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摘  要 

本文建立了一种肝素结合蛋白(Heparin-binding protein, HBP)的定量检测方法，并检验该方法的性能。

主要通过以时间分辨荧光纳米微球作为荧光标记物，结合双抗体夹心法原理和免疫层析技术，实现HBP
的定量检测。本检测方法在5~1000 ng/mL线性范围内线性关系良好，方程为y = 0.0324x − 0.0971，R2 
= 0.9975。本试剂的批内精密度CV ≤ 5.21%，批间精密度CV ≤ 7.06%。本试剂与中翰盛泰生物技术股份

有限公司的肝素结合蛋白测定试剂盒(免疫荧光干式定量法)相关性较好，二者的阳性符合率与阴性符合

率分别为96.23%和95.0%，本试剂的假阳性率和假阴性率分别为5.0%和3.77%，诊断符合率为94.52%。

本研究建立了HBP定量检测方法，并且该方法具有操作简单、检测快速、结果准确的优点。 
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Abstract 
In this paper, a quantitative detection method for Heparin Binding Protein (HBP) was established 
and its performance was tested. The quantitative detection of HBP was achieved by using time- 
resolved fluorescent nanospheres as fluorescent markers, combined with the principle of double 
antibody sandwich method and immunochromatography technology. The linearity of the detection 
method was good in the linear range of 5~1000 ng/mL, and the equation was y = 0.0324x − 0.0971, 
R2 = 0.9975, intra-batch precision CV ≤ 5.21%, inter-batch precision CV ≤ 7.06%. The reagent has a 
good correlation with Heparin Binding Protein (HBP) Detection Kit (fluorescence immunochro-
matography) developed by Zhonghanshengtai Biotechnology Limited Co., Ltd. The positive coinci-
dence rate and negative coincidence rate were 96.23% and 95.0%, respectively. The false positive 
rate and false negative rate of this method were 5.0% and 3.77%, respectively, and the diagnostic 
coincidence rate was 94.52%. This study established a quantitative HBP detection method, and 
the method has the advantages of simple operation, rapid detection and accurate results. 
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1. 引言 

肝素结合蛋白(Heparin-Binding Protein, HBP)，是机体内出现炎症反应后最早被释放的炎症因子，因

此 HBP 成为多种临床感染性疾病的诊断指标[1] [2]。HBP 由 Shafer 教授等[3]于 1984 年首次分离成功。

肝素结合蛋白是预先储存于中性粒细胞中，当机体内出现炎症或病变时由迁移的中性粒细胞释放，并通

过激活巨噬、单核细胞，调节机体炎症反应的发生[4] [5]。HBP 在检测细菌感染方面具有良好的预后和

区分性，具有很高的敏感性和特异性。HBP 可通过促进细胞因子的释放及提高吞噬细菌能力的作用，从

而使得入侵机体的微生物细菌被更有效地清除[6] [7]。除了感染性疾病 HBP 也可作为其他疾病的临床诊

断的指标，如 Zhou 等[8]研究发现在慢性阻塞性肺疾病发展过程中伴随 HBP 水平的升高，并证实肝素结

合蛋白对慢性阻塞性肺疾病急性加重有诊断和预测价值。HBP 作为一种有价值的诊断标记物，在疾病早

期其含量检测在临床上具有重要意义。 
目前 HBP 的检测方法主要有酶联免疫吸附法、化学发光法、免疫层析法等。但酶联免疫吸附法酶活

性易受到反应体系中各种因素影响，导致该方法重复性较差，灵敏度不高等问题[9]；化学发光法则成本

较高，需要购买大型仪器设备而且需配备专业人员操作，不利于普及；免疫层析法中有胶体金[10]、上转

换发光[11] [12]、荧光胶乳微球[13] [14]等均可作为标记物被制作成 HBP 检测检测卡，但这些方法都分别

存在不同缺陷，如：线性范围较窄，灵敏度不够等。时间分辨荧光免疫层析技术是用含有镧系稀土元素
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物作为荧光物质的高分子材料作为标记物，偶联蛋白抗体后形成抗体结合物，结合双抗体夹心法原理和

免疫层析技术，可对目标抗原进行定量检测。由于镧系元素独特的荧光特性，结合时间延迟和光谱分辨

等技术，使得该方法具有低背景、高特异性、高灵敏度等特点[15] [16]。 
本研究通过应用铕离子时间分辨荧光纳米微球作为标记物的方法，获得一种操作简单、价格低廉、

检测快速、结果准确的 HBP 定量检测试剂。 

2. 材料和方法 

2.1. 材料与试剂 

本 HBP 重组抗原、HBP 鼠源抗体 HBP-2H6、HBP 鼠源抗体 HBP-1E2 (珠海博美生物科技有限公司)；
羊抗鼠 IgG 抗体(购自奥创生物技术有限公司)；铕离子时间分辨荧光纳米微球(苏州为度生物技术有限公

司)；硝酸纤维素膜(德国 Sartorius 公司)；PVC 板、玻璃纤维、吸水纸(上海金标生物科技有限公司)；N-
羟基琥珀酰亚胺(N-hydroxysuccinimide, NHS)(上海晶纯生化科技股份有限公司)；1-乙基-(3-二甲基氨丙

基)碳二亚胺(EDC) (德国 sigma 公司)；其余化学试剂(分析纯，国药集团化学试剂有限公司)。临床样本来

自山东省立医院的儿科门诊、呼吸内科门诊及住院患者，临床诊断为炎症、肺炎。 

2.2. 仪器设备 

划膜喷金仪(HGS510)、可编程切条机(HGS201)、HGS802 型压壳机(杭州峰航科技有限公司)；CTS300
型数控裁条机(上海金标生物科技有限公司)；电热鼓风干燥箱(上海一恒科学仪器有限公司)；JS1000 型荧

光免疫分析仪(中翰盛泰生物技术股份有限公司)。 

2.3. HBP 标准品 

将 HBP 重组抗原稀释为 5、10、100、250、500、1000 ng/mL 浓度的标准品。 

2.4. 检测卡制备与使用方法 

2.4.1. 荧光微球与 HBP 抗体(HBP-2H6)偶联 
取 100 μL 荧光微球，加入 900 μL 标记缓冲液(50 mM MES, Ph = 6.0)进行稀释，取 10 μL 的 NHS (20 

mg/mL)，快速混匀，然后加入 5 μL EDC (20 mg/mL)快速混匀，室温孵育 20 min。17,000 rpm，离心 20 min，
去掉上清，沉淀用 100 μL 标记缓冲液(20 mmol/L MES 溶液，pH 6.5)重悬，加入 0.1 mg HBP-2H6 抗体，

快速混匀，室温孵育 2 h。加入 100 μL 20% BSA 室温封闭 1 h。离心后，去除上清液，沉淀用 1mL 结合

物稀释液(50 mmol/L Tris，10%蔗糖，2.5%海藻糖，0.5%酪蛋白，0.5% PVP10，pH 8.0)重悬，获得荧光

微球 HBP-2H6 结合物备用。 

2.4.2. HBP 检测卡制备 
分别用样品垫预处理液(10 mmol/L Tris 溶液，1% PVP-10，0.4%酪蛋白，0.5% NaCl，0.2% TWEEN20，

0.05% Proclin300，pH8.0)和结合垫预处理液(10 mmol/L 四硼酸钠溶液，0.2% PEG2000，0.5% PVP-10，
0.5% 酪蛋白钠盐，0.5% S9，0.05% Proclin300，10%蔗糖，pH 8.0)处理样品垫和结合垫。以浸泡的方式

处理 30 min，并置于 37℃干燥箱中干燥 6 h。 
在 PVC 板上贴上 NC 膜，并将羊抗鼠抗体稀释至 1 mg/mL，划在 NC 膜上作为 C 线(质控线)，鼠源

HBP-1E2 抗体稀释至 1.5 mg/mL，划在 NC 膜上作为 T 线(检测线)，划膜量设定为 1 μL/cm，然后置于 45℃
干燥箱中干燥 1 h 后备用。 
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在结合垫上喷涂荧光微球 HBP-2H6 结合物，喷量设定为 3 μL/cm，45℃干燥箱中干燥 1 h；在 25%
湿度环境中将结合垫、样品垫和吸水纸贴到 PVC 板对应的位置上，将组装完成的试纸板切成宽为 4 mm
的试纸条，装入塑料卡壳中。将组装完成的检测卡和干燥剂放入铝箔袋中密封，并于室温保存。 

2.4.3. 标准曲线的拟合 
使用本检测卡检测 5、10、100、250、500、1000 ng/mL 六个浓度标准品。使用 Logistic P4 参数方法

将信号值和浓度值拟合成标准曲线，并将曲线信息录入 ID 卡中。 

2.4.4. 检测卡的使用 
从铝箔袋中拿出检测卡，吸取稀释十倍的样本或标准品 100 μL，垂直滴加至检测卡加样孔处，层析

一段时间后，通过荧光免疫分析仪读得检测卡的 T/C 值，再根据对应 ID 卡中的标准曲线，计算出 HBP
的浓度。 

2.5. 检测卡条件优化 

2.5.1. T 线包被浓度优化 
计划 1：T 线浓度为 0.5 mg/mL；计划 2：T 线浓度为 1.0 mg/mL；计划 3：T 线浓度为 1.5 mg/mL；

计划 4：T 线浓度为 2.0 mg/mL；以此确定合适的 T 线包被浓度。 

2.5.2. 结合垫喷膜浓度优化 
对 HBP 抗体结合物分别进行 5、6、7 倍稀释，以此确定合适的喷膜浓度。 

2.5.3. 检测时间的选取 
选取 HBP 浓度为 10、100、250 ng/mL 的标准品，分别在加入样本后的 5、7、10、12、15、17、20、

22、25 min 对检测卡进行检测，以此确定合适的检测时间。 

2.6. 检测卡性能评估 

2.6.1. 线性测试 
用浓度为 5、10、100、250、500、1000 ng/mL 的 HBP 标准品检测线性关系。该方法的线性方程

为 y = 0.0324x − 0.0971，相关系数 R2 = 0.9975。 

2.6.2. 精密度测试 
选取浓度为 10、100、250 ng/mL 的 HBP 标准品进行批内和批间精密度测定。批内精密度要求 1 天

内完成一个批次的检测卡检测，3 个浓度的 HBP 标准品分别做 5 次重复测试。批间精密度要求为分别取

三个批次的检测卡进行检测，3 个浓度的 HBP 标准品分别做 5 次重复测试。计算检测结果的平均值、标

准差和变异系数。 

2.6.3. 对比实验 
选取不同浓度 HBP 的 73 例临床标本做对比，样本均由中翰盛泰生物技术股份有限公司河北精硕生

物科技有限公司的肝素结合蛋白(HBP)检测试剂盒(荧光免疫层析法)测定。以 10 ng/mL 为临界值(cut-off
值)，计算出阳性符合率、阴性符合率、假阳性率、假阴性率和诊断符合率。率的比较通过 χ2检验，P < 0.05
有统计学差异，通过 Kappa 一致性分析得出两种方法一致性。 

2.7. 统计学分析 

数据采用 prime 8.0.2 统计软件进行分析。相关分析采用 Pearson 线性相关分析法。用 ROC 分析法分

析诊断效能，并计算诊断符合率。检验水准 α = 0.05。 
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3. 结果 

3.1. 工艺条件的优化  

3.1.1. 最适捕获抗体包被浓度 
T 线包被浓度分别为 0.5 mg/mL、1.0 mg/mL、1.5 mg/mL 和 2.0 mg/mL。由图 1 可以看出，包被浓度

为 1.0 mg/mL 时梯度和线性最好。 
 

 
Figure 1. Screening of the HBP antibody concentration 
图 1. HBP 包被抗体浓度筛选 

3.1.2. 最适喷膜浓度 
最适稀释浓度结果如图 2 所示，当 6 倍稀释时梯度变化和线性关系最好。 

 

 
Figure 2. Dilution multiple screening 
图 2. 稀释倍数筛选 

3.1.3. 最佳检测时间 
检测结果如图 3 所示，浓度为 10 ng/mL 和 100 ng/mL 的标准品在 12 min 时 T/C 值就已经趋于稳定状

态，而浓度 250 ng/mL 标准品的 T/C 值在 15 min 时才较为稳定，因此本方法的最佳检测时间选为 15 min。 
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Figure 3. Detection time optimization 
图 3. 检测时间优化 

3.1.4. 线性 
结果如图 4 所示，该方法在 5~1000 ng/mL 范围内线性关系良好，方程为 y = 0.0324x − 0.0971，R2 = 

0.9975。 
 

 
Figure 4. Standard curve 
图 4. 标准曲线 

3.1.5. 精密度 
经计算该方法的三批检测卡的批内精密度 CV ≤ 5.21%，批间精密度 CV ≤ 7.06%。分析结果见表 1。 

 
Table 1. Precision analysis 
表 1. 精密度分析 

批次 标准品浓度(ng/mL) 检测次数(次) 均值(ng/mL) SD CV(%) 

第一批 10 5 4.97 0.20 3.94 

 50 5 15.86 0.48 3.00 

 250 5 32.00 1.00 3.13 
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Continued 

第二批 10 5 5.63 0.21 3.70 

 50 5 17.07 0.81 4.74 

 250 5 33.27 1.42 4.27 

第三批 10 5 5.47 0.11 2.07 

 50 5 16.40 0.85 5.21 

 250 5 36.69 1.54 4.19 

批间 10 - 5.36 0.33 6.24 

 50 - 16.44 0.82 5.00 

 250 - 33.99 2.40 7.06 

3.1.6. 临床样本比对 
两种方法的一致性分析结果见表 2，经计算两种方法的阳性符合率与阴性符合率分别为 96.23%和

95.0%，符合率较高。本方法的假阳性率和假阴性率分别为 5.0%和 3.77%，并且诊断符合率为 94.52%。

本方案荧光检测卡和中翰盛泰生物技术股份有限公司的肝素结合蛋白(HBP)检测试剂盒(荧光免疫层析

法) (P < 0.05)，K 值为 0.928。 
 
Table 2. Analysis of the consistency results 
表 2. 一致性结果分析 

HBP 检测试剂盒 
HBP 检测卡(ng/mL) 

<10 10~20 20~50 50~100 >100 

<10 19 1 0 0 0 

10~20 2 10 0 0 0 

20~50 0 0 9 0 0 

50~100 0 0 0 8 0 

>100 0 0 0 1 23 

4. 结论 

本实验使用铕离子时间分辨荧光纳米微球标记 HBP 抗体，该方法在 5~1000 ng/mL 线性范围内，具

有良好的线性关系，线性方程为 y = 0.0324x − 0.0971，R2 = 0.9975。也有较好的精密度，批内精密度 CV ≤ 
5.21%，批间精密度 CV ≤ 7.06%，与中翰盛泰生物技术股份有限公司的肝素结合蛋白(HBP)检测试剂盒(荧
光免疫层析法)相关性良好，阳性符合率和阴性符合率分别为 96.23%和 95.0%，两种方法具有良好的一致

性。假阳性率和假阴性率分别为 5.0%和 3.77%，并且诊断符合率为 94.52%。本产品检测快速，操作简便，

15 min 便可出结果；而且成本低，标本用量少，仅需 10 μL，利于普及和推广使用。 
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