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肠道病毒 71 型感染手足口病 S100B 基因多态性研究
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［摘要］　目的　研究 S100B 基因 rs9722 位点基因多态性与肠道病毒 71 型（EV71）感染手足口病（HFMD）

的相关性。方法　以 124 例 EV71 感染 HFMD 患儿为研究对象，56 例健康儿童作为对照组，两组均进行 S100B

基因 rs9722 位点基因多态性检测；并且 74 例 HFMD 患儿进行血清 S100B 蛋白检测。结果　S100B 基因 rs9722

位点检出 3 种基因型：CC 型、CT 型和 TT 型，基因型频率分布符合 Hardy-Weinberg 平衡。与对照组比较，

HFMD 组患儿 S100B 基因 rs9722 位点 TT 基因型频率和 T 等位基因频率明显增高（P<0.01）。重症 EV71 感染

相关 HFMD 患儿 TT 基因型频率和 T 等位基因频率均明显高于普通型患儿（P<0.05）。与痊愈组比较，HFMD

不良预后组的 S100B 基因 rs9722 位点 TT 基因型频率和 T 等位基因频率明显增高（P<0.05）。74 例 HFMD 患儿

各基因型的血清 S100B 蛋白水平以 TT 基因型最高，CC 型最低（P<0.01）。结论　S100B 基因 rs9722 位点 T 等

位基因可能是 EV71 感染 HFMD 发展为重症的危险因素。   ［中国当代儿科杂志，2017，19（8）：904-907］
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Abstract: Objective    To investigate the association between rs9722 polymorphisms in the S100B gene and hand, 
foot and mouth disease (HFMD) caused by enterovirus 71. Methods    A total of 124 HFMD children with enterovirus 71 
infection were enrolled as subjects, and 56 healthy children were enrolled as control group. The rs9722 polymorphisms 
in the S100B gene were detected for both groups, and the serum level of S100B protein was measured for 74 HFMD 
children. Results    The rs9722 locus of the S100B gene had three genotypes, CC, CT, and TT, and the genotype 
frequencies were in accordance with Hardy-Weinberg equilibrium. Compared with the control group, the HFMD group 
had significant increases in the frequencies of TT genotype and T allele (P<0.01). Children with severe HFMD caused 
by enterovirus 71 infection had significantly higher frequencies of TT genotype and T allele than those with moderate or 
mild HFMD (P<0.05). Compared with the cured patients, the patients with poor prognosis had significant increases in 
the frequencies of TT genotype and T allele in the rs9722 locus of the S100B gene (P<0.05). Among the 74 children with 
HFMD, the children with TT genotype had the highest serum level of S100B protein, and those with CC genotype had 
the lowest level (P<0.01). Conclusions    T allele in the rs9722 locus of the S100B gene might be a risk factor for severe 
HFMD caused by enterovirus 71 infection.                                             [Chin J Contemp Pediatr, 2017, 19(8): 904-907]
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手 足 口 病（hand, foot and mouth disease, 

HFMD）是由柯萨奇病毒 A 组 16 型（CoxA16）、

肠道病毒 71 型（enterovirus71, EV71）等肠道病毒

引起的急性传染病，大多数为自限性、预后良好；
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少数出现脑炎、脑脊髓炎、肺水肿、循环障碍的

HFMD 多为 EV71 感染，致死原因主要为脑干脑炎

及神经源性肺水肿 [1]，但具体机制尚未完全阐明。

S100B 是一种酸性钙结合蛋白，与中枢神经系统

感染、癫癎、急性缺血性脑卒中等多种中枢神经

系统疾病的发生发展密切相关 [2-4]。而且 S100B 基

因多态性与许多中枢神经系统疾病的易感性、疾

病进展及预后明显相关 [5-6]。但 S100B 基因多态性

与 EV71 感染所致 HFMD 的相关性未见报道。本

研究检测健康儿童和 EV71 感染 HFMD 患儿 S100B

基因 rs9722 位点基因多态性及表达水平，探讨

S100B 基因多态性在发病机制中的作用及意义。

1　资料与方法

1.1　研究对象

选取 2011 年 10 月至 2015 年 9 月期间青岛市

妇女儿童医院诊断并治疗的 EV71 感染（咽拭子或

大便标本 EV71 荧光定量 RT-PCR 检测阳性）所致

的 HFMD 患儿 124 例作为研究对象，既往无癫癎、

脑瘫或运动、精神发育落后等；选取同期健康体

检儿童 56 例作为对照组，其中男 30 例、女 26 例，

年龄 25±10 个月。124 例 HFMD 患儿中男 75 例、

女 49 例， 年 龄 22±11 个 月， 其 中 80 例 为 普 通

HFMD、44 例为重症 HFMD。对照组与 HFMD 患

儿性别构成比（χ2=0.036，P=0.85）及年龄的差异

（t=1.31，P=0.19）无统计学意义。HFMD 诊断及

分型符合手足口病诊疗指南（2010 年版）[1]。疗效

判断参照文献 [7]，124 例中 118 例痊愈，预后不良

6 例：包括住院过程中死亡、放弃治疗后死亡以及

3 个月内仍有严重神经系统后遗症的患儿。本研究

获得医院伦理委员会批准及受试者家属知情同意。

1.2　S100B 基因 rs9722 位点基因多态性检测

选取位于 S100B 基因的第三个外显子单核苷

酸 多 态 性（single nucleotide polymorphisms, SNP）

rs9772 位点测序，用 Premier Primer 5.0 软件设计

引物（北京六合华大基因科技有限公司合成），

序 列 如 下：S100B-F GCATTGTGGAAAGGCACG，

S100B-RAAAGAGCAGGAGGTTGTGGAC， 扩 增 产

物长度为 147 bp。

入 院 后 立 即 采 集 静 脉 血 2 mL（EDTA 抗

凝），-20℃储存。提取基因组 DNA，测定 DNA

浓 度 后 -20 ℃ 冰 箱 保 存。PCR 反 应 体 系 为 dNTP 

2.0 μL，10×rTaq buffer 3 μL，Forward Primer 1.0 μL，

Reverse Primer 1.0 μL， 模 板 DNA 2.0 μL，rTaq 

0.2 μL，ddH2O 20.8 μL， 总 体 积 30.0 μL。PCR 反

应条件为预变性 95℃ 5 min，变性 95℃ 30 s，退

火 56℃ 45 s，延伸 72℃ 1 min，37 个循环；终末

延伸：72℃ 10 min，12℃ forever。PCR 产物纯化、

测 序， 反 应 体 系 为 DNA 2.0 μL，Primer 1.0 μL，

Bigdye 2.0 μL，DMSO 1.0 μL，总体积 6.0 μL；测序

反应条件为 95℃ 2 min，95℃ 30 sec，55℃ 30 s，

60℃ 90 s，共 30 个循环；12℃ forever。由华大基

因提供测序服务。

1.3　ELISA 法检测血清 S100B

74 例患儿入院第 1 天采集外周静脉血 3 mL，

室温静置 30 min，离心 3 000 rpm×15 min，收集血

清，-20℃保存待测。血清 S100B 检测按照试剂盒

（上海恒远生物科技有限公司）说明书进行。

1.4　统计学分析

采用 SPSS 19.0 软件进行数据处理。采用基

因计数法计算基因频率，基因型频率和等位基因

频 率， 组 间 比 较 用 χ2 检 验。 研 究 对 象 与 Hardy-
Weinberg 平衡的符合程度用 χ2 检验或 Fisher 确切

概率检验。正态分布的计量资料用均数士标准差

（x±s）表示，多组间比较采用单因素方差分析，

两两比较采用 SNK-q 检验。P<0.05 为差异有统计

学意义。

2　结果

2.1　S100B 基因 rs9722 位点基因测序结果

S100B 基因 rs9722 位点测序结果（图 1）与

Genebank 中 检 索 出 的 人 S100B DNA 序 列 一 致，

检 出 3 种 基 因 型：CC 型（GTAACAGAGA[C/C]

GGTCATGCAA）、CT 型（GTAACAGAGA[C/T]

GGTCATGCAA） 和 TT 型（GTAACAGAGA[T/T]

GGTCATGCAA）。S100B 基 因 rs9722 位 点 基 因

型频率分布符合 Hardy-Weinberg 平衡（χ2<3.84，

P>0.05），表示资料代表性好。

2.2　EV71 感染所致 HFMD 患儿的 S100B 基因

rs9722 位点多态性

与对照组比较，HFMD 组 S100B 基因 rs9722

位点 TT 基因型频率和 T 等位基因频率均明显增高，
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表 3　手足口病患儿不同预后组 S100B 基因 rs9722 位点

多态性分布　[ 例（%）]

组别 例数
基因型频率 等位基因频率

CC CT TT C T

痊愈组 118 14(11.9) 60(50.8) 44(37.3) 88(37.3) 148(62.7)

不良预后组 6 0(0) 0(0) 6(100) 0(0) 12(100)

P 值＊ 0.009 0.01

注：＊示 Fisher 确切概率检验。

表 1　对照组与 HFMD 组 S100B 基因 rs9722 位点多态性

分布　[ 例（%）]

组别 例数
基因型频率 等位基因频率

CC CT TT C T

对照组 56 17(30) 29(52) 10(18) 63(56) 49(44)

手足口病组 124 14(11) 60(48) 50(40) 88(36) 160(64)

χ2 值 14.06 13.66

P 值 <0.001 <0.001

表 2　普通 HFMD 与重症 HFMD 患儿 S100B 基因 rs9722

位点多态性分布　[ 例（%）]

组别 例数
基因型 等位基因

CC CT TT C T

普通型 80 9(11) 46(58) 25(31) 64(40) 96(60)

重症 44 5(11) 14(32) 25(57) 24(27) 64(73)

χ2 值 17.01 16.84

P 值 <0.001 <0.001

图 1　S100B 基因 rs9722 位点 PCR 产物测序结果　　左图为 CC 基因型，中图为 CT 基因型，右图 TT 基因型。

突变位点如箭头所示。

2.3　不同预后 HFMD 患儿的 S100B 基因 rs9722

位点基因型及等位基因类型

与痊愈组比较，HFMD 不良预后组患儿 S100B

基因 rs9722 位点 TT 基因型频率和 T 等位基因频率

均明显增高（P<0.05），见表 3。

2.4　EV71 感 染 HFMD 患 儿 S100B 基 因 rs9722

位点各基因型血清 S100B 蛋白水平比较

74 例初发 HFMD 患儿各基因型的血清 S100B

蛋白水平差异有统计学意义，以 TT 基因型最高，

CC 型最低，见表 4。

表 4　手足口病患儿 S100B 基因 rs9722 位点各基因型血

清 S100B 蛋白水平　（x±s，μg/L）

基因型 例数 S100B 蛋白

TT 28 0.8±0.2

CT 32 0.6±0.2

CC 12 0.4±0.1

F 值 24.91

P 值 <0.001

见表 1。重症 HFMD 患儿的 TT 基因型频率和 T 等 位基因频率明显高于普通型患儿，见表 2。

3　讨论

S100B 属于 S100 家族的一员，分子量小，活

性最强，基因定位于 21 号常染色体长臂 2 区 2 带，

含有 3 个外显子和 2 个内含子。S100B 蛋白是星形

胶质细胞释放的神经营养因子，但高浓度有神经

毒性作用，可通过刺激致炎因子表达导致细胞凋

亡，并通过一氧化氮依赖途径诱导神经元细胞死

亡，其过量表达与急性脑损伤有直接关系 [8-11]。与

一些脑损伤常用标志物如脑型肌酸激酶、髓鞘碱

性蛋白、神经元烯醇化酶等比较，S100B 蛋白被认

为是最能反映脑损伤程度及预后的标志物 [12-13]。

EV71 属无包膜小 RNA 病毒，具有高度嗜神

经性，最易侵犯脑干，导致循环不稳定及神经源

性肺水肿。张乐海等 [14] 研究发现，合并脑炎与未
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合并脑炎的手足口病患儿 EV71 VP1 区基因型的差

异无统计学意义，提示 HFMD 病情与个体差异有

关。Zou 等 [15] 研究显示，Ⅰ型干扰素受体启动子

（IFNAR1）rs2843710 位点基因多态性与 EV71 感

染 HFMD 的易感性和严重程度相关。Li 等 [16] 研究

显示，白介素 -4 -589C/T 基因多态性是汉族儿童

EV71 感染性疾病进展的重要原因。而最能反映脑

损伤程度及预后的 S100B 蛋白，其基因多态性是

否与 EV71 感染 HFMD 发生发展有关，尚未见报道。

本研究发现， EV71 感染 HFMD 患儿 S100B

基因 rs9722 位点 TT 基因型频率和 T 等位基因频率

均明显高于对照组，提示 T 等位基因可能是 EV71

感染所致 HFMD 的高危宿主因素。而且，重症患

儿 TT 基因型频率和 T 等位基因频率均高于普通

患儿；与痊愈组比较，HFMD 不良预后组患儿的

S100B 基因 rs9722 位点 TT 基因型频率和 T 等位

基因频率也增高，提示 TT 基因型感染 EV71 更易

发展为重症 HFMD，有临床预警意义。74 例初发

HFMD 患儿各基因型的血清 S100B 蛋白水平以 TT

基因型最高，CC 型最低，提示 S100B 基因 rs9722

位点 TT 基因型转录水平较高。

综上所述，本研究从基因水平揭示了 S100B

基因多态性对 EV71 感染 HFMD 的发生发展及预后

的作用，也表明 CT 和 TT 基因型可影响 EV71 感

染 HFMD 患儿 S100B 水平，为进一步明确 HFMD

发病机制提供了线索，为其治疗提供了新的靶点。

但同时本研究也存在一定的局限性，如样本量较

小，以及性别、环境、病情等因素未进一步分层，

这也是今后继续研究的方向。
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