
过 去 十 年 中，

NT-proBNP 的检测已

用于兽医实践领域。患

有二尖瓣疾病和扩张型

心 肌 病 的 狗，其

NT-proBNP 的水平会

升 高。最 高 浓 度 的

NT-proBNP 常见于发

生 充 血 性 心 力 衰 竭 的

狗。 NT-proBNP 的 检

测有助于将充血性心力衰竭与原发性呼吸道疾病区分开

来，这 是 犬 呼 吸 症 状 的 潜 在 原 因 (1)。 血 液 中 的

NT-proBNP 浓度与疾病的严重程度相关，并反映了后续

并发症的风险。 越来越多的研究表明，NT-proBNP 可成

功用于犬心脏病的诊断，评估犬心脏病的严重程度和犬心

脏病的预后（综述见 2） 。

犬 NT-proBNP 检测的主要挑战之一是血液样本中分析

物的不稳定性。样品储存和运输过程中 NT-proBNP 的降

解会导致样品中检测的 NT-proBNP 浓度下降。
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分析物的表观稳定性取决于免疫检测中使用的抗体特异

性，并且可以通过使用分子稳定部分的特异性抗体来改

善。通过选择对 NT-proBNP 降解不太敏感的抗体，可能

可以降低对样品处理和储存方面严格和复杂的规定。这种

试剂将大大提高犬 NT-proBNP 检测的临床应用。

HyTest提供单克隆抗体和校准品

我们提供校准品和各种单克隆抗体推荐配对，用于开发特

异性识别犬 NT-proBNP 的免疫检测试剂。这些工具有

助于开发高特异性的免疫检测分析，用于检测血液中犬

NT-proBNP 的浓度。根据我们的初步研究，使用我们最

佳的单克隆抗体推荐配对制备的原型试剂，观察到血浆

样品可以在 +4°C 下储存至少 72 小时，或在 +20°C 下

储存 24 小时， 分析物中 NT-proBNP 的免疫反应性几

乎没有损失。

 兽医临床和研究领域 心肌标志物

NT-proBNP和BNP是人心力衰竭公认的生物标志物

B型利钠肽 (BNP) 是一种心脏激素，参与维持血压、水和电解质平衡。它降低血管阻力并增加利尿和钠的排泄，从而

降低全身血压。BNP作为激素原合成，其前体分子特异性裂解形成BNP和NT-proBNP。BNP和NT-proBNP以等摩尔

量分泌到血液中。更多信息可以在Goetze (2012) 和Potter (2011) (3-4) 的文章中找到。



HyTest 提供多种单克隆抗体，这些抗体特异性识别犬

NT-proBNP 的不同区域（图 1） 。所有的抗体均能识别重组

和来自犬血浆的天然 NT-proBNP。

针对犬 NT-proBNP，我们开发了超过 60 种单克隆抗体。所

有抗体分别作为捕获抗体和检测抗体，在夹心免疫检测中进

行测试，以确定最佳抗体配对。捕获抗体包被 96 孔板上，而

检 测 抗 体 以 铕 螯 合 物 标 记。重 组 犬 NT-proBNP（货 号

#8CNT9）和来自狗血浆的天然犬 NT-proBNP 作为评估抗

体配对的抗原。 多组配对在检测重组和天然 NT-proBNP 的

结果中表现出高灵敏度。最优的单克隆抗体配对见表 1。

这些免疫检测分析测定重组 NT-proBNP 的灵敏度为 25 

pg/ml1。推荐配对的校准曲线如图 2 所示。

1 NT-proBNP浓度换算：1pmol/L =1÷10.545 pg/ml

请注意，免疫分析检测的性能取决于多种因素。包括检测平

台、与检测抗体结合的标记类型和标记工艺。因此，具有非重

叠表位的 NT-proBNP 抗体的其他配对在我们客户的免疫

测定平台中体现更优的性能。

选定的抗体配对检测健康狗和患有心脏病的狗的血浆样

本。在本次研究中所有的免疫检测中，患有心脏病狗的

NT-proBNP 浓 度 显 著 高 于 对 照 组。对 于 高 浓 度 的

NT-proBNP，也不需要稀释步骤， 结果显示检测试剂 具

有较宽的检测范围。图 3 显示抗体配对 CaNT90-CaNT89

检测单个血浆样本的 NT-proBNP 结果。

我们的结果表明，使用选定的抗体配对可用于狗血浆中

NT-proBNP 的定量测定。
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犬 NT-proBNP 单克隆抗体

犬 NT-proBNP 定量免疫检测试剂

健康犬和心脏病犬血浆中NT-proBNP的定量检测

HPLGGRSPAS EASEASEASG LWAVQELLGR LKDAVSELQA EQLALEPLHR SHSPAEAPEA
10 20 604030 50

GGTPRGVLAP HDSVLQALRR LRSPKMMHKS GCFGRRLDRI GSLSGLGCNV LRKY
70 80 90 100 110

CaNT19

CaNT49
CaNT53

CaNT46CaNT89
CaNT90

捕获抗体 检测抗体
CaNT90 CaNT89

CaNT19 CaNT89

CaNT90 CaNT53

表1. 最敏感的抗体配对

图1. 犬NT-proBNP单克隆抗体位点图

图2. NT-proBNP免疫检测校准曲线
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（A）最优配对检测的校准曲线

（B）校准曲线和犬血浆样本稀释度比对

试剂类型：两步法夹心免疫荧光检测，链霉亲和素包被微孔板

捕获抗体：200ng/孔，偶联生物素

捕获抗体：200ng/孔，标记铕螯合物

抗原：犬重组NT-proBNP（Cat.# 8CNT9）

样本体积：50μl

孵育时间：室温40分钟



可靠测量样品中 NT-proBNP 浓度的主要挑战之一是蛋

白质随时间的降解 (5-7)。虽然合适的样品处理和储存对

减少降解至关重要，但另一个重要因素是检测试剂中抗体

的选择。当捕获和检测抗体中至少一种抗体的表位受损或

位于蛋白酶切割位点，分析物的免疫反应性会降低。因此，

分析物的表观稳定性可以通过使用特异性识别分子稳定

部分的抗体来提高。在开发犬 NT-proBNP 检测试剂时，

必须特别注意选择不受 NT-proBNP 蛋白水解降解影响

的抗体。

我们测试了我们的抗体在样品储存期间检测内源性犬

NT-proBNP 的能力。患有心脏病的狗 EDTA 血浆在两种

不同的温度下孵育。+4° C 下 NT-proBNP 可保持稳定至

少 72 小时（样品中可检测到 95-105% 的初始免疫反应

性，图 4A） 。同时，血浆在 +20°C 下孵育，24 小时后在样

品中可检测到 89-98% 的初始免疫反应性（图 4B） 。初步

数据表明，使用我们推荐的抗体配对，血浆可以在 +4°C

下储存至少 72 小时，而免疫反应性几乎没有损失。当在室

温下储存时，信号在最初的 24 小时内有着微弱的减弱。请

注意，单个血浆样品或血清样品中天然 NT-proBNP 的稳

定性可能与此处显示的结果不同。

提高血浆样品中内源性 NT-proBNP 的表观稳定性

犬 NT-proBNP 免疫印迹分析
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图3. 健康狗和患有心脏病的狗的EDTA血浆样本NT-proBNP浓度

试剂类型：两步法夹心免疫荧光检测，链霉亲和素包被微孔板

捕获抗体：CaNT90，1μg/孔

捕获抗体：CaNYT89，200ng/孔，标记铕螯合物

校准品：犬重组NT-proBNP（Cat.# 8CNT9）

样本体积：50μl

孵育时间：室温40分钟
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图4. EDTA血浆中内源性犬NT-proBNP的稳定性

（A）+4°C下孵育24、48和72小时血浆样品中NT-proBNP的免疫反应性。

（B）在+20°C下孵育4、8、24和48小时血浆样品中NT-proBNP的免疫反应

性。收集不含蛋白酶抑制剂的EDTA血浆；样品在使用前离心、分离并保存于

-70°C。EDTA血浆保存在+4°C或+20°C下，加入0.1%的NaN3以防止细菌生

长。孵育后，样品在测量前储存在-70°C。血浆中的NT-proBNP浓度为9 

ng/ml（由 CaNT90-CaNT89 免疫测定确定）。 使用CaNT90和CaNT19 作

为捕获抗体，分别使用CaNT53和CaNT89作为检测抗体的检测系统结果如图

3中所述。

图 5 . 不 同 单 克 隆 抗 体 在 蛋 白 质 印 迹 分 析 中 检 测 犬 重 组 N T - p r o B N P

(Cat.#8CNT9)。在还原性tricine-SDS-PAGE中，将NT-proBNP（0.1μg/泳

道）转移到硝酸纤维素膜上，并通过HRP偶联的单克隆抗体进行直接检测。

HyTest 抗体可用于 NT-proBNP 的免疫印迹分析。（图 5）
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海肽生物科技（上海）有限公司
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电话 +86 021-68370018 
E-mail: hytestchina@hytest.fi
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大肠杆菌表达的犬重组NT-proBNP
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图6.还原条件下犬重组NT-proBNP 
(10μg)的Tricine-SDS-PAGE图谱。

凝胶使用考马斯亮蓝R-250染色。

我们的重组 NT-proBNP 含有 1-85 个氨基酸片段的犬

proBNP，N 末端包含一个额外的 16 个氨基酸的亲和序列

标签。使用亲和层析纯化蛋白质　（图 6） 。

这些产品和可能使用这些产品的某些应用可能在某些国家/地区受到专利保护。由于购买这些产品不包括执行任何专利申请的许可，因此这些产品的用户可能
需要根据具体应用和产品使用国家获得专利许可。

为了确认 N 端标签不会干扰抗体结合，使用夹心法免疫分析

比较了含有和不含有标签的重组犬 NT-proBNP。使用了 9

个特异性针对 NT-proBNP 不同区域的抗体配对进行测试。

结果表明，2 种重组蛋白的免疫化学活性高度相似。图 7 提

供了代表配对的校准曲线。数据显示，N 端含有标签的重组

NT-proBNP 可作为犬 NT-proBNP 免疫检测的校准物质。

1000

10000

100000

1000000

100 1000 10000 100000

C
P

S

NT-proBNP concentration, pg/ml

NT-proBNP with tag

NT-proBNP without tag

CaNT19-CaNT89

kDa

35
25

15

10

图7. 含有和不含有标签的重组犬NT-proBNP免疫化学活性比较

试剂类型：两步法夹心免疫荧光检测，链霉亲和素包被微孔板

捕获抗体：CaNT19，1μg/孔

捕获抗体：CaNYT89，200ng/孔，标记铕螯合物

校准品：含有标签的犬重组NT-proBNP（Cat.# 8CNT9）和不含有标签的犬

重组NT-proBNP

样本体积：50μl

孵育时间：室温40分钟

单克隆抗体
产品名称 货号 克隆号 亚型 备注
NT-proBNP, 犬 4CNT5 CaNT89 IgG1 EIA, a.a.r. 19-28

CaNT90 IgG1 EIA, a.a.r. 35-48

CaNT19 IgG1 EIA, a.a.r. 42-50

CaNT46 IgG1 EIA, a.a.r. 42-50

CaNT49 IgG1 EIA, a.a.r. 66-72

CaNT53 IgG1 EIA, a.a.r. 64-80

订购信息

抗原
产品名称 货号 纯度 来源
NT-proBNP, 犬 8CNT9 >95% 重组
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