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·检验技术与方法·

酶联免疫吸附法检测梅毒抗体试验灰区结果分析

董旭才，刘昕阳，张　婧，王　蔓，李　鸾，张惠中△

（陕西省西安市唐都医院检验科，陕西西安７１００３８）

　　摘　要：目的　分析梅毒酶联免疫吸附法（ＴＰＥＬＩＳＡ）在更换为两步法后的灰区结果。探讨适宜的梅毒检测操作规程以减少

误诊。方法　随机选取５０２８８例血清标本进行ＴＰＥＬＩＳＡ法筛查；对处于灰区的样本，再进行快速血浆反应素试验（ＲＰＲ）和梅

毒螺旋体明胶凝集试验（ＴＰＰＡ）进行验证。按疾病及年龄段分组，统计各组抗梅毒抗体灰区率。结果　５０２８８例血清样本，经过

ＴＰＥＬＩＳＡ法初筛灰区结果为６１例。不同年龄段造成的灰区率６１岁以上年龄段最高。结论　ＴＰＥＬＩＳＡ 检测仍存在一定的假

阳性，设定合理的灰区范围，对灰区内的样本进行确认试验具有重要的临床意义。

关键词：梅毒；　酶联免疫吸附测定；　梅毒血清诊断

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．０５．０３９ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）０５０５９８０２

犛狔狆犺犻犾犻狊犪狀狋犻犫狅犱狔犲狀狕狔犿犲犾犻狀犽犲犱犻犿犿狌狀狅狊狅狉犫犲狀狋犿犲狋犺狅犱犵狉犲狔犪狉犲犪狋犲狊狋狉犲狊狌犾狋狊犪狀犪犾狔狊犻狊

犇狅狀犵犡狌犮犪犻，犔犻狌犡犻狀狔犪狀犵，犣犺犪狀犵犑犻狀犵，犠犪狀犵犕犪狀，犔犻犾狌犪狀，犣犺犪狀犵犎狌犻狕犺狅狀犵△

（犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犆犾犻狀犻犮犪犾犔犪犫狅狉狋狅狉狔，犛犺犪犪狀狓犻狓犻狋犪狀犵犺狅狊狆犻狋犪犾，狓犻′犪狀，犛犺犪犪狀狓犻７１００３８，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＥＬＩＳＡｓｙｐｈｉｌｉｓｅｎｚｙｍｅａｎａｌｙｓｉｓ（ＴＰＥＬＩＳＡ）ｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｔｈｅｇｒａｙｚｏｎｅｔｗｏｓｔｅｐａｆｔｅｒｔｈｅｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ．Ｔｏ

ｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｓｙｐｈｉｌｉｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ，ｒｅｄｕｃｅｍｉｓｄｉａｇｎｏｓｉｓ．犕犲狋犺狅犱狊　Ｒａｎｄｏｍｌｙｃｈｏｏｓｅ５０２８８ｃａｓｅｓｏｆｓｅｒｕｍ

ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｆｏｒｓｙｐｈｉｌｉｓｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ；ｉｎｇｒｅｙａｒｅａｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅ，ｔｈｅｎｒａｐｉｄｐｌａｓｍａｒｅａｇｉｎｔｅｓｔ（ＲＰＲ）ａｎｄ

Ｔｒｅｐｏｎｅｍａｐａｌｌｉｄｕｍｐａｒｔｉｃｌｅａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎｔｅｓｔ（ＴＰＰＡ）ｆｏｒｖａｌｉｄａｔｉｏｎ．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｄｉｓｅａｓｅａｎｄａｇｅｇｒｏｕｐｓ，ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆａｎｔｉＴＰａｎ

ｔｉｂｏｄｙｇｒａｙａｒｅａｒａｔｉｏ．犚犲狊狌犾狋狊　５０２８８ｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓ，ａｆｔｅｒＴＰＥＬＩＳＡｍｅｔｈｏｄｔｏｓｃｒｅｅｎｇｒｅｙａｒｅａｉｎｔｈｅｅａｒｌｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆ６１ｃａｓｅｓ．

Ｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔａｇｅｏｆｇｒｅｙａｒｅａｒａｔｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｓｗａｓｍｏｒｅｔｈａｎ６１ｙｅａｒｓｏｌｄ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴＰＥＬＩＳＡｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｔｉｌｌｅｘｉｓｔｃｅｒｔａｉｎ

ｆａｌｓｅｐｏｓｉｔｉｖｅ，ｓｅｔｒｅａｓｏｎａｂｌｅｇｒｅｙａｒｅａ，ｔｈｅｇｒａｙｚｏｎｅｗｉｔｈｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎｔｅｓｔｈａｓｉｍｐｏｒｔａｎｔｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｓｙｐｈｉｌｉｓ；　ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ；　ｓｙｐｈｉｌｉｓｓｅｒｏｄｉａｇｎｏｓｉｓ

　　目前检测梅毒螺旋体感染的血清学方法主要是酶联免疫

吸附试验（ＥＬＩＳＡ），对梅毒抗体都有很好的检测能力
［１］。然而

试验的灰区结果容易造成假阳性又是引起误诊和医疗纠纷的

主要因素，本研究就是通过大量的统计结果及病情分析，对灰

区的标本进行进一步的检测，防止出现假阳性。“灰区”指在定

性ＥＬＩＳＡ测定中处于临界值（ｃｕｔｏｆｆ值）附近临床意义可疑的

一部分结果［２］。选定灰区范围为以ｃｕｔｏｆｆ值上下２０％为灰

区。现将本资料里灰区结果进行分析如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　５０２８８例患者血清取自唐都医院２０１１年４

月至２０１２年４月患者，选取其中６１例灰区的结果，其中男性

３６例，女性２５例；患者年龄１８～８０岁，平均（５１．４±１４．６）岁。

１．２　仪器与试剂　伯乐６８０全自动酶免分析仪。试剂选用北

京万泰生物技术有限公司生产的梅毒螺旋体抗体酶联免疫诊

断试剂盒。快速血浆反应素试验（ＲＰＲ）试剂盒由上海科华生

物技术有限公司提供，梅毒螺旋体明胶凝集试验（ＴＰＰＡ）试剂

盒为日本富士株式会社产品，均在有效期内使用。

１．３　方法　所有患者都进行梅毒酶联免疫吸附法（ＴＰ

ＥＬＩＳＡ）初筛，根据说明书判定为灰区结果的都再进行ＲＰＲ和

ＴＰＰＡ验证试验。最终结果以ＴＰＰＡ结果判定梅毒血清学阴

性或阳性。

２　结　　果

５０２８８例血清样本，经过 ＴＰＥＬＩＳＡ法初筛灰区结果为

６１例。６１例不同的疾病及年龄段的灰区率见表１、２。其中被

ＴＰＰＡ确认为阳性的标本有２例，占４．９％（２／６１）。这两例均

出现玫瑰斑疹，为２期梅毒。２例灰区结果ＲＰＲ及ＴＰＥＬＩＳＡ

稀释结果见表３（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附

件”）。其余５９例ＴＰＰＡ均为阴性。

表１　　６１例不同的疾病灰区率［狀（％）］

疾病 男 女 总计

肿瘤 ７（１９．４） ６（２４） １３（２１．３）

肝硬化 ６（１６．７） ３（１２） ９（１４．８）

自身免疫疾病 ４（１１．１） ４（１６） ８（１３．１）

艾滋病 ３（８．３） １（４） ４（６．６）

妊娠 ０（０．０） ２（８） ２（３．３）

其他 １６（４４．５） ９（３６） ２５（４０．９）

表２　　６１例不同的年龄段灰区率［狀（％）］

年龄段 男 女 总计

１８～＜３０岁 ５（１３．９） ４（１６） ９（１４．８）

３０～＜４０岁 ５（１３．９） ３（１２） ８（１３．１）

４０～＜５０岁 ４（１１．１） ３（１２） ７（１１．５）

５０～＜６０岁 ５（１３．９） ３（１２） ８（１３．１）

６０岁以上 １７（４７．２） １２（４８） ２９（４７．５）

３　讨　　论

随着卫生部要求梅毒螺旋体特异性抗体从一步法改为两

步法，两步法主要是从减少异常标本的假阳性方面考虑的，即

使如此，但是ＴＰＥＬＩＳＡ 两步法投入临床使用时间还比较短

暂，检测仍存在一定的假阴性及假阳性［３６］。

分析表３（见《国际检验医学杂志》网站主（下转第６００页）

·８９５· 国际检验医学杂志２０１４年３月第３５卷第５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．５



病死率居第３位的循环系统疾病；有些患者临床症状不典型，

容易漏诊及误诊，故ＡＰＥ的早期快速诊断，良好的疗效观察是

其治疗成功的关键。

脑钠肽（ＢＮＰ）主要由左、右心室肌细胞分泌的一种３２个

氨基酸组成的肽类激素，ＮＴＰｒｏＢＮＰ是由７６个氨基酸组成

的无活性的氨基酸 Ｎ末端ＢＮＰ原片段。ＮＴｐｒｏＢＮＰ是一种

对容量敏感的神经激素，反映心室内压力及室壁张力变化，其

升高程度与右室扩张、右室功能障碍和压力负荷相关［１２］，ＡＰＥ

时血栓阻塞肺动脉血流，体液因子释放，血管因缺氧而引起肺

收缩，使右心室壁张力增加，导致 ＮＴｐｒｏＢＮＰ释放增加
［３］。

本研究显示，溶栓治疗后血管再通患者 ＮＴｐｒｏＢＮＰ浓度显著

下降，可表明溶栓治疗后血栓溶解，血管再通，肺动脉阻力下

降，心室内压力及室壁张力下降，心室肌细胞分泌ＮＴｐｒｏＢＮＰ

减少，右心室功能得到改善。动态检测 ＮＴｐｒｏＢＮＰ浓度，结

合超声多普勒，ＣＴ肺动脉成像，显示 ＮＴｐｒｏＢＮＰ可作为评价

溶栓再灌注疗效的可行性指标。

Ｄ二聚体是血浆交联纤维蛋白降解产物，是纤维蛋白降解

产物中最小片段，升高显示血栓存在，Ｌｏｗｅ
［４］指出Ｄ二聚体是

观察纤溶效果最有价值的指标，较早的文献［５］报道Ｌｉａｔｅｓｔ定

量检测Ｄ二聚体作为肺栓塞诊断指标，其敏感度为１００％。

本研究表明，ＮＴｐｒｏＢＮＰ及Ｄ二聚体检测，可用于急性

肺栓塞的初步筛选，尤其是排除肺栓塞具有良好的敏感度；二

者升高时，对于鉴别心源性或不明原因呼吸困难具有重要意

义，同时提示临床医生关注肺栓塞发生的可能性，避免漏诊、误

诊。另外，动态检测 ＡＰＥ患者 ＮＴｐｒｏＢＮＰ和Ｄ二聚体的变

化规律，可对ＡＰＥ患者的疗效判定提供帮助。

本研究未选取手术后并发肺栓塞患者，因为在围手术期的

患者，体内纤溶系统被激活，Ｄ二聚体本身就以增高，故在围手

术期以Ｄ二聚体判断肺栓塞几乎无意义。肺动脉造影是肺动

脉栓塞检查的金标准，但耗时长，操作复杂，对环境、设备要求

高且为创伤性检查，故目前主要用于介入治疗过程中。

综上所述，检测ＮＴｐｒｏＢＮＰ及Ｄ二聚体对于肺栓塞的早

期诊断，鉴别诊断，疗效观察具有重要的临床意义。
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页“论文附件”）其原因是“钩状效应”引起的。“钩状效应”系

指在ＥＬＩＳＡ中，测定显色随着待测标本中抗原或抗体浓度的

增加而升高至一定程度后，测定吸光度即随抗原或抗体浓度的

增加而开始下降直至不显色，而出现假阴性结果的问题［７］。虽

然两步法很好解决了“钩状效应”的问题，但是偶尔还是会出

现。

疾病因素如肿瘤、肝硬化艾滋病等可使患者体内含有嗜异

性抗体、自身抗体、类风湿因子、甲胎蛋白等。这些特殊成分在

反应过程中有一定吸附作用，产生显色，造成灰区结果［８］。年

龄因素在实验工作中发现很多老年人梅毒ＥＬＩＳＡ灰区结果，

无临床症状，患者主诉无发病史和疾病接触史。梅毒ＥＬＩＳＡ

试剂盒由于抗原不纯和使用人血清白蛋白，增加了意外假阳性

抗原位点的可能。老年人容易出现免疫功能异常，容易产生一

些针对联接用的白蛋白抗体或者是一些异常蛋白质干扰了梅

毒抗体的ＥＬＩＳＡ反应。

实际工作中，对处于“灰区”的这些结果，若不能有效处理，

可能会影响患者的日常生活，甚至引起医疗纠纷。因此应建立

自己的“灰区”的解决措施。笔者认为先用 ＴＰＥＬＩＳＡ 法进行

初筛，再用 ＴＰＰＡ 试剂进行确认试验，同时做 ＲＰＲ试验，因

“钩状效应”引起的吸光度值若处于设定的“灰区”以下，还是有

漏诊的情况出现的。综上所述，ＥＬＩＳＡ试验虽然对梅毒的诊

断有很大的价值，但也存在着假阳性的情况。遇到可疑标本

时，应结合临床综合分析，详细询问患者有无性病史、流产史、

抗梅毒治疗史，认真查体，注意患者是否有梅毒体征，是否为老

年人等。或重新抽取标本，采用其他检测方法等加以确认，仍

为阳性时方可确诊，减少人为影响因素，避免假阳性结果造成

误诊，引起医疗纠纷［９］。
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