
第十七期 心肌标志物

脑啡肽酶介导产生的BNP片段与心衰精准医疗

——相关文献解读及专家意见分享

 译： 王楠    校对：奚苏静

前言：

随着2015年大型临床多中心研究PARADIGM-HF研究结果的公布，证实了诺华的心衰新药ARNI（诺欣妥）相比一

线心衰治疗药物依那普利在降低心血管不良事件和改善心衰有着显著提升。但是随着诺欣妥在临床上的广泛应用，很多

临床医生对这些接受诺欣妥治疗的患者的NPs检测结果感到困惑。

针对目前的现状，HyTest开发了一种全新的BNP-neo 17检测系统可用于检测NEP裂解BNP后形成的neo 17片段，

该新型标志物可用于反映患者体内NEP活性在未来对于患者进行疗效预评估具有潜在的应用价值。

关于NEO 17的最近发表文章的中文解读请见下文。

心衰（HF）是一种全球流行性疾病，伴有高发病率

和高死亡率。目前，全球范围内受心衰影响的人数已经超

过了2600万人。诺华于2014年推出了一种新型的心衰治

疗 药 物 ， 该 药 物 为 血 管 紧 张 素 受 体 脑 啡 肽 酶 抑 制 剂

（ARNi）——诺欣妥（Entresto）。据PARADIGM-HF试

验结果显示，该药物可以使射血分数降低的患者的心脏死

亡率及再入院率降低20%。然而，严格的试验入选标

准、药物滴定的困难以及一些不良事件的报道均提示，对

患者进行ARNi受益程度的预判可能是有意义的。

诺欣妥由两个活性成分组成，分别为血管紧张素受体

II阻断剂缬沙坦和脑啡肽酶特异性抑制剂沙库巴曲。脑啡

肽酶（NEP）是一种锌依赖型的金属蛋白酶，作用位点位

于氨基酸的疏水残基。脑啡肽酶在体内广泛存在，在肾脏

外周循环中脑啡肽酶介导产生的BNP片段的检测：
脑啡肽酶靶向抑制对于心衰治疗的见解与启示

中尤为丰富。NEP是一种跨膜蛋白，但是外周循环中也有

报道显示有酶活性形式的NEP存在。NEP的底物有很多

种，如缓激肽、肾上腺髓质素、脑啡肽、缩宫素、底物

P、β淀粉样蛋白和利钠肽相关多肽（NPs）。对心衰而

言，由于ANP和BNP具有心肌保护作用，因此其病理机制

尤为重要。

外周循环中，NPs以无活性的前体形式（proANP和

proBNP，这种形式的分子对脑啡肽酶不敏感）、具有活

性 的 激 素 类 多 肽 及 相 关 系 列 降 解 片 段 等 三 种 形 式 存

在。ARNi对于NEP的抑制作用会阻止NPs的降解，这可能

会改变无活性的NPs与活性激素NP之间的平衡关系，从而

使外周循环中BNP的浓度水平升高。而ANRi对于NPs活性

分子浓度水平的提升恰恰是其发挥疗效的重要机制之一。

在本研究中，研究人员通过NEP的酶切作用对BNP及

相关的片段的生成进行了研究。在之前的研究中，研究者
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BNP11-17aa的区域对于外周循环中的蛋白酶不敏

感，因此相对比较稳定，这在之前的研究中已经得到了证

实。因此可以推断，neo 17的新生表位也可能具有很高的

稳定性。基于上述假设，本研究对于包含有neo 17表位的

BNP片段进行了相关研究。

本研究设计了一种特异性识别BNP neo 17的夹心免

疫检测系统，该系统与全长BNP分子无交叉反应。基于该

检测系统，研究人员对动物模型和心衰患者的BNP neo 

17进行了检测分析。

1. 实验材料与方法：

1.1     材料

合 成 的 A N P 1 - 2 8 和 B N P 1 - 3 2 由 B a c h e m 提

供；BNP5-32片段及开环结构BNP（BNP5-32的5-

17aa，和18-32aa，其中17-18位点被酶切）由Peptide 

2.0提供；人重组proBNP由HyTest提供；重组脑啡肽酶分

别由R&D systems（人源）和Sino Biological（鼠源）提

供 ； 沙 库 巴 曲 由 M e d C o o 提 供 ； 所 有 B N P 单 抗 均 由

HyTest提供；ANP单抗由Bio-Rad提供；其他信息详见原

文。

1.2     BNP-neo 17夹心免疫检测系统

抗体配对为BNP-neo(17)多抗（捕获抗体）-- 50E1 

26-32aa（检测抗体），更多信息详见原文。

1.3     BNP与ANP检测

BNP检测使用的系统为SES-BNP（HyTest），该系

统可以等效识别完整的BNP和BNP-neo 17片段。

2.2     NEP介导的BNP裂解的体外研究

为了进一步使用鼠模型研究NEP介导的BNP降解，研

究者对人NEP和鼠NEP介导的BNP降解进行了体外研

究。研究者将BNP在有沙库巴曲和无沙库巴曲的情况下分

别与人和鼠NEP进行孵育，然后用BNP-neo 17的免疫检

测系统对BNP-neo 17进行检测，以确认鼠NEP对于人

BNP的裂解作用，以及沙库巴曲对该裂解反应的抑制作

⼼肌标志物

已经确认了BNP上的NEP作用位点，其中对于NEP最为敏

感的作用位点位于Met-4 和Val-5之间，其次是位于Arg-

17 和 Ile-18的位点。BNP的截断会形成一些原本不存在

于完整分子中的由蛋白水解产生的抗原表位（新生表

位） 。这 些 新 生 表 位 包 括neo 5 （包 含N末 端 的V a l -

5）、neo 17（包含C末端的Arg-17）和neo18（包含N末

端Ile-18）（如Fig.1所示）。上述的新生表位均为NEP作

用BNP后形成的特异性产物，因此包含有上述特异性新生

表位的BNP片段可能在对于患者的区分鉴别方面有一定的

临床意义。

ANP检测使用的是竞争法免疫检测系统，捕获抗体为

Mab 23/1，标记物为重组人proANP。

1.4     BNP裂解的体外试验

BNP分别与人NEP和鼠NEP在有或无沙库巴曲的条件

下于37°孵育1小时。

1.5     NP裂解的体内研究

对8只雄性Wistar大鼠进行麻醉，并在右侧股动脉和

静脉进行插管。

ANP和BNP在无沙库巴曲的情况下的反应动力学是通

过对小鼠进行口服氯化钠，及注射ANP、BNP及氯化钠混

合物获得的。而ANP和BNP在有沙库巴曲的情况下的反应

动力学是通过对小鼠注射ANP、BNP及沙库巴曲的混合物

获得的。

其余信息请参见原文。

1.6     患者信息

详见原文。

2. 结果与分析

2.1     BNP-neo 17免疫检测系统的建立

Fig.2，本研究建立了一种新型的BNP-neo 17的免疫

检测系统，其中捕获抗体为特异识别neo 17表位的多

抗，检测抗体为50E1（识别BNP的C末端），开环结构

BNP（5-17）-（18-32）作为校准品。
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用。

结果如Fig.3所示，在人NEP和鼠NEP分别作用0.5和

1小时后，均有BNP-neo 17产生。在无NEP存在的情况或

在有NEP且有沙库巴曲存在的情况下，均无BNP-neo 

17的产生。因此，可以确认鼠NEP可以在体外裂解人

BNP并形成BNP-neo 17，且该反应可被沙库巴曲抑

制。这也使得研究可以移至鼠模型内进行体内试验。

2.3     NEP介导的BNP裂解的体内研究

研究者对有/无沙库巴曲的小鼠注射BNP，并在不同

时间测试BNP-neo 17和总BNP，以考察外周循环中

NEP介导的BNP裂解的情况。因为ANP是NEP更倾向的作

用底物，因此此次研究中也将ANP与BNP以等分子量混合

进行了注射，以控制NEP的抑制效率。ANP的测试方法为

竞争免疫分析法。

在NEP被抑制的情况下，ANP的半衰期平均为9.1分

钟，并且其平均浓度会在4分钟左右达到最大值（最大值

为171.1ng/mL），如Fig.4A所示。在无沙库巴曲的情况

下，ANP的浓度显著降低。说明，在本次试验中NEP的活

性被沙库巴曲有效抑制。而相比于ANP，BNP在有沙库巴

曲的情况下变化不显著，其对应的半衰期分别为8.5分钟

和5.7分钟，同时对应的最大峰值分别为72.5 和 84.0 

ng/mL（Fig. 4B）。

BNP-neo 17的检测结果显示，在注射了沙库巴曲

后，鼠外周循环中的BNP-neo 17浓度显著降低，最大值

仅为0.26ng/mL，而无沙库巴曲的情况下BNP-neo 17的

最大值浓度为1.68。另外还观察到，在有无沙库巴曲存在

的情况下，BNP-neo 17的差异可达13.2倍（Fig.4C）。

研究者通过计算BNP-neo 17与总BNP的比值对

BNP-neo 17的产生与清除的比率进行了研究。结果显

示，当沙库巴曲存在时，BNP-neo 17占总BNP的比例随

着时间的推移出现了显著变化，并在20分钟达到了27倍

（Fig. 4D）。

2.4    人类外周循环中BNP-neo 17的检测

BNP-neo 17也可能存在于人外周循环中，其所占总

BNP的比例可能存在较大的个体间差异。为了验证该假

设，研究者对32例心衰患者EDTA血浆进行了总BNP及

BNP-neo 17的检测。

结果显示，32例样本的总BNP的结果分布为28.5-

3384.5ng/L，其中19例患者为BNP-neo 17阳性，另外

13例的BNP-neo 17的检测结果低于LoD值，整体的BNP-

neo 17浓度分布水平非常低，仅为0-37.3ng/L，但是与总

BNP浓度存在一定的相关性（r=0.784）。

此外，BNP-neo 17/总BNP的比值也存在显著的个体

间差异。其中，在19例BNP-neo 17阳性的患者中，有5例

样本的结果为5.6%-11.7%（高占比水平），13例样本的

结果为0.5%-5.5%（中等水平），还有一例为0.2%（低

水平）（Fig.5A）。另外，该比值与总BNP之间无相关性

（Fig.5B）。

因此可以得出结论，BNP-neo 17存在于外周循环

中，并且其所占总BNP的比例独立于BNP水平。
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NPs作为肾素血管紧张素系统及交感神经系统的调节

因子，参与胞外液容积及血压的调节以及心脏肥大及心室

重构的抑制。对于HF患者而言，ANP和BNP均会升高，后

者 更 是 被 作 为 心 衰 标 志 物 的 金 标 准 （ 包 括 N T -

proBNP），但是这些NPs的免疫检测均不能反映出外周

循 环 中 真 正 具 有 活 性 的 N P s 的 水 平 。 对 于 H F 患

者，proBNP（BNP的非活性前体）是BNP的主要免疫活

性形式。proBNP的裂解会产生具有活性的BNP，但是裂

解水平存在个体间差异，这将进一步影响外周循环中

NPs活性形式的水平，ANP也存在类似的情况。

研究者使用了“游泳池”的概念以表述活性NP的动

态平衡。其中前体的表达分泌及裂解用进水管表示，活性

NP的失活方式则用排水管表示。如Fig.6所示，失活的方

式包括NEP、二肽基肽酶IV、胰岛素降解酶和其他蛋白酶

对于NP的裂解以及NP受体C和肾脏对于NP的清除。

3. 讨论与启示

ARNi中NEP抑制剂对于活性NP水平的影响是通过

“蛋白水解阀门”的方式进行的。NP通过NEP抑制的方式

进 行 活 性 修 复 ， 称 之 为 “ 利 钠 肽 的 恢 复 潜 能 （N P - R

P）”；如果将BNP作为讨论对象，那么NP-RP也可称之

为BNP-RP。如果proBNP的产生和裂解均维持在高水

平，同时伴有NEP的高活性水平，那么则可称为高NP-

RP；反之，若proBNP的裂解极其低效，脑啡肽酶抑制剂

将不会使BNP活性升高，那么则称为低NP-RP。

基于上述内容，可以得出一个关于诺欣妥治疗策略的

假设。若患者为高NP-RP，接受诺欣妥治疗后会获益显

著；反之，若患者为低NP-RP，则疗效可能会不显著。因

此，将高NP-RP和低NP-RP人群进行区分具有重要意

义。然而，由于NP-RP涉及了包括proBNP的产生及裂解

水平以及NEP活性等因素，直接对于NP-RP进行测定非常

困难。

目前，已经有研究报道了通过合成的荧光底物检测

NEP活性的方法。这类方法，仅考虑了分离后血液中的

NEP活性而忽略了膜结合酶的活性（膜结合酶是NEP的酶

活形式）。因此，该方法不足以体现NP-RP，因为测试结

果不能反映出活性NP的产量。

对于NP-RP，最直接的测试方法是监测外周循环中

NEP介导产生的NP片段。ANP和BNP均是NEP的底物，但

是ANP的半衰期更短，其可被体内多种酶快速降解，监测

ANP片段将会非常复杂。因此，本研究选择BNP作为目

标，对BNP-RP进行检测。基于NEP对于BNP的酶切位点

及BNP的分子稳定性研究，BNP-neo 17是一种非常合适

的备选分析物。

之前已经有研究证明了鼠模型可用于外周循环中

BNP的研究，因此本研究选择鼠模型对BNP的体内降解进

行了研究。通过使用NEP特异性抑制剂沙库巴曲，研究者

得到了充足证据证明BNP-neo 17形成是NEP依赖性的。

之前的研究显示，在沙库巴曲治疗后仍然有少量的NEP残

留，这也与本研究中发现了沙库巴曲治疗后仍有微量

BNP-neo 17存在的结果相一致。因此可以确定，动物模

型中BNP-neo 17确实是外周循环中NEP的作用产物。

通过人血浆测试，研究发现BNP-neo 17水平与总

BNP水平中度相关。然而BNP-neo 17/BNP的比值与总

BNP无相关性，说明BNP-neo 17在总BNP中的占比是一

种能够反映BNP-RP的独立因子。尽管研究的样本群体很

小，但是BNP-neo 17/BNP的比值结果仍然显示出了明显

的差异性，即高水平、中水平和低水平或无法检出组。对

于低水平组的结果，有人可能会认为NEP抑制将不会导致

活性BNP的升高，因此该检测可能不具有重要意义。但

是，由于proBNP不会被NEP降解，因此外周循环中不同

截断形式的BNP是BNP-neo 17产生的唯一来源。而且这

些肽段实际上在HF患者中的水平往往很低，因此可以推断

BNP-neo 17的浓度水平可能会低于100ng/L。

BNP-neo 17可以作为基于NEP抑制剂治疗疗效监测

的备选标志物。对BNP-neo 17进行检测可以用于患者的

预区分，以鉴别NEP抑制剂治疗的受益人群。随着个体化

医疗的不断发展，伴随式诊断将会使治疗诊断学向治疗应

答监测及预后评估转变成为了可能。

BNP-neo 17检测的另一个潜在用途是HF治疗监测：

将BNP-neo 17与其他标志物（如BNP或NT-proBNP）进

行联检有助于监测血管紧张素脑啡肽酶抑制剂对于利钠肽

活性恢复程度的效果，这也与脑啡肽酶抑制剂治疗直接相

关。

然而，由于目前本研究的研究群体很小且HF样本均

为急性心衰，因此在未来的研究中需要使用更大规模的接

受了ARNi治疗的样本群体。

总之，本研究证实了BNP-neo 17在体内是经NEP裂

解BNP所产生。同时，BNP-neo 17/总BNP的比值存在高

度的个体间差异。这些结果均支持BNP-neo 17用于反映

患者BNP-RP 情况的可能性，使其可以作为NEP抑制剂治

疗的伴随诊断的潜在标志物。
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译：杨晨辰      校对：王楠

总
结 由此可⻅，BNP-neo 17的初步研究结果已经得到了业界专家的认可。然⽽，由于缺少后续临床样本的验证，该研究还需持

续深⼊进⾏。相信，随着后续相关临床研究的进⾏，BNP-neo 17临床应⽤价值的⾯纱将被进⼀步揭开。

⼼肌标志物
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随着HyTest科学家对BNP-neo 17进行相关研究的文章发表，随后Clinical Chemistry杂志编辑Antoni Bayes-

Gen is和Ju l i o  Núñez在其发表的社论（Cl in ica l  Chemis t r y  Oc t  2019 ,  65 (10 )  1187-1189 ;  DOI : 

10.1373/clinchem.2019.308478）中提到了HyTest开发的BNP-neo 17检测系统，我们摘取了neo 17相关部分进行了

翻译分享：

在这期的临床化学中，Feygina及其同事们研究了

NEP作用产生的BNP衍生碎片。BNP分子上有许多NEP水

解的位点，这些位点有着不同的水解敏感性。最敏感的位

点在Met-4和Arg-17之间，其次是Arg-17和Ile-18之间

的位点。NEP裂解BNP的位点是已知的，这些位点分别是

neo 5(C末端Arg-17)，neo 17(C末端Arg-17)和neo 

18(N末端Ile-18)。在这篇研究中，作者开发了一种全新

的检测BNP-neo 17位点的免疫检测系统，并且与全片段

的BNP分子没有交叉反应。首先他们证明了体外BNP-

neo 17是在NEP存在的情况下生成的。其次，他们在注射

有BNP的大鼠（经过和未经过沙库巴曲处理）中进行了全

面的体内生物合成和生物降解的分析。最后，他们还确证

了未接受沙库巴曲缬沙坦治疗的心衰患者外周循环中存在

着BNP-neo 17。该研究的产生的反响是多方面的。

在这篇研究中，作者提供了一种检测系统，可检测新

型的、潜在预测性的生物标志物BNP-neo 17，可以用来

识别最有可能对某些治疗（例如通过ARNI沙库巴曲缬沙

坦的NEP抑制治疗）有反应的个体。的确，BNP-neo 

17可用来反映射血分数降低的患者体内NEP活性。对于检

测替代标志物而不是检测循环NEP本身的浓度或活性，人

们可能会质疑其合理性。NEP浓度在射血分数降低的患者

体内是变化的，尽管在一些情况下NEP浓度可用来预测患

者心血管死亡和心衰住院的事件。但是，目前NEP检测主

要的限制是临床实践中缺乏可靠、重复性高的检测试剂。

目前有许多基于荧光底物的方法可用于检测NEP活性。但

是这些检测NEP活性的方法的主要缺点是没有考虑到外周

循环中产生的利钠肽的活性。因此，BNP-neo 17的出现

可能是一种很好的替代品。在临床应用之前，该检测系统

还需要进一步开发和改进，但是目前提供的数据表明该检

测系统已经足够可靠。然而BNP-neo 17水平较高（反应

NEP活性）的患者是否比那些BNP-neo 17水平较低患者

在接受ARNI治疗之后有更好的临床表现，这超出了该文

章的研究范围。心衰临床医生应当能够准确鉴别有更高

NEP活性的心衰患者并且加大ARNI的使用剂量。

此外，BNP-neo 17也可作为监控NEP抑制治疗的药

物动力学标志物。BNP-neo 17也许能提供接受沙库巴曲

缬沙坦治疗对于利钠肽活性恢复程度的信息，从而评估

NEP抑制治疗的效率。虽然作者提供了心衰患者外周循环

中存在BNP-neo 17初步证据，但是他们未能提供接受

ARNI治疗患者中存在BNP-neo 17的证据。
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