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学习目的：
1、学习有关肝素的分子结构
2、懂得肝素如何防止血液凝固
3、知道肝素的不同制备模式及其治疗应用
4、熟悉肝素怎样被标准化
5、认识围绕肝素作为体外血气分析抗凝剂应用中的争论问题
6、比较血气分析中液体肝素和冻干肝素两者的优缺点
7、知道肝素作为抗凝剂在检测离子钙时可能发生的两类错误
8、评估肝素锌—锂使用的合理性

    临床实验室检查分析前期所进行的良好操作实践非常重要。对临床有用的高质量正确结果的产生大多取决于患者样品到达实验室前这一段过程，它与在实验室内进行分析过程同等重要。目前很少有像血气分析这样的检测能证明分析前期的良好操作实践的重要性。不严格遵守血液收集、处理程序和及时运送样品等规范就可能导致血气检测结果的无效。本文阐述了血气分析前的一个过程，即肝素抗凝血样品的使用。重点关注的是由于需要加肝素至血中而引起的血气分析仪参数检测过程中的潜在错误的发生以及怎样避免或至少减少错误的发生。本文首先就肝素本身做一概述。

    肝素概述
    肝素是存在于所有哺乳类动物体内的一种天然抗凝剂，因1916年首次从肝组织中分离出而得名。它由肥大细胞和啫碱粒细胞合成，并贮存于这些细胞的分泌颗粒中。由于肥大细胞存在于多种组织类型中，因而肝素可以来自于大量肝外组织，其商品化制剂目前绝大多数来自于猪肠粘膜。

    结构
    肝素属于糖复合体家族，通称糖胺聚糖（或粘多糖）。本质上糖胺聚糖是重复二糖单元的长非分支链，各包括一个N-2酰基氨基己糖的一个己糖或己糖醛酸。在这一总的格式内，可能有很多不同的二糖亚单位，它们以多样性序列加入到一系列链的长度中。这些多样性说明糖胺聚糖作为一个如肝素这样的家族和家族成员显示出了很大的分子异质性。肝素是一个链的组成和链的长度均呈异质性的“混合物”，因而其分子量可以从3KDa——30KDa（平均约15 KDa）。肝素区别于其它糖胺聚糖的一个特征是它含有一个非常高比例的二糖硫酸盐单元。肝素分子内有一种特别独特的高硫酸盐的五糖序列存在，其比例占30%，是肝素具有抗凝效果的原因。

    抗凝作用和治疗作用
    肝素能防止血液凝固是因为其具有独特的五糖序列结构，可以牢固地结合抗凝血酶Ⅲ。抗凝血酶Ⅲ是一种血浆蛋白，通过结合包括Ⅺa、Ⅹa、Ⅸa和Ⅱa（凝血酶）在内的一些活化的凝血因子来抑制这些凝血因子的酶作用，从而起到抑制血液凝固的作用。抗凝血酶Ⅲ的生理学功能在于阻止体内血液的凝固，因而可以维持完整血管内血液的流动性。肝素结合的效应是将抗凝血酶Ⅲ的活性增加了1000倍以上，因此能有效防止血液凝固形成所必需的纤维蛋白形成过程。肝素的抗凝效应可以在体外和体内都发生。

    20世纪30年代后，通过体内注射肝素以达到人为降低血液凝固性的做法已被用于治疗目的。由于肝素不能被胃肠道吸收，因而必须通过静脉或皮下注射方式进行。虽然存在着这些限制，肝素仍然是应用最广泛的一种抗血栓药，主要用于治疗和预防静脉栓塞和肺梗塞。传统上应用的是未分段的肝素（UFH）钠盐，其一度被作为是唯一可用的形式。近年来平均分子量范围在3KDa-5 KDa的更精制的低分子量肝素已取代UFH作为很多临床用药的选择，因为这些新的制剂不良副反应更少。最近的进展是根据模拟关键的抗凝血酶Ⅲ结合五糖序列所开发的一类合成肝素药物，其中Fondaparinux（Atrixia）是这类“合成肝素”药物中效果最好的一种。

    肝素的标准化——肝素盐类
    肝素活性（浓度）的测定采用的是WHO的国际单位（IU）或美国药典（USP）单位。定义USP单位依据的是加入0.2ml1%CaCl2溶液后阻止1ml枸椽酸羊血浆在1小时内凝固所需的肝素量。这一剂量的肝素是0.005mg。IU和USP单位之间存在着小（7%—10%）的差异，目前的趋势是协调二者。肝素钠是天然产生的肝素盐，主要为药用和供实验室使用。肝素锂专用于实验室作为体外抗凝剂使用，它通过阳离子交换色谱从肝素钠中制备。

    肝素的体外应用和血气分析
    在实验室用于生化分析血液样品的准备中采用肝素的体外抗凝作用已有50年以上的历史。生化分析大多采用的是静脉血液离心后的液体（非细胞）部分。抗凝可立即分离液体部分（血浆），而不加抗凝剂时要等待1小时或更多时间直至血块收缩时才能分离出液体部分（血清）。大多数以血浆为样品进行的生化分析推荐的抗凝剂是肝素锂，其终浓度为每毫升血液加10-30USP单位。目前公认的是过量肝素可有效抗凝。几十年的经验表明加入这一浓度的肝素对大多数常见血液分析并无影响（即与血清比较无显著差异）。

    有些血液试验只能在均质全血样品中进行。它们包括pH、pCO2和pO2等由血气分析仪所测定的传统参数，均需要抗凝的血液样品（除非在体外凝固前1-2分钟内分析）。肝素是血气分析试验所选择的一种主要抗凝剂。抗凝是完全必要的，因为它不仅仅是为了得到为保证正确结果而需要的均质样品，同时也是为了避免微小的血栓（肉眼不一定可见）堵塞血气分析仪的样品通路。

    由于现代血气分析仪检测项目的增加以及与肝素应用有关的新问题的出现，因而围绕肝素应用的问题采用历史学观点是有用的。起初的血气分析仪检测项目仅限于血气（pCO2、pO2）和pH测定，并且血气分析样品通常采用肝素钠溶液进行抗凝。

    早期年代——应用液体肝素钠溶液
    1960年，Siggaard-Andersen确定只要肝素的浓度在血液中低于1mg/ml（约200IU/ml血液），则其对测定酸碱参数（pH和pCO2）就无影响。超过这一肝素浓度则pH会下降0.003单位，而pCO2上升0.1mmHg（0.013kPa）。由于达到抗凝效果的肝素浓度远小于1mg/ml，因而溶液中的肝素很容易与血液进行混和，因而肝素钠（后采用肝素锂）溶液（1000IU/ml）被用来作为制备检测pH、pCO2和pO2抗凝血液的传统方法。只需将0.2ml（1000IU/ml）的肝素钠（锂）加至5ml血液中使其最终浓度达到40IU/ml，就能达到完全抗凝效果。

    液体肝素的主要缺点是如果血液被肝素溶液过度稀释就有发生潜在错误的可能。发生这一潜在错误的可能在于液体肝素中的pH、pCO2和pO2与动脉血中的相比有着相当多的差异。肝素溶液的大致数值为pH6.4、pCO2 7.5mmHG（1KPa）、pO2 160mmHG（21KPa），显示肝素在与空气平衡时是酸性溶液。目前已有一些研究对增加肝素稀释样品后对血pH、pCO2和pO2测定的影响进行了调查。

    简言之，这些研究调查表明pH的测定能抵抗这种稀释的影响。即使肝素与血液等量混和（即血液稀释50%），pH仍可保持恒定，这很可能是由于血液的缓冲能力所致。pCO2对稀释的影响也具有相对的抵抗力。有些研究观察到稀释对pO2无影响，而另一些则报道在高度稀释（35%-50%）时可见pO2增加。pCO2是最敏感的参数，在稀释比例＜10%（例如将0.5ml肝素加至5.0ml血液）的时候，pCO2无显著变化；但当稀释比例＞10%时则pCO2值会显著减低。有一份报道的结果很有代表性，它表明如果血液pCO2为51mmHG（6.8KPa）时分别用肝素作10%-20%和40%的稀释，则pCO2可分别减至44mmHG（5.9 KPa）、39mmHG（5.2 KPa）和31mmHG（4.1 KPa）。稀释每增加1%时pCO2约减少1%。计算来自于pCO2测定的酸碱参数、碳酸氢盐和碱剩余时会受到相同的影响。

    需要强调的是上述稀释效应并非由于肝素本身所致，而是源于所加入到血液中的液体。例如即使将盐溶液加入到血液中去也会出现同样效应。
  
    为避免在进行pCO2和pO2检测时因应用液体肝素而导致的潜在稀释错误的发生，很重要的一点是肝素的容量应＜10%，最好为总样品量的5%或更少。这一比例可以通过用肝素湿润注射器内壁和注射器中心的死腔来达到。标准2.0ml注射器的死腔容量约为0.1ml，0.1ml的肝素（1000IU/ml）置于2.0ml血中后其最终稀释比例为5%，也就是说肝素最后的浓度为每毫升血中50IU。

    如果样品被收集于含冻干（干燥）肝素的注射器内，就可完全清除在pCO2和pO2测定过程中因不正确应用液体肝素钠（或锂）所导致的错误危险。冻干肝素的缺点是不易与血液相混和，除非增加肝素浓度，否则就有理论上出现抗凝作用不完全的危险。不过在一项对比研究中发现，相同浓度的干粉与液状肝素钠（33IU/ml血液）两者在pH、pCO2和pO2的测定上并无差异，应用肝素干粉未遇到发生凝固的情景。

    扩展试验引发新的挑战
    在临床要求驱动下的技术进展已使得血气分析仪能用检测pH、pCO2和pO2的同一份动脉血样品来测定一些附加的生化分析（如钠、钾、离子钙、胆红质、葡萄糖）。但重要的是要保证肝素抗凝的血气样品不仅不能干扰pH、pCO2和pO2的测定，而且也不能干扰这些附加分析物的测定。电解质测定特别是离子钙测定会产生一个特殊问题，这是因为传统用于pH、pCO2和pO2测定的抗凝血液的肝素制备物会在测定离子钙时出现明显的错误。

    肝素和离子钙
    应用肝素抗凝测离子钙可引起两类错误，首先是由于应用传统液体肝素所造成的简单的稀释错误。应用肝素稀释血液测离子钙时，其负面偏差直接与肝素稀释血液有关，发生率可高达5%。这一错误从理论上讲可在某种程度上适用于所有分析物，要减少它的发生就需要尽可能减少肝素与血液样品容量的比例。合适的比例是将21μl肝素与2ml血液（即1%稀释）进行混和，这要通过严格细心的操作来达到。在离子钙测定中采用这种稀释比例时所出现的偏差临床上几乎难以察觉。一种更安全的方法（保证没有稀释错误）是应用干燥（冻干）肝素。目前临床和实验室标准协会（CLSI）推荐的就是这一种方法。

    第二种可能的错误来自肝素的钙结合特性。肝素钠（锂）与钙结合后可以人为地减少离子钙浓度，其减少的量与肝素浓度成正比。例如15IU/ml肝素锂可引起离子钙减少约0.03mmol/L。肝素浓度为50IU/ml时其离子钙可减少0.15mmol/L，肝素浓度在100IU/ml时其离子钙可减少0.19mmol/L。

    可以通过采用两种基本对策中的一种来防止肝素锂与钙的结合：
    * 降低传统的肝素锂浓度；
    * 放弃传统的肝素锂，采用新的肝素产品（钙平衡肝素、肝素锌和混和的肝素锌/锂）。

    为减少因肝素结合所引起的离子钙的负面偏差，肝素锂浓度必须＜10IU/ml。但有些专家警告“尽管10IU/ml肝素可明显减少肝素的副反应，但预计这一低浓度不能消除所有分析仪中的凝固过程。我们已注意到有些血液样品甚至在肝素浓度高达150IU/ml时还不能抗凝”。与低浓度肝素相关的潜在抗凝问题催生了新技术的产生，即在有惰性填料的“抽吸器（puff）”内制备肝素锂干粉，使其混合后很容易分散至血中。这项技术已被用于商品化的血气样品仪中，使肝素锂的浓度正好为2.8IU/ml。这一方法在一些试验中已被证实与不加抗凝剂的血液相比，在检测电解质（包括离子钙）方面无差异。

    钙（电解质）平衡肝素是肝素锂和肝素钠的混和物，其中加入的氯化钠，最后的离子钙浓度是1.25mmol/L，处于健康成人离子钙的中位点范围。这一新的肝素制备产物在钙浓度为1.25mmol/L时可以消除钙结合的影响，但当浓度偏离1.25mmol/L时可发生轻度（临床不明显）偏差。如浓度＜1.25mmol/L为正偏差，如＞1.25mmol/L则为负偏差。因此，如果真正的离子钙浓度为0.75mmol/L，则此浓度偏差为+3%，测定的离子钙浓度应是0.77mmol/L；相反，如果真正的离子钙浓度是2.5mmol/L，则偏差为-2%，测定的离子钙浓度就是2.45mmol/L。约90%-95%离子钙测定结果在0.9mmol/L-1.8mmol/L范围内，在此范围内所有结果的偏差＜2%，临床可以接受。该方法的优点是所用肝素浓度相对可高一些（70IU/ml），这样可大大减少因抗凝不足所带来的危险。一些研究已经证实钙（电解度）平衡肝素可以有效地用于血气分析物上的所有分析物测定。加入含钙抗凝剂至样品内的做法不适合在实验室进行总钙测定。

    肝素锌应用的基本原理是锌占有正常钙结合的肝素位点，这样可有效地减少肝素与钙的结合，并因而减少与离子钙测定有关的错误。事实上，肝素锌可轻度增加离子钙浓度。因为肝素锂减少的离子钙与肝素锌增加的离子钙等量，两者1：1混和后在健康人群和患者范围内可消除离子钙结果的偏差，对包括总钙在内的其他分析物均无影响。一些研究证实对血气分析来讲，肝素锌一锂的混合应用可以作为合适的抗凝剂使用。

    总结
    肝素是血气分析样品制备中所使用的唯一抗凝剂。两种情况下肝素的使用会干扰检测结果。首先是血中具有高浓度的肝素，其次是用液体肝素而不是肝素干粉（冻干）会稀释血液样品。在目前的血气分析仪上，传统的血气分析项目（pH、pCO2、pO2）的检测要比电解质（特别是离子钙）受肝素的影响小。如果样品仅需要测定pH、pCO2和pO2 ，那么对这些分析物来说，肝素（钠或锂）浓度＜200IU/ml、血液稀释不超过5%仍是必不可少的。电解物测定应当采用的是肝素锂而不是肝素钠。离子钙测定要求采用的肝素是冻干品，其浓度不超过10IU/ml。

    不论肝素怎样制备，要得到准确的结果就需要有准确量的血样品和准确的肝素浓度（如用液体肝素稀释），样品采集后血液和抗凝剂应立即充分混和。血气分析最常见的一个实际问题是抗凝不适当，导致小量血块形成并阻塞血气分析仪的样品通道使结果不准确。显而易见的是，肝素浓度越低危险性就越大，混合技术不好可造成抗凝不合适及其它相关问题。
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