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　 　 摘要:　 探究禽致病性大肠杆菌(ＡＰＥＣ)ｈｃｐ２ａ 基因缺失对雏鸡脾脏转录组的影响ꎬ为深入研究禽致病性大肠杆

菌的致病机理奠定理论基础ꎮ 将 ７ 日龄雏鸡随机分成 ２ 组ꎬ用 ＡＰＥＣ 野生株(ＡＥ１７)及其 ｈｃｐ２ａ 基因缺失株(ＡＥ１７
△ｈｃｐ２ａ)分别感染雏鸡ꎬ采集脾脏组织制作苏木精￣伊红(ＨＥ)染色切片ꎬ通过转录组学测序筛选 ｈｃｐ２ａ 基因缺失株感

染后的差异表达基因ꎬ利用实时荧光定量 ＰＣＲ 方法对测序结果进行验证ꎬ对差异表达基因进行 ＧＯ、ＫＥＧＧ 分析ꎮ
ＡＥ１７ 和 ＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ 均能引起雏鸡脾脏的病理变化ꎬ转录组学测序结果发现ꎬＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ 感染雏鸡脾脏中筛选到

５１２ 个差异表达基因ꎬ其中 ２２１ 个基因上调表达ꎬ２９１ 个基因下调表达ꎮ 选择部分差异表达基因进行实时荧光定量

ＰＣＲ 验证ꎬ差异表达基因 ｍＲＮＡ 转录水平的变化趋势与测序结果一致ꎮ ＧＯ 分析结果表明ꎬ差异表达基因富集在生物

膜、生物膜的组成成分、氧化还原过程、免疫反应、水解酶活性等条目ꎮ ＫＥＧＧ 分析结果表明ꎬ差异表达基因富集在细

胞因子￣细胞因子受体相互作用通路、细胞粘附分子(ＣＡＭｓ)通路等ꎮ 禽致病性大肠杆菌 ｈｃｐ２ａ 基因缺失后感染雏鸡ꎬ
会影响其脾脏 ｍＲＮＡ 表达谱ꎬ差异表达基因主要富集在细胞因子￣细胞因子受体相互作用通路等ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｈｃｐ２ａ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ (ＡＰＥＣ) ｉｎｆｅｃ￣
ｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｃｐ２ａ￣ｄｅｌｅｃｔｅｄ ＡＰＥＣ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｓｅｖｅｎ￣ｄａｙ￣ｏｌｄ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｗｅｒｅ ｄｉ￣
ｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｒａｎｄｏｍｌｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＰＥＣ ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ (ＡＥ１７) ａｎｄ ｈｃｐ２ａ￣ｄｅｌｅｃｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ (ＡＥ１７
△ｈｃｐ２ａ) ｂｙ ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅｎ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｓｐｌｅｅｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎ (ＨＥ) ｓｅｃｔｉｏｎｓ. Ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ. Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ

ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｇｅｎｅ
Ｏｎｔｏｌｏｇｙ (ＧＯ) ａｎｄ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅ￣
ｎｏｍｅｓ (ＫＥＧＧ). Ｓｐｌｅｎｉｃ ｌｅｓｉｏｎｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ＡＥ１７ ａｎｄ ｔｈｅ
ＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ５１２ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ
ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎｓ ｏｆ ｃｈｉｃｋｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
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ＡＥ１７△ｈｃｐ２ａꎬ ａｎｄ ２２１ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ２９１ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ. Ｓｏｍｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ
ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｔｒｅｎｄ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅ￣
ｓｕｌｔｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｂｉｏｆｉｌｍ ａｎｄ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｃｏｍｐｏ￣
ｎｅｎｔｓꎬ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ￣ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｋｉｎｅ￣ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ
(ＣＡＭｓ) ｐａｔｈｗａｙ. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ ｉｓ ａｆｆｅｃｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｋｉｎｅ￣ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎻ ｈｃｐ２ａ ｇｅｎｅꎻ ｓｐｌｅｅｎꎻ ｃｈｉｃｋꎻ ｃｙｔｏｋｉｎｅ￣ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｐａｔｈｗａｙ

　 　 ＶＩ 型分泌系统(Ｔ６ＳＳ)是一种存在于革兰氏阴

性菌中的新型蛋白质分泌系统ꎬ在细菌侵入宿主感

染机体的过程中发挥重要作用ꎬ其整体结构是由 １３
种核心结构蛋白质(ＴｓｓＡ￣Ｍ) [１]组成的收缩装置ꎬ由
跨膜复合体、底板复合体、尾刺 ３ 部分构成ꎬ这种结

构促使其通过类似于注射器的方式首先穿过宿主细

胞的细胞膜ꎬ然后将分泌的效应因子注入宿主细胞

内[２￣４]ꎮ 溶血素共调节蛋白(Ｈｃｐ)是 Ｔ６ＳＳ 核心组分

之一ꎬ以六聚体的形式形成尾刺内管ꎬ是重要的通道

蛋白[３]ꎬ可以作为结构蛋白将效应因子注入靶细

胞ꎬ也可以作为效应蛋白在禽致病性大肠杆菌

(ＡＰＥＣ)的致病过程中发挥作用[５￣６]ꎮ
禽致病性大肠杆菌是一种禽肠道外致病性大肠

杆菌ꎬ是革兰氏阴性菌ꎬ通过先感染呼吸道再侵入其

他组织和器官的方式感染禽类ꎬ临床上还会出现败

血症、心包炎和输卵管炎等反应[７￣９]ꎮ 禽类没有发育

良好的淋巴管和淋巴结ꎬ并且胸腺在禽类成熟后会

逐渐退化失去免疫作用ꎬ所以脾脏是家禽最重要的

外周免疫器官[１０]ꎮ 脾脏能在识别病原体后立即诱

导免疫反应ꎬ脾脏的淋巴细胞排列紧密ꎬ还存在较多

的巨噬细胞ꎬ淋巴细胞和巨噬细胞可以清除血液中

的异物、抗原、病菌以及衰老损伤的细胞[１１]ꎮ
Ｔ６ＳＳ 效应蛋白 Ｈｃｐ２ａ 在 ＡＰＥＣ 感染雏鸡脾脏

过程中具体发挥的作用尚不清楚ꎬ本研究拟利用禽

致病性大肠杆菌 ｈｃｐ２ａ 基因缺失株感染雏鸡ꎬ观察

其脾脏病变ꎬ筛选脾脏中差异表达的 ｍＲＮＡꎬ确定感

染雏鸡脾脏在转录水平的变化ꎬ以期为后续禽致病

性大肠杆菌致病过程的研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

试验菌株包括禽致病性大肠杆 菌 野 生 株

(ＡＥ１７)及其 ｈｃｐ２ａ 基因缺失株(ＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ)ꎬ均

由本实验室保存ꎮ １ 日龄罗曼雏鸡购自安徽省安禽

禽业有限公司ꎮ
１.２　 感染雏鸡

ＡＥ１７ 和 ＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ 均在 ３７ ℃下过夜培养ꎬ
次日按 １ ∶ １００ 的比例转接ꎬ ３７ ℃ 振荡培养至

ＯＤ６００ ＝ １.０ꎬ采用无菌磷酸盐缓冲盐溶液(ＰＢＳ)洗涤

３ 遍后调整菌落含量为１×１０６ ＣＦＵ / ｍｌꎮ 让购入的 １
日龄雏鸡自由饮水和采食(饲料中不添加抗生素)ꎬ
饲养至 ７ 日龄后选择精神状况良好的雏鸡随机分为

２ 组ꎬ每组 ８ 只ꎬ其中 １ 组雏鸡通过大腿肌肉注射 １
ｍｌ 处理好的菌液ꎮ
１.３　 病理组织切片

将采集的脾脏组织置于体积分数为 ４％的多聚甲

醛溶液中固定ꎬ然后取出冲洗ꎬ采用不同体积浓度乙

醇脱水ꎬ脱水后经二甲苯透明后浸蜡ꎬ再将其包埋于

石蜡中ꎬ待凝固后依次进行切片、贴片和烤片ꎬ完成后

经苏木精￣伊红(ＨＥ)染色、脱水、透明和封片ꎬ得到感

染禽致病性大肠杆菌的雏鸡脾脏组织 ＨＥ 切片ꎮ
１.４　 转录组学测序

１.４.１ 　 组织样品准备和比对 　 取感染 ＡＥ１７ 及

ＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ 的雏鸡脾脏ꎬ置于液氮中速冻ꎬ然后于

－８０ ℃下保存ꎬ样品寄送杭州联川生物技术股份有

限公司ꎬ采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ４０００[因美纳(中国)科
学器材有限公司产品]进行转录组测序ꎮ 测序产生

的原始数据利用 Ｃｕｔａｄａｐｔ 软件过滤掉带接头(Ａｄａｐ￣
ｔｏｒ)、低质量和含无法确定信息的碱基ꎬ对有效测序

量、Ｑ２０ 值(质量大于 ２０ 的碱基占总被测碱基的比

值)、Ｑ３０ 值(质量大于 ３０ 的碱基占总被测碱基的

比值)、Ｇ＋Ｃ 含量[基因中鸟嘌呤(Ｇ)和胞嘧啶(Ｃ)
的总量在双股 ＤＮＡ ４ 种碱基中的占比]进行综合测

评ꎬ得到有效数据ꎬ与参考基因进行对比ꎮ
１.４.２　 差异表达基因的筛选 　 利用 ＥｄｇｅＲ 软件分

析雏鸡脾脏转录组学的测序结果ꎬ在获得高通量转
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录组数据后ꎬ以Ｐ≤０􀆰 ０５ 且 ｜ ｌｏｇ２ Ｆｏｌｄ＿Ｃｈａｎｇｅ ｜ ≥１
为条件ꎬ筛选出差异表达基因ꎮ
１.４.３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 验证　 提取感染禽致病

性大肠杆菌的雏鸡脾脏 ＲＮＡꎬ参考 Ｔａｋａｓｈｉ 等[１２] 的

研究方法提取 ＩＬ２２、ＴＮＦＲＳＦ６Ｂ、ＴＮＦＲＳＦ８ 基因ꎬ对
提取的基因使用型号为 Ｓｔｅｐ ｏｎｅ ｐｌｕｓ 的荧光定量

ＰＣＲ 仪(赛默飞世尔科技公司产品)进行测定ꎬ以 β￣
ａｃｔｉｎ 为内参基因ꎬ验证转录组测序结果ꎬ所用引物

信息详见表 １ꎮ

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ

引物名称　 　 碱基序列(５′→３′) 引物大小
(ｂｐ)

β￣ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＴＧＡＡＣＴＣＣＣＴＧＡＴＧＧＴＣＡＧＧＴＣ １００

β￣ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＡＣＣＡＣＡＧＧＡＣＴＣＣＡＴＡＣＣＣＡＡＧ

ＩＬ２２￣Ｆ ＧＧＡＧＣＴＴＣＴＣＡＧＧＡＴＧＧＧＴＴＧ １１２

ＩＬ２２￣Ｒ ＣＡＧＧＣＴＴＧＡＴＧＧＧＣＡＴＴＧＧ

ＴＮＦＲＳＦ８￣Ｆ ＣＡＣＣＣＣＡＧＡＣＡＣＣＴＣＣＴＣＣＡＴ １６２

ＴＮＦＲＳＦ８￣Ｒ ＧＧＡＧＡＡＧＴＧＣＣＡＧＣＣＡＧＡＧＣ

ＴＮＦＲＳＦ６Ｂ￣Ｆ ＧＧＡＡＡＣＣＡＡＴＡＣＣＡＣＧＡＣＡＣＣ １１１

ＴＮＦＲＳＦ６Ｂ￣Ｒ ＧＡＡＧＴＣＧＡＴＣＡＧＧＧＣＴＴＧＣＴ

１.４.４　 差异表达基因的 ＧＯ、ＫＥＧＧ 富集分析　 根据

ＧＯ、ＫＥＧＧ 数据库中各个条目映射的差异表达基因数

目进行计算ꎬ并进行超几何检验ꎬ对比基因组ꎬ筛选出

差异表达基因显著富集的 ＧＯ 条目和 ＫＥＧＧ 条目ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＡＰＥＣ 感染雏鸡脾脏组织病理学观察

取 ＡＰＥＣ 感染雏鸡的脾脏组织切片进行观察ꎬ
发现 ＡＥ１７ 和 ＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ 均可引起雏鸡脾脏水

肿、充血(图 １)ꎮ
２.２　 差异表达基因的筛选

对转录组学测序结果进行分析ꎬ结果(图 ２)显
示ꎬ与 ＡＥ１７ 感染雏鸡相比ꎬＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ 感染雏鸡

的脾脏中共筛选到 ５１２ 个差异表达基因ꎬ其中 ２２１
个基因上调表达ꎬ２９１ 个基因下调表达ꎮ
２.３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 验证测序结果

利用 实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ 验 证 ＩＬ￣２２、 ＴＮ￣
ＦＲＳＦ６Ｂ、ＴＮＦＲＳＦ８ 基因的 ｍＲＮＡ 水平ꎬ结果(图 ３)
显示ꎬ与 ＡＥ１７ 感染雏鸡脾脏相比ꎬＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ 感

Ａ:感染禽致病性大肠杆菌野生株(ＡＥ１７)脾脏组织ꎻＢ:感染禽

致病性大肠杆菌 ｈｃｐ２ａ 基因缺失株(ＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ)脾脏组织ꎮ
图 １　 禽致病性大肠杆菌野生株(ＡＥ１７)及其 ｈｃｐ２ａ 基因缺失株

(ＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ)感染雏鸡脾脏的苏木精￣伊红(ＨＥ)染色

Ｆｉｇ.１　 Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎ￣
ｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ
(ＡＥ１７) ａｎｄ ｈｃｐ２ａ￣ｄｅｌｅｃｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ (ＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ)

ｌｏｇ２Ｆｏｌｄ＿Ｃｈａｎｇｅ≤－１ 且－ｌｇＰ 值≥－ｌｇ０.０５ 为下调差异表达基因ꎻ

ｌｏｇ２Ｆｏｌｄ＿Ｃｈａｎｇｅ≥１ 且－ｌｇＰ 值≥－ｌｇ０.０５ 为上调差异表达基因ꎻ

－１<ｌｏｇ２Ｆｏｌｄ＿Ｃｈａｎｇｅ<１ 且－ｌｇＰ 值<－ｌｇ０.０５ 为无差异表达基因ꎮ

图 ２　 差异表达基因火山图

Ｆｉｇ.２　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

染雏鸡脾脏中 ＩＬ￣２２、ＴＮＦＲＳＦ６Ｂ、ＴＮＦＲＳＦ８ 基因的

ｍＲＮＡ 转录均为下调ꎬ与转录组学测序结果一致ꎮ

图 ３　 ＩＬ￣２２、ＴＮＦＲＳＦ６Ｂ、ＴＮＦＲＳＦ８ 实时荧光定量 ＰＣＲ 及转录

组学测序结果

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆ ＩＬ￣２２ꎬ ＴＮＦＲＳＦ６Ｂ ａｎｄ ＴＮＦＲＳＦ８

３５１何　 琪等:禽致病性大肠杆菌 ｈｃｐ２ａ 基因对雏鸡脾脏细胞因子￣细胞因子受体相互作用通路的影响



２.４　 ＧＯ 富集结果

对差异表达基因进行生物信息学分析ꎬＧＯ 富

集结果显示ꎬＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ 感染雏鸡脾脏差异表达

基因富集在生物膜、生物膜的组成成分、氧化还原

过程、免疫反应、水解酶活性等条目ꎬ主要富集的

ＧＯ 通路和相应通路富集的差异表达基因数量如

表 ２ 显示ꎮ
２.５　 ＫＥＧＧ 通路分析

差异表达基因 ＫＥＧＧ 富集结果(图 ４)显示ꎬ有
２７９ 个差异表达基因富集于 １０７ 个条目ꎮ ＡＥ１７
△ｈｃｐ２ａ 感染雏鸡脾脏的差异表达基因主要富集在

细胞因子￣细胞因子受体相互作用通路、细胞粘附分

子(ＣＡＭｓ)通路等ꎮ 细胞因子￣细胞因子受体相互作

用通路富集了 １３ 个差异表达基因ꎬ上调表达的有 ４
个ꎬ下调表达的有 ９ 个(表 ３)ꎮ

表 ２　 ＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ 感染雏鸡脾脏差异表达基因显著富集的 ＧＯ 通

路

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ＧＯ ｐａｔｈｗａｙｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃｈｉｃｋ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＥ１７
△ｈｃｐ２ａ

序号 ＧＯ 通路　 　 　 　 　 　 Ｐ 值 基因数量

１ 氧化还原过程 ６.００×１０－３ ２５

２ 细胞外基质组织 １.４６×１０－９ １７

３ 免疫反应 ５.３４×１０－４ １２

４ ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ 的转录正调控 ３.５２×１０－２ ３０

５ 生物膜 ６.４０×１０－４ １４３

６ 生物膜的组成成分 １.３１×１０－３ １２５

７ 细胞外空间 ６.４４×１０－１５ ６０

８ 水解酶活性 ２.１６×１０－２ ２８

９ 钙离子结合 ６.１４×１０－３ ２５

１０ ＤＮＡ 结合转录因子活性 １.９１×１０－２ ２５

图 ４　 ＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ 感染雏鸡脾脏差异表达基因的 ＫＥＧＧ 富集散点图

Ｆｉｇ.４　 Ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ＫＥＧＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃｈｉｃｋ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ
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表 ３　 细胞因子￣细胞因子受体相互作用通路的差异表达基因

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃｙｔｏｋｉｎｅ￣ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐ￣
ｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ

基因　 　 差异倍数

ＩＬ￣６(白细胞介素 ６ 基因) －２.０９

ＩＬ￣２２(白细胞介素 ２２ 基因) －１.８６

ＩＬ８Ｌ１(白细胞介素 ８ 基因) １.７４

ＩＦＮＧ(干扰素￣γ 基因) －１.２６

ＩＬ１Ｒ２(白细胞介素 １ 受体 ２ 型基因) －２.０３

ＣＣＲ７(主题化学因素受体 ７ 基因) １.５７

ＢＭＰ６(骨形态发生蛋白基因) －４.６２

ＩＬ２０ＲＡ(白细胞介素 ２０ 受体亚单位基因) －１.４９

ＥＤＡＲ(异曲曲他素受体基因) －１.２３

ＣＸ３ＣＬ１(Ｃ￣Ｘ３￣Ｃ 趋化因子配体 １ 基因) １.５５

ＴＮＦＲＳＦ８(肿瘤坏死叶子受体超家族成员 ８ 基因) －１.３２

ＴＮＦＲＳＦ６Ｂ(肿瘤坏死因子受体超家族成员 ６Ｂ 基因) －２.３８

ＴＮＦＳＦ１１(肿瘤坏死因子受体超家族成员 １１ 基因) １.７３

３　 讨 论

禽致病性大肠杆菌的主要感染途径为呼吸道感

染ꎬ进而演变成严重的败血症ꎬ并在脾脏、肺、肝脏等

多个内脏器官内定植[１３￣１４]ꎮ 脾脏是禽类重要的淋

巴器官ꎬ能在识别病原体后立即诱导免疫反应ꎬ在禽

类全身性免疫反应中起重要作用[１５]ꎮ 因此本研究

以雏鸡脾脏为研究对象ꎬ采用 ＡＥ１７ 和 ＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ
感染雏鸡ꎬ观察其脾脏的病理变化ꎬ发现禽致病性大

肠杆菌野生株及其 ｈｃｐ２ａ 基因缺失株均能引起雏鸡

脾脏病变ꎬ通过转录组学分析脾脏基因的表达情况ꎬ
发现禽致病性大肠杆菌 ｈｃｐ２ａ 基因缺失株感染雏鸡

后会影响脾脏 ｍＲＮＡ 表达谱ꎮ
对差异表达基因进行生物信息学分析ꎬＫＥＧＧ

富集分析结果表明ꎬ差异表达基因主要富集在细胞

因子￣细胞因子受体相互作用通路、细胞粘附分子通

路等ꎬ细胞因子￣细胞因子受体相互作用通路富集了

１３ 个差异表达基因ꎬ上调表达的有 ４ 个ꎬ下调表达

的有 ９ 个ꎮ 通过实时荧光定量 ＰＣＲ 进行验证ꎬ发现

ＩＬ￣２２、ＴＮＦＲＳＦ６Ｂ、ＴＮＦＲＳＦ８ 基因的 ｍＲＮＡ 转录水

平均下调ꎬ与转录组学的测序结果一致ꎬ说明转录组

学的测序结果是可信的ꎮ 细胞粘附分子通路介导细

胞间或细胞外基质间的相互作用ꎬ在免疫细胞受到

抗原刺激时作为辅助受体传递辅助活化信号ꎬ使免

疫细胞活化ꎬ还在白细胞粘附过程、炎症发生过程和

淋巴细胞定向移动过程中发挥作用[１６]ꎮ
细胞因子￣细胞因子受体相互作用通路在天然

免疫和获得性免疫中均具有重要意义[１７￣１８]ꎬ在细菌

感染宿主的炎症过程中发挥重要调控作用ꎮ 细胞因

子是一类小分子蛋白质ꎬ细胞受到刺激时分泌细胞

因子ꎬ与免疫相关的细胞因子根据其生物学功能可

分为白细胞介素、干扰素、趋化因子等ꎬ它们与细胞

因子受体结合发挥作用[１９]ꎮ 本研究发现ꎬ细胞因

子￣细胞因子受体相互作用通路中有 ４ 个基因上调

表达ꎮ ＣＸ３ＣＬ１ 作为一种趋化因子ꎬ有诱导白细胞

向炎症组织游走、抑制炎症等功能[２０]ꎻ９ 个基因下

调表达ꎬ其中 ＩＬ￣６、ＩＬ￣２２、ＩＬ１Ｒ２ 均属于白细胞介素

家庭成员ꎬ白细胞介素是一类淋巴因子ꎬ在免疫过程

中可以传递信息ꎬ调节免疫细胞工作ꎮ ＩＬ￣６ 为促炎

因子ꎬ在发生感染或组织损伤时可发出从局部到全

身的炎症信号ꎬ以便于宿主防御[２１]ꎬ也可以促进免

疫细胞增殖分化ꎬ在炎症急性期发挥重要作用[２２]ꎮ
ＩＬ￣２２ 在黏膜表面的抗菌防御以及组织修复中发挥

功能ꎬ同时具有调节炎症反应的作用ꎬ与多种免疫疾

病密切相关[２３￣２５]ꎮ 综上所述ꎬ禽致病性大肠杆菌

ｈｃｐ２ａ 基因缺失株可以通过细胞因子￣细胞因子受体

相互作用等通路影响机体的炎症反应和免疫过程ꎮ
本研究初步讨论了 ｈｃｐ２ａ 基因缺失对 ＡＰＥＣ 感

染雏鸡脾脏转录组的影响ꎬＡＥ１７△ｈｃｐ２ａ 感染雏鸡

后影响雏鸡脾脏的 ｍＲＮＡ 表达谱ꎬ差异表达基因主

要富集在细胞因子￣细胞因子受体相互作用等通路ꎮ
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