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贵州大学动物疫病研究所!贵阳
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摘
!

要!为挖掘鸭肠炎病毒"

">:O<-L<K$L$,Q$K>,

!

U5Y

#感染鸭的差异表达免疫相关基因!本研究以
U5YA?

株经

腿部肌肉接种
2&"

鸭后!于接种后
..

&

/&

和
%%);

采集鸭脾组织样本!提取总
E@4

!通过高通量
E@4!,<

9

技术测

序!应用
AH

和
_5AA

数据库进行比对注释!并采用荧光定量
\JE

对部分差异表达基因进行验证!结果显示$

U5Y

接种
..;

时鸭脾的差异表达基因有
2%%

个!参与免疫相关生物学过程的为
1&

个!其中上调基因
).

个!下调基因
0)

个(

/&;

时差异表达基因有
)(2

个!参与免疫相关生物学过程的为
.)

个!其中上调基因
)/

个!下调基因
%2

个(

%%)

;

时差异表达基因有
2*%

个!参与免疫相关生物学过程的为
..

个!其中上调基因
*2

个!下调基因
*%

个'

AH

数据

库分析显示!差异表达免疫相关基因主要涉及细胞黏附&抗原加工和呈递&补体激活等免疫反应过程(

_5AA

数据

库分析显示!差异表达免疫相关基因主要富集在细胞黏附分子&

5Ĵ

受体互作&

\\4E

等信号通路(荧光定量
\JE

对
1

个差异表达基因进行检测显示!差异表达基因相对表达量与
E@4!3<

9

技术测序结果基本一致'这些结果为

进一步阐明
U5Y

感染机制和机体免疫应答机制奠定了基础'

关键词!

E4@!3<
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(鸭肠炎病毒(脾(差异表达(免疫相关基因
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P

K<,<-L,L>"

=

S7,L#,:K<<-L;<"$MM<K<-L$788

=

<g

P

K<,,<"$66>-<!K<87L<"

F

<-<,MK#6">:O,

P

8<<-N

=

U5Y$-M<:L$#-'U>:O,#M2&"7

=

,#8"S<K<,<8<:L<"L#$-#:>87L<S$L;

U5Y$-8<
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P
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6<-L,S<K<:#6

P

7K<"7-"-#L<"M#K,:K<<-$-

F

#ML;<"$MM<K<-L$788

=

<g

P

K<,,<"$6!

6>-<!K<87L<"

F

<-<,N

=

AH7-"_5AA"7L7N7,<$-@JBD'3#6<#ML;<"$MM<K<-L$788

=

<g

P

K<,,<"

F

<-<,S<K<,<8<:L<"L#Q<K$M

=

N

=

K<78!L$6<\JEL<:;-#8#

F=

'R;<K<,>8L,,;#S<"L;7LL;<K<S<K<

2%%#ML;<"$MM<K<-L$788

=

<g

P

K<,,<"

F

<-<,$-">:O,

P

8<<-7L..;7ML<KU5Y$-M<:L$#-
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!
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=
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F
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F
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F

<-<,'4L%%);7ML<KU5Y$-M<:L$#-

!

L;<K<S<K<2*%#ML;<"$MM<K<-L$788

=

<g

P

K<,,<"

F

<-<,

!

S;$:;..$-Q#8Q<"$-L;<N$#8#

F

$:78$66>-<

P

K#:<,,

!

$-:8>"$-

F

*2>

P

!K<

F

>87L<"

F

<-<,7-"*%

"#S-!K<

F

>87L<"

F

<-<,'R;<"$MM<K<-L$788

=

<g

P

K<,,<"$66>-<!K<87L<"

F

<-<,S<K<67$-8

=

$-Q#8Q<"$-:<88

7";<,$#-

!

7-L$

F
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P

K#:<,,$-

F

7-"

P

K<,<-L7L$#-7-":#6

P

8<6<-L7:L$Q7L$#-L;K#>

F

;AH"7L7N7,<7-78

=

,$,'

4-"L;<,<

F

<-<,S<K<67$-8

=

<-K$:;<"$-L;<,$

F

-78$-

FP

7L;S7

=

,7,:<887";<,$#-6#8<:>8<

!

5Ĵ K<:<

P

L#K

$-L<K7:L$#-7-"\\4E

!

<L:'R;<<g

P

K<,,<":#-L<-L,#ML;<,<8<:L<"1

F

<-<,N

=

L;<]X!\JE

!

S<K<N7,$!

:788

=

L;<,76<S$L;L;<,<

9

><-:$-

F

K<,>8L,N

=

E@4!3<

9

L<:;-#8#

F=

'R;<,<K<,>8L,

P

K#Q$"<"7L;<#K<L$:78

N7,$,M#KM>KL;<K>-"<K,L7-"$-

F

#ML;<6<:;7-$,6#MU5Y$-M<:L$#-7-"">:O$66>-<K<,

P

#-<'

A/

B

C36*0

$

E@4!3<

9

(
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(

,

P

8<<-

(

"$MM<K<-L$788

=

<g

P

K<,,$#-

(

$66>-<!K<87L<"

F

<-<,

!!

鸭肠炎病毒"

">:O<-L<K$L$,Q$K>,

!

U5Y

#又称鸭

瘟病毒"

">:O

P

87

F

><Q$K>,

!

U\Y

#!为疱疹病毒科
%

!

疱疹病毒亚科马立克病毒属成员!具有典型的疱疹

病毒结构!其基因组大小为
%2(&/%N

P

!为双股线性

U@4

*

%

+

'

U5Y

可引起鸭&鹅和其他雁形目禽类发

生一种急性&热性&败血性传染病!是目前危害水禽

养殖业健康发展的重要病原之一*

0

+

'

病毒致病过程实质上是病毒与宿主相互作用过

程!在此过程中宿主细胞基因表达谱特别是免疫应

答基因发生改变!这正是病毒复制与增殖&宿主抗感

染与康复的分子基础'目前!国内外学者对
U5Y

开展多方面深入研究!取得了诸多进展!但主要集中

在病毒的形态发生*

*

+

&基因结构*

)

+

&侵染过程*

2

+及分

子检测*

.

+等方面!很少涉及到宿主抗病毒感染应答

的差异表达基因'

研究基因差异表达的主要技术有差别杂交法&削

减杂交法&

U@4

微阵列分析法和高通量测序法等'

E@4!3<

9

作为第二代高通量测序方法!具有通量高&

成本低&操作简单&灵敏度高且适用于未知基因组序

列物种等优点!目前已被广泛应用于疾病发生发展机

制的研究及相关功能基因的筛选*

1

+

'脾为动物体内

最大的外周淋巴器官!是动物抵御病毒感染和产生免

疫应答的重要场所'因此!本研究以脾为研究对象!

采用
E@4!3<

9

技术筛选
U5Y

感染鸭与正常鸭的差

异表达免疫相关基因!以期为阐明
U5Y

致病机制&宿

主抗感染机制和抗病毒药物筛选提供重要信息'

#

!

材料与方法

#F#

!

主要实验材料

鸭肠炎病毒贵州株"

U5Y!A?

株#!由贵州省动

物疫病与兽医公共卫生重点实验室提供!

RJDU

2&

为

*'%.e%&

f/

0

&'%6C

f%

(

/"

雏鸭
*&

只!购自贵州

省三穗县三穗麻鸭保种场!经血清学和病原学检测

均为临床健康(

REDT#8E<

F

<-L

&

376

P

8<\K#L<:L#K

M#KE@4

%

U@4

&

\K$6<3:K$

P

L

R^

DD%,L,LK7-":U@4

3

=

-L;<,$,_$L

&

3ZBE

/

\K<6$g 5g R7

9

R^

DD

"

R8$

E@7,<I\8>,

#等!购自
R7_7E7

公司(其他试剂均

为分析纯'

#F!

!

动物感染与样本采集

取三穗麻鸭!随机分为
0

组!即试验组
0&

只和

对照组
%&

只!隔离饲养!两组饲养管理条件一致'

饲养至
2&"

时!试验组鸭腿部肌肉接种
U5Y!A?

株

病毒液!

&'%6C

0只f%

!于接种后
..

&

/&

和
%%);

时

捕杀!每次
2

只!采集脾组织!浸入
376

P

8<\K#L<:L#K

M#KE@4

%

U@4

!干冰保存(对照组鸭注射灭菌生理

盐水!

&'%6C

0只f%

!于注射后
..;

时捕杀!采集脾

组织!如上处理(两组脾组织送至上海烈冰生物医药

科技有限公司进行文库构建和测序'

#F(

!

测序文库构建与序列测序

提取脾组织总
E@4

!经
4

F

$8<-L00&&

质检合格

后!利用
D88>6$-7I$3<

9

0&&&

R^测序平台对送检的

脾组织样本进行文库构建和序列测序'

#F%

!

差异表达基因筛选与分析

运 用
]7,L!XJ

"

;LL

P

$%%

SSS'N$#$-M#K67L$:,'

N7NK7;76'7:'>O

%

P

K#

+

<:L,

%

M7,L

9

:

%#软件评估测序数

据质量后!采用
7̂

P

3

P

8$:<

软件将过滤后
J8<7-E<7",

比对到鸡基因组上!以
8#

F

0]J

$

%

或
#

f%

且
]UE

#

&'&2

为阈值筛选差异表达基因后!通过在线软件
U4!

YDU

中
AH

"

F

<-<#-L#8#

F=

#和
_5AA

"

_

=

#L#<-:

=

:8#!

P

<"$7#M

F

<-<,7-"

F

<-#6<,

#数据库对差异表达基因

(/0



!

0

期 吴良涛等$基于
E@4!3<

9

筛选鸭肠炎病毒感染鸭脾差异表达免疫相关基因

进行功能注释&富集分析和
\7L;S7

=

解释'

#FR

!

差异表达基因荧光定量
M?<

验证

随机选择上述
1

个差异表达的免疫相关基因!

根据
A<-B7-O

上该基因序列!利用
\K$6<K2'&

软件

引物设计"含内参基因#!见表
%

(然后提取感染鸭和

正常鸭脾组织总
E@4

样本!反转录为
:U@4

后进

行荧光定量
\JE

!反应体系为
3ZBE

P

K<6$g5g

R7

F"

"

R8$E@7,<I \8>,

#

2'&

,

C

&

\JE]#KS7K"

\K$6<K

"

%&

,

6#8

0

C

f%

#

&'2

,

C

&

\JE E<Q<K,<

\K$6<K

"

%&

,

6#8

0

C

f%

#

&'2

,

C

&

:@U4%'&

,

C

和

""I

0

H*'&

,

C

(扩增条件为
/2r

预变性
*&,

后!进

入
/2r

变性
2,

和
2%

&

2.r

退火
*&,

的
)&

个循

环(每个样本进行
*

次重复!采用
0

f

--

:#法计算相关

基因
6E@4

转录水平'

表
#

!

差异表达基因的荧光定量
M?<

引物序列

D,@4/#

!

M61=/603:8J/6/,4L81=/M?<:36*1::/6/-81,44

B

/E

N

6/00/*

>

/-/0

基因

A<-<

引物名称

\K$6<K

引物序列"

2c

(

*c

#

3<

9

><-:<

"

2c

(

*c

#

产物长度%
N

P

\K#">:L,$T<

登录号

4::<,,$#-->6N<K

退火温度%
r

4--<78$-

F

L<6

P

<K7L>K<

-OL=-0

3HEB30!]

3HEB30!E

JA4RAJJJJ4AARRRJJR44

RJRAARRAAJ4JJ4RARJRJ

%/* G^

2

&%*%&.2&%'% 2)

@:A-0

UJI30!]

UJI30!E

A4AARAARJRRRJJRJRAJJ

AAJJJRR4J4ARRJJ44JJ4

%)/ G^

2

&%*%&&/%2'% 2)

0O:%&%1/%2./

2./!]

2./!E

JRJ4RJAJJRJJAJJR4J

4RJJJRJJJJRRRARAAR

1( G^

2

&&2&%&.22'0 2.

K0L2

RCE2!]

RCE2!E

RA4RAJJ4RRRAA44J4A

4JR4JR4JJ4R44JA4AA4

%)% @^

2

&&%*%&(0)'% 20

>JL?K%

]5E^R%!]

]5E^R%!E

AAJRAAJR4A4RRJ4RJJJA

JJRJJARAJ4ARJ44JRRJR

%() G^

2

&%*&/./).'% 2%

:@*)

JU*)!]

JU*)!E

RA4AJRA4RAJJRARJRRAA

RRAJ4AARARRAA4JRJARR

%)% G^

2

&%*&/00)0'% 2%

:2L.%

JZE.%!]

JZE.%!E

AJ444A4RAJAJRAA4RA4A

JRJA4JRRRARAAJRJAA4R

%2. G^

2

&%*%&0%1('% 2%

"

;$"#()

'

!7:L$-!]

'

!7:L$-!E

AJRARJRJRAR4RAJJRJRA

RJRJ4AJRARAARAARA44A

0*2 4])%.)2)'% 2.

!

!

结
!

果

!F#

!

总
<Q)

测序质量评估

经
4

F

$8<-L00&&

质检表明!送检样本总
E@4

均满足测序要求'随机选取对照组和感染组"

..

&

/&

和
%%);

#总
E@4

样本进行转录组测序后!对原始

序列数据和总
E<7",

数进行质控过滤!统计高质量

序列&总
E<7",

数和序列
AJ

含量"表
0

#!结果表明

测序文库质量和测序结果可信度高'

!F!

!

2,

NN

1-

>

结果统计及基因组结果分析

采用
7̂

P

3

P

8$:<

软件对
E@4!3<

9

数据进行对

比发现!对照组与感染组"

..

&

/&

和
%%);

#的映射率

分别为
(2'*[

&

(*'0[

&

()'/[

和
(2'&[

!特异映射

率分别为
()'&[

&

(%'1[

&

(*'.[

和
(*'1[

"表
*

#(

经对测序数据进行基因组结构分析显示!对照组和

试验组
E<7",

数主要分布在外显子区!其次为
*c

端

非编码区"图
%

#'

!F(

!

差异表达基因筛选

采用
5B!3<

9

算法即以
8#

F

0]J

$

%

或
#

f%

&

]UE

#

&'&2

为筛选标准!以鸡为
N87,L

物种!对测序

文库序列进行差异表达基因分析!结果如表
)

所示$

U5Y

感染
..;

时鸭脾差异表达基因有
2%%

个!其

中上调基因
*%0

个&下调基因
%//

个(感染
/&;

时

差异表达基因有
)(2

个!其中上调基因
0/1

个&下调

基因
%((

个(感染
%%);

时差异表达基因有
2*%

个!

其中上调基因
0/&

个&下调基因
0)%

个'

//0
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表
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!

样本序列质控过滤前后质量数据统计结果

D,@4/!

!

H8,81081.,46/054803:0/

S

5/-./0@/:36/,-*,:8/6<Q)0,=

N

4/0:148/61-

>

组别

AK#>

P

序列数据

HK$

F

$-78,<

9

><-:<->6N<K

总
E<7",

数

R#L78E<7",->6N<K

AJ

含量%
[

AJ:#-L<-L

质控前

B<M#K<XJ

质控后

4ML<KXJ

百分率%
[

\<K:<-L7

F

<

质控前

B<M#K<XJ

质控后

4ML<KXJ

百分率%
[

\<K:<-L7

F

<

质控前

B<M#K<XJ

质控后

4ML<KXJ

J#-LK#8

F

K#>

P

0&&)/*)2*.%/21*(.&/2 /1'. %)2.&1/% %*(0%2&% /)'/ 2& 2&

..;

F

K#>

P

0&.)1*/&000&%%0(/*.( /1') %222&./1 %)./(%2) /)'2 2% 2%

/&;

F

K#>

P

%/1&&..*(2%/01%%/()/ /1'( %)(.1/&( %)%(/2/1 /2') 2& 2&

%%);

F

K#>

P

01&2)&1%&%0.*(1((%(% /1'2 0&1&*//0 %/0/.1*. /*'0 2& 2&

-

XJ

.

K<

P

K<,<-L

-

9

>78$L

=

:#-LK#8

.

表
(

!

样本
<Q)LH/

S

测序数据的
2,

NN

1-

>

分析统计结果

D,@4/(

!

H8,81081.,46/054803:2,

NN

1-

>

:360/

S

5/-.1-

>

*,8,3:<Q)LH/

S

组别

AK#>

P

总数

R#L78

映射

7̂

PP

<"

映射率%
[

7̂

PP

<"E7L<

特异性映射

d-$

9

>< 7̂

PP

<"

特异性映射率%
[

d-$

9

>< 7̂

PP

<"E7L<

J#-LK#8

F

K#>

P

%*(0%2&% %%1(/2(( (2'* %%.&(&00 ()'&

..;

F

K#>

P

%)./(%2) %0000%)1 (*'0 %0&%%)&0 (%'1

/&;

F

K#>

P

%)%(/2/1 %0&).1.2 ()'/ %%(.&&20 (*'.

%%);

F

K#>

P

%/0/.1*. %.)&%2** (2'& %.%)/1&% (*'1

4'

对照组(

B'

感染组
..;

(

J'

感染组
/&;

(

U'

感染组
%%);

4'J#-LK#8

F

K#>

P

(

B'..;#M$-M<:L$#-

F

K#>

P

(

J'/&;#M$-M<:L$#-

F

K#>

P

(

U'%%);#M$-M<:L$#-

F

K#>

P

图
#

!

<Q)LH/

S

测序数据
</,*0

在基因组结构上的分布

O1

>

F#

!

DJ/*10861@5813-3:</,*03:<Q)LH/

S

*,8,1-

>

/-3=/0865.856/

&&*
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0

期 吴良涛等$基于
E@4!3<

9

筛选鸭肠炎病毒感染鸭脾差异表达免疫相关基因

表
%

!

;KY

感染后鸭脾差异表达基因

D,@4/%

!

;1::/6/-81,44

B

/E

N

6/00/*

>

/-/01-*5.P0

N

4//-1-:/.8/*@

B

;KY

组别

AK#>

P

差异表达基因

U$MM<K<-L$788

=

<g

P

K<,,<"

F

<-<,

差异表达上调基因

d

P

!K<

F

>87L$#-

F

<-<,

差异表达下调基因

U#S-!K<

F

>87L$#-

F

<-<,

..; 2%% *%0 %//

/&; )(2 0/1 %((

%%); 2*% 0/& 0)%

!!

通过
@JBD

"

SSS'-:N$'-86'-$;'

F

#Q

#和
d-$!

P

K#L

"

SSS'>-$

P

K#L'#K

F

#数据库对
U5Y

感染后
..

&

/&

和
%%);

的前
2

个"

R#

P

2

#上调和下调差异表达

基因进行功能注释!结果如表
2

所示$感染
..;

时!

前
2

位差异表达上调基因为
6>:$-!%0!8$O<

基因和
)

个未知蛋白质基因!前
2

位差异表达下调基因均为

未知蛋白质基因(感染
/&;

时!前
2

位差异表达上

调基因为
D

F

876N"7:;7$-Y!%K<

F

$#-!8$O<

基因&

I$,L#-<I0B

基因&

LK7-,87L$#-$-$L$7L$#-M7:L#K<D]!

0B,>N>-$L"<8L7!8$O<

基因和
0

个未知蛋白质基因!

前
2

位差异表达下调基因为
3>8M#LK7-,M<K7,<

基因&

AE4^"#67$-!:#-L7$-$-

FP

K#L<$-%B!8$O<

基因和
*

个未知蛋白质基因(感染
%%);

时!前
2

位差异表达

上调基因均为未知蛋白质基因!前
2

位差异表达下

调基因为
AE4^ "#67$-!:#-L7$-$-

FP

K#L<$-%B!

8$O<

基因和
)

个未知蛋白质基因'

表
R

!

感染
II

$

'"

和
##%J

的
D3

N

R

上下调差异表达基因

D,@4/R

!

D3

N

R5

N

L36*3C-L6/

>

54,8/**1::/6/-81,4

>

/-/01-*5.P0

N

4//-,:8/6;KY1-:/.813-

组别

AK#>

P

基因名称

A<-<

试验组

E\_^

对照组

E\_^

8#

F

0]J

"

5

%

J

#

]UE

d

P

%

"#S-

基因描述

U<,:K$

P

L$#-

..;

0O:%&%1/%%()

"

%)'.) & 0& &'&) >

P

>̂:$-!%0!8$O<

0O:%&%1/%10)

"

%/'%) & 0& &'&&* >

P

d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

0O:%&%1/*12.

"

%)'.) & 0& &'&) >

P

d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

0O:%&%1/)/)*

"

%('&% & 0& &'&% >

P

d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

0O:%&%1/.&.2

"

%/'%) & 0& &'&&* >

P

d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

:!:M!%- & %2'2% f0& &'&) "#S- d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

:C@J! & %2'2% f0& &'&) "#S- d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

Q!7?CF* & %.'2) f0& &'&0 "#S- d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

0O:%&%1/%(*)

"

& )/'.* f0& 1'2(e%&

f%&

"#S- d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

0O:%&%1/0(/.

"

& 0)'(0 f0&

0'%0e%&

f)

"#S- d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

/&;

0O:%&%1/%.02

"

%.'.* & 0& &'&% >

P

D

F

876N"7:;7$-Y!%K<

F

$#-!8$O<

0O:%&%1/%10)

"

(.'%& & 0& & >

P

d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

0O:%&%1/%/.)

"

%('2/ & 0& &'&&* >

P

d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

0O:%&%1/*//0

"

0*')( & 0& %'.(e%&

f)

>

P

I$,L#-<I0B

0O:%&%1/2*1&

"

%.'.* & 0& &'&% >

P

RK7-,87L$#-$-$L$7L$#-M7:L#K<D]!0B

,>N>-$L"<8L7!8$O<

A-*-K) & %1'2( f0& &'&&) "#S- 3>8M#LK7-,M<K7,<

Q!7?CF* & %.'2) f0& &'&% "#S- d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

0O:%&%1/)11%

"

& 01'/0 f0& ('%2e%&

f.

"#S- d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

0O:%&%(&&*)1

"

& %('.% f0& &'&&0 "#S- AE4^"#67$-!:#-L7$-$-

FP

K#L<$-%B!8$O<

0O:%&%(&%%&.

"

& 0('/2 f0& )')2e%&

f.

"#S- d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

"转下页
!

J7KK$<"M#KS7K"

#

%&*
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2

!

J#-L$-><"

#

组别

AK#>

P

基因名称

A<-<

试验组

E\_^

对照组

E\_^

8#

F

0]J

"

5

%

J

#

]UE

d

P

%

"#S-

基因描述

U<,:K$

P

L$#-

%%);

0K=F% (%0'&( )&)'*0 %'&%

)'/0e%&

f2

>

P

d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

F@J1B (.)'&. )0/'%) %'&%

*'(/e%&

f2

>

P

d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

LF00) ).)('1. 0*&('&* %'&% /')0e%&

f.

>

P

d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

!LAIJ>%0 1%2'.. *2)'.( %'&%

2'22e%&

f2

>

P

d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

J-!? %*1'(. .('02 %'&% &'&* >

P

d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

0O:%&%1/0(/.

"

& 0)'(0 f0&

%'01e%&

f.

"#S- d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

0O:%&%(&&*)1

"

& %('.% f0& %'*.e%&

f)

"#S- AE4^"#67$-!:#-L7$-$-

FP

K#L<$-%B!8$O<

0O:%&%(&02/0

"

& %.'2) f0&

.'.)e%&

f)

"#S- d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

0O:%&%1/(2.0

"

&'12 )1('11 f/'*% & "#S- d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

!FO0@% )2'0& 0%(1'&) f2'.& & "#S- d-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

"

'

没有注释功能的蛋白质

"

'd-:;7K7:L<K$T<"

P

K#L<$-

!F%

!

差异基因
7V

分析

使用 数 据 库
R;< A<-< H-L#8#

F=

"

;LL

P

$%%

SSS'

F

<-<#-L#8#

F=

'#K

F

%#对差异基因进行
AH

功

能注释!包括生物学过程"

B$#8#

F

$:78

P

K#:<,,

!

B\

#&

分子功能"

#̂8<:>87KM>-:L$#-

!

]̂

#和细胞组分

"

J<88>8<K:#6

P

#-<-L

!

JJ

#!结果如图
0

所示$参与

生物学过程主要表现为氧运输&抗原肽
!̂ IJ

"

类

分子复合物加工和呈递&细胞黏附等(参与分子功能

主要表现在氧运输活性&磷酸二酯酶活性&多配体聚

糖结合等(参与细胞组分主要表现在胞外区&

^IJ

"

类蛋白复合物&血红蛋白复合物等'

将差异基因与
AH

"

F

<-<#-L#8#

F=

#数据库的免

疫相关基因进行比对分析!结果如表
.

所示$

U5Y

感染
..;

时!参与免疫相关生物学过程的差异表达

基因有
1&

个!其中上调基因
).

个和下调基因
0)

个(感染
/&;

时!参与免疫相关生物学过程的差异

表达基因有
.)

个!其中上调基因
)/

个和下调基因

%2

个(感染
%%);

时!参与免疫相关生物学过程的

差异表达基因有
..

个!其中上调基因
*2

个和下调

基因
*%

个'这些基因主要涉及细胞黏附&抗原加工

和呈递&补体激活等免疫反应过程'

表
I

!

参与免疫相关生物学过程的差异表达基因

D,@4/I

!

;1::/6/-81,44

B

/E

N

6/00/*

>

/-/01-+34+/*1-1==5-/@1343

>

1.,4

N

63./00/0

组别

AK#>

P

已知功能基因

_-#S-M>-:L$#-78

F

<-<,

差异表达免疫相关基因

U$MM<K<-L$788

=

<g

P

K<,,<"

$66>-<!K<87L<"

F

<-<,

差异表达免疫相关上调基因

d

P

!K<

F

>87L<""$MM<K<-L$788

=

<g

P

K<,,<"$66>-<!K<87L<"

F

<-<,

差异表达免疫相关下调基因

U#S-!K<

F

>87L<""$MM<K<-L$788

=

<g

P

K<,,<"$66>-<!K<87L<"

F

<-<,

..; *%* 1& ). 0)

/&; *.0 .) )/ %2

%%); )/( .. *2 *%

0&*
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0

期 吴良涛等$基于
E@4!3<

9

筛选鸭肠炎病毒感染鸭脾差异表达免疫相关基因

4'

感染组
..;

(

B'

感染组
/&;

(

J'

感染组
%%);

4'..;7ML<KU5Y$-M<:L$#-

(

B'/&;7ML<KU5Y$-M<:L$#-

(

J'%%);7ML<KU5Y$-M<:L$#-

图
!

!

差异表达基因
7V

注释

O1

>

F!

!

7V,--38,813-3:*1::/6/-81,44

B

/E

N

6/0013-

>

/-/0

!FR

!

差异基因
AK77

分析

应用
_5AA

"

SSS'O<

FF

'

+P

%#数据库!以
F

#

&'&2

为条件判定差异表达基因
\7L;S7

=

富集的显

著性!结果如图
*

所示$

U5Y

感染
..;

时!

\7L;S7

=

显著富集在
5Ĵ

受体互作&核糖体&细胞黏附分

子&

V4R!3R4R

信号通路&细胞因子
!

细胞因子受体

互作&

\\4E

信号通路&刺激神经组织配体
!

受体相

互作用信号通路等!其中差异表达上调基因显著富

集在核糖体&

5Ĵ

受体互作&肠道免疫网络
D

F

4

分

泌&氧化磷酸化&药物代谢与细胞色素
\)2&

和精氨

酸和脯氨酸代谢等
.

个信号通路(差异表达下调基

因显著富集在
5Ĵ

受体互作&

V4_!3R4R

信号通

路和细胞黏附分子等
*

个信号通路'

U5Y

感染
/&;

时!

\7L;S7

=

显著富集在细胞

黏附分子&吞噬体&

5Ĵ

受体互作&肠道免疫网络

D

F

4

分泌&

\\4E

信号通路&基础转录因子信号通路

*&*
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4%

&

4*'U5Y

感染
..;

时所有上调&下调信号通路(

B%

&

B*'U5Y

感染
/&;

时(

J%

&

J*'U5Y

感染
%%);

时所

有上调&下调信号通路'

"

表示差异显著

4%!4*'488

!

>

P

!7-""#S-!K<

F

>87L<"\7L;S7

=

$-..;#MU5Y$-M<:L$#-

(

B%!B*'488

!

>

P

!7-""#S-!K<

F

>87L<"\7L;!

S7

=

$-/&;#MU5Y$-M<:L$#-

(

J%!J*'488

!

>

P

!7-""#S-!K<

F

>87L<"\7L;S7

=

$-%%);#MU5Y$-M<:L$#-'

"

,;#S,$

F

!
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差异表达基因
AK77

注释

O1

>

F(

!

AK77,--38,813-3:*1::/6/-81,44

B

/E

N

6/00/*

>

/-/0

等!其中差异表达上调基因显著富集在细胞黏附分

子&吞噬体&肠道免疫网络
D

F

4

分泌&球系列鞘糖脂

生物合成和
@!

糖链合成等
2

个信号通路(差异表达

下调基因显著富集在基础转录因子&

\\4E

信号通

路&

%

!

亚麻酸代谢&甘氨酸&丝氨酸和苏氨酸代谢&硒

化合物代谢&半胱氨酸%蛋氨酸代谢和花生四烯酸代

谢等
1

个信号通路'

U5Y

感染
%%);

时!

\7L;S7

=

显著富集在
5Ĵ

受体相互作用&吞噬体&刺激神经组织配体
!

受体相

互作用&细胞黏附分子&细胞因子
!

细胞因子受体互

作&

\\4E

信号通路&肠道免疫网络
D

F

4

分泌信号

通路等!其中差异表达上调基因显著富集在吞噬体&

刺激神经组织配体
!

受体互作&细胞黏附分子&氮代

谢和
5Ĵ

受体互作等
2

个信号通路(差异表达下

)&*
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期 吴良涛等$基于
E@4!3<

9

筛选鸭肠炎病毒感染鸭脾差异表达免疫相关基因

调基因显著富集在
\\4E

信号通路&肠道免疫网络

D

F

4

分泌&细胞因子
!

细胞因子受体互作等
*

个信号

通路'

!FI

!

荧光定量
M?<

验证差异基因

从随机选取上述参与免疫相关生物学过程中

的
1

个 差 异 表 达 基 因!即
-OL=-0

&

@:A-0

&

0O:%&%1/%2./

&

K0L2

&

>JL?K%

&

:@*)

和

:2L.%

基因!以
"

;$"#()

为内参基因!利用荧光定量

\JE

方法对感染
U5Y

相应时间的鸭脾总
E@4

提

取样本进行扩增!结果如图
)

所示$

1

个差异表达

基因的相对表达量与
E@4!3<

9

技术测序结果基本

一致'

图
%

!

部分差异表达基因荧光定量
M?<

验证结果

O1

>

F%

!
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讨
!

论

鸭病毒性肠炎是由鸭肠炎病毒"

U5Y

#感染引

起鸭&鹅以及雁形目禽类发生的一种以血管损伤&体

腔溢血&消化道出血坏死&淋巴器官受损和实质器官

退行性变化为特征的急性&接触性&败血性传染病'

由于鸭肠炎病毒常引起脾等免疫器官发生退行性病

变!出现免疫抑制!从而导致其他病原的继发感染'

脾是畜禽最大的外周免疫器官!是机体产生免疫应

答的重要场所!具有调动免疫细胞和免疫分子参与

抵抗病原感染的作用*

(

+

'因此!本研究选择脾作为

U5Y

感染鸭免疫相关差异表达基因的研究对象!经

测序分析发现!

U5Y

感染后脾组织有
2&&

个左右的

差异表达基因!这为今后筛选得到更多更全的免疫

相关差异表达基因提供了丰富的基础数据'

E@4!3<

9

技术又称转录组测序技术!是把
6E!

@4

&

,6788E@4

和
-#-!:#"$-

F

E@4

全部或部分!

应用高通量测序技术进行测序分析的技术'

E@4!

3<

9

可从全基因组水平上进行差异表达基因筛选!

具有定量更准确&可重复性更高&检测范围更广&分

析结果更可靠等优点!现已广泛应用于基因表达水

平差异&全新转录本发现&转录本结构与变异&非编

码区域功能等领域的研究*

/

+

'目前发现已有
E@4!

3<

9

应用于猪&兔&鸡等多种动物在感染病原微生物

后脾转录组研究的报道*

%&!%2

+

!但尚未发现有关
U5Y

感染后鸭脾差异表达免疫相关基因的分析'本研究

应用
E@4!3<

9

技术对
U5Y

感染后鸭脾总
E@4

进

行测序分析发现!参与免疫相关生物学过程的差异

表达基因在
.&

个以上!主要包括涉及细胞黏附&抗

原加工和呈递&补体激活等免疫反应过程的免疫相

关基因!这为进一步阐明
U5Y

免疫应答机制和筛

选免疫靶基因奠定了基础'

2&*
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本研究筛选得到的差异基因大多为
d-:;7K7:!

L<K$T<"

P

K#L<$-

基因!经对已知蛋白质基因进行
AH

功能和
_5AA

富集分析!这些差异基因主要涉及生

物学过程&分子功能和细胞组分等多个复杂过程!这

提示鸭肠炎病毒感染是一个涉及多层次调控水平

"包括转录水平及转录后水平&翻译水平及翻译后水

平等#&由多个基因参与的复杂分子过程'另外还发

现!同一个差异表达基因富集的信号通路在不同的

感染阶段!出现不同的表达变化!如$肠道免疫网络

D

F

4

分泌信号通路在
U5Y

感染
..

和
/&;

时呈现

上调趋势!而在
%%);

时为下调趋势!这可能与

U5Y

感染早期刺激肠道黏膜免疫有关(细胞黏附分

子信号通路在
U5Y

感染
..;

时呈现下调趋势!而

在
/&

和
%%);

时为上调趋势!这可能与
U5Y

感染

后期诱导机体细胞免疫和体液免疫相关'这些研究

结果为发现
U5Y

感染新的信号通路&研究新表达

差异基因的功能和探索
U5Y

免疫应答的分子机制

奠定了分子基础'但本研究筛选出的差异表达基因

大多还是未知结构和功能的基因!需有待进一步探

究'
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