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·论著·

犈犞７１手足口病患儿犆犇８＋犜、犖犓细胞穿孔素和颗粒酶犅的变化

姜　涛，欧阳文献，谭艳芳，李双杰

（湖南省儿童医院，湖南 长沙　４１０００７）

［摘　要］　目的　探讨肠道病毒７ｌ型（ＥＶ７１）手足口病患儿ＣＤ８＋Ｔ、ＮＫ细胞穿孔素（ＰＲＦ）和颗粒酶Ｂ（ＧｒｚＢ）的

变化。方法　选取某儿童医院２０１７年５—７月普通型、重型手足口病患儿（普通型组、重型组），健康儿童志愿者

（正常对照组）各３０例，采用流式细胞术测定外周血ＣＤ８＋Ｔ、ＮＫ细胞ＰＲＦ和ＧｒｚＢ的表达水平，比较各组差异。

结果　与正常对照组相比，普通型组和重型组ＥＶ７１手足口病患儿急性期两种细胞中ＰＲＦ和ＧｒｚＢ的表达水平均

升高，差异有统计学意义（均犘＜０．０５）。普通型组和重型组ＥＶ７１手足口病恢复期患儿ＣＤ８＋Ｔ细胞ＰＲＦ、ＧｒｚＢ

的表达水平较急性期明显下降，但仍高于正常对照组（均犘＜０．０５）。ＮＫ细胞ＰＲＦ、ＧｒｚＢ的表达水平：普通型组和

重型组急性期比较，差异均无统计学意义（均犘＞０．０５）；普通型组ＥＶ７１手足口病恢复期患儿较急性期虽稍升高，

但差异仍无统计学意义（均犘＞０．０５）；重型组 ＥＶ７１手足口病恢复期患儿较急性期明显升高（均犘＜０．０５）。

结论　ＣＤ８
＋Ｔ、ＮＫ细胞ＰＲＦ和ＣｒｚＢ在ＥＶ７１手足口病发病中起着一定作用。

［关　键　词］　ＥＶ７１；手足口病；穿孔素；颗粒酶Ｂ
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　　手足口病主要由柯萨奇Ａ组１６型（ＣｏｘＡｌ６）、

肠道病毒７ｌ型（ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１，ＥＶ７１）
［１］引起的急

性出疹性传染病，大部分患儿预后良好，少数病例可

出现脑干脑炎、脑膜炎、脑脊髓炎、急性迟缓性瘫痪、

肺水肿、循环障碍甚至死亡［２］。ＥＶ７１型手足口病

可导致机体发生多种复杂的免疫功能变化［３］，且

ＥＶ７１患儿更容易出现急性肺水肿和中枢神经系统

损伤，致死及致残率相对更高［４］。研究表明，手足口

病的发病与病毒直接侵犯细胞、ＨＬＡＡ２宿主基因

的易感性［５］、机体免疫功能的变化等有关［６］，而抗原

提呈细胞处理抗原片段后激活 ＮＫ细胞和 Ｔｃ细

胞，通过分泌颗粒酶穿孔素直接杀伤靶细胞［７］，在抗

病毒中起着重要重要。故本研究采用流式细胞术检

测ＥＶ７１型手口足病患儿体内ＣＤ８＋Ｔ、ＮＫ细胞中

穿孔素（ｐｅｒｆｏｒｉｎ，ＰＲＦ）和颗粒酶Ｂ（ｇｒａｎｚｙｍｅＢ，

ＧｒｚＢ）的变化，为探索ＥＶ７１型手足口病发病机制

提供新的依据。

１　对象与方法

１．１　研究对象　选择２０１７年５—７月湖南省儿童

医院感染科住院治疗的手足口病患儿６０例，其中普

通型手足口病患儿３０例（普通型组），重型手足口病

患儿３０例（重型组），手足口病的诊断标准参照卫生

部制定的《手足口病预防控制指南（２０１０年版）》
［８］，

其诊断标准为：（１）轻型病例，手、足、口、臀部皮疹，

伴或不伴发热。（２）重症病例，出现神经系统受累表

现，如精神差、嗜睡、易惊、谵妄、头痛、呕吐、肢体抖

动、肌阵挛、眼球震颤、共济失调、眼球运动障碍，无

力或急性弛缓性麻痹，惊厥，可见脑膜刺激征，腱反

射减弱或消失。且ＥＶ７１ＩｇＭ 阳性，排除其他肝炎

病毒，ＥＢ病毒等感染。同时选择本院体检的健康

志愿者３０例作为健康对照组，年龄１～６岁，ＥＶ７１

抗体阴性，无心、肝、肾、消化道病和神经等系统疾病

及代谢异常史。

１．２　伦理和知情同意　研究经过本院伦理委员会

审查并通过。所有研究对象在纳入研究前，均获得

患儿监护人同意，并签署相关知情同意书。

１．３　材料与方法

１．３．１　主要试剂 　ＰＥ／Ｃｙ７ａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ５６（Ｂｉ

ｏｌｅｇｅｎｄ公司），Ｃｙｔｏｆｉｘ／ＣＹＴＯＰＥＲＭ ＢＵＦＫＩＴ，

ＣＤ３ＰｅｒＣＰ荧光单克隆抗体试剂和ＣＤ８ＦＩＴＣ、ｈｕ

ｐｅｒｆｏｒｉｎＡｌｅｘａ６４７ＤｔａＧ９和ｈｕＧｒａｎｚｙｍｅＢＰＥ

ＭＡＢ均购自美国ＢＤ公司。

１．３．２　检测方法　流式细胞术检测ＰＲＦ和ＧｒｚＢ

表达水平：采集被研究者外周静脉血２ｍＬ，置于

ＥＤＴＡ抗凝管中（１２ｈ内处理），采用人外周血淋巴

细胞分离液分离单个核细胞（ＰＢＭＮＣ），加入以下

表面 抗 体 进 行 染 色，ａｎｔｉＣＤ３ＰｅｒＣＰ、ａｎｔｉＣＤ８

ＦＩＴＣ、ａｎｔｉＣＤ５６ＡＰＣ（ＣＤ３＋ＣＤ８＋ＣＴＬ 细胞、

ＣＤ３ＣＤ５６＋ＮＫ细胞）。常规固定、破膜、洗涤后加

人ＰＥ标记的ＰＲＦ或ＧｒｚＢ抗体，或其相应的同型

抗体，室温下避光孵育１ｈ后洗涤，２４ｈ内上流式细

胞仪（美国ＢＤ公司ＦＡＣＳＣＡＮＴＯＩＩ产品）进行分

析，以ＰＲＦ或ＧｒｚＢ阳性细胞率表示ＰＲＦ或ＧｒｚＢ

水平。

１．４　统计方法　应用ＳＰＳＳ１８．０软件处理数据，

所得数据均采用均数±标准差（珚狓±狊）表示，采用单

因素方差分析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＤ８
＋Ｔ细胞ＰＲＦ、ＧｒｚＢ的变化　与正常对

照组相比，普通型组和重型组ＥＶ７１手足口病患儿

急性期ＣＤ８＋Ｔ细胞ＰＲＦ、ＧｒｚＢ的表达水平均升

高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。普通型组和重

型组 ＥＶ７１手足口病恢复期患儿 ＣＤ８＋Ｔ 细胞

ＰＲＦ、ＧｒｚＢ的表达水平较急性期明显下降，但仍高

于正常组（犘＜０．０５）。见表１。

表１　普通型组和重型组ＥＶ７１型手口足病患儿体内ＣＤ８
＋

Ｔ细胞ＰＲＦ、ＧｒｚＢ的变化

犜犪犫犾犲１　ＣｈａｎｇｅｓｉｎＰＲＦａｎｄＧｒｚＢｉｎＣＤ８
＋ Ｔｃｅｌｌｓｉｎｃｈｉｌ

ｄｒｅｎｗｉｔｈｃｏｍｍｏｎａｎｄｓｅｖｅｒｅＥＶ７１ＨＦＭＤ

组别 ＰＲＦ ＧｒｚＢ

普通型组（狀＝３０） 急性期 ２３．７１±７．３６ａ ８９．３９±５．７２ａ

恢复期 ７．５２±１．６７ａｂ ７１．５４±８．７７ａｂ

重型组（狀＝３０） 急性期 １９．９２±５．５７ａ ７９．２９±１６．３３ａ

恢复期 ５．７５±１．３９ａｂ ６５．９７±５．７９ａｂ

正常对照组（狀＝３０） ３．２０±２．０３ ３７．２１±６．１４

犉１ １２０．０１４ ２０４．３０２

犉２ １７３．７８８ ４２９．４９２

犉３ １９７．１０４ １２３．１４４

犘１、犘２、犘３ ０．０００ ０．０００

　　犉１：正常对照组、普通型组急性期、重型组急性期比较；犉２ 正常

组、普通型组急性期、普通型组恢复期比较；犉３：正常对照组、重型组

急性期、重型组恢复期比较。ａ：与正常对照组比较，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）；ｂ：同一组恢复期与急性期相比，差异有统计学意义（犘

＜０．０５）

２．２　ＮＫ细胞ＰＲＦ、ＧｒｚＢ的变化　与正常对照组
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相比，普通型组和重型组ＥＶ７１手足口病患儿急性

期ＮＫ细胞ＰＲＦ、ＧｒｚＢ的表达水平均升高，差异有

统计学意义（均犘＜０．０５）。ＥＶ７１手足口病患儿急

性期ＮＫ细胞ＰＲＦ、ＧｒｚＢ的表达水平：普通型组和

重型组比较，差异均无统计学意义（均犘＞０．０５）。

普通型组ＥＶ７１手足口病恢复期患儿 ＮＫ细胞中

ＰＲＦ、ＧｒｚＢ的表达水平较急性期虽稍升高，但差异

仍无统计学意义（均犘＞０．０５）。重型组ＥＶ７１手足

口病恢复期患儿 ＮＫ细胞中ＰＲＦ、ＧｒｚＢ的表达水

平较急性期明显升高（均犘＜０．０５）。见表２。

表２　普通型组和重型组ＥＶ７１型手口足病患儿体内ＮＫ细

胞ＰＲＦ、ＧｒｚＢ的变化

犜犪犫犾犲２　ＣｈａｎｇｅｓｉｎＰＲＦａｎｄＧｒｚＢｉｎＮＫｃｅｌｌｓｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎ

ｗｉｔｈｃｏｍｍｏｎａｎｄｓｅｖｅｒｅＥＶ７１ＨＦＭＤ

组别 ＰＲＦ ＧｒｚＢ

普通型组（狀＝３０） 急性期 ７０．９７±５．８０ａ ７９．０２±８．６０ａ

恢复期 ７５．５９±５．９０ａ ８３．８９±６．９ａ

重型组（狀＝３０） 急性期 ７１．１３±１０．０６ａ ７６．１１±８．９８ａ

恢复期 ８７．６２±７．５２ａｂ ９２．４２±７．８６ａｂ

正常对照组（狀＝３０） ５５．５２±１３．７７ ５６．５９±１３．４０

犉１ ２２．３１９ ４０．０５９

犉２ ３８．５７６ ６３．０９８

犉３ ６６．７６９ ８９．９６４

犘１、犘２、犘３ ０．０００ ０．０００

　　犉１：正常对照组、普通型组急性期、重型组急性期比较；犉２：正常

对照组、普通型组急性期、普通型组恢复期比较；犉３：正常对照组、重

型组急性期、重型组恢复期比较。ａ：与正常对照组比较，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）；ｂ：同一组恢复期与急性期相比，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）

３　讨论

ＥＶ７１是一种新型肠道病毒，自１９６９年首次被

分离鉴定后，１９７３年才被认为与手足口病相关。

ＥＶ７１引起的手口足病以重型多见，３岁男性患儿为

主［９］，夏秋季节好发［１０］。近几十年来，ＥＶ７１在全球

连续暴发，威胁到儿童的健康和生命［１１］。

ＥＶ７１感染后可致机体极其复杂的免疫功能变

化，出现固有、细胞和体液免疫功能紊乱，与疾病的

进展及严重程度有关。而机体对病毒的有效识别和

清除依赖于天然免疫和获得性免疫的相互补充和协

作，作为固有免疫的主要细胞ＮＫ细胞，是机体免疫

防御系统的第一道防线。研究［１２］表明，ＥＶ７１感染

导致外周血ＮＫ细胞数目显著减少，功能减弱甚至

缺陷，从而加快病程的发展。另外，细胞免疫在抗病

毒中亦起到关键作用。ＥＶ７ｌ感染后，缺乏ＣＤ４＋或

ＣＤ８＋Ｔ细胞的小鼠发生了更严重的疾病
［１３］。与正

常对照组相比，手足口病患儿总Ｔ细胞、ＣＤ４＋Ｔ细

胞数量减少，ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值降低，表明ＥＶ７１感

染导致患儿细胞免疫功能紊乱，重症病例尤为明

显［３，１４１５］。由此可见，ＣＤ８＋Ｔ细胞和 ＮＫ细胞在机

体抗ＥＶ７１中起着重要作用。

ＣＤ８＋Ｔ细胞和ＮＫ细胞中有两个主要的细胞

杀伤机制，一个是 Ｔｈ细胞表明抗原 Ｆａｓ配体 Ｌ

（ＦａｓＬ）和Ｆａｓ靶细胞表面抗原的相互作用
［１６］。另

一个是颗粒胞外分泌通路，ＰＲＦ以及其他介质从细

胞内释放出来后，与靶细胞膜结合，并嵌入膜内，形

成一个中空的多聚体，导致膜的完整性受损，水分

子、离子以及其他的小分子进入靶细胞内，使细胞内

渗透压改变而造成细胞死亡［１７］。颗粒酶在ＰＲＦ协

同作用下通过颗粒胞吐作用（ｇｒａｎｕｌｅｅｘｏｃｙｔｏｓｉｓ）释

放进入靶细胞之间形成的免疫突触中，然后进入靶

细胞的细胞质，并在细胞核聚集，诱导一种叫天冬氨

酸特异性半胱氨酸蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅｓ）的非依赖性细

胞死亡，迅速清除细胞内的病原体和有病变的细

胞［１８］。研究表明，ＰＦＮ基因敲除小鼠感染流感病毒

Ａ后，肺内病毒大量繁殖，病毒清除时间延长，ＮＫ

和ＣＴＬ杀伤活性显著降低，提示ＰＦＮ在控制流感

病毒感染中起着重要作用［１９］，ＰＲＦ表达的不足，与

ＨＢＶ感染慢性化
［１９］和 ＨＩＶ

［２０］感染相关。由此可

见，ＰＲＦ及ＧｒｚＢ介导的细胞杀伤及细胞毒性作用

在病毒感染等疾病中起着重要作用。而目前尚未见

ＰＲＦ及ＧｒｚＢ在ＥＶ７１手足口病中作用的研究。

本研究中，６０例手足口病患儿，经积极抗病毒

和对症支持等治疗后，均痊愈出院。普通型和重型

手足口病患儿体内 ＣＤ８＋Ｔ和 ＮＫ 细胞中 ＰＲＦ、

ＧｒｚＢ的水平明显升高，机体抗病毒作用的增强，有

利于病情恢复，而重型手足口病患儿体内ＣＤ８＋Ｔ

细胞ＰＲＦ及ＧｒｚＢ有所升高，但低于普通型手足口

病患儿，由于机体抵抗病毒能力不足，导致病毒大量

复制及扩散，免疫细胞持续活化，大量炎症因子释

放，加重机体组织损伤，从而导致患儿病情加重。随

着患儿病情恢复，普通型和重型手足口病患儿体内，

ＣＤ８＋Ｔ细胞中ＰＲＦ及ＧｒｚＢ的水平有所下降，但仍

高于正常组；ＮＫ细胞中ＰＲＦ、ＧｒｚＢ：重型组恢复期

较急性期明显升高，而在普通对照组中无差异，由此

可见，ＣＤ８＋Ｔ和ＮＫ细胞在机体恢复期起到持续抗

病毒作用，有助于病情的恢复，尤其是 ＮＫ 细胞

ＰＲＦ、ＧｒｚＢ水平的升高，在重型手足口病患儿恢复

期中起着重要作用。
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综上所述，ＥＶ７１手足口病患儿体内免疫功能

紊乱，重型ＥＶ７１手足口病患儿的免疫功能紊乱更

加明显，早期检测ＣＤ８＋Ｔ细胞中ＰＲＦ、ＧｒｚＢ水平，

或许可作为判断疾病严重程度的临床指标。本课题

由于时间及客观因素并未收集到危重型手足口病病

例，无法全面了解其在ＥＶ７１手足口病中的作用，有

待于进一步研究。
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