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不同日龄乳鼠感染EV71毒株后组织免疫学特征实验研究
张 畅，汤 萨，宗 雪，石有伟，连 捷，王云帆 （北京大学首钢医院病理科，北京 100144）

摘  要：目的  探讨不同日龄乳鼠感染肠道病毒71型（EV71）后的组织病理表现、免疫细胞分布及细胞因子表达特征。方

法 选取7、14、18及21日龄乳鼠，经腹腔注射EV71 GD10-12株建立感染模型，动态监测其存活率、体重变化及临床评

分；通过组织学检查观察骨髓、胸腺等免疫器官结构成熟度；采用流式细胞术检测感染前后小肠组织中3型先天性淋巴细

胞（ILC3s）及CD4+T细胞、CD8+T细胞等免疫细胞的比例与数量；利用实时荧光定量聚合酶链式反应（RT-qPCR）检测感染

前后白细胞介素 -1β（IL-1β）、白细胞介素 -22（IL-22）、白细胞介素 -23（IL-23）及肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）基因的相对表

达量。结果  EV71感染后，乳鼠死亡率随日龄增大显著降低（χ2=29.15，P＜0.001）：7日龄3 天内全死，14日龄4 天内全死，

18日龄7 天内全死，21日龄无死亡。体重变化显示，7～18日龄乳鼠体重增长停滞或死亡前下降，21日龄乳鼠体重持续正

常增长（F=73.82，P＜0.001）；临床评分显示，7～18日龄乳鼠快速升至3～5分且严重阶段持续2～3天，21日龄乳鼠仅升

至1～2分，感染后8天恢复至0分（F=4.633，P=0.017）。组织学显示，随日龄增长免疫器官逐渐成熟，18～21日龄接近成年

小鼠特征。免疫细胞检测显示，7～21日龄小肠各免疫细胞（除NK细胞外）比例差异逐渐扩大：与低日龄乳鼠比较，CD4+T
细胞、CD8+T细胞、γδT细胞比例显著升高，B细胞、DC细胞比例显著降低（F=38.861~847.276，均P＜0.001）。与同组感

染前比较，7～18日龄感染后 ILC3s数量显著减少（t=5.828、5.854、4.611，均P＜0.05），21日龄感染后 ILC3s数量显著增加

（t=-4.032，P=0.016）。细胞因子检测显示，感染前 IL-1β、TNF-α随日龄增加逐渐降低（F=264.322、104.483，均P＜0.05），
IL-22、IL-23随日龄增加逐渐升高（F=176.101、180.815，均P＜0.05）；与同组感染前比较，感染后7～21日龄 IL-1β（t= 
-136.593~-12.890）及14～21日龄TNF-α（t=-38.505~-25.589）均显著升高（均P＜0.001），14～21日龄 IL-22（t=36.316、
15.083、8.778）及7～21日龄 IL-23（t=5.362~74.642）均显著降低（均P＜0.001）。结论 不同日龄乳鼠感染EV71后的组织免

疫学特征存在显著差异，乳鼠对EV71感染的抵抗力随日龄增长而增强，该过程与免疫器官成熟、ILC3s动态调控及细胞

因子网络平衡密切相关。
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Different Ages Infected with EV71 Strain
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University Shougang Hospital, Beijing 100144, China)

Abstract: Objective  To investigate the histopathological manifestations, immune cell distribution and cytokine expression pro-
files in suckling mice of different ages following Enterovirus 71 (EV71) infection. Methods  Suckling mice aged 7, 14, 18, and 
21 days were selected to establish infection models by intraperitoneal injection with EV71 strain GD10-12. Survival rate, body 
weight changes, and clinical scores of the mice were dynamically monitored. Histological examination was performed to evaluate 
the structural maturity of immune organs such as bone marrow and thymus. Flow cytometry was used to detect the proportions 
and numbers of type 3 innate lymphoid cells (ILC3s), CD4+T cells, CD8+T cells, and other immune cell subsets in the small in-
testine before and after infection. Quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-qPCR) was employed to determine the 
relative expression levels of interleukin-1β (IL-1β), interleukin-22 (IL-22), interleukin-23 (IL-23) and tumor necrosis factor-α 
(TNF-α) before and after infection. Results  After EV71 infection, mortality rates of suckling mice significantly decreased with 
increasing age (χ2=29.15, P<0.001): all 7-day-old mice died within 3 days, all 14-day-old mice died within 4 days, all 18-day-old 
mice died within 7 days, whereas no 21-day-old mice died. Body weight was arrested or declined before death in 7~18-day-old 
mice, while 21-day-old mice maintained normal weight gain (F=73.82, P<0.001). Clinical score in 7~18-day-old mice rapidly 
increased to 3~5 points and remained at severe levels for 2~3 days, whereas 21-day-old mice only reached scores of 1-2 and re-
covered to 0 by day 8 post-infection (F=4.633, P=0.017). Histological results revealed progressive maturation of immune organs
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with age, with 18-21-day-old mice displaying features close to those of adult mice. Immune cell profiling showed that the differ-
ences in the proportion of various immune cells in the small intestine of 7~21-day-old mice gradually expanded, except for NK 
cells: compared with younger suckling mice, the proportions of CD4+T cells, CD8+T cells, and γδT cells were significantly in-
creased, while the proportions of B cells and dendritic cells were significantly decreased (F=38.861~847.276, all P<0.001). Com-
pared with pre-infection evels within the same age group, ILC3 levels significantly decreased after infection in 7~18-day-old 
mice (t=5.828, 5.854, and 4.611, respectively; all P<0.05), but significantly increased in 21-day-old mice (t=-4.032, P=0.016). 
Cytokine detection showed that pre-infection expression of IL-1β and TNF-α gradually decreased with age (F=264.322, 
104.483, both P<0.05), whereas IL-22 and IL-23 gradually increased (F=176.101, 180.815, both P<0.05). After infection, IL-1β 
levels in 7~21-day-old mice (t=-136.593 to -12.890) and TNF-α levels in 14~21-day-old mice (t=-38.505 ~ -25.589) were 
significantly increased (all P<0.001), while IL-22 levels in 14~21-day-old mice (t=8.778 ~ 36.316) and IL-23 levels in 7~21-day-
old mice (t=5.362~74.642) were significantly decreased (all P<0.001). Conclusions Significant age-dependent differences in tis-
sue immunological characteristics are observed in EV71-infected suckling mice. Resistance to EV71 infection increases with age, 
a process closely associated with immune organ maturation, dynamic regulation of ILC3s, and cytokine network balance. 
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肠道病毒71型（enterovirus 71，EV71）是手足口病

（hand, foot, and mouth disease，HFMD）的主要病原体，

在亚太地区婴幼儿群体中高发，常引发神经系统并发

症甚至死亡，对公共卫生构成严重威胁 [1-2]。流行病学

数据显示，EV71 感染具有明确的年龄依赖性特征，

婴幼儿为高发人群和重症主要受害者，而成人感染

后多为轻症或无症状 [3]，这提示宿主免疫系统发育

成熟度可能是决定 EV71 感染结局的核心因素 [4]。乳

鼠模型因免疫系统发育特征与人类婴儿具有一定相

似性，已成为研究 EV71 致病机制及免疫应答的常用

工具 [5-6]。先天性免疫作为抵御病原体入侵的第一道

防线，其功能状态直接影响感染初期的病毒控制效

果 [7-8]。3 型先天性淋巴细胞（type3 innate lymphoid 
cells 3，ILC3s）作为黏膜免疫的关键效应细胞，在维

持肠道屏障稳态、调控炎症反应及抗感染免疫中发

挥重要作用 [9-10]。研究证实，ILC3s 可通过分泌白细

胞介素 -22（interleukin-22，IL-22）等细胞因子促进上

皮组织修复，增强宿主防御能力 [11]。但 ILC3s 在不同

日龄乳鼠 EV71 感染中的数量变化、功能特征及感染

结局的关联，仍需深入探索。基于此，本研究通过建

立不同日龄乳鼠 EV71 感染模型，系统分析感染后组

织病理、免疫细胞及细胞因子的动态变化，明确其组

织免疫学特征，为 EV71 感染的年龄相关易感性机制

及免疫干预策略研究提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象

1.1.1  细胞与毒株：横纹肌瘤细胞（rhabdomyosarco-
ma cells，RD）用 含 10%（v/v）胎 牛 血 清（fetal bovine 
serum，FBS）、1%（v/v）双抗（青霉素 100 U/ml、链霉素

100 μg/ml）的 Gibco DMEM 培养基，在 37℃、5%（v/
v）CO2 培养箱中培养。EV71 病毒株（GD10-12，Gen-
Bank 登记号：KJ004559）突变株由中国医学科学院

医学实验动物研究所保存，RD 细胞传代过程严格遵

循《病原微生物实验室生物安全管理条例》及伦理

与生物安全相关规定。

1.1.2  实验动物：SPF级BALB/c孕鼠（体质量26～35g）
购自北京维通利华实验动物技术有限公司（许可证

号：SCXK( 京 )2007-0001），在中国医学科学院医学

实验动物研究中心饲养（12h 暗 / 光循环，21～25℃，

55%，国医相对湿度），实验前适应性饲养10 天，自由

摄食饮水。乳鼠按自然出生窝分组，每窝 5～7 只，每

笼饲养 1 只母鼠与其子代乳鼠，乳鼠自然哺乳。乳鼠

经腹腔注射感染 EV71 病毒后，饲养于配备过滤系统

的 IVC 笼舍内。所有动物感染实验均在动物生物安

全二级实验室进行，实验结束后采用 CO2 对乳鼠及

母鼠实施安乐死，本试验已获中国医学科学院北京

协和医学院医学实验动物研究所伦理委员会批准（批

准号：BLL17011）。

1.2 仪器与试剂 DMEM 培养基、胰酶、双抗（Gib-
co，美国）；10%（v/v）福尔马林组织固定液（北京索

莱宝科技有限公司）；苏木精 - 伊红染色试剂盒（碧

云天生物技术有限公司）；CD4、CD8、Lin-、RORrt、
NKp46、IL-22、IL-23、IL-1β、TNF-α 抗体（Thermo 
Fisher，美国）；ScanScope 病理切片显微镜扫描系统

（Aperio、Leica Biosystems，德国）；BD LSRFortessa 流

式细胞仪（BD Biosciences，美国）；Excelsior ES 石蜡

包埋机（Thermo Fisher Scientific，美国）。

1.3 方法

1.3.1  病毒扩增与浓缩：将 EV71 病毒接种于 RD 细

胞，在含 2%（v/v）FBS 的 DMEM 培养基中培养，当细

胞病变效应超过 80% 时收集培养上清。经 12 800 r/
min 离心 4 h 浓缩病毒，用无钙镁 PBS 重悬沉淀，震

荡溶解后分装，测定 TCID50，-80℃保存备用。

1.3.2  动物模型建立与分组：

①乳鼠分组：按自然出生窝分为7日龄、14日龄、

18 日龄及 21 日龄组，每组 4 窝（每窝 5～7 只），其中 2
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窝作为感染前组（不进行感染），2 窝作为感染组（进行

EV71 感染）。每组感染前和感染后各取 3 只乳鼠用于

组织病理取材，3 只用于免疫细胞流式检测，3 只用

于RNA PCR验证检测，剩余乳鼠用于一般情况观察。

②乳鼠毒株筛选：按自然出生窝分组，7 日龄、

14 日乳鼠每组感染一株病毒，连续传代 5 代，观察乳

鼠临床表现及生存率变化，筛选致病力增强的毒株。

③乳鼠毒株注射剂量：采用筛选出的高致病力

毒株感染各日龄乳鼠，感染方式为腹腔注射，根据乳

鼠发育情况确定毒株剂量和体积。见表 1。

表 1 不同日龄乳鼠毒株注射剂量

乳鼠日龄（天） 乳鼠预估平均体重（g） 攻毒剂量 攻毒体积（μl）

7 1.63 3.26×108TCID50 45

14 7.46 14.92×108TCID50 200

18 9.25 18.50×108TCID50 280

21 10.59 21.18×108TCID50 315

1.3.3  一般情况观察：毒株感染当天记为 0 天，连续

10 天每日称量乳鼠体重，记录临床症状及死亡率。临

床症状评分标准：无症状为 0 分，竖毛为 1 分，虚弱

且后肢活动不便为 2 分，单后肢瘫痪为 3 分，双后肢

瘫痪为 4 分，死亡为 5 分。

1.3.4  组织学分析：感染前每组处死3只乳鼠，取后肢

胫骨、胸腺、脾脏、小肠及肠系膜淋巴结，放入10%（v/v）
福尔马林溶液中固定过夜，经石蜡包埋、切片及苏木

精 -伊红（H&E）染色后，显微镜下观察其组织形态。

1.3.5  小肠免疫细胞分析：感染前每组处死 3 只乳鼠，

取小肠制作成单细胞悬液，采用流式细胞术检测免

疫细胞比例，检测细胞及对应表面分子标记为：B 细

胞（CD19⁺）、αβT 细 胞（CD3⁺、CD4⁺/CD8⁺）、γδT 细 胞

（CD3⁺、TCRγδ⁺）、DC 细胞（CD86⁺、CD11c⁺）、NK 细胞

（CD49b⁺(DX5)）。

1.3.6  EV71 感染前后进行 ILC3s 检测：感染前和感

染后 3 天每组处死 3 只乳鼠，取小肠制备单细胞悬

液，以 Lin⁻、RORrt⁺、NKp46⁺ 为 ILC3s 表面分子标记，

经抗体染色后流式细胞仪分析。

1.3.7  细胞因子基因表达检测：采用实时荧光定量聚

合酶链式反应（qRT-PCR）进行检测，感染前和感染

后 3 天每组处死 3 只乳鼠，取 10 mg 小肠组织，加入

350μl buffer RLT 与 70% 乙醇混合液，离心柱纯化后

用 35μl 无 RNA 酶水洗脱获得 RNA 提取液。以 8μl
总 RNA 为模板，加入 1μl 50ng/μl random hexamers
及 1μl 10mM dNTP mix，65℃反应 5 min 后快速冷

却，加入 cDNA 合成 mix，依次在 25℃反应 10 min、

50℃反应 50 min，85℃反应 5 min终止，合成 cDNA。

PCR 反应体系（总体积 20μl）含 10μl SYBR Premix 
Ex Taq II、0.8μl 正向引物、0.8μl 反向引物、2μl 模

板 cDNA 及 6.4μl 无核酸酶水，在 Q7 实时荧光定量

PCR 仪上进行扩增（95℃ 30s，95℃ 5s，60℃ 30s，共

35 个循环，最后 95℃ 15 s）。采 2-∆∆Ct 法计算目标基因

相对表达量。引物序列见表 2。

表 2 PCR 引物序列

基因 正向引物 反向引物

IL-1β 5’-CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG-3’ 5’-GATCCACACTCTCCAGCTGCA-3’

TNF-α 5’-TCTTCTCATTCCTGCTTGTGG-3’ 5’-GGTCTGGGCCATAGAACTGA-3’

IL-22 5’-TTGTGCGATCTCTGATGGCT-3’ 5’-CCAGCATAAAGGTGCGOTTG-3’

IL-23A-1 5’-CAAAGGATCCGCCAAGGTCT-3’ 5’-CTTGCCCTTCACGCAAAACA-3’

IL-23A-2 5’-GCTGTGCCTAGGAGTAGCAG-3’ 5’-CAGACCTTGGCGGATCCTTT-3’

1.4 统计学分析 采用 SPSS 27.0 统计软件处理数

据，GraphPad Prism 9.5 软件绘图。计量资料符合正

态分布以均数 ± 标准差（x±s）表示，多组间比较采

用单因素方差分析（One-Way ANOVA），组间两两比

较采用 Tukey HSD 法；同一日龄组感染前后数据比

较采用配对 t 检验。生存数据采用 Kaplan-Meier 法

绘制生存曲线，组间差异通过 Log-rank 检验分析。

RT-qPCR 数据采用 2-∆∆Ct 法计算目标基因相对表达

量，经正态性检验后进行组间比较。以 P ＜ 0.05 为差

异具有统计学意义。

2 结果

2.1 不同日龄乳鼠感染EV71后一般情况 EV71感

染后，乳鼠生存状态呈显著年龄依赖性（图1A）：7日龄

3 天内全死，14日龄4 天内全死，18日龄7 天内全死，

21日龄无死亡（χ2=29.15，P＜0.001）。体重变化显示（图

1B）：7～18日龄乳鼠体重增长停滞或死亡前下降，21
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日龄乳鼠体重持续正常增长（F=73.82，P＜0.001）。临床

评分结果显示（图1C）：7日龄快速升至5分，14日龄3～5
分持续2 天，18日龄3～5分持续3天，21日龄仅升至

1～2分，感染后8天恢复至0分（F=4.633，P=0.017）。

A. 生存率；B. 体重变化；C. 临床评分；与 21 日龄相比，*P ＜ 0.05，***P ＜ 0.001。

图 1 EV71 感染后不同日龄乳鼠存活率、体重变化及临床评分动态监测

2.2 不同日龄乳鼠免疫器官组织学特征 随日龄增

长，乳鼠免疫器官结构逐渐成熟：骨髓细胞密度及巨

核细胞数量增加，18 日龄时接近成年个体；胸腺皮

质与髓质分界逐渐清晰，14 日龄形成完整髓质；脾

脏动脉周围淋巴鞘与脾小结边界逐渐成熟，髓外造

血逐渐减少，21 日龄脾小结边缘区清晰，但未出现

成熟生发中心；小肠黏膜下淋巴小结从单个发展为

集合淋巴小结，21 日龄出现类生发中心结构；淋巴

结 14 日龄后出现明显淋巴小结，18～21 日龄接近成

熟但无生发中心形成。

2.3 不同日龄乳鼠小肠免疫细胞分布特征 见表3。

随日龄增长，乳鼠小肠免疫细胞比例呈阶段性变化：

7～14日龄阶段：与7日龄乳鼠比较，14日龄CD4⁺T细

胞、CD8⁺T细胞、γδT细胞比例显著升高（均P＜0.01），

B细胞、NK细胞比例差异无统计学意义（均P>0.05）。

14～21日龄阶段：除NK细胞比例仍无显著变化外，

其余免疫细胞比例差异逐渐扩大：与14日龄比较，18
日龄CD4⁺T细胞、CD8⁺T细胞、γδT细胞、DC细胞比

例显著升高，B细胞比例显著降低（均P＜0.001）；与

18日龄比较，21日龄CD4⁺T细胞、CD8⁺T细胞、γδT细

胞比例进一步显著升高，B细胞、DC细胞比例显著降

低，差异具有统计学意义（均P＜0.001）。

表 3 不同日龄乳鼠小肠各免疫细胞占 CD45+ 细胞群比例（%，x±s，n=3）

免疫细胞 7 日龄 14 日龄 18 日龄 21 日龄 F P

CD4+T 细胞 2.65±0.05 4.20±0.28a 4.99±0.20ab 7.14±0.16abc 204.873 ＜ 0.001

CD8+T 细胞 1.75±0.08 4.69±0.16a 5.43±0.16ab 14.39±0.49abc 833.088 ＜ 0.001

γδT 细胞 1.99±0.16 3.37±0.13a 6.46±0.16ab 10.95±0.29abc 847.276 ＜ 0.001

B 细胞 1.56±0.12 1.69±0.10 1.05±0.13ab 0.67±0.06abc 38.861 ＜ 0.001

DC 细胞 1.84±0.08 1.04±0.08a 2.08±0.12b 1.13±0.16ac 39.318 ＜ 0.001

NK 细胞 0.14±0.04 0.15±0.04 0.12±0.02 0.18±0.02 1.489 0.289

注：a. 与 7 日龄比较，tCD4+T 细胞=9.439、19.660、46.393，tCD8+T 细胞=28.466、16.838、44.096，tγδT 细胞=11.594、34.216、46.856，tDC 细胞=-12.247、-6.875，

均 P ＜ 0.05；b. 与 14 日龄比较，tCD4+T 细胞=3.977、15.790，tCD8+T 细胞=3.180、32.594，tγδT 细胞=25.961、41.311，tB 细胞=-6.759、-15.149，tDC 细胞=12.490，均 P
＜ 0.05；c. 与 18 日龄比较，tCD4+T 细胞=14.539，tCD8+T 细胞=25.275，tγδT 细胞=23.480，tB 细胞=-4.597，tDC 细胞=-8.277，均 P ＜ 0.05。

2.4 不同日龄乳鼠感染EV71前后小肠 ILC3s数量

情况 见表 4。随日龄增加，乳鼠感染 EV71 前和感

染后小肠 ILC3s 数量均上升，差异具有统计学意义

（F=150.283，216.176，均P＜0.001）。同一日龄组比较，

7～18 日龄乳鼠感染后 ILC3s 数量较感染前显著减

少，21 日龄乳鼠感染后 ILC3s 数量较感染前显著增

加，差异均具有统计学意义（均 P ＜ 0.05）。

表 4 不同日龄乳鼠感染 EV71 前后小肠 ILCs 细胞比例（%，x±s，n=3）

乳鼠日龄 ( 天 ) 感染前 感染后 t P

7 5.47±0.32 3.72±0.41 5.828 0.004

14 11.60±0.70a 8.57±0.56a 5.854 0.004

18 46.11±2.98ab 35.53±2.63ab 4.611 0.010

21 49.53±2.63ab 58.77±4.12abc -4.032 0.016

注：a. 与 7 日龄比较，t感染前=13.795、21.591、23.486，t感染后=12.104、20.699、23.029，均 P ＜ 0.05；b. 与 14 日龄比较，t感染前=18.305、19.527，t感染后

=17.366、20.912，均 P ＜ 0.05；c. 与 18 日龄比较，t感染后=8.235，P ＜ 0.01。
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2.5 不同日龄乳鼠感染EV71前后细胞因子表达变

化 见图 2。感染前，IL-1β、TNF-α 随日龄增加逐

渐 降 低（F=264.322、104.483、均 P ＜ 0.001），IL-22、

IL-23 随日龄增加逐渐升高（F=176.101、180.815，均

P ＜ 0.001）。感 染 后，7 日 龄 乳 鼠 TNF-α 与 感 染 前

相比差异无显著统计学差异（t=-0.520，P=0.631），

IL-22 较感染前略微升高（t=-4.220，P=0.013）；其余

各日龄组细胞因子均呈显著日龄依赖性差异：7～21
日龄 IL-1β（t=-22.841，-136.593，-12.890，-23.456）

及 14～21 日龄 TNF-α（t=-38.505、-31.634、-25.589）
表达量均较感染前显著升高（均 P ＜ 0.001），且 14 日

龄 达 到 峰 值；14～21 日 龄 IL-22（t=36.316、15.083、

8.778）及 7～21 日 龄 IL-23（t=5.362、74.642、48.492、

7.507）表达量均较感染前显著降低（均P<0.05），且 14
日龄降至谷值。与 14 日龄相比，18～21 日龄 IL-1β、

TNF-α 表达量显著降低（F=264.322、946.372，均 P
＜ 0.001）；IL-22、IL-23 表达量显著升高（F=660.106、

567.682，均 P ＜ 0.001）。

A：IL-1β，B：IL-22，C：IL-23，D：TNF-α。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。

图 2 不同日龄乳鼠感染 EV71 前后细胞因子相对表达量变化

3 讨论

EV71 作为婴幼儿手足口病重症化的首要病原

体，其年龄依赖性易感性已成为临床防控重点，但目

前缺乏特异性免疫干预手段 [12-13]。本研究通过建立

不同日龄乳鼠 EV71 感染模型，系统分析免疫器官发

育、免疫细胞分布及细胞因子表达的动态变化，阐

明了日龄对乳鼠 EV71 感染免疫应答的调控机制，为

EV71 感染的年龄相关易感性研究提供了实验依据。

免疫器官发育成熟度是宿主抵御病原体感染的

结构基础，其形态与功能特征直接决定免疫应答启

动效率 [14]。本研究组织学结果显示，18～21 日龄乳

鼠骨髓、胸腺、脾脏及肠道淋巴组织已接近成年小鼠

特征，这与该日龄组感染后无死亡、临床症状轻微的

表型一致。免疫细胞检测进一步发现，14～21 日龄乳

鼠小肠中 CD4⁺T 细胞、CD8⁺T 细胞及 γδT 细胞比

例随日龄显著升高，提示 T 细胞亚群的成熟与增殖

可能是大龄乳鼠抵抗力增强的重要原因 [15]。这一结

果与宋雅伟 [4] 报道的 EV71 感染患儿外周血 T 淋巴

细胞亚群紊乱与病情严重程度正相关的结论相符，

进一步验证了免疫细胞亚群检测在 EV71 感染评估

中的临床意义。

肠道黏膜作为 EV71 感染的初始入侵部位，其局

部固有免疫应答的及时性与有效性直接决定感染进

展 [8,16]。ILC3s 作为肠道黏膜固有免疫的核心效应细

胞，通过分泌 IL-22 等保护性细胞因子维持上皮屏障

完整性，是黏膜抗感染的关键靶点 [6,11]。本研究流式

结果显示，7～18 日龄乳鼠感染后 ILC3s 数量显著减

少，21 日龄乳鼠感染后 ILC3s 数量反而增加，揭示了
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ILC3s 在年龄相关抵抗力中的作用：幼龄乳鼠免疫系

统尚未成熟，感染后 ILC3s 可能因病毒诱导的凋亡

或功能耗竭而减少，导致肠道屏障防御功能受损，病

毒易扩散并引发重症；而大龄乳鼠 ILC3s 可通过增

殖活化增强黏膜免疫应答，形成抗病毒防御壁垒，这

与既往研究中 ILC3s 在肠道病毒感染中的保护作用

结论一致 [17-18]。

细胞因子网络平衡是免疫应答高效发挥的关键，

促炎因子与保护性因子表达失衡是感染性疾病重症

化的重要机制 [5,19]。本研究RT-qPCR结果显示，乳鼠感

染前 IL-1β、TNF-α等促炎因子随日龄增加而降低，

IL-22、IL-23等保护性因子随日龄增加而升高，反映

了免疫系统从过度应激到精准调控的发育轨迹 [20]。感

染后，7～14日龄乳鼠呈现促炎因子亢进、保护性因

子抑制的失衡状态，与 ILC3s数量减少形成恶性循环，

这可能是幼龄乳鼠重症化的核心机制 [21]；而18～21
日龄乳鼠促炎因子下降、保护性因子回升，与 ILC3s
增殖活化形成协同效应，体现了成熟免疫系统对感染

的精准调控能力 [22]。IL-1β/IL-22比值在感染后呈现

显著年龄差异，幼龄组比值显著高于大龄组，该比值

可能成为比单一细胞因子更可靠的重症评估指标，为

EV71感染的病情分级提供了新方向。

综上，本研究证实乳鼠对 EV71 感染的抵抗力随

日龄增长而增强，其机制与免疫器官成熟度、ILC3s
动态调控及细胞因子网络平衡密切相关。ILC3s 比

例、IL-1β/IL-22 比值等指标有望成为 EV71 感染重

症风险评估的潜在免疫标志物，为临床早期干预提

供参考。但本研究仍存在一定局限性：首先，本研究

未纳入 ILC1s、ILC2s 等其他固有免疫细胞的检测，

未能全面解析肠道固有免疫网络的调控作用；其次，

未深入验证 ILC3s 与 IL-22 等的调控通路。后续研究

需聚焦临床样本验证与调控通路解析，进一步完善

EV71 感染的免疫检验体系与靶向干预策略，为婴幼

儿重症防控提供更坚实的理论与实验支撑。
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