
书书书

畜牧兽医学报　２０１２，４３（２）：２１１２１９

犃犮狋犪犞犲狋犲狉犻狀犪狉犻犪犲狋犣狅狅狋犲犮犺狀犻犮犪犛犻狀犻犮犪

雏鸭肝炎病毒侵染下肝脏消减犮犇犖犃文库的

构建及差异基因筛选

李　秀１，徐　琪１，张　扬１，毕瑜林１，赵荣雪１，陈昌义２，段修军３，陈国宏１

（１．扬州大学动物科学与技术学院，扬州２２５００９；２．江西农业大学动物科学技术学院，

南昌３３００４５；３．江苏畜牧兽医职业技术学院，泰州２２５３００）

摘　要：本研究通过构建雏鸭肝脏消减ｃＤＮＡ文库，旨在筛选并鉴定与雏鸭病毒性肝炎相关的基因，对相关基因

进行功能聚类分析进而探究其作用机理。利用抑制性消减杂交（Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＳＳＨ）技术

构建３日龄健康全同胞金定鸭人工感染雏鸭肝炎病毒（Ｄｕｃｋｈｅｐａｔｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，ＤＨＶ）与同期注射等量生理盐水差异

表达基因的ＳＳＨｃＤＮＡ文库。对其中５６３个阳性克隆进行测序，共获得２９９条差异表达序列标签（Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇｓ，ＥＳＴｓ）。去除冗余的ｃＤＮＡ序列载体并聚类拼接后，进行核酸和蛋白质同源性的比较和功能聚类分

析。结果表明：有７０个不同的基因与ＥＳＴｓ具有高度的同源性（犈值＜ｅ－１０，匹配长度＞１５０ｂｐ，匹配度＞８０％），且

多数基因与细胞组分合成、信号转导以及病理状态下的生物学调控过程相关。Ｉ型雏鸭病毒性肝炎的发生和发展

是多基因多步骤的复杂过程，该结果为深入研究雏鸭肝炎病的分子调控机制提供基础。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｄｕｃｋｌｉｎｇｓ；ＤＨＶ；ＳＳＨ；ＥＳＴｓ

　　我国是鸭饲养和消费大国，但是随着养殖量的

日益增加疾病的发病率也逐年增高，并造成巨大经

济损失［１２］。鸭病毒性肝炎（Ｄｕｃｋｌｉｎｇｖｉｒａｌｈｅｐａｔｉ

ｔｉｓ，ＤＶＨ）简称鸭肝炎（ＤＨ），是由雏鸭肝炎病毒引

起的一种传播迅速、发病急、传染性强、致死率高的

传染病，主要侵害３周龄内的雏鸭，雏鸭的发病率和

死亡率都很高。已有研究资料提示，该疾病是由许

多易感基因和环境因素相互作用的结果［３４］，因此筛

选和鉴定鸭肝炎相关基因，对了解该病的病因和发

病机制具有重要作用。

本研究以全同胞公金定雏鸭肝脏组织作为试验

材料，用抑制性消减杂交技术构建了患病鸭与健康

鸭肝脏组织差异表达基因的ｃＤＮＡ文库，筛选差异

表达基因，为从分子水平上研究雏鸭肝炎病的发生

机制提供线索。

１　材料与方法

１．１　试验材料

选用一对无母源抗体，未经任何免疫饲养的国

家级水禽种质资源基因库（泰州）的健康成年金定

鸭。隔离饲养３０ｄ后，收集１２枚种蛋，集中孵化，

出壳后集中精心饲养至３日龄，选取体质量相当，精

神状态较好的８只雏鸭，随机分为２组，即试验组和

对照组。试验组通过腿肌注射０．４ｍＬ雏鸭肝炎病

毒（ＤＥＬＤ５０＝１０
－７），对照组注射等量的生理盐水。

隔离饲养，观察发病情况，在接种组出现典型症状

后，采集试验组和对照组肝脏组织，于液氮中速冻，

－７０℃冻存。Ｉ型雏鸭肝炎病毒由扬州大学兽医学

院彭大新教授馈赠。

１．２　方法

１．２．１　抑制性消减杂交ｃＤＮＡ 文库的构建及筛选

　　采用 Ｔｒｉｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，

北京）提取试验组和对照组肝脏组织的总ＲＮＡ。参

照ＯｌｉｇｏｔｅｘｍＲＮＡＭｉｄｉＫｉｔ说明书分离纯化ｍＲＮＡ。

依照Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司的ＰＣＲＳｅｌｅｃｔｃＤＮＡＳｕｂｔｒａｃｔｉｏｎ

Ｋｉｔ分别以健康鸭肝脏组织ｃＤＮＡ为Ｔｅｓｔｅｒ，患病鸭

肝脏组织ｃＤＮＡ为Ｄｒｉｖｅｒ（正向库）和以健康鸭肝脏

组织ｃＤＮＡ 为 Ｄｒｉｖｅｒ，患病鸭肝脏组织ｃＤＮＡ 为

Ｔｅｓｔｅｒ（反向库）进行２次抑制性消减杂交试验，富

集差异表达的基因。浓缩、纯化２次ＰＣＲ产物后参

照Ｄ１０１Ａ说明书与ｐＭＤ１８Ｔ载体连接，转化大肠

杆菌感受态细胞 ＤＨ５α，涂于含有 Ｘｇａｌ／ＩＰＴＧ的

ＬＢ培养基上３７℃过夜培养，正、反向库分别随机挑

取３８４个白色克隆，形成相应的ｃＤＮＡ文库。

１．２．２　ＰＣＲ和斑点杂交鉴定差减文库　　７６８个

白斑克隆于３７℃，２５０ｒ·ｍｉｎ－１摇菌过夜后按每管

加ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１）０．５μＬ，

Ｎｅｓｔｐｒｉｍｅｒ１、２（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）各１μＬ，犜犪狇酶

０．２５μＬ加水补至２４．０μＬ。ＰＣＲ 反应程序为：

９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６８℃３０ｓ，７２℃３０ｓ３５

个循环；７２℃１０ｍｉｎ；１０℃保温。琼脂糖凝胶检

测ＰＣＲ扩增效果。

取０．６μＬ鉴定成功插入克隆片段的ＰＣＲ产物

点于尼龙膜（ＩＮＹＣ０００１０，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）上，二轮差减

ＰＣＲ产物用犚狊犪Ｉ酶切纯化后为探针，参照Ｓｔｒｉｐ

ＥＺＤＮＡＫｉｔ说明书进行探针标记及纯化。纯化后

参照Ｕｌｔｒａｈｙｂ说明书操作，膜在６８℃预杂交液中

预杂交３ｈ，探针水浴，冰浴后加入杂交液中，从杂

交炉中取出杂交管打开瓶盖移出预杂交液，立即加

入杂交液盖紧瓶盖放入杂交炉内杂交过夜（１４ｈ），

洗膜检测信号强度，正向差减文库产物点膜的反应

中正向差减探针杂交信号同反向差减探针杂交信号

比值大于２的为阳性；反向差减文库产物点膜的反

应中，正向差减探针杂交信号同反向差减探针杂交

信号比值小于０．５的为阳性。

１．２．３　 消减ｃＤＮＡ文库的阳性克隆测序及序列分

析　　经鉴定的２个消减ｃＤＮＡ文库中，所有阳性

克隆（５６３个）均送至上海生工生物工程技术服务有

限公司测序，所获得的序列利用 ＤＮＡＳｔａｒ中的

ＭｅｇＡｌｉｇｎ进行多重比对，去除载体序列、重复和低

质量序列以及巢式ＰＣＲ引物序列，得到前处理后的

序列。前处理后的序列均在 ＮＣＢＩ上 （ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ），与原鸡序列进

行ＢＬＡＳＴｎ和ＢＬＡＳＴｘ比对。当与数据库中的基

因超过１５０ｂｐ匹配上，且犈值小于ｅ
－１０时，视序列

与该基因是同源的。基于ＢＬＡＳＴ比对出来的结

果，利用Ｕｎｉｐｒｏｔ数据库和在线软件ＧＯ和 ＫＥＧＧ

对筛选的基因进行功能分类。

２１２
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２　结　果

２．１　临床表现及病理变化

观察发现，试验期内对照组饮食饮水正常，精神

状况良好，未见死亡，对该组鸭进行解剖，各器官均

表现正常。

试验组攻毒后１２～４８ｈ内，出现精神状态不

佳，运动量比对照组少，嗜眠，缩颈，喙抵地面，两肢

软弱；食欲减退，饮水量减少，粪便稀薄，呈黄绿色或

黄白色；有少数病例出现头颈歪斜，不断鸣叫，时而

转圈，时而后退；眼和鼻孔有浆液性或黏液性分泌

物，两眼周围羽毛粘连脱落，咳嗽、喷嚏、甩头、呼吸

困难；临死前摇头、点头、背脖，两腿伸直，呈角弓反

张状态，出现全身痉挛性抽搐，并很快死亡。剖检后

发现，肝脏肿大，外观呈土黄色或黄褐色，较对照组

质地松软易碎，表面出现血点或血斑；肾脏充血、肿

胀；脾脏肿大１～２倍，外观呈花斑样；胆囊胀大，内

充满墨绿色的胆汁；心肌柔软，颜色较淡，外观如煮

肉样，明显受损，结果见图１。

图１　感染Ⅰ型犇犎犞后出现的典型症状

犉犻犵．１　犜狔狆犻犮犪犾狊狔犿狆狋狅犿狊狅犳犱狌犮犽犻狀犳犲犮狋犲犱犫狔犱狌犮犽犺犲狆犪

狋犻狋犻狊狏犻狉狌狊

２．２　犚犜犘犆犚法检测鸭肝炎病毒

以病毒基因组序列为基础设计引物 Ｐ１：５′

ＡＣＡＡＴＧＡＣＣＣＡＧＣＣＴＴＡＧ３′，Ｐ２：５′ＣＣＡＣＴ

ＧＴＡＴＣＴＴＣＣＣＴＴＣ３′
［５］。试验组得到片段长度

大小为４４０ｂｐ的目的条带，对照组表现为阴性，结

果见图２。

２．３　肝脏组织总犚犖犃的抽提和犿犚犖犃的分离纯化

对试验组（Ａ组）和对照组（Ｂ组）肝脏组织总

ＲＮＡ进行抽提，经１％琼脂糖凝胶电泳检测，２８Ｓ、

１８Ｓ条带清晰，且亮度比值约为１∶１，结果见图３。

参照 ＯｌｉｇｏｔｅｘｍＲＮＡ ＭｉｄｉＫｉｔ说明书分离纯化

ｍＲＮＡ，整个泳道呈现均匀的弥散状（图３），说明总

ＲＮＡ和 ｍＲＮＡ 完整性好，基本无降解，并且基本

无蛋白和其它杂质污染，符合ＳＳＨ 建库的质量要

求，可用于后续研究。

Ａ．试验组鸭肝脏；Ｂ．对照组鸭肝脏；Ｍ．ＤＮＡ相对分

子质量标准ＤＬ１５００

Ａ．ＴｈｅｄｕｃｋｌｉｖｅｒｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＤＨＶ；Ｂ．Ｔｈｅｈｅａｌｔｈｙ

ｄｕｃｋｌｉｖｅｒ；Ｍ．ＤＬ１５００ｍａｒｋｅｒ
图２　犚犜犘犆犚法检测雏鸭肝炎病毒

犉犻犵．２　犇犲狋犲犮狋犻狀犵犇犎犞犫狔犚犜犘犆犚

Ａ．试验组鸭肝脏总ＲＮＡ和 ｍＲＮＡ；Ｂ．对照组鸭肝脏

总ＲＮＡ和ｍＲＮＡ（下图为 ｍＲＮＡ）；Ｍ．ＤＮＡ相对分子

质量标准ＤＬ２０００。下同

Ａ．ＴｏｔａｌＲＮＡａｎｄｍＲＮＡｉｎｌｉｖｅｒｉｎｆｅｃｔｅｄＤＨＶ；Ｂ．

ＴｏｔａｌＲＮＡａｎｄｍＲＮＡｉｎｎｏｒｍａｌｄｕｃｋｌｉｖｅｒ（ｔｈｅｂｅｌｏｗｉｓ

ｍＲＮＡ）；Ｍ．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｆｏｌｌｏｗｓ
图３　鸭肝脏总犚犖犃和 犿犚犖犃的１％琼脂糖凝胶电泳

图

犉犻犵．３　１％犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳狋狅狋犪犾犚犖犃犪狀犱

犿犚犖犃犻狀犱狌犮犽犾犻狏犲狉

２．４　感染犇犎犞的雏鸭肝脏组织消减杂交犮犇犖犃文

库的构建

　　经过消减杂交ｃＤＮＡ的ＰＣＲ产物中在１５０～

３１２
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５００ｂｐ之间出现了许多经过富集的特异条带（图４

和图５），且与未经消减的ｃＤＮＡ为模板的２次ＰＣＲ

产物相比，电泳条带都明显不同。可初步断定本次

试验富集差异基因的效果良好。结果也初步显示成

功建立了包含ＤＨＶ感染雏鸭过程中差异表达基因

的正、反差减ｃＤＮＡ文库。

１、３．分别是以反向和正向文库未经消减的ｃＤＮＡ为模

板；２、４．分别以反向和正向文库经过消减的ｃＤＮＡ为

模板。下图同

１，３．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｕｓｉｎｇＤＴＦａｎｄＤＴＲｕｎｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅ

ｃＤＮＡａｓｔｅｍｐｌａｔｅ；２，４．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｕｓｉｎｇＤＴＦａｎｄ

ＤＴＲｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｃＤＮＡａｓｔｅｍｐｌａｔｅ．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ

图４　以消减和未消减的犮犇犖犃为模板的第一轮犘犆犚反

应结果

犉犻犵．４　犜犺犲１狊狋犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犫狅狋犺狊狌犫狋狉犪犮狋犲犱犪狀犱狌狀

狊狌犫狋狉犪犮狋犲犱犮犇犖犃

图５　以消减和未消减犮犇犖犃为模板的第二轮犘犆犚反应

结果

犉犻犵．５　犜犺犲２狀犱犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犫狅狋犺狊狌犫狋狉犪犮狋犲犱犪狀犱狌狀

狊狌犫狋狉犪犮狋犲犱犮犇犖犃

２．５　差减犮犇犖犃文库的差减效率检测

以鸭的管家基因β犪犮狋犻ｎ序列为基础设计引物

扩增β犪犮狋犻狀基因来检测差异表达基因在差减ｃＤ

ＮＡ文库中的差减效率（图６）。ＰＣＲ扩增结果显

示，以未经过差减的ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增２３个

循环后，即可扩增出较强的β犪犮狋犻狀基因条带，而经

过差减杂交的ｃＤＮＡ中直到３３个循环后才扩增出

较弱的条带。因此差减杂交将β犪犮狋犻狀基因减弱了

至少２
（３３２３）＝２１０倍，由此可说明差减杂交将某些特

有的差异表达基因同样富集了２１０倍。

图上的数字表示对应的ＰＣＲ循环数

ＴｈｅｆｉｇｕｒｅｓｓｈｏｗｔｈａｔｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＰＣＲｃｙｃｌｅｎｕｍｂｅｒ

图６　以β犪犮狋犻狀为指标检测２个文库的消减效率

犉犻犵．６　犛狌犫狋狉犪犮狋犻狏犲犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔狋犲狊狋狅犳狋犺犲狋狑狅狊狌犫狋狉犪犮狋犻狏犲

犮犇犖犃犾犻犫狉犪狉犻犲狊

２．６　抑制消减犮犇犖犃文库的犘犆犚筛选与斑点杂交

在构建的正、反向消减ｃＤＮＡ 文库中共挑取了

７６８个ｃＤＮＡ 克隆，将２个文库中所有克隆进行

ＰＣＲ扩增，电泳结果显示插入片段大小主要分布在

１５０～５００ｂｐ之间（图７和图８）。将ＰＣＲ产物纯化

后，剔除含有污染质粒和空质粒的克隆，从２个文库

中共获得有效克隆５６３个。对ＰＣＲ筛选的有效克

隆基因进一步进行斑点杂交鉴定（图９），结果显示，

正向消减ｃＤＮＡ内文库共筛选出２２２个阳性克隆，

反向消减ｃＤＮＡ文库内共筛选出７７个阳性克隆，

阳性率为５３．１１％。

２．７　阳性克隆测序和序列分析

对阳性克隆测序结果用ＢＬＡＳＴｎ和ＢＬＡＳＴｘ

软件做同源性分析，对同一基因的ＥＳＴ进行拼接比

对，结果显示，２９９条ＥＳＴｓ中１６８条对应 ＮＣＢＩ中

７０个已知基因（犈值＜ｅ
－１０，匹配长度＞１５０ｂｐ，匹

配度＞８０％），其中上调基因有５２个，下调基因１８

个；１３１条 ＥＳＴｓ未找到同源的基因序列可能对应

于一些新基因或者未知基因，详见表１和表２。将

匹配序列进一步在 Ｕｎｉｐｒｏｔ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ／）和 ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ分类体系（ｗｗｗ．

ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ．ｏｒｇ）进行比对，获得对应的功能注

４１２
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释，结果如图１０。可见，筛选到的基因主要通过特

定的结合过程来调节个体的生命活动，通过影响

ＤＮＡ正常复制，脂肪酸、药物、毒物、吡哆醛磷酸盐

等异常代谢，重金属异常螯合等，导致动物机体出现

病理现象甚至死亡。

图７　犘犆犚鉴定正向消减文库的插入片段

犉犻犵．７　犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳狊犻狀犵犾犲犮犾狅狀犲狊犳狉狅犿犇犜犉犾犻犫狉犪狉狔

图８　犘犆犚鉴定反向消减文库的插入片段

犉犻犵．８　犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳狊犻狀犵犾犲犮犾狅狀犲狊犳狉狅犿犇犜犚犾犻犫狉犪狉狔

图９　正反向文库斑点杂交结果

犉犻犵．９　犇狅狋犫犾狅狋狉犲狊狌犾狋狊狅犳狋狑狅犾犻犫狉犪狉狔

图１０　差异表达犈犛犜聚类分析结果

犉犻犵．１０　犉狌狀犮狋犻狅狀犪犾犮犪狋犲犵狅狉犻犲狊犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犾狔

犲狓狆狉犲狊狊犲犱狋犪犵狊犻狀犱狌犮犽犾犻狏犲狉犻狀犳犲犮狋犲犱犇犎犞

表１　犛犛犎技术筛选人工感染犇犎犞后在病鸭肝脏的上调表达基因

犜犪犫犾犲１　犔犻狊狋狅犳狌狆狉犲犵狌犾犪狋犲犱犵犲狀犲狊犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱狑犻狋犺犛犛犎狋犲犮犺狀狅犾狅犵狔犻狀犱狌犮犽犾犻狏犲狉犻狀犳犲犮狋犲犱犇犎犞

Ｇｅｎｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ＧＥＮＥＩＤ ＢｅｓｔｍａｔｃｈａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ． Ｉｄｅｎｔｉｔｙ 犈ｖａｌｕｅ

Ｓｐｅｎｈｏｍｏｌｏｇ，ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｏｒ（ＳＰＥＮ） ４１９４６０ ＸＭ４１７６１８．２ ２４８／２６０ ３Ｅ１１４

ＳｉｍｉｌａｒｔｏｃｙｃｌｉｎＬａｎｉａ６ａ（ＣＣＮＬ１） ４２５０２４ ＸＭ４２２８２６．２ ２８０／３３５ ４Ｅ７９

Ｃｏｌｌａｇｅｎ，ｔｙｐｅＩＶ，ａｌｐｈａ１（ＣＯＬ４Ａ１） ３９５５３０ ＮＭ００１１６２３９９．１ ２４８／２７７ １Ｅ５６

ＳｉｍｉｌａｒｔｏＳＴ３Ａ１（ＬＯＣ４２１７４０） ４２１７４０ ＸＭ４１９７７２．２ ６６８／７５２ ５Ｅ４７

ＳｉｍｉｌａｒｔｏＶａｃｕｏｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｓｏｒｔｉｎｇ３６（ＶＰＳ３６） ４１８８８３ ＸＭ４１７０７７．２ ２９８／３２３ ７Ｅ１２７

５１２



畜　牧　兽　医　学　报 ４３卷　

Ｇｅｎｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ＧＥＮＥＩＤ ＢｅｓｔｍａｔｃｈａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ． Ｉｄｅｎｔｉｔｙ 犈ｖａｌｕｅ

Ｍｅｔｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅ ｃｙｃｌｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ， ｆｏｒｍｙｌｔｅｔｒａ

ｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ（ＭＴＨＦＤ１）
４２３５０８ ＮＭ００１０３９３０３．１ ４０６／４５５ ７Ｅ１５８

Ｐｏｌｙ（Ａ）ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ１（ＰＡＢＰＣ１） ４３０９９７ ＮＭ００１０３１５９７．１ １９７／２１０ １Ｅ８３

ＣａｔｈｅｐｓｉｎＣ（ＣＴＳＣ） ４１９０１４ ＸＭ４１７２０７．２ ２８４／３０８ ４Ｅ１２０

Ｓｉｍｉｌａｒｔｏｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ１５，ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２

（ＲＰＳ１５Ａ）
４２７６７５ ＸＭ４２５２４９．２ ２１０／２１２ １Ｅ４８

Ｋｉｎｅｓｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎｍｅｍｂｅｒ２Ａ（ＫＩＦ２Ａ） ４２７１５６ ＮＭ００１０３９３１２．１ ２１０／２４５ ６Ｅ６２

ＳＥＲＰＩＮＥ１ｍＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１（ＳＥＲＢＰ１） ４２４７０６ ＮＭ００１０３１２９３．１ １３２／１６２ ３Ｅ２８

ＳｉｍｉｌａｒｔｏＥｕｋａｒｙｏｔｉｃｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１ｄｅｌｔａ

（ＥＥＦ１Ｄ）
７６９３６８ ＸＭ００１２３２６２７．１ ２９９／３３５ ２Ｅ１１４

Ｓｉｍｉｌａｒｔｏｂｕｌｌｏｕｓｐｅｍｐｈｉｇｏｉｄａｎｔｉｇｅｎｄｙｓｔｏｎｉｎ（ＤＳＴ） ４２１８８４ ＸＭ４１９９０１．２ ６７７／７３４ ２Ｅ１１０

Ｇｏｌｇｉａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（ＴＲＩＰ１１） ４２３４１４ ＸＭ４２１３２４．２ ７３３／８０２ ８Ｅ３１

Ｐｈｏｓｐｈｏｓｅｒｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（ＰＳＰＨ） ４１７５４０ ＢＸ９３４７６３．２ １５９／１６９ ８Ｅ６７

ＳＨ３ ｄｏｍａｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄｒｉｃｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｋｅ

（ＳＨ３ＢＧＲＬ）
４２２２７７ ＮＭ００１０１２５７４．１ ４３５／４８４ ２Ｅ１７４

Ｌｅｇｕｍａｉｎ（ＬＧＭＮ） ４２３４１８ ＸＭ４２１３２８．２ ２９２／３５８ ４Ｅ７１

Ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎｐｏｌｙｍｅｒｉｚｉｎｇｆａｃｔｏｒ２（ＣＨＰＦ２） ４２６０３９ ＸＭ４２３７１７．２ ２４６／２６４ ２Ｅ１０６

Ｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ２ （ｆｏｒｍｅｒｌｙ２Ａ），ｃａｔａｌｙｔｉｃｓｕｂｕｎｉｔ，

ａｌｐｈａｉｓｏｆｏｒｍ（ＰＰＰ２ＣＡ）
４１６３１８ ＮＭ００１００６１５２．１ ３８３／３９１ ３Ｅ５６

Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ９０ｋＤａａｌｐｈａ（ｃｙｔｏｓｏｌｉｃ），ｃｌａｓｓＡｍｅｍ

ｂｅｒ１（ＨＳＰ９０ＡＡ１）
４２３４６３ ＮＭ００１１０９７８５．１ ４２１／４６０ １Ｅ１８０

Ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ２５ｍｅｍｂｅｒ６（ＳＬＣ２５Ａ６） ３７４０７２ ＮＭ２０４２３１．２ ４４７／４８７ ６Ｅ１０４

ＳｉｍｉｌａｒｔｏＶｅｓｉｃｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ，ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎ（ＬＯＣ４２６３７８）
４２６３７８ ＸＭ４２４０３１．２ ２４２／２８８ ３Ｅ７１

Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎａｌｐｈａｃｈａｉｎ（ＦＧＡ） ３９６３０７ ＸＭ２０８０３．１ ２６８／２７３ ３Ｅ２１

ＷＤｒｅｐｅａｔａｎｄＳＯＣＳｂｏｘｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１（ＷＳＢ１） ３９５６８５ ＮＭ２０４８７２．１ ３１９／３６５ １Ｅ１１０

ＲｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＳ２３（ＲＰＳ２３） ４２７３２３ ＸＭ４２４９０３．２ ２８７／３０７ ３Ｅ１２６

ＲｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＬ２１（ＲＰＬ２１） ４１８９３３ ＢＸ９３３０５３．１ ３７２／４０１ ８Ｅ１６３

ＲｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＬ３７ａ（ＲＰＬ３７Ａ） ７６９９８１ ＮＭ００１０７３１．１ ２５９／２９１ ４Ｅ９６

Ｆｅｒｒｉｔｉｎ，ｈｅａｖｙｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ１（ＦＴＨ１） ３９５９７０ ＮＭ００１４６９８．１ １５５／１６７ ４Ｅ６２

Ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ３８，ｍｅｍｂｅｒ２（ＳＬＣ３８Ａ２） ４１７８０７ ＮＭ００１０３０７４１．１ ２１７／２３５ １Ｅ３１

Ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ｃＡＭＰｄｅｐｅｎｄｅｎｔ，ｃａｔａｌｙｔｉｃ，ｂｅｔａ（ＰＲＫＡＣＢ） ４２４５４２ ＸＭ４２２３７９．２ ２４０／２８７ ２Ｅ６２

Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄｃｈｅｍｏｔａｘｉｎ２（ＬＥＣＴ２） ３９６４７１ ＣＲ３８８９１１．１ ２９２／３４３ １Ｅ９０

Ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ Ｃ． ｅｌｅｇａｎｓ Ｒ０６Ｆ６．８ （Ｓｗ：Ｑ０９４１７）

（ＫＩＡＡ１４３２））
４２７２２６ ＸＲ０２６７４３．１ ２２７／２４８ １Ｅ９０

Ｓｅｒｉｎｅｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｏｒ１（ＳＥＲＩＮＣ１） ４２１７２２ ＮＭ００１０３１０７４．１ １３０／１５４ ３Ｅ３２

ＩＱｍｏｔｉｆｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＢ１（ＩＱＣＢ１） ４２４２４２ ＸＭ４２２０９１．２ ５０８／５５６ ２Ｅ２８

Ｉｎｔｅｒａｌｐｈａ（ｇｌｏｂｕｌｉｎ）ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＨ３（ＩＴＩＨ３） ４１５９０１ ＸＭ４１４２５３．２ ５１７／５６５ ２Ｅ２２

Ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ７（ＢＲＤ７） ４１５７３０ ＮＭ００１００５８３９．１ ２２３／２４３ ２Ｅ９０

Ｒａｓｈｏｍｏｌｏｇｇｅｎｅｆａｍｉｌｙ，ｍｅｍｂｅｒＡ（ＲＨＯＡ） ３９５４４２ ＮＭ２０４７０４．１ ３２４／３５９ ２Ｅ１２７

Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎｂｅｔａｃｈａｉｎ（ＦＧＢ） ３７３９２６ ＮＭ００１１６７６８３．１ １１６／１３６ １Ｅ２７

Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１２ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ１１（Ｃ１Ｈ１２ｏｒｆ１１） ４１８２１３ ＸＭ４１６４３９．２ ３４８／４１６ ５Ｅ１００

ＨｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｇｅｎｅｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＣＲ４０６２８（ＬＯＣ４２１３７９） ４２１３７９ ＸＭ４２９８４４．２ ２２０／２３６ １Ｅ９３

Ｃｏｉｌｅｄｃｏｉｌｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ８８Ｃ（ＣＣＤ８８Ｃ） ４２３４１０ ＸＭ４２１３２０．２ １５９／１７７ ３Ｅ５７

Ｓｐ３ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ（ＳＰ３） ３９５３０２ ＡＪ７１９４７１．１ １４３／１４９ ６Ｅ４５

Ｏｓｔｅｏｐｅｔｒｏｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ１（ＯＳＴＭ１） ４２１７７３ ＮＭ００１０３１０７７．１ １５３／１５９ １Ｅ３２

ＡｃｙｌＣｏＡｏｘｉｄａｓｅ１，ｐａｌｍｉｔｏｙｌ（ＡＣＯＸ１） ４１７３６６ ＮＭ００１００６２０５．１ １５１／１５７ ２Ｅ１１

６１２



　２期 李　秀等：雏鸭肝炎病毒侵染下肝脏消减ｃＤＮＡ文库的构建及差异基因筛选

Ｇｅｎｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ＧＥＮＥＩＤ ＢｅｓｔｍａｔｃｈａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ． Ｉｄｅｎｔｉｔｙ 犈ｖａｌｕｅ

ＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅ，Ｈ＋ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ，ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＦ１ｃｏｍ

ｐｌｅｘ，ａｌｐｈａｓｕｂｕｎｉｔ１，ｃａｒｄｉａｃｍｕｓｃｌｅ（ＡＴＰ５Ａ１）
３７４１５９ ＮＭ２０４２８６．１ １９７／２１４ ３Ｅ８０

Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｂｅｔａａｃｔｉｎｇｅｎｅ（ＡＣＴＢ） ３９６５２６ ＸＭ００１８２．１ ３１５／３３０ ２Ｅ１４７

Ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｋｉｎａｓｅｋｉｎａｓｅ５（ＭＡＰ３Ｋ５） ４２１６８８ ＸＭ４１９７２５．２ ２６７／２８８ ２Ｅ１１４

ＡＴＰａｓｅ，Ｎａ＋／Ｋ＋ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ，ｂｅｔａ１ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ

（ＡＴＰ１Ｂ１）
３９６５２９ ＮＭ２０５５２０．４ １７０／１７９ ９Ｅ１８

ＳＷＩ／ＳＮＦｒｅｌａｔｅｄ，ｍａｔｒｉｘａｓｓｏｃｉａｔｅｄ，ａｃｔｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｅｇ

ｕｌａｔｏｒｏｆｃｈｒｏｍａｔｉｎ，ｓｕｂｆａｍｉｌｙａ，ｍｅｍｂｅｒ５（ＳＭＡＲＣＡ５）
４２２４５７ ＸＭ００１２３４４８５．１ ５８７／６１２ ３Ｅ８０

Ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ３０ （ｚｉｎｃｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ），ｍｅｍｂｅｒ４

（ＬＯＣ４１５４４４）
４１５４４４ ＸＲ０２６８７８．１ １６４／１７２ ３Ｅ１６

Ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ２５，ｍｅｍｂｅｒ１３（ｃｉｔｒｉｎ）（ＳＬＣ２５Ａ１３） ４２８４２７ ＮＭ００１０１２９４９．１ １５１／１５６ １Ｅ５６

Ｔｙｒｏｓｉｎｅ３ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ／ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ５ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ

ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ，ｅｐｓｉｌｏｎｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ（ＹＷＨＡＥ）
４１７５５４ ＮＭ００１００６２１９．１ ３４８／３７１ ２Ｅ１５４

表中显示的是在原鸡数据库中同源性较高的基因。下表同

Ｄａｔａｓｈｏｗｎｉｎｔｈｅｔａｂｌｅａｒｅｋｎｏｗｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｉｔｈａｈｉｇｈｈｏｍｏｌｏｇｙｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｈｉｃｋｅｎｄａｔａｂａｓｅｓ．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｆｏｌｌｏｗｓ

表２　犛犛犎技术筛选人工感染犇犎犞后在病鸭肝脏的下调表达基因

犜犪犫犾犲２　犔犻狊狋狅犳犱狅狑狀狉犲犵狌犾犪狋犲犱犵犲狀犲狊犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱狑犻狋犺犛犛犎狋犲犮犺狀狅犾狅犵狔犻狀犱狌犮犽犾犻狏犲狉犻狀犳犲犮狋犲犱犇犎犞

Ｇｅｎｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ＧＥＮＥＩＤ ＢｅｓｔｍａｔｃｈａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ． Ｉｄｅｎｔｉｔｙ 犈ｖａｌｕｅ

Ａｌｂｕｍｉｎ（ＡＬＢ） ３９６１９７ ＮＭ２０５２６１．１ ４０６／４３８ ３Ｅ１７９

Ｔｒａｎｓｔｈｙｒｅｔｉｎ（ＴＴＲ） ３９６２７７ ＮＭ２０５３３５．２ １７２／１８２ １Ｅ７３

ＣａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅＶＢ，ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ（ＣＡ５Ｂ） ４１５８３３ ＸＭ４１４１９５．２ ４８６／６４９ ２Ｅ６１

Ｅｘｏｓｏｍｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔ２（ＥＸＯＳＣ２） ４１７１８２ ＡＪ７２１０９６．１ ３８９／３９０ ２Ｅ１６１

ＰａｒｔｉａｌＴＬＲ７ｇｅｎｅｆｏｒｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ７（ＴＬＲ７） ４１８６３８ ＡＪ６３２３０２．１ ２０１／２０１ ２Ｅ１０１

２ｈｙｄｒｏｘｙａｃｙｌＣｏＡｌｙａｓｅ１（ＨＡＣＬ１） ４２０６３８ ＮＭ００１１９９６２８．１ ２４６／２６６ １．８Ｅ１０３

Ｓｅｒｐｉｎｐｅｐｔｉｄａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｃｌａｄｅＡ（ＳＥＲＰＩＮＡ４） ４２３４３３ ＸＭ４２１３４２．２ ６７１／７６３ ８Ｅ１５１

Ｍｉｔｏｆｕｓｉｎ１（ＭＦＮ１） ４２４９７３ ＡＪ７２０１０９．２ ２９０／２９０ １Ｅ１５０

ＴＡＲＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（ＴＡＲＤＢＰ） ４１９４５３ ＮＭ＿００１０３０８７８ ２３４／２３４ ３Ｅ８１

Ｋｅｌｃｈｌｉｋｅ１８（ＫＬＨＬ１８） ４２０４０６ ＮＭ＿００１０３０９６０ ２２４／２２４ ４Ｅ１１４

Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｐｒｅｍＲＮＡ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １Ａ

（ＲＰＲ１Ａ）
４２０９５３ ＮＭ＿００１０３１００５．２ ４８４／４８５ ５Ｅ８０

Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ６（ＴＬＲ６） ４２６２７４ ＮＭ＿００１００７４８８．３ ２４７／２４７ ６Ｅ１２７

ＵｂｉｑｕｉｔｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅＥ２Ｒ２（ＵＢＥ２Ｒ２） ４２７０２１ ＮＭ＿００１０３１４１１．２ １４８／１４９ ３Ｅ６０

ＡｌｄｏｌａｓｅＢ，ｆｒｕｃｔｏｓｅｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＡＬＤＢ） ４２７３０８ ＮＭ＿００１００７９７７．１ ４３８／５００ ８Ｅ１６１

ＴＡＦ２ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅＩＩ，ＴＡＴＡ ｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ

（ＴＢＰ）ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆａｃｔｏｒ（ＴＡＦ２）
４２８３８９ ＮＭ＿００１０３１５０８．１ １６８／１６８ ５Ｅ８３

ＬＯＣ４１６４５３ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ＦＬＪ２０３５９ ｐｒｏｔｅｉｎ ＭＧＣ６３５５３

（ＬＯＣ４１９４２９）
４１９４２９ ＮＭ＿００１０３０８７５ ２７７／２７８ ２Ｅ１４２

Ｋｅｌｃｈｌｉｋｅ１８（ＫＬＨＬ１８） ４２０４０６ ＮＭ＿００１０３０９６０．２ ２２４／２２４ ４Ｅ１１４

Ｓｅｒｐｉｎｐｅｐｔｉｄａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｃｌａｄｅＡａｌｐｈａ１（ＳＥＲＰＩＮＡ１） ４２３４３４ ＸＭ＿４２１３４３．２ ８３３／９９２ ３Ｅ８２

３　讨　论

抑制性消减杂交技术是Ｄｉａｔｃｈｅｎｋｏ等在抑制

性ＰＣＲ基础上建立起来的一种ｃＤＮＡ消减杂交方

法，结合了抑制ＰＣＲ和消减杂交技术，是一种简单、

快速的分离差异基因的方法［６７］。ＳＳＨ技术自报道

以来，由于其试验方法的优越性，已经被迅速应用于

动物疾病发病机制的研究［８１０］。本试验利用抑制性

消减杂交技术，筛选在富集２１０下差异表达的基因，

最终鉴定出７０个差异表达的基因，其中上调基因
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５２个，下调基因１８个，高表达基因高达７４％。本试

验筛选出的差异基因绝大多数为最新报道的基因。

经聚类分析和参阅大量文献可知，本次筛选出的差

异基因功能主要涉及到合成细胞组分、分子功能和

生物学过程等多个复杂过程，这样多种类型差异表

达基因的出现提示雏鸭肝炎是一个涉及多层次调控

水平（染色质水平、转录水平、转录后水平、翻译水平

及翻译后水平等）由大量基因参与的复杂分子过程。

此外，１３１条ＥＳＴｓ未检索到同源序列，这表明雏鸭

肝炎可能还涉及一些目前尚未认识的过程，还需要

对这些未知功能基因进行进一步研究。更值得关注

的是，１６８条已知ＥＳＴｓ中，出现部分基因参与了与

疾病相关的代谢、调节等生理过程。如上调基因

犛犘犈犖 是调节许多信号传导途径的关键转录因子，

一些ＳＰＥＮ家族蛋白可能应答许多级联调节同源

核蛋白的功能，以此来控制细胞周期，神经细胞的命

运以及轴突的导向性［１１１３］。又如犎犛犘９０基因调控

细胞内细胞增殖、分化、存活以及凋亡等生命过程，

在许多肿瘤细胞中呈过度表达，已成为肿瘤治疗、细

胞免疫 、信号转导以及应激调节等领域的新热

点［１４１６］。下调基因如犜犔犚６和犜犔犚７均为犜犔犚ｓ

家族中的重要成员，能指导合成一种细胞表面信号

传导跨膜受体，在识别细菌等病原微生物及介导的

炎症反应信号通路中有重要作用，其表达异常与自

身免疫性疾病关系密切［１７］。又如犃犔犅基因，有６０

个阳性克隆来自该基因，说明该基因可能在雏鸭肝

炎致病过程中起作用，且有研究表明，在ＤＨＶ感染

后肝细胞中犃犔犅基因的表达量下降会引起肝脏中

白蛋白水平的显著降低［１８２０］。本试验与王红［２１］用

抑制性消减杂交方法筛选雏鸭肝炎病毒感染后差异

基因的表达状况有较大差异，可能是由于其选择的

克隆数过少，仅筛选出１０个差异表达基因，且其选

择的材料是肝脏、脾 脏、肾脏、脑４种组织样的混合

物。而本研究选用全同胞同性别的金定鸭肝脏组织

为试验材料，能最大限度地扣除遗传背景的差异性，

其结果更具说服力。

４　结　论

本研究利用ＳＳＨ 技术共筛选出２９９条ＥＳＴｓ

（上调２２２条，下调７７条），基因７０个，其中上调５２

个，下调１８个，它们与信号传导、代谢调节、细胞生

长增殖等生命过程相关。未知ＥＳＴｓ１３１条可能对

应于一些新基因或者未知基因，说明该消减ｃＤＮＡ

文库是一个高质量的文库，研究结果为研究新基因

的功能，发现雏鸭肝炎信号通路，探索雏鸭肝炎分子

机理等奠定了分子基础。
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