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本发明属于试剂盒技术领域，公开了一种用

质谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒，用质

谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒包括：30

倍浓缩洗涤液、酶标试剂、酶标包被板、样品稀释

液、显色剂A、显色剂B、终止液、标准品、标准品稀

释液、质谱仪；本发明通过采用高特异性引物和

适宜方法的组合，能够实现快速、简便、准确、高

效、实用、经济的检测LBP基因标签SNP基因型，可

用于LBP基因在疾病遗传易感性的关联研究，利

于LBP基因标签SNP检测预测疾病的发生、发展风

险；同时，提供的稀释液检测结果精确可靠，分散

效果良好，可长期稳定保存，并且可通用于不同

的临床免疫诊断项目的血清或血浆样本稀释液，

对于临床医学诊断具有重要意义。
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1.一种用质谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒，其特征在于，所述用质谱仪检测人

类血液中LBP含量的试剂盒包括：

30倍浓缩洗涤液、酶标试剂、酶标包被板、样品稀释液、显色剂A、显色剂B、终止液、标准

品、标准品稀释液、质谱仪；

终止液为HCl和H2SO4；

显色剂A由：PBS缓冲液，柠檬酸，ED-TA乙二氨四乙酸，ProcLin-300，过氧化氢(过氧化

氢挥发性太高，容易丢失，我们现在正用过氧化脲来代替，效果还不错)组成；

显色剂B由：PBS缓冲液，柠檬酸，ED-TA乙二氨四乙酸，ProcLin-300，硫代硫酸钠等。

2.如权利要求1所述用质谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒，其特征在于，所述用

质谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒检测方法如下：

步骤一，标准品加入标准品稀释液进行稀释；

步骤二，加样；

分别设空白孔(空白对照孔不加样品及酶标试剂，其余各步操作相同)、标准孔、待测样

品孔。在酶标包被板上标准品准确加样50μl，待测样品孔中先加样品稀释液40μl，然后再加

待测样品10μl(样品最终稀释度为5倍)。加样将样品加于酶标板孔底部，尽量不触及孔壁，

轻轻晃动混匀；

步骤三，用封板膜封板后置37℃温育30分钟；

步骤四，将30倍浓缩洗涤液用蒸馏水30倍稀释后备用；

步骤五，小心揭掉封板膜，弃去液体，甩干，每孔加满洗涤液，静置30秒后弃去，如此重

复5次，拍干；

步骤六，每孔加入酶标试剂50μl，空白孔除外；重复步骤三和步骤五操作；

步骤七，每孔先加入显色剂A50μl，再加入显色剂B50μl，轻轻震荡混匀，37℃避光显色

15分钟；

步骤八，每孔加终止液50μl，终止反应(此时蓝色立转黄色)；

步骤九，利用高效液相串联质谱仪对上述液体进行检测，得到血液中LBP色谱图，计算

人类血液中LBP含量数据。

3.如权利要求1所述用质谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒，其特征在于，所述LBP

基因标签单核甘酸多态性位点的检测方法如下：

1)特异性引物的设计

根据被证实的LBP基因标签单核甘酸多态性位点，设计特异性扩增引物和测序引物，其

中，所述特异性扩增引物中的一条用生物素标记；

2)PCR扩增

以待测标本的DNA为模板，用步骤1)所述的特异性扩增引物进行PCR反应，得PCR扩增

物；

3)焦磷酸测序

将步骤2)所得PCR扩增物采用碱变性使其分开成单链，取其中被生物素标记的单链PCR

扩增产物纯化后，与步骤1)所述测序引物进行杂交反应，并分析结果以判断所述待测标本

的靶单核甘酸是否具备多态性。

4.如权利要求1所述用质谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒，其特征在于，所述标
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准品稀释液包括：缓冲溶液、白蛋白，所述白蛋白的含量为10～100g/L、碱金属氯化物、任选

的乳化剂；并且所述稀释液的pH值为6.0～8.0。

5.如权利要求4所述用质谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒，其特征在于，所述白

蛋白选自：血清蛋白、乳清蛋白、卵清蛋白。

6.如权利要求4所述用质谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒，其特征在于，所述缓

冲溶液选自：磷酸缓冲溶液(PB)、磷酸盐缓冲溶液(PBS)、三羟甲基氨基甲烷-盐酸缓冲溶液

(Tris-HCl)或其组合。

7.如权利要求4所述用质谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒，其特征在于，所述稀

释液还包括选自下组的一种或多种组分：

(a)金属离子螯合物；

(b)碱金属硫酸盐；

(c)防腐剂。

8.如权利要求4所述用质谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒，其特征在于，所述稀

释液具有以下的一种或多种特性：

(a)所述稀释液在室温下的电导率ρ为0.55×104～0.75×104μS/cm；

(b)所述稀释液为待测样本提供的渗透压为250～380mOsm/Kg；

(c)所述稀释液的pH为7.2～7.8。
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一种用质谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒

技术领域

[0001] 本发明属于试剂盒技术领域，尤其涉及一种用质谱仪检测人类血液中LBP含量的

试剂盒。

背景技术

[0002] 脂多糖(1ipopolysaccharide，LPS)又称内毒素，是革兰阴性细菌外膜的主要成

分。LPS与急性期蛋白脂多糖结合蛋白(lipopolysaccharidebindingprotein，LBP)结合，可

导致炎症反应失控及免疫防御屏障机能下降，引起全身炎性反应综合征、脓毒性休克、急性

肺损伤甚至多器官功能障碍综合征。脂多糖结合蛋白(lipopolysaccharidebindingprote

in,LBP)是一种分子量为60kDa,456个氨基酸组成的糖蛋白，以单链多肽的形式在肝细胞内

合成，它属于I型急性期反应蛋白，存在于人和动物的血清中。LBP既可将细菌脂多糖

(lipopolysaccharide ,LPS)多聚体转换为单聚体,加速LPS与其受体CD14结合,显著放大

LPS的致炎作用；也可加速LPS与靶细胞膜上的清除受体结合,使LPS被靶细胞清除；还可催

化LPS与脂蛋白结合,后者可中和LPS的生物学活性,加速体内LPS的清除。然而，现有用质谱

仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒不能检测LBP基因标签单核甘酸多态性位点，功能单

一；同时，现有血清或血浆样本粘稠度都较高，采用单纯采用人阴性血清或血浆、小牛血清

进行稀释，受检测时间限制，往往难以稀释混合均匀，导致检测结果容易存在一定的偏差。

[0003] 综上所述，现有技术存在的问题是：现有用质谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂

盒不能检测LBP基因标签单核甘酸多态性位点，功能单一；同时，现有血清或血浆样本粘稠

度都较高，采用单纯采用人阴性血清或血浆、小牛血清进行稀释，受检测时间限制，往往难

以稀释混合均匀，导致检测结果容易存在一定的偏差。

发明内容

[0004] 针对现有技术存在的问题，本发明提供了一种用质谱仪检测人类血液中LBP含量

的试剂盒。

[0005] 本发明是这样实现的，一种用质谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒包括：

[0006] 30倍浓缩洗涤液、酶标试剂、酶标包被板、样品稀释液、显色剂A、显色剂B、终止液、

标准品、标准品稀释液、质谱仪；

[0007] 终止液为HCl和H2SO4；

[0008] 显色剂A由：PBS缓冲液，柠檬酸，ED-TA乙二氨四乙酸，ProcLin-300，过氧化氢(过

氧化氢挥发性太高，容易丢失，我们现在正用过氧化脲来代替，效果还不错)组成；

[0009] 显色剂B由：PBS缓冲液，柠檬酸，ED-TA乙二氨四乙酸，ProcLin-300，硫代硫酸钠

等。

[0010] 一种用质谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒检测方法如下：

[0011] 步骤一，标准品加入标准品稀释液进行稀释；

[0012] 步骤二，加样；
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[0013] 分别设空白孔(空白对照孔不加样品及酶标试剂，其余各步操作相同)、标准孔、待

测样品孔。在酶标包被板上标准品准确加样50μl，待测样品孔中先加样品稀释液40μl，然后

再加待测样品10μl(样品最终稀释度为5倍)。加样将样品加于酶标板孔底部，尽量不触及孔

壁，轻轻晃动混匀；

[0014] 步骤三，用封板膜封板后置37℃温育30分钟；

[0015] 步骤四，将30倍浓缩洗涤液用蒸馏水30倍稀释后备用；

[0016] 步骤五，小心揭掉封板膜，弃去液体，甩干，每孔加满洗涤液，静置30秒后弃去，如

此重复5次，拍干；

[0017] 步骤六，每孔加入酶标试剂50μl，空白孔除外；重复步骤三和步骤五操作；

[0018] 步骤七，每孔先加入显色剂A50μl，再加入显色剂B50μl，轻轻震荡混匀，37℃避光

显色15分钟；

[0019] 步骤八，每孔加终止液50μl，终止反应(此时蓝色立转黄色)；

[0020] 步骤九，利用高效液相串联质谱仪对上述液体进行检测，得到血液中LBP色谱图，

计算人类血液中LBP含量数据。

[0021] 进一步，所述LBP基因标签单核甘酸多态性位点的检测方法如下：

[0022] 1)特异性引物的设计

[0023] 根据被证实的LBP基因标签单核甘酸多态性位点，设计特异性扩增引物和测序引

物，其中，所述特异性扩增引物中的一条用生物素标记；

[0024] 2)PCR扩增

[0025] 以待测标本的DNA为模板，用步骤1)所述的特异性扩增引物进行PCR反应，得PCR扩

增物；

[0026] 3)焦磷酸测序

[0027] 将步骤2)所得PCR扩增物采用碱变性使其分开成单链，取其中被生物素标记的单

链PCR扩增产物纯化后，与步骤1)所述测序引物进行杂交反应，并分析结果以判断所述待测

标本的靶单核甘酸是否具备多态性。

[0028] 进一步，所述标准品稀释液包括：缓冲溶液、白蛋白，所述白蛋白的含量为10～

100g/L、碱金属氯化物、任选的乳化剂；并且所述稀释液的pH值为6.0～8.0。

[0029] 进一步，所述白蛋白选自：血清蛋白、乳清蛋白、卵清蛋白。

[0030] 进一步，所述缓冲溶液选自：磷酸缓冲溶液(PB)、磷酸盐缓冲溶液(PBS)、三羟甲基

氨基甲烷-盐酸缓冲溶液(Tris-HCl)或其组合。

[0031] 进一步，所述稀释液还包括选自下组的一种或多种组分：

[0032] (a)金属离子螯合物；

[0033] (b)碱金属硫酸盐；

[0034] (c)防腐剂。

[0035] 进一步，所述稀释液具有以下的一种或多种特性：

[0036] (a)所述稀释液在室温下的电导率ρ为0.55×104～0.75×104μS/cm；

[0037] (b)所述稀释液为待测样本提供的渗透压为250～380mOsm/Kg；

[0038] (c)所述稀释液的pH为7.2～7.8。

[0039] 本发明的优点及积极效果为：本发明通过采用高特异性引物和适宜方法的组合，
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能够实现快速、简便、准确、高效、实用、经济的检测LBP基因标签SNP基因型，可用于LBP基因

在疾病遗传易感性的关联研究，能够满足临床检验实际工作的需要，利于LBP基因标签SNP

检测预测疾病的发生、发展风险。与现有技术相比，其应用焦磷酸测序技术可以快速、准确

地进行短DNA序列分析，便于构建标准化操作流程，具有高精准、高通量、低成本等优点；PCR

扩增引物效率高，产物可直接进行焦磷酸测序，无需进行产物纯化等二次处理，操作简便，

样品用量少；同时，提供的稀释液检测结果精确可靠，分散效果良好，可长期稳定保存，并且

可通用于不同的临床免疫诊断项目的血清或血浆样本稀释液，对于临床医学诊断具有重要

意义。

附图说明

[0040] 图1是本发明实施例提供的用质谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒结构框图。

[0041] 图2是本发明实施例提供的用质谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒检测方法

流程图。

具体实施方式

[0042] 为能进一步了解本发明的发明内容、特点及功效，兹例举以下实施例，并配合附图

详细说明如下。

[0043] 下面结合附图对本发明的结构作详细的描述。

[0044] 如图1所示，本发明提供的用质谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒包括：30倍

浓缩洗涤液、酶标试剂、酶标包被板、样品稀释液、显色剂A、显色剂B、终止液、标准品、标准

品稀释液、质谱仪；

[0045] 终止液为HCl和H2SO4；

[0046] 显色剂A由：PBS缓冲液，柠檬酸，ED-TA乙二氨四乙酸，ProcLin-300，过氧化氢(过

氧化氢挥发性太高，容易丢失，我们现在正用过氧化脲来代替，效果还不错)组成；

[0047] 显色剂B由：PBS缓冲液，柠檬酸，ED-TA乙二氨四乙酸，ProcLin-300，硫代硫酸钠

等。

[0048] 如图2所示，一种用质谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒检测方法如下：

[0049] 步骤S101，标准品加入标准品稀释液进行稀释；

[0050] 步骤S102，加样；

[0051] 分别设空白孔(空白对照孔不加样品及酶标试剂，其余各步操作相同)、标准孔、待

测样品孔。在酶标包被板上标准品准确加样50μl，待测样品孔中先加样品稀释液40μl，然后

再加待测样品10μl(样品最终稀释度为5倍)。加样将样品加于酶标板孔底部，尽量不触及孔

壁，轻轻晃动混匀；

[0052] 步骤S103，用封板膜封板后置37℃温育30分钟；

[0053] 步骤S104，将30倍浓缩洗涤液用蒸馏水30倍稀释后备用；

[0054] 步骤S105，小心揭掉封板膜，弃去液体，甩干，每孔加满洗涤液，静置30秒后弃去，

如此重复5次，拍干；

[0055] 步骤S106，每孔加入酶标试剂50μl，空白孔除外；重复步骤三和步骤五操作；

[0056] 步骤S107，每孔先加入显色剂A50μl，再加入显色剂B50μl，轻轻震荡混匀，37℃避
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光显色15分钟；

[0057] 步骤S108，每孔加终止液50μl，终止反应(此时蓝色立转黄色)；

[0058] 步骤S109，利用高效液相串联质谱仪对上述液体进行检测，得到血液中LBP色谱

图，计算人类血液中LBP含量数据。

[0059] 本发明提供的LBP基因标签单核甘酸多态性位点的检测方法如下：

[0060] 1)特异性引物的设计

[0061] 根据被证实的LBP基因标签单核甘酸多态性位点，设计特异性扩增引物和测序引

物，其中，所述特异性扩增引物中的一条用生物素标记；

[0062] 2)PCR扩增

[0063] 以待测标本的DNA为模板，用步骤1)所述的特异性扩增引物进行PCR反应，得PCR扩

增物；

[0064] 3)焦磷酸测序

[0065] 将步骤2)所得PCR扩增物采用碱变性使其分开成单链，取其中被生物素标记的单

链PCR扩增产物纯化后，与步骤1)所述测序引物进行杂交反应，并分析结果以判断所述待测

标本的靶单核甘酸是否具备多态性。

[0066] 本发明提供的标准品稀释液包括：缓冲溶液、白蛋白，所述白蛋白的含量为10～

100g/L、碱金属氯化物、任选的乳化剂；并且所述稀释液的pH值为6.0～8.0。

[0067] 本发明提供的白蛋白选自：血清蛋白、乳清蛋白、卵清蛋白。

[0068] 本发明提供的缓冲溶液选自：磷酸缓冲溶液(PB)、磷酸盐缓冲溶液(PBS)、三羟甲

基氨基甲烷-盐酸缓冲溶液(Tris-HCl)或其组合。

[0069] 本发明提供的稀释液还包括选自下组的一种或多种组分：

[0070] (a)金属离子螯合物；

[0071] (b)碱金属硫酸盐；

[0072] (c)防腐剂。

[0073] 本发明提供的稀释液具有以下的一种或多种特性：

[0074] (a)所述稀释液在室温下的电导率ρ为0.55×104～0.75×104μS/cm；

[0075] (b)所述稀释液为待测样本提供的渗透压为250～380mOsm/Kg；

[0076] (c)所述稀释液的pH为7.2～7.8。

[0077] 以上所述仅是对本发明的较佳实施例而已，并非对本发明作任何形式上的限制，

凡是依据本发明的技术实质对以上实施例所做的任何简单修改，等同变化与修饰，均属于

本发明技术方案的范围内。
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摘要(译)

本发明属于试剂盒技术领域，公开了一种用质谱仪检测人类血液中LBP
含量的试剂盒，用质谱仪检测人类血液中LBP含量的试剂盒包括：30倍
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存，并且可通用于不同的临床免疫诊断项目的血清或血浆样本稀释液，
对于临床医学诊断具有重要意义。
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