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(57)摘要

本发明提供了一种梅毒非特异性抗体质控

定值血清、制备方法、应用以及用于梅毒检测的

试剂盒，涉及生物技术领域，本发明提供的梅毒

非特异性抗体质控定值血清的制备方法，包括取

梅毒非特异性混合抗原对实验动物进行免疫接

种，收获免疫接种后的实验动物的血清，得到含

有梅毒非特异性抗体的血清。生物安全性高、梅

毒非特异性抗体血清效价较高且成本较低且更

易获得。本发明提供的梅毒非特异性抗体质控定

值血清，填补了尚没有针对梅毒螺旋体非特异性

抗体诊断试剂的相关参考品或定值血清的空白。

且采用本发明提供的梅毒非特异性抗体的制备

方法制备得到，生物安全性高、抗体效价高。
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1.一种梅毒非特异性抗体质控定值血清的制备方法，其特征在于，所述制备方法包括：

取梅毒非特异性混合抗原对实验动物进行免疫接种，收获所述免疫接种后的实验动物

的血清，得到所述梅毒非特异性抗体质控定值血清。

2.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，所述梅毒非特异性混合抗原包括心磷

脂、卵磷脂、胆固醇或灭活梅毒螺旋体中的两种以上；

优选地，所述梅毒非特异性混合抗原为心磷脂、卵磷脂、胆固醇和灭活梅毒螺旋体。

3.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，所述实验动物为新西兰大耳白兔，优

选为雄性新西兰大耳白兔。

4.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，所述免疫接种为多次免疫，包括首次

免疫、二次免疫和三次免疫。

5.根据权利要求4所述的制备方法，其特征在于，所述首次免疫包括在每2.5kg实验动

物皮下注射梅毒非特异性混合抗原200-300μL/次；

优选地，在所述首次免疫2周后进行二次免疫，所述二次免疫包括在每2.5kg实验动物

皮下注射梅毒非特异性混合抗原400-600μL/次；

优选地，在所述二次免疫2周后进行三次免疫，所述三次免疫包括在每2.5kg实验动物

皮下注射梅毒非特异性混合抗原400-600μL/次；

优选地，所述皮下注射为背部两侧多点皮下注射。

6.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，所述梅毒非特异性抗体质控定值血清

的抗体效价不低于1∶128。

7.根据权利要求1-6任一项所述的制备方法，其特征在于，还包括将制备得到的梅毒非

特异性抗体质控定值血清应用阴性血清进行倍比稀释后除菌、冻干并封装。

8.一种梅毒非特异性抗体质控定值血清，其特征在于，采用权利要求1-7任一项所述的

梅毒非特异性抗体质控定值血清的制备方法制备得到。

9.如权利要求8所述的梅毒非特异性抗体质控定值血清在用于梅毒非特异性抗体检测

试剂盒中的应用。

10.一种用于梅毒检测的试剂盒，其特征在于，包括权利要求8所述的梅毒非特异性抗

体质控定值血清。
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梅毒非特异性抗体质控定值血清、制备方法、应用以及用于梅

毒检测的试剂盒

技术领域

[0001] 本发明涉及生物技术领域，尤其是涉及一种梅毒非特异性抗体质控定值血清、制

备方法、应用以及用于梅毒检测的试剂盒。

背景技术

[0002] 梅毒是由梅毒螺旋体所引起的一种常见的性传播疾病，在我国甲乙类传染病报病

数中占据第三位，可侵犯皮肤、黏膜及其他多种组织器官，造成人体多器官的损害，经性传

播、血液传播甚至垂直传播危害下一代。近年来其发病率在中国有逐年上升的趋势，梅毒的

流行严重危害了人民健康，已成为公共卫生问题之一。

[0003] 梅毒螺旋体(TP)是该病的病原体，该螺旋体一旦侵入人体，便可在血清中产生非

特异性抗体(反应素)和针对梅毒螺旋体的特异性抗体。目前广泛用于检测梅毒的的方法主

要有梅毒病原学和血清学检测两大类。其中梅毒血清学检测由于操作简单方便，对技术人

员要求不高，因此在各大医院特别是基层医院的梅毒检测中占据了重要地位。目前我国、美

国、英国等国家市面上只有梅毒螺旋体特异性抗体诊断试剂国家参考品，尚没有针对梅毒

螺旋体非特异性抗体诊断试剂的相关参考品或定值血清出现。梅毒非特异性抗体定值血清

母液来源主要是来源于梅毒阳性病人血清，但由于临床收集血清较难，而很多梅毒阳性病

人血清合并有乙肝、丙肝或艾滋病病毒等病原体抗体，不能满足质控定值血清配制和生物

安全的需要。

[0004] 因此，开发一种生物安全性高、抗体效价高、成本低且简单易得的梅毒非特异性质

控定值血清尤为重要。

[0005] 有鉴于此，特提出本发明。

发明内容

[0006] 本发明的第一个目的在于提供一种梅毒非特异性抗体质控定值血清的制备方法，

以缓解现有技术中存在的临床收集血清较难，而且很多梅毒阳性病人血清合并有乙肝、丙

肝或艾滋病病毒抗体，不能满足定值血清配制需要的技术问题。

[0007] 本发明的第二个目的在于提供一种梅毒非特异性抗体质控定值血清，以缓解现有

技术中存在的尚没有针对梅毒螺旋体非特异性抗体诊断试剂的相关参考品或定值血清的

技术问题。

[0008] 本发明的第三个目的在于提供上述梅毒非特异性抗体质控定值血清在制备用于

检测梅毒的试剂盒中的应用，以缓解现有技术中存在的缺少能够准确有效地检测梅毒非特

异性抗体的试剂盒的技术问题。

[0009] 本发明的第四个目的在于提供一种用于检测梅毒的试剂盒，以缓解现有技术中存

在的针对梅毒非特异性抗体检测结果不准确的技术问题。

[0010] 本发明提供了一种梅毒非特异性抗体质控定值血清的制备方法，所述制备方法包
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括：

[0011] 取梅毒非特异性混合抗原对实验动物进行免疫接种，收获所述免疫接种后的实验

动物的血清，得到所述梅毒非特异性抗体质控定值血清。

[0012] 进一步地，所述梅毒非特异性混合抗原包括心磷脂、卵磷脂、胆固醇或灭活梅毒螺

旋体中的两种以上；

[0013] 优选地，所述梅毒非特异性混合抗原为心磷脂、卵磷脂、胆固醇和灭活梅毒螺旋

体。

[0014] 进一步地，所述实验动物为新西兰大耳白兔，优选为雄性新西兰大耳白兔。

[0015] 进一步地，所述免疫接种为多次免疫，包括首次免疫、二次免疫和三次免疫。

[0016] 进一步地，所述首次免疫包括在每2.5kg实验动物皮下注射梅毒非特异性混合抗

原200-300μL/次；

[0017] 优选地，在所述首次免疫2周后进行二次免疫，所述二次免疫包括在每2.5kg实验

动物皮下注射梅毒非特异性混合抗原400-600μL/次；

[0018] 优选地，在所述二次免疫2周后进行三次免疫，所述三次免疫包括在每2.5kg实验

动物皮下注射梅毒非特异性混合抗原400-600μL/次；

[0019] 优选地，所述皮下注射为背部两侧多点皮下注射。

[0020] 进一步地，所述梅毒非特异性抗体质控定值血清的抗体效价不低于  1∶128。

[0021] 进一步地，还包括将制备得到的梅毒非特异性抗体质控定值血清应用阴性血清进

行倍比稀释后除菌、冻干并封装。

[0022] 进一步地，所述除菌为过滤除菌；

[0023] 优选地，先经0.45μm滤膜过滤后，再经0.22μm滤膜过滤。

[0024] 本发明还提供了一种梅毒非特异性抗体质控定值血清，采用上述的梅毒非特异性

抗体质控定值血清的制备方法制备得到。

[0025] 另外，本发明还提供了上述的梅毒非特异性抗体质控定值血清在制备用于梅毒非

特异性抗体检测试剂盒中的应用。

[0026] 本发明提供的梅毒非特异性抗体质控定值血清的制备方法，包括取梅毒非特异性

混合抗原对实验动物进行免疫接种，收获免疫接种后的实验动物的血清，得到梅毒非特异

性抗体质控定值血清。选用健康的实验动物进行免疫接种，制备的梅毒非特异性抗体阳性

血清不含有其他疾病的抗体或其他隐形病原菌或传染病病原，因此在生物安全方面更具有

安全性。同时，使用实验动物制备得到的梅毒非特异性抗体抗体效价较高，避免了临床收集

的病人梅毒非特异性抗体血清滴度不固定的问题。此外，以实验动物作为梅毒非特异性抗

体的制备对象，相对于收集病人的血清，成本较低且更易获得，可保证血清的量充足，且伦

理方面也更容易接受。

[0027] 本发明提供的梅毒非特异性抗体质控定值血清，填补了尚没有针对梅毒螺旋体非

特异性抗体诊断试剂的相关参考品或定值血清的空白。且采用本发明提供的梅毒非特异性

抗体的制备方法制备得到，生物安全性高、抗体效价高。

[0028] 本发明提供的用于检测梅毒的试剂盒，包含本发明提供的梅毒非特异性抗体。应

用本发明提供的用于检测梅毒的试剂盒进行梅毒非特异性抗体检测，简便易行，准确率高。
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附图说明

[0029] 为了更清楚地说明本发明具体实施方式或现有技术中的技术方案，下面将对具体

实施方式或现有技术描述中所需要使用的附图作简单地介绍，显而易见地，下面描述中的

附图是本发明的一些实施方式，对于本领域普通技术人员来讲，在不付出创造性劳动的前

提下，还可以根据这些附图获得其他的附图。

[0030] 图1A为本发明实施例提供的梅毒非特异性抗体质控定值血清的Trust  1∶4阳性结

果图；

[0031] 图1B为本发明实施例提供的梅毒非特异性抗体质控定值血清的RPR  1∶4阳性结果

图；

[0032] 图2为本发明实施例提供的梅毒非特异性抗体质控定值血清的Trust  1∶32阳性结

果图；

[0033] 图3为本发明实施例提供的混合血清HIV快速法检测为阴性的结果图；

[0034] 图4为本发明实施例提供的混合血清梅毒特异性抗体检测(TPPA法)  为阴性的结

果图。

具体实施方式

[0035] 下面将结合实施例对本发明的技术方案进行清楚、完整地描述，显然，所描述的实

施例是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于本发明中的实施例，本领域普通技

术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得的所有其他实施例，都属于本发明保护的范

围。

[0036] 本发明提供了一种梅毒非特异性抗体质控定值血清的制备方法，包括：

[0037] 取梅毒非特异性混合抗原对实验动物进行免疫接种，收获免疫接种后的实验动物

的血清，得到梅毒非特异性抗体质控定值血清。

[0038] 本发明提供的梅毒非特异性抗体质控定值血清的制备方法，选用健康的实验动物

进行免疫接种，制备的梅毒非特异性抗体阳性血清不含有其他疾病的抗体或其他隐形病原

菌或传染病病原，因此在生物安全方面更具有安全性。同时，使用实验动物制备得到的梅毒

非特异性抗体抗体效价较高，避免了临床收集的病人梅毒非特异性抗体血清滴度不固定的

问题。此外，以实验动物作为梅毒非特异性抗体的制备对象，相对于收集病人的血清，成本

较低且更易获得，可保证血清的量充足，且伦理方面也更容易接受。

[0039] 在一个优选的实施方式中，梅毒非特异性混合抗原包括心磷脂、卵磷脂、胆固醇或

灭活梅毒螺旋体中的两种以上。

[0040] 优选地，梅毒非特异性混合抗原为心磷脂、卵磷脂、胆固醇和灭活梅毒螺旋体。

[0041] 在一个优选的实施方式中，实验动物为新西兰大耳白兔，优选为雄性新西兰大耳

白兔。

[0042] 选用健康的新西兰大耳白兔，制备的梅毒非特异性抗体阳性血清不含有其他疾病

的抗体或其他隐形病原菌或传染病病原，生物安全性高。且雄性新西兰大耳白兔较雌性新

西兰大耳白兔血清反应性更强。

[0043] 在一个优选的实施方式中，免疫接种为多次免疫，包括首次免疫、二次免疫和三次

免疫。
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[0044] 将实验动物进行多次免疫，能够有效强化免疫，提高梅毒非特异性抗体血清滴度，

以满足定值血清的制备要求。

[0045] 在一个优选的实施方式中，首次免疫包括在每2.5kg实验动物皮下注射梅毒非特

异性混合抗原200-300μL/次，例如可以为，但不限于200μL、  210μL、220μL、230μL、240μL、

250μL、260μL、270μL、280μL、290 μL或300μL。优选为220-280μL/次，更优选为250μL/次。

[0046] 优选地，在首次免疫2周后进行二次免疫，二次免疫包括在每2.5kg  实验动物皮下

注射梅毒非特异性混合抗原400-600μL/次，例如可以为，但不限于400μL、420μL、440μL、460

μL、480μL、500μL、520μL、540μL、  560μL、580μL或600μL。优选为450-550μL/次，更优选为500

μL/次。

[0047] 优选地，在二次免疫2周后进行三次免疫，三次免疫包括在每2.5kg  实验动物皮下

注射梅毒非特异性混合抗原400-600μL/次，例如可以为，但不限于400μL、420μL、440μL、460

μL、480μL、500μL、520μL、540μL、  560μL、580μL或600μL。优选为450-550μL/次，更优选为500

μL/次。

[0048] 当注射特定量的梅毒非特异性混合抗原对实验动物进行免疫时，所得到的梅毒非

特异性抗体的抗体效价最高，且能够避免对梅毒非特异性混合抗原造成浪费，有效节约成

本。

[0049] 优选地，皮下注射为背部两侧多点皮下注射。

[0050] 在一个优选的实施方式中，梅毒非特异性抗体的抗体效价不低于  1∶128。

[0051] 控制梅毒非特异性抗体的抗体效价不低于1∶128，能够保证制备得到的梅毒非特

异性抗体抗体效价较高，可满足定值血清的制备要求，避免了临床收集的病人梅毒非特异

性抗体血清滴度低或不固定的问题。

[0052] 在一个优选的实施方式中，还包括将制备得到的梅毒非特异性抗体质控定值血清

应用阴性血清进行倍比稀释后除菌、冻干并封装。

[0053] 在一个优选的实施方式中，除菌为过滤除菌；

[0054] 优选地，先经0.45μm滤膜过滤后，再经0.22μm滤膜过滤。

[0055] 先通过0.45μm滤膜再通过0.22μm滤膜进行过滤，使较大粒径的污染物在一次过滤

中被除掉，能够保证0.22μm滤膜利用率更高，保证梅毒非特异性抗体无菌的情况下，有效节

约成本。

[0056] 本发明还提供了一种梅毒非特异性抗体质控定值血清，采用上述的梅毒非特异性

抗体质控定值血清的制备方法制备得到。

[0057] 本发明提供的梅毒非特异性抗体质控定值血清，填补了尚没有针对梅毒螺旋体非

特异性抗体诊断试剂的相关参考品或定值血清的空白。且采用本发明提供的梅毒非特异性

抗体的制备方法制备得到，生物安全性高、抗体效价高、稳定性高。

[0058] 本本发明还提供了上述的梅毒非特异性抗体质控定值血清在制备用于梅毒非特

异性抗体检测试剂盒中的应用。

[0059] 下面通过具体实施例对本发明作出进一步阐述。

[0060] 如无特殊说明，本发明实施例所用的实验动物为南方医科大学实验动物中心的

2.5kg左右的新西兰大耳白兔(雄性)。所用的梅毒非特异性抗体检测试剂盒为梅毒甲苯胺

红不加热血清试验诊断试剂盒(TRUST)(上海荣盛，厦门英科新创，北京万泰，北京金豪和郑
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州安图绿科生物有限公司等5  家公司)和梅毒快速血浆反应素环状卡片试验诊断试剂盒

(RPR)(上海科华和北京科卫临床诊断试剂有限公司)。

[0061] 实施例1候选物的制备

[0062] 从南方医科大学实验动物中心购入2.5kg左右的雄性新西兰大耳白兔  20只，耳缘

静脉取血，离心获得血清，经上述不同厂家TRUST和RPR试剂盒试验确定20只白兔为阴性后，

以上述制备的混合抗原按照表1分别进行免疫。

[0063] 表1免疫程序

[0064]

[0065] 每次免疫后每隔一天经耳缘静脉取血200μL检测免疫后抗体水平的变化情况。当

抗体水平达到TRUST或RPR滴度为1∶128阳性时，采用无菌颈动脉采血法取血，10000r/min离

心分离血清。加入0.02％叠氮钠，-20℃冷冻保存，备用。

[0066] 将上述提取的20只兔子的血清分别进行物理性状和无菌检验，进行  TRUST/RPR试

验检测滴度。

[0067] 实施例2标准品的制备

[0068] 1、血清稀释

[0069] 将检验后符合要求的候选物混合后，经上述厂家试剂TRUST或RPR  分别检测混合

后浓度，以兔阴性血清按照等比例倍比稀释，稀释后重新测定TRUST或RPR，最后调至TRUST

或RPR  1∶2阳性，1∶4阳性和1∶8阳性  (或可根据实际需要调配浓度)，同时配制兔TRUST或

RPR阴性血清。

[0070] 2、分装、冻干、熔封

[0071] 将稀释后的血清经0.45μm无菌滤膜加压过滤，再经0.22μm无菌滤膜加压过滤。无

菌检验和滴度测定合格后用瓶颈分液器(分装精度为±0.01  mL)无菌分装至1mL灭菌长安

瓿中，每支装量0.5mL，按常规方法冻干后抽真空、熔封。

[0072] 实施例3标准品的检验

[0073] 1、物理性状

[0074] 将配制好的不同浓度阳性(1∶2阳性，1∶4阳性和1∶8阳性)和阴性标准品各随机抽

取5支样品，观察颜色和性状，再打开安瓿加生理盐水(可以低速涡旋或用移液器轻轻吹

打)，记录溶解情况。

[0075] 结果见下表：
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[0076]

[0077] 2、无菌检验、真空度测定、剩余水分测定

[0078] 随机抽取规定数量的样品，无菌检测和真空度测定结果均符合规定，剩余水分低

于4％，符合要求。

[0079]

[0080]

[0081] 3、效价测定

[0082] 随机抽取规定数量的样品，进行TRUST和RPR试验，测定滴度。

[0083]

样本编号 Trust定量结果 RPR定量结果 

1 1∶2阳性 1∶2阳性 

2 1∶4阳性 1∶4阳性 

3 1∶8阳性 1∶8阳性 

4 阴性 阴性 

5 阴性 阴性 

[0084] 4、均匀性检验

[0085] 随机抽取25支数量的样品，进行TRUST和RPR试验，测定滴度。
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[0086]

[0087]

[0088] 5、稳定性试验

[0089] 本次试验随机选取1∶2阳性的参考品样品，分别放置于37℃，4℃，  -20℃，-50℃和

室温(20℃)，放置时间为1天、7天、14天、21天、1个月、2个月、3个月、4个月、5个月、6个月和1

年。分别利用上述所有不同厂家试剂盒进行RPR和TRUST试验测定其血清滴度，并进行加速

稳定性和长期稳定性试验。
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[0090]

[0091] 6、协作标定

[0092] 组织5家协作标定单位按统一的协作标定方案，每家发放5份随机从不同浓度挑选

出来的标本，采用各单位的检测试剂盒进行检测，试验完成后统计数据，确定待检定值血清

的滴度。

[0093]

样本编号 Trust定量结果 RPR定量结果 

1-1 1∶2阳性 1∶2阳性 

1-2 1∶4阳性 1∶4阳性 

1-3 1∶8阳性 1∶8阳性 

1-4 阴性 阴性 

1-5 阴性 阴性 

2-1 1∶2阳性 1∶2阳性 

2-2 1∶4阳性 1∶4阳性 

2-3 1∶8阳性 1∶8阳性 

2-4 阴性 阴性 

2-5 阴性 阴性 

3-1 1∶2阳性 1∶2阳性 

3-2 1∶4阳性 1∶4阳性 

3-3 1∶8阳性 1∶8阳性 
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3-4 阴性 阴性 

3-5 阴性 阴性 

4-1 1∶2阳性 1∶2阳性 

4-2 1∶4阳性 1∶4阳性 

4-3 1∶8阳性 1∶8阳性 

4-4 阴性 阴性 

4-5 阴性 阴性 

5-1 1∶2阳性 1∶2阳性 

5-2 1∶4阳性 1∶4阳性 

5-3 1∶8阳性 1∶8阳性 

5-4 阴性 阴性 

5-5 阴性 阴性 

[0094] 7、比较

[0095] 收集梅毒患者TRUST阳性混合血清(HIV阴性和丙肝/乙肝阴性)，通过正常人(梅

毒、HIV阴性和丙肝/乙肝阴性)血清进行等倍稀释后获得浓度1∶2阳性、1∶4阳性和1∶8阳性

的定值血清，并将配制的不同浓度的兔阳性血清与梅毒患者血清进行比较，两者符合率一

致。结果如图1A、图1B、图2、图3和图4所示。

[0096] 最后应说明的是：以上各实施例仅用以说明本发明的技术方案，而非对其限制；尽

管参照前述各实施例对本发明进行了详细的说明，本领域的普通技术人员应当理解：其依

然可以对前述各实施例所记载的技术方案进行修改，或者对其中部分或者全部技术特征进

行等同替换；而这些修改或者替换，并不使相应技术方案的本质脱离本发明各实施例技术

方案的范围。
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图1A

图1B
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图2

图3
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图4
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