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本发明公开了一种新的可以用于食源性吸

虫免疫诊断的分子IL－5及其在未满15周岁的未

成年人斯氏狸殖吸虫感染确诊及疗效评估中的

制备方法。当IL－5浓度相较于健康人增高两倍

以上即为阳性，按每颗/每公斤体重的剂量服用

吡喹酮3天，IL－5浓度恢复正常值。IL－5稳定、

特异敏感、快速、简单且低廉，对因斯氏狸殖吸虫

感染引发的并殖吸虫病的诊断及治疗具有很好

的临床应用价值，由其升高幅度的倍数做出的疾

病诊断结果能与患者临床症状和流行病学史的

调查信息一致，有利于该病的诊治。
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1.一种斯氏狸殖吸虫感染免疫诊断生物标志物IL－5的制备方法：

步骤一；患者样品收集，用生化管抽取斯氏狸殖吸虫感染患者全血2ml，同时抽取不限

标准的健康非感染者(至少4例)全血作为阴性组，静止2－3h，离心机3000r/min离心5min取

患者血清。每人份血清收集100μl，3000r/min离心5min取患者血清，血清量不少于100ml，放

入1.5ml离心管中，保存于冰箱冷冻层待测，冷冻层温度低于－20℃。

步骤二；检测，采用联科生物IL－5试剂盒检测，每孔加入50μl样本稀释液，在加入50μl

的标准品、患者样本和健康人阴性血清，每个样品各重复两次。然后每孔加入5μl检测抗体

室温孵育3h。洗板后每孔加入100μl辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素孵育45min。洗板后

加入100μl显色底物TMB孵育10－30min，最后加入100μl终止液终止反应，在酶标仪上以

450nm检测OD。根据标准品绘制标准曲线并计算直线回归方程(r＞99％)。

2.根据权利要求1所述的一种斯氏狸殖吸虫感染免疫诊断生物标志物IL－5的制备方

法，其特征在于，所述抽取的患者全血和健康非感染者全血者，年龄都在15周岁以下，性别

不限。

3.根据权利要求1所述的一种斯氏狸殖吸虫感染免疫诊断生物标志物IL－5的制备方

法，其特征在于，所述同时抽取不限标准的健康非感染者全血，是随机抽取。

4.根据权利要求1所述的一种斯氏狸殖吸虫感染免疫诊断生物标志物IL－5的制备方

法，其特征在于，所述离心管为聚丙烯材质的无菌产品。
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一种斯氏狸殖吸虫感染免疫诊断生物标志物IL-5的制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及直接应用于感染斯氏狸殖吸虫且年龄小于15周岁的未成年患者血清

的IL－5的ELISA诊断，特别是一种斯氏狸殖吸虫感染的免疫诊断生物标志物IL－5的制备

方法。

背景技术

[0002] 并殖吸虫(Paragonimus)是一种肠道蠕虫，引起并殖吸虫病，可感染猫、狗、野生动

物等哺乳动物，广泛分布于亚洲、非洲及南美洲，是一种人畜共患的重要寄生虫病，据世界

卫生组织(WHO)1995年的统计，全世界有2千万人感染并殖吸虫，有2.93亿人口处于感染的

威胁之下，儿童的发病率最高，患者年纪多在10－14周岁之间(WHO  1995)。中国全国的流行

率大约是1.7％，有1.95亿人处于感染威胁下，最近的流行病学数据显示中国某些地区的发

病率正在上升中(Liu  et  al.，  2008)。2004年我们开展的流行病学调查显示贵州省2090例

寄生虫病住院病例回顾性调查分析结果显示并殖吸虫病例为67列(占3.21％)，仅次于蛔虫

发病率，男女比例4.151，发病率居高不下；2008年我们协助贵州省各家医院排查的门诊病

人送检血清阳性率18.18％，2009年上升了4.04％，送检患者5－14岁所占比率为39.33％－

68.18％。我国分布的并殖吸虫优势种主要为卫氏并殖吸虫Paragonimus  westermani和斯

氏狸殖吸虫Paragonimus  skrjabini，而贵州省流行优势种是斯氏狸殖吸虫，以因感染其引

发的并殖吸虫病人为主。并殖吸虫病常用临床诊断技术方法主要有病原学检查、ELISA检测

患者血清或者胸腔积液抗体、粗抗原真皮内测试ID及嗜酸性粒细胞EOS检测等诊断方法(郑

晓燕等，2008)。ELISA是最为大量采用的检测方式，通常使用并殖吸虫粗抗原或部分提纯的

抗原进行反应，虽然有大量研究报道了不同的  ELISA方法，但是只有少量文献标准引起人

们的注意，各研究组常使用自己自创的检测方法(Blair  et  al.，2008)。Th2控制的免疫反

应是蠕虫感染的一个独有特征。它具有如下特征：(1)不同虫种的具体调控情况不完全相

同。(2)不同年龄段的同一寄主，Th2细胞免疫反应存在差异。寄主感染发生后通常无症状，

大部分寄主能忍受其作为一个正常的病原存在而无病变，病理学变化更多地同增高的细胞

免疫学变化有关，例如感染中经常发现EOS显著增高。典型的如嗜酸性粒细胞通常在健康人

中只占到2％～4％，而在感染患者中会上升到40％。嗜酸性粒细胞现在被假定为引发Th2反

应的主要细胞之一，它分泌多种细胞因子和趋化因子，IL－5来源于它。IL－5促进嗜酸性粒

细胞上升，介导其从骨髓中释放，趋化因子CCL11、CCL5、IL－5是其在肺部募集涉及的最主

要分子，蠕虫感染诱导的嗜酸性粒细胞需要IL－5。因此，以蠕虫感染引起的Th2细胞免疫反

应为基础，很可能筛选到某些特异变化的免疫分子，这显然对斯氏狸殖吸虫的临床诊治具

有很大的现实意义。而  IL－5即是其特征分子，还介导EOS形态改变或通过蛋白激酶C诱导

此变化，在过敏性疾病的发生过程中起着更为重要的作用。

[0003] 很多寄生虫病诊断中常用的形态学检查不适用于斯氏狸殖吸虫，因为其以童虫寄

生人体，偶有发育为成虫，故基本上无法查到虫卵。而当前临床常用检测试剂盒基于寄生虫

的抗体，以虫体粗抗原包被制备成的  ELISA试剂盒为主，不同批次之间的试剂盒质量难免
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会有差异，而全国临检领域对于该病也无一套统一的行业诊断的金标准，因此检测结果只

能局限于某种试剂盒的方法体系，无法与其他实验室的结果进行比较，所获数据只可作为

临床诊断的参考，不能凭此一项制定治疗方案，必需借助于影像学等其他医学检验方法排

查；除此以外，不同吸虫品种的免疫交叉反应也是影响检测的重要原因(王光西，2000)，以

上因素增加了检测结果的不准确性，导致无法准确诊断及针对性治疗。再者，通过EOS  进行

的检测会受检查者技术及仪器辨别能力影响，无法保证结果稳定可靠。最后，EOS和寄主抗

体都存在一个很大的缺陷，即它们能在患者体内存在十几年，长时间在血清中处于高水平，

所以无法判断现症或既往感染，同时也无法对疗效做出判断。

[0004] 立足于蠕虫感染的Th2细胞免疫学变化特征，寻找斯氏狸殖吸虫特异、敏感的免疫

分子诊断标志物，开发更为特异、标准的免疫学诊断方法，解决因寄生虫粗抗原ELISA试剂

盒的质控差异、吸虫交叉反应及EOS形态学检查缺陷导致的检验结果不稳定或不确定，避免

出现假阳性和假阴性结果，同时提出一种能统一行业的检验标准，有利于所有的从业人员

快速轻松地掌握并稳定地重复。进一步地，克服抗体和EOS 的时效性，通过其动态变化能监

测患者病程，评判药物疗效，做出病情是否转归的判断以指导临床治疗方案的制定。

发明内容

[0005] 本发明的目的是为了解决上述问题，设计了一种斯氏狸殖吸虫感染的免疫诊断生

物标志物IL－5的制备方法。

[0006] 实现上述目的本发明的技术方案为，一种斯氏狸殖吸虫感染免疫诊断生物标志物

IL－5的制备方法：步骤一；患者样品收集，用生化管抽取斯氏狸殖吸虫感染患者全血2ml，

同时抽取不限标准的健康非感染者  (至少4例)全血作为阴性组，静止2－3h，离心机3000r/

min离心5min  取患者血清。每人份血清收集100μl，3000r/min离心5min取患者血清，血清量

不少于100ml，放入1.5ml离心管中，保存于冰箱冷冻层待测，冷冻层温度低于－20℃。步骤

二；检测，采用联科生物IL－5试剂盒检测，每孔加入50μl样本稀释液，在加入50μl的标准

品、患者样本和健康人阴性血清，每个样品各重复两次。然后每孔加入5μl检测抗体室温孵

育3h。洗板后每孔加入100μl辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素孵育45min。洗板后加入100

μl显色底物TMB孵育10－30min，最后加入100μl终止液终止反应，在酶标仪上以450nm检测

OD。根据标准品绘制标准曲线并计算直线回归方程(r＞99％)。

[0007] 所述抽取的患者全血和健康非感染者全血者，年龄都在15周岁以下，性别不限。

[0008] 所述同时抽取不限标准的健康非感染者全血，是随机抽取。

[0009] 所述离心管为聚丙烯材质的无菌产品。

[0010] 利用本发明的技术方案制作的斯氏狸殖吸虫感染的免疫诊断生物标志物IL－5的

制备方法，以IL－5的浓度变化倍数作为诊断15周岁以下未成年人的斯氏狸殖吸虫感染指

标，具有简单易行、结果可靠稳定及成本低廉的特点。首先，作为各医疗机构的检验科，都可

以提供本检测进行的所有仪器设备；其次，IL－5即是蠕虫感染Th2免疫反应的特征分子，亦

是斯氏狸殖吸虫感染15周岁以下未成年人的特异性且敏感性的免疫分子。最后，人的IL－5

试剂盒已实现国产商品化生产，稳定性良好，成本也比较低廉。可检测96个病人的市售试剂

盒单价从1550－2000 元，平均每个孔的成本为16－20.8元人民币。
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附图说明

[0011] 图1是本发明所述一种斯氏狸殖吸虫感染的免疫诊断生物标志物  IL－5的制备方

法的结构示意图；

具体实施方式

[0012] 下面结合附图对本发明进行具体描述，如图1所示，一种斯氏狸殖吸虫感染免疫诊

断生物标志物IL－5的制备方法：步骤一；患者样品收集，用生化管抽取斯氏狸殖吸虫感染

患者全血2ml，同时抽取不限标准的健康非感染者(至少4例)全血作为阴性组，静止2－3h，

离心机3000  r/min离心5min取患者血清。每人份血清收集100μl，3000r/min  离心5min取患

者血清，血清量不少于100ml，放入1.5ml离心管中，保存于冰箱冷冻层待测，冷冻层温度低

于－20℃。步骤二；检测，采用联科生物IL－5试剂盒检测，每孔加入50μl样本稀释液，在加

入50μ  l的标准品、患者样本和健康人阴性血清，每个样品各重复两次。然后每孔加入5μl检

测抗体室温孵育3h。洗板后每孔加入100μl辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素孵育45min。

洗板后加入100μl显色底物  TMB孵育10－30min，最后加入100μl终止液终止反应，在酶标仪

上以450nm检测OD。根据标准品绘制标准曲线并计算直线回归方程  (r＞99％)；所述抽取的

患者全血和健康非感染者全血者，年龄都在15  周岁以下，性别不限；所述同时抽取不限标

准的健康非感染者全血，是随机抽取；所述离心管为聚丙烯材质的无菌产品。

[0013] 本实施方案的特点为，从蠕虫感染诱导的嗜酸性粒细胞需要IL－5  而IL－5又能

促进其上升的机理出发，结合具体虫种及寄主不同发育时期的免疫反应存在差异的特点，

本发明首次创造性地在15周岁以下的斯氏狸殖吸虫感染患者中提出IL－5可以用于诊断和

疗效评估。检验科只需要简单、常用的设备和商品化、价格比较低廉的试剂盒就可快速灵敏

的检测，患者服药后IL－5也会迅速下降，十分有利于临床治疗方案的调整及优化。IL－5确

诊的结果也能与患者临床症状和流行病学调查一致，这使得因感染斯氏狸殖吸虫导致的并

殖吸虫病的诊断比较简单、易行、可靠，减少了假阳性和假阴性情况的发生，克服了常用诊

断方法的缺陷以及无法对病程做出判断的不足。总之，IL－5是一个在诊治效果、人力和物

力成本投入方面都非常适合大面积推广的免疫诊断生物标志物。

[0014] 在本实施方案中，具体操作步骤如下：

[0015] 步骤一、患者样品收集

[0016] 15周岁以下、性别不限人群，用2ml普通生化管抽取斯氏狸殖吸虫感染患者全血。

同时随机抽取不限标准的健康非感染者(至少4例)  全血作为阴性组。将其放置2－3小时，

选择普通国产离心机3000r/min  离心5min取患者血清。每人份血清收集100μl。

[0017] 步骤二、联科生物IL－5试剂盒的检测

[0018] (1)标准品制备

[0019] 用蒸馏水或去离子水重溶人的IL－5标准品，重溶体积标注在人IL－5  标准品的

标签上。轻柔地涡旋震荡，确保充分混匀，重溶后标准品的浓度为2000pg/ml。重溶后静置

10－30分钟。稀释前充分混匀。取150μ  l浓缩的人IL－5标准品，加入150μl标准品稀释液，

作为标准曲线的最高浓度(1000pg/ml)。在每一个试管中加入150μl标准品稀释液。使用高

浓度标准品做1：1系列稀释。每次移液时，请确保充分混匀。后续步骤同样品检测。
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[0020] (2)样品检测

[0021] 首先将不需要的板条拆卸下来，放回装有干燥剂的铝箔袋，重新封好封口保存于4

度冰箱。加入300μl  1×洗液静置浸泡30秒。弃掉洗液之后，在吸水纸上将微孔板拍干。洗板

完成之后每孔加入50μl  1  ×检测缓冲液。加入50μl样本于孔中，重复2次，保证连续加样，

不要间断。加样过程在15分钟内完成。每孔加入50μl稀释的检测抗体。使用封板膜封板。

3000转/分钟振荡，室温孵育2小时。弃掉液体，每孔加入300μl洗液洗板，洗涤6次。每次洗

板，在吸水纸上拍干。为获得理想的实验性能，必须彻底移除残留液体。每孔加入100μl稀释

的辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素。使用新的封板膜封板。300转/  分钟振荡，室温孵育

45分钟。重复步骤8。每孔加入100μl显色底物  TMB，避光，室温孵育5－30分钟。每孔加入100

μl终止液。颜色由蓝色变为黄色。如果颜色呈现绿色或者颜色的变化明显不均匀，请轻轻叩

击板框，充分混匀。在30分钟之内，使用热电multiscan  MK3进行双波长检测，测定450nm最

大吸收波长和570nm或630nm参考波长下的OD值。校准后的OD值为450nm的测定值减去570nm

或630nm 的测定值。仅使用450nm测定会导致OD值偏高，并且准确度降低。

[0022] 步骤三、结果计算及判断

[0023] 以标准品稀释液作为标准曲线的零浓度。计算标准品或样品平均OD  值，然后减去

零浓度标准品的OD值。对浓度值和OD值取10为底的对数，以标准品浓度为横坐标，OD值为纵

坐标，用计算机软件进行回归拟合生成标准曲线。回归分析确定最佳拟合曲线。用样品所测

OD结合方程计算倍比稀释后的细胞因子浓度，原始样品浓度＝稀释后的细胞因子浓度×2。

按照公式计算倍数：患者IL－5浓度－阴性组平均值/阴性组平均值＞2即确诊。吡喹酮一疗

程剂量按每颗/每公斤体重，连续服用3天后IL－5下降到阴性组平均值或以下即治愈。

[0024] 在贵州省斯氏狸殖吸虫流行地区收集患者12例，对于送检样品病人或家属，详细

询问其流行病学史、记录临床症状和体征、影像学检查结果、感染时间、途径、地点信息，用

普通生化管抽取感染患者2ml左右全血，3000r/min离心5min取上清经珠海海泰肺吸虫抗体

试剂盒诊断阳性。然后同时采用联科生物人的IL－5试剂盒检测。阴性组IL－5平均值为

4.45pg/ml，患者IL－5的值为10.36－48.66pg/ml，变化倍数是2.32－10.93，确诊率100％，

同时临床症状及流行病学调查也能与之相互佐证。12名患者服药后IL－5均下降至阴性组

平均值或以下的水平。具体信息如下。

[0025] 表1患者IL－5浓度检测
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[0026]

[0027] 表2患者临床症状及流行病学史

[0028]

[0029]

[0030] 表3患者临床及流行病史的分析
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[0031]

[0032] 上述技术方案仅体现了本发明技术方案的优选技术方案，本技术领域的技术人员

对其中某些部分所可能做出的一些变动均体现了本发明的原理，属于本发明的保护范围之

内。
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摘要(译)

本发明公开了一种新的可以用于食源性吸虫免疫诊断的分子IL－5及其在
未满15周岁的未成年人斯氏狸殖吸虫感染确诊及疗效评估中的制备方
法。当IL－5浓度相较于健康人增高两倍以上即为阳性，按每颗/每公斤体
重的剂量服用吡喹酮3天，IL－5浓度恢复正常值。IL－5稳定、特异敏
感、快速、简单且低廉，对因斯氏狸殖吸虫感染引发的并殖吸虫病的诊
断及治疗具有很好的临床应用价值，由其升高幅度的倍数做出的疾病诊
断结果能与患者临床症状和流行病学史的调查信息一致，有利于该病的
诊治。
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