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华支睾吸虫3个半胱氨酸蛋白酶N端短片段原核表达
及其抗原性分析*
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【摘要】 目的 通过克隆和表达获得华支睾吸虫3个半胱氨酸蛋白酶N端短片段重组蛋白并分析其抗原性。 方法

 以pET-28a-CsCP1-3重组质粒为模板进行目的片段CsCP1a-3a
 

PCR扩增,构建pET28a-CsCP1a-3a表达载体,并转化

至BL21(DE3)大肠埃希菌,经异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)诱导表达,表达产物进行SDS-PAGE分析;表达产物经

变性、纯化及复性,与华支睾吸虫感染大鼠血清行 Western
 

blot分析。 结果 成功构建
 

pET28a-CsCP1a-3a重组质粒;

SDS-PAGE分析显示,重组蛋白CsCP1a-3a以包涵体形式表达;重组蛋白CsCP1a-3a可被华支睾吸虫感染后第4、5周大

鼠血清识别。 结论 重组蛋白CsCP1a-3a具有较好抗原性,可作为华支睾吸虫感染诊断候选分子。
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【Abstract】 Objective Clone
 

and
 

express
 

three
 

short
 

N-terminal
 

fragments
 

of
 

cysteine
 

proteases
 

from
 

Clonorchis
 

sinensis
 

and
 

analyze
 

their
 

antigenicity. Methods The
 

CsCP1a-3a
 

genes
 

were
 

amplified
 

by
 

PCR
 

using
 

pET-28a-CsCP1-3
 

plasmid
 

as
 

template.
 

The
 

target
 

gene
 

fragments
 

were
 

ligated
 

into
 

the
 

prokaryotic
 

expression
 

vector
 

pET-28a
 

by
 

Double
 

enzyme
 

digestion
 

and
 

ligation
 

to
 

construct
 

recombinant
 

plasmids
 

pET-28a-CsCP1a-3a.
 

After
 

identification
 

by
 

double
 

enzyme
 

digestion
 

and
 

sequencing,the
 

recombinant
 

plasmids
 

were
 

transformed
 

into
 

competent
 

cell
 

BL21(DE3)
 

for
 

expression
 

induction
 

and
 

the
 

expressed
 

products
 

were
 

obtained
 

by
 

IPTG
 

induction.
 

The
 

expressed
 

products
 

were
 

purified
 

using
 

a
 

Ni-NTA
 

column
 

under
 

denatured
 

conditions
 

and
 

refolded
 

using
 

the
 

gradient
 

dialysis
 

method,characterized
 

by
 

SDS-
PAGE

 

and
 

analyzed
 

with
 

C.
 

sinensis
 

infected
 

rat
 

serum
 

by
 

Western
 

blot. Results The
 

molecular
 

weight
 

of
 

the
 

target
 

fragments
 

obtained
 

by
 

double
 

enzyme
 

digestion
 

were
 

the
 

same
 

as
 

that
 

amplified
 

by
 

PCR
 

using
 

pET-28a-CsCP1-3
 

plasmid
 

as
 

template,and
 

consistent
 

with
 

the
 

theoretical
 

molecular
 

weight
 

of
 

the
 

target
 

genes.
 

E.coli
 

BL21-pET-28a-CsCP1a-3a
 

were
 

induced
 

by
 

IPTG,and
 

the
 

recombinant
 

proteins
 

were
 

expressed
 

in
 

the
 

form
 

of
 

inclusion
 

bodies.
 

After
 

denaturation
 

purification
 

and
 

renunciation,0.7-0.8
 

mg/mL
 

pure
 

soluble
 

protein
 

were
 

obtained.
 

Western
 

blot
 

showed
 

that
 

the
 

recombinant
 

proteins
 

CsCP1a-3a
 

could
 

not
 

recognize
 

the
 

negative
 

serum,but
 

could
 

recognize
 

the
 

positive
 

serum.
 

The
 

earliest
 

positive
 

band
 

was
 

detected
 

at
 

the
 

4th
 

week
 

of
 

infection,which
 

was
 

consistent
 

with
 

the
 

detection
 

of
 

eggs. 
Conclusion The

 

pET28a-CsCP1a-3a
 

recombinant
 

plasmids
 

were
 

successfully
 

constructed
 

and
 

pure
 

soluble
 

recombinant
 

proteins
 

were
 

obtained.
 

The
 

recombinant
 

proteins
 

show
 

good
 

antigenicity
 

and
 

can
 

be
 

used
 

as
 

candidate
 

molecules
 

for
 

diagnosis
 

of
 

C.
 

sinensis
 

infection.
【Key

 

words】 Clonorchis
 

sinensis;cysteine
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protein;antigenicity***
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  华支睾吸虫(Clonorchis
 

sinensis)又称肝吸虫,是
一种重要的食源性寄生虫。2009年被世界卫生组织

国际癌症研究署列为11种Ⅰ类致癌病原生物之一[1]。
成虫主要寄生于患者的肝内胆管,寿命长达30余年,
其慢性感染可导致肝脏和胆道系统各种并发症,严重

者可发生肝硬化、肝癌以及胆管癌[2]。目前临床上诊

断华支睾吸虫感染的金标准是传统病原学方法即从感

染者粪便中查到虫卵。但在实际工作中,由于该方法

使用粪便量较少,对于粪便中虫卵较少的早期或轻度

感染者极易漏检;而对于胆道梗阻的感染者,因虫卵无

法排入肠道,无法从粪便中查到虫卵而误诊[3]。免疫

学诊断因其具有特异性高,操作简便、快速,影响因素

相对较少、重复性好、容易标准化等优势,已成为临床

上主要的辅助诊断手段。应用较为广泛的抗体检测,
其关键是找到高敏感性高特异性的诊断抗原。而重组

抗原不仅解决了虫源问题,还能通过重新剪接目的基

因以提高其敏感性和特异性[4],也因此重组抗原的研

究越来越受到重视。
半胱氨酸蛋白酶(cysteine

 

proteases,CP)作为寄

生虫分泌排泄物(excretory-secretory
 

products,ESPs)
的组成成分,能诱导宿主产生较强的细胞免疫和体液

免疫反应,具有作为疫苗和免疫诊断分子的潜在价

值[5-8]。但即便同属于半胱氨酸蛋白酶家族,也会因不

同的蛋白酶在其活性、最佳pH值和底物特异性以及

虫体生长发育不同时期的转录与表达不同而存在差

异[9-13],而这些差异也会导致其抗原性与免疫原性的

差别[14-15]。因此,本研究将对华支睾吸虫3个半胱氨

酸蛋白酶CsCP1、CsCP2、CsCP3(CsCP1-3)所对应的

N端B细胞优势线性表位短片段CsCP1a、CsCP2a、

CsCP3a(CsCP1a-3a)进行克隆表达,并通过感染大鼠

动物模型对其抗原性进行分析,以评价其作为华支睾

吸虫感染诊断候选抗原分子的潜在价值。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株和质粒 大肠埃希菌DH5α、BL21(DE3)菌
株,载体质粒pET-28a、构建于pET-28a的3个半胱氨

酸蛋白酶(GenBank序列号为DQ902582、DQ902586、

DQ909016)全长序列的重组质粒(pET-28a-CsCP1-3)
由教研室-70℃冰箱保存。

1.2 主要试剂 Premix
 

TaqTM、QuickCutTM
 

BamH
 

I、QuickCutTM
 

Xho
 

I、T4
 

DNA
 

Ligase购自宝生物工

程(大连)有限公司;StarPrep快速胶回收试剂盒购自

北京康润诚业生物科技有限公司;HiPure
 

Plasmid
 

Micro
 

Kit
 

C购自广州美基生物科技有限公司;ECL
化学发光底物购自北京兰杰柯科技有限公司;辣根过

氧化 酶 (HRP)标 记 的 兔 抗 大 鼠 IgG 购 自 美 国

SouthernBiotech公司;ChampChemi
 

610
 

PLUS荧光

凝胶成像分析系统购自北京森西赛智科技有限公司。

1.3 实验动物 5只SPF级6~8周龄(230±30)g
雄性SD 大鼠(动物生产许可证号:SCXK 桂2014-
0002;动物使用许可证号:SYXK桂2014-0003),由广

西医科大学实验动物中心提供。一鼠一笼,光照保持

昼夜节律各12
 

h,24~26
 

℃常规饲养。本研究已获得

广西医科大学动物实验伦理审查委员会审核批准(伦
理批准号:202202001)。

2 方法

2.1 生 物 信 息 学 分 析  应 用 Vector
 

NTI软 件

AlignX功能将CsCP1-3与GenBank上已登录的日本

血吸虫(AAW27185.1)、猪蛔虫(ADY48108.1)、多房

棘球绦虫(BAF02516.1)、猪肉绦虫(AAS00027.1)、
十二 指 肠 钩 口 线 虫 (KIH64157.1)、棘 颚 口 线 虫

(ABY28387.1)、粪类圆线虫(CEK45733.1)、罗阿罗

阿丝虫(EFO18631.2)、溶组织阿米巴(CAA62836.
1)、间 日 疟 原 虫 (AAA60368.1)、旋 毛 虫 (XP_

003377240.1)、刚地弓形虫(ABD64744.1)组织蛋白

酶L进行多序列比对,分析其氨基酸序列的相似性和

一致性;应 用IEDB 在 线 分 析 软 件 B
 

Cell
 

Epitope
 

Prediction
 

Tools程序(http://tools.immuneepitope.
org/main/bcell/)预测CsCP1-3序列B细胞表位。选

择序列相似性较低并具有多个B细胞优势线性表位

的短 片 段 进 行 克 隆 表 达,分 别 命 名 为 CsCP1a、

CsCP2a、CsCP3a(CsCP1a-3a)。

2.2 引物设计与合成 以GenBank上已登录的全长

序列为依据设计目的短片段的特异性引物。CsCP1a
(294

 

bp):上游引物F为5'-GCGGATCCCAAGTTG
 

AGCCTGACA-3'、下游引物R为5'-GGCTCGAGCT
 

AAAACTTCTCGTTATCCATCGT-3';CsCP2a(294
 

bp):上 游 引 物 F 为5'-GCGGATCCATTCCTGAA
 

TCAGAAAATGCCC-3'、下游引物 R 为5'-GTCTC
 

GAGCTAGAAGTTGTCGTCATCCACA-3';CsCP3a
(411

 

bp):上 游 引 物 F 为 5'-GCGGATCCTTTAC
 

AGTTCAATGGAGG-3'、下 游 引 物 R 为 5'-GTCT
 

CGAGCTAGATTTCCGATGGTG-3'。上、下游引物

下划线部分分别为BamH
 

I和 Xho
 

I酶切位点。引

物由生工生物工程(上海)有限公司合成。

2.3 CsCP1a-3a克隆及重组质粒构建 以重组质粒

pET-28a-CsCP1-3为模板进行目的序列CsCP1a-3a的

PCR扩增。反应条件为:94
 

℃
 

2
 

min;94
 

℃
 

15
 

s,61
 

℃
 

15
 

s,72
 

℃
 

30
 

s,30个循环;72
 

℃
 

10
 

min。扩增产

物经回收,与pET-28a质粒分别进行BamH
 

I和Xho
 

I双酶切。酶切产物经回收,按目的基因与表达载体5
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∶1摩尔比于16
 

℃进行连接反应16-18
 

h。将连接产

物转化至大肠埃希菌DH5α并涂布于含卡那霉素(0.1
 

mg/mL)的LB固体培养基,37
 

℃培养过夜。筛选阳

性克隆,进行PCR及双酶切鉴定及重组质粒目的基因

测序。测序由生工生物工程(上海)有限公司完成。

2.4 CsCP1a-3a重组蛋白的原核表达、纯化及复性 
将测序无误的重组质粒pET-28a-CsCP1a-3a分别转

化至大肠埃希菌BL21(DE3)。在含卡那霉素(0.1
 

mg/mL)的LB培养基中37
 

℃、250
 

rpm振荡培养至

对数生长期(A值为0.4-0.6),加入终浓度1
 

mmol/L
异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)进行诱导表达,37

 

℃,250
 

rpm震荡培养4
 

h;4
 

℃,12
 

000
 

rpm离心10
 

min收集菌体,经超声破碎后取上清及沉淀行十二烷

基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(12%SDS-PAGE)分
析。大量培养诱导表达,超声破碎菌体,离心收集包涵

体沉淀。包涵体经8M 尿素溶液变性后采用Ni-琼脂

糖凝胶6-His亲和层析柱纯化,纯化样品采用梯度透

析法进行复性。

2.5 华支睾吸虫感染大鼠模型建立 感染麦穗鱼采

自华支睾吸虫病流行区横州,去除鱼鳞和内脏,称重后

绞碎,按1∶10(g∶mL)比例加入人工消化液(0.6
 

g
胃蛋白酶-100

 

mL生理盐水-1
 

mL浓盐酸),于37
 

℃
消化过夜;次日,用水洗沉淀法反复水洗消化产物直至

上液澄清;小心弃去上清,加入少量的生理盐水重悬沉

淀并移至小平皿,于体视镜下分离囊蚴备用。采用经

口灌胃方法感染SD大鼠,每鼠灌囊蚴150个。于感

染前(0周)、感染后1、2、3、4、5周鼠尾静脉采血并分

离血清。分别于感染后第21和28
 

d收集粪便,采用

改良酸醚离心沉淀法[16],取沉淀制片3张,显微镜下

查找华支睾吸虫卵,查见虫卵表示感染成功。

2.6 蛋白质免疫印迹法(Western
 

blot) 重组蛋白

10
 

μg行 SDS-PAGE 电泳,随 后 转 印 至 PVDF 膜,

PBS-2%
 

BSA封闭,4
 

℃,过夜;分别与大鼠阴性血清

(感染前,0周)、阳性血清、感染1、2、3、4、5周血清(1
∶200 稀 释)孵 育,37

 

℃,2
 

h;PBS-0.5%Tween
(PBST)洗涤3次,加入辣根过氧化酶(HRP)标记的

兔抗大鼠IgG(1∶25
 

000稀释)孵育,37
 

℃,2
 

h;PBST
再次洗涤,加入ECL化学发光底物避光显色3

 

min后

进行图像采集和分析。

结 果

1 生物信息学分析

多序列比对结果显示 N 端aa1-150(信号肽+
 

cathepsin前体肽抑制功能域)氨基酸序列相似性较低

(图1);B细胞表位预测显示该段序列有多个B细胞

优势线性表位(图2),依此,选取该段序列(不包含信

号肽)进行克隆表达(图3)。

图
 

1 序列相似性与一致性的多序列比对结果

Fig.1 Multiple
 

sequence
 

alignment
 

results
 

for
 

sequence
 

similarity
and

 

identity

A CsCP1 B CsCP2 C CsCP3
图

 

2 CsCP1-3序列B细胞优势表位预测结果

Fig.2 Results
 

of
 

B-cell
 

dominant
 

epitope
 

prediction
in

 

CsCP1-3
 

sequence
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图
 

3 CsCP1a-3a所在基因位置示意图

Fig.3 Schematic
 

representation
 

of
 

the
 

gene
 

location
 

of
 

CsCP1a-3a

2 CsCP1a-3a的克隆、表达、纯化和复性

CsCP1a-3a理论分子量分别是294、294、411
 

bp。
以重组质粒pET-28a-CsCP1-3为模板,经特异引物进

行PCR扩增获得与理论分子量相符合条带(图4)。
以重组质粒为模板进行目的片段扩增的PCR产物,其
分子量与经双酶切获得的目的片段(图5)一致,并与

目的基因理论分子量相符;测序结果显示重组质粒插

入的目的片段序列与GenBank中目的基因序列相一

致。上述结果说明重组质粒pET-28a-CsCP1a-3a构

建成功。大肠埃希菌BL21-pET-28a-CsCP1a-3a菌株

经IPTG诱导表达后,在17
 

ku分子量附近出现与目

的蛋白分子量(15.3、15.4、19.53
 

ku)大小相符的条

带,显示重组蛋白CsCP1a-3a成功表达。重组蛋白以

包涵体的形式表达,经变性纯化及复性后最终获得浓

度为0.7-0.8
 

mg/mL较纯的可溶性蛋白(图6)。

  A CsCP1a B CsCP2a C CsCP3a M DNA标准分子量 
1 目的片段PCR产物

图
 

4 CsCP1a-3a扩增产物

A CsCP1 B CsCP2 C CsCP3 M  DNA
 

standard
 

molecular
 

weight 1 PCR
 

product
 

of
 

the
 

target
 

fragment
Fig.4 Amplification

 

products
 

of
 

CsCP1a-3a

3 Western
 

blot分析重组蛋白CsCP1a-3a抗原性

大鼠于华支睾吸虫感染后28
 

d粪检均查到了虫

卵,说 明 华 支 睾 吸 虫 感 染 大 鼠 模 型 建 立 成 功。

Western
 

blot结果显示重组蛋白CsCP1a-3a不与阴性

血清结合,能识别阳性血清。重组蛋白CsCP1a-3a末

能检测出感染1、2、3周血清中特异IgG条带,最早检

出阳性条带是感染4周血清(图7),与虫卵检出时间

一致。

  A CsCP1a B CsCP2a C CsCP3a M DNA标准分子量 
1 重组质粒PCR产物 2 重组质粒双酶切产物 3 载体质粒pET-
28a双酶切产物

图
 

5 重组质粒pET-28a-CsCP1a-3a
 

PCR及双酶切鉴定结果

A CsCP1 B CsCP2 C CsCP3 M  DNA
 

standard
 

molecular
 

weight 1 PCR
 

product
 

of
 

recombinant
 

plasmid 2 
double

 

digestion
 

product
 

of
 

recombinant
 

plasmid 3 double
 

digestion
 

product
 

of
 

vector
 

plasmid
 

pET-28a
Fig.5 The

 

recombinant
 

plasmid
 

pET-28a-CsCP1a-3a
 

was
identified

 

by
 

PCR
 

and
 

double
 

enzyme
 

digestion

  A CsCP1a B CsCP2a C CsCP3a M 蛋白标准分子量 1
 BL21-pET-28a-空质粒未诱导 2 BL21-pET-28a-空质粒诱导 3 
BL21-pET-28a-重组质粒未诱导 4 BL21-pET-28a-重组质粒经IPTG
诱导表达4

 

h 5 BL21-pET-28a-重组质粒诱导经超声裂菌后的上清

 6 BL21-pET-28a-重组质粒诱导经超声裂菌后的沉淀 7 重组蛋
白经Ni-琼脂糖凝胶6-His亲和层析柱纯化及复性后

图
 

6 12%SDS-PAGE分析重组蛋白CsCP1a-3a的表达、纯化与复性

A CsCP1a B CsCP2a C CsCP3a M protein
 

molecular
 

weight 1 BL21-Pet-28a-empty
 

plasmid
 

was
 

not
 

induced 2 BL21-
Pet-28a-empty

 

plasmid
 

induction 3 BL21-pET-28a-recombinant
 

plasmid
 

was
 

not
 

induced 4 BL21-pET-28a-recombinant
 

plasmid
 

was
 

induced
 

by
 

IPTG
 

for
 

4
 

h 5 BL21-pET-28a-recombinant
 

plasmid
 

was
 

used
 

to
 

induce
 

the
 

supernatant
 

after
 

sonication 6 BL21-pET-28a-
recombinant

 

plasmid
 

induced
 

precipitation
 

after
 

sonication 7 
Recombinant

 

proteins
 

were
 

purified
 

and
 

renatured
 

by
 

Ni-agarose
 

gel
 

6-
His

 

affinity
 

chromatography
 

column
Fig.6 Expression,purification

 

and
 

renaturation
 

of
 

recombinant
protein

 

CsCP1a-3a
 

by
 

12%SDS-PAGE
 

analysis

  A CsCP1a B CsCP2a C CsCP3a M 蛋白标准分子量 1
 阴性血清(0周) 2 阳性血清3~7感染1、2、3、4、5周血清

图
 

7 Western
 

blot分析重组蛋白CsCP1a-3a检测华支睾
吸虫感染大鼠血清特异IgG

A CsCP1a B CsCP2a C CsCP3a M protein
 

molecular
 

weight 1 Negative
 

serum
 

(at
 

week
 

0) 2 Positive
 

serum 3-7 
Sera

 

at
 

1,2,3,4,and
 

5
 

weeks
 

of
 

infection
Fig.7 Western

 

blot
 

analysis
 

of
 

recombinant
 

protein
 

CsCP1a-3a
for

 

detection
 

of
 

specific
 

IgG
 

in
 

serum
 

of
 

rats
 

infected
 

with
 

C.
 

sinensis
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讨 论

目前,临床上诊断华支睾吸虫感染的金标准仍是

粪检查虫卵。该方法对操作者的经验及技术水平要求

高,所需工作量大耗时长,难以满足大规模检测和流行

病学筛查的需要,存在一定局限性[17]。而免疫诊断因

操作简便,对仪器设备及实验室空间布局要求不高,易
应用于大规模的筛查等优点,常用于华支睾吸虫感染

的辅助诊断。华支睾吸虫感染的免疫诊断应用较为广

泛的是抗体检测。用于抗体检测的抗原包括成虫粗抗

原、纯化抗原和重组抗原3大类。成虫粗抗原虽敏感

性高但特异性较低,易出现交叉反应;纯化抗原虽特异

性高,但制备过程工艺复杂,存在抗原产出率低,不易

标准化等问题。而随着分子生物学技术、基因工程技

术及重组蛋白技术的发展,重组抗原越来越受到重视,
已陆续发现一些具有诊断价值的重组抗原,而其中的

半胱氨酸蛋白酶家族因具有较强的抗原性和免疫原性

受到了广泛关注[18-24]。
半胱氨酸蛋白酶主要分为组织蛋白酶L、组织蛋

白酶B以及钙激活蛋白酶等,广泛存在于动物和植物

以及寄生虫的蛋白酶家族,其功能域序列相对保守。
而与其他寄生虫感染血清发生交叉反应,是基于重组

半胱氨酸蛋白酶开发可靠的华支睾吸虫血清学诊断方

法的主要问题[20]。相同的抗原结构、相同的抗原表

位、相似的空间构象是产生交叉反应的主要因素。通

过重新剪接目的基因来改变其表达的氨基酸序列可减

少上述三种因素的影响,以期降低重组蛋白的交叉反

应,提高诊断特异性。Kang等[25]对华支睾吸虫副肌

球蛋白(CsPmy)151个氨基酸 残 基(aa375-525)的

CsPmyC-2片段进行原核表达,并分析其与肺吸虫、血
吸虫、后殖吸虫、颚口线虫感染血清的交叉反应。结果

显示,CsPmyC-2与血吸虫、后殖吸虫、颚口线虫感染

血清不发生交叉反应,仅与肺吸虫感染血清存在较弱

的交叉反应(2/12,16.7%)。本研究应用生物信息学

将CsCP1-3与其他常见12种寄生虫的组织蛋白酶L
进行多序列比对,结果显示CsCP1-3的木瓜蛋白酶家

族功能保守域序列的相似性与一致性远较其 N 端

aa1-150(信号肽+
 

cathepsin前体肽抑制功能域)序列

高;而B细胞线性表位分析结果显示主要的优势表位

集中在N端,提示位于N端的cathepsin前体肽抑制

功能域作为诊断分子可能具有较高的特异性。
刘宜升等[26]利用华支睾吸虫成虫粗抗原检测感

染家兔血清特异性抗体,在感染后1周即可检测到血

清特异IgG。Chen等[15]利用4个华支睾吸虫组织蛋

白酶B来检测感染大鼠血清特异IgG水平,结果显示

感染后第4周血清特异IgG水平明显升高;本实验通

过原核表达系统获得的重组蛋白CsCP1a-3a能与阳

性血清结合,显示出较好的抗原性;最早能识别出感染

后第4周血清,与Chen等[15]研究结果一致,与虫卵检

出时间同步,在诊断时效上亦不滞后,避免假阴性发

生。
特异性抗体的检出除了与宿主的反应性、感染程

度以及抗原分子的抗原性、免疫原性有关外,还与检测

方法的敏感度有关。Li等[27]曾将高特异性低敏感性

的华 支 睾 吸 虫 28 和 26
 

ku 谷 胱 甘 肽 s-转 移 酶

(Cs28GST和Cs26GST)、卵黄前体蛋白(CsVpB1)重
组蛋白混合制备了多重抗原,在保证特异性的同时将

检测敏感度提升至87%。本研究所使用的重组蛋白

CsCP1a-3a为单一组分,其抗原表位较全长CsCP1-3
少,理论上其敏感性或低于全长而特异性或高于全长。
后续将对CsCP1a-3a和CsCP1-3用于免疫诊断的特

异性和敏感性做进一步分析,以期筛选出具有实际应

用价值的诊断抗原,为华支睾吸虫病防治提供新方法。
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