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·检验技术与方法·

三种梅毒螺旋体抗体检测方法的比较分析
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　　摘　要：目的　比较化学发光法（ＴＰＣＬＩＡ）、酶联免疫吸附试验（ＴＰＥＬＩＳＡ）和梅毒螺旋体明胶颗粒凝聚试验（ＴＰＰＡ）对梅

毒螺旋体特异性抗体（ＴＰＡｂ）检测的意义。方法　分别用ＣＬＩＡ、ＥＬＩＳＡ和ＴＰＰＡ检测患者的１７９７份血清样本，收集ＣＬＩＡ／

ＥＬＩＳＡ／ＴＰＰＡ／法检测均阳性但临床未明确诊断的标本及结果不一致标本以重组免疫印迹法（ＲＩＢＡ）最终确认。结果　三种方法

共筛选６９例阳性及可疑血清标本。ＣＬＩＡ／ＥＬＩＳＡ／ＴＰＰＡ法均阳性标本６３例，其中５２例有临床明确诊断。另１１例３种方法检

测均阳性但未明确诊断标本和６例检测结果不一致标本用ＲＩＢＡ 确证。ＣＬＩＡ法确认阳性６６例，阳性率３．６７；ＥＬＩＳＡ法确认阳

性６５例，阳性率３．６２；ＴＰＰＡ法法确认阳性６１例，阳性率３．３９；ＣＬＩＡ、ＥＬＩＳＡ及 ＴＰＰＡ法敏感性分别为９８．５１％、９７．０２％和

９１．０５％；特异性均为９９．８８；诊断效率分别９９．８３％、９９．７８和９９．６６％。结论　ＣＬＩＡ法和ＥＬＩＳＡ法敏感性均高于ＴＰＰＡ法，不

管用何种方法检测对于临床诊断不符的标本均应慎重，必要时用ＲＩＢＡ法补充确认，以排除假阳性。
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　　梅毒是梅毒螺旋体（犜狉犲狆狅狀犲犿犪狆犪犾犾犻犱狌犿，ＴＰ）所引起的

一种经典的慢性性传播疾病，几乎能侵犯全身各个器官，并产

生多种多样的症状和体征，近年来该病的发病率呈逐年上升趋

势［１］。因此梅毒的明确诊断和治疗显得至关重要。目前临床

实验室检测梅毒螺旋体感染的血清学方法主要有酶联免疫吸

附试验（ＥＬＩＳＡ）和梅毒螺旋体明胶颗粒凝集试验（ＴＰＰＡ）
［２］；

化学发光法（ＣＬＩＡ）作为国内新开发的梅毒血清学特异性抗体

检测方法，检测精密度好，无携带污染现象，灵敏度和特异性都

很高，自动化程度高，值得在临床推广［３］。本文就这三种方法

对梅毒螺旋体抗体的检测进行了比较分析。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　研究对象　２０１３年４月至５月南京市第一医院患者

血清样本共１７９７例。抽血４ｈ内分离血清，４℃保存，次日进

行ＣＬＩＡ和ＥＬＩＳＡ法检测，收集ＣＬＩＡ／ＥＬＩＳＡ法检测阳性标

本ＴＰＰＡ复检，收集所有阳性及可疑标本分装于－２０℃集中

保存，以ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ（ＷＢ）法确证。

１．１．２　仪器与试剂　ＣＨＥＭＣＬＩＮ６００型全自动化学发光免

疫分析仪以及配套的梅毒螺旋体抗体诊断试剂盒（北京科美生

物技术有限公司）、全自动酶联免疫分析仪ＥＬＩＳＡＳＴＡＲ（瑞

士澳斯邦公司）以及梅毒螺旋体抗体诊断试剂盒（厦门英科新

创科技有限公司）；ＴＰＰＡ 试剂盒为日本富士瑞必欧株式会社

产品。ＷＢ确证试剂，即重组免疫印迹法（ｒｅｃｏｍｂｉｎｅｎｔｉｍｍｕ

ｎｏｂｌｏｔａｓｓａｙ，ＲＩＢＡ）试剂是由欧蒙医学实验诊断股份公司生

产的抗梅毒螺旋体抗体ＩｇＧ检测试剂盒。

１．２　方法

１．２．１　ＣＬＩＡ法　采用双抗原夹心一步法免疫分析模式，使

用ＴＰ抗原制备固相抗原，用辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ
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ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记ＴＰ抗原，与样品中的梅毒螺旋体抗体

形成双抗原夹心。经洗涤后，加入化学发光底物液，测定其发

光值（ＲＬＵ），根据临界值判断样品中是否含有梅毒螺旋体

（ＴＰ）特异性抗体，结果判断以Ｓ／ＣＯ≥１．０为阳性，Ｓ／ＣＯ＜１．０

为阴性。

１．２．２　ＥＬＩＳＡ法　采用双抗原夹心ＥＬＩＳＡ法检测血清或血

浆中梅毒螺旋体抗体。在微孔条预包被基因表达梅毒抗原，与

血清中抗ＴＰ抗体反应，再加入 ＨＲＰ标记基因工程重组梅毒

抗原与之结合，然后用ＴＭＢ系统作用显色，再以酶免仪结果

判断，Ｓ／ＣＯ≥１．０为阳性，Ｓ／ＣＯ＜１．０为阴性。

１．２．３　ＴＰＰＡ法　采用超声裂解纯化的梅毒螺旋体 Ｎｉｃｈｏｌｓ

株为抗原 ，包被在人工载体明胶粒子上，与血清中的特异性抗

体结合后出现肉眼可见的凝集反应的检测方法。

１．２．４　ＲＩＢＡ法　通过电泳转移硝酸纤维膜抗原条上含有梅

毒螺旋体的抗原和样本中的特异性ＩｇＧ抗体结合，在于酶标抗

人ＩｇＧ温育后通过显色条带以判定阴性、可疑及阳性结果，一

般以出现两条及以上特异性条带（Ｐ１５、Ｐ１７、Ｐ４５、Ｐ４７）为阳性；

一条特异性条带为可疑；无特异性条带为阴性。

１．３　统计学处理　分别统计三种方法的阳性结果并计算阳性

率，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对检测结果进行χ
２ 检验，犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＣＬＩＡ、ＥＬＩＳＡ和ＴＰＰＡ法检测结果　共检测血清标本

１７９７份，获得阳性或可疑结果共６９例。三种方法测定均为阳

性结果的标本６３例；其中５２例临床已明确诊断未用ＲＩＢＡ法

确认；另１１例３种方法检测均阳性但未明确诊断标本和６例

检测结果不一致标本以ＲＩＢＡ 确诊。结果为：ＣＬＩＡ筛选未明

确诊断的１６例阳性标本，ＲＩＢＡ法确认１４例阳性，１例阴性；

ＥＬＩＳＡ法筛选未明确诊断的１５例阳性标本，ＲＩＢＡ法确认１３

例阳性，１例阴性；ＴＰＰＡ法筛选１１例未明确诊断阳性标本，

ＲＩＢＡ法确认９例阳性，１例阴性；值得注意的是有１例标本三

种方法测定结果均为阳性，ＲＩＢＡ法测定结果为不确定，见表

１。部分ＲＩＢＡ法测定结果见附图１（见《国际检验医学杂志》网

站主页“论文附件”）。

表１　　三种方法测定的阳性结果［狀（％）］

测定方法 经ＲＩＢＡ确证前 经ＲＩＢＡ确证后

ＴＰＣＬＩＡ ６８（３．７８） ６６（３．６７）

ＴＰＥＬＩＳＡ ６７（３．７３） ６５（３．６２）

ＴＰＰＡ ６３（３．５１） ６１（３．３９）

２．２　三种检测方法敏感性和特异性比较　ＣＬＩＡ、ＥＬＩＳＡ和

ＴＰＰＡ法敏感性分别为９８．５１％、９７．０２％和９１．０５％；特异性

均为９９．８８％；统计学分析表明，ＣＬＩＡ法、ＥＬＩＳＡ法敏感性均

高于ＴＰＰＡ法，差异具有统计意义（犘＜０．０５）。ＣＬＩＡ 法和

ＥＬＩＳＡ法之间敏感性差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＣＬＩＡ、

ＥＬＩＳＡ和 ＴＰＰＡ 法 诊 断 效 率 分 别 为 ９９．８３％、９９．７８％ 和

９９．６６％，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。值得注意的是本次检

测出现１例老年人标本三种方法均阳性，但ＲＩＢＡ法不确定。

３　讨　　论

目前梅毒的实验室诊断方法主要有病原学、血清学方法。

其中病原学检查方法直接可靠，但易受条件制约，适于科研或

教学使用；血清学检查方法分非梅毒螺旋体抗体试验和梅毒螺

旋体抗体试验，前者操作简便、试剂成本低、肉眼判读、可快速

诊断，适于早期筛查及疗效观察，但为非特异性方法，存在一定

的假阳性率；特异性梅毒螺旋体抗体试验敏感性和特异性均较

高，可作为梅毒确诊实验，但不能用于观察疗效、判定复发和再

感染。ＥＬＩＳＡ法采用双抗原夹心法检测血清中的梅毒螺旋体

抗体，利用酶的放大系统，且具有双重识别机制使假阳性和假

阴性不易出现，故敏感性和特异性均较高，许多学者认为

ＥＬＩＳＡ法是梅毒血清学诊断的首选方法
［４５］，本法费用相对较

低，可实现自动化和标准化，适用于大批量标本的检测；但由于

ＥＬＩＳＡ法本身方法学的影响，结果的重复性较差，检测过程受

干扰因素较多，易出现假阳性结果，检测结果往往需要第２种

方法验证后方可发出［６］；ＴＰＰＡ法从标本处理到出具检测结果

只需要２ｈ，也不需要特殊设备，但当进行大样本量检测时，费

时费力且人工肉眼观察结果易有差异，结果不能自动化保存。

ＣＬＩＡ法采用苯并葱为发光底物，且洗涤液的特殊配方可有效

排除其他因素的干扰，检测过程高度自动化、试验重复性好、耗

时短，能高度敏感地检测出ＴＰ抗体。然而，这种方法的缺点

也是显而易见的：检测成本要高于上述两种方法。而作为确证

方法，ＲＩＢＡ操作简单、不需要特殊仪器，肉眼即可判断结果，

并且特异性和敏感性的优势是上述三种方法无法比拟的［７］；但

是实验时间同样比较长，约１００ｍｉｎ，手工操作的流程在大样本

检测时就显得繁琐，而且检测成本高昂，与ＥＬＩＳＡ、ＣＬＩＡ比较

并没有优势。因此ＲＩＢＡ事实上并不适于大规模医院临床实

验室常规开展应用，一般仅用于科研及特殊标本检测。

本实验血清标本无脂血及溶血，且为次日检测，排除血球

沉降不充分干扰，但仍出现１例老年人标本三种方法都阳性，

但ＲＩＢＡ法不确定，推测可能是老年人血清检测易出现假阳

性［８］。有研究报道只有１５ｋｄ和４５ｋｄ两区带是梅毒螺旋体特

异性抗原，若两区带任何一条出现阳性即可判定梅毒感

染［９１１］。该文献报道用免疫印迹法检测梅毒时，上述两区带几

乎１００％阳性，而其他螺旋体及健康人血清与其不发生结合。

有研究者对不同类型条带做了研究，认为，梅毒螺旋体感染后，

首先出现的是 ＴＰ４５ＩｇＭ 抗体（４５ｋｄ区带）后期阶段出现

ＴＰ１５ＩｇＭ抗体（１５ｋｄ区带）。抗梅毒治疗减少ＩｇＧ的 ＴＰ１７

（１７ｋｄ区带）和ＴＰ４７抗体（４７ｋｄ区带）的表达水平
［１２］。

需要指出的是，由于方法学比较成本较高，本文仅仅比较

了南京医科大学附属南京第一医院２０１３年４～５月间２个月

的标本１７９７份，如果需要更深入的比较上述三种方法的优

劣，以及ＲＩＢＡ各区带在梅毒患者不同分期中的分布特征，还

需要收集更多的样本、更详细的实验方案，此项工作以后将进

一步进行。

综上所述，建议不管ＥＬＩＳＡ法还是ＣＬＩＡ法对Ｓ／ＣＯ较低

的标本均应慎重，必要时用ＲＩＢＡ法补充确证，以排除假阳性。
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体，但Ｆａｂ抗体Ｆｃ切除更完全、分子量更小易穿透等优点使其

在医学上使用更加广泛［６］。我国首个抗体药物即是由一株肝

癌单克隆抗体Ｆａｂ片段与碘１３１偶联的偶合物
［７］。

Ｆａｂ是由木瓜蛋白酶水解ＩｇＧ的铰链区二硫键连接的２

条重链的近Ｎ端获得，其酶切过程受缓冲环境、ｐＨ 及温度的

影响［８］，一般先通过小规模酶切摸索最佳的酶切条件。酶切条

件选择的一般条件是在相同酶切效果下最低的木瓜蛋白酶溶

度及最短的酶切时间，因为过度酶切会影响Ｆａｂ的产量及活

性。抗体经酶切后的Ｆａｂ分离一般均采用传统的蛋白Ｇ／Ａ亲

和层析及凝胶过滤或离子交换的方式，本文介绍的纯化方式与

之比较具有以下优势：（１）操作快速简单，凝胶过滤每次处理及

上样至少需要６ｈ以上，且需要专业的纯化设备。亲和层析纯

化每步完成仅需半小时，手工及仪器均可完成。（２）适合大规

模制备，凝胶过滤每次上样体积限制２～５ｍＬ，最大每次处理

数十毫克的抗体，本方法仅需扩大亲和柱体积，即可完成克级

抗体的处理。（３）Ｆａｂ抗体质量更高，双亲和层析法不仅可以

完全去除Ｆｃ片段及加入的木瓜蛋白酶，还能去除酶切失活的

Ｆａｂ抗体及腹水制备过程中混入的“杂抗体”，达到二次纯化效

果，这是其他纯化方式无法完成的。

ＮＨＳａｃｔｉｖａｔｅｄＳｅｐｈａｒｏｓｅ４ＦａｓｔＦｌｏｗ 活化偶联填料是

Ａｍｅｒｓｈａｍ公司的产品，是一种平均粒径９０μｍ的，含１６～２３

μｍｏｌＮＨＳ／ｍＬ活化基团的高效偶联填料，广泛应用于各类蛋

白质相互作用研究及蛋白纯化研究［９１０］。本研究选用该填料

是利用其以下优点：（１）高偶联率，制备的抗原亲和柱平均每毫

升的偶联填料中偶联蛋白３．６８ｍｇ，偶联率为９２．１％，５ｍＬ填

料理论结合对应抗体达１００ｍｇ，适合大规模制备。（２）高稳定

性，ＮＨＳａｃｔｉｖａｔｅｄＳｅｐｈａｒｏｓｅ偶联蛋白后非常稳定，偶联分子

不易脱落，即使在在苛刻洗脱条件下也能保持稳定，避免脱落

的偶联分子对制备的Ｆａｂ抗体的污染。此外，耐高压及易清洗

的特点利于填料的反复使用，适用于科研及生产。

本文成功建立了一种简单易行的抗体分离纯化抗体Ｆａｂ

片段的方法，该方法不仅操作简单，而且能提高纯化Ｆａｂ抗体

片段的纯度及亲和力，适用于科研或者生产中快速、高质量、大

规模制备Ｆａｂ抗体片段。
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ｂｏｄｙｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｆｏｒｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆｓｙｐｈｉｌｉｓ

［Ｊ］．ＣｈｉｎＭｅｄＪ（Ｅｎｇｌ），２０１３，１２６（２）：２０６２１０．

（收稿日期：２０１３１１０１）

·２６４· 国际检验医学杂志２０１４年２月第３５卷第４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．４


