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摘
!

要!为研究鸡
[571

"

AF[571

#及其信号通路因子在传染性法氏囊病病毒"

K:5_

#感染雏鸡体内的表达情况!

将
)&

只
%)

日龄
82̂

雏鸡随机分为感染组和对照组!感染组雏鸡经点眼'滴鼻方式给予
K:5_

液!对照组雏鸡于相

同日龄'相同途径给予相同剂量
2:8

!于感染后第
%

'

)

'

9

及
0%

天采取雏鸡外周血液并分离淋巴细胞!采用实时荧光

定量
2UJ

方法检测雏鸡外周血液淋巴细胞
AF[571

信号通路因子
=J67

转录及
K:5_

载量的动态变化&结果

表明!

K:5_

感染雏鸡后第
)

天病毒载量较感染后第
%

天明显升高!之后逐渐下降(雏鸡淋巴细胞
AF[571

及其信

号通路因子表达量在感染后第
)

天均有明显的上升"

;

#

&'&%

或
;

#

&'&1

#!感染后第
9

0

0%

天又出现下调&

K:5_

能够激活雏鸡体内
AF[571

信号通路!并且
K:5_

复制与
AF[571

信号通路因子的表达有着密切关系&
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K:5_

感染雏鸡外周血液淋巴细胞
AF[571

信号通路因子表达的动态变化

!!

机体的天然免疫系统在抵抗病毒感染方面发挥

着重要作用&病毒感染宿主细胞后!宿主细胞可以

通过模式识别受体"

T

>NN@M-M@A#

I

-$N$#-M@A@

T

N#M,

!

2JJ

#识别病原相关分子模式"

T

>NF#

I

@->,,#A$>N@"

=#3@A?3@

T

>NN@M-,

!

27[2

#!从而区别病原生物与机

体自身*

%

+

&

JKD!K

样受体 "

JKD!K3$4@M@A@

T

N#M,

!

JYJ,

#是一类新发现的能够特异性识别细胞质中病

毒
",J67

的模式识别受体&

JYJ,

家族成员主要

包括三个$视黄酸诱导基因
!K

"

M@N$-#$A>A$>!$-"?A@"

I

@-@K

!

JKD!K

#'黑色素瘤分化相关基因
1

"

=@3>-#!

=>"$QQ@M@-N$>N$#->,,#A$>N@"

I

@-@1

!

[571

#和

YD20

"

3>P#M>N#M

R

#Q

I

@-@N$A,>-"

T

F

R

,$#3#

IR

0

#!能

够识别细胞质中的病毒
J67

!诱导干扰素和促炎

症细胞因子的产生!在抗病毒天然免疫的建立方面

起着至关重要的作用&其中!

[571

在体内的表达

十分广泛!主要依赖位于线粒体外膜的衔接蛋白分

子即
K̂ 6!

#

启动子激活因子
%

"

K̂ 6!

#

!

T

M#=#N@M

,N$=?3>N#M%

!

K28!%

#启动特异性的信号通路!介导

抗病毒效应&

[571

激活的信号转导途径对机体

启动抗病毒天然免疫发挥着重要作用*

0

+

&鸭拥有完

整的
JKD!K

受体!在
7

型流感病毒感染的时候被激

活从而上调
K̂ 6!

#

表达!相比之下!鸡缺乏这种

J67

解旋酶&鸡的胚胎成纤维细胞系
5̂!%

细胞

对
JKD!K

配体无免疫反应!但将鸭
JKD!K

基因转染

到
5̂!%

细胞后则可以检测这种
J67

解旋酶!并诱

导
K̂ 6!

#

启动子表达&也就是说!鸡细胞内可能缺

乏
JKD!K

受体*

*

+

&那么!鸡细胞内是否存在
[571

受体呢, 研究发现!在
JKD!K

缺乏的鸡细胞内"包括

5̂!%

成纤维细胞和
Z5!%%

巨噬细胞样细胞#!

[571

活化介导
K̂ 6!

#

的合成分泌而发挥抗禽流

感病毒作用*

)!1

+

&

鸡传染性法氏囊病"

$-Q@AN$#-P?M,>3"$,@>,@

!

K:5

#是由双链
J67

病毒科禽双链
J67

病毒属法

氏囊炎病毒"

$-Q@AN$#-P?M,>3"$,@>,@S$M?,

!

K:5_

#

引起的一种鸡的急性高度接触性免疫抑制传染

病*

.

+

&已证实!相对较长的
",J67

"

$

%4P

#可被

[571

选择性识别!而短的
",J67

"

#

%4P

#则依赖

于
JKD!K

的识别*

9

+

&

K:5_

基因序列全长
7

段为

*'0

"

*')4P

!

:

段为
0')4P

*

(

+

!那么!

[571

信号转

导通路是否参与
K:5_

感染过程,

U'U'Y@@

等最新

体外研究发现!

5̂!%

细胞内
[571

能够识别
K:!

5_

*

/

+

!但是!在复杂的鸡体内!

K:5_

感染是否激活

[571

信号转导通路!至今未见有报道&因此!本

项研究拟从能够特异性识别
",J67

病毒的模式识

别受体
[571

及其信号转导入手!以雏鸡为研究对

象!研究雏鸡感染
K:5_

后!其外周血液淋巴细胞

AF[571

信号转导通路中衔接蛋白分子"

AFK28!%

#'

转录因子"

AFKĴ *

#及其诱导产物"

AFK̂ 6!

#

#表达变

化!从雏鸡体内抗病毒模式识别及信号转导的角度

在分子水平阐明
K:5_

致雏鸡发病机制!为防制雏

鸡
K:5

提供新的科学思路&

#

!

材料与方法

#D#

!

病毒及实验动物

K:5_GKU9

株!

XUK5

1&

为
%&

1'1

/

&'%=Y

]%

!购

自中国兽医药品监察所&

82̂

雏鸡
)&

只!购自中国农业科学院哈尔滨兽

医研究所
82̂

实验动物中心&

#D!

!

主要试剂和仪器

8̀ :JDM@@-J@>3N$=@2UJ [>,N@M[$W

购自

X\̀ \:\

公司(

XM$O#3J@>

I

@-N

购自
K-S$NM#

I

@-

公

司(

[![Y_

反转录酶'

J67

酶抑制剂均购自大连

宝生物工程有限公司(鸡淋巴细胞分离液购自天津

灏洋生物制品科技有限责任公司(

7:K91&&

荧光定

量
2UJ

仪!

Y$Q@X@AF-#3#

I

$@,

产品&

#DI

!

实验动物分组及处理

将
)&

只
82̂

雏鸡随机分为感染组和对照组!

每组
0&

只&其中!感染组雏鸡于
%)

日龄经点眼'滴

鼻方式给予
K:5_

液!每只
&'.=Y

!对照组雏鸡于

相同日龄'相同途径给予相同剂量
2:8

&两组雏鸡

分别严格隔离饲养&在感染
K:5_

后第
%

'

)

'

9

'

0%

天!每组随机抽取
1

只雏鸡!心脏采血!经抗凝处理

后按照淋巴细胞分层液说明书分离淋巴细胞&

#D%

!

雏鸡外周血淋巴细胞总
:J<

的提取与反转录

参照
XM$O#3

试剂盒说明书进行雏鸡外周血淋

巴细胞总
J67

的提取&之后参照反转录试剂盒说

明书!将提取的总
J67

反转录成
A567

!置于
]0&

n

备用&

#D$

!

引物的设计与合成

根据
D@-:>-4

上公布的
AF[571

受体及其信

号通路因子序列!在基因保守区内设计特异性的引

物!用于实时荧光定量
2UJ

反应检测
AF[571

受

体及其信号通路因子
=J67

的转录情况&同时!根

据
D@-:>-4

上公布的
",

$

C$"#()

基因序列设计特异

性引物!作为参考基因!引物由博仕生物有限公司合

成&引物序列见表
%

&

%*(
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表
#

!

59/C<$

受体及其信号通路因子和参考基因目的片段扩增用引物

P4=)8#

!

P98

G

,0.8,2;28A1-4.

G

)0F

?

198

7

868F,4

7

.861-F59/C<$46A01220

7

64)06

7G

419@4

?

F451-,2

基因
6>=@#Q

T

M$=@M,

引物序列"

1k!*k

#

8@

B

?@-A@,

"

1k!*k

# 大小%
P

T

M̂>

I

=@-N,,$O@,

",3A!1

DD77DDUUX7D7U7XU777D7DXD

U7XUXXU7UDXXU77U7DUXUUXD

%*1

",N;-C%

XDU7DDD7DDUU7X7U7UU7DXD

XUU7UUXUUU77DDXD7UUUDXD

%0)

",NBR*

UXUXUXD7UXUXXXU77UUXUXXUD

XDUXDUUXDUXUUXDXDD

0.&

",NR5!

#

DUUU7U7U7UXUU7777U7UXD

XXD7XDUXD7DDXD7DUDXXD

%1%

",

$

C$"#()

7XXDUXDUDUXUDXXDXX

UXXXXDUXUXDDDUXXU7

%9*

#D&

!

雏鸡外周血液淋巴细胞
59/C<$

及其信号通

路因子$

59X(EH#

&

59X:+I

&

59X+JH

"

%

.:J<

的检测

实时荧光定量反应采用
7:K2M$,=91&&

实时

荧光定量
2UJ

仪进行检测!

2UJ

反应程序$

/1n

预

变性
%=$-

!

/1n

变性
%1,

!

.&n

退火
)&,

!共
)&

个

循环!退火延伸时检测荧光信号&

2UJ

反应体系$

[$W%&

'

Y

'

2UJ #̂ML>M"2M$=@M

"

%&

'

=#3

/

Y

]%

#

&'.

'

Y

'

2UJJ@S@M,@2M$=@M

"

%&

'

=#3

/

Y

]%

#

&'.

'

Y

'

A5670

'

Y

'

J\V&'&)

'

Y

'

Z

0

\

补全
0&

'

Y

&

对
2UJ

结果采用
0

]

))

.#法进行分析!试验中由
2UJ

仪设定统一的荧光阈值!

2UJ

扩增信号达到阈值

后!仪器将计算出此反应所需的循环数为
.#

值&以

",

$

C$"#()

为参考基因!各试验处理组中相对于对照

组的
))

.#

值根据以下公式计算$

))

.#

值
s

感染组

"目的基因
.#

值
]

参考基因
.#

值#

]

对照组"目的

基因
.#

值
]

参考基因
.#

值#&利用公式计算出

=J67

相对转录量为
0

]

))

.#

&

#DO

!

雏鸡外周血液淋巴细胞
XBCZ

载量的检测

%'9'%

!

K:5_!_20

实时荧光定量
2UJ

标准曲线的

绘制
!!

将重组质粒
X!K:5_!_20

"本实验室制备

并保存#进行
%&

倍倍比稀释$

%&

]%

'

%&

]0

'

%&

]*

'

%&

])

'

%&

]1

'

%&

].

'

%&

]9

!作为标准品模板!使用前测

定原始质粒浓度并换算成质粒的拷贝数&用
K:5_

实时荧光定量
2UJ

引物"上游引物为
U777UUX!

DU77D7XU777UU

!下游引物为
77DUU7DD!

D77777D7U77

!预期扩增片段长度为
%()P

T

#

进行荧光定量
2UJ

扩增!并绘制标准曲线&

2UJ

程序及体系同
%'.

&以不同浓度标准品的对数值为

横坐标!以
2UJ

反应中荧光信号达到阈值所用的

.#

值为纵坐标绘制
X!K:5_!_20

标准曲线&

%'9'0

!

K:5_

载量动态变化检测
!!

以
%'1

制备

的雏鸡外周血液淋巴细胞
A567

为模板!以
K:5_

实时荧光定量
2UJ

扩增引物进行实时荧光定量

2UJ

反应!反应条件与反应体系同
%'.

&反应结束

后!记录各试验样品的
.#

值!将其代入
X!K:5_!

_20

标准质粒绘制的标准曲线建立的回归方程!可

以得出相应试验组病毒的拷贝数&

#D'

!

数据统计与分析

采用
DM>

T

F2>"2M$,=

软件进行数据处理!经方

差法分析组间差异性&

!

!

结
!

果

!D#

!

雏鸡外周血液淋巴细胞
XBCZ

载量的动态变化

以不同浓度标准品的对数值为横坐标!以
2UJ

反应中荧光信号达到阈值所用的
.#

值为纵坐标绘

制
X!K:5_!_20

标准曲线!标准品的对数值与
.#

值之 间 成 线 性 关 系!反 应 的 相 关 系 数
B

0

s

&'///0(.

!

X!K:5_!_20

质粒扩增效率为
/&'%i

!

获得回归方程$

Os]*'1(1/.9Vh*&'*&

&将各感

染组测得的
.#

值代入方程!可以得出相应感染组病

毒拷贝数!根据各拷贝数!绘制病毒含量的动态变化

图!如图
%

所示!雏鸡感染
K:5_

后第
)

天!其外周

血液淋巴细胞
K:5_

载量与感染后第
%

天相比迅速

升高并且达到峰值!之后逐渐下降!感染后第
0%

天

K:5_

载量与感染后第
%

天基本持平&

!D!

!

雏鸡外周血液淋巴细胞
/G%5H$

&

/G(8)H#

&

/G(,1I

&

/G(1<$

!

.:J<

表达的动态变化

雏鸡感染
K:5_

后!其外周血液淋巴细胞
",3C

0*(
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K:5_

感染雏鸡外周血液淋巴细胞
AF[571

信号通路因子表达的动态变化

图
#

!

雏鸡外周血液淋巴细胞
XBCZ

载量动态变化

+0

7

D#

!

C

?

64.0525946

7

82-F198M0,4))-4A065905*

G

8,0

G

9H

8,4)=)--A)

?

.

G

9-5

?
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571=J67

的表达量在感染后第
%

天略低于对照

组!但到感染后第
)

天!

",3A!1=J67

表达量极

显著升高且达到峰值"

;

#

&'&%

#!之后显著降低!在

感染后第
9

天其表达明显低于对照雏鸡"

;

#

&'

&1

#!但在感染后第
0%

天
",3A!1=J67

表达量

又升高"

;

#

&'&1

#!如图
0

&

""

表示感染组细胞
=J67

相对表达量与相应时间点对照

细胞比较差异极显著"

;

#

&'&%

#(

"

表示感染组细胞
=J67

相对表达量与相应时间点对照细胞比较差异显著"

;

#

&j&1

#!无标记表示差异不显著"

;

$

&'&1

#&以下各图同

XF@3@NN@M

-

""

.

,F#L,NF@M@3>N$S@@W

T

M@,,$#-#Q=J67

,$

I

-$Q$A>-N3

R

"$QQ@M@-N>N&'&%3@S@3A#=

T

>M@"L$NFA#-NM#3

I

M#?

T

!

NF@3@NN@M

-

"

.

,F#L,NF@M@3>N$S@@W

T

M@,,$#-#Q

=J67,$

I

-$Q$A>-N3

R

"$QQ@M@-N>N&'&13@S@3A#=

T

>M@"L$NF

A#-NM#3

I

M#?

T

>-""$QQ@M

B

?$@N3

R

"

L$NF ?-3>P@3@"

!

;

$

&j&1

#

'XF@Q#33#L$-

I

$,,>=@>,F@M@

图
!

!

雏鸡外周血液淋巴细胞
/G%5H$.:J<

转录表达

的动态变化

+0

7

D!

!

C

?

64.055946

7

82-F198/G%5H$.:J<065905*

G

8,0

G

98,4)=)--A)

?

.

G

9-5

?

182

雏鸡感染
K:5_

后第
%

天!其外周血液淋巴细

胞
",N;-!%=J67

表达量明显低于对照细胞"

;

#

&'&1

#!之后表达量呈上升趋势!至感染后第
)

天达

到峰值"

;

#

&'&%

#!在第
9

天表达量明显下调并且

低于对照组"

;

#

&'&1

#!但在感染后第
0%

天!

",N;-!%=J67

表达量又出现小幅上升 "

;

#

&j&1

#!如图
*

&

图
I

!

雏鸡外周血液淋巴细胞
/G(8)H#.:J<

表达的动

态变化

+0

7

DI

!

C

?

64.055946

7

82-F198/G(8)H#.:J<065905*

G

8,0

G

98,4)=)--A)

?

.

G

9-5

?

182

雏鸡感染
K:5_

后第
%

天!其外周血液淋巴细

胞
",NBR*

表达量明显下调"

;

#

&'&%

#!但在感染后

第
)

天又出现明显的上升趋势并且表达量达到峰值

"

;

#

&'&%

#!之后下调!但在感染后第
0%

天表达量

再一次升高!并且与感染后第
)

天
",NBR*

表达量

持平"

;

#

&'&%

#!如图
)

&

图
%

!

雏鸡外周血液淋巴细胞
/G(,1I.:J<

表达的动

态变化

+0

7

D%

!

C

?

64.055946

7

82-F198/G(,1I.:J<065905*

G

8,0

G

98,4)=)--A)

?

.

G

9-5

?

182

雏鸡感染
K:5_

后第
%

天!其外周血液淋巴细

胞
",NR5!

#

=J67

表达量与对照组相比小幅升高

"

;

#

&'&1

#!至感染后第
)

天达到峰值"

;

#

&'&%

#!

在感染后第
9

天又显著下调出现负值"

;

#

&'&1

#!

在第
0%

天其表达量又升高且明显高于对照组"

;

#

&'&%

#!如图
1

&

**(



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
).

卷
!

图
$

!

雏鸡外周血液淋巴细胞
/G(1<H

"
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态变化
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I

!

讨
!

论

K:5_

被动物机体固有免疫受体识别后!激活

机体抗病毒免疫!主要是
(

型干扰素及炎性细胞因

子的活化&当
",J67

病毒感染机体后!

[571

识

别病毒核酸!并通过蛋白
!

蛋白接触的方式与其下游

衔接蛋白分子
K28!%

结合!进而活化
K

8

:

及
K

8

:

激

酶!这两类激酶活化转录因子
6̂ !

8

:

及
K̂ J

"

K̂ 6

M@

I

?3>N#M

R

Q>AN#M

#并形成转录复合体!结合到
K̂ 6!

#

的启动子区域!促进
K̂ 6!

#

基因转录*

%&

+

&

本试验从
=J67

水平检测雏鸡感染
K:5_

后!

其外周血液淋巴细胞
AF[571

及其信号转导通路

中衔接蛋白分子"

AFK28!%

#'转录因子"

AFKĴ *

#及诱

导产物"

AFK̂ 6!

#

#转录的动态变化&结果发现!雏鸡

感染
K:5_

后!其外周血液淋巴细胞
",3A!1

和

",NR5!

#

转录量呈现先小幅下降然后显著上升!之

后两者的表达量在感染后第
9

天又出现迅速下调&

同时!本研究还发现!

",3A!1=J67

转录量的变

化趋势与
K:5_

载量变化趋势相同!即
K:5_

病毒

粒子拷贝数增加的同时
",3A!1

的转录量也相应

增加!待
",3A!1

转录量有所下降时!

K:5_

的复制

也受到抑制!表明
K:5_

在雏鸡外周血液淋巴细胞

内的复制'增殖与
AF[571

的表达存在着一定的关

系&研究发现!

[571

的过量表达可增强
K̂ 6!

#

启

动子活性*

%%

+

!而流行性腮腺炎病毒和仙台病毒等副

黏病毒的
9

蛋白可通过其高度保守的
U

末端与

[571

结合!抑制
[571

介导的
K̂ 6!

#

启动子的转

录活化!进而对整个信号通路产生抑制作用*

%0

+

&我

们怀疑
K:5_

某部分结构蛋白也有此作用&

AF[571

信号通路因子
AFK28!%

和
AFKĴ *

基

因转录量变化趋势与
",3A!1

相似!在感染
K:5_

后第
%

天两者转录量均低于对照组!其中
",NBR*

表达量显著低于对照组!感染后第
)

天
",N;-!%

和

",NBR*

转录量均达到峰值!之后迅速下降!在第
0%

天又出现小幅上调&原因在于
[571

通过
U7J5!

U7J5

相互作用募集位于线粒体的配体蛋白
K̂ 6!

#

启动子刺激子"

K28!%

#产生相应干扰素的同时与

>̂,

相关的死亡域蛋白 "

7̂55

#作用*

%*

+

!活化

KĴ *

!进而促进各种细胞因子表达&

K28!%

缺陷型

小鼠暴露于
J67

病毒!不能激活
KĴ *

*

%)

+

&因此!

我们了解到
K28!%

是
[571

信号途径中心配体蛋

白!

K28!%

与
[571

下游多个信号分子相互作用对

KĴ *

的激活和起始抗病毒反应起着核心作用&

近年来!对
[571

等非依赖型固有免疫受体的

关注度日益提高!本试验通过实时荧光定量
2UJ

的

方法检测
K:5_

感染雏鸡
[571

信号通路因子的

动态变化!发现
AF[571

及其信号通路因子在雏鸡

感染
K:5_

后的不同天数其基因转录量变化惊人的

相似!这与
[571

信号通路相符&然而!

K:5_

感

染鸡体第
%

天!

[571

信号通路中
KĴ *

表达量的

下降趋势比
K28!%

更低!究其原因需要更深入的研

究&了解
K:5_

感染对
[571

及其下游细胞因子

的影响可为鸡传染性法氏囊病的预防和治疗奠定基

础&

%

!

结
!

论

K:5_

能够激活雏鸡体内
AF[571

信号通路!

并且
K:5_

复制与
AF[571

信号通路因子的表达

密切相关&
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