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  摘 要:凝血功能的检测有助于血液疾病的诊断、患者出血与血栓风险的评估和止血与抗凝治疗,在疾病

的诊断、治疗、预防等方面具有重要作用。凝固曲线波形分析是近期发展起来的一种新的凝血功能评估方法。
它通过对常规凝血试验中反映凝血过程的波形图进行求阶导数,获得更多敏感的参数用于评估机体的止凝血

功能。与传统凝血功能试验相比,凝固曲线波形分析对出血及血栓形成风险的评估更全面有效。
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Abstract:The

 

detection
 

of
 

coagulation
 

function
 

is
 

helpful
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

blood
 

diseases,the
 

assess-
ment

 

of
 

bleeding
 

and
 

thrombus
 

risks
 

in
 

patients,and
 

the
 

treatment
 

of
 

hemostasis
 

and
 

anticoagulation.It
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

diagnosis,treatment,and
 

prevention
 

of
 

diseases.Solidification
 

curve
 

waveform
 

analy-
sis

 

is
 

a
 

newly
 

developed
 

method
 

for
 

assessing
 

coagulation
 

function.It
 

obtains
 

more
 

sensitive
 

parameters
 

for
 

e-
valuating

 

the
 

coagulation
 

function
 

of
 

the
 

body
 

by
 

taking
 

the
 

order
 

derivative
 

of
 

the
 

waveform
 

reflecting
 

the
 

co-
agulation

 

process
 

in
 

routine
 

coagulation
 

experiments.Compared
 

with
 

traditional
 

coagulation
 

function
 

tests,co-
agulation

 

cuvre
 

waveform
 

analysis
 

curves
 

is
 

more
 

comprehensive
 

and
 

effective
 

in
 

assessing
 

the
 

risk
 

of
 

bleeding
 

and
 

thrombosis.
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  凝血分析仪的凝固曲线是指在进行凝血功能检

测时,对测试杯中纤维蛋白凝块形成过程的图形描

述。凝固曲线由3期组成:基线期、纤维蛋白生成期

和平台期,正常的凝固曲线为典型的“懒S”型。凝固

曲线反映了标本与试剂反应的全过程,包含丰富信

息。近年来,随着医学研究的发展,人们发现凝固曲

线波形特征及其衍生的相关参数能够极大地丰富相

关凝血指标,更有助于凝血功能的分析。本文旨在对

凝固曲线波形分析(CWA)在凝血功能检测中的应用

研究进展作一综述。
1 传统的凝血功能检测

凝血功能检测作为患者入院、术前检查项目,是
诊断血液疾病,评估患者出血与血栓风险及指导止血

与抗凝治疗的重要手段。传统的凝血功能检测主要

有血浆凝血酶原时间(PT)、活化部分凝血活酶时间

(APTT)及凝血酶时间(TT)等项目。通过对上述指

标的分析,有助于患者出血与血栓风险的评估,对部

分血液疾病的诊断也具有一定的参考意义。作为体

外功能性凝血筛查试验,传统的凝血检测项目也存在

部分不足,例如:凝血过程不能可视化,面对复杂繁多

的干扰因素不能准确地反映体内的出血、凝血情况

等。此外,面对不同厂家的仪器和试剂,以“秒”为单

位的传统凝血检测项目较难实现标准化,这些因素也

限制了传统凝血检测项目在新的止血与血栓领域的

发展。因此,如何利用传统凝血检测项目对新形势下

止血与血栓疑难问题进行解释与分析具有重要的临

床意义。
2 CWA

CWA是新开发的一项系统性凝血评估试验。它

基于对光学法原理检测传统凝血项目(包括 APTT、
PT、TT)的反应过程中,因纤维蛋白形成而触发的透

光率、吸光度或光散射变化的连续观察,绘制成凝固

曲线波形图,进一步对波形图进行求阶导数可得出凝

血反应过程中的最大反应速度、最大凝血加速度、最
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大凝血减速度等新的凝血参数,为患者凝血功能的分

析提供了更多信息。基于现有的全自动凝血分析仪

和试剂,CWA可作为凝血功能新的简便评估方法,应
用于临床各种具有特殊出凝血问题疾病的分析[1-2]。
  以APTT实验为例:如图1[1],图A为APTT实

验过程中纤维蛋白生成曲线,横轴表示时间(s),纵轴

表示透射光强度(%),最大透射光强度为100%,最小

透射光强度为0%。随着试验过程中纤维蛋白的不断

产生,透射光强度逐渐下降,在0%~100%,选择预先

设定的终点(一般设定50%)读数,此终点下的凝血时

间(CT)即为APTT的测试时间;图B为将增量吸光

度除以增量时间得到的透射光强度的一阶导数,以获

得与速度相对应的一阶导数曲线,反映了每个时间点

的凝血反应速度,|Min1|(dT/dt)为最大凝血反应速

度;图C为将速度变化除以时间变化得到的透射光强

度的二阶导数,以获得与加速度相对应的二阶导数曲

线,反映了每个时间点的凝血反应加速度,|Min2|
(d2T/dt2)为最大凝血加速度,|Max2|(d2T/dt2)为最

大凝血减速度。凝血过程主要涉及3种机制:级联系

统反应、凝血酶暴发和血小板膜磷脂表面凝血因子活

性增强,分别由纤维蛋白生成曲线、一阶导数曲线和

二阶导数曲线反映。一阶导数和二阶导数曲线图中

都获得了峰值时间、高度和宽度等参数,峰值时间、高
度和宽度均与止凝血功能相关[3-4]。

  注:A为纤维蛋白生成曲线图;B为透射光强度的一阶求导曲线图;C为透射光强度的二阶求导曲线图。

图1  基于APTT的凝固曲线波形图

3 CWA的类型

3.1 CWA-APTT 传统的APTT试验通过在反应

体系中添加硅土、鞣花酸(Elg)等接触激活剂,激活内

源性凝血系统,根据APTT测试时间来实现对内源性

凝血途径功能的筛查。内源性凝血因子缺乏、狼疮抗

凝物(LA)及 凝 血 因 子 抑 制 物 的 存 在 等 均 可 导 致

APTT检测时间延长,实验室通常采用 APTT纠正

试验、凝血因子活性测定、凝血因子抑制物检测或LA
检测等进一步分析导致APTT延长的原因,但由于技

术水平、试验成本等问题,一般实验室不易开展。LA
阳性患者大多数凝血因子活性正常,但是由于存在抗

磷脂抗体结合了 APTT试剂中的磷脂成分而引起

APTT延长,患者通常没有凝血障碍或出血倾向,这
与凝血因子缺乏导致APTT延长的原因不同。凝血

因子抑制物的产生可降低或抵消凝血因子的作用,加

大患者的出血风险和治疗难度,因此及时识别凝血因

子抑制物的存在对临床诊疗十分重要[5]。与LA阳

性患者相比,凝血因子缺乏患者的血浆在APTT试验

中|Min1|、|Min2|和|Max2|均减低[6]。而凝血因子

抑制 物 阳 性 患 者 APTT 的 CWA 参 数|Min1|和

|Min2|又明显低于单纯的因子缺乏患者和健康对照

者[7]。有研究利用不同原因引起APTT延长时CWA
相关参数的差异,建立了通过CWA-APTT快速区分

APTT延长原因的方法[8]。
血友病作为一种X染色体连锁的遗传性出血性

疾病,以FⅧ/FⅨ减少或缺乏为特征。现有的凝血因

子活性检测多采用依赖于APTT试验的一期法,对因

子活性在1.0~2.0
 

IU/dL以下的重症血友病患者灵

敏度低。CWA-APTT的一阶及二阶导数曲线与凝血

酶暴发和血小板膜磷脂表面凝血因子活性增强有关,
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可以更好地反映APTT测试中凝血酶的生成与凝血

因子的活化强度。研究发现,CWA-APTT中|Min1|
和|Min2|与FⅧ浓度具有良好的剂量关系,对低水平

(<1.0
 

IU/dL)凝 血 因 子 活 性 的 检 测,APTT 的

|Min2|参数变化比目前国内广泛用于凝血因子活性

检测的一期法更敏感[9-10]。因此,将CWA-APTT应

用于血友病患者的治疗监测具有重要的临床意义。
血栓性疾病是全球性的健康问题,但血栓是一种

可防、可治、可控的疾病,其早期评估和诊疗对降低患

者医疗负担,提高患者生存率至关重要[11]。CWA-
APTT提供了 APTT反应过程中凝血酶暴发强度、
凝血因子激活程度等详细信息,在血栓风险监控、抗
凝治疗监测、出血风险评估等方面均具有重要价值。
TAN等[12]研究发现急性静脉血栓栓塞(VTE)患者

和健康者之间的平均 APTT没有差异(P=0.830),
但VTE患者的平均CWA 参数(|Min1|、|Min2|、
|Max2|)均 显 著 高 于 健 康 者,表 明 较 高 的 CWA-
APTT参数与急性 VTE显著相关。WAKUI等[13]

发现使用直接凝血酶抑制剂(DTIs)和FⅩa抑制剂抗

凝的患者CWA-APTT中|Min2|明显降低,|Min2|
的降低证实了此类抗凝药物对凝血酶的生成具有阻

断作用,且CWA-APTT中|Min1|、|Min2|、|Max2|
与药物浓度呈剂量依赖性降低,表明CWA-APTT在

抗凝治疗监测方面也具有重要的临床应用价值。当

前市面上现有APTT试剂仅可筛查出凝血因子活性

低于20%~50%的患者[14],这对于一些大型术后患

者及创伤患者出血风险的监 控 不 够 敏 感。CWA-
APTT中一阶导数曲线和二阶导数曲线峰高的降低

提示凝血酶生成不足或凝血因子活性低下,对大型肝

胆胰术后患者出血风险的评估优于传统的APTT检

测[15]。
炎症反应与凝血过程相互交联、相互影响。过度

的炎症反应会导致凝血异常,而凝血过程的激活又会

进一步放大炎症反应,进而加重组织损伤,最终导致

器官功能障碍等严重的后果。有研究发现在弥散性

血管内凝血(DIC)或危重症患者的凝血功能检测中,
C反应蛋白与极低密度脂蛋白形成的Ca2+依赖性复

合物,可使APTT凝固曲线波形图呈双相波形形态,
这种APTT凝固曲线双相透射波形形态可能是预测

DIC的一种新标志物[16-17]。此外,在新型冠状病毒感

染(COVID-19)患者发病2周左右,其APTT的二阶

导数曲线可以观察到高频率的早期肩型、晚期肩型或

双相型的异常波形(图2),且|Min1|、|Min2|较高,
|Max2|较低,这些结果表明COVID-19患者可能存

在特定的凝血功能障碍[18]。不同病原微生物的感染

会导致不同程度的止血功能障碍,进而影响 CWA-
APTT的波形形态与相关衍生参数,CWA-APTT可

能对辅助鉴别感染类型也有一定的帮助[19]。

  注:A为正常波形;B为双相波形;C为早期肩型;D为晚期肩型。

图2  各类APTT凝固曲线波形形态

  CWA-APTT在不增加患者检测费用的条件下,
通过分析传统APTT反应波形曲线形态特征与相关

衍生参数,将单一的APTT结果扩展至凝血酶暴发时

间、强度、因子活化强度等多维度信息,具有高效、简
便、低成本、高特异性的优势,适合各级实验室用于分

析处理各类复杂的出凝血问题。
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3.2 CWA-PT PT通过在反应体系中提供组织因

子(TF),激活外源性凝血系统,常作为外源性凝血途

径的筛查指标。生理性凝血过程由外源性凝血系统

快速启动,经内源性凝血系统进一步放大,故外源性

凝血反应时间短,生成凝血酶数量低,因而常规PT凝

固曲线波形峰值时间短,波形图小,限制了在CWA
中的发展。近期研究显示,TF触发的凝血活动反映

了基于细胞的现代凝血模型[20],这促使人们开始探索

通过在PT测试中引入适量 APTT试剂扩大凝血反

应来获得改良的CWA-PT以实现对整体凝血功能的

监测。

HAKU等[21]研究发现利用包含Elg和TF的混

合物作为触发试剂,可实现对使用rFⅦa和活化的凝

血酶原复合物(aPCC)等旁路制剂治疗患者凝血功能

的监测。NOGAMI等[22]使用市售的PT和 APTT
试剂分别用作TF和Elg的来源,通过优化混合比例,
可对使用艾美赛珠治疗获得性血友病人群实现整体

凝血功能监测。低浓度的 TF不激活FⅩ而会激活

FⅨ诱导产生少量的凝血酶,然而少量的凝血酶虽不

足以诱导纤维蛋白的形成,但它却会激活FⅪ、FⅧ和

FⅤ,并启动凝血因子从FⅪa到凝血酶的循环激活,
促进凝血酶暴发[23]。WADA等[24]使用血小板或磷

脂代替APTT试剂,用低浓度TF直接激活FⅨ引发

凝血反应,利用外源性磷脂或血小板中的磷脂扩大凝

血反应从而放大波形,进行低浓度 TF激活FⅧ的

CWA(CWA-sTF/FⅨa)。研究发现CWA-sTF/FⅨa
不仅可以检测止血异常,还可以检测血小板计数的变

化,该功能在大型骨科手术患者和特发性血小板减少

性紫癜(ITP)患者的凝血功能评估中均得到证实[25]。
与其他类型血小板减少症患者相比,ITP患者CWA-
APTT和 CWA-sTF/FⅨa峰 高 均 明 显 较 低,提 示

ITP患者凝血能力较差,CWA-sTF/FⅨa的低峰高度

是ITP患者出血风险的潜在预测指标[26]。此外,在
恶性肿瘤患者血栓监测中,血栓患者CWA-sTF/FⅨa
的峰值高度明显高于非血栓患者,提示CWA-sTF/

FⅨa峰值升高可能是肿瘤患者高血栓风险的良好监

测指标[27]。

3.3 CWA-TT 凝血酶作为凝血级联反应的核心

酶,浓度不同功能作用不同。高浓度的凝血酶主要激

活纤维蛋白原生成纤维蛋白,而低浓度的凝血酶则主

要激活上游的多个凝血因子,如 FⅪ、FⅧ、FⅩ和

FⅤ,反式促进凝血酶生成以增强凝血反应,这一过程

称为凝血酶暴发[28]。传统的TT试验通过在反应体

系中加入标准量的凝血酶(如1.5
 

IU/mL),激活纤维

蛋白原生成纤维蛋白,通常用于低/异常纤维蛋白原

血症的筛查或者凝血酶干扰物的检测。WADA等[29]

研究发现在凝血酶浓度≥5.0
 

IU/mL时,CWA-TT

与纤维 蛋 白 原 浓 度 相 关;而 在 凝 血 酶 浓 度≤1.0
 

IU/mL时,CWA-TT与凝血酶暴发相关,这表明利用

不同浓度凝血酶的特性,稀释 TT 的 CWA(CWA-
dTT)是凝血上游系统异常的潜在评估指标。值得一

提的是,在KESHAVA等[30]的研究中发现活化的F
Ⅶ可通过血小板依赖性和血小板非依赖性机制在血

友病中产生凝血酶,表明凝血酶暴发机制可能至少部

分取决于血小板。WADA 等[26]通过 CWA-dTT发

现,富血小板血浆(PRP)一阶导数曲线中可以明显观

察到第二个峰值,但是在对应的乏血小板血浆一阶导

数曲线中第二峰值是缺失的。此一阶导数曲线中的

第二个峰值表明血小板可提升凝血酶的暴发强度。
此外,与健康对照者相比,在PRP标本中,肿瘤患者

CWA-dTT中一阶导数曲线的第二个峰值显著增高,
提示血小板对凝血酶暴发的增强作用可能是肿瘤患

者出现高凝状态的主要原因。该团队进一步利用

CWA-dTT分析了ITP患者,发现CWA-dTT中ITP
患者与健康志愿者和其他类型血小板减少症患者相

比,峰高更低,峰值时间更长,这表明血小板增强了血

液凝固,且ITP患者的凝血能力较低。
艾美赛珠作为治疗血友病的一种抗Ⅸ/FⅩ双特

异性抗体,仅需极少的剂量即可使接受艾美赛珠治疗

患者的APTT及一期法检测的凝血因子水平维持在

正常范围[31],这类血友病治疗新药的使用也使传统的

凝血检测项目面临着巨大挑战。然而,CWA-dTT可

以测量血 浆 中 的 FⅧ活 性,与 艾 美 赛 珠 的 存 在 无

关[32]。因此,CWA-dTT有助于监测接受艾美赛珠单

抗治疗的血友病患者的凝血功能。此外,尽管常规

APTT评估显示接受FⅧ浓缩物治疗的患者凝血能

力低,但CWA-dTT在这些患者中显示出高凝状态,
这表明CWA-dTT可能在评估接受FⅧ浓缩物治疗

患者的凝血功能中具有更高的敏感性[33]。

3.4 t-PA依赖的CWA-APTT(CFWA) 促凝、抗
凝和纤溶之间的平衡对于维持机体凝血功能的稳态

至关重要。传统的凝血检测项目往往只能反映单因

素水平,CWA反映了凝血反应的全过程,被视为最有

潜力的整体凝血功能监测指标。
研究发现,使用TF/Elg混合物作为触发剂的改

良凝血酶生成试验提升了对FⅧ:C水平极低的血友

病 A 患 者 的 凝 血 功 能 监 测[34]。MATSUMOTO
等[35]扩展了该技术,使用包含TF和组织型纤溶酶原

激活剂(t-PA)的混合物作为触发剂来开发了凝血酶

和纤溶酶生成组合测定,以同时评估凝血和纤溶潜

力。该方法的监测价值已经在包括获得性血友病、急
性白血病、川崎等疾病中得到证实[36-38]。但该方法由

于技术要求高,尚不适宜在临床推广。该团队利用最

近热 议 的 CWA,进 一 步 扩 展 该 技 术,结 合 CWA-
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APTT和低浓度t-PA形成了CFWA,实现了常规试

验条件下对纤维蛋白凝块形成和纤维蛋白溶解的双

向监测[39]。在凝血监测中,CFWA显示为两个峰:由
APTT反应引起纤维蛋白形成的正峰和由t-PA诱导

纤维蛋白溶解形成的负峰。对涵盖了凝血和纤溶双

重反应过程的波形进行求阶导数,得到了最大凝血反

应速度|Min1|、最大纤溶速度|FL-Min|、纤维蛋白溶

解滞后时间及潜在的内源性纤维蛋白溶解水平等一

系列参数,可实现同时对凝血系统和纤溶系统动态监

测。目前,该团队已经证实通过 CFWA 可实现对

COVID-19、DIC患者进行凝血和纤溶潜力的监测,帮
助临床了解患者的凝血变化和疾病状态,为临床治疗

决策提供事实依据[40-41]。

4 展  望
 

CWA在现有仪器和试剂的基础上,可实现对凝

血功能进行整体的、可视化的监测,逐渐受到越来越

多临床工作者的青睐。尤其是近年来进一步改良的

CWA,通过改进传统凝血检测项目,使CWA可以实

现对各种复杂的止凝血问题的监测,例如高凝状态、
大出血风险及旁路制剂或艾美赛珠单抗治疗的监测

等。目前,随着技术的发展,部分厂家已经能够实现

将凝固曲线及其衍生的相关参数实时上传到医院实

验室信息系统,这为临床更好地利用CWA分析临床

病例提供了便利。近年来,国内已有实验室逐渐探索

建立CWA相关衍生参数的参考区间,但关于CWA
及改良CWA的标准化等问题还亟待解决。CWA应

用前景广,有待多学科进行深入研究,不断完善,以便

更好地发挥它的效用。
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