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　　【摘要】　目的　建立梅毒螺旋体抗体化学发光免疫检测方法，并分析其临床应用价值。方法　应用基因工程

重组的梅毒螺旋体外膜脂蛋白ＴＰ１５、ＴＰ１７和ＴＰ４７抗原混合包被微孔板，并以辣根过氧化物酶标记此３种抗原蛋

白，结合鲁米诺化学发光底物系统，建立梅毒螺旋体抗体双抗原夹心化学发光检测方法。应用梅毒螺旋体抗体诊断

试剂国家参考品分析所建立方法的特异性、灵敏度、稳定性和精密性。所建立的方法与日本富士ＴＰＰＡ、雅培化学

发光试剂同时检测临床血清样本３５２份，比较检测结果。结果　所建立的方法符合国家参考品质量标准。批内变

异系数４．６８％～５．７７％、批间变异系数１２．８２％；试剂盒置３７℃考核３ｄ，其稳定性良好。与ＴＰＰＡ法、雅培化学发

光法对照，阳性符合率分别为９８．２％、９６．５５％；阴性符合率分别为９９％、９８．６４％；总符合率分别为９８．９％、

９８．５８％；Ｋａｐｐａ值分别为０．９６、０．９５，一致性强度均最强。结论　成功建立了特异、敏感和稳定的梅毒螺旋体抗体

化学发光免疫检测方法，适用于梅毒感染的批量筛查，具有较大的临床应用价值。
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　　近年来由梅毒螺旋体（ＴＰ）引起的梅毒性传播疾病的发病

率在我国呈上升趋势［１］。梅毒临床表现复杂，容易漏诊或误

诊。因此，梅毒的血清学检查对鉴别诊断、早期治疗和阻断传

播途径极为重要［２］。梅毒的血清学检查作为输血和术前的必

检项目，包括梅毒血清反应素检测和梅毒螺旋体特异性抗体检

测。前者敏感性和特异性不理想，后者特异性和敏感性好，成

为最重要的诊断指标之一［３５］。本文应用基因工程重组的梅毒

螺旋体外膜脂蛋白 ＴＰ１５、ＴＰ１７和 ＴＰ４７抗原混合包被微孔

板，并以辣根过氧化物酶标记此３种抗原蛋白，结合鲁米诺化

学发光底物系统，成功建立梅毒螺旋体抗体双抗原夹心化学发

光检测方法，并初步应用于临床标本的检测。

１　材料与方法

１．１　标本来源　福州市传染病医院２０１１年５月１１日至１１

月２２日就诊患者梅毒抗体阳性血清４７份，及２０１１年１１月２３

日至１２月７日门诊或住院患者梅毒抗体检测血清标本３０５

份，共３５２例，其中男２７９例，女７３例，年龄１～９２岁，平均

（４０．１±１５．１）岁，所有血清均－３０℃保存待检。

１．２　主要试剂与仪器　鲁米诺及其增强剂对碘苯酚购自Ｓｉｇ

ｍａ公司；ＨＣＣＬＡⅢ化学发光分析仪（洪诚公司产品）；洗板

机（ａｎｔｈｏｓｆｌｕｉｄｏ）；ＡＲＣＨＩＴＥＣＩ１０００化学发光免疫分析仪（雅

培），白色不透明微孔板购自深圳市金灿华实业有限公司；

ＴＰ１５、ＴＰ１７和ＴＰ４７抗原以及辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的

ＴＰ１５、ＴＰ１７和ＴＰ４７抗原均购自深圳市菲鹏生物股份有限公

司；对照试剂：日本富士梅毒螺旋体明胶颗粒凝集试验（ＴＰ

ＰＡ），试剂批号：ＶＮ１０８１３；雅培 ＡＲＣＨＩＴＥＣ全自动化学发光

检测，试剂批号：０９１３１ＬＰ０３。ＴＰ抗体诊断试剂国家参考品购

自中国食品药品检定研究院，批号：２４００１３２００９０１。

１．３　化学发光检测方法

１．３．１　化学发光底物配制　化学发光底物液分Ａ液和Ｂ液，

Ａ液用鲁米诺及其增强剂对碘苯酚配制，Ｂ液为 Ｈ２Ｏ２ 溶液，

使用时Ａ液和Ｂ液等量混合后加入。

１．３．２　阴阳性对照品配制　分别取多份梅毒螺旋体抗体阴性

或阳性血清，经６０℃１ｈ灭活，过滤除菌后适当稀释配制。

１．３．３　抗原包被板的制备　用０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ９．６的碳酸盐

缓冲液为包被液，将ＴＰ１５、ＴＰ１７和ＴＰ４７混合抗原作不同稀

释度稀释后，每孔１００μＬ加入微孔板中，置４℃包被２４ｈ。

ＰＢＳ洗涤３次后，加０．５％ＢＳＡ的ｐＨ７．４的ＰＢＳ封闭液，室温

２ｈ后弃去封闭液，除湿干燥后备用。

１．３．４　实验方法　采用双抗原夹心一步法检测ＴＰ抗体。主

要操作步骤是：包被板设阴性对照、阳性对照、待检样品孔。分

别加入对照血清和血清标本５０μＬ，然后每孔再加 ＨＲＰ标记

的ＴＰ混合抗原结合物（每孔５０μＬ，酶结合物１∶３０００稀

释），振荡混匀后，于３７℃温育６０ｍｉｎ；然后用ＰＢＳ洗板５次

后拍干；最后每孔加发光底物液（Ａ液和Ｂ液等量混合）１００

μＬ，混匀后室温避光放置５ｍｉｎ，用化学发光分析仪测量相对

发光值（ＲＬＵ）。

１．３．５　结果判定　Ｃｕｔｏｆｆ值＝阴性对照ＲＬＵ均值×２．１；样

品的ＲＬＵ值大于或等于Ｃｕｔｏｆｆ值判定为ＴＰ抗体阳性；否则

判定为ＴＰ抗体阴性。

１．４　准确性实验　将生产的三批梅毒螺旋体抗体化学发光免

疫检测试剂（批号：１１１１１０；１１１１２０；１１１１３０），检测２０份ＴＰ抗

体国家阴性参考品，１０份国家阳性参考品、精密度参考品以及

Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３和Ｌ４共４份灵敏度参考品。

１．５　稳定性实验　将ＴＰ抗体化学发光诊断试剂置３７℃３ｄ

后，检测２０份ＴＰ抗体诊断试剂国家阴性参考品、１０份国家阳

性参考品、精密度参考品以及Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３和Ｌ４共４份灵敏度

参考品。

１．６　与对照试剂进行比较　严格按照试剂盒中操作步骤进行

检测，并在试剂盒有效期内使用。

２　结　　果

２．１　准确性　将生产的三批梅毒螺旋体抗体化学发光免疫检

测试剂（批号：１１１１１０；１１１１２０；１１１１３０）检测ＴＰ抗体诊断试剂

国家参考品，检测结果符合均国家质量标准，结果见表１。

２．２　稳定性　将ＴＰ抗体化学发光诊断试剂置３７℃３ｄ后，
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检测２０份ＴＰ抗体诊断试剂国家阴性参考品结果为全部阴

性；检测１０份国家阳性参考品结果全部为阳性；精密度参考品

检测的批内变异系数为８．１９％，符合国家质量标准要求；Ｌ１、

Ｌ２、Ｌ３和Ｌ４灵敏度参考品检测结果为全部符合国家质量标

准要求。

２．３　与其他进口试剂比较

２．３．１　以 ＴＰＰＡ结果为参照标准，特异性（阴性符合率）＝

（２９２／２９５）×１００％＝９９．０％；灵敏度（阳性符合率）＝（５６／５７）

×１００％＝９８．２％；总符合率＝（３４８／３５２）×１００％＝９８．９％。

见表２。与参照试剂比对，Ｋａｐｐａ值＝０．９６，一致性强度最强

（０．８１～１．０）。

表１　三批产品检测ＴＰ抗体诊断试剂国家参考品实验结果

项目 国家质量标准 １１１１１０ １１１１２０ １１１１３０

阴性参考品符合率 ２０／２０ ２０／２０ ２０／２０ ２０／２０

阳性参考品符合率 １０／１０ １０／１０ １０／１０ １０／１０

灵敏度参考品符合率 Ｌ１阳性 阳性 阳性 阳性

Ｌ２阳性 阳性 阳性 阳性

Ｌ３阳性或阴性 阴性 阴性 阴性

Ｌ４阴性 阴性 阴性 阴性

精密度符合率（％） 批内犆犞≤１５．０ ４．６８ ５．５６ ５．７７

批间犆犞≤２０．０ 三批试剂的批间犆犞为１２．８２

表２　本化学发光试剂与ＴＰＰＡ试剂测定结果对比（狀）

本化学发光试剂盒
ＴＰＰＡ对照试剂盒

阳性 阴性
合计

阳性 ５６ ３ ５９

阴性 １ ２９２ ２９３

合计 ５７ ２９５ ３５２

表３　本化学发光试剂与ＴＰＰＡ试剂测定结果对比（狀）

本化学发光试剂盒
雅培对照试剂盒

阳性 阴性
合计

阳性 ５６ ３ ５９

阴性 ２ ２９１ ２９３

合计 ５８ ２９４ ３５２

表４　３５２例标本中三种试剂检测不一致结果

标本序号 ＴＰＰＡ
本化学发光

试剂（Ｓ／ＣＯ）

雅培对照

试剂（Ｓ／ＣＯ）

２３ 弱＋ －（０．１４） －（０．５３）

２５ － ＋（１．０８） －（０．５７）

１４０ － ＋（４．９６） －（０．０９）

１４２ － ＋（１．２７） －（０．０９）

２０８ － －（０．１３） ＋（３．３２）

３５１ － －（０．２０） ＋（１．１７）

　　注：＋表示阳性，－表示阴性。

２．３．２　与雅培 ＡＲＣＨＩＴＥＣ全自动化学发光检测结果比较，

阴性符合率＝（２９１／２９５）×１００％＝９８．６４％；阳性符合率＝

（５５６／５８）×１００％＝９６．５５％；总符合率＝（５６＋２９１）／３５２×

１００％＝９８．５８％；Ｋａｐｐａ值＝０．９５，一致性强度最强，见表３。

两者检测结果不一致的样本Ｓ／ＣＯ＜５．０，ＴＰＰＡ检测结果均阴

性，见表４。

３　讨　　论

目前临床常用的ＴＰ抗体的检测方法有梅毒螺旋体血球

凝集试验、ＴＰＰＡ、荧光梅毒螺旋体抗体吸附试验、酶联免疫吸

附试验、化学发光法等。前三者检测试剂成本高，操作较烦琐，

耗时较长，不适合大量标本的筛查。酶免法试剂是目前检验科

常用的免疫学检测方法，适合梅毒的大规模筛查，但灵敏度和

特异性不及前三者，且存在一定的假阳性。而化学发光免疫检

测方法由于灵敏度高、特异性强、操作简便、快速、线性范围较

宽等优点，被认为是最有发展前景的实验室诊断方法之一［５６］。

由于进口产品价格昂贵，因此成功研制和生产抗梅毒螺旋体测

定试剂盒化学发光免疫检测试剂盒具有重大的经济和社会

效益。

本研究应用基因工程重组的梅毒螺旋体外膜脂蛋白

ＴＰ１５、ＴＰ１７和ＴＰ４７抗原混合包被微孔板，并以辣根过氧化

物酶标记此３种抗原蛋白，结合鲁米诺化学发光底物系统，建

立了梅毒螺旋体抗体双抗原夹心化学发光检测方法。应用ＴＰ

抗体诊断试剂国家参考品分析所建立方法的特异性、灵敏度、

稳定性和精密性，并与进口ＴＰＰＡ、雅培发光，比较检测临床血

清样本３５２份。结果表明所建立的方法用于检测梅毒螺旋体

抗体国家参考品，符合国家参考品质量标准。批内变异系数

４．６８％～５．７７％、批间变异系数１２．８２％；试剂盒置３７℃考核

３ｄ，其稳定性良好。与ＴＰＰＡ法、雅培化学发光法对照，阳性

符合率分别为９８．２％、９６．５５％；阴性符合率分别为９９％、

９８．６４％；总符合率分别为９８．９％、９８．５８％；Ｋａｐｐａ值分别为

０．９６、０．９５，一致性强度均最强（０．８１～１．０），本研究试剂与进

口检测试剂之间具有等效性。本文建立的方法具有操作简便、

检测时间短，容易自动化，适合批量检测，便于及时地报告检测

结果。因此，本研究成功建立了特异、敏感和稳定的梅毒螺旋

体抗体化学发光免疫检测方法，适用于梅毒感染的快速批量筛

查，具有较大的临床应用价值。
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