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肝硬化患者血浆内毒素、内皮素１和一氧化氮水平变化及相关性研究
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　　摘　要：目的　探讨肝硬化患者血浆内毒素（ＬＰＳ）、内皮素１（ＥＴ１）以及一氧化氮（ＮＯ）水平的变化，了解三者之间及它们与

肝功能损害程度的关系。方法　用鲎试验定量检测法，放射免疫法和硝酸酶还原法，测定６５例肝硬化患者（其中ＣｈｉｌｄＡ、Ｂ、Ｃ级

分别为１９、２６、２０例）和２９例健康人血浆ＬＰＳ、ＥＴ１以及 ＮＯ水平。结果　肝功能ＣｈｉｌｄＡ、Ｂ、Ｃ级组血浆 ＮＯ水平分别为

（３１．２７±９．５５）、（５３．２９±１０．６８）、（７７．３５±９．６３）ｍｍｏｌ／Ｌ，ＥＴ１水平分别为（５１±１５）、（７５±１８）、（１０３±１６）ｎｇ／Ｌ，ＬＰＳ水平分别

为（０．０６３±０．０３７）、（０．２０３±０．０７９）、（０．３９８±０．１０５）Ｅｕ／ｍＬ。肝硬化患者血浆 ＮＯ、ＥＴ１及ＬＰＳ水平随肝功能恶化逐渐升高。

另外，随着腹水量增加，血浆ＮＯ、ＥＴ１及ＬＰＳ水平也呈递增性变化。相关性分析显示，肝硬化患者血浆ＬＰＳ、ＥＴ１和 ＮＯ三者

之间呈正相关。结论　联合监测血浆ＬＰＳ、ＥＴ１与ＮＯ水平有助于判断肝硬化腹水患者病情，对于指导治疗，改善预后可能具有

重要的临床价值。
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　　肝硬化是多种致病因素长期或反复作用于肝脏引起的肝

实质弥漫性损害，使肝细胞变性、坏死、再生，导致肝小叶和肝

血管结构的紊乱，最终形成假小叶及血管重建，进一步引起一

系列肝功能损害和门静脉高压的临床表现。腹水是肝硬化门

脉高压症常见的病理状态，若并发自发性细菌性腹膜炎，常严

重影响肝硬化腹水患者预后［１］，腹水一旦发生提示肝硬化由代

偿期进入失代偿期。一氧化氮（ＮＯ）和内皮素１（ＥＴ１）是体内

两种重要的血管活性因子，前者具有强烈的血管舒张作用，而

后者是作用很强的血管收缩剂，它们共同影响肝硬化进程，参

与各种并发症的发展［２］。内毒素（ＬＰＳ）是革兰阴性细菌荚膜

脂多糖，肝硬化时内毒素血症发生率甚高。本研究对肝硬化患

者血浆ＮＯ、ＥＴ１及ＬＰＳ水平的变化，及其与肝功能受损程度

的关系进行探讨，同时对上述三者间的关系作初步分析。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本院确诊的肝硬化患者６５例，其中男４３例，

女２２例。年龄４１～７７岁，平均（６０．２±９．９）岁，诊断均符合

２０００年西安全国传染病寄生虫学术会议的标准
［４］。排除标准

为：合并有糖尿病、高血压或心、肺、肾疾病者；曾行门体分流或

断流术及内镜下食管曲张者静脉套扎或硬化治疗者；进入试验

前１周内用过垂体后叶素、生长抑素或心得安等药物的患者。

入选患者中肝炎后肝硬化５７例，酒精性肝硬化５例，胆汁淤积

性肝硬化３例；按肝功能Ｃｈｉｌｄｐｕｇｈ分级，Ａ级１９例，Ｂ级２６

例，Ｃ级２０例；无腹水者１３例，腹水者５２例（其中少量腹水１８

例，中大量腹水３６例，顽固性腹水１１例）。健康对照组２９

例，男２０例，女９例。年龄３１～７６岁，平均（５５．１±１５．６）岁。

１．２　仪器与试剂　鲎试剂由湛江博康海洋生物有限公司提供，

ＮＯ硝酸还原酶法检测试剂盒由南京冷泉港科技中心提供；ＥＴ

１放射免疫法检测试剂由北京东亚免疫技术研究所提供。

１．３　方法　肝硬化患者在受检前停用利尿剂和其他血管活性

药物，健康对照组无特殊处理。受检者禁食１２ｈ，早晨６～８时

于平卧位自肘静脉采血４ｍＬ，１ｍＬ注入专用无热原试管内送

检ＬＰＳ，另３ｍＬ注入装有１０％ ＥＤＴＡＮａ２ 和抑肽酶的塑料

试管中，送检ＮＯ及ＥＴ１。ＬＰＳ的测定采用鲎试验法（ＬＡＬ）

检测，所有试验用物品均经去热原处理；ＬＰＳ、ＮＯ、ＥＴ１的检

测均由专人专机统一检测，用同一批试剂盒，操作严格按照试

剂盒说明书进行。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行分析。各参

数以狓±狊表示，计量资料两组间比较采用单因素方差分析，相

关分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　肝硬化患者血浆ＮＯ、ＥＴ１以及ＬＰＳ与肝功能的关系　

·２７５２· 国际检验医学杂志２０１２年１１月第３３卷第２１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．２１



肝硬化ＣｈｉｌｄＡ、Ｂ、Ｃ级中血ＬＰＳ水平均显著高于健康对照组

（犘＜０．０５），且随Ｃｈｉｌｄ分级的提高而升高，ＣｈｉｌｄＡ、Ｂ和Ｃ级

组间比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。血ＥＴ１水平随肝

功能恶化逐渐升高，ＣｈｉｌｄＡ级和健康对照组比较差异无统计

学意义（犘＞０．０５），ＣｈｉｌｄＢ级和 Ｃ级明显高于健康对照组

（犘＜０．０５或犘＜０．０１），Ａ、Ｂ和Ｃ级组间比较差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。ＣｈｉｌｄＡ级、Ｂ级和Ｃ级血中ＮＯ水平与对照组

比较明显升高（犘＜０．０５或犘＜０．０１），且ＣｈｉｌｄＡ、Ｂ、Ｃ级中呈

递增性变化，ＣｈｉｌｄＡ、Ｂ和Ｃ级组间比较差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。见表１。

２．２　肝硬化患者血浆ＮＯ、ＥＴ１及ＬＰＳ水平与腹水量的关系

　肝硬化患者无腹水组和少量腹水组血浆ＬＰＳ水平比较差异

无统计学意义（犘＞０．０５），而血浆 ＮＯ，ＥＴ１水平无腹水组和

少量腹水组组间比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），中大量腹

水组和顽固性腹水组血浆 ＮＯ，ＥＴ１及ＬＰＳ水平显著高于无

腹水组（犘＜０．０１）且随着腹水量增加，血浆 ＮＯ、ＥＴ１及ＬＰＳ

水平呈递增性变化。见表２。

表１　　６５例肝硬化患者血浆ＮＯ、ＥＴ１及ＬＰＳ水平与肝功能关系（狓±狊）

组别 狀 ＮＯ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＥＴ１（ｎｇ／Ｌ） ＬＰＳ（Ｅｕ／ｍＬ）

健康对照组 ２９ １９．８２±７．２１ ４７．００±１２．００ ０．０３１±０．０２６

ＣｈｉｌｄＡ级组 １９ ３１．２７±９．５５■ ５１．００±１５．００■ ０．０６３±０．０３７■

ＣｈｉｌｄＢ级组 ２６ ５３．２９±１０．６８■■ ７５．００±１８．００■■ ０．２０３±０．０７９■

ＣｈｉｌｄＣ级组 ２０ ７７．３５±９．６３ １０３．００±１６．００ ０．３９８±０．１０５

　　：犘＜０．０１；：犘＜０．０５，与健康对照组比较；■：犘＜０．０１；■■：犘＜０．０５，与ＣｈｉｌｄＣ级组比较。

表２　　６５例肝硬化患者ＮＯ、ＥＴ１以及ＬＰＳ与腹水量的关系（狓±狊）

组别 狀 ＮＯ（μｍｏｌ／Ｌ） ＥＴ１（ｎｇ／Ｌ） ＬＰＳ（Ｅｕ／ｍＬ）

无腹水组 １３ ３３．５９±９．６７■ ５０．００±１７．００■ ０．０７７±０．０３２■

少量腹水组 １８ ４８．２７±１０．０５■ ６８．００±１８．００■ ０．０９５±０．０３５■

中大量腹水组 ３６ ７１．８６±１０．９０■■ ９３．００±１６．００■■ ０．２６９±０．０６８■

顽固性腹水组 １１ ８２．６１±１１．５８ １１２．００±１９．００ ０．４１５±０．１０３

　　：犘＜０．０１；：犘＜０．０５，与无腹水组比较；■：犘＜０．０１；■■：犘＜０．０５，与顽固性腹水组较。

２．３　肝硬化患者血浆ＮＯ、ＥＴ１及ＬＰＳ水平的相关性分析　

采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析结果为血浆ＮＯ、ＥＴ１及ＬＰＳ水平

相互之间呈正相关（ＬＰＳ与 ＮＯ：狉＝０．５１３，犘＜０．０５；ＬＰＳ与

ＥＴ１：狉＝０．６９５，犘＜０．０５；ＮＯ与ＥＴ１：狉＝０．７２９，犘＜０．０５）。

３　讨　　论

近年来血管活性物质与肝硬化的关系受到广泛关注，特别

是ＮＯ和ＥＴ１对肝硬化患者肝损害和门脉血流动力学的影

响成为研究的热点。ＮＯ是扩张血管因子，ＥＴ１是缩血管物

质，在正常情况下 ＥＴ１和 ＮＯ作为机体重要的血管活性物

质，它们之间存在着反馈调节机制：ＥＴ１与血管内皮的肾脏内

皮素Ｂ（ＥＴＢ）受体结合，可促进ＮＯ释放，而ＮＯ又可抑制ＥＴ

释放，它们之间相互作用，相互依赖，维持着动态平衡，共同精

确调节血管的舒张和收缩，一旦这种平衡被打破，就可能促进

疾病的发生和发展。ＮＯ作为一种强有力的血管内皮细胞舒

张因子具有强烈的扩张血管作用，广泛参与生理机能的调节。

调节过程中ＮＯ作为一种细胞传导信使，以扩散的方式到达靶

细胞，在许多组织中发挥重要的生理和病理作用，如介导血管

平滑肌扩张。肝硬化时肝脏解毒功能下降，侧支循环形成，引

起的肠源性内毒素血症会刺激产生细胞因子，特别是肿瘤坏死

因子α（ＴＮＦα）。ＴＮＦα可激活一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ），导致全

身或局部ＮＯ水平升高。ＥＴ１是由血管内皮细胞分泌的一种

强烈持久的缩血管物质，是迄今所知体内最强的血管收缩

肽［３４］，肝脏门脉系统有丰富的ＥＴ受体，故ＥＴ１与肝脏疾病

及并发症有重要关系。目前多数资料表明肝硬化患者血浆

ＥＴ１水平明显升高。有研究指出肝硬化患者血浆ＥＴ１水平

升高与内毒素血症有关，内毒素损害了内皮细胞的结构、代谢

和渗透性，刺激ＥＴ的合成
［５］。本研究表明，肝硬化患者血浆

ＮＯ水平显著高于健康对照组，且在肝功能分级中，呈现逐级

增高的规律，血浆ＥＴ１水平ＣｈｉｌｄＡ级与健康对照组间无显

著差异，但ＣｈｉｌｄＢ级和Ｃ级均明显高于健康对照组，且Ｃｈｉｌｄ

Ａ、Ｂ、Ｃ各级呈递增变化，表明随肝功能的恶化，血 ＮＯ、ＥＴ１

水平逐渐升高，这与相关文献报道一致［６］。

内毒素是存在于革兰阴性菌细胞壁内的特有结构，在细菌

快速生长或死亡时释放，其主要成份为脂多糖。肝硬化时由于

肠腔内细菌过度生长，内毒素产生增加，且肠壁黏膜充血，肠壁

通透性增加，因此内毒素吸收也增加，而肝硬化时肝脏对内毒

素的清除功能减退，容易发生内毒素血症［７］。肝硬化失代偿期

时，由于肝实质细胞与库普弗细胞功能严重受损，门体静脉分

流和侧支循环及肠道黏膜屏障功能受损，肠道菌群失调或移

位，来自肠道的革兰阴性菌细胞壁外层的ＬＰＳ易进入体循环

而导致肠源性内毒素血症［８］。内毒素除直接损害肝细胞外，主

要作用于单核巨噬系统，使之产生大量细胞因子及炎症介质如

ＴＮＦα、ＩＬ１等
［９］，触发细胞因子网络级联反应，导致肝细胞损

害［１０］。本研究显示肝硬化ＣｈｉｌｄＡ、Ｂ、Ｃ级中血ＬＰＳ水平均高

于健康对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５或犘＜０．０１），且

随Ｃｈｉｌｄ分级水平的增高逐渐升高。Ａ级、Ｂ级和Ｃ级组间比

较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。

本研究结果同时显示肝硬化患者血 ＮＯ、ＥＴ１、ＬＰＳ水平

在肝硬化无腹水组和少量腹水组间比较无统计学差异，但随腹

水量的增加ＮＯ、ＥＴ１及ＬＰＳ水平均明显增高。分析其原因

如下：肝硬化时，内毒素等因素刺激使 ＮＯ和ＥＴ１的释放增

加，在早期二者保持动态平衡，这在肝硬化代偿期可能具有重

要意义。随着肝硬化病情加重进而发展至失代偿期，机体的内

毒素和细胞调节会产生大量ＮＯ以试图拮抗ＥＴ的作用，但由

于肝内血管和外周动脉ＮＯ／ＥＴ的不平衡，结果一方面肝内血

管收缩，血管阻力增加；另一方面，外周动脉扩张，高动力循环

状态形成，从而引发门脉高压，随着疾病的发展，外周动脉进一

步扩张，血容量不足，通过体液，神经反射影响肾血流，同时肾

脏产生大量ＥＴ收缩肾血管床，综合其他因素，于是腹水形成。

本研究同时检测肝硬化腹水患者ＮＯ、ＥＴ及ＬＰＳ水平，结果显

示随着腹水量增加，血ＮＯ、ＥＴ１、ＬＰＳ水平均显著增加。

综上所述，肝硬化患者血中ＮＯ、ＥＴ及 （下转第２５７５页）
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（３７／３８）高于对照组的５７．８９％（２２／３８），两者比较差异有统计 学意义（犘＜０．０５）。

表１　　观察组与对照组的一般情况比较

组别 狀 性别（男／女，狀／狀） 年龄（岁）
伴随疾病［狀（％）］

血行播散型肺结核 浸润型肺结核 骨结核

观察组 ３８ ２１／１７ ２８．３±７．２ １６（４２．１１） １４（３６．８４） ８（２１．０５）

对照组 ３８ ２０／１８ ２６．９±６．４ １３（３４．２１） １９（５０．００） ６（１５．７９）

犘值 ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５

３　讨　　论

结核性脑膜炎多发于３岁以下的小儿，且在结核菌感染后

的１年内发病，若不及时发现与治疗，可导致严重的后遗症甚

至死亡，给患者家庭及社会带来巨大的损失。结核性脑膜炎患

者一般临床症状明显［５］，但是也存在一部分患者症状不典型。

以往的结核性脑膜炎诊断主要方法为涂片抗酸染色镜检法及

结核菌培养法，涂片法敏感性及特异性均较差，结核菌培养法

敏感性低，诊断周期长，许多患者在送检期就出现了疾病的不

可逆性进展［６］，损害脑组织功能，故此两种方法均不符合结核

性脑膜炎早期诊断，早期治疗的要求。

随着科技的发展，更多更优质的检测方法不断出现，为结

核性脑膜炎的早期确诊提供了可能，实时荧光定量ＰＣＲ和噬

菌体生物扩增法就是目前较新的快速确诊方式［７］。实时荧光

定量ＰＣＲ将寡核苷酸探针用荧光标记，与产物杂交后可以提

高其检测的特异性，其灵敏度可达到５～１００ｆｇ。另外，该技术

在封闭状态下进行，避免了因扩增产物污染而导致的假阳

性［８］。噬菌体生物扩增法是于１９９７年新建立的快速检测结核

分枝杆菌的全新技术，噬菌体感染具有活性的结核分枝杆菌

后，在其内部大量增殖，并裂解菌体释放出子代噬菌体，之后又

重新感染新加入的细胞后使之裂解，此时可在琼脂培养板上看

到透亮的噬菌斑。噬菌斑的出现情况及出现的个数可用来判

断具有活性的结核分枝杆菌的存在情况［９］。

本文主要分析联合应用实时荧光定量ＰＣＲ和噬菌体生物

扩增法在结核性脑膜炎诊断中的意义，在对７６例肺结核患者

的检测中，实时荧光定量ＰＣＲ和噬菌体生物扩增法观察组阳

性检出率为９７．３７％（３７／３８），涂片法对照组阳性检出率为

５７．８９％（２５／３８），二者差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。可见

联合应用实时荧光定量ＰＣＲ和噬菌体生物扩增法诊断疑似结

核性脑膜炎患者，具有较高的灵敏度及较强特异性，能够快速、

简便地进行检测，且真阳性率较高，有助于患者的早期治疗，避

免出现后遗症。而且该方法只需进行标准的微生物学操作，无

需昂贵的自动化仪器，值得在临床广泛推广应用。
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ＬＰＳ水平的升高与肝功能障碍密切相关，且反映肝硬化损害的

程度，联合检测肝硬化患者血浆中ＮＯ、ＥＴ１和ＬＰＳ含量的变

化，对观察病情，指导治疗，改善预后均具有十分重要的临床

价值。
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