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重症及危重症甲型犎１犖１流感患者发病机制探讨
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［摘　要］　目的　探讨重症及危重症甲型Ｈ１Ｎ１流感（甲流）患者的发病机制。方法　分析某院收治的重症及危

重症甲流患者外周血细胞在治疗前后的变化，同时通过流式细胞仪结合单克隆抗体动态观察危重症甲流患者淋巴

细胞协同刺激分子与凋亡情况的变化。结果　重症及危重症甲流患者治疗前白细胞数为（２．５５±０．８７）×１０９／Ｌ，

淋巴细胞数为（１．０２±０．５４）×１０９／Ｌ，与治疗后白细胞数（６．９５±４．３６）×１０９／Ｌ及淋巴细胞数（２．１３±０．７８）×

１０９／Ｌ比较，差异有统计学意义（分别狋＝３．２８，犘＝０．０１；狋＝９．５２，犘＝０．００）；而治疗前红细胞数（４．１０±０．４５）×

１０１２／Ｌ与治疗后红细胞数（４．１４±０．３９）×１０１２／Ｌ比较，差异无统计学意义（狋＝０．３５，犘＝０．７３）。随着病情的好转，

危重症甲流患者淋巴细胞数逐渐增多，同时其表面的协同刺激分子ＣＤ２８、ＣＤ１５２表达降低，患者淋巴细胞的凋亡

信号ＣＤ９５也逐渐减低。结论　甲流病毒诱导Ｔ淋巴细胞活化、增殖障碍及过度启动Ｔ淋巴细胞凋亡可能与淋巴

细胞数及白细胞数量下降有关，这可能在重症及危重症甲流患者的发病机制中起非常重要的作用。
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［ＣｈｉｎＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１１，１０（５）：３２６－３３０］

　　２００９年６月，世界卫生组织（ＷＨＯ）宣布将甲

型Ｈ１Ｎ１流感（甲流）大流行警告级别提升为６级，

全球进入流感大流行阶段。此次流感为一种新型呼

吸道传染病，出现了大量的重症及危重症病例，甚至

是死亡病例［１－２］。甲流重症及危重症病例发病机制

不详 ，从而给治疗带来了非常大的难度。因此，探讨
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甲流重症及危重症患者的发病机制显得尤为重要。

１　资料与方法

１．１　资料来源　收集２００９年８月—２０１０年７月

本院连续收治的甲流患者病历资料进行分析。

１．２　诊断标准　入选病例均符合我国卫生部２００９

年发布的《甲型Ｈ１Ｎ１流感诊疗方案》（第３版）中

的甲流诊断标准。出现以下情况之一者为重症病

例：持续高热时间＞３ｄ；剧烈咳嗽，咳脓痰、血痰或

胸痛；呼吸频率快，呼吸困难，口唇紫绀；神志改变：

反应迟钝、嗜睡、躁动、惊厥等；严重呕吐、腹泻，出现

脱水表现；影像学检查有肺炎征象；血清肌酸激酶

（ＣＫ）、肌酸激酶同工酶（ＣＫＭＢ）等心肌酶水平迅

速增高；原有基础疾病明显加重。出现以下情况之

一者为危重症病例：呼吸衰竭；感染中毒性休克；多

脏器功能不全；出现其他需进行监护治疗的严重临

床情况；并同时满足血常规白细胞数＜４．０×

１０９／Ｌ。剔除标准：具有严重心肺功能不全者。

１．３　研究方法　在所有入选的重症及危重症甲流

患者资料中，取在本院第１次检查的血常规资料及

治疗后出院前复查的一次血常规结果（用ＥＤＴＡ

Ｋ３抗凝管抽取全血标本２ｍＬ，均为本院检验科检

测）。其中１例危重症患者多次复查血常规，同时在

ＥＤＴＡＫ３抗凝血中取全血标本检测Ｔ淋巴细胞上

的协同刺激分子及凋亡信号的变化。向已编号ａ管

中加ＦＩＴＣＩｇＧ１／ＰＥＩｇＧ１／ＡＰＣＩｇＧ１／ＰＣ５ＩｇＧ１；ｂ

管 中 加 ＦＩＴＣＣＤ２８／ＰＥＣＤ１５２／ＡＰＣＣＤ９５／ＰＣ５

ＣＤ４。每种单克隆抗体５μＬ。向试管同型对照管

（ａ）、试验管（ｂ）中分别加入混匀的１００μＬ抗凝血，

混匀，避光，室温孵育２０ｍｉｎ。溶血：加入１×溶血

液（ＦＡＣＳ溶解液）１ｍＬ迅速于混旋器上混匀，再置

室温暗处孵育１０ｍｉｎ后，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。

吸去上清，留下约５０μＬ残液（以免沉淀中细胞丢

失）。加入ＰＢＳ２ｍＬ洗涤，于混旋器彻底混匀沉淀

物后，以１０００ｒ／ｍｉｎ离心沉淀５ｍｉｎ。吸去上清，

加 入 ５００μＬＰＢＳ混匀，上机检测。检测前用

ＦｌｏｗＣｈｅｃｋ和ＦｌｏｗＳｅｔ校准流式细胞仪的光路和

液路，确定其ＣＶ值＜２％ 。将光路调整至最佳，检

测阴性对照；调整电压和颜色补偿，收集１００００个

细胞，以 ＰＣ５ＣＤ４设门对 ＣＤ４Ｔ 淋巴细胞的

ＣＤ２８、ＣＤ１５２及ＣＤ９５进行分析。

１．４　统计学处理　计量资料以狓±狊表示，两组均

数比较采用配对狋检验。所有统计学分析均应用

ＳＰＳＳ１１．５ＦｏｒＷｉｎｄｏｗｓ软件进行，犘＜０．０５认为

差异有统计学意义。

２　结果

２．１　重症及危重症甲流患者的一般情况　最终有

１２例重症及１例危重症甲流患者入选，均经咽拭子

甲流病毒核酸检测阳性确诊。其中男性６例，女性

７例（１例危重症）；年龄３～４７岁。此１３例重症及

危重症甲流患者均给予了磷酸奥司他韦抗病毒治疗

以及抗菌药物的治疗，其中１例危重症甲流患者给

予气管插管接呼吸机辅助通气治疗。

２．２　重症及危重症甲流患者治疗前后外周血细胞

计数变化　重症及危重症甲流患者白细胞数为

（２．５５±０．８７）×１０９／Ｌ，淋巴细胞数为（１．０２±０．５４）

×１０９／Ｌ，与治疗后白细胞数（６．９５±４．３６）×１０９／Ｌ及

淋巴细胞数（２．１３±０．７８）×１０９／Ｌ比较，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）；而治疗前红细胞数（４．１０±０．４５）

×１０１２／Ｌ与治疗后红细胞数（４．１４±０．３９）×１０１２／Ｌ

比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表１、２。

表１　甲流患者治疗前后外周血细胞的具体变化
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Ｎｏ．ｏｆｃａｓｅｓ Ｓｅｘ
Ａｇｅ

（ｙｅａｒｓ）
Ｓｔａｔｅｏｆ

ｉｌｌｎｅｓｓ

Ｂｅｆｏｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ

（×１０１２／Ｌ）
Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ

（×１０９／Ｌ）
Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ

（×１０９／Ｌ）
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２ Ｍａｌｅ ３ Ｓｅｖｅｒｅ ４．１９ ３．６０ １．５０ ４．３２ ５．７０ ３．２０

３ Ｍａｌｅ １２ Ｓｅｖｅｒｅ ４．１８ ３．３０ ０．９０ ４．４７ ３．９０ ２．１０

４ Ｆｅｍａｌｅ ４ Ｓｅｖｅｒｅ ４．４７ ３．５０ ０．８０ ４．１９ ３．１０ ２．２０

５ Ｍａｌｅ ６ Ｓｅｖｅｒｅ ４．４０ ２．９０ １．４０ ４．１７ ３．７０ ２．３０

６ Ｆｅｍａｌｅ １２ Ｓｅｖｅｒｅ ４．４３ ２．７０ ０．９０ ４．２５ ３．５０ １．９０

７ Ｆｅｍａｌｅ ２５ Ｓｅｖｅｒｅ ４．０５ １．８０ ０．７０ ４．２８ ７．１０ １．４０

８ Ｆｅｍａｌｅ ２１ Ｓｅｖｅｒｅ ３．３０ ０．９０ ０．３０ ３．０１ ９．９０ ０．９０
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续表１

Ｎｏ．ｏｆｃａｓｅｓ Ｓｅｘ
Ａｇｅ

（ｙｅａｒｓ）
Ｓｔａｔｅｏｆ

ｉｌｌｎｅｓｓ

Ｂｅｆｏｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ

（×１０１２／Ｌ）
Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ

（×１０９／Ｌ）
Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ

（×１０９／Ｌ）

Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ

（×１０１２／Ｌ）
Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ

（×１０９／Ｌ）
Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ

（×１０９／Ｌ）

９ Ｆｅｍａｌｅ ５ Ｓｅｖｅｒｅ ４．１７ １．７０ ０．７０ ４．２０ ５．６０ １．８０

１０ Ｍａｌｅ ７ Ｓｅｖｅｒｅ ４．３３ １．９０ １．１０ ４．１６ １９．９ ２．３０

１１ Ｆｅｍａｌｅ ３ Ｓｅｖｅｒｅ ４．２２ ２．２０ １．００ ４．２４ ８．２０ １．５０

１２ Ｆｅｍａｌｅ ４７ Ｃｒｉｔｉｃａｌ ３．００ ２．１０ ０．３０ ３．８９ ５．９０ １．４０

１３ Ｍａｌｅ ４ Ｓｅｖｅｒｅ ４．１６ ２．８０ １．４０ ４．６９ ６．８０ ３．５０

表２　１３例重症及危重症甲流患者治疗前后外周血细胞的变化（狓±狊）

犜犪犫犾犲２　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｗｉｔｈｃｒｉｔｉｃａｌＨ１Ｎ１ｉｎｆｌｕｅｎｚａＡｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ（狓±狊）

Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓ Ｂｅｆｏｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ 狋 犘

Ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ（×１０１２／Ｌ） ４．１０±０．４５ ４．１４±０．３９ ０．３５ ０．７３

Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ（×１０９／Ｌ） ２．５５±０．８７ ６．９５±４．３６ ３．２８ ０．０１

Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ（×１０９／Ｌ） １．０２±０．５４ ２．１３±０．７８ ９．５２ ０．００

２．３　动态观察危重症甲流患者淋巴细胞协同刺激

分子及凋亡信号的变化　此例危重症甲流患者随着

病情的好转，淋巴细胞数逐渐增多，同时其表面的协

同刺激分子ＣＤ２８、ＣＤ１５２表达降低，而协同刺激分

子ＣＤ２８相对ＣＤ１５２是增高的；另外，患者淋巴细

胞的凋亡信号ＣＤ９５也逐渐减低。见图１、２。
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图１　不同时间点检测危重症甲流患者淋巴细胞表位的变化

犉犻犵狌狉犲１　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｅｐｉｔｏｐｅｏｆｐａｔｉｅｎｔｗｉｔｈｃｒｉｔｉｃａｌＨ１Ｎ１ｉｎｆｌｕｅｎｚａＡａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ
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图２　危重症甲流患者淋巴细胞表位变化

犉犻犵狌狉犲２　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｅｐｉｔｏｐｅｏｆｐａｔｉｅｎｔｗｉｔｈｃｒｉｔｉｃａｌＨ１Ｎ１ｉｎｆｌｕｅｎｚａＡ

３　讨论

在本次甲流流行期间，我们曾回顾性研究发现

淋巴细胞数减少可能是重症及危重症甲流患者的危

险因素。而本组资料亦发现重症及危重症甲流患者

外周血淋巴细胞数减少，它可能也是导致白细胞减

少的原因。随着重症及危重症甲流患者病情的好

转，外周血的淋巴细胞数增加（犘＜０．０５）。

人类对病毒的免疫反应究竟是个怎样的过程？

淋巴细胞又在其中起着怎样的作用？研究［３］表明，

机体免疫防御机制的启动通常涉及Ｔ淋巴细胞的

活化、增殖、分化。因此，对重症及危重症甲流患者

Ｔ淋巴细胞的活化、增殖、分化的启动研究就显得尤

为重要。Ｔ淋巴细胞活化、增殖、分化为效应细胞需

要信号刺激。ＣＤ２８和ＣＤ１５２是一对具有正负调节

功能的重要Ｔ淋巴细胞协同刺激分子，并与相关的

ＣＤ８０／ＣＤ８６结合发挥相反的效应
［４］。Ｔ淋巴细胞

无能 （ａｎｅｒｇｙ）：是指抗原刺激后，Ｔ淋巴细胞产生

的一种主动灭活行为，但仍保持一定时间低反应活

力的防御机制。在抗原刺激去除后，Ｔ淋巴细胞的

活力和功能可以恢复。缺乏激活型协同刺激分子

（如ＣＤ２８）或存在过高的表达抑制型协同刺激分子

（如ＣＤ１５２），都能导致Ｔ淋巴细胞无能
［４］。重症及

危重症甲流患者淋巴细胞数减少是与这些患者淋巴

细胞对Ｈ１Ｎ１病毒感染的增殖反应减弱有关，还是

与Ｈ１Ｎ１病毒感染诱导了淋巴细胞的过度凋亡有

关，目前尚不清楚。国外Ｔｈｏｍａｓ等
［３］的研究发现，

ＣＤ４阳性Ｔ淋巴细胞对Ｈ１Ｎ１病毒感染的增殖反

应减弱。另外，研究［５－６］发现Ｈ１Ｎ１病毒抑制了自

然杀伤细胞的活化，可能将影响自然杀伤细胞信号

分子ＣＤ８０／ＣＤ８６表达，这些都可能影响淋巴细胞

的活化、增殖，也许是重症及危重症甲流患者淋巴细

胞减少的一个重要原因。

我们对１例危重症甲流患者淋巴细胞协同刺激

分子的动态观察发现，其外周血中ＣＤ４阳性Ｔ淋巴

细胞表面的协同刺激分子ＣＤ２８、ＣＤ１５２表达增加，

表明患者在抗原作用下，为维持机体内环境的稳定

启动了细胞免疫，Ｔ淋巴细胞将活化、增殖、分化为

效应细胞。然而，此例危重症甲流患者淋巴细胞数

并未增加，而是明显减低；患者的免疫功能处于相对

抑制状态。可能有以下原因：（１）由于抗原持续作

用，导致Ｔ淋巴细胞起抑制作用的协同刺激分子

ＣＤ１５２表达过度增加，使Ｔ细胞处于“免疫无能”状

态。这个过程是可逆的。当抗原刺激清除后，Ｔ淋

巴细胞的活化、增殖、分化能力可以恢复。我们观察

到本例危重症甲流患者随着病情的好转，淋巴细胞

上的协同刺激分子ＣＤ１５２表达减少，其淋巴细胞数

增加。（２）危重症甲流患者体内的抗原持续刺激可

进一步诱导Ｔ淋巴细胞凋亡，即活化诱导的Ｔ细胞

死亡（ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ，ＡＩＣＤ）
［７－８］，同

样将造成淋巴细胞数减少。在我们的观察中，发现

危重症甲流患者淋巴细胞上的凋亡信号ＣＤ９５明显

增加，但随着病情的好转，淋巴细胞上的凋亡信号

ＣＤ９５表达下降。这些都将导致淋巴细胞数减少。

研究［７］表明，Ｔ淋巴细胞增殖和细胞因子分泌缺陷

与感染引起的病死率相关；免疫功能紊乱与大量淋

巴细胞凋亡及免疫受抑状态密切相关。甲流病毒引

起淋巴细胞的免疫异常可能参与了重症及危重症甲

流的发病过程。
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综上所述，甲流病毒诱导Ｔ淋巴细胞活化、增

殖障碍及过度启动Ｔ淋巴细胞凋亡可能与淋巴细

胞数及白细胞数量下降有关，这可能在重症及危重

症甲流患者的发病机制中起着非常重要的作用。
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·信息·

全球人兽共患病流行态势严峻

９月１５日在京举行的第三届全国人畜共患病学术研讨会披露，在已知的２００多种动物传染病和１５０多种动物寄生虫病

中，至少超过一半为人兽共患病。其中，对人类构成严重危害的有近百种，新的人兽共患病还在不断出现。与会专家呼吁，人

兽共患病需多部门联防联控，并加大投入，加强跨学科协作研究，真正实现预防为主、防控关口前移。

根据大会报告，当今新发传染病７０％以上都来自于动物。当前全球人兽共患病的一个显著流行趋势是，一些此前已得到

控制的疫病死灰复燃，再度成为严重公共卫生问题，其中包括白喉、鼠疫、霍乱等细菌性传染病，狂犬病、登革热、乙脑等病毒

性传染病，弓形体病等寄生虫病。最近１５年，世界卫生组织已收到全球登革热病例报告６０万例，其中２．４万人死亡。

专家指出，人兽共患病也是我国当今面临的重要公共卫生问题。目前，一些人兽共患病疫情仍居高不下，有些还处于上

升中；尚未在我国出现的人兽共患病也面临输入风险。会议由中国科学技术协会、中华预防医学会、中国畜牧兽医学会、中国

微生物学会联合召开。

防控人畜布病疫情刻不容缓

在日前召开的第三届全国人畜共患病会议上，布病防控科技工作者共同发出建议书，建议将布病临时调整为人间甲类、

家畜一类传染病进行管理，强化人、畜布病疫情报告管理，建立卫生和农业系统疫控部门共同防治布病的组织机构，共同展开

布病防治。

执笔该建议书的中国疾控中心传染病预防控制所研究员崔步云介绍，布病是由布鲁菌引起的一种人畜共患病，为国家法

定人间乙类传染病和动物二类传染病。新中国成立以来，我国全面开展了布病防控，２０世纪８０年代～９０年代初期布病得到

控制，１９９２年全国报告新发病例２１９例，发病率为０．０２／１０万，为历史上最低水平。此后，发病率逐年上升，发病区域不断扩

大。２０１０年报告布病达３５０４３例，发病率达２．６３／１０万。今年上半年报告布病２５３０９例，较去年同期增加３８．８８％。全国布

病发病区（县）数由１９９９年的１２７个，增加到２０１０年２６个省（市、区）的９５５个县（区），已经成为严重公共卫生问题。

与会专家指出，人间布病疫情已经很严重，但近年来布病现场课题研究和日常防疫工作中仍发现有５０％以上漏报率。由

于一些医院的诊断问题，布病治疗归口和实施部门的合法化、规范化治疗、医疗负担以及难以治愈的慢性化问题，至今困扰着

越来越多的农牧民及职业人群。

与会专家还就开展布病家畜疫情流行病学调查、布病病原流行病学研究、规范布病治疗机构行医行为等提出了具体建议。

（来源：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｐｍａ．ｏｒｇ．ｃｎ）
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