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一氧化氮检测在新生儿败血症中的应用
`
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提 要 为探讨一氧化氮 ( N O )在新生儿败血症中的作用
,

测定 了 20 例新 生儿败血症外周血亚硝酸 /硝

酸根离子 ( N O
Z一

/ N O
3 一

)水平
。

结果表明
:

新生儿败血症外周血 N 0
2 一

/ N O
3 一

水平较对照组显著增高 ( 尸 <

。
.

05 )
,

并发休克者亦较未并发休克者显著增高 ( 尸 < 0
.

05 )
,

而且外周血 N 0 2 一

/ N O
, 一

水平与肿瘤坏死因子水

平密切相关 ( 尸 < 0
.

0 5 )
.

8 例外周血 N O
: 一

/ N O
, 一

水平高于 20 。 拜m ol /L 者
,
6 例发生休克

;
其余 12 例 N O

Z一

/

N O
3 一

水平低于此标准者
,

无一例发生休克
,

差别显著 ( P < 。
.

0 5 )
。

本文显示
:

外周血 N O
Z一

/N O
: 一

水平对于指

示新生儿败血症是否并发休克具有重要价值
.
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近年来
,

一氧化氮 ( N O )在败血症
、

感染性休克发

病机理中的作用 日益得到重视
。

外周血 N O
Z

/ N O
3

水平为指示 N O 产生水平的良好指标
` , ) 。

我们采用锅

还原柱层析和 比色法测定了正常新生儿和新生儿败血

症病人的外周血 N O
Z一

/ N O
3 一

水平
,

以探讨 N O 在新

生儿败血症中的作用
。

1 研究对象及方法

1
.

1 研究对象
1 9 9 1年 1 月至 1 9 9 2 年 12 月根据 《新生儿败血症修订诊断

标准尸
,

确诊的住院新生儿败血症病人 20 例 (男 15 例
,

女 5

例 )
,

其中革兰氏阳性菌败血症 7 例
,

革兰 氏阴性菌败血症 13

例
。

确诊并发感染性休克依据 《小儿感染性休克诊 断标准 (草

案 ) 》` , , ,

为具有下述两项者
:

( 1) 全身皮肤苍白或苍灰发花
; ( 2)

股动脉或挠动脉搏动细弱或摸不到
; ( 3 ) 低血压

:

收 缩压 < 6
.

6

k P a ,

平均动脉压 < 5
.

28 k P
a

。

本文病例中并发感染性休克者 6

例
,

其余 14 例未并发感染性休克
。

所有病例于入 院后立即采

血
,

采血前无使用丙种球蛋白
、

血浆
、

全血或糖皮质激素史
。

30

例正常新生儿 (男 20 例
,

女 10 例 )作为对照组
。

外周血标本收

集于肝素抗凝管 中
,
4 ℃离心 ( 3 0 0 0 : p m

,

一5 m i n )分离血浆置

于 一 20 ℃ 冰箱保存 2~ 6 周待检
。

1
.

2 研究方法

1
.

2
.

1 外周血 N O Z 一

/ N O犷 水平测 定
:
N O

,

/N 0
3 一

为
.

N O 的

稳定代谢产物
,

外周血 N O
Z一

/ N O
。一

水平巳被证 实 为 N O 产生

水平的良好指标
。

我们采用福还原柱层析和 比色法
“ ’ ,

略加改

良
。

上述血浆标本首先去蛋白 ( 30 %硫酸锌
, 。

.

05 m l / ml 标本 )
,

然后通过一经重蒸水
、

。
.

l m 川 / L 盐酸
、

重蒸水和氢氧化钱缓冲

液 ( 0
.

1 m o l / L
, p H g

.

6 )各 5 m l顺序预处理的福还原柱 ( i o o x s

m m )
。

通过这一柱层析过程后
,

N O
3一

被还原为 N O
Z 一 。

使用 的洗

脱液为氯化按缓冲液 ( 。
.

05 m ol / L
,

p H g
.

6 )
。

收集镐还原柱层析

析 出液 s m l
,

加入 o
.

s m l 磺胺溶液 ( 2 9
.

o m m o
l / L )

,

混 合 3

m i n
,

再加入 0
.

2 m l 蔡 乙二胺 ( 1 9
.

3 m m
o l / L )

,
2 0 m i n 后 以单光

束分光光度计 ( 7 2 1 型
.

四川仪表三厂 )在 540
n m 波长下 测定

光密度值
。

以系列亚硝酸钠溶液建立标准曲线
。

1
.

2
.

2 外周血肿瘤坏死因子 ( T N F )水平测定
:

采用 L 9 29 细胞

生物学活性法
` ” 。

以重组人类 T N F ( S i g m a )校准 ( l u
= 1

.

6 7

gP )
,

并经抗重组人类 T N F 抗血清中和试验证实
。 。

1
.

3 统计学处 理

以 W il
e o x o n

两样本法
,

S p e a r
m

a n
相关法

,

义
,

检验或四格

表精确检验法作相应的统计学处理
。

数据以 歹 士 :
表示

,

显著性

水平取 尸 < 。
.

05
。

2 结果

表 1 示新生 儿败血症病人的外周血 N O
Z

/N O
3

水平显 著

高于正常对照组
,

但革 兰 氏阴性菌败血症亚组和革兰 氏阳性菌

败血症亚组之间的 N O
:

/N O
3 一

水平却无 显著差异
。

表 2 示 6

例并发休克者的外周血 N O
Z一

/N O
。 一

水平 又显著高于其余 14

例未并发休克者
。

外周血 N O
Z 一

/N O
, 一

水平高于 20 。 朴m ol / L 者

与感染性休克的发生密切相关
:
8 例 N 0

2一

/ N O
3 一

水平高于 20 0

产m ol / L 者
,

6 例并发感染性休克
;
而 12 例 N O

Z 一

/ N O
3

水平低

于 20 。 尸m ol / L 者
,

无一例发生休克
,

差别显 著 ( P < 0
.

0 5 )
。

对

于指示感染性休克的发生
,

此标准的敏感性为 10 。% ( 6/ 6 )
,

特

异性为 86 % ( 1 2 / 14 )
,

阳性预测值为 25 % ( 6 / 8 )
,

阴性预测值为

1 0 0写 ( 1 2 / 1 2 )
。

第三 届国际一氧化氮生物学大会交流 (德国科隆
,

1 9 9 3
.

1 0)

野战外科研究所二室
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表 l 革兰氏阴性菌败血症和革兰氏阳性菌败血症血浆

N 0
2 一

/N O 3 一

水平比较

T ab 1 Pl s am aN O
: 一

/N O
, 一

l e v e l s o f G r a m
一 n e g a t iv e a n d

G
r a m

一
P o s i t i v e s e P s is

表 2 各组间血浆 N O : 一

/N 0 3 一

水平比较

T a b 2 P l as m a N O
Z 一

/ N O
: 一

l e v e ls o f t h e s ut d y op P u l a t io n

N 0
2一

/ N O
3 一

( 拜m o l / L )

G
r o u P

牙 士 `

N O
: 一 / N 0

3 一
(尸m o l / L )

3 4
.

9 7士 1 3
.

4 1

1 2 6
.

2 2士 8 5
.

8 3

M
e d i a n

3 5
.

2 0

9 7
.

9 5

R a n g e

1 0
.

1~ 6 0
.

4

3 4
.

8~ 3 4 1
.

7 炭

G
r o u P

王 士 s M
e
d ia n R

a n g e

3 0

1 4

6 5 8 2
.

2 2士 3 4 8
.

8 2 4 9 1
.

50 2 4 2
.

1~ 1 2 3 0
.

4 洲 。

C .
飞 t r o l 3 0 3 4

.

9 7士 13
.

4 1 减 3 5
。

2 0 1 0
.

1~ 6 0
.

4

C o n t r o l

eS p s i s w 一r h o u t

s
h o e

k

eS P s i s w i t h

s
ho e k

eS P s i s 2 0 2 6 3
.

0 4士 3 0 0
.

0 1 1 5 0
.

25 3 4
.

8 ~ 1 2 3 0
.

4

灭
:
P < 0

.

0 5 e o
m p a r e d w i t h e o n t r o l g r o u p ,

△
:
P ( 0

.

0 5 e o m p a r e
d w i t h

s e p s i s g r o u p w i th
o u t s h o e

k
.

G
r a m

一 n e g a t iv e 1 3 3 34
.

7 9士 34 8
.

1 9 2 4 2
.

1 5 0
.

7 ~ 1 2 3 0
.

4

G r a m
一 Po s i t i v e 1 2 9

.

7 7士 1 03
.

2 9 8 7
.

0 0 34
.

8 ~ 3 4 2
.

淡
:
P < 0

.

0 5 C
o
m p a r e

d w i t h
o t h

e r g r o u p s

外周血 N O
Z一

/ N O 3一

水平还与 T N F 水平显著相关 ( 7 5 一

0
.

62 07
,

尸 < 0
.

05 )
,

表 3 示研究对象的临床和实验室数据
,

可

见并发休克者的外周血 T N F 水平亦显著高于未并发休克者
。

表 3 研究对象的临床和实验室数据

T a b 3 C h a r a e t e r i s t ie s o f t h e s t u d y po P u la t i o n

eS P s i sS e n s i s

C o n t r o l
s

(
n

~ 30 )

W i t h
s
h co k (

n
= 6 ) W i r h o u t s

h co k (
刀 二 1 4 )

A g e ( d )

G e s t a t i o n ( w k )

B i r t h w e ig h t ( g )

3 ( l ~ 7 )

` 3 6
.

5 ( 36 ~ 4 0 )

2
.

5 ( l ~ 14 )

3 9 ( 3 6一 4 1 )

3 0 2 5 ( 1 7 50 ~ 4 2 5 0 )

T N F

T lm e

( U / m l )

t o e n t r y ( d )

( 1 26 6一 3 7 0 0 )

( 3 20一 19 2 0 ) 试

3
.

5 ( l ~ 1 7 )

3 8 ( 2 6 ~ 4 2 )

2 9 5 0 ( 18 0 0一 3 9 5 0 )

2 8 0 ( 2 0~ 12 8 0 )

( % )

( 1~ 2 )

( 8 3 )

( 1~ 1 1 )

( 5 7 )

狱
:
P < 0

.

0 5 e o
m p a r e

d w i th
s e p s is g r o u p w i th o u t s

h
o e k

V
a
l
u e s a r e e x p r e s s e

d
a s

nr
e
d i

a n ,

w i t h
r a n g e i n p a r e n t h

e s e s e x e e p t t h
o s e f o r g r a m

一 n e g a r i v e s e p s is ( p
e r e e n t a g e s

)

3 讨论

本 文揭示 新 生儿 败血症 病 人的 外周 血 N O
Z 一

/

N 0
3 一

水平较正常对照组显著增高
,

而且并发休克者的

外周血 N O
Z一

/ N O
3 一

水平又较未并发休克者增高
,

外

周血 N O
Z一

/ N O
3一

水平高于 2 00 拜m ol / L 对于指示感

染性休克的发生具有重要价值
。

外周血 N O
Z一

/ N O
3 -

水平还与 T N F 水平密切相关
,

而革兰 氏阴性菌和革

兰 氏阳性菌败血症之间的 N O
Z一

/ N O
3 一

水平无显著差

异
。

自 1 9 8 6 年发现 内皮细胞源性舒张 因子 ( E D R F )

与 N O 具有同源性后
,

N O 在败血症
、

感染性休克发病

机理中的作用十分引人注 目
。

目前 巳证实至少有两种

类型的 N O 合成酶
,

主要分布于血管内皮细胞的基本

型 N O 合成酶所产生的适量 N O 具有调节血管张 力
,

血压和组织灌注的生理作用
,

而主要 由分布于血管 内

皮细胞
、

平滑肌细胞和单核 / 巨噬细胞的诱导型 N O 合

成酶在内毒素
、

T N F 等细胞因子的刺激下所产生的大

量 N O
,

可导致血管持续舒 张
,

血压降低
,

组织灌注异

常
,

乃至休克
,

并可损伤血管 内皮细胞
,

造成弥漫性血

管内凝血 ( D l e )
` 6 , 。

许多研究表明
, N O 可激活鸟昔酸环化酶

,

鸟昔酸

环化酶上的亚铁原叶琳 ( H e m e )基团就是 N O 的受点
,

N O 激活鸟昔酸环化酶使 环磷酸鸟昔 ( 。 G M P )水平增

高
,

即所谓 N O
:

鸟昔酸环化酶
: 。 G M P 系统

,

在人类

和 动物的各种组 织和细胞 中普遍存在
,

参与或介导

N O 的舒张血管
,

调节血压和组织灌注和拮抗血小板

聚集等生理作用
。

在败血症
、

感染性休克的发生发展过

程中
,

由于 T N F 等细胞因子刺激 N O 大量合成 并释

放
,

可使该系统异常
,

导致持续血管扩张
、

血压降低
、

组

织灌注异常
,

甚至休克
。

大剂量 N O 更可作 用于 F e 一 S

蛋白类如辅酶 Q 氧化还原酶和唬拍酸氧化还原酶等
,

影响 细胞 呼吸和能量代 谢
,

特别是 N O 还作 用于 非

H e m e
的 F e 蛋 白

,

抑制核糖核昔酸还原酶
,

进而抑制

D N A 合成
,

导致血管 内皮细胞 D N A 损伤
,

引起基因
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毒性
。

近来
。

N O 还被发现可与超氧化阴离子结合
,

产

生硝基过氧化物
,

具有很强的细胞毒性作用
` 6 , 。

已发现
,

静注 N O 的前体— 左旋精氨酸
,

可致低

血压和心动过速
,

与 N O 合成和释放有关
。

O 。 h o a
等发

现成年败血症病人血 浆 N O
Z一

/ N O
3 一

水平增高
,

且与

外周阻力降低密切相关
` , , 。

近年来
,

N O 合成酶抑制剂

如一 甲基左旋精氨酸 ( L
一

N M M A ) 已被证实可逆转 内

毒素或 T N F 所致休克
,

并 已试用于临床治疗感染性

休克病人
。

然而
,

对于 L
一

N M M A 的应用似有争议
,

因

为 L
一

N M M A 既抑制诱导型 N O 合成酶
,

又抑制基本

型 N O 合成酶
,

从而可能干扰生理性调节血管张力和

组织灌注的功能
,

特别是新近发现 N O 还具有重要的

抗感染能力
`助 。

因而
,

应用仅抑制诱导型 N O 合成酶
,

而不影响基本型 N O 合成酶的制剂
,

如左旋刀 豆氨酸
、

糖皮质激素或抗 T N F 抗体等值得注意
` , ’ 。

不少证据表明 T N F 在败血症
、

感染性休克 的发

病机制中起着重要的介质作用
,

T N F 的这一介质作用

可能 由 N O 的途径而发挥
。

T N F 的致休克作用可完全

被 L
一

N M M A 所 逆转
`
10)

,

本文 也证实 外周血 N O
Z一

/

N O
3 一

水平与 T N F 水平显著相关
。

本文显示 N O 在新生儿败血症的发病机理中占有

一定地位
,

检测外周血 N O
: 一

/ N O
3 一

水平对 于指示感

染性休克的发生具有重要价值
。

N O 又被称为活性氮

介质
,

具有广泛的多样化的生物学效应
,

既可调节免疫

反应
,

还可拮抗血小板聚集
,

既可调节血管张力
,

又具

有神经递质功能
。

有关 N O 的生物学效应和临床意义

的研究
,

方兴未艾
,

令人注 目
。
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1 0 9~ 1 4 2

7 O e
h

o a J B
,

U d
e
k w u

A O
,
B ill ia r T R

, e t a
l

.

N it r o g e n o x id
e

le v e l s i n p a t i
e n t s a f t e r t r a u

nr
a a n

d d
u r i n g s e p s

i
s

.

A
n n

S
u r g

,

1 9 9 1
,
2 1 4

:
6 2 1~ 6 2 6

8 N a t h
a n C F

,

H ib b
s J B

.

R
o Ie o

f
n i t r i e o x i d

e s y n t h
e s is in

nr
a e r o p h a g e a n t im ie r o b ia l a e t iv i t y

.

C u r r O p i
n Im m u n o l

,

1 9 9 1
,

3
:
6 5~ 7 0

9 Sh i Y
,

L I H Q
,

S h
e n

C K
, e t a l

.

A
s s o e ia t io n b e t w

e e n p r o -

t e e t iv e e f f ie a e y o
f

a n t ib o d ie s t o t u m
o r n e e r o s is f a e t o r a n d

s u P P r e s s io n o
f

n i t r e o x i d
e p r o

d
u e t io n in n e o n a t a l

r a t s w i t h

f a t a l i n f e e t io n
.

P e d ia t r
R

e s ,

1 9 9 3
,
3 4

:
3 4 5 ~ 3 4 8

1 0 K il b o u r n
R G

,

G
r if fi t h O W

.

O v e r P r o d u e t i o n o
f

n i t r i e o x id e

in e y t o k in e 一

m
e d ia t e d a n d s e p t ie s

h
o e

k
.

J N a t l C
a n e e r In s t ,

1 9 9 2
,

8 4
:
8 2 7 ~ 8 3 2

(收稿
:
1 9 9 5

-

一 0 5 ;

修回
:
1 9 9 4

一
0 4

一
1 3 )

C l i n i e a l s i g n i f i e a n e e o f t h e d e t e r m i n a t i o n o f b l o o d n i t r o g e n m o n o x i d e l e v -

e 1 i n n e o n a t a l s e P s i s

S h i Y u a n ,

L i H u a q ia n g
,

S h e n
J i g

a o ,

W a n g J i
a n g h u a i

,

Q i n g S h iw e n ,

P a n J ie
,

L iu R e n (块 p a r t m
e n t 。

f P e
d ia t r ie s ,

D
a p i n g H

o s p i t a l
,
T h i r d M i li t a r y M

e d ie a l C o l le g e ,
C h

o n g q in g
,

6 3 0 0 4 2 )

A b s t r a c t T h
e

b l
o o d ]

e v e
l

o
f

n i t r o g e n
m

o n o x id
e e a n

b
e r e

f l
e e t e d b y t h

e p l
a s

m
a

l
e v e

l
o
f

n i t r it e /
n i t r a t e

.

N i t r i t e /
n i t r a t e l

e v e
l

o
f t h e p e r ip h e r a l b l

o o d w a s
d

e t e r
m in e

d i n 2 0 e a s e s o
f

n e o n a t a l s e p s i s
.

I t w
a s

f
o u n d t卜a t

t h
e n it r i t e /

n i t r a t e l
e v e

l w
a s

h ig h
e r i n n e w b

o r n s w i t h
s e p s is t h

a n i n t h
e c o n t r o

l ( P < 0
.

0 5 ) a n d a
l
s o

h i g h
e r i n

t h o s e
w it h o u t t h e e o

m p li
e a t i

o n
( P < 0

.

0 5 )
.

6 o u t o f t h
e

s
。 a s e s w i t h

a n it r it e /
n i t r a t e l

e v e
l

o v e r 2 0 0 拜m
o
l /L

s u f f e r e d f
r o

m
s e p t i e s h o e k a n d n o n e o

f t h
e 1 2 e a s e s w i t h a n it r i t e /

n i t r a t e l
e v e

l l
o
w

e r t h
a n t h

a t m
e n t io n e

d

a
b
o v e w a s i n f l i

e t e d w it h t h
e e o m p l ie a t io n

.

M o r e o v e r , t h
e n i t r it e /

n i t r a t e l
e v e

l w
a s p o s i t iv e

] y
e o r r e

]
a t e d w it h

t h
e l e v e ] o f t u m o r n e e r o s i s f a e t o r i n th

e p e r ip h
e r a

l b lo o
d ( P < 0

.

0 5 )
.

N i t r it e /
n i t r a t e le v e l w a s e l e v a t e d i n

s e p s is d
u e t o e i t h e r g r a

m
一
p o s i t iv e o r g r a m

一 n e g a t iv e
b
a e t e r i a

.

W
e e o n e

l
u d e t h

a t t h
e d e t e r m i n a t io n o f t h

e n i
-

t r i t e /
n ` t r a t e le v e

l i n t h
e p e r ip h e r a l b l

o o d in n e o n a t a l
s e p s is 15 h

e
l p f

u
l t o p r e d ic t t h

e o c e u r r e n e e o
f

s e p t ie

s
h
o e k

.

K e y w o r d s n i t r ie x id e ; i n f
a n t , n e w b

o r n ; s e p t ie e m i a , s h o e
k

, s e p t i e


