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摘要： 旨在了解马疱疹病毒 １ 型 （ＥＨＶ－１） 导致脊髓型脑病的机制。 采用 ＥＨＶ－１ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ＹＬ２０２３ 株， 以鼻内接种病毒的方式感染叙利亚金黄地

鼠建立脑脊髓炎模型， 并对脑组织进行转录组学测序分析。 结果： 感染 ＥＨＶ－１ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ＹＬ２０２３ 分离株的叙利亚金黄地鼠， 第 ５ 天出现食量减退、
精神沉郁、 口部流涎、 皮毛凌乱等症状， 且较对照组更具有攻击性； 第 ７ 天开始出现神经症状， 转圈、 头点地即下垂， 共济失调、 站立不稳、 行

走困难、 颈部僵硬， 眼观发现脑充血、 水肿以及轻度液化， 对脑部进行苏木精伊红 （ＨＥ） 染色显示神经元肿胀、 坏死及大量炎性细胞浸润； 实

时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 检测发现促炎细胞因子 γ 干扰素 （ＩＦＮ－γ） 与肿瘤坏死因子 α （ＴＮＦ－α） 基因的表达量发生显著变化， 表明 ＥＨＶ－

１ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ＹＬ２０２３ 分离株感染叙利亚金黄地鼠脊髓性脑病模型成功建立。 转录组学测序分析表明， 差异表达基因中有 ７１９ 个表达基因上调， １７３ 个

基因表达量下调； 基因本体 （ＧＯ） 富集分析表明， 差异基因主要富集于免疫反应、 免疫系统过程、 防御反应、 细胞增殖、 胞外间隙、 内吞囊泡、
蛋白结合、 信号受体结合、 细胞因子受体结合、 ＣＸＣＲ 趋化因子受体结合； 京都基因与基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 分析显示， 主要富集的通路包

括病毒蛋白与细胞因子及细胞因子受体的相互作用、 抗原加工与提呈、 肿瘤坏死因子 （ＴＮＦ） 信号通路、 趋化因子信号通路及 ＮＯＤ 样受体信号

通路、 吞噬体信号通路、 细胞黏附分子以及自然杀伤细胞介导的细胞毒性信号通路。 因此， 本研究构建了叙利亚金黄地鼠脊髓性脑病感染模型，
对其进行转录组学测序分析， 得到多个与 ＥＨＶ－１ 感染组织的差异表达基因和所富集的通路， 为研究马鼻肺炎的分子机制提供基础， 为后续的防

控研究及新型疫苗提供新思路。
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ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ａ Ｓｙｒｉａｎ ｇｏｌｄｅｎ ｈａｍｓｔｅｒ ｓｐｉｎａｌ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ， ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒ⁃
ｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ａ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｐａｔｈｗａｙｓ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＥＨＶ－１ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｔｉｓｓｕｅｓ； ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ
ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｅｑｕｉｎｅ ｒｈｉｎｏｒｒｈｅａ ａｎｄ ｏｆｆｅｒｅｄ ｎｅｗ ｉｄｅａｓ ｆｏｒ ｆｕｔｕｒｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ
ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｅｗ ｖａｃｃｉｎｅｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｅｑｕｉｎｅ ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ １； ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ

　 　 马疱疹病毒 １ 型 （ＥＨＶ－１） 是双链 ＤＮＡ 病毒，
属于 α 疱疹病毒亚科， 水痘病毒属［１－２］。 病毒粒子由

３０ 多种多肽组成， 直径约 １２０ ｎｍ， 共编码 ７８ 种蛋

白［３－５］。 ＥＨＶ－１ 感染可引起新生马驹死亡、 呼吸系

统疾 病、 妊 娠 母 马 流 产 及 致 死 性 脊 髓 性 脑 病

（ＥＨＭ） ［６－８］。 ＥＨＶ－１ 具有高度传染性， 通过胎盘、
粪便或呼吸道等方式传播， 可导致疾病的暴发， 是马

产业面临的重大难题。 从临床、 经济学、 流行病学角

度分析， ＥＨＶ－１ 是马病毒病中重要的一员［９－１０］。 随

着各种高通量测序方法的出现， 高通量测序技术近年

来取得了重大进展。 目前， 研究集中在 ＥＨＶ－１ 在外

周血单核细胞 （ＰＢＭＣ） 的转录组学分析， 在病毒血

症前和病毒血症期间马 ＰＢＭＣｓ 的 ｍＲＮＡ 和 ｍｉＲＮＡ 转

录组分析以及利用双异构体测序从 ＥＨＶ－１ 转录起始

位点 （ｔｓｓ） 周围的基因组区域以鉴定疱疹病毒转录

物［１１－１２］， 关于 ＥＨＶ－１ 感染引起脊髓性脑炎的转录调

控水平变化以及引起脑炎分子机制相关研究的报道

较少。
本研究使用 ＥＨＶ－１ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ＹＬ２０２３ 株感染叙利

亚金黄地鼠， 成功建立脑脊髓炎模型， 首次利用转录

组学测序技术分析 ＥＨＶ－１ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ＹＬ２０２３ 株感染叙

利亚金黄地鼠脑脊髓炎模型基因表达的变化趋势， 明

确分离株侵袭过程中机体可能参与的信号通路， 以期

为研究马鼻肺炎、 致病及免疫的分子机制提供思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病毒、 细胞和动物

ＥＨＶ－ １ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ＹＬ２０２３ 分离株由实验室分离保

存。 ＲＫ－１３ 细胞 （兔肾细胞） 购自美国 ＡＴＣＣ 细胞

库， 保存于新疆农业大学动物医学学院传染病研究

室。 ６ 只 ＳＰＦ 级别 ５ 周龄雌性叙利亚金黄地鼠， 购自

北京隆安实验动物养殖中心。
１􀆰 ２　 主要试剂

高糖 ＤＭＥＭ 培养基、 ＰＢＳ 缓冲液、 青霉素－链霉

素混合液 （１０×）、 胎牛血清购自新疆宝信柏源生物

技术有限公司； １０ ｃｍ 细胞培养皿、 ９６ 孔细胞培养板

购自无锡耐思生命科技股份有限公司； 反转录试剂

盒、 实时荧光定量 （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 试剂盒购自乌鲁木

齐佩奇生物科技有限公司； 病理解剖相关耗材购自天

翼沣科技有限公司； 引物由有康生物科技有限公司

合成。
１􀆰 ３　 病毒增殖及滴度检测

将 ＥＨＶ－１／ Ｃｈｉｎａ ／ ＹＬ２０２３ 株按感染复数 （ＭＯＩ） ＝
０􀆰 １ 接种 ＲＫ－１３ 细胞， 病变 ８０％收获， 反复冻融 ２
次， 取上清液， 分装保存备用。 将 ＥＨＶ － １ ／ Ｃｈｉｎａ ／
ＹＬ２０２３ 分 离 株 １０ 倍 倍 比 稀 释 （ １０－１ ～ １０－１２ ），
１００ μＬ ／孔接种至 ９６ 孔板， 同时设置阴性对照， 培养

７ ｄ 后逐日观察， 记录致细胞病变 （ＣＰＥ） 孔数， 利

用 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法计算病毒滴度。
１􀆰 ４　 ＥＨＶ－１ 感染叙利亚金黄地鼠脊髓性脑病模型的

建立

　 　 将 ５ 周龄的雌性叙利亚金黄地鼠， 随机分为 ２
组， 每 组 ３ 只， 将 ＥＨＶ － １ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ＹＬ２０２３ 按 照

１００ μＬ ／只， 鼻内接种［７］ 叙利亚鼠并设置为试验组，
对照组接种等体积 ＤＭＥＭ， 观察攻毒后叙利亚鼠每日

的临床症状， 待其出现明显的神经症状， 颈部僵硬、
瘫痪、 食欲废绝 （７～１０ ｄ 左右）， 对其进行安乐死并

解剖， 无菌分离脑部， 用于后续试验。
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１􀆰 ５　 临床症状及组织病理学鉴定

对叙利亚鼠的临床症状进行记录， 采集脑组织取

部分固定后进行苏木精伊红 （ＨＥ） 染色， 观察其组

织病理学变化。
１􀆰 ６　 脑组织病毒富集 ＤＮＡ 鉴定

将所采集的脑， 取部分进行研磨， 反复冻融后取

上清液， 提取病毒基因组， 利用荧光定量 ＰＣＲ 方法

检测脑组织中是否含有病毒 ＤＮＡ， 利用实验室建立

的 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法［１３］ 检测病毒 ＤＮＡ 拷贝数， 引物有

ＥＨＶ－１， 白细胞介素 （ＩＬ） －６， ＩＬ－１０， 肿瘤坏死因

子 （ＴＮＦ－α）， 干扰素 （ＩＦＮ－γ）， 干扰素调节因子 ７
（Ｉｒｆ７）、 抗黏病毒基因 １ （Ｍｘ１）， 补因子 ｂ （Ｃｆｂ），
抗原加工相关转运蛋白 １ （Ｔａｐ１）， 烟碱型乙酰胆碱

受体 ４ （ Ｃｈｒｎａ４ ）， 甘 油 醛 － ３ － 磷 酸 脱 氢 酶

（ＧＡＰＤＨ）， 见表 １。

表 １　 引物信息

名称 序列 （５′→３′）
扩增长

度 ／ ｂｐ

ＥＨＶ－１－ＯＲＦ６８－Ｆ ＣＧＴＡＴＴＧＧＣＡＴＣＴＧＡＡＣＣＧＣ

ＥＨＶ－１－ＯＲＦ６８－Ｒ ＣＴＡＣＡＣＧＣＣＴＴＴＧＧＴＡＧＧＧ
９９

ＴＮＦ－α－Ｆ ＴＣＴＣＡＧＴＡＡＧＡＴＧＧＣＣＴＣＣ

ＴＮＦ－α－Ｒ ＣＧＡＣＴＧＣＧＧＧＴＧＡＡＣＴ
１０８

ＩＬ－６－Ｆ ＡＡＣＡＡＣＣＣＴＧＧＣＴＧＴＡＴＧＧＡ

ＩＬ－６－Ｒ ＴＴＴＧＡＴＧＧＴＧＣＴＣＴＧＡＡＴＧＡ
２２８

ＩＦＮ－γ－Ｆ ＧＣＴＡＴＧＴＣＴＧＧＣＴＧＣＴＡＣＴＧ

ＩＦＮ－γ－Ｒ ＴＧＧＴＧＴＣＴＡＴＧＣＴＣＣＴＣＴＧＧ
２３８

ＩＬ－１０－Ｆ ＧＣＡＣＣＣＡＣＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＧＣ

ＩＬ－１０－Ｒ ＧＧＣＡＡＣＣＣＡＡＧＴＡＡＣＣＣＴＴＡ
１５３

Ｉｒｆ７－Ｆ ＧＡＧＡＡＴＡＧＧＧＡＡＧＡＡＧＴＧＡＣＣ

Ｉｒｆ７－Ｒ ＴＴＧＴＴＡＧＡＧＣＴＧＧＧＴＧＴＴＧＡＡ
２０５

Ｍｘ１－Ｆ ＣＧＣＡＴＣＴＣＣＡＧＣＣＡＣＡＴＡＣＣ

Ｍｘ１－Ｒ ＣＴＴＧＡＣＡＡＣＣＧＣＴＣＣＴＴＣＡＧ
１７６

Ｃｆｂ－Ｆ ＣＡＡＡＡＡＧＧＡＣＡＡＣＧＡＧＣＡＧＣ

Ｃｆｂ－Ｒ ＴＧＣＣＡＣＡＧＡＧＡＣＣＣＡＧＡＧＡＴ
１０７

Ｔａｐ１－Ｆ ＧＣＴＣＡＴＧＧＡＡＡＡＧＡＣＴＧＧＡＧＧ

Ｔａｐ１－Ｒ ＡＧＴＡＡＴＡＧＴＧＧＧＡＧＧＡＧＧＴＧＧ
１９６

Ｃｈｒｎａ４－Ｆ ＣＡＧＣＴＧＧＡＣＴＴＣＴＧＧＧＡＡＡＧ

Ｃｈｒｎａ４－Ｒ ＡＡＴＧＡＧＣＡＧＧＣＡＧＧＧＧＡＴＧＡ
１７４

ＧＡＰＤＨ－Ｆ ＣＣＴＣＴＧＧＡＡＡＧＣＴＧＴＧＧ

ＧＡＰＤＨ－Ｒ ＣＧＧＡＴＡＣＡＴＴＧＧＧＧＧＴＡＧＧＡ
１５３

１􀆰 ７　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测脑组织炎性因子表达变化

取部分脑组织， 经液氮速冻后研磨为末， 提取总

ＲＮＡ， 进行反转录， 利用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测方法， 对脑

组织中细胞因子 （ ＩＬ－６， ＩＬ－１０， ＴＮＦ－α， ＩＦＮ－γ）
ｍＲＮＡ 表达量进行测定， 引物序列见表 １。
１􀆰 ８　 转录组文库构建、 测序与分析

将无菌分离的脑组织样品分别用液氮迅速冷冻，
经冷链运输至公司， 由公司提取 ＲＮＡ、 测序、 数据

筛选。 使用转录本拼接软件 （Ｓｔｒｉｎｇｔｉｅ） 组装转录本，
根据转录本剪接比对分层索引工具 ２ （ＨＩＳＡＴ２） 比

对结果， 利用基于期望最大化算法的 ＲＮＡ 测序分析

工具 （ＲＳＥＭ） 计算每个样本中所有基因的表达量。
通过样本表达量的结果、 主成分分析 （ＰＣＡ） 分析

的计算， 了解样本间的重复性情况， 筛出离群样本。
通过基因表达水平分析， 得到读取计数 （ ｒｅａｄｓ

ｃｏｕｎｔ） 数据， 再使用用于计数数据差异分析的软件

包 （ＤＥＳｅｑ２） ［１４］ 软件验证， 筛选出显著的差异基因

并绘图； 对差异基因进行基因本体 （ＧＯ） 富集分

析、 京都基因与基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 富集分

析， 以了解所富集的通路。
１􀆰 ９　 差异表达基因的实时荧光定量 ＰＣＲ 验证

以 １􀆰 ７ 中反转录的 ｃＤＮＡ 为模板， 随机选取 ５ 个

基因， 以 ＧＡＰＤＨ 作为内参基因， 设计引物， 依照

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 说明书进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测，
采用 ２－ΔΔＣｔ法计算所选取基因的相对表达量， 引物序

列见表 １。
１􀆰 １０　 数据统计与分析

数据使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ 进行多组显著性差异分

析， 使用单因素方差分析， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为表示差异显

著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 表示差异极显著。

２　 结果

２􀆰 １　 病毒滴度检测

利 用 Ｒｅｅｄ － Ｍｕｅｎｃｈ 法 计 算 ＥＨＶ － １ ／ Ｃｈｉｎａ ／
ＹＬ２０２３ 分离株的病毒滴度。 感染细胞后 ６０ ｈ， 病毒

滴度最高， 达到 １０６􀆰 ４４ ＴＣＩＤ５０ ／ ０􀆰 １ ｍＬ （图 １）。

图 １　 ＥＨＶ－１ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ＹＬ２０２３ 病毒滴度检测
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２􀆰 ２　 ＥＨＶ－１ 感染叙利亚金黄地鼠脊髓性脑病模型的

建立

　 　 叙利亚金黄地鼠经鼻内接种 ＥＨＶ － １ ／ Ｃｈｉｎａ ／
ＹＬ２０２３ 分离株后， 感染的第 ３ 天陆续出现症状， 在

第 ５ 天出现食量减退、 精神沉郁、 口部流涎、 皮毛凌

乱等症状， 且较对照组更具有攻击性。 第 ７ 天开始出

现神经症状， 即 “转圈、 头点地即下垂， 共济失调、
站立不稳、 行走困难、 颈部僵硬” （图 ２Ａ）， 出现严

重神经症状至食欲废绝。 将对照组与感染组叙利亚鼠

同时处死， 无菌分离脑组织， 眼观发现脑充血、 水肿

以及轻度液化 （图 ２Ｂ）； 对脑组织进行 ＨＥ 染色结果

显示， 存在神经元肿胀、 坏死、 大量炎性细胞浸润的

情况 （图 ２Ｃ）。
提取脑组织 ＤＮＡ， ＰＣＲ 检测病毒 ＯＲＦ６８， 感染

ＥＨＶ－１ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ＹＬ２０２３ 分离株的叙利亚鼠脑部能扩增

出目的条带， 且与预期大小相符 （图 ３Ａ）， 经ＲＴ－
ｑＰＣＲ 方法测定， 脑部病毒载量较高 （图 ３Ｂ）。 对部

分脑提取总 ＲＮＡ， 反转录为 ｃＤＮＡ， 经 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检

测方法对脑中炎性因子 ｍＲＮＡ 表达量进行测定， 发

现 ＩＬ－６ 差异不显著， ＩＬ－１０、 ＩＦＮ－γ 与 ＴＮＦ－α 表达

量均有显著的变化 （图 ３Ｃ）， 证明 ＥＨＶ－ １ ／ Ｃｈｉｎａ ／
ＹＬ２０２３ 分离株感染叙利亚金黄地鼠脊髓性脑病模型

成功建立。

Ａ． 临床症状； Ｂ． 脑组织大体病变； Ｃ． 脑组织病理观察。

图 ２　 ＥＨＶ－１ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ＹＬ２０２３ 感染叙利亚金黄地鼠脑组织模型建立

Ａ． ＰＣＲ 鉴定， 其中 Ｍ 为 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ， －为阴性对照， １～３ 为对照组， ４～６ 为感染组； Ｂ． 病毒载量测定； Ｃ． 细胞因子 ｍＲＮＡ 表达量变化。 ∗
表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１， ∗∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０００ １， ｎｓ 表示无显著差异。 下同。

图 ３　 ＥＨＶ－１ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ＹＬ２０２３ 感染叙利亚金黄地鼠脑组织中病毒载量和细胞因子检测
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２􀆰 ３　 ＥＨＶ－１ 感染叙利亚金黄地鼠脑组织差异表达基

因分析

　 　 对数据进行分析， 设置基因表达差异阈值： ｌｏｇ２

（ＦＣ） 值大于 １􀆰 ５， 筛选差异基因发现， 本次测序共

分析表达基因 ２１ ６１６ 个， 与对照组相比， 试验组有

７１９ 个表达基因上调， １７３ 个基因表达量下调 （图 ４）。
富集分析结果如图 ５ 所示， 试验组与对照组相

比， 差异基因在生物过程中主要富集于免疫反应

（ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ）、 免疫系统过程 （ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ
ｐｒｏｃｅｓｓ）、 防御反应 （ ｄｅｆｅｎｓｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ）、 细胞增殖

（ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ）、 免疫效应过程 （ ｉｍｍｕｎｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ
ｐｒｏｃｅｓｓ）、 先天免疫反应 （ ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ）、
对外界刺激反应 （ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｂｉｏｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌｕｓ）
细胞激活 （ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ）、 白细胞激活 （ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ）、 细胞因子介导的信号通路 （ｃｙｔｏｋｉｎｅ－ｍｅ⁃

ｄｉａｔｅｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、 积极调节免疫系统进程

（ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ ｐｒｏｃｅｓｓ）。

图 ４　 表达基因差异分析火山图 ２􀆰 ５差异表达基因ＧＯ富集分析

图 ５　 ＧＯ 富集差异气泡图
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　 　 在 细 胞 组 分 中 富 集 区 包 括 细 胞 质 囊 腔

（ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｖｅｓｉｃｌｅ ｌｕｍｅｎ）、 胞外间隙 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｓｐａｃｅ）、 内吞囊泡 （ ｅｎｄｏｃｙｔｉｃ ｖｅｓｉｃｌｅ ）、 三级颗粒

（ｔｅｒｔｉａｒｙ ｇｒａｎｕｌｅ）、 分泌颗粒 （ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｇｒａｎｕｌｅ）、 质

膜 （ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ）、 质膜部分 （ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐａｒｔ）、 病毒粒子部分 （ｖｉｒｉｏｎ ｐａｒｔ）； 分子功能主要为

蛋 白 结 合 （ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ）、 信 号 受 体 结 合

（ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ）、 细胞因子受体结合 （ｃｙ⁃
ｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ）、 受体调节剂活性 （ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ）、 ＣＸＣＲ 趋化因子受体结合 （ＣＸＣＲ
ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ）。
２􀆰 ４　 差异表达基因 ＫＥＧＧ 富集分析

如图 ６ 所示， 与对照组相比， 试验组中差异表达

基因主要富集的通路包括人类 Ｔ 细胞白血病病毒感

染 信 号 通 路 （ ｈｕｍａｎ Ｔ － ｃｅｌｌ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｖｉｒｕｓ １
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ）、 病毒蛋白与细胞因子及细胞因子受体的相

互作用 （ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ａｎｄ ｃｙｔｏ⁃
ｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ）、 抗原加工与提呈 （ ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ
ａｎｄ ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ）、 Ｉ 型糖尿病 （ ｔｙｐｅ Ｉ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉ⁃
ｔｕｓ）、 ＴＮＦ 信号通路 （ＴＮＦ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、 趋化

因子信号通路及 ＮＯＤ 样受体信号通路 （ＮＯＤ－ｌｉｋｅ ｒｅ⁃
ｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、 破骨细胞分化通路 （ｏｓｔｅｏ⁃
ｃｌａｓｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ）、 吞噬体信号通路 （ｐｈａｇｏｓｏｍｅ）、
细胞黏附分子 （ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ） 以及自然杀

伤细胞介导的细胞毒性信号通路 （ ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌ
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ）。

图 ６　 ＫＥＧＧ 富集差异气泡图

２􀆰 ５　 差异表达基因 ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证

随机选取转录组测序中 ５ 个差异表达基因进行验

证， 如图 ７ 所示， 试验组与对照组相比， 显著上调的

基 因 有 Ｃｆｂ、 Ｉｒｆ７、 Ｍｘ１、 Ｔａｐ１； 下 调 的 基 因 有

Ｃｈｒｎａ４， 验证结果与转录组测序结果相符合。
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图 ７　 差异基因表达变化

３　 讨论

ＥＨＶ－１ 感染可引起母马流产、 死胎、 幼驹呼吸

道疾病以及神经系统疾病， 给马产业造成严重经济损

失。 本研究以 ＥＨＶ－１ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ＹＬ２０２３ 株为研究对象，
测定病毒滴度， 利用 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法计算分离株的

病毒滴度达到 １０６􀆰 ４４ ＴＣＩＤ５０ ／ ０􀆰 １ ｍＬ。 再用 ＥＨＶ－ １ ／
Ｃｈｉｎａ ／ ＹＬ２０２３ 分离株感染叙利亚金黄地鼠， 建立脊

髓性脑病模型。 结果显示， 感染后鼠精神沉郁、 蜷

缩、 共济失调、 口部流涎、 站立不稳、 皮毛凌乱以及

不同程度神经症状， 如头点地， 颈部僵直， 瘫痪。 无

菌分离的脑组织， 眼观呈现充血、 水肿以及轻度液

化； 对脑组织进行 ＨＥ 染色， 结果显示脑部神经元肿

胀、 坏死、 大量炎性细胞浸润。 对脑部进行 ＰＣＲ 检

测， 能扩增出与预期大小相符合的目的条带； 对造模

后的脑进行炎性因子 ｍＲＮＡ 表达量的检测， 发现 ＩＬ－
６ 存在差异， ＩＦＮ－γ 与 ＴＮＦ－α 表达量有显著的变化，
综上， ＥＨＶ－１ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ＹＬ２０２３ 分离株感染叙利亚金黄

地鼠脊髓性脑病模型建立成功。 将无菌采集的脑组织

进行转录组学测序分析， 从中获得差异表达基因， 再

对差异基因进一步分析， ＧＯ 富集、 ＫＥＧＧ 通路分析

等， 绘制 ＥＨＶ－１ 感染叙利亚鼠脑炎模型的转录水平

信号通路图。
本研究显示， 与对照组相比， 感染 ＥＨＶ － １ ／

Ｃｈｉｎａ ／ ＹＬ２０２３ 的试验组中差异表达基因中有 ７１９ 个

表达基因上调， １７３ 个基因表达量下调。 差异基因在

生物过程中主要富集于免疫反应、 免疫系统过程、 防

御反应、 细胞增殖、 免疫效应过程、 先天免疫反应、
对外界刺激反应、 细胞激活）、 细胞因子介导的信号

通路、 积极调节免疫系统进程。 在细胞组分中富集区

包括细胞质囊腔、 胞外间隙、 内吞囊泡。 分子功能主

要为蛋白结合、 信号受体结合、 细胞因子受体结合、
受体调节剂活性）、 ＣＸＣＲ 趋化因子受体结合。

ＫＥＧＧ 分析显示， 在脑组织中， 差异基因主要富

集的通路人类 Ｔ 细胞白血病病毒感染信号通路、 病

毒蛋白与细胞因子及细胞因子受体的相互作用、 抗原

加工与提呈、 Ｉ 型糖尿病、 ＴＮＦ 信号通路、 趋化因子

信号通路及 ＮＯＤ 样受体信号通路、 破骨细胞分化通

路、 吞噬体信号通路、 细胞黏附分子以及自然杀伤细

胞介导的细胞毒性信号通路。 从所富集的通路分析表

明， 病毒蛋白与细胞因子的相互作用以及抗原的加工

和递呈过程在病毒感染的免疫应答中起着至关重要的

作用。 研究表明， 日本脑炎病毒 （ＪＥＶ） 感染机体，
可诱导脾脏和脑等组织 ｍＲＮＡ 的变化， 影响细胞因

子－细胞因子受体相互作用和抗原递呈途径［１５］。
Ｒｏｐｅｒ 等［１６］在对免疫调节基因的相关研究中强调了了

解病毒蛋白如何干扰抗原递呈过程的重要性。 ＴＮＦ－α
可以诱导人神经前体细胞的趋化因子产生和凋亡［１７］。
ＴＮＦ 可刺激内皮细胞导致 ＣＸＣＲ３ 趋化因子的产生，
促进炎症反应期间单核细胞的聚集， 影响其迁移和侵

袭能力［１８－１９］。
随机选取转录组学中差异表达基因进行验证， 脑

部显著上调的基因有 Ｃｆｂ、 Ｉｒｆ７、 Ｍｘ１、 Ｔａｐ１， 下调的

基因有 Ｃｈｒｎａ４， 共检测 ５ 个差异表达基因， 均与转录

组学测序结果一致， 且差异极显著。 Ｉｒｆ７ 是一种转录

因子， 在诱导 Ｉ 型干扰素依赖性免疫应答中起着至关

重要的作用。 研究表明， Ｉｒｆ７ 可通过多种途径激活

ＩＦＮ－α ／ β 基因， 包括病毒激活、 Ｔｏｌｌ 样受体 （ＴＬＲ）
激活、 ＭｙＤ８８－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ 通路［２０］； 还可以通过泛素

Ｅ３ 的酶活性被病毒降解， 导致 ＩＦＮ 水平降低［２１］。
ＮＦ－κＢ、 ＪＡＫ－ＳＴＡＴ、 ＴＬＲ 通路等参与调节免疫， 病

毒入侵后可激活 ＮＦ－κＢ 通路， 从而激活免疫细胞；
通过激活 ＪＡＫ－ＳＴＡＴ、 ＴＬＲ 通路调节炎症与应激反

应， 引发神经系统的炎症和症状［２２－２３］。
综上， 本研究以 ＥＨＶ－ １ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ＹＬ２０２３ 分离株

感染叙利亚金黄地鼠构建了脊髓性脑病模型， 对其脑

组织进行转录组学测序分析， 得到多个与 ＥＨＶ－１ 感

染相关的差异表达基因及其所富集的通路， 为后续病

毒复制、 神经症状相关通路的深入研究以及预防

ＥＨＶ－１ 疫苗的研制提供思路。
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