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Abstract
AIM: To investigate the role of nitric oxide (NO) 
in the development and progression of hepatitis 
and liver cirrhosis.

METHODS: Peripheral and portal plasma in-
ducible nitric oxide synthase (iNOS) activity was 
measured by the nitric acid reductase method. 
The expression of iNOS mRNA and protein in 
the liver was measured by reverse transcription-

polymerase chain reaction (RT-PCR) and immu-
nohistochemisty, respectively.

RESULTS: Peripheral and portal plasma iNOS 
activity, especially the latter, was significantly 
higher in patients with chronic hepatitis or liver 
cirrhosis than in normal controls (F = 102.793 
and 25.052, respectively; both P < 0.01). The ex-
pression levels of iNOS protein in the liver of 
patients with chronic hepatitis or liver cirrhosis 
were enhanced when compared to that in nor-
mal controls (F = 46.796, P < 0.05). The expres-
sion levels of iNOS mRNA in the liver of pa-
tients with chronic hepatitis or hepatic cirrhosis 
were also higher than that in normal controls (F 
= 26.832, P < 0.01), showing an increasing trend 
with the progression of the diseases.

CONCLUSION: The iNOS/NO system plays an 
important role in the development and progres-
sion of chronic hepatitis and hepatic cirrhosis 
perhaps by dilating blood vessels. 

Key Words: Chronic Hepatitis; Cirrhosis; Nitric ox-
ide; Inducible nitric oxide synthase
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摘要
目的: 探讨内源性NO在慢性病毒性肝炎-肝硬
化发展进程中的作用.

方法: 采用硝酸还原酶法比色测定外周静脉
及门静脉血浆中i N O S活性, 并用免疫组织
化学和RT-PCR方法观察肝组织iNOS蛋白及
RNA的表达. 

结果: 在慢性肝炎患者及肝硬化患者门静脉
血与外周血中iNOS活性与对照组相比均明显
升高(F  = 102.793, 25.052, P<0.01), 且门静脉血
iNOS活性增高更为明显. 慢性肝炎组及肝硬
化组中iNOS蛋白的灰阶值均低于正常对照组
(F  = 46.796, P<0.05), 表明iNOS表达增强. 慢性

®

■背景资料
在病毒性肝炎和
肝硬化的发生、
发展过程中, 内源
性NO是一个非常
重要的生理性及
病理生理性因子, 
但NO与肝病的确
切关系有待进一
步阐明.

■同行评议者
朱传武 ,  主任医
师, 江苏省苏州市
第五人民医院传
染科
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肝炎组、肝硬化组iNOS mRNA的表达均分别
显著高于正常对照组(F  = 26.832, P <0.01), 且
随着肝脏病变的加重表达逐渐增加.

结论: iNOS/NO体系在慢性肝炎-肝硬化发生
发展中起着保持血管舒张状态的重要作用.

关键词: 慢性肝炎; 肝硬化; 一氧化氮; 诱导型一氧

化氮合酶
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0  引言

一氧化氮(nitric oxide, NO)作为一种气体信号分

子具有信息传递、介导炎症反应等多种功能. 
NO参与了多种肝脏疾病的发生与发展, 参与肝

硬化高动力循环的形成和维持, 近年来, 肝内一

氧化氮合酶(nitric oxide synthase, NOS)克隆的出

现, 使NO与肝病关系的研究不断深入. 然而, 有
关NO慢性肝炎患者与肝硬化患者中的表达差异

尚少见报道. 本文通过病理诊断对20例慢性肝

炎患者、20例肝硬化患者和10例正常人门静脉

血及外周血中NO进行检测, 并观察诱导型一氧

化氮合酶(iNOS)在肝组织中蛋白以及mRNA的

表达情况, 比较NO在门静脉血与外周血中的差

异, 并检测iNOS/NO体系在慢性肝炎患者及肝

硬化患者中的表达水平, 分析其中的差异变化, 
以探讨NO在肝硬化发生、发展过程中发挥的作

用, 为肝硬化的早期诊断提供新思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-01/2009-01我院肝病住院患者

40例, 肝硬化诊断均符合2000-09西安中华医学

会传染病与寄生虫病学会分会肝病分会联合修

订的标准, 慢性肝炎组均为乙型肝炎表面抗原阳

性, 但病理检查未达到肝硬化诊断标准的患者, 
正常对照组为经伦理委员会讨论批准的健康体

检人员, 甲、乙、丙型肝炎肝均为阴性, 肝功能

正常, 通过B超导向下肝穿刺活检, 取患者肝组

织, 通过病理学诊断, 确定慢性肝炎组患者20例, 
其中男12例, 女8例, 平均年龄53.55岁; 乙型肝炎

后肝硬化组患者20例, 其中男8例, 女12例, 平均

年龄50.35岁; 正常对照组10例, 其中男7例, 女3
例, 平均年龄45.68岁, 肝病组均无原发性心肺肾

疾病, 无肿瘤病史, 近期无服用硝基类药物史. 

iNOS测定试剂盒购自南京建成生物工程研究所; 
iNOS上下游引物均由上海生工生物工程公司合

成; RNA抽提试剂TRIzol为美国Invitrogen公司产

品; RT-PCR一步法试剂盒为德国QIAGEN产品; 
iNOS单克隆抗体购自美国Santa Cruz公司.
1.2 方法 
1.2.1 标本收集: 3组人员清晨空腹采肘静脉血

(肝素钠抗凝)3 mL,  B超导向下经肝穿刺门静脉

插管取门静脉血约1 mL, 4 ℃ 4 000 r/min离心10 
min, 分离血清-80 ℃冰箱保存; 所有受试者均在

B超导向下经肝穿刺, 取肝组织1.8 cm×0.2 cm
放入洁净EP管中密封, -80 ℃冰箱保存, 另取一

次用100 g/L甲醛固定后, 石蜡包埋. 
1.2.2 血清中iNOS活性的测定: 采用硝酸还原酶

化学比色法, 根据试剂盒操作步骤检测. 
1.2.3 RT-PCR检测肝组织内iNOS mRNA的
表达: 使用TRIzol法提取肝脏总RNA, 应用10 
g/L的琼脂糖凝胶电泳检查RNA的完整性, 并
用紫外分光光度仪行R N A浓度及纯度测定 , 
A 260/A 280均为1.8-2.0说明RNA纯度较高. 应用

RT-PCR一步法检测试剂盒对肝组织总RNA进

行扩增. 设计引物, iNOS引物序列为: 上游: 5'- 
GGAGCCAGCTCTGCATTATC -3', 下游: 5'-TT
TTGTCTCCAAGGGACCAG-3', 片段长度195 
bp; 内参GAPDH引物序列: 上游: 5'-ACCACAG
TCCATGCCATCAC-3', 下游: 5'-TCCACCACC
CTGTTGCTGTA-3', 片段长度452 bp. iNOS的
RT-PCR反应条件: 50 ℃, 30 min; 95 ℃, 15 min; 
94 ℃, 30 s, 52 ℃, 45 s, 72 ℃, 60 s, 共35个循环; 
72 ℃延伸10 min, 反应结束后, PCR产物用20 
g/L的琼脂糖凝胶进行电泳分析, 采用Quantity 
one凝胶成像分析系统计算各个条带的吸光度

值, 以iNOS/GAPDH比值表示iNOS mRNA的相

对表达水平.
1.2.4 iNOS蛋白表达: 采用ABC免疫组织化学方

法, 石蜡包埋组织后, 5 μm厚连续切片, 脱蜡至

水, 抗原热修复, DAB显色, 苏木素复染, 脱水、

透明, 中性树胶封片. 阳性部位在胞质处显棕黄

色. 每例切片在低倍镜下将视野按十字形分为

上、下、左、右、中5个区域, 然后在400倍镜

视野下应用OLMPUS-DP70彩色病理图文分析

系统, 测定免疫反应阳性产物灰度值, 灰度值越

低说明表达越强, 反映细胞内蛋白表达量越多, 
以灰度值来进行量化后的统计学分析.
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计学

分析, 所有数据以mean±SD表示, 采用方差分析

■相关报道
Stark等的研究表
明内毒素刺激的
库普弗细胞和肝
细胞的NO释放增
加 ,  NO水平的上
升与肝细胞蛋白
质合成的下降相
平行 ,  表明NO能
抑制肝细胞蛋白
质的合成, 这可能
是临床上常见的
肝硬化患者易产
生低蛋白血症的
原因之一.

■研发前沿
肝病患者血清NO
水平明显升高, 说
明NO参与肝炎、
肝炎后肝硬化发
病过程 ,  寻求NO
在慢性肝病损害
和保护作用的浓
度界限, 有可能为
利用NO控制慢性
肝病、肝硬化提
供新的治疗方案.
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进行组间比较, 使用独立样本t检验与相关性分

析, P <0.05表示差异有统计学意义.

2  结果

2.1 正常人及慢性肝炎患者、肝硬化患者门静
脉血及外周血中iNOS活性的变化 肝硬化组以

及慢性肝炎组患者门静脉血iNOS活性与正常对

照组比较均明显升高(F  = 102.793, P <0.01). 在此

基础上进一步行组间两两比较差异均有统计学

意义. 肝硬化组以及慢性肝炎组患者外周静脉

血iNOS活性与正常对照组比较也明显升高(F  = 
25.052, P≤0.01). 各组患者门静脉血与外周静脉

血之间iNOS活力的比较, 正常对照组和慢性肝

炎组门静脉血与外周静脉血之间iNOS活力相比

差异无统计学意义, 但在肝硬化组, 门静脉血中

iNOS活力明显高于外周静脉血, 二者差异有统

计学意义(表1).
2.2 正常人及慢性肝炎患者、肝硬化患者肝组
织中iNOS mRNA的表达 肝硬化组iNOS mRNA
的相对表达量显著高于正常对照组(F  = 26.832, 
P <0.01), 行Q检验示肝硬化组、慢性肝炎组及正

常对照组两两比较均有统计学意义, 且随着肝

硬化病变的加重, iNOS mRNA的表达逐渐增加

(图1, 表2).
2.3 正常人及慢性肝炎患者、肝硬化患者肝组
织中iNOS蛋白的表达 慢性肝炎组iNOS的灰阶

值低于正常对照组, 而肝硬化组肝组织中iNOS
的灰阶值最低(F  = 46.796, P <0.05), 表明肝硬化

患者肝组织中iNOS蛋白的表达最高(图2, 表2).

3  讨论

肝硬化是一种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, 
病毒性肝炎是肝硬化发病的主要原因之一. 

N O由L -精氨酸(L -a rg i n e)在N O S的作用

下生成, NO是一种活性很强的自由基, 具有氧

化、还原特性. 内源性N O是由L -精氨酸通过

N O S的催化 ,  脱去胍基末端氮原子与氧结合

而成. 在N O合成过程中, N O S是一重要的限

速酶, 目前已经确定的NOS有3型[1]: 神经原型

NOS(nNOS)主要分布在神经元细胞, 参与神经

信息传递; 内皮型NOS(eNOS)主要分布于内皮

细胞, 起着维持血液和淋巴循环的作用; 诱导

型NOS(iNOS)分布广泛, 主要参与炎症反应. 
nNOS、eNOS在静息期细胞持续表达, 产生低

浓度的NO, 发挥生理性调节作用, 所以也统称

为结构型NOS, 受钙调素调控; 而iNOS在静息

期细胞不表达, 在细胞受到各种刺激因子例如

内毒素、IL-1β、TNF-α、IFN-γ等作用后可诱

导激活iNOS, 以不依赖钙调素调控的方式促进

NO的快速合成, 发挥特定的病理生理调节作用. 
iNOS主要分布在血管内皮、巨噬细胞、中性

粒细胞、肝细胞等部位[2]. NO是一种强有力的

血管内皮细胞舒张因子, 广泛参与机体生理功

能的调节. NO作为一种细胞传导信使, 以扩散

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, 其重要作用是介导血管平滑肌

表  2  各组肝组织中iNOS mRNA相对表达量与蛋白的表达
(mean±SD)

     
分组                    n            iNOS蛋白                 iNOS mRNA

正常对照组      10      181.71±6.75             0.53±0.08       

慢性肝炎组      20      166.01±8.23a            0.75±0.18b        

肝硬化组         20      144.56±10.93ac         0.89±0.06bc     

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  慢性肝炎组.

表  1  各组门静脉血与外周静脉血之间iNOS活力的比较 (mean±SD, kU/L)

     
分组            	   n                  门静脉血        	      外周静脉血                     t 值                       P 值

正常对照组	 10	    9.02±1.04	      8.63±1.98	        0.422		 0.682

慢性肝炎组	 20	  13.30±1.73a	    12.87±2.59b	        0.623		 0.537

肝硬化组		  20	  19.29±1.93bd	    16.07±2.22bc	        4.913		 0.000

bP<0.01 vs  正常对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  慢性肝炎组.

Marker      1           2          3 
bp

452

195

GAPDH

iNOS

图  1  各组肝组织中iNOS mRNA的表达. 1: 肝硬化组; 2: 慢
性肝炎组; 3: 正常对照组.

■创新盘点
本文采用门静脉
取血的方法测定
门静脉血中iNOS
的含量并与外周
静脉血比较差异.
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扩张. 有很多实验证明, 在肝硬化患者和动物血

浆中, NO水平明显增高, 且与疾病的严重性相

关[3,4]. 有学者证实肝硬化门脉高压者内脏组织, 
如腹主动脉、肠系膜动脉、肝脏、胃肠黏膜等

NOS均表达升高, 致使内脏血管扩张从而使流

入门静脉血量增多[5,6]. 
我们的研究显示: 在肝硬化患者门静脉血

与外周血中iNOS活力与对照组、慢性肝炎组

相比均明显升高; 研究还显示肝硬化时门静脉

血较外周静脉血中iNOS活力升高更为明显, 表
示iNOS活力在门脉系统中作用更为显著. 慢性

肝炎及肝硬化肝组织中iNOS蛋白的表达以及

iNOS mRNA的表达与对照组相比均明显增加, 
且肝硬化组较慢性肝炎组iNOS蛋白及mRNA的

表达也明显升高. 因此, iNOS慢性肝炎向肝硬化

发展过程中可能逐渐增高, NO参与了慢性肝炎

到肝硬化的发展进程. 

然而在肝炎、肝硬化发病过程中, NO起损

伤还是保护作用, 仍有争议. 潘红英等[7]报道, 慢
性重型病毒肝炎(早期)患者血清NO的水平显著

高于健康者, 且NO与总胆红素呈显著正相关, 与
血浆凝血酶原活动度呈显著负相关, 由此说明, 
慢重肝(早期)患者血清NO水平高低在一定程度

上反映了肝细胞受损害的轻重, 可作为判定慢

重肝(早期)的指标之一. Sharara等[8]在用IFN-α
治疗丙型肝炎的过程中, 观察到NOS活性及NO
含量随血清ALT和HCV mRNA的降低而升高, 
提示NO水平与肝损害程度呈负相关, 推测NO
在肝损害中具有保护作用. 然而, 另有研究显示: 
LPS和/或病毒诱生的IFN-γ、TNF-α等多种细胞

因子导致肝细胞、库普弗细胞产生大量NO, 而
NO可造成线粒体损伤, 即过量NO可致氧化性肝

损伤. 因此, 长期高水平NO对细胞的毒性作用

可能大于保护作用[9]. Stark等[10]的研究表明内毒

素刺激的库普弗细胞和肝细胞的NO释放增加, 
NO水平的上升与肝细胞蛋白质合成的下降相平

行, 表明NO能抑制肝细胞蛋白质的合成, 这可能

是临床上常见的肝硬化患者易产生低蛋白血症

的原因之一. NO可以通过抑制线粒体乌头酸酶

活性对肝细胞的能量代谢产生重要影响. 另外, 
NO对肝细胞葡萄糖代谢、脂类代谢亦有影响, 
并且可通过抑制DNA合成的酶类而抑制NOS 
DNA的合成, 早在1991年Vallance等[11]首先提出

内源性NO合成和释放过多是引起肝硬化高动力

循环的主要介质这一假说. 有学者对肝硬化患

者血清NO水平与对照组进行比较, 发现肝硬化

患者血清NO水平明显升高, 且随着病情进展呈

递增性变化, 说明血清中NO水平与肝功能状态

有关[12]. 
肝硬化门静脉高压主要与门静脉系统血流

受阻以及内脏血流高动力循环有关, 二者均与

肝硬化时血管活性物质的代谢紊乱密切相关. 
NO致门静脉高压高动力循环的机制是: (1)NO
能与可溶性鸟苷酸环化酶活性基团的Fe2+结合, 
使该酶激活, 激活的鸟苷酸环化酶作用于GTP
使之转化为cGMP, 进而激活依赖于cGMP的蛋

白激酶, 使胞质内游离Ca2+降低, 血管平滑肌舒

张[13]. Pizcueta等[14]对CCl4所致大鼠肝硬化的研

究表明, 在使用NOS抑制剂L -NMMA后肝硬化

大鼠平均动脉压、内脏血管阻力、门静脉阻力

显著升高, 心输出量、门静脉压力显著降低, 如
预先给予L -精氨酸则可以阻断L -NMMA的有关

效应, 提示NO参与了肝硬化门静脉高压时高动

图  2  iNOS在各组肝组织中的表达(DAB×100). A: 正常对照
组; B: 慢性肝炎组; C: 肝硬化组.

A

B

C

■应用要点
本研究提示, 门静
脉取血的方法相
对安全, 门静脉血
中相关因子的变
化可相对直接的
反应肝脏病理生
理变化.
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力循环的形成, 在肝硬化门静脉高压症的形成

和维持中起着重要作用; (2)肝硬化时血清NO水

平升高能够降低内脏血管对缩血管物质如内皮

素、去甲肾上腺素、血管紧张素等的敏感性[15]; 
(3)NO对门脉系统侧支循环的建立也起一定作

用, NO能使血管括约肌舒张, 或引起A-V短路开

放, 可导致门静脉血流量和内脏血流量的进一

步增加[16]. 
由此我们推测NO含量升高主要因为高水平

的内毒素通过刺激巨噬细胞、库普弗细胞释放

细胞因子, 诱导诱生型一氧化氮合酶生成大量

NO, 硬化的肝窦内皮细胞内皮型一氧化氮合酶

功能减退, NO释放减少使肝内血管阻力增加, 进
一步促进肝硬化的发展. 

目前对于NO对肝炎、肝硬化形成的作用机

制并未完全阐明, 但是气体信号分子NO体系的

确参与了肝硬化门静脉高压的形成, 并对肝脏

的血流调节具有重要的作用, 而NO与其他信号

分子之间有无相互调节作用, 均有待于进一步

的研究证实.
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■同行评价
本文通过检测慢
性肝炎和肝硬化
患 者 外 周 静 脉
血、门静脉血及
肝组织中 i N O S /
N O体系的表达 , 
进一步说明NO与
肝硬化的关系, 具
有一定的意义.


