


[bookmark: _Toc78615354][bookmark: _Toc1133437396]附件3 
ICS号
中国标准文献分类号
团  体  标  准
团体标准编号T/BJYXH XXXX-XXXX
代替的团体标准编号（修订填写）
                                                           



[bookmark: _Toc585811773][bookmark: _Toc1502365682]狼疮抗凝物实验室检测标准
The standards of detections of lupus anticoagulant 




XXXX年XX月XX日                  XXXX年XX月XX日实施
                                                           
T/BJYXH XXXX-XXXX

北京医学会 发布
2

[bookmark: _Toc1673430963][bookmark: _Toc147295948]目次


前言	3
引言	4
1 范围	5
2 规范性引用文件	5
3 术语和定义	5
4  适用人群	6
5 检测时机及抗凝药物治疗对LA检测的影响	6
6 标本采集和处理	7
7 检测系统	8
8 检测原理	9
9 检测方法	9
10 结果报告	11
11 质量控制	11
12 参考文献	13










[bookmark: _Toc1908354029]前言
本文件由按照 GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第 1 部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
T/BJYXH XXXX-XXXX《抗磷脂抗体谱检测标准》现分为以下2个部分：
——第1部分：狼疮抗凝物实验室检测标准
——第2部分：抗磷脂抗体检测标准
本文件由中国医学科学院北京协和医院提出。
本文件由北京医学会归口。
本文件由北京医学会组织实施。
[bookmark: _Toc1037897458][bookmark: _Toc434588051]本文件起草单位：中国医学科学院北京协和医院，北京医院/国家卫生健康委临床检验中心，上海交通大学医学院附属仁济医院，山西医科大学附属第二医院，中国医科大学附属盛京医院，首都医科大学附属北京积水潭医院，首都医科大学附属北京朝阳医院，中国中医科学院广安门医院，首都医科大学附属北京安贞医院，首都医科大学附属北京天坛医院。
本文件主要起草人：李永哲，寿玮龄，陈倩，张蜀澜，吴子燕，刘昱东，郑冰，罗静，吴丽娜，吴俊，胡炎伟，安成，袁慧，张国军，王立，陈华，张奉春。












[bookmark: _Toc210991459][bookmark: _Toc2080395672]引言
抗磷脂综合征的临床表现复杂且缺乏特异性，可累及全身多个器官系统，因而在临床上常涉及风湿免疫科、血液科、妇产科、血管外科及检验科等多个学科，诊断难度较大。抗磷脂抗体是抗磷脂综合征的重要特征，同时也是其关键诊断依据之一。然而，由于缺乏充分的循证医学证据，目前尚未建立起严格的抗磷脂抗体检测标准。随着对狼疮抗凝物临床应用需求的日益增加，以及新检测方法学的不断涌现，其检测仍面临以下问题：一是狼疮抗凝物检测流程复杂，尚未实现操作过程及结果解释标准化；二是缺乏可在全球范围内广泛使用的权威标准物质；三、国内尚缺乏常规、广泛开展的室间质量评价活动。因此，北京医学会组织制定了抗磷脂抗体检测的相关标准，旨在为抗磷脂抗体的实验室检测及临床应用提供规范依据。本标准主要规定狼疮抗凝物检测的技术要求。













[bookmark: _Toc2108806449][bookmark: _Toc2028802497]狼疮抗凝物实验室检测标准
[bookmark: _Toc338220013]1 范围 
本标准规定了狼疮抗凝物测定的技术要求。 
本标准适用于开展狼疮抗凝物检测的医学实验室，用于规范相应的检测过程和质量控制。 

[bookmark: _Toc74544882]2 规范性引用文件 
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本标准必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本标准；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本标准。 
WS/T 359 血栓与止血检验常用项目的标本采集与处理
WS/T 402 临床实验室定量检验项目参考区间的制定
WS/T 407 医疗机构内定量检验结果的可比性验证指南 
WS/T 408 定量检验程序分析性能验证指南

[bookmark: _Toc892865573]3 术语和定义
下列术语和定义也适用于本文件。
3.1急性期反应 acute phase reaction
机体在炎症、损伤、疾病或应激状态下产生的生理变化，主要表现为多种血浆蛋白浓度升高，部分血浆蛋白浓度降低（如白蛋白）。此类蛋白中凝血因子FⅧ、纤维蛋白原和血管性血友病因子浓度显著升高，影响凝血过程。

3.2 检测系统 measurement system 
用于检测或评估特定物质存在与否，或对标本中的物质进行定性、定量分析的一组装置。检测系统包括操作说明和所有的仪器、设备、试剂及（或）获得检测结果所需的物品。

3.3乏血小板血浆 platelet-poor plasma (PPP)
离心处理的枸橼酸盐抗凝血浆标本，其血小板计数小于10×109 /L。

3.4 正常混合血浆 normal pooled plasma (NPP) 
由至少20例以上男女各半表观健康人枸橼酸盐抗凝乏血小板血浆制备而成的混合血浆。

[bookmark: _Toc1923443822]4 适用人群
以下几种情况宜考虑送检狼疮抗凝物（lupus anticoagulant，LA），必要时宜与抗心磷脂抗体（aCL）和抗β2糖蛋白I抗体（aβ2GPI）检测一起进行：
a. 疑诊抗磷脂综合征（antiphospholipid syndrome，APS）者：50岁以下不明原因静脉血栓栓塞症（venous thromboembolism，VTE）或非典型部位VTE患者；50岁以下缺血性卒中、短暂性脑缺血发作或其他部位动脉血栓形成患者；微血管血栓形成；不明原因复发性VTE；孕10周后流产、复发性流产、早产、胎盘功能不全、死产等妊娠相关疾病。
b. 疑诊系统性红斑狼疮（systemic lupus erythematosus，SLE）者。
c. 需进行VTE风险评估的患者。
d. 免疫性血小板减少症，网状青斑，伴有非标准临床表现（如认知功能障碍、心脏瓣膜病）且存在其他自身免疫性疾病证据的年轻患者（<50岁）。
e. 不明原因APTT延长者。

[bookmark: _Toc1248978063]5 检测时机及抗凝药物治疗对LA检测的影响
5.1 急性期期间（如血栓形成事件）进行LA检测，可因急性期反应物凝血因子Ⅷ或C-反应蛋白（CRP）升高等导致假阴性/假阳性结果，应谨慎解读。
5.2 妊娠期间进行的LA检测结果应谨慎解读，宜考虑分娩后适当时机复测。
5.3 宜在使用抗凝治疗前进行LA检测。
5.3.1 维生素K拮抗剂（VKA）治疗患者，宜停用VKA后1至2周进行LA检测，并考虑使用低分子量肝素（LMWH）进行桥接抗凝治疗。LMWH治疗患者，宜在最近一次给予LMWH后至少12小时，且尽可能接近下一次给药前采集标本。直接口服抗凝药（direct oral anticoagulant，DOAC）治疗患者，宜暂时中断DOAC抗凝治疗，至少于末次给药后48小时（肾损害患者更长）进行LA检测。
5.3.2 如可行，同时检测抗Xa活性水平和DOAC浓度，可评估LMWH和DOAC对LA检测可能造成的干扰。DOAC治疗患者可考虑使用逆转药物或吸附剂减少DOAC对LA检测的干扰。
5.3.3 不推荐通过将待测血浆与正常血浆混合的方式来消除抗凝药物的干扰。
5.3.4 实验室应明确所使用LA检测试剂中肝素中和剂或凝血因子添加情况，知悉其抗干扰能力。如可行，可使用太攀蛇毒试剂和蛇静脉酶试剂进行VKA和DOAC抗凝治疗期间LA的检测。
5.4 推荐在检验申请中对患者的抗凝治疗进行说明。宜进行凝血酶原时间（PT/INR）、活化部分凝血活酶时间（APTT）、凝血酶时间（TT）和纤维蛋白原等常规凝血检测，以了解抗凝用药信息及患者凝血功能。

[bookmark: _Toc2069139063]6 标本采集和处理
6.1 标本采集
依照 WS/T 359要求采集0.109 mol/L（3.2%）枸橼酸钠抗凝静脉血，血液与枸橼酸钠抗凝剂的体积比为9:1。使用蝶翼针且仅采集枸橼酸钠抗凝标本时，宜弃去第一支采血管（被弃去的第一支采血管的血液用于预充采血组件的管路）。 
6.2 标本运送、处理和保存
6.2.1 标本采集后宜在室温（18 ℃～24 ℃）条件下运送至实验室。推荐标本闭盖于室温下，2 000 g、离心时间不少于15min离心以获得乏血小板血浆（血小板计数＜10 ×109 /L）。离心机应使用甩平式转头。宜定期（如每6个月）或在离心机维修后，验证实验室离心条件是否满足LA检测要求。
6.2.2 标本采集后应闭盖保存，宜在4h内完成检测。如不能及时检测，需离心后吸出血浆再次离心，将两次离心后的血浆分装至试管中冻存，以减少血小板残留。PPP于-20℃条件下可保存2周，-70℃条件下可保存6月。
6.2.3 冻存标本需37 ℃水浴5min尽快复融。储存在干冰（固体二氧化碳）容器中的标本应在开盖的情况下置于37℃干燥室（培养箱）中解冻至少15min，以使标本与环境空气平衡并蒸发血浆中二氧化碳。复融标本检测前应充分混匀，并在复融后4h内完成检测。标本不可反复冻融。
6.2.4 若患者的血细胞比容升高（Hct≥55%），应按WS/T 359推荐公式调整抗凝剂比例。避免使用标本量采集错误、溶血或有凝块的标本进行LA检测。

[bookmark: _Toc1817535970]7 检测系统
7.1 检测系统选择
使用光学法和机械法原理的检测系统均可用于LA检测。宜考虑使用来自同一生产厂家的设备/试剂组合。使用非配套检测系统时，应确认该检测系统是否能满足性能验证要求。使用光学原理的检测设备时，当标本有严重黄疸、脂血等影响光散射强度的干扰物质时，可能对检测结果产生影响，可使用不同原理的替代检测方法。
7.2 性能验证
新检测系统用于临床检测前，应完成性能验证。验证内容至少应包括批内精密度、日间精密度、正确度和生物参考区间/cut-off值建立或验证等。更换设备、重大组件以及试剂类型时需要进行性能验证。
7.2.1 精密度验证
选取至少2个浓度水平的血浆标本，涵盖LA阴性及阳性。每个标本至少检测5批，每批在不同工作日（不一定连续）完成，每批重复检测各个标本至少3次，按照相应的公式计算平均批内变异系数（coefficient of variation，CV）、批间CV和实验室内CV，并与实验室规定的相应CV进行比较，以确定精密度验证结果。
7.2.2 正确度验证 
推荐采用程序对比方式验证新检测系统的正确度。宜选取20例覆盖LA阴性、阳性结果及cut-off值附近的标本，每份标本一分为二（保证标本的同源性和一致性），分别用于待验证程序（新检验系统）和对比程序检测使用。宜每日检测5～8份样品，持续5～8天，以涵盖试剂瓶间、操作人员和分析仪性能状态等影响因素。计算每个样品的待验证程序检测值与对比程序检测值之差，将差值对样品浓度作图，检查差值有无趋势性变化。计算差值均值和标准差，分析正确度验证的数据。
7.2.3 生物参考区间/cut-off值建立与验证
7.2.3.1 建立  
以至少120例表观健康人结果（排除离群值）的第 99百分位数或第 97.5百分位数作为LA检测（包括筛查试验、混合试验及确证试验）秒数、比值及标准化比值的判定cut-off值。
7.2.3.2 验证 
收集至少20例男女各半表观健康人结果（剔除离群值），90%及以上的标本结果小于等于生产厂家提供的判定阈值为验证通过，需确保使用的检测设备与试剂组合与产品说明书一致。

[bookmark: _Toc1519652862]8 检测原理
完整的LA检测试验包含筛查试验、混合试验和确证试验。当血浆中存在LA时，其可竞争性结合磷脂从而导致依赖磷脂的凝血时间（筛查试验，试剂中含低浓度磷脂）延长。1:1正常混合血浆纠正试验不可纠正，以排除筛查时间延长由凝血因子缺乏导致。加入过量磷脂则可纠正延长的凝血时间（确证试验），证实凝血时间延长由磷脂依赖性物质所致。

[bookmark: _Toc782637863]9 检测方法
9.1 方法选择
建议选择至少2种基于不同原理的方法同时进行LA检测。常用方法为稀释的蝰蛇毒试验（dilute Russell's Viper Venom time，dRVVT）和对LA敏感的APTT试验。推荐dRVVT为首选测试，APTT宜选用硅为激活剂的检测方法。任何一种方法阳性即提示存在LA。
9.2 检测流程 
实验室可根据所选择方法生产厂家说明书推荐的检测流程，筛查试验应与确证试验采用相同方法学原理的试验，二者仅有磷脂浓度差异。
9.2.1 筛查－混合-确证序列试验 
首先进行筛查试验，如结果阴性，则直接报告 LA 阴性；如结果超出判断阈值，进行混合筛查试验及确证试验。低滴度LA可因混合试验稀释作用导致结果呈假阴性，必要时追加基于确证试剂的混合确证试验，以判断是否同时存在其它导致凝血时间延长的原因。
9.2.2 整体试验 
同时进行筛查试验和确证试验，检测结果以标准化比值表示。
筛查试验比值=患者筛查试验结果（s）/筛查试验正常对照结果（s）
确证试验比值=患者确证试验结果（s）/确证试验正常对照结果（s）
标准化比值=筛查试验比值/确证试验比值。
当筛查试验比值和确证试验比值均超出实验室判断阈值时建议进行1:1正常血浆混合试验，以明确是否存在凝血因子缺乏、抗凝药物等对试验的干扰。推荐以此流程作为首选流程。
9.2.3 正常对照时间确定
正常对照值可采用与患者血浆同批次检测的NPP结果。此方法可最大程度上避免批间差异。也可选取至少20例表观健康人血浆进行LA的筛查和确证试验检测，计算其均值作为正常对照值。
9.2.4 混合试验
9.2.4.1 正常混合血浆建议选取至少 20例男女各半表观健康人血浆，也可以使用商品化冻干或冷冻NPP替代。血小板应小于10×109 /L，凝血因子活性接近100%（宜在80%～120%之间）。冷冻的NPP应储存在−70°C或更低温度下，冻干的NPP应按照制造商的说明进行储存。实验室应建立NPP质量评估程序。
9.2.4.2 混合试验应在混合后30min内完成检测。
9.2.4.3 建议针对每种方法的筛查、确证和混合试验建立判断阈值。
9.3 结果判断
整体试验方案LA检测结果判断流程见图1，标准化比值为临界值或结果可疑时可择期复查。
[image: ]
注：LA为狼疮抗凝物
图1  LA检测整体试验结果判断流程图

[bookmark: _Toc893598796]10 结果报告
10.1 LA检测报告宜包含筛查试验、混合试验及确证试验各步骤的秒数和比值结果（如筛查比值、确证比值、混合标准化比值及标准化比值）。
10.2 结果报告应提示LA存在或未检测到LA，结果解释说明，可能存在的其他状况（如凝血因子活性缺乏或偏高、其他抗凝物的干扰、急性反应蛋白）及进一步检查建议等。首次阳性结果宜备注“建议在12周后再次检测”，以排除感染、药物等导致的一过性阳性结果。
10.3 如使用DOAC吸附剂等，应备注提及。
10.4 对LA报告的解读，建议结合其他抗磷脂抗体检测结果、既往 LA 检测结果、患者临床状况和治疗情况。

[bookmark: _Toc1361820901]11 质量控制
11.1室内质控 
质控品应包括阴性和阳性两个浓度，实验室应根据检测标本量或检测批次确定室内质控的频率，并保证每次开机检测标本前至少进行一次两个浓度的室内质控；使用新开瓶/新复溶试剂进行标本检测前，宜先进行质控品检测。
11.2 室间质量评价
实验室应参加室间质量评价机构组织开展的室间质量评价活动，以保证采用相同实验室检测系统之间结果的可比性。若未开展室间质评，应定期（宜每年至少2次）进行实验室间结果比对，以保证不同实验室之间结果的可比性。比对标本例数宜至少5例，用于室间比对的标本应包含LA阴性、LA阳性及接近LA判定阈值的标本。
11.3 试剂批号变更
11.3.1 试剂批号变更应重新检测并计算正常对照值。
11.3.2 试剂批号变更应进行cut-off值验证。
11.3.3 试剂批号变更应进行新旧批号试剂检测结果的可比性验证，宜收集20例（最少不低于5例）标本，宜覆盖LA阴阳性结果，及cut-off值附近标本。阴阳性判断结果一致性应100%。
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