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冷沉淀凝血因子Ⅷ检测的影响因素探讨*
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  摘 要:目的 探讨冷沉淀凝血因子Ⅷ(Ⅷ因子)检测的影响因素,为冷沉淀的质量保证和质控抽检分析提

供科学依据。方法 随机抽检2020年1-12月制备的冷沉淀30袋,从冷沉淀解冻时间长短、试管材质选择、试
剂保存温度、标本保存温度和检测时间等多方面进行Ⅷ因子水平检测。结果 冷沉淀融解时间超过30

 

min后,

Ⅷ因子水平明显减少(P<0.05);3种材质试管留取标本检测显示,塑料与普通试管Ⅷ因子水平差异无统计学

意义(P>0.05),涂膜血凝管Ⅷ因子水平最低(P<0.05);24
 

℃室温保存和冰冻后37
 

℃复苏的试剂,Ⅷ因子水

平差异无统计学意义(P>0.05);融解后冷沉淀标本,-25℃保存24
 

h、4
 

℃保存8
 

h、24
 

℃保存4
 

h内Ⅷ因子水

平与0
 

h比较差异无统计学意义(P>0.05),4
 

℃
 

12、24
 

h及24
 

℃
 

8、12、24
 

h
 

Ⅷ因子水平降低(P<0.05)。结

论 为防止Ⅷ因子活性降低,冷沉淀在37
 

℃解冻时应控制在10
 

min内,融解后标本使用塑料或普通试管保存,
检测试剂可放置于24

 

℃室温保存,冷沉淀融解后标本需要尽快完成检测。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

cryoprecipitate
 

coagulation
 

factor
 

Ⅷ
 

detection,

and
 

provide
 

scientific
 

basis
 

for
 

the
 

quality
 

assurance
 

and
 

quality
 

control
 

sampling
 

analysis
 

of
 

cryoprecipitate.
Methods Randomly

 

sample
 

30
 

bags
 

of
 

cryoprecipitate
 

prepared
 

from
 

January
 

to
 

December
 

2020.From
 

the
 

length
 

of
 

cryoprecipitate
 

thawing
 

time,test
 

tube
 

material
 

selection,storage
 

temperature,specimen
 

storage
 

temperature
 

and
 

detection
 

time,the
 

level
 

of
 

coagulation
 

factor
 

Ⅷ
 

were
 

tested.Results After
 

the
 

cryoprecipi-
tate

 

thawing
 

time
 

exceeded
 

30
 

minutes,the
 

level
 

of
 

factor
 

Ⅷ
 

was
 

significantly
 

reduced
 

(P<0.05).The
 

test
 

of
 

specimens
 

collected
 

from
 

three
 

kinds
 

of
 

test
 

tubes
 

showed
 

that
 

there
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

level
 

of
 

factor
 

Ⅷ
 

between
 

plastic
 

and
 

ordinary
 

test
 

tubes
 

(P>0.05),membrane
 

coagulation
 

tube
 

factor
Ⅷ

 

level
 

was
 

the
 

lowest
 

(P<0.05).For
 

reagents
 

stored
 

at
 

room
 

temperature
 

at
 

24
 

℃
 

and
 

resuscitated
 

at
 

37
 

℃
 

after
 

freezing,there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

factor
 

Ⅷ
 

level
 

(P>0.05).Cryoprecipitated
 

specimens
 

af-
ter

 

thawing,stored
 

at
 

-25
 

℃
 

for
 

24
 

h,4
 

℃
 

for
 

8
 

h,24
 

℃
 

for
 

4
 

h,there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

factor
 

Ⅷ
 

levels
 

compared
 

with
 

0
 

h
 

(P>0.05),4
 

℃
 

for
 

12,24
 

h
 

and
 

24
 

℃
 

for
 

8,12,and
 

24
 

h
 

,Ⅷ
 

levels
 

decreased
 

(P<0.05).Conclusion In
 

order
 

to
 

prevent
 

the
 

decrease
 

of
 

factor
 

Ⅷ
 

activity,the
 

cryoprecipitate
 

thawed
 

at
 

37
 

℃
 

should
 

be
 

controlled
 

within
 

10
 

min.After
 

thawing,the
 

specimens
 

should
 

be
 

stored
 

in
 

plastic
 

or
 

ordinary
 

test
 

tubes.The
 

test
 

reagents
 

can
 

be
 

placed
 

at
 

room
 

temperature
 

of
 

24
 

℃.After
 

thawing,the
 

specimens
 

need
 

to
 

be
 

detected
 

as
 

soon
 

as
 

possible.
Key

 

words:quality
 

sampling; cryoprecipitate; coagulation
 

factor
 

Ⅷ; influencing
 

factors

  冷沉淀凝血因子Ⅷ(Ⅷ因子)是冷沉淀中的主要 成分,Ⅷ因子水平达标与否是冷沉淀血液质量抽检的
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关键控制点,是评估该成分血质量的重要参数。
按照国家对冷沉淀质量要求的相关规定[1-2],采

供血机构(血液中心/血站)每月至少要选取4袋冷沉

淀用于质量抽检,其中Ⅷ因子水平合格率应≥75%。
目前对Ⅷ因子水平影响因素的研究多集中在制备工

艺上[3-4],对试验检查影响因素较少关注。因此,本研

究通过控制冷沉淀融解时间、使用合适的材质试管、
设定试剂保存条件等,探讨冷沉淀凝血因子Ⅷ检测的

影响因素,从而选择最佳试验条件,提高冷沉淀Ⅷ因

子水平检测的准确性,现将相关研究结果报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料 随机选取中山市中心血站2020年1—12
月制备的冷沉淀30袋。

1.2 仪器与试剂 JXH-Ⅰ型冰冻血浆解冻箱购自广

州金炫映公司;Coatron1800全自动血凝仪购自德国

德高公司,所有仪器每年定期由厂家校准及维护;检
测试 剂 为 Ⅷ 因 子 活 性 测 定 试 剂 (凝 固 法,批 号

547687A)、CaCl2 溶液(批号563853)、校准品(批号

503274B)、正常范围定值质控血浆(批号507765A)、
缓冲液(批号554662)均购自德国西门子公司,并在有

效期内使用;硬质塑料试管购自江苏晟康医疗用品有

限公司(批号20190511);一次性使用真空采血管(普
通试管)购自浏阳市三力医用科技发展有限公司(批
号201810);枸橼酸钠(3.2%)真空采血管(涂膜血凝

管)购 自 成 都 瑞 奇 医 疗 科 技 股 份 有 限 公 司(批 号

20190637)。

1.3 方法

1.3.1 解冻时间选择 取出冷沉淀置于37
 

℃水浴

冰冻血浆解冻箱解冻槽内融解,观察每个设置时间点

的融解和检测结果。

1.3.2 关键试剂保存温度选择 将Ⅷ因子活性测定

试剂分成2等份,分别作为24
 

℃室温放置试剂、冰冻

后37
 

℃复苏试剂,检测前先对仪器进行定标,结果需

符合线性要求,质控结果在控后进行留样检测。

1.3.3 最佳保存温度和检测时间 取10份冷沉淀

融解后分装放置于24
 

℃室温、4
 

℃、-25
 

℃条件下贮

存,并按照0、2、4、8、12、24
 

h检测时间进行检测,选择

出最适保存温度和检测时间。

1.3.4 Ⅷ因子检测可报告范围(最大稀释度) 选取

1份冷沉淀Ⅷ因子检测结果接近预期上限的高浓度标

本用缓冲液进行稀释,分别按稀释度为原液1∶1、

1∶2、1∶3、1∶4进行检测,将结果均值与理论值进行

比较得出相关系数R,R 在0.8~1.2为可报告范围。

1.3.5 高浓度Ⅷ因子标本的模拟制备 从一批已知

Ⅷ因子检测合格的冷沉淀中,随机取1份37
 

℃融解,

分装到2支普通试管,1份即时进行Ⅷ因子检测,1份

在-25
 

℃条件下冰冻24
 

h后,取出直立放置室温自

然融解,用塑料吸管从上中下层缓慢吸 取 分 装 后

备检。

1.4 统计学处理 采用SPSS23.0统计软件对数据

进行处理和分析,呈正态分布的计量资料以x±s表

示,组间比较采用t检验,以P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结  果

2.1 解冻时间检测结果比较 取20袋冷沉淀进行

融解并进行Ⅷ因子水平检测,肉眼观察到冷沉淀随融

解时间延长,融解效果越好,10
 

min开始所有冷沉淀

完全融解。融解10
 

min
 

Ⅷ因子水平为(2.29±0.78)

IU/mL;融解30
 

min
 

Ⅷ因子水平为(2.05±0.63)

IU/mL;融解60
 

min
 

Ⅷ因子水平为(1.95±0.57)

IU/mL;融解120
 

min
 

Ⅷ因子水平为(1.81±0.50)

IU/mL;与融解10
 

min的结果比较,30、60、120
 

min
差异均有统计学意义(t=3.371、4.011、4.545,P=
0.003

 

2、0.000
 

7、0.000
 

2)。

2.2 最适材质试管选择 3种材质试管存放融解后

冷沉淀10~30
 

min,检测Ⅷ因子水平。塑料试管Ⅷ因

子水平为(1.797
 

0±0.402
 

0)IU/mL;普通试管Ⅷ因

子水平为(1.880
 

5±0.376
 

4)IU/mL;涂膜血凝管Ⅷ
因子水平为(1.527

 

0±0.275
 

7)IU/mL。塑料试管与

普通试管比较差异无统计学意义(t=1.274,P=
0.217

 

9),涂膜血凝管与普通试管、塑料试管比较差异

均有统计学意义(t=-6.228、-7.268,P<0.001)。

2.3 关键试剂最佳保存温度选择 将Ⅷ因子活性测

定试剂分为Ⅰ组和Ⅱ组,Ⅰ组24
 

℃室温保存试剂

2
 

h,Ⅱ组冰冻24
 

h后37
 

℃复苏2
 

h,再进行Ⅷ因子水

平检测,Ⅰ组Ⅷ因子水平为(2.01±0.51)IU/mL、Ⅱ
组Ⅷ因子水平为(2.14±0.56)IU/mL,差异无统计学

意义(P>0.05)。

2.4 标本保存不同温度和时间的Ⅷ因子水平变化 
冷沉淀融解后的标本储存在普通试管中,检测24

 

h内

保存不同温度及时间的Ⅷ因子水平。-25
 

℃保存条

件,与0
 

h比较,2、4、8、12、24
 

h
 

Ⅷ因子水平差异无统

计学意义(P>0.05);4
 

℃保存条件,与0
 

h比较,12、

24
 

hⅧ因子水平降低(P<0.05);24
 

℃保存条件下,
与0

 

h比较,8、12、24
 

hⅧ因子水平降低(P<0.05)。
见表1。

2.5 Ⅷ因子检测可报告范围(最大稀释度) 结果显

示,最大稀释度为1∶4,其中R值接近1最符合稀释

要求(最大稀释度为1∶2),见表2。

2.6 高浓度Ⅷ因子标本的模拟制备 Ⅷ因子水平立
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即检测为1.41
 

IU/mL,在冰冻融解后上、中、下层水 平分别为0.28、1.32、2.62
 

IU/mL。

表1  标本保存不同温度和时间的Ⅷ因子水平变化(x±s,IU/mL)

保存温度

(℃)

冷沉淀融解后标本保存时间

0
 

h 2
 

h 4
 

h 8
 

h 12
 

h 24
 

h

-25 1.73±0.48 1.66±0.62 1.68±0.49 1.51±0.51 1.64±0.51 1.66±0.45

t -0.732
 

-0.466 -1.487 -0.751 -0.586

P 0.482
 

8 0.652
 

1 0.171
 

2 0.471
 

7 0.572
 

5

4 1.73±0.48 1.63±0.54 1.52±0.62 1.49±0.50 1.22±0.40 0.75±0.41

t -1.575 -1.422 -2.257 -3.753 -7.218

P 0.149
 

6 0.188
 

7 0.050
 

4 0.004
 

5 0.000
 

1

24 1.73±0.48 1.72±0.48 1.50±0.58 1.31±0.42 1.15±0.33 1.03±0.30

t -0.387 -1.585 -3.237 -4.181 -4.450

P 0.707
 

6 0.147
 

4
 

0.010
 

2
 

0.002
 

4
 

0.001
 

6

  注:t与P 值为与0
 

h比较的结果。

表2  标本不同稀释度Ⅷ因子水平结果

项目
稀释倍数(倍)

1 2 3 4

实测值(IU/mL) 2.32 1.18 0.87 0.70

实测换算值(IU/mL) 2.32 2.36 2.61 2.80

R 0.98 1.00 1.11 1.19

结论 符合 符合 符合 符合

  注:实测换算值以2倍稀释作为标准。

3 讨  论

  冷沉淀是临床输血治疗的一种重要血液成分,主
要用于预防和治疗出血性疾病,先天性或获得性凝血

因子Ⅷ缺乏症,对凝血功能疾病起着非常重要的作

用,还适用于烧伤、肿瘤、皮肤黏膜疾病、弥散性血管

内凝血和手术创伤等[5-6],在临床治疗中取得了明显

的效果;血液质量是保障临床治疗效果的前提,因此,
血站对成分血液质量抽检起到重要的保障作用。

有研究报道,使用冷沉淀凝血因子制备仪制备的

冷沉 淀 中Ⅷ因 子 水 平 明 显 高 于 低 温 融 解 箱 制 备

的[4-7],目前,本站采用全自动冷沉淀制备仪制备冷沉

淀,减少人为操作失误因素对质量的影响。冷沉淀制

备技术提高了冷沉淀中Ⅷ因子检测的准确性,在保证

融解效果的同时控制了解冻时间[8-10]。本研究显示,
冷沉淀置于37

 

℃水浴解冻,随融解时间延长Ⅷ因子

水平明显下降,差异有统计学意义(P<0.05),融解时

间控 制 在10
 

min最 佳,这 与 相 关 研 究 报 道 基 本

一致[11]。
在检测仪器正常状态情况下,标本处理及检测试

剂处理是影响检测结果的两大主要因素[12],曾有研究

表明采用促凝真空管,尤其是分离胶促凝真空管进行

急诊生化项目检测时,凝血时间短,无挂壁[13]。本研

究发现,留取融解的冷沉淀选择普通试管和塑料试管

最佳,涂膜血凝管较差。理论上,涂膜血凝管可减少

对蛋白质的吸附,应该较另外2种试管检测Ⅷ因子结

果更优。但是,从本研究检测结果对比分析发现,普
通试管与塑料试管Ⅷ因子水平较高,涂膜血凝管Ⅷ因

子水平明显较低,说明选择冷沉淀标本留样试管前,
应该充分进行试验,评估其对Ⅷ因子的影响,不能仅

靠厂家的资料宣传。本研究中24
 

℃室温放置试剂、
冰冻后37

 

℃复苏试剂,Ⅷ因子水平比较差异无统计

学意义(P>0.05),提示日常工作中Ⅷ因子活性测定

试剂可于室温保存,如特殊原因不能当时完成检测

的,可以立即将试剂分装冷冻保存,至少24
 

h内复苏

后可立即使用。
在日常血液质量抽检工作中,标本保存温度和检

测时间也应受到重视。我国对融解后冷沉淀的保存

温度规定2~6
 

℃储存24
 

h[1],这是为了最大程度方

便临床使用而不轻易报废成分血,但国外已在研究融

解后的冷沉淀在冷藏和室温下保存35
 

d的止血特

性[14],提示今后可以开展进一步研究。本研究试验结

果充分表明,保存温度和时间会影响Ⅷ因子检测结

果,冷沉淀融解取样后,须尽快检测,4
 

℃和24
 

℃条件

下,检测时间应该控制在8~12
 

h内,对于短时间无法

检测的应该立即将冷沉淀样品冰冻保存24
 

h内复苏

检测。
由于冷沉淀中Ⅷ因子较普通血标本高,需要掌握

标本最佳稀释度。本研究结果表明最佳稀释比例

为1∶2。
综上所述,采供血机构对冷沉淀中Ⅷ因子抽检应

该采用适当的检测方法,减少试验(下转第2025页)
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干扰因素,提高冷沉淀检测的合格率,避免因Ⅷ因子

抽检结果偏低而导致血液不必要的报废。
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