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目的
!

通过受试者工作特征曲线"

&'(

曲线#分析!确定利用即刻法与孵育后活化部分凝血活酶时间

"

!)**

#结果差值预测血友病
!

凝血因子
!

抑制物产生的临界诊断点$方法
!

回顾分析
"+,

例血友病
!

患儿的

!)**

纠正试验及抑制物定量监测结果!并应用
&'(

曲线分析血友病
!

凝血因子
!

抑制物阳性的最佳临界点$

结果
!

&'(

曲线下面积
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!

#

$
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值为
#.8+/

!所对应的
!)**

差值为

,.89

!为有无抑制物的最佳诊断界点$此时敏感度为
0#.$1

!诊断特异度为
0+.%1

$结论
!

,.89

的
!)**

纠正

试验秒值差可作为儿童血友病
!

凝血因子
!

抑制物产生的早期筛查指标$
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血友病
!

是
R

连锁隐性遗传性出血性疾病)由于凝血因

子
!

$

F

!

%缺乏患者终身具有自发性或轻微损伤后出血倾向#

随着替代治疗#尤其是预防治疗在血友病
!

患儿中的不断普

及#

F

!

抑制物发生率也随之提高)国内外既往报道血友病
!

患儿
F

!

抑制物的发生率为
;./1

"

;#.#1

*

"

+

)这些针对外源

性
F

!

的同种抗体可灭活输注的
F

!

而完全阻断其止血作用#

导致替代治疗无效,增加治疗费用,甚至增加出血风险*

,:;

+

)目

前国内仅有少数医疗单位开展了
F

!

抑制物定量检测#这大大

限制了临床医生早期识别
F

!

抑制物产生)活化部分凝血活

酶时间$

!)**

%是评估内源性凝血因子活性的重要筛查试验)

作者在工作中发现#通过计算即刻法与孵育法
!)**

差值可

以初步提示
F

!

抑制物有无#如能得到证实#将可以作为预测

F

!

抑制物的指标之一)

$

!

资料与方法

$.$

!

一般资料
!

选取
,#",

年
""

月至
,#"$

年
+

月于北京儿

童医院血液肿瘤中心血友病门诊就诊的
"+,

例血友病
!

患

儿#筛查期中位月龄
%;

$

"

"

"0%

%个月(重型
";+

例$

+/.%1

%,

中间型
;%

例$

,#.%1

%)所有患儿均接受过外源性
F

!

输注治

疗#且超过
+,A

的洗脱期后进行抑制物检测)所有家长均签

署知情同意书)血友病
!

严重程度依据世界血友病联盟推荐

的标准进行分型*

$

+

)

$./

!

仪器与试剂
!

采用
ST

公司
!(T*')%##

全自动血凝分

析仪及配套试剂)基于测定
!)**

的一期凝固法检测
F

!

!

(

)

$.'

!

方法
!

采用改良
U6@A695B

法检测
F

!

抑制物滴度*

%

+

)期

间所用检验方法参加
VO':VFO

国际室间质控及卫生部室

间质评均达到合格标准)

$.'.$

!

标本采集
!

所有受检者均空腹抽取静脉血
,.#HT

#

;.,1

枸橼酸钠抗凝#

,%##W

D

离心
"%H>7

分离血浆待测#标

本无黄疸,无乳糜,无溶血)

$.'./

!

正常混合血浆$

)X)

%制备
!

取
%#

瓶定标血浆干粉#每

瓶加入
"HT

去离子水#静置
"%H>7

充分溶解后混合#加入固

体咪唑#浓度达到
#."H3C

"

T

#在
$Y

条件下#缓慢滴入浓度为

#."H3C

"

TO(C

至
<

O+.$

)分装后保存于
Q0#Y

冰箱备用)

$.'.'

!

抑制物筛选
!

采用
!)**

血浆纠正试验#包括即刻法

!)**

及孵育法
!)**

)即
"##

#

T)X)

与等量患儿血浆混

合#即刻及
;+Y

孵育
,A

后分别测定
!)**

)

$.'.1

!

抑制物滴度
!

即受检血浆灭活正常血浆中
F

!

的能

力)能使正常血浆
F

!

!

(

减少
%#1

时#则定义为
F

!

抑制物
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检验医学与临床
,#"%

年
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月第
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,;

期
!

TBGZ65(C>7

!

[6?6HG6=,#"%

!

\3C.",

!

X3.,;

"

基金项目$国家自然科学基金资助项目$

0";$"#"0

%(首都卫生发展科研专项资助项目$

,#"$:,:,#/,

%(血友病疾病管理系统资助项目

$

SO]((,#"$O]Z#$

%(北京市医院管理局临床医学发展专项资助项目$

2̂,#"$#$

%)

!!

作者简介!李刚#男#本科#主管技师#主要从事出凝血实验检验工作)
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浓度为
"

个
U6@A695B

单位$

UP

%)抑制物滴度大于
%UP

为高

滴度抑制物#

%

%UP

为低滴度抑制物*

8

+

)改良
U6@A695B

法检

测具体方法!$

"

%

)X)"%#

#

T

与乏
F

!

!

(

血浆
"%#

#

T

混合作

为标准血浆#

)X)"%#

#

T

与患儿血浆
"%#

#

T

混合作为待测血

浆)$

,

%将标准血浆与待测血浆置于
;+Y

孵育
,A

)$

;

%以不

同稀释度标准血浆作
F

!

!

(

标准曲线#以此检测待测血浆中

残留
F

!

!

(

)$

$

%根据待测血浆中残留的
F

!

!

(

与抑制物单

位的关系#计算
F

!

!

(

抑制物的量#以抑制物滴度小于
#.8

UP

为阴性(首次筛查时抑制物滴度大于或等于
#.8UP

#且
"

周内复测仍大于或等于
#.8UP

为阳性)$

%

%因标准曲线在
F

!

!

(,%1

"

+%1

线性关系较好#如果患儿抑制物滴度很高#以

致所测残留
F

!

!

(

低于
,%1

时#需用缓冲液稀释患者血浆后#

重复检测残留
F

!

!

(

#以此残留量换算出的抑制物滴度乘以稀

释倍数则是稀释前的抑制物滴度#以
UP

"

HT

血浆表示)

$.1

!

统计学处理
!

采用
)̀̀ "̀/.#

软件进行统计分析)非参

数法构建受试者工作特征曲线$

&'(

曲线%#对即刻法与孵育

法
!)**

差值进行切分#确定检验界点)计数资料比较采用

%

, 检验#以
#

$

#.#%

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/.$

!

一般情况
!

所有患儿均检测原血浆
!)**

,即刻法

!)**

纠正试验,孵育法
!)**

纠正试验及
F

!

抑制物滴度检

测)结果抑制物阴性
0+

例#阳性
0%

例)阳性中低滴度抑制物

%$

例#高滴度抑制物
;"

例)抑制物阳性组
!)**

秒值差*

+.%

$

".#

"

$/.#

%

9

+与阴性组
!)**

秒值差*

"./

$

#.;

"

;."

%

9

+比

较#阳性组显著高于阴性组#差异有统计学意义$

#

$

#.#%

%(抑

制物高滴度组
!)**

秒值差*

"8.+

$

,%.;

"

$/.#

%

9

+也显著高

于低滴度组
!)**

秒值差*

;.8

$

".#

"

,/.8

%

9

+#差异有统计学

意义$

#

$

#.#%

%)

/./

!

孵育法与即刻法
!)**

纠正试验的秒值差与
F

!

抑制物

滴度的相关性
!

见图
"

)对患儿孵育法与即刻法
!)**

纠正

试验秒值差与
F

!

抑制物滴度进行相关性分析#结果显示#两

种
!)**

纠正试验秒值差与患儿的
F

!

抑制物滴度高低密切

相关$

A-#./;0;

#

#

$

#.#%

%)

图
"

!

两种
!)**

纠正试验秒值差与
F

!

抑制物

滴度的相关性

/.'

!

应用
&'(

曲线评价即刻法与孵育法
!)**

差值预测
F

!

抑制物阳性的诊断界点
!

抑制物阳性与阴性临界点分析!以

抑制物阳性人群和抑制物阴性人群作为
&'(

曲线分析的切

点#对 孵 育 法
!)**

结 果 进 行 分 析)

&'(

曲 线 下 面 积

$

!P(

%

-#./#0

$

/%1!"

!

#.0+%

"

#./$"

#

#

$

#.#%

%#

234567

值

为
#.8+/

#所对应的
!)**

差值为
,.89

#此即有无抑制物的最

佳诊断界点#此时敏感度为
0#.$1

#诊断特异度为
0+.%1

#见

图
,

,表
"

)

图
,

!

!)**

差值诊断凝血因子
F

!

抑制物有无的
&'(

曲线

表
"

!

诊断界点为
,.89

时两组人群分布情况%

'

&

组别
孵育法

!)**

$

9

%

$

,.8

&

,.8

合计

阴性组
80 "/ 0+

阳性组
", +; 0%

合计
0# /, "+,

!!

注!

%

,

-+#.0

#

#

$

#.#%

)

'

!

讨
!!

论

!!

F

!

抑制物系体内产生具有灭活或中和
F

!

促凝活性
S

D

抗体#其对
F

!

为完全抑制#可灭活
/01

以上的
F

!

#从而引起

F

!

水平和活性降低)目前常用抑制物定量检测方法包括
U6:

@A695B

方法,

X>

a

H6

D

67

法)虽然定量检测可以明确抑制物滴

度#但操作繁琐,试剂昂贵#很难适应急诊检验的需要)国内有

条件进行定量检测的临床实验室有限#短时间内很难普及)

!)**

纠正试验是凝血因子抑制物的筛选试验#

F

!

!

(

检测基

于
!)**

一期凝固法#理论上只要存在
;#1

的凝血因子#

!)**

就可以达到正常水平*

+:/

+

)

"b"

混合试验提供了
%#1

的凝血因子#孵育反应体系中如存在抑制物将对
F

!

进行消

耗#随孵育时间延长
F

!

!

(

逐渐降低#

!)**

将不能被纠正)

即刻法
!)**

反应环境中温度,

<

O

值均无明显改变#且没有

经历孵育过程#抑制物灭活
F

!

有限#通常可得到被纠正的

!)**

#即两种方法反应体系的差异直接反映
!)**

秒值差的

差异)通过
!)**

秒值差值提示抑制物滴度有无#差值越高#

抑制物滴度越高)本研究结果也显示
F

!

抑制物阳性组秒值

差明显高于抑制物阴性组#且
F

!

抑制物滴度与
!)**

纠正试

验的秒值差呈正相关#此结果与理论值是一致的)

本文采用改良
U6@A695B

法确定血浆中
F

!

抑制物滴度并

进行分组#再应用
&'(

曲线分析
!)**

差值预测抑制物阳性

临界点结果显示#抑制物阳性
!P(

为
#./#0

#统计学提示具有

较高的预测价值)通过
%

, 检验验证#以
,.89

作为诊断临界

值时#可以获得较高的诊断特异度及诊断敏感度)国外也有用

正常血浆和患者血浆按照不同比例$

"b"

,

"b$

,

"b/

%混匀进

行
!)**

纠正试验作为抑制物的筛查试验#其秒值差的差异

定义为
,9

)虽然有一定的差异#但考虑采用的方法并非完全

相同#且不同的仪器及试剂对
!)**

的结果影响较大)本实

验室通过
!(T*')%##

全自动血凝分析仪检测
!)**

纠正后

秒值差#当秒值差长于
,.89

#提示患儿血浆中可能存在
F

!

抑

制物#此时可进一步通过定量方法确诊得到实际
UP

数值)值

得注意的是本研究只是针对已确诊为血友病
!

患儿的一个
F

!

抑制物初筛试验#在
F

!

替代治疗过程中#$下转第
;$%%
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-
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检验医学与临床
,#"%

年
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月第
",

卷第
,;

期
!

TBGZ65(C>7

!

[6?6HG6=,#"%

!
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过程#主要与自由基累积,兴奋性氨基酸毒性作用,细胞内钙离

子超载,炎性反应等多种机制有关)自由基具有很高的化学活

性#可快速攻击其他化合物的分子并产生更多的自由基#破坏

膜结构中蛋白成分,引起膜脂质过氧化#导致膜损伤,线粒体功

能障碍,溶酶体破裂,细胞溶解和组织水肿等一系列损伤作用)

大量研究表明#自由基可以作用于大量的分子目标#包括细胞

外信号调控的蛋白激酶,有丝分裂激活蛋白激酶,核转录因子
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相对水平大致反映了细胞发生凋亡的可能性#

研究实时荧光定量
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考察了
UBN

"

U?C:,

水平#发现川芎嗪预

处理后#

UBN

"

U?C:,

可呈剂量依赖性降低#相关蛋白主要是通过

作用于线粒体来实现其促进凋亡或抑制凋亡的生物学活

性*

+:0

+

)线粒体在细胞凋亡过程中起枢纽作用)线粒体跨膜电

位降低是细胞凋亡早期的不可逆事件#线粒体是多种促细胞凋

亡信号转导分子的靶点#同时也是细胞死亡通路的整合元件)

本研究观察到过氧化氢模型组#线粒体膜电位下降#而川芎嗪

可抑制钙超载#提高线粒体膜电位#抑制细胞凋亡)

UBN

可活

化同源半胱氨酸酶
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形成
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是细胞凋亡过程中最主要的终末剪切酶#
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则分别参与死亡受体介导的外源性途径

和线粒体损伤的内源性途径#是凋亡发生的启动者)本研究结

果显示#过氧化氢主要通过内源性途径诱发细胞凋亡#川芎嗪

可以抑制
(B9

<

96;

和
(B9B

<

96/

的活化#从而缓解凋亡进程)

本研究结果表明#过量氧自由基可诱导
)(",

细胞凋亡#

在合适浓度川芎嗪干预下#可呈剂量依赖性抑制细胞凋亡#其

可能途径为通过调节
UBN
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U?C:,

平衡#进而抑制
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活化#提升线粒体膜电位发挥作用)
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如相关实验室没有开展抑制物检测项目#而临床大夫有此怀疑

时#可考虑加做预测抑制物有无)

随着社会对罕见病的关注及医保政策的倾斜#越来越多的

患者得到了因子替代治疗)针对血友病
!

患儿预防治疗的普

及#临床医生已逐步体会到抑制物问题的严峻性)抑制物定性

及定量监测#将有助于医生判断患者临床风险#影响临床治疗

决策)尝试利用
!)**

这一常规出凝血检测项目对
F

!

抑制

物筛查#是对现阶段无法开展抑制物定量监测医疗单位的补

充#为血友病
!

患儿早期诊断及制订合理的治疗方案提供依

据#可作为抑制物监测的前期预试验常规开展*

"#

+

)另外#本研

究为回顾性横断面研究#非动态的长期纵向观察结果#研究数

据仅局限于本实验室#未经过多中心研究证实)对于血友病
!

患儿
!)**

差值与抑制物滴度关系只能作初步探讨#具体有

待将来进一步深入研究)
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