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穿孔素和颗粒酶 B 在 EBV 相关噬血细胞综合征中的表达及临床意义
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Expression and clinical significance of perforin and granzyme B in Epstein －
Barr virus － associated hemophagocytic syndrome
Jiang Tao1，Li Liping2，Yi Sisi2，Li Shuangjie1，Ouyang Wenxian1，Tan Yanfang1
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【Abstract】 Objective: To dynamically observe the changes of perforin and granzyme B in CD8 + T and NK cells in
peripheral blood of children with EB virus associated hemophagocytic syndrome ( EBV － HLH) and to explore its clin-
ical significance．Methods: 60 cases of infectious mononucleosis ( IM) ，30 cases of EBV － HLH without PＲF1 gene
defection and 30 cases of healthy children were studied． The expression of perforin and granzyme B in CD8 + T and NK
cells in peripheral blood was analyzed by flow cytometry with cell surface labeling and intracellular cytokine staining，

including before and after treatment in EBV － HLH patients． Ｒesults: Compared with the normal control group，the ex-
pression level of perforin and granzyme B in CD8 + T cells in the EBV － HLH and IM children increased gradually( P
＜ 0． 05) ． The expression of perforin and granzyme B in NK cells was significantly increased in IM children ( P ＜
0． 05) ． However，there was no significant increase in children with EBV － HLH． The level of perforin and granzyme B
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in CD8 + T cells decreased in EBV － HLH children after treatment，but increased significantly in NK cells ( P ＜
0． 05) ． Conclusion: Perforin and granzyme B were differentially expressed in CD8 + T /NK cells in children with EBV
－ HLH． The high expression of perforin and granzyme in NK cells was beneficial to the recovery of the disease．
【Key words】EB virus，infectious mononuclear，hemophagocytic syndrome，perforin，granzyme B，children

Modern Oncology 2019，27( 18) : 3293 － 3296

【摘要】 目的: 动态观察 EB 病毒相关噬血细胞综合征( EBV － HLH) 患儿外周血 CD8 + T 细胞和 NK 细胞穿

孔素和颗粒酶 B 的表达变化，探索其临床意义。方法: 以传染性单核细胞增多症( IM) 患儿 60 例、排除 PＲF1
基因缺陷的 EBV － HLH 患儿 30 例及同期体检的健康儿童 30 例为研究对象，采用流式细胞术分析健康对照

组、IM 组以及 EBV － HLH 患儿治疗前后外周血中 CD8 + T 细胞和 NK 细胞穿孔素和颗粒酶 B 的表达。结果:

EBV － HLH、IM 患儿 CD8 + T 细胞的穿孔素和颗粒酶 B 的表达水平均高于健康对照组( P ＜ 0． 05) ，以 IM 患儿

表达水平最高( P ＜ 0． 05) ，IM 患儿 NK 细 胞 穿 孔 素 和 颗 粒 酶 B 的 水 平 高 于 EBV － HLH 和 健 康 对 照 组( P
＜ 0． 05) 。与治疗前比，治疗后存活的 20 例 EBV － HLH 患儿 CD8 + T 细胞中穿孔素和颗粒酶 B 的表达下降( P
＜ 0． 05) ，而 NK 细胞中穿孔素和颗粒酶 B 水平升高( P ＜ 0． 05) 。结论: EBV － HLH 患儿体内 CD8 + T /NK 细胞

中穿孔素和颗粒酶 B 存在差异性表达，NK 细胞穿孔素和颗粒酶 B 的高表达有利于疾病的恢复。
【关键词】EB 病毒; 传染性单核细胞增多症; 噬血细胞综合征; 穿孔素; 颗粒酶 B; 儿童
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EB 病毒是一种嗜淋巴细胞的 DNA 病毒，属疱疹病毒的

γ亚科，其感染后可累及全身多个系统诱发多种疾病，临床

表现多样，病情轻重不一，典型的临床表现为传染性单核细

胞增多症( infectious mononucleosis，IM) ，大部分患儿预后良

好，少数患儿预后欠佳，可发展为爆发性肝炎、噬血细胞综合

征、慢性感染及肿瘤等而危及生命。EB 病毒相关噬血细胞

综合征( EB virus associated hemophagocytic syndrome，EBV －
HLH) 病情进展快，预后欠佳，死亡率高［1］，其病理生理机制

为 EBV 感染的 CTL 和 NK 细胞功能缺陷，并异常增生，产生

高细胞因子血症及巨噬细胞活化，造成广泛的组织损伤。穿

孔素( perforin，PＲF) 和颗粒酶 B( granzyme B，GrzB) 在 CTL 和

NK 细胞杀伤及细胞毒性作用中起到重要作用。本研究采用

流式细胞术检测 IM、EBV － HLH 患儿体内 CD8 + T 和 NK 细

胞中穿孔素和颗粒酶 B 的变化，以探讨其在 EBV － HLH 发

病机制中的作用，为临床治疗提供指导作用。
1 资料与方法

1． 1 研究对象

以 2014 年 1 月至 2017 年 6 月在湖南省儿童医院住院治

疗的 IM 患儿 60 例、排除 PＲF1 基因缺陷的 EBV － HLH 患儿

30 例及同期医院体检的健康儿童 30 例为研究对象( EB 病毒

抗体均阴性，无急慢性疾病史及家族遗传病史) 。
60 例 IM 中，男性 28 例，女性 32 例，平均年龄 5 岁( 1 ～

14 岁) ; 30 例 EBV － HLH 患儿中，男 17 例，女 13 例，平均年

龄 5． 5 岁( 1 ～ 12 岁) 。60 例 IM 患儿治疗后均痊愈，EBV －
HLH 患儿予以 2004 方案化疗，随访半年，约 20 例患儿( 2 /3)

得到缓解，10 例( 1 /3) 患儿死亡或放弃治疗。
IM 诊断参照文献［1］: 满足发热、咽峡炎、颈淋巴结大、肝

脏肿大、脾脏肿大和眼睑浮肿等临床症状中的 3 项; 以及下

述条件的 1 项:①抗 EBV － CA － IgM 和抗 EBV － CA － IgG 抗

体阳性，且抗 EBV － NA － IgG 阴性; ②抗 EBV － CA － IgM 阴

性，抗 EBV － CA － IgG 抗体阳性且为低亲合力抗体; ③双份

血清抗 EBV － CA － IgG 抗体滴度 4 倍以上升高。
EBV － HLH 诊 断 参 照［1］ HLH － 2004 方 案; 而 且 具 有

EBV 感染的证据，即符合下述条件的任一项: ①血清学抗体

检测提示原发性急性 EBV 感染或活动性感染; ②分子生物

学方法包括 PCＲ、原位杂交和 Southern blot 杂交从患者血清、
骨髓、淋巴结等受累组织检测 EBV 阳性，如血清和( 或) 血浆

EBV － DNA 阳性，受累组织中 EBV － EBEＲs 原位杂交或 EBV
－ LMP1 免疫组织化学染色阳性。

本研究获得医院伦理委员会审查通过，以及研究对象监

护人知情同意。
1． 2 流式细胞术检测穿孔素和颗粒酶 B 的表达

采集被研究者外周静脉血 2 ml，置于 EDTA 抗凝管中

( 12 h 内处理) ，采用人外周血淋巴细胞分离液分离单个核细

胞( PBMC) ，加入以下表面抗体进行染色: anti － CD3 － Per-
CP、anti － CD8 － FITC、anti － CD56 － APC( CD3 + CD8 + CTL 细

胞、CD3 － CD56 + NK 细胞) 。常规固定、破膜、洗涤后加入 PE
标记的穿孔素或颗粒酶 B 抗体或其相应的同型抗体，室温下

避光孵育 1 h 后洗涤，24 h 内上流式细胞仪( 三激光八色流

式细胞分析仪，型号: FacsCantoll，产地: 美国) 进行分析。以

穿孔素或颗粒酶 B 阳性细胞率表示穿孔素或颗粒酶 B 水平。
1． 3 统计学分析

采用 SPSS 18． 0 软件进行数据处理。正态分布的计量资

料采用均数 ± 标准差( 珋x ± s) 表示，多组间比较采用方差分

析，非正态分布的数据采用 P50( P25，P75) 表示，多组间采用

非参数检验 Wilcoxon 秩和检验，治疗前后的统计学比较采用

t 检验。P ＜ 0． 05 为差异有统计学意义。
2 结果

2． 1 IM、EBV － HLH 患儿及健康对照组 CD8 + T 细胞和

NK 细胞中穿孔素和颗粒酶 B 表达的比较

EBV － HLH、IM 患儿 CD8 + T 细胞穿孔素和颗粒酶 B 的

表达水平均高于健康对照组( P ＜ 0． 05 ) ，以 IM 患儿的表达

水平最高( P ＜ 0． 05) ，IM 患儿 NK 细胞的穿孔素和颗粒酶 B
的表达水平明显高于 EBV － HLH 和健康对照组( P ＜ 0． 05 )

( 表 1) 。
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表 1 IM、EBV － HLH 及健康对照组 CD8 + T 细胞和 NK 细胞中穿孔素和颗粒酶 B 表达水平的比较 ［珋x ± s，P50( P25，P75) ，%］

Tab． 1 Comparison of perforin and granzyme B levels in CD8 + T and NK cells in IM，EBV － HLH and normal controls ［珋x ± s，P50( P25，P75) ，%］

Group n
CD8 + T

PＲF GrzB
NK

PＲF GrzB
Normal group 30 5． 61( 2． 47，7． 59) 30． 08 ± 16． 40 63． 35 ± 17． 45 72． 49 ± 14． 66
IM group 60 15． 08( 8． 61，17． 99) a 86． 74 ± 18． 66a 73． 63 ± 11． 95a 83． 72 ± 12． 39a

EBV － HLH group 30 10． 89( 9． 27，12． 19) ab 73． 45 ± 24． 54ab 62． 48 ± 11． 90b 73． 27 ± 10． 49b

F /Chi － square value 9． 34 82． 871 9． 466 11． 192
P 0． 009 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001

注: a: 与正常组相比，P ＜ 0． 05; b: 与 IM 组相比，P ＜ 0． 05。
Note: a: Compared with normal group，P ＜ 0． 05． b: Compared with IM group，P ＜ 0． 05．

2． 2 EBV －HLH 患儿治疗前后 CD8 + T 和 NK 细胞中穿孔

素和颗粒酶 B 表达的比较

与治 疗 前 比，治 疗 后 存 活 的 20 例 EBV － HLH 患 儿

CD8 + T 中穿孔素和颗粒酶 B 的表达下降( P ＜ 0． 05 ) ，而 NK
细胞中穿孔素和颗粒酶 B 水平升高( P ＜ 0． 05) ( 表 2) 。

表 2 EBV － HLH 患儿治疗前后 CD8 + T 细胞和 NK 细胞中穿孔素和颗粒酶 B 表达的比较 ( 珋x ± s，% )

Tab． 2 Comparison of perforin and granzyme B levels in CD8 + T and NK cells before and after treatment in children with EBV － HLH ( 珋x ± s，% )

Group
CD8 + T

PＲF GrzB
NK

PＲF GrzB
Before treatment 12． 02 ± 4． 88 75． 57 ± 25． 26 64． 38 ± 11． 68 73． 99 ± 10． 62
After treatment 9． 30 ± 4． 20a 48． 97 ± 19． 43a 75． 25 ± 9． 76a 85． 04 ± 10． 01a

F 7． 955 9． 213 － 8． 037 － 5． 661
P ＜0． 001 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001

注: a: 治疗前组相比，P ＜ 0． 05。
Note: a: Compared with before treatment，P ＜ 0． 05．

3 讨论

EBV 相关性噬血细胞性淋巴组织细胞增生症又称为噬

血细胞综合征，是由于淋巴和组织细胞过度增生活化、细胞

因子风暴形成引起多脏器炎症反应而导致损伤的综合征，临

床表现为发热、肝脾肿大、外周血细胞减少、肝功能异常及凝

血障碍等［2］。HLH 按病因可分为原发性和继发性噬血细胞

综合征，其中原发性 HLH 包括家族性 HLH 和免疫缺陷综合

征相关性 HLH; 继发性 HLH 常继发于感染、自身免疫性疾

病、恶性肿瘤等［3］，感染性疾病中最常见的为 EB 病毒相关

性噬血细胞综合征［3，4］，部分原发性 HLH 可由 EB 病毒感染

诱发［5］。此病进展快，预后差，目前人们对其发病机制了解

不是很透彻，多数学者认为免疫功能异常在 EBV － HLH 中

起着主要作用［2］。陶小娟的研究表明 EBV － HLH 患儿中

NK 细胞数量和 CD4 + /CD8 + T 比例下降［6］，由此可见 NK 和

CD8 + T 细胞在 EBV － HLH 发病中起到一定作用。
CD8 + T 细胞和 NK 细胞主要由两种途径介导细胞杀伤

及细胞毒性作用，其中一条为穿孔素及颗粒酶介导的细胞杀

伤及细胞毒性作用。NK 和 CTL 细胞一旦和靶细胞黏附，细

胞毒性颗粒沿着微管组织中心被运送至免疫突触并脱颗粒，

颗粒酶 B 进入靶细胞，并激活半胱天冬酶依赖型和半胱天冬

酶非依赖型凋亡通路，使被病原体感染细胞和肿瘤细胞等发

生凋亡，在控制感染和肿瘤中起着重要作用［7］。国内外越来

越多的研究显示［4，8，9］，NK/CTL 介导的细胞毒性在 HLH 的

发病机制中起着重要的作用，PＲF1 基因突变可导致穿孔素 /
颗粒酶依赖的细胞毒性途径受到损害，与家族性 HLH 患者

发病有关［10］。周娟等［11］的研究发现巨噬细胞活化综合征患

儿体内 NK 细胞杀伤活性和穿孔素、颗粒酶 B 表达降低，

Brose 等［12］报道的 PＲF1 有义突变患者治疗后 CD8 + T /NK 细

胞 GrzB 表达高于正常水平。而目前关于穿孔素和颗粒酶 B
在 EBV － HLH 发病机制中的作用机制研究甚少。

本研究对 IM 和 EBV － HLH 患儿的研究结果显示，IM 患

儿 CD8 + T 细胞、NK 细胞中穿孔素和颗粒酶 B 的表达明显升

高，而 EBV － HLH 患儿体内 CD8 + T 细胞、NK 细胞中穿孔素

和颗粒酶 B 的分泌水平不足，机体无法清除病毒，抗原持续

刺激，产生过量、失控、致命的 T 细胞扩增; 增殖活化的 CD8 +

T 细胞可产生大量的 IFN － γ，IFN － γ 刺激巨噬细胞增殖活

化，巨噬细胞又释放大量的炎性细胞因子，如 IL － 12、TNF －
α、IL － 2、IL － 1、IL － 6、IL － 10、GM － CSF 等，导致高细胞因

子风暴，从而导致全身各个脏器功能受损，甚至死亡［2］。随

着 EBV － HLH 患儿病情的恢复，NK 细胞穿孔素和颗粒酶 B
的分泌增加，有助于机体进一步抗病毒，从而有利于病情恢

复。由此可见 CD8 + T 淋巴细胞和 NK 细胞，尤其是 NK 细胞

分泌的穿孔素和颗粒酶 B 在 EBV － HLH 发病中起着重要作

用，NK 细胞中持续性低穿孔素和颗粒酶 B 的表达不利于病

情恢复。而秦强等［13］对 8 例 EBV － HLH 患儿的研究显示，

EBV － HLH 患儿 NK 和 CD8 + T 细胞表面穿孔素表达率无异

常，这可能与选取的研究对象不同有关，有待于大样本研究。
EBV － HLH 的治疗除了常规的对症支持治疗外，主要依

靠化疗和骨髓移植治疗，自 HLH － 2004 方案应用以来，患者

的预后获得很大改善。本研究中 EBV － HLH 患儿经 2004 化

疗方案后，约 2 /3 得到缓解，早期诊断、治疗，抑制机体的炎

症反应是关键，EBV － HLH 患儿早期治疗后死亡率下降，但

有些患者则病情反复，单纯化疗后不能缓解，最后仍死于多

器官功能衰竭及感染，这类患者可行造血干细胞移植［14］。
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另外，一些新的免疫抑制剂如 IFN － γ［15］、JAK1 /2［16，17］等也

在研 究 中，并 取 得 一 定 疗 效，Ghosh S［18］ 的 研 究 表 明 输 注

PＲF － / － 基因校正的 CD8 + T 细胞后，如同移植野生型 CD8 + T
细胞一样有效地消除了肿瘤，这些数据显示了 T 细胞基因治

疗在细胞毒性功能重建和穿孔素缺乏症相关 HLH 中的潜在

应用，单独或联合使用造血干细胞或 T 细胞的自体基因治疗

可能是一种替代的治疗方案。
由此可见，EBV － HLH 患儿体内 CD8 + T /NK 细胞中穿

孔素和颗粒酶 B 存在差异性表达，NK 细胞穿孔素和颗粒酶

的高表达有利于疾病的恢复，为治疗提供一定新理论依据。
当然，本研究也存在一定局限性，非大样本研究，且对于 EBV
－ HLH 病情变化患儿未进行穿孔素和颗粒酶 B 的检测，有

待于进一步研究。
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