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3种方法检测梅毒螺旋体抗体不确定标本的性能评价*
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  摘 要:目的 评价时间分辨荧光免疫试验(TRFIA)、酶联免疫吸附试验(ELISA)和胶体金法检测梅毒螺

旋体抗体不确定标本的性能。方法 以TRFIA筛选1.0≤S/CO≤9.9的梅毒螺旋体抗体不确定标本,同时用

梅毒螺旋体颗粒凝集试验(TPPA)、ELISA和胶体金法检测,以TPPA为确认方法,比较TRFIA、ELISA和胶

体金法的灵敏度、特异度、符合率、约登指数、似然比和受试者工作特征(ROC)曲线下面积。结果 与TPPA比

较,TRFIA、ELISA和胶体金法的灵敏度分别为100.00%、88.57%和51.43%,特异度分别为0.00%、96.26%
和85.05%,符合率分别为24.65%、94.37%和76.76%,约登指数分别为0.00、0.85和0.36,阳性似然比分别

为1.00、23.69和3.44,阴性似然比分别为0.00、0.12和0.57,ROC曲线下面积分别为0.50、0.92和0.68。
结论 TRFIA灵敏度高,可用于梅毒血清学筛查,ELISA的灵敏度、特异度和符合率均高,可用于梅毒血清学

筛查和诊断,胶体金法的灵敏度低,不宜用于梅毒血清学筛查。检测灰区的梅毒抗体不确定标本需用TPPA复

查,以减少误诊。
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  梅毒是梅毒螺旋体感染人体所引起的一种慢性、
系统性、长期发展的性传播疾病,具有较强传染性[1]。
梅毒主要传播途径为性接触传播、母婴垂直传播和血

液传播。孕妇一旦感染,可导致胎儿早产、死产或娩

出先天梅毒患儿[2]。由于梅毒螺旋体培养困难,实验

室常用血清学检查进行梅毒血清学筛查和诊断,包括

梅毒螺旋体试验和非梅毒螺旋体试验[3]。梅毒螺旋

体试验包括化学发光免疫试验(CLIA)、酶联免疫吸

附试验(ELISA)、梅毒螺旋体颗粒凝集试验(TPPA)、
时间分辨荧光免疫试验(TRFIA)和胶体金法等。本

研究拟以TPPA为确认试验,比较TRFIA、ELISA和

胶体金法检测梅毒抗体不确定标本的能力,为实验室

选择合适的梅毒检测方法和策略提供实验依据。
1 材料与方法

1.1 材料来源 收集2019年10月15日至2020年

1月17日于本院进行梅毒特异性抗体检测结果为不

确定的血清标本共142份,男54例,女88例,平均年

龄(50±14)岁。
1.2

 

 标本纳入标准 用 TRFIA 检测梅毒血清抗

体,1.0≤S/CO≤9.9为梅毒抗体不确定标本,作为研

究对象,纳入研究。
1.3 仪器与试剂 TPPA梅毒螺旋体抗体检测试剂

盒(TPPA 试剂)由日本富士瑞必欧株式会社生产,
ELISA梅毒螺旋体抗体诊断试剂盒(ELISA试剂)由北

京万泰生物药业股份有限公司生产,TRFIA梅毒螺旋

体抗体检测试剂盒(TRFIA试剂)和EasyCuta
 

MiNi全

自动时间分辨荧光免疫分析检测仪由江苏苏州新波生

物技术有限公司生产,胶体金法梅毒螺旋体抗体检测试

剂盒由厦门英科新创科技有限公司生产,洗板机ELX-
50和酶标仪ELX-800由美国宝特公司生产。
1.4 方法 将实验前收集并保存于-20

 

℃的血清标

本取出并解冻,同时用TPPA、ELISA、TRFIA和胶体

金法检测。TPPA:加标本稀释液至U型反应板,第1
孔100

 

μL,第2~4孔各25
 

μL,用移液器取血清25
 

μL至第1孔,反复混匀后取25
 

μL至第2孔,连续倍

比稀释至第4孔,最后1孔混匀后弃去25
 

μL,第3孔

加未致敏粒子25
 

μL,第4孔加致敏粒子25
 

μL,将微

量反应板置振荡器振荡30
 

s;置微量反应板于有盖湿

盒内,室温静置2
 

h后,观察结果,第4孔凝集成实心

圆为阴性,散在分布或者成环状为阳性。ELISA:分
别在预包被板条孔中加入待测标本100

 

μL,同时设空

白对照1孔、阴性对照各3孔和阳性对照2孔;37
 

℃
温育60

 

min;洗板5次;除空白对照孔外,分别加入酶

标记物100
 

μL,轻轻振荡混匀;37
 

℃温育30
 

min;洗
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板5次;每孔加入显色剂 A、B各50
 

μL,轻轻振荡混

匀,37
 

℃显色30
 

min;每孔加入终止液50
 

μL,轻轻振

荡混匀;终止后10
 

min内测试并输出结果,结果判读

S/CO<1.0为阴性,S/CO≥1.0为阳性。TRFIA:分
别在相应板条孔中加入待测标本50

 

μL,同时设阴性

和阳性对照各2孔;各孔中加相应铕标抗原100
 

μL;
室温,振荡45

 

min;洗板5次;各孔加入相应铕标生物

素100
 

μL;室温,振荡15
 

min;洗板5次;每孔加入增

强液各100
 

μL,室温,振荡15
 

min;加增强液后30
 

min内自动检测并输出结果,以S/CO<1.0为阴性,
S/CO≥1.0为阳性。胶体金法:从包装袋内取出试剂

条,置于干净平台上,于加样区加100
 

μL标本,20
 

min内读取并记录结果,仅出现质控线为阴性,质控

线和检测线同时出现为阳性。以上操作和结果判定

均严格按照作业指导书进行。
1.5 统计学处理 将实验数据录入EXCEL表格,用
SPSS19.0进行数据处理及统计分析。本研究数据为

配对计数资料,以频数或率表示。以TPPA为标准,
采用 受 试 者 工 作 特 征 (ROC)曲 线 分 析 TRFIA、
ELISA和胶体金法的检测能力。
2 结  果

2.1 TPPA、TRFIA、ELISA和胶体金法检测结果分

析 以TPPA结果为标准,检出梅毒抗体阳性35例,
阴性107例;TRFIA与TPPA不一致107例,均为假

阳性;ELISA与TPPA不一致8例,假阳性和假阴性

均为4例;胶体金法与TPPA不一致33例,假阳性和

假阴性分别为16例和17例。见表1。
表1  TRFIA、ELISA、胶体金法与TPPA检测结果(n)

TPPA
TRFIA

阳性 阴性 合计

ELISA

阳性 阴性 合计

胶体金法

阳性 阴性 合计

阳性 35 0 35 31 4 35 18 17 35

阴性 107 0 107 4 103 107 16 91 107

合计 142 0 142 35 107 142 34 108 142

2.2 TRFIA、ELISA和胶体金法检测能力比较 以

TPPA为标准,TRFIA的灵敏度为100.00%,而特异

度为0.00%,假阳性率高;ELISA灵敏度为88.57%,
特异度为96.26%,符合率为94.37%;胶体金法灵敏

度仅为51.43%,特异度和符合率分别为85.05%和

76.76%,假阴性率高;ELISA阳性似然比为23.68,
TRFIA阴性似然比为0.00。见表2。

表2  TRFIA、ELISA和胶体金法检测能力比较

检测方法
灵敏度

(%)
特异度

(%)
符合率

(%)
约登

指数

阳性

似然比

阴性

似然比

TRFIA 100.00 0.00 24.65 0.00 1.00 0.00

ELISA 88.57 96.26 94.37 0.85 23.68 0.12

胶体金法 51.43 85.05 76.76 0.36 3.44 0.57

2.3 TRFIA、ELISA和胶体金法 ROC曲线 TR-

FIA、ELISA 和胶体金法 ROC曲线下面积分别为

0.50、0.92和0.68,其中ELISA检测梅毒抗体不确

定标本准确率最高,胶体金法次之,TRFIA最低。见

图1。

图1  TRFIA、ELISA和胶体金法ROC曲线

3 讨  论

  目前,梅毒是一个严重威胁人类健康的公共性问

题。近年来,我国梅毒发病率呈明显上升趋势,已成

为严重的社会和医学问题[4]。在美国,梅毒流行率不

断上升,其中男性同性恋、育龄妇女和新生儿的梅毒

发病率增幅最大[5]。
梅毒螺旋体筛查作为孕前优生基本项目之一,其

准确的检验结果是正确评价计划怀孕夫妇患梅毒风

险的重要依据[6]。我国基层实验室在进行梅毒血清

学筛查时,使用的方法种类很多,在日常工作中使用

不同检测方法时,需充分了解其特点,报告检验结果

时应综合分析,必要时可选择多种方法进行检测和验

证,以提高检测结果的准确性[7]。
TPPA使用梅毒螺旋体毒株(Nichols株)制成抗

原,与待测血清中的梅毒螺旋体抗体产生凝集反应,
其优点是试剂稳定、结果明了、灵敏度高和特异度高,
缺点是手工操作繁琐,结果需主观判断,对操作人员

能力要求较高,试剂成本较高[1,8],不易进行大批量标

本检测。美国疾病预防控制中心推荐使用TPPA来

判定梅毒螺旋体试验和非梅毒螺旋体试验不一致的

结果[9],并将TPPA定为确诊方法。因此,本研究将

TPPA作为确认试验,来评价其他3种方法对临床常

见梅毒抗体不确定标本的检测能力。
TRFIA是以镧系元素(本研究试剂盒以铕元素

为标记)标记抗原或抗体,与时间分辨测定技术结合

而建立起来的一种新型非放射性微量分析方法,经增

强液放大,可以将检测下限提高百万倍,具有灵敏度

高、发光稳定和荧光寿命长等优点,已被广泛用于临

床检测[10]。但在梅毒患病率较低的人群中,单独使用

灵敏度高、特异度较低的方法检测,易导致误诊,会给

患者造成不必要的伤害和情绪困扰[11-12]。由于 TR-
FIA灵敏度高和特异度低,用于梅毒血清学筛查时,
其检测的低荧光强度的标本需用TPPA进一步确认,

·1503·国际检验医学杂志2020年12月第41卷第24期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,December
 

2020,Vol.41,No.24



以减少假阳性。
ELISA因具有灵敏度高、特异度高和操作简单等

优点,被广泛应用于临床检测。本研究结果显示,
ELISA灵敏度、特异度和符合率均较高。胶体金法是

常用的即时检测方法,快速、简便,但由于灵敏度低,
使其应用受到限制。有学者认为单独采用ELISA检

测出的假阳性结果,在没有“金标准”做补充的情况

下,很难作出明确的判断。血清学结果不一致的患者

[如EIA-反 应 性、快 速 血 浆 反 应 素 环 状 卡 片 试 验

(RPR)-无反应性]对临床医生来说是诊断和治疗的

挑战,因为这些结果可能是假阳性、梅毒前期或在反

应性RPR发生前的早期梅毒[13-14]。因此,血清学结

果不一致时需用TPPA确认。但这样可能会带来一

些不必要且重复的工作,增加实验室的试剂和人力成

本,这就需要实验室制订科学合理的梅毒检测策略和

复检规则,以便精简工作流程,提高工作效率和结果

准确性。
既往有关于CLIA与ELISA和胶体金法等梅毒

血清学检测方法比较和评价的研究[15],而对于梅毒螺

旋体抗体不确定标本的检测历来备受关注但研究不

多。本研究创新地比较了TRFIA、ELISA和胶体金

法在梅毒螺旋体抗体不确定标本的检测能力。首先,
随着TRFIA技术的成熟,其被广泛应用,需要更多的

实验数据和结果供参考和选择。其次,笔者在前期实

验发现,当TRFIA的S/CO>9.3时,TRFIA与TP-
PA结果一致,因此,本研究选择1.0≤S/CO≤9.9的

标本作为梅毒抗体不确定标本进行研究。此外,不论

是梅毒血清学筛查,还是确认试验,梅毒抗体不确定

标本才是实验室检测的难点和重点,只有此类标本结

果的准确性才能真实和客观地评价某种检测方法和

诊断试剂。
本研究的不足之处在于,仅选择了1.0≤S/CO≤

9.9的梅毒抗体不确定标本进行研究,若能同时选择

S/CO>9.9和S/CO<1.0的标本,将能更加全面地

比较和评价3种方法的检测能力,计划下一步开展此

研究。
本研究结果显示,TRFIA虽灵敏度高,但特异度

低,若用于梅毒血清学筛查,低荧光强度的标本需加

做TPPA,以减少误诊;ELISA的灵敏度、特异度和符

合率均高,可用于实验室梅毒血清学筛查和诊断,但
灰区标本仍需TPPA确认;胶体金法灵敏度低,易漏

诊,不宜用于梅毒血清学筛查,但在无条件开展其他

梅毒血清学检测的基层或者社区实验室和僻远地区

及术前急查时也是可以选择的。因此,建议实验室应

全面了解各种梅毒检测方法的优缺点和性能,并结合

自身条件和被检测人群的梅毒流行病学特征,选择适

当的检测方法和策略,以减少误诊和漏诊,提高梅毒

检测结果的准确性,以便更好地服务临床和患者。
综上所述,TRFIA灵敏度高,可用于梅毒血清学

筛查;ELISA的灵敏度、特异度和符合率均高,可用于

梅毒血清学筛查和诊断;胶体金法的灵敏度低,不宜

用于梅毒血清学筛查。检测灰区的梅毒抗体不确定

标本需用TPPA复查,以减少误诊。
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