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凝血酶原时间衍生法与冯·克劳斯法测定纤维蛋白原

结果的一致性及临床应用

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摘要：目的　 建立沃芬 ＴＯＰ 系列仪器纤维蛋白原（Ｆｉｂ）凝血酶原时间衍生法（ＰＴｄｅｒ法）与冯·克劳斯法（Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ法）测定
结果的一致性区间和 ＰＴｄｅｒ法的适用范围，提升 ＰＴｄｅｒ法的临床应用价值。方法　 将 ３０ 份低、正常和高 Ｆｉｂ 浓度的新鲜血
浆按比例制备混合血浆，用 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ法对其 Ｆｉｂ浓度进行赋值，再用此血浆校准 ＰＴｄｅｒ 法。参考美国临床和实验室标准协
会（ＣＬＳＩ）ＥＰ１５Ａ和 ＥＰ６Ａ文件，评价精密度、线性范围，使用 ＷＳ ／ Ｔ ４０２—２０１２ 推荐方法重新制定其参考区间；分别使用上
述 ２种方法检测 ５ １４２例标本 Ｆｉｂ，建立 ＰＴｄｅｒ法与 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ法 ９９％的检测结果符合ＷＳ ／ Ｔ ４０６—２０１２中 Ｆｉｂ准确度要求范
围内的数值区间和适用范围。结果　 重新校准后 ＰＴｄｅｒ法精密度和线性范围经验证符合说明书要求，测定 Ｆｉｂ浓度在 １．５１～
７．００ ｇ ／ Ｌ时与 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ法的准确度符合率为 ９９．７２ ％，其适用范围不包括：使用大剂量抗凝药物后；肝硬化失代偿期；纤维蛋
白降解产物（ＦＤＰ）≥３０ ｍｇ ／ Ｌ；凝血酶时间（ＴＴ）≥２０ ｓ，活化部分凝血活酶时间（ＡＰＴＴ）≥８０ ｓ。结论　 通过量值传递的方式
校准 ＰＴｄｅｒ法后，建立了 ＰＴｄｅｒ法和 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ法检测 Ｆｉｂ结果的一致性区间，并确定 ＰＴｄｅｒ法适用范围和参考区间。在保
证 ＰＴｄｅｒ法检测结果准确性的同时提升了其临床应用价值。
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　 　 纤维蛋白原（ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ，Ｆｉｂ）是一种由肝细胞
合成［１］的具有凝血功能的蛋白质，是纤维蛋白的前

体。Ｆｉｂ具有双重生物活性，既是凝血酶作用的底

物，又是高浓度纤溶酶的靶物质，其主要生理功能

是进入血液循环后参与凝血和调节纤溶［２］，与应激

反应、动脉血栓形成、弥漫性血管内凝血等密切相
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关［３］。目前，Ｆｉｂ 的检测方法主要有冯·克劳斯
（Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ）法及凝血酶原时间衍生法（ｐｒｏｔｈｒｏｍ
ｂｉｎ ｔｉｍｅｄｅｒｉｖｅｄ，ＰＴｄｅｒ法）２ 种［４］。Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ 法
是 ＷＨＯ推荐的参考方法［５］，也是美国国家临床检

验标准委员会推荐的 Ｆｉｂ 常规测定方法［６］。Ｆｉｂ 因
基因多态性［７］而具有高度异质性，其检测受较多因

素影响。文献报道［８］在没有异常 Ｆｉｂ 存在的情况
下，ＰＴｄｅｒ法检测结果在 ２．００ ～ ４．００ ｇ ／ Ｌ 时可替代
Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ 法。但在验证过程中发现，几乎所有
ＰＴｄｅｒ 法检测 Ｆｉｂ 的结果均比 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ 法高
１０％ ～ ２０％。在查阅资料后推测，２ 种方法检测结
果误差的原因可能是使用了同一校准品但赋值不

同。本研究拟用量值传递的方法校准ＰＴｄｅｒ法，即
以可溯源的 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ 法赋值混合血浆对 ＰＴｄｅｒ
法进行重新定标，再用大量临床样本确立其与 Ｖｏｎ
Ｃｌａｕｓｓ法检测结果的一致性区间和适用范围。

１　 材料和方法

１．１　 仪器和试剂　 沃芬 ＴＯＰ ７００ 和 ＴＯＰ ３００ 全自
动凝血分析仪及其配套试剂（Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ法试剂批
号 Ｎ０６８８２８１，ＰＴｄｅｒ法试剂批号 Ｎ０３８６７８９）、校准
品 （批号 Ｅ０１７７７５５）和双水平质控品 （批号
Ｎ０３８６２５０和 Ｈ０８６４４３６）。校准品中 Ｆｉｂ 可溯源至
英国国家生物制品检定所（Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ｂｉｏ
ｌｏｇｉｃａｌ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＩＢＳＣ）。
１．２　 样本
１．２．１　 标本来源　 国药葛洲坝中心医院 ２０１８年 １１
月至 ２０１９年 ４月住院及门诊检测凝血项目的患者
５ １４２例，年龄 ２ ～ ９５ 岁（中位年龄 ５２ 岁），其中男
２ ６１９例，女 ２ ５２３例。采集清晨空腹静脉血 １．８ ｍＬ
于真空凝血采血管（含 ０．２ ｍＬ ０．１０９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 枸橼
酸钠抗凝剂）中，以离心力 ２ ０００×ｇ 离心 １５ ｍｉｎ，剔
除黄疸、溶血、脂血标本及重度贫血患者标本。

１．２．２　 混合血浆制备　 用 ３０ 份新鲜血浆按低值、
正常和高值以 ４ ∶２３ ∶３ 的比例等量混合（基于本院
近 ２年约 ５０ ０００份临床样本结果分布所得）。
１．３　 ＰＴｄｅｒ法校准
１．３．１　 混合血浆赋值 　 用 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ 法连续检测
混合血浆 Ｆｉｂ ２０次，计算其剔除离群值（超 ３ 倍标
准差）后的均值，以此均值作为该混合血浆的赋值。

１．３．２　 校准　 用已赋值的混合血浆作为校准品依
照原厂校准方法（六点拟合直线）校准 ＰＴｄｅｒ法。
１．４　 性能验证
１．４．１　 精密度验证　 参照美国临床和实验室标准

协会（Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，
ＣＬＳＩ）ＥＰ１５Ａ文件［９］推荐方法进行。选择正常和

异常 ２个浓度水平的质控品，用 ＰＴｄｅｒ法测定 Ｆｉｂ。
先将各浓度水平取 １支复溶，再分装成 ５ 份，冷藏，
每天取出各 １份复温后在 １ 批中检测，每批每个水
平重复测定 ３次，每个项目连续测定 ５ ｄ，将所测定
结果进行统计学分析，计算批内精密度、批间精密

度、实验室内标准差（ｓ１）、自由度（Ｔ）和验证值
（Ｖ）。当 ｓ１＜Ｖ时认为厂家声明的精密度通过验证。
１．４．２　 线性范围验证　 参照 ＣＬＳＩ ＥＰ６Ａ 文件［１０］，

选择低值（Ｌ）和高值（Ｈ）样品各 １ 份，将低值和高
值样本按 ４ ∶０、３ ∶１、２ ∶２、１ ∶３、０ ∶４ 的比例混合，得到
５份线性试验样本。对上述样本重复测定 ３ 次，取
平均值。各样本浓度的预期值按公式（ＣＬ×ＶＬ＋ＣＨ×
ＶＬ）／（ＶＬ＋ＶＨ）计算（式中 Ｃ 为样本浓度，Ｖ 为样本
体积）。将实测平均值与预期值先进行数据检查，

剔除离群值，再用多元线性回归分析，并绘制散点

图进行评价。

１．４．３　 重新制定本区域人群的参考区间 　 参照
ＷＳ ／ Ｔ ４０２—２０１２《临床实验室检验项目参考区间
的制定》［１１］，选取不低于 １２０ 例表观健康体检者
（排除妊娠、糖尿病、血栓类疾病、肾病、免疫系统疾

病、血液病、肝脏疾病），采集空腹抗凝血用 Ｖｏｎ
Ｃｌａｕｓｓ法和 ＰＴｄｅｒ法检测 Ｆｉｂ，分别取总体结果的
９５％置信区间（Ｐ２．５ ～Ｐ９７．５）为本区域人群参考区间。
１．５　 样本检测　 在室内质控检测结果在控的情况
下，在 ＴＯＰ７００ 和 ＴＯＰ３００ 上同时用 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ 法
及 ＰＴｄｅｒ法检测血浆样本 Ｆｉｂ，采集样本 ２ ｈ 内完
成检测。各项操作严格按照仪器、试剂说明书及操

作规程进行。将 ＰＴｄｅｒ 法检测结果设为观察组，
Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ法检测结果设为参照组。
１．６　 确立一致性区间及适用范围　 用 ２０１８ 年 １１
月至 ２０１９年 ４月本院凝血样本分别用 ＰＴｄｅｒ法与
Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ法检测 Ｆｉｂ。以 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ 法检测为参
照，确立 ＰＴｄｅｒ法与 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ法 ９９％的结果符合
ＷＳ ／ Ｔ ４０６—２０１２《临床血液学检验常规项目分析
质量要求》［１２］中 Ｆｉｂ 准确度要求（偏倚≤２０％）范
围内的数值区间和适用范围。偏倚以 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ
法检测结果为比对标准；符合率为同一样本用以

Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ 法结果为靶值，ＰＴｄｅｒ 法检测结果达到
准确度要求（偏倚≤２０％）的比例。
１．７　 统计学分析　 采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 软件进行。计
算 珋ｘ、ｓ、偏倚等，计量资料以 珋ｘ±ｓ 表示，进行线性回
归分析，拟合线性方程并计算相关系数（ｒ）。
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２　 结果

２．１　 校准前 ＰＴｄｅｒ 法与 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ 法 Ｆｉｂ 检测结
果一致性分析 　 在用原厂校准模式时，对 ＰＴｄｅｒ

法线性范围（０．７０～７．００ ｇ ／ Ｌ）内的 ８５５ 例样本结果
进行了比对，总计 ７０．１８％（６００ ／ ８５５）的 ＰＴｄｅｒ 法检
测结果符合ＷＳ ／ Ｔ ４０６—２０１２的准确度要求，见表 １。

表 １　 重新校准前两种 Ｆｉｂ检测结果的比较

ＰＴｄｅｒ法结果区间（ｇ ／ Ｌ） ｎ ＰＴｄｅｒ法（ｇ ／ Ｌ） Ｃｌａｕｓｓ法（ｇ ／ Ｌ） 相对偏差（％）符合率（％）
０．７２～２．００ ３２ １．５６±０．３６ １．４０±０．３３ １１．８０±１６．２２ ７１．８８
２．０１～４．００ ４３６ ３．２１±０．４９ ２．９０±０．４６ １０．９６±７．９５ ８４．８６
４．０１～７．００ ３８７ ４．９９±０．７６ ４．２４±０．５９ １７．５８±７．０３ ５３．４９

２．２　 校准后 ＰＴｄｅｒ法的性能验证
２．２．１ 　 精密度验证结果 　 ｓ１（分别为 ０． ０８１ 和
０．０６８）在正常和异常商业质量控制参考水平下均
小于 Ｖ（分别为 ０．１０１和 ０．０８５），表明厂家声明的精
密度通过验证。

２．２．２　 线性范围验证结果　 ＰＴｄｅｒ 法检测 Ｆｉｂ 的
预期值（ｙ）与实测值（ｘ）无明显离群值，最佳拟合
方程为二次多项式，回归方程为 ｙ ＝ － ０． ００６ ２ｘ２ ＋
０．９４９ ４ｘ＋０．０３６ ７，ｒ２ ＝ ０．９９９ ９，５个浓度梯度标本的
偏差为－０．５８％ ～ ０．６２％，平均偏差为－０．０７％。以
ＷＳ ／ Ｔ ４０６—２０１２ 的偏倚（≤ １０％）为评判标准，
ＰＴｄｅｒ法检测 Ｆｉｂ在 ０．７０ ～ ７．０１ ｇ ／ Ｌ 范围内呈临床
可接受的三阶线性，厂家声明的 ０．７０ ～ ７．００ ｇ ／ Ｌ 线
性范围通过验证。

２．２．３　 本区域人群的参考区间 　 １２７ 例符合入选
标准的体检者，年龄 ２３ ～ ７３ 岁（中位数为 ４２ 岁），
其中男 ７２ 例，女 ５５ 例。用 ＰＴｄｅｒ 法检测 Ｆｉｂ 结果
为 ２．１８～５．１１ ｇ ／ Ｌ（９５％置信区间为 ２．２９～５．０２ ｇ ／ Ｌ），
用 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ法检测结果为 ２．２５～５．０７ ｇ ／ Ｌ（９５％置
信区间为 ２．３３～４．９５ ｇ ／ Ｌ），均无离群值。本实验室
ＰＴｄｅｒ法、Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ 法检测 Ｆｉｂ 的参考区间分别

为 ２．２９～５．０２ ｇ ／ Ｌ、２．３３～４．９５ ｇ ／ Ｌ。
２．３　 校准后的 ＰＴｄｅｒ 法与 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ 法 Ｆｉｂ 检测
结果的一致性分析

２．３．１　 样本分布　 ２０１８ 年 １１ 月至 ２０１９ 年 ４ 月用
２ 种方法检测 Ｆｉｂ总计 ５ １４２例，其中 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ法
检测结果异常 １ １９９例，低于参考区间 ７２３例，高于
参考区间 ４７６例。
２．３．２　 适用条件　 结果比对时发现，一些特殊情况
（总计 ４４份，占总样本的 ０．８６％）的检测结果偏差
较大，包括：（１）大量使用抗凝药物后（如透析后）；
（２）明确诊断肝硬化失代偿期等影响凝血的疾病；
（３）纤维蛋白降解产物（ＦＤＰ）≥３０ ｍｇ ／ Ｌ；（４）凝血
酶时间（ＴＴ）≥２５ ｓ时；（５）活化部分凝血活酶时间
（ＡＰＴＴ）≥８０ ｓ。
２．３．３　 ＰＴｄｅｒ法适用范围的确定 　 排除上述异常
样本后，总计有 ５ ０９８ 份，年龄区间为 ２ ～ ９３ 岁，其
中男 ２ ５９６例，女 ２ ５０２ 例，ＰＴｄｅｒ 法结果在 １．５１ ～
７．００ ｇ ／ Ｌ区间内时 ４ ９９５份样品中 ４ ９８１ 份符合一
致性要求（相对偏差≤２０％），符合率为 ９９．７２％，见
表 ２。

表 ２　 重新校准后 ２种 Ｆｉｂ检测结果的比较

ＰＴｄｅｒ法结果区间（ｇ ／ Ｌ） ｎ ＰＴｄｅｒ法（ｇ ／ Ｌ） Ｃｌａｕｓｓ法（ｇ ／ Ｌ） 相对偏差（％） 符合率（％）
０．７０～１．５０ １０３ １．２３±０．２０ １．４０±０．２０ －６．３９±１２．１８ ８３．５０
１．５１～２．２８ ６０６ ２．００±０．２１ ２．１２±０．２８ －４．９４±８．５７ ９９．５０
２．２９～５．０２ ３ ８１３ ３．３７±０．７２ ３．３８±０．７３ ０．１５±６．８８ ９９．８２
５．０３～７．００ ５７６ ５．７４±０．５４ ５．６６±０．６４ １．８９±６．３７ ９９．３１

２．４　 实际应用　 结合以上研究和验证结果设立本
实验室 Ｆｉｂ 的检测方案：２ 台 ＴＯＰ Ｆａｍｉｌｙ 系列凝血
仪先分别用本研究方法进行 ＰＴｄｅｒ法校准，再用 ２
种方法同时检测 ２０ 例以上样品，如 ＰＴｄｅｒ 法 ９５％
及以上样品结果与 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ 法结果的偏倚≤
２０％，则认为校准成功，反之重新校准。校准成功
后日常所有 Ｆｉｂ 的样本均使用 ＰＴｄｅｒ 法进行初次
检测，（１）如结果在 １．５１ ～ ７．００ ｇ ／ Ｌ 范围内且未出

现 ２．３．２中不适用条件时，直接报告结果；（２）如出
现 ２．３．２中不适用条件，手动使用 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ 法复
测 Ｆｉｂ；（３）如结果不在 １．５１～７．００ ｇ ／ Ｌ 范围内则会
自动使用（已设置好的复检程序）Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ 法复
测 Ｆｉｂ；（４）使用自建 ＰＴｄｅｒ 法参考区间进行临床
报告。在确立本方案后，本实验室半年中 Ｆｉｂ 复测
率仅为 ３．８９％（４１８ ／ １０ ９７５），如使用相关文献［８］报

道方案估算复测率为 ３５．６５％（３ ９１３ ／ １０ ９７５），大幅
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度的提高了检测速度（ＰＴ、ＡＰＴＴ、ＴＴ 和 Ｆｉｂ 在
ＴＯＰ７００联合检测可由原先的每小时 ６０ 例提升至
每小时 ７８例）和效率并减少了试剂开支。

３　 讨论

　 　 Ｆｉｂ是凝血状态的重要标志物［１３］，近年来研究

发现其水平过高易引起缺血性心脏病、心源性猝死

等心血管疾病［１４］，其水平过低也会导致凝血过程

中血凝块形成质量下降［１５］，从而易引起出血性疾

病。Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ法目前是 Ｆｉｂ 检测的参考方法［５］；

而 ＰＴｄｅｒ法可在仪器测定凝血酶原时间（ｐｒｏｔｈｒｏｍ
ｂｉｎ ｔｉｍｅ）时，通过 Ｆｉｂ形成的纤维蛋白，根据纤维蛋
白浊度推算出 Ｆｉｂ的含量［１６］，更为经济实用。有文

献报道［４，１７］ＰＴｄｅｒ 法和 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ 法在正常范围
内的检测结果较为接近，而在异常范围内则相差较

大，也有学者认为 ＰＴｄｅｒ 法不是一种可靠的方
法［５，１７１８］。

本实验室验证 ２种方法检测 ２．００～４．００ ｇ ／ Ｌ浓
度 Ｆｉｂ的一致性时发现，ＰＴｄｅｒ 法检测 Ｆｉｂ 的结果
几乎均高于 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ法 １０％～２０％。查阅说明书
后发现，上述 ２种方法使用同一校准品但赋值却不
相同，所以推测赋值不同引起检测结果不同。一项

多中心研究指出 ＰＴｄｅｒ 和 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ 方法之间的
偏差取决于校准曲线，且差异程度与校准曲线和血

浆样品浊度有关［１９］。而制造商提供的校准品浊度

较高，考虑到这两方面因素，我们采用量值传递方

式给新鲜清澈的混合血浆赋值，并以此重新校准

ＰＴｄｅｒ法［１６］。所谓量值传递就是将国际（国家）计

量基准所复现的量值，通过检定或校准方式传递给

下一级计量标准，并依次传递到工作计量器具，以

保证量值准确一致［２０］。本研究正是使用参考方法

校准常规（下一级）方法，完全依照量值传递方式进

行。因为 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ法具有完整溯源链，所以重新
校准的 ＰＴｄｅｒ 法也可以沿着 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ 法溯源链
一级一级追溯到 ＮＩＢＳＣ（原厂的溯源计量标准）。

关于 ２种方法结果相关性的研究较多，但大多
数只停留于结果比对阶段，分析 ＰＴｄｅｒ 法的结果
是否准确，但不同品牌、不同型号的血凝仪 ２ 种方
法的差异程度也不尽相同［４］。而本研究却通过量

值传递的方法重新校准并验证了 ＰＴｄｅｒ 法，并使
用大量样本的结果比对建立了 ＰＴｄｅｒ 法的适用条
件和范围，使 ２种方法检测结果在一定范围内可以
互换。与此同时 Ｒｉｚｚｏ等［２１］也发现，不同方法检测

到的 Ｆｉｂ水平的偏差与肝硬化的严重程度有关，与
本研究结果一致，即在肝硬化失代偿期，２ 种方法
的检测值偏差可能超过 ２０％。

值得注意的一点是，２ 种方法原厂给出的参考
区间并不完全相同，但所查阅到的文献均未提及。

因此，本研究对 ＰＴｄｅｒ 法进行了重新校准，重新建
立了本实验室的参考区间。在研究中，我们发现 ２
种方法的一致性区间涵盖了 ２ 种方法的参考区间，
而 ＰＴｄｅｒ 法参考区间又涵盖了 Ｖｏｎ Ｃｌａｕｓｓ 法参考
区间，加之实际应用中几乎所有一致性区间内的结

果均使用 ＰＴｄｅｒ 法检测，故可用 ＰＴｄｅｒ 法参考区
间进行临床报告。

需要指出，本研究仅使用本区域人群的检测数

据，基于本实验室的设备和试剂并制定检测方案，

不具有普遍适用性。不同实验室可借鉴此方法制

定出适宜自己实验室的检测方案，在保证检验质量

前提下以最小的成本和最快的速度为临床和广大

患者服务。
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