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应用12D5和2187单克隆抗体检测
广州管圆线虫循环抗原的研究

黄达娜 陈木新耿艺介李晓恒 高世同 张仁利

·79·

·实验室研究·

【摘要】 目的研制快速诊断广州管圆线虫感染的金标层析检测试剂。方法双抗体

(12D5和2187)夹心ELISA检测实验感染广州管圆线虫的大鼠、广州管网线虫感染病例血清循环

抗原(CAg)，同时将12D5和2187单抗点样于同相的硝酸纤维膜上，以胶体金-proteinA为标记物

制备金标免疫层析试剂快速检测实验感染广州管圆线虫的大鼠、广州管圆线虫感染病例血清循

环抗原。结果经鉴定单抗12D5为IgGl，2187为IgM，两株单抗同时识别广州管围线虫成虫相

对分子质量55×103的蛋白，12D5和2187双抗体夹心ELISA和金标层析法对实验感染广州管网

线虫的大鼠血清中CAg检出率为100％(48／48)，广州管囤线虫感染病例血清CAg检出率为100％

(32／32)，与日本血吸虫、肝吸虫、肺吸虫、旋毛虫、蛔虫、包虫病例血清无交叉反应，与健康人血清

无反应。结论12D5、2187双抗体夹心ELISA和金标层析法对感染广州管圆线虫人和动物血清

中CAg检测的特异性强，金标层析法操作简便、快速，结果判读容易，不需特殊设备，且敏感性高，

能够确定现症感染。

【关键词】广州管圆线虫；单克隆抗体；金标层析法

Detection of circulating antigen of Angiostrongylus cantonensis by 12D5 and 2187 monoclonal

antibodies HUANG Da．rt8．CHEN Mu-xin．GENG Yi-jie．LI Xiao-hen譬。GA0 Shi-tong，zHANG

Ren．1i．Shenzhen Centre for Disease Control and Prevention．Shenzhen 5 l8020．China

Corresponding author：zHANG Ren．1i，Emai、：renlizhang@tom．corn

This WOrk was supported by a grant from the Guangdong Natural Science Foundation
(No．8151802003000002)

【Abstract】 Objective To detect the rate ofAngiostrongylus cantonensis infection and to study

the e仃ects of treatment SO as to prepare monoclonal antibodies(McAbs)，and gold immunochroma-

tography assay(GICA)with 12D5 and 2187 McAbs could be prepared in advance．Methods Two

McAbs(12D5 and 2187)were applied to detect the circulating antigen(CAg)in the sera of rats

infected with A．cantonensis and angiostrongyliasis patients respectively by double antibody sandwich

ELlSA．Either 12D5 or 2lB7 McAbs was used as antibody and protein AWas conjugated with colloid

gold as the detection marker．A special pad for GICA Was designed according to the reaction

procedure。and CAg were detected bv GICA in the sera of rats infected with A eantonemis and

angiostrongyliasis patients respectively．Results 12D5 McAb Was identified as IgGl and 2187

McAb Was IgM．Results from Westem blotting showed that two McAbs could be used to identified

55 KD protein of adult worms of A．eantonemis．The detection rates of CAg in the sera of infected rats

was 100％(48／48)and the detection rates ofCAg in the sera ofangiostrongTliasis patients Was 100％

(32／32)．NO cross·reaction to sera of patients with other infection of parasites．such as clonochiasis。

fasiolopsiasis，ancylostomiasis，ancylostomiasis．anisakiasis as well as schsitosomiasis wee seen and

norrnal sera did not react with 1 2D5 and 2 1 B7 McAbs．Conclusion Results from sandwich ELISA

and GICA with 1 2D5 and 2 1 B7 McAbs showed hi【gh specificity and acting as detecting CAg of

A eantoneasis in sera of infected animals and patients．We noticed that GICA witll l 2D5 and 2 l B7 Was

not only rapid and simple that without requirement of special instrument。but also rather sensitive and

specific for the detection ofcurrent infeetion with A．cantonensis．
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广州管圆线虫病为新发人畜共患自然疫源性寄

生虫病。由于广州管圆线虫病原学诊断取样困难且

检出率不高(<10％)，目前主要以临床诊断结合实

验室抗体检测作为间接诊断依据。为有效控制广州

管圆线虫病的感染迫切需要研制出能诊断现症感染

和考核治疗效果，同时义能在现场快速简便操作的

诊断试剂。本研究应用本实验室研制的广州管圆线

虫诊断循环抗原单克隆抗体，将单克隆抗体发展为

胶体金免疫层析(gold immunochromatography

assay)，作为诊断广州管圆线虫现症感染和考核治

疗效果，并适合现场使用的快速诊断技术，对于广州

管圆线虫病的辅助诊断、疗效考核和流行病学调查

都有重要的意义。

对象与方法

1．研究对象：

(1)实验动物及细胞株：7～9周龄SD大鼠48

只。雌雄均有，体重150—1609，购自南方医科大学

实验动物中心，12D5和2lB7单克隆抗体细胞株为

本实验室研制和筛选。

(2)各类寄生虫抗原：人蛔虫抗原为华南农业大

学人兽共患病实验室赠送，日本血吸虫成虫抗原、肝

吸虫成虫和广州管圆线虫成虫抗原为本实验室制

备，将各类虫体用无菌生理盐水漂洗干净，加入少量

生理盐水研磨成匀浆，反复冻融后再超声粉碎，4℃

离心沉淀(4000 r／min，30 min)，收集上清，测定蛋白

浓度备用。

(3)血清样本：广州管网线虫病患者血清共32

份，其中4例为病原学确诊，其余的28例符合临床诊

断标准，实验室抗体诊断阳性，有生食和半生食淡水

螺肉史，健康人血清30份采自本实验室，日本血吸

虫、肝吸虫、肺吸虫、蛔虫、包虫和旋毛虫病患者血清

为病原学诊断阳性。

(4)主要试剂：50％聚乙二醇(PEG)分子质量

1500、单克隆抗体免疫球蛋白亚类检测试剂盒为美

国Sigma产品；硝酸纤维膜、聚酯膜结合垫、聚酯膜

样品垫、吸收垫等购自BioScience Inc公司，辣根过

氧化物酶为Bostar Inc公司产品，胶体金和胶体

金一SPA标记物为深圳市康佰特生物科技有限公司

生产。

2．检测方法：

(1)金标层析检测试剂研制：以单抗12D5为标

记抗体，最适标记量的测定、免疫胶体金的制备方法

按照参考文献[1]。

(2)单抗亚类的鉴定：采用单克隆抗体免疫球蛋

白亚类检测试剂盒陕速测定(美国，SouthernBiotech
公司)。

(3)单抗的纯化：在BALB／c鼠腹腔分别接种稳

定分泌单抗12D5和2187杂交瘤细胞株，待腹水后，

取腹水、用饱和硫酸铵沉淀、透析后，再用FPLC系

统过Sephacryl S-200分子筛纯化，SDS．PAGE鉴定

纯度，蔗糖包埋浓缩。再用0．005 mol／L的NaCI溶液

透析30 h，1000×g离心去除蛋白聚合物，并用蛋白

检测仪测定含量，ELISA鉴定活性。

(4)单抗酶标记：采用改良HRP二步标记法。

取Hl强10 mg溶于0．4 ml，0．25 mol／L pH值6．8 PBS

液中或O．05 mol／LpH值9．6碳酸盐缓冲液中，加入

25％戊二醛0．1 ml，37℃温育2 h后加入冰冷的分

析纯的无水乙醇2 ml，2500 r／min离心沉淀10～

15 rain，倾去溶液。沉淀以80％乙醇4—5 ml混悬，

同上离心，倾去乙醇，将管倒置，使乙醇充分流出。

沉淀用1 ml 0．05 mol／L pH值9．6碳酸盐缓冲液溶

解，加入0．5～1 ml抗12D5单克隆抗体溶液(含抗

体15 mg左右)，放在冰箱内过夜后，加KH：PO。，使

近中性备用。

(5)免疫印迹试验：用12％分离胶进行SDS—

PAGE半干转印，测定单抗所识别的广州管圆线虫

成虫可溶性抗原蛋白区带，并做单抗对日本血吸虫

成虫抗原、人蛔虫成虫可溶性抗原、肝吸虫成虫可溶

性抗原的交叉反应。

(6)双抗体夹心ELISA法测定血清循环抗原：

用纯化的2187单抗以10¨∥ml、100 pl／孑L包被过

夜；弃液，0．05％吐温一20 PBS洗涤，5％的小牛血清

100 I．tl／,L 37℃封闭60 min；洗涤，加入100“蚜L待

检血清样本，37℃作用45 min；洗涤，加入酶标记的

12D5单抗，37℃作用45 min；洗涤加底物显色。

结 果

1．12D5和2IB7单抗亚类鉴定：制备的单抗纯

化后，经免疫球蛋白亚类鉴定，12D5为lgGl，2IB7

为IgM，培养上清效价分别l：23 600和l：19 800，腹

水效价分别为l：75 000和l：69 800。纯化后的单抗

SDS．PAGE电泳见图l。

2．单抗12D5、2187与寄生虫抗原的免疫印迹

反应：将广州管圆线虫、日本血吸虫、肝吸虫和人蛔

虫成虫可溶性抗原进行SDS．PAGE电泳，分别与单

抗12D5、2187进行免疫印迹反应，结果显示12D5、

2187仅与广州管圆线虫成虫抗原发生特异性反应，
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识别成虫抗原中相对分子质量约55×103蛋白，与日

本血吸虫、肝吸虫和人蛔虫均无反应(图2)。

注：M：Marker；1：单抗12D5；2：单抗15F8；3：单抗2187；4：单

抗14G10；各单抗分子分离为蕈链与轻链

图l单克隆抗体SDS．PAGE电泳

注：M：蛋闩参照物；I，2：分别为单抗12D5、2187识别广州雷

圆线成虫抗原；3～5：分别为12D5、2187单抗混合物与血吸虫、肝吸

虫和人蛔虫抗原反应

图2单抗12D5、2187与其他寄生虫抗原的

免疫印迹反应

3．应用单抗12D5、2187双抗体夹心ELISA检

测广州管圆线虫感染大鼠和人血清中的CAg：48份

感染大鼠检测的阳性率为100％(48／48)，血清反应A

值为1．58±0．24；而10份对照大鼠血清反应的A值

为0．38±o．04；阳性标准为O．50(对照血清A值+

3 s)。32份广州管网线虫病患者血清的反应阳性率

为100％，与其他寄生虫病患者的血清无阳性反应，

阳性反应判断的标准为对照血清A值+3 s。

4．实验感染大鼠血清中CAg动态检测：实验感

染组和对照组各15只大鼠不同时间血清CAg双抗

体夹心ELISA测定结果见图3。从感染第l周开始

感染大鼠血清中CAg显著高于对照组，第2周达到

高峰，直到第4周均维持在高的水平，虽然在第5周

后比高峰时的CAg水平有所下降，但仍然在一个较

高的水平。

5．应用单抗12D5、2187研制的金标层析检测

试剂检测广州管圆线虫感染大鼠和人血清中的

CAg：用涂覆胶体金标记广州管圆线虫单克隆抗体

的金标垫、包被有广州管圆线虫单克隆抗体的检测

线和羊抗鼠IgG或IgM的质控线构成。将待检的感

染广州管圆线虫大鼠和广州管圆线虫病患者血清

注入加样孔，5。15 min后可以判读反应结果，阳性

反应同时出现质控和待检样本红色反应线，阴性反

应仅显示质控红色反应线(图4)；感染大鼠48只均

为阳性反应，32例广州管网线虫患者血清均为阳性

反应，其他寄生虫病患者血清和健康人血清均不起

反应。

注：感染1周后血清中CAg显．著上升，且维持在较高水平

图3用单抗12D5、2187双抗体夹心ELISA测定实验

感染广州管圆线虫大鼠血清CAg动态学变化

图4应用单抗12D5、2187研制的金标层析检测试剂

检测广州管圆线虫感染大鼠和人血清中的CAg

讨 论

广州管圆线虫原仅在亚洲及泛太平洋地区流

行，2003年后在非洲和南美洲国家出现多起暴发，

同时不断有散发病例发现和自然疫源地报道，并通

过贝类中间宿主和转宿宿主感染人类。而在我国内

陆和台湾常有爆发性流行，在欧洲虽然有散发病例

报告，但患者都是因为在流行国家和地区工作或旅

游而感染，尚未有自然疫源地报告陋剖。广州管圆线

虫病的诊断，目前尚无一种理想的方法，从患者脑脊

液中检出虫体的确诊率极低，主要依靠病史(是否有

生吃、半生吃或接触该虫中间宿主或转宿宿主的流

行病学接触史)、临床诊断以及实验室血清学诊断

等。李华等门1利用广州管圆线虫M32000抗原进行
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感染者血清抗体测定，证实AC32抗体诊断的敏感

性和特异性；顾金保等‘81利用该虫成虫尿素溶解抗

原诊断患者血清抗体，同时也证实AC32的诊断价

值；郭鹏娟等：9嗓统综述了该虫免疫学诊断概况，报

道广东省广州管圆线虫病的血清学诊断方法仍然为

以抗体检测为基础的ELISA、dot．ELISA等技术。本

研究利用自行研制的识别广州管圆线虫CAg单克

隆抗体检测实验室感染大鼠和该虫感染的患者表现

了高特异性，与其他寄生虫病患者血清无交叉反

应。本次研究是利用单抗诊断抗原，与以往的研究

利用抗原诊断抗体有本质区别。谭峰等”07研制诊断

广州管圆线虫的一株单克隆抗体应用于感染者循环

抗原检测，但其应用价值仍在研究中；Ambu等：1¨研

制出诊断广州管圆线虫抗原的单克隆抗体株，虽已

发展为Mab．ELISA技术以诊断感染者和考核治疗

效果，但其应用成本和技术要求并不适合在我国推

广。本研究利用胶体金免疫层析技术将广州管圆线

虫诊断循环抗原的单克隆抗体发展为现场快速诊断

试剂，其特异性强、敏感性高，并适合于现场推广应

用，但可否用于考核治疗效果还有待进一步研究。
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