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　　［摘要］　目的　初步探讨肠道病毒７１型（ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１，ＥＶ７１）穿血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）的相关机制。方

法　用人脑微血管内皮细胞（ｈｕｍａｎｂｒａｉｎｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＢＭＥＣｓ）建立体外ＢＢＢ模型，采用ＥＶ７１毒株感
染 ＨＢＭＥＣｓ，并设置阴性对照。通过形态学观察、免疫荧光、透射电镜及实时荧光定量 ＰＣＲ方法探讨 ＥＶ７１能否感染

ＨＢＭＥＣｓ，激光共聚焦方法观察ＥＶ７１能否诱导 ＨＢＭＥＣｓ微丝骨架的重排。结果　ＥＶ７１感染后能诱导 ＨＢＭＥＣｓ的细胞病
变，细胞内可见ＥＶ７１抗原红色荧光表达及直径为２０～３０ｎｍ的ＥＶ７１颗粒存在，实时荧光定量ＰＣＲ方法证实ＥＶ７１能在

ＨＢＭＥＣｓ内复制，不同时间水平差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。细胞感染ＥＶ７１后失去正常形态，变得极不规则，胞内微丝排

列紊乱，极性消失，微丝聚集在细胞边缘。结论　本研究首次证明ＥＶ７１可以感染 ＨＢＭＥＣｓ并复制，并且可以诱导部分

ＨＢＭＥＣｓ的骨架重排。
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　　肠道病毒７１ 型（ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１，ＥＶ７１）是小

ＲＮＡ病毒科肠道病毒属成员，是手足口病（ｈａｎｄ

ｆｏｏｔｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ，ＨＦＭＤ）的主要传染源之一。

ＥＶ７１感染所引起的 ＨＦＭＤ 的临床症状与柯萨奇

病毒Ａ１６型（ＣＡ１６）感染的临床表现一般较难区别，

但ＥＶ７１感染除了引起 ＨＦＭＤ以外，还能够引起无

菌性脑膜炎、脑干脑炎和脊髓灰质炎样麻痹等多种

与神经系统相关的疾病，严重时可危及生命［１４］。

ＥＶ７１入侵感染中枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓ

ｔｅｍ，ＣＮＳ）的机制尚未清楚，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。根据相关研究推测，ＥＶ７１进入ＣＮＳ可能通

过３种途径：病毒或通过入血穿血脑屏障 （ｂｌｏｏｄ

ｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）或通过轴突逆运输入脑［５７］，或

者采用“Ｔｒｏｊａｎｈｏｒｓｅ”方式通过感染免疫细胞而进

入 ＣＮＳ［８９］。其中 ＢＢＢ 完整性的丢失被认为是

ＥＶ７１感染ＣＮＳ致脑组织损伤的一个主要原因，但

ＥＶ７１究竟以何种机制穿过ＢＢＢ尚未见报道。

　　本研究采用人脑微血管内皮细胞（ｈｕｍａｎｂｒａｉｎ

ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＢＭＥＣｓ）建立体

外血脑屏障，用来自于重症 ＨＦＭＤ患者的ＥＶ７１分

离野毒株感染 ＨＢＭＥＣｓ，观察 ＥＶ７１与 ＨＢＭＥＣｓ
的相互作用，探讨ＥＶ７１穿ＢＢＢ的相关机制。

１　材料和方法

１．１　材料　人ＨＢＭＥＣｓ由美国南加州大学Ｓｈｅｎｇ

ＨｅＨｕａｎｇ惠赠；ＲＤ细胞由广东省疾病预防控制中

心微检科提供；ＥＶ７１毒株（ＫＣ１２２７６６）是来自于临

床诊断为重症 ＨＦＭＤ患者的ＥＶ７１分离鉴定毒株；

ＤＨ５α为本实验室保存；高糖 ＤＭＥＭ 培养基购自

Ｇｉｂｃｏ公司；兔抗ＥＶ７１多克隆抗体、ＰＥ共轭的羊抗

兔ＩｇＧ抗体购自北京博奥森生物技术有限公司；

ＦｌｕｒｏｒｅｓｃｅｎｔＭｏｕｎｔｉｎｇＭｅｄｉｕｍｗｉｔｈＤＡＰＩ购自北

京中杉金桥生物技术有限公司；罗丹明鬼笔环肽

（ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ）购自上海跃腾生物科技有限公司；

ＤＬ２０００ＴＭＤＮＡ标记物、ｐＭＤ１８Ｔｖｅｃｔｏｒ、Ｏｎｅｓｔｅｐ

ＲＮＡＰＣＲＫｉｔ（ＡＭＶ）、ＢａｍＨⅠ、实时定量ＰＣＲ试

剂盒购自大连ＴａＫａＲａ公司。

１．２　ＥＶ７１ 感染 ＨＢＭＥＣｓ的细胞形态学的检

测　６孔细胞培养板内每孔接种２ｍＬ５×１０５／ｍＬ

ＨＢＭＥＣｓ，采用含１０％ＦＢＳ的生长培养液培养。当细

胞达到８０％～９０％融合时，倾倒掉生长培养液，实验

组孔每孔加入１．５ｍＬ含２％ＦＢＳ的维持培养液，再加

入０．５ｍＬ感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）＝

５的ＥＶ７１病毒悬液，并以此接种病毒时间点为０点

记时，分别在第８、１６、２４、３６小时加入０．５ｍＬＥＶ７１
病毒悬液侵袭感染。对照组孔只加同体积维持培养

液。采用荧光显微镜普通光学镜头进行观察，不同样

本间采用同样的放大倍数及相同曝光时间拍照。

１．３　ＨＢＭＥＣｓ中ＥＶ７１抗原的表达分析　２ｍＬ

５×１０５／ｍＬＨＢＭＥＣｓ分别接种到２个３５ｍｍ２细胞

培养皿内，采用ＭＯＩ＝５的ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ，并

以培养液代替病毒模拟感染作为对照。细胞感染２４

ｈ后，倾倒掉培养上清液，ＰＢＳ轻柔洗涤２次，然后

将细胞用４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次，

０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００作用１５ｍｉｎ以破膜，ＰＢＳ同上

洗涤２次，０．６ｍＬ１％ＢＳＡ覆盖培养皿底部３０ｍｉｎ
以抑制非特异性反应。每培养皿加入２００μＬ用１％

ＢＳＡ稀释的兔抗ＥＶ７１多克隆抗体 （１３００），４℃
吸附１８ｈ。ＰＢＳ洗涤后，每孔用２００μＬ（１１００）

１％ＢＳＡ稀释的ＰＥ共轭的羊抗兔ＩｇＧ抗体室温孵

育１ｈ。ＰＢＳ洗涤后，每孔加入２滴ＤＡＰＩ抗荧光淬

灭试剂染核５ｍｉｎ，采用荧光显微镜观察，不同样本

间采用同样放大倍数及相同曝光时间拍照。

１．４　ＨＢＭＥＣｓ中ＥＶ７１颗粒的超微结构观察　将

长成单层的 ＨＢＭＥＣｓ同上感染，对照组同前模拟感

染。感染２４ｈ后收集细胞，离心后用２．５％戊二醛

固定，１％锇酸盐后固定，梯度乙醇脱水，包埋后超薄

切片，在透射电镜（Ｈ７０００ＦＡ，日立公司）下观察。

１．５　ＨＢＭＥＣｓ内 ＥＶ７１ＲＮＡ 拷贝数的定量分

析　将５×１０５／ｍＬＨＢＭＥＣｓ以每孔０．５ｍＬ种植在

２４孔板中的１２孔内（剩余１２孔为空白对照孔），培

养２４ｈ，细胞达到９０％左右融合时，倾倒掉生长培养

液，每孔加入１．５ｍＬ含２％ＦＢＳ的维持培养液，空

白培养孔内加入相同维持培养液。同前采用ＥＶ７１
感染 ＨＢＭＥＣｓ，空白对照孔内每孔加入同样的

ＥＶ７１病毒悬液作为阴性对照。以加入维持液时间

点为零点开始记时，６ｄ内每隔２４ｈ吸取５００μＬ培
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养上清液冻存于－７０℃冰箱备用，不重复孔吸取，每

个时间点设置３个复孔。收集的病毒悬液的病毒

ＲＮＡ采用 ＴｏｔａｌＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＵｓｅｒＭａｎｕａｌＮｕ

ｃｌｅｏｓｐｉｎＲＮＡ试剂盒（ＭａｃｈｅｒｅｙＮａｇｅｌ，德国）提取，

标准曲线的构建及病毒悬液ＲＮＡ拷贝数测定主要

根据文献［１０］方法建立。

１．６　ＨＢＭＥＣｓ感染后细胞骨架形态的检测　２ｍＬ

５×１０５／ｍＬＨＢＭＥＣｓ接种到３５ｍｍ２激光培养皿

内，采用ＭＯＩ＝５的ＥＶ７１感染ＨＢＭＥＣｓ，并以培养

液代替病毒模拟感染作为对照。细胞感染２４ｈ后，

倾倒掉培养上清液，ＰＢＳ（ｐＨ７．４，０．０１ｍｏｌ／Ｌ）轻

柔洗涤２次，然后将细胞用４％多聚甲醛固定１０

ｍｉｎ，用ＰＢＳ复洗３次，沥干水分（勿干燥），用１％

ＢＳＡ室温封闭５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次。加入１００μＬ

１０ｎｍｏｌ／Ｌ罗丹明鬼笔环肽，室温避光２０ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗涤后观察实验结果。采用激光共聚焦显微镜

（Ｚｅｉｓｓ５１０）成像，以５４５ｎｍ激发光检测罗丹明标记

红色荧光，不同组间采用完全一致成像系统参数设

置，以保证准确的阳性信号荧光强度。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分

析，ＥＶ７１感染 ＨＢＭＥＣｓ阳性对照孔与阴性对照孔

两组间的ＥＶ７１拷贝数比较采用两个重复因素的方

差分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＥＶ７１致 ＨＢＭＥＣｓ的细胞病变图　对照孔内

ＨＢＭＥＣｓ没有观察到细胞病变 （图１Ａ）；当 ＨＢＭＥＣｓ
用ＥＶ７１（ＭＯＩ＝５）感染８ｈ时，细胞变圆且折光度增

加（图１Ｂ）；随着感染时间延长，一些感染死亡的细胞

从培养板内脱落而悬浮在培养液内（图１Ｃ、１Ｄ）；至

３６ｈ时，大多数细胞从培养板表面脱落（图１Ｅ）。表明

ＥＶ７１能感染ＨＢＭＥＣｓ而引起细胞病变。

图１　ＨＢＭＥＣｓ感染ＥＶ７１后的细胞形态学观察

Ｆｉｇ１　ＣｙｔｏｐａｔｈｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆＨＢＭＥＣｓａｆｔｅｒｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１（ＥＶ７１）ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ＨＢＭＥＣｓ：Ｈｕｍａｎｂｒａｉｎｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＢＥ：ＨＢＭＥＣｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＥＶ７１ａｔｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ
ｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（ＭＯＩ）＝５ｆｏｒ８ｈ，１６ｈ，２４ｈａｎｄ３６ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．２　ＨＢＭＥＣｓ中ＥＶ７１抗原的表达　抗ＥＶ７１多

克隆抗体免疫荧光染色结果可见，红色ＥＶ７１抗原

遍布在ＥＶ７１感染 ＨＢＭＥＣｓ的整个细胞内，但对照

组细胞内不存在 （图２）。结果证实ＥＶ７１能感染

ＨＢＭＥＣｓ，并且可以进入细胞核中复制。

２．３　ＥＶ７１病毒颗粒的超微结构观察　在透射电

镜下观察，ＥＶ７１感染的细胞内能看到直径３０ｎｍ
左右的球形颗粒（图３Ａ），形态大小与文献［１１］报道

的ＥＶ７１一致，而对照组细胞中未见类似颗粒（图

３Ｂ），进一步说明ＥＶ７１能感染 ＨＢＭＥＣｓ。

２．４　ＥＶ７１在 ＨＢＭＥＣｓ内拷贝数的变化　为了探

讨ＥＶ７１在 ＨＢＭＥＣｓ的感染复制情况，采用含有

２２６ｂｐＥＶ７１的ｐＭＤ１８ＥＶ７１质粒构建了标准方

程：ｙ＝－３．３１４ｌｏｇ（ｘ）＋４３．９３，Ｒ＝０．９９７，并根据

标准曲线得到ＥＶ７１病毒拷贝数。从病毒复制的曲

线图来看，起始 ＨＢＭＥＣｓ复制的ＥＶ７１拷贝数在第

２天呈下降趋势，第３天升高，第４天达到顶峰，然

后逐渐下降。而空白对照孔内ＥＶ７１拷贝数不断下

降，至第３天已降至０。时间对于病毒的复制有明

显影响 （Ｐ＜０．０１），而两组间ＥＶ７１拷贝数的差异

也具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

２．５　ＥＶ７１诱导部分 ＨＢＭＥＣｓ细胞骨架的重

排　在本实验中，用荧光标记的鬼笔环肽染色可以

清晰地显示细胞中微丝的分布。与对照组（图５Ａ）

相比，ＥＶ７１感染 ＨＢＭＥＣｓ组细胞失去正常形态，

变得极不规则，胞内微丝排列紊乱，极性消失，微丝

聚集在细胞边缘（图５Ｂ）。
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图２　ＨＢＭＥＣｓ内ＥＶ７１抗原的免疫荧光染色

Ｆｉｇ２　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１（ＥＶ７１）ａｎｔｉｇｅｎｉｎＨＢＭＥＣｓ

ＨＢＭＥＣｓ：Ｈｕｍａｎｂｒａｉｎｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．ＨＢＭＥＣｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＥＶ７１ａｔｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（ＭＯＩ）＝５ｆｏｒ

１６ｈ．ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｔａｉｎｉｎｇｕｓｉｎｇｒａｂｂｉｔａｎｔｉＥＶ７１ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ（ａｎｔｉＶＰ１）ｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＥＶ７１ａｎｔｉ

ｇｅｎ（ｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）ｉｎＥＶ７１ｉｎｆｅｃｔｅｄＨＢＭＥＣｓ，ｂｕｔｎｏｔｉｎｍｏｃｋｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图３　ＨＢＭＥＣｓ内ＥＶ７１病毒颗粒透射电镜观察

Ｆｉｇ３　Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅｓｏｆ

ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１（ＥＶ７１）ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎＨＢＭＥＣｓ

ＨＢＭＥＣｓ：Ｈｕｍａｎｂｒａｉｎｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．Ａ：

ＥＶ７１ｇｒｏｕｐｓｈｏｗｉｎｇｍｕｌｔｉｐｌｅＥＶ７１（ａｒｒｏｗｓ）ｃｏｎｔａｉｎｅｄｉｎ

ｔｈｅＨＢＭＥＣｓ；Ｂ：ＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓｈｏｗｉｎｇｎｏｒｍａｌＨＢＭＥＣｓ．

Ｕｒａｎｙｌａｃｅｔａｔｅｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００００

图４　ＥＶ７１在ＨＢＭＥＣｓ内拷贝数的变化

Ｆｉｇ４　Ｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１（ＥＶ７１）

ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎＨＢＭＥＣｓ
ＨＢＭＥＣｓ：Ｈｕｍａｎ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．
Ｐ＜０．０１ａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ；
△△Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ （ＡＮＯＶＡｆｏｒｔｈｅｒｅｐｅａｔｅｄ
ｍｅａｓｕｒｅｓ）．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图５　激光共聚焦观察ＨＢＭＥＣｓ

肌动蛋白（罗丹明鬼笔环肽标记）

Ｆｉｇ５　ＡｃｔｉｎｆｉｌａｍｅｎｔｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｉｎＨＢＭＥＣｓ

ａｓｖｉｓｕａｌｉｚｅｄｂｙｃｏｎｆｏｃａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

ｗｉｔｈＲｈｏｄａｍｉｎｅｐｈａｌｌｏｉｄｉｎｅｓｔａｉｎｉｎｇ

ＨＢＭＥＣｓ：Ｈｕｍａｎｂｒａｉｎｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．Ａ：

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｃｔｉｎｆｉｌａｍｅｎｔｓｗｅｒｅｅｖｅｎｌｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ

ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔｏｆｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍ；Ｂ：

ＨＢＭＥＣｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１（ＥＶ７１）ａｔｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ

ｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（ＭＯＩ）＝５ｆｏｒ２４ｈ，ｔｈｅａｃｔｉｎｆｉｌａｍｅｎｔｓｉｎｔｈｅｃｙ

ｔｏｐｌａｓｍｗｅｒｅｏｂｖｉｏｕｓｌｙｒｅｄｕｃｅｄ；ｄｅｎｓｅｒａｃｔｉｎａｇｇｒｅｇａｔｅｓａｒｅ

ｆｏｕｎｄｉｎｔｈｅｍａｒｇｉｎｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓ；ａｎｄａｌｏｎｇｐｒｏｔｒｕｓｉｏｎｏｆａｃ

ｔｉｎｆｉｌａｍｅｎｔｓｔａｉｎｉｎｇｃａｎｏｆｔｅｎｂｅｆｏｕｎｄｉｎＨＢＭＥＣｓ．Ｓｃａｌｅ

ｂａｒ＝１０μｍ

３　讨　论

　　近年来，世界各地频繁报道 ＥＶ７１感染的爆

发［１２１３］。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，且众多城市爆发了以ＥＶ７１为优势毒株的手足

口病流行［１４１５］。迄今尚无有效的疫苗及治疗方法消
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除这种感染性疾病，主要原因是其致病机制尚不清

楚。ＥＶ７１病毒主要是通过口腔进入消化道，病毒首

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，进一步在网状内皮细胞中扩

增并最终侵犯脑膜、脊髓和皮肤等靶器官。然而，

ＥＶ７１如何从起始复制位点（肠道）进入到ＣＮＳ还不

是很清楚。已知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［１６１７］，那么ＥＶ７１究竟以何种方式穿ＢＢＢ是我

们想探讨的问题。

　　众所周知，ＢＢＢ是一个以脑微血管内皮细胞、星

形胶质细胞和周细胞共同构成的结构和功能的屏

障，其中内皮细胞是构成ＢＢＢ的关键解剖位点。所

以在本实验中，采用 ＨＢＭＥＣｓ建立体外ＢＢＢ模型，

形态学观察证实ＥＶ７１可以致 ＨＢＭＥＣｓ发生细胞

病变，随着时间延长，病变更明显；通过免疫荧光和

透射电镜方法证实ＥＶ７１能感染 ＨＢＭＥＣｓ；通过检

测 ＨＢＭＥＣｓ分泌的ＥＶ７１拷贝数，证实ＥＶ７１不仅

能感染 ＨＢＭＥＣｓ而且能在 ＨＢＭＥＣｓ内复制，ＥＶ７１
在 ＨＢＭＥＣｓ内的复制在第４天达到高峰期。鉴于

病毒感染过程的第一步是病毒通过与位于细胞表面

的特异性受体结合而吸附于被感染细胞表面，然后

利用细胞的内吞作用进入细胞或将病毒的核酸释放

进细胞，可以推测，ＨＢＭＥＣｓ是ＥＶ７１的易感细胞，

ＨＢＭＥＣｓ上可能存在ＥＶ７１的相关受体，ＥＶ７１可

能通过与 ＨＢＭＥＣｓ上的ＥＶ７１特异性受体结合导

致 ＨＢＭＥＣｓ的功能与结构改变，也即通过影响ＢＢＢ
功能与结构而进入ＣＮＳ，其相关机制还值得进一步

研究。

　　近年来，病毒与细胞骨架的关系这一问题正逐

渐引起人们的注意。已经证明宿主细胞的骨架系统

在多种ＲＮＡ和ＤＮＡ病毒的复制过程中起着重要

的、有的甚至是不可或缺的作用［１８１９］。细胞骨架包

括微管、微丝和中间纤维，由它们共同组成细胞的支

架成为细胞运动、细胞形态和跨膜信息传递的结构

基础。微丝，亦称为纤维形肌动蛋白 （Ｆａｃｔｉｎ），是

由球形肌动蛋白（Ｇａｃｔｉｎ）单体分子形成的多聚体，

两者之间的动态平衡在一定程度上维持肌动蛋白功

能。许多病毒的侵袭、复制等过程均与宿主肌动蛋

白骨架体系有关，研究证实人类副流感病毒３附着

在胞质肌动蛋白纤维上进行转录和复制［２０］。有文献

推断成熟病毒附着于宿主细胞的微丝束网络上，随

着细胞的病变，细胞质向中心收缩，不伴随其收缩的

微丝束留在细胞外，附着于其上的大量病毒即被高

效率地释放出来［２１］。罗丹明标记的鬼笔环肽（ｐｈａｌ

ｌｏｉｄｉｎ，Ｒｈｏｄａｍｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ）是用罗丹明衍生物标

记的Ｆ肌动蛋白特异性荧光探针，可用于细胞形状、

细胞骨架的分析。本实验采用罗丹明标记的鬼笔环

肽检测了ＥＶ７１感染组与对照组中的Ｆ肌动蛋白表

达情况。ＥＶ７１感染 ＨＢＭＥＣｓ组与对照组相比，部

分细胞失去正常形态，变得极不规则，胞内微丝排列

紊乱，极性消失，微丝聚集在细胞边缘。说明ＥＶ７１
在ＨＢＭＥＣｓ细胞中复制时，可导致部分细胞微管微

丝分解，细胞骨架受损，提示病毒有可能参与微丝聚

合与解聚这一动态平衡过程，而微丝骨架的改变也

可能对于病毒的复制和活化起到一定的辅助作用，

但其具体分子机制与相关信号通路还有待于进一步

证实。

　　总之，本研究结果首次证明 ＥＶ７１可以感染

ＨＢＭＥＣｓ并导致部分 ＨＢＭＥＣｓ的骨架重排，ＨＢ

ＭＥＣｓ上可能存在ＥＶ７１的特异性受体，入血ＥＶ７１
病毒可能随血运到达ＢＢＢ时与ＢＢＢ上内皮细胞特

异性受体结合，导致其结构破坏、功能受损，从而进

入颅内感染ＣＮＳ，其机制还有待于进一步深入研究。

４　利益冲突
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