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去糖基化酶混合物与重组糖基化proBNP抗原于磷酸缓

冲液（pH=5.0）37摄氏度下反应16小时，通过SDS-PAGE

缓冲液终止并于WB中分析；WB中所使用的检测抗体为

15F11（抗NT-proBNP抗体，位点13-20，HyTest）。

2.5SDS-PAGE电泳和WB：

SDS-PAGE电泳的分离胶为16.5%，浓缩胶为3%，上

样量为1.5ug/泳道。WB中所使用的检测抗体为15F11（抗

NT-proBNP抗体，位点13-20，HyTest），显色剂为DAB。

2.6BNP检测：

使用5种商业化试剂盒对校准品和样本进行一轮内两次

的重复测定。试剂盒分别为：Alere Triage、Siemens 

Centaur XP、Abbott I-STAT、Beckman Access2 和ET 

Healthcare Pylon BNP。

2.7BNP浓度的外部校准：

BNP样本的初始浓度由制造商的内部校准品所测得。

后续使用外部校准品生成新的校准曲线对试剂进行再校准。

2.8数据分析：

Passing-Bablock回归分析；相关系数R2计算；试剂

间不精密度计算。

*详细信息请参见原文
BNP标准化的探索：糖基化proBNP作为通用校准品
可改善不同商品化试剂间的可比性

1.简介

外周循环中B型脑钠肽（BNP）的检测已经被广泛用于

心脏功能评估、心衰诊断以及心衰治疗监测领域。目前市场

上已经有多种商业化检测试剂盒可供使用，但是不同试剂之

间的检测结果却存在着较大差异。由于试剂之间的可比性较

差，而BNP检测又使用的是统一的cut-off值，当患者同时

采取两种以上试剂检测时往往会导致结果分析复杂化。导致

该差异的主要原因之一是缺乏通用的校准品，目前关于使用

何种形式的BNP作为校准品仍然没有一致看法，不同试剂

所使用的校准品也各不相同。因此，使用合适的通用校准品

是改善不同试剂之间差异的方向之一。

在外周循环中，除BNP活性分子外，还存在未降解的

糖基化proBNP，该分子被认为是BNP主要的免疫活性形式。

因此，该形式的BNP可能会成为最潜力的通用校准品。在

本篇研究中，研究人员使用了不同形式的BNP分子对不同

的BNP试剂进行校准比对，通过了一系列系统性分析对

proBNP作为通用校准品进行了考察验证。

2.实验材料与方法：

2.1样本：

20例急性心衰和20例慢性心衰患者EDTA血浆。

2.2校准品：

6组，每组5个浓度；6组校准品所使用的抗原分别为：

合成BNP（Bachem）、重组BNP（大肠杆菌，Raybio-

tech）、重组非糖基化proBNP（大肠杆菌，HyTest）、

His标签重组非糖基化proBNP（大肠杆菌，Raybiotech）、

重组糖基化proBNP（HEK细胞，HyTest）和重组糖基化

proBNP（CHO细胞）；稀释基质为无BNP/proBN-

P/NT-proBNP的EDTA血浆（HyTest）。

2.3样本采集：

使用EDTA采血管进行采血，离心之后立即转入含有苯

甲脒（SIGMA，抑制剂终浓度为10mmol/L）和4-2-胺乙

基苯磺酰氟盐酸盐（SIGMA，抑制剂终浓度为5mmol/L）

的储存管中。

2.4重组proBNP的去糖基化：
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3.结果分析：

目前不同BNP检测试剂之间普遍缺乏标准化，不同试

剂使用的抗体配对和校准品均不同，详细信息如表1所示。

通过使用5种不同试剂对40例心衰患者样本进行测定发现

（试剂由制造商内部校准品校准），不同试剂之间的测试

结果差异可高达3.6倍（平均1.9倍，0.9-3.6）。如表2所

示，通过对不同试剂测试结果的Passing-Bablock回归分

析发现，除HEK表达的糖基化proBNP（后简称HEK 

proBNP）作为外部校准品外，其余外部校准品校准后的试

剂之间的线性回归方程均不理想。但是通过R2结果来看，所

有试剂在所有校准品校准后的结果之间的相关性依然很好。

当HEK proBNP作为外部校准品时，不同试剂之间的差异

被显著降低，线性斜率接近0.9-1.0。同时还发现，使用

HEK proBNP作为校准品可以使试剂间的不精密度CV降低

约一倍（表3）。
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通过图1发现，5种不同的试剂对于BNP、非糖基化

proBNP和糖基化proBNP并非等克识别。

如图2所示，通过对CHO和HEK表达的糖基化proBNP

进行SDS-PAGE电泳发现，HEK所表达的proBNP的迁移性

要低于CHO表达的proBNP。但通过去糖基化处理后，两种

蛋白的迁移性差异被显著缩小。说明HEK proBNP的O-糖基

化程度要高于CHO proBNP。
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4.启示与讨论：

目前市场上有多种不同方法学平台的BNP检测试剂，

但是由于缺乏通用标准品和标准参考测量程序，不同试剂之

间的结果可比性较差。尽管FDA建议的急性心衰排除的参

考值为100ng/L，但是考虑到试剂之间的差异，因此建议

不同试剂应当建立自己的专属参考值或者使用通用校准品对

所有BNP试剂进行重新校准。

导致BNP试剂之间差异的主要原因可以概括为a. 不同试

剂所使用的抗体的识别位点不同以及b. 缺乏通用的标准品。

除ET Healthcares使用单抗原决定簇夹心系统——SES-BNP，

该系统的捕获抗体识别环状结构11-17位点，检测抗体仅识别

捕获抗体和BNP/proBNP所形成的免疫复合物，其他试剂均

使用了双抗体夹心的方法，其中一株抗体的识别位点位于环

状结构上，另一株抗体的识别位点则位于N端或者C端。抗体

的特异性作为试剂的内在特性，并不会被外在因素所影响。

但是可以推断，若使用通用的校准品可能会使试剂之间的差

异得到改善。

外周循环中proBNP相关多肽存在高度的异质性，加上

不同试剂所使用的BNP抗体的特异性不同，一定程度上解

释了检测结果的差异，也说明寻找一种与内源性BNP完全

一致的通用校准品并不现实。然而，糖基化proBNP广泛存

在于外周循环中，并且是BNP主要的免疫活性形式，这使
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得糖基化proBNP作为通用且稳定的标准品成为了可能。

在本研究中，通过对6种候选的校准品对不同试剂进行

再校准并进行相关性比对后，我们发现通过HEK proBNP

校准品进行再校准后，试剂间差异显著降低。另外，通过对

比不同糖基化proBNP（HEK proBNP和CHO proBNP）

以及非糖基化proBNP的结果来看，尽管理论上三者的BNP

部分结构一致，但是结果却差异很大，这说明糖基化程度对

于检测结果具有重要影响，可能的原因是糖基所造成的空间

位阻影响了抗体对于proBNP的识别。

作为校准品，另一更重要的特性是稳定性。众所周知，

BNP在体外稳定性不好，proBNP相比BNP在稳定性方面

有显著提升。根据之前的研究显示，HEK proBNP在-70℃

条件下保存1年半，依然可以保持良好的活性。

除此之外，该研究中也存在一些不足之处，比如HEK 

proBNP的批间差有待进一步验证，因为基于本研究的结果，

糖基化是减少试剂之间差异的关键，因此对于不同批次之间

糖基化程度的差异控制至关重要；不能排除HEK proBNP

对于改善试剂间差异的原因可能并非糖基化，而是蛋白制备

过程中的其他物质，不过糖基化对于抗体识别的影响已经在

之前的研究中得到了确认。
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