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揖Abstract铱 Objective To study the immunodiagnostic value and immune protection of the recombinant Ts21

protein of Trichinella spiralis. Methods ELISA using T. spiralis muscle larval excretory鄄secretory 渊ES冤 antigens 渊Ts21鄄
ELISA冤 or recombinant Ts21 protein 渊Ts21鄄ELISA冤 was applied to detect the anti鄄Trichinella antibodies in sera from
patients with trichinellosis and other parasitic infections as well as mice infected with 5 species of Trichinella 渊T1袁 T2袁
T3袁 T4 and T7冤. Serum antibody level at different time interval after infection was observed in mice infected with
different doses of T1 larvae. Mice were immunized by subcutaneous injection with recombinant Ts21 protein 渊20 滋g/mouse冤.
Ten days after the last immunization袁 mice were orally infected each with 300 T. spiralis larvae. Mice were sacrificed 3.5 d
and 42 d after challenge infection袁 the intestinal adult worms and muscle larvae were respectively collected and the
reduction rate of parasite burden was calculated. Results When Ts21鄄ELISA was used to assay the serum samples袁 the
antibody positive rate of patients with trichinellosis袁 paragonimiasis袁 cysticercosis and echinococcosis was 94.7% 渊18/19冤袁
15.8% 渊3/19冤袁 9.1% 渊1/11冤 and 7.7% 渊1/13冤袁 respectively曰 no cross reaction with sera from cases of schistosomiasis袁
clornochiasis and normal persons was observed. The difference of sensitivity and specificity between recombinant Ts21
protein and ES antigens for detecting the serum antibodies in cases with trichinellosis had no statistical significance 渊字2=
0袁 P跃0.05曰 字2=0.358袁 P跃0.05冤. The sensitivity between recombinant Ts21 protein and ES antigen for testing sera from
mice infected T1 showed no significant difference 渊字2=0.104袁 P跃0.05冤袁 but the cross reaction rate of recombinant Ts21
protein with sera from mice infected with T2袁 T3袁 T4 and T7 was considerably lower than that of ES antigens 渊字2=17.069袁
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揖摘要铱 目的 探讨旋毛虫 Ts21重组蛋白的免疫诊断价值及免疫保护作用遥 方法 应用旋毛虫 Ts21 重组蛋白
ELISA 渊Ts21鄄ELISA冤 与肌幼虫 ES抗原 ELISA 渊ES鄄ELISA冤 对旋毛虫病与其他寄生虫病患者血清及 5 种旋毛虫 渊T1尧
T2尧 T3尧 T4和 T7冤 感染小鼠血清进行检测袁 并观察不同剂量旋毛虫感染小鼠后不同时间的血清抗体水平遥 将 Ts21重
组蛋白皮下注射免疫小鼠 渊20 滋g/只袁 免疫 3次袁 每次间隔 10 d冤袁 末次免疫后 10 d袁 每只小鼠用 300条旋毛虫肌幼虫
经口攻击感染袁 3.5 d和 42 d 后剖杀袁 观察肠道成虫与肌幼虫数并计算减虫率遥 结果 Ts21鄄ELISA检测旋毛虫病尧 并
殖吸虫病尧 囊尾蚴病及棘球蚴病患者血清的抗体阳性率分别为 94.7% 渊18/19冤尧 15.8% 渊3/19冤尧 9.1% 渊1/11冤 和 7.7%
渊1/13冤袁 与血吸虫病尧 华支睾吸虫病患者血清及健康人血清无交叉反应曰 Ts21重组蛋白与 ES抗原 ELISA检测旋毛虫病
患者血清抗体的敏感性与特异性差异均无统计学意义 渊字2=0袁 P跃0.05曰 字2=0.358袁 P跃0.05冤遥 Ts21重组蛋白与 ES抗原检
测 T1感染小鼠血清的敏感性差异无统计学意义 渊字2=0.104袁 P跃0.05冤袁 与 T2尧 T3尧 T4尧 T7感染小鼠血清的交叉反应率
明显低于 ES抗原 渊字2=17.069袁 P约0.05冤遥 小鼠感染 300条旋毛虫后 4 周袁 应用 Ts21鄄ELISA检测的血清抗体阳性率为
100% 渊10/10冤曰 小鼠感染 5条旋毛虫后 6周袁 血清抗体阳性率为 100% 渊10/10冤遥 Ts21重组蛋白免疫小鼠用旋毛虫攻击
感染后 3.5 d和 42 d袁 肠道成虫与肌幼虫减虫率分别为 42.71%和 49.8%遥 结论 Ts21重组蛋白可用于旋毛虫病的血清
学检测袁 但不能忽视与并殖吸虫病尧 囊尾蚴病及棘球蚴病患者血清的交叉反应遥
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P约0.05冤. In mice infected with 300 T. spiralis larvae袁 the serum antibody positive rate detected by Ts21鄄ELISA was 100%
渊10/10冤 at 4 weeks post infection. In mice infected with 5 larvae袁 the antibody positive rate was 100% 渊10/10冤 at 6
weeks post infection. In 3.5 days and 42 days after the immunized mice were challenged with T. spiralis larvae袁 the
reduction rate of intestinal adult worms and muscle larvae was 42.7% and 49.8%袁 respectively. Conclusion The recom鄄
binant Ts21 protein may be applied to the serodiagnosis of trichinellosis袁 but its cross reaction with the sera of patients
with paragonimiasis袁 cysticercosis and echinococcosis can not be neglected.

揖Key words铱 Trichinella spiralis曰 Recombinant Ts21 protein曰 ELISA曰 Serodiagnosis曰 Immune protection曰 Mouse
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旋毛虫病是一种严重的人兽共患寄生虫病袁 因其
无特异的症状和体征袁 临床诊断较困难遥 应用旋毛虫
肌幼虫排泄鄄分泌渊ES冤抗原或人工合成的泰威糖渊tyve鄄
lose冤抗原进行 ELISA 检测旋毛虫抗体 IgG 具有较高
的特异性和敏感性袁 是初步诊断旋毛虫感染的首选血
清学方法 咱1暂袁 也是国际兽医局 渊Office International
des Epizooties冤 和国际旋毛虫病委员会渊International
Commission on Trichinellosis冤 专家组推荐应用的血清
学检测方法咱2袁3暂遥 然而袁 旋毛虫肌幼虫 ES抗原与其他
寄生虫病患者血清亦有一定的交叉反应咱4暂曰 虽然泰威
糖的特异性与稳定性均较好袁 但敏感性较低咱5暂遥 旋毛
虫 Ts21蛋白是旋毛虫的 ES抗原成分之一袁 本实验室
曾对旋毛虫 Mr 21 000抗原基因 Ts21 渊GenBank登录
号为 U88239冤 进行克隆与原核表达袁 蛋白质印迹
渊Western blotting冤 分析发现 Ts21重组蛋白可被旋毛
虫感染小鼠血清及旋毛虫病患者血清识别咱6暂遥 本文对
旋毛虫 Ts21重组蛋白的免疫诊断价值及免疫保护作
用进行研究遥

材料与方法

1 旋毛虫虫种与实验动物来源

本实验所用的旋毛虫渊Trichinella spiralis袁 T1冤尧
乡土旋毛虫 渊T. nativa袁 T2冤尧 布氏旋毛虫 渊T. britovi袁
T3冤尧 伪旋毛虫 渊T. pseudospiralis袁 T4冤 及纳氏旋毛
虫 渊T. nelsoni袁 T7冤袁 均引自国际旋毛虫参考中心袁
由河南省疾病预防控制中心许汴利教授等惠赠袁 本教
研室昆明小鼠传代保种遥 4耀6周龄雄性昆明小鼠与
BALB/c小鼠均购自郑州大学医学院实验动物中心遥

2 旋毛虫 Ts21重组蛋白与肌幼虫 ES抗原的制备
旋毛虫抗原基因 Ts21表达质粒 pMAL鄄c2X鄄Ts21

由本室构建袁 Ts21重组蛋白的表达及亲和层析纯化
按文献咱6暂操作袁 纯化后的蛋白浓度为 1.886 mg/ml遥
旋毛虫肌幼虫 ES抗原的制备按文献咱4暂操作袁 ES抗
原浓度为 6.69 mg/ml遥

3 试验血清

T1尧 T2尧 T3尧 T4和 T7肌幼虫经口感染昆明小鼠袁
300条幼虫/只袁 感染后 1个月尾静脉采血袁 分离血清袁
-20益保存备用遥 并殖吸虫病尧 华支睾吸虫病尧 囊尾蚴
病和棘球蚴病患者血清均为来本室就诊后确诊的患者

血清曰 日本血吸虫病和旋毛虫病患者血清分别由安徽
医科大学沈继龙教授和大理学院申丽洁教授惠赠遥

4 ELISA检测
应用旋毛虫 Ts21重组蛋白与肌幼虫 ES抗原分别

建立 Ts21鄄ELISA与 ES鄄ELISA袁 按常规间接 ELISA方
法操作袁 Ts21重组蛋白与 ES抗原的包被浓度均为 5
滋g/ml袁 封闭液为 2%牛血清白蛋白 渊BSA冤鄄PBST遥 血
清稀释度为 1 颐 100袁 每份样本加 2孔袁 100 滋l/孔遥 酶
结合物为辣根过氧化物酶标记的羊抗人 IgG 渊工作浓度
1 颐 500袁 购自北京中山生物技术有限公司冤 或羊抗小
鼠 IgG 渊工作浓度 1 颐 3 000袁 购自北京鼎国生物制品公
司冤遥 底物为邻苯二胺 渊OPD冤遥 每次实验时均设旋毛虫
感染小鼠阳性血清尧 正常小鼠阴性血清及 PBS对照遥
2 mol/L H2SO4终止反应后用酶标仪 渊SUNRISE袁 美国
TECAN公司冤测定样品孔的吸光度渊A 492值冤遥 以待测
样本 A 值大于阴性对照 A 值 2.1倍时判为阳性遥

5 旋毛虫感染小鼠血清抗体水平检测

将 30只雄性昆明小鼠随机均分成 3组袁 每只分别
经口感染 300尧 10尧 5条旋毛虫肌幼虫遥 感染 300条幼
虫小鼠于感染后 2耀6周每周尾静脉采血袁 感染 10尧 5
条幼虫的小鼠感染后 6 周眶窦静脉采血袁 ELISA检测
血清抗旋毛虫抗体水平遥 采血后剖杀袁 进行膈肌压片镜
检和全身肌肉人工消化法检查咱7暂袁 贝氏法收集幼虫遥

6 Ts21重组蛋白免疫小鼠与攻击感染
60只 BALB/c小鼠随机分均为 3组院 免疫组尧 佐

剂对照组和生理盐水对照组遥 免疫组院 每只小鼠皮下
注射 20 滋g Ts21重组蛋白 渊与等量福氏完全佐剂乳
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ES Ag
Ts21 Ag

2 3 4 5 6
感染后周数 Weeks post infection

0.27
0.26
0.25
0.24
0.23
0.22
0.21
0.20
0.19

-荨- Ts21鄄ELSIA袁 -茵- ES鄄ELISA. 虚线 渊---冤 为阳性阈值袁 ES抗
原=0.239袁 Ts21重组蛋白=0.224遥
The dotted line 渊---冤 represents the positive cut鄄off袁 ES Ag=0.239袁
Ts21 Ag=0.224.

图 1 小鼠感染 300条旋毛虫肌幼虫的血清抗体水平变化
Fig.1 Serum antibody level in mice each infected with 300

T. spiralis muscle larvae

化冤袁 每隔 10 d免疫 1次袁 共 3次袁 末次免疫后 10 d尾
静脉采血袁 以 Ts21鄄ELISA测定血清抗体滴度曰 佐剂
对照组院 每只小鼠注射 0.1 ml福氏完全佐剂加 0.1 ml
生理盐水曰 生理盐水对照组院 每只小鼠仅注射 0.2 ml
生理盐水遥 3组小鼠均在末次注射后 10 d经口攻击感
染 300条旋毛虫肌幼虫袁 感染后 3.5 d和 42 d剖杀袁
分别观察小鼠的肠道成虫数和肌幼虫数袁 并计算减虫
率遥减虫率=渊生理盐水对照组虫数-试验组虫数冤/生理
盐水对照组虫数伊100%遥

7 统计学分析

采用 SPSS 13.0软件进行数据处理袁 应用 字2 检
验尧 独立样本的非参检验和单因素方差分析进行统计
学分析袁 检验水准 琢=0.05遥

结 果

1 Ts21重组蛋白检测旋毛虫病患者血清抗体的敏感
性与特异性

Ts21鄄ELISA与 ES鄄ELISA对旋毛虫病尧 其他寄生
虫病患者血清及健康人血清的检测结果见表 1遥 Ts21
重组蛋白与 ES抗原检测旋毛虫病患者血清抗体敏感
性尧 特异性分别为 94.7% 渊18/19冤尧 94.3% 渊83/88冤
与 100% 渊19/19冤尧 92.1% 渊81/88冤袁 2种方法间的差
异均无统计学意义渊字2=0袁 P跃0.05曰 字2=0.358袁 P跃0.05冤遥

2 Ts21重组蛋白对不同种旋毛虫感染小鼠血清的检
测结果

结果显示袁 Ts21重组蛋白与 ES抗原检测 T1感
染小鼠血清的敏感性分别为 86.1% 渊37/43冤 与 88.4%
渊38/43冤袁 二者间的差异无统计学意义 渊字2=0.104袁 P跃

0.05冤袁 但 Ts21重组蛋白与其他种旋毛虫感染小鼠血清
的交叉反应率明显低于 ES抗原 渊字2=17.069袁 P约0.05冤
渊表 2冤遥

3 旋毛虫感染小鼠血清抗体水平

3.1 300条旋毛虫感染小鼠 300条 T1肌幼虫感染
小鼠后 2周袁 Ts21鄄ELISA与 ES鄄ELISA检测的血清抗
体阳性率均为 20% 渊2/10冤袁 感染后 3 周袁 阳性率分
别为 60%渊6/10冤和 40%渊4/10冤渊字2=0.8袁 P跃0.05冤曰 感染
后 4耀6周袁 阳性率均为 100% 渊10/10冤遥 小鼠感染旋
毛虫后 2耀6周的血清抗体水平变化见图 1袁 ES鄄ELISA
检测的血清吸光度值高于 Ts21鄄ELISA 渊Z=-2.130袁
P约0.05冤遥

3.2 低剂量旋毛虫感染小鼠 10条与 5条旋毛虫幼虫
感染小鼠后 6 周袁 膈肌压片镜检法和全身肌肉消化法
的幼虫检出率与每克肌肉虫荷 渊lpg冤 及 Ts21鄄ELISA与
ES鄄ELISA检测的血清抗体水平见表 3袁 其中感染 10条
幼虫的 1只小鼠 渊膈肌镜检阴性袁 消化法为 0.6 lpg冤

表 1 Ts21鄄ELISA与 ES鄄ELISA对旋毛虫病及
其他寄生虫病患者血清的检测结果

Table 1 Results of Ts21鄄ELISA and ES鄄ELISA for detecting anti鄄
Trichinella antibodies in sera from patients with trichinellosis

and other parasitic infections

样本数
No. samples

旋毛虫病患者Cases with trichinellosis
并殖吸虫病患者Cases with paragonimiasis
血吸虫病患者Cases with schistisomiasis
华支睾吸虫病患者Cases with clonorchiasis
囊尾蚴病患者Cases with cysticercosis
棘球蚴病患者Cases with echinococcosis
健康人Normal persons

血清
Serum

19渊100冤
2渊10.5冤
0
0
1渊9.1冤
3渊23.1冤
1渊4.8冤

19
19
19
5
11
13
21

18渊94.7冤
3渊15.8冤
0
0
1渊9.1冤
1渊7.7冤
0

阳性数 No. positives渊%冤
Ts21鄄ELISA ES鄄ELISA

表 2 Ts21鄄ELISA与 ES鄄ELISA对不同种旋毛虫
感染小鼠血清的检测结果

Table 2 Results of Ts21鄄ELISA and ES鄄ELISA for detecting
anti鄄Trichinella antibodies in sera from mice infected

with Trichinella spp.

阳性数 No. positives渊%冤
Ts21鄄ELISA ES鄄ELISA

感染小鼠血清Sera from miceinfected with Trichinella spp.
T1
T2
T3
T4
T7

检测份数
No. samples

37渊86.1冤
3渊16.7冤
1渊7.1冤
4渊36.4冤
4渊36.4冤

38渊88.4冤
16渊88.9冤
13渊92.9冤

7渊63.6冤
9渊81.8冤

43
18
14
11
11
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感染剂量渊条/只冤Infecting dose
10
5

表 3 4种方法对低剂量旋毛虫感染小鼠后 6 周检测结果的比较
Table 3 Comparison of 4 methods for detection of meat or sera from the infected mice with low dose of

T. spiralis larvae at 6 weeks post鄄infection

小鼠只数No. mice
10
10

阳性数No. positive(%)
9(90)
8(80)

膈肌虫荷lpg of diaphragm
1 554.54依1 400.4

507.26依596.8

消化法 Digestion镜检法 Trichinelloscopy
阳性数No. positive(%)

10 (100)
10 (100)

肌肉虫荷造pg ofmuscle
336.51依465.4
188.44依164.7

Ts21鄄ELISA
阳性数No. positive(%)
9 (90)

10 (100)

A 492值
A 492 value

0.240依0.056
0.241依0.053

ES鄄ELISA
阳性数No. positive(%)

10 (100)
10 (100)

A 492值
A 492 value

0.275依0.060
0.292依0.046

血清袁 Ts21鄄ELISA 检测阴性而 ES鄄ELISA 检测阳性曰
感染 5条幼虫的 2只小鼠渊膈肌镜检均为阴性袁 消化
法虫荷分别为 0.2 lpg 与 1.4 lpg冤 血清袁 Ts21鄄ELISA

与 ES鄄ELISA检测均为阳性遥 低剂量旋毛虫感染小鼠
时袁 Ts21鄄ELISA与 ES鄄ELISA检测的血清抗体阳性率
差异无统计学意义 渊字2=0袁 P跃0.05冤遥

讨 论

本研究应用 Ts21鄄ELISA检测旋毛虫病患者的血
清抗体阳性率为 94.7%袁 但与并殖吸虫病尧 囊尾蚴病
及棘球蚴病患者血清仍有一定的交叉反应曰 旋毛虫
Ts21重组蛋白与肌幼虫 ES抗原诊断旋毛虫病患者的
敏感性与特异性的差异无统计学意义遥 徐建余等咱8暂报
道旋毛虫肌幼虫可溶性抗原中至少含有 36种抗原成
分袁 Western blotting分析显示袁 血吸虫病患者血清与
Mr 65 000尧 61 000尧 49 000尧 45 000 蛋白有交叉反
应袁 囊尾蚴病患者血清与 Mr 49 000和 45 000蛋白
有弱交叉反应遥 曾庆仁等咱9暂发现旋毛虫肌幼虫可溶性
抗原与 6种寄生虫病患者血清有交叉反应袁 小于 Mr
60 000的蛋白与并殖吸虫病尧 华支睾吸虫病等患者血
清呈不同程度的交叉反应遥 罗庆礼等咱10暂发现重组日本
血吸虫信号蛋白 14鄄3鄄3 渊rSj14鄄3鄄3冤 间接 ELISA 对
华支睾吸虫尧 卫氏并殖吸虫及钩虫感染者的交叉反应

率分别为 13.3%尧 8.3%和 2.9%遥 作者亦发现旋毛虫
Ts43重组蛋白与日本血吸虫病尧 并殖吸虫病尧 华支睾
吸虫病尧 棘球蚴病尧 囊尾蚴病等患者血清亦均有交叉反
应咱11暂遥 旋毛虫重组蛋白与其他寄生虫病患者血清产生
交叉反应的原因可能与旋毛虫与其他寄生虫之间存在

有共同抗原有关咱12暂遥
300条旋毛虫渊T1冤肌幼虫感染小鼠后 4周袁 Ts21鄄

ELISA检测的血清抗体阳性率为 100%曰 5条旋毛虫
感染小鼠后 6周袁 Ts21鄄ELISA检测的血清抗体阳性
率为 100%袁 其中膈肌压片镜检阴性的 2只小鼠 渊消
化法检查时每克肌肉分别为 0.2与 1.4条幼虫冤 血清
亦为阳性遥 表明 Ts21鄄ELISA亦可用于旋毛虫早期感
染与轻度感染的检测遥 应用 Ts21鄄ELISA检测 T1感染
小鼠血清的抗体阳性率为 86%袁 但与 T2尧 T3尧 T4尧
T7感染小鼠血清仍有 7.1%耀36.4%的交叉反应袁 可能
与 Ts21抗原基因在旋毛虫属内是一保守基因有关袁
Nagano等咱13暂发现 Ts21抗原基因的氨基酸序列与伪旋

组别Group

免疫组 Immunized
佐剂对照组 Adjuvant control
生理盐水对照组 Saline control

小鼠只数No. mice

10
10
10

攻击感染后 3.5 d3.5 d post鄄infection
肠道成虫数No. intestinal adult worms
43.60依20.07
68.70依28.54
76.10依17.67

减虫率Reduction rate (%)
42.71

9.72

表 4 Ts21重组蛋白免疫小鼠抗旋毛虫攻击感染的保护作用
Table 4 The immune protection of recombinant Ts21 antigens against challenge infection with T.spiralis in mice

攻击感染后 42 d42 d post鄄infection
肌幼虫数No. muscle larvae

16 973.80依7 111.06
32 205.00依12 145.33
33 812.50依24 703.42

减虫率Reduction rate (%)
49.80

4.75

4 Ts21重组蛋白抗旋毛虫感染的免疫保护作用
Ts21 重组蛋白末次免疫小鼠后 10 d袁 血清抗

旋毛虫抗体阳性率为 100% 渊20/20冤袁 抗体滴度为
1 颐 100 000曰 佐剂对照组与生理盐水对照组血清
旋毛虫抗体均为阴性遥
攻击感染后 3.5 d袁 免疫组尧 佐剂与生理盐水对照

组的肠道成虫数差异有统计学意义 渊F=5.690袁 P<
0.05冤 渊表 4冤曰 组间两两比较袁 免疫组的肠道成虫数

明显低于佐剂对照组与生理盐水对照组 渊P<0.05冤袁 免
疫组与生理盐水对照组相比袁 成虫减虫率为 42.71%曰
佐剂对照组与生理盐水对照组的肠道成虫数差异无统

计学意义 渊P跃0.05冤遥
攻击感染后 42 d袁 虽然免疫组与生理盐水对照组

相比肌幼虫减虫率为 49.8%袁 但免疫组尧 佐剂对照组
及生理盐水对照组肌幼虫数的差异无统计学意义 渊F=
3.205袁 P跃0.05冤遥
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毛虫 Mr 21 000 抗原基因的同源性为 76%遥 因此袁
Ts21重组蛋白可替代 ES抗原用于旋毛虫病的血清学
诊断与血清流行病学调查袁 但不能作为旋毛虫的种特
异性抗原用于与其他种旋毛虫 渊T2尧 T3尧 T4及 T7冤
感染的鉴别诊断遥

Ts21重组蛋白免疫小鼠后可引起较强的体液免
疫应答袁 用 300条旋毛虫肌幼虫攻击感染后袁 成虫与
肌幼虫减虫率分别为 42.71%和 49.80%袁 结果表明
Ts21重组蛋白对旋毛虫感染具有部分免疫保护作用遥
丁利等咱14暂用旋毛虫 Ts87 重组蛋白免疫小鼠后的肌幼
虫减虫率为 42.3%遥 旋毛虫重组蛋白的免疫保护作用与
接种途径尧 剂量尧 不同佐剂尧 动物品系及攻击感染剂量
等有关袁 李强等咱15暂应用 6种不同佐剂与旋毛虫 Ts87重
组蛋白一起免疫小鼠袁 肌幼虫减虫率为 49.2%耀70.8%遥
作者将编码旋毛虫 Mr 31 000抗原基因的 DNA疫苗
经肌肉注射和基因枪皮肤注射小鼠袁 肌幼虫减虫率分
别为 36.5%和 37.7%咱16暂遥 目前多数研究结果表明袁 旋
毛虫天然虫体粗抗原的免疫保护效果均优于重组蛋

白咱17暂袁 可能是由于天然抗原成分多样袁 接种宿主后产
生的免疫应答可针对不同发育期的虫体袁 而重组蛋白
成分单一袁 产生的免疫应答只针对某一阶段的虫体遥
由于重组蛋白疫苗具有安全性好尧 易于标准化和规模
化生产等优势袁 如果将旋毛虫的多种重组蛋白制备成
混合口服疫苗袁 可能会通过增强宿主的肠道排虫反应
而提高其免疫保护效果咱18暂遥
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