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干式荧光发光法快速检测梅毒螺旋体抗体的 
方法建立和初步应用与评价
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摘　要：目的　建立一种干式荧光发光法快速检测梅毒螺旋体 (Treponema pallidum，TP) 总抗体的检测技术，并评价其

检测性能。方法　利用高活性优势表位嵌合 TP 抗原，基于免疫层析和荧光发光平台，采用双抗原夹心原理建立检测梅

毒螺旋体总抗体的快速检测方法。应用该方法检测梅毒螺旋体抗体快速试剂国家参考品，并与酶联免疫法平行检测 360
例临床样本，比较评价该技术的检测性能。结果　建立了梅毒螺旋体总抗体干式荧光发光快速检测技术，检测国家参考

品 10 份阳性参考品符合率为 10/10，20 份阴性参考品符合率为 19/20，三批产品的批内重复性分别为 12.00%，12.30%
和 9.10%，批间重复性为 10.90%，最低检测限参考品 L1 和 L2 检测为阳性，L3 检测为阴性。在临床样本评价中，该检

测技术诊断梅毒患者的 AUC 值为 0.986，敏感度和特异度分别为 99.08% 和 94.02%，阳性预测值和阴性预测值分别为

87.80% 和 99.58%，阳性似然比和阴性似然比分别为 16.569 和 0.009 8。与酶联免疫法检测试剂相比较，总体符合率为

98.06% (Kappa=0.965)，具有高度等效性。结论　本研究建立的梅毒螺旋体抗体干式荧光发光快速检测技术是一种敏感

度和特异度均高的检测方法，能够满足临床检测需要。
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Abstract: Objective　To establish a dry fluorescent dry fluorescent luminescence technique for the detection of Treponema 
pallidum(TP) total antibody and evaluate its detection performance. Methods　Anti-treponema pallidum total antibody was 
detected by the dry fluorescent dry fluorescent luminescence technique established using highly active dominant epitope chimeric 
TP antigen. A total of 360 clinical samples were tested in parallel with enzyme-linked immunoassay (ELISA) to evaluate the 
performance of the dry fluorescent luminescence technique. Results　The coincidence rate of 10 positive reference samples was 
10/10, and the coincidence rate of 20 negative reference samples was 19/20. The intra-batch reproducibility of the three batches 
was 12.00%, 12.30% and 9.10%, respectively, and the inter-batch reproducibility was 10.90%. The minimum limit of detection 
was positive for L1 and L2, and negative for L3. In clinical performance evaluation, the AUC value was 0.986, and the sensitivity 
and specificity of the dry fluorescent luminescence technique were 99.08% and 94.84%, respectively. The positive predictive 
value and the negative predictive value were 87.8% and 99.58% respectively. The positive likelihood ratio and the negative 
likelihood ratio were 16.569 and 0.009 8, respectively. The overall coincidence rate between dry fluorescent luminescence method 
and ELISA was 98.06% (Kappa=0.965). Conclusion　The dry fluorescence luminescence technique of Treponema pallidum 
total antibody is a rapid detection method with high sensitivity and specificity, which can meet the needs of clinical detection.
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近年来梅毒的发病率逐年增加，在国家法定传

染病中位居第 3 位，成为严重的公共卫生问题。梅

毒是由梅毒螺旋体 (Treponema pallidum，TP) 感染

引起的性传播疾病 [1-2]，早期梅毒传染性最强，随

后逐渐减弱；同时早期梅毒的临床治愈率显著高于

二、三期梅毒，因此对梅毒的早期诊断和治疗就显

得格外重要 [3-4]。梅毒的诊断主要依靠实验室检测，

尤其是血清学检查 [5]。目前使用 ELISA 或化学发光

法检测梅毒螺旋体特异性抗体 [6-7]，但这些方法检

测往往需要 1~2 h，不适合临床快速筛查。故本研

究基于免疫层析和荧光发光平台，利用高活性优势

表位嵌合 TP 抗原，拟建立一种干式荧光发光快速

检测特异性梅毒螺旋体总抗体的检测技术，并对其

检测性能进行初步评价。

1　材料与方法

1.1　研究对象　109 例经临床确诊的梅毒患者、44
例其他疾病对照组患者和 207 例健康体检者血清样

本由昆明市第三人民医院检验中心于 2020 年 7 月

~2021 年 3 月期间收集，保存于 -80℃备用。109
例经临床确诊的梅毒患者平均年龄 43.8±17.2 岁，

其中男性 44 例，女性 65 例；44 例其他疾病对照组

患者平均年龄 45.7±14.5 岁，其中男性 23 例，女

性 21 例；207 例健康体检者平均年龄 43.8±10.9 岁，

其中男性 85 例，女性 122 例。三组性别和年龄比

较差异无统计学意义。本研究获得昆明市第三人民

医院伦理委员会批准通过。

1.2　仪器与试剂　兔 IgG 和羊抗兔 IgG 购自北京

华信行生物技术有限公司；BSA 购自 Sigma 公司；

荧光微球购自上海迈普生物科技有限公司；玻璃纤

维素垫、硝酸纤维素膜（NC 膜）等耗材购于上海

杰一生物技术有限公司；梅毒螺旋体抗体快速试剂

国家参考品（批号：370035-201801）购自中国食

品药品检定研究院；梅毒螺旋体抗体诊断试剂盒（酶

联免疫法）购自上海科华生物工程股份有限公司。

ELx405 深孔板洗板机和 ELx-808 吸收光酶标仪购

自美国 Bio-TeK 公司；AFS-1000 干式荧光免疫分析

仪购自广州蓝勃生物科技有限公司。

1.3　方法

1.3.1　TP 抗原的表位分析：采用 BIOSUN 生物信

息学软件，分别输入 TP47，TP17 和 TP15 抗原氨基

酸序列，然后利用 B 细胞表位分析功能，根据表位

峰值的高低分析筛选优势表位区段。

1.3.2　高活性优势表位嵌合 TP 抗原的制备：根据

NCBI 公布的 TP 抗原的核酸序列，将 TP47，TP17
和 TP15 三种抗原优势表位区段的核酸序列进行连

接获得基因序列，序列合成由中美泰和生物技术

有限公司完成。将高活性优势表位嵌合 TP 抗原的

基因序列连接入 pET-28a 载体，构建原核表达质粒

pET-TP47-17-15，转化大肠埃希菌 BL21，将含有测

序正确目的基因的大肠埃希菌菌株进行诱导表达。

收集诱导后的菌体，超声波破碎，收集上清液进行

Ni 柱纯化，洗脱收集目的蛋白，进行 SDS-PAGE
电泳鉴定。

1.3.3　干式荧光发光法 TP 总抗体检测卡建立：用

包被稀释液将高活性优势表位嵌合 TP 抗原稀释至

最佳包被浓度；将羊抗兔 IgG 稀释成最佳包被浓度；

用划膜仪将两种包被液分别喷到硝酸纤维素膜上。

将已包被的硝酸纤维素膜 37℃干燥 24 h。将最佳标

记浓度的高活性优势表位嵌合 TP 抗原与微球按最

佳比例进行偶联制得微球标记抗原溶液。将微球标

记抗原溶液调整至最佳浓度，以最佳量喷至玻璃纤

维垫上制备成 TP 微球结合垫。将 TP 微球结合垫室

温干燥 12h。在干燥室内将反应膜、兔 IgG 微球结

合垫、TP 微球结合垫、样品垫、滤纸等装配成反

应板，再用切条机切成试纸条组装成 ID 卡，装入

铝箔袋内。检测时，阳性样本中的 TP 抗体先与固

化在玻璃纤维上的荧光微球标记的高活性优势表位

嵌合 TP 抗原结合形成复合物，并继续向 NC 膜层

析，通过 NC 膜检测线（T 线）时，被包被在 NC
膜上的高活性优势表位嵌合 TP 抗原捕获。仪器显

示结果为 S/CO 值，S 代表待测样本 T 线荧光值和

C 线荧光值比值（T/C），CO 为 Cut-off 值，S/CO
值≥ 1，结果为阳性；S/CO 值＜ 1，结果为阴性。

1.3.4　临界值（Cut-off 值）的确定：选取 120 例经

酶联免疫法检测确认为 TP 抗体阴性的健康体检血

清样本，采用本研究检测技术进行检测，分别记录

T 线荧光值和 C 线荧光值，并计算比值（T /C），

然后计算 T /C 的平均值（X）和标准差（S），以

x±2s 为 Cut-off 值。

1.3.5　干式荧光发光法 TP 总抗体检测试剂性能评

估：根据国家食品药品监督管理局《体外诊断试剂

注册管理办法（试行）》和中国合格评定国家认可

委员会颁布实施的《临床免疫学定性检验程序性能

验证指南》，采用梅毒螺旋体抗体快速试剂国家参

考品评估阳性符合率、阴性符合率、最低检测限、

批内重复性、批间重复性；采用临床样本评估临床

敏感度、特异度、阴性预期值、阳性预期值、似然比。

梅毒螺旋体抗体快速试剂国家参考品包含 10 份阳

性参考品（P1~P10），20 份阴性参考品（N1~N20），

3 份最低检测限参考品（L1~L3）和 1 份重复性参

考品（CV）。

1.3.6　临床样本检测

1.3.6.1　酶联免疫法：应用双抗原夹心原理，检测

人血清或血浆中的梅毒螺旋体抗体。严格按照试剂
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盒说明书进行操作，用酶标仪读数，波长 450 nm。

以 S/CO 值≥ 1.0 为阳性，S/CO 值＜ 1.0 为阴性。

1.3.6.2　干式荧光发光法：应用双抗原夹心原理，

检测人血清或血浆中的梅毒螺旋体抗体。用移液器

分别吸取 100μl 血清 / 血浆样本，加入到检测卡上

加样孔中。检测卡加样反应 15 min 后立即上机检

测分析结果并输出报告。

1.4　统计学分析　使用 SPSS 19.0 统计软件进行处

理，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，计

数资料比较采用 Kruskal-Wallis 检验，两组间比较

采用 ANOVA 方差分析，P ＜ 0.05 为差异有统计学

意义。运用 GraphPad Prism 5 软件绘制 ROC 曲线，

并计算敏感度与特异度。等效性采用 Kappa 检验，

Kappa 值在 0~1 之间，越接近 1 说明两种试剂检测

结果的一致性越好。

2　结果

2.1　TP 抗 原 的 优 势 表 位 筛 选　 见 图 1。 利 用

BIOSUN 生物信息学软件分析确定优势表位区段

分 别 为 20~170aa（TP47），30~150aa（TP17） 和

22~80aa（TP15）。

A.TP47 抗原；B.TP17 抗原；C.TP15 抗原；箭头指示区段为优势表位区段

图 1　 TP 抗原的 B 细胞表位分布图

2.2　高活性优势表位嵌合TP抗原的制备　见图2。

高活性优势表位嵌合 TP 抗原为可溶性表达，Ni 柱

纯化后获得纯化抗原，经 SDS-PAGE 电泳鉴定，结

果显示抗原相对分子量约为 37.9kDa。

M. 分子量标准；1. 纯化抗原

图 2　高活性优势表位嵌合 TP 抗原 SDS-PAGE 电泳鉴定

2.3　干式荧光发光法 TP 总抗体检测技术分析性能

评估　通过对 120 例经酶联免疫法检测确认为阴性

的健康人群血清样本的检测，确定本研究干式荧光

发光法 TP 抗体检测技术的 Cut-off 值为 0.172。以

本研究技术检测梅毒螺旋体抗体快速试剂国家参

考品，结果见表 1。10 份阳性参考品检测均为阳

性，符合率为 10/10；20 份阴性参考品检测 19 份

为阴性，符合率为 19/20；三批产品的批内重复性

分别为 12.00%，12.30% 和 9.10%，批间重复性为

10.90%，均≤ 20%；3 份最低检测限参考品 L1 和

L2 检测为阳性，L3 检测为阴性，以上各项均符合

国家参考品检测要求。

2.4　临床应用评价

2.4.1　临床样本检测：采用本研究所建立的干式荧

光发光法 TP 总抗体检测技术对 360 例临床样本进

行检测，结果见图 3。两组间方差分析显示，梅毒

患者血清中抗 TP 总抗体水平（S/CO：3.942±1.980）

与其它疾病对照组和健康对照组之间的差异有统

计学意义（P<0.001）；其它疾病对照组（S/CO：

0.676±1.169）与健康对照组（S/CO：0.199±0.275）

差异无统计学意义（P>0.05）。以临床诊断为金标

准，根据 ROC 曲线，本研究检测技术诊断梅毒患

者的 AUC 值为 0.986（95% CI：0.975~0.996），S/
CO=1 为临界值，检测敏感度为 99.08%（95% CI：
94.99%~99.98%）（108/109），特 异 度 为 94.02%
（95% CI：90.37%~96.63%）（236/251）；阳 性 预
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测值为 87.80%，阴性预测值为 99.58%；阳性似然 比为 16.569，阴性似然比为 0.009 8。
表 1　　　　　　　　　　　 梅毒螺旋体抗体快速试剂国家参考品检测结果

阳性参考品 阴性参考品 重复性参考品 CV 最低检出限参考品

编号 S/CO 编号 S/CO 编号 S/CO 批次 1 批次 2 批次 3 编号 S/CO

P1 3.447 N1 0.132 N11 0.106 2.737 3.114 3.156 L1 2.726

P2 3.429 N2 0.139 N12 0.116 2.625 2.544 2.702 L2 1.684

P3 2.463 N3 1.037 N13 0.136 2.720 3.063 3.122 L3 0.105

P4 3.362 N4 0.131 N14 0.113 2.597 2.862 3.255

P5 1.873 N5 0.118 N15 0.046 2.976 3.014 3.240

P6 2.720 N6 0.105 N16 0.052 2.622 2.462 2.952

P7 3.007 N7 0.193 N17 0.048 2.968 2.507 2.634

P8 4.933 N8 0.157 N18 0.022 3.725 2.673 3.085

P9 2.951 N9 0.202 N19 0.023 3.203 3.629 3.009

P10 2.619 N10 0.138 N20 0.028 3.131 2.934 2.747

P>0.05

P>0.001 P>0.001

A. 散点图；B.ROC 曲线图，其中 AUC 值为曲线下面积

图 3　干式荧光发光法 TP 总抗体检测技术检测性能

2.4.2　干式荧光发光法与酶联免疫法比较：见表 2。

平行检测 360 例临床样本，以酶联免疫法试剂检测

结果为参考标准，干式荧光发光法与酶联免疫法的

阳性符合率为 96.77%（120/124），阴性符合率为

98.73%（233/236），总体符合率为 98.06%（353/360），

两种方法检测结果差异无统计学意义（P>0.05），

Kappa 指数为 0.965，表明两种方法具有高度一致性。
表 2　       360 例临床样本的平行检测结果

干式荧光发光法

酶联免疫法

梅毒患者组 疾病对照组 健康体检组

阳性 阴性 阳性 阴性 阳性 阴性

阳性 108 0 8 0 4 3

阴性 1 0 1 35 2 198

合计 109 0 9 35 6 201

3　讨论  
准确快速地检测梅毒对于临床输血安全以及传

染病防控具有重要作用。传统的梅毒螺旋体抗体明

胶颗粒凝集试验虽然是梅毒螺旋体抗体检测金标

准，但由于天然抗原不易获得造成试剂昂贵，限制

了其在临床上的应用 [6,8]。近年来，采用基因重组技

术制备的 TP 抗原逐渐代替天然抗原，基于重组抗

原建立起来的酶联免疫法、化学发光法、胶体金免

疫层析法等检测技术也在临床上得到广泛应用 [9-11]。

梅毒螺旋体抗原中 TP47，TP17 和 TP15 三个脂

蛋白具有较强的抗原性。TP47 被认为是梅毒螺旋体

丰度最高、免疫性最强和特异度最好的抗原，TP17
和 TP15 虽然含量较低，但无论在人体内还是动物实

验都表明具有很强的免疫原性，单独或联合作为包

被抗原表现出较好的敏感度和特异度 [12-14]。在本研

究中所采用高活性优势表位嵌合 TP 抗原是经过 B
细胞表位分析预测确定 TP47，TP17 和 TP15 的优

势表位区段，并将其串联融合表达为涵盖三种抗原

优势表位的嵌合抗原，既保持了抗原的大部分活性

表位，又去除了 TP47 中和人纤连蛋白存在较高同

源性的区段。本研究基于此抗原所建立的干式荧光

发光法 TP 总抗体快速检测技术检测国家参考品，

阳性参考品、阴性参考品、最低检出限和重复性检
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测结果均符合要求。在临床性能评价中，以临床诊

断为金标准，ROC 曲线分析显示本研究技术具有

较高检测性能，但特异度有待进一步提高。

本研究的干式荧光发光法 TP 总抗体快速检测

技术基于免疫层析和荧光发光平台，采用双抗原夹

心法原理设计。将该检测技术与临床广泛使用的酶

联免疫法检测试剂相比较，具有高等效性。但是本

研究检测技术仅需一步检测，可在 15 min 内获得结

果，简便快捷，检测时间显著缩短，更加适合术前

快速检测的要求。与胶体金免疫层析技术相比，敏

感度更高，荧光信号通过设备读取，保证结果的准

确性、客观性，容易进行实验室质控，避免了人为

判断的误差 [15]。因此，本研究检测技术是一种敏感

度和特异度均高的现场快速简便的检测方法，能够

满足临床检测需要。
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