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I}卅 锯鳞蝰蛇毒显色多肽基质法 

测定血浆异常凝血酶原 

第二医院内科梅浙J’ 毪盟 R7弓 、7啤 

提 要 本研究采用锯鳞蛙蛇毒显色多肽基质法(1~carin法)测定原发性肝癌(PHC)．其它肿 

瘤 慢性肝病及正常对照共114例血浆异常凝血酶原(DCP)，结果显示：Ecarin法测定血浆DcP的批 

内变异为3．8 96、批问变异为4．9 96 平均回吸收率为90．4 96．DCP诊断PHC的敏感性为72．3 96、特异 

性为97 96 准确性为86．896． 

关键调 堡堡 塑 显色多肽基质法； 血酶原；原发性肝堑 
中圈分类号 R446．1 R735．7 

维生索K缺乏或运用双香豆索类维生索 

K拈抗剂一Ⅱ时DCP的形成及其不被生理性 

激活剂激活、不与Ca”及鳞脂结合、不被枸橼 

酸钡等吸附剂吸附等特性已被不少学者证 

实“ ．1984年Liebman等 用特异性DCP多 

克隆抗体RIA法，首先证实DCP亦是一种特 

异性PHC标志物。此后Soulier~⋯用对凝血 

酶高度专一性的显色多肽基质CBS一34．47 

及葡萄球菌凝固酶(SC)为DCP激活剂 ，建立 

了葡萄球菌凝 固酶显色多肽基质法(SC法)， 

测定DCP潜在的凝血酶活性含量，结果与 

Liebman报道一致．本研究根据Bergstr~n的 

Ecarin法“ 及Soulier的SC法“ 加以综合改 

进，检测PHC、其它肿瘤、慢性肝病及正常对 

照共114例血浆DCP，对果与Soulier报道一 

致．本文就其方法学作一初步评价． 

材料 

材料和方法 

1． 观襄对象 PHC47例、转移性肝癌 (MLC) 

及肝血管瘕(LH)各3例，其它胃肠道恶性肿瘤(GIC)6 

例．胆囊癌(GBC)I例，慢性肝炎(CH)16例．失代偿性 

肝硬化(LCD)22例及正常对照(NC)16例．全部观察 

对象在近2周内均未用双香豆紊类维生素K拈抗剂． 

2． 锯鳞蛙蛇毒 (Ecarin) 为美国Sigma公司 

产品．作为生理性凝血酶原及DCP激活剂． 

S 显色多肽基质 H—D—Phe-pip—Arg-PNA 

· 2HCIfs-2238)由瑞典KABI Diagnostica~司惠 

赠．分子量 为625．8，水 中溶解 度 >10mmol／L， 

lmmol／L在2—8℃下可保存6个月． 

4 仪器 采用日本岛津uv—24O型自动紫外 

分光光度计 ，恒温系统采用重庆试验设备厂产 

Cs__5O1型超级恒温器 ．温度波动<土0．1℃． 

方法 

1． Eca rin法测定DCP的原理 血浆 经皂土吸 

附去纤维蛋 白原及枸橼酸钡吸附去生理性凝血酶原 

后只舍DCP．DCP经Ecarin水解产生 —凝血酶 ．一 

单位 活性DCP激活后只产生一单位活性的凝血酶． 

凝血酶催化与其专一性授强 的显色多肽基质水解释 

放出对硝基苯(PNA)，经比色后测得其活性． 

2． 标本的采集夏处理 空腹静脉血．3．896拘 

橼酸钠抗凝 (9份血．1份抗凝剂)．2h内以3000r／rain 

离一615rain分离血浆，井立即分装 一30℃保存备用． 

1年内DCP含量不变． 
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3 具体方法 (1)血浆去纤维蛋白原 ：lg皂土 

加人0．15M pH7．3NaCI 10ml~|成悬液．0．5ml血浆 

加皂土悬液0．05m1．37℃水浴吸附5rain．3000r／min 

离，[~,15min．吸取上清液。可去除几乎全部纤维蛋白 

原。(2)血浆去生理性凝血酶原：击纤 维蛋白原血浆 

0．5ralPH枸橡酸钠及氯化钡立 即混匀．可见乳白色枸 

橼酸钡形成．37℃ 水沿吸跗20rain，3000r／min离心 

15min．取上清液重复吸跗一旋即可去豫约99．8 96的 

生理性凝血酶原。(3)Ecarin法测定DCPC~表1)：全部 

试剂及待祝I标本37"C预热lOmin后接表1步骤操作。S 
一 2238加人后立即混匀并以405nM、37℃恒温比色． 

A动连续汇录光密度至少3min 

表1 Ecarin法测定DCP步骤 

摇匀 ，37"C恒温 ．准确计~2min 

4 结果计算 DCP单位定义：血浆DCPIlp凝 

血酶每分钟能催化S一223B产生1,umol PNA为一个 

单位。本文以每毫升血浆古DCP毫单位散~[ImU／ml 

记录． 

DCP(mU／mn： 
10．44×10一 ×0．1 

其 中AOD为每分钟OD变化、3为反应总体积、0．1为 

实际加样量。PNA在本实验条件下的摩尔消光系数 

为10440／mol·cn 

结 果 

1． Eca rin法测定血浆DCP最适条件的 

选择(见图1) 

(1)底物S一2238浓度对反应的影响：从图 

1实心圆点曲线可见，随底物浓度增加．同一 

样本测定结果亦渐增大，至浓度为2mmol／ml 

后达最大值，亦稳定在同一水平。本文选择1 

mmol／ml为实验浓度． 

(2)Ecarin~度对反应的影响：从图1空心 

圆圈曲线可见 ，同一样本随Ecarin浓度增加 

测定结果亦渐增大，至终浓度为1．5--2mg／L 
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时达最大值，之后．随着浓度升高测定结果有 

所下降，可能系Ecarin浓度太高抑制了凝血 

酶活性或抑制 了DCP的激活。本文选择Eca． 

tin终浓度1．5m~／L为 验敞鹿 

_c  ̂ “‘ I ， 0 4 l 

_- m ●

IE *  ∞  m  

图1 Ecarin法最适条件的选择 

(3)激活时间的选择：从 图1空心三角曲线 

可见激活时间在2分钟后达最大结果，亦几乎 

稳定 在 同一 水 平．本 文选 择 激 活时 间 为 

2min。 

2． 批内及批间变异 同一样本平行测 

定10管，每管重复2次，结果SD=1．45，批 内变 

异CV=3．8 。同样，同一样本测定6批，SD= 

1．86，批间变异CV=4．9 ． 

3． 回吸收率 本研究测得DCP含量高 

(51．4mU／m1)，中(27．2mU／m1)、低 (8．5mU／m 

1)样 本 吸收率分 别 为92．6 、91．5 及 

87．0 ，其平均回吸收率为90．4 ． 

4． 样本稀释实验 由图2可见在本实 

验条件下，DCP<120mU／ml时样本稀释倍 

数 与 测 定 结 果 之 间 线 性 关 系 良 

好(r=0．99 P<0．1)． 

5． 1 14例血浆DCP测定结果 从表2中 

见PHC组血浆DCP显著高于其它各病组及 

正常对照组(P<0．01)，其它各病组与正常对 

照组间均无显著差异 (P>0．05)．以血浆 

DCP≥10mu／ml为阳性标准 ，则47例PHC中 

34例阳性，阳性率为7,2．3 ，而其余各组中仅 
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1例慢活肝及1例胆囊癌升高。 

图2 Eca rin法样本衡释曲线 

激活形成o_．凝血酶，因此生理性凝血酶原的 

去除是测定血浆DCP的关键。本文采用枸橼 

酸钡作吸附剂，37~C吸附2O分钟、2次可去除 

生理性凝血酶原约99．8％，而DCP~tJ不被吸 

附。 

Ecarin法测定血浆DCP受底物S一2238 

浓度、Ecarin浓度及激活时间的影响．本研究 

证实在本实验条件下s_一2238 lmmoI／L、Ec． 

arin终浓度1．5mg／L及激活时间2min可获得 

敏感性： JL：丽&- =72-3 

rP 

特异性： 97％ 

袁2 各组血浆DCP测定结果 

病组例数。 竺 DCP~10mU／ml DCP<10mU／ml 例数 阳性率( ) 例散 阴性数( ) 
PHC 47 

M LC 3 

LH 3 

GBC 1 

LCD 22 

CH 16 

NC 16 

P<0．01 

准确度 

19．98±20．19 

8．53± 1．67 

6．8O土0．70 

19．60 

4．19士1．66 

3．68土2．57 

5．12土I．30 

1 ±! 
TP+TN + FP+ FN 

讨 论 

34ETP] 

O] 
0 l 

oI I CFP] 
1 l 0

— j 

= 86．8 

由于纤维蛋白凝块形成影响比色，更重 

要的是纤维蛋白可大量吸附凝血酶，从而严 

重影响测定结果．因此预先去除血浆中纤维 

蛋白原至为重要。去纤维蛋白原的方法颇多： 

加热法 ，但加 热可影 响生理性凝血酶原及 

DCP活性。蛇毒类凝血酶Arvin法，但蛇毒本 

身有类似凝血酶活性可影响测定结果。本研 

究采用皂土吸附法，皂土可吸附凝血因子 I、 

V、Ⅷ、x，而不吸附生理性凝血酶原及DCP， 

10％皂土悬液与血浆1：9混合、37℃吸附 

5min．可去除几乎全部纤维蛋白原． 

生理性凝血酶原及DCP均可被Ecarin 

较佳结果，与文献报道类似 ．样本稀释实验 

72．3O 

0_00 

0．00 

10o．00 

0．00 

6．30 

27．7O 

10o．0o 

100．00 

0．00 

10o．00 

93．70 

10o．00 

证 实 ，在 本 实 验 条 件 下 血 浆 D C P< 

120mU／ml时，样本稀释比例与DCP~|定结 

果问线性关系良好，提示在该范围内测定结 

果准确可靠。 

本研究Ecarin法铡定血浆DCP批 内变 

异为3．8 、批间变异为4．9 、平均回吸收率 

为90．4 ，足以说明本方法重复性良好 准确 

性也较高．Ecqrin台蝰蛇前凝血质，能特异地 

催化生理性凝血酶原及DCP肚链水解产生Ⅸ 
一 凝血酶，加之显色多肽基质 一22238．CB$ 
一 34．47等与凝血酶间的高度专一性，因此更 

提示Ecarin法测定生理性凝血酶原及DCP 

具有高度特异性． 

本研究共测 定血浆DCPn 4例 ，47ieJ 

PHC中34例为阳性(72．3 )，而其它各驵中 

仅1例慢活肝及1例胆囊癌阳性，说明血浆 

DCP测定对PHC的诊断及鉴别诊断具有重 

要价值，与文献报道一致 。 
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Soulier⋯及HO“ 等采用SC法测定 

PHC患者血浆DCP阳性率分别为74 及 

80，6．本研究采用Ecarin法得阳性率为 

72．3，6．而RIA法、单克隆抗体ELISA及( 一 

1023)EIA法铡PHC患者血浆DCP阳性率多 

在48—67 之间 ～．可见显色多肽基质法测 

定血浆DCP的敏感性似较免疫学方法为高． 

差别原因可能在于DCP肽链氨基端10个 位 

谷氨酸残基靛化不全的程度不同“ ，导致其分 

子结构上的微小差异．特异性的DCP抗体尤 

其单克隆抗体对谷氨酸残基靛化更为不全的 

DCP尤为敏感，而显色多肽基质法测定的是 

不被枸橼酸镪等吸附剂所吸附的DCP．而其 

谷氮酸残基羧化不全的程度无关． 
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PLASMA DE8—rCARBOXYPROTHROMBrN DETERMn ATION BY M EAN8 

OF A CHROMOGENIC PEPTIDE SUB8TRATE AND ECARIN 

plaama 

Dept．of Internal Medicine，The Second Hospital 

was determined by ECARIN method using a 

chromogenic peptide en~trate(S-2258)and ECARIN aB a activator of DCP in a total of 114 

cue8，including primary hepatic carcinoma(PHC)47 case8，other tuinors and chronic liver 

diseases 51 ca8o8 an d normal control l6 cases．As a reBuIt．a sensitivity of 72．5 ．speciiicity of 

97 and accuracy of 8 B，‘were obtained in the diagnosis ofPHC．The coefl'lcien t variationin 

the Basle batch ，_ ‘3．8 and th at of 4．台，‘among each batch with an average recovery rate 

90．4 forthe detection ofp]&gma DCP by ECAm N methed ．Sample dilution test showed that 

thees was a good 1inear relatlon ship(r 0．船．P<0．01)between DCP level and sample dilution 

ratiowhenDCP levelw@8 lowerth衄 120mU／m1．It耻丑v be concluded that ECARIN Inethodj。 

either a sen日itire．specific．accurate or simple one on th e determ ination of plasma DCP． 

KEY W 0RDS ECA删 method 

cinoma(PHC) 

Primary Hepatic Car 
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