益振荡培养箱内孵育 30 min袁 吸
去封闭液袁 加经含 0.5%BSA的 PBS 渊pH 7.4冤 稀释的 1颐200血
清样品袁 在平底反应板内分别加入稀释度为 1颐100尧 1颐200尧
1颐400尧 1颐800和 1颐1 600的受检血清袁 同时以 0.02 mol/L尧pH 7.4
的 PBS作对照袁 置 37 益振荡培养箱内孵育 30 min用洗涤液洗
涤抗原滤膜 3次袁 每次 3 min遥 每孔加入 0.2 ml HRP鄄IgG袁 37 益
振荡恒温培养箱轻微振荡 30 min遥 然后洗涤 3次袁 每次 3 min袁
各孔加底物 DAB 0.2 ml袁 在 3 益恒温培养箱避光反应 10 min袁
去底物溶液袁 并以双蒸水终止反应遥 目测并记录结果袁 将体
外培养人芽囊原虫感染阳性和阴性患者的血清抗体滴度来确

定 dot鄄ELISA判断阳性临界值渊cutoff value冤遥 每份血清样品的
每个稀释度均做复孔遥 阳性的棕黄色斑点与白色的 NC膜能形
成鲜明对比遥
1.6 统计学分析 用 Office2003 Excel进行统计分析袁 以体外
培养法为金标准袁 计算 dot鄄ELISA的特异度尧 敏感度遥

2 结果

2.1 直接涂片法和体外培养法检测人芽囊原虫 直接涂片法

和体外培养法检测 322 例粪便袁 人芽囊原虫阳性率分别为
47.21豫渊152/322冤和 55.28豫渊178/322冤渊图 1冤遥

2.2 Dot鄄ELISA检测血清抗体滴度的分布 144例体外培养为
人芽囊原虫阴性者中 141 例滴度在 1/100耀1/200 之间袁 故将
血清滴度 1/400作为判断 dot鄄ELISA检测人芽囊原虫感染阳性
临界值遥 dot鄄ELISA 检测 322 份血清袁 人芽囊原虫感染率为
51.86豫 渊167/322冤 (表 1冤遥
2.3 Dot鄄ELISA法与直接涂片法检测人芽囊原虫感染的比较

以体外培养为金标准袁 dot鄄ELISA法与直接涂片法的敏感

度分别为 92.13豫和 75.28豫袁 特异度分别为 97.92豫和 87.50豫
(表 2冤遥

3 讨论

人芽囊原虫是近 20年来才被人们所重视的与腹泻相关的
肠道寄生虫遥 在我国袁 已将其所致疾病列为新发传染病咱6暂遥 国
外报道咱2暂在热带尧 亚热带以及发展中国家的感染率可高达
60豫遥 国内报道咱3暂人群感染率达 32豫袁 腹泻患者感染率可达
15.9豫遥 近几年在本校大学生中开展肠道寄生虫调查的情况袁
发现人芽囊原虫的感染率有明显上升趋势 遥 本研究采用
Locke忆s 鸡蛋双相斜面培养方法检测 322 例粪便袁 感染率达
55.28豫渊178/322冤袁 明显高于国内报道的人群感染率和腹泻患
者感染率袁 究其原因可能是院 这次受检的学生大多来自赣南
农村袁 赣南老区地处亚热带袁 人口稠密袁 卫生条件较差袁 颇
适宜寄生虫病的传播与流行袁 且 1996年发生过人芽囊原虫的
暴发流行咱7暂遥 此外袁 本研究的标本收集时间是在 9月初袁 而文
献报道夏季的人芽囊原虫感染率高于其他季节咱8暂曰 体外培养方
法可以提高检测的敏感性咱8袁9暂遥

本研究建立的用于检测人芽囊原虫血清抗体的 dot鄄ELISA
的临界值为 1/400是根据体外培养证实为人芽囊原虫感染阳性
的 178 例血清和人芽囊原虫感染为阴性的 144 例血清中抗体
滴度来确定的袁 当血清抗体滴度大于或等于 1/400被判定为人
芽囊原虫感染阳性袁 反之为阴性遥 本研究以体外培养为金标
准袁 比较了 dot鄄ELISA和直接涂片法检测的特异度尧 敏感度袁
结果显示院 dot鄄ELISA法与直接涂片法的敏感度分别为 92.13豫
和 75.28豫袁 特异度分别为 97.92豫和 87.50豫遥 由此可见采用
直接涂片法易出现漏诊和误诊袁 而 dot鄄ELISA敏感性和特异性
均较高袁 因此袁 本研究建立的用于检测人芽囊原虫血清抗体
的 dot鄄ELISA方法是可行的遥 并具方法简便袁 肉眼即可判断结
果袁 不需要特殊仪器设备袁 与体外培养法相比袁 所用时间短袁
整个实验流程可在 2 h内完成袁 适用于临床检测和基层流行病
学调查遥
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揖提要铱 2006年江苏省报告疟疾病例 767例袁 发病率为 0.107/万袁 比 2005年上升了 16.57%曰 本地人口发热病人血
检阳性率为 0.08%渊293/361 896冤袁 外地流动人口发热病人血检阳性率为 1.23%渊251/204 40冤袁 两者差异有统计学意义渊P约
0.01冤曰 全省复发病例占发病总数的 9.00%渊69/767冤遥 清晨 50顶蚊帐内捕获的中华按蚊平均密度为 0.61只/顶袁 较 2005
年渊0.29只/顶冤上升 110%遥 提示中华按蚊数量明显增高是江苏省淮北地区出现疟疾疫情反复的主要自然因素遥
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Malaria Epidemic Situation in Jiangsu Province in 2006
WANG Wei鄄ming袁 Gao Qi袁 JIN Xiao鄄lin袁 ZHOU Hua鄄yun

江苏省属非稳定性间日疟流行区袁 主要传播媒介为中华
按蚊袁 部分地区存在嗜人按蚊遥 经过多年的防治袁 疟疾流行
逐步得到有效控制遥 1996年全省疟疾病例为 277例袁 为历史
最低曰 2000年在北纬 32毅以北单一中华按蚊媒介区陆续出现
间日疟疫情回升遥 现将 2006年疟疾疫情分析结果报告如下遥

1 资料与方法

1.1 资料来源 2006年江苏省疟疾病例数据来自中国疾病预

防控制系统中疾病监测信息报告管理系统尧 全球基金疟疾项
目尧 常规督导检查和流行病学调查遥
1.2 蚊媒监测 来自 5个全国疟疾监测点和 3个省级监测点
的媒介监测数据遥 国家监测点于 6月下旬至 10月上旬袁 每半
月一次袁 在 19:00耀24:00 h 室外半通宵帐内人饵诱捕法和清
晨 50顶蚊帐内全捕法进行媒介按蚊密度调查袁 共调查 44次遥
省级监测点袁 于 6月中旬至 10月中旬袁 每半月 1次作畜舍中
华按蚊密度调查袁 在调查点选择相对固定的 4间猪舍袁 以 1个人
在每间猪舍捕蚊 15 min袁 捕获的按蚊总数即为只/渊人工窑小时冤
密度遥
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