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· 论著 ·

流行性腮腺炎中CD8+T细胞通过颗粒酶B介导白细胞介素-18
成熟释放的机制 

王双双，高毅，李敏，李立芳，赵霞，江丹
（河北省中医院口腔科，石家庄  050011）  

摘要  目的 探讨流行性腮腺炎中CD8+T细胞 （CTL） 通过颗粒酶B （GzmB） 介导白细胞介素-18 （IL-18） 成熟释放的分子机制。方

法 体外共培养CTL与腮腺炎病毒感染的腮腺上皮细胞，检测细胞活力、细胞凋亡和炎症因子水平；建立流行性腮腺炎小鼠模

型，进行CTL敲低和GzmB抑制剂干预，采用酶联免疫吸附试验、实时定量PCR、HE染色和免疫组织化学染色分析炎症因子水平、

基因表达和组织病理变化。结果 CTL共培养显著促进病毒感染细胞凋亡，降低细胞活力 （P < 0.05）。流行性腮腺炎小鼠模型

中，CTL敲低或GzmB抑制后，血清中pro-IL-18、IL-18、γ干扰素和肿瘤坏死因子α水平显著降低 （P < 0.05），腮腺组织中CD8、GzmB、

IL-18基因表达下调，病理损伤减轻 （P < 0.05）。免疫组织化学染色显示，CTL敲低或GzmB抑制后，CD8、GzmB和IL-18表达下调。

结论 CTL通过GzmB介导IL-18成熟释放，在流行性腮腺炎中发挥抗病毒和促炎症损伤的双重作用，靶向该通路可为治疗提供

新策略。
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Abstract  Objective To  investigate the molecular mechanism through which CD8+T cells （CTL） mediate the maturation and release 

of interleukin-18 （IL-18） via granzyme B （GzmB） in mumps. Methods CTL were co-cultured in vitro with mumps virus-infected human 

parotid epithelial cells to assess cell viability，apoptosis，and inflammatory cytokine levels. A mumps model was established in C57BL/6 

mice，with interventions including CTL knockdown and GzmB inhibition. Enzyme-linked immunosorbent assay，real-time quantitative 

PCR，hematoxylin and eosin staining，and immunohistochemical staining were used to analyze inflammatory cytokine levels，gene expre-
ssion，and histopathological changes. Results CTL co-culture significantly enhanced apoptosis in virus-infected cells and reduced cell 

viability （P < 0.05）. In the mice model，CTL knockdown or GzmB inhibition markedly reduced serum levels of pro-IL-18，IL-18，inter-
feron-γ，and tumor necrosis factor α （P < 0.05）. CD8，GzmB，and IL-18 gene expression in parotid gland tissue was downregulated，with 

reduced pathological damage （P < 0.05）. Immunohistochemical staining results showed that the expression of CD8，GzmB，and IL-18 was 

downregulated after CTL knockdown or GzmB inhibition. Conclusion CTL mediates IL-18 maturation and release via GzmB，playing a 

dual role in antiviral defense and proinflammatory injury during mumps. Overall，targeting this pathway provides novel therapeutic strate-
gies.
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流行性腮腺炎是由腮腺炎病毒引起的急性呼

吸道传染病，主要通过飞沫传播，常见于儿童和青

少年，典型症状包括腮腺肿大、疼痛和发热。该病可

引发睾丸炎、卵巢炎、脑膜炎等严重并发症，威胁生

殖、神经和消化系统功能［1］。CD8+T细胞也被称为

细 胞 毒 性T淋 巴 细 胞 （cytotoxic T lymphocyte，CTL），

是抗病毒免疫的核心执行者。病毒入侵后，CTL被激

活并分化为效应细胞，通过释放穿孔素在靶细胞膜

形成孔道，递送颗粒酶B （granzyme B，GzmB） 至感染

细胞内。GzmB激活caspase级联反应，诱导感染细胞

凋亡，从而阻断病毒复制，GzmB缺失会导致病毒载
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量激增和炎症恶化。研究［2-3］证实，GzmB具有不可

或缺的抗病毒作用。白细胞介素 （interleukin，IL） -

18作为促炎性细胞因子，以酶切激活形式促进γ干

扰素 （interferon-γ，IFN-γ） 分泌，增强T细胞和自然杀

伤细胞的免疫应答［4］。

尽管目前流行性腮腺炎的研究取得了一定进

展，但CTL、GzmB与IL-18间的相互作用机制以及它

们在流行性腮腺炎中的具体调控网络仍有待深入

探索。本研究旨在深入揭示在流行性腮腺炎中CTL

通 过GzmB介 导IL-18成 熟 释 放 的 分 子 机 制，明 确

CTL、GzmB与IL-18在流行性腮腺炎中的相互作用，

以及这种相互作用对炎症进程和免疫反应的影响，

通过揭示流行性腮腺炎的发病机制，为开发新的治

疗策略提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

人腮腺上皮细胞系HPaEpiC，购自美国Scien-

Cell公司。腮腺炎病毒S79株，购自美国典型培养物

保藏中心。6~8周龄的雌性C57BL/6小鼠，购自北京

维通利华实验动物技术有限公司。GzmB抑制剂AC-

IEPD-CHO，购自美国Selleck Chemicals LLC公司；抗

人CD8抗 体，购 自 美 国BioLegend公 司；GzmB抗 体，

购自英国abcam公司；pro-IL-18抗体和pro-IL-18酶联

免疫吸附试验 （enzyme-linked immunosorbent assay，

ELISA） 试剂盒，购自美国Invitrogen公司；IL-18抗

体和肿瘤坏死因子α （tumor necrosis factor α，TNF-α） 

ELISA试剂盒，购自美国R&D Systems公司；兔抗鼠

IgG二抗，购自美国Jackson免疫研究实验室；CCK-8

试剂盒，购自日本Dojindo公司；Annexin V-FITC/PI凋

亡检测试剂盒，购自美国BD Biosciences公司；IL-18 

ELISA试剂盒和IFN-γ ELISA试剂盒，购自上海烜雅

生物科技有限公司；逆转录试剂盒和SYBR Green 

PCR Master Mix，购自日本TaKaRa公司。

1.2 细胞实验

1.2.1 细胞培养和病毒感染模型构建：将HPaEpiC

细胞在含10%胎牛血清和双抗的RPMI 1640培养基

中培养至对数期，接种S79株病毒，感染复数为1，孵

育1 h，建立感染模型。将细胞分为对照组 （Control组）、

病毒感染组 （Model组，接种S79株病毒的HPaEpiC

细胞） 和CTL共培养组 （CTL+S79组，活化的CTL与接

种S79株病毒的HPaEpiC细胞共培养）。

1.2.2 CTL分选和共培养实验：从健康人外周血中

分离外周血单核细胞，采用密度梯度离心联合CD8

磁珠分选高纯度CTL，在含IL-2 （50 U/mL） 的培养基

中活化。活化的CTL与接种S79株病毒的HPaEpiC细

胞按5 ∶ 1比例共培养。

1.2.3 CCK-8法：将细胞以5×103/孔的密度接种

于96孔板，按照CCK-8试剂盒说明书操作。分别在

Model组HPaEpiC细胞感染病毒后或CTL+S79组CTL

与感染病毒的HPaEpiC细胞共培养后12、24和48 h检

测细胞活力。每孔加入10 μL CCK-8溶液，37 ℃孵育

40 min后，用酶标仪测定450 nm处吸光度值，计算细

胞活力。

1.2.4 细 胞 凋 亡 检 测：收 集 细 胞，PBS洗 涤 后，加

入500 μL结合缓冲液重悬。分别加入5 μL Annexin 

V-FITC和5 μL PI染色液，避光孵育15 min，采用流式

细胞仪检测早期凋亡和晚期凋亡细胞比例。

1.3 动物实验

1.3.1 流行性腮腺炎小鼠模型建立和免疫干预：将

C57BL/6小鼠随机分为正常对照组、流行性腮腺炎

模型组 （简称模型组） 、CTL敲低组 （CTL-KD组） 和

GzmB抑制剂处理组 （AC-IEPD-CHO组），每组10只。

正常对照组小鼠经鼻腔接种等量的PBS。模型组小

鼠经鼻腔接种S79株病毒 （1×105 PFU）。CTL-KD

组小鼠在接种S79株病毒 （1×105 PFU）前腹腔注射

抗CD8抗体 （200 μg/只），连续注射3 d。AC-IEPD-

CHO组小鼠在接种S79株病毒 （1×105 PFU）前30 min

腹腔注射AC-IEPD-CHO （50 mg/kg）。第7天和第14

天时，每组随机选取5只小鼠，采集血液、腮腺组织

样本。

1.3.2 ELISA：用捕获抗体包被96孔板，4 ℃过夜。

PBST洗涤，5%牛血清白蛋白37 ℃孵育1 h，洗涤后

加入小鼠血清，每个样品设3个复孔，37 ℃孵育1 h。

洗涤后加入生物素标记检测抗体，37 ℃孵育1 h。再

次洗涤后加入辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素，

37 ℃孵育30 min。加TMB底物显色，测定450 nm处吸

光度值，根据标准曲线计算IL-18、pro-IL-18、IFN-γ、

IFN-α水平。

1.3.3 实时定量PCR：提取小鼠腮腺组织总RNA，逆

转录为cDNA。以cDNA为模板，使用SYBRGreen PCR

Master Mix进行实时定量PCR。反应条件：95 ℃预
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变性30 s，然后95 ℃变性5 s，60 ℃退火延伸30 s，共

40个循环。以GAPDH作为内参基因，采用2-ΔΔCt法

计算目的基因的相对表达量。引物序列：CD8，正向

5’-CAGCGTCTACCTGCTGAAGA-3’，反 向5’-TGTG

GTCTGGGTAGTCGTCT-3’；GzmB，正向5’-GGAGCT

GAAGGTGTTCTGGA-3’，反向5’-CTCTTCCTGCTCG

TGTCCAC-3’；IL-18，正 向5’-GAGAAGATGCCAGC

AAGACA-3’，反向5’-GCTGCTGCTGCTGATGTTCT-

3’；GAPDH，正向5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-

3’；反向5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’。

1.3.4 HE染色：取小鼠腮腺组织，4%多聚甲醛固

定，石蜡包埋后切片。进行HE染色，显微镜下观察组

织形态、炎症细胞浸润和组织损伤情况。

1.3.5 免疫组织化学：取小鼠腮腺组织，4%多聚甲

醛固定，包埋，石蜡切片脱蜡水化后，进行抗原修

复。加入3% H2O2阻断内源性过氧化物酶，5%牛血

清白蛋白封闭。分别加入抗CD8、抗GzmB、抗IL-18一

抗，4 ℃过夜。次日，加入HRP标记的二抗，室温孵育

1 h，DAB显色，苏木素复染，封片后显微镜下观察阳

性表达情况。

1.4 统计学分析

采用GraphPad Prism 8.0软件进行数据分析。计

量资料用x-±s表示，多组间比较采用单因素方差分

析，进一步两两分析采用Tukey事后多重比较。P < 

0.05为差异有统计学意义，

2 结果

2.1 CTL共培养抑制细胞增殖

随着共培养时间的延长，Model组和CTL+S79

组细胞活力明显下降，2组中24 h和48 h细胞活力明

显低于12 h （P < 0.05），48 h明显低于24 h （P < 0.05）。

同一时点3组比较，Model组和CTL+S79组细胞活力

明显低于Control组 （P < 0.05），CTL+S79组明显低于

Model组 （P < 0.05）。见表1。

表1  各组细胞活力的比较 （%）

Tab.1  Comparison of cell viability in each group （%）

Group 12 h 24 h 48 h

Control 100.00±0.89 100.00±0.73 98.63±1.39

Model   91.24±2.671）   71.65±2.421），3） 57.66±2.501），3），4） 

CTL+S79   78.63±1.391），2）   47.66±2.501），2），3） 32.17±3.201），2），3），4） 

1） P < 0.05 vs. control group at the same time point；2） P < 0.05 vs. model group at the same time point；3） P < 0.05 vs. 12 h within group；4） P < 0.05 vs. 

24 h within group.

图1  各组细胞凋亡率

Fig.1  Cell apoptosis rate in each group

2.2 CTL共培养促进细胞凋亡

流式细胞术检测结果显示，Model组细胞早期凋

亡率为 （10.60±2.52） %，晚期凋亡率为 （12.99±1.84） %；

CTL+S79组细胞早期凋亡率升至 （12.50±3.20） %，

晚期凋亡率升至 （20.44±2.61） %，均明显高于Model

组 （P < 0.05）。见图1。
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2.3 CTL敲低和AC-IEPD-CHO下调病毒感染小鼠

血清中pro-IL-18、IL-18、IFN-γ和TNF-α水平

第7和14天时，模型组小鼠血清中pro-IL-18、IL-

18、IFN-γ和TNF-α水 平 显 著 高 于 正 常 对 照 组 （P < 

0.05），CTL-KD组 和AC-IEPD-CHO组 显 著 低 于 模 型

组 （P < 0.05）。见表2。

2.4 CTL敲低和AC-IEPD-CHO下调病毒感染小鼠

腮腺炎组织中CD8、GzmB和IL-18基因表达水平

第7和14天时，模型组小鼠腮腺组织中CD8 、

GzmB和IL-18基因表达水平显著高于正常对照组 

（P < 0.05），CTL-KD组和AC-IEPD-CHO组显著低于模

型组 （P < 0.05）。见表3。

表3  各组小鼠腮腺组织中基因表达水平的比较

Tab.3  Comparison of the gene expression levels in parotid gland tissues of mice in each group

Group n
CD8 GzmB IL-18

7 d 14 d 7 d 14 d 7 d 14 d

Normal control 10 1.00±0.08 1.00±0.07 1.00±0.10 1.00±0.09 1.00±0.12 1.00±0.11

Mumps model 10 2.89±0.251） 2.34±0.221） 3.21±0.281） 2.78±0.241） 4.56±0.351） 3.89±0.321） 

CTL-KD 10 1.23±0.152） 1.12±0.132） 1.56±0.182） 1.34±0.162） 2.89±0.262） 2.45±0.232） 

AC-IEPD-CHO 10 1.87±0.202） 1.65±0.182） 2.23±0.222） 2.01±0.202） 3.45±0.282） 3.01±0.252） 

1） P < 0.05 vs. normal control group at the same time point；2） P < 0.05 vs. mumps model group at the same time point.

图2  HE染色检测各组小鼠腮腺组织病理改变  ×200

Fig.2  Pathological changes in parotid gland tissues of mice in each group detected by HE staining   ×200

表2  各组小鼠血清中pro-IL-18、IL-18、IFN-γ和TNF-α水平的比较 （pg/mL） 

Tab.2  Comparison of the serum levels of pro-IL-18，IL-18，IFN-γ，and TNF-α in mice in each group （pg/mL） 

Group n
pro-IL-18 IL-18 IFN-γ TNF-α

7 d 14 d 7 d 14 d 7 d 14 d 7 d 14 d

Normal control 10 15.23±1.23 14.89±1.15 12.45±1.32 11.98±1.05   8.67±0.89   8.34±0.78   5.78±0.56   5.43±0.45

Mumps model 10 45.67±3.211） 42.34±2.891） 35.89±3.211） 29.12±2.871） 28.90±2.561） 23.65±2.231） 22.34±2.011） 18.98±1.891） 

CTL-KD 10 32.12±2.562） 29.87±2.342） 25.67±2.342） 21.56±2.032） 19.89±1.872） 16.78±1.542） 15.45±1.432） 13.01±1.232） 

AC-IEPD-CHO 10 38.78±2.892） 35.67±2.652） 29.98±2.782） 24.78±2.452） 22.56±2.122） 19.12±1.762） 17.89±1.672） 14.56±1.342） 

1） P < 0.05 vs. normal control group at the same time point；2） P < 0.05 vs. mumps model group at the same time point.

2.5 CTL敲低和AC-IEPD-CHO缓解病毒感染小鼠

腮腺炎症损伤

正常对照组小鼠腮腺组织结构保持正常；模型

组小鼠在感染腮腺炎病毒后第7天，出现大量炎症

细胞浸润、腺泡细胞肿胀坏死和腺管破坏，第14天

仍存在组织紊乱和纤维化；CTL-KD组和AC-IEPD-

CHO组小鼠炎症细胞浸润和组织损伤程度均较模

型组显著减轻 （P < 0.05）。见图2。

Normal control Mumps model CTL-KD AC-IEPD-CHO

Day 7

Day 14

第8期 王双双等.  流行性腮腺炎中CD8+T细胞通过颗粒酶B介导白细胞介素-18成熟释放的机制



·758·

2.6 CTL敲低和AC-IEPD-CHO下调病毒感染小鼠

腮腺组织中CTL、GzmB和IL-18的表达水平

第7和14天，模型组小鼠腮腺组织中CTL、GzmB

和IL-18阳性细胞数量显著多于正常对照组 （P < 

0.05），第7天最为明显。CTL-KD组小鼠腮腺组织中

CTL表达近乎缺失，GzmB和IL-18阳性细胞数量较模

型组显著降低 （P < 0.05）；AC-IEPD-CHO组小鼠腮

腺组织中CTL、GzmB和IL-18阳性细胞数量低于模

型组 （P < 0.05）。见图3、表4。

A，CTL （×40）；B，GzmB （×200）；C，IL-18 （×200）.

图3  免疫组织化学检测各组小鼠腮腺组织中CTL、GzmB和IL-18表达

Fig.3  CTL，GzmB，and IL-18 expression in parotid gland tissues of mice in each group detected by immunohistochemical staining

表4  各组小鼠CTL、GzmB、IL-18阳性细胞百分比的比较 （%） 

Tab.4  Comparison of CTL-，GzmB-，and IL-18-positive cell percentages of mice in each group （%） 

Group n
CTL GzmB IL-18

7 d 14 d 7 d 14 d 7 d 14 d

Normal control 10   5.24±1.31   4.85±1.12   6.15±1.52   5.77±1.24   7.32±1.88   6.09±1.41

Mumps model 10 32.17±4.291） 25.63±3.881） 38.53±4.661） 31.21±3.521） 45.18±5.321） 38.93±4.161） 

CTL-KD 10   1.13±0.412）   0.91±0.312） 12.38±2.162）   9.79±1.852） 21.56±3.222） 17.85±2.632） 

AC-IEPD-CHO 10 18.23±3.172） 14.55±2.742） 24.36±3.552） 19.89±2.912） 30.71±4.232） 25.33±3.402） 

1） P < 0.05 vs. normal control group at the same time point；2） P < 0.05 vs. mumps model group at the same time point.

Normal control Mumps model CTL-KD AC-IEPD-CHO

Day 7

Day 14

Day 7

Day 14

Day 7

Day 14

A

B

C
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3 讨论

本研究通过体外细胞共培养和动物实验，系统

探讨了CTL在流行性腮腺炎中通过GzmB介导IL-18

成熟释放的分子机制。结果显示，CTL与接种腮腺炎

病毒株的靶细胞共培养后，显著增强细胞凋亡并抑

制细胞增殖；在动物实验中，CTL敲低或AC-IEPD-

CHO干预后，血清中促炎性细胞因子水平显著降

低，炎症相关基因表达下调，腮腺组织病理损伤明

显缓解。这些结果提示，CTL-GzmB-IL-18轴在流行

性腮腺炎中发挥关键作用，为阐明其发病机制和靶

向治疗提供了重要依据。

CTL作为抗病毒免疫的核心效应细胞，通过释

放穿孔素和GzmB诱导感染细胞凋亡，从而限制病毒

复制［5］。本研究发现，CTL与感染病毒的腮腺上皮细

胞共培养后，细胞活力进一步下降，晚期凋亡率显

著升高，与GzmB介导的细胞毒性作用一致。研究［6］

报道，PD-1+CD8+T细胞可通过增加GzmB和穿孔素

的产生来诱导肝细胞焦亡，本研究结果与此相符。

还有研究［7］报道，ETV7耗竭强烈增强了实体瘤中

CD8+T细胞和工程嵌合抗原受体T细胞的抗肿瘤功

效，本研究结果与此相似。在本研究的动物实验中，

GzmB抑制剂AC-IEPD-CHO显著减少了IL-18等促炎

性细胞因子的释放，提示GzmB不仅参与细胞凋亡，

还可能通过酶切活性直接调控细胞因子的成熟［8］。

IL-18作为一种依赖酶切激活的促炎性细胞因子，其

前体pro-IL-18通常由炎症小体相关蛋白酶切割成活

性形式［9］。然而，本研究发现，在流行性腮腺炎小鼠

模型中，pro-IL-18和成熟IL-18水平同步升高，且CTL

敲低或GzmB抑制后，两者水平均显著下降。这提示，

GzmB可能直接参与pro-IL-18的切割过程。支持这一

假设的间接证据包括：（1） GzmB与IL-18在炎症区域

共定位；（2） GzmB作为丝氨酸蛋白酶，其切割位点与

IL-18前体的潜在酶切位点具有兼容性。然而，目前

尚未验证GzmB对pro-IL-18的切割作用，未来需通过

体外重组蛋白实验或位点突变进一步明确其分子

机制。

本研究中，IL-18水平升高与IFN-γ、TNF-α等细

胞因子的释放呈显著正相关，符合IL-18通过激活

核因子κB和MAPK通路促进1型辅助性T细胞分化

的经典理论［10-11］。在流行性腮腺炎中，IL-18可能通

过以下途径放大免疫反应：（1） 增强CTL和自然杀伤

细胞的杀伤活性，形成正反馈环路［12］；（2） 促进单核

细胞或巨噬细胞分泌TNF-α，加剧组织损伤［13］；（3） 

直接破坏腺泡细胞屏障功能，导致病毒扩散［14］。然

而，IL-18的过度释放也可能诱发“细胞因子风暴”，

加重病理损伤［15］。本研究中，抑制GzmB或敲低CTL

后，IL-18水平降低伴随炎症缓解，证实靶向该通路

具有治疗潜力。本研究初步揭示了CTL-GzmB-IL-18

轴的作用，但未直接证明GzmB切割pro-IL-18的酶

学过程。未来研究可聚焦于以下方向：（1） 解析GzmB

切割pro-IL-18的分子细节和信号通路；（2） 开发靶向

GzmB-IL-18轴的小分子抑制剂或抗体；（3） 探索该通

路在腮腺炎并发症中的作用。

综上所述，本研究揭示了CTL通过GzmB介导

IL-18成熟释放的分子机制，阐明了其在流行性腮腺

炎中发挥病毒防御和病理损伤加剧的双重角色，为

开发基于免疫调控的新型治疗策略提供了理论依

据。
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