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壹、 中文摘要 

 

日本血吸蟲為人畜共通寄生蟲，流行於印尼、菲律賓及中國大陸等亞洲

國家，其中以中國大陸最為嚴重。日本血吸蟲病會導致人類及動物的各種

組織性疾病，亦即在蟲卵周圍之宿主組織如肝、脾、肺、腸等器官會形成

肉芽腫性的高度過敏性反應，造成肝脾腫大，最後患者往往因肝硬化、腹

水形成、門靜脈血流阻塞等病症死亡。近年大陸長江流域洪水氾濫，導致

地區釘螺擴散，加上三峽水庫的建造，更易造成血吸蟲病大流行。大陸衛

生部在去年八、九月間連續發佈報導大陸血吸蟲病疫情明顯回升，新疫區

不斷增加。此外，台灣同胞每年赴大陸地區從商、探親、觀光及求學之人

數超過三百萬人次，因此感染大陸株日本血吸蟲的機會很高。現今兩岸之

間走私風氣猖獗，一些不法集團可能經由走私管道將牲畜運進台灣，導致

病原引進。目前金、馬地區與對岸間已進行小三通，加上台灣與大陸已同

時加入WTO，兩岸之交流勢必日趨頻繁，此舉對國內的衛生及防疫工作而

言，無疑是一項重大挑戰。本研究計畫之主旨在利用分生技術開發日本血

吸蟲症專一性的免疫檢測試劑，應用於此重要人畜共通傳染症的臨床診

斷。本研究計畫之執行與完成，除能經由精確診斷，早期發現，迅速治療，

挽救病人生命外，最大的目的在於發展高品質的防疫技術，提昇防疫工作

的專業和效率，以避免此寄生蟲感染症在台灣可能發生的風險及傳播，做

好國內防疫工作，減少國家醫療保健的負擔及總體經濟力的損失。 

 

 

 

關鍵詞：日本血吸蟲病；快速檢測試劑；麩氨基硫轉移酶；酵素聯結免疫

分析；專一性及靈敏度；閾值 
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貳、 英文摘要 

This study reports the efficacy of a immuno-diagnostic antigen, the 26 KDa 

glutathione S-transferase（26 KDa GST）, obtained from a Chinese strain of 

Schistosoma japonicum . The cDNA of 26 KDa GST from the total RNA of 

adult worm was synthesized and amplified by using reverse 

transcriptase-polymerase chain reaction（RT-PCR）, followed by the subcloning 

and sequencing. The recombinant protein of 26 KDa GST were then expressed 

in Escherichia coli strain M15. The results showed that sera from the mice 

immunized with either the native GSTs or recombinant GST26 can recognize the 

recombinant GST26（rGST26） and native GSTs. The level of anti 26 KDa GST 

IgG antibodies in infected patients was significant higher than in the normal 

controls. Antisera also recognized the reSjc26GST, purified from gene 

expression products, a 26 KDa protein on Western blot. These results suggest 

that the recombinant GST expressed in E. coli should be an effective diagnostic 

reagent for detection of antibody to S. japonicum in patients and no 

cross-reactivity. Due to the ease of produce, good sensitivity, and excellent 

specificity, the reSjc26GST described in this study are considered as a candidate 

protein for the immunological diagnosis of schistosomiasis. 

 

 

 

 

 

 

 

Key words：Schistosoma japonicum；glutathione S-transferase；Immunological 

diagnosis 
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參、 本文             

一、前言 

 

血吸蟲病（schistosomiasis）為世界衛生組織（WHO）所列管的第二重

大寄生蟲感染症。根據 WHO的統計，全世界有 74個國家，2億的人口受

到此疾病的感染。在開發中國家更有 5-6 億人口遭受到血吸蟲病的威脅

（Bergquist, 1995； Crompton, 1999）。人體常見的三種血吸蟲病為日本血

吸蟲病、曼氏血吸蟲病與埃及血吸蟲病，其中以日本血吸蟲所造成的病變

最嚴重。日本血吸蟲為人畜共通寄生蟲，流行於印尼、菲律賓及中國大陸

等亞洲國家，其中以中國大陸最為嚴重。日本血吸蟲病會導致人類及動物

的各種組織性疾病，亦即在蟲卵周圍之宿主組織如肝、脾、肺、腸等器官

會形成肉芽腫性的高度過敏性反應，造成肝脾腫大，最後患者往往因肝硬

化、腹水形成、門靜脈血流阻塞等病症死亡。 

 

日本血吸蟲病現為大陸地區最嚴重之寄生蟲病之一，主要流行於長江流

域沿岸及其以南的地區，目前估計至少有數百萬人受到感染，每年造成家

畜死亡無法計數（Ross et al., 1997）。台灣早年在宜蘭、彰化等地亦曾有日

本血吸蟲病的流行，最近一次流行發生在 1986年（Wang et. al., 1988）。本

實驗室近年陸續對此台灣株日本血吸蟲做過一系列之研究，如血吸蟲對中

間宿主的感染力報告（Lee et al., 1992；Lo and Lee, 1995）及應用 RAPD技

術（Lee et al., 1995）、粒腺體 12S rRNA基因定序（Tien et al., 1995）等方

式分析台灣與大陸株日本血吸蟲間之遺傳差異。結果顯示在 DNA的分子層

次上，台灣的動物株不同於其他大陸株日本血吸蟲，彼此間具有明顯之遺

傳差異。最近本實驗室運用反轉錄聚合脢連鎖反應（RT-PCR）技術合成台

灣株日本血吸蟲 26KDa GST之 cDNA，加以選殖並定序，且於大腸桿菌中
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表現出其重組蛋白，經由免疫保護力實驗結果證實以蟲體純化之 GST及重

組 26KDa GST免疫小鼠，兩組之保護力並無差異（Lee et al., 1996）。此結

果顯示 26KDa GST為一良好之免疫抗原，能誘發良好之免疫反應。 

 

日本血吸蟲之 26KDa GST 抗原是在研究對日本血吸蟲具天然抗性鼠

WEHI 129/J時發現的，該小鼠能抵抗日本血吸蟲之慢性感染症（Garcia et al., 

1983），由於這些具抗性鼠所獲得的血清經免疫沈澱分析後可辨認日本血吸

蟲之一分子量為 26KDa GST的分子（Mitchell et al., 1984, 1985），經序列比

對及酵素活性測試，證實此 26KDa GST的分子屬GSTs之同功異構脢（Smith 

et al., 1986）。此外另一群研究曼氏血吸蟲的人員發現在該蟲的童蟲具有一

分子量大約為 28KDa GST的主要表面蛋白（Balloul et al., 1985），且利用此

分子對大白鼠進行保護力測試，可獲得 67％的保護力（Balloul et al., 1987）。

此 28KDa之分子隨後亦經實為 GSTs同功異構脢（Taylor et al., 1988）。不論

是曼氏或日本血吸蟲之 GSTs 實際上均包含了兩個不同分子量大小的同功

異構脢。在曼氏血吸蟲 28KDa GST雖為一良好之免疫原，但對日本血吸蟲

而言，其良好的免疫原不是 28KDa GST而是 26KDa GST。 

 

26KDa GST 曾在不同動物模式下被測試其減蟲率，例如應用菲律賓株

日本血吸蟲 β-galactosidase-Sj26 fusion protein及 recombinanrt Sj26在小鼠

上，分別獲得 30-43％ （Smith et al., 1986；Mitchell et al., 1988）及 57％

（Mitchell et al., 1988）的減蟲率。Liu等人（1993）利用大陸株蟲體純化之

Sj26-28GST 及菲律賓株基因重組之 26KDa GST 免疫小鼠後感染大陸株之

日本血吸蟲得到 26.2-32.5％之保護效果。在綿羊蟲體純化 GSTs之檢蟲率為

36％ (Xu et al., 1995)。此外，用曼氏血吸蟲之研究發現，28KDa GST除了

能降低成蟲之存活率外，對雌蟲之產卵率（下降約 50％）及蟲卵孵化率（下
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降約 30-50％）均有影響（Boulanger et al., 1991；Xu et al., 1991, 1993）。 

 

雖然台灣株日本血吸蟲病截至目前為止沒有人類感染之報告，但台灣地

區之釘螺（Oncomelania hupensis, 日本血吸蟲之中間宿主）皆相繼被證實能

感染不同地區人株（含日本、菲律賓、中國大陸）之日本血吸蟲（Lee et al., 

1982；Lee and Fan 1982）。已知本省 10縣（台北、宜蘭、花蓮、新竹、彰

化、南投、嘉義、雲林、台東、高雄）均可見釘螺之分佈。而流行於對岸

中國大陸最嚴重的寄生蟲疾病—日本血吸蟲症，其傳染及致病力遠大於台

灣本土性的日本血吸蟲症。前述流行病學上之有利因素顯示日本血吸蟲病

在台灣暴發之可能性。 

 

近年大陸長江流域洪水氾濫，導致地區釘螺擴散，加上三峽水庫的建

造，將更易造成血吸蟲病大流行。大陸衛生部在去年八、九月間連續發佈

報導大陸血吸蟲病疫情明顯回升，新疫區不斷增加，防治血吸蟲病形勢異

常嚴峻。此外，台灣同胞每年赴大陸地區從商、探親、觀光及求學之人數

超過三百萬人次，因此感染大陸株日本血吸蟲的機會很高。1992 年，根據

高雄醫學院附設醫院及台北榮民總醫院臨床發現，八位赴大陸感染疾病患

者中，有四人感染日本血吸蟲；1999 年底，高雄醫學院亦報導了國人因赴

大陸旅遊而感染日本血吸蟲之病例。現今兩岸之間走私風氣猖獗，一些不

法集團可能經由走私管道將牲畜運進台灣，導致病原引進。目前金、馬地

區與對岸間已進行小三通，加上台灣與大陸已同時加入WTO，兩岸之交流

勢必日趨頻繁，此舉對國內的衛生及防疫工作而言，無疑是一項重大挑戰。 

 

有鑑於此，政府相關部門有必要對此重大寄生蟲傳染病可能發生的風險

嚴加監控，事先做好防疫工作，以避免此病原一旦被引進台灣，造成人畜
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生命及國家經濟的嚴重損失。本研究計劃之主旨在利用分生技術開發日本

血吸蟲症專一性的免疫檢測試劑，應用於此重要人畜共通傳染症的臨床診

斷，提昇國內對此重大寄生蟲病的防疫技術。以期能迅速確切地診斷出此

寄生蟲感染症，早期發現，迅速治療，達到監控此重大寄生蟲病在國內的

發生及傳播，維護國內防疫安全，減少國家經濟之損失。 

 

二、材料與方法 

 

（一）GST重組蛋白之大量表現與純化 

麩氨基硫 S-轉移脢（GST）蛋白的純化 

取 1,000隻大陸湖北株日本血吸蟲雄性成蟲，以 PBS清洗，去上清液。

將蟲體加入 5ml研磨蟲體緩衝液（PBS溶液，內含 0.5﹪Triton X-100，1mM 

PMSF），並予以混合，再凍入液態氮中 2~3 分鐘，移置溫水中解凍，重覆

循環 3~5次（Pearce et al.,1988）。將蟲體倒入玻璃質研磨器中研磨至蟲體粉

碎，再使用超音波粉碎機使蟲體均質化，經 4℃離心 14,000 rpm  20分鐘，

保留上清液，並通過 0.45μm filter（Schleicher＆Schuell），移入 15 ml離心

管中，加入 2ml Glutathione agarose-beads（ Sigma）混合（ Smith ＆

Johnson.,1988）。將離心管置於旋轉混合器上 20分鐘，離心 2,000 rpm 3分

鐘，去上清液，加入 10ml PBS，再離心 2,000 rpm 3分鐘，去上清液，加入

2~3ml PBS，移入管柱中，並續以 10ml PBS清洗。加入 5ml elute buffer 將

天然 GST（native GSTs）沖出，並收集之。天然 GST需再以 pH7.2之 PBS

透析，進行濃縮，測濃度，以 13.5﹪SDS-PAGE 進行電泳分析，檢視純化

產物。 
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（二）GST重組蛋白之大量表現與純化 

 1. 大陸株日本血吸蟲 26KDa GST cDNA之製備 

 取約 100mg的日本血吸蟲雄性成蟲，利用 Trizol system kit進行 total 

RNA製備，經分光光度計（Pharmacia Biotech.）測定估算濃度，大陸株日

本血吸蟲 total RNA濃度為 2.42mg/ml，取 5µg total RNA作 RT-PCR反應，

反應終了以 2％瓊脂電泳，可觀察到一條接近 700bp的 cDNA產物。將前

項 PCR產物進行 DNA序列分析定序，具有 672個鹼基。此核酸片段包括

一完整的轉錄區（translation region），可編碼 218個氨基酸。 

 

 2. 大陸株日本血吸蟲 26KDa rGST重組蛋白之表現及純化 

 利用已確定核酸序列之 SjCH26KDa GST cDNA作為模板，為能使該段

DNA能成功的轉殖入 pQE31質體內，我們利用具有 BmaHI、KpnI兩種限

制酵素切位之 PH1.2及 PH2.2兩段引子進行聚合脢鏈反應，所得之產物與

pQE31載體分別以 BmaHI及 KpnI限制脢作用後，以酒精沉澱法進行 DNA

片段之純化經過接合作用將聚合脢鏈反應產物接入 pQE31 載體之 BmaHI

及 KpnI限制位之間完成 pQE31/SjCHGST26載體之建構，再轉形至大腸桿

菌株M15[pREP4]細胞中，以含有 kanamycin及 ampicillin之 LB medium進

行篩選，任意挑取六個單一菌落以引子 PH1.2及 PH2.2做聚合脢鏈反應，

發現均有插入 pQE31/SjCHGST26 載體，並將菌液以 ABI PRISM 337-96 

DNA Sequencer進行 DNA序列分析，更確認其中一個菌落已插入正確之基

因序列。將該含有 pQE31/SjCH26 GST載體的M15[pREP4]大腸桿菌菌落以

LB培養基增菌培養，並經 IPTG誘導重組蛋白的表現，因該重組蛋白具有

六個組氨酸（分子量約為 0.85KDa），使用 His-Bind Resin（Novagen）純化

後，測定大陸株日本血吸蟲 26KDa rGST之蛋白濃度。每次純化時間約 3-4

天，每次可純化 1-2ml rGST。純化之蛋白經 13.5％SDS-PAGE進行電泳，
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再以 0.1％commassie blue 染色後，可檢視出分子量約為 27KDa（26KDa 

rGST+0.85KDa His）之產物。 

 

（三）檢驗診斷試劑臨床專一性及靈敏度之評估 

赴大陸疫區，與中國疾病預防控制中心寄生蟲病預防控制所、湖南省血

吸蟲病防治研究所及華中科技大學同濟醫學院合作，採取當地臨床血吸蟲

病患之血清，進行檢驗測試，瞭解此免疫檢測試劑在臨床上之專一性及靈

敏度。罹病病人之血清區分成急性病人、慢性病人與晚期病人共三種。另

病患中已接受藥物治療者之血清亦予以收集。對照組之血清則將分別對疫

區正常人與非疫區正常人之血清加以採樣，以提供實驗上的分析與比較。

另外，其他寄生蟲病患（非血吸蟲病）之血清亦將分別收集採樣。以上各

種檢體進行 ELISA及Western Immunoblotting試驗分析，以精確對照出此檢

驗試劑臨床應用上之專一性。 

 

1. 酵素聯結免疫分析試驗（Enzyme Liked Immunosorbent Assay；ELISA） 

於 96孔平底微量分析盤中，每孔加入現配之 100µl coating buffer（含

有 5µg/ml日本血吸蟲 26KDa rGST），4℃靜置隔夜使抗原吸附於分析盤

上。次日將液體傾棄，再以 200µl/well 0.05％PBST buffer（Tween 20 + 

PBS）清洗三次，洗去未吸附上的抗原。加入以 PBS配製之 1％脫脂牛

奶 200 µl/well，於 37℃下半小時以填滿無抗原附著之空白部分。加入病

人血清 100µl/well（以 PBS buffer 做 1：100 稀釋）作用 1 小時後，以

0.05％PBST buffer 清洗三次，加入 100µl/well以 PBS buffer 稀釋 1,000

倍之結合 Horse radish peroxidase（HRP）的 Goat anti-human IgG二次抗

體（Zymed），作用半小時後，以 0.05％PBST buffer清洗六次，加入 OPD

（o-Phenylenediamine）/0.1 M citrate-phosphate buffer, pH 5.0 containing 
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0.03% hydrogen peroxide（Zymed）溶液 200µl/well，避光半小時後，在

OD490nm下測定吸光值。 

 

2. 西方墨點法（Western blotting） 

日本血吸蟲 26KDa rGST經 13.5％SDS-PAGE進行電泳，結束後取

下電泳膠，利用 Trans-Blot（Bio-Rad）轉印至 PVDF membrane上。以

以 0.1％PBST配製 5％脫脂奶粉，於 4℃下浸搖半小時，再以 0.1％PBST 

buffer清洗三次，每次 10分鐘。分別將病人血清以 PBS buffer稀釋 1：

200倍，與轉印膜於 37℃下浸搖作用 1.5小時，以.0.1％PBST buffer清

洗三次，每次 10分鐘，再以 PBS buffer做 4,500倍稀釋的Goat anti-human 

IgG結合 Horse radish peroxidase的二次抗體（Zymed），於室溫下浸搖

作用半小時，以 0.1％PBST buffer清洗三次，每次 10分鐘，再加入 TMB

呈色液，直到蛋白條帶顯現後，換浸入二次水中終止呈色。 

 

3. 閾值（Cut-off value）及偽性檢驗結果之判定 

 評估感染陽性及對照血清檢體之酵素免疫分析吸光值，以決定其檢

驗閾值，並進一步以 Student t' test做比較分析。西方墨點法實驗所獲得

之結果可作為酵素免疫分析法檢驗陽性檢體之再確認步驟。 

 

三、結果 

 

（一）日本血吸蟲 native GSTs（26~28 KDa）蛋白之製備 

取約 1000 隻大陸湖北株日本血吸蟲雄性成蟲，經液態氮反覆凍溶解及

玻璃研磨器均質化後製成蟲體可溶蛋白，再經由麩氨基硫瓊脂微粒親和性

管柱萃取天然 GSTs，以透析膜於磷酸緩衝液中透析，去除雜質，再經濃縮
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後，測其濃度為 350μg/ml，純化之蛋白經 13.5﹪SDS-PAGE進行電泳，再

以 0.1﹪commassie blue染色後，可檢視出分子量約為 26及 28KDa之產物

（圖一）。 

 

（二）rGST重組蛋白之大量表現與純化 

以 200ml LB培養液培養含有 pQE31/SjCHGST26表現載體（圖二）

之 M15[pREP4]大腸桿菌菌液，經 1mM IPTG誘導重組蛋白表現，然後

以 His-Bind Resin（Novagen）親和性管柱純化出 rGST26，純化出之 26KDa 

rGST以 protein assay kit （Bio-Rad）測定蛋白濃度，得到之濃度大約介

於 20-31mg/ml。之後使用 0.75% SDS-PAGE之電泳分析，可於電泳膠看

到有一分子量為 26KDa之條帶（圖一）。 

 

（三）免疫小鼠血清 IgG抗體對日本血吸蟲 native GSTs和 26KDa rGST

重組蛋白之專一性分析 

經由免疫轉漬法（Western Immunoblotting test）發現，以日本血吸蟲

rGST26 及 native GSTs 免疫組小鼠之抗血清均可辨認日本血吸蟲 26KDa 

native GST蛋白及 26KDa rGST蛋白，而佐劑對照組小鼠血清對所有 GST

蛋白均無法辨認（圖三）。 

 

（四）檢驗診斷試劑臨床專一性及靈敏度之評估 

 本年度計劃中，我們赴大陸地區取得實驗所需血清樣本約 300份：疫區

血吸蟲病患之血清，分為急性病人、慢性病人、晚期病人及經過藥物治療

共四類，作為實驗組；以疫區正常人與非疫區正常人之血清作為對照組；

其他寄生蟲病患（非血吸蟲病）則收集有肺吸蟲病患、肝吸蟲病患、蛔蟲

病患和鉤蟲病患之血清，用以測試 26KDa rGST蛋白之專一性。 
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1. 酵素聯結免疫分析試驗（ELISA） 

 在 ELISA 實驗中，96 孔平底微量分析盤每孔含有 5µg/ml 日本血吸蟲

26KDa rGST，所有血經樣本皆進行試驗分析。各組血清樣本所得數據如圖

四所示。經數次實驗分析後，所得結果顯示急性病患組的 OD490nm 值為

0.3228±0.1087（Mean ± SD），遠高於疫區正常人血清組的 cut-off值 0.1193

＋0.0850（Mean＋2SD）（圖五；表一），以 Student t' test分析數據顯示兩組

數值有顯著差異（p＜0.001）；急性病患組的 OD490nm值亦高於非疫區正常人

組 cut-off 值 0.1606＋0.0404（Mean＋2SD）（圖六；表二），經統計後兩組

數據間有明顯差異（p＜0.001）。在慢性病人方面，實驗所得 OD490nm 值為

0.1873±0.0997，高於疫區正常人血清組與非疫區正常人組的 cut-off 值（p

＜0.001；p＜0.05）。由圖五、六及表一可知，治療半年病人組的 OD490nm值

為 0.3271± 0.1095，明顯高於疫區正常人血清組與非疫區正常人組的 cut-off

值（p＜0.001；p＜0.001）。因此可確認本重組蛋白用於日本血吸蟲感染症

診斷上的效用。 

 

其他寄生蟲感染症方面，肺吸蟲病患組所得 OD490nm 值為 0.1419± 

0.0575，高於疫區正常人血清組的 cut-off值 0.1193＋0.0850（p＜0.05）（圖

五；表一）。肝吸蟲病患組 OD490nm值 0.1829± 0.1116與疫區正常人血清組的

cut-off 值有明顯差異（ p＜ 0.05）。測量鉤蟲病患組得到 OD490nm 值

0.1523±0.0733，高於疫區正常人血清組的 cut-off 值（p＜0.05）。蛔蟲病患

組 OD490nm值 0.1244±0.0443，經由 t' test檢定分析顯示，與非疫區正常人組

的 cut-off值 0.1606＋0.0404有明顯差異（p＜0.001）（圖六；表二）。 

 

 進一步，將日本血吸蟲病患與其他寄生蟲病患之血清樣本進行交叉反應

的測試，並以 Student t' test分析其相關度。實驗結果顯示如圖四－六，血吸
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蟲感染症急性病患組的 OD490nm值 0.3228± 0.1087，遠高於其他四種寄生蟲

病患組的吸光值；經分析後顯示，血吸蟲症急性病人組與肺吸蟲病患組、

肝吸蟲病患組、鉤蟲病患組以及蛔蟲病患組均差異顯著（p＜0.001）（表三）。

血吸蟲症慢性病患組所得 OD490nm值為 0.1873±0.0997，高於肺吸蟲病患組、

鉤蟲病患組和蛔蟲病患組（圖四－六）；分析後如表四所示，血吸蟲症慢性

病患組與肺吸蟲病患組（p＜0.05）、鉤蟲病患組（p＜0.05）與蛔蟲病患組

（p＜0.001）有明顯差異。由此試驗可確認，26KDa rGST重組蛋白與血吸

蟲病患血清具高度專一性，以此重組蛋白作為免疫檢測試劑可以明確辨識

其他寄生蟲病患的血清，在臨床診斷上無交叉反應現象。 

 

2. 西方墨點法（Western blotting） 

進一步以西方墨點法檢測此免疫檢驗試劑診斷日本血吸蟲感染症上之

專一性，每片 13.5％SDS-PAGE均加入日本血吸蟲 26KDa rGST蛋白 250µg

進行實驗。由圖七 A、B顯示日本血吸蟲病患的血清與 26KDa rGST重組蛋

白有明顯反應出現，而疫區正常人的血清（編號 1-15與 18-23）與 rGST重

組蛋白作用無顯性反應（編號 24-26），以及僅出現非常微弱的反應痕跡（編

號 17和 18），均與實驗組有明顯差異（圖七 B）。 

 
 

四、討論 

日本血吸蟲病為典型的人畜共通傳染病，本研究計劃最重要的目的在

開發一快速有效的檢測試劑，應用於人畜間之檢驗，避免並預防台灣地

區居民間之感染與罹病，以因應兩岸交流防疫上的把關。 

 

我們已開發出日本血吸蟲 26KDa GST之重組蛋白，此檢測試劑能大
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量純化已符合作為日本血吸蟲診斷試劑之基本條件。此重組蛋白通過實

驗小鼠各項 in vitro及 in vivo免疫反應試驗，確定其可產生高效價且具專

一性之抗體，且此重組蛋白亦證明對宿主具顯著的保護免疫力。本實驗

室已應用小鼠模式完成檢驗試劑專一性及靈敏度之分析，然此檢測試劑

之開發旨在避免人體的感染與罹病，因此臨床病患血清之蒐集及測試為

研發此檢驗試劑成功與否之關鍵，以進一步確認此檢測試劑在臨床之專

一性及靈敏度。 

 

這次經由中國疾病預防控制中心寄生蟲病預防控制所、湖南省血吸蟲

病防治研究所及華中科技大學同濟醫學院協助，已收集臨床血吸蟲病患

之血清（包含急性病人、慢性病人、晚期病人及經過藥物治療的病人）

及其他寄生蟲感染病患（包含肺吸蟲病患、肝吸蟲病患、蛔蟲病患和鉤

蟲病患）之血清約 300 份，進行檢驗測試，瞭解此免疫檢測試劑在臨床

上之專一性及靈敏度。分別收集疫區正常人與非疫區正常人之血清作為

對照組之血清，共約 50 份。上述各種檢體皆已進行 ELISA 試驗分析，

進一步選取日本血吸蟲症慢性期病人之血清與疫區正常人之血清進行

Western Immunoblotting檢測。 

  

分析其實際應用檢驗之靈敏度及專一性，從本研究實驗結果可推論若來

自疫區的人血清檢體以 26KDa rGST做檢測，其血清 OD490nm值若高於疫區

正常人血清組的 cut-off值 0.119＋0.085（Mean＋2SD），則顯示此人已受到

日本血吸蟲之感染；若來自非疫區的人血清檢體，其血清 OD490nm值若高於

非疫區正常人組 cut-off值 0.161＋0.040（Mean＋2SD），則顯示此個體可能

曾赴疫區接觸過感染源而感染上日本血吸蟲。 
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本研究計劃除要決定用於日本血吸蟲病檢測時確診之檢驗閥值(cut-off 

value)外，最終目標在發展一種快速診斷日本血吸蟲感染症之分子免疫檢測

試劑套組，實際應用在防疫檢疫工作。在 ELISA 分析中，26KDa rGST 重

組蛋白對急性期病人血清的效價不但遠超過對照組的疫區正常人血清（效

價比高達 2.7倍），對非疫區正常人血清的效價比亦達 2倍；慢性期病人血

清的效價高於疫區正常人的血清效價達 1.5倍，亦高於非疫區正常人的血清

效價；經過藥物治療病人的血清效價遠高於疫區正常人血清效價高達 2.7

倍，對非疫區正常人血清的效價比亦達 2 倍。同時以西方墨點法分析亦證

實感染日本血吸蟲之臨床病患血清確實辨認到 26KDa 的 rGST 重組蛋白，

且與疫區正常人血清有明顯差異，兩組間可以有詳細的區別。以上結果顯

示，此重組蛋白作為診斷檢測試劑具有相當高的靈敏度及專一性，發展作

為快速診斷日本血吸蟲感染症之免疫檢測試劑套組具有極高的可行性。 

 

本研究計畫之執行與完成，除能經由精確診斷，早期發現，迅速治療，

挽救病人生命外，最大的目的在於發展高品質的防疫技術，提昇防疫工作

的專業和效率，以避免此寄生蟲感染症在台灣可能發生的風險及傳播，做

好國內防疫工作，減少國家醫療保健的負擔及總體經濟力的損失。 

 

五、結論與建議 

本研究計劃除要決定用於日本血吸蟲病檢測時確診之檢驗閥值(cut-off 

value)外，最終目標在發展一種快速診斷日本血吸蟲感染症之分子免疫檢測

試劑套組，實際應用在防疫檢疫工作。實驗結果顯示，以酵素聯結免疫試

驗和西方墨點法分析 26KDa rGST重組蛋白，此重組蛋白作為診斷檢測試劑

具有相當高的靈敏度及專一性，發展作為快速診斷日本血吸蟲感染症之免

疫檢測試劑套組具有極高的可行性。分析其實際應用檢驗之靈敏度及專一
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性，可推論若來自疫區的人血清檢體以 26KDa rGST做檢測，其血清 OD490nm

值若高於疫區正常人血清組的 cut-off值 0.1193＋0.0850（Mean＋2SD），則

顯示此人已受到日本血吸蟲之感染；若來自非疫區的人血清檢體，其血清

OD490nm值若高於非疫區正常人組 cut-off值 0.1606＋0.0404（Mean＋2SD），

則顯示此個體可能曾赴疫區接觸過感染源而感染上日本血吸蟲。 

 

六、計畫重要研究成果及具體建議 

本研究已依據計劃原定目標完成，以 26KDa rGST蛋白作為免疫診斷

試劑應用在人體血清檢驗上的效果，結果確認此檢測試劑在臨床診斷上

具有相當高的靈敏度及專一性。從本研究實驗結果分析其實際應用檢驗

之靈敏度及專一性，可推論若來自疫區的人血清檢體以 26KDa rGST做

檢測，其血清 OD490nm值若高於疫區正常人血清組的 cut-off 值 0.1193＋

0.0850（Mean＋2SD），則顯示此人已受到日本血吸蟲之感染；若來自非

疫區的人血清檢體，其血清 OD490nm值若高於非疫區正常人組 cut-off 值

0.1606＋0.0404（Mean＋2SD），則顯示此個體可能曾赴疫區接觸過感染

源而感染上日本血吸蟲。日本血吸蟲病為典型的人畜共通傳染病，本研

究計劃最重要的目的在開發一快速有效的檢測試劑，應用於人畜間之檢

驗，避免並預防台灣地區居民間之感染與罹病，以因應兩岸交流防疫上

的把關。 
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八、圖、表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖一、大陸湖北株日本血吸蟲天然 GSTs（26~28 KDa）蛋白及重組 26KDa 

GST蛋白於 13.5﹪SDS-PAGE分析圖。 

M. Bio Rad Low molecular weight marker 

A. 經 G-SH agarose 親和性柱所純化之 native GSTs，具有 26KDa及 28KDa

兩種異構脢存在。 

B. 經純化後所得的 rGST26，其分子量大小約為 27KDa。 

C. 由含有 pQE/SjCH GST26 表現載體之大腸桿菌 M15[pREP4] 經 IPTG

激發後所表現之可溶性蛋白。 
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圖二、含有 pQE31/SjCHGST26之表現載體。 
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圖三、以 native GSTs、rGST26免疫及 adjuvant對照組之小鼠抗血清進行免

疫轉漬法所得結果。蛋白經 13.5％SDS-PAGE 電泳後轉印至 N-C 

paper 上分成三部分進行實驗。第一部份以小鼠抗日本血吸蟲 native 

GSTs 血清（1：5,000 稀釋）作用，第二部分以小鼠抗日本血吸蟲

rGST26（1：5,000稀釋）作用，第三部分以 Adjuvant對照組血清（1：

250）作用。由圖中可明顯看出小鼠不論以 native GSTs或 rGST26免

疫時，產生之抗體均可同時認識日本血吸蟲天然生成及重組 26KDa 

GST 蛋白，而在 adjuvant 對照組免疫之小鼠血清，則無法辨識該抗

原。 

M. Bio Rad Low molecular weight marker。 

R. 為純化的大陸株日本血吸蟲之重組 GST26。 

N. 為純化的大陸株日本血吸蟲之天然 GSTs。 
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圖四、利用酵素聯結免疫分析試驗方法及 Excel 分析日本血吸蟲 rGST  

26KDa蛋白與各種血清樣本反應之關係。 
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圖五、「疫區正常人組」與其他血清樣本之酵素聯結免疫分析試驗結果的分

析比較。以「疫區正常人組」作為對照組，Cut-off值定為「疫區正

常人組」血清之平均值加上兩個標準差（Mean＋2SD）。 

 

 

 

 

 

 

 25



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖六、「非疫區正常人組」與其他血清樣本之酵素聯結免疫分析試驗結果的

分析比較。以「非疫區正常人組」作為對照組，Cut-off 值定為「非

疫區正常人組」血清之平均值加上兩個標準差（Mean＋2SD）。 
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七、利用西方墨點法檢測日本血吸蟲感染症慢性病患與疫區正常人之血

清。編號 1－15和 18－23為日本血吸蟲症慢性病患之血清樣本，編

號 16－17和 24－26為疫區正常人之血清樣本。 
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表一、以「疫區正常人組」作為對照組進行 Student’ t test統計分析 

實驗組別 實驗數值 (平均值 ± 標準差) Student’ t test 
疫區正常 0.1193 ± 0.0425  
急性 0.3228 ± 0.1087 p <0.001 
慢性 0.1873 ± 0.0997 p <0.001 
晚期 0.1441 ± 0.0568 － 

治療半年 0.3271 ± 0.1095 p <0.001 
肺吸蟲 0.1419 ± 0.0575 p <0.05 
肝吸蟲 0.1829 ± 0.1116 p <0.05 
蛔蟲 0.1244 ± 0.0443 － 
鉤蟲 0.1523 ± 0.0733 p <0.05 

 

 

 

 

 

表二、以「非疫區正常人組」作為對照組進行 Student’ t test統計分析 

實驗組別 實驗數值 (平均值 ± 標準差) Student’ t test 
非疫區正常 0.1606 ± 0.0202  
急性 0.3228 ± 0.1087 p <0.001 
慢性 0.1873 ± 0.0997 p <0.05 
晚期 0.1441 ± 0.0568 － 

治療半年 0.3271 ± 0.1095 p <0.001 
肺吸蟲 0.1419 ± 0.0575 － 
肝吸蟲 0.1829 ± 0.1116 － 
蛔蟲 0.1244 ± 0.0443 p <0.001 
鉤蟲 0.1523 ± 0.0733 － 
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表三、以「日本血吸蟲症急性病人組」作為對照組與其他寄生蟲病患組進

行 Student’ t test統計分析 

實驗組別 實驗數值 (平均值 ± 標準差) Student’ t test 
急性 0.3228 ± 0.1087  
肺吸蟲 0.1419 ± 0.0575 p <0.001 
肝吸蟲 0.1829 ± 0.1116 p <0.001 
蛔蟲 0.1244 ± 0.0443 p <0.001 
鉤蟲 0.1523 ± 0.0733 p <0.001 

 

 

 

 

 

表四、以「日本血吸蟲症慢性病人組」作為對照組與其他寄生蟲病患組進

行 Student’ t test統計分析 

實驗組別 實驗數值 (平均值 ± 標準差) Student’ t test 
慢性 0.1873 ± 0.0997  
肺吸蟲 0.1419 ± 0.0575 p<0.05 
肝吸蟲 0.1829 ± 0.1116 － 
蛔蟲 0.1244 ± 0.0443 p<0.001 
鉤蟲 0.1523 ± 0.0733 p<0.05 

 


