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变性梅毒重组抗原免疫印迹技术的建立及其在鉴别梅毒 
血清学假阳性实验的应用

彭振亚，张银辉，陈安宁，肖桂初，靳　晶，邹　钢，陆学东（中山大学附属第八医院，广东深圳  518033）

摘　要：目的　为了评估临床梅毒抗体筛查中出现假阳性实验结果的真实性，建立了变性梅毒重组抗原免疫印迹技术，

并应用于对临床非高危人群梅毒抗体筛查阳性血清进行验证确认，分析出现假阳性的可能性。方法　采用梅毒 TP47，

TP45，TP17 和 TP15 重组抗原，将变性后的抗原与非变性的抗原配对包被在硝酸纤维膜载体上，建立梅毒免疫印迹抗体

谱检测方法。收集临床经电化学发光免疫分析仪及配套试剂检测的梅毒螺旋体抗体假阳性的非性病高危人群门诊和住院

患者血清样本 56 例、临床确认梅毒患者血清样本 25 例和健康体检人员样本 30 例进行方法学验证。并用该方法对 1 例 
特殊的“梅毒患者”进行了鉴别。结果　根据建立的变性与非变性抗原配对梅毒免疫印迹抗体谱检测结果判定模式，56
例临床梅毒螺旋体抗体筛查假阳性样本，对四种变性重组抗原均不发生反应，无阳性条带。但是对二种以上非变性抗原

发生弱阳性反应，出现阳性条带；25 例梅毒患者对照样本，对四种非变性和变性重组抗原均有反应，出现强阳性条带；

30 例健康体检人员样本，对四种非变性和变性重组抗原均无反应。梅毒螺旋体特异性抗体阳性特殊“梅毒患者”血清样本，

对四种变性重组抗原均为阴性反应，但对四种非变性重组抗原出现阳性反应。患者样本经血清免疫固定电泳分析，结合

临床资料诊断为 IgG λ 型单克隆免疫球蛋白血症。结论　变性梅毒重组抗原免疫印迹抗体谱检测，可有效鉴别临床梅

毒抗体假阳性样本。但是，对于梅毒患者的确认一定要将检验结果结合患者的流行病学史、临床表现等进行诊断。
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Build of Immunoblotting Technique Using Denatured Recombinant Antigen 
of T. pallidum and Application to Identify False Positive Serum Test  

Results of Syphilis
PENG Zhen-ya, ZHANG Yin-hui, CHEN An-ning, XIAO Gui-chu, JIN Jing, ZOU Gang, LU Xue-dong

（the Eighth Affiliated Hospital of Sun Yat-Sen University, Guangdong Shenzhen 518033, China）

Abstract: Objective　To evaluate the correctness of the false-positive results of the clinical syphilis serum screening test, the 
denatured recombinant  antigen of T. pallidum（TP） immunoblotting technique was established and it was applied to verify the 
positive results of the treponemal antibody screening test in the clinical non-highrisk population and analyze the likelihood of 
false positives. Methods　The recombinant antigens TP47, TP45, TP17 and TP15 of T. pallidum were used, and the denatured 
antigens and non-denatured antigens were paired and coated on nitrocellulose membrane (NC). The immunoblotting antibody 
spectrum detection method for syphilis was established. 56 cases of false positive samples for T. pallidum antibody detected by 
electrochemiluminescence immunoassay and supporting reagents from outpatient and inpatient patients with clinical non-sexually 
transmitted diseases , 25 samples of confirmed syphilis patients and 30 samples of healthy physical examinees were collected for 
methodological verification. A special case of syphilis was identified by this method. Results　According to the established 
judgment model of the detection results of denatured and non-denatured antigens paired with western blot antibody spectrum of 
syphilis, 56 clinical samples of T. pallidum antibody screening were false positive, but none of the four denatured recombinant 
antigens had any reaction and no positive band. However, there were weak positive reactions to more than two non-denatured 
antigens, and positive bands appeared. The control samples of 25 syphilis patients all reacted to four non-denatured and denatured 
recombinant antigens of T. pallidum and showed strong positive bands. The samples of 30 health check-ups showed no reaction 
to four non-denatured and denatured recombinant antigens. The serum samples of special “syphilis patients” with positive specific 
antibody against Treponema were negative for four denatured recombinant antigens, but positive for four non-denatured 
recombinant antigens. The patient was diagnosed as IgGλ monoclonal immunoglobulin by serum immunofixation 
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electrophoresis analysis and clinical data. Conclusion　The detection of denatured recombinant antigen of T. pallidum 
immunoblotting antibody profile could effectively identify the false positive samples of clinical syphilis . However, for the 
confirmation of syphilis patients, the test results must be combined with the epidemiological history and clinical manifestations of 
the patients for diagnosis.
Keywords： syphilis;  T. pallidum；recombinant antigen;  immunoblotting technique;   biological false-positive 

梅 毒 是 由 苍 白 梅 毒 螺 旋 体（Treponema pall-
idum，TP）引起的，是当今世界范围特别是高收入

国家内的一个再现重要公共卫生问题 [1]。目前梅毒

血清学试验（包括非梅毒螺旋体抗原血清学试验和

梅毒螺旋体抗体血清学试验）仍然是诊断和管理梅

毒的首选方法 [2]。然而非梅毒螺旋体抗原血清学试

验 ( 甲苯胺红不加热血清试验，TRUST) 易出现生

物学假阳性反应，梅毒螺旋体抗体血清学试验 ( 梅

毒螺旋体明胶颗粒凝集试验，TPPA) 虽然随着实验

所用抗原技术的发展，基因重组抗原已经代替了天

然抗原，并建立了诸多可自动化操作的检测技术，

实验的灵敏度也在不断提高，方便了临床的规模化

筛查。但是假阳性反应的报道也屡见不鲜 [3-6]。那

么临床样本检测出现的这些假阳性情况是临床患者

基础疾病的问题，还是试验所用抗原制备的问题？

本文针对梅毒基因重组抗原用于抗体检测进行了研

究，通过重新改进重组抗原特性，建立了免疫印迹

检测方法，用以验证既往的检测结果，对出现的假

阳性结果进行分析，以期证明重组抗原的结构对抗

体检测的影响。

1　材料与方法

1.1　研究对象　收集临床 2017 年 1 月～ 2019 年

12 月期间中山大学附属第八医院非性病高危人群

门诊及住院患者，采用罗氏 E801 全自动电化学发

光免疫分析仪及配套试剂检测梅毒螺旋体抗体阳

性，而临床医师排除梅毒感染的假阳性样本 56 例， 
其中，临床确诊为多发性骨髓瘤患者 12 例（80 ≥ 

COI ≥ 1.00，1∶320 ≥ TPPA ≥ 1∶8，TRUST< 
1∶2）、自身免疫性疾病患者 13 例（5 ≥ COI ≥ 1.00， 
1∶16 ≥ TPPA ≥ 1∶8，TRUST <1∶2）、老年基础病

患者 18 例（10 ≥ COI ≥ 1.00，1∶32 ≥ TPPA ≥ 1∶8，

TRUST <1∶2）、儿童疾病患者 5 例（5 ≥ COI ≥ 1.00，

1∶16 ≥ TPPA ≥ 1∶8，TRUST<1∶2）、其它疾病患

者 8 例（5 ≥ COI ≥ 1.00，1∶16 ≥ TPPA ≥ 1∶8，

TRUST <1∶2）。同 期 实 验 室 保 存 临 床 确 认 梅 毒

患 者 血 清 25 份 作 为 阳 性 对 照（ COI >10，TPPA 
>1∶32，TRUST >1∶16），30 份健康体检样本作为

阴性对照。

1.2　仪器和试剂　梅毒螺旋体抗体检测试剂盒（凝

集法，TPPA，日本富士瑞必欧株式会社）；梅毒

甲苯胺红不加热血清试验（TRUST）诊断试剂（上

海荣盛生物药业有限公司生产）；梅毒螺旋体抗体

检测试剂盒（电化学发光法，ECLIA）E801 全自

动电化学发光免疫分析仪及配套试剂（罗氏）；抗

梅毒螺旋体抗体检测（免疫印迹法，WB）检测试

剂盒 [ 欧蒙医学诊断 ( 中国 ) 有限公司 ]；血清免疫

固定电泳， CAPILLARYS 2 全自动毛细管电泳仪

及配套试剂（法国 SEBIA 公司）。TP47，TP45，

TP17 和 TP15 梅毒重组抗原（厦门英博迈生物科技

有限公司）。

1.3　方法

1.3.1　变性梅毒螺旋体重组抗原免疫印迹技术的建立

1.3.1.1　检测原理：基因重组技术表达的抗原是蛋

白质的一级结构（即氨基酸序列），一般认为，6 ～ 7
个氨基酸序列可以形成一个抗原决定簇，而且氨基

酸序列形成的抗原决定簇是天然抗原结构，天然抗

原检测到的相关抗体是相对特异的。但是，用于临

床检测试剂的重组抗原均为复性纯化后的抗原，由

于复性条件的差异，复性重组抗原二级结构或三级

结构不一定是天然结构，会出现错误折叠，形成的

差错空间抗原决定簇可能会造成针对差错空间抗原

决定簇的假阳性反应。因此，将抗原变性后形成一

级结构的氨基酸序列抗原与原复性抗原对比配对检

测可以鉴别假阳性反应。

1.3.1.2　配对抗体谱检测膜条的制备：四种梅毒

螺旋体基因重组抗原：TP47，TP45，TP1 和 TP15 
-20℃保存备用。上述四种重组抗原分别溶解于变性

缓冲液中 [ 即浓度为 0.025mol/L pH 8.0 的 Tris-HCl
缓冲液中，含 0.1%（v/v） β - 巯基乙醇 ]，抗原的

终浓度为 0.5 ～ 1.0mg/ml，经过 100℃水浴 3 ～ 5min、

10 000r/min 离心后取上清备用（为变性后形成氨

基酸序列的变性抗原，既处理抗原）；将上述四种

相同的重组抗原再分别溶解于 0.025mol/L Tris-HCl 
缓冲液（pH 8.0）中，抗原的终浓度为 0.5 ～ 1.0 
mg/ml，10 000r/min 离心后取上清备用（为非处理

抗原）；将抗原按照相同种类以非处理抗原和处理

抗原成对线性包被在硝酸纤维膜（NC）载体上，

见图 1。将包被有抗原的 NC 膜用 1g/dl 脱脂奶粉封

闭 1h，裁成 2.5mm 宽检测条备用。 
1.3.1.3　检测流程：将膜条置于反应槽中，每槽

加 1ml 工作液，再加入待测血清样本 20μl，置于

摇摆平台上，室温孵育 60min。洗涤 3 次，再加入

1ml 即用酶标二抗（抗人 IgG 酶标抗体），再置于

摇摆平台上室温孵育 30 min。洗涤 3 次后，每槽加
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入即用显色剂 1ml，室温孵育 3 min 后观察结果。

图 1　梅毒抗原线性包被模式图

1.3.1.4　检测结果判读：见图 2。出现 2 种以上（包

括 2 种）抗原的抗体条带为阳性反应，梅毒患者主

要出现 A 反应模式，既非处理抗原和变性处理抗原

的抗体均为阳性；假阳性样本主要出现 B 反应模式，

既非处理抗原的抗体阳性，变性处理抗原的抗体为

阴性；C 反应模式较少出现，只要出现 2 种以上的

非处理抗原和变性处理抗原的抗体同时阳性，判断

为梅毒患者。正常人样本对非处理抗原和变性处理

抗原均无反应条带。

A. 非处理抗原和处理抗原均阳性；B. 非处理抗原阳性，处理抗原阴

性；C. 部分处理抗原阴性，或非处理抗原和处理抗原均阴性。

图 2　梅毒抗体谱检测结果判读

1.3.2　临床标本验证：用 25 份临床确认的梅毒患

者血清样本和 30 份健康体检样本做变性梅毒重组

抗原免疫印迹抗体谱验证，再对 56 例梅毒筛查假

阳性样本进行确认。

1.3.3　专科门诊特殊病例验证分析：患者男性，56
岁；皮肤科初诊，包皮硬币大小红斑糜烂、浮肿，

腹股沟淋巴结肿大；临床诊断：梅毒螺旋体感染？

辅助检查：TPPA（1∶320）；TRUST（-）；电化

学发光法 TP-Ab 检测 COI：0.16，血清 1 ∶ 400 稀

释后复检，COI：>10。建议做抗梅毒螺旋体抗体免

疫印迹法（欧盟 WB）验证，及加做血清免疫固定

电泳分析。

2　结果

2.1　临床样本变性梅毒重组抗原免疫印迹抗体谱检

测结果　25 例确诊梅毒血清样本经变性梅毒重组抗

原免疫印迹抗体谱检测，4 对抗原的抗体均为阳性，

既对非处理抗原和变性处理抗原的抗体检测均出现

阳性反应；30 例健康体检样本对非处理抗原和变性

处理抗原均不发生反应。临床专科医生排除梅毒感

染的抗体假阳性样本 56 例，经变性梅毒重组抗原

免疫印迹抗体谱检测，均出现 2 种以上非处理抗原

的抗体，对 4 种变性处理抗原的抗体检测为阴性反

应，确认为假阳性样本；代表性实验图谱见图 3。

注：1 ～ 3 条为梅毒样本；4 ～ 11，15 条为多发性骨髓瘤样本；

12 ～ 13 条为自身免疫性疾病样本；14 条为儿童疾病样本；16 ～ 18
条为老年性基础病样本；19 条为其他疾病样本。

图 3　梅毒变性重组抗原免疫印迹检测结果图谱

2.1　专科门诊特殊病例诊断结果　该患者样本经欧

盟抗梅毒螺旋体抗体免疫印迹法验证，梅毒螺旋体

特异性抗原抗体谱为阳性，但是患者经临床专科医

生流行病学评估，没有梅毒感染病史。分析认为患

者可能是免疫系统功能紊乱，进一步做血清免疫固

定电泳分析，结果见图 4。实验结果提示出现 IgG 
λ 型单克隆免疫球蛋白峰型。患者经住院进一步检

查，最后临床诊断为意义未明的单克隆免疫球蛋白

血症。变性梅毒重组抗原免疫印迹抗体谱检测结果

见图 3（第 15 条），结果显示，对梅毒重组非处理

TP47，TP45，TP17 和 TP15 抗原为阳性反应，对

变性处理抗原为阴性反应，说明样本中有针对包被
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抗原的差错空间抗原决定簇抗体存在，即出现梅毒 
TP47，TP45，TP17 和 TP15 重组抗原的抗体假阳

性反应。

图 4　血清免疫固定电泳结果

3　讨论

梅毒虽然是世界范围特别是在高收入国家内的

一个再现重要公共卫生问题，也是一个重要的社会

问题，尤其在我国，梅毒作为性传播性疾病，其结

果直接影响着家庭的稳定，所以实验室检测结果的

正确至关重要。目前，临床实行的疾病诊疗流程对

于梅毒抗体筛查的需求在增加，但是随着高灵敏度

实验技术以及基因工程抗原的临床使用，临床样本

检测出现假阳性反应的问题在日益凸显，给临床医

生的诊断造成了一定的困难。

在梅毒血清学检测中，目前公认的筛查流程有

两类：既传统筛查流程和逆向筛查流程。传统筛

查流程是先行非梅毒螺旋体血清学试验（RPR 或

TRUST 等），阳性样本再行梅毒螺旋体抗体试验

（TPPA 或 CLIA 等）；逆向筛查流程是先行梅毒

螺旋体抗体试验（EIA，CLIA 或 ECLIA 等），阳

性样本再用另一种梅毒螺旋体抗体试验（TPPA 或

IB）验证，或再加上非梅毒螺旋体血清学定量试

验。临床传统筛查方法是把非梅毒螺旋体血清学试

验阳性和梅毒螺旋体血清学试验阴性结果认为是生

物学假阳性试验结果（biological false-positive test 
results，BFPs），出现血清样本 BFPs 的原因十分复

杂，其机理目前不是十分清楚，但是，大多数学者

报道其与患者基础疾病密切相关。ISHIHARA 等 [1] 

人回顾了近十年的梅毒检测患者的血清学检测结

果，并描述了 BFPs 患者的临床特征。在 94 462 例

受试者中，有 588 例患者发生了生物学假阳性反应

（0.62%），大多数 BFPs 发生在 60 岁以上老年人、

有恶性肿瘤和有自身免疫性疾病病史的患者中，

85% 的患者的血浆 RPR 实验滴度较低（≤ 1∶4），

但有 2 名患者的 RPR 滴度极高（≥ 1∶256），RPR
滴度为 1∶4 的患者中，BFPs 更可能持续超过 6 个月。

MATTHIAS 等 [7-8] 人也有类似的报道，诸如系统

性红斑狼疮 (SLE)、疟疾、其他密螺旋体感染、人

类免疫缺陷病毒 (HIV) 感染和丙型肝炎感染，都与

BFPs 的增加有关。随着全自动免疫发光技术设备的

使用，在我国大城市医疗机构以及欧洲等发达国家

多采用逆向筛查流程，把梅毒螺旋体抗体血清学试

验作为临床大规模筛查手段，诸如全自动 CLIA，

ECLIA 和 CMIA 等方法，阳性样本用另一种梅毒

螺旋体抗体血清学试验验证，若验证实验为阴性既

判断为假阳性反应。这种检测流程对梅毒的筛查效

果要高于传统的流程 [9-11]。TONG 等 [9] 比较了三种

梅毒筛查流程：即传统流程、逆向流程和欧洲疾病

预防和控制中心筛查流程（ECDC），队列研究中

有 2 749 例患者被诊断为梅毒。传统筛查流程的漏

诊率为 24.2%，敏感度仅为 75.81%。然而，逆向

流程和 ECDC 的诊断效果都高于传统流程，其敏

感度、特异度和准确度分别为 99.38% ～ 99.85%， 
99.98% ～ 100.00% 和 99.93% ～ 99.96%，逆向流程

与 ECDC 流程的总体一致性和 κ 值分别为 99.9%
和 0.996。其实，ECDC 筛查流程理论上也属于逆

向筛查流程的范畴。但是，值得注意的是采用逆向

流程大规模筛查梅毒抗体，对于高水平抗体含量的

样本是否会出现假阴性结果，这在发表的文献中没

有提及过，这点非常重要，本文的专科门诊特殊病

例就是典型的范例。

对于临床医生而言，传统筛查流程中，非梅毒

螺旋体血清学试验阳性及梅毒螺旋体血清学试验阴

性的生物学假阳性试验结果，临床易于接受，但是

对于逆向筛查流程中，梅毒螺旋体血清学试验阳性

及另一种梅毒螺旋体血清学试验验证也阳性、非梅

毒螺旋体血清学试验为低滴度（<1∶8）的假阳性反

应结果，临床难于接受，需要实验室做出进一步的

解释。我们在前期的研究中就发现约 5.88%（4/68）

的多发性骨髓瘤患者就会出现这种假阳性反应结 
果 [6]。值得关注的是，基于此类分析，还可以通过

确认的假阳性反应结果来发现多发性骨髓瘤患者。
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那么出现这种现象的原因何在呢？至于与检测方法

本身是否相关，相关报道甚少。由于现行的病原抗

体检测方法中使用的抗原基本上已经被基因重组抗

原所取代，那么重组抗原是否可以影响检测的真实

性呢？本文设计构建的鉴别临床样本假阳性反应的

方法，即变性重组抗原免疫印迹技术，将变性后的

抗原与非变性抗原对比配对检测可以鉴别梅毒血清

学试验假阳性反应。本文所收集的 56 例梅毒假阳

性反应结果患者，都是经过临床专科医生诊断确认

的非梅毒患者，变性梅毒重组抗原免疫印迹抗体谱

检测结果均对非变性抗原有反应，对相应的变性抗

原无反应，说明检测到的抗体为针对重组抗原的非

特异性抗体。

综上所述，对于临床梅毒合理的筛查方案，不

仅要降低假阳性反应结果的发生，更重要的是要防

止假阴性结果的出现，目前看来，变性梅毒重组抗

原免疫印迹抗体谱检测是鉴别梅毒血清学试验假阳

性反应结果的理想方法。但是，临床梅毒的确诊一

定要将检验结果结合患者的流行病学史、临床表现

进行诊断。
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