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摘　要：本研究旨在了解雏鸭肝炎病毒感染后鸭犆犇８α基因及其通路相关基因表达变化。通过对３日龄无母源抗

体的金定鸭雏鸭感染雏鸭肝炎病毒（ＤＨＶ），构建雏鸭肝炎感染实验动物模型，对雏鸭肝炎病毒发病组、未发病组和

对照组的胸腺、肝脏、脾脏、肺、肾脏、大脑、小脑等组织犆犇８α基因及其信号通路上 ＭＨＣⅠ、ＭＨＣⅡ、ＴＮＦα等基

因进行ＲＴｑＰＣＲ检测。结果表明：在攻毒组（发病组和未发病组）扩增出ＤＨＶ３Ｄ基因的保守区域特异性条带，表

明成功构建了雏鸭肝炎感染模型犆犇８α基因，ＲＴｑＰＣＲ结果显示，犆犇８α、ＭＨＣⅠ和 ＭＨＣⅡ基因在发病组各组织

表现为不同程度的下调，在未发病组表现为不同程度的上调；而ＴＮＦα在发病组和非发病组的肝、脾、肺和肾等组

织中表现为不同程度的上调。研究揭示了雏鸭肝炎病毒感染后犆犇８α基因及其通路相关基因表达变化，其结果有

助于更好地了解ｄｕ犆犇８α基因在细胞免疫中表达调控作用。
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ｏｆｔｈｅｄｕｃｋ犆犇８αｇｅｎｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｏｌｅｉｎｃｅｌｌｕｌａｒｉｍｍｕｎｉｔｙ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｄｕｃｋ；犆犇８αｇｅｎｅ；ＤＨＶ；ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　目前许多Ｔ细胞标记已经在禽类中被大量识

别，包括ＣＤ３
［１］，ＣＤ４

［２３］，ＴＣＲα、β、γ、δ链
［４］等，然

而禽类ＣＤ８功能知之甚少。ＣＤ８基因位点是由２

个不同的、紧密相连的基因组成（犆犇８α和犆犇８β），

而许多ＣＤ８分子的功能主要体现在α链
［５］，犆犇８β

主要是协助犆犇８α发挥生物学功能
［６］。

犆犇８α主要在胸腺细胞和外周Ｔ淋巴细胞中表

达，主要参与胸腺分化以及 Ｔ细胞活化的信号传

导［７８］。也有试验证明犆犇８α基因的表达与特定病

毒细胞介导的细胞毒性作用密切相关［９］。研究已经

证实，犆犇８α基因信号通路包含多个免疫相关基

因［１０］，而在病毒感染后，犆犇８α基因及其通路相关基

因是如何表达变化的，目前尚未见有报道。本研究

通过构建雏鸭肝炎病毒诱导动物模型，比较各组织

犆犇８α基因及其通路相关基因表达变化情况，以便

更好地了解ｄｕ犆犇８α基因在细胞免疫中表达调控作

用。

１　材料与方法

１．１　实验模型构建

本研究选用同批金定雏鸭３０只（无母源抗体），

由国家级水禽种质资源基因库（泰州）提供，３日龄

时选取体重相当，精神状态好的雏鸭２０只，随机分

为２组，即试验组和对照组各１０只。试验组通过腿

肌注射４００μＬⅠ型肝炎病毒，对照组注射等量生理

盐水。隔离饲养，观察攻毒组发病情况，出现典型症

状后，立即采集组织样（发病组），于液氮中速冻，

－７０℃冻存。待７２ｈ后，采集攻毒组未出现病症

反应的雏鸭组织（未发病组）；同时采集对照组雏鸭

组织（对照组），－７０℃冻存。Ⅰ型鸭肝炎病毒由扬

州大学兽医学院彭大新教授馈赠。

１．２　引物设计与合成

根据ＧｅｎＢａｎｋ数据库中犆犇８α、ＭＨＣⅠ、ＭＨＣ

Ⅱ、ＴＮＦα和内参基因（犌犃犘犇犎）ｍＲＮＡ序列，利

用Ｐｒｉｍｅｒ５．０和 Ｏｌｉｇｏ６．０设计 ＲＴｑＰＣＲ引物。

引物合成由上海生工生物工程有限公司完成，相关

引物信息见表１。

表１　犚犜狇犘犆犚相关引物

犜犪犫犾犲１　犛犲狇狌犲狀犮犲狅犳狋犺犲狅犾犻犵狅狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狆狉犻犿犲狉狊狅犳犚犜狇犘犆犚

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ

登录号

ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎ

产物位置

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

引物序列（５′→３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′→３′）

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

犆犇８αＦ

犆犇８αＲ
ＡＦ３７８３７３ ３８８—５６１

ＧＡＡＧＴＣＣＴＴＣＡＡＧＧＣＡＧＡＧ

ＡＧＡＣＧＴＣＣＣＴＣＴＴＧＧＴＧＡＣ
６０

ＭＨＣⅠＦ

ＭＨＣⅠＲ
ＡＹ２９４４１８ ９０４—１０２０

ＧＧＡＧＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＡＣＣＴＧＡ

ＴＴＣＣＣＴＴＴＣＴＴＣＣＣＣＴＧＣＴＴ
６０

ＭＨＣⅡＦ

ＭＨＣⅡＲ
ＡＦ３９０５８９ １００—２９１

ＧＴＧＧＣＡＣＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＧＧＧＡ

ＣＧＴＧＴＣＡＧＣＣＡＣＡＡＡＡＴＧ
６０

ＴＮＦαＦ

ＴＮＦαＲ
ＡＹ７６５３９７ ２６９—３９０

ＣＡＧＡＴＧＧＧＡＡＧＧＧＡＡＴＧＡＡＣＣ

ＡＡＣＴＧＧＧＣＧＧＴＣＡＴＡＧＡＡＣＡ
６０

ＧＡＰＤＨＦ

ＧＡＰＤＨＲ
ＡＹ４３６５９５ ２４１—４２７

ＴＧＣＴＡＡＧＣＧＴＧＴＣＡＴＣＡＴＣＴ

ＡＧＴＧＧＴＣＡＴＡＡＧＡＣＣＣＴＣＣＡ
６０

１．３　总犚犖犃抽提与犮犇犖犃合成

采用ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ提取试验组和对照组鸭胸

腺、肝脏、脾脏、肺、肾脏等组织总ＲＮＡ，取５μｇ总

ＲＮＡ，根据反转录试剂盒说明以 ＯｌｉｇｏｄＴ为引物

合成ｃＤＮＡ第一链。

１．４　实验动物模型的验证

根据ＧｅｎＢａｎｋ中多株ＤＨＶⅠ的基因组序列，

在３Ｄ基因保守区设计１对引物，Ｆ：５′ＡＣＡＡＴ

ＧＡＣＣＣＡＧＣＣＴＴＡＧ３′，Ｒ：５′ＣＣＡＣＴＧＴＡＴＣＴ

ＴＣＣＣＴＴＣ３′。ＰＣＲ扩增采用２０μＬ反应体系，其

３０１
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中犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶０．５μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５

μＬ，ｄＮＴＰｓ１μＬ，上、下游引物（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）各１

μＬ，ｃＤＮＡ模板２μＬ，其余用ＤＥＰＣ水补足２０μＬ。

ＰＣＲ扩增程序：９５℃５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５５．８℃退

火４５ｓ，７２℃４５ｓ，共３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物１０℃保存。

１．５　荧光定量犘犆犚

采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ试剂盒（ＴａＫａＲａ）进行荧

光定量ＰＣＲ，反应体系为：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇
ＴＭ

ＩＩ（２×）１０μＬ，犆犇８α、ＭＨＣⅠ、ＭＨＣⅡ、ＴＮＦαＦ／

Ｒ各０．８μＬ（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１），ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ

ＩＩ（５０×）０．４μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄＨ２Ｏ６

μＬ。以上步骤均在冰上进行，每个样品设３个重

复。实时荧光定量ＰＣＲ反应程序如图１。

图１　鸭犆犇８α基因及其通路相关基因犚犜狇犘犆犚扩增条件

犉犻犵．１　犚犜狇犘犆犚犮狅狀犱犻狋犻狅狀狅犳犱狌犮犽犆犇８α犪狀犱犻狋狊狊犻犵狀犪

犾犻狀犵狆犪狋犺狑犪狔狉犲犾犪狋犲犱犵犲狀犲狊

１．６　数据处理与统计分析

ＲＴｑＰＣＲ数据采用ＡＢＩ７５００荧光定量ＰＣＲ仪

相应的软件进行处理，Ｅｘｃｅｌ整理数据。以犌犃犘犇犎

表达量为内参，采用比较循环阈值法（２△△Ｃｔ）
［１１］分析

试验组不同组织中犆犇８α、ＭＨＣⅠ、ＭＨＣⅡ、ＴＮＦα的

相对表达量。具体计算方法：以对照组各基因表达

量设为１，分别将试验组（ｔｅｓｔ）与对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ）作

比较，得倍数Ｎ（Ｎ＝２△△Ｃｔ），其中△Ｃｔ＝ Ｃｔｔｅｓｔ－

ＣｔＧＡＰＤＨ，△△Ｃｔ＝△Ｃｔｔｅｓｔ－△Ｃｔｃｏｎｔｒｏｌ（Ｃｔ表示循环

次数）。荧光定量试验数据分析采用ＳＰＳＳ１６．０单

因素方差分析法进行差异显著性检验，犘＜０．０５为

差异显著（），犘＜０．０１为差异极显著（）。

２　结　果

２．１　实验动物模型构建

通过临床观察发现，试验期内对照组饮食饮水

正常，精神状况良好，解剖后各器官未见异常。试验

组攻毒后１２～４８ｈ内，绝大部分雏鸭精神状态不

佳，运动量减少，摇头、点头、背脖，接着出现全身痉

挛性抽搐、两腿伸直、角弓反张状态，３６ｈ后陆续出

现死亡；另有少部分精神状况良好。解剖后发现，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

大且外观呈花斑样；胆囊胀大。同时利用ＲＴＰＣＲ

法，在试验组中扩增出ＤＨＶ３Ｄ基因的保守区域

（约４４０ｂｐ，与目的片段相符），结果见图２，说明成

功地构建了雏鸭肝炎感染实验动物模型。

Ａ．对照组；Ｂ．攻毒发病组；Ｃ．攻毒未发病组

Ａ．Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ．Ｍｏｒｂｉｄｇｒｏｕｐ；Ｃ．Ｎｏｎｍｏｒｂｉｄｇｒｏｕｐ
图２　雏鸭肝炎感染实验动物模型构建与验证

犉犻犵．２　犇犎犞犿狅犱犲犾犲狊狋犪犫犾犻狊犺犿犲狀狋犪狀犱狏犲狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀犻狀犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺犇犎犞

２．２　雏鸭肝炎病毒对犆犇８α基因及其信号通路中

部分基因表达影响

　　分别采用ＲＴｑＰＣＲ对雏鸭肝炎病毒发病组、

未发病组和对照组的胸腺、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、

大脑和小脑犆犇８α基因及其信号通路上 ＭＨＣⅠ、

ＭＨＣⅡ和 ＴＮＦα等基因表达情况进行检测。由

犆犇８α、ＭＨＣⅠ、ＭＨＣⅡ、ＴＮＦα和犌犃犘犇犎 基因的

相对标准曲线，发现它们的扩增效率均在９５％～

１１５％之间，ＣＴ值可不作矫正，直接采用２ΔΔＣｔ法计

算犆犇８α等基因在各组织表达情况，结果见图３～

６。
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图３　雏鸭肝炎病毒感染后犆犇８α基因在各组织的表达情况

犉犻犵．３　犆犇８α犵犲狀犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犱狌犮犽犾犻狀犵狋犻狊狊狌犲狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犇犎犞

图４　雏鸭肝炎病毒感染后 犕犎犆Ⅰ基因在各组织的表达情况

犉犻犵．４　犕犎犆Ⅰ犵犲狀犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犱狌犮犽犾犻狀犵狋犻狊狊狌犲狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犇犎犞

图５　雏鸭肝炎病毒感染后 犕犎犆Ⅱ基因在各组织的表达情况

犉犻犵．５　犕犎犆Ⅱ犵犲狀犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犱狌犮犽犾犻狀犵狋犻狊狊狌犲狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犇犎犞

图６　雏鸭肝炎病毒感染后犜犖犉α基因在各组织的表达情况

犉犻犵．６　犜犖犉α犵犲狀犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犱狌犮犽犾犻狀犵狋犻狊狊狌犲狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犇犎犞
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　　由图３～６可以看出，犆犇８α基因、ＭＨＣⅠ基因

和 ＭＨＣⅡ基因在发病组表现为不同程度的下调，

在未发病组表现为不同程度的上调；而ＴＮＦα在发

病组和非发病组的肝、脾和肾均显著上调，在发病组

的肺组织中也出现了显著上调。

３　讨　论

一般而言，动物在没有接触病原的情况下，机体

的免疫功能和抗病力往往是不表现出来的，所以需

要一个免疫刺激物来触发机体发生免疫反应［１２］。

本研究通过对３日龄无母源抗体的金定雏鸭进行雏

鸭肝炎病毒感染，感染后部分鸭出现了典型的雏鸭

肝炎症状，并采用了ＲＴＰＣＲ法，对ＤＨＶ３Ｄ基因

的保守区域进行了扩增，结果在攻毒组（发病组和未

发病组）扩增出特异性条带，而在对照组无特异性条

带，同时还检测了感染后血液生化指标，发现谷丙转

氨酶含量较对照组极显著升高（结果另文发表）［１３］。

说明成功地构建了雏鸭肝炎感染实验动物模型，可

用于后续的表达研究。

本研究结果发现，犆犇８α基因及其信号通路上

ＭＨＣⅠ、ＭＨＣⅡ、ＴＮＦα等基因表达在雏鸭肝炎

病毒感染发病组、感染未发病组和对照组的胸腺、肝

脏、脾脏、肺、肾脏、大脑、小脑等不同组织间表现为

相同趋势。犆犇８α作为Ｔ淋巴细胞表面的重要标志

物，在抗病毒感染和细胞免疫体系中起着非常重要

的作用［１４］。ＭＨＣⅠ作为ＣＤ８的受体，在接受到病

毒抗原后，首先将病毒抗原递呈给ＣＤ８＋细胞，然后

形成ＣＤ８ＭＨＣⅠ抗原肽的复合体，共同作用于靶

细胞，最终致靶细胞凋亡［１５］。本研究中犆犇８α和

ＭＨＣⅠ在发病组中表达下调，未发病组表达上调，

这也充分说明了高表达的犆犇８α和ＭＨＣⅠ，有利于

形成更多的ＣＤ８ＭＨＣⅠ抗原肽的复合体，最终导

致病毒靶细胞的凋亡，从而表现为未发病。Ｐ．Ｓｏｎ

ａｌ等
［１６］通过诺达病毒感染比目鱼后也发现感染组

脾脏犆犇８α基因表达量极显著下调（犘＜０．０５）。

ＭＨＣⅡ作为ＣＤ４的受体
［１７］，也表现为相同趋势。

ＴＮＦα在攻毒组的肝、脾、肺和肾均发现不同程度的

上调，ＴＮＦα作为体内重要的细胞因子，具有多种

生物学功能［１８］。研究已发现，肝炎病毒感染可直接

刺激机体免疫活性细胞分泌大量ＴＮＦα
［１９］。ＴＮＦα

是急性肝坏死的重要因素，其含量的变化与肝损伤

有关［２０］。Ｍ．Ｎａｇａｋｉ等研究了ＴＮＦα对体外肝细

胞的毒性作用，证实ＴＮＦα与肝损伤的关系
［２１］。本

研究在构建雏鸭肝炎感染实验模型时，也发现了发

病组和未发病组肝脏、肾脏和脾脏等组织均有一定

病变，这可能正是引起发病组和未发病组ＴＮＦα基

因在这些组织均升高的原因。研究还发现 ＴＮＦα

的水平高低与病情的轻重一致，ＴＮＦα产生越多，可

加重原来病毒感染细胞，从而促使病情的加重［２２］，

本研究也的确发现了发病组的 ＴＮＦα在肝、脾、肺

和肾中表达量均高于未发病组。因此有必要进一步

探讨雏鸭肝炎病毒感染后，免疫相关基因表达与组

织损伤的关系。至于ＴＮＦαｍＲＮＡ在发病组肾中

表现为高丰度表达，究其具体原因还需要进一步验

证。
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