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[摘要] 目的:研究 EB 病毒(EBV)感染患儿 SH2D1A mRNA 表达情况,探讨 SH2D1A mRNA 表达改变与疾病的关系及其意义。
方法:选取 2014 年 10 月至 2015 年 2 月湖南省儿童医院肝病中心收治的初诊为 EB 病毒感染的患儿,选取同期年龄、性别与 EB
病毒感染组匹配的健康体检儿童为对照组。 检测 EB 病毒感染组和对照组的 SH2D1A mRNA 表达水平,计算基因相对表达量,
检测血生化指标。 结果:EB 病毒感染组共 32 例,其中普通传染性单核细胞增多症(普通组)20 例,重症传染性单核细胞增多症

(重症组)9 例,慢性活动性 EBV 感染(慢性组)1 例,EBV 相关噬血淋巴组织细胞增多症(噬血组)2 例;对照组 10 例。 各组与对

照组 SH2D1A mRNA 的相对中位表达量分别为 25. 78、40. 14、38. 72、18. 27、4. 65(H = 10. 68,P<0. 05),EB 病毒感染组患儿的

SH2D1A mRNA 表达水平显著高于对照组,重症组、慢性组 SH2D1A mRNA 表达水平较普通组、噬血组升高(P<0郾 05),但重症组

与慢性组比较差异无统计学意义(P>0. 05)。 SH2D1A mRNA 表达水平与初诊时最低的纤维蛋白原、CD4+、CD4 / +CD8+ 水平呈

负相关(P 均<0. 05),与血清铁蛋白、丙氨酸氨基转移酶、乳酸脱氢酶、甘油三酯、EBV鄄DNA 水平无相关性。 结论:EBV 感染患

儿外周血细胞 SH2D1A mRNA 表达水平显著升高,造成机体细胞免疫功能紊乱。
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The Significance and Level of SH2D1A Gene Expression in Children with EB Virus Infection

Zhang Hui, Yuan Yuanhong, Yuan Heli, Ouyang Wenxian, Li Shuangjie (Children爷 s Hospital of Hunan Province, Hunan
Changsha摇 410007, China)

[Abstract] Objective: To research the expressions of SH2D1A mRNA in children with EB virus (EBV) infection, to discuss the
relationship and significance between the change of SH2D1A mRNA expression and the disease. Methods: Children who were diagnosed
as EB infection were selected as EB virus infection group from October 2014 to February 2015 in Liver Diseases Center of Children爷 s
Hospital of Hunan Province. We selected healthy children who were at the same age, sex as the control group. The levels of SH2D1A
mRNA in EB virus infection group and control group were detected, the relative expression quantities of genes were calculated, and the
blood biochemical indexes were tested. Results: The total cases of EB virus infection group was 32, including the common infectious
mononucleosis (group common) 20 cases, severe infectious mononucleosis ( group severity) 9 cases, chronic active EBV infection
(group chronicity) 1 cases, EBV associated hemophagocytic lymphohistiocytosis ( group HLH) 2 cases. The control group was 10
cases. The SH2D1A mRNA relative expression median levels in each group and the control group were 25. 78, 40. 14, 38. 72, 18. 27,
4. 65 (H=10. 68, P<0. 05). The SH2D1A mRNA levels of EB virus infection group were significantly higher than those of control
group. The SH2D1A mRNA levels in group severity, group chronicity increased significantly than those of group common, group HLH,
but there were no statistical significance between group severity and group chronicity. The expression level of SH2D1A mRNA was
negatively correlated with the initial fibrin minimum raw and CD4+, CD4+ / CD8+ levels (P<0. 05), and it had no correlation with serum
ferritin, alanine aminotransferase, lactate dehydrogenase, triglyceride, EBV鄄DNA levels. Conclusion: The levels of SH2D1A mRNA in
peripheral blood cells of EBV infection were markedly increase. EB virus infection can result in cellular immune function disorder.
[Keywords] EB virus; SH2D1A gene; cellular immunity; children

摇 摇 EB 病毒(Epstain鄄Barr virus,EBV)是一种人类疱疹

病毒,人群感染率超过 90% ,感染 EBV 后成为终身潜伏

感染。 B 细胞是 EBV 的靶细胞,EBV 同时通过感染的

B 细胞作为中介感染 T 细胞或 NK 淋巴细胞[1],也有报

道推测 EBV 可能直接感染 T 细胞[2]。 儿童 EBV 感染临

床表现复杂多样,非肿瘤性 EBV 感染疾病主要包括传

染性单核细胞增多症( infectious mononucleosis,IM)、慢

性活动性 EBV 感染 ( chronic active epstein鄄barr virus
infection,CAEBV)、EBV 相关噬血淋巴组织细胞增生症

(Epstein鄄Barr virus related hemophagocytie lymphohistiocytosis
syndrome,EBV鄄HLH)。 EBV 感染的不同临床表现及转

归与 EBV鄄DNA 病毒量[3]和机体免疫功能有关[4]。 本研

究检测 EBV 感染患儿外周血 SH2D1A mRNA 表达水平

及其外周血多种血生化指标,探讨 EBV 感染患儿外周
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血 SH2D1A mRNA 表达改变的机制及其对机体细胞免

疫系统方面的影响。

1摇 资料和方法

1. 1摇 一般资料

选取 2014 年 10 月至 2015 年 2 月湖南省儿童医院

肝病中心收治的初诊为 EBV 感染的患儿。 EBV 感染患

儿纳入标准:EBV 感染诊断以《诸福棠实用儿科学》 [5]

中的标准为依据:(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)分子生物学方法检测包括

PCR、原位杂交和 Southern 杂交从患儿血清、骨髓、淋巴

结等受累组织检测 EBV 阳性。 符合以上两条之一。 选

取同期年龄、性别与 EBV 感染患儿匹配的我院儿童保

健科的健康体检儿童:(1)近 3 个月内无感染性疾病;
(2)血常规指标、肝功能正常。
1. 1. 1摇 IM 诊断标准 摇 参照《诸福棠实用儿科学》第

7 版中诊断标准,根据临床表现、外周血象和血清学检

查结果确诊[5]。 诊断为 IM 的患儿,同时伴有至少 2 个

系统受累即诊断为重症 IM[6]。 出现以下临床特征需高

度重视:(1)持续高热>1 周,明显肝脾肿大;(2)外周血

象 2 系或3 系显著下降,但未达到 EBV鄄HLH 标准;(3)
转氨酶水平显著异常,尤其是乳酸脱氢酶水平显著升

高;(4)呼吸、吞咽困难,并发肺炎、胸腔积液等;(5)心

电图异常,心肌炎。
1. 1. 2 摇 CAEBV 的诊断标准[7鄄8] 摇 (1)持续或反复发作

的 IM 类似症状和体征,包括发热、肝脾肿大、持续性肝

功能损伤、全血细胞减少、多发性淋巴结病、视网膜炎、
间质性肺炎、蚊虫过敏及牛痘样水疱等,并持续 3 个月

以上可诊断 CAEBV。 (2)有 EBV 感染及引起组织病理

损害的证据,达到下述标准 1 条及以上可诊断:淤血清

EBV 抗体滴度异常增加,包括抗 VCA鄄IgG 逸1 颐 640 或

抗 EA鄄IgG 逸1 颐 160,VCA / EA鄄IgA 阳性;于Southern 杂

交在组织或外周血中检测出 EBV鄄DNA;盂在感染的组

织或外周血中检测出 EBER鄄1 阳性细胞;榆外周血

PBMC 中 EBV鄄DNA 水平高于 102. 5拷贝 / 滋g DNA;虞在感

染组织中 EBV鄄EBERS 原位杂交或 EBV鄄LMP1 免疫组化

染色阳性。 (3)排除其他疾病所致的上述临床表现。
1. 1. 3摇 EBV鄄HLH 的诊断标准 摇 (1)HLH 诊断标准[9]:
依据 HLH鄄2004 方案,以下 8 条有 5 条符合即可诊断

HLH:淤发热;于脾大;盂血细胞减少(影响 2 或 3 系外

周血细胞,血红蛋白<90 g / L,血小板<100伊109 / L,中性

粒细胞<1. 0伊109 / L);榆高甘油三酯血症和(或)低纤维

蛋白原血症;虞骨髓、脾脏或淋巴结中发现噬血细胞现

象而无恶变证据;愚NK 细胞活力降低或缺乏;舆血清铁

蛋白逸500 滋g / L;余可溶性 CD25(sIL鄄2r)逸2 400 U / mL。
(2)EBV 感染的诊断。

1. 2摇 伦理与知情同意

本研究经我院伦理委员会批准,所用外周血标本系

临床检验项目剩余标本。 所有儿童加入研究均征得家

长知情同意。

1. 3摇 研究设计

采用病例对照研究设计,病例组和对照组年龄、性
别匹配。 比较两组儿童外周血 SH2D1A mRNA 表达水

平,分析 EBV 感染患儿 SH2D1A mRNA 表达与多种生化

指标的相关性。

1. 4摇 标本采集与处理

收集研究对象临床检验剩余抗凝外周全血标本

0. 5 mL,加入 TRIzon 总 RNA 提取试剂,混匀后冻藏于

-80 益冰箱。

1. 5摇 外周血总 RNA 提取和 cDNA 制备

采用淋巴细胞分离液密度梯度离心法分离制备外

周血单个核细胞,RNA 提取试剂盒提取制备外周血总

RNA,试剂盒随机引物逆转录制备 cDNA。

1. 6摇 EvaGreen 定量 RT鄄PCR
应用 SsoFast EvaGreen RT鄄PCR 试剂盒,总反应体积

20 mL。 预实验优化各种引物扩增反应条件。 每一样本

重复 PCR 扩增 3 次,吟吟 C1 法计算基因的相对表达

量[10]。

1. 7摇 血生化指标检测

采用直接化学发光法检测血脂和肝肾功能,比浊法

测定血清纤维蛋白原水平;采用直接化学发光法测量血

清铁蛋白水平,检测上限为 5 000 mg / L;采用流式细胞

仪检测外周血 T、B 细胞亚群和 NK 细胞水平;采用荧光

定量 PCR 法检测外周血 EBV鄄DNA 水平(参考范围为病

毒拷贝数 0 ~ 5 000 拷贝数 / mL)。

1. 8摇 统计学方法

应用 SPSS17郾 0 软件,非正态分布计量资料以中位

数表示,采用非参数统计秩和检验(Kruskal鄄wallis 法),
组间比较采用 Nemenyi 法,相关性分析采用 Spearman爷 s
等级相关检验,P<0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结果

2. 1摇 研究对象一般情况

共入组 32 例 EBV 感染患儿,其中,男 18 例,女

14 例,年龄 8 个月~ 12 岁[(3郾 82依0郾 76)岁]。 根据诊断

标准分为普通 IM(普通组) 20 例,重症 IM (重症组)
9 例,CAEBV(慢性组) 1 例,EBV鄄HLH(噬血组) 2 例。
对照组 10 例,其中男 6 例,女 4 例,年龄 1 ~ 14(4郾 64 依
0郾 59)岁。 五组患儿性别、年龄比较差异无统计学意义

(P>0郾 05),具有可比性。

2. 2摇 EBV 感染组和对照组 SH2D1A mRNA 表达比较

EBV 感染组与对照组 SH2D1A mRNA 的相对中位

表达量分别为 31郾 79 和 4郾 65,EBV 感染组表达水平高于
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对照组(P<0郾 05)。 EBV 感染组中普通组、重症组、慢性

组、噬血组 SH2D1A mRNA 的相对中位表达量分别为

25郾 78、40郾 14、 38郾 72、 18郾 27,重症组、慢性组 SH2D1A
mRNA 表达水平较普通组、噬血组升高(P<0郾 05),但重

症组与慢性组比较差异无统计学意义(P>0郾 05)。

表 1摇 EBV感染组与对照组 SH2D1A mRNA的表达

组别 例数 SH2D1A mRNA
EBV 感染组 32 31. 79
对照组 10 4. 65
u 3. 182
P <0. 05

表 2摇 EBV感染各组 SH2D1A mRNA的表达

组别 例数 SH2D1A mRNA
普通组 20 25. 78
重症组 9 40. 14
慢性组 1 38. 72
噬血组 2 18. 27
H 10. 68
P >0. 05

2. 3摇 EBV 感染组 SH2D1A mRNA 表达的相关性分析

SH2D1A mRNA 相对表达水平与 EBV 感染患儿初

诊时最低的纤维蛋白原(FG)、CD4+、CD4+ / CD8+水平呈

负相关(P<0郾 05),但与血清铁蛋白(SF)、丙氨酸氨基转

移酶(ALT)、乳酸脱氢酶( LD)、甘油三酯( TG)、EBV鄄
DNA 水平无相关性。

表 3摇 EBV感染组 SH2D1A mRNA表达与生化指标的相关性

相关指标 r P
SF -0. 142 >0. 05
ALT 0. 242 >0. 05
LD -0. 286 >0. 05
TG -0. 315 >0. 05
EBV鄄DNA 0. 184 >0. 05
FG -0. 489 <0. 01
CD4+ -0. 472 <0. 01
CD4+ / CD8+ -0. 385 <0. 05

3摇 讨论

SH2D1A(SH2 结构域蛋白 1A 基因)位于 X 染色体

的 q25 位置,主要表达于活化的 T 细胞和自然杀伤细胞

(NK 细胞) [10],其基因突变 / 缺失与致死性 EBV 感染、
EBV 相关性噬血淋巴组织细胞增多症、X 连锁淋巴组织

增生综合征、霍奇金氏淋巴瘤等疾病相关[11]。 SH2D1A
基因编码的表面信号淋巴细胞激活分子(SLAM)相关蛋

白(SAP)是 T 淋巴细胞、NK 细胞[12]、NKT 淋巴细胞[13]

和 B 淋巴细胞维持正常免疫功能的关键性调节因

子[14]。 SAP 缺乏将会影响 SLAM 介导的 T、B 淋巴细胞

作用,从而导致活化信号过度放大,机体失去控制 B 淋

巴细胞增殖的能力[15]。 感染人类疱疹病毒(EBV)后,
EBV 潜伏膜蛋白鄄1 (EBV鄄LMP1)可抑制 SAP 的表达并

上调 Th1 型细胞因子水平,在转录水平抑制编码 SPA 基

因(SH2D1A)的表达并活化下游的 ERK 分子和 IFN鄄酌,
导致 T 细胞显著活化及 Th1 细胞因子分泌增加[16]、巨
噬细胞活化,引起组织噬血现象[17],导致噬血细胞淋巴

组织增生症(HLH)。
本研究显示, EB 病毒感染组与对照组 SH2D1A

mRNA 的相对中位表达量分别为 31. 79 和 4. 65,EBV 感

染组表达水平显著高于对照组(P<0. 05)。 EBV 感染组

中普通组、重症组、慢性组、噬血组 SH2D1A mRNA 的相

对中位表达量分别为 25. 78、40. 14、18. 27、38. 72,重症

组、噬血组 SH2D1A mRNA 水平较普通组、慢性组显著

升高(P<0. 05),但重症组、噬血组之间比较差异无统计

学意义。 感染 EBV 后 SH2D1A mRNA 表达水平显著升

高,可能提示该组患儿并未存在 SH2D1A mRNA 的突变

及缺失,感染 EBV 后 SH2D1A mRNA 编码 SAP 蛋白水

平升高,从而调节机体细胞免疫,避免严重疾病如致死

性感染、噬血淋巴组织细胞增多、慢性活动性感染等的

发生。
SH2D1A mRNA 相对表达水平与 EBV 感染患儿初

诊时最低的纤维蛋白原、CD4+、CD4+ / CD8+ 水平呈负相

关(P<0. 05),但与血清铁蛋白、丙氨酸氨基转移酶、乳
酸脱氢酶、甘油三酯、纤维蛋白原、EBV鄄DNA 水平无相

关性。 纤维蛋白原、CD4+、CD4+ / CD8+降低提示 EBV 感

染后患儿易发生一些严重的疾病。
本研究表明,普通 EBV 感染后患儿 SH2D1A mRNA

相对表达水平明显升高,这与一些报道 EBV 感染后抑

制 SH2D1A mRNA 表达的结论不同,提示 EBV 感染的转

归和预后可能与 SH2D1A mRNA 的表达水平密切相关。
因此,今后有待进一步增加样本量,检测血中 SAP 蛋白、
相关炎症因子水平,动态监测 SH2D1A mRNA 表达水平

及患儿后期疾病转归,为临床疾病诊断及预后提供新的

诊断思路。
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氯胺酮对 SD 幼鼠海马 GAP鄄43 蛋白表达的影响

应迪琪,严海雅 (宁波市妇女儿童医院,浙江宁波摇 315012)
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[摘要] 目的:分析氯胺酮对 SD 幼鼠海马 GAP鄄43 蛋白表达的影响。 方法:取 7 ~ 10 日龄的 SD 幼鼠 36 只,随机分为 A、B、C 三

组各 12 只。 A 组注射生理盐水 50 mg / kg,B 组注射氯胺酮 25 mg / kg,C 组注射氯胺酮 50 mg / kg。 24 h 后处死小鼠取海马组织,
分别采用免疫组化与 Western Blotting 检测海马 GAP鄄43 蛋白的表达情况。 结果:经图像分析软件处理后得知,A 组、B 组、C 组

条带灰度值分别为 187. 43依7. 98、164. 87依8. 35、154. 31依6. 98,组间比较差异均有统计学意义(P<0. 01)。 A 组、B 组、C 组 GAP鄄
43 阳性细胞计数分别为(87. 45依14. 98)个 / mm2、(66. 48依12. 36)个 / mm2、(35. 32依9. 93)个 / mm2,组间比较差异均有统计学意

义(P<0郾 01)。结论:氯胺酮可明显降低 SD 幼鼠海马 GAP鄄43 蛋白的表达水平,这可能与其影响幼鼠神经系统发育有关。
[关键词] 氯胺酮;SD 幼鼠;海马组织;GAP鄄43 蛋白
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Effect of Ketamine on GAP鄄43 Protein Expression in Hippocampus of SD Rats

Ying Diqi, Yan Haiya (Ningbo Women and Children爷 s Hospital, Zhejiang Ningbo摇 315012, China)

[Abstract] Objective: To study the effect of ketamine on the expression of GAP鄄43 protein in hippocampus of SD rats. Methods:
Thirty six SD rats who were 7 to 10 days old, were randomly divided into three groups. Group A of 12 rats were injected with saline
50 mg / kg, group B of 12 rats were injected with ketamine 25 mg / kg, group C of 12 rats were injected with ketamine 50 mg / kg. All rats
were sacrificed and the hippocampuses were drawn out after 24 hours. Immunohistochemistry and Western Blotting were used to detect
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