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禽致病性大肠杆菌 ｐｈｏＰ / Ｑ 基因缺失对雏鸡脾脏
ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ功能的影响
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　 　 摘要:　 从 ｍｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)水平探究禽致病性大肠杆菌(ＡＰＥＣ)ｐｈｏＰ / Ｑ 基因缺失对雏鸡脾脏功能表达的影

响ꎬ为 ＡＰＥＣ 的防制提供参考资料ꎮ 用禽致病性大肠杆菌和其 ｐｈｏＰ / Ｑ 基因的缺失株分别攻毒 １４ 日龄雏鸡ꎬ采集其

脾脏组织为材料进行高通量测序获得 ｍｉＲＮＡ 表达谱ꎬ选择差异倍数大于 ８ 的 ｍｉＲＮＡ 进行 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬ对差异表

达的 ｍｉＲＮＡ 进行靶基因预测以及 ＧＯ、ＫＥＧＧ 富集分析ꎮ 测序结果获得 １０ 个差异表达的 ｍｉＲＮＡꎬ其中 １ 个 ｍｉＲＮＡ
表达量下调ꎬ９ 个 ｍｉＲＮＡ 表达量上调ꎬＲｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果表明ꎬｍｉＲＮＡ 变化趋势与测序结果一致ꎬＧＯ 分析结果表

明ꎬ差异表达基因主要富集在能量代谢、免疫系统、细胞生长与凋亡、糖合成与代谢等生物学过程ꎮ ＫＥＧＧ 分析结果

显示预测靶基因参与 ＭＡＰＫ 信号通路、糖代谢通路、Ｗｎｔ 信号通路等重要通路ꎮ 本试验分析禽致病性大肠杆菌

ｐｈｏＰ / Ｑ 基因缺失后感染雏鸡脾脏 ｍｉＲＮＡ 的表达差异ꎬ从 ｍｉＲＮＡ 水平探讨了 ｐｈｏＰ / Ｑ 基因缺失对 ＡＰＥＣ 致病性的影

响ꎬ为 ＡＰＥＣ 的防治提供参考资料ꎮ
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Ｔｈｅ ｍｉＲＮＡｓ ｗｉｔｈ ａ ｆｏｌｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｅｉｇｈｔ ｆｏｌｄ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎｄ ＧＯ
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７６１１



ｇｌｕｃｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ Ｗｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ｏｆ
ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｐｈｏＰ / Ｑ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｈｏＰ / Ｑ
ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｎ ＡＰＥＣ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｗａｓ ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎ￣
ｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ＡＰＥＣ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎻ ｐｈｏＰ / Ｑꎻ ｓｐｌｅｅｎꎻ ｍｉｃｒｏＲＮＡꎻ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 禽致病性大肠杆菌(ＡＰＥＣ)是严重危害养殖业

和人类健康的重要病原菌ꎬ可以通过呼吸道途径感染

禽类从而引起多系统损伤综合征[１]ꎮ 引起以气囊炎、
关节滑膜炎、输卵管炎和腹膜炎为主要特征的传染

病ꎬ雏 鸡 发 病 率 可 达 ３０％ ~ ６０％ꎬ 病 死 率 可 达

１００％[２]ꎮ 该病原菌除了可以自发感染外ꎬ还可以继

发其他病原体感染ꎬ使病情加重ꎮ 随着集约化养殖技

术的发展ꎬ给养禽业带来了巨大的损失ꎬ已成为养禽

业中危害最大的细菌性病菌之一ꎮ 另有研究结果表

明ꎬＡＰＥＣ 与引起人尿道感染的致病性尿道大肠杆菌

具有高度相似性[３]ꎬ目前ꎬＡＰＥＣ 被认为是一种危害

人类和动物的食源性病原菌ꎬ研究其致病机理与防治

对策具有重要的公共卫生学意义ꎮ 因此ꎬ越来越多的

专家学者从不同方向研究其致病机理ꎬ深入了解

ＡＰＥＣ 的结构功能ꎬ为该病的防治提供新思路ꎮ
ｐｈｏＰ / Ｑ 二元调控系统是一种广泛存在于禽致

病性大肠杆菌中的信号传导调控系统ꎬ可参与调控

细菌毒力和许多细胞活性ꎬ也是最早被发现对

ＡＰＥＣ 致病性及逃逸宿主防御反应起重要作用的二

元调控系统ꎬ有关研究结果表明ꎬＡＰＥＣ 致病过程中

ｐｈｏＰ / Ｑ 二元调控系统在调控细菌致病力方面发挥

着重要作用[４]ꎮ 有文献报道研究人员通过检测缺

失株的 １３ 个毒力基因转录水平ꎬ发现呈不同程度的

上调或下调ꎬ并对其运动性进行检测ꎬ发现 ｐｈｏＰ / Ｑ
基因缺失能使禽致病性大肠杆菌的运动力显著下

降ꎬ并且可降低 ＡＰＥＣ 的黏附性和入侵 ＣＥＦ 细胞的

能力ꎬ说明 ｐｈｏＰ / Ｑ 二元调控系统是通过影响下游

毒力基因的表达影响 ＡＰＥＣ 的致病性[５￣６]ꎮ 脾脏作

为动物体的主要血液过滤器ꎬ起着重要作用ꎬ在雏鸡

感染 ＡＰＥＣ 过程中可用于检测细胞损伤以及 ＡＰＥＣ
的病理机制ꎮ 此外ꎬ由于家禽淋巴管及淋巴结发育

不良ꎬ脾脏是禽类最大的淋巴器官ꎬ在免疫功能中发

挥的作用比哺乳动物大ꎮ 一些研究已经通过使用

ｃＤＮＡ 微阵列或转录组测序 (ＲＮＡ￣Ｓｅｑ) 分析感染

ＡＰＥＣ 鸡的免疫器官或细胞中 ｍｉＲＮＡ 表达谱的变

化ꎬ结果显示了由 ＡＰＥＣ 调节的有 １ ６０３ 个基因[７]ꎮ

在鸡脾脏中ꎬ感染后 １ ｄ 和 ５ ｄ 分别在显示严重病理

症状的 ＡＰＥＣ 感染组和未感染组之间发现 １ １０１ 和

１ ７２３个差异表达的基因ꎬ其他免疫相关组织如骨

髓ꎬ法氏囊和胸腺中ꎬ在易感和抗性鸟类之间检测到

大量差异表达的基因[８]ꎮ 目前ꎬ对于 ｍｉＲＮＡ 在宿主

反应和 ＡＰＥＣ 感染抗性中的作用等研究尚不够深

入ꎮ
微小核糖核酸(ｍｉＲＮＡ)是一类长度 １９ ~ ２４ ｎｔ

的内源性非编码小 ＲＮＡꎬ广泛存在于真核生物中ꎬ
并通过与靶基因非翻译序列互补结合促进靶基因降

解或抑制其翻译ꎬ从而发挥基因转录后的调节功

能[９￣１０]ꎮ 研究结果表明ꎬｍｉＲＮＡ 分子广泛参与调控

多种生物学过程ꎬ如免疫应答、细胞分化、增殖、代
谢、凋亡、生殖发育、病毒和细菌感染等[１１￣１２]ꎮ 已有

多篇关于 ｍｉＲＮＡ 参与调控天然免疫应答的相关报

道ꎬ如 ｍｉＲＮＡ￣１４６、ｍｉＲＮＡ￣１０１ 分别在炎症反应中起

着负向和正向的调控作用ꎻｍｉＲＮＡ￣９２ａ 已被报道在

肿瘤和血管生成方面起着重要作用[１３]ꎮ Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ
等通过敲除小鼠 ｍｉＲＮＡ 加工的关键酶 Ｄｉｃｅｒꎬ使胸

腺细胞减少十倍ꎬ导致小鼠产生严重的免疫疾病ꎬ主
要表现为脾脏肿大、肠淋巴结肿大和肠炎[１４]ꎮ 本试

验采用禽致病性大肠杆菌分离株和缺失 ｐｈｏＰ / Ｑ 基

因的 ＡＰＥＣ 菌株分别攻毒雏鸡ꎬ取雏鸡病变明显的

脾脏组织进行 ｍｉＲＮＡ 差异表达分析ꎬ分析 ｍｉＲＮＡ
的功能变化及对 ＡＰＥＣ 致病性调控的影响ꎬ通过

ｍｉＲＮＡ 表达分析和靶基因预测ꎬ探究 ｐｈｏＰ / Ｑ 二元

调控系统与 ＡＰＥＣ 致病力之间的关系ꎬ为 ｐｈｏＰ / Ｑ
二元调控系统对 ＡＰＥＣ 毒力调控机制的研究提供参

考资料ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验动物与样品采集

本试验所采用 １ 日龄 ２０ 羽罗曼雏鸡均购于安

徽省安禽养殖公司ꎮ 标准饲喂至 １４ 日龄后随机均

分为 Ａ、Ｂ 两组ꎮ 采用本实验室分离保存的 ＡＰＥＣ
菌种对 Ａ、Ｂ 两组分别攻毒ꎬＡ 组记为 ＡＰＥＣ 攻毒
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组ꎬＢ 组记为 ｐｈｏＰ / Ｑ 基因缺失组ꎮ 攻毒 ４８ ｈ 后ꎬ分
别取 ２ 组病鸡剖检采集脾脏组织ꎬ取出的脾脏组织

通过液氮快速冷冻后转移至－８０ ℃冰箱储存备用ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 总 ＲＮＡ 的提取　 采用生工生物工程(上海)
股份有限公司的 Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｏｒ ( Ｔｒｉｚｏｌ)试剂

盒ꎬ按照说明书步骤提取样品的 ＲＮＡꎬ提取到的所

有 ＲＮＡ 样品检测完整性、浓度及基因组污染情况ꎮ
１.２.２　 ｍｉＲＮＡ 文库的构建及高通量测序　 总 ＲＮＡ
质量检测合格后ꎬ利用 Ｑｕｂｉｔ ２.０ ＲＮＡ 检测试剂盒对

Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ 精确定量ꎬ以确定文库构建 Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ 所

需的量ꎮ 利用 Ｔ４ ＲＮＡ 连接酶直接将 ｍｉＲＮＡ 两端

连接上特异的接头序列ꎬ然后将加上接头后的 ｍｉＲ￣
ＮＡ 进行反转录合成 ｃＤＮＡ 链ꎬ再将反转录产物进行

ＰＣＲ 扩增和胶回收得到 ｃＤＮＡ 文库ꎮ 用 １２％ ＰＡＧＥ
胶电泳检测 ＰＣＲ 产物ꎬ回收 １４０ ~ １５０ ｂｐ 左右的

ＰＣＲ 产物ꎬ利用 Ｑｕｂｉｔ ２.０ ＤＮＡ 检测试剂盒对回收

的 ＤＮＡ 精确定量ꎬ按照１ ∶ １ (质量比) 混合后在

ＨｉＳｅｑ / ＸＴｅｎ 测序仪( Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司产品)上进行测

序ꎮ
１.２.３　 差异表达 ｍｉＲＮＡ 测序及分析　 通过 Ｆａｓｔ ＱＣ
对测序的原始数据(Ｒａｗ ｒｅａｄｓ)进行质量评估ꎬ使用

ｃｕｔａｄａｐｔ 去除接头ꎬｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ 去除两端低质量碱

基和 ｒｅａｄｓ 过滤以获得纯净序列(Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ)ꎮ 使

用 ｂｌａｓｔｎ 将 ｒｅａｄｓ 比对 Ｒｆａｍ 数据库的 ｓＲＮＡ、ｔＲＮＡ、
ｓｎＲＮＡ、ｓｎｏＲＮＡꎬ统计比对上的 ｒｅａｄｓ 数目和百分

比ꎬ过滤掉比对上的 ｒｅａｄｓꎻ使用 ｂｏｗｔｉｅ 将 ｒｅａｄｓ 比对

物种的 ｅｘｏｎ 和 ｉｎｔｒｏｎ 序列ꎬ统计比对上的 ｒｅａｄｓ 数

目和百分比ꎬ过滤掉比对上的 ｅｘｏｎꎻ使用 ｂｏｗｔｉｅ 将

ｒｅａｄｓ 比对物种参考基因组序列ꎬ统计比对上的

ｒｅａｄｓ 数目和百分比ꎬ过滤掉不能比对上的 ｒｅａｄｓꎮ
使用 ｅｄｇｅＲ 进行差异表达分析ꎬ以 Ｐ<０􀆰 ０５、差异倍

数大于 ２ 作为筛选条件ꎬ过滤掉表达量低的 ｍｉＲ￣
ＮＡꎬ得到差异显著表达的 ｍｉＲＮＡꎮ
１.２.４　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验证部分差异表达基因 　 选

取测序结果中差异倍数超过 ２３的表达基因进行验

证ꎬ根据 ＮＣＢＩ 中的基因序列ꎬ用引物设计软件

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 分析设计引物(表 １)ꎬ以 Ｕ６ ｓｎＲＮＡ
作为差异表达 ｍｉＲＮＡ 的内参基因ꎬ进行 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 检测ꎬ反应体系 ２０ μｌꎬ上、下游引物各 １ μｌ(２０
ｐｍｏｌ / μｌ)ꎬ２ μｌ 模板ꎬ用 ｄｄＨ２Ｏ 补至 ２０ μｌꎬ其他成

分按照说明书加入ꎮ 定量 ＰＣＲ 仪扩增反应条件设

置如下:９５ ℃预变性 １０ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １５ ｓꎬ退火

６０ ℃ ３０ ｓꎬ延伸 ７２ ℃ ２５ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ

表 １　 ｍｉＲＮＡ 定量引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｉｍｅｒｓ

　 引物名称 　 　 　 　 序列(５′→３′)

ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１５５１￣５ｐ
ＲＴ￣Ｐｒｉｍｅｒ

ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴ￣
ＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＣＴＧＡＡＧＴ

ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１５５１￣５ｐ
Ｆ￣Ｐｒｉｍｅｒ

ＣＣＡＧＣＣＴＡＧＣＡＧＣＡＡＡＡＡＧＡＡＣ

ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１７１７
ＲＴ￣Ｐｒｉｍｅｒ

ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴ￣
ＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＧＴＴＴＴＣＴ

ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１７１７ 　
Ｆ￣Ｐｒｉｍｅｒ

ＡＣＡＣＴＡＣＴＣＴＣＴＡＡＣＣＴＧＡＣＡＧ

ｇｇａ￣Ｕ６ Ｆ￣Ｐｒｉｍｅｒ ＧＧＡＡＣＧＡＴＡＣＡＧＡＧＡＡＧＡＴＴＡＧＣ

ｇｇａ￣Ｕ６ Ｒ￣Ｐｒｉｍｅｒ ＴＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧ

１.２.５　 ｍｉＲＮＡ 靶基因和生物信息学功能预测 　 利

用 ｍｉＲａｎｄａ 算法对两组间差异表达的 ｍｉＲＮＡ 进行

靶基因预测ꎬ通过 ｃｌｕｓｔｅｒ Ｐｒｏｆｉｌｅｒ 软件对预测到的靶

基因进行基因注释(ＧＯ ｔｅｒｍ)和 ＫＥＧＧ 通路(ＫＥＧＧ
Ｐａｔｈｗａｙ)分析ꎬ获得 ｍｉＲＮＡ 靶基因富集的生物学通

路ꎬ并绘制 ＧＯ￣ＧＯ 网络图和 ｐａｔｈｗａｙ￣ｇｅｎｅ 网络图ꎮ

２　 结　 果

２.１　 脾脏组织中 ｍｉＲＮＡ 测序结果

提取样本 ＲＮＡ 后ꎬ以 Ｐ < ０.０５、Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ 值的

对数绝对值大于 １(即差异倍数大于 ２)作为筛选条

件ꎬ筛选得到差异显著的 ｍｉＲＮＡꎮ ｐｈｏＰ / Ｑ 基因缺失

后雏鸡脾脏有 １０ 个 ｍｉＲＮＡ 差异表达ꎬ其中有 １ 个下

调的 ｍｉＲＮＡ 和 ９ 个上调的 ｍｉＲＮＡꎬ由 ｖｏｌｃａｎｏ 图(图
１)展示差异显著 ｍｉＲＮＡ 分布ꎮ 高通量测序成功获取

了 ＡＰＥＣ 和其 ｐｈｏＰ / Ｑ 基因缺失株感染的雏鸡脾脏组

织的差异表达 ｍｉＲＮＡ 序列及其表达谱ꎬ如表 ２ 所示ꎮ
２.２　 ｍｉＲＮＡ 的靶基因分析

利用 ｍｉＲａｎｄａ 算法预测差异表达 ｍｉＲＮＡ 的潜

在靶基因ꎬ并进行生物信息学分析ꎮ 通过差异表达

ｍｉＲＮＡｓ 预测靶基因并进行 ＧＯ 功能注释和富集分

析ꎬ确定 ｍｉＲＮＡ 靶基因的功能ꎮ 从图 ２ 可以看出ꎬ
预测的靶基因主要注释到生物调节、细胞过程、免疫

和刺激反应等生物过程ꎬ胞外区、细胞器、细胞膜、腔
上包膜和高分子配合物等细胞组分ꎬ结合、催化活

性、核酸结合转录活性和转运活性等分子功能上ꎮ
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ＫＥＧＧ 信号通路分析发现ꎬｐｈｏＰ / Ｑ 基因缺失株感染

雏鸡脾脏差异表达 ｍｉＲＮＡ 的靶基因主要富集于代

谢通路、ＭＡＰＫ 信号通路、Ｗｎｔ 信号通路、Ｃ 型凝集

素受体等信号通路(表 ３)ꎮ

图中横坐标为表达差异倍数ꎬ取 ｌｇ２ 的数值ꎻ纵坐标为表达差异显著性 Ｐ￣ｖａｌｕｅꎬ 取 ￣ｌｇ１０ 的数值ꎮ
图 １　 差异表达 ｍｉＲＮＡ 火山图

Ｆｉｇ.１　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍｉＲＮＡ

表 ２　 差异表达 ｍｉＲＮＡ
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍｉＲＮＡ

ｍｉＲＮＡ 名称　 　 　 　 差异倍数 Ｐ 值 ｍｉＲＮＡ 序列 (５′→３′) 　

ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１５５１￣５ｐ ９.３ １.９４×１０－２ ＣＵＡＧＣＡＧＣＡＡＡＡＡＧＡＡＣＵＵＣＡＧＡ

ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１７１７ ２５.７ ４.９６×１０－２ ＡＣＵＣＵＣＵＡＡＣＣＵＧＡＣＡＧＡＡＡＡＣＵ

ｇｇａ￣ｍｉＲ￣２７ｂ￣５ｐ ３.０ ３.７０×１０－２ ＡＧＡＧＣＵＵＡＧＣＵＧＡＵＵＧＧＵＧＡＡＣＡ

ｇｇａ￣ｍｉＲ￣３５３８ ５.４ １.８８×１０－２ ＧＵＵＣＧＧＵＧＡＵＧＡＡＡＣＣＡＵＧＧＡ

ｇｇａ￣ｎｏｖｅｌ￣２￣ｍａｔｕｒｅ ２.０ ２.４８×１０－２ ＣＵＣＧＡＣＡＣＡＡＧＣＵＵＵＵＧＵ

ｇｇａ￣ｎｏｖｅｌ￣２￣ｓｔａｒ ４.３ ３.３３×１０－４ ＣＵＧＡＵＵＣＵＧＧＧＵＣＧＧＧＧＵＵ

ｇｇａ￣ｎｏｖｅｌ￣３￣ｍａｔｕｒｅ ２.０ ２.４８×１０－３ ＣＵＣＧＡＣＡＣＡＡＧＣＵＵＵＵＧＵ

ｇｇａ￣ｎｏｖｅｌ￣６２￣ｓｔａｒ ２.７ ２.７０×１０－２ ＣＵＧＧＵＵＡＧＵＡＣＵＵＧＧＡＵ

ｇｇａ￣ｎｏｖｅｌ￣６２￣ｍａｔｕｒｅ ２.１ ５.０３×１０－３ ＡＣＣＧＧＧＵＧＣＵＧＵＡＧＧＣＵＵ

ｇｇａ￣ｎｏｖｅｌ￣５０￣ｓｔａｒ －５.０ ２.４８×１０－２ ＧＡＵＵＣＣＵＧＧＡＡＡＵＡＣＵＧＵＵＣＵ
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柱形图上数字代表基因数量ꎮ ａ１:反应过程ꎻａ２:生物学调控过程ꎻａ３:细胞成分合成ꎻａ４:细胞过程ꎻａ５:发育过程ꎻａ６:生长ꎻａ７:免疫系统过

程ꎻａ８:定位ꎻａ９:代谢过程ꎻａ１０:多生物过程ꎻａ１１:多细胞生物过程ꎻａ１２:刺激反应ꎻａ１３:信号ꎻａ１４:单一生物过程ꎻｂ１:细胞ꎻｂ２:细胞外区域ꎻ
ｂ３:大分子复合物ꎻｂ４:膜成分ꎻｂ５:囊泡腔ꎻｂ６:细胞器ꎻｂ７:突触ꎻｃ１:综合ꎻｃ２:催化活性ꎻｃ３:分子功能调节器ꎻｃ４:分子转导活性ꎻｃ５:核酸结合

转录因子活性ꎻｃ６:信号转导活性ꎻｃ７:转运活性ꎮ
图 ２　 差异表达 ｍｉＲＮＡ 靶基因 ＧＯ 分析

Ｆｉｇ.２　 ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍｉＲＮＡ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

表 ３　 差异表达 ｍｉＲＮＡ 靶基因的 ＫＥＧＧ 通路富集分析结果

Ｔａｂｌｅ ３　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ￣
ｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍｉＲＮＡ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

序号 通路 ＩＤ 通路名称 靶基因

１ ｇｇａ００５１０ Ｎ￣多糖生物合成网 ＭＡＮ２Ａ２

２ ｇｇａ０４６２５ Ｃ 型凝集素受体信号通路 ＮＦＡＴＣ１

３ ｇｇａ０４９３３ 糖尿病并发症中的
ＡＧＥ￣ＲＡＧＥ 信号通路

ＮＦＡＴＣ１

４ ｇｇａ００１９０ 氧化磷酸化 ＮＤＵＦＳ２

５ ｇｇａ０４３１０ Ｗｎｔ 信号通路 ＮＦＡＴＣ１

６ ｇｇａ０４２１８ 细胞衰老 ＮＦＡＴＣ１

７ ｇｇａ０４０１０ ＭＡＰＫ 信号通路 ＮＦＡＴＣ１

８ ｇｇａ０４０８０ 神经活性配体与
受体的相互作用

ＮＰＦＦＲ１

２.３　 差异表达 ｍｉＲＮＡ 的 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验证结果

为了验证 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 数据中筛选的差异基因的

可靠性ꎬ选取 ２ 个测序结果中的差异倍数大于 ８ 的

表达基因ꎬ以 Ｕ６ 作为内参基因ꎬ根据 ＮＣＢＩ 中的基

因序列设计引物ꎬ利用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法进行验

证ꎬ结果如图 ３ 所示ꎬＲＮＡ￣Ｓｅｑ 数据与荧光定量

ＰＣＲ 数据表达趋势基本一致ꎬ因此说明转录组数

据可信ꎮ

图 ３　 荧光定量 ＰＣＲ 与 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 的基因表达比较

Ｆｉｇ. ３ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎｄ ＲＮＡ￣Ｓｅｑ

２.４　 ｍｉＲＮＡ 靶基因的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集网络图

利用 Ｂｌａｓｔ 等软件对靶基因进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ
分析得到 ＧＯ￣ＧＯ 网络图(图 ４)和 Ｐａｔｈｗａｙ￣ｇｅｎｅ 网

络图(图 ５)ꎮ 图 ４ 展示不同目的基因集合在 ＧＯ 注

释分布上的差异ꎬ揭示了靶基因富集的各功能注释

之间的关联ꎬ以共有靶基因富集为连接点ꎬＧＯ 条目

间构成复杂又紧密相关的 ＧＯ￣ＧＯ 网络图ꎬ其中共有

靶基因主要集合到细胞质、细胞膜、细胞器等 ＧＯ 注

释ꎮ 图 ５ 揭示了各靶基因与信号通路间的联系ꎬ发
现靶基因参与的重要通路有 ＭＡＰＫ 信号通路、Ｗｎｔ
信号通路和 Ｃ 型凝集素受体信号通路等ꎮ

１７１１宋祥军等:禽致病性大肠杆菌 ｐｈｏＰ / Ｑ 基因缺失对雏鸡脾脏 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 功能的影响



图 ４　 ＧＯ 富集 ＧＯ￣ＧＯ 互作网络图

Ｆｉｇ.４　 ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ＧＯ￣ＧＯ ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ

图中圆点代表 ｐａｔｈｗａｙꎬ方形点代表基因ꎬ节点大小正相关于网络连接度ꎮ
图 ５　 Ｐａｔｈｗａｙ 富集 ｐａｔｈｗａｙ￣ｇｅｎｅ 网络图

Ｆｉｇ.５　 Ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙ￣ｇｅｎｅ ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ

３　 讨　 论

本试验利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量测序平台分别对 ２
组 １４ 日龄雏鸡脾脏进行 ｍｉＲＮＡ 的测序ꎬ检测到 １０
个差异表达的 ｍｉＲＮＡꎬ通过对差异表达的核心 ｍｉＲ￣
ＮＡ 进行靶基因预测和功能富集分析ꎬ其主要富集

在能量代谢、免疫系统、细胞生长与凋亡、糖合成与

代谢等方面ꎮ
ＡＰＥＣ 感染可使雏鸡出现脾脏组织间隙增大、

淋巴组织减少、吞噬细胞增多等病理变化ꎬ以致免疫

能力降低而患病[１５]ꎮ 本试验利用高通量测序技术

研究了 ＡＰＥＣ 对雏鸡脾脏 ｍｉＲＮＡ 表达的影响ꎬ探讨

ＡＰＥＣ 的致病机制ꎮ 脾脏是家禽有机体免疫应答的

重要场所ꎬ家禽脾脏由白髓和红髓构成ꎬ白髓由脾小
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体和动脉周围淋巴鞘组成ꎬ红髓由脾索和脾窦组

成[１６￣１７]ꎮ 脾脏是家禽体内最大的免疫器官ꎬ含有大

量的免疫活性细胞ꎬ是机体细胞免疫和体液免疫的

中心ꎬ可通过淋巴细胞的产生、成熟和存储结合先天

适应性免疫系统[１８]ꎮ 不同菌株对 ｍｉＲＮＡ 表达谱的

影响是不一样的ꎬ本试验采用的 ＡＰＥＣ 是由本实验

室从感染禽致病性大肠杆菌的家禽中分离而来的

ＡＥ１７ 菌株ꎬ实验室人员也对 ＡＰＥＣ 做了大量其他相

关研究工作[１９]ꎬ但在 ｐｈｏＰ / Ｑ 基因缺失对雏鸡脾脏

ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 功能影响方面尚未进行深入研究ꎮ
细菌及病毒感染能改变宿主细胞的 ｍｉＲＮＡ 表

达谱ꎬ这些变化可能是机体用来抵抗外来物质侵入

的宿主细胞先天性免疫应答ꎬ亦或通过改变某个通

路ꎬ而利于细菌及病毒的繁殖[２０￣２１]ꎮ 有研究结果表

明ꎬＥＢ 病毒感染人 Ｂ 细胞时ꎬｍｉＲ￣１５５ 可上调 １ ０００
倍以上ꎬ高表达的 ｍｉＲ￣１５５ 可引发 Ｂ 细胞白血病和

淋巴瘤[２２]ꎮ 本试验利用 ＡＰＥＣ 感染雏鸡脾脏模型ꎬ
通过 ｍｉＲＮＡ 测序技术发现雏鸡脾脏组织 ｍｉＲＮＡ 表

达量丰富ꎬ预测了 １０ 个差异表达的 ｍｉＲＮＡ 的靶基

因ꎬ包括 １ 个下调和 ９ 个上调的 ｍｉＲＮＡꎬ通过 ｍｉ￣
Ｒａｎｄａ 软件预测了这 １０ 个差异表达的 ｍｉＲＮＡ 的靶

基因ꎬ并对靶基因进行了生物信息学分析ꎮ ＧＯ 富

集分析发现靶基因主要富集在细胞、细胞器、细胞膜

和生物调节等过程上ꎬ另外也较多地注释到刺激反

应和信号传导过程ꎮ 说明 ｐｈｏＰ / Ｑ 基因缺失后的

ＡＰＥＣ 感染雏鸡脾脏ꎬ对脾脏细胞组分的影响很大ꎬ
生物调节和刺激反应等在感染过程中起重要作用ꎮ
ＫＥＧＧ 信号通路分析发现ꎬ这些靶基因参与多种细

胞新陈代谢和免疫相关的信号通路(如 ＭＡＰＫ 信号

通路、Ｗｎｔ 信号通路等)ꎮ 丝裂原活化蛋白激酶

(ＭＡＰＫ)是细胞内重要的信号通路之一ꎬＭＡＰＫ 通路

与多种细胞过程有关ꎬ多数研究结果表明ꎬＭＡＰＫ 通

路在细胞的生长、迁移、增殖分化、凋亡、中胚层分

化、精子成熟[２３￣２４] 等功能中都发挥着重要作用ꎬ表
明该通路对大部分生物体是必不可少的[２５]ꎮ Ｗｎｔ
信号通路是重要的细胞信号转导途径ꎬ参与从胚胎

到成体的一系列过程ꎬ如控制胚胎早期发育、决定细

胞分化、调控细胞增殖及生长ꎬ异常表达或激活该途

径会导致各种疾病甚至肿瘤发生[２６]ꎮ Ｃ 型凝集素

受体信号通路是一条天然免疫途径ꎬ对动物机体免

疫调节极为重要ꎮ Ｃ 型凝集素受体(ＣＬＲ)是一类含

有糖类识别结构域(ＣＲＤ)和细胞外结构域的钙结

合位点的蛋白质[２７]ꎬ可作为一种模式识别受体识别

病原体上碳水化合物成分ꎬ识别碳水化合物结构后ꎬ
树突细胞即被激活ꎬ触发细胞内信号级联反应ꎬ启动

特异性细胞因子产生及调节[２８]ꎮ
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