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显色多肽基质法测定血浆异常凝血酶原 

及其对原发性肝癌的诊断价值 

中圈分类号 R554．2 

第二医院 梅浙JIl 综述 徐葆元 审校 

异常凝血酶原(DCP)的生成是由 于维 

生素K缺乏或摄 双香豆素类维生素K拮抗 

剂一I，抑制了肝细胞微粒体内维生 素K依 

赖性羧化酶的活性，致使凝血酶原前．体肽链 

氨基端的1O个 r位谷氨酸残基羧化障碍或羧 

化不全所致 。由于上述差异，DCP不 被 

生理性激活剂所激活，不为钡盐类吸附剂所 

吸收，不与Ca 及磷脂结合，因此缺乏凝血 

酶原的生理活性 。DCP测定是估计 维 生 
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索K缺乏最敏感的方法，也是监 测使用维生 

素K拮抗剂的有效指标 。近年来又发现在 

原发性肝癌 (PHC)患者血浆DCP升高， 

对 PHC的诊断具有特异性高和鉴别诊断的 

价值 "。DCP测定的方法可分为 两 类。 

①根据抗原抗体反应测定其抗原活性，如放 

射免疫法⋯、单克隆抗 体 ELISA 及 EIA 

法c。，。 等；②运用生化方法测定其潜在 的 功 

能活性，如显色多肽基质法(本 文简称为显 
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色法)。 

显色法采用特异性凝血酶原 及 DCP激 

活剂和专一性极强的合成显色多肽，根据酶 

学原理测定其潜在的凝血酶活 性H， 。由于 

该方法检测快速、敏感、特异性强，且无需 

特殊设备，有利于临床推广使用，故具有较 

大的实用价值。本文旨在对其方法学及DCP 

对PHC的诊断意义作一文献综述。 

一  显色法概述 

Svendsen等首先人工合成显色性三肽 

“Bz—Phe—Val—Ai：g—PNA” (S一2160)， 

它对凝血酶及凝血酶类似物具有特异性，故 

可用于专一性凝血酶活性 测 定【l们。这为运 

用显色多肽基质 (cPs)代替 天 然 大分子 

蛋白质底物测定蛋白水解酶活性开创了广阔 

的领域。合成特异性 的 CPS是建立显色法 

的基本要求。在随后的几年中，先后合成了 

6O余种显色的或产生荧光的多肽基质，用于 

专一性测定凝血酶(原)、活化的凝 血因子X 

(FXa)、纤溶酶 (原)、激肽释 放 酶 及内 

毒素等。这使显色法在凝血、纤溶及激肽系 

统等领域，利用酶学原理的定量研究和临床 

检测都取得了重大进展。国内上海生化所已 

合成近1O种类似CPS，并建立了 相 应 的药 

盒。 

二、显色法测定凝血酶原 

及DCP的原理 

显色法测定凝血酶原 及 DCP，实际上 

是测定其潜在的凝血酶活性。因此，首先应 

激活凝血酶原及 DCP使其 产 生 凝 血 酶。 

Frania等 证 实在激活剂作用下一单位‘活性 

的凝血酶原及 DCP能产生一单位活性的凝 

血酶【儿 。这样测得的血浆凝血酶活 性 即为 

凝血酶原和／或DCP活性。 

选择与凝血酶高度专一 性 的 CPS，常 

用CPS见表1d CPS均为三个氨基酸残基组 

表1 常用于凝血酶测定的CPS 

名 称 化 学 结 构 

S一 2160 

S一 2238 

CBS一 34、47 

Chromozym THr 

Bz— Phe—Val—Arg— PNA 

H—p—Phe—P ip—Arg—PNA 
H— D— Ch曾一 But—Ar曾卜一PNA 

T0s／Cbz—Gly—Pr0一Arg—PNA 

成的短肽，在其末端羧基上接上显色基团对 

硝基苯胺(PNA o在凝血酶作用 下 多肽水 

解释放出PNA，后者 在 405-,~41onM 处有 

强烈的光吸收，当CPS足量时，形成的PNA 

与凝血酶活性成正比。因此通过比色即可算 

出凝 l血酶活性 ， ， ，̈ 。 

如l B 一Phe—Val— Arg— 

NH一<，／o ＼、>一N0 凝血{ 
＼～ ／ 

B。～ Phe— Val— Arg～ 0H 

／ ～ 一 ＼ 

+H2N一< o >一NO。 
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凝血酶原能被钡盐或 AI(OH)s等吸附 

剂所吸附，再经皂土吸附去掉纤 维 蛋 白原 

后，测得的吸附血浆凝血酶活性即 为 DCP 

活性 。 

三、激活剂的选择 

显色法的建立需要寻找一种满意的凝血 

酶原及 DCP激活剂。激活剂对凝血酶原及 

Dc 的特异性、激活的快慢、稳定性 及 重 

复性好坏，都可影响测定结果，同时还要求 
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激活剂不得直接水解 CPS ， 0 DCPEh于 

缺乏Ca廿及磷脂结合的结构基础，因而无凝 

血酶原的生理活性，不被生理性激活剂所激 

活 ，而可被胰蛋白酶、一些凝血酶原特异 

性毒素、葡萄球菌凝固酶(SC)等非生 理 性 

激活剂所激活[1̈。几种生 理 及非生理性激 

活剂比较见表2。 目前常用的两种激活剂为 

SC和锯鳞蝰蛇毒(Ecarin)，其激活机理分 

述如下． ．： 

SC是由一些致病性金黄色葡萄球 菌 株 

产生并分泌到胞外的一种蛋白酶，对凝血酶 

原及 DCP有很强的特异性，激活时无需其 

它凝血因子及激活剂存在，同时形成的凝血 

酶对抗凝血酶一Ⅲ、肝素及水蛭索等抑 制 剂 

． 不敏感。作用机理 为’：一 分 子凝 血 酶原或 

键DCP与一分子SC1：l结合形成一分子凝m 
酶样物，可能系通过改变了凝血酶原及DCP 

一 的三级空间构象，而形成类似凝血酶的活性 

精 中心‘坫 。 
4． 

Ecarin是由一种锯鳞蝰蛇产生的毒素， 

麈含有蝰蛇前凝血质，后者肓皂催化凝血酶原及 
女DCP肽链氨基端水解一小片肽段，进 一 步 

，鼍反应产生由双硫键联接的双链多肽即中间产 

物Ecarin，后者迅速自身催化在小链 上再 

水解一部分肽段而形成 凝 血酶。同样蝰 

蛇 前凝血质激活时不需要Ca 及其它凝血因 

子的存在，但受氟磷酸二异 丙 脂、苯 甲 酰 

警脒、水蛭素及抗凝血酶一Ⅲ等抑制 。̈ 

表2 几种激活剂对正常及异常凝血酶原的激活比较 

凝 血 酶 原 标 本 
激 活 剂 ⋯ 一 ⋯ ～一一  一 一⋯⋯ 一 ．．． 一 

FXa 

二期法分析 

腴蛋白酶 

胰蛋白酶激活二期法分析 

南非树蛇毒 

锯鳞蝰蛇毒 

正常 (u／rag·Ag) 异常(u／rag·Ag) 

43O 

2200 

145 

330 

780 

970 

3O 

78 

170 

34O 

760 

800 

四、方法学评价 

自S-2160、S-2238等CPS相继合成， 

显色法已广泛用于凝血酶、凝血酶原及抗凝 

血酶一Ⅲ等的测定，方 法也 U趋 成 熟 和 稳 

定。 

Axelsson等 用 S-2160、凝 皿活酶作 

激潘剂测定一0L浆凝血酶原并与F 1I一Ⅶ一X法 

比较， 两者相关系数达 0．95 Cn 。 Bertina 

等用S一2238以 XAPC法 (FXa、FV、磷 

脂及Ca·作激活剂)及一期 法测定肝病患者 

及正常对照血浆凝血酶原，两者 相 关 性 极 

佳。同时p,Ecarin法(Ecarin作激活剂) 

及免疫电泳法 (两者对凝血酶原及 DCP均 

敏感)测定比被仍获近似结果和较好的线性 

相关。可见在 DCP不存在时上述四种方 法 

测定皿浆凝 血酶原结果一 致。经抗凝 剂苯丙 

羟基双香豆素治疗的患者，则 XAPC法相 

一 期法结果相似，Ecarin法和免疫电泳法 

一 致，而在 XAPC法测定值 降 低 的 同 时 

Ecarin法结果则增高，两者差异显 著，此 

乃抗凝剂使凝血酶 原 减 少 而一DCP增加所 

致 。Shah等在动物实验中采 用 Ecarin 

法测定维生素K充足、缺乏及经华法灵处理 

的鼠血浆凝血酶原和／或DCP，结果非生理 

及生理性激活、钡盐吸附前测定值均高；非 

生理性激活、钡盐吸附后维生索K缺乏及华 

法灵处理组仍获较高结果；而生理性激活、 

吸附后各组结果均很低 。从而在 客 观 上 

证实了维生索K缺乏及华法灵处理鼠血浆中 

DCP的存在并~ Ecarin法定量测定。 

·34,3- 
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表3 双香豆素处理后At(OH)。吸附前 (I)及吸附后 (I) 

不同凝血酶原测定方法比较 

结 果 与 Kirchhof等 报 道 的 类 似 (见 表 

3)̈ 。以上结果均说明显色法测 定 凝 血酶 

原与常规各种测定方法一致，并能定量测定 

DCP。 

Soulier等采用CBS一34．47及 SC作激 

活剂，测定PHC患者经皂土及AI(OH)。吸 

附血浆 DCP，结果较凝固法敏感、重复 性 

更佳H ，而与放免法、单克隆抗体 E lISA 

KEIA~所测PHC患者血浆 DCP结果相 

似，且敏感性似乎更高 。 

显色法测定凝血酶原及 DCP除敏感性 

高、特异性强、重复性好外，还具备以下优 

点：不依 赖于其它凝血因子 ；运用标准仪器 

可在短时间1内自动测定多个标本；还可同时 

获得酶学动力学资料。因此，在临床及实验 

研究中具有较大实用价值。 ’ 

五、DCP测定对PHC的 

诊断价值 

Liebman等首 先 报 道 DCP对 PHC 

具有特异性的诊断 及 鉴 别 诊 断价 值 。 

Fujiyama等采用DCP单克隆抗体ELISA 

法测定63例PHC血浆 DCP，其中 5l例升 

高，阳性率为65％[19 3 Okuda等采用类似 

方法测定52例PHC，阳性率 为 58％，而50 

例正常对照组、l3例孕妇、1O例急性肝炎均 

阴性，55例慢性肝炎、肝硬化仅3例升高 ． 

Fujiyama等报道用特异性更强的 DCP单 

克隆抗体E-lO23 EIA法，测定120例PHC 

血浆 DCP，阳性率为 63
． 3％，而胆管癌、 

转移性肝癌、慢活肝及肝硬化患者阳性率分 

别 为 12．5叻、15．4％、3％ 及 4
．4％㈣。结 
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果与其它学者报道一致 。Soulier等用显 

色法测定52例PHC血浆DCP，74．3 含量 

在20--420mU／ml之间，而l5例转移性肝癌 

及95例肝硬化全部低于 20mU／ml̈ 。以上 

结果均证实DCP对PHC的诊断具有较高的 

敏感性，并对良性肝病及其它肿瘤具有重要 

的鉴别诊断价值。 

值得注意的是DCP与PHC大小无明显 

关系，在一些小肝癌血浆 DCP含量仍相当 

高。Fujiyama等报道l3例PHC (AFP< 

400ng／ml、直径为 2—5cm)中血浆DCP 

8例升高，阳性率为 61．5叻，但<2cm 的 4 

例全部阴性㈣。殷 正 丰 等 报 道 ．8例 PHC 

(AFP<400ng／ml、直径为3．4—5cm)中 

5例DCP阳性；手术证实它对小肝癌的诊断 

符合率达63叻 。̈。但 是，Tanabe等 最 近 

报道l8例PHC<5cm 中仅 3例血浆DCP升 

高，其中8例<3cm全部阴性 ̈ 。从上述结 

果可以看出，血浆DCP测定对3-,~ScmPHC 

仍有较大的诊断价值；而对<2--3cmPHC 

似乎意义不大，但因报道尚少，故对<2—3 

cmPHC的早期诊断价值，尚有待进一步研 

究。 

不少学者证实PHC的血浆DCP含量与 

AFP之间无明显关系，DCP诊断PHC的 

敏感性较AFP为 高 吖̈，̈，̈ 。Fujiyama 

等报道120例PHC DCP阳性率为63．3叻， 

AFP>400ng／ml占53．3叻，而56例AFP 

<400 ng／ml PHC DCP 阳性 率 仍 为 

37．5叻㈣。殷正丰等报道AFP低滴度(3l一 

399ng／m1)PHC DCP阳性率为 68．8叻， 

而AFP阴性者仍高达65．5％ 们。结果与其 

它学者报道一致 。因而，可以认 为 DCP 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


● 

和AFP在肝癌细胞中的产生和分泌互不相 

关，可分别作为两种PHC标志物相互补充 ， 

尤其DCP对AFP低滴度及阴性PHC的诊 

断更具有重要价值，两者联合检测 对 PHC 

检 出率可达70．5—92％[4~6 y7]。 

六、PHC血浆DCP-~维生 

素K缺乏的关系 

藤山重俊等测定 5例DCP阳性的PHC 

患者血浆中维生素K。及K。代谢产物，结果5 

例均无维生素K缺乏迹象，说 明 DCP与血 

浆维生 索 K。、K。值 之 间 无 相 关 性 。 

Lefr~re等对 DCP阳性 的 PHC6例 及非 

PHC1O例， 测定预给维生索K2omg前后血 

浆DCP的变化，发现1O例非PHC患者l5天 

内DCP全部转阴，并持续阴性，而6例PHC 

患者 DCP虽有所下降但 1O天后又恢 复 至 

原来的高水平[2 。其它学者也有类似 的 报 

道 ， 。从而提示非PHC血浆 DCP升高是 

由于潜在的维生 素K 缺乏，而 PHC血 浆 

DCP升高则并非由于维生素K 缺 乏。为此 

有必要在检测DCP前2周预给维生素K，以 

排除其潜在的维生素K缺乏，以便提高DCP 

检测对 PHC诊断的特异性，并降低其假阳 

性。Shah等研究证明在PHC DCP的升高 

可能由于 PHC细胞凝血酶原的基因表达正 

常，而维生索K依赖性羧化酶的基因表达有 

障碍，致大量凝血酶原前体羧化不全或羧化 

障碍而形成DCP，而并非由于维生 素K 缺 

乏所致Ⅲ】。 
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