
2023年 临床血液学杂志

36卷10期 JClinHematol(China)

引用本文:颜楠,刁艳君,韩峰,等.凝血相关检测常见干扰因素分析与探讨[J].临床血液学杂志,2023,36(10):693-
696.DOI:10.13201/j.issn.1004-2806.2023.10.001.

·论著—临床研究·

凝血相关检测常见干扰因素分析与探讨
颜楠1　刁艳君1　韩峰1　刘家云1

1空军军医大学附属西京医院检验科(西安,710032)
通信作者:刘家云,E-mail:jiayun@fmmu.edu.cn

　　[摘要]　目的:探讨当 D-二聚体(D-D)检测出现假阴性与假阳性结果,且内源性凝血因子Ⅷ、Ⅸ、Ⅺ、Ⅻ活性

出现假性减低时,是否需要用稀释法排除干扰。方法:选取医院2020年10月—2021年10月门诊与住院病例

155例,将其分为3组。其中 D-D假阴性组样本100例:收集 D-D>5mg/L,纤维蛋白(原)降解产物(FDP)>
20μg/mL;D-D假阳性组50例;狼疮抗凝物(LAC)阳性组5例,且内源性凝血因子Ⅷ、Ⅸ、Ⅺ、Ⅻ活性测定假性减

低。将各组相关指标分别进行各梯度稀释检测。结果:D-D假阴性组:D-D稀释检测前后结果比较,差异有统计

学意义(P<0.05);D-D假阳性组:D-D稀释检测前后结果比较,差异有统计学意义(P<0.05);LAC阳性组:将

5例LAC阳性患者的凝血因子活性进行不同稀释度检测,发现随着稀释倍数的增加,内源性Ⅷ、Ⅸ、Ⅺ、Ⅻ活性随

之升高明显且最终会恢复至大概正常的水平。结论:当 D-D出现假阴性时,可用稀释法使其暴露更多的抗原表

位,以确保高浓度 D-D结果检测的准确性;当 D-D出现假阳性时,可通过稀释法降低干扰物质的浓度来获得更加

准确的结果;LAC可对内源性凝血因子活性检测造成干扰,稀释法可得到更加准确的凝血因子活性。
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Abstract　Objective:Toinvestigatewhetherdilutionmethodshouldbeusedtoeliminateinterferencewhen
falsenegativeorfalsepositiveresultsofD-Dassayandfalsedecreaseoftheactivityofendogenouscoagulationfac-
tors(F)Ⅷ,Ⅸ,ⅪandⅫ occurred.Methods:Theoutpatientandinpatientcasesfrom October2020toOctober
2021wereselectedanddividedintothreegroups.D-D>5mg/L,fibrindegradationproduct(FDP)>20μg/mL,

100casesofD-Dfalsenegativegroup;50casesofD-Dfalsepositivegroupwerecollected.Therewere5patients
withreducedpseudocoagulantswithpositiveLupusanticoagulants(LAC)andactivityofendogenouscoagulation
factors(F)Ⅷ,Ⅸ,ⅪandⅫ.Theresultsweredetectedbygradientdilution.Results:D-Dfalsenegativegroup:

TheresultswerecomparedbeforeandafterD-Ddilutiontest,andthedifferencewasstatisticallysignificant(P<
0.05);D-Dfalsepositivegroup:TheresultswerecomparedbeforeandafterD-Ddilutiontest,andthedifference
wasstatisticallysignificant(P<0.05);Pseudodecreasedendogenouscoagulationfactoractivitygroup:Theactivi-
tyofcoagulationfactorsin5LACpositivepatientswasdetectedbydifferentdilutions,anditwasfoundthatwith
theincreaseofdilutions,theactivityofendogenouscoagulationfactorsⅧ,Ⅸ,ⅪandⅫincreasedsignificantlyand
eventuallyrecoveredtoaboutnormallevels.Conclusion:WhenD-D wasfalsenegative,moreepitopesofD-D
couldbeexposedbydilutionmethodtoensuretheaccuracyofdetectionofhighconcentrationD-D.WhenD-Dwas
falsepositive,theconcentrationofinterferingsubstancescouldbereducedbydilutionmethodtoobtainmoreaccu-
rateresults.LACmightinterferewiththedeterminationofendogenousclottingfactoractivity.Dilutionmethod
couldobtainmoreaccuratedetectionlevelofclottingfactoractivity.
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　　D-二聚体(D-D)是交联纤维蛋白凝块(血栓)
在纤溶酶作用下生成的产物,其水平可反映体内凝

血和纤溶过程的变化[1],是确定机体高凝状态及继

发性纤溶亢进的指标[2]。据报道,D-D诊断静脉血

栓栓塞症(venousthromboembolism,VTE)的敏

感度 为 86.6% ~98.0%,特 异 度 为 54.6% ~
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58.6%[3]。目前临床上,D-D测定在 VTE的诊断、
评估心房颤动患者脑卒中的发生风险、预测心搏骤

停患者的预后、判断恶性肿瘤患者的病情进展等方

面都具有重要价值[4]。但此方法也有一定的局限

性,有时会出现假阴性与假阳性[5]结果。狼疮抗凝

物(lupusanticoagulants,LAC)是一种体外现象,
导致磷脂(PL)依赖的凝血时间延长。其作用机制

涉及自身抗体及其靶蛋白与PL的结合,从而限制

凝血酶原复合体的结合[6]。因 LAC存在异质性,
活化部分凝血活酶时间(APTT)试剂磷脂的不同

组成导致了不同的敏感性,并对 APTT 值有显著

的影响[7-8]。所以有部分 LAC 阳性患者会出现

APTT升高,使检测结果受到严重影响。同时也会

使依赖 APTT试剂检测的凝血因子活性的测定受

到干扰,使其出现假性减低的情况。以上几种情况

均易为临床诊断造成误判,给临床医生与检验工作

者带来极大的困扰。而稀释法是一种简单易行减

少干扰的方法。
1　资料与方法

1.1　研究对象

选择医院2020年10月—2021年10月门诊与

住院的155例病例,将其分为3组。其中 D-D>
5mg/L,纤维蛋白(原)降解产物(FDP)>20μg/mL
的D-D假阴性组100例,男56例,女44例,年龄

36~67岁,平均(43.84±12.08)岁;D-D假阳性组

50例,男 27 例,女 23 例,年龄 26~59 岁,平均

(44.39±9.87)岁;LAC阳性组且内源性凝血因子

Ⅷ、Ⅸ、Ⅺ、Ⅻ活性测定假性减低患者5例,男1例,
女4例,年龄16~49岁,平均(32.00±11.70)岁。
1.2　仪器与试剂

仪器为 SysmexCS5100全自动凝血分析仪。
除FDP试剂为日本积水医疗株式会社公司试剂

外,其他检测试剂均为SIEMENS试剂。
1.3　方法

清晨 空 腹 抽 取 1∶9 枸 橼 酸 钠 抗 凝 血。
1500×g 离心15min后分离血浆。

D-D 假阴性组:收集范围在 D-D>5 mg/L,
FDP>20μg/mL 的样本100例,分别做 D-D 与

FDP的1/8与1/16稀释检测。将其稀释前后结果

进行比较并计算回收率。
D-D假阳性组:收集 D-D检测假阳性病例50

例,分别做D-D与 FDP的1/8与1/16稀释检测。
将其稀释前后结果进行比较并计算回收率。

LAC阳性组:稀释蝰蛇毒试验可用来确诊

LAC[9],包括筛选(LA1)和确证试验(LA2),计算

LA比值(LA 比值=LA1比值/LA2比值),LA 比

值>1.2为阳性。收集我院5例 LAC 阳性患者

(A、B、C、D、E)标本,并分别检测其(F)Ⅱ、Ⅴ、Ⅶ、
Ⅹ、Ⅷ、Ⅸ、Ⅺ、Ⅻ八种凝血因子的活性。将5例标

本分别按(1∶1、1∶2n,n=1,2,3,4,5)的稀释度对

其进行稀释并绘制曲线。
1.4　统计学方法

采用SPSS21.0对数据进行分析。计量资料

用■X±S 表示,以P<0.05为差异有统计学意义;
采用回收率(检测值/理论值×100%)作为判断标

准;应用 GraphPadPrism8软件绘图。
2　结果

2.1　D-D假阴性组与FDP稀释前后结果比较

100份样本分别做D-D与FDP的1/8与1/16
稀释检测。将 D-D 稀释前后结果进行比较,差异

有统计学意义(P<0.05),且回收率均不在(100±
10)%范围内;FDP稀释前后结果比较,差异无统

计学意义(P>0.05),且回收率均在(100±10)%
范围内。见表1。
2.2　D-D假阳性组与FDP稀释前后结果比较

将50份样本,分别对 D-D 与 FDP做1/8与

1/16稀释检测,并将 D-D稀释前后结果进行比较,
差异有统计学意义(P<0.05),且回收率均不在

(100±10)%范围内。FDP稀释前后结果比较,差
异无统计学意义(P>0.05),且回收率均在(100±
10)%范围内。见表2。

表1　D-D假阴性组与FDP稀释前后结果比较 ■X±S

检测指标 稀释前结果
1/8稀释

稀释后结果 回收率/%
1/16稀释

稀释后结果 回收率/%
D-D/(mg/LFEU) 10.70±2.78 20.19±4.651) 174.99±12.56 20.56±5.051) 179.62±11.07
FDP/(μg/mL) 29.12±4.75 31.56±2.05 92.27±2.02 32.02±0.38 90.94±0.89

　　与稀释前比较,1)P<0.05。

表2　D-D假阳性组与FDP稀释前后结果比较 ■X±S

检测指标 稀释前结果
1/8稀释

稀释后结果 回收率/%
1/16稀释

稀释后结果 回收率/%
D-D/(mg/LFEU) 3.65±1.82 1.10±0.321) 38.66±4.34 0.44±0.061) 12.16±5.58
FDP/(μg/mL) 1.91±0.55 2.03±0.44 100.93±6.61 2.10±0.38 102.44±5.74

　　与稀释前比较,1)P<0.05。
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2.3　LAC 阳性组与各凝血因子活性原倍检测

结果

列举5例患者(A、B、C、D、E)标本的 LAC阳

性检测结果与(F)Ⅱ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅹ、Ⅷ、Ⅸ、Ⅺ、Ⅻ八种

凝血因子活性的原倍检测结果,见表3。将5例标

本分别按不同稀释倍数(1∶1、1∶2n,n=1,2,3,4,
5)对其活性分别进行稀释检测并绘制曲线。实验

结果为随着稀释倍数的升高,内源性4个因子活性

显著增加,且最终可恢复到接近正常的水平,见

图1。

表3　5例患者LAC结果与各凝血因子活性原倍检测

结果 %
检测指标 病例 A 病例B 病例C 病例 D 病例E
LAC 3.18 2.97 2.94 2.90 1.88
FⅡ 22.6 62.7 30.3 29.4 48.0
FⅤ 96.9 89.5 104.8 106.9 101.9
FⅦ 56.0 85.0 81.0 70.9 67.9
FⅩ 68.0 75.0 62.0 60.0 70.8
FⅧ 17.5 100.7 61.4 71.4 34.9
FⅨ 6.2 10.6 35.8 41.8 7.1
FⅪ 5.4 36.7 30.2 33.2 31.6
FⅫ 4.8 33.9 22.6 29.6 29.1

图1　5例患者(A、B、C、D、E)各凝血因子活性在不同稀释度1∶1、1∶2n(n=1,2,3,4,5)下的变化曲线

3　讨论

本研究检测D-D的方法是基于抗原抗体反应

的免疫比浊法[10]。在检测过程中,抗原抗体是按

一定比例进行反应,如果标本中 D-D 浓度过高易

出现 带 现 象[11]。本 文 通 过 验 证 范 围 在 D-D>
5mg/L,FDP>20μg/mL的样本100份,分别做

D-D与FDP的1/8与1/16稀释检测并计算回收

率后,测得D-D的回收率均不在(100±10)%范围

内,表 明 经 本 文 验 证 当 D-D>5 mg/L,FDP>
20μg/mL时,即患者血浆中存在的含 D-D片段复

合物的浓度就越高,易出现假阴性结果。需要对

D-D进行稀释检测,使其暴露更多的抗原表位与试

剂中的单克隆抗体结合,稀释后的结果即为真实的

D-D水平,以保证了结果的准确性,并建议根据

FDP浓度选择稀释倍数进行检测。
FDP是纤溶酶作用下产生的各种降解产物的

总称,包括 D-D 和其他片段,理论上 D-D 水平与

FDP水平应呈一定的正相关关系[12],即FDP水平

应>D-D水平。但在检测中有时也会出现 D-D与

FDP结果的倒置现象,本文通过验证50份 D-D假

阳性(D-D水平>FDP水平)样本,分别对 D-D 与

FDP做1/8与1/16稀释检测并计算回收率后,测

得D-D的回收率均不在(100±10)%范围内。D-D
水平经过稀释后浓度均有所减低,且稀释倍数越大

减低越多,经过稀释后FDP水平>D-D水平,均恢

复正常比例,即明确提示 D-D 的检测存在干扰。
这种个体差异的干扰因素可能是由于患者体内的

异嗜性抗体[13]、类风湿因子、补体、激素、氨基酸及

其他蛋白质等造成的干扰误差。针对这些干扰因

素可以通过稀释法、使用异嗜性抗体阻滞剂、阻断

试剂盒等方法来消除一定的干扰[14]。而当干扰物

质的浓度较低时,稀释法则是一种简单易行减少干

扰的方法。本研究对 FDP与 D-D 出现倒置的50
例样本进行稀释,通过降低干扰物质浓度的方法使

部分D-D结果得以纠正,确保假阳性 D-D 标本检

测的准确性。因此在检验过程中,对于此种情况必

须尽可能地稀释标本降低干扰物质的滴度,将其干

扰因素降到最低[15]。
LAC试 剂 包 括 LA1 和 LA2。LA2 试 剂 与

LA1试剂基本相同,但其含高浓度磷脂,外源性磷

脂与LA抗体结合,很大程度上纠正了凝固时间。
计算其比值(LA比值=LA1比值/LA2比值),LA
比值>1.2为阳性[16]。本研究通过收集我院5例

LAC阳性的患者标本进行比较,发现当内源性凝
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血因子活性同时减低且 LAC阳性时,需对凝血因

子活性做不同稀释度1∶1、1∶2n(n=1,2,3,4,5)
检测,稀释后如果内源性凝血因子活性随稀释倍数

增加而显著升高至接近正常活性水平,提示可能存

在干扰。这是由于 LAC阳性患者中的 LAC直接

与凝血酶原上的抗原决定簇结合,抗原抗体复合物

与阴离子磷脂相结合,抑制凝血酶原、Ⅷ、Ⅸ、Ⅹ因

子等与磷脂微粒的结合,从而导致内源性凝血因子

Ⅷ、Ⅸ、Ⅺ、Ⅻ的活性假性减低。标本经稀释后,
LAC浓度显著降低,从而减少了因子检测的干扰。
凝血因子检测方法为凝固法[17],可用于诊断凝血

系统相关疾病、评估手术风险,还可以通过监测血

浆中凝血因子水平来评估基因治疗后血友病患者

的基因表达情况[18]。检测对标准血浆进行不同倍

数的稀释检测,通过标准曲线求出各凝血因子活

性。当LAC阳性时,需要通过 APTT测得的内源

性凝血因子的活性也同样会受到干扰。LAC阳性

的自身免疫性疾病以系统性红斑狼疮[19]和抗磷脂

综合征多见,其中系统性红斑狼疮是抗磷脂综合征

的诊断标准之一[20],且LA阳性患者被认为有较高

的血栓风险[21]。
检验工作者需要与临床保持紧密沟通,将实验

室检测可能存在的干扰因素、方法学局限性等情况

告知临床,避免错误理解和使用检验结果。
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