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摘要
!

目的 探讨冻干保存对日本血吸虫病患者血清抗体检测的影响
!

方法 将
@A

份慢性日

本血吸虫患者血清平均分为
!

份
"

其中
9

份冷冻干燥抽干为粉末
"

使用前用
A=%B

的生理盐水复溶到干燥

前的体积
"

另
#

份无需处理
"

直接保存备用
!

用间接血凝法
#

2(-20,C) D,7/EE<F)2(/)2;( /11/G4 'HI

$%

酶联免

疫吸附实验
&

,(JG7, <2(K,- 277F(;1;08,() /11/G14 LM'5I

$%

胶体染料试纸条法
&

-261)2CK -G, 277F(;/11/G4

33'I

$

@

种方法检测冻干复溶组和未处理组血清中日本血吸虫特异抗体
"

比较分析冻干复溶组与未处理

组及
@

种检测方法阳性率的差异
'

结果 未处理组血清经过
'HI

%

LM'5I

和
33'I

法检测
"

阳性率均

为
9AAB

!

冻干复溶组血清经
@

种方法检测
"

LM'5I

法阳性率最高
9AAB

&

@AN@A

$"

其次为胶体染料法

O@=@B

&

!$N@A

$

和
'HI

法
OA=AB

&

!&N@A

$!

经统计学分析
"

未处理组及处理组血吸虫病患者血清抗体阳性检

出率不存在统计学意义差异
"

@

种免疫学方法检测未处理组及处理组血清抗体阳性率也不存在统计学意

义差异
!

结论 冻干复溶对日本血吸虫患者血清抗体检测影响较小
"

冷冻干燥保存方法或可成为日本

血吸虫患者血清长期保存的有效方法之一
!

!

关键词
!

日本血吸虫
(

冻干保存
(

复溶
(

血清抗体
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血吸虫病是一种广泛流行于热带和亚热带地

区的人兽共患寄生虫病
!

血吸虫病防治一直是寄

生虫病防治工作的重点 "

9!!

#

!

免疫诊断在血吸虫病

防治中起着非常重要的作用 "

?

#

$

免疫诊断需要标准

的阳性血清参考品
!

因此长期保藏一批采自血吸

虫病感染疫区的阳性血吸虫病患者血清很重要
$

中国疾病预防控制中心寄生虫病预防控制所已经

建立全国血吸虫病患者血清库
!

现保藏确诊血吸

虫病患者血清
!""

余份
$

常规保藏方法是超低温

%

@AB "

&

冰冻保存
!

但关于长期低温冰冻保存对

血清抗体检测的影响还知之甚少
$

在临床中
!

标

准血清一般为常温冻干保存
!

稳定性好
'

有效期

长
!

且不影响其活性"

&

#

$

而冻干保存对血吸虫病患

者血清抗体检出率的影响还少有研究
$

为了探讨

冻干保存对血吸虫病患者血清抗体检测的影响
!

本研究用
?

种检测方法比较了血吸虫病患者血清在

冻干前后血清中日本血吸虫特异性抗体检出情况
!

以评估冻干保存方法是否适用于血吸虫病患者血

清的保存
$

!

材料与方法

!"!

主要试剂

检测抗血吸虫循环抗体间接血凝法
%

2(-20,C)

D,7/EE<F)2(/)2;( /11/G4 'HI

&

试剂盒购自安徽安吉

医药科技有限公司
(

酶联免疫吸附实验
%

,(JG7,

<2(K,- 277F(;1;08,() /11/G14 LM'5I

&

试剂盒购自深

圳康百得公司
(

胶体染料试纸条法
%

-261)2CK -G,

277F(;/11/G4 33'I

&

由江苏省血吸虫病防治研究

所提供
$

!"#

血清的冻干与复溶

?B

份慢性日本血吸虫患者血清为本所血清库

新采集
!

每份
# 7<

!

将每份血清平均分为
!

份
!

其

中一份放入真空冷冻干燥器中抽干为粉末
!

使用

前用
B=%N

的生理盐水室温下复溶到干燥前的体积
!

另一份无需处理
!

直接放
& "

冰箱保存备用
$

!"$ %&'

法检测

取冻干致敏的红细胞加稀释液稀释并充分混

匀
$

于血凝板的第
#

列第
#

孔加稀释液
#BB !<

!

第
!#

&

孔各加稀释液
!$ !<

$

再向第
#

孔加待测血清
!$ !<

!

充分混匀后吸出
!$ !<

于第
!

孔
!

第
!

孔充分混匀后

吸出
!$ !<

于第
?

孔
!

第
?

孔充分混匀后吸出
!$ !<

于

第
&

孔
!

第
&

孔充分混匀后弃去
!$ !<

!

然后在第
#

孔

吸取
O$ !<

弃去
$

第
##&

孔每孔加致敏红细胞悬液

!$ !<

!

震摇
##! 72(

!

置
?O "

条件下
?B 72(

观察结

果
$

'HI

阳性阈值滴度为
# $ #B

$

同时作阳性
'

阴性

对照
4

所有结果由同一人判读
$

!"(

胶体染料试条法检测

将标记染料混匀后加入塑料小杯中
!

再加待检

血清
#B !<

!

混合后将试纸条插至杯底
!

#B 72(

后观

察结果
$

检测带与对照带均出现紫蓝色为阳性反

应
(

对照带出现紫蓝色
!

而检测带不显色为阴性反

应
$

!") *+%,'

法检测

将冻干后复溶的血清及未处理血清每个样本

#BB !<

加入聚苯乙烯板孔中
!

?O "

孵育
# D

$

.P5Q

洗涤
?

次
!

加
HR.!'ES #BB !<

!

?O "

孵育
B=$ D

!

.P5Q

洗涤
?

次
!

加
Q+P

显色液
?O "

孵育
$ 72(

!

! 7;<TM H

!

5U

&

液终止反应
!

用酶标仪测定吸光度值

%

!

&$B

&$

同时设空白和阴
'

阳性对照
$

以样品孔
!

&$B

值
%

阴性对照均数
&!=9

作为阳性结果的参考阈值

%

CF) ;VV W/<F,4 XU:

&$

!"-

统计学分析

用
5I5

软件进行
+C>,7/0

检验的统计分析
!

两

两比较
?

种方法检测日本血吸虫抗体阳性率的
"

值及

#$%%$

值
!

分析未处理组及冻干复溶组之间有无统

计学差异
!

以及不同免疫检测方法之间是否具有统

计学差异
$

#

结果

#"! %&'

法检测结果

?B

份新鲜未处理血清样本及
?B

份冻干后复溶的

血清样本用
'HI

检测
!

结果未经处理组均为阳性
!

抗体滴度在
#$#B'#(&B

之间
!

#(&B

的为
!B

份
!

#(!B

的
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表
! '?@

法检测血吸虫病患者血清结果

"#$%& ! AB, -,),C)2;( 0,1D<)1 ;E )B, D()0,/),- /(- )0,/),- 1,0/ 1/76<,1 8F '?@ 7,)B;-

为
$

份
!

9!9G

的为
$

份
"

冻干复溶后的样本阳性
!&

份
!

阴性
H

份
!

其中阳性样本中
9!&"

的为
9I

份
!

9!!"

的为
&

份
!

9!9"

的为
J

份
#

表
9

$%

'('

胶体染料试条法检测结果

胶体染料试条法检测未处理组及冻干复溶组

的
!

组血清样本
!

未处理组
I"

份血清均为抗体阳

性
!

冻干复溶后的血清样本有阳性
!$

份
!

阴性
$

份

&

表
!

$%

'() *+,-.

检测结果

KL'5@

法检测未处理组和冻干复溶组血清
!

其

阳性参考值为
"=IH&

!

阴性参考值为
"="JJ

!

MN:

值

为
G=9%J

!

实验结果符合要求
!

结果成立
%

如表
I

所

示未处理组及处理组各
IG

份血清样本
!

经
KL'5@

法

检测结果均为阳性
%

'(/

统计学分析

未处理组血吸虫病患者血清经过
'?@

'

KL'5@

和
33'@

法检测
!

阳性率均为
9GGO

"

冻干复溶组血

清经
I

种方法检测
!

KL'5@

法阳性率最高
9""O

&

I"P

IG

$!

其次为
33'@

法
QI=IO

&

!$PIG

$

和
'?@

法
QG=GO

&

!&PIG

$ &

图
#

$"

经统计学分析
!

未处理组及处理

组血吸虫病患者血清抗体阳性检出率无统计学意义

差异
&

!"G=G$

$!

I

种免疫学方法检测未处理组及处

理组血清抗体阳性率也无统计学意义差异
&

!"G=G$

$

&

表
&

$"

'?@

法与
33'@

法一致性最高
!

其
"#$$#

值为

G=$H

!

其次为
33'@

法与
KL'5@

法
!

其
%&$$&

值为

表
) KL'5@

法检测血吸虫病患者血清结果
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@

(

未处理组
!

R

(

冻干复溶组
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!

RS LF;6B2<2V/)2;( /(- 0,-211;<D)2;( U0;D6

组别
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吸光度
'

&$"

@81;08/(C, '
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R
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胶体染料试条法检测血吸虫病患者血清结果
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@

(

未处理组
)

R

(

冻干复溶组
)

M

(

样本检测滴度
!9S9"

为阳性
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R

(
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9S!"
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表
! P

种不同方法检测处理组及未处理组血吸虫病患者血清结果的统计学分析

"#$%& ! 5)/)21)2Q/< /(/<R121 ;E )S, 0,1@<)1 E0;7 )S0,, -2EE,0,() 7,)S;-1 ); -,),Q) )S, @()0,/),- /(-

)0,/),- 1,0/ 1/76<,1 ;E 1QS21);1;7/121 T/6;(2Q/ 6/)2,()1

A

#

未处理组
4 H

#

冻干复溶组
AU V()0,/),- F0;@6

$

HU KR;6S2<2W/)2;( /(- 0,-211;<@)2;( F0;@6

图
' P

种不同免疫检测方法检测未处理及冻干复溶样本的阳性率

A

#

未处理组
4 H

#

冻干复溶组

()*+ ' 3,),Q)2;( 0,1@<)1 ;E )S, @()0,/),- /(- )0,/),- 1,0/ 1/76<,1 X2)S )S0,, -2EE,0,() ),1) 1R1),71

AU V()0,/),- F0;@6

$

HU KR;6S2<2W/)2;( /(- 0,-211;<@)2;( F0;@6

33'A 'IA

9""Y

ZMY

OMY

&MY

!MY

MY

JK'5A

A H A H A H

阳
性

率
.
;
1
2
)
2
D
,
0
/
)
,

M=!#

$

'IA

法与
JK'5A

法一致性最差
$

其
"#$$#

值为

M=#N

%

,

讨论

免疫诊断在血吸虫病防治中起着非常重要的作

用
$

我国已发展了多种血吸虫病免疫诊断方法
$

如

皮内试验
&

环卵沉淀试验
&

间接血凝试验
&

酶联免

疫吸附试验
&

胶体染料试纸条等'

$

(

$

但至今尚无一

种诊断试剂被国家批准为合法的免疫诊断试剂
$

也

无统一的质量标准和质量标准品
%

另外
$

随着防治

力度的加大
$

低感染度的流行地区越来越多
$

血吸

虫患者血清的采集越来越困难
%

因此
$

能够长期保

存一批血吸虫患者血清
$

并建立一套血吸虫病免疫

诊断用的国家标准品显得尤为重要
%

辛晓芳等 '

O

(

曾制备血吸虫病诊断试剂
'F?

免疫血清国家参考品
$

即将经标定和验证合格的阳性血清制成冻干粉
$

再

用不同免疫诊断方法评价冻干血清的效价
$

结果符

合要求
%

本研究与其处理血清的方法相似
$

均为将

已确诊的血吸虫患者血清制备成冻干粉
$

再对比观

察冻干前后血吸虫特异抗体检测率的变化情况
%

结

果未处理组用
'IA

&

JK'5A

&

33'A

等方法检测
$

阳

性率均为
#MMY

%

这些检测结果也与
B/);!B/)W

法检

测结果相一致
%

在冻干后
$

用
M=%Y

的生理盐水室

温下复溶到干燥前的体积
$

再用
P

种相同的方法检

测
$

结果冻干前后血清经
JK'5A

法检测一致度最

高
$

均为
#MMY

$

其次为胶体染料法
!

ZP=PY

"

和

'IA

法
!

ZMY

"%

经统计学分析
$

未处理组及处理

组血吸虫病患者血清经
P

种方法检测
$

血清抗体阳

性率无统计学意义差异
%

这一结果说明
$

冷冻干燥

对血清抗体滴度的影响不大
$

对干燥后复溶的血清

!%!
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样本用
?@'5A

法仍然能够
9""B

检测到血吸虫病特异

性抗体
!

而用
33'A

和
'CA

法检测时
"

有
!DB

左右的

样本出现阴性结果
!

这一方面可能与复溶后的血清

加入的为
D=%B

的生理盐水
"

破坏了原始血清的微

环境有关
#

另一方面
"

也可能与这两种检测方法的

敏感性有关
"

具体原因还需进一步研究
!

血清样本制备成冻干品长期保存更具优势
"

本

研究也为制备血吸虫患者血清的国家参考品提供一

定参考 $

E

%

"

为以后建立大型的全国寄生虫病标准

血清库提供研究基础
!
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a>e
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J
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