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　 　 【摘要】 　 目的　 观察 EV71 型肠道病毒(Enterovirus
 

71,
 

EV71)诱导骨骼肌损伤的影响,探讨 caspase-1 /
IL-1β 信号通路在 EV71 诱导的骨骼肌损伤中的作用机制。 方法　 将 1 日龄 BALB / c 乳鼠随机分为 3 组,正常

对照(normal
 

control,NC)组 60 只、EV71 感染组 60 只、caspase-1 抑制剂(EV71+VX-765)组 15 只。 正常对照组

及 EV71 感染组各随机分为 5
 

d、7
 

d、10
 

d、14
 

d
 

4 个亚组,每亚组 15 只。 将 25
 

mL / kg
 

的 EV71 病毒液,腹腔注

射到 1 日龄 BALB / c 乳鼠体内,连续注射 3
 

d,建立 EV71 感染组模型。 在病毒接种后 6
 

h 腹腔注射 caspase-1
抑制剂 VX-765(20

 

mg / kg),连续 10
 

d 接种,直至取材,建立 caspase-1 抑制剂组模型。 同时,正常对照组等体

积注射含有 5%
 

DMSO+ 10%
 

PEG300 的生理盐水,6
 

h 后注射 2%的细胞维持液。 造模成功后,记录各组

BALB / c 乳鼠体质量和疾病评分,苏木素-伊红(hematoxylin-eosin,HE)染色观察骨骼肌病理损伤,蛋白免疫印

迹(Western
 

blot)和免疫荧光( immunofluorescence,IF) 检测肠道病毒 71 型病毒蛋白 1 ( Enterovirus
 

71
 

viral
 

protein
 

1,
 

EV71
 

VP-1)、前体胱天蛋白酶-1(pro-cysteine-dependent
 

aspartate-specific
 

protease-1,
 

pro-caspase-1)、
切割型胱天蛋白酶-1(cleaved

 

cysteine-dependent
 

aspartate-specific
 

protease-1,
 

cleaved-caspase-1)、白细胞介素-
1β(interleukin-1

 

beta,
 

IL-1β)、α-平滑肌肌动蛋白(alpha-smooth
 

muscle
 

actin,
 

α-SMA)、I 型胶原蛋白(Collagen
 

type
 

I,
 

Collagen
 

I)蛋白的表达。 结果　 与同时间点正常对照组相比,EV71 感染组乳鼠体质量减轻,疾病评分

升高;EV71 感染组乳鼠骨骼肌组织 HE 染色可见炎性细胞大量浸润、肌束断裂溶解,肌肉组织横截面积减少;
Western

 

blot 结果显示,与正常对照组相比,EV71 感染组乳鼠 5
 

d、7
 

d、10
 

d 骨骼肌组织匀浆中 EV71
 

VP-1、IL-
1β、α-SMA 和 Collagen

 

I 水平均明显升高(P<0. 001);与 EV71 感染组相比,EV71+VX-765 组乳鼠体质量升高

及临床疾病评分降低(P<0. 01),Western
 

blot 与免疫荧光结果一致显示,caspase-1 抑制剂可以显著降低 EV71
感染组乳鼠骨骼肌组织匀浆中 EV71

 

VP-1 蛋白表达(P<0. 01),下调 pro-caspase-1、cleaved-caspase-1、IL-1β 和

Collagen
 

I 蛋白水平(P< 0. 001),抑制 caspase-1 减弱了 EV71 病毒对 BALB / c 乳鼠骨骼肌损伤作用。 结论
 

EV71 可能通过激活 caspase-1 / IL-1 信号通路诱导骨骼肌损伤。
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

impact
 

of
 

enterovirus
 

71
 

( EV71)
 

on
 

skeletal
 

muscle
 

injury
 

and
 

explore
 

its
 

mechanism
 

in
 

relation
 

to
 

the
 

caspase-1 / interleukin
 

(IL)-1β
 

signaling
 

pathway
 

in
 

EV71-induced
 

skeletal
 

muscle
 

damage.
 

Methods 　 One-day-old
 

BALB / c
 

suckling
 

mice
 

were
 

divided
 

randomly
 

into
 

three
 

groups:
 

normal
 

control
 

(NC)
 

(n= 60),
 

EV71
 

infection
 

model
 

(n= 60),
 

and
 

caspase-1
 

inhibitor
 

(EV71+VX765)
 

(n= 15)
 

groups.
 

The
 

NC
 

and
 

EV71
 

model
 

groups
 

were
 

further
 

subdivided
 

into
 

four
 

subgroups
 

(5,
 

7,
 

10,
 

and
 

14
 

days)
 

(n=
 

5
 

mice
 

per
 

group).
 

An
 

EV71-infected
 

model
 

was
 

established
 

by
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

25 × 103
 

μL / kg
 

EV71
 

viral
 

solution
 

for
 

3
 

consecutive
 

days.
 

Mice
 

in
 

the
 

caspase-1
 

inhibitor
 

group
 

received
 

VX765
 

(20
 

mg / kg)
 

intraperitoneally
 

6
 

hours
 

post-viral
 

inoculation,
 

continued
 

daily
 

for
 

10
 

days
 

until
 

sample
 

collection.
 

Mice
 

in
 

the
 

NC
 

group
 

received
 

an
 

equivalent
 

volume
 

of
 

saline
 

containing
 

5%
 

dimethylsulfoxide
 

and
 

10%
 

PEG300,
 

followed
 

by
 

2%
 

cell
 

maintenance
 

solution
 

after
 

6
 

hours.
 

Post-modeling
 

body
 

weight
 

and
 

clinical
 

disease
 

scores
 

were
 

recorded.
 

Pathological
 

skeletal
 

muscle
 

damage
 

was
 

observed
 

by
 

hematoxylin-eosin
 

(HE)
 

staining,
 

and
 

expression
 

levels
 

of
 

EV71
 

VP-1
 

(viral
 

capsid
 

protein),
 

pro-caspase-1,
 

cleaved-caspase-1,
 

IL-1β,
 

α-smooth
 

muscle
 

actin
 

(SMA),
 

and
 

Collagen
 

I
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot
 

and
 

immunofluorescence.
 

Results　 Compared
 

with
 

the
 

NC
 

group
 

at
 

the
 

same
 

time
 

points,
 

mice
 

in
 

the
 

EV71
 

model
 

group
 

exhibited
 

reduced
 

body
 

weight,
 

elevated
 

disease
 

scores,
 

and
 

skeletal
 

muscle
 

pathology
 

characterized
 

by
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration,
 

myofiber
 

dissolution,
 

and
 

decreased
 

cross-sectional
 

area
 

( HE
 

staining).
 

Western
 

blot
 

showed
 

significantly
 

increased
 

levels
 

of
 

EV71
 

VP-1,
 

IL-1β,
 

α-SMA,
 

and
 

Collagen
 

I
 

in
 

skeletal
 

muscle
 

homogenate
 

from
 

EV71
 

mice
 

at
 

5,
 

7,
 

and
 

10
 

days
 

post-infection
 

(P<0. 001).
 

In
 

contrast,
 

mice
 

in
 

the
 

VX765
 

group
 

showed
 

improved
 

body
 

weight,
 

reduced
 

clinical
 

scores
 

(P<0. 01),
 

and
 

significant
 

downregulation
 

of
 

EV71
 

VP-1(P<0. 01),
 

pro-caspase-1,
 

cleaved-caspase-1,
 

IL-1β,
 

and
 

Collagen
 

I
 

compared
 

with
 

the
 

EV71
 

model
 

group
 

(P< 0. 01).
 

These
 

findings
 

were
 

confirmed
 

by
 

immunofluorescence,
 

indicating
 

that
 

inhibition
 

of
 

caspase-1
 

alleviated
 

EV71-induced
 

skeletal
 

muscle
 

injury.
 

Conclusions　 EV71
 

may
 

induce
 

skeletal
 

muscle
 

injury
 

by
 

activating
 

the
 

caspase-1 / IL-1β
 

signaling
 

pathway.
【Keywords】　 EV71;

 

BALB / c
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mice;
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caspase-1;
 

fibrosis
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　 　 手足口病 ( hand,
 

foot,
 

and
 

mouth
 

disease,
 

HFMD)是临床上常见的感染性疾病,3 岁以下儿

童发病率最高。 尤其在亚太地区,EV71 型病毒

引发的 HFMD 频繁暴发,往往产生致命的神经毒

性和其他并发症导致患儿死亡[1] 。 1969 年,
EV71 型病毒首次在美国加利福尼亚州发现并分

离,随后 EV71 在全国范围内传播,对公共卫生系

统构成持续挑战[2-4] 。 据统计,2024 年 5 月,全国

手足口病的报告病例数量同比增加了 150. 11%,
重症病例则增长了 47. 06%[3] 。 在 HFMD 的重症

病例中,大部分病情危急的患儿都与 EV71 病毒

的感染有着直接的关联[4] 。 目前,除了糖皮质激
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素外,没有有效和安全的方法来治疗严重的手足

口病。 因此,揭示其分子机制进而探索安全有效

的治疗策对重症手足口病的治疗至关重要。
近年来,病毒引起骨骼肌损伤的研究已经成

为热点领域。 研究表明,EB 病毒可导致骨骼肌损

伤,引起淋巴细胞浸润导致肌炎样改变[5] 。 EV71
是一种嗜神经病毒,以往研究主要集中在 EV71
对神经元损伤及所导致的严重神经系统并发症,
如无菌性脑膜炎、 脑干脑炎、 肺水肿、 心肌炎

等[6-9] ,对其他症状关注相对较少。 除此以外,研
究人员还发现患儿感染后的恢复通常还伴有肢

体无力和萎缩等后遗症[10-13] 。 进一步探索发现,
EV71 也可直接感染骨骼肌细胞,相较于肝、大脑

和肾,EV71 病毒首先在骨骼肌中复制,并导致严

重的肌炎和骨骼肌溶解。 值得注意的是,某医院

收治的 288 例重症和危重症手足口病患者中,有
16 例发生了急性弛缓性麻痹(AFP),表现为肌张

力减弱、肌力下降和腱反射减弱或消失[14-16] 。 因

此,探究 EV71 诱导骨骼肌损伤及其发病机制,能
够为临床手足口病的预防和治疗提供新思路。

Caspases 是一种半胱氨酸蛋白酶,可以募集

和激活局部组织中的炎症细胞产生炎症反应。
其中,caspase-1 的激活在 EV 病毒诱导的心、肺等

部位的炎症和纤维化中具有重要作用[17-18] 。
Caspase-1 具有促炎性,是 NLRP3 炎性小体的一

种效应蛋白,通过对 pro-IL-1β 等炎性因子前体的

加工修饰,以促进其成熟、分泌[19] 。 因此,本研究

拟通过 caspase-1 阻断鼠 EV71 感染模型,探讨

caspase-1 / IL-1β 信号通路在 EV71 感染骨骼肌损

伤中的分子机制,为 caspase-1 作为 EV71 感染的

抗病毒治疗靶点提供理论基础。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物
 

6~ 8 周龄 SPF 级成年 BALB / c 小鼠,雌性 40
只,雄性 20 只,体质量 18~ 20

 

g,实验前适应性饲

养 10
 

d,按 2 ∶ 1 比例随机将雌鼠与雄鼠合笼,每
天查看有无阴栓待孕鼠生产,取 1 ~ 14 日龄 SPF
级 BALB / c 乳鼠,实验期间乳鼠与母鼠同笼。 成

年 BALB / c 小鼠购自长春市亿斯实验动物技术有

限公司[SCXK(吉)2020-0002],饲养于佳木斯大

学动物实验中心[SYXK(黑)2021-018]。 本研究

中动物护理和使用程序严格按照《实验动物管理

条例》(1988 年)和《中华人民共和国实验动物护

理和使用指南》(2006 年)执行。 动物实验经佳木

斯大学实验动物福利与伦理管理委员会批准

(jmsu-2023121401)。 实验遵守 3R 原则。
1. 1. 2　 病毒

EV71 病毒株( FY04-R5
 

C1-R4
 

20120518) 由

佳木斯大学病理生理学教研室保存。
1. 2　 主要试剂与仪器

 

　 　 VX-765 ( selleckchem 公司, 273404-37-8 );
TGF-β(Santa

 

cruz 公司,sc-36);IL-1β( Santa
 

cruz
公司, sc-1253); Collagen

 

I ( Santa
 

cruz 公司, sc-
25974); pro-caspase-1 抗体 ( Santa

 

cruz 公司, sc-
56036);EV71

 

VP-1 抗体( Abnova 公司,MAB1255
-M08);cleaved-caspase-1( Affnity 公司,AF4005);
Masson 三色染色试剂(索莱宝公司,G1340);488
标记山羊抗兔 IgG(碧云天生物公司,A0423);488
标记山羊抗鼠 IgG (碧云天生物公司, A0428);
CY3 标 记 山 羊 抗 鼠 IgG ( 博 士 德 生 物 公 司,
BA1031);CY3 标记山羊抗兔 IgG(博士德生物公

司, BA1032 ); Triton
 

X-100 ( 碧云天生物公司,
ST1723);DAPI(博士德生物公司,AR1177)。 激

光共聚焦荧光显微镜(卡尔蔡司公司,LSM
 

900);
显微镜病理切片机(Leica 公司,RM2125

 

RTS);全
自动化学发光成像分析系统(Tanon 公司,4600)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 EV71 病毒制备

EV71 病毒被接种至 RD 细胞后,需使用 PBS
进行 3~ 4 次的洗涤操作,随后吸除 PBS 并继续对

细胞进行培养。 在显微镜下持续观察细胞形态

变化,当细胞病变效应(cytopathic
 

effect,
 

CPE)超

过 80%时,收集病毒样本。 通过 3 次冻融循环收

集 EV71 病毒液,随后在 4
 

℃ 、3000
 

r / min 的条件

下离心 15
 

min。 离心完成后,将上清液转移到 30
 

kDa 的超滤管里,然后在 4
 

℃ 、6000
 

r / min 的条件

下离心 30
 

min,以提取病毒浓缩液。 最后,使用

0. 22
 

μm 的孔径滤膜来过滤病毒浓缩液,并对其

进行分装储存。
1. 3. 2　 EV71 毒力测定

通过测定 TCID50 值计算病毒滴度,将 RD 细

胞接种在 96 孔板中长成单层细胞,EV71 病毒浓
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缩液用含有 2%
 

FBS 的维持液作 10 倍系列稀释

加入 RD 细胞中,每一稀释浓度设 8 个复孔,同时

设阴性对照,37
 

℃ 培养 72
 

h,观察并记录 CPE,
TCID50 是通过 Reed-Muench 方法根据 CPE 的百

分比计算得出的。
1. 3. 3　 动物分组与造模

 

取 1 日龄 BALB / c 乳鼠随机分为正常对照

(normal
 

control,NC)组 60 只、EV71 感染组 60 只、
caspase-1 抑制剂 ( EV71 + VX-765) 组 15 只。 将

EV71 病毒液 ( 通过 Reed-Muench 方法,计算出

EV71 的 TCID50 为 10-4. 12 / mL) 25
 

mL / kg 腹腔注

射到 1 日龄 BALB / c 乳鼠体内,连续注射 3
 

d,建
立 EV71 感染鼠模型。 在病毒接种后 6

 

h 腹腔注

射 caspase-1 抑制剂 VX-765(20
 

mg / kg),连续 10
 

d 接种,每天观察小鼠的精神状况、临床表现、体
重变化及死亡情况,直至取材,建立 caspase-1 抑

制剂组模型。 同时,正常对照组等体积注射含有

5%
 

DMSO+10%
 

PEG300 的生理盐水,6
 

h 后注射

2%的细胞维持液。
1. 3. 4　 骨骼肌苏木素-伊红(HE)染色和 Masson
染色

 

将骨骼肌固定后使用乙醇脱水、石蜡包埋、
切片,经过 HE 染色或 Masson 染色后封片,光学

显微镜下观察骨骼肌组织病理学变化。
1. 3. 5　 Western

 

blot 检测骨骼肌中相关蛋白

取骨骼肌组织研磨后加入裂解液,提取蛋白

进行蛋白浓度测定,经 SDS-PAGE 电泳后转至

PVDF 膜, 5% 脱脂牛奶封闭 1. 5
 

h, 加入一抗

cleaved-caspase-1(兔单克隆抗体)、pro-caspase-1
(小鼠单克隆抗体)、IL-1β (小鼠单克隆抗体)、
Collagen

 

I(小鼠单克隆抗体)、EV71
 

VP-1(兔单克

隆抗体)(1 ∶ 1000)和 GAPDH
 

4
 

℃孵育 12
 

h,加入

二抗(HRP 山羊抗鼠、HRP 山羊抗兔) (1:10
 

000)
室温孵育 1

 

h,避光加入曝光液,用凝胶成像系统计

算灰度值并拍照,分析各组蛋白相对表达情况。

1. 3. 6　 免疫荧光法检测蛋白表达

取已制备完成的石蜡切片,脱蜡、水化、盐酸

乙醇灭活、抗原修复,5%
 

BSA 封闭后加入一抗

( cleaved-caspase-1、 pro-caspase-1、 IL-1β、 TGF-β、
α-SMA、Collagen

 

I、 EV71
 

VP-1) 4
 

℃ 孵育过夜,
PBST 洗涤后添加对应种属的荧光二抗 37

 

℃避光

孵育 1
 

h,PBST 再次洗涤后添加 DAPI 染液,封片

后在荧光显微镜下观察细胞染色情况。 使用

Image
 

J
 

1. 54f
 

软件进行结果分析。
1. 4　 统计学方法

　 　 实验数据采用 GraphPad
 

Prism
 

8. 2 软件进行

统计学分析,正态分布的连续变量以平均数±标

准差( 􀭰x±s)表示,两组之间比较采用 t 检验,多组

间的差异采用单因素方差分析( ANOVA)。 P <
0. 05 认为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 EV71 感染 BALB / c 乳鼠模型的制备　
　 　 正常对照组 BALB / c 乳鼠体质量稳定增长,
皮毛顺滑;EV71 感染组 BALB / c 乳鼠自第 5 天出

现身形瘦小、皮毛稀疏、体质量增长减缓和后肢

瘫痪的表现(图 1A)。 比较 EV71 感染后 5
 

d、7
 

d、
10

 

d 和 14
 

d 与同一时间点正常对照组 BALB / c
乳鼠的体质量和疾病评分,评分范围为 0 ~ 5 分,
分数越高表示疾病严重程度越高(0 分表示健康,
5 分表示濒死状态或死亡) [20] 。 结果显示,与同

一时间点正常对照组相比,EV71 感染组 BALB / c
乳鼠的体质量增速减慢,体质量与正常对照相比

下降 18% ~ 30%((P<0. 001,表 1),同时疾病评分

增加(图 1B ~ 1C)。 HE 染色后,观察到正常对照

组乳鼠的骨骼肌结构完整,排列整齐,没有炎性

细胞浸润的迹象;EV71 感染组乳鼠中,骨骼肌纤

维排列紊乱,横截面积减少,可见到炎性细胞浸

润并伴有充血(图 1D)。 EV71 感染乳鼠感染制

备成功。
表 1　 正常对照组和 EV71 感染组 BALB / c 乳鼠不同时间点的体质量(n= 15)

Table
 

1　 Body
 

mass
 

of
 

BALB / c
 

suckling
 

mice
 

in
 

the
 

normal
 

group
 

and
 

EV71
 

model
 

group
 

at
 

different
 

time
 

points(n= 15)
组别 Groups 5

 

d 7
 

d 10
 

d 14
 

d
正常对照组

NC
 

group
 3. 39±0. 18 5. 54±0. 21 7. 97±0. 38 10. 04±0. 38

EV71
 

感染组
EV71

 

infection
 

group 2. 75±0. 19 4. 15±0. 27 5. 52±0. 20 7. 81±0. 24

T
 

6. 582 7. 561 8. 013 7. 282
P

 

<0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001
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注:A:EV71 病毒感染引起 BALB / c 乳鼠外观形态学改变;B:BALB / c 乳鼠体质量分析;C:BALB / c 乳鼠疾病评分分析;D:BALB / c

乳鼠骨骼肌病理切片。 与正常对照组相比,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗P<0. 001。

图 1　 EV71 感染乳鼠一般情况

Note.
 

A,
 

EV71
 

infection
 

induced
 

morphological
 

changes
 

in
 

the
 

appearance
 

of
 

BALB / c
 

suckling
 

mice.
 

B,
 

Body
 

mass
 

analysis
 

of
 

BALB /
c

 

suckling
 

mice.
 

C,
 

Clinical
 

disease
 

score
 

analysis
 

of
 

BALB / c
 

suckling
 

mice.
 

D,
 

Pathological
 

sections
 

of
 

skeletal
 

muscle
 

in
 

BALB / c
 

suckling
 

mice.
 

Compared
 

with
 

the
 

NC
 

group,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗P<0. 001.
 

Figure
 

1　 General
 

situation
 

of
 

EV71
 

infected
 

suckling
 

mice

2. 2 　 EV71 对 BALB / c 乳鼠骨骼肌损伤的影

响　
　 　 与同一时间点正常对照组相比,EV71 感染

组 EV71
 

VP-1 蛋白在 5
 

d、7
 

d、10
 

d、14
 

d 水平明

显升高(P<0. 001),其中 EV71
 

VP-1 蛋白在 EV71
感染第 10 天表达最高(图 2)。 EV71 感染后 5

 

d、
7

 

d
 

、10
 

d 与同一时间点正常对照组比,EV71 感

染组促炎细胞因子 IL-1β 和 α-SMA、细胞外基质

Collagen
 

I 蛋白均明显升高(P < 0. 001) (图 2)。
然而,与正常对照组第 14 天相比,EV71 感染组第

14 天细胞外基质 Collagen
 

I 蛋白差异无统计学

意义。
2. 3　 EV71 激活 caspase-1 / IL-1β信号通路

 

　 　 Western
 

blot 检测结果显示,与正常对照组相

比,EV71 感染组 pro-caspase-1、 cleaved-caspase-1
和 IL-1β 蛋白水平明显升高(P<0. 001,图 3)。 使

用 caspase-1 抑制剂 VX-765 后,EV71+VX-765 组

骨骼肌组织匀浆中 pro-caspase-1、cleaved-caspase-
1 和 IL-1β 蛋白水平较 EV71 感染组明显降低(P
< 0. 001)。 与免疫荧光检测结果相一致 ( P <
0. 01,图 4)。 表明 EV71 能够激活 caspase-1 / IL-
1β 信号通路。
2. 4　 阻断 caspase-1 / IL-1β信号通路降低感染组

乳鼠骨骼肌 TGF-β、α-SMA、Collagen
 

I 的表达
 

　 　 由图 5 可见,免疫荧光结果显示,正常对照组

中 EV71
 

VP-1 表达极低,而 EV71 感染组骨骼肌

中 EV71
 

VP-1 表达较高(P<0. 001),且和正常对

照组比,EV71 感染组 TGF-β、α-SMA 和 Collagen
 

I
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注:A:Western
 

blot 检测骨骼肌样本中 EV71
 

VP-1、IL-1β、α-SMA、Collagen
 

I 蛋白质水平;B ~ E:半定量分析表明 EV71
 

VP-1、Collagen
 

I、IL-β 和 α-SMA 蛋白质变化。 与正常对照组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01,
 ∗∗∗P<0. 001。

图 2　 EV71 对 BALB / c 乳鼠骨骼肌损伤的影响

Note.
 

A,
 

Western
 

blot
 

analysis
 

of
 

protein
 

levels
 

of
 

EV71
 

VP-1,
 

IL-1β,
 

α-SMA,
 

and
 

Collagen
 

I
 

in
 

skeletal
 

muscle
 

samples.
 

B,
 

Semi-
quantitative

 

analysis
 

revealed
 

significant
 

changes
 

in
 

EV71
 

VP-1,
 

Collagen
 

I,
 

IL-β
 

and
 

α-SMA
 

protein
 

expression.
  

Compared
 

with
 

NC
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01,
 ∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

EV71
 

on
 

skeletal
 

muscle
 

damage
 

in
 

BALB / c
 

suckling
 

mice

注:A:Western
 

blot 检测 BALB / c 乳鼠骨骼肌组织匀浆中 EV71
 

VP-1、pro-caspase-1、cleaved-caspase-1 和 IL-1β 蛋白质表达;B:半

定量分析表明 EV71
 

VP-1、pro-caspase-1、cleaved-caspase-1 和 IL-1β 蛋白质变化。 与正常对照组相比,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗P<0. 001;

与 EV71 感染组相比,
  #P<0. 05,

 ###P<0. 001。

图 3　 Western
 

blot 检测
 

BALB / c
 

乳鼠骨骼肌组织 EV71
 

VP-1、pro-caspase-1、cleaved-caspase-1 和 IL-1β 蛋白水平

Note.
 

A,
 

Western
 

blot
 

analysis
 

of
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

EV71
 

VP-1,
 

pro-caspase-1,
 

cleaved-aspase-1,
 

and
 

IL-1β
 

in
 

skeletal
 

muscle
 

tissue
 

homogenates
 

from
 

BALB / c
 

suckling
 

mice.
 

B,
 

Semi-quantitative
 

analysis
 

revealed
 

dynamic
 

changes
 

in
 

the
 

expression
 

of
 

EV71
 

VP-1,
 

pro-caspase-1,
 

cleaved-caspase-1,
 

and
 

IL-1β
 

proteins.
 

Compared
 

with
 

the
 

NC
 

group,
 ∗∗P < 0. 01,

 ∗∗∗P < 0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

EV71
 

infection
 

group,
 #P<0. 05,

  ###P<0. 001.

Figure
 

3　 Western
 

blot
 

analysis
 

of
 

protein
 

levels
 

of
 

EV71
 

VP-1,
 

pro-caspase-1,
 

cleaved-caspase-1,
 

and
 

IL-1β
 

in
 

skeletal
 

muscle
 

tissue
 

from
 

BALB / c
 

suckling
 

mice
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注:A:免疫荧光共定位分析 pro-caspase-1 与 cleaved-caspase-1 在骨骼肌组织中的表达;B:免疫荧光共定位分析 EV71
 

VP-1 与

IL-1β 在骨骼肌组织中的表达;C:pro-caspase-1 与 cleaved-caspase-1 的相对荧光强度;D:EV71
 

VP-1 与 IL-1β 的相对荧光强

度。 与正常对照组相比,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗P<0. 001;与 EV71 感染组相比,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01。

图 4　 免疫荧光检测
 

BALB / c
 

乳鼠骨骼肌组织 EV71
 

VP-1、pro-caspase-1、cleaved-caspase-1 和 IL-1β 蛋白水平

Note.
 

A,
 

Immunofluorescence
 

co-localization
 

analysis
 

of
 

pro-caspase-1
 

and
 

cleaved-caspase-1
 

in
 

skeletal
 

muscle
 

tissues.
 

B,
 

Immunofluorescence
 

co-localization
 

analysis
 

of
 

EV71
 

VP-1
 

and
 

IL-1β
 

in
 

skeletal
 

muscle
 

tissues.
 

C,
 

Relative
 

fluorescence
 

intensity
 

quantification
 

of
 

pro-caspase-1
 

and
 

cleaved-caspase-1
 

across
 

experimental
 

groups.
 

D,
 

Relative
 

fluorescence
 

intensity
 

quantification
 

of
 

EV71
 

VP-1
 

and
 

IL-1β
 

across
 

experimental
 

groups.
 

Compared
 

with
 

the
 

NC
 

group,
 ∗∗P< 0. 01,

 ∗∗∗P< 0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

EV71
 

infection
 

group,
 #P<0. 05,

  ##P<0. 01.

Figure
 

4　 Immunofluorescence
 

analysis
 

of
 

protein
 

levels
 

of
 

EV71
 

VP-1,
 

pro-caspase-1,
 

cleaved-caspase-1,
 

and
 

IL-1β
 

in
 

skeletal
 

muscle
 

tissue
 

from
 

BALB / c
 

suckling
 

mice

表达均升高(P < 0. 01)。 使用 caspase-1 抑制剂

(VX-765)后,EV71
 

VP-1 和 TGF-β 的表达显著下

调(P<0. 01)。 Western
 

blot(图 6)与免疫荧光结

果一致,与正常对照组相比,EV71 感染可以促进

α-SMA、Collagen
 

I 的生成和释放(P<0. 01),使用

VX-765 治疗可以显著减少 EV71 感染组骨骼肌

组织匀浆中 α-SMA 和 Collagen
 

I 的高表达(P <
0. 01)。

2. 5　 阻断 Caspase-1 / IL-1β 信号通路对骨骼肌

病理变化的影响

　 　 观察阻断 caspase-1 对 EV71 诱导的 BALB / c
乳鼠骨骼肌炎症和纤维化的治疗作用, 评估

BALB / c 乳鼠体质量、疾病评分、病理骨骼肌组织

变化。 组织病理学评价显示,EV71 诱导的感染

组骨骼肌结构紊乱、炎症细胞浸润、横纹肌断裂

均较对照组严重(图 7A)。 胶原沉积是骨骼肌纤
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注:A:免疫荧光共定位分析 EV71
 

VP-1 与 CollagenⅠ在骨骼肌组织中的表达;B:免疫荧光共定位分析 α-SMA 与 TGF-β 在骨

骼肌组织中的表达;C:EV71
 

VP-1 与 CollagenⅠ的相对荧光强度;D:α-SMA 与 TGF-β 的相对荧光强度。 与正常对照组相比,
 

∗∗P<0. 01,
 ∗∗∗P<0. 001;与 EV71 感染组相比,

  #P<0. 05,
 ##P<0. 01。

图 5　 免疫荧光检测阻断 caspase-1 / IL-1β 信号通路可抑制 EV71 感染乳鼠骨骼肌 TGF-β、α-SMA、Collagen
 

I 的表达

Note.
 

A,
 

Immunofluorescence
 

co-localization
 

analysis
 

of
 

EV71
 

VP-1
 

and
 

Collagen Ⅰ
 

in
 

skeletal
 

muscle
 

tissues.
 

B,
 

Immunofluorescence
 

co-localization
 

analysis
 

of
 

α-SMA
 

and
 

TGF-β
 

in
 

skeletal
 

muscle
 

tissues.
 

C,
 

Relative
 

fluorescence
 

intensity
 

quantification
 

of
 

EV71
 

VP-1
 

and
 

CollagenⅠ
 

across
 

experimental
 

groups.
 

D,
 

Relative
 

fluorescence
 

intensity
 

quantification
 

of
 

α-SMA
 

and
 

TGF-β
 

across
 

experimental
 

groups.
 

Compared
 

with
 

the
 

NC
 

group,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

EV71
 

infection
 

group,
 #P<0. 05,

  ##P<0. 01.

Figure
 

5　 Immunofluorescence
 

analysis
 

confirmed
 

that
 

pharmacological
 

blockade
 

of
 

the
 

caspase-1 / IL-1β
 

signaling
 

pathway
 

significantly
 

suppresses
 

the
 

expression
 

of
 

fibrosis-associated
 

markers,
 

including
 

TGF-β,
 

α-SMA
 

and
 

Collagen
 

I
 

in
 

the
 

skeletal
 

muscle
 

of
 

EV71-infected
 

suckling
 

mice

维化的典型征象。 对骨骼肌组织进行 Masson 染

色。 胶原纤维 Masson 染色显示大的蓝色纤维条

纹。 结果显示,感染组的蓝色纤维明显增加,阻
断 caspase-1 / IL-1 信号通路可缓解 EV71 诱导的

骨骼肌组织的上述变化 ( 图 7B)。 研究发现,
EV71 诱导感染组乳鼠的体质量明显低于正常对

照组(P< 0. 001),阻断 caspase-1 可以减轻 EV71
引起的体质量下降(P<0. 01,图 7C)。 此外,对各

组 BALB / c 乳鼠进行疾病评分分析,发现 EV71
诱导的感染组乳鼠疾病评分比正常对照组明显

升高(P< 0. 001),阻断 caspase-1 可以降低 EV71
引起的疾病评分的上调(P<0. 05,图 7D)。
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注:A:Western
 

blot 检测骨骼肌样本中 α-SMA 和 Collagen
 

I 蛋白质水平;B:半定量分析表明 α-SMA 和 Collagen
 

I 蛋白质变化。

与正常对照组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01;与 EV71 感染组相比,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01。

图 6　 Western
 

blot 检测阻断 caspase-1 / IL-1β 信号通路可抑制 EV71 感染乳鼠骨骼肌 α-SMA、Collagen
 

I 的表达

Note.
 

A,
 

Western
 

blot
 

analysis
 

of
 

protein
 

levels
 

of
 

α-SMA
 

and
 

Collagen
 

I
 

in
 

skeletal
 

muscle
 

samples.
 

B,
 

Semi-quantitative
 

analysis
 

revealed
 

significant
 

changes
 

in
 

α-SMA
 

and
 

Collagen
 

I
 

protein
 

expression.
 

Compared
 

with
 

the
 

NC
 

group,
 ∗P< 0. 05,

 ∗∗P< 0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

EV71
 

infection
 

group,
 #P<0. 05,

  ##P<0. 01.

Figure
 

6　 Western
 

blot
 

analysis
 

demonstrated
 

that
 

blockade
 

of
 

the
 

caspase-1 / IL-1β
 

signaling
 

pathway
 

significantly
 

suppresses
 

the
 

expression
 

of
 

α-SMA
 

and
 

Collagen
 

I
 

in
 

the
 

skeletal
 

muscle
 

of
 

EV71-infected
 

suckling
 

mice

注:A:BALB / c 乳鼠骨骼肌病理学变化矢状切面;B:BALB / c 乳鼠骨骼肌 Masson 染色;C:BALB / c 乳鼠疾病体质量分析;D:

BALB / c 乳鼠疾病评分分析。 与正常对照组相比,
 ∗∗∗P<0. 001;与 EV71 感染组相比,

  #P<0. 05,
 ##P<0. 01。

图 7　 阻断 Caspase-1 / IL-1β 信号通路对骨骼肌病理变化的影响

Note.
 

A,
 

Sagittal
 

section
 

of
 

skeletal
 

muscle
 

pathological
 

changes
 

in
 

BALB / c
 

suckling
 

mice.
 

B,
 

BALB / c
 

suckling
 

mouse
 

skeletal
 

muscle
 

Masson
 

staining.
 

C,
 

Disease
 

weight
 

analysis
 

of
 

BALB / c
 

suckling
 

rats.
 

D,
 

Disease
 

score
 

analysis
 

of
 

BALB / c
 

suckling
 

rats.
 

Compared
 

with
 

the
 

NC
 

group,
 ∗∗∗P<0. 001.

 

Compared
 

with
 

the
 

EV71
 

infection
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.

Figure
 

7　 Effect
 

of
 

blockade
 

of
 

caspase-1 / IL-1β
 

signaling
 

pathway
 

on
 

pathological
 

changes
 

in
 

skeletal
 

muscle
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3　 讨论

　 　 上述试验结果表明, EV71 病毒通过激活

caspase-1 / IL-1β 信号通路诱导骨骼肌持续的炎症

损伤和骨骼肌纤维化因子表达上调,最终导致小

图 8　 caspase-1 / IL-1β 信号通路对骨骼肌病理损伤的机制图

Figure
 

8　 Mechanism
 

diagram
 

of
 

pathological
 

injury
 

of
 

skeletal
 

muscle
 

induced
 

by
 

caspase-1 / IL-1β
 

signaling
 

pathway

鼠骨骼肌损伤(图 8)。 本文基于以往对 EV71 感

染随时间变化规律文献的研究[21] ,将 BALB / c 乳

鼠分成 5
 

d、7
 

d、10
 

d、14
 

d
 

4 个时间点进行观察。
结果发现,EV71 感染组 BALB / c 乳鼠自第 5 天开

始毛发稀疏、体质量增长减缓、双后肢麻痹瘫痪、
疾病评分增加,且在 EV71 感染后第 10 天损伤严

重;HE 染色发现,与正常对照组相比,EV71 感染

组骨骼肌肌纤维排列紊乱,横纹肌溶解,横截面

积减少,可见炎症细胞浸润及充血。 EV71
 

VP-1
蛋白是最主要的衣壳蛋白,具有重要的细胞受体

结合位点及最多型的特异性中和位点,直接决定

病毒的抗原性[22-23] 。 Western
 

blot 检测结果显示,
与正常对照组相比,EV71 感染组 EV71

 

VP-1 蛋

白水平明显升高。 值得注意的是,EV71
 

VP-1 蛋

白含量在 EV71 感染组 5 ~ 10
 

d 逐渐升高,EV71

感染组 BALB / c 乳鼠肌肉组织中病毒载量在第 10
天达到最高,提示 EV71 病毒载量随时间对应增

加,并在骨骼肌中大量复制。
骨骼肌损伤表现为肌纤维的部分撕裂甚至

是完全断裂触发炎症反应,且对受累肌肉的功能

产生显著影响[24] 。 炎症反应中免疫细胞诱导多

种继发性促炎细胞因子 IL-1β、TGF-β1 等异常增

高[25-26] 。 IL-1β 是一种重要的促炎细胞因子,
TGF-β 是调控骨骼肌纤维化的核心分子,不仅可

以上调间质细胞标志物 α-SMA 与细胞外基质

Collagen 的表达,还可以促进成肌细胞横向分化

为肌成纤维细胞[27-31] 。 本研究结果表明,IL-1β
在正常对照组骨骼肌组织匀浆中表达很少,但在

EV71 感染后的第 5、7、10 天,IL-1β 蛋白水平明显

升高,在第 10 天达到峰值。 这些结果提示 EV71
感染可以上调促炎细胞因子 IL-1β 的表达,造成

骨骼肌炎症损伤。 然而 EV71 诱导骨骼肌炎症损

伤是否会伴随纤维化因子的上调目前尚不清楚。
因此,本研究进一步检测各时间点 α-SMA、细胞

外基质 Collagen
 

I 蛋白水平,结果表明,相较于正
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常对照组同一时间点, EV71 感染组 α-SMA、
Collagen

 

I 蛋白水平明显升高,因此,推测 EV71 诱

导骨骼肌产生肌炎引起炎性细胞因子上调,可能

进一步导致肌成纤维细胞过度活化增殖并产生

大量胶原。
Caspase-1 信号通路在各种器官纤维化过程

中起重要作用[32-34] ,EV71
 

3D 蛋白通过直接结合

NLRP3 刺激 NLRP3 炎性体的激活[35] 。 NLRP3
炎性小体激活后,caspase-1 和 IL-1β 的分泌增加,
导致肌成纤维细胞合成大量胶原进而引起心肌

纤维化样改变[36] 。 因此,为了探讨 caspase-1 / IL-
1β 信号通路在 EV71 诱导骨骼肌损伤过程中的

作用, 本研究通过给予 caspase-1 抑制剂 ( VX-
765)进行干预,发现与免疫荧光检测结果一致,
EV71+VX-765 组 BALB / c 乳鼠较骨骼肌组织匀

浆中 pro-caspase-1、 cleaved-caspase-1、 IL-1β、 α-
SMA、Collagen

 

I 等蛋白水平较 EV71 感染组明显

降低, 提 示 VX-765 可 以 逆 转 EV71 导 致 的

caspase-1、IL-1β 等炎症因子的表达,减轻骨骼肌

炎症损伤,临床症状及也得到了改善。 这些结果

均表明 EV71 可以通过激活 caspase-1 / IL-1β 信号

通路诱导骨骼肌持续的炎症损伤和骨骼肌纤维

化因子的上调,证实了 caspase-1 / IL-1β 信号通路

在 EV71 诱导骨骼肌损伤中的重要作用,见图 8。
综上所述,EV71 能够诱导 BALB / c 乳鼠骨骼

肌局部出现促炎因子浸润,肌纤维断裂,促炎细

胞因子和细胞外基质蛋白表达上调。 抑 制

caspase-1 / IL-1β 信号通路对 EV71 诱导 BALB / c
乳鼠骨骼肌损伤具有一定的保护作用,能够降低

促炎因子分泌,改善 EV71 诱导 BALB / c 乳鼠骨

骼肌炎症反应,从而减少纤维化因子的分泌。 因

此,EV71 可能通过 caspase-1 / IL-1β 信号通路诱

导 BALB / c 乳鼠骨骼肌损伤,caspase-1 / IL-1β 信

号通路可以作为一个新的靶点为临床手足口病

的诊疗思路和药物研发提供新方向。 但是 EV71
感染儿童引起手足口病机制复杂,减轻 EV71 感

染乳鼠的骨骼肌损伤过程中是否有其他通路参

与仍需进一步研究。
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