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　　摘　要：目的　目前大多数检测机构所使用的梅毒质控物其颜色与检测的血清标本一样，都为无色透明或微黄色，出现加错、

漏加或者量不足的情况很难用肉眼分辨，为了避免这种现象，该实验采用染料将质控物颜色进行改进。方法　采用自制经染色剂

改进的梅毒质控物的制备方法制备０．１２５、０．２５０、０．５００ＮＣＵ／ｍＬ３个浓度的染色质控物，使用上海科华和厦门英科新创梅毒诊

断试剂盒对其进行检测，并比较结果。结果　染色质控物与未染色质控同时采用两种试剂检测，但结果差异无统计学意义（犘＞

０．０５），使用两种不同的试剂连续检测不同浓度的质控物２０次，检测的变异系数（犆犞）范围分别为１１．７％～１３．４％、９．３％～

１２．９％；使用两种不同的试剂检测不同浓度的染色质控物３０ｄ，检测的犆犞 范围分别为１０．１％～１３．４％、８．０８％～１２．８％。

结论　通过柠檬黄染色并未影响梅毒质控物的性能，且该质控物在较长的时间内仍可以稳定的使用，在实际应用中也起到了较为

满意的效果，适合临床实验室应用和推广。
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　　目前我国的采供血机构都普遍采用酶联免疫吸附实验

（ＥＬＩＳＡ）来检测血液的传染性指标梅毒螺旋体（ＴＰ）
［１２］。而

做ＥＬＩＳＡ试验时，必须与检测的血液标本一起做一孔或者多

孔室内质控物来监测每次试验结果的有效性［３］。梅毒室内质

控品的基质来自于血清，因此，目前大多数检测机构所使用的

梅毒质控品其颜色与检测的血清标本一样，都为无色透明或微

黄色，很难用肉眼分辨［４］。为了克服现有的抗ＴＰ质控物的颜

色性状不足，本研究提供一种简单可靠的抗ＴＰ质控物的染色

方法，通过该方法染色的质控物不仅能依旧保持其原本的生物

化学性状监测酶联免疫反应的过程，而且能轻易通过肉眼将其

与阳性对照品、阴性对照品及检测的血液样本区分开来，并方

便将质控品随机设置在检测的血液样本中，使整个实验进程更

加安全可靠，质控品的值更能准确的反应实验结果。并且该染

色方法已申请获得国家发明专利《一种显色质控物及其应用》，

并且已获得发明专利授权（专利号：ＺＬ２０１３１０３５１０３１．７），在实

际应用中也起到了较为满意的效果，并期望得到更为广泛的推

广与应用。

１　资料与方法

１．１　仪器与试剂　两种抗ＴＰＥＬＩＳＡ试剂盒分别由上海科

华生物工程股份有限公司（试剂批号为２０１６０６０２１）和厦门英

科新创科技有限公司（试剂批号为２０１５１１７５２７）提供，以上试

剂均为中国药品生物鉴定所批批检合格产品。待染色的质控

物为康彻斯坦生物有限公司提供的抗ＴＰ标准物质，浓度：３

ｍＵ（０．５００ＮＣＵ／ｍＬ），批号：２０１５１１００３，有效期：２０１７１１１０。

ＳＴＡＲ全自动加样系统和ＦＡＭＥ全自动酶联检测系统（瑞士

Ｈａｍｉｌｔｏｎ公司），所有仪器均按要求定期维护和校准。柠檬黄

标准物质（北京世纪奥科生物技术有限公司），特征形态：固态，

纯度：９９．３％，保存条件：避光于干燥器中保存，化学名称：１４′

磺酸基苯基３羧基４４′磺酸苯基偶氮基５吡唑啉酮三钠盐。

分子式Ｃ１６Ｈ９Ｎ４Ｎａ３Ｏ９Ｓ２，相对分子质量为５３４．３６。

·８１· 国际检验医学杂志２０１７年１月第３８卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１７，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．１

 基金项目：武汉市卫生和计划生育委员会科研项目（ＷＸ１５Ｄ６１）。

　　作者简介：余谨，女，主管技师，主要从事临床血液检验方向的研究。



１．２　方法

１．２．１　抗ＴＰ标准物质的稀释　以康彻斯坦生物有限公司提

供的０．５００ＮＣＵ／ｍＬ梅毒螺旋体标准物质作为参考品，用

１０％小牛血清磷酸盐缓冲液作为稀释剂，按１∶１、１∶２、１∶４

等比例对其进行稀释释至所需低、中、高３种浓度（０．１２５、

０．２５０、０．５００ＮＣＵ／ｍＬ），用０．１‰的硫柳汞防腐，充分混合，无

菌分装于德国生产的１．５ｍＬ的实验室微量离心管中，于

－２０℃保存。

１．２．２　不同浓度梅毒螺旋体标准物质的染色　将柠檬黄固态

粉末于（１３５±３）℃烘４ｈ后置于干燥器中，冷却至室温，用分

析天平称量０．１ｇ充分溶解于１ｍＬ去离子水中，离心机１０００

ｒ／ｍｉｎ的转速离心１ｍｉｎ，待用。图１显示不同浓度柠檬黄溶

液的显色情况，按照实际情况，本实验选择０．１ｇ／ｍＬ的柠檬

黄溶液备用。吸取１μＬ０．１ｇ／ｍＬ已溶解的柠檬黄染料分别

加入１ｍＬ／支的３种浓度（０．１２５、０．２５０、０．５００ＮＣＵ／ｍＬ）抗

ＴＰ质控物中，盖上盖子，来回颠倒混匀１ｍｉｎ，可见质控物很

快均匀染色。染色质控物于－２０℃条件下保存。使用之前放

于４℃冰箱内解冻１ｄ后再放于室温下平衡０．５ｈ，备用。

图１　　不同浓度柠檬黄溶液显色情况

１．２．３　检测方法　使用上海科华和厦门英科新创两种不同品

牌的抗ＴＰＥＬＩＳＡ检测试剂盒分别检测３种不同浓度的染色

及未染色的抗ＴＰ标准物质，连续检测２０次，对其结果差异性

进行比较。再用两种品牌试剂每天与常规标本一起检测３种

不同浓度的染色及未染色的抗ＴＰ标准物质，连续检测３０ｄ，

评价质控结果。以上所有的实验均由专人按照室内质控的步

骤和方法完成。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０软件分析数据，计量资料

用狓±狊表示，抗ＴＰ标准物质检测结果比较采用狋检验，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　不同品牌试剂染色抗ＴＰ质控物检测结果　使用上海科

华和厦门英科新创两种不同品牌的抗ＴＰＥＬＩＳＡ检测试剂盒

分别检测３种不同浓度的染色及未染色的抗ＴＰ标准物质，连

续检测２０次，检测结果见表１。图２显示未染色质控物以及

染色质控物加入到酶标板中不同的显色情况。Ａ１～Ｈ３为未

染色质控物加入到酶标板中情况，几乎为透明色肉眼不易观察

加样量的情况，Ａ５～Ｅ７为染色质控物加入到酶标板中情况，

柠檬黄染色效果明显，肉眼辨识度很强。

２．２　染色ＴＰ质控物应用效果　使用上海科华和厦门英科新

创两种不同品牌的抗ＴＰＥＬＩＳＡ检测试剂盒分别检测３种不

同浓度的染色及未染色的抗ＴＰ标准物质，每天随常规标本一

起检测５孔，每个酶标板１孔，连续检测２０ｄ，检测结果见表

２。在２０ｄ双试剂检测中，３种浓度的染色质控物变异系数

（犆犞）值均小于１５％，体现出了较好的稳定性，并且通过犆犞值

发现０．５００ＮＣＵ／ｍＬ的染色质控物稳定性最好。图３所示，

０．５００ＮＣＵ／ｍＬ的染色质控物采用新创试剂每天检测５孔，连

续监测２０ｄ，共１００个点的犛／犆犗数据图，所有的点均在狓±３狊

范围之内，且犆犞值小于１５％，体现了很好的稳定性。

将染色质控物与未染色质控物的检测值用ＳＰＳＳ１９．０数

据分析软件做配对样本狋检验，染色组与未染色组两种试剂检

测结果差异无统计学意义（犘＞０．０５），可见通过柠檬黄染色并

未影响梅毒质控的性能，并且在较长的时间内可以稳定的使

用。

表１　　两种品牌试剂染色与非染色抗ＴＰ质控物检测结果

质控物
浓度

（ＮＣＵ／ｍＬ）

新创

狓 狊 犆犞１（％）

科华

狓 狊 犆犞２（％）

柠檬黄染色

改良质控物
０．１２５ １．０４０．１４ １３．４ １．２８０．１７ １２．９

０．２５０ ２．１７０．２８ １２．６ ２．６００．３２ １２．３

０．５００ ４．２６０．４９ １１．７ ５．３００．４９ ９．３

未染色改良

质控物
０．１２５ １．０２０．１１ １０．５ １．３００．１７ １３．０

０．２５０ ２．２３０．２８ １２．７ ２．９３０．３４ １１．７

０．５００ ４．１４０．３８ ９．０ ５．２５０．４５ ８．６

　　注：犆犞１为新创试剂的犆犞，犆犞２为科华试剂的犆犞；均值为吸光度

值／临界值（犛／犆犗）的均值。

图２　　染色质控物与未染色质控物加样情况比较

表２　　两种品牌试剂染色与非染色抗ＴＰ质控物检测结果

质控物
浓度

（ＮＣＵ／ｍＬ）

新创

狓 狊 犆犞１（％）

科华

狓 狊 犆犞２（％）

柠檬黄染色

改良质控物
０．１２５ １．０４０．１４ １３．４ １．３００．１７ １２．８

０．２５０ ２．１８０．２４ １１．２ ２．６５０．３４ １２．８

０．５００ ４．２５０．４２ １０．１ ５．３２０．４３ ８．１

未染色改良

质控物
０．１２５ １．０１０．１２ １１．７ １．２７０．１６ １３．３

０．２５０ ２．２１０．２４ １０．６ ２．８７０．３１ １０．６

０．５００ ４．１１０．３５ ８．６ ５．２４０．４０ ７．７

　　注：犆犞１为新创试剂的犆犞，犆犞２为科华试剂的犆犞；均值为吸光度

值／临界值（犛／犆犗）的均值。
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图３　　０．５００ＮＣＵ／ｍＬ染色质控物新创试剂检测应用

３　讨　　论

　　目前，ＥＬＩＳＡ是医学检验中常用的检测血液样品的方法，

因其检测的灵敏度和特异性都较高，便于自动化管理，价格低

等优势。目前我国的采供血机构都普遍采用ＥＬＩＳＡ来检测血

液的传染性指标之一———ＴＰ
［１］。而做ＥＬＩＳＡ试验时，必须与

检测的血液样本一起做一孔或者多孔室内质控物来监测每次

试验结果的有效性。梅毒室内质控品的基质来自于人的血清，

因此，目前大多数检测机构所使用的梅毒质控品其颜色与检测

的血清标本一样，都为无色透明或微黄色（无色透明为血清经

过处理后）。在大批量检测血液标本时，采用全自动加样设备

将１００μＬＴＰ质控品加于３００μＬ的酶标板孔内
［４５］。由于其

颜色与检测的血液标本很难分辨，试验中只能固定孔位，检测

者才能知道哪一孔做的是质控品，而事实上做质控品的要求是

必须随机分布于血液标本中间，与检测标本一起试验才能起到

质控物的监测作用［６７］。且目前大多数试剂厂家生产的阴性对

照、阳性对照与质控物的颜色十分相似，肉眼几乎不能辨别。

因此，实验人员也很难区分阴阳性对照品和质控品是否有加错

位置，或者混加的现象。质控品的试验结果直接关系到整批实

验数据的有效性。试验结果无效常常会导致试验必须重做，给

患者和工作人员带来不必要的麻烦和浪费［８９］。ＴＰ是卫生部

规定的所有采集的血液必须要检测的４项传染病指标之一
［１］。

因质控品结果不合要求而导致试验重做，严重时可能会影响到

患者及时输血，危及患者的生命。因此，对于ＴＰ质控物的颜

色性状的改进尤为重要。

本研究提供一种简单可靠的抗ＴＰ质控物的染色方法，通

过该方法染色的质控物不仅能依旧保持其原本的生物化学性

状监测酶联免疫反应的过程，而且能轻易通过肉眼将其与阳性

对照品、阴性对照品及检测的血液样本区分开来，并方便于将

质控品随机设置在检测的血液样本中，使整个实验进程更加安

全可靠，质控品的值更加能准确的反应试验结果。并且该染色

方法已申请获得国家发明专利《一种显色质控物及其应用》，并

且已获得发明专利授权（专利号：ＺＬ２０１３１０３５１０３１．７），在实际

应用中也起到了较为满意的效果。

本研究采用两种不同厂家的试剂分别检测经染色改进后

的质控物与未染色质控物，不论是同一天检测２０个点，还是

２０ｄ每天检测５个点，狋检验结果显示差异均无统计学意义

（犘＞０．０５），可见通过该染色方法改进的质控物在其质控性能

上并无影响。使用两种不同的试剂连续检测不同浓度的质控

物２０次，检测的犆犞 范围分别为１１．７％～１３．４％、９．３％～

１２．９％；使用两种不同的试剂检测不同浓度的染色质控物３０

ｄ，检测的犆犞范围分别为１０．１％～１３．４％、８．１％～１２．８％。

以上染色质控物检测结果的犆犞均在１５％以下，说明实验的精

密性较好，染色质控物稳定性也较好［１０１１］。另外，图１显示新

创质控图犆犞为１０．１％，图２显示科华的质控图犆犞为８．１％，

小于临床允许误差，１００次质控值均在范围内，并符合 Ｗｅｓｔ

ｇａｒｄ质控规则的１２ｓ、１３ｓ、２２ｓ（２２ｓ）和Ｒ４ｓ规则等，因此该染

色质控物的质控图可用来判断当天检测的结果是否在控制限

之内，以控制整个检验过程［１２１３］。总之，本研究自制的染色

ＴＰ质控物对系统误差、过失误差、偶然误差等方面起到了监控

作用，对保证ＴＰ检测质量有重要意义，在血液中心及其他实

验室具有一定的推广价值。
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