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日本血吸虫抗体检测 间接红细胞凝集试验

1 范围

本标准规定了检测日本血吸虫抗体的间接红细胞凝集试验。

本标准适用于各级疾病预防控制机构和医疗机构对人体血清中日本血吸虫抗体的检测。

2 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

2.1

血吸虫病 schistosomiasis

由血吸虫寄生于人和其他哺乳动物所引起的疾病，在我国特指日本血吸虫病（schistosomiasis

japonica）。
注：改写GB 15976—2015，定义3.1

2.2

间接红细胞凝集试验 indirect haemagglutination test

将抗原包被于红细胞表面，成为致敏的载体，然后与相应的抗体结合，通过抗体桥联，出现肉眼可

见的凝集现象，以检测样本中的相应抗体。最常用的红细胞为健康人“O”型红细胞。

2.3

可溶性虫卵抗原 soluble egg antigen

血吸虫虫卵经匀浆和超声破碎等处理后离心收集的上清液，含蛋白质、糖蛋白、多糖等多种成分复

合物。

3 仪器设备

3.1 台式低速离心机

最高转速≥2 500 r/min，或最大相对离心力≥800 g。

3.2 平板微量振荡器

最高振动频率2 800 r/min，最大振幅6 mm。

3.3 电热恒温水浴箱

控温范围室温+5℃～99.9℃，温度分辨率/波动度0.1℃/±0.5℃。

http://baike.so.com/doc/5421569.html
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3.4 微量移液器

量程范围10 μL～100 μL，增量1 μL；量程范围100 μL～1 000 μL，增量5 μL。

4 试剂材料

4.1 冻干致敏红细胞

主要组成成分为日本血吸虫可溶性虫卵抗原、健康人“O”型红细胞和蔗糖，制备方法参见附录A。

4.2 阳性对照血清

感染日本血吸虫的兔混合血清，参见附录A。

4.3 阴性对照血清

正常兔混合血清，参见附录A。

4.4 稀释液

pH7.2磷酸盐缓冲液（PBS），参见附录A。

4.5 血凝反应板

“V”型微孔有机玻璃血凝板为宜，操作程序参见附录B。

5 检测步骤

5.1 样本准备

采集末梢血100 μL或静脉血2 mL，室温下放置至血块收缩后，800 g 离心5 min，分离出血清后进
行检测，参见附录B。

5.2 样本检测

5.2.1 待测样本编号，从左到右按 1～n号依次排列。

5.2.2 阴性对照血清、阳性对照血清各加 100 μL稀释液，使其充分溶解，移液器吹打数次混匀后备用。

5.2.3 取血凝反应板，横向平放纵向使用。于第 1列第 1孔加稀释液 100 μL，第 1列的第 3、4孔各加
稀释液 25 μL，第 2孔不加稀释液。

5.2.4 于第 1列第 1孔加 1号待测样本 25 μL，充分混匀后吸出 25 μL至第 2孔，再从第 1孔吸出 25 μL
至第 3孔，充分混匀后吸出 25 μL至第 4孔，充分混匀后吸出 25 μL弃去。

5.2.5 同上操作，依次进行第 2～n号样本、阴性对照血清、阳性对照血清的倍比稀释，血凝反应板纵
向 4孔的血清稀释度依次为 1：5、1：5、1：10、1：20。

5.2.6 每支冻干致敏红细胞加 1 mL稀释液，充分混匀后备用。

5.2.7 除每列第 1孔血清稀释孔外，其余血清稀释孔各加致敏红细胞悬液 25 μL，血凝反应板置微量振
荡器震摇 1 min～2 min，封板并置 37℃电热恒温水浴箱 30 min，在白色背景下观察结果，参见附录 B。
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6 结果判定

6.1 结果判定标准见附录 C。阴性对照血清不出现凝集现象，阳性对照血清出现凝集现象，检测结果
视为有效。

6.2 以呈“＋”或以上反应强度凝集的血清最高稀释度作为血清的效价，以效价≥1：10作为阳性判断标
准。
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AA

附 录 A

（资料性附录）

主要试剂材料制备方法

A.1 冻干致敏红细胞

A.1.1 可溶性虫卵抗原

取冻干虫卵， 0.01%硫柳汞生理盐水配制悬液，组织匀浆器研磨并置﹣20℃反复冻融3次，10 000
g离心30 min，取上清液。测定蛋白含量后，用硫柳汞生理盐水稀释至0.75 mg/mL，分装到西林瓶，置
﹣20℃保存备用。

A.1.2 醛化红细胞

A.1.2.1 取健康人“O”型红细胞，用生理盐水洗涤3次，移入刻度离心管，800 g 离心10 min，记录压
积红细胞体积。

A.1.2.2 取压积红细胞，每1 mL加 pH 7.2PBS 25 mL混匀，再缓慢滴加2.5%戊二醛2 mL，边滴边摇。
室温摇荡1 h，PBS洗涤3次，再用蒸馏水洗涤2次。最后用0.01%硫柳汞生理盐水配成10%醛化红细胞悬
液，置2 ℃～8 ℃备用。

A.1.3 鞣化红细胞

A.1.3.1 配制含0.01%鞣酸的生理盐水，与等量的0.1 mol/L pH 7.2PBS混匀。

A.1.3.2 取压积醛化红细胞倒入上述溶液中配成1%浓度，置37 ℃恒温水浴振荡器中振摇15 min，
用 pH 7.2PBS洗涤3次。

A.1.3.3 将洗涤后的红细胞倒入0.1 mol/L pH 6.4PBS溶液中配成1%浓度，充分混匀，即为鞣化红细
胞。

A.1.4 致敏红细胞悬液

A.1.4.1 鞣化红细胞悬液中加入终浓度为0.25%的可溶性虫卵抗原，充分混匀，置37 ℃恒温水浴振荡
器中振摇45 min致敏。

A.1.4.2 离心沉淀弃去上清液，以含1%正常兔血清（经56 ℃灭活30 min后的血清）的pH 7.2PBS 洗
涤沉淀以去除未结合的可溶性抗原，再以含1%正常兔血清的 pH 7.2PBS配制4%浓度致敏红细胞悬液。

A.1.5 冻干致敏红细胞

在致敏红细胞悬液中加入蔗糖（10%终浓度）和正常兔血清（2%终浓度）。摇匀后分装于2 mL的
安瓿瓶内，每支0.5 mL。将分装后的致敏红细胞放入冷冻干燥机内进行冻干，并用封口机进行封口。冻
干致敏红细胞外观为褐色或淡红色疏松体，间接血凝法测定阳性对照血清效价不低于1：640，测定阴性
对照血清效价不高于1：5。

A.2 阳性对照血清
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选择体重2.5 kg～3.0 kg的健康家兔，每只感染800条～1 000条日本血吸虫尾蚴，饲养60 d后，抽取
心脏全血，分离血清，混合后按每支0.1 mL分装于微量离心管冻干，作为阳性对照血清。阳性对照血清
检测效价不低于1：640。

A.3 阴性对照血清

选择体重2.5 kg～3.0 kg的健康家兔，抽取心脏全血，分离血清，选出没有溶血的血清灭活补体（56℃
灭活30 min），混合后按每支0.1 mL分装微量离心管冻干，作为阴性对照血清。阴性对照血清检测效价
不高于1：5。

A.4 稀释液

称取十二水合磷酸氢二钠35.8 g，氯化钠8.5 g，加去离子水（或蒸馏水）至1 000 mL，称A液；称
取磷酸二氢钾6.8 g，氯化钠8.5 g，加去离子水（或蒸馏水）至1 000 mL，称B液。按A液：B液为72：28
的比例混合，即为pH 7.2磷酸盐缓冲液。
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BB

附 录 B

（资料性附录）

操作程序

B.1 操作步骤示意图见图B.1。

a) 样本编号

b) 阴性、阳性对照血清稀释

c) 血凝板加稀释液

d) 待测样本稀释

e) 冻干致敏红细胞稀释和检测

图B.1 操作步骤示意图
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B.2 操作注意事项

B.2.1 样本采集与保存：末梢血一般采用聚乙烯塑料管采集，塑料管孔径2 mm，长度10 cm。静脉血
一般采用一次性真空采血管采集。全血采集后应在4 h内进行血清分离。血清样本不能混有红细胞或被
细菌污染，血清量应不少于25 μL。血清样本若不能及时检测，可在2 ℃～8 ℃保存3 d～5 d，长时间
保存应置于﹣20 ℃以下冷冻保存。

B.2.2 试剂准备：检测试剂如果从冰箱取出，应放在室温条件下平衡30 min以上再行使用。

B.2.3 加样：使用移液器加样，每检测一个样本应更换吸头，在倍比稀释待检血清中，混匀时应避免

产生气泡（混匀吸打都在第一档位进行）而影响吸液量的准确性。

B.2.4 致敏红细胞悬液：配置好的红细胞悬液使用前需充分混匀，多样本操作时需在加悬液过程中不

时混匀悬液，以免悬液中的红细胞沉底而影响结果的准确性。

B.2.5 加样后的血凝反应板应封板（加盖玻璃板或一次性封口膜，或放置密闭湿盒内）后，方可置37 ℃
电热恒温水浴箱。

B.2.6 结果观察：应在10 min内完成结果观察；观察结果时不宜震摇反应板，以免凝集分散，影响结
果判断。

B.2.7 血凝反应板的清洗：血凝反应板应使用96孔“V”型有机玻璃板，使用后应及时清洗。清洗时不
可用锐物擦洗或用酸碱溶液浸泡，可使用清洗器或高压自来水冲洗干净，再用蒸馏水清洗1次～2次，甩
干后倒置于37 ℃温箱烘干备用。
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CC

附 录 C

（规范性附录）

结果判定标准

C.1 阴性反应：红细胞全部下沉在孔底，形成紧密、边缘光滑的小圆点。以“－”表示反应强度。

C.2 阳性反应：红细胞出现程度不同的凝集反应。以“＋” “＋＋”和“＋＋＋”表示反应强度。

“＋”红细胞大部分沉集于孔底，形成一圆点，周围有少量凝集的红细胞，肉眼见周边模糊（或中间出

现较为明显的空白点）。

“＋＋”红细胞多数在孔底周围形成薄层凝集，孔底中心可见少量红细胞下沉的小圆点。

“＋＋＋”红细胞形成薄层凝集，布满整个孔底，边缘呈现不规则的皱褶。

C.3 不同反应强度凝集模式图见图C.1。

图C.1 不同反应强度凝集模式图
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