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应用凝血酶生成试验评估肝硬化患者血栓形成风险的研究
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　　摘　要：目的　研究抗凝血因子和促凝血因子对凝血酶原时间（ＰＴ）、活化部分凝血活酶时间（ＡＰＴＴ）和凝血酶生成试验

（ＴＧＡ）结果的影响，探讨ＴＧＡ用于评估肝硬化患者血栓形成风险的价值。方法　收集９３名肝硬化患者和５０名健康人群的血

液标本，分别进行凝血象、凝血活酶、抗凝因子和抗凝血酶的测定。ＴＧＡ利用荧光读数仪测定，通过软件监测绘制样本的凝血酶

生成曲线。结果　ＰＴ受凝血因子（Ｆ）Ⅱ、ＦⅤ、ＦⅦ、ＦⅨ和蛋白Ｃ浓度的影响，而 ＡＰＴＴ结果主要由ＦⅡ、ＦⅨ和ＦⅩ决定。在

５ｐｍｏｌ／Ｌ组织因子（ＴＦ）的ＴＧＡ反应体系中，凝血酶生成潜力（ＥＴＰ）比值受ＦⅡ、抗凝血酶和蛋白Ｃ水平的影响，并且肝硬化组

与对照组之间没有明显差异；而在１ｐｍｏｌ／ＬＴＦ反应体系中ＥＴＰ比值主要由ＦⅨ和蛋白Ｃ决定，肝硬化组与对照组的ＥＴＰ比值

差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＰＴ和ＴＧＡ受凝血和抗凝因子的调控，并且ＴＧＡ实验对于蛋白Ｃ浓度变化较为敏感；

ＴＧＡ能够在ＰＴ延长的情况下，提示肝硬化患者存在血栓形成的风险，ＴＧＡ可作为临床评估肝硬化患者血液高凝状态的敏感

指标。
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　　肝脏是多种凝血因子合成的重要器官，肝硬化导致凝血因

子合成减少，血浆凝血酶原时间（ＰＴ）和活化部分凝血活酶时

间（ＡＰＴＴ）均有不同程度的延长
［１４］。有研究表明肝硬化是一

种血栓形成性疾病，因为大部分的抗凝和纤溶物质也由肝细胞

合成［５６］。因此，促凝和抗凝系统均受损时，ＰＴ和 ＡＰＴＴ与出

血、凝血之间的相关性较差，不能有效预测血液凝固状态［７］。

人体内的促凝与抗凝之间保持动态平衡，凝血酶是血液凝固的

核心，有研究表明凝血酶生成试验（ＴＧＡ）能够更加准确的评

估肝硬化患者的出血或血栓形成风险［８９］。本研究旨在探讨肝

硬化患者促凝和抗凝因子水平对ＰＴ、ＡＰＴＴ和 ＴＧＡ结果的

影响，以及通过比较２种不同浓度的组织因子（ＴＦ）对ＴＧＡ结

果的影响，评估肝硬化患者是否有出血或血栓形成的风险。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取本院２０１２年７月至２０１３年４月收治的

９３例第一诊断为肝硬化的患者，排除血液性疾病、近期服用华

法林或肝素、体质量小于３０ｋｇ的患者作为肝硬化组。肝硬化

进展程度依据终末期肝脏疾病模式（ＭＥＬＤ）进行评分，结果取

整数。选取５０例同期健康体检者作为对照组。

１．２　标本采集　抽取受检者空腹静脉血１．８ｍＬ，枸橼酸钠抗

凝，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上部２／３血浆作为乏血小板血

浆；另采集２ｍＬ静脉血，ＥＤＴＡＫ２抗凝，均匀混合进行全血

细胞计数分析。

１．３　方法

１．３．１　ＴＧＡ　利用荧光读数仪（芬兰 ＴｈｅｒｍｏＬａｂｓｙｓｔｅｍｓ

ＯＹ公司）和自动校正凝血酶曲线法（ＣＡＴ）软件（荷兰Ｔｈｒｏｍ

ｂｉｎｏｓｃｏｐｅＢＶ公司）检测凝血酶生成量。９６孔检测板的各孔

分别加入含５ｐｍｏｌ／Ｌ或１ｐｍｏｌ／ＬＴＦ的ＰＰＰＲｅａｇｅｎｔ２０μＬ

及待测血浆８０μＬ；同时，保持实验条件一致，在待检血浆中加

入血栓调节蛋白（ＴＭ）至终浓度为５ｐｍｏｌ／Ｌ或１ｐｍｏｌ／Ｌ；各

板均设立质控血浆（法国ＰＯＬＬＮＯＲＭ公司）。上机后仪器自

动向各孔内加入２０μＬ荧光底物液，通过ＣＡＴ软件动态监测

凝血酶生成量，并对样本荧光强度分析绘制凝血酶生成曲线，

包括延迟时间、峰值和凝血酶生成潜力（ＥＴＰ）。本研究中

ＥＴＰ比值的计算公式：ＥＴＰ比值＝ＥＴＰＴＭ干扰／ＥＴＰ无ＴＭ干扰 ×

·９５５·国际检验医学杂志２０１４年３月第３５卷第５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．５



１００％，高ＥＴＰ比值表示抗凝因子ＴＭ 的干扰小，可直观表示

血浆的高凝程度。

１．３．２　常规项目检测　（１）ＰＴ、ＡＰＴＴ和纤维蛋白原（ＦＩＢ）采

用雷杜ＲＡＣ１００全自动凝血仪进行分析，试剂盒和质控物均

购自上海长岛生物技术有限公司；（２）凝血因子促凝活性ＦⅡ：

Ｃ、ＦⅤ：Ｃ、ＦⅦ：Ｃ、ＦⅧ：Ｃ、ＦⅨ：Ｃ均用一期凝固法检测，试剂及

质控物购自上海太阳生物技术公司；（３）蛋白Ｃ和蛋白Ｓ测定

均采用ＥＬＩＳＡ法，试剂盒购自上海生物制品研究所；（４）抗凝

血酶测定采用底物显色法，仪器及试剂购自法国Ｓｔａｇｏ公司；

（５）全血细胞计数采用ＳｙｓｍｅｘＸＴ１８００血液分析仪及配套试

剂和质控品。

１．４　统计学处理　采用ＳＡＳ软件进行数据分析。计量资料

呈非正态分布，采用 Ｍ（Ｐ２５～Ｐ７５）表示。连续变量的比较采用

秩和检验，绝对变量之间的比较采用χ
２ 检验，变量之间的相关

性分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数检验；凝血和抗凝因子与凝血酶

生成、ＰＴ、ＡＰＴＴ之间的关系采用多重线性回归进行分析，用

标准回归系数表示每个独立变量对每种凝血时间变化的影响。

若犘＜０．０５，差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　一般流行病学和凝血试验　肝硬化患者和对照组的一般

流行病学及实验室检测结果比较见表１（见《国际检验医学杂

志》网站主页“论文附件”）。两组研究对象的年龄、性别等比较

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。肝硬化组的ＰＴ、ＡＰＴＴ较对

照组明显延长，而抗凝因子（包括抗凝血酶、蛋白Ｃ和蛋白Ｓ）

明显低于对照组。

２．２　肝硬化凝血实验决定因素的多元回归分析　采用多重线

性回归分析不同变量对肝硬化组患者整体凝血时间的影响，见

表２。ＦⅦ对ＰＴ的负调控作用最显著，而蛋白Ｃ则为主要的

正调控因子。同时，ＦⅡ、ＦⅨ和ＦⅩ的浓度变化对 ＡＰＴＴ的结

果具有明显的影响。在ＴＧＡ中，ＦＩＢ、蛋白Ｃ和蛋白Ｓ在延迟

时间阶段为正调控因子；在峰值阶段，ＦⅨ和蛋白Ｃ分别为最

显著的正相关和负相关因子；在ＥＴＰ阶段，５ｐｍｏｌ／Ｌ的反应

体系中ＦⅡ为最显著的正相关因子，负相关因子为抗凝血酶和

蛋白Ｃ，而在１ｐｍｏｌ／Ｌ反应体系中显著的正相关和负相关因

子则分别是ＦⅨ和蛋白Ｃ。

表２　　肝硬化凝血实验决定因素的多元回归分析（狀＝９３）

项目 标准差

标准回归系数

ＰＴ ＡＰＴＴ

延迟时间

５ｐｍｏｌ／Ｌ １ｐｍｏｌ／Ｌ

峰值

５ｐｍｏｌ／Ｌ １ｐｍｏｌ／Ｌ

ＥＴＰ

５ｐｍｏｌ／Ｌ １ｐｍｏｌ／Ｌ

Ｒ２ － ０．７８３ ０．６１２ ０．４８９ ０．３９３ ０．５０１ ０．３３８ ０．４６６ ０．２５６

ＦＩＢ １１３．４ ０．０８９ －０．００６ ０．６３５ ０．６１７ ０．０３４ －０．２０８ －０．０４６ －０．１９９

ＦⅡ ３２．７ －０．４３９ －０．６７７ －０．２９８ －０．４４４ ０．４６５ ０．００５ １．３４３ ０．４２２

ＦⅤ ２３．６ －０．１４３ ０．０２６ ０．１６５ ０．１００ ０．１３３ ０．０１３ ０．００１ －０．０７８

ＦⅦ ３７．９ －０．２８８ ０．０９２ －０．２３４ －０．００４ ０．０４９ ０．１２６ －０．２３０ ０．０８９

ＦⅧ ５９．６ ０．０３５ －０．１７６ ０．０２６ ０．１００ －０．０４１ －０．０８１ ０．１２１ －０．０９４

ＦⅨ ３４．５ －０．１９５ －０．７２１ －０．１４１ －０．２８０ ０．５９９ ０．９８９ ０．１８１ ０．７１１

ＦⅩ ３３．４ －０．１４９ ０．４９６ －０．１９９ －０．２１０ ０．０７４ ０．２６６ ０．２３１ ０．１１９

抗凝血酶 ５２．７ ０．０３９ －０．０８５ ０．０２０ ０．０２３ ０．００１ －０．０５１ －０．２１９ －０．１４９

蛋白Ｃ ４２．４ ０．２９９ －０．０１９ ０．３６２ ０．４３４ －０．６４９ －０．８３３ －０．７７７ －１．０９０

蛋白Ｓ ２３．３ ０．０１６ －０．０３９ ０．２８０ ０．２５３ ０．０１７ －０．１２０ －０．０８９ －０．０２７

　　－：无数据。

２．３　ＥＴＰ比值反映肝硬化患者血液高凝状态　在１ｐｍｏｌ／Ｌ

ＴＦ的反应体系中，肝硬化组的ＥＴＰ比值高于对照组，且差异

有统计学意义（犘＜０．０５），提示肝硬化组患者血栓形成风险高

于对照组；在５ｐｍｏｌ／ＬＴＦ反应体系中，两组间的差异无统计

学意义。见图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附

件”）。

　　在以上结果的基础上，对１ｐｍｏｌ／ＬＴＦ反应体系中的

ＭＥＬＤ不同分组之间以及各组与对照组之间的差异进行比较

分析。可知 ＭＥＬＤ＜２０和 ＭＥＬＤ２０～２５两组与对照组比较

ＥＴＰ比值均明显增高（图２Ａ）；峰值阶段的比值类似ＥＴＰ比

值（图２Ｂ）；在延时阶段，肝硬化各组比值均低于对照组（图

２Ｃ）。见图２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

３　讨　　论

ＰＴ和ＡＰＴＴ延长预示促凝因子缺乏，但不能反映体内抗

凝物质的缺乏以及抗凝和促凝之间的平衡，单纯依靠ＰＴ和

ＡＰＴＴ并不能有效监测肝硬化患者的出、凝血情况
［１０１１］。

Ｙｏｕｎｇｗｏｎ等
［１２］的研究结果表明，与ＰＴ延长提示出血风险恰

恰相反，肝硬化患者常伴随血栓形成风险，因此准确评估肝硬

化患者血液凝固状态具有非常重要的临床意义。凝血酶是促

凝与抗凝的枢纽，其生成量反映了体内促凝与抗凝之间的关

系，是一种较为综合和全面反映血浆凝血状态的检测方法。

本研究结果表明，血液中ＦⅡ、ＦⅤ、ＦⅦ和ＦⅨ等凝血因子

的变化能够显著改变ＰＴ，因此肝硬化患者常伴有ＰＴ延长。

目前，体外研究证明蛋白Ｃ通过抑制ＦⅤ和ＦⅧ的活性可使

ＰＴ延长，说明了虽然肝硬化患者存在ＰＴ延长倾向，但抗凝因

子在降低到一定水平时可能还会表现为ＰＴ的缩短
［１３］。在本

实验中，蛋白Ｃ的水平与ＰＴ呈显著地正相关，这与体外研究

结果一致，提示了蛋白Ｃ在体内抗凝血作用的可能机制。由

于ＰＴ是临床划分肝硬化进程的指标之一，因此临床医生还应

重视蛋白Ｃ等抗凝因子对ＰＴ的影响。ＡＰＴＴ的临床意义是
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监测内源性凝血，主要受ＦⅡ、ＦⅨ和ＦⅩ等因子水平的影响，

但在本实验结果显示ＡＰＴＴ与上述因子变化的关系与预期不

符，说明ＡＰＴＴ不能完全反映肝硬化患者内源性凝血的状态，

这也与Ｋｉｔｃｈｅｎｓ等
［１４］研究结果相一致。

在凝血酶生成试验中，延迟时间阶段应与蛋白Ｃ和蛋白Ｓ

水平呈正相关，与ＦＩＢ呈负相关
［１０１５］。但本研究结果显示了

ＦＩＢ与延迟时间是呈正相关性的，这是因为ＦＩＢ作为急性期蛋

白在肝细胞炎症病变时期合成是增加的，但此时还伴随凝血因

子合成分泌下降，增加的ＦＩＢ浓度不足以补偿凝血因子降低对

ＴＧＡ延迟时间的调控作用，因此ＦＩＢ对该阶段的“正调控”是

由凝血因子合成降低导致的。ＴＧＡ各阶段均明显依赖蛋白

Ｃ，证明ＴＧＡ对于肝硬化和获得性生成障碍等体内蛋白Ｃ水

平较低的患者，更能准确反映其凝血状态。

蛋白Ｃ是体内主要的抗凝物质，作用是激活ＴＭ，分别在

ＴＭ存在和不存在的情况下进行凝血酶生成试验，所获得的

ＥＴＰ比值表示血液凝固系统抵抗 ＴＭ 抗凝固作用的能力。

Ｔｒｉｄｏｐｉ等
［８］报道了１ｐｍｏｌ／ＬＴＦ刺激下，ＥＴＰ比值能够提示

肝硬化患者血液是否处于高凝状态。在本研究引入了

１ｐｍｏｌ／Ｌ和５ｐｍｏｌ／Ｌ两种不同浓度ＴＦ的反应体系进行分析

比较。在１ｐｍｏｌ／Ｌ体系中肝硬化组的ＥＴＰ比值要明显高于

对照组；而５ｐｍｏｌ／Ｌ体系中两组研究对象没有明显差异。这

是由于１ｐｍｏｌ／ＬＴＦ对Ｆ、ＦⅨ和ＦⅪ的浓度变化较为敏感，

肝硬化患者血液的高凝状态常是由ＦⅧ增加和蛋白Ｃ下降导

致的，实验结果也从侧面说明了ＢｒｕｍｍｅｌＺｉｅｄｉｎｓ等
［１６］在早期

的研究中采用的５ｐｍｏｌ／ＬＴＦ反应体系并不适合评估肝硬化

患者血液的凝固状态。另外，在本实验１ｐｍｏｌ／ＬＴＦ反应体系

中，当 ＭＥＬＤ＜２５分时，ＥＴＰ比值随着分数的增加而增加；当

ＭＥＬＤ＞２５分时，大部分 ＥＴＰ 比值低于上述结果，说明

ＭＥＬＤ＜２５分时患者存在血栓形成风险的比例较高，同时提

示需要进一步增加 ＭＥＬＤ＞２５分的研究对象，以确定血液的

高凝状态是否主要出现在 ＭＥＬＤ低分人群。

综上所述，ＰＴ、ＴＧＡ受凝血和抗凝因子浓度的影响，ＴＧＡ

可较为灵敏地反映蛋白Ｃ水平的变化；在１ｐｍｏｌ／ＬＴＦＴＧＡ

反应体系中，ＥＴＰ比值能够较为确切地反映肝硬化患者是否

处于高凝状态，避免了ＰＴ、ＡＰＴＴ结果延长所提示的“出血倾

向”的假象，提示利用ＴＧＡ评估肝硬化患者血栓形成风险具

有临床意义。
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２８１２８８．

（收稿日期：２０１３１１０１）
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［６］ ＴａｎＥＭ，ＣｏｈｅｎＡＳ，ＦｒｉｅｓＪＦ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ１９８２ｒｅｖｉｓｅｄｃｒｉｔｅｒｉａｆｏｒ

ｔｈｅｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ［Ｊ］．Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ

Ｒｈｅｕｍ，１９８２，２５（１１）：１２７１１２７７．

［７］ 费允云，张奉春．系统性红斑狼疮患者死亡原因分析［Ｊ］．中华风

湿病学杂志，２００８，１２（６）：１８７１９１．

［８］ 刘旭．组织型纤溶酶原激活物及纤溶酶原激活物抑制剂对系统性

红斑狼疮的检测价值［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０１０，３１（１２）：１４４６

１４４７．

［９］ 黄萃，武蓉珍，吴日荷，等．正常成年人网织血小板相关参数的检

测评价［Ｊ］．中国医师杂志，２０１０，１２（４）：５３６５３８．

［１０］ＭｏｎｔｅａｇｕｄｏＭ，ＡｍｅｎｇｕａｌＭＪ，ＭｕｆｉｏｚＬ，ｅｔａｌ．Ｒｅｔｉｃｕｌａｔｅｄｐｌａｔｅ

ｌｅｔｓａｓａｓｃｒｅｅｎｉｎｇｔｅｓｔｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａａｅｔｉｏｌｏｇｙ

［Ｊ］．ＱＪＭ，２００８，１０１（７）：５４９５５５．

［１１］杨林花，李智婷，刘秀娥，等．系统性红斑狼疮患者网织血小板和

血小板生成素检测及其临床意义［Ｊ］．中国药物与临床，２００４，４

（６）：４３２４３５．

（收稿日期：２０１３１２１４）
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