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$抑制物中的应用价

值%方法
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同时应用
S=
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"

CE

法及增加热灭活步骤的
S=

e

JC

"

CE

法检测
*%

例中&重型血友病
,

"

\,

$患儿血

浆中
_
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抑制物滴度%以抑制物滴度
&

'&.'TX

判为阳性结果!对两种方法检测结果的阳性率及抑制物滴度水

平进行分析%结果
!

两种方法的抑制物阳性率检测差异无统计学意义"

"
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$!但有
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例中间型
\,

患儿的

血浆用原方法检测为阴性但热灭活处理后检测为阳性%两种方法检测的抑制物滴度水平呈显著的正相关"
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$%在两种方法检测均为抑制物阴性的患儿中!血浆热灭活处理组的抑制物滴度'
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(明显高于无热灭活处理组'

'&$%

"

'&'%
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(!差异有统计学意义"
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$#而在抑制物

阳性组!两种方法的检测结果差异无统计学意义"
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法

检测
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抑制物检测中的结果可信!且检测前增加血浆热灭活处理步骤可提高检测的灵敏度%
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血友病
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&是由于遗传性凝血因子
(

$

_

(

&

基因缺陷所致遗传性出血性疾病)中'重型患者主要

表现为自发关节出血#且大多在儿童期起病#治疗仍

以输注血源性或基因重组
_

(

制剂为主*

$

+

)获得性
_

(

抑制物是目前最严重的并发症#其导致替代治疗无

效'增加治疗难度及费用'甚至增加出血风险*

%

+

)既

往报道
\,

患儿
_

(

抑制物的发生率为
)&42

!

)'&'2

#
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(

抑制物监测是
\,

患儿临床替代治疗评

估的关键*

)9(

+

)因此#有必要选择一种兼具灵敏度和

特异度高的方法来检测
_

(

抑制物滴度#以指导临床

(
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(

检验医学与临床
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早期识别和筛查#避免无效输注#为及早调整治疗方

案赢得时机)目前
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e

JC

"

CE9TCABC><F

法是检测
_

(

抑制物滴度的金标准#国内开展
_

(

抑制物定量检测

的实验室也多采用改良的
S=

e

JC

"

CE

法#但此方法依

然有一定的局限性#如变异系数高及残留内源性或外

源性
_

(

的干扰#尤其是血浆中残余
_

(

较多时#对抑

制物滴度的计算存在一定影响)本研究通过对
S=9

e

JC

"

CE

法增加待测血浆热灭活处理过程#分析其对抑

制物阳性或阴性患儿血浆的影响#以期进一步提高
_

(

抑制物检测方法的特异度和灵敏度)

$

!

资料与方法

$&$

!

一般资料
!

选择
%'$.

年
)

月至
%'$+

年
+

月于

本院血友病门诊接受诊治的重型或中间型
\,

患儿

*%

例)依据世界血友病联盟推荐的
\,

严重程度分

型标准进行分型*

*

+

)同时选择
*'

例凝血功能正常患

儿的血浆作为质控)

$&/

!

仪器与试剂
!

所有检测在
,5P:0-*''

全自

动凝血仪上进行#基于测定活化部分凝血活酶时间

$

,-::

&的一期凝固法检测
_

(

的活性$

_

(

!

5

&)乏

_

(

血浆'定标血浆'正常水平质控血浆及特殊水平质

控血浆等试剂均购自美国
!P

公司)

$&'

!

方法
!

抽取所有患儿静脉血
%&'JP

#

)&%2

枸

橼酸钠抗凝#

%*''I

"

J=E

离心
$*J=E

#分离待测血

浆#分装后保存于
73'f

冰箱备用)血样处理在
$B

内完成)所有患儿均接受过外源性
_

(

输注治疗#且

超过
+%B

洗脱期后进行检测)

$&'&$

!

正常混合血浆制备
!

*'

例凝血功能正常的患

儿血浆经同上述方法采集标本混匀后加入固体咪唑#

浓度达到
'&$J;D

"

P

#在
(f

条件下#缓慢滴入浓度

'&$J;D

"

P

的盐酸溶液至
K

\

值为
+&(

#分装后保存于

73'f

冰箱备用)

$&'&/

!
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抑制物滴度检测
!

同一样本分装两等份#

分别采用
S=

e

JC

"

CE

法*

.9+

+及增加血浆热灭活预处理

的
S=

e

JC

"

CE

法平行检测)

$&'&'

!

血浆热灭活预处理步骤
!

将患儿血浆在
*.f

水浴加热
)'J=E

后离心取上清液后再行
S=

e

JC

"

CE

法检测
_

(

抑制物)

$&'&1

!

抑制物滴度
!

即受检血浆灭活正常血浆中

_

(

的能力#以
TCABC><F

单位$

TX

&来计算)

$TX

!

)+f

孵育
%B

后#中和外源性添加一个单位
_

(

的

*'2

的抑制物量)抑制物滴度
%

*TX

为高滴度抑制

物%

'

*TX

为低滴度抑制物*

3

+

%抑制物滴度
$

'&.TX

为阴性%

&

'&.TX

为阳性)

$&1

!

统计学处理
!

应用
1-11$4&'

软件进行统计分

析)计数资料采用百分数表示#组间比较采用
!

% 检

验%非正态分布的计量资料采用中位数和四分位数间

距*

7

$

"

%*

#

"

+*

&+表示#组间比较采用秩和检验%对抑

制物滴度水平的比较采用配对
A

检验)以
"

$

'&'*

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/&$

!

一般情况
!

入组
*%

例
\,

患儿#中位月龄为
)(

$

)

#

$*'

&个月%重型
)4

例$

+*&'2

#

_

(

!

5

$

$2

&'中间

型
$)

例$

%*&'2

#

_

(

!

5

为
$2

!

*2

&)

*%

例患儿由

原
S=

e

JC

"

CE

法检测无抑制物病史
%(

例$

(.&$2

&%有

抑制物病史
%3

例$

*)&42

&)所有
\,

患儿均采用两

种方法进行
_

(

抑制物滴度检测)

/&/

!

两种方法检测抑制物的阳性率比较
!

对两种方

法检测抑制物滴度的结果显示#无热灭活处理组中抑

制物阴性
%(

例#抑制物阳性
%3

例#阳性率为
(%&)2

)

热灭活预处理组中抑制物阴性者
%%

例#抑制物阳性

者
)'

例#阳性率为
*+&.2

)热灭活处理组的阳性率

略高于无热处理组#但两种检测方法阳性率差异无统

计学意义$

"6'&%'*

&)其中
%

例样本在无热灭活处

理组中抑制物滴度均小于
'&.TX

#而进行血浆热灭

活处理后抑制物滴度为
'&.

'

'&+TX

)此样本的血浆

_

(

!

5

为
(&$2

'

(&*2

)

/&'

!

两种方法检测抑制物滴度水平比较
!

两种方法

检测结果一致的
%%

例阴性样本及
%3

例抑制物阳性

样本滴度值进行比较分析发现#在抑制物阴性组中#

血浆热灭活处理组抑制物滴度*

'&)+

$

'&$+

#

'&(3

&

TX

+明显高于无热灭活处理组*

'&$%

$

'&'%

#

'&)(

&

TX

+#差异有统计学意义$

"

$

'&'$

&%在抑制物阳性组

中#热灭活处理组抑制物滴度为
%(&$

$

$&.4

#

4*&)

&

TX

#无热灭活处理组为
%(&3

$

$&++

#

$'*&%4

&

TX

#二者

差异无统计学意义$

"

%

'&'*

&#且两种方法检测的抑

制物滴度水平之间呈明显正相关$

!6'&44'3

#

"
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'&'''$

&)

'

!

讨
!!

论

!!

_

(

抑制物属于
!

"

/

型抗体#作为一种免疫球蛋

白#可抑制
_

(

!

5

#其在体外及体内#均具有时间'温

度'

K

\

值依赖性*

4

+

)部分
_

(

抑制物可不表现抑制

活性#而是通过与
_

(

抗原的结合形成免疫复合物#免

疫复合物的清除缩短了
_

(

!

5

半衰期#从而影响疗

效)

TCABC><F

法是
_

(

抑制物的定量检测方法#其缺

点是当抑制物水平较低时#这种方法对
_

(

抑制物检

测缺乏特异性)

S=

e

JC

"

CE

方法在
TCABC><F

法基础上

进行了改进#对于检测低滴度抗体特异性较好#已成

为国际上推荐检测抑制物的标准方法*

.

+

)但如果血

浆中残余的
_

(

!

5

较高时#会影响抑制物检测结果的

准确性#且随着小剂量预防治疗的普及#抑制物阳性

患者接受免疫耐受治疗同时需监测
_

(

抑制物的滴度

变化观察疗效#能够定量检测抑制物的大型医疗单位

逐渐增多#如何准确快速检测抑制物滴度是检验医生

需解决的问题)因个体间外源性凝血因子代谢差异#

替代治疗后洗脱时间不充分'乏
_

(

血浆中仍存在少

量的
_

(

等原因均可导致检测结果不准确)世界血友

病联盟推荐使用
*3f

下将待测血浆热灭活
4'J=E

来

消除血浆中残余的
_

(

)王健琨等*

$'

+通过改良
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(
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月第
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CE

方法#对待测血浆进行
*3f

水浴
4'J=E

预处

理#其
_

(

抑制物检出较原
S=

e

JC

"

CE

方法特异性

更高)

针对凝血因子在
*.f

条件可完全失活而耐热免

疫球蛋白即抑制物仍能保持其生物活性这一特点#本

研究对
S=

e

JC

"

CE

法增加
*.f

热灭活
)'J=E

的预处

理步骤#结果提示增加热灭活处理的检测结果可信)

抑制物阴性样本增加热灭活过程后滴度水平明显增

高#且其中
%

例应用
S=

e

JC

"

CE

方法检测为阴性的样

本采用热灭活处理后其结果为阳性#其原因在于热灭

活环境下
_

(

与其他凝血因子同时被灭活#导致检测

体系中参与凝集反应蛋白水平降低#基于一期凝固法

的
,-::

相应延长#提高了抑制物滴度检测的灵敏度

和特异度)

Y#P!Q, Q0S:,PR,0

等*

$$

+的研究

结果也提示
*.f

下血浆灭活
)'J=E

可以提高血浆中

含有残余
_

(

抑制物检测的灵敏度)比较两种方法检

测抑制物滴度#结果显示#差异无统计学意义$

"

%

'&'*

&#主要是由于待测血浆中与
_

(

相抵抗的免疫球

蛋白起主导作用#血浆中残余的凝血因子可以忽略#

且灭活前后耐热蛋白并无消耗#在反应体系中仍发挥

生物学效应#滴度水平无显著差异)同时证明#

S=9

e

JC

"

CE

方法增加血浆热灭活预处理步骤对试验结果

无影响#不会出现假阴性结果#并且此方法较之前的

*3f

热灭活
4'J=E

时间上明显缩短)基于以上结

果#建议对于
\,

患儿的血浆样本可通过血浆纠正试

验对抑制物滴度进行初步预测#纠正试验提示抑制物

阳性且满足
)<

洗脱期的样本不必灭活凝血因子可直

接检测*

$%

+

%抑制物阴性及取血前输注凝血因子的样本

需增加热灭活过程#提高抑制物检测的灵敏度和特异

度#避免假阴性)

随着血友病预防治疗开展#替代凝血因子产品使

用量的增加#抑制物检测的重要性得到了临床医生的

广泛认可)值得注意的是#

S=

e

JC

"

CE

方法检测抑制物

滴度建议待测血浆中
_

(

的水平要低于
*2

#如超过

*2

则需要通过人为补偿待测混合样本中
_

(

等方式

予以纠正)轻型
\,

患儿自身含有一定量
_

(

#中'

重型
\,

患儿输注因子后未达到洗脱期时间体内仍

残存
_

(

)本研究增加凝血因子蛋白灭活过程可避免

自身凝血因子干扰抑制物检测)国内不同实验室间

的检测结果仍存在较大的差异#其中部分原因可能是

由于残余的
_

(

对试验结果的影响#增加
*.f

血浆灭

活凝血因子过程操作步骤简便#有望成为
S=

e

JC

"

CE

法抑制物检测前期常规开展的必要步骤)
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