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血管性血友病因子裂解蛋白酶活性检测方法的研究新进展

姚拾秀，江　淼 综述，赵益明△审校

（苏州大学附属第一医院江苏省血液研究所，卫生部血栓与止血重点实验室，江苏苏州２１５００６）
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　　血管性血友病因子裂解蛋白酶（ｖＷＦｃｐ）的活性与血栓形

成及出血、微血管病变、弥散性血管内凝血（ＤＩＣ）、肿瘤浸润与

转移、肝脏疾病、自身免疫性疾病以及血栓性血小板减少性紫

癜（ＴＴＰ）等疾病的发病密切相关，检测 ＡＤＡＭＴＳ１３活性水

平对诊治这些疾病有着极其重要的意义，目前 ＡＤＡＭＴＳ１３

活性的检测方法繁多，而且检测技术不断改进。Ｆｕｒｌａｎ等
［１］和

Ｔｓａｉ
［２］同时报道了健康人血浆中存在能够裂解超大血管性血

友病因子多聚体蛋白酶ｖＷＦｃｐ的存在。ｖＷＦｃｐ是具凝血酶

敏感蛋白结构的去整合素域和金属蛋白酶域蛋白家族成员之

一，被命名为ＡＤＡＭＴＳ１３。Ｚｈｅｎｇ等
［３］发现仅能在肝脏检出

ＡＤＡＭＴＳ１３，并对其ｃＤＮＡ进行测序，其序列长度为４．６ｋｂ。

Ｕｅｍｕｒａ等
［４］对肝脏内产生 ＡＤＡＭＴＳ１３的细胞进行检测分

析，用ＡＤＡＭＴＳ１３的两种单抗（Ａ１０和Ｃ７）对Ｃ型慢性肝炎

冰冻肝组织切片行免疫组化染色，观察到杂交检出的树枝状

ＡＤＡＭＴＳ１３ｍＲＮＡ信号，并用共聚焦激光显微镜观察到

Ａ１０单抗与标记活的肝星状细胞的α肌动蛋白抗体二重染色

结果，这些说明 ＡＤＡＭＴＳ１３可能主要由肝星状细胞（ＨＳＣ）

产生。血小板、巨核细胞、肾脏的足细胞和血管内皮细胞等均

可产生ＡＤＡＭＴＳ１３。

ＡＤＡＭＴＳ１３基因位于９号染色体长臂，全长３７ｋｂ，由

２９个外显子组成，ｃＤＮＡ含４５９７ｂｐ以及１个多聚腺苷酸尾，

开放阅读框为４２８４ｂｐ，由１４２７个氨基酸残基组成。血浆中

ＡＤＡＭＴＳ１３在一定剪切力条件下，作用于ｖＷＦ分子 Ａ２区

８４２位酪氨酸与８４３位蛋氨酸之间的肽键，将ｖＷＦ裂解为不

具有黏附活性的两个片段。研究发现，ＡＤＡＭＴＳ１３的活性与

血栓形成及出血、微血管病变、ＤＩＣ、肿瘤浸润与转移、肝脏疾

病、自身免疫性疾病以及ＴＴＰ等疾病的发病密切相关
［５８］。这

些疾病的共同特征是都涉及微血管改变，包括血管内皮改变，

血小板活化等，这皆与血栓形成有关，而 ＡＤＡＭＴＳ１３在这些

疾病与血栓疾病之间起着桥梁性作用。此外，研究表明，内科

危重症血小板减少相关性多器官功能衰竭（ＴＡＭＯＦ）的发生

主要是由于ＡＤＡＭＴＳ１３功能障碍所致
［９］。因此，ＡＤＡＭＴＳ

１３活性的检测对上述疾病的诊断和治疗意义重大。目前 ＡＤ

ＡＭＴＳ１３活性检测尚无统一标准，实验室检测存在操作步骤

繁琐，耗时长，检测技术要求高等缺点，现将近年来ＡＤＡＭＴＳ

１３活性的检测方法进行综述。

１　ＡＤＡＭＴＳ１３活性检测方法及特点

ＡＤＡＭＴＳ１３的检测方法包括直接检测法和间接检测法，

直接检测法是通过检测ｖＷＦ裂解产物来测定 ＡＤＡＭＴＳ１３

的活性，间接检测法是通过检测残余底物或被消耗的底物来测
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定ＡＤＡＭＴＳ１３的活性。具体的检测方法有：抗原检测（主要

用于区分获得性ＴＴＰ及遗传性ＴＴＰ），抗 ＡＤＡＭＴＳ１３抗体

检测（确定体内存在抑制 ＡＤＡＭＴＳ１３的抗体及诊断获得性

ＴＴＰ并监测免疫抑制的治疗效果），（３）活性检测（主要用于确

诊ＴＴＰ及监测治疗效果）。活性检测是各类文献中最常报道

的检测方式，目前检测 ＡＤＡＭＴＳ１３活性的方法均是通过检

测ｖＷＦ裂解的程度来予以判定。ＡＤＡＭＴＳ１３活性检测的一

些方法及其特点（表１）。

表１　　各种ＡＤＡＭＴＳ１３活性检测方法及其特点

检测方式 检测方法 特点 参考文献

直接检测 十二烷基磺酸钠琼脂糖凝胶电泳法（ＳＤＳＡＧＥ） 步骤多，耗时长。 ［１］

十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳法（ＳＤＳＰＡＧＥ） 差异性较大，变异系数较高。 ［２］

荧光共振能量转移法（ＦＲＥＴＳ） 操作简便，耗时短，小于２ｈ。 ［１０］

间接检测 免疫放射计量试验（ＩＲＭＡ） 耗时较长，检出率低。 ［１１］

胶原结合实验（ＣＢＡ） 变异系数低，检出率低。 ［１２］

瑞斯托霉素辅因子测定 检出率高，稳定。 ［１３］

流体剪切力下的检测法 低估ＡＤＡＭＴＳ１３的活性。 ［１４１５］

ＥＬＩＳＡ 操作简便，耗时短，检出率稳定。 ［１６１８］

１．１　ＳＤＳＡＧＥ法　用ＳＤＳＡＧＥ法测定 ＡＤＡＭＴＳ１３活性

最先由Ｆｕｒｌａｎ等
［１］提出。先用ｃｈｌｏｒｉｄｅ／Ｔｒｉｓ缓冲液稀释用枸

橼酸钠抗凝的血浆样本，ＡＤＡＭＴＳ１３蛋白酶通过ＢａＣｌ２ 激活

于３７℃反应５ｍｉｎ，然后继续在纯化的ｖＷＦ和变性剂尿素溶

液中孵育２４ｈ，反应通过加入ＥＤＴＡ后得以终止。抗ｖＷＦ抗

体通过琼脂糖凝胶电泳及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法来检测纯化的

ｖＷＦ多聚体蛋白水解的下降速度，最后通过相关数据来计算

ＡＤＡＭＴＳ１３的活性。

１．２　ＳＤＳＰＡＧＥ法　Ｔｓａｉ
［２］首先报道分离出ｖＷＦｃｐ，将底物

ｖＷＦ预先用盐酸胍处理后，在样品底物反应混合物中加入

Ｃａｃｌ２激活ｖＷＦ裂解酶，结束时加入ＥＤＴＡＳＤＳ上样缓冲液

终止反应。Ｋｏｋａｍｅ等
［１９］改良了这种方法，使用人重组的

ｖＷＦ片段（ａａ１５９６１６６８）仅有７３个氨基酸的Ａ２区片段，通过

电泳检测裂解后的片段来判定酶的活性。

１．３　ＦＲＥＴＳ法　Ｋｏｋａｍｅ等
［１０］为解决使用ＳＤＳＰＡＧＥ法检

测ＡＤＡＭＴＳ１３活性对技术层面要求高及耗时长，不利于临

床应用的缺点，使用荧光共振能量转移法（ＦＲＥＴ）检测底物被

裂解的情况。实验利用Ａ２区短片段（ｖＷＦ７３ａａ），合成荧光标

记的底物ｖＷＦ７３（ＦＲＥＴＳｖＷＦ７３），将底物与一定比例稀释

的待测血浆加入９６空板在检测仪上读数，ＡＤＡＭＴＳ１３活性

正常的样本荧光值随时间增加而增长，活性缺乏的患者荧光值

无变化。整个实验耗时小于２ｈ，是目前最快的检测方法。

１．４　ＩＲＭＡ法　Ｖｅｙｒａｄｉｅｒ等
［１１］使用重组 ＷＴｒｖＷＦ作底

物，避免了实验前底物中含有具有活性的 ＡＤＡＭＴＳ１３。用

Ｂａｃｌ２激活ＡＤＡＭＴＳ１３，待测血浆中加丝氨酸蛋白酶抑制剂，

将待测血浆和底物混合在含尿素的缓冲液中室温透析１８ｈ，然

后使用免疫放射计量试验检测残留ｖＷＦ含量。

１．５　ＣＢＡ法　Ｒｉｃｋ等
［２０］应用患者自身血浆中内源性ｖＷＦ，

将患者血浆稀释后透析，检测透析前胶原结合能力和透析后胶

原结合能力的差异，来计算 ＡＤＡＭＴＳ１３活性。此方法一致

性尚可，并且在所有胶原结合试验中，变异系数（犆犞）值最低，

但该方法对低 ＡＤＡＭＴＳ１３活性的标本检出率也低，容易

漏检［２１］。

１．６　瑞斯托霉素辅因子检测法　２００２年Ｂｈｍ等
［１３］根据瑞

斯托霉素辅因子含量与血浆中ｖＷＦ多聚物的残留呈负相关这

一理论基础，建立了检测ｖＷＦ活性的方法。该方法与胶原结

合实验原理相似，不同的是其是通过瑞斯托霉素诱导的血小板

聚集来检测残余的 ＶＷＦ活性
［２２］，其优点是少量的样本在任

何时间都可以在血小板聚集仪上检测，该指标检测ＡＤＡＭＴＳ

１３活性，在方法评估中该方法检测值和预期值的一致性最高，

并且ＣＶ值低，对于 ＡＤＡＭＴＳ１３活性缺陷检出率高，是最稳

定的方法之一［２１］。

１．７　流体剪切力下检测法　生理条件下高剪切力对于 ＡＤ

ＡＭＴＳ１３裂解超大ｖＷＦ非常重要，Ｄｏｎｇ等
［１４］与Ｓｈｅｎｋｍａｎ

等［１５］验证了在流体剪切力下少于２ｍｉｎ的时间就能裂解超大

ｖＷＦ，而在体外静止条件下则需要几个小时的时间。从这些基

于流体剪切力的实验结果来看，体外静止条件下的检测有可能

低估了ＡＤＡＭＴＳ１３的活性。

１．８　间接ＥＬＩＳＡ　底物采用表位标记的重组片段（如重组的

ｖＷＦＡ２区肽段或ｖＷＦ７３），这些底物和抗体一起黏附于平板

上，患者的血浆加入其中，经过孵育，抗体与残余底物相结合，

检测出的残余底物水平与 ＡＤＡＭＴＳ１３活性成反比，通过检

测底物剩余量来计算ＡＤＡＭＴＳ１３的活性
［１６１８］。

既往用来检测ＡＤＡＭＴＳ１３活性的经典方法主要包括两

个步骤，首先用患者血浆中 ＡＤＡＭＴＳ１３裂解酶对底物ｖＷＦ

进行蛋白水解，然后对ｖＷＦ裂解产物进行定量或功能测定，这

些检测技术操作步骤繁琐，费时较长，检测技术要求高，而且需

要使用变性剂如尿素和盐酸胍等。这些技术中有的是直接通

过ｖＷＦ多聚物分析来检测裂解产物，有的是使用残余胶原结

合实验或瑞斯托霉素辅因子检测等间接检测技术。在过去几

年里，这些检测方法都有较大的改进与提高，使得 ＡＤＡＭＴＳ

１３检测在一般实验室都能开展。最新的检测技术是利用 ＡＤ

ＡＭＴＳ１３在ｖＷＦ的裂解位点裂解肽底物如重组的ｖＷＦＡ２

区或ｖＷＦ７３，将患者的血浆与肽底物孵育，然后通过检测剩余

ｖＷＦ或裂解产物来计算 ＡＤＡＭＴＳ１３的活性。ＦＲＥＴＳ法与

ＥＬＩＳＡ均是通过这种新的检测技术发展起来的，与传统方法

相比，不仅缩短了检测时间，提高了检测的准确性和敏感性，而

且不需要使用变性剂和二价金属离子来加速 ＡＤＡＭＴＳ１３裂

解ｖＷＦ。

２　ＡＤＡＭＴＳ１３活性检验方法评估

近些年，有一些研究对 ＡＤＡＭＴＳ１３活性检测方法进行

了评估。２００３年Ｓｔｕｄｔ等
［２３］率先评估了不同实验室用ＣＢＡ
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法、瑞斯托霉素辅因子测定、免疫印迹分析法、免疫放射分析法

等来检测ＡＤＡＭＴＳ１３活性情况，文章最后并没有得出孰优

孰劣的结论，作者认为，绝大部分的实验室及使用方法均能检

测血清中 ＡＤＡＭＴＳ１３ 活性低于 ５％ 的水平。虽然 ＡＤ

ＡＭＴＳ１３活性检测水平在各个实验室之间很少一致，但是这

些结果均能对临床提供指导和帮助。ＫｒｅｍｅｒＨｏｖｉｎｇａ等
［２４］则

将ＰＲＥＴＳｖＷＦ７３检测法和另外五种检测方法（ＩＲＭＡ法，定

量免疫印迹法，两种不同底物的胶原结合实验，瑞斯托霉素辅

因子检测）做了比较，得出结论为ＰＲＥＴＳｖＷＦ７３检测方法的

相关系数最高。２００４年Ｔｒｉｐｏｄｉ等
［２１］组织了国际多中心研究

来评价１１种检测ＡＤＡＭＴＳ１３活性方法的特性，此次的研究

结果与Ｓｔｕｄｔ等
［２３］的研究结果相类似，研究结果再次证实绝大

部分实验方法均能检测出底物的严重缺失，但是正常的 ＡＤ

ＡＭＴＳ１３活性水平在各种方法检测很少有一致性的结果。

２００８年Ｔｒｉｐｏｄｉ等
［２５］组织了第二次国际多中心研究，本次研

究回顾了这４年中 ＡＤＡＭＴＳ１３活性检测的重大变化，研究

的目的是盲评新的方法及在检测６０组冰冻血浆中的性能特

性。研究认为，所有的检测方法都比第一次的评估结果更好，

ＡＤＡＭＴＳ１３活性的实测值与预期值检测线性度由（０．３９～

０．９７）上升到（０．９３１～０．９９８），１１种检测方法中有８种方法的

可重复性得到很好的提升。这些结果的取得归功于ｖＷＦ肽特

异性及多克隆／单克隆抗体的使用，从而保证了实验检测水平

的提高以及结果的可靠。

ＡＤＡＭＴＳ１３的活性检测方法种类多，不同的检测方法之

间，检测结果也存在较大差异。此外，体外 ＡＤＡＭＴＳ１３活性

检测方法绝大部分是在静态条件下进行，而体内流体状态能发

挥ＡＤＡＭＴＳ１３酶活性的最佳效能，体外的静态条件与体内

的流体状态有较大差异，因而体外的 ＡＤＡＭＴＳ１３活性检测

并不能完全代表体内的 ＡＤＡＭＴＳ１３活性状态水平。另外，

变性剂（提高 ＡＤＡＭＴＳ１３对ｖＷＦ多聚体裂解水平）的使用

也对检测ＡＤＡＭＴＳ１３活性有很大影响，这些变性剂不仅能

影响ＡＤＡＭＴＳ１３活性，还能抑制 ＡＤＡＭＴＳ１３与抗体之间

的相互作用。此外还有一些研究显示，ＡＤＡＭＴＳ１３活性检测

还受内源性ｖＷＦ、高胆红素血症、血红蛋白水平、血型、血样本

身等条件的影响［２６２９］，血浆中蛋白酶的缺失也会影响到对

ｖＷＦ的清除
［３０］。

３　结　　语

过去十年，ＡＤＡＭＴＳ１３的活性测定取得了很大的进步，

主要体现在检测的时间明显缩短，操作的可重复性明显提高，

检测时间由过去的２４ｈ缩短至现在的１ｈ以内。这些都为

ＴＡＭＯＦ等血小板相关的危重疾病的诊治提供了非常重要的

临床依据。然而，ＡＤＡＭＴＳ１３的活性测定目前尚无公认的国

际标准，如何来合理评价每种检测方法的优劣，并选择出最合

适的检测方法，是目前亟待解决的问题。
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·综　　述·

肾小球滤过率估算方程应用中需注意的几个问题

李　冬 综述，焦连亭 审校

（天津中医药大学第一附属医院检验科，天津３００１９３）

　　关键词：肾小球滤过率；　估算方程；　综述
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　　肾小球滤过率（ＧＦＲ）是指单位时间内两肾生成滤液的量，

健康成人为１２５ｍＬ／ｍｉｎ左右。ＧＦＲ 常用的参考方法是

９０ｍＴｃ二乙三胺五乙酸（９０ＴｃｍＤＴＰＡ）放射性核素作标记检

测，其受到费用高、仪器昂贵、需静脉内注射同位素可能造成照

影剂性肾损害、实时尿液采集等操作繁杂、放射性污染等限

制［１３］。目前，常用的以血清或血浆肌酐来估算肾小球滤过率

（ｅＧＦＲ）。血肌酐（ＳＣｒ）的检测简便易行，但受性别、年龄、膳食

及肌肉含量等因素的影响，不能精确、真实地反映 ＧＦＲ，尤其

是不能发现ＧＦＲ的早期下降。肌酐清除率（ＣＣｒ）避免了肌肉

容积变化及肌酐肾外清除的影响，是比单独使用ＳＣｒ更准确反

映ＧＦＲ的方法。由于需要收集２４ｈ尿量，且常因尿量记录不

准确而导致较大偏差。为了弥补上述方法的缺陷，基于ＳＣｒ的

ｅＧＦＲ估算公式应运而生，为肾功能的评价提供了简便而可靠

的估测手段［４］。关于ｅＧＦＲ估算公式临床应用的文章很多，不

同的ｅＧＦＲ公式基本上是对照参考方法，通过大样本的相关试

验推导得出的。这些公式包含有可能的临床预测变量包括：血

清肌酐，年龄，种族（白人、黑人或其他）和性别。因此使用这些

公式来预测肾小球滤过功能，常受这些因素的影响，现就影响

ｅＧＦＲ临床应用的一些因素做一介绍。

１　不同推导公式的影响

目前临床上常用的ｅＧＦＲ公式分别采用ＣｏｃｋｃｒｏｆｔＧａｕｌｔ

（ＣＧ）公式
［５］、肾脏病膳食改良试验（ＭＤＲＤ）ＭＤＲＤ公式

［６］、

简化 ＭＤＲＤ公式
［７］、中国 ＭＤＲＤ公式

［８］、中国简化 ＭＤＲＤ公

式［８］和慢性肾脏病流行病学协作组ＣＫＤＥＰＩ公式
［９］进行ｅＧ

ＦＲ的估算，然而，上述公式均由国外学者对欧美人群的回归分

析得到，是否适用于中国人群尚未经大样本研究予以验证。

邱玲等［１０］应用ＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎ图比较各ｅＧＦＲ与参比肾小

球滤过率（ｒＧＦＲ）偏离程度：ＣＧ 公式、ＭＤＲＤ 公式、简化

ＭＤＲＤ公式、ＣＫＤＥＰＩ公式，在 ＧＦＲ高值区评估的ｅＧＦＲ均

呈负偏倚。在基于ＳＣｒ的公式估算得到的ｅＧＦＲ中，ＣＧ公式

与ｅＧＦＲ的相关程度最高。当以酶法ＳＣｒ测定结果作为数据

源时，ＣＧ公式较适合中国ＣＫＤ住院患者ｅＧＦＲ的估算
［３］。

黄一新等［１１］研究认为，在酶法测定ＳＣｒ的条件下，ＭＤＲＤ公式

临床适用性最佳；王文霞等［１２］认为对于糖尿病肾病患者，简化

ＭＤＲＤ公式优于ＣＧ公式，但这两项研究的样本量都比较小。

ＭＤＲＤ方程的开发样本平均 ＧＦＲ在（３９．８±２１．２）ｍＬ／

ｍｉｎ，因此，当该公式用于ＧＦＲ水平较高的患者时可能出现低

估真实值的倾向；相反，当该公式用于ＧＦＲ水平较低患者时又

可能出现高估真实值的倾向［３］。ＭＤＲＤ方程的开发是以慢性

肾脏疾病（ＣＫＤ）患者作为纳入人群，ＧＦＲ均值为３９．８ｍＬ／
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