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摘　要：TORCH 感染的早期快速诊断在疾病管理中至关重要，有助于提高

诊疗效果，降低医疗风险。利用多重荧光编码技术，建立了一种可同时检测

弓形虫、风疹病毒、巨细胞病毒、单纯疱疹病毒特异性抗体 IgG 的免疫分析法。

通过对偶联缓冲液 pH 值及 Goat anti-Human IgG- PE 浓度的优化得到最佳检

测条件，并对该实验方法的精密度、特异性、剂量 - 反应曲线及检出限进行

性能验证。结果表明，各项目的相对标准偏差（RSD）均小于 10%，与多种

常见的病原体抗体均无交叉反应，在 40 min 内能同时完成 5 个项目的批量检

测，且与 CLIA 方法测试的结果具有良好的相关性。此方法可缩短检验周期、

节约检测成本，为临床上快速、灵敏、高通量的 TORCH 感染筛查提供一种

新的途径。
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1 研究背景

TORCH 是 弓 形 虫（toxoplasmosis，TOXO）、

风 疹 病 毒（rubella virus，RV）、 巨 细 胞 病 毒

（cytomegalovirus，CMV）、单纯疱疹病毒Ⅰ型（herpes 
simplex virus-1，HSV1）、单纯疱疹病毒Ⅱ型（herpes 
simplex virus-2，HSV2）5 种能导致新生儿先天性疾

病或者畸形的病原体的简称，是由 A. Nahmias 等学

者于 1971 年首次提出 [1]。这 5 种病原体所引起的感

染称之为 TORCH 感染，是最常见的围产期感染，可

导致围产儿先天性畸形及早产等 [2-4]。妊娠早期的妇

女由于自身免疫力下降，对病原体的易感性增加，

可能使本来潜伏在体内的病原体再活化，容易发生

TORCH 感染，从而导致不良妊娠 [5-7]。对胎儿而言，

孕妇感染后，病原体能够穿透胎盘屏障或通过产道

引起宫内感染，可致胎儿先天畸形、早产、自然流产、

智力发育异常等。有些感染儿虽出生时未发现异常，

但在儿童期会出现先天性耳聋、脉络膜视网膜炎、

视力下降、先天性心脏病、智力低下等症状 [8-13]。据

世界卫生组织（World Health Organization，WHO）

估计，每年有超过 10 万名婴儿出生时患有先天性风

疹 综 合 症（congenital rubella syndrome，CRS）[14]。
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因此，有必要针对 TORCH 感染进行快速准确的检测，

预防出生缺陷。这对提高人口素质和降低家庭社会负

担具有非常重要的意义 [15-17]。

目前 TORCH 感染临床上常用检测方法主要包括

酶联免疫吸附法（enzyme-linked immunosorbent assay，

ELISA）和化学发光免疫分析法（chemiluminescence 
immunoassay，CLIA）。尽管这两种方法灵敏度高，

备受关注，但传统 ELISA 和 CLIA 往往需要多种专业

仪器及专业人士，且实验过程较为复杂，使其应用条

件受限，难以实现自动化；与此同时，CLIA 还存在

信号分子发光时间短等缺点 [18-21]。此外，目前两种检

测方法一次只能检测一项生物指标，存在检测效率

低及样本用量大等缺点，给患儿的检测带来了不便，

限制了其在大规模筛查中的应用。因此，如何提高

TORCH 感染筛查的效率是本领域技术人员亟需解决

的问题。

近年来，发展迅速的多重荧光编码检测技术可实

现同一样本多项指标的同时检测，该技术集成了荧光

编码微球技术、流式细胞术、激光分析技术和高速数

字信号处理技术，具备各技术的众多优点 [22-25]。多

重荧光编码检测技术是将两种光谱差异大的荧光染

料按精确比例混合，对微球进行染色，从而使多重分

析中每个或每种微球能够与其他微球区分开；此时，

均一粒径的编码微球可长久悬浮于液体中，表面大量

的活化羧基基团可分别共价交联不同特异性抗体或

核酸探针，与样本中待检组分发生类均相的抗原抗

体或杂交反应，并可通过荧光报告基团的信号强度

进行区分。在同一体系中，不同编码微球各自反应、

互不干扰，从而实现一次检测获得多项结果的高通量

联合检测。

多重荧光编码技术因具有高通量、速度快、操

作简便、试剂用量少、特异性好、适用性广等特点，

已广泛应用于疾病诊断、食品安全及生物安全等

领 域 [26-30]。C. Dobaño 等 [31] 基 于 xMAP Luminex 平

台的定量悬浮阵列技术建立了一种快速检测 SARS-
CoV-2 抗原（包括刺突蛋白（S），核蛋白（N）和

膜蛋白（M）的 IgM、IgA 和 IgG）的方法，克服了

快速诊断试验和 ELISA 法的局限性。该方法在准确

检测低水平抗体反应方面具有更高的效率、广度和通

用性，有助于快速深入了解流行病的疫苗开发所需的

抗体与免疫的相关性。

基于上述研究背景，本研究利用多重荧光编码

技术来实现对 TORCH 感染的高通量检测。通过优

化检测条件（偶联缓冲液 pH 值及 Goat anti-Human 
IgG-PE 浓度）以达到最佳反应性能，并将此检测方

法的性能与临床上使用的化学发光免疫分析法进行

方法学与临床应用评价，以期为临床上早期快速诊断

TORCH 感染提供参考。

2 实验部分

2.1 实验材料、仪器与设备

1）实验材料

Magplex Beads（浓度为 1.25×107 个微球 /mL），

购于美国 Luminex 公司；Goat anti-Human IgG-PE，

购于美国 Thermo Fisher 科技公司；弓形虫抗原（质

量浓度为 2.27 mg/mL，下同）、风疹病毒抗原（0.51 
mg/mL）、 巨 细 胞 病 毒 抗 原（3.4 mg/mL）、 单 纯

疱疹病毒抗原（其中含有 HSV1 4.5 mg/mL、HSV2 
3.79 mg/mL），均购于深圳市亚辉龙生物科技股份

有限公司；1-(3- 二甲氨基丙基 )-3- 乙基碳二亚胺

（EDC）、N- 羟基硫代琥珀酰亚胺（Sulfo-NHS），

购于美国 Sigma-Aldrich 公司；2-(N- 吗非啉 ) 乙磺酸

（MES）、氯化钾、磷酸氢钾、磷酸氢二钠、氯化钠、

吐温 20，均为分析纯，购于上海国药集团化学试剂

有限公司。

PBS-BN 封闭缓冲液：PBS、1%（体积分数，下

同）BSA、0.05% 叠氮化钠，过滤，4 ℃保存。

PBS-TBN 保存缓冲液 / 检测缓冲液：PBS、0.1%
BSA、0.05% 叠氮化钠、0.02% 吐温 20，过滤，4 ℃保存。

2）实验仪器与设备

多功能液相芯片分析仪，Luminex200 型，美国

Luminex 公司；粒度仪，ZS-1 型，英国 Malvern 仪

器有限公司；化学发光免疫分析仪，iFlash3000 型，

深圳市亚辉龙生物科技股份有限公司；涡旋混合仪，

VX-200 型，美国 Labnet 公司；荧光显微镜，Leica 
DM1000 型，德国徕卡公司；超声波清洗机，040S 型，

深圳市洁盟清洗设备有限公司；磁力分离器，洛阳惠

尔纳米科技有限公司；滚轴混匀仪，江苏其林贝尔仪

器制造有限公司。 
2.2 编码微球偶联抗原

将羧化微球悬浮液（1.0×106 个微球）移至微量

离心管中，加入 80 μL pH=5.0 的 MES（50 mmol/L）

活 化。 在 微 球 悬 浮 液 中 加 入 10 μL Sulfo-NHS（50 
mg/mL）、10 μL EDC（50 mg/mL）， 旋 涡 温 和 混

基于多重荧光编码技术对 TORCH 感染的高通量检测
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合孵育 20 min。反应完成后，用 200 μL 偶联缓冲液

（0.1 mol/L MES）离心洗涤两次后，将被活化的微

球分散于 100 μL 偶联缓冲液中，超声处理 20 s 后加

入 10 μg 抗原，涡流混匀。将该混匀液置于混匀仪上

室温孵育 2 h，抗原成功偶联至微球。随后，用 200 
μL PBS-BN 封闭缓冲液洗涤微球，继续将偶联微球

分散于 200 μL PBS-BN 封闭缓冲液中并反应 1 h，以

封闭微球表面的非特异性反应位点。最后，用 200 
mL PBS-TBN 保存缓冲液洗涤两次微球。将偶联成功

的微球重悬于 100 μL PBS-TBN 保存缓冲液中，并置

于 2~8 ℃，避光保存。

2.3 TORCH 特异性抗体 IgG 检测方法的建立

选择合适抗原偶联的微球阵列，涡旋振荡和超声

混匀 20 s，以得到分散微球溶液。用检测缓冲液将偶

联的微球稀释到终浓度为 25 个微球 /μL，得到配制

的微球工作液。将微球工作液分装至圆底反应板（50 
μL/ 孔），并分别加入 30 μL 稀释样本至相应分析孔

中，用排枪轻轻吹打混合液数次，以保证样本与微球

工作液混合均匀，于室温静置反应 15 min。反应完

成后，加 200 μL 检测缓冲液至各反应孔中重复清洗

两次，以除去未反应的待测抗体；加入 50 μL 稀释后

的 PE 标记的羊抗人 IgG 抗体到各孔中（用检测缓冲

液稀释至 5 μg/mL），用排枪轻轻吹打数次，混合均

匀，于室温静置反应 15 min 后，加 200 μL 检测缓冲

液至各反应孔中重复清洗两次，以除去未反应的检测

抗体；每孔加入 80 μL 检测缓冲液分散微球，轻轻吹

打数次，混合均匀，于 Luminex 分析仪中检测。

3 结果与讨论

3.1 检测原理

基于多重荧光编码技术对 TORCH 感染的高通量

检测原理如图 1 所示。首先，通过 EDC/Sulfo-NHS
法将抗原包被于微球的表面（示意图见图 1a），然

后与样本孵育捕获样本中的待测抗体，再加入藻红蛋

白（phycoerythrin，PE）标记的羊抗人 IgG 抗体（Goat 
anti-Human IgG ）孵育，形成抗原 - 待测抗体 - 标记

抗体复合结构。检测时（示意图见图 1b），样本探

针从 96 孔板中吸取包含微球的反应体系，在流体动

力学驱动下聚焦成一束快速流动的样本流。当样本流

通过成像室时，每个微球都会受到两种激光（识别通

道为 633 nm 的激发光；检测通道为 525 nm 的激发光）

的照射，其内部包被的两种荧光分子和微球表面标

记的荧光分子分别受到激发并发射荧光，荧光经过

一系列滤波片后会被对应通道的光电倍增管所收集，

光信号经过放大后转换为电信号并被系统记录，通过

软件将荧光编码区分，从而获得对应的样本信息。

3.2 偶联缓冲液 pH 值优化

偶联缓冲液 pH 值是影响抗原成功偶联至微球的

关键因素，在蛋白质等电点附近的 pH 环境中，蛋白

质上带的电荷最少，从而疏水性最强，可以抵消微

球表面略微偏酸的环境，也会增强免疫球蛋白分子

的 Fc 端与固相进行结合的倾向性，从而获得较好的

包被效果。

本研究通过考察等电点及附近 pH 的偶联效果，

即设定 pH 值在 5.5~7.4 的范围进行优化实验，以确

定最佳反应的 pH。不同 pH 值偶联缓冲液对抗原的

偶联效果如图 2 所示。由图 2 可知，TOXO、RV、

CMV、HSV1、HSV2 最佳反应 pH 值分别为 6.0, 6.5, 
7.4, 5.5, 6.0，以此作为后续实验过程中编码微球偶联

抗原的反应 pH。

b）TORCH 特异性抗体 IgG 检测流程示意图

图 1 基于多重荧光编码技术对 TORCH 感染的

高通量检测原理

Fig. 1 Mechanism of high-throughput detection of 
TORCH infection based on multiplex fluorescence 

coding technology

a）编码微球偶联抗原原理示意图

a）TOXO
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3.3 Goat anti-Human IgG- PE 浓度优化

本研究通过间接免疫分析方法实现对 TORCH 感

染样本的检测，即通过羊抗人 IgG 抗体上标记的荧

光基团信号（Goat anti-Human IgG- PE）来实现对样

本中待测抗体的最终检测。因此，Goat anti-Human 
IgG- PE 的加入量会直接影响到最终检测信号的强弱，

若 Goat anti-Human IgG- PE 浓度过低，会因检测信

号太低而导致部分低浓度样本无法检出；而 Goat anti-
Human IgG- PE 浓度过高，不仅使检测的成本提高，

还会引起部分高浓度样本的检测信号饱和而导致假阳

性信号多。因此，需对 Goat anti-Human IgG- PE 的浓

度进行优化，在保证检测信号强度的同时又要保证成

本可控。

首先，加入相同体积（50 μL）不同质量浓度的

Goat anti-Human IgG- PE（0, 2, 4, 6, 8, 10 μg/mL），

然后根据荧光信号强度来判断是否足够用于样本的

检测，检测结果如图 3 所示。

由图 3 可知，随着 Goat anti-Human IgG- PE 浓度

的升高，检测到的荧光信号强度也在升高，当 Goat 
anti-Human IgG- PE 的质量浓度从 6 μg/mL 增加到 8 
μg/mL 时，荧光信号强度增长的趋势逐渐趋于平缓，

此时检测信号已经达到比较理想的状态。综合考虑

检测信号强度及成本，后续实验选择 6 μg/mL 作为

Goat anti-Human IgG- PE 的最佳反应浓度。

3.4 编码微球的形貌表征及 Zeta 电位

为验证各项目抗原是否成功偶联上编码微球，通

过荧光显微镜验证了编码微球的状态，并对其偶联前

后的 Zeta 电位进行了表征，结果如图 4 所示。
图 2 偶联缓冲液 pH 值优化

Fig. 2 The pH optimization of coupling buffer

c）CMV

d） HSV1

e）HSV2

图 3 Goat anti-Human IgG- PE 浓度优化

Fig. 3 The concentration optimization of 
Goat anti-Human IgG- PE

b）RV

基于多重荧光编码技术对 TORCH 感染的高通量检测
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由图 4 a~e 可知，各编码微球状态良好且无团聚

现象发生（图的右上角为各编码微球的局部放大图），

不会对荧光信号采集造成影响。图 4f 中 Zeta 电位结

果显示各编码微球均成功偶联上对应抗原，这是由

于编码微球表面有羧基存在，偶联前带负电，而抗原

蛋白也带负电，偶联后 Zeta 电位向更负的方向移动，

表明偶联成功。 

3.5 检测范围及检出限

参考品配制方法：通过将高浓度样本与低浓度

样本进行倍比稀释得到不同浓度水平的样本，每个

样本使用化学发光免疫分析仪测定 3 次，检出的浓

度取平均值作为样本的真实浓度。各项目均配制 7
个浓度的系列参考品：TOXO（0, 12, 90.8, 180, 236, 
301, 392 IU/mL）、RV（0, 12, 70, 142, 210, 300, 340 
IU/mL）、CMV（0, 14.1, 55, 91, 123, 148, 172 U/mL），

于 4 ℃保存备用。

以自制试剂参考品浓度为横坐标，以荧光强度中

位值为纵坐标，采用 OriginPro 2018 软件进行四参数

非线性拟合，得到剂量 - 反应曲线，结果如图 5 所示。

平行测定 20 次零浓度标准品的荧光强度中位值，计

算平均值（AV）及标准差（SD），以均值（AV+2SD）

的反应量代入标准曲线方程，所对应的浓度则为本方

法的检出限。各项目的拟合方程、检测范围及检出限

如表 1 所示，各项目的相关系数（R2）均大于 0.99，

表明线性良好。 

f）Zeta 电位           
图 4 编码微球形貌及 Zeta 电位表征

Fig. 4 Morphology and zeta potential characterization of 
encoded microspheres

b）CMV

c）RV

d） HSV1

e）HSV2

a）TOXO
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表 1 各项目的剂量 - 反应曲线和检出限

Table 1 Dose-response curves and detection limits for each item

项目

TOXO
RV

CMV 

拟 合 方 程

Y=(71.413-47 600.971)/[1+(x/252.284)0.655]+47 600.971
Y=(109.534-37 942.795)/[1+(x/125.375)0.727]+37 942.795
Y=(-7.165-10 876.173)/[1+(x/105.793)1.777]+10 876.173

R2

0.9990
0.9958
0.9997

检测范围

0.4~392.0  IU/mL
0.5~340.0  IU/mL
5.2~172.0  U/mL

检出限

0.4  IU/mL
0.5  IU/mL
5.2  U/mL

图 6 TOXO IgG、RV IgG、CMV IgG、HSV1 IgG 及 HSV2 IgG 的 ROC 曲线 (n=100)
Fig. 6 ROC curves of TOXO IgG, RV IgG, CMV IgG, HSV1 IgG and HSV2 IgG (n=100)

a）TOXO IgG b）RV IgG c）CMV IgG

d） HSV1 IgG e）HSV2 IgG 

3.6 Cut off 值

Cut off 值的确定方法：以经过化学发光免疫分

析仪测试的临床样本（阴阳性判断）作为参考，对本

方法测试结果使用 OriginPro 2018 软件进行受试者工

作特征曲线（receiver operating characteristic curve， 
ROC curve）分析，确定本方法的 cut off 值。在 ROC
曲线上，靠近坐标图左上方的点为敏感性和特异性均

较高的临界点，ROC 曲线越靠近左上角，实验准确

性越高。在进行其他样本测定时，高于 cut off 值定

义为阳性，低于cut off值定义为阴性。曲线下面积（area 
under curve，AUC）越大，诊断准确性越高。各项目

的 ROC 曲线如图 6 所示。由图可知，各项目的 AUC
均大于 0.9，说明此方法具有良好的诊断效果。各项

目所对应的 cut off 值、AUC 及参考样本数如表 2 所示。 

图 5 不同项目剂量 - 反应曲线图

Fig. 5 Dose-response curves of different items

a）TOXO b）RV c）CMV
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3.7 检测特异性与重复性

采用 5 批荧光编码微球检测相同的样本，以测试

荧光编码微球的重复性，并利用其他 4 种病原体作为

干扰物，用荧光编码微球进行交叉反应检测，分析荧

光编码微球的特异性，结果如图 7 所示。

由 图 7a 可 知，TOXO、RV、CMV、HSV1、

HSV2 相 对 标 准 偏 差（relative standard deviation，

RSD） 分 别 为 1.2%、2.0%、3.6%、2.1% 和 5.9%，

均不到 10%，说明荧光编码微球检测结果的重复性

较好。由图 7b 可知，除与自身相同项目的阳性血清

样本测试为阳性外，其余 4 种病原体抗体阳性血清样

本的荧光编码微球测试反应均为阴性，表明不同检测

项目之间无相互干扰，特异性良好。

3.8 与化学发光法的方法学对比

分别收集 50 例 TOXO IgG、RV IgG、CMV IgG、

HSV1 IgG 及 HSV2 IgG 经 YHLO 化学发光试剂盒验

证为阳性 / 阴性的临床样本。用本研究所建立的多重

荧光编码方法进行检测，以本方法测得的浓度值为横

坐标（X），以 CLIA 法测得的浓度值为纵坐标（Y），

分析两种方法检测结果的相关性。

TOXO、RV、CMV 的线性回归方程分别为

      Y=-0.2859+0.9994X （R2=0.9998），

          Y=0.426+0.100X （R2=0.9997），

          Y=0.332+0.996X （R2=0.9995）。

R2 均大于 0.95，表明两种方法检测结果相关性

良好。

本研究以 TOXO、RV、CMV 三种病原体为对象，

采用 OriginPro 2018 软件制作 Bland-Altman 图，对多

重荧光编码方法与 CLIA 方法临床测试结果进行一致

性分析，结果如图 8 所示。由图可知，多重荧光编码

方法与 CLIA 法测试结果具有较好的一致性。

b）特异性

图 7 多重荧光编码技术检测的重复性与特异性

Fig. 7 Reproducibility and specificity of multiplex 
fluorescence coding technique assays

a）重复性

a）TOXO 绝对偏差 b）RV 绝对偏差 c）CMV 绝对偏差

表 2 ROC 曲线下 cut off 值、AUC 及

参考样本数

Table 2 Cut off values, AUC and number of reference 
samples under the ROC curve

项目

TOXO
RV

CMV
HSV1
HSV2

阴性

50
50
50
50
50

阳性

50
50
50
50
50

cut off 值

8.3 IU/mL
11.4 IU/mL
14.1 U/mL

1 COI
1 COI

AUC

0.99 306
0.99 200
0.99 658
0.98 600
0.96 880

 注：定义 COI= 样本荧光强度中位值 /cut off 荧光强度中位值，

其中 HSV1 cut off 荧光强度中位值为 1336，HSV2 cut off 荧光强度

中位值为 1493。
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本研究对多重荧光编码方法与 CLIA 方法的临

床检测结果进行了 Kappa 检验，结果如表 3 所示。

由表可知，两种方法阴阳性符合率均大于 85%，各

Kappa 值均在 0.8~0.9 之间，各 P 值均小于 0.05，可

认为两种方法的检测结果一致性较好。

4 结论

本研究利用多重荧光编码技术同时检测多个靶

标分子，实现了对 TORCH 感染的高通量检测，有效

解决了临床上常用的 TORCH 抗体检测方法耗时长、

试剂消耗大和效率低等问题。通过精密度、特异性、

剂量 - 反应曲线及检出限测试，进行性能验证，随后

与化学发光免疫分析法检测的临床样本对比，进行了

方法学与临床应用评价。结果显示，该方法对不同

TORCH 抗体检测结果的相对标准偏差均小于 10 %，

无交叉反应，阴阳性符合率均在 85 % 以上。此方法

仅需 30 μL 样本量即可在 40 min 内快速完成 5 个项

目的批量检测，且与临床上使用 CLIA 方法测试的结

果具有良好的相关性。因编码微球表面大量的活化羧

基基团可共价交联任意特异性抗体或核酸探针，并与

样本中待检组分发生类均相的抗原抗体或杂交反应，

故一次检测获得多项结果的高通量联合检测得以实

现。基于多重荧光编码技术的检测方法不仅可用于

TORCH IgG 特异性抗体的检测，还可用于其他疾病

如自身免疫性疾病的诊断。
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 High Throughput Detection of TORCH Infection Based on Multiplex 
Fluorescence Coding Technique
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Abstract：Rapid early diagnosis of TORCH infection is crucial in disease control and helps to improve the 
effectiveness of diagnosis and treatment, and reduce medical risks. An immunoassay for simultaneous detection of IgG 
specific antibodies against Toxoplasma gondii, rubella virus, cytomegalovirus and herpes simplex virus was established 
using multiplex fluorescence coding technique. The optimal assay conditions were achieved by optimizing the pH of 
the coupling buffer and the concentration of Goat anti-Human IgG-PE. The performance of the modified experimental 
method was verified in terms of precision, specificity, dose-response curve and detection limit. The results showed that 
the relative standard deviation (RSD) of each item was less than 10%, and there was no cross-reactivity with antibodies 
to a variety of common pathogens. The batch testing of five items could be completed simultaneously within 40 
minutes, and the results were well correlated with those tested by CLIA method. This method can shorten the test cycle 
and reduce testing cost, providing a new option for rapid, sensitive and high-throughput TORCH infection screening in 
the clinic.
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