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日本血吸虫病是一种严重危害人类健康的人兽共

患寄生虫病遥 至 2008年底我国现症患者 41.29万人袁
病牛 1.97万头袁 钉螺面积 37.23亿平方米袁 受威胁人
口 3 000万以上咱1暂遥 日本血吸虫病目前多以病原学和
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揖Abstract铱 Objective To study the diagnostic value of the Dot ELISA with rSj26鄄Sj32 fusion protein for chronic

schistosomiasis japonica. Methods rSj26鄄Sj32 fusion protein and SjAWA were used to establish the HRP鄄IgG鄄Dot鄄ELISA.
Serum samples from patients with chronic schistosomiasis japonica渊40 cases冤, clonorchiasis sinensis渊21 cases冤, paragonimiasis
westermani渊13 cases冤, alveolar echinococcosis渊10 cases冤, cystic echinococcosis渊9 cases冤, hepatitis B渊20 cases冤, pulmonary
tuberculosis 渊20 cases冤 and healthy persons 渊43 cases冤 were examined. Results Sensitivity and specificity were
respectively 92.5% 渊37/40冤 and 95.4% 渊41/43冤 for rSj26鄄Sj32鄄Dot鄄ELISA and 95.0% 渊38/40冤 and 93.0% 渊40/43冤 for
SjAWA鄄Dot鄄ELISA, and there was no significant difference between two antigens 渊P>0.05). There were different cross
reactions to the sera of patients with clonorchiasis sinensis, paragonimiasis westermani or alveolar echinococcosis, but no
cross reaction to the sera of patients with cystic echinococcosis, hepatitis B or pulmonary tuberculosis. The positive and
negative predictive value and efficiency of diagnosis of rSj26鄄Sj32鄄Dot鄄ELISA for chronic schistosomiasis japonica were
84.1%渊37/44冤, 97.7%渊129/132冤, and 94.3%渊166/176冤, respectively, and those of SjAWA鄄Dot鄄ELISA were 77.6%渊38/49冤,
98.4%渊125/127冤, and 92.6%渊163/176冤 , respectively. There was no significant difference between the two methods 渊P>
0.05). Conclusion rSj26鄄Sj32 fusion protein can be applied to immunodiagnosis for chronic schistosomiasis japonica.
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揖摘要铱 目的 探讨 rSj26鄄Sj32融合蛋白对慢性日本血吸虫病患者的诊断价值遥 方法 分别用 rSj26鄄Sj32融合蛋白
和日本血吸虫成虫抗原渊SjAWA冤作为包被抗原袁 采用 Dot鄄ELISA检测慢性日本血吸虫病患者渊40例冤血清 IgG袁 同时以华
支睾吸虫病渊21例冤尧 卫氏并殖吸虫病渊13例冤尧 泡型棘球蚴病渊10例冤尧 囊型棘球蚴病渊9例冤尧 乙型肝炎渊20例冤和肺结核
患者渊20例冤及健康人渊43例冤血清作为对照遥 结果 rSj26鄄Sj32融合蛋白检测慢性日本血吸虫病患者的敏感性和特异性
分别为 92.5% 渊37/40冤和 94.9% 渊129/136冤曰 SjAWA的为 95.0% 渊38/40冤和 91.9% 渊125/136冤袁 两种抗原检测率间的差异
无统计学意义 渊P>0.05冤遥 两种方法与华支睾吸虫病尧 卫氏并殖吸虫病和泡型棘球蚴病患者血清均有不同程度的交叉反
应曰 但与囊型棘球蚴病尧 乙型肝炎和肺结核患者血清均无交叉反应遥 rSj26鄄Sj32融合蛋白诊断慢性日本血吸虫病的阳性
预测值尧 阴性预测值及诊断效率分别为 84.1%渊37/44冤尧 97.7%渊129/132冤和 94.3%渊166/176冤袁 SjAWA 的为 77.6%
渊38/49冤尧 98.4%渊125/127冤和 92.6%渊163/176冤遥 两种方法检测率间的差异无统计学意义渊P>0.05冤遥 结论 rSj26鄄Sj32融
合蛋白可替代 SjAWA袁 用于慢性日本血吸虫病的免疫诊断遥
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免疫学检验为诊断依据遥 Dot鄄ELISA是在 ELISA的基
础上建立起来的袁 具有反应结果直观尧 快速尧 敏感尧
准确尧 简便尧 清晰和试剂稳定等优点袁 因此适合于日
本血吸虫病现场研究袁 具有推广应用价值遥 沈定文
等咱2暂利用 Dot鄄ELISA检测急性日本血吸虫病患者血清
特异性 IgG抗体袁 发现 Dot鄄ELISA和常规 ELISA的阳
性率分别为 94.0%和 97.4%袁 两种方法检测结果的阳
性符合率均为 92.7%袁 但 Dot鄄ELISA操作简便袁 对诊
断有一定的参考价值遥 融合蛋白渊fusion protein冤是通
过基因工程技术将编码两种或多种蛋白质的目的基因

采用不同接头连接成为融合基因袁 再与载体连接袁 导
入受体菌种进行表达袁 从而获得融合蛋白遥 采用融合
蛋白进行免疫学诊断可提高血清学方法的特异性袁 且
易于标准化遥 本研究利用纯化的 rSj26鄄Sj32融合蛋白
作为包被抗原袁 建立 Dot鄄ELISA检测慢性日本血吸虫
病患者血清中 IgG抗体水平袁 以探讨其诊断价值遥

材料与方法

1 材料

1.1 血清来源 慢性日本血吸虫病患者血清由武汉

市疾病预防控制中心周水茂老师惠赠袁 健康人血清由
本院检验科罗亚老师惠赠遥 其他血清由本室保存遥
1.2 主要试剂和仪器 异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳糖苷
渊IPTG冤尧 丙烯酰胺尧 N袁N鄄亚甲丙烯酰胺尧 R250考马
斯亮兰尧 过硫酸胺尧 四氨基联苯胺渊TMB冤尧 蛋白质标
志物和 N袁N袁N忆袁N忆鄄四甲基乙二胺 渊TEMED冤均购自
上海生工生物工程技术服务有限公司袁 硝酸纤维素
渊NC冤膜和辣根过氧化物酶渊HRP冤标记的羊抗人 IgG
购自美国 SBA公司袁 rBL21渊pET32琢鄄Sj26鄄Sj32冤由本室
保存遥 酶标仪渊ELx 800冤为英国 Bio鄄Tek公司产品袁
凝胶成像仪渊Gel Doc 1000 T2A冤为美国 Bio Rad 公
司产品遥
1.3 Dot鄄ELISA测定装置 参照丁建祖等咱3暂报道的方
法进行制作遥 垫料上放置硝酸纤维素膜渊NC膜冤一片袁
硝酸纤维素膜为 1.0 cm伊1.5 cm袁 在 PBS渊pH 7.4冤中浸
泡 30 min袁 待其干燥后装入测定装置遥

2 方法

2.1 重组质粒 pET32琢鄄Sj26GST鄄Sj32 在大肠埃希菌
BL21渊DE3冤中的诱导表达 经鉴定含有重组质粒pET鄄
32琢鄄Sj26GST鄄Sj32的大肠埃希菌 BL21渊DE3冤在 LB培
养基渊含 0.05 g/L 氨苄青霉素冤中 37 益 250 r/min振
摇培养至吸光度渊A 600值冤为 0.5耀0.8时袁 取 6 ml作为
未诱导对照袁 其余加入终浓度 1 mmol/L的 IPTG于 37
益诱导表达袁 分别在诱导 1尧 3尧 5尧 7尧 9尧 11和 13 h

后袁 各收集 1 ml菌液遥
2.2 重组蛋白 rSj26鄄Sj32 的纯化 PBS 重悬上述菌
液袁 超声粉碎袁 4 000伊g离心 10 min袁 用 pET表达载
体携带的聚组氨酸渊His鄄tag冤标签袁 镍 NTA琼脂糖凝胶
渊Ni鄄NTA冤试剂盒纯化袁 测定其蛋白浓度袁 用双蒸水
稀释至 0.1 滋g/滋l遥 分别取不同培养时间诱导表达的重
组蛋白 20 滋l进行十二烷基磺酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电
泳渊SDS鄄PAGE冤袁 凝胶成像仪成像袁 图像分析系统进行
分析遥
2.3 日本血吸虫成虫粗抗原制备 日本血吸虫成虫

粗抗原渊AWA冤的制备按赵巍等咱4暂的方法进行遥 测定蛋
白浓度为 2.01 mg/ml袁 用双蒸水稀释至 1 滋g/滋l遥
2.4 最佳 rSj26鄄Sj32和 SjAWA抗原包被浓度和血清
稀释度的确定 在进行 Dot鄄ELISA前袁 先进行 ELISA
试验遥 rSj26鄄Sj32融合蛋白按 0.1尧 0.2尧 0.4尧 0.6尧 0.8
和 1.0 滋g/孔进行包被渊抗原包被液 200 滋l/孔冤袁 SjAWA
按 0.2尧 0.4尧 0.6尧 0.8尧 1.0尧 1.2尧 1.4尧 1.6尧 1.8尧 2.0尧
2.2和 2.4 滋g/孔包被曰 血清按 1 颐 100尧 1 颐 200尧 1 颐 400
和 1 颐 800 稀释 曰 羊抗人 HRP 鄄IgG 的工作浓度为
1 颐 500曰 以四氨基联苯胺作为底物检测 10份日本血
吸虫病患者混合血清渊阳性参照冤和 10份健康人混合
血清 渊阴性参照冤 的 A 450值袁 以阳性参照/阴性参照的
A 450值之比最大尧 PBS对照本底最低时袁 为最适条件遥
将 10份日本血吸虫病患者混合血清和 10份健康人混
合血清分别以 1 颐 50尧 1 颐 100尧 1 颐 200尧 1 颐 400 和
1 颐 800稀释度进行预实验袁 以阳性参照血清吸光度
A 450值与阴性参照血清 A 450值的比值渊S/N冤最大时的稀
释度为最佳稀释度遥
2.5 rSj26鄄Sj32 和 SjAWA鄄HRP鄄IgG鄄Dot鄄ELISA 检测

40例慢性日本血吸虫病患者渊粪检阳性确诊冤尧 21例华
支睾吸虫病患者渊粪检阳性确诊冤尧 13例卫氏并殖吸虫
病患者渊粪检阳性确诊冤尧 10例泡型棘球蚴病患者渊B超
结合临床症状确诊冤尧 9例囊型棘球蚴病患者渊B超结
合临床症状确诊冤尧 20例乙型肝炎患者渊检测乙肝五
项确诊冤尧 20例肺结核患者渊痰涂片阳性确诊冤和 43份
健康人血清遥 在 NC膜中央点滴加 rSj26鄄Sj32融合蛋
白 4 滋l渊0.1 滋g/滋l冤或 SjAWA 2 滋l渊1 滋g/滋l冤袁 室温干
燥曰 加入封闭液 200 滋l袁 室温干燥曰 再加入 1 颐 50稀
释血清 100 滋l袁 37 益孵育 1 h曰 加入 1 颐500稀释 HRP鄄
GAH鄄IgG 100 滋l袁 37 益孵育 30 min曰 再加底物液
50 滋l袁 37 益孵育 20 min袁 加双蒸水 100 滋l终止反应遥
5 min内肉眼观察结果袁 若 NC膜上出现棕黄色斑点
即为阳性袁 否则为阴性遥
计算两种抗原的阳性预测值尧 阴性预测值和诊断

效率袁 公式为院 阳性预测值=阳性患者数/总阳性数曰
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M院 蛋白质标志物曰 1耀4 院 1 mmol/L IPTG分别诱导 1尧 3尧 5 和 7 h
的 BL21 (pET32琢鄄Sj26鄄Sj32)曰 5耀8院 纯化的 rSj26GST鄄Sj32蛋白遥
M院 Protein marker曰 1-4院 BL21 (pET32琢鄄Sj26GST鄄Sj32) induced with
1 mmol/L IPTG for 1袁 3袁 5 and 7 h, respectively曰 5 -8院 Purified
rSj26GST鄄Sj32 protein.

图 1 重组 Sj26GST鄄Sj32蛋白纯化的 SDS鄄PAGE分析
Fig.1 SDS鄄PAGE analysis of the purified rSj26GST鄄Sj32 protein

阳性率(%)Positive rate
95.0
2/21
2/13
2/10

0
0
0
7.0

rSj26鄄Sj32鄄HRP鄄IgG鄄Dot鄄ELISA
阳性率(%)Positive rate

92.5
2/21
2/13
1/10

0
0
0
4.6

阳性数No. positive
38
3
3
2
0
0
0
3

表 1 rSj26鄄Sj32鄄HRP鄄IgG鄄Dot鄄ELISA用于慢性日本血吸虫病诊断价值
Table 1 Diagnostic value of rSj26鄄Sj32鄄HRP鄄IgG鄄Dot鄄ELISA for chronic schistosomiasis japonica

阴性预测值=真阴性患者数/总阴性数曰 诊断效率=
渊阳性患者数+阴性人数冤/检测总人数遥

3 统计学分析

用 SPSS 13.0软件进行统计学分析遥 敏感性尧 特
异性尧 交叉反应之间的比较采用 字圆检验袁 阳性预测
值尧 阴性预测值及诊断效率的比较按照文献咱5暂进行遥

结 果

1 rSj26鄄Sj32融合蛋白纯化的 SDS鄄PAGE分析
含有重组质粒 pET32琢鄄Sj26GST鄄Sj32的大肠埃希

菌 BL21渊DE3冤培养至对数生长期袁 经 IPTG 诱导 5 h
后表达产物用 Ni鄄NTA 纯化试剂盒进行纯化袁 进行
SDS鄄PAGE 电泳袁 纯化的 rSj26GST鄄Sj32 在相对分子
质量约为 Mr 82 000处有明显的蛋白表达条带袁 与预
期值相符 渊图 1冤遥

2 最佳 rSj26鄄Sj32和 SjAWA包被浓度及血清稀释
度的确定

ELISA检测结果显示袁 rSj26鄄Sj32和 SjAWA的包
板浓度分别为 0.4 滋g/孔和 2 滋g/孔时袁 两者的阳参/阴
参的 A 450 值之比最大遥 血清稀释度为 1 颐 50 时袁 其
S/N值最大遥 因此袁 rSj26鄄Sj32尧 SjAWA的最佳包板
浓度分别为 0.4 滋g/孔和 2 滋g/孔袁 血清稀释度为 1 颐50遥

3 Dot鄄ELISA的结果
rSj26鄄Sj32融合蛋白检测慢性日本血吸虫病患者的

敏感性和特异性分别为 92.5%渊37/40冤和 94.9%渊129/136冤曰
SjAWA检测慢性日本血吸虫病患者的敏感性和特异

性分别为 95.0%渊38/40冤和 91.9%渊125/136冤袁 两种抗
原的检测率间的差异无统计学意义 渊P>0.05冤遥 两种
抗原检测与华支睾吸虫病尧 卫氏并殖吸虫病和泡型棘
球蚴病患者血清均有不同程度的交叉反应曰 但与囊型
棘球蚴病尧 乙型肝炎和肺结核患者血清均无交叉反应
渊表 1冤遥

4 阳性预测值尧 阴性预测值及诊断效率
rSj26鄄Sj32融合蛋白诊断慢性日本血吸虫病的阳性

预测值尧 阴性预测值和诊断效率分别为 84.1%渊37/44冤尧
97.7%渊129/132冤和 94.3%渊166/176冤曰 SjAWA 诊断慢
性日本血吸虫病的阳性预测值尧 阴性预测值和诊断效

检测病例Cases
慢性日本血吸虫病患者Patients with chronic schistosomiasis japonica
华支睾吸虫病患者Patients with clonochiasis sinensis
卫氏并殖吸虫病患者Patients with paragonimiasis westermani
泡型棘球蚴病患者Patients with alveolar echinococcosis
囊型棘球蚴病患者Patients with cystic echinococcosis
乙型肝炎患者Patients with hepatitis B
肺结核患者Patients with pulmonary tuberculosis
健康人Healthy persons

例数No. cases
40
21
13
10
9

20
20
43

阳性数No. positive
37
2
2
1
0
0
0
2

SjAWA鄄HRP鄄IgG鄄Dot鄄ELISA

M 1 2 3 4 5 6 7 8
Mr

97 400
66 200

42 700
31 000

14 400
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率分别为 77.6%渊38/49冤尧 98.4%渊125/127冤 和 92.6%
渊163/176冤遥 两种方法检测效率间的差异无统计学意义
渊P>0.05冤遥

讨 论

Ni鄄NTA中 Ni2+有 4个共价键与 NTA结合袁 这种
强结合力使得 Ni鄄NTA比起其他产品如 Ni鄄IDA更牢
固袁 Ni2+脱落率较低袁 提高蛋白纯度并减少 Ni2+脱落
造成的环境污染遥 故本研究利用 Ni鄄NTA纯化试剂盒
对表达产物进行纯化袁 纯化后的 rSj26GST鄄Sj32 在
Mr 82 000处有明显的蛋白表达条带袁 其相对分子质
量与预期值相符遥
随着吡喹酮化疗和灭螺对策的实施袁 日本血吸虫

病患者的数量已有明显下降袁 常规的 Kato鄄Katz粪检
方法对轻度和早期感染者的检出率低袁 且漏诊率高咱6暂遥
早在 1975年 Huldt等首次用酶标记抗人 IgG 测出曼
氏血吸虫病和埃及血吸虫病患者血清中的抗 SEA抗
体袁 并认为 ELISA可用于血吸虫病的诊断遥 人感染
日本血吸虫后可引起血清中特异性 IgG抗体水平升高
并且可维持较长时间咱7暂袁 重复感染后可使 IgG水平进
一步上升袁 化疗后下降速度慢袁 尤其是慢性日本血吸
虫病患者袁 该类患者的 IgG抗体水平与急性日本血吸
虫病患者的相似袁 且均远高于健康人咱8暂遥 以上研究均
表明检测特异性 IgG具有较高的诊断价值遥
自从 Rupple等咱9暂首次证明 Sm31/32蛋白抗原可用

于诊断曼氏血吸虫病以来袁 国内研究者也相继证实日
本血吸虫Mr 31 000/Mr 32 000分子 渊Sj31/32冤也是一种
优良的诊断抗原遥 王志成等咱10暂发现 Sj26是日本血吸虫
可溶性虫卵抗原的主要成分之一遥 谢可鸣等咱11暂用 rSj26
抗原包被硝酸纤维素膜片用于膜片免疫酶测定袁 认为
其具有日本血吸虫病诊断的实用价值遥 本研究利用
rSj26鄄Sj32融合蛋白作为包被抗原进行 HRP鄄IgG鄄Dot鄄
ELISA研究袁 发现 rSj26鄄Sj32融合蛋白检测慢性日本
血吸虫患者的敏感性和特异性分别为 92.5%和 94.9%曰
SjAWA检测慢性日本血吸虫病患者的敏感性和特异
性分别为 95.0%和 91.9%袁 两种抗原检测效率间的差
异无统计学意义渊P>0.05冤遥 两种抗原检测与华支睾吸
虫病尧 卫氏并殖吸虫病和泡型棘球蚴病患者血清均有
不同程度的交叉反应曰 但与囊型棘球蚴病尧 乙型肝炎
和肺结核患者血清均无交叉反应袁 提示 rSj26鄄Sj32融
合蛋白可用于慢性日本血吸虫病的免疫诊断遥
本研究利用 rSj26鄄Sj32融合蛋白诊断慢性日本血

吸虫病的阳性预测值尧 阴性预测值及诊断效率分别为
94.9%尧 97.7%和 94.3%曰 SjAWA 则分别为 77.6%尧

98.4%和 92.6%遥 两种抗原的诊断效率无统计学差异
渊P>0.05冤袁 提示 rSj26鄄Sj32 融合蛋白可替代 SjAWA袁
用于慢性日本血吸虫病的免疫诊断遥
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