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儿童手足口病患者EV-71和Cox-A16感染与血清miRNA谱
特征的相关性研究

周 延，雷 芳，杨 阳，陈 岑，王廷婷  （重庆医科大学附属大足医院儿科，重庆 402360）

摘  要：目的  分析儿童手足口病（HFMD）患者肠道病毒71型（EV-71）或柯萨奇病毒A组16型（Cox-A16）感染的血清微小核

糖核酸（miRNA）谱，并探讨其临床意义。方法 采用简单随机抽样法，选取2023年11月~2024年8月在重庆医科大学附属大

足医院儿科确诊的儿童HFMD患者。发现集包含EV-71或Cox-A16单一感染患儿各8例，采用miRNA微阵列筛选差异表达

miRNA，并进行生物信息学分析；验证集包含Cox-A16组、EV-71组以及健康对照组各105例，采用实时荧光定量聚合酶链反

应法检测血清miRNA水平。使用受试者操作特征（ROC）曲线开发基于miRNA的诊断模型。结果 通过发现集筛选，识别5个

差异表达miRNA（miR-21、miR-143、miR-494、miR-146a、miR-221），基因本体论和京都基因和基因组百科全书通路富集证实

了这些差异表达miRNA与多种免疫相关通路有关。在验证集中，EV-71组和Cox-A16组患儿血清miR-21、miR-143、miR-494、
miR-146a、miR-221水平均显著高于健康对照组，差异具有统计学意义（H=7.714～100.551，均P＜0.05），且EV-71组血清miR-
21、miR-494、miR-143、miR-146a水平高于Cox-A16组（Z=-37.215～-9.443，均P＜0.05）。调整年龄等临床变量后，miR-21、
miR-494、miR-143、miR-221、miR-146a水平升高仍然与HFMD发病显著相关（HR=1.104～1.400，均P＜0.05）。5种miRNA具

有诊断HFMD的能力，ROC曲线下面积（AUC）为0.584～0.874。miR-21、miR-494、miR-146a的组合具有区分诊断EV-71或

Cox-A16单一病毒亚型感染的能力，AUC为0.874。结论 儿童HFMD患者存在特异性血清miRNA谱，其中3种miRNA组合

模型具有区分EV-71或Cox-A16单一亚型感染的能力。
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Study on the Correlation of EV-71 and Cox-A16 Infections with Serum miRNA 
Profiles in Pediatric Hand-Foot-and-Mouth Disease

ZHOU Yan，LEI Fang, YANG Yang, CHEN Cen, WANG Tingting(Department of Pediatrics, Chongqing Medical 
University Affiliated Dazu Hospital, Chongqing 402360, China)

Abstract: Objective To characterize the serum microRNA (miRNA) profile in pediatric hand-foot-and-mouth disease (HFMD) 
caused by Enterovirus 71 (EV-71) or Coxsackievirus group A type 16 (Cox-A16), and to analyze its clinical significance. Meth-
ods  Using a simple random sampling method, pediatric HFMD patients diagnosed at the Department of Pediatrics of Dazu Hos-
pital Affiliated to Chongqing Medical University from November 2023 to August 2024 were enrolled. The discovery set included 
8 children with EV-71 infection, and 8 with Cox-A16 infection. miRNA microarray was performed to screen for differentially 
expressed miRNAs. And the candidate miRNAs were analyzed by bioinformatics analysis. The validation set included Cox-A16 
group, EV-71 group and healthy control group with 105 cases in each group. Serum miRNA levels were detected using real-time 
fluorescence quantitative polymerase chain reaction. Receiver operating characteristic (ROC) curves were used to develop a miR-
NA-based diagnostic model. Results  In the discovery set, five differentially expressed miRNAs (miR-21, miR-143, miR-494, miR-
146a, and miR-221) were identified. Gene Ontology and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes pathway enrichment anal-
ysis confirmed that these differentially expressed miRNAs were involved in multiple immune-related pathways. In the validation 
set, serum levels of miR-21, miR-143, miR-494, miR-146a, and miR-221 were significantly higher in both EV-71 and Cox-A16 
groups than in healthy controls (H=7.714~100.551, all P ＜ 0.05), and serum levels of miR-21, miR-494, miR-143, and miR-
146a were significantly higher in the EV-71 group than the Cox-A16 group (Z=-37.215 to -9.443, all P ＜ 0.05). After adjusting 
for clinical variables including age, elevated levels of miR-21, miR-494, miR-143, miR-221, and miR-1466 remained significant-
ly associated with the onset of HFMD (HR =1.104~1.400, all P ＜ 0.05). The five-miRNA panel showed diagnostic capability for 
HFMD with an area under ROC curve (AUC) values ranging from 0.584 to 0.874. Moreover, the combination of miR-21, miR-494,
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and miR-146a demonstrated the ability to differentiate between EV-71 and Cox-A16 single-virus subtype infections, with AUC 
0.874. Conclusions  Pediatric HFMD has a specific serum miRNA profile, and the three-miRNA panel (miR-21, miR-494, and 
miR-146a) shows potential for distinguishing EV-71 from Cox-A16 infections.
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手足口病（hand-foot-and-mouth disease，HFMD）属

于丙类传染病，5岁以下婴幼儿是主要易感人群 [1]。国

内 HFMD 暴发通常与人类肠道病毒 71（Enterovirus 
71，EV-71）和 / 或 柯 萨 奇 病 毒 A16（Coxsackievirus 
group A type 16，Cox-A16）感 染 有 关 [2-3]，尤 其 是

EV-71 对人类神经系统具有高度亲和力，重症率约

为 6%[4-6]。了解肠道病毒感染后的宿主反应将有助

于解释发病机制。最近，人们注意到微小核糖核酸

（miRNA）在病毒和宿主之间复杂的相互作用网络

中起着关键效应分子的作用 [7-9]。为了鉴定宿主对

EV-71 或 Cox-A16 感染产生的不同 miRNA 反应，本

研究通过微阵列分析调查了一组儿童 HFMD 患者血

清 miRNA 表达特征谱，并通过实时定量聚合酶链反

应（polymerase chain reaction，PCR）鉴定了一组差异

表达 miRNA 作为生物标志物的潜力。

1 材料与方法

1.1 研究对象 采用简单随机抽样法，选取 2023 年

11 月 ~2024 年 8 月在重庆医科大学附属大足医院儿

科确诊的 HFMD 患儿。纳入标准：①符合中国卫生

部修订的 HFMD 诊断标准 [10]；②症状出现后 24 h 内

入院；③通过双链实时逆转录 PCR 检测咽或直肠拭

子和 / 或囊泡液病毒 RNA，证实 EV-71、Cox-A16 感

染。排除标准：①已接受抗病毒和支持性对症治疗；

②混合感染；③其他病原体感染；④存在可能影响

HFMD 临床表现的其他疾病，如免疫缺陷或恶性肿

瘤。纳入在重庆医科大学附属大足医院儿保科定期

接受健康检查且未感染的健康儿童作为对照。该项

目已获得重庆医科大学附属大足医院临床试验伦理

委员会的批准 [2023 年科伦审第（026）号 ]，获得书面

知情同意。本研究包括两个阶段：①发现阶段：发现

集包含 EV-71 或 Cox-A16 单一病毒感染者各 8 例，其

中 EV-71 组儿童平均年龄 3.56±2.02 岁，男 5 例和女

3 例；Cox-A16 组儿童平均年龄 2.57±1.60 岁，男 5 例

和女 3 例；2 组之间年龄和性别相匹配。②验证阶段：

验证集包含 EV-71 组、Cox-A16 组和对照组受试儿

童各 105 例，其中 Cox-A16 组年龄 0.08~6.82 周岁，男

68 例和女 37 例，67 例峰值体温≥38.5 ℃；EV-71 组

年龄 0.08~7.00 周岁，男 57 例和女 48 例，81 例峰值体

温≥38.5 ℃；健康对照组儿童为体温正常、无肺部

湿音、无皮疹和肠道病毒阴性结果的参与者，年龄在

0.08~6.75 周岁，男 67 例和女 38 例；会诊期间总体状

况稳定，峰值体温 37.5℃～40.5℃，未出现脑炎或脑

病症状。

1.2 仪器与试剂 TruSeq small RNA文库制备试剂

盒（货号：RS-122-2001）、Illumina Hi-seq 2000平台系统

（美国 Illumina公司）；miRcute 增强型miRNA cDNA 第
一链合成试剂盒（货号：KR211）、荧光定量检测试剂盒

（货号：FP411）（中国北京天根生化科技有限公司）；实

时热循环系统（型号：ABI PRISM 7300，美国Applied 
Biosystems公司）。

1.3 方法

1.3.1  样本采集：入院后 2h 内（开始治疗前）采集血液

样本，出现症状至采血时间为 2.0~26.0 h。促凝样本

采集后立刻4℃下2 184r/min（离心半径10cm）离心15 
min 分离上层血清，-20℃保存 48 h 后转移至-80℃ 
长期保存用于批量检测。

1.3.2  miRNA 微阵列芯片分析：采用发现集血清样

本，经常规质量控制合格后，提取样本总 RNA 并完

成纯度与完整性检测，基于 miRNA 微阵列芯片技术

开展样本 miRNA 表达谱检测。通过芯片扫描获取原

始表达数据，经背景校正、标准化等预处理后，完成

数据质控与过滤。本研究差异表达miRNA 的筛选阈

值设定为：Benjamin Hochberg 校正 P 值（q 值）＜ 0.1、

基因 log2 倍数变化（fold change，FC）绝对值＞ 1.5。

在基因表达综合数据库（Gene Expression Omnibus，

GEO）中检索 GSE85829 队列中基因表达谱数据，该

队列包含了 EV-71 感染或 Cox-A16 感染的 16HBE（人

支气管上皮细胞）中 miRNA 表达数据，将本研究的

差异表达 miRNA 谱与 GSE85829 队列数据进行韦恩

图交集分析以筛选候选 miRNA。

1.3.3  生物信息学分析：使用 miRanda 和 RNAhybrid
预测候选差异表达 miRNA 的靶基因，进行基因本体

论（Gene Ontology，GO）富集和京都基因和基因组百

科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，

KEGG）通路富集，GO 富集分析包括生物过程（bio-
logical processes，BP）、分子功能（molecular function，

MF）和细胞成分（cellular component，CC）。

1.3.4  血清实时荧光定量 PCR 检测 miRNA：使用验

证集血清样本进行实时荧光定量 PCR。使用第一链

合成试剂盒进行逆转录，通过荧光定量 PCR 扩增

定量了阵列分析中的候选 miRNA 和内部对照 U6 
snRNA 的表达水平。引物序列见表 1。

1.4 统计学分析 数 据 分 析 采 用 sangerbox 3.0、

SPSS 26.0 以及 Prism 8.0 软件。连续变量均不符合正

态分布，以中位数（四分位间距）[M（P25，P75）] 表示，组

间比较采用 Kruskal-Wallis 检验或者 Mann-Whitney 
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U 检验。计数资料以 n（%）表示，组间采用 χ2 检验。使

用热图表示发现集中健康对照组和 HFMD 患儿差异

表达 miRNA。受试者操作特征（ROC）曲线用于开发

基于 miRNA 的诊断模型。使用二元 Logistic 回归分

析与 HFMD 发病有关的独立临床因素。P ＜ 0.05 为

差异具有统计学意义。

表 1 引物列表

基因 正向引物 反向引物
miR-21 5’-CTGTGCCGGGTAGAGAGGG-3’ 5’-CATGCTGGGTGGAGAAGGTG-3’
miR-143 5’-CAGTGCTGCATCTCTGGTCA-3’ 5’-TGCAGAACAACTTCTCTCTTCCT-3’
miR-494 5’-CTCGAAGGAGAGGTTGTCCG-3’ 5’-AAAAAGAGGTTTCCCGTGTATGT-3’
miR-146a 5’-ACTGAATTCCATGGGTTGTGTC-3’ 5’-TGACAGAGATATCCCAGCTGAAG-3’
miR-221 5’-TTTCCAGGTAGCCTGAAACCC-3’ 5’-GGCATGAACCTGGCATACAA-3’

U6 snRNA 5’-CAGGAGACGGGAACGACAAA-3’ 5’-CGTGAAAGACCGCAGCAAAA-3’

2 结果

2.1 miRNA在HFMD中的表达谱鉴定 在发现集

中，EV-71 组患儿（n=8）和 Cox-A16 组患儿（n=8）共筛

选出 768 个 miRNA。两组比较，EV-71 组患儿的血清

样本中有 108 个 miRNA 表达上调和 30 个 miRNA 表

达下调，进一步与 GSE85829 队列数据进行韦恩图分

析，得到 5 种交叉重叠的差异表达 miRNA：miR-21、

miR-143、miR-494、miR-146a、miR-221，将这 5 种差

异表达 miRNA 作为候选生物标志物进行下一步验

证。

2.2 差异表达miRNA的生物信息学分析 使用

miRanda 和 RNAhybrid 预 测，这 5 种 miRNA 的 靶 基

因数量分别为 1 284 个和 1 309 个，其中共同靶基因

为 849 个。使用 DAVID 在线软件，对预测靶基因进

行 GO 富集和 KEGG 通路富集，GO 富集的主要结果：

BP 主要为生物黏附、生物调节、细胞黏附、细胞通

讯；MF 主要为调控区核酸结合、调控区 DNA 结合和

转录调控区 DNA 连接；CC 主要为核质、染色体 / 端

粒区域和胞质。KEGG 通路富集主要包括 3 条上调

通路（钙黏蛋白信号通路、Wnt 信号通路和血管生成）

和 6 条下调通路（凋亡信号通路、B 细胞活化、趋化因

子和细胞因子介导的炎症信号通路、细胞因子 - 细胞

因子受体相互作用、造血细胞谱系、IgA 产生的肠道

免疫网络等）。

2.3 血清miRNA水平分析 在验证集中，与健康对

照组相比，Cox-A16组和EV-71组血清miR-21、miR-
143、miR-494、miR-146a、miR-221水平均显著升高（均

P＜0.05）；与Cox-A16组比较，EV-71组血清miR-21、

miR-494、miR-143、miR-146a 水 平 升 高 更 明 显（Z=-

37.215、-11.082、-9.443、-21.195，均P＜0.05）；但是血

清miR-221在Cox-A16组和EV-71组之间差异无统计

学意义（Z=-2.889，P=0.195）。见表2。

表 2 健康对照组、EV-71 组和 Cox-A16 组 5 种差异表达 miRNA 水平比较 [M（P25，P75）]
项目 健康对照组（n=105） Cox-A16 组（n=105） EV-71 组（n=105） H P 值

miR-21 1.32（0.78，1.86） 1.77（0.98，2.99）a 5.70（2.45，21.15）ab 100.551 ＜ 0.001

miR-494 1.23（0.35，2.65） 1.80（0.79，4.04）a 3.64（1.52，6.25）ab 35.604 ＜ 0.001

miR-143 2.46（1.92，4.89） 3.42（2.27，6.29）a 6.39（2.56，9.98）ab 18.279 ＜ 0.001

miR-221 1.04（0.96，4.67） 2.67（1.48，5.58）a 4.07（0.93，7.90）a 7.714 0.021

miR-146a 1.21（0.02，2.25） 1.99（0.02，4.19）a 6.42（2.50，11.79）ab 80.975 ＜ 0.001

注：与健康对照组比较，aP ＜ 0.05；与 Cox-A16 组比较，bP ＜ 0.05。

2.4 血清miRNA对HFMD的诊断价值 调整年龄、

性别后，miR-21、miR-494、miR-143、miR-221、miR-146a
水平升高仍然与HFMD发病显著相关（均P＜0.05），见

表3。ROC曲线分析示，血清miR-21、miR-143、miR-

494、miR-146a、miR-221都 具 有 诊 断HFMD的 价 值，

AUC均＞0.500（均P＜0.05），其中miR-146a诊断准确

率最高（0.838），miR-494次之（0.738），其他miRNA的诊

断能力准确率，AUC=0.584～0.627。见表4。

表 3 调整混杂因素后差异表达 miRNA 与 HFMD 多因素 Logistic 回归分析

变量 β SE Wald P HR（95%CI）
miR-21（每增加 1 个单位） 0.336 0.081 17.013 ＜ 0.001 1.400（1.193~1.642）

miR-494（每增加 1 个单位） 0.287 0.063 20.756 ＜ 0.001 1.332（1.177~1.507）

miR-143（每增加 1 个单位） 0.145 0.037 15.415 ＜ 0.001 1.156（1.075~1.242）

miR-221（每增加 1 个单位） 0.099 0.036 7.468 0.006 1.104（1.028~1.186）

miR-146a（每增加 1 个单位） 0.284 0.054 27.362 ＜ 0.001 1.328（1.194~1.477）

注：因变量将 HFMD 组赋值 1，对照组赋值 0；连续型自变量直接纳入，分类自变量“是”赋值 1，“否”赋值 0。
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表 4 差异表达 miRNA 诊断 HFMD 的价值 

miRNA 特异度 敏感度 约登指数 AUC（95%CI） P 值 截断值

miR-21 0.810 0.533 0.277 0.627（0.551~0.703） 0.001 1.910

miR-494 0.895 0.524 0.419 0.738（0.670~0.806） ＜ 0.001 3.595

miR-143 0.695 0.629 0.324 0.603（0.525~0.681） 0.010 3.090

miR-221 0.905 0.419 0.324 0.584（0.502~0.666） 0.035 6.500

miR-146a 0.867 0.724 0.591 0.838（0.783~0.893） ＜ 0.001 3.035

2.5 血清miRNA对EV-71 vs. Cox-A16的区分诊断价

值 经ROC曲线分析，血清miR-21、miR-494、miR-
146a均 具 有 区 分 诊 断 EV-71 组 vs. Cox-A16 组 的 能

力，AUC 均 ＞ 0.600（均 P ＜ 0.05）。3 种 miRNA 联 合

预测模型具有最高的区分诊断能力（AUC=0.874）。经

成对样本区域差异分析，与miR-21、miR-494、miR-
146a相比，3种miRNA联合预测模型区分诊断EV-71
组 vs. Cox-A16组的AUC均得到显著提升（Z=-3.065、 
-4.081、-3.097，均P＜0.001），见表5和图1。

表 5 血清 miR-21、miR-494、miR-146a 区分 EV-71 组和 Cox-A16 组的诊断价价

项目 特异度 敏感度 约登指数 AUC（95%CI） P 值 截断值

miR-21 0.362 0.826 0.187 0.751（0.701~0.812） ＜ 0.001 1.390

miR-494 0.724 0.552 0.276 0.620（0.543~0.697） 0.003 3.330

miR-143 0.548 0.567 0.115 0.529（0.473~0.583） 0.145 2.928

miR-221 0.648 0.467 0.115 0.548（0.491~0.604） 0.107 1.041

miR-146a 0.886 0.562 0.448 0.746（0.701~0.830） ＜ 0.001 5.605

联合预测 0.724 0.867 0.591 0.874（0.827~0.921） ＜ 0.001 0.447

图 1 血清 miR-21、miR-494、miR-146a 区分诊断 EV-71
组和 Cox-A16 组的 ROC 曲线

3 讨论

了解肠道病毒感染后的宿主反应有助于阐述

发病机制以及诊断试剂盒的研发。本研究在儿童

HFMD 患 者 血 清 中 筛 选 出 5 种 差 异 表 达 miRNA：

miR-21、miR-143、miR-494、miR-146a、miR-221，并

构建了一种基于 3 种 miRNA（miR-21、miR-494、miR-
146a）的联合模型以区分诊断 EV-71 或 Cox-A16 单一

病毒亚型感染。

目前已经开发了各种实验室方法来诊断肠道病毒

感染，但都存在一定的局限性 [11-15]。最常用的病毒分子

诊断方法，如逆转录PCR，取决于特定病原体的基因序

列，病毒基因的突变可能会导致假阴性结果 [14-15]。最近，

宿主反应性循环miRNA作为一种新的非侵入性诊断

和预后标志物得到了广泛的研究 [16-17]。据报道，EV-71
或 Cox-A16 单一病毒亚型感染对于宿主 miRNA 谱

的改变存在差异 [17-19]。本研究通过 2 个队列的筛选和

确认，共鉴定出 5 种差异表达 miRNA，与健康对照组

相比，HFMD 患儿血清 miR-21、miR-143、miR-494、

miR-146a、miR-221 水平显著上调。为了评估这些失

调 miRNA 在诊断肠道病毒感染方面的能力，为每

种 miRNA 构建了 ROC 曲线。5 种 miRNA 均显示出

有效区分 HFMD 组和健康对照组的良好能力，AUC
范围为 0.584～0.838；此外，miR-21、miR-494、miR-
146a 具有可以区分诊断 EV-71 组 vs Cox-A16 组的能
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力，3 种 miRNA 组合模型的 AUC 高达 0.874。这些数

据表明，选定的宿主 miRNA 组合不仅为肠道病毒感

染创造了独特的特征，而且显著提高了诊断效率。

从 机 制 方 面 分 析，细 胞 miRNA 通 过 降 解 靶

mRNA或抑制与靶mRNA特异性结合后的mRNA翻

译来调节超过 60% 的人类基因，影响多种细胞过程，

其失调与各种疾病的发展和进展有关 [20-21]。GO 富

集和KEGG通路富集也证实了这些差异表达miRNA
参与了许多免疫相关通路，如钙黏蛋白信号通路、

Wnt 信号通路、血管生成、凋亡信号通路、B 细胞活

化、趋化因子和细胞因子介导的炎症信号通路等，这

与既往研究一致：即肠道病毒可以利用宿主 miRNA
通过直接或间接靶向感染期间与免疫系统过程相关

的宿主分子来增强或抑制其存活 [17,19,22-26]。这些数据

都 有 助 于 阐 明 miRNA 在 EV-71 和 Cox-A16 感 染 进

展过程中不同的宿主 - 病原体相互作用机制，尤其是

包 括 miR-21、miR-143、miR-494、miR-146a 在 内 的

一些 miRNAs 在 EV-71 感染者血清中的上调可能与

诸多神经系统细胞损伤的重要分子机制，如靶向髓

样分化因子 88 和白细胞介素 -1 受体相关激酶 1、调

控 PI3K/Akt 信号通路等有关 [24-26]，这也部分解释了

EV-71 感染患儿预后更差的原因。

本研究的局限性包括：①仅在单一病毒亚型感

染患儿中测量了血清 miRNA 浓度，缺少 miRNA 功

能实验验证，无法深入分析其因果机制；②相对较

小的样本量会影响统计分析能力，特别是对于多因

素回归模型；③单中心研究，未包含其他肠道病毒

亚型，外部泛化性需验证；④在发现集中患儿的采

血时间为出现症状后的 2.0~26.0h，时间跨度相对较

长，这可能会造成筛选出的差异 miRNA 过多或过少；

⑤缺乏动态监测 miRNA 与病程关联的数据。总的来

说，目前的发现需要基于更大样本量的进一步匹配

研究来证实。

综上，本研究鉴定了一组与 HFMD 发病相关的

血清 miRNA 表达谱，其中 3 种 miRNA（miR-21、miR-
494、miR-146a）具有区分诊断 EV-71 或 Cox-A16 单一

亚型感染的能力。因此，EV-71 或 Cox-A16 感染伴随

的宿主血清 miRNA 水平变化可能是一个重要指标，

这将有助于理解肠道病毒感染的 miRNA 介导机制。
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