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【摘要】 目的 对
%

个细粒棘球蚴抗原
E

'

FGE

(

亚单位多表位重组抗原和
$

个
FGE

亚单位抗原进行血清学平行

比较分析
!

评价多表位抗原的诊断价值
)

方法 在多表位重组抗原
H?F!!%

中插入一段
I()J3-

序列
!

成为
H?F!KC

抗原
)

用
L!MFNN?O

在线服务器模拟分析蛋白质三维结构
!

比较
!

个目标序列相同但三维结构不同的重组抗原
"

H?F!

!%

和
H?F!KC

(

在样品检测中反应性的差异
)

用间接
?ILNF

方法对
%

个多表位抗原
"

H?F!;

&

H?F!!6

&

H?F!!%

&

H?F!$%

&

H?F!KC

和
H?F!=!

(&

$

个亚单位抗原
"

FGE#

&

FGE!

和
FGEK

(

和
!

个对照抗原
"

M-P

和
I()J3-

(

平行检测

!$!

份血清样品
"

细粒棘球蚴病患者血清
##!

份
&

多房棘球蚴病患者血清
$=

份
&

囊尾蚴病患者血清
K$

份和健康人血清

K!

份
(!

并用
OQ&

曲线分析不同抗原对细粒棘球蚴病患者血清的诊断价值
)

结果 三维模型预测结果显示
!

H?F!!%

的表位区域相互靠近
!

呈平行排列
%

H?F!KC

表位区域相互分离形成独立的结构域
)

用
H?F!KC

抗原检测细粒棘球蚴病

患者血清的反应性
"

!8;;"!86!

(&

敏感性
"

C!R

(

和诊断效率
"

;CR

(

等均高于
H?F!!%

抗原
"

!8=K"!8:!

!

<;R

!

;!R

()

?ILNF

结果显示
!

H?F!!:

"

!8!K"#8$#

(&

H?F!!%

"

!8=K"!8:!

(&

H?F!$%

"

!8KK"#8=#

(&

H?F!KC

"

!8;;"!8:!

(

和
H?F!=!

"

!8=:"#8$<

(

等
=

个抗原检测细粒棘球蚴病患者血清的反应性均高于
FGE#

抗原
"

!8#="#8!%

()

多表位抗原检测多房棘

球蚴病患者血清的反应性与
FGE#

抗原的比较
!

差异无统计学意义
"

!S:8:=

()

H?F!=!

抗原检测囊尾蚴病患者血清

"

#8!<":8<:

(

的反应性显著高于
FGE#

抗原
"

:8C=":8#$

( "

!T:8:#

()

%

个多表位抗原检测健康人血清的反应性仅
H?F!;

抗原的反应性
"

#8:K":8#=

(

与
FGE#

抗原
"

:8;C":8:<

(

差异有统计学意义
"

!T:8:#

()

OQ&

曲线结果显示
!

$

个亚单位

抗原检测细粒棘球蚴病患者血清的敏感性以
FGE#

抗原最高
!

为
<<R

%

H?F!KC

"

C!R

(&

H?F!$%

"

C!R

(&

H?F!=!

"

;<R

(

和
H?F!!%

"

<;R

(

等
K

个多表位抗原的检测敏感性均高于
FGE#

抗原
)

结论 多表位抗原的总体反应性优于

亚单位抗原
!

H?F!KC

抗原对不同患者血清的反应性均强于目标序列相同但三维结构不同的
H?F!!%

抗原
)
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J?U

抗原是细粒棘球蚴囊液中含量丰富的主要抗

原
!

约占粗抗原的
M:#

*

T

+

!

具有高度的免疫原性和较

好的特异性
,

J?U

抗原是由多个亚单位组成的聚合

体蛋白*

!

+

!

目前已鉴定的
J?U

亚单位基因共有
R

个*

$!R

+

,

J?U

基因的表达受虫株来源
-

宿主种类和寄生虫发育

阶段的影响
!

导致不同研究者报告的天然
J?U

抗原的

敏感性和特异性差异较大*

%!T:

+

,

如果将各亚单位抗原

的特异性优势表位组合在一个抗原分子中
!

可能会弥

补因各亚单位表达量差异造成的天然抗原不稳定的缺

点
!

进而提高
J?U

抗原的诊断效率
,

本课题组在前期

的研究中对
J?U

抗原家族的
R

个亚单位抗原对棘球蚴

患者血清的反应性进行了分析*

TT

+

!

结果表明
!

来源于

棘球绦虫不同虫种的相同亚单位
"

垂直同源亚基
!

0-!

/'010?0=. .=D=)(/

$

的氨基酸序列同源性较高
"

P$8TQ

$M%8SQ

$!

对棘球蚴病患者血清的反应性也基本一

致
,

而种内不同亚单位
"

平行同源亚基
!

@,-,10?0=.

.=D=)(/

$

由于序列差异较大
"

!S8RQ$S:8:Q

$!

对患

者血清的识别反应性差异也较大
,

其中
!

以
J?UT

-

J?U!

和
J?UL

抗原的反应性较强
!

J?U$

和
J?UR

抗原的

反应性较弱
,

提示
J?U$

和
J?UR

两个亚单位不是刺激

机体产生特异性抗体的有效抗原
!

或者因表达量较

少
!

致使其相应的抗体应答不足
,

因此
!

本课题组认

为
J?U

抗原家族中与诊断相关的主要亚单位是
J?UT

-

J?U!

和
J?UL

!

其中诊断价值以
J?UT

最高
,

该研究还

证实多个亚单位的组合抗原可提高阳性检出率*

TT

+

,

随后
!

本课题组又对
J?UT

-

J?U!

和
J?UL

这
$

个

亚单位的抗原表位进行了分析
,

根据已有的文献资料

和对
J?U

各亚单位抗原表位的预测分析*

T!

+

!

合成了
R

个多肽用于分析
$

个亚单位的表位区域*

T$

+

,

基于上述

研究
!

本课题组选择
$

个亚基和
L

个表位的序列作为合

成多表位抗原的源序列
,

用
_!>JNNIF

在线服务器对

拟进行组合的亚基和表位的
RS

种不同连接方式进行了

结构预测
!

选择预测结构最佳的
%

种组合进行重组和

表达
!

获得了
%

个多表位重组抗原*

TL

+

,

本研究对这
%

个

多表位重组抗原的血清学反应性进行分析和评价
,

材料与方法

1

材料

T8T

主要试剂和仪器 牛血清白蛋白
-

吐温
!!:

和辣

根过氧化酶
"

`F+

$

标记的羊抗人
_?a

均购自美国
N(?!

B,

公司
!

四甲基联苯胺底物
"

>HU

$

购自德国
H3-4b

公司
,

全自动酶标仪
"

H=1/(.b,) .@34/-=B TR::!$L!

$

为芬兰
>'3-B0

公司产品
,

T8!

抗原 所用的抗原均为前期研究获得
,

$

个
J?U

亚单位重组抗原为细粒棘球蚴来源的
J?UT

-

J?U!

和

J?UL

*

T!KTR

+

(

%

个多表位重组抗原
"

HIJ!P

-

HIJ!!:

-

HIJ!!%

-

HIJ!$%

-

HIJ!LM

和
HIJ!R!

$

的合成和表

达参见文献*

TL

+

!

其中
!

在
HIJ!!%

抗原中插入一段

c()b3-

序列
!

使其三维结构发生变化
!

成为
HIJ!LM

抗

原
,

%

个多表位重组抗原为分别含有
!$R

个
J?U

亚单位

或表位的组合抗原
"

表
T

$,

由于在所有的重组抗原

中
!

除了含有
J?U

亚单位基因序列外
!

还含有
>-d

"

/'(0-3;0d() @-0/3()

!

硫氧还蛋白
$

融合蛋白序列
,

为分析这些非
J?U

基因来源序列的表达蛋白在重组抗

L$M

. .
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原中的反应性
!

选择
;-<

抗原
"

为
=>;$!,?

空载体诱导

表达后纯化的标签蛋白
#

和
@()A3-

抗原
"

一段来源于

细粒棘球蚴基因的单独表达蛋白
$

为对照抗原
!

以观

察待测血清样品与重组抗原中
;-<

蛋白和
@()A3-

蛋白

的反应性
%

#5$

血清 来源于新疆
&

青海和四川的流行区
!

经

手术或临床确诊的棘球蚴病患者
%

其中
!

细粒棘球蚴

病
"

4B./(4 34'()040440.(.

$

患者血清
##!

份
!

多房棘

球蚴病
"

,1C301,- 34'()040440.(.

$

患者血清
$D

份
!

囊

尾蚴病
"

4B./(43-40.(.

$

患者血清
E$

份
%

健康人血清
E!

份
!

来自流行区
"

新疆
!:

份
$

和非流行区
"

上海市
!!

份
$%

上述所有血清样品均排除了其他寄生虫感染
!

且经过囊液粗抗原检测证实抗体为阳性
"

棘球蚴病血

清
$

或阴性
"

健康人血清
$%

!

方法

!5#

蛋白结构对抗原反应性的影响 使用
F!;GHH>I

在 线 服 务 器
"

'//=JKLM',)N1,O844PO8P3Q8RP(4'83QRLF!

;GHH>I

$

'

S%!ST

(模拟分析多表位重组抗原
U>G!!%

和

U>G!EV

的三维结构
!

并分析该
!

个目标序列相同但三

维结构不同的抗原在血清样品检测中反应性的差异
%

!8! >@FHG

检测抗原的反应性 采用间接
>@FHG

方法

分析
SS

个抗原
)

$

个亚单位重组抗原
GNWS

&

GNW!

和

GNWE

!

%

个多表位重组抗原
U>G!TXD!

以及
!

个对照抗

原
;-<

和
@()A3-

$

与多房棘球蚴病
&

细粒棘球蚴病和囊

尾蚴病患者血清
!

以及健康人血清
E

组共
!$!

份的反应

性
%

步骤如下
*

以本室保存的标准阳性血清和阴性血

清作为不同批次检测实验的质控血清
%

将稀释至工作

浓度的抗原
)

D !NKP1

$

包被
V%

孔板
!

每孔
S:: !1

!

E"

过夜
!

用含
:8:DY

吐温
!!"

的
+WH

洗板
$

次
!

SY

牛血清

白蛋白
$Z "

封闭
S '

!

同上洗涤
$

次
!

加入
S # !::

稀释

的待检血清
S:: !1

!

$Z "

孵育
S '

!

同上洗板
$

次
!

加

入羊抗人
[I+!FN\

)

S # ! D::

$

S:: !1

!

$Z "

孵育
S '

%

洗涤后
!

;UW

显色
!: P()

!

! P01L@ [

!

H]

E

终止反应
!

全自动酶标仪测定吸光度
)

!

ED:

值
$%

不同批次检测数

据用
+L9

比值
)

+

为检测血清样品的
!

ED:

值
!

9

为阴性

质控血清
!

ED:

均值
$

进行标准化
%

!8$

受试者工作特征曲线
!

-343(C3- 0=3-,/()N 4',-!

,4/3-(./(4 4R-C3

"

I]&

#

分析 应用
H+HH S$8:

软件包

中的受试者工作特征曲线综合评价
>@FHG

检测中不同

抗原对细粒棘球蚴病患者血清的诊断价值
!

计算各种

抗原检测样品的临界值
)

敏感性与特异性之和为最大

值时的
+L9

值
$

和线下面积
)

即诊断效率
$%

I]&

曲线

下的面积表示诊断系统中阳性和阴性诊断结果分布的

重叠程度
!

反映诊断试验价值的大小
!

面积越大表明

诊断价值越高
!

并通过计算
I]&

曲线下面积
)

范围

:8D$S

$

作定量分析
%

"

统计学分析

对不同抗原检测分组血清的
+L9

均值进行比较
!

由于样本数据非正态分布
!

采用非参数统计方法
!

检

验水准
"%:8:D

%

结 果

#

蛋白结构对抗原反应性的影响

F!;GHH>I

在线服务器预测多表位抗原
U>G!!%

和

U>G!EV

的三维结构模型结果显示
!

表位区域在
!

个蛋

白中的结构明显不同
!

U>G!!%

抗原的表位区域相互

靠近
!

呈平行排列
+

U>G!EV

抗原由于
@()A3-

序列的插

入
!

表位区域相互分离形成独立的结构域
)

图
S

$%

血

清学分析结果显示
)

表
!

$!

U>G!EV

抗原检测细粒棘

球蚴病患者血清的
+L9

平均值
)

!8TT&!8:!

$&

敏感性

)

V!Y

$

和诊断效率
)

TVY

$

等均高于
U>G!!%

抗原

)

!8DE&!8:!

!

ZTY

!

T!Y

$%

! $%&'(

检测结果

$

个亚单位重组抗原
GNWS

&

GNW!

和
GNWE

!

%

个多

G

*

U>G!!%

+

W

*

U>G!EV

%

注
*

黄色显示表位区域
!

蓝色为
1()A3-

序列
%

90/3

*

^3110_ =,-/. .'0_3Q /'3 -3,4/(C3 3=(/0=3.` O1R3 =,-/ .'0_3Q /'3

1()A3- .3aR3)438

图
# )$(!!*

和
)$(!+,

抗原的三维结构预测模型

-./0 # 1234.536 743894835: ;<=2:7 <> )$(!!* 5?= )$(!+, 5?4./2?7

表
# *

个多表位重组抗原中
(/@

亚单位或表位的不同组合方式

15A:2 # 1B2 =.>>232?4 9<;A.?54.<? <> (/@ 78A8?.47 <3 2C.4<C27

.? 7.D ;8:4.!2C.4<C2 5?4./2?7

抗原
G)/(N3)

GNW

全序列
)

亚单位
$

&0P=13/3 .3aR3)43 0b

GNW

)

.ROR)(/

$

GNW

部分序列
)

表位
$

+,-/(,1 .3aR3)43 0b

GNW

)

3=(/0=3

$

融合蛋白
cR.(0)

=-0/3()

U>G!T GNW!

&

GNWE ;-<

U>G!!: GNWE

&

GNWS ;-<

U>G!!% GNWS GNW!

&

GNWE ;-<

U>G!$% GNWE

&

GNWS

&

GNW! ;-<

U>G!EV GNWS GNW!

&

GNWE ;-<

&

@()A3-

U>G!D! GNWS

&

GNWE

&

GNWS GNW!

&

GNWE ;-<

G W

EE:

, ,
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表
!

不同抗原检测血清的诊断价值分析

"#$%& ! '(#)*+,-(. /#%0& +1 2(11&3&*- #*-()&*, (* ,&3# 13+4 .5,-(.

&.6(*+.+..+,(, 7#-(&*-,

抗原
;)/(<3)

阴性对照
血清

93<(/(=3

40)/-01 .3->?

临界值
&>/!0@@

=,1>3

敏感性
AB

C3).(/(=(/DAB

特异性
AB

CE34(@(4(/DAB

线下面积
;-3, >)F3-

GH& 4>-=3

;<I# :5JK L5%" MM J$ "5JM

;<I! L5"$ L5NO OO JK :8MO

;<IN L8L! L8NK %% J$ :8MM

PQ;!J L8:N L8NJ %$ JN :8JL

PQ;!!: :8JK L8O: %L JK :8J$

PQ;!!% :8KN L8OK MJ J! :8J!

PQ;!$% :8K! L8%! K! M: :8JJ

PQ;!NK :8J$ L8%N K! M$ :8JK

PQ;!O! :8KM L8O% JM %K :8JO

表位组合抗原以及
!

个对照抗原
R-S

和
T()U3-

共
LL

个抗

原分别检测细粒棘球蚴病
"

多房棘球蚴病和囊尾蚴病

患者血清
!

以及健康人血清的
QTVC;

结果显示
!

R-S

和

T()U3-

对照抗原与
N

组血清的反应均值相近
!

无统计

学差异
#

!W:8:O

$%

%

个多表位抗原检测健康人血清的

反应性仅
PQ;!J

抗原的反应性
&

#8:N":8#O

$

与
;<I#

抗原差异有统计学意义
&

!X:8:#

$!

提示
PQ;!J

抗原

的非特异性反应较高
%

PQ;!!:

&

!8!N"#8$#

$'

PQ;!

!%

&

!8ON "!8:!

$ "

PQ;!$%

&

!8NN "#8O#

$ "

PQ;!NK

&

!8JJ"!8:!

$

和
PQ;!O!

&

!8O:"#8$M

$

等
O

个多表位抗

原检测细粒棘球蚴病患者血清的反应性均高于
;<I#

抗原
&

!8#O"#8!%

$!

其中
!

PQ;!NK

和
PQ;!O!

抗原的

反应性与
;<I#

抗原的差异有统计学意义
&

!X:8:#

$(

仅
PQ;!J

抗原
&

#8%!"#8:N

$

低于
;<I#

抗原
!

但无统

计学差异
&

!W:8:O

$(

多表位抗原检测多房棘球蚴病

患者血清的反应性与
;<I#

抗原的比较
!

差异无统计

学
&

!W:8:O

$(

PQ;!O!

抗原检测囊尾蚴病患者血清

&

#8!M":8M:

$

的反应性显著高于
;<I#

抗原
&

:8KO"

:8#$

$&

!X:8:#

$ &

表
!

$(

8

诊断价值分析

GH&

曲线结果显示
!

$

个亚单位抗原检测细粒棘

球蚴病患者血清的敏感性以
;<I#

最高
!

为
MMB

)

PQ;!NK

&

K!B

$'

PQ;!$%

&

K!B

$'

PQ;!O!

&

JMB

$

和
PQ;!!%

&

MJB

$

等
N

个多表位抗原的检测敏感性均

高于
;<I#

)

PQ;!J

&

%$B

$

和
PQ;!!:

&

%#B

$

的敏

感性低于
;<I#

&

表
$

$(

讨 论

由于本研究使用的重组抗原中均含有融合蛋白*

#NYLO

+

!

因此将重组抗原中的非
;<I

成分的
R-S

和
T()U3-

蛋白单

独表达作为对照抗原
!

观察它们与各血清样品的反应

性
!

结果显示
!

R-S

和
T()U3-

对照抗原与
N

组血清的反

应均值相近
!

无显著差异
&

!W:Z:O

$!

表明重组抗原

中的
R-S

和
T()U3-

序列对特异性检测无明显影响
%

因

此
!

可排除重组抗原中包含的
R-S

蛋白和
T()U3-

蛋白与

各血清样品的非特异性反应
!

而重组抗原与不同组别

血清反应的差异可认为是由于目的序列
&

;<I

序列
$

不同而产生的
%

本研究结果显示
!

在
%

个多表位抗原中
!

PQ;!J

是惟一不含
;<IL

序列的多表位抗原
!

在平行检测中
!

;<I!

和
;<IN

亚单位对细粒棘球蚴病患者血清的检测

敏感性分别为
OOB

和
%%B

%

含有
;<I!

和
;<IN !

个亚

单位的多表位抗原
PQ;!J

保持
;<I!

和
;<IN

亚单位的

检测敏感性
&

%$B

$ !

但敏感性仍低于
;<IL

抗原

&

MMB

$!

检测健康人血清的非特异性也偏高
&

L5:N"

:5LO

$)

在平行检测中
!

检测细粒棘球蚴病患者血清

敏感性最高的亚单位是
;<IL

!

为
MMB

)

O

个含有
;<IL

抗原表位的多表位组合抗原检测细粒棘球蚴病血清的

+[9

均值均高于
;<IL

!

且
N

个多表位抗原的检测敏感

性也高于
;<IL

亚单位抗原
!

其中检测敏感性最高

&

PQ;!$%

和
PQ;!NK

$

可达
K!B

%

上述
!

个多表位抗原

中
!

除了含有
;<IL

亚单位基因外
!

还含有
;<I!

和

;<IN

亚单位
&

PQ;!$%

$

或者表位
&

PQ;!NK

$!

提示

;<I!

和
;<IN

抗原表位可协同
;<IL

表位提高检出率
%

本课题组也尝试合成了多重复表位的抗原
PQ;!O!

!

即含有
!

个
;<IL

'

!

个
;<IN

和
L

个
;<I!

共
O

个表位
!

血

清学测试表明
PQ;!O!

抗原与囊尾蚴病患者血清的非

特异性反应性较高
!

结果并不理想
%

表
9 :;<=>

法检测亚单位重组抗原和多表位重组抗原的反应性

"#$%& 9 ?&#.-(/(-(&, +1 ,0$0*(- #*-()&*, #*2 40%-(!&7(-+7&

#*-()&*, 13+4 >)@ ,0$0*(-, +1 !"#$%&"&""'( )*+%',&('(

2&-&.-&2 $5 :;<=>

抗原
;)/(<3)

细粒棘球蚴病
患者血清
C3->? @-0?

E,/(3)/. \(/'

4D./(4

34'()040440.(.

多房棘球蚴病
患者血清
C3->? @-0?

E,/(3)/. \(/'

,1=301,-

34'()040440.(.

囊尾蚴病
患者血清
C3->? @-0?

E,/(3)/. \(/'

4D./(43-40.(.

健康人
血清

C3->? @-0?

'3,1/'D

E3-.0).

;<IL !5LO"L5!% L5$%""5%L "5KO""5L$ "5JK""5"M

;<I! L5N"""5%J L5"!""5$% "5KM""5!" L5"$""5LN

;<IN L5K$"L5!$ L5$!""5NN L5LN""5!! L5L!""5L"

PQ;!J L5%!"L5"N L5!O""5N% "5KN""5L! L5"N""5LO

]]

PQ;!!6 !Z!N"#Z$# #ZNM"6ZK$ 6ZJ$"6Z!O 6ZJK"6Z!J

PQ;!!% !ZON"!Z6! #Z$#"6ZKN 6ZKO"6Z#M 6ZKN"6Z6K

PQ;!$% !ZNN"#ZO# #Z%%"#Z## 6ZJO"6Z!$ 6ZK!"6Z#K

PQ;!NK !ZJJ"!Z6!

]]

#ZOJ"#Z!% 6ZKK"6ZO# 6ZJ$"6Z#%

PQ;!O! !ZO6"#Z$M

]]

#ZJO"#Z!! #Z!M"6ZM6

]]

6ZKM"6Z#6

T()U3- #Z#M"6Z$6 6ZKM"6Z$6 #Z#6"6ZNJ #Z6!"6Z#!

R-S #Z#!"6Z$# #Z6N"6Z!J 6ZK%"6Z#O 6ZKN"6Z##

注
!

与
;<I#

比较
!

]] !X6Z6#

%

A+-&B =.Z ;<I#Y ]] !X6Z6#Z

NN#

, ,



中国寄生虫学与寄生虫病杂志
!"#$

年
#!

月第
$#

卷第
%

期
&'() * +,-,.(/01 +,-,.(/ 2(. 2345 !6#$

!

7018 $#

!

905%

中国寄生虫学与寄生虫病杂志
!:#$

年
#!

月第
$#

卷第
%

期
&'() * +,-,.(/01 +,-,.(/ 2(. 2345 !:#$

!

7015 $#

!

905%

;<=#

抗原是
$

个亚单位抗原中反应性最高的抗

原"

##

#

!

因此
!

本研究在对多表位重组抗原反应性的统

计学分析中
!

选择
;<=#

作为比较的对照组抗原
!

以

观察多表位重组抗原的反应性是否优于
;<=

亚单位抗

原
$

分析显示
!

>?;!!:

%

>?;!!%

%

>?;!$%

%

>?;!

@A

和
>?;!B!

等
B

个多表位抗原检测细粒棘球蚴病患者

血清反应性
&

+C9

均值
'

均高于
;<=#

$

本研究
DE&

曲

线分析结果显示
!

>?;!@A

%

>?;!$%

%

>?;!B!

和

>?;!!%

等
@

个抗原敏感性均高于
;<=#

抗原
$

提示多

表位抗原的总体反应性优于亚单位抗原
$

该结果证实

了本研究的假设
!

即将各亚单位抗原的特异性优势表

位组合在一个抗原分子中
!

可能弥补因各亚单位表达

量差异造成的天然抗原不稳定的缺点
!

进而提高
;<=

抗原的诊断效率
$

同时也为
;<=

抗原在棘球蚴病诊断

中的进一步应用和抗原的标准化制备带来一线希望
$
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