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本发明涉及一种东毕吸虫病检测用虫卵抗

原的制备及胶体金标记的检测试纸条，所述的东

毕吸虫抗体检测胶体金免疫试剂条设有样品吸

垫、金标垫、NC膜、吸收垫、PVC底板、检测线(T

线)、控制线(C线)，所述胶体金标记的检测试纸

条的硝酸纤维素膜上包被有上述的东毕吸虫虫

卵纯化抗原作为检测物质。本发明提供的这种检

测试剂条检测效果准确可靠，操作简便易行，成

本降低，更适用于东毕吸虫病低度流行区现场流

行病学调查、疾病筛查以及免疫学诊断，适于大

规模推广应用。
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1.一种包含东毕吸虫虫卵抗原的胶体金免疫试纸条。

2.如权利要求1所述的检测试纸条的制备方法，所述方法包括以下步骤：

检测用虫卵可溶性抗原的制备；

硝酸纤维素膜的点样：将东毕吸虫虫卵可溶性抗原稀释至0.5mg/ml，用于检测线（T线）

的划线，将小鼠抗His标签单克隆抗体稀释至0.5mg/ml用于质控线（C线）的划线；将NC膜贴

于底板上，之后用胶体金点样系统进行划线，划线量均为1µl/cm，划线后将底板放置于37℃

烘箱中烘干2小时，密封于锡箔袋，内置干燥剂，有效期为15个月；

制备胶体金：按照柠檬酸钠还原法烧制胶体金：  烧制及贮存胶体金的所有玻璃器皿应

洁净；  取烘干后的三角烧瓶加入去离子水和终浓度为0.01%的氯金酸，加热至沸腾；快速加

入1.5倍氯金酸体积的1%的柠檬酸三钠，观察颜色变化，可观察到溶液由淡黄色变成黑色、

深紫色、最后逐渐稳定成稳定的红色，约3分钟后颜色趋于稳定；继续煮沸15分钟，冷却至室

温后用去离子水恢复到原体积；

胶体金与抗原的标记：重组链球菌蛋白G的胶体金标记；将制备的胶体金溶液用K2CO3调

节至pH为5.0，逐滴加入重组链球菌蛋白G，使其终浓度为10µg/ml，室温震荡15分钟，静置15

分钟；在溶液中加入封闭液，使其终浓度为1%，室温震荡15分钟，静置15分钟；11000r/min离

心40分钟，弃上清，沉淀用复溶液复溶至原溶液体积的1/5，颜色应为均匀的酒红色；金标垫

的制备；浸金法制备金标垫，将制备好的胶体金探针均匀滴加于金标垫上，使1.0cm2的金标

垫中含有100µl胶体金探针；将金标垫放置于多功能冻干机中真空干燥，冻干完毕后，密封

于锡箔袋，内置干燥剂，有效期为15个月；

制备东毕吸虫检测试剂条：将包被膜、金标垫、样品垫、吸收垫、保护膜等依次贴于PVC

底板上，置切条机上以0.3cm的宽度切条，连同干燥剂装入铝箔袋中密封，贴签，与说明书放

入外包装盒内。

3.如权利要求2所述的检测试纸条的制备方法，其中步骤（1）具体为：取东毕吸虫虫卵

置于研磨器中，按照1:1-5的体积比加入生理盐水，研磨器内粉碎，镜检无完整虫卵；-40℃

至10℃反复冻融3次，冰上超声，超声2秒间隔9秒，共0.5-2小时，超声后12000r/min离心5分

钟，取可溶性上清，即为虫卵可溶性抗原粗提物，-20℃冻存；生产前，将虫卵可溶性抗原再

次12000r/min离心5分钟，上清BCA法测蛋白浓度。
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一种东毕吸虫病检测用虫卵抗原的制备及胶体金标记的检测

试纸条

技术领域

[0001] 本发明涉及蛋白纯化和检测技术领域，特别涉及一种东毕吸虫病检测用虫卵抗原

纯化和抗体检测技术领域，具体是指一种东毕吸虫虫卵粗抗原纯化方法、相关的纯化抗原

和血吸虫抗体检测胶体金试纸条。

背景技术

[0002] 东毕吸虫病是由东毕吸虫寄生于宿主的门静脉和肠系膜静脉引起的一种血吸虫

病。呈世界性分布。亚洲的印度、蒙古、伊拉克、哈萨克斯坦和欧洲的俄罗斯、法国等国都有

此病的发生。在我国，东毕吸虫病主要分布在甘肃、新疆、四川、贵州、内蒙、黑龙江等广大地

区。

[0003] 东毕吸虫细分为彭式东毕吸虫、程式东毕吸虫、土耳其斯坦东毕吸虫和土耳其斯

坦东毕吸虫结节变种。东毕吸虫发育过程需要经过两个宿主：终宿主和中间宿主。东毕吸虫

尾蚴钻入终宿主牛、羊等家畜皮肤后，经过移行，最终发育成合抱的成虫，并在宿主血管内

产卵；虫卵由血管进入肠道，随着粪便排出体外，在水体中孵化出毛蚴；毛蚴进入中间宿主

耳萝卜螺体内进行无性繁殖，产生大量的尾蚴；成熟的尾蚴释放到水中，遇到适宜宿主即可

钻入宿主皮肤，完成东毕吸虫的生活史循环。

[0004] 家畜一旦感染东毕吸虫，由于东毕吸虫幼虫在体内移行，常造成宿主组织的机械

性损伤；在成虫期和产卵过程中不仅争夺营养物质还产生毒素，影响牲畜的正常身体机能。

羔羊表现严重营养不良，食欲不振，精神萎靡，发育滞缓，下肢水肿无力，排出稀便或血便，

逐渐消瘦最终倒地不起；母羊还会不孕或流产、死胎。家畜东毕吸虫病不仅严重损害牧民的

经济利益，而且尾蚴也能感染人类，产生尾蚴性皮炎，危害人类的身体健康，因此，东毕吸虫

病是一种重要的人畜共患寄生虫病。

[0005] 传统的东毕吸虫病诊断为病原学诊断，主要是依据尸体剖检和虫卵检查，包括粪

便水洗沉淀法，虫卵毛蚴孵化法等。然而病原检查耗时较长且检出率低，造成一定的漏检

率，影响对该病的控制。

发明内容

[0006] 本发明主要解决的技术问题是提供一种东毕吸虫虫卵及虫卵抗原纯化方法、相关

的纯化抗原和血吸虫抗体检测胶体金免疫试纸条，该东毕吸虫虫卵抗原纯化方法设计巧

妙，操作简便，由此得到的纯化抗原作为东毕吸虫抗体检测抗原，可以减少血清用量，增加

检测灵敏度，降低交叉反应率，扩大应用范围，检测效果准确可靠，操作简便易行，成本降

低，更适用于东毕吸虫流行区现场流行病学调查、疾病筛查以及免疫学诊断，适于大规模推

广应用。

[0007] 为了实现上述目的，在本发明的第一方面，提供了东毕吸虫虫卵收集方法，其特点

是，采用粪孵法判断是东毕吸虫感染羊后，对羊进行解剖获得小肠进行虫卵收集。

说　明　书 1/4 页

3

CN 110554182 A

3



[0008] 优选的，利用NaOH消蚀法提高虫卵收集效率。

[0009] 进一步的，本发明提供了东毕吸虫虫卵可溶性抗原的提取方法。

[0010] 较佳地，东毕吸虫虫卵置于研磨器中，按照1:1-5的体积比加入生理盐水，研磨器

内粉碎，镜检无完整虫卵；-40℃至10℃反复冻融3次，冰上超声，超声2秒间隔9秒，共0.5-2

小时，超声后12000r/min离心5分钟，取可溶性上清，即为虫卵可溶性抗原粗提物，-20℃冻

存。生产前，将虫卵可溶性抗原再次12000r/min离心5分钟，上清BCA法测蛋白浓度。

[0011] 进一步的，本发明提供了一种东毕吸虫虫卵纯化抗原，其特点是，采用上述的东毕

吸虫虫卵粗抗原纯化方法制备而成。

[0012] 进一步的，本发明提供了上述的东毕吸虫虫卵纯化抗原在制备检测血吸虫抗体的

检测产品中的应用。

[0013] 进一步的，本发明提供了一种东毕吸虫抗体检测胶体金免疫试剂条，其特点是，包

括东毕吸虫抗体检测胶体金免疫层析卡，所述东毕吸虫抗体检测胶体金免疫层析卡的硝酸

纤维素膜上包被有上述的东毕吸虫虫卵纯化抗原作为检测物质。

[0014] 进一步的，所述的东毕吸虫抗体检测胶体金免疫试剂条设有样品吸垫、金标垫、NC

膜、吸收垫、PVC底板、检测线(T线)、控制线(C线)。所述样品吸垫、金标垫、NC膜、吸收垫依次

粘贴在PVC底板上表面，样品吸垫的一端设在金标垫的一端上，金标垫的另一端设在NC膜的

一端上，吸收垫的一端设在NC膜的另一端上，检测线、质控线依次设在NC膜上；在检测线处

包被东毕吸虫虫卵可溶性抗原，在质控线处包被选用链球菌重组蛋白（rSPG）。

[0015] 有益效果

通过研究东毕吸虫虫卵作为诊断抗原的可行性，并通过研究获得东毕吸虫虫卵的分布

规律，本发明采用化学消蚀法通过严格控制消蚀液浓度、温度以及作用时间，并通过缓冲液

平衡虫卵的PH至中性状态，获得了难以获得的虫卵，且虫卵纯度高；采用该方法制备的虫

卵，进一步获得东毕吸虫的虫卵可溶性抗原；通过变性方法除去抗原里的无用成分，最终获

得了可用于检测羊东毕吸虫抗体的抗原；该抗原可以通过试纸条等方案实现对羊体内东毕

吸虫抗体的检测。

附图说明

[0016] 图1  胶体金标记的检测试纸条结构示意图，其中，1为待检样品，2为样品吸垫，  3

为金标垫，4为NC膜，5为吸收垫，6为PVC底板，7为检测线(T线)，8为控制线(C线)。

具体实施方式

[0017] 以下的实施例便于更好地理解本发明，但并不限定本发明。下述实施例中的实验 

方法，如无特殊说明，均为常规方法。下述实施例中所用的试验材料，如无特殊说明，  均为

自常规生化试剂商店购买得到的。

[0018] 实施例1东毕吸虫的虫体和虫卵的获取

在西藏东毕吸虫病流行区，通过粪检获得东毕吸虫感染的阳性羊。检测方法以张世英

改良粪孵法进行，具体为：取羊粪20克，加水调成稀状，顺序过筛，第一层40孔/英寸“铜筛”，

第二层260孔/英寸“尼龙筛”，再将尼龙筛于水中淘洗3一5次(一桶水可以淘洗粪数十份)，

将筛中粪渣加入III型烧瓶中(250ML容量)加清水至瓶口处，于瓶颈中加入棉花一团，倒去
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棉花上面混水，加入清水在20℃-30℃培养箱中培养，隔一小时观察毛蚴孵化情况，共观察

三次，见有毛蚴判为阳性。

[0019] 取经粪检鉴定确定为阳性的山羊，破开胸腔，经灌流法收集东毕吸虫成虫，用PBS

反复清洗数次，液氮保存虫体备用。

[0020] 由于藏山羊大约有80%的虫卵分布在小肠部位。取阳性羊的十二指肠至小肠末端，

剖开，清洗。用竹片刮取小肠内壁的肠壁黏膜，收集肠壁黏膜组织，弃去肠壁的肌肉组织、结

缔组织等坚韧的组织。按照每ml黏膜组织加1-15ml（最适5ml）生理盐水，常温下采用搅碎机

制成匀浆液，匀浆转速100-2000r/min，（最适500r/min）匀浆时间1分钟，间歇3分钟，重复上

述操作1-5次（最适合3次），获得含虫卵的匀浆液。上述肝脏匀浆液按1:1-1：5比例（最适合

1:1）加入45-60℃预热的10%NaOH溶液（最适合55℃，下同），混匀，置于45-60℃水浴振荡器

内消化5-15分钟（最适合55℃，最适合8分钟），震荡转速50-200r/min（最适合100r/min），消

化结束后，迅速将消化的匀浆液插入2～8℃的冰水里降温，同时加入等体积预冷的2～8℃

重蒸水，3000r/min离心1-5分钟，2～8℃操作，弃上清，加PBS(0.01M  pH6.8)重悬沉淀后，重

复上述操作离心洗涤1-3次（最适合3次），加PBS(0.01M  pH7.2)重悬沉淀后，重复上述操作

离心洗涤1-3次；最后用生理盐水(0.9%NaCl)重悬沉淀后，重复上述操作离心洗涤1-3次，收

集虫卵。

[0021] 实施例2 虫卵可溶性抗原的提取：

取上述获得的虫卵置于研磨器中，按照1:1-5（最适合1:3）的体积比加入生理盐水，研

磨器内粉碎，镜检无完整虫卵；-40℃至10℃反复冻融3次，冰上超声（超声强度100-1000w，

最适合900w），超声2秒间隔9秒，共0.5-2小时（最适合1小时），超声后12000r/min离心5分

钟，取可溶性上清，即为虫卵可溶性抗原粗提物，-20℃冻存。生产前，将虫卵可溶性抗原再

次12000r/min离心5分钟，上清加热至100℃，保持5-30分钟，使部分蛋白变性，12000r/min

离心5-30分钟，除去变性蛋白等沉淀物，获得的上请为东毕吸虫的虫卵可溶性抗原，BCA法

测蛋白浓度。

[0022] 实施例3胶体金免疫试纸条的制备

1）检测用虫卵可溶性抗原的制备，如实施例2所述。

[0023] 2）硝酸纤维素膜的点样：将东毕吸虫虫卵可溶性抗原稀释至0.5mg/ml，用于检测

线（T线）的划线，将小鼠抗His标签单克隆抗体稀释至0.5mg/ml用于质控线（C线）的划线。将

NC膜贴于底板上，之后用胶体金点样系统进行划线，划线量均为1µl/cm，划线后将底板放置

于37℃烘箱中烘干2小时，密封于锡箔袋，内置干燥剂，有效期为15个月。

[0024] 3）制备胶体金：按照柠檬酸钠还原法烧制胶体金：  烧制及贮存胶体金的所有玻璃

器皿应洁净。  取烘干后的三角烧瓶加入去离子水和终浓度为0.01%的氯金酸，加热至沸腾。

快速加入1.5倍氯金酸体积的1%的柠檬酸三钠，观察颜色变化，可观察到溶液由淡黄色变成

黑色、深紫色、最后逐渐稳定成稳定的红色，约3分钟后颜色趋于稳定。继续煮沸15分钟，冷

却至室温后用去离子水恢复到原体积。

[0025] 4）胶体金与抗原的标记：重组链球菌蛋白G的胶体金标记。将制备的胶体金溶液用

K2CO3调节至pH为5.0，逐滴加入重组链球菌蛋白G，使其终浓度为10µg/ml，室温震荡15分钟，

静置15分钟。在溶液中加入封闭液，使其终浓度为1%，室温震荡15分钟，静置15分钟。

11000r/min离心40分钟，弃上清，沉淀用复溶液复溶至原溶液体积的1/5，颜色应为均匀的
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酒红色。金标垫的制备。浸金法制备金标垫，将制备好的胶体金探针均匀滴加于金标垫上，

使1.0cm2的金标垫中含有100µl胶体金探针。将金标垫放置于多功能冻干机中真空干燥，冻

干完毕后，密封于锡箔袋，内置干燥剂，有效期为15个月。

[0026] 5）制备东毕吸虫检测试剂条：将包被膜、金标垫、样品垫、吸收垫、保护膜等依次贴

于PVC底板上，置切条机上以0.3cm的宽度切条，连同干燥剂装入铝箔袋中密封，贴签，与说

明书放入外包装盒内。结构示意图如图1所示。

[0027] 6）试纸条判定标准的建立东毕吸虫抗体检测试纸条采用胶体金免疫层析技术，当

试纸条插入阳性样品后，样品中的IgG与金标垫上金标记的具有His标签的r-SPG蛋白结合

形成复合物，复合物在包被膜迁移的过程中，样品中特异性的IgG与检测线（T）上的东毕吸

虫虫卵可溶性抗原形成金标记His-  r-SPG蛋白-IgG-抗原复合物，在检测线处显色，随后在

质控线处富余的金标记His-r-SPG蛋白-IgG复合物与质控线处的小鼠抗His标签单克隆抗

体形成小鼠抗His标签单克隆抗体-金标记His-r-SPG蛋白-IgG复合物，从而使质控线（C）显

色，反之，阴性样品时，检测线（T）无抗原，就不能形成金标记His-  r-SPG蛋白-IgG-抗原复

合物，检测线（T）也就不显色，只能与质控线上的小鼠抗His标签单克隆抗体结合形成小鼠

抗His标签单克隆抗体-金标记His-r-SPG蛋白复合物而显色。所以，我们制定了试纸条的结

果判定标准为：  阳性检测线处（T）和质控线处（C）各出现一条紫红色条带，判定为阳性；阴

性仅在质控线处（C）出现一条紫红色条带，检测线（T）处未出现一条紫红色条带，判定为阴

性。无效在质控线处（C）无明显条带出现，判定为无效。

[0028] 7）试纸条敏感性检测。采用试制的3批东毕吸虫抗体检测试纸条对已知阴性样品、

发病动物血清样品进行检测，结果显示，检测10份已知阴性血清样品，结果均为阴性；对20

份已知发病动物血清样品检出率为100%（20/20）。

[0029] 8）试纸条特异性检测。采用3批东毕吸虫抗体检测试纸条对10份东毕吸虫阳性血

清、36份东毕吸虫阴性血清、10份日本血吸虫阳性血清、10份羊捻转血矛线虫阳性血清、1份

布氏菌病阳性血清及1份牛鼻气管炎阳性血清进行检测，结果显示，本研究对10份已知东毕

吸虫阳性血清的阳性检出率为100%（10/10）；对36份已知东毕吸虫阴性血清的检测结果均

为阴性（36/36），对10份羊日本血吸虫阳性血清检测有1份存在交叉反应，对10份羊捻转血

矛线虫阳性血清检测不存在交叉反应，表明本试纸条特异性良好。

[0030] 应当理解，虽然上文中已经用一般性说明及具体实施方案对本发明内容作了详尽

的描述，但在本发明的基础上，可以对之进行一些修改或改进，这对本领域技术人员而言是

显而易见的。因此，在不偏离本发明精神的基础上所做的这些修改或改进，均属于本发明要

求保护的范围。
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