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FCM、ELISA 和 TEG 对急性脑梗死患者抗血小板治疗的监测
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[摘摇 要] 摇 目的摇 构建受试者工作特征(ROC)曲线模式,评价不同检测方法对急性脑梗死患者阿斯匹林抵抗的

监测作用,为临床阿斯匹林个体化治疗提供指导。 方法摇 对我院 2010 年 2 月到 2011 年 10 月之前未服用抗血小板

药物的 127 例急性脑梗死患者分别在使用阿斯匹林治疗前和治疗后 1 周采用流式细胞术(FCM)测定全血中血小

板表面糖蛋白 P 选择素(CD62P)表达率、酶联免疫吸附法(ELISA)定量检测尿 11鄄脱氢血栓素 B2(11鄄DH鄄TXB2)含

量和血栓弹力描记术(TEG)检测花生四烯酸(AA)诱导的血小板抑制率。 比较上述 3 种方法监测阿斯匹林抵抗

(AR)的灵敏度、特异度及 ROC 曲线下面积(AUROC)。 结果摇 阿斯匹林治疗后 CD62P 表达率、尿 11鄄DH鄄TXB2 含

量均较治疗前显著下降,血小板抑制率较治疗前有明显改善,组间比较差异均有统计学意义(P 均 < 0郾 01)。
CD62P、11鄄DH鄄TXB2、TEG鄄AA 检测方法间有一定的相关性。 FCM 监测阿斯匹林抵抗的灵敏度、特异度和 AUROC
分别为 86郾 7% 、79郾 8%和 0郾 805,ELISA 分别为 78郾 5% 、64郾 7% 和 0郾 767,TEG鄄AA 分别为 81郾 7% 、87郾 3% 和 0郾 984。
结论摇 TEG 检测对急性脑梗死患者阿斯匹林疗效具有较高的临床应用价值,对急性脑梗死患者抗血小板个体化治

疗更具指导作用。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To compare three different test methods monitoring the situation of inhibited platelet function in
patients with acute cerebral infarction taking aspirin orally by establishing receiver operating characteristic (ROC) curve
models, and to provide guidance for individual antiplatelet therapy. 摇 摇 Methods摇 From February 2010 to October 2011,
127 patients with acute cerebral infarction not taking antiplatelet agents before were enrolled. 摇 The rate of CD62P expres鄄
sion was detected with flow cytometry (FCM), urinary 11鄄dehydro鄄thromboxane B2 levels was determined quantitatively
with ELISA, the AA induced platelet inhibition rate was performed with thrombelastography (TEG) before and after 7鄄day
treatment with aspirin orally. 摇 The sensitivity, specificity, and the area under the ROC curve (AUROC) of the three
methods were calculated to evaluate their effects. 摇 摇 Results摇 CD62P expression rate, urine 11鄄dehydro鄄thromboxane B2
levels and platelet aggregation rate were significantly declined after treatment in aspirin group, and the differences were sta鄄
tistically significant (P < 0郾 01). 摇 After treatment CD62P, urine 11鄄dehydro鄄thromboxane B2 levels and AA鄄induced
TEG, had a certain correlation. 摇 The sensitivity, specificity and AUROC of the three methods were as follows: CD62P
86郾 7% , 79郾 8% and 0郾 805;11鄄DH鄄TXB2 78郾 5% , 64郾 7% and 0郾 767;TEG鄄AA 81郾 7% , 87郾 3% and 0郾 984. 摇 摇 Con鄄
clusions摇 TEG has a high clinical value on monitoring the efficacy of aspirin in patients with acute cerebral infarction,
which can provide more individualized guidance for antiplatelet treatment.
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摇 摇 脑梗死是由于脑动脉粥样硬化、血管内膜损伤

使脑动脉管腔狭窄,进而因多种因素使局部血栓形

成,使动脉狭窄加重或完全闭塞,导致脑组织缺血、
缺氧、坏死,引起神经功能障碍的一种脑血管病,是
严重危害人类健康的疾病,易导致死亡和残疾[1]。
当前国内外的缺血性心脑血管疾病防治指南均推

荐应用抗血小板药物。 阿斯匹林作为抗血小板药

物广泛用于心脑血管疾病的一、二级预防,可明显

减少各类栓塞和血栓形成事件[2],但仍有部分患者

虽然长期服用常规剂量的阿斯匹林(75 ~ 325 mg),
其血小板聚集能力仍未被很好抑制,称为生化阿斯

匹林抵抗,有的患者仍发生血栓栓塞事件,称为临

床阿斯匹林抵抗或阿斯匹林治疗失败[3]。
随着抗血小板药物种类的增多和药物在患者身

上生物学作用的不均一性,检测个体对抗血小板治疗

的反应是非常有意义的,可以据此调节个体的用药类

型和剂量达到最优化,来控制和减少发生血栓和出血

的风险[4]。 本研究将构建受试者工作特征(ROC)曲
线模型,综合评价流式细胞术(flow cytometry,FCM)、
酶联免疫吸附法(enzyme鄄linked immunosorbent assay,
ELISA)和血栓弹力描记术(thrombelastography,TEG)
三种方法分别监测阿斯匹林抵抗(AR)发生率,并进

行对比分析,探讨定义抵抗的临界值选择,以期为抗

血小板药物治疗与监测寻找最佳的实验诊断方法。

1摇 资料和方法

1郾 1摇 研究对象

摇 摇 选用我院 2010 年 2 月 ~ 2011 年 10 月急性脑梗

死患者 127 例,既往无服用阿斯匹林史或未服用阿

斯匹林 > 6 个月。 其中男性 69 例,女性 58 例,年龄

53 ~ 84 岁,平均 61郾 85 依 4郾 97 岁,均经头颅 MRI +
DWI 确诊为急性脑梗死,NIHSS 评分 1 ~ 12 分,平均

4郾 7 分。 同时选择同期健康体检者 10 例作为健康

对照组,男性 6 例,女性 4 例,年龄 46 ~ 79 岁,平均

60郾 13 依 5郾 84。 排除标准:(1)意识障碍、生命体征

不稳定;(2)房颤等其他可能导致栓塞性疾病;(3)
动脉炎、遗传性急性缺血性脑血管病等非动脉粥样

硬化致急性缺血性脑血管病;(4)严重精神疾病症

状,临床不能配合的患者;(5)严重肝肾疾病患者及

严重全身消耗性疾病患者;(6)一月内有胃肠道或

其他严重出血性疾病;(7)骨髓增生症病史;(8)服

用其它非甾体类抗炎药物;(9)注射肝素或低分子

肝素或肝素诱导的血小板减少;(10)有家族或个人

出血史;(11)血小板计数 > 450 伊 109 / L 或 < 150 伊
109 / L;(12)血红蛋白 < 80 g / L;(13)入院一周前有

重大手术史;(14)异型蛋白血症;(15)服用抗凝血

药物;(16)服用阿司匹林以外的抗血小板药物。 将

符合标准的病例组 127 例入选阿斯匹林治疗组,入
院后每日服用阿斯匹林 100 mg,至少连续服用 7 天

以上。 所有入选者均签署知情同意书。
1郾 2摇 仪器及试剂

德国 MACSQuant 流式细胞仪;TEG5000 型及配

套试 剂 盒 ( Haemoscope ); 荧 光 CD62PAPC, Mou鄄
seIgGAPC(Becton,Dickinson and Company);11鄄DH鄄
TXB2 ELISA 试剂盒(Cayman Chemical);血小板聚

集诱导剂 AA(Chrono鄄log)。 肠溶阿斯匹林片由拜

耳医药保健有限公司生产,规格为每片 100 mg。
1郾 3摇 全血 CD62P 表达率检测

采用 FCM 检测。 清晨空腹抽取肘静脉血,取全

血分别加入置有抗体的流式管内,避免震荡。 对照

管加 IgG APC、试验管加 CD62P APC。 为减少血小

板体外活化,实验操作均在 2 h 内完成。
1郾 4摇 尿 11鄄DH鄄TXB2 含量检测

采用 ELISA 检测。 留取晨尿,3000 r / min 离心

10 min,取上清 - 80益保存。 收齐样本后严格按照

试剂盒说明操作。
1郾 5摇 血小板抑制率检测

采用 TEG 检测。 清晨空腹抽取肘静脉血,分别

以枸橼酸钠和肝素为抗凝剂。 实验操作均在 2 h 内

完成,依据检测结果计算出抑制率。 血小板抑制率按

公式[1] MAAA% = [(MAAA - MAfibrin ) / (MAthrombin -
MAfibrin)] 伊100% 。 MAAA%为 AA 诱导的血小板抑制

率,MAAA为 AA 诱导的血凝块强度,MAthrombin为凝血

酶诱导的凝块强度,MAfibrin为纤维蛋白的凝块强度。
1郾 6摇 诊断标准的设定

按如下公式分别计算抑制率,根据 ROC 曲线法

设定 AR 诊断标准:CD62P 抑制率(% ) = (治疗前

CD62P -治疗后 CD62P) / 治疗前 CD62P 伊 100% ,尿
11鄄DH鄄TXB2 抑制率(% ) = (治疗前尿 11鄄DH鄄TXB2
-治疗后尿 11鄄DH鄄TXB2) / 治疗前尿 11鄄DH鄄TXB2
伊 100% ,TEG 血小板抑制率(% ) = (治疗后 MA%
-治疗前 MA% ) / 治疗前 MA% 伊100% 。
1郾 7摇 统计学方法

计量资料用x 依 s 表示,组间比较采用 t 检验;治
疗前后比较采用配对 t 检验;率的比较采用 字2 检

验;相关性分析采用 Pearson 相关法。 采用 ROC 法

设定 AR 诊断标准,绘制 ROC 曲线并计算曲线下面

积。 P < 0郾 05 为差异有统计学意义。
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2摇 结摇 果

2郾 1摇 入院时 CD62P 表达率、尿 11鄄DH鄄TXB2 含量

及 TEG 血小板抑制率

急性脑梗死组入院时 CD62P 表达率、尿 11鄄DH鄄
TXB2 含量高于健康对照组,TEG 血小板抑制率低

于健康对照组(P < 0郾 01;表 1)。
2郾 2摇 治疗前后 CD62P 表达率、尿 11鄄DH鄄TXB2 含

量及 TEG 血小板抑制率的变化

与治疗前比较,治疗后 CD62P 表达率和尿 11鄄
DH鄄TXB2 含量显著降低,TEG 血小板抑制率显著升

高(P < 0郾 01;表 2)。

表 1. 入院时 CD62P 表达率、尿 11鄄DH鄄TXB2 含量及 TEG 血小板抑制率

Table 1. CD62P expression rate, urine 11鄄DH鄄TXB2 content and TEG鄄AA inhibition rate when entering the hospital

分摇 组 例数 CD62P 表达率 尿 11鄄DH鄄TXB2 含量(ng / L) TEG鄄AA 抑制率

健康对照组 10 17郾 63% 依 3郾 14% 579郾 14 依 87郾 29 34郾 53% 依 8郾 67%

阿斯匹林组 127 21郾 39% 依 4郾 71% a 839郾 25 依 116郾 46a 18郾 95% 依 4郾 17% a

a 为 P < 0郾 01,与健康对照组比较。

表 2. 阿斯匹林治疗前后各指标的变化(x 依 s)
Table 2. The changes of indicators before and after
aspirin treatment

项摇 目 治疗前 治疗后

CD62P 表达率 21郾 39% 依4郾 71% 9郾 91% 依4郾 17% a

TEG鄄AA 抑制率 18郾 95% 依4郾 17% 65郾 19% 依22郾 89% a

尿 11鄄DH鄄TXB2
含量(ng / L) 839郾 25 依 116郾 46 435郾 53 依 176郾 71a

a 为 P < 0郾 01,与治疗前比较。

2郾 3摇 不同检测方法间的相关性

对 CD62P 表达率、尿 11鄄DH鄄TXB2 含量、TEG
血小板抑制率这些方法进行相关性检验,结果显

示,这些方法间有一定的相关性(表 3)。

表 3. 不同检测方法间的相关性

Table 3. Different correlation between the detection meth鄄
ods

CD62P TEG鄄AA 尿 11鄄DH鄄TXB2

CD62P 鄄 - 0郾 396a 0郾 538a

TEG鄄AA 鄄 鄄 - 0郾 367a

尿 11鄄DH鄄TXB2 鄄 鄄

a 表明在 0郾 01 水平(单侧)上相关。

2郾 4摇 应用 ROC 曲线评价三种检测方法的预测价值

根据 ROC 曲线法诊断切点的灵敏度和特异度,
以灵敏度与特异度之和的最高值为诊断最优切点,
不同检测方法诊断 AR 准确性以 ROC 曲线下面积

(AUROC) 表示:FCM 监测 AR 灵敏度、特异度和

AUROC 分别为 86郾 7% 、79郾 8% 和 0郾 805,ELISA 分

别为 78郾 5% 、 64郾 7% 和 0郾 767, TEG鄄AA 分 别 为

81郾 7% 、87郾 3%和 0郾 984(表 4 和 5 及图 1)。

表 4. 三种检测方法进行 ROC 曲线分析结果

Table 4. The results of three detection methods by ROC
curve analysis

统计指标 CD62P 尿 11鄄DH鄄TXB2 TEG鄄AA
AR 18郾 89% 13郾 39% 26郾 77%
AS 81郾 11% 86郾 61% 73郾 23%
AUROC 0郾 805 0郾 767 0郾 984
标准误 0郾 051 0郾 056 0郾 012
95%CI 0郾 705 ~ 0郾 905 0郾 657 ~ 0郾 877 0郾 961 ~ 1郾 000

统计指标 AS 为阿斯匹林敏感。

表 5. 三种检测方法不同诊断界值筛查效果分析

Table 5. Different diagnostic cut off value by three detec鄄
tion methods screening effect for AR

变摇 量 切点(% ) 灵敏度(% ) 特异度(% ) 灵敏度 +
特异度

CD62P 0郾 227 91郾 3 64郾 7 1郾 56
0郾 248 86郾 7 79郾 8 1郾 66
0郾 271 82郾 8 72郾 6 1郾 55
0郾 286 79郾 6 70郾 6 1郾 50

尿 11鄄DH鄄TXB2 0郾 187 90郾 8 47郾 1 1郾 32
0郾 214 88郾 2 51郾 8 1郾 40
0郾 262 78郾 5 64郾 7 1郾 43
0郾 361 72郾 0 65郾 1 1郾 37

TEG鄄AA 0郾 314 98郾 9 55郾 9 1郾 54
0郾 326 88郾 3 68郾 8 1郾 57
0郾 395 81郾 7 87郾 3 1郾 69
0郾 402 77郾 4 90郾 1 1郾 67

3摇 讨摇 论

评价血小板对药物的反应尚缺乏“金标准冶。
多数学者认为,所谓阿斯匹林“抵抗冶就是不同患者

对阿斯匹林抗血小板治疗作用的反应存在差异[5]。
在实验室主要根据阿斯匹林抑制 TXA2 产生的失效
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图 1. 受试者工作特征曲线和 ROC 曲线下面积

Figure 1. Receiver operating characteristic curve and the
area under the ROC curve

(狭义)或抑制血小板聚集功能的失效(广义)来诊

断阿斯匹林抵抗[6]。 由于检测方法不同,激动剂浓

度差异和诊断临界值不同,各研究报道的阿斯匹林

低反应发生率在 1% ~ 45% 之间。 理想的检测方法

应具有良好的灵敏度和特异度。 因此本研究选用

FCM、ELISA、TEG 三种方法,用 CD62P、尿 11鄄DH鄄
TXB2、TEG鄄AA 抑制率作为观察指标,并利用 ROC
曲线法对诊断阈值的设定,对 AR 进行筛查,并对各

种筛查方法进行灵敏度、特异度和准确性评价,进
一步提高诊断效能。

血小板活化时,血小板 琢 颗粒膜与质膜融合,
CD62P 暴露于血小板质膜表面,成为血小板活化的

一个特征性指标[8]。 阿斯匹林抗血小板聚集的作

用机制为不可逆地使血小板环氧酶乙酰化,使花生

四烯酸(AA)的代谢产物 TXA2 生成减少,进而阻断

血小板聚集[5]。 TXA2 可以诱发血栓形成,其可水

解为无活性的 TXB2, 尿中 11鄄DH鄄TXB2 是血中

TXB2 的稳定代谢产物,其检测依赖于阿斯匹林治

疗靶点 COX鄄1,与临床事件相关。 TEG 早期应用于

器官移植及监测肝素类药物,2004 年用血小板定位

图试验来监测抗血小板药物的疗效。 抗血小板药

物疗效监测方法鄄血小板定位图试验经 FDA 批准上

市后, 近 年 来 用 于 临 床 监 测 抗 血 小 板 药 物 的

疗效[1]。
ROC 曲线又称受试者工作特征曲线,AUC 的大

小可以作为提高诊断方法准确性评价指标,克服了

其他准确性评价指标的局限性,能将诊断方法的灵

敏度与特异度结合起来进行分析,全面而直观[7]。
本研究中,血小板 CD62P 抑制率 < 24郾 8% 、尿

11鄄DH鄄TXB2 抑制率 < 26郾 2% 或 TEG鄄AA 抑制率 <
39郾 5%的患者可认为存在 AR。 通过 CD62P 表达

率、尿 11鄄DH鄄TXB2 含量、TEG 血小板抑制率测得

AR 的发生率分别为 18郾 89% 、13郾 39% 和 26郾 77% ,
与其它研究报道基本相符[9]。 ROC 曲线下面积反

映诊断试验的准确性,实验结果提示 AUROC:TE鄄
GAA > CD62P > 11鄄DH鄄TXB2。 可以认为,相比于其

他两种监测方法,TEG 的诊断准确性最好,更有助

于指导临床个体化抗血小板治疗。 Bochsen 等[10]研

究显示,TEG 监测血小板功能结果误差臆5%。 我

们的前期研究[1]对 68 名急性缺血性脑卒中患者进

行了 TEG 检查监测血小板活性,对出现阿斯匹林反

应低下的患者及时调整了抗血小板药物,发现血小

板抑制率明显上升。 因此,我们认为 TEG 可以用于

临床抗血小板药物的疗效监测,而且检测操作简

便,重复性好,能较好地反映血栓形成和血栓溶解

的信息,更有助于临床缺血性脑卒中患者抗血小板

个体化治疗的指导。
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