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(57)摘要

本发明旨在用于检测组织提取物样品中的

毛形线虫属(Trichinella)物种的方法，根据本

发明的检测系统用于检测毛形线虫属物种的用

途，以及试剂盒，所述试剂盒包含：(a)检测载体，

其包含针对毛形线虫属物种的一种或多种抗原

的一抗，和(b)(i)针对毛形线虫属物种的一种或

多种抗原的二抗，其中所述二抗与信号分子相连

接，或(b)(ii)与信号分子相连接的毛形线虫属

物种的一种或多种抗原，其中来自(b)(ii)的抗

原如此来设置，从而使得它们通过竞争性排挤来

解除来自(a)的抗原与一抗的结合。
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1.用于检测组织提取物样品中的毛形线虫属物种的方法，其中在所述组织提取物样品

中90％的颗粒具有300μm或更小的直径(D90≤300μm)。

2.根据权利要求1的方法，其中所述组织提取物样品为哺乳动物样品，优选地来自猪的

样品。

3.根据权利要求1或2之一的方法，其中在所述组织提取物样品中90％的颗粒具有250μ

m或更小的直径(D90≤250μm)，优选地200μm或更小的直径(D90≤200μm)。

4.根据权利要求1至3之一的方法，其中所述组织提取物样品来源于肌肉系统。

5.根据权利要求1至4之一的方法，其中在所述组织提取物样品的制备中：

(a)不超过45℃，优选地40℃的温度；和/或

(b)不进行组织的酶促和/或化学解离。

6.根据权利要求1至5之一的方法，其中所述方法：

(a)不包括显微术步骤；

(b)在肉类检验的情景下进行使用；和/或

(c)具有≤7ng抗原/ml组织提取物的检测极限。

7.根据权利要求1至6之一的方法，其中所述方法通过免疫测定法，优选地通过ELISA、

侧流测定法、线印迹测定法、Western印迹测定法、基于珠粒的测定法、垂直过滤测定法或

3D-免疫过滤测定法来进行。

8.根据权利要求1至7之一的方法，其中所述毛形线虫属物种为旋毛形线虫。

9.检测系统用于检测毛形线虫属物种的用途，优选地用于肉类检验，其中所述检测系

统包含：

(a)检测载体，其包含针对毛形线虫属物种的一种或多种抗原的一抗，和

(b)(i)针对毛形线虫属物种的一种或多种抗原的二抗，其中所述二抗与信号分子相连

接，或

(b)(ii)与信号分子相连接的毛形线虫属物种的一种或多种抗原，其中来自(b)(ii)的

抗原如此来设置，从而使得它们通过竞争性排挤来解除来自(a)的抗原与一抗的结合。

10.试剂盒，其包含：

(a)检测载体，其包含针对毛形线虫属物种的一种或多种抗原的一抗，和

(b)(i)针对毛形线虫属物种的一种或多种抗原的二抗，其中所述二抗与信号分子相连

接，或

(b)(ii)与信号分子相连接的毛形线虫属物种的一种或多种抗原，其中来自(b)(ii)的

抗原如此来设置，从而使得它们通过竞争性排挤来解除来自(a)的抗原与一抗的结合。

11.根据权利要求10的试剂盒，其中所述试剂盒进一步包含关于根据权利要求1至8之

一的方法的说明书。
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毛形线虫属物种的抗原检测

[0001] 本发明旨在用于检测组织提取物样品中的毛形线虫属(Trichinella)物种的方

法，根据本发明的检测系统用于检测毛形线虫属物种的用途，以及试剂盒，所述试剂盒包

含：(a)检测载体，其包含针对毛形线虫属物种的一种或多种抗原的一抗，和(b)(i)针对毛

形线虫属物种的一种或多种抗原的二抗，其中所述二抗与信号分子相连接，或(b)(ii)与信

号分子相连接的毛形线虫属物种的一种或多种抗原，其中来自(b)(ii)的抗原如此来设置，

从而使得它们通过竞争性排挤来解除来自(a)的抗原与一抗的结合。

[0002] 旋毛形线虫(Trichinella  spiralis)是毛形线虫属的线虫，并且可以在人中引起

严重的疾病。所谓的毛形线虫病通过食用了被毛形线虫感染的生的或未充分加热的肉类而

发生。该疾病的症状最初是恶心、腹泻和肌肉疼痛。随着疾病进展，尤其出现麻痹现象、面部

肿胀(特别是眼眶周围)、结膜炎、头痛、皮疹和心肌炎[1]。通常，该寄生虫通过各种不同的

哺乳动物例如家猪、马、熊、野猪或啮齿动物的肉来进行传播。已经知道毛形线虫属的11种

不同物种，其被划分为两个群组：在宿主生物的肌细胞中形成它们被其持久地包围的胶原

包 囊的 物 种 ，例 如 旋 毛 形 线 虫 ；和不 形 成 包 囊的 物 种 ，例 如 假 旋 毛 形 线 虫

(T.pseudospiralis)[2]。

[0003] 除了很少的例外，旋毛形线虫不依赖于气候地在世界范围内存在。在欧盟(EU)，在

来源于商业育种场和育肥场的家猪中罕见有毛形线虫病的病例，但是在野生动物例如野

猪、狐狸和貉或者私人饲养的猪中患病率明显较高。在中国，猪中的患病率通常为直至4％。

在那里在1964年和2002年之间发生了超过500起爆发，总共超过25,000人患病[3]。

[0004] 旋毛形线虫的生活史是广泛已知的。在经口摄入被旋毛形线虫感染的食物后，通

过胶原包囊被消化液瓦解，幼虫在大约24小时后被释放到小肠中。经过四次蜕皮，幼虫发育

为成虫形态并且与雌虫发生交配。在5-10天后，新的幼虫出生(NBL–新生幼虫)，其通过血液

和淋巴管系统进行散布。6-12天后，幼虫侵入横纹肌肉系统中(ML–肌幼虫)，和在4-6周后，

包囊形成开始，其中所述包囊随着时间而逐渐钙化。经过数年至数十年，发生与组织的代谢

交换[4]。

[0005] 为了在宿主的肌肉系统中存活多年，旋毛形线虫借助于分泌到周围组织中的众多

蛋白质来操纵宿主免疫系统。所谓的排泄型和分泌型蛋白(E/S蛋白质)主要由杆状体

(stichosome)分泌，所述杆状体由大约50个大的腺细胞即杆细胞(stichocyte)组成并且位

于食管壁中。

[0006] 毛形线虫检查(以前称为毛形线虫监察)是在屠宰后就旋毛形线虫对提供食物的

动物的肉进行的检查。它是在必须进行检查的肉畜的情况下官方的肉畜和肉类检查的一部

分，并且由于19世纪中叶发生了数次流行病而被引入。因此，1866年在普鲁士王国中已经引

入了强制性的毛形线虫监察。如果肉类将会交付用于人类食用，那么在EU内的所有可能是

旋毛形线虫的携带者的动物(例如家猪、马、熊或野猪)都必须进行检查(EC  No .2015/

1375)。

[0007] 毛形线虫检查的花费为每只猪合计0.12€至3.70€，取决于屠宰场的大小和与此

相关的肉畜数量[5]。

说　明　书 1/22 页

3

CN 109946448 A

3



[0008] 血清学在毛形线虫检查中并不适用，这是因为血清转变在20,000条幼虫的感染剂

量的情况下在3-4周后发生和在100条幼虫的感染剂量的情况下在5-7周后发生[6]。

[0009] 存在各种不同的用于检测组织中的旋毛形线虫的检测系统，其根据EU规章(EC 

No.2015/1375)是准许的并且被用于屠宰场或实验室中。除了用Stomacher  Lab-blender 

3500的依靠机械的人工消化方法、用Trichomatic- -Mixer的用于直至35g的集合样品

(Sammelproben)的自动化消化方法和借助于 Trichinella  AAD试剂盒的

通过人工消化的查验外，还存在两种其他方法，即用于集合样品的人工消化的磁力搅拌方

法和具有借助于乳胶凝聚测试的幼虫检测(Bio-Rad的Trichin-L-抗原测试试剂盒)的“过

滤器上分离(On-Filter-Isolation)”技术。在该背景下，应当说明，最经常进行和同时被视

为参考的方法是用于人工消化的磁力搅拌方法。最新的方法是具有随后的“过滤器上分离”

技术和借助于乳胶凝聚测试的幼虫检测的用于集合样品的人工消化的磁力搅拌方法。

[0010] 用于集合样品的人工消化的磁力搅拌方法是技术人员充分知晓的[7]。该方法具

有许多缺点，例如所使用的胃蛋白酶的变化的品质，温度和时间敏感性(消化应当在46℃至

48℃下进行30分钟)，高的时间强度(通过消化过程、沉降步骤、器具清洗和显微术)，由经特

殊教育的人员来进行手动评价，通过例如与盐酸打交道的单个步骤的困难和部分地危险的

操作，难以评价(例如，消化液可能未被充分洗涤，和幼虫因此可能由于过强的浑浊度而被

忽视)，和由于经差地清洗的设备而引起的污染风险。

[0011] “过滤器上分离”技术和随后的借助于乳胶凝聚测试的幼虫检测Trichin-L也具有

许多缺点。例如，在此所述及的方法同样显现出上面提及的在消化方面的缺点，这是因为消

化步骤是相同的。进一步地，测试的灵敏度可以由于清洗溶液中的化学制品例如去污剂而

强烈地受到影响。另外，存在许多必须彻底清洗的器具，由此污染的风险是狠高的。

[0012] 因此，存在对于这样的方法的需要，所述方法允许通过简单的操作来进行快速、便

宜和首要地可靠的在动物组织(特别是肌肉组织)中的毛形线虫属物种检测。

[0013] 允许快速、便宜和可靠的在组织中的毛形线虫属物种检测的方法、用途和试剂盒

在下面进行描述并且是所描述的发明的目标。

[0014] 本发明的发明人令人惊讶地发现，通过对被毛形线虫属物种感染的组织进行(机

械)破碎，可以经由免疫测定法来进行毛形线虫属物种检测。这样的测定法允许检测≤7ng

毛形线虫属物种抗原/ml组织提取物或更少。特别地，可以显示，一旦在组织提取物样品中

90％的其中所包含的颗粒具有300μm或更小的直径(D90≤300μm)，就可以进行有效的毛形

线虫属物种的检测。

[0015] 因此，在第一个方面，本发明旨在用于检测组织提取物样品中的毛形线虫属物种

的方法，其中在所述组织提取物样品中90％的颗粒具有300μm或更小的直径(D90≤300μm)。

在此，优选地，借助于免疫测定法通过检测在组织提取物样品中的毛形线虫属物种的抗原

(优选地，特异于毛形线虫属物种的抗原)来检测毛形线虫属物种。

[0016] 在本发明的优选的实施方案中，所述组织提取物样品为哺乳动物样品，优选地来

自猪的样品。

[0017] 在优选的实施方案中，在所述组织提取物样品中90％的颗粒具有100μm或更小的

直径(D90≤100μm)，优选地20μm或更小的直径(D90≤20μm)。

[0018] 在进一步优选的实施方案中，所述组织提取物样品来源于肌肉系统。
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[0019] 在根据本发明的方法的优选的实施方案中，在所述组织提取物样品的制备中：(a)

不超过45℃，优选地40℃的温度；和/或(b)不进行组织的酶促和/或化学解离。

[0020] 进一步地，在优选的实施方案中，所述方法：(a)不包括显微术步骤；(b)在肉类检

验的情景下进行使用；和/或(c)具有≤7ng抗原/ml组织提取物的检测极限。

[0021] 在进一步优选的实施方案中，根据本发明的方法通过免疫测定法，更优选地通过

ELISA、线印迹(line  blot)测定法、Western印迹测定法、基于珠粒的测定法、侧流测定法、

垂直过滤测定法或3D-免疫过滤测定法来进行。

[0022] 在优选的实施方案中，所述毛形线虫属物种为旋毛形线虫。

[0023] 在第二个方面，本发明旨在检测系统用于检测毛形线虫属物种的用途，优选地在

肉类检验的情景下，其中所述检测系统包含：(a)检测载体，其包含针对毛形线虫属物种的

一种或多种抗原的一抗，和(b)(i)针对毛形线虫属物种的一种或多种抗原的二抗，其中所

述二抗与信号分子相连接，或(b)(ii)与信号分子相连接的毛形线虫属物种的一种或多种

抗原，其中来自(b)(ii)的抗原如此来设置，从而使得它们通过竞争性排挤来解除来自(a)

的抗原与一抗的结合。

[0024] 在第三个方面，本发明旨在试剂盒，其包含：(a)检测载体，其包含针对毛形线虫属

物种的一种或多种抗原的一抗，和(b)(i)针对毛形线虫属物种的一种或多种抗原的二抗，

其中所述二抗与信号分子相连接，或(b)(ii)与信号分子相连接的毛形线虫属物种的一种

或多种抗原，其中来自(b)(ii)的抗原如此来设置，从而使得它们通过竞争性排挤来解除来

自(a)的抗原与一抗的结合。

[0025] 在一个优选的实施方案中，所述试剂盒进一步包含关于根据本发明的用于检测毛

形线虫属物种的方法的说明书。

[0026] 如已经描述的，本发明的第一个方面旨在用于检测组织提取物样品中的毛形线虫

属物种的方法，其中在所述组织提取物样品中90％的颗粒具有300μm或更小的直径(D90≤

300μm)。

[0027] 在本文中所使用的表述“检测”描述了毛形线虫属物种的定性或定量测定。定性测

定意味着，仅测定毛形线虫属物种的存在或不存在。定量测定是指测定在样品中的毛形线

虫属物种的相对或绝对量。

[0028] 在本文中等价地使用的表述“毛形线虫属(物种)”或“毛形线虫”是指一个具有寄

生生活方式的线虫的属(线虫门(Nematoda))。哺乳动物(和因此也包括人)和鸟类充当中间

宿主和终宿主。至人的主要传播者是被感染的猪，或者其生的(例如作为瘦猪肉馅进行食用

的)或未充分煮熟的肉。在分类学上，毛形线虫如下进行分类：门：线虫门(Nematoda)；纲：有

腺纲(Adenophorea)；亚纲：嘴刺亚纲(Enoplea)；目：毛首线虫目(Trichocephalida)；科：毛

形线虫科(Trichinellidae)；属：毛形线虫属(Trichinella)。在本发明的优选的实施方案

中，毛形线虫属物种选自由下列各项组成的组：旋毛形线虫(Trichinella  spiralis)、本地

毛形线虫(Trichinella  nativa)、布里托夫氏毛形线虫(Trichinella  britovi)、默雷尔氏

毛形线虫(Trichinella  murrelli)、T6毛形线虫(Trichinella  T6)、T7毛形线虫

(Trichinella  T7)、纳尔逊氏毛形线虫(Trichinella  nelsoni)、T8毛形线虫(Trichinella 

T8)、T9毛形线虫(Trichinella  T9)、假旋毛形线虫(Trichinella  pseudospiralis)、巴布

亚毛形线虫(Trichinella  papuae)和津巴布韦毛形线虫(Trichinella  zimbabwensis)。在
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进一步优选的实施方案中，所述毛形线虫属物种为在宿主生物的肌细胞中形成胶原包囊并

且被其持久地包围的生物。在更加进一步优选的实施方案中，毛形线虫属物种为旋毛形线

虫。旋毛形线虫是一种线虫，并且在中欧是毛形线虫的最重要的代表。它在世界范围内存

在，但在热带地区它的重要性不大。旋毛形线虫引起毛形线虫病的临床病状。

[0029] 在本文中所使用的表述“组织提取物样品”在此是指由各种不同的生物来源的物

质组成的混合物。生物来源的材料可以是上皮组织(覆盖所有内和外表面的细胞层)、结缔

组织和支持组织(导致结构粘结和填充间隙的组织)、特化组织(例如血液、游离细胞等)、肌

肉组织(通过用于主动运动的收缩纤丝而特化的细胞)、神经组织(由其构建成脑、脊髓和周

围神经的细胞)和组织液例如淋巴液。进一步优选地，所述组织为肌肉组织。所述肌肉组织

可以为平滑肌肉系统、心脏肌肉系统和/或骨骼肌肉系统。在进一步优选的实施方案中，所

述样品取自待检查的受试者的膈、舌头或肋间肌肉系统。优选地，所述组织为固体组织。

[0030] 组织提取物样品可以是异质的或同质的。异质的组织提取物样品包含各种不同组

织类型的组织。同质的组织提取物样品仅包含给定的组织。同质的组织提取物样品是优选

的。在备选的实施方案中，所述样品为经汇集的样品，即样品材料来源于各个不同的个体。

或者，所述样品仅来源于单一个体。

[0031] 所述提取物可以从组织块或有生存能力的细胞中获得。将这些破碎，并且与水溶

液例如缓冲溶液、H2O、细胞培养基和其混合物相混合。优选地，所述制备过程不包括细胞培

养。

[0032] 在本发明的优选的实施方案中，所述组织提取物样品为哺乳动物样品。在进一步

优选的实施方案中，所述样品来源于猪、马、熊、猫、狗、啮齿动物或人。更加进一步优选地，

所述样品来源于家猪(Sus  scrofa  domesticus)、野猪(Sus  scrofa)、倭野猪(Sus 

salvanius)、髭野猪(Sus  barbatus)、巴拉望髭野猪(Sus  ahoenobarbus)、越南疣猪(Sus 

bucculentus)、米沙鄢疣猪(Sus  cebifrons)、苏拉威西疣猪(Sus  celebensis)、民都洛疣

猪(Sus  oliveri)、菲律宾疣猪(Sus  philippensis)、爪哇疣猪(Sus  verrucosus)或巴韦安

疣猪(Sus  blouchi)。

[0033] 在本文中所使用的表述“颗粒直径”是指所检查的在组织提取物中的颗粒的体积

测定或长度的度量。所检查的颗粒可以具有大致圆形的形状或略长的纤维状的结构。在优

选的实施方案中，在所述组织提取物样品中90％的颗粒具有300μm或更小(D90≤300μm)，

290μm或更小(D90≤290μm)，280μm或更小(D90≤280μm)，270μm或更小(D90≤270μm)，260μm

或更小(D90≤260μm)，250μm或更小(D90≤250μm)，240μm或更小(D90≤240μm)，230μm或更

小(D90≤230μm)，220μm或更小(D90≤220μm)，210μm或更小(D90≤210μm)，200μm或更小

(D90≤200μm)，190μm或更小(D90≤190μm)，180μm或更小(D90≤180μm)，170μm或更小(D90

≤170μm)，160μm或更小(D90≤160μm)，150μm或更小(D90≤150μm)，140μm或更小(D90≤140

μm)，130μm或更小(D90≤130μm)，120μm或更小(D90≤120μm)，110μm或更小(D90≤110μm)，

100μm或更小(D90≤100μm)，95μm或更小(D90≤95μm)，90μm或更小(D90≤90μm)，85μm或更

小(D90≤85μm)，80μm或更小(D90≤80μm)，75μm或更小(D90≤75μm)，70μm或更小(D90≤70μ

m)，65μm或更小(D90≤65μm)，60μm或更小(D90≤60μm)，55μm或更小(D90≤55μm)，50μm或更

小(D90≤50μm)，45μm或更小(D90≤45μm)，40μm或更小(D90≤40μm)，35μm或更小(D90≤35μ

m)，30μm或更小(D90≤30μm)，25μm或更小(D90≤25μm)，20μm或更小(D90≤20μm)，17μm或更
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小(D90≤17μm)，15μm或更小(D90≤15μm)，13μm或更小(D90≤13μm)，10μm或更小(D90≤10μ

m)，8μm或更小(D90≤8μm)，或者6μm或更小(D90≤6μm)的直径。

[0034] 颗粒直径的测量可以通过采用动态图像分析的器具(例如，Retsch公司的

XT)或者基于静态激光散射的工作原理的器具(例如，HORIBA公司的LA-960)

来进行。颗粒尺寸可以以xc  min进行测量，并且按照DIN  66141如下进行定义：颗粒投影内的

最大直径的测量值中的最短颗粒直径(英语：particle  diameter  which  is  the  shortest 

chord  of  the  measured  set  of  maximum  chords  of  a  particle  projection)[10]。备

选地，颗粒尺寸可以按照费雷特直径(Feret  diameter)(xFe)来进行测量。费雷特直径是沿

着某一方向的关于物体尺寸的尺度。通常，可以将它定义为以与该方向垂直的方式限制该

物体的两个平行平面之间的距离。因此，也称它为口径直径(caliber  diameter)，涉及用游

标卡尺测量物体尺寸。在其中费雷特直径被应用于将维(3D)物体投影在2D-平面上的颗粒

尺寸的分析(例如以显微术)的情况下，将这定义为两条平行切线而不是两个平面之间的距

离。对于凸状的颗粒，平均费雷特直径(所有方向的平均值)等于具有相等周长的圆的直径。

最大费雷特直径为在所测量的那批费雷特直径之内的最长的费雷特直径。最小费雷特直径

为在所测量的那批费雷特直径之内的最短的费雷特直径。

[0035] 备选地，所述直径是指平均直径，其中将所有经测量的可测量颗粒的直径测量值

的总和除以经测量的颗粒的总数目。在另一个备选的实施方案中，当关于颗粒的尺寸进行

使用时，直径可以是指“D50”，从而大约50％的所有经测量的颗粒具有小于所定义的平均颗

粒直径值的颗粒直径，并且大约50％的所有经测量的可测量颗粒具有大于所定义的平均颗

粒直径值的颗粒直径。

[0036] 在根据本发明的方法的优选的实施方案中，在所述组织提取物样品的制备中，(a)

不超过100℃、90℃、80℃、70℃、60℃、55℃、50℃、45℃、44℃、43℃、42℃、41℃、40℃、39℃

或38℃的温度，和/或(b)不进行组织的酶促和/或化学解离。

[0037] 在本文中所使用的表述“组织提取物样品的制备”是指一个多步骤过程，其中从待

检查的生物中取出组织样品，(机械)破碎该组织样品，并将经破碎的组织样品通过过滤和/

或离心进行处理。随后，可以在根据本发明的方法中进行抗原检测。

[0038] 优选地，纯机械地进行组织样品的破碎，即例如没有组织的酶促和/或化学解离。

机械破碎可以通过切割、撕碎或压碎来进行，但优选地通过切割(例如，通过刀式研磨机)来

实现。通过组织样品的破碎，存在于组织样品中的毛形线虫属物种幼虫同样也被破碎。经破

碎的毛形线虫属物种幼虫在破碎之后具有与经破碎的组织相应的尺寸。

[0039] 在一个优选的实施方案中，在本文中所使用的表述“不进行酶促解离”是指，对于

破碎组织样品，不使用酶。特别地，对于破碎组织样品，不使用蛋白酶(例如胃蛋白酶)、脂肪

酶、淀粉酶、角质酶、纤维素酶或半纤维素酶。

[0040] 在一个优选的实施方案中，在本文中所使用的表述“不进行化学解离”是指，对于

破碎组织样品，不使用化学物质例如酸、碱、氧化剂等。

[0041] 进一步地，在优选的实施方案中，本方法：(a)不包括显微术步骤；(b)在肉类检验

的情景下进行使用；和/或(c)具有<20ng、<15ng、<10ng、<9ng、<8ng、<7ng、<6ng、<5ng、<4ng、

<3ng、<2ng、<1ng、<0.5ng，<0.25ng、<0.1ng、<0.05ng、<0.01ng、<0.005ng或<0.001ng抗原/

ml组织提取物的检测极限。
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[0042] 在本文中所使用的表述“不包括显微术步骤”是指用于毛形线虫属物种检测的方

法的评价，其中为了评价根据本发明的方法，显微镜或显微术鉴定，特别是手动显微术鉴定

不是必需的。

[0043] 在本文中所使用的表述“肉类检验”或“肉畜和肉类检查”是指这样的方法，通过所

述方法应该能够确保作为食物的某些动物物种的肉仅在它被判定适合于人食用时才能实

现流通。这一检查是用于保证肉类卫生的措施的一个基本组成部分。该检查通常由官方兽

医或肉类管理员以两个步骤(即动物检查和肉类检查)来进行。

[0044] 在一个优选的实施方案中，在本文中所使用的表述“检测极限”指明了物质(抗原)

的这样的最小量，所述量可以以特定概率与不存在该物质相区别。备选地，表述“检测极限”

可以是指在溶液中的抗原浓度，在该浓度下所测量出的值大于与此相关联的不确定性。检

测极限可以被随意地定义为离开零浓度3个标准偏差(SD)。

[0045] 在进一步优选的实施方案中，根据本发明的方法通过免疫测定法，更优选地通过

ELISA、线印迹测定法、Western印迹测定法、基于珠粒的测定法、侧流测定法、垂直过滤测定

法或3D-免疫过滤测定法来进行。

[0046] 在一个优选的实施方案中，在本文中所使用的表述“免疫测定法”是指分析物(例

如给定的毛形线虫属物种抗原)的检测或定量，其包含抗体与抗原之间的免疫反应。在本发

明的范围内，待检测或待定量的分析物可以包括毛形线虫属物种的肽、经翻译后修饰的肽

(优选地糖蛋白)、糖类、脂质、核酸和/或其他分子。

[0047] 在一个优选的实施方案中，在本文中所使用的表述“ELISA”表示酶联免疫吸附测

定法，并且是指基于抗体的检测方法(测定法)。ELISA属于基于酶促显色反应的免疫测定法

方法类群，并因此算作酶促免疫吸附方法(EIA)。优选的实施方案包括直接ELISA、间接

ELISA、直接夹心式ELISA、桥连ELISA、间接夹心式ELISA和竞争性ELISA。ELISA的所述的形

式以及其他的形式和衍生型是技术人员已知的。

[0048] 在一个优选的实施方案中，在本文中所使用的表述“侧流测定法”是一种用于用抗

体定性地检测材料/物质/抗原的生物化学方法。侧流测定法是薄层色谱法和免疫染色的组

合。侧流测定法可以以测试条的形式进行使用。

[0049] 在一个优选的实施方案中，在本文中所使用的表述“垂直过滤测定法”基于使待检

查的配体/抗原与在其上固定了捕获抗体的膜相接触。在这之后紧接着为用于去除弱结合

的分子的洗涤过程和所结合的配体的检测。侧流测定法和垂直过滤测定法之间的区别是测

试流体的侧向流动和垂直流动。垂直流技术相比于侧流测定法而言具有几个优点，其中例

如可以出现更短的检定时间。

[0050] 在一个优选的实施方案中，在本文中所使用的表述“3D-免疫过滤测定法”是指以

通流型(Durchfluss)测定法形式的免疫学快速测试，其基于与侧流测定法相同的通过受体

结构来进行分析物识别的生物化学工作原理。区别在于，在其上固定有捕获抗体的三维多

孔成形体之上顺次添加样品/抗原溶液、缀合物溶液和额外的洗涤溶液。在这种情况下，所

有溶液及其组分例如分析物/抗原和检测试剂以通流方式流到成形体的深处。通过利用富

集效应，提高检测极限是可能的。

[0051] 在一个优选的实施方案中，表述“线印迹”是指测试条，在其上通过压印而在该条

上的经精确地预先确定的位置处涂布至少一种经纯化的抗原。这样的测试条的制备在现有
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技术中作了描述。如果在样品中存在抗体，那么就可以通过比色法检测其与抗原的复合物。

数据读取目视地或者通过所产生的条带的强度测量来进行。所述测试条可以包含以条带形

式的阳性对照，其在当将测试条与血清一起进行温育时将会显现，而不依赖于该血清是否

包含待检测的分析物。

[0052] 在一个优选的实施方案中，表述“基于珠粒的测定法”是指这样的测试，其中作为

载体，使用珠粒，优选地磁性珠粒，在其上固定有用于进行检测的试剂，优选地针对毛形线

虫属物种的抗原的抗体。抗体-抗原复合物的检测可以通过化学发光来进行，优选地借助于

携带借助于化学发光可检测的信号分子的二抗。所述珠粒优选地是在化学上惰性的，并且

包含反应缓慢的碳水化合物。

[0053] 在根据本发明的方法的优选的实施方案中，该方法包括下列步骤：

[0054] (a)提供检测载体，其包含针对毛形线虫属物种的一种或多种抗原的一抗；

[0055] (b)使所述检测载体与样品相接触；

[0056] (c)(i)使所述检测载体和任选地在其上所结合的样品材料与针对毛形线虫属物

种的一种或多种抗原的二抗相接触，其中所述二抗与信号分子相连接，并且其中所述信号

分子的信号的存在表明了在所述样品中存在毛形线虫属物种；或者

[0057] (c)(ii)使所述检测载体和任选地在其上所结合的样品材料与毛形线虫属物种的

一种或多种抗原相接触，其中来自(c)(ii)的抗原与信号分子相连接，并且如此来设置，从

而使得它们通过竞争性排挤来解除来自(a)的抗原与一抗的结合，其中所述信号分子的信

号的存在表明了在所述样品中存在毛形线虫属物种。

[0058] 在进一步优选的实施方案中，各自在接触步骤(b)、(c)(i)和(c)(ii)之后进行洗

涤步骤。

[0059] 进一步地，在方法、用途和试剂盒的优选的实施方案中，通过使用分析技术例如荧

光测量、化学发光测量、放射性测量、电子自旋共振测量、紫外/可见光吸收光谱学、质谱法、

核自旋共振测量法、磁共振测量法和电化学测量法，可观察到所述信号分子。

[0060] 毛形线虫属物种的合适的抗原是从现有技术中已知的。优选地，所述抗原为泰威

糖。

[0061] 在优选的实施方案中，所述一抗和二抗针对相同抗原的不同表位。

[0062] 在进一步优选的实施方案中，所述一抗和/或二抗选自由下列各项组成的组：针对

(任选地，与底物蛋白质相连接的)翻译后修饰，优选地包含泰威糖的分子的抗体；针对毛形

线虫属物种的排泄-分泌型(E/S)抗原的抗体；和通过使用旋毛形线虫的裂解物制备的抗

体。

[0063] 在本文中所使用的表述“抗体”是指来自球蛋白类别的蛋白质，其在脊椎动物中作

为对于某些物质(所谓的抗原)的反应而形成。抗体是免疫系统的组成部分。抗体由一类白

细胞即B-淋巴细胞产生。可以按照不同的类别来区分它们：即免疫球蛋白A、免疫球蛋白D、

免疫球蛋白E、免疫球蛋白G、免疫球蛋白M、免疫球蛋白W和免疫球蛋白Y。在优选的实施方案

中，所述一抗和/或二抗为免疫球蛋白G。

[0064] 在优选的实施方案中，所使用的抗体选自由下列各项组成的组：包含根据SEQ  ID 

NO:1的VH序列和根据SEQ  ID  NO:2的VL序列的抗体；包含根据SEQ  ID  NO:3的VH序列和根据

SEQ  ID  NO:4的VL序列的抗体；抗体18H1(IgG2a)，其结合泰威糖并且描述在[11]中；和其变
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体。

[0065] 在本文中所使用的表述“变体”是指分别与参考抗体和与参考序列具有至少70％，

至少75％，至少80％，至少85％，至少90％，至少95％，至少97％，或至少99％的同源性的抗

体和VH和VL序列。优选地，仅使用具有生物学活性的此类变体。在该上下文中所使用的“生

物学活性”特别地意味着，相应的肽具有其参考抗体或者参考序列的特异性结合活性的至

少30％，至少40％，至少50％，至少60％，至少70％，至少80％，至少90％，至少95％。可以使

用抗体或其变体的功能性片段或衍生物，例如具有相应的结合活性的Fab、F(ab’)、Fr、ScTv

和dAb或适体。

[0066] 在根据本发明的方法的一个优选的实施方案中，组织提取物样品的破碎仅以机械

方式来进行。即在该实施方案中，没有通过从外部向该方法添加的分子或化合物而以化学

方式和/或以酶促方式进行的破碎步骤。在其他优选的实施方案中，不以这样的量向该方法

添加外部的额外的化学和/或酶促分子，所述量使得蛋白水解活性达到蛋白水解背景活性

的四倍以上、三倍以上或两倍以上。

[0067] 在根据本发明的方法的一个进一步优选的实施方案中，在所述组织提取物样品中

至少30％，至少35％，至少40％，至少45％，至少50％，至少55％，至少60％，至少65％，至少

70％，至少75％，至少80％，至少85％，至少90％，至少95％，至少97％，或至少99％的所有蛋

白酶切割位点不被裂解。这些蛋白酶具有针对肽键的水解活性并且属于EC-类别3.4。在根

据本发明的方法的其他优选的实施方案中，在所述组织提取物样品中至少30％，至少35％，

至少40％，至少45％，至少50％，至少55％，至少60％，至少65％，至少70％，至少75％，至少

80％，至少85％，至少90％，至少95％，至少97％，或至少99％的胃蛋白酶、凝乳酶、组织蛋白

酶E、木瓜蛋白酶、组织蛋白酶K、胱天蛋白酶、钙激活中性蛋白酶、小柱孢谷氨酸肽酶

(scytoglutamic  peptidase)、嗜热芽孢菌蛋白酶、胶原酶、羧肽酶A和B、胰凝乳蛋白酶、纤

溶酶、凝血酶、胰蛋白酶、粒酶和/或激肽释放酶的切割位点不被裂解。

[0068] 在根据本发明的方法的一个进一步优选的实施方案中，在所述组织提取物样品中

至少30％，至少35％，至少40％，至少45％，至少50％，至少55％，至少60％，至少65％，至少

70％，至少75％，至少80％，至少85％，至少90％，至少95％，至少97％，或至少99％的胃蛋白

酶、凝乳酶、胰凝乳蛋白酶和/或胰蛋白酶的切割位点不被裂解。特别地，在所述组织提取物

样品中至少30％，至少35％，至少40％，至少45％，至少50％，至少55％，至少60％，至少

65％，至少70％，至少75％，至少80％，至少85％，至少90％，至少95％，至少97％，或至少

99％的胃蛋白酶的切割位点不被裂解。

[0069] 上面所述的肽酶的切割位点是从现有技术，例如https://web .expasy .org/

peptide_cutter/peptidecutter_enzymes.html#Peps中充分已知的，并且特此通过提及而

纳入说明书中。

[0070] 核酸或氨基酸序列的同一性/同源性的测定通过序列比较来进行。该序列比较基

于现有技术中已建立的并且通常所采用的BLAST算法(参见[12]和[13])，并且原则上通过

相互分配在核酸或氨基酸序列中的核苷酸或氨基酸的相似顺序来实现。相关位置的表格式

分配被称为比对。另一个在现有技术中可用的算法为FASTA算法。序列比较(比对)，特别是

多序列比较，用计算机程序来完成。经常采用例如Clustal系列(参见例如[14])、T-Coffee

(参见例如[15])或者基于这些程序或更准确而言算法的程序。进一步地，可能的是用具有
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预先给定的标准参数的计算机程序Vector Suite  10.3(Invitrogen  Corporation,

1600Faraday  Avenue,Carlsbad ,California ,USA)进行的序列比较(比对)，该计算机程序

的用于序列比较的AlignX模块基于ClustalW。

[0071] 这样的比较还允许关于所比较的序列的相互之间的相似性作出陈述。它通常以同

一性百分比(即在同样的位置或者在比对中相互对应的位置处的相同的核苷酸或氨基酸残

基的份额)来陈述。同源性的进一步理解的概念在氨基酸序列的情况下考虑了保守氨基酸

置换，那就是说具有相似的化学活性的氨基酸，这是因为它们在蛋白质内在大多数情况下

行使相似的化学活性。因此，所比较的序列的相似性也可以以同源性百分比或相似性百分

比来陈述。同一性和/或同源性陈述可以关于整个多肽或基因或者仅关于单个区域来做出。

因此，不同的核酸或氨基酸序列的同源或同一的区域通过在所述序列中的一致来定义。这

样的区域常常具有相同的功能。它们可以是小的，并且仅包含几个核苷酸或氨基酸。常常

地，这样的小的区域行使对于蛋白质的总活性来说必要的功能。因此，可能有意义的是，序

列一致仅涉及单个的、任选地小的区域。除非另外指明，否则本申请中的同一性或同源性陈

述涉及各自所陈述的核酸或氨基酸序列的总长度。

[0072] 在本文中所使用的表述“如此来设置，从而使得通过竞争性排挤来解除抗原与抗

体的结合”是指这样的抗原，其与已经结合的抗原竞争与给定抗体的结合。所述竞争性抗原

具有相互的结构相似性，并因此可以将所述抗原称为结构类似物。排挤性抗原可以具有比

被排挤的抗原更高的与抗体的亲和力，和/或排挤性抗原以比被排挤的抗原更高的浓度存

在。

[0073] 在本文中所使用的表述“抗原”是指抗体和某些淋巴细胞受体可以与之特异性地

结合的物质。抗原可以是蛋白质，但也可以是糖蛋白、碳水化合物、脂质或其他物质。在本申

请的情况下，所述抗原优选地为蛋白质或经翻译后修饰的蛋白质。

[0074] 在第二个方面，本发明旨在检测系统用于检测毛形线虫属物种的用途，优选地用

于肉类检验，其中所述检测系统包含：(a)检测载体，其包含针对毛形线虫属物种的一种或

多种抗原的一抗，和(b)(i)针对毛形线虫属物种的一种或多种抗原的二抗，其中所述二抗

与信号分子相连接，或(b)(ii)与信号分子相连接的毛形线虫属物种的一种或多种抗原，其

中来自(b)(ii)的抗原如此来设置，从而使得它们通过竞争性排挤来解除来自(a)的抗原与

一抗的结合。

[0075] 在本文中所使用的表述“检测系统”优选地包括：(a)在本文中所定义的检测载体，

和(b)与信号分子相连接的抗原或抗体。来自(a)和(b)的组分如此协同地共同起作用，从而

使得通过添加待检查的抗原，产生由所有参与的分子组成的结合复合物，其允许通过信号

的存在来检测在样品中的待检查的抗原。

[0076] 在本文中所使用的表述“检测载体”是指这样的材料，在其上结合了针对毛形线虫

属物种的一种或多种抗原的抗体。所述载体可以为固体物件，例如载玻片，6-孔、12-孔、96-

孔或384-孔平板，膜(优选地，硝酸纤维素膜)，过滤材料，珠粒(优选地，磁性珠粒)，或薄层

色谱法材料。备选地，所述检测载体也可以为小球/珠粒，其中这样的珠粒的直径优选地小

于1000μm、800μm、600μm、400μm、200μm、100μm、90μm、80μm、70μm、60μm、50μm、40μm、30μm、20μ

m、10μm或5μm。所述检测载体可以优选地包含塑料、玻璃、金属或其组合。

[0077] 在第三个方面，本发明旨在试剂盒，其包含：(a)检测载体，其包含针对毛形线虫属
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物种的一种或多种抗原的一抗，和(b)(i)针对毛形线虫属物种的一种或多种抗原的二抗，

其中所述二抗与信号分子相连接，或(b)(ii)与信号分子相连接的毛形线虫属物种的一种

或多种抗原，其中来自(b)(ii)的抗原如此来设置，从而使得它们通过竞争性排挤来解除来

自(a)的抗原与一抗的结合。

[0078] 在本文中所使用的表述“试剂盒”是指配备有容器(例如瓶子、平板、小管、深碟等)

的包装，所述容器各自包含特定的材料，在本申请的情况下特别是在本文中所定义的检测

载体和与信号分子相连接的抗原或抗体。优选地，给试剂盒附上关于使用上面所述的材料

的使用说明书。操作规程可以写在或印刷在纸张或其他媒介上，或者可以以电子媒介(例如

磁带、计算机可读的盘或带或者CD-ROM)的形式来提供。所述试剂盒优选地包含阳性对照，

优选地与待检测的抗原和/或样品一起，以用于校准曲线的校准或制作。

[0079] 在一个优选的实施方案中，所述试剂盒进一步包含关于根据本发明的用于检测毛

形线虫属物种的方法的说明书。

[0080] 图1显示了被包入包囊中的旋毛形线虫幼虫的E/S蛋白质。E/S蛋白质由幼虫分泌

入包囊中和周围组织中。通过破碎组织，蛋白质被释放到样品材料中。

[0081] 图2显示了毛形线虫属物种抗原捕获ELISA的温育流程。1)固定在微量滴定板上的

抗毛形线虫属物种Ab  C9，2)样品(毛形线虫属物种抗原)，3)经生物素化的检测Ab  B7，其与

具有PolyHRP80的链霉抗生物素蛋白相结合。

[0082] 图3显示了用Retsch的刀式研磨机GM200进行破碎的猪肉的颗粒尺寸测定。将100x 

1g膈支柱肌肉系统用200ml  PBS在GM200中以10,000rpm分别破碎6和9分钟(min.)。将颗粒

尺寸对Q3[％](体积百分比)进行作图。各测量大约6千万个颗粒。A)用 XT进

行的颗粒尺寸测定。n＝3。B)用HORIBA  LA-960进行的颗粒尺寸测定。n＝1。

[0083] 图4显示了用 XT进行测量期间单个肉颗粒的影像。形状大多数不是

圆的，而是非常纤维状的和拉长的，以至于宽度与长度之比下降。

[0084] 图5显示了用于检测毛形线虫属物种的抗体抗-[TRISP][B7]和抗-[TRISP][C9]的

查验。A)-D)旋毛形线虫-IIFT(间接免疫荧光测试):将Ab  B7和Ab  C9以2μg/ml的浓度进行

温育。A)+B)用Ab  B7进行的温育：该Ab不仅在被包入包囊中的毛形线虫属物种幼虫的情况

下在横截面上，而且在肌幼虫的情况下均显示出明显的反应；C)+D)用Ab  C9进行的温育：像

B7一样，该Ab不仅在被包入包囊中的毛形线虫属物种幼虫的情况下在横截面上，而且在肌

幼虫的情况下均显示出明显的反应；E)Western印迹：各施加5μg旋毛形线虫裂解物，并且与

Ab  B7和Ab  C9(浓度：0.4μg/ml)一起进行温育。

[0085] 图6显示了借助于Western印迹来进行的抗体抗-TRISP[B7]和抗-TRISP[C9]的特

异性的查验。泳道1)克鲁兹锥虫(Trypanosoma  cruzi)，2)猪蛔虫(Ascaris  suum)，3)鼠类

圆线虫(Strongyloides  ratti)，4)猫弓首线虫(Toxocara  cati)，5)鼠弓浆虫(Toxoplasma 

gondii)，6)鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella  typhimurium)，7)猪霍乱沙门氏菌(Salmonella 

cholerasuis)菌株A，8)猪霍乱沙门氏菌菌株B，9)猪伤寒沙门氏菌(Salmonella 

typhisuis)，10)猪鞭虫(Trichuris  suis)，11)旋毛形线虫。所施加的：各5μg裂解物。与Ab 

B7一起进行温育(浓度：0.4μg/ml，2小时)。

[0086] 图7显示了旋毛形线虫抗原捕获ELISA的结果。A)旋毛形线虫抗原捕获ELISA的检

测极限。将E/S抗原的各种不同浓度对O.D.进行作图。B)用E/S抗原、阳性组织提取物和阴性
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组织提取物作为样品材料的旋毛形线虫抗原捕获ELISA。在阳性组织提取物样品中存在大

约100条被包入包囊中的毛形线虫属物种幼虫。虚线：截止值。

[0087] 图8显示了用阳性和阴性组织提取物作为样品材料的旋毛形线虫抗原捕获ELISA

的结果。在阳性组织提取物中存在大约100条被包入包囊中的毛形线虫属物种幼虫。样品材

料的破碎进行3、6和9分钟。虚线：截止值。n＝3。

[0088] 图9显示了手动温育的毛形线虫属物种化学发光免疫测定法的温育流程。1)固定

在磁性珠粒上的抗毛形线虫属物种捕获Ab18H1，2)样品(毛形线虫属物种抗原)，3)经生物

素化的抗毛形线虫属物种检测Ab  B7，4)Extravidin/吖啶鎓试剂。

[0089] 图10显示了用于自动化的毛形线虫属物种化学发光免疫测定法的化学发光分析

仪器的操作流程。磁性棒将固定有抗毛形线虫属物种Ab18H1的珠粒顺次地运送到装有各种

不同试剂的反应容器中。样品和触发剂B自动添加。

[0090] 图11显示了自动化的毛形线虫属物种化学发光免疫测定法的结果。在2、3、5和7分

钟后用HORIBA公司的颗粒尺寸分析仪LA-960来测量经破碎的猪肉的颗粒尺寸。此外，将肉

类样品(阴性的，和掺有6、13和30条毛形线虫属物种幼虫的)破碎2至7分钟。将所产生的组

织提取物用自动化的CLIA进行温育。结果以相对光单位(RLU)给出。

[0091] 序列：

[0092] 在本发明中公开了各种不同的肽序列，特别是：

[0093] SEQ  ID  NO:1(抗-[TRISP][B7]VH)：

[0094] AVTLDESGGGLQTPRGGLSLVCKASGYTFSSHNMAWVRQAPGKGLEFVAGISNTGSFTLYGAAVKGRAT

ISRDNGQSTVRLQLNNLRAEDTGTYYCAKHAGVGLYSIDAWGHGTEVIVSS

[0095] SEQ  ID  NO:2(抗-[TRISP][B7]VL)：

[0096] ALTQPSSVSANLGGTVKITCSGGTSDYGWYQQKAPGSAPVTLIYDNTNRPSDIPSRFSGSLSGSTNTLT

ITGVQAEDEAVYFCGSADRTYAGVFGAGTTLTVL

[0097] SEQ  ID  NO:3(抗-[TRISP][C9]VH)：

[0098] AVTLDESGGGLQTPGGALSLVCKASGFSISSYSMQWVRQAPGKGLEWVAGIYYDGNTWYAPAVKGRATI

SRDNGQSTVRLRLNNLRAEDTATYFCAKYAGGYSIDAWGHGTEVIVSS

[0099] SEQ  ID  NO:4(抗-[TRISP][C9]VL)：

[0100] ALTQPSSVSANPGETVKITCSGSSGSYGWYQQKSPGSGPVTVIYYNDKRPSDIPSRFSGSASGSTATLT

ITGVQAEDEAVYFCGGYDSSTYVGIFGAGTTLTVL

[0101] SEQ  ID  NO:5(抗-[TRISP][18H1]VH)：

[0102] QVQLKESGPGLVQPSQTLSLTCTVSGLSLTSNSVGWIRQPPGKGLEWMGIIWSNGGTDYNSAIKSRLSI

SRDTSKSQVFLKMHSLQTEDTAMYFCARGPYYGSYRLGYFDYWGQGVMVTVSS

[0103] SEQ  ID  NO:6(抗-[TRISP][18H1]VL)：

[0104] DVVMTQSPSSLAVSAGETVTLNCQSSQSLLYSGTQNNYLAWYQQKPGQSPKLLISWASTRQSGVPLRFI

GSGSGTDFTLTITSVQAEDLAIYYCQQFYDTPLTFGSGTKLEIK

[0105] 本发明通过非限制性的实施例来进一步地举例说明，从所述非限制性的实施例中

可以获知本发明的进一步的特征、实施方案、方面和优点。

[0106] 实施例1：材料与方法

[0107] 材料
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[0108]
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[0109]
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[0110]

说　明　书 14/22 页

16

CN 109946448 A

16



[0111]

[0112] 方法

[0113] 用于获得组织提取物样品的方法

[0114] 在本检测方法中，不应当对肉类进行酶促消化，而是进行机械破碎。在该情况下，

应当达到<200μm的肉颗粒尺寸。幼虫与胶原包囊一起为大约200-600μm长和200-300μm宽，

以至于在所希望的<200μm的颗粒尺寸的情况下，可以以被包入包囊中的毛形线虫属物种幼

虫必须被破碎仪器的切割刀“抓住”至少一次为出发点。在包囊中存在许多E/S蛋白质，其在

破碎时被释放，然后游离地存在于样品材料中(图1)。另外，躯体蛋白质可以通过破碎幼虫

来进行检测。

[0115] 在破碎之后，以抗原捕获ELISA或者手动温育的或自动化的化学发光免疫测定法

的形式来进行抗原检测。

[0116] 样品准备
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[0117] 在屠宰场，通常取大约5g肉/只动物。按照标准，从已被宰杀的动物的膈的肌肉部

分中取出样品。对于毛形线虫检查，每只猪使用1g样品材料。对于其他身体部分例如舌头或

肋间肌肉系统，样品量可以有所不同。通常，汇集100个猪样品，以至于产生100x  1g的样品

量。将样品冷却至4℃。

[0118] 肉类样品的破碎

[0119] 将样品材料(100x  1g肉)送至破碎仪器的预先冷却至4℃的研磨杯中。为此使用

Retsch的刀式研磨机Grindomix  GM  200。破碎原理基于样品的剪碎。该刀式研磨机可以装

备有锯齿状刀，从而使得纤维状材料例如肌肉组织也可以精细地被破碎。向样品提供200ml 

4℃冷的PBS。如所指明的，将样品材料在10,000rpm和因此最大功率下破碎，例如9分钟的时

间长度。

[0120] 为了检查肉的破碎是否成功，用Retsch公司的 XT和HORIBA公司的

LA-960进行颗粒尺寸测量。LA-960基于静态激光散射的工作原理，而 XT基于

动态图像分析。分别在6分钟和9分钟后各取三个肉类样品，并且随后立即进行测量。平均测

量6千万个颗粒。颗粒尺寸以xc  min进行测量，并且按照DIN  66141如下进行定义：颗粒投影

内的最大直径的测量值中的最短颗粒直径(英语：particle  diameter  which  is  the 

shortest  chord  of  the  measured  set  of  maximum  chords  of  a  particle 

projection)[8]。

[0121] 离心

[0122] 在破碎后，用吸移管从研磨杯中取出1ml至15ml样品。随后，通过在5,000x  g和4℃

下离心10分钟，进行样品中的粗颗粒的沉降。在沉降后的上清液为用于后面的抗原检测的

样品材料并被称为组织提取物。

[0123] 用于检测来自组织提取物样品的旋毛形线虫的方法

[0124] 样品材料的制备

[0125] 旋毛形线虫裂解物

[0126] 旋毛形线虫肌幼虫(ML)由来自在华沙的Witold  Stefański  Institut  PAS的

Justyna  Bień提供以供使用。将120,000条ML在16,000x  g和室温(RT)下离心10分钟，从而

使得所有幼虫形成粒状沉淀。弃去上清液并添加1ml  PBS。使幼虫经历五次冷冻-解冻循环，

并随后用手动匀浆器进行破碎。最后，将样品用超声波进行处理：20个循环，每次在中等强

度下5秒钟(sec.)，和在处理之间各在冰上5秒钟的间歇。随后为在16,000x  g和4℃下的20

分钟离心。上清液为旋毛形线虫裂解物这一抗原。

[0127] E/S抗原

[0128] 旋毛形线虫ML的E/S抗原由来自在华沙的Witold  Stefański  Institut  PAS的

Justyna  Bień提供以供使用。

[0129] 抗体的制备

[0130] 用于抗原捕获ELISA的抗体借助于噬菌体展示方法来制备[9]。两种抗体抗-

[TRISP][B7]和抗-[TRISP][C9](缩写：Ab  B7和Ab  C9)的重链和轻链可变区(VH和VL)的序

列的内容如下：

[0131] 抗-[TRISP][B7]VH(SEQ  ID  NO:1)：

[0132] AVTLDESGGGLQTPRGGLSLVCKASGYTFSSHNMAWVRQAPGKGLEFVAGISNTGSFTLYGAAVKGRAT
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ISRDNGQSTVRLQLNNLRAEDTGTYYCAKHAGVGLYSIDAWGHGTEVIVSS

[0133] 抗-[TRISP][B7]VL(SEQ  ID  NO:2)：

[0134] ALTQPSSVSANLGGTVKITCSGGTSDYGWYQQKAPGSAPVTLIYDNTNRPSDIPSRFSGSLSGSTNTLT

ITGVQAEDEAVYFCGSADRTYAGVFGAGTTLTVL

[0135] 抗-[TRISP][C9]VH(SEQ  ID  NO:3)：

[0136] AVTLDESGGGLQTPGGALSLVCKASGFSISSYSMQWVRQAPGKGLEWVAGIYYDGNTWYAPAVKGRATI

SRDNGQSTVRLRLNNLRAEDTATYFCAKYAGGYSIDAWGHGTEVIVSS

[0137] 抗-[TRISP][C9]VL(SEQ  ID  NO:4)：

[0138] ALTQPSSVSANPGETVKITCSGSSGSYGWYQQKSPGSGPVTVIYYNDKRPSDIPSRFSGSASGSTATLT

ITGVQAEDEAVYFCGGYDSSTYVGIFGAGTTLTVL

[0139] 抗体抗-[TRISP][B7]的生物素化

[0140] 对于抗原捕获ELISA，将Ab  B7与20倍摩尔过量的EZ-LinkTM  NHS-PEG12-生物素一

起在旋转式摇动器上在室温下温育一小时。为了去除过量的生物素，将抗体(Ab)按照制造

商的指导通过大小排阻色谱法柱(ZebaTM旋转脱盐柱)进行纯化。

[0141] SDS  PAGE和Western印迹分析

[0142] 对于SDS  PAGE，各将5μg旋毛形线虫裂解物或者克鲁兹锥虫、猪蛔虫、鼠类圆线虫、

猫弓首线虫、鼠弓浆虫、鼠伤寒沙门氏菌、猪霍乱沙门氏菌菌株A、猪霍乱沙门氏菌菌株B、猪

伤寒沙门氏菌和猪鞭虫的裂解物加载在聚丙烯酰胺凝胶上，并且在175V下在MOPS缓冲液中

进行电泳50分钟。在400mA下在转移缓冲液中在硝酸纤维素膜上进行转移60分钟。对于封

闭，将膜在摆动式摇动器上在洗涤缓冲液Plus中温育30分钟。随后，以0.4μg/ml的浓度施加

在洗涤缓冲液Plus中的Ab  B7和C9，并且在摆动式摇动器上温育过夜。在用洗涤缓冲液进行

洗涤后，将膜与在洗涤缓冲液Plus中进行稀释的EUROIMMUN的酶缀合物“经碱性磷酸酶标记

的抗人IgG”一起进行温育。最后，在再次的洗涤步骤后，给予底物溶液(NBT/BCIP)并进行温

育直至看见明显的颜色骤变。

[0143] 间接免疫荧光测试

[0144] 为了检查哪些结构结合所发展出的Ab，开发了用于旋毛形线虫的间接免疫荧光测

试。给BIOCHIPS装上旋毛形线虫肌幼虫和被包入包囊中的幼虫的冷冻切片。温育和显微术

按照EUROIMMUN的抗孟氏裂体吸虫(Schistosoma  mansoni)IIFT(订购号：FI  2300-1005G)

的指导来进行。作为样品，将Ab  B7和C9以2μg/ml的浓度施加在BIOCHIPS上。

[0145] 借助于抗原捕获ELISA来进行的抗原检测

[0146] 对于抗原检测，使用酶联免疫吸附测定法(ELISA)作为检测方法。在4℃下将96-孔

微量滴定板用在PBS中的0.25μg/ml  Ab  C9包被过夜。次日，用PBST(PBS+0.05％Tween-20)

洗涤微量滴定板一次，用封闭缓冲液封闭2小时，和随后干燥2小时。

[0147] 作为对于与Ab  C9相结合的抗原的检测，将以0.05μg/ml的浓度的Ab  B7和以0.1μ

g/ml的浓度的链霉抗生物素蛋白-PolyHRP80一起放入Ab稀释缓冲液中并温育过夜。

[0148] 样品的温育

[0149] 如以在图2中所描绘的流程那样进行温育。作为样品，将以各种不同浓度(0-50ng/

ml)的旋毛形线虫的E/S抗原和以100μl的体积的组织提取物样品施加在微量滴定板上。在

旋转式摇动器上在室温下进行温育一小时。通过下述方式来制备“阳性”组织提取物样品：
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在破碎前向阴性膈支柱组织给予患毛形线虫病的猪肉，从而使得在样品中存在大约100条

被包入包囊中的毛形线虫属物种幼虫。

[0150] 在用洗涤缓冲液洗涤六次后，同样地将缀合物以100μl的体积在旋转式摇动器上

在室温下温育一小时。随后，再次洗涤六次并施加底物。在15分钟后，用终止溶液来结束反

应，并且用光度计在450nm的波长下测定样品的光密度(O.D.)。

[0151] 实施例2：结果

[0152] 肉类样品的破碎

[0153] 在用刀式研磨机GM200将猪肉破碎后立即用 XT和HORIBA  LA-960进

行颗粒尺寸测定。取样分别在6和9分钟后进行。质量分布的结果可以在图3中看到，其中在

线图中将颗粒尺寸[μm]对Q3[％]进行作图。Q3是以百分比显示的相关于总体积而言的比x

小的颗粒的份额。由于这两种颗粒尺寸测量仪器基于不同的测量方法，因而结果相互有所

不同。

[0154] 用HORIBA  LA-960进行测量的结果显示，95％的颗粒<26μm和所有颗粒<100μm。用

XT进行测量，95％的颗粒<300μm。仅70％的肉颗粒<100μm。在图4中示例性地

描绘了肉颗粒具有哪些形状。由于肌纤维和肌原纤维而导致结构是非常纤维状的，这使得

宽度与长度之比明显降下来。

[0155] 在任何情况下，毛形线虫属物种幼虫的胶原包囊(如果存在)从统计学上来说被刀

切开至少一次，以至于可以释放出E/S蛋白质。这些释放出的蛋白质是在下一个步骤中用抗

原捕获ELISA可检测的。

[0156] 样品材料和抗体的制备

[0157] 为了检查抗体抗-[TRISP][B7]和抗-[TRISP][C9]是否适合于旋毛形线虫抗原检

测，进行间接免疫荧光测试(IIFT)和Western印迹作为功能查验。结果描绘在图5中。

[0158] 在使用Ab  B7的情况下，被切开的包囊所发出的荧光最强(图5A)。在内部的幼虫和

在包囊表面上的单个蛋白质同样也发荧光。肌幼虫的冷冻切片显示出在外膜上的明显的反

应(图5B)。

[0159] 在被包入包囊中的幼虫的横截面中，在与Ab  C9一起进行温育的情况下，整个幼虫

所发出的荧光最强(图5C)。在包囊表面上的单个蛋白质和被切开的包囊所发出的荧光弱。

在肌幼虫的情况下，不仅外膜，而且幼虫内部均显示出明显的反应(图5D)。

[0160] 在Western印迹中，对于Ab  B7和C9同样看到明显的反应(图5E)。这两种Ab显示出

相同的条带样式。强条带出现于大约48、50、52、60、65和110kDa处。被所述Ab所结合的表位

看起来在数种蛋白质或糖蛋白中存在，这可以对在样品材料中非常低浓度的毛形线虫属物

种抗原的检测产生积极的影响。

[0161] 为了检查所述Ab是否仅结合旋毛形线虫的特定结构而不结合其他寄生虫和/或细

菌的抗原性结构，进行Western印迹。在该情况下，施加在猪中存在的病原体的裂解物。结果

可以在图6中看到。所测试的裂解物不具有被Ab  B7或Ab  C9所结合的结构。在后面的抗原捕

获ELISA中可以以高的概率对于这些病原体排除假阳性反应。

[0162] 抗原捕获ELISA

[0163] 对于所开发出的旋毛形线虫ELISA的功能查验，在该测试中使用E/S抗原的各种不

同浓度(图7A)。检测极限位于大约6ng/ml，具有0.3O.D.的截止值。
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[0164] 在图7B中描绘了按照在本文中所描述的方法制备的组织提取物样品的结果。不仅

测试了阳性样品(其中在猪肉中存在大约100条被包入包囊中的幼虫)，而且还测试了阴性

样品。抗原捕获ELISA显示了在阳性和阴性组织提取物样品之间的几乎2O.D.的明显差异。

[0165] 在所述组织提取物样品中的旋毛形线虫抗原浓度相应于大约30ng/ml  E/S抗原。

因此，100条经破碎的被包入包囊中的幼虫将差不多该数量的蛋白质释放到肉汁中，所述蛋

白质是通过抗原捕获ELISA可检测的。

[0166] 用以不同方式进行破碎的样品材料进行的抗原捕获ELISA

[0167] 在图8中描绘了阳性和阴性组织提取物的破碎(在3、6和9分钟后)的结果。可以看

到，在所述样品材料中没有幼虫的阴性组织提取物没有显示出显著的反应，这是因为在

ELISA中的O.D.在0.3的截止值之下。与之相反，从肉中制备的并且在其中存在大约100条被

包入包囊中的旋毛形线虫幼虫的组织提取物显示出明显的反应，具有>1.5O.D.。由破碎规

模造成的后果是引人注目的，这是因为反应随着破碎时间增加而提高。O.D.在9分钟破碎的

情况下比在3分钟破碎的情况下高0.5。

[0168] 在ELISA中的反应在破碎3分钟的样品材料的情况下比在破碎9分钟后低。因此，样

品材料的更长时间的破碎导致更高量的释放出的旋毛形线虫抗原。通过延长的破碎，所有

被包入包囊中的毛形线虫属物种幼虫极有可能被破碎仪器的切割刀抓住至少一次和在大

多数情况下多次，以至于相比于缩短的破碎而言，在样品材料中有更多的对于ELISA来说可

检测的抗原可供使用。

[0169] 实施例3：借助于手动温育的和自动化的化学发光免疫测定法来进行的抗原检测

[0170] 对于手动温育的和基于珠粒的化学发光免疫测定法(CLIA)，捕获抗体不与微量滴

定板，而是与磁性珠粒相偶联。为此，使用甲苯磺酰基活化的DynabeadsTM。在该情况下，用甲

苯磺酰基基团使疏水性聚氨酯表面活化，由此可以将抗体与珠粒共价地相连接。用1ml的1M 

Tris-缓冲液来使4mg的珠粒平衡。向经平衡的珠粒给予30mM  Tris、0.4M硫酸铵和28μg抗-

[TRISP][18H1]-抗体(缩写：Ab18H1)。在滚动式混合器上在37℃下进行温育过夜。次日，将

珠粒用每次1ml Plus洗涤三次，然后在滚动式混合器上在37℃下温育过夜，

以便封闭仍然具反应性的官能团。在封闭后，将珠粒接纳在新鲜的 Plus中，

并且以1mg/ml的浓度贮存于4℃直至使用。

[0171] 对于CLIA，将用18H1-Ab进行包被的珠粒以各10μg吸移到微量滴定板的孔(NuncTM

聚苯乙烯平板)中。另外再给予100μl的未稀释的组织提取物样品，并且在旋转式摇动器上

温育30分钟。在用HydroFlexTM微量培养板洗涤器进行三次自动洗涤后，将100μl的经生物素

化的B7-Ab以0.1μg/ml的浓度在旋转式摇动器上温育30分钟。随后为三次自动洗涤。对于化

学发光反应，以80ng/ml的浓度和100μl的体积向珠粒给予Extravidin/吖啶鎓试剂并温育

15分钟。在三次洗涤后，用Centro  XS3微量培养板发光计进行测量。所述发光计自动地向每

个批料(Ansatz)添加100μl的触发剂A和B，以便启动化学发光反应。在425nm波长下测量光

发射1秒钟，并且以相对光单位(Relative  Light  Units，RLU)来给出。手动温育的CLIA的温

育流程可以在图9中看到。

[0172] 自动化的和基于珠粒的化学发光免疫测定法基于手动温育的CLIA的构造。区别

是，该测试借助于自动化的化学发光分析仪器(自动化学发光分析仪SuperFlex，

PerkinElmer)来执行。在该情况下，用磁性棒将珠粒依次浸入各种不同的试剂中。磁性棒能
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够产生电场，并且因此可以提起、交出珠粒和以预先规定的间隔彻底混合试剂。

[0173] 对于自动化的CLIA，将组织提取物样品加载到分析仪器的样品格层中。如在图10

中所描绘的那样，装满试剂筒。每个反应使用10μg的用18H1-Ab进行包被的珠粒。将这些与

100μl组织提取物样品和100μl以0.25μg/ml的浓度的经生物素化的抗-TRISP[B7]-Ab一起

温育30分钟。在温育后，用磁性棒提起珠粒并在洗涤缓冲液(V＝400μl)中洗涤三次。随后，

与100μl的0.1μg/ml  Extravidin/吖啶鎓试剂一起进行10分钟的温育。在三次洗涤后，将珠

粒送至100μl触发剂A中，并且此外由分析仪器吸移触发剂B(V＝100μl)，以便启动化学发光

反应。用集成在分析仪器中的发光计在425nm波长下测量光发射1秒钟，并且以相对光单位

(RLU)来给出。

[0174] 手动温育的化学发光免疫测定法(CLIA)的结果

[0175] 用手动温育的CLIA，将各种不同浓度的旋毛形线虫裂解物样品进行温育。检测极

限为1ng/ml旋毛形线虫裂解物。

[0176] 自动化的化学发光免疫测定法(CLIA)的结果

[0177] 同样地，用自动化的化学发光测定法，将各种不同浓度的旋毛形线虫裂解物样品

进行温育。检测极限为10pg/ml旋毛形线虫裂解物。除了被毛形线虫属物种感染的肉类样品

外，还将掺有确定量的毛形线虫属物种肌幼虫的肉类样品破碎。它们装备有3至30条幼虫。

对于所述确定量的肌幼虫，自动化的CLIA的检测极限为3条幼虫/100克肉。

[0178] 在图11中，描绘了经破碎的和毛形线虫属物种阳性的组织提取物的颗粒尺寸与

CLIA结果之间的相关性。可以看到，肉的颗粒尺寸随着破碎时间前进而减小，而CLIA的反应

则增加。随着肉和因此还有幼虫的破碎前进，释放出增多的毛形线虫属物种抗原。然后，这

些可以通过CLIA来检测。相对光单位(RLU)也随着肉类样品中的幼虫数目上升而增加。从掺

有30条幼虫的肉类样品产生的毛形线虫属物种阳性的组织提取物在6分钟破碎后所显示出

的反应是6条幼虫的组织提取物(50,000RLU)的三倍(150,000RLU)。

[0179] 在本文中一般性地和总体性地描述了本发明。在一般性公开内容范围之内的更窄

的类型和亚组中的每一个也构成本发明的一部分。这包括具有保留限制或负限制(其去除

(亚)组的每个对象)的本发明的总体性描述，而不依赖于所剪除的对象是否在此特别地被

引用。其他实施方案被包括在下面的权利要求书中。

[0180] 技术人员将会容易地认识到，本发明很好地适合于完成所述任务并且实现所希望

的优点以及与此相关的目标。进一步地，对于技术人员来说毫无问题地显而易见的是，可以

实施对于在本文中所公开的发明的各种不同的替换和修改，而不背离本发明的范围和精

神。在本文中所描述的方法、用途、处理、分子和试剂盒对于优选的实施方案来说是代表性

的，所述优选的实施方案是示例性的而并不旨在作为本发明的范围的限制。其中的改变和

其他应用是技术人员能够想起的，它们包括在本发明的范围中并且通过权利要求书的范围

来定义。在该说明书中的以前出版的文献的清单或讨论不应当必然地被理解为承认了所述

文献属于现有技术或是普遍已知的。

[0181] 在本文中举例说明性地描述的发明可以在不存在任何在此没有特别地公开的要

素或限制的情况下以合适的方式来施行。因此，例如，表述“包含”、“包括”、“含有”等全面地

且没有限制地来阅读。与此相应地，词语“包含”或“包括”被理解为内含性的，即例如将所指

明的数包括在内，而不是排除。另外，在本文中所使用的术语和表述用作描述性而非限制性
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的表述，并且没有这样的术语和表述限制所显示的和所描述的特征或其部分的任何等价物

的意图。也就是说，在所要求保护的发明的保护范围之内的各种不同的修改是可能的。因

此，应当理解，虽然通过示例性的实施方案和任选的特征而特别地公开了本发明，但是在本

文中所公开的本发明的修改和变化也可以由本领域技术人员来进行使用；并且这样的修改

和变化被看作是在本发明的保护范围之内。

[0182] 在本文中所引用的所有文献和专利文件的内容通过提及而以其整体合并入本文。

[0183] 缩写

[0184]
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序列表

<110>  Euroimmun  Medizinische  Labordiagnostika  AG

<120>  毛形线虫属物种的抗原检测

<130>  17PP142EP2

<160>  6

<170>  PatentIn  version  3.5

<210>  1

<211>  120

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 抗-[TRISP][B7]  VH

<400>  1

Ala  Val  Thr  Leu  Asp  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Gln  Thr  Pro  Arg  Gly

1               5                   10                  15

Gly  Leu  Ser  Leu  Val  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Ser  Ser  His

            20                  25                  30

Asn  Met  Ala  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Phe  Val

        35                  40                  45

Ala  Gly  Ile  Ser  Asn  Thr  Gly  Ser  Phe  Thr  Leu  Tyr  Gly  Ala  Ala  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Ala  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Gly  Gln  Ser  Thr  Val  Arg

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Leu  Asn  Asn  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Gly  Thr  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Lys  His  Ala  Gly  Val  Gly  Leu  Tyr  Ser  Ile  Asp  Ala  Trp  Gly  His

            100                 105                 110

Gly  Thr  Glu  Val  Ile  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  2

<211>  103

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 抗-[TRISP][B7]  VL

<400>  2

Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ser  Ser  Val  Ser  Ala  Asn  Leu  Gly  Gly  Thr  Val

1               5                   10                  15
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Lys  Ile  Thr  Cys  Ser  Gly  Gly  Thr  Ser  Asp  Tyr  Gly  Trp  Tyr  Gln  Gln

            20                  25                  30

Lys  Ala  Pro  Gly  Ser  Ala  Pro  Val  Thr  Leu  Ile  Tyr  Asp  Asn  Thr  Asn

        35                  40                  45

Arg  Pro  Ser  Asp  Ile  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Leu  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Thr  Asn  Thr  Leu  Thr  Ile  Thr  Gly  Val  Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Val

65                  70                  75                  80

Tyr  Phe  Cys  Gly  Ser  Ala  Asp  Arg  Thr  Tyr  Ala  Gly  Val  Phe  Gly  Ala

                85                  90                  95

Gly  Thr  Thr  Leu  Thr  Val  Leu

            100

<210>  3

<211>  117

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 抗-[TRISP][C9]  VH

<400>  3

Ala  Val  Thr  Leu  Asp  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Gln  Thr  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ala  Leu  Ser  Leu  Val  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Phe  Ser  Ile  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Ser  Met  Gln  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Gly  Ile  Tyr  Tyr  Asp  Gly  Asn  Thr  Trp  Tyr  Ala  Pro  Ala  Val  Lys

    50                  55                  60

Gly  Arg  Ala  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Gly  Gln  Ser  Thr  Val  Arg  Leu

65                  70                  75                  80

Arg  Leu  Asn  Asn  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Ala

                85                  90                  95

Lys  Tyr  Ala  Gly  Gly  Tyr  Ser  Ile  Asp  Ala  Trp  Gly  His  Gly  Thr  Glu

            100                 105                 110

Val  Ile  Val  Ser  Ser

        115

<210>  4

<211>  104

<212>  PRT

<213> 人工序列
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<220>

<223> 抗-[TRISP][C9]  VL

<400>  4

Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ser  Ser  Val  Ser  Ala  Asn  Pro  Gly  Glu  Thr  Val

1               5                   10                  15

Lys  Ile  Thr  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Gly  Ser  Tyr  Gly  Trp  Tyr  Gln  Gln

            20                  25                  30

Lys  Ser  Pro  Gly  Ser  Gly  Pro  Val  Thr  Val  Ile  Tyr  Tyr  Asn  Asp  Lys

        35                  40                  45

Arg  Pro  Ser  Asp  Ile  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Ala  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Thr  Ala  Thr  Leu  Thr  Ile  Thr  Gly  Val  Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Val

65                  70                  75                  80

Tyr  Phe  Cys  Gly  Gly  Tyr  Asp  Ser  Ser  Thr  Tyr  Val  Gly  Ile  Phe  Gly

                85                  90                  95

Ala  Gly  Thr  Thr  Leu  Thr  Val  Leu

            100

<210>  5

<211>  122

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 抗-[TRISP][18H1]  VH

<400>  5

Gln  Val  Gln  Leu  Lys  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Leu  Ser  Leu  Thr  Ser  Asn

            20                  25                  30

Ser  Val  Gly  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Ile  Ile  Trp  Ser  Asn  Gly  Gly  Thr  Asp  Tyr  Asn  Ser  Ala  Ile  Lys

    50                  55                  60

Ser  Arg  Leu  Ser  Ile  Ser  Arg  Asp  Thr  Ser  Lys  Ser  Gln  Val  Phe  Leu

65                  70                  75                  80

Lys  Met  His  Ser  Leu  Gln  Thr  Glu  Asp  Thr  Ala  Met  Tyr  Phe  Cys  Ala

                85                  90                  95

Arg  Gly  Pro  Tyr  Tyr  Gly  Ser  Tyr  Arg  Leu  Gly  Tyr  Phe  Asp  Tyr  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Val  Met  Val  Thr  Val  Ser  Ser
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        115                 120

<210>  6

<211>  113

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 抗-[TRISP][18H1]  VL

<400>  6

Asp  Val  Val  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ala  Val  Ser  Ala  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Thr  Val  Thr  Leu  Asn  Cys  Gln  Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Leu  Tyr  Ser

            20                  25                  30

Gly  Thr  Gln  Asn  Asn  Tyr  Leu  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln

        35                  40                  45

Ser  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Ser  Trp  Ala  Ser  Thr  Arg  Gln  Ser  Gly  Val

    50                  55                  60

Pro  Leu  Arg  Phe  Ile  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

65                  70                  75                  80

Ile  Thr  Ser  Val  Gln  Ala  Glu  Asp  Leu  Ala  Ile  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

                85                  90                  95

Phe  Tyr  Asp  Thr  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Ser  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile

            100                 105                 110

Lys
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