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　　[摘要]　目的:评估艾美赛珠单抗对不同方法的凝血实验室检测结果的影响,为艾美赛珠单抗治疗的血友病

A儿童患者提供适当的中国儿童实验室监测数据。方法:纳入2019年8月—2020年9月就诊于我院血友病门诊

接受艾美赛珠单抗治疗的血友病 A患儿11例,采集枸橼酸钠抗凝的外周血共16份,进行凝血试验检测,包括活

化部分凝血活酶时间(APTT),一期法FⅧ活性(FⅧ︰C)检测,发色底物法FⅧ︰C(包括人源和牛源两种FⅧ︰

C检测试剂盒)及基于3种FⅧ检测方法的 Nijmegen改良法检测FⅧ抑制物。结果:使用艾美赛珠单抗的血浆样

本 APTT值为(24.63±1.71)s,较使用前的 APTT值显著缩短。应用一期法测得的FⅧ︰ C水平为(479.1%±
110.3%),牛源FⅧ︰C检测试剂盒发色底物法检测的FⅧ︰C水平与基线水平一致,均<1%,人源FⅧ︰ C试

剂盒发色底物法检测的FⅧ︰C水平为(18.97%±7.78%)。基于一期法和人源 FⅧ︰ C试剂盒发色底物法检

测的抑制物检测结果均为阴性,而基于牛源FⅧ︰C试剂盒检测的 FⅧ数据计算的抑制物结果显示7份样本阳

性,9份样本阴性。结论:APTT和一期法FⅧ︰C检测试验受艾美赛珠单抗药物的影响,无法反映体内真正的

凝血水平。人源性FⅧ发色底物法检测试剂对艾美赛珠单抗敏感,可用于该药在体内凝血能力的评估,但不可用

于FⅧ抑制物的检测。牛源性FⅧ发色底物法检测试剂对艾美赛珠单抗不敏感,可反映体内真正的 FⅧ︰ C水

平,适用于FⅧ抑制物的检测。
[关键词]　艾美赛珠单抗;血友病 A;活化部分凝血活酶时间;FⅧ活性检测;一期法;发色底物法

doi:10.13201/j.issn.1004-2806.2020.11.009
[中图分类号]　R554.1　　[文献标志码]　A

EffectofemicizumaboncoagulationassaysofhemophilaA
CHENZhenping　LIGang　LIZekun　ZHENYingzi　HUANGKun　WURunhui

(HematologyOncologyCenter,BeijingChildren’sHospital,CapitalMedicalUniversity,Nation-
alCenterforChildren’sHealth,BeijingKeyLaboratoryofPediatricHematologyOncology;Na-
tionalKeyDisciplineofPediatrics,CapitalMedicalUniversity;KeyLaboratoryofMajorDisea-
sesinChildren,MinistryofEducation,Beijing,100045,China)
Correspondingauthor:WURunhui,E-mail:runhuiwu@hotmail.com

Abstract　Objective:Toevaluatetheeffectofemicizumabonthecoagulationlaboratorytestsandtoprovide
appropriatemonitoringdataforChinesechildrenwithhemophiliaAtreatedwithemicizumab.Method:Elevenhe-
mophiliaAreceivingemicizumabinourhemophiliaclinicwereenrolledfromAugust2019toSeptember2020.To-
tal16anticoagulantperipheralbloodsamplesofsodiumcitratewerecollectedforcoagulationtests,includingacti-
vatedpartialthromboplastintime(APTT),one-stageFⅧassay,chromogenicsubstrateFⅧ assays(humanFⅧ︰

CkitandbovineFⅧ︰Ckit)andFⅧinhibitorsdetectionbasedonthreeFⅧ︰Cassays.Result:TheAPTTvalue
ofplasmasampleswithemicizumabwas(24.63±1.71)s,whichwassignificantlyshorterthanthatofplasmas
withoutemicizumab.ThelevelofFⅧ︰Cdetectedbyone-stageassaywas(479.1%±110.3%).ThelevelofFⅧ
activitydetectedbybovineFⅧ︰Cdetectionkitwasconsistentwiththebaselinelevel(all<1%).ThelevelofFⅧ
activitydetectedbyhumanFⅧ︰Ckitchromogenicsubstratemethodwas(18.97%±7.78%).AllFⅧinhibitors
werenegativebasedonchromogenicsubstrateassayorone-stageFⅧ︰C.TheresultsofbovineFⅧ︰Cchromo-
genicsubstrateassayshowedthat7caseswerepositiveand9caseswerenegative,whichwasconsistentwiththe
resultsbeforetreatment.Conclusion:APTTandone-stageFⅧassaysareaffectedbyemicizumabandcouldnotre-
flecttherealcoagulationactivityinvivo.ThehumanFⅧchromogenicsubstrateassayissensitivetoemicizumab
andcanbeusedtoevaluatetheclottingabilityofemicizumabinvivo,butitisnotrecommendedforthedetectionof
FⅧinhibitor.ThebovineFⅧchromogenicsubstrateassayisnotsensitivetoemicizumabandcanreflectthereal
FⅧ︰Cinvivo,whichissuitableforthedetectionofFⅧinhibitor.

Keywords　emicizumab;hemophiliaA;APTT;factorⅧ activityassay;one-stageassay;chromogenicsub-
strateassay
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　　血友病 A 是一种由于凝血因子Ⅷ缺乏引起的

X连锁隐性遗传性出血性疾病。生理条件下,FⅧ
被凝血酶激活,随后作为激活FⅨ(FⅨa)的辅助因

子,促进FⅩ的激活。血友病 A 由于 FⅧ活性降

低,FⅩa生成减少,导致凝血潜能不足,患者表现

为不同程度的出血和出血后难以止血。出血症状

的严重程度通常与体内的凝血因子水平相关〔1-2〕。
凝血因子替代治疗是血友病治疗的主要方式,但反

复的FⅧ输注可产生FⅧ抑制物,是凝血因子替代

治疗最严重的并发症之一〔3-4〕。多种非因子类的

新治疗方法已经通过临床实验评估,其中艾美赛珠

单抗(emicizumab,原名 ACE910)已经被 FDA 批

准用于有或无抑制物的血友病儿童和成人的预防

性治疗〔5-6〕。艾美赛珠单抗是一种重组人源化双

特异性单克隆抗体,可同时结合凝血因子Ⅸa和

Ⅹ,使FⅩ在没有FⅧ的情况下也可以继续激活,在
凝血因子Ⅸa激活凝血因子Ⅹ的过程中基本取代

了Ⅷa作为辅因子的支架作用〔7-9〕。多个研究显

示,使用艾美赛珠单抗预防性治疗可显著降低伴有

抑制物的血友病 A 患者的年出血率〔5-6,10〕。但使

用艾美赛珠治疗过程中,如果患者出现出血,需要

根据治疗方案和患者症状进行必要的监测。但艾

美赛珠单抗与传统的FⅧ不同的是,它不需要凝血

酶的激活,少量的艾美赛珠单抗即可使活化部分凝

血活酶时间(APTT)结果显著缩短,因此传统的基

于 APTT的凝血试验不适用于监测艾美赛珠单

抗〔9,11〕,如采用不恰当的实验结果会导致对艾美赛

珠单抗使用者的凝血评估给予误导性的解释。英

国血友病中心推荐艾美赛珠单抗治疗患者采用含

人源因子试剂的发色底物法检测FⅧ活性,含牛源

因子试剂的发色底物法进行FⅧ抑制物的检测〔12〕。
艾美赛珠单抗说明书中也提示该产品可以影响基

于内源性凝血途径的实验室检测,包括 APTT等,
但艾美赛珠单抗使用者的具体的凝血检测数据报

道依然有限尤其是抑制物检测数据,国内尚无相关

的研究报道。本研究旨在分析艾美赛珠单抗对传

统凝血试验和凝血因子检测的影响,为艾美赛珠单

抗治疗的儿童血友病 A 患者提供中国儿童的实验

室参照。

1　资料与方法

1.1　资料

选取2019-08—2020-09就诊于我院血友病专

业门诊接受艾美赛珠单抗治疗的血友病 A患儿11
例。本研究经我院伦理委员会批准,所有患者或其

监护人均签署了书面知情同意。
1.2　样本采集及制备

静脉采集患者的外周血4ml,3.2%枸橼酸钠

抗凝,不超过25℃室温下2500×g 离心15min制

备乏血小板血浆,分装后冻存于-80℃冰箱备用。
血样处理在1h内完成。
1.3　仪器与试剂

本研究中用到的主要仪器为美国 Beckman-
Coulter公司的 ACL-TOP700全自动凝血仪。所

用试剂主要为美国贝克曼库尔特公司的 APTT试

剂、乏FⅧ血浆、定标血浆及正常和异常质控品,
CHROMOGENIXCOAMATIC®.FⅧ(牛源因子)
试剂盒(IL公司意大利米兰),法国 HYPHENBi-
oMed公司的BIOPHENFⅧ︰ C试剂盒(人源因

子)、定标血浆、正常质控及异常质控。
1.4　FⅧ活性检测

艾美赛珠单抗治疗前的 FⅧ活性采用基于

APTT的一期法进行检测,应用艾美赛珠治疗后的

样本应用2种方法3种试剂对FⅧ活性进行检测,
一种为基于 APTT 的一期法检测;另外是通过发

色底物法进行检测,分别按照COAMATIC®.FⅧ
(牛源因子)试剂盒或BIOPHENFⅧ︰ C(人源因

子)试剂盒的说明书进行操作。该试验主要分两

步:待测血浆与含有磷脂、钙离子、FⅨa及FⅩ的试

剂进行孵育产生FⅩa;第二步加入发色底物,显色

后在405nm 波长条件下读取吸光度,进一步计算

转换为FⅧ活性。所有检测均在 ACLTOP700全

自动凝血仪上完成。
1.5　FⅧ抑制物的检测

血浆样本经56℃热灭活处理后,3200×g 离

心10min取上清,按照 Nijmegen改良的Bethesda
法进行血浆稀释,37℃孵育2h后,按上述3种FⅧ
活性检测方式进行FⅧ︰ C检测。根据检测样本

中残余的FⅧ活性,通过Bethesda抑制物检测方法

的公式计算残余的FⅧ活性,然后再基于残余的因

子水平计算对应的抑制物滴度。抑制物的滴度以

Bethesda单位(BU)表示。一个 BU 定义为37℃
2h后中和外源性添加一个单位FⅧ的50%的抑制

物含量。抑制物滴度<0.6BU 为阴性,≥0.6BU
为阳性。
1.6　统计学处理

本研究的所有数据均采用 GraphPadPrism
(版本8.00;GraphPad软件)进行统计分析。以描

述性为主,符合正态分布的计量资料采用■x±s表

示,使用艾美赛珠治疗前后的 APTT 值采用t检

验,抑制物阳性组和阴性组间的 APTT 值比较采

用非参数检验,FⅧ︰C与 APTT间的相关性采用

Pearson进行相关分析,以P≤0.05为差异有统计

学意义。

2　结果

2.1　资料

共入组11例应用艾美赛珠单抗治疗的血友病
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A患儿,应用单抗中位时间11(2~15)个月,负荷

剂量3mg/kg每周1次,随后维持剂量1.5mg/
kg,每周1次,均为男性,年龄(3.4±1.8)岁,10例

为重型血友病 A(FⅧ︰ C<1%),1例为中间型

(FⅧ︰C1.1%),艾美赛珠单抗治疗前5例患者

抑制物阳性,6例抑制物检测阴性(<0.6BU),其
中4例 患 者 在 负 荷 治 疗 期 和 维 持 治 疗 期 均 采

集血样,1例患者分别在维持治疗2个月和5个月

采样,共采集血样16份。
2.2　APTT结果

患者应用艾美赛珠单抗治疗前的 APTT值为

(112.00±21.91)s,艾美赛珠单抗治疗后的 APTT
值为(24.63±1.71)s,较治疗前显著缩短(P <
0.001),处于正常范围低位或低于正常范围,见图

1。使用艾美赛珠单抗治疗后抑制物阳性组和抑制

阴性组的 APTT 值差异无统计学意义[(24.41±
1.29)s︰(24.90±2.23)s,P>0.05],见图2。

图1　艾美赛珠治疗前及治疗后 APTT值;　图2　FⅧ抑

制物阳性组和抑制物阴性组使用艾美赛珠治疗后APTT值

2.3　FⅧ活性水平

3种检测方法所 测 得 的 活 性 水 平 显 著不同

(P<0.01)。一期法的FⅧ活性显著升高,均大于

150%,14份血浆样本采用平行试验检测的FⅧ︰

C水平均值为(479.1%±110.3%),远高于正常范

围值上限。应用牛源FⅧ︰C检测试剂盒的 CSA
测得的FⅧ︰C与药品使用前的基线水平相同,重
型患者均<1%,1例中间型检测的因子水平为

1.2%。应用人源性 FⅧ︰ C试剂盒 CSA 检测的

FⅧ︰C为(18.97%±7.78%),在抑制物阳性组

FⅧ︰ C 与抑制物阴性组间差异无统计学意义

(表1)。
此外,一期法和 CSA 测得的FⅧ︰ C水平与

APTT值间无明显的相关性(P>0.05)。
2.4　FⅧ抑制物检测结果

对16份血浆样本(包含5例 FⅧ抑制物阳性

患者的7份样本)进行抑制物检测,基于一期法和

人源FⅧ︰C试剂盒CSA法检测的FⅧ︰C数据

计算的抑制物结果均为阴性,基于牛源FⅧ︰C试

剂盒CSA法检测的FⅧ︰C数据计算的抑制物滴

度为7份阳性、9份阴性,与治疗前的结果一致,抑
制物均未转阴,但随着治疗时间的延长未接触FⅧ
的时间延长,5例阳性患者的抑制物滴度均较治疗

前减低(表2)。

表1　不同检测方法的FⅧ︰C检测结果

样本编号

FⅧ︰C/%

一期法
发色底物法

(人源)
发色底物法

(牛源)

1 573.2 24.7 <1

2 528.0 16.3 <1

3 551.2 22.0 <1

4 >150∗ 7.2 <1

5 367.2 19.9 <1

6 447.6 10.4 <1

7 346.8 4.8 <1

8 688.4 35.3 <1

9 586.8 20.3 <1

10 >150∗ 21.5 <1

11 372.4 10.5 <1

12 320.4 19.1 <1

13 532.0 22.7 <1

14 476.0 19.7 1.2

15 544.8 27.9 <1

16 372.0 21.1 <1

　　∗ 表示样本量不足,只做单点检测,未做稀释。

表2　基于不同FⅧ检测方法的FⅧ抑制物检测结果

样本

编号

治疗前抑制

物滴度基于

一期法FⅧ
/BU

治疗后FⅧ抑制物滴度/BU

基于一期

法FⅧ

基于发色

底物法FⅧ
(人源)

基于发色

底物法FⅧ
(牛源)

1 <0.6 <0.6 <0.6 <0.6

2 <0.6 <0.6 <0.6 <0.6

3 <0.6 <0.6 <0.6 <0.6

4 <0.6 <0.6 <0.6 <0.6

5 <0.6 <0.6 <0.6 <0.6

6 <0.6 <0.6 <0.6 <0.6

7 <0.6 <0.6 <0.6 <0.6

8 22.9 <0.6 <0.6 25.9

9 8.6 <0.6 <0.6 4.3

10 44.8 <0.6 <0.6 15.7

11 23.0 <0.6 <0.6 13.2

12 8.6 <0.6 <0.6 0.9

13 22.9 <0.6 <0.6 8.2

14 106 <0.6 <0.6 7.8

15 <0.6 <0.6 <0.6 <0.6

16 <0.6 <0.6 <0.6 <0.6
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3　讨论

本研究中应用艾美赛珠单抗治疗的患儿外周

血的 APTT 值显著缩短,短于或处于正常范围值

的下限,与既往报道一致〔13〕。APTT 是测定从接

触活化剂(鞣花酸、二氧化硅或高岭土)激活FⅫ和

FⅪ,以脑磷脂(部分凝血活酶)代替血小板第三因

子,添加氯化钙溶液作为起始试剂后纤维蛋白凝块

形成的时间。FⅧ活化是 APTT 试验过程中的决

定性步骤,而艾美赛珠单抗是一种设计用于与人

FⅨa和FⅩ相互作用的双特异性抗体,该抗体不

需要凝血酶活化FⅧ,可直接将FⅨa与FⅩ结合,
激活FⅩ启动凝血,研究报道即使在亚治疗水平,
药物的存在也会大大缩短 APTT,使其在正常参考

范围内或短于正常参考范围〔9,11〕,且使用艾美赛珠

治疗后,采用APTT值无法区分FⅧ抑制物阳性和

抑制物阴性,故 APTT 无法正确评估患者的凝血

水平,本试验不适用于艾美赛珠单抗患者的实验室

评价。
一期法是目前最常用的凝血因子活性检测方

法,其基本原理是基于检测样本对乏 FⅧ血浆的

APTT延长的纠正能力。由于 APTT检测对艾美

赛珠单抗的敏感性,基于APTT的FⅧ活性检测受

药物影响。本研究中所有一期法检测的 FⅧ活性

高于正常范围值上限(150%),可达正常上限的

2~4倍,但此数值是由于药物对 APTT试验结果

的影响导致的,并不能反映体内真实的凝血活性。
对于艾美赛珠单抗预防治疗过程中有突破性出血

或正在手术的患者,可能需要使用FⅧ浓缩产品或

旁路药物治疗,此时一期法测的FⅧ水平因受单抗

药物的影响出现假性升高,无法给予正确的临床指

导。发色底物法是另外一种FⅧ活性测定方法,主
要检测FⅧ作为辅因子与FⅨa结合形成复合物活

化FⅩ的能力,通过产生的FⅩa的量计算 FⅧ的

活性,此过程中不涉及凝血酶活化时间的影响,故
此方法可用于艾美赛珠单抗治疗患者的 FⅧ活性

检测。
本研究中应用人源因子试剂所测的 FⅧ活性

水平均值为18.97%,与 HAVEN临床试验结果一

致〔14-15〕,而牛源试剂盒发色底物法检测重型患者

的FⅧ结果均<1%。此结果提示人源性试剂对艾

美赛珠单抗敏感,而牛源性试剂对其不敏感。艾美

赛珠是人源化的双特异性抗体,只结合人源的

FⅨa和FⅩ,当发色底物法的试剂为牛源 FⅨa
时,艾美赛珠并不结合,不影响样本中 FⅧ︰ C的

检测结果,故牛源性FⅧ发色底物法试剂盒对艾美

赛珠单抗不敏感,无法用于艾美赛珠单抗治疗的凝

血功能评估,但可用于检测患者体内产生或外源性

输注的FⅧ活性水平〔12,16〕,本研究中牛源试剂盒发

色底物法检测的 FⅧ结果均为自身基线水平。人

源FⅧ︰C检测试剂盒对艾美赛珠单抗敏感,可检

测FⅧ活性且不受FⅧ抑制物的影响,但需注意的

是,此法测得的FⅧ活性并非患者体内或用FⅧ产

品治疗达到的因子水平,而仅是反映艾美赛珠单抗

促凝活性的参数。另外本法测得的 FⅧ 活性与

APTT值无相关性,提示 APTT 值无法提示体内

的凝血水平。
目前通用的抑制物检测方法为基于一期法的

Bethesda法或改良的 NijmegenBethesda法。本

研究中此方法检测的FⅧ抑制物均为阴性,7例为

假阴性。此结果主要是由于传统的抑制物检测方

法分析前热灭活处理,可灭活残留的 FⅧ,但不会

完全去除艾美赛珠单抗,对照管和样本管中的凝血

因子活性检测受艾美赛珠单抗的影响均高于检测

上限,导致计算出假阴性结果,故此方法不适合用

于艾美赛珠单抗治疗的 FⅧ抑制物检测〔12,17〕。基

于发色底物法的NijmegenBethesda抑制物检测方

法,将检测残余FⅧ活性的试验由基于APTT的一

期法改为了发色底物法FⅧ检测,对艾美赛珠单抗

不敏感的牛源性 FⅧ试剂盒检测的抑制物检测方

法可以排除艾美赛珠的干扰,被成功用于艾美赛珠

单抗治疗患者的FⅧ抑制物定量检测〔12,18-19〕。本

研究中用艾美赛珠单抗前抑制物阳性患者,在用药

后的血浆标本均通过此方法检出阳性结果。而人

源性FⅧ︰C显色试剂抑制剂由于受艾美赛珠单

抗的影响,FⅧ活性检测主要反映艾美赛珠单抗的

作用结果,抑制物判读出现假阴性结果。通过本研

究进一步证实牛源试剂显色法可用于准确评估含

艾美赛珠单抗样本中的 FⅧ抑制物滴度,而人源

FⅧ试剂盒和APTT受艾美赛珠单抗的影响,导致

抑制物判读假阴性结果,不适用于艾美赛珠单抗治

疗的FⅧ抑制物检测。
综上所述,在艾美赛珠单抗存在时,APTT 值

显著缩短,基于 APTT 的凝血试验受艾美赛珠单

抗的影响不适用于药物使用者的 FⅧ活性和抑制

物水平检测。人源FⅧ︰ C试剂盒发色底物法对

艾美赛珠单抗敏感可用于评估艾美赛珠单抗在体

内的凝血活性,但不可用于FⅧ抑制物的检测。牛

源FⅧ︰C试剂盒的发色底物法可反映患者体内

自身的FⅧ活性,适用艾美赛珠单抗使用者的FⅧ
抑制物检测。建议对接受艾美赛珠单抗治疗的患

者应根据临床需求有针对性的选择适当的检测方

法进行测定,以正确指导临床艾美赛珠单抗的使用

和剂量调整。
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