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肠道病毒７１型诱导人脑微血管内皮细胞的凋亡
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　　［摘要］　目的　探讨肠道病毒７１型（ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１，ＥＶ７１）诱导人脑微血管内皮细胞（ｈｕｍａｎｂｒａｉｎｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＢＭＥＣｓ）的凋亡及其相关机制。方法　 流式细胞仪检测ＥＶ７１能否诱导ＨＢＭＥＣｓ的凋亡；免疫荧光方法观察
ＥＶ７１诱导ＨＢＭＥＣｓ线粒体膜电位的改变情况；免疫印迹检测ＤＪ１蛋白在ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ不同时间点的表达；酶联免
疫方法检测ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ不同时间点 ＴＮＦα、ＩＬ１０、ＩＬ４的分泌情况。结果　 ＥＶ７１感染 ＨＢＭＥＣｓ不同时间点的
ＨＢＭＥＣｓ的早期凋亡数与晚期凋亡、坏死细胞数具有显著差异（Ｐ＜０．０１）；随着感染时间延长，ＨＢＭＥＣｓ早期凋亡数与晚
期凋亡、坏死细胞数均有所增加，但以晚期凋亡、坏死细胞数增加更明显（Ｐ＜０．０１）。与对照组相比，ＥＶ７１感染 ＨＢＭＥＣｓ
８ｈ线粒体膜电位明显降低（Ｐ＜０．０１）；ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ１６、２４ｈ，ＤＪ１表达增强（Ｐ＜０．０５）。ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ不同
时间点ＴＮＦα、ＩＬ１０、ＩＬ４的浓度具有明显差异（Ｐ＜０．０１）。结论　 ＥＶ７１能诱导ＨＢＭＥＣｓ的凋亡以及改变线粒体膜通透
性，ＥＶ７１还能诱导ＨＢＭＥＣｓ中ＤＪ１的表达改变和ＴＮＦα、ＩＬ１０、ＩＬ４的分泌改变。
　　［关键词］　 肠道病毒７１型；人脑微血管内皮细胞；凋亡；ＤＪ１；细胞因子
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　　肠道病毒 ７１型（ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１，ＥＶ７１）属于小
ＲＮＡ病毒科肠道病毒属成员，是手足口病（ｈａｎｄｆｏｏｔ
ｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ，ＨＦＭＤ）的主要病原体之一。ＥＶ７１感染
所引起的 ＨＦＭＤ的临床症状与柯萨奇 Ａ１６感染的临
床表现一般较难区别，但 ＥＶ７１感染还能够引起脑干
脑炎、无菌性脑膜炎和脊髓灰质炎样麻痹等多种与中

枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）相关的疾病，
严重时可危及生命［１－４］。至今，尚无有效的疫苗及治

疗方法消除这种感染性疾病，主要是与其致病机制尚

不清楚有关。因此，探明 ＥＶ７１感染 ＣＮＳ的致病机制
对于防治ＥＶ７１致ＣＮＳ疾病至关重要。我们前期研究
表明，ＥＶ７１可以感染血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，
ＢＢＢ）重要构成成分之一的脑微血管内皮细胞（ｈｕｍａｎ
ｂｒａｉｎｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＢＭＥＣｓ），并在其
中复制，但其相关机制尚不明确［５］。实验表明，病毒

感染与细胞凋亡有着密切的联系［６］。研究证实 ＥＶ７１
可以诱导内皮细胞的凋亡［７］。为了进一步探讨 ＥＶ７１
感染ＨＢＭＥＣｓ的相关机制，本研究采用来自于重症手
足口病患者的 ＥＶ７１分离野毒株感染 ＨＢＭＥＣｓ，通过
免疫荧光方法观察ＥＶ７１诱导 ＨＢＭＥＣｓ线粒体膜电位
的改变；流式细胞仪技术检测ＥＶ７１能否导致ＨＢＭＥＣｓ
的凋亡；免疫印迹检测 ＤＪ１蛋白在 ＥＶ７１感染
ＨＢＭＥＣｓ不同时间点的表达；酶联免疫方法检测
ＥＶ７１感染 ＨＢＭＥＣｓ不同时间点 ＴＮＦα、ＩＬ１０、ＩＬ４
的分泌情况。

１　材料与方法

１．１　材料
　　人脑微血管内皮细胞由黄胜和教授（美国南加州大学）惠
赠，ＲＤ细胞由广东省疾病预防控制中心病原微生物检验所提
供，ＥＶ７１毒株（ＫＣ１２２７６６）来自于临床诊断为重症手足口病患
者的 ＥＶ７１分离鉴定毒株，ＦｌｕｒｏｒｅｓｃｅｎｔＭｏｕｎｔｉｎｇＭｅｄｉｕｍｗｉｔｈ
ＤＡＰＩ（中杉金桥公司，北京），ＪＣ１Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌａｓｓａｙｋｉｔ（凯基生物公司，南京），ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣＣｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ（博士德公司，武汉），ＤＪ１ｒａｂｂｉｔａｎｔｉ
ｈｕｍａｎｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ（Ｓａｎｔａ公司，美国），人 ＩＬ１０、ＩＬ４、
ＴＮＦα均购自上海宝英生物科技有限公司。胎牛血清
（ＨｙＣｌｏｎｅ公司，南美），高糖 ＤＭＥＭ及其他细胞培养试剂均购
自Ｇｉｂｃｏ公司，化学试剂均为分析纯。

１．２　方法
１．２．１　病毒悬液的准备及病毒滴度的测定　　采用 ＲＤ细胞
对ＥＶ７１病毒增殖，采用含有１０％胎牛血清的ＤＭＥＣ生长液增
殖，８０％～９０％长成单层的ＲＤ细胞移去生长液，加入分离的病
毒悬液，当有９０％的细胞显示有细胞病变时，细胞团块和培养
基被收集并冷冻３次，在１０００×ｇ离心力下离心１０ｍｉｎ，上清
液采用０．２２μＬ过滤膜 （ＭｉｌｌｉｐｏｒｅｂｅｄｆｏｒｄＭＡ）过滤，分装冻存
在－８０℃备用，病毒滴度测定参考文献［８］。

１．２．２　ＨＢＭＥＣｓ线粒体膜电位检测　　参见文献［９－１０］。
ＨＢＭＥＣｓ用（ＭＯＩ＝５）ＥＶ７１或用含２％ ＦＢＳ的细胞维持液处理
８ｈ，采用ＪＣ１染色探针，荧光显微镜观察。ＪＣ１在正常细胞内
聚集在线粒体内形成多聚体呈红色荧光，而在凋亡细胞内，由

于线粒体跨膜电位的破坏，不能聚集到线粒体内，以单体的形

式存在于胞质内发绿色荧光，以荧光强度比值（多聚体／单体）
表示线粒体膜电位水平。

１．２．３　ＡｎｎｅｘｉｎＶ染色测定 ＨＢＭＥＣｓ凋亡　　参见文献［９－
１０］。ＨＢＭＥＣｓ采用（ＭＯＩ＝５）ＥＶ７１分别感染１、８、１６、２４ｈ，对
照组为 ０ｈ。收集细胞，采用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ染料染色，采用
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｉｉｒ和ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件分析１００００个染色细胞，Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ（＋）为凋亡细胞，其中 ＦＩＴＣ＋ＰＩ－为早期凋亡（ＥＡ），ＦＩＴＣ＋

ＰＩ＋为晚期凋亡、坏死细胞（ＮＡ）。流式细胞仪分析凋亡细胞及
自动得出凋亡细胞占分析总细胞数的百分比（凋亡指数），试验

重复３次，取其平均值。
１．２．４　ＤＪ１蛋白免疫印迹分析　　按照文献［１１］操作步骤进
行。ＨＢＭＥＣｓ在１００ｍｍ直径细胞培养皿内培养，当达到８０％～
９０％细胞融合时，细胞用ＭＯＩ＝５的ＥＶ７１病毒悬液在３７℃感
染１、８、１６、２４ｈ，对照组用培养基模拟感染。收集细胞悬液提
取蛋白进行免疫印迹实验，其中 ＤＪ１一抗浓度为（１∶５００）。
ＤＪ１蛋白灰度值采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行分析，目的蛋白的
灰度值除以内参ｔｕｂｌｉｎ的灰度值以校正误差，所得结果代表某
样品的ＤＪ１相对含量。
１．２．５　ＴＮＦα、ＩＬ１０、ＩＬ４的检测　　６孔板内 ＨＢＭＥＣｓ细胞
同上分别采用ＭＯＩ＝５的ＥＶ７１感染１、８、１６、２４ｈ，并设置对照
组为０ｈ，收集不同时间点培养上清液各１ｍＬ立即冻至－７０℃
备用。重复３次收集样本，细胞因子检测根据试剂盒标准操作
规程进行，每个样本重复３次检测，取其平均值。

１．３　统计学分析
　　数据以珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，检验水准α＝
０．０５。细胞凋亡数比较采用两个重复因素的方差分析，细胞因
子数据比较采用单因素方差分析。相关统计图采用 Ｏｒｉｇｉｎ绘
图软件制作。

２　结果

２．１　ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ致细胞凋亡
　　病毒作用１ｈ后，有３．６８％的 ＨＢＭＥＣｓＡｎｎｅｘｉｎＶ染色为
阳性；ＡｎｎｅｘｉｎＶ染色阳性比例随着时间延长逐渐升高，２４ｈ后
达到１６．６８％；未染毒 ＨＢＭＥＣｓ组，即对照组（０ｈ）比例较低
（３０９％），见图１。不同时间点的ＨＢＭＥＣｓ的早期凋亡数与晚
期凋亡、坏死细胞数比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。随着
感染时间延长，早期凋亡数与晚期凋亡、坏死细胞数均有所增

加，但以晚期凋亡、坏死细胞数增加更明显（Ｐ＜０．０１），见图１Ｆ。

２．２　ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ后线粒体膜电位变化
　　与对照组相比，ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ８ｈ后细胞红色荧光明
显减弱，将红色荧光与绿色荧光融合后，绿色荧光明显比对照

组强（图２），表明 ＥＶ７１感染 ＨＢＭＥＣｓ可造成线粒体膜电位的
降低。采用ＩＰＰ６．０图像分析软件进一步分析得出荧光强度比
值：对照组（１．００１±０．０２０），ＥＶ７１感染组（０．０１６±０．００７），两
组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
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Ａ～Ｅ：ＥＶ７１感染０、１、８、１６、２４ｈＨＢＭＥＣｓ凋亡情况；Ｆ：ＨＢＭＥＣｓ早期凋亡指数（Ｑ４）与晚期凋亡和坏死细胞凋亡指数（Ｑ２）的变化趋势
ａ：Ｐ＜０．０１，与早期凋亡指数比较

图１　流式细胞仪检测ＥＶ７１在不同时间点诱导ＨＢＭＥＣｓ的凋亡情况

!
"
#

!
"
#
$
#

$% &% '()*

图２　ＥＶ７１诱导ＨＢＭＥＣｓ线粒体膜电位改变的荧光检测　（×２００）

２．３　ＤＪ１在ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ不同时间点的表达
　　由图３可见，ＤＪ１在 ＥＶ７１感染 ＨＢＭＥＣｓ１６、２４ｈ时相对
于未感染时（０ｈ）表达明显增强（Ｐ＜０．０５），而内参ｔｕｂｌｉｎ条带
在不同时间点的表达量一致，这就排除了因上样量不一致而导

致的假阳性结果。

２．４　ＴＮＦα、ＩＬ１０、ＩＬ４在 ＥＶ７１感染 ＨＢＭＥＣｓ不同
时间点的分泌情况

　　ＴＮＦα、ＩＬ１０、ＩＬ４在ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ不同时间点分泌
水平见图４，ＴＮＦα、ＩＬ１０、ＩＬ４在 ＥＶ７１感染 ＨＢＭＥＣｓ０、１、８、
１６、２４ｈ不同时间点的分泌水平均明显不同（Ｐ＜０．０１）。ＩＬ４
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浓度在 ＥＶ７１感染 ＨＢＭＥＣｓ１、８、１６、２４ｈ时均显著高于 ０ｈ
（Ｐ＜０．０１），１ｈ与１６ｈ相比差异无统计学意义（Ｐ＝０７７６）；
８ｈ时 ＩＬ４浓度相对于 ０、１、１６ｈ差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１），与２４ｈ相比差异无统计学意义（Ｐ＝０．６６９）。ＩＬ１０浓
度在ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ２４ｈ时（２１７．３７±１．３４）ｐｇ／ｍＬ高于未感
染时（１８９．６９±２２３）ｐｇ／ｍＬ，但差异无统计学意义（Ｐ＝０．０６２）；
１、８、１６、２４ｈ各时间点 ＩＬ１０浓度差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５），但１、８、１６ｈ相对于未感染时（０ｈ）差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）。ＴＮＦα浓度在 ＥＶ７１感染 ＨＢＭＥＣｓ１、８、１６、２４ｈ
各时间点差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），与未感染时（０ｈ）比较
差异均有统计学意义（Ｐ＜００１）。以ＩＬ４整体分泌水平最高。
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Ａ：免疫印迹检测结果　１～５：ＥＶ７１感染 ＨＢＭＥＣｓ０、１、８、１６、２４ｈ；
Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｈ（未感染时）比较
图３　免疫印迹检测ＤＪ１在ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ不同时间点的表达
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ａ：Ｐ＜０．０１，与０ｈ（未感染时）比较；ｂ：Ｐ＜００１，与１ｈ比较

图４　ＥＬＩＳＡ检测ＥＶ７１诱导ＨＢＭＥＣｓ在不同时间点ＩＬ１０、ＩＬ４和

ＴＮＦα的分泌水平

３　讨论

　　２００８年中国内地发生了亚太地区有史以来规模
最大的以ＥＶ７１为优势毒株的手足口病大流行，相继，
众多城市爆发了以 ＥＶ７１为优势毒株的手足口病流
行［１２－１３］。ＥＶ７１首先在咽和肠道淋巴组织进行繁殖扩
增，然后通过形成病毒血症进行扩散，最终侵犯脑膜、

脊髓和皮肤等靶器官［１４］。然而，ＥＶ７１如何从起始复
制位点（肠道）进入到ＣＮＳ不是很清楚。ＥＶ７１可通过
外周神经沿逆轴突方式感染 ＣＮＳ或通过血运途径穿
ＢＢＢ感染 ＣＮＳ［１５－１６］，那么 ＥＶ７１究竟以何种方式穿
ＢＢＢ是我们想探讨的问题。我们前期研究证实 ＥＶ７１
能感染ＢＢＢ主要组分之一ＨＢＭＥＣｓ，Ｃｈｅｎ等［１５］研究证

实ＥＶ７１能通过激活ＡｂｌＣｄｋ５信号通路触发神经细胞
的凋亡。本研究进一步探讨 ＥＶ７１能否诱导 ＨＢＭＥＣｓ
凋亡以明确ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ的相关机制。
　　采用标记了ＦＩＴＣ的ＡｎｎｅｘｉｎＶ作为荧光探针，利
用流式细胞仪或荧光显微镜可检测细胞凋亡的发生。

ＰＩ是一种核酸染料，它不能透过完整的细胞膜，但在
凋亡中晚期的细胞和死细胞，ＰＩ能够透过细胞膜与细
胞核结合呈现红色。将 ＡｎｎｅｘｉｎＶ与 ＰＩ匹配使用，可
以将凋亡早期的细胞和凋亡晚期的细胞以及死细胞区

分开来。本研究通过 ＡｎｎｅｘｉｎＶ染色发现 ＥＶ７１感染
ＨＢＭＥＣｓ不同时间点凋亡率差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）；随着感染时间延长，早期凋亡与晚期凋亡和坏
死细胞数均有所增加，但以坏死细胞增加更明显（Ｐ＜
０．０１）；说明ＥＶ７１能诱导 ＨＢＭＥＣｓ凋亡，随着感染事
件延长，以晚期凋亡和细胞坏死为主，ＥＶ７１可能通过
诱导ＨＢＭＥＣｓ的早期凋亡，但最终以引起晚期凋亡和
细胞坏死而导致 ＨＢＭＥＣｓ功能障碍从而穿 ＢＢＢ感染
ＣＮＳ。研究发现线粒体对细胞凋亡具有调控作用，线
粒体结构和功能障碍是各种刺激因素诱导细胞凋亡的

中心事件，并由此导致线粒体内凋亡诱发因子的释放，

参与对细胞凋亡的调控。线粒体膜电位（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ，Δψｍ）降低是凋亡的早期事件，发
生在ＤＮＡ断裂之前，致细胞质中合成的线粒体蛋白质
成熟的缺陷、翻译的停止、氧化磷酸化形式的解偶联，

标志着细胞走向死亡的不归点。ＪＣ１是一种广泛用
于检测ΔΨｍ的理想荧光探针，可以非常方便地通过
荧光颜色的转变来检测线粒体膜电位的变化，常用红

绿荧光的相对比例来衡量线粒体去极化的比例。本研

究采用ＪＣ１荧光探针对 ＨＢＭＥＣｓ线粒体膜电位进行
了检测。结果发现，ＥＶ７１感染 ＨＢＭＥＣｓ８ｈ后 ＥＶ７１
组细胞绿色荧光明显增强，红色荧光明显减弱，线粒体

膜电位明显下降，说明 ＥＶ７１感染 ＨＢＭＥＣｓ早期通过
启动线粒体通路而促使 ＨＢＭＥＣｓ的凋亡，线粒体可能
是ＥＶ７１诱导ＨＢＭＥＣｓ凋亡的一个重要靶点，其信号
通路有待于进一步研究。

　　人 ＤＪ１基因属于保守的 ＤＪ１／Ｔｈｊ／ＰｆｐＩ家族，位
于染色体１ｐ３６．２～ｐ３６．３，全长约２４０００ｂｐ。研究证
实ＤＪ１是癌基因，其转录产物功能复杂，参与多种细
胞活动，与受精作用、雄激素受体信号调节、氧化应激
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以及细胞凋亡的调节有关。ＤＪ１能够保持线粒体复
合物Ｉ的活性、降低线粒体内ＲＯＳ，维持线粒体膜电位
及线粒体正常形态［１７－１８］。本研究采用免疫印迹技术

发现 ＥＶ７１感染 ＨＢＭＥＣｓ不同时间点均有 ＤＪ１的表
达，ＤＪ１在ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ１６、２４ｈ表达相对于对
照组明显增强（Ｐ＜０．０５），从而提示 ＤＪ１可能参与了
ＥＶ７１诱导 ＨＢＭＥＣｓ的凋亡调控，ＤＪ１表达的增强提
示ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ后期可能主要以坏死为主、凋
亡为辅，它可能对ＥＶ７１穿ＢＢＢ感染 ＣＮＳ的诊断与治
疗有重要作用，未来也许可以作为药物靶标。后期也

许可以采用ＲＮＡ干扰技术沉默 ＤＪ１基因的表达或对
ＤＪ１蛋白的信号转导通路进行研究，就能进一步明确
ＤＪ１在ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ凋亡中的作用机制。
　　已有报道细胞因子在 ＥＶ７１感染中扮演着至关重
要的角色［１９－２２］。Ｗｅｉ等［２３］报道ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ１０、ＩＦＮγ、
ＧＭＣＳＦ和ＴＮＦα的血清水平高低与ＨＦＭＤ严重程度
有关，但这些报道通常不确定，识别潜在的标记物特异

性不够，难以支持早期的临床干预，所以急需寻找特异

性的早期治疗的分子靶标。本研究采用 ＥＬＩＳＡ方法
对ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ不同时间点的ＴＮＦα、ＩＬ４、ＩＬ１０
的分泌水平进行了检测。ＴＮＦα是一种重要的促炎症
性细胞因子，由活化的单核细胞和巨噬细胞产生。

ＴＮＦα参与全身炎症反应，可通过生成及释放 ＩＬ１、
ＩＬ２、ＩＬ６、ＩＬ８等炎性因子引起炎症反应［１９］。ＴＮＦα
在ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ１ｈ相对于模拟感染分泌迅速增
高（Ｐ＞０．０５），随后在８、１６ｈ逐渐下降，在２４ｈ又分泌
增多，鉴于其分泌水平在ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ不同时间
点与未感染组间的差异，说明其参与了 ＥＶ７１感染
ＨＢＭＥＣｓ的发病过程，可能通过炎症反应促进血脑屏障
通透性增加从而导致ＥＶ７１感染ＣＮＳ的发生。ＩＬ４是Ｔ
细胞来源的细胞因子，是一种重要的抑炎因子。大量研

究资料证实 ＩＬ４能抑制单核巨噬细胞产生 ＩＬ１β和
ＴＮＦα，能下调活化的单核巨噬细胞分泌氧自由基的能
力［２０－２１］。本研究显示，ＩＬ４在ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ１ｈ
迅速增高，在８ｈ时逐渐升高，１６ｈ降低，随后在２４ｈ时
又呈升高趋势。ＩＬ１０由活化的单核巨噬细胞、淋巴细
胞分泌，它能抑制细胞因子的生成，具有多方面的抗炎

效应以及较强的免疫抑制作用。ＩＬ１０在 ＥＶ７１感染
ＨＢＭＥＣｓ１、８、１６、２４ｈ各时间点 ＩＬ１０浓度没有显著差
异（Ｐ＞０．０５），相对于未感染时（０ｈ）浓度有显著差异
（Ｐ＜０．０１），ＩＬ１０相对于为感染时的增高，可能是一种
炎症的应激反应，但以ＩＬ１０整体分泌水平最低，所以推
测较低水平的ＩＬ１０，可能促进了“炎症状态”的发展，从
而失去了ＩＬ１０对ＥＶ７１入侵ＨＢＥＭＣ的保护作用，而导
致血脑屏障功能受损，促进ＥＶ７１感染患者ＣＮＳ。在本

研究中，细胞培养上清液中ＴＮＦα、ＩＬ４及ＩＬ１０分泌水
平在ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ不同时间点中与未感染组间
的差异支持ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ是一种“炎症状态”的
假说，说明ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ可能与诸多炎症细胞因
子或ＤＪ１的表达相关，或许因为ＤＪ１的表达改变或者
促炎症因子和抗炎因子的表达处于失衡状态，ＥＶ７１感
染ＨＢＭＥＣｓ便发生。ＥＶ７１穿ＢＢＢ感染ＣＮＳ可能不是
单一事件，而是许多因素的综合事件，进一步探讨这些

细胞因子的ｍＲＮＡ水平以及蛋白水平的变化有助于明
确其相关机制，另外抑制或提高相关细胞因子的表达可

能有助于防治ＥＶ７１中枢神经系统感染。
　　总之，本研究结果显示ＥＶ７１能诱导ＨＢＭＥＣｓ早期
线粒体膜通透性改变和早期凋亡，随着感染事件延长，

主要以晚期凋亡和细胞坏死为主；另外我们还证实

ＥＶ７１可以诱导ＨＢＭＥＣｓ中ＤＪ１蛋白的表达改变；ＥＶ７１
感染ＨＢＭＥＣｓ与炎症细胞因子相关。后期进行动物实
验以及进一步对相关信号通路进行研究很有必要。
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Ａ：治疗前；Ｂ：治疗后

图１　肾移植术后卡氏肺孢子虫肺炎患者体外膜肺氧合治疗前后

Ｘ线表现

２　讨论

　　ＰＣＰ发病隐匿，病程进展快，临床症状不典型，在肾移植患
者中发病率为２％～１１％，病死率为２７％～４９％［３］。肾移植术

后感染卡氏肺孢子虫（ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓｃａｒｉｎｉｉ，ＰＣ）的患者，平均
３～６ｄ便会出现明显的ＰＣＰ症状，其主要症状为干咳和进行性
呼吸困难，可伴或不伴发热。

　　ＰＣＰ的影像学表现根据病程的进展呈现为一种动态变化
的过程。发病初期，肺门周围下肺后、内基底段受累，随着病程

进展，逐渐向上肺蔓延。两肺受累可不平衡，同一患者也可有

多种不同表现，主要包括毛玻璃样影、斑片影等，若累及全肺

段、肺叶或全非，则可出现实变［４］。

　　ＰＣＰ初期应加强抗感染治疗，足量应用对应抗生素，为后
期治疗争取时间；若病情进展迅速，应使用呼吸机辅助呼吸；器

官移植后患者应及时调整免疫抑制剂用量［５］。若患者存在严

重低氧血症，则可使用呼吸机辅助通气。本例患者在积极应用

呼吸机辅助通气后，呼吸衰竭症状并未好转，经应用 ＥＣＭＯ技

术支持患者心肺功能，积极治疗后好转，随访２个月无后遗症
表现，肾功能正常。

　　本例患者积极应用ＥＣＭＯ技术，为患者后续治疗争取了宝
贵的救治机会，证明了 ＥＣＭＯ在救治重症 ＡＲＤＳ患者中的价
值。同时，对于器官移植术后大量应用免疫抑制剂的患者，必

须警惕机会性感染的发生，术后３～６个月为ＰＣＰ的高发期，若
患者出现呼吸道症状，应高度怀疑ＰＣＰ的发生。对于病程进展
迅速，且在呼吸机不能完全纠正呼吸衰竭的患者，可积极应用

ＥＣＭＯ进行肺功能支持，为后续治疗争取时间。
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