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摘要： 旨在探讨猪肺炎支原体 （Ｍｈｐ） 感染 ３Ｄ４ ／ ２１ 细胞后引起的活性氧 （ＲＯＳ） 分泌变化及其相关的基因表达情况， 并通过时间点的选择来分

析表达发生改变基因的功能和潜在的感染机制。 采用高通量测序技术， 分析了 Ｍｈｐ 感染细胞后的基因表达情况， 并对差异表达基因 （ＤＥＧｓ） 进

行了基因本体 （ＧＯ） 和京都基因与基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 功能富集分析。 结果： Ｍｈｐ 感染细胞和未感染细胞之间共有 １ ９４０ 个 ＤＥＧｓ， 其中

１ ０７０ 个上调， ８７１ 个下调； ＧＯ 功能分析发现 Ｍｈｐ 对 ３Ｄ４ ／ ２１ 细胞的影响主要集中在细胞进程、 代谢进程、 生物调节等方面； ＫＥＧＧ 富集分析发

现差异基因主要富集在癌症的发生发展、 氧化还原、 化学致癌、 丝裂原活化蛋白激酶 （ＭＡＰＫ） 和磷脂酰肌醇 ３－激酶－蛋白激酶 Ｂ （ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ）
等相关信号通路。 本研究在分子水平上为 Ｍｈｐ 感染机制的理解提供新的视角， 并为后期防治猪支原体肺炎的靶向药物研发提供了初步研究基础。
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　 　 猪支原体肺炎 （ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｌ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ｏｆ ｓｗｉｎｅ）
是由 猪 肺 炎 支 原 体 （ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，
Ｍｈｐ） 引起的一种全球性地方性慢性呼吸道疾病， 对

生猪养殖业构成了严重的经济负担。 Ｍｈｐ 感染导致

猪只生长性能下降， 且由于其引发的免疫抑制作用，
增加了其他病原体的感染风险， 进而形成混合感染的

情况［１－２］。 Ｍｈｐ 主要通过吸附于气管、 支气管上皮细

胞的表面纤毛， 阻碍纤毛的正常运动， 导致纤毛的断

裂和脱落， 最终导致上皮细胞死亡［３］； 此外， Ｍｈｐ
的感染不仅造成机体呼吸道的机械损伤， 还通过调节

免疫反应或产生相关炎症因子导致机体损伤。
近年来， 随着组学技术的发展， 特别是二代测序

技术的应用， 为全面理解复杂的生物过程提供了可能

性［４］。 这种技术因其高通量、 高准确性、 高灵敏度、
高自动化程度、 低成本以及适用于未知物种和未知基

因检测的优点， 被广泛应用于全基因组测序、 单核苷

酸多态性研究、 转录表达谱分析、 相关 ＲＮＡ 研究及

转录调控等领域［５－９］。 蒋立人等［１０］ 利用转录组学分

析了鸡胚免疫新城疫病毒感染后， 宿主法氏囊内免疫

关键基因及相关信号通路分子的转录差异； 张洪

亮［１１］通过转录组学分析了伪狂犬病毒感染 ＰＫ－１５ 细

胞后的差异基因表达情况， 为深入探究病毒的致病机

制提供了理论支持。
猪肺泡巨噬细胞在宿主防御中起着重要作用， 而

Ｍｈｐ 感染正是通过影响这些细胞的功能来实现其致

病效应。 前期研究发现， Ｍｈｐ 感染猪肺泡巨噬细胞

系 （３Ｄ４ ／ ２１） 后， 引发了细胞内活性氧 （ＲＯＳ） 分

泌的变化， 进而可能影响到宿主细胞的防御机制［１２］。
为了揭示这一过程中基因表达的变化模式， 本研究拟

选择多个时间点进行采样， 以确定 ＲＯＳ 分泌的最佳

时间窗口。 通过高通量测序技术， 分析 Ｍｈｐ 感染细

胞后的基因表达情况， 并对差异表达基因 （ＤＥＧｓ）
进行基因本体 （ＧＯ） 和京都基因与基因组百科全书

（ＫＥＧＧ） 功能富集分析。 此外， 国内外已有研究表

明， 转录组学分析在揭示病原微生物感染机制方面具

有显著优势［８－１０］。 因此， 通过转录组学测定， 可以系

统地了解 Ｍｈｐ 感染后细胞内基因表达的整体变化，
进而揭示 Ｍｈｐ 感染的分子机制。 本研究旨在从分子

水平上揭示 Ｍｈｐ 感染 ３Ｄ４ ／ ２１ 细胞后引起表达显著变

化的基因， 预测这些 ＤＥＧｓ 在细胞进程、 代谢进程、
生物调节等方面的功能， 以及 Ｍｈｐ 感染后， 细胞内

的 ＲＯＳ 分泌与 ＤＥＧｓ 之间是否存在相关性， 从而为揭

示 Ｍｈｐ 感染机制提供新的视角， 并为后期防治猪支

原体肺炎的靶向药物研发奠定研究基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株、 细胞及试剂

猪肺泡巨噬细胞系 （３Ｄ４ ／ ２１） 由广西大学兽药

药理实验室保存。 猪肺炎支原体 Ｊ 株 （Ｍｈｐ Ｊ） 由江

苏农科院邵国青老师团队提供。 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ、 ＲＴ ｒｅ⁃
ａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 和 ＦＡＳＴ ｑＰＣＲ （荧光定量 ＰＣＲ） 酶均购自

ＴａＫａＲａ 生物。 ＫＭ２ 培养基购自江苏农科院； 总 ＲＮＡ
提取试剂盒购自简石生物。
１􀆰 ２　 细胞培养

细胞复苏后， 待细胞长至 ８０％ ～ ９０％， 用 １ ×
ＰＢＳ 洗 ３ 次后， 加入适量 ０􀆰 ０５％胰蛋白酶消化液， 置

于 ３７ ℃， ５％ ＣＯ２培养箱中孵育 ３ ｍｉｎ， 在显微镜下

观察细胞消化情况。 加入 １ ｍＬ １０％ 胎牛血清 （ＦＢＳ）
ＤＭＥＭ 终止消化， 并用移液枪将细胞轻轻吹打下来，
收集到 １０ ｍＬ 离心管中， ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃去

液体， 加入 ４ ｍＬ 含有 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基并将

细胞吹打均匀， 再将该细胞悬液均匀分布到含有

１０％ ＦＢＳ ＤＭＥＭ 的 Ｔ２５ 细胞瓶中， 并轻轻吹打至细

胞分散均匀， 放入 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养

待用。
１􀆰 ３　 Ｍｈｐ 培养

将装有 Ｍｈｐ 培养液的冻存管从－８０ ℃冰箱中取

出， 待其融化， 按照 １ ∶ １０ 比例进行 Ｍｈｐ 接种

（５００ μＬ Ｍｈｐ 培养液加入 ４􀆰 ５ ｍＬ ＫＭ２ 中）， 随后置

于 ３７ ℃培养箱中培养。
１􀆰 ４　 Ｍｈｐ 生长滴度的测定

在 １２ 个试管中加入 ０􀆰 ９ ｍＬ ＫＭ２ 培养基， 在第 １
个试管中加入 ０􀆰 １ ｍＬ 待测 Ｍｈｐ 培养液， 充分混匀之

后从中取 ０􀆰 １ ｍＬ 到第 ２ 个试管中， 再混匀， 再取

０􀆰 １ ｍＬ 到下一个试管， 直至到第 １２ 个试管， 做好标

记， 置于 ３７ ℃培养箱中培养； 另取一个只含有 １ ｍＬ
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ＫＭ２ 培养基作为阴性对照， 同样放入 ３７ ℃培养基中

培养。 每天观察培养基的颜色变化， ２０ ｄ 之后， 以

培养基颜色改变的最后一个试管作为 Ｍｈｐ 的菌液滴

度， 用颜色变化单位 （ ｃｏｌｏｒ ｃｈａｎｇｅ ｕｎｉｔ， ＣＣＵ） 表

示， 例如第 １０ 个试管是最后一个出现颜色改变的，
则相对滴度就是 １０１０ ＣＣＵ ／ ｍＬ。
１􀆰 ５　 试验分组及处理

试验分为 ５ 个组， 对照组 （无血清 ＤＭＥＭ） 及 ４
个不同浓度的 Ｍｈｐ Ｊ 感染组 （５×１０６、 １×１０７、 ２×１０７

和 ５×１０７ ＣＣＵ）， 感染细胞 ６、 １２、 １８、 ２４ 和 ３６ ｈ。
１􀆰 ６　 Ｍｈｐ 感染 ３Ｄ４ ／ ２１ 细胞核酸扩增及鉴定

按照简石生物 ＤＮＡ 提取试剂盒提取 Ｍｈｐ 感染

３Ｄ４ ／ ２１ 细胞 １８ ｈ 时细胞中 ＤＮＡ， 进行 Ｍｈｐ １８３ 基因

的 ｑＰＣＲ 扩增， 观察扩增曲线和 Ｃｔ 值。 引物序列：
Ｍｈｐ１８３－Ｆ： ５′－ＣＡＡＡＧＣＧＡＧＴＡＴＧＡＡＧＡＡＣＡＡＧＡＡＡ－
３′， Ｍｈｐ１８３ － Ｒ： ５′ － ＧＴＣＡＴＣＡＴＴＧＧＧＴＧＧＣＴＡＡＧＴ －
３′， Ｍｈｐ１８３ －Ｐ： ５′ －ＲＯＸ－ＴＣＣＡＧＧＡＡＧＴＣＡＡＧＧＴＡ⁃
ＡＣＴＡＧＴＧＡＣＣＡ－ＢＨＱ－３′。 扩增体系 （２０ μＬ）： ２×
ＴａｑＭａｎ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ 预混液 １０ μＬ， Ｍｈｐ－ １８３ －Ｆ （１０
μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ４ μＬ， Ｍｈｐ － １８３ － Ｒ （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ）
０􀆰 ４ μＬ， Ｍｈｐ － １８３ －Ｐ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ３ μＬ， 模板

２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２０ μＬ。 ＰＣＲ 扩增程序设定为：
９４ ℃ ３ ｍｉｎ； ９４ ℃ １５ ｓ， ５７ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环。 Ｃｔ
值小于 ３０ 的样本被判定为阳性。
１􀆰 ７　 时间和病原量确定

为了确定 Ｍｈｐ 感染后 ＲＯＳ 分泌的变化规律， 本

研究选择多个时间点进行采样， 包括感染后的 ６、
１２、 １８、 ２４ 和 ３６ ｈ。 Ｍｈｐ 的感染剂量分别为 ５×１０６、
１×１０７、 ２×１０７和 ５×１０７ ＣＣＵ ／ ｍＬ 分别感染作用上述时

间后， 弃去感染液， 用 ＰＢＳ 对细胞进行清洗 ３ 次，
再每孔加入 １ ｍＬ ＤＣＦＨ－ＤＡ 探针工作液 （探针和

ＤＭＥＭ 比例为 １ ∶ １ ０００）， 放入 ３７ ℃培养箱中避光

培养 ３０ ｍｉｎ。 弃去上清液， 用 ＰＢＳ 洗 ３ 次， 将六孔

板放置倒置荧光显微镜上观察荧光强度。 选择最佳浓

度和感染时间组合， 进行样品制备。
１􀆰 ８　 测序样品收集

在确定了 Ｍｈｐ 感染 ３Ｄ４ ／ ２１ 细胞的最佳感染浓度

和最佳感染时间后， 用 ＰＢＳ 洗 ３ 次， 每孔加入

ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ １ ｍＬ， 冰上裂解， 连续吹打细胞直至细

胞全部裂解， 随后将细胞裂解悬液收集到无酶离心管

中， 用封口膜封口， 放入液氮中速冻， 置－８０ ℃ 保

存。 干冰运送至广州基迪奥公司运用二代技术进行转

录组测序。 在测序过程中， 将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ，
然后将 ｃＤＮＡ 片段化并连接上接头， 制备成测序文

库， 再通过高通量测序仪对文库中的 ＤＮＡ 片段进行

大规模并行测序， 从而获得大量的短序列测序读长

（ｒｅａｄｓ）， 质控处理后获得有效数据 （ ｖａｌｉｄ ｄａｔａ） 与

猪参考基因组进行比对， 并获取在参考基因组或基因

上的位置信息， 以及测序样本特有的序列特征信息。
１􀆰 ９　 ＤＥＧｓ ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证

为了验证测序结果是否准确， 从 ＤＥＧｓ 中随机挑

选 ９ 个基因进行验证。 引物序列详见表 １。

表 １　 ＤＥＧｓ 引物序列

基因名称 引物序列 （５ ′→３ ′）

谷胱甘肽 Ｓ－转移酶 α４
（ＧＳＴＡ４）

Ｆ： ＧＧＡＡＴＧＧＣＡＣＴＧＡＣＣＣＡＧＡＣ
Ｒ： ＧＴＴＴＧＡＡＧＧＣＡＧＣＣＡＡＴＧＣＣ

谷胱甘肽 Ｓ－转移酶 α１
（ＧＳＴＡ１）

Ｆ： ＡＣＡＣＣＣＡＧＧＡＣＣＡＡＴＣＴＴＣＴ
Ｒ： ＡＴＴＧＣＧＴＧＣＧＡＡＣＡＡＡＡＣＡＡＡ

过氧化氢酶

（ＣＡＴ）
Ｆ： ＧＣＴＧＡＧＴＣＣＧＡＡＧＴＣＧＴＣＴＡ
Ｒ： ＴＴＣＡＴＣＴＧＧＴＣＡＣＴＧＧＣＴＧＧ

细胞色素 Ｐ４５０ １Ａ１
（ＣＹＰ１Ａ１）

Ｆ： ＧＧＧＴＣＴＣＣＴＴＣＴＴＴＡＣＧＣＣＡ
Ｒ： ＧＴＧＧＣＴＴＣＣＣＴＣＡＣＧＡＴＴＣＡ

溶质载体家族 ２６ 成员 １
（ＳＬＣ２６Ａ１）

Ｆ： ＧＡＴＣＣＣＴＴＴＧＴＧＧＴＣＡＧＴＴＧＣ
Ｒ： ＣＣＣＡＣＴＴＧＴＡＡＡＣＣＣＧＴＣＣＧ

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

氧化酶 ４ （ＮＯＸ４）
Ｆ： ＧＧＧＧＣＴＡＧＧＡＴＴＧＴＧＣＣＴＡＡ
Ｒ： ＣＧＧＡＧＡＡＧＴＴＧＡＧＧＧＣＧＴＴ

超氧化物歧化酶 ２
（ＳＯＤ２）

Ｆ： ＴＴＧＴＡＧＧＡＧＣＧＣＣＧＡＡＴＡＣＣ
Ｒ： ＣＣＴＣＣＴＧＧＣＴＣＴＴＴＣＣＡＣＴＣ

细胞色素 Ｃ 氧化酶 ７Ａ２
样蛋白 （ＣＯＸ７Ａ２Ｌ）

Ｆ： ＣＣＧＧＣＴＴＧＡＧＧＡＣＴＴＴＴＧＡＴ
Ｒ： ＧＧＣＡＡＴＣＡＧＧＣＡＧＴＡＧＡＴＧＧＴ

醛酮还原酶 １Ｃ１
（ＡＫＲ１Ｃ１）

Ｆ： ＧＣＡＣＣＴＧＡＡＧＡＧＧＴＴＣＣＣＡＡ
Ｒ： ＴＣＴＧＧＴＣＧＡＡＧＧＡＡＡＧＴＧＧＣ

β－肌动蛋白

（β－ａｃｔｉｎ）
Ｆ： ＣＴＣＧＡＴＣＡＴＧＡＡＧＴＧＣＧＡＣＧ Ｔ

Ｒ： ＧＴＧＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＴＧＴＣ

２　 结果

２􀆰 １　 Ｍｈｐ 感染 ３Ｄ４ ／ ２１ 细胞核酸扩增和鉴定

如图 １ 所示， 不同浓度 Ｍｈｐ 感染细胞 １８ ｈ 后，
对 Ｍｈｐ 进行核酸检测均出现扩增曲线， 且 Ｃｔ 值均低

于 ２８； 细胞对照组则不出现扩增曲线。

图 １　 Ｍｈｐ 感染细胞 ｑＰＣＲ 扩增结果
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２􀆰 ２　 不同浓度 Ｍｈｐ 感染 ３Ｄ４ ／ ２１ 细胞产生 ＲＯＳ 水

平情况

　 　 由图 ２ 所示， 与细胞对照组相比， 不同浓度的

Ｍｈｐ 感染 ３Ｄ４ ／ ２１ 细胞后均可使细胞产生一定的

ＲＯＳ， 其中 ２×１０７和 ５×１０７ ＣＣＵ Ｍｈｐ 感染 ３Ｄ４ ／ ２１ 细

胞 １８ 和 ２４ ｈ 后 ＲＯＳ 荧光最显著。 因此选择 ２×１０７

ＣＣＵ Ｍｈｐ 感染 ３Ｄ４ ／ ２１ 细胞 １８ ｈ 进行转录组测序。

图 ２　 Ｍｈｐ 感染细胞后 ＲＯＳ 分泌情况 （标尺＝１００ μｍ）

２􀆰 ３　 样本关系分析

如图 ３ 所示， 通过散点图 （图 ３Ａ）、 Ｐｅａｒｓｏｎ 相

关系数图 （图 ３Ｂ）、 重复性散点图 （图 ３Ｃ） 和小提

琴图 （图 ３Ｄ） 完整展现转录组测序中每个组的样品

重复性较好， ２ 组差异较大， 组内样本具有较高的相

关性， 基因分布集中且均匀。
２􀆰 ４　 ＤＥＧｓ 分析

通过对转录组测序结果进行差异基因分析， 按

Ｐ＜０􀆰 ０５ 且差异倍数 （ＦＣ） ＞１􀆰 ２， 筛选出细胞对照组

和 Ｍｈｐ 感染组之间的 ＤＥＧｓ， 发现共有 １ ９４１ 个 ＤＥＧｓ
（１ ０７０ 个上调， ８７１ 个下调） （图 ４Ａ、 Ｂ）。 对 ＤＥＧｓ
进行分层聚类分析结果发现， 组内 ＤＥＧｓ 表达量集

中， 样本具有较好重复性 （图 ４Ｃ）。 筛选两者任意重

复样品 ＦＰＫＭ 值均大于 １ 的基因， 并挑选上调和下调

倍数最大的前 １０ 个基因。
结果发现， 与细胞对照组比较， Ｍｈｐ 感染组上

调的基因包括组氨酸脱羧酶 （ＨＤＣ）、 酰辅酶 Ａ 合成

酶 （ＡＣＳＭ２Ｂ）、 碘甲腺原氨酸脱碘酶 １ （ＤＩＯ１）、 ４－
氨基丁酸氨基转移酶 （ＡＢＡＴ）、 甘露糖基转移酶 ４Ｃ
（ＭＧＡＴ４Ｃ）、 缝隙连接蛋白 β１ （ＧＪＢ１）、 Ｄ－氨基酸

氧化酶 （ＤＡＯ）、 ＰＤＺ 结构域结合蛋白 １ （ＰＤＺＫ１）、
溶质载体家族 ５ 成员 １ （ＳＬＣ５Ａ１）、 谷胱甘肽 Ｓ－转移

酶 α１ （ＧＳＴＡ１） （表 ２）； 而下调的基因包括富含亮

氨酸重复序列蛋白 ３７Ａ２ （ＬＲＲＣ３７Ａ２）、 Ｂ 细胞淋巴

瘤 ２ 样蛋白 １５ （ＢＣＬ２Ｌ１５）、 ３ ′－磷酸腺苷－５ ′－磷酸

硫酸合成酶 ２ （ＰＡＰＳＳ２）、 核受体亚家族 １Ｄ 组成员 １
（ＮＲ１Ｄ１）、 白细胞介素 ２ 受体 γ 链 （ ＩＬ２ＲＧ）、 ＬＩＭ
结构域蛋白 ２ （ＬＭＯ２）、 趋化因子 （Ｃ－Ｃ 基序） 配

体 ５ （ＣＣＬ５）、 α － １ 抗胰糜蛋白酶 ２ （ ＳＥＲＰＩＮＡ３ －
２）、 染色体 ２０ 开放阅读框 ２０４ （Ｃ２０ｏｒｆ２０４）、 补体

衰变加速因子 （ＣＤ５５） （表 ３）。
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Ａ． 散点图； Ｂ． Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数图； Ｃ． 重复性散点图； Ｄ． 小提琴图。

图 ３　 样本关系分析结果

表 ２　 Ｍｈｐ 组相比对照组差异上调基因表达量 （前 １０ 个上调基因）

标识符 基因名称 细胞组均值 感染组均值 ｌｏｇ２ （ＦＣ） Ｐ 值

ＥＮＳＳＳＣＧ０００００００４６４４ ＨＤＣ ０􀆰 １３１ ４􀆰 ３４５ ２５ ５􀆰 ０５１ ８００ ４６７ ７􀆰 ３８×１０－２１

ＥＮＳＳＳＣＧ０００００００７８５８ ＡＣＳＭ２Ｂ ３􀆰 ６６２ ５ ３１􀆰 ６２７ ３􀆰 １１０ ２５６ ０５０ １􀆰 ９９×１０－１００

ＥＮＳＳＳＣＧ００００００２８８９６ ＤＩＯ１ ０􀆰 ３３８ ２􀆰 ７３５ ２５ ３􀆰 ０１６ ５７７ ５４９ １􀆰 ４４×１０－０９

ＥＮＳＳＳＣＧ０００００００７９０９ ＡＢＡＴ ０􀆰 ７７９ ２５ ６􀆰 １４５ ５ ２􀆰 ９７９ ３７２ ２３９ ２􀆰 １０×１０－３２

ＥＮＳＳＳＣＧ００００００３２３２１ ＭＧＡＴ４Ｃ ０􀆰 ３０８ ７５ ２􀆰 ２５６ ７５ ２􀆰 ８６９ ７３５ ５６６ １􀆰 ４４×１０－３

ＥＮＳＳＳＣＧ００００００１２３９４ ＧＪＢ１ ０􀆰 ９０３ ５ ６􀆰 ４６５ ２􀆰 ８３９ ０５３ ８６４ ８􀆰 ０７×１０－１９

ＥＮＳＳＳＣＧ０００００００９９４２ ＤＡＯ １􀆰 １９６ ７􀆰 ２３９ ２５ ２􀆰 ５９ ７６２ ２８５ ３􀆰 ４６×１０－２７

ＥＮＳＳＳＣＧ０００００００６６９３ ＰＤＺＫ１ １９􀆰 ７９２ ２５ １０２􀆰 ２３８ ５ ２􀆰 ３６８ ９３１ ０４１ ４􀆰 ５１×１０－７３

ＥＮＳＳＳＣＧ００００００１００３６ ＳＬＣ５Ａ１ ２􀆰 １８ １０􀆰 ５９２ ２５ ２􀆰 ２８０ ６０９ ０３８ １􀆰 ６３×１０－３６

ＥＮＳＳＳＣＧ００００００５８３０８ ＧＳＴＡ１ ９􀆰 １４９ ７５ ４０􀆰 ２１６ ７５ ２􀆰 １３５ ９９２ ２６９ １􀆰 ０８×１０－３６

表 ３　 Ｍｈｐ 组相比对照组差异下调基因表达量 （前 １０ 个下调基因）

标识符 基因名称 细胞组均值 感染组均值 ｌｏｇ２ （ＦＣ） Ｐ 值

ＥＮＳＳＳＣＧ００００００１７３２４ ＬＲＲＣ３７Ａ２ １０􀆰 ６５２ ５ ２􀆰 ０１１ ７５ －２􀆰 ４０４ ６６９ １１４ ５􀆰 ４６×１０－２６

ＥＮＳＳＳＣＧ００００００３８９７０ ＢＣＬ２Ｌ１５ ６２􀆰 ３８９ ２５ １２􀆰 ６３３ ２５ －２􀆰 ３０４ ０７１ ６３５ １􀆰 ０４×１０－２６

ＥＮＳＳＳＣＧ００００００１０４３７ ＰＡＰＳＳ２ ７３􀆰 ２７２ ２５ １７􀆰 ６０４ －２􀆰 ０５７ ３６３ ６４１ １􀆰 １５×１０－５４

ＥＮＳＳＳＣＧ００００００３６９３３ ＮＲ１Ｄ１ １０􀆰 ２０２ ２５ ２􀆰 ４６３ ２５ －２􀆰 ０５０ ２５２ ３９６ １􀆰 ５０×１０－２３
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续表３

标识符 基因名称 细胞组均值 感染组均值 ｌｏｇ２ （ＦＣ） Ｐ 值

ＥＮＳＳＳＣＧ００００００１２３９７ ＩＬ２ＲＧ ７􀆰 ６５８７５ ２􀆰 ０２３ ７５ －１􀆰 ９２０ ０７７ ８６６ ７􀆰 ０１×１０－０９

ＥＮＳＳＳＣＧ００００００１３３０７ ＬＭＯ２ ７􀆰 ２９２ ２５ １􀆰 ９５６ ２５ －１􀆰 ８９ ８２７ ３２７ １􀆰 ０８×１０－１１

ＥＮＳＳＳＣＧ００００００１７７０５ ＣＣＬ５ １１􀆰 ８３７ ３􀆰 ４６１ ２５ －１􀆰 ７７３ ９３８ ４３３ ６􀆰 ７７×１０－０８

ＥＮＳＳＳＣＧ００００００６０２０２ ＳＥＲＰＩＮＡ３－２ ８􀆰 ６７４ ５ ２􀆰 ６９３ ７５ －１􀆰 ６８７ １６４ ６３９ ８􀆰 ６８×１０－０９

ＥＮＳＳＳＣＧ００００００５５８９２ Ｃ２０ｏｒｆ２０４ １􀆰 ４０４ ２５ ０􀆰 ４３７ －１􀆰 ６８４ ０９４ ６１８ ３􀆰 ７５×１０－２

ＥＮＳＳＳＣＧ００００００１５６６４ ＣＤ５５ １８２􀆰 ０３９ ５７􀆰 ５６１ ７５ －１􀆰 ６６１ ０６５ ２０７ ９􀆰 ４５×１０－５２

Ａ􀆰 ＤＥＧｓ 柱状图 （对照组 ｖｓ 感染组）； Ｂ． ＤＥＧｓ 火山图； Ｃ． ＤＥＧｓ 热图。

图 ４　 差异基本分析

２􀆰 ５　 ＤＥＧｓ ＧＯ 功能分析

通过差异 ＧＯ 富集分析 （图 ５）， ＤＥＧｓ 在生物进

程 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ） 中主要富集于细胞进程 （ｃｅｌ⁃
ｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ）， 代谢进程 （ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ）， 生物

调节 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ）， 生物过程的调控 （ｒｅｇｕ⁃
ｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ）， 对刺激的反应 （ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｔｏ ｓｔｉｍｕｌｕｓ）， 定殖 （ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ）， 多细胞生物进程

（ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ）， 生物的正向 ／反向

调节 进 程 （ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ／ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ）， 信号 （ｓｉｇｎａｌｉｎｇ）， 免疫系统进程 （ｉｍｍｕｎｅ
ｓｙｓｔｅｍ ｐｒｏｃｅｓｓ）， 生物黏附 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ）， 生

物体 间 种 间 相 互 作 用 的 生 物 学 进 程 （ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｏｒ⁃
ｇａｎｉｓｍ ）， 生 殖 （ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ）， 生 殖 过 程

（ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｐｒｏｃｅｓｓ）， 增长 （ ｇｒｏｗｔｈ）， 行为 （ ｂｅ⁃

ｈａｖｉｏｒ）， 多有机体过程 （ｍｕｌｔｉ－ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓ）， 病

毒进程 （ ｖｉｒａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ）， 间歇式增长过程 （ ｒｈｙｔｈｍｉｃ
ｐｒｏｃｅｓｓ）， 生物矿化 （ ｂｉｏｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ）， 解毒作用

（ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ）； 在分子功能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ） 中

主要富集于结合 （ｂｉｎｄｉｎｇ）， 催化活性 （ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃ⁃
ｔｉｖｉｔｙ）， 分子功能调节 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ），
转运体活性 （ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ）， 转录调节体活性

（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ）， ＡＴＰ 依赖活性 （ＡＴＰ－
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ）， 分 析 转 换 器 活 性 （ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ）， 结 构 分 子 活 性 （ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ）， 抗氧化活性 （ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ）；
在细胞组分 （ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ） 中主要富集在细胞

解剖实体 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｅｎｔｉｔｙ） 和含蛋白质复

合物 （ｐｒｏｔｅｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ）。
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图 ５　 ＤＥＧｓ 的 ＧＯ 富集分析

２􀆰 ６　 ＤＥＧｓ ＫＥＧＧ 功能分析

对 Ｍｈｐ 感染 ３Ｄ４ ／ ２１ 细胞 ＤＥＧｓ 进行 ＫＥＧＧ 富集

分析， 结果如图 ６ 所示。
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图 ６　 ＤＥＧｓ ＫＥＧＧ 富集分析

　 　 Ｍｈｐ 感染 ３Ｄ４ ／ ２１ 细胞 １８ ｈ 后主要富集到的通路

有癌症信号通路 （ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ）， 黏附斑激酶

（ ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｋｉｎａｓｅ ）， 化学致癌作用 － 活性氧

（ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ－ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ）， 神

经退行性疾病的途径 （ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ－
ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ）， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路 （ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ）， ＭＡＰＫ 信 号 通 路 （ ＭＡＰＫ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）， 碳代谢 （ ｃａｒｂｏｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）， 脂

肪酸 代 谢 （ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ）， 小 细 胞 肺 癌

（ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ）， 细胞色素酶 ＣＹＰ４５０ 代谢

（ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃｓ ｂｙ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０）， 流体

剪切应力和动脉粥样硬化 （ ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｔｈ⁃
ｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ）， 与肿瘤相关信号转导通路的 ＭｉｃｒｏＲＮＡ
（ｍｉｃｒｏｒｎａｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ）， 药物代谢－其他酶 （ｄｒｕｇ ｍｅ⁃
ｔａｂｏｌｉｓｍ－ｏｔｈｅｒ ｅｎｚｙｍｅｓ） 等。
２􀆰 ７　 ＤＥＧｓ ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证

随机选取 ９ 个 ＤＥＧｓ， 通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ 进行验证

其表达量。 结果如图 ７ 所示， 这 ９ 个 ＤＥＧｓ ＲＴ－ｑＰＣＲ
结果与转录组测序结果相一致， 进一步证实 Ｍｈｐ 感

染 ３Ｄ４ ／ ２１ 细胞后诱导细胞产生氧化应激。
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图 ７　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证测序中氧化应激相关 ｍＲＮＡ 表达

３　 讨论

研究结果显示， Ｍｈｐ 感染 ３Ｄ４ ／ ２１ 细胞后， 与细

胞对照组相比， 导致了 １ ９４０ 个基因的差异表达， 其

中 １ ０７０ 个基因上调， ８７１ 个基因下调。 在差异表达

上调的前 １０ 个基因中， 包括 ＰＤＺＫ１ 和 ＧＳＴＡ１。
ＰＤＺＫ１ 编码一种蛋白质， 它参与了细胞膜上的

信号转导、 膜蛋白质的定位和稳定等功能。 在 Ｐａｎ
等［１３］的研究中， ＰＤＺＫ１ 的表达在 ＰＣＶ２ 感染期间增

强， 并且 ＰＤＺＫ１ 的过表达抑制 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白的表

达并降低 ＰＣＶ２ 在细胞中的复制。 在 Ｇｕｏ 等［１４］ 的研

究中， 也发现 ＰＤＺＫ１ 可以通过 ＳＴＡＴ３ ／ Ｃ－ｍｙｃ 途径影

响肝细胞癌的增殖、 迁移和凋亡。 因此， Ｍｈｐ 感染

３Ｄ４ ／ ２１ 细胞后 ＰＤＺＫ１ 转录水平的上调， 提示Ｍｈｐ 感

染可能通过干扰 ＰＤＺＫ１ 的正常调控， 影响细胞内凋

亡程序的平衡。
ＧＳＴＡ１ 编码一种谷胱甘肽 Ｓ－转移酶， 这种酶参

与了体内的抗氧化防御系统， 催化谷胱甘肽与各类亲

电化合物的结合， 从而保护细胞免受氧化应激的损

害。 Ｐａｎ 等［１５］发现， Ａ５４９ 癌细胞中 ＧＳＴＡ１ 的 ｍＲＮＡ
和蛋白表达量均高于 ＭＲＣ－５ 正常细胞； 抑制 Ａ５４９
癌细胞中 ＧＳＴＡ１ 的表达可以显著抑制细胞的活力，
表明 ＧＳＴＡ１ 的表达可能是肺癌早期诊断和治疗的目

标分子。 Ｒｏｍｅｒｏ 等［１６］发现， ＧＳＴＡ１ 通过抑制促炎细

胞因子和减轻氧化应激来阻碍 ＪＮＫ 信号通路的激活，
并且 ＧＳＴＡ１－１ 在 ＪＮＫ 介导的细胞凋亡中具有保护作

用。 因此， Ｍｈｐ 感染 ３Ｄ４ ／ ２１ 细胞后 ＧＳＴＡ１ 转录水平

的上调， 进一步支持了 Ｍｈｐ 感染可能通过增强抗氧

化反应来影响细胞生存机制。
研究发现， 差异表达下调的基因包括 ＢＣＬ２Ｌ１５、

ＩＬ２ＲＧ、 ＬＭＯ２ 和 ＣＣＬ５ 等。 ＢＣＬ２Ｌ１５ 编码的蛋白质

可能参与细胞凋亡的调节， 尤其是在 Ｂ 细胞的生物

学过 程 中 可 能 发 挥 重 要 作 用。 Ｚｈａｎｇ 等［１７］ 发 现

ＢＣＬ２Ｌ１５ 的过表达抑制了视网膜母细胞瘤的增殖并

增加了细胞凋亡。 ＩＬ２ＲＧ 编码白细胞介素 ２ （ ＩＬ－２）
受体的 γ 亚单位， 是多种细胞因子受体的一部分，
参与细胞免疫反应的调节， 尤其是对于 Ｔ 细胞和自

然杀伤细胞的功能发挥重要作用。 ＩＬ２ＲＧ 基因与人源

化癌症息息相关， Ｒｅｎ 等［１８］和 Ｚｈｏｕ 等［１９］均通过敲除

ＩＬ２ＲＧ 基因成功建立异种人源癌症模型。 ＬＭＯ２ 编码

的蛋白质作为致癌蛋白的功能已得到证实［２０］。 ＣＣＬ５
可以驱使巨噬细胞和免疫细胞向病灶部位移动和浸

润， 本研究发现 Ｍｈｐ 感染 ３Ｄ４ ／ ２１ 细胞后引起 ＣＣＬ５
表达趋势与王贵平［２１］ 的发现相反， 可能与 Ｍｈｐ 感染

的时间段不同有关。 这些发现共同揭示了细胞信号传

导、 凋亡调控及免疫应答在疾病发展中的复杂作用。
推测 Ｍｈｐ 的感染可能通过干扰这些关键信号通路，
如细胞凋亡调控机制、 促进细胞增殖及调节免疫细胞

的极化状态， 从而在宿主细胞中引发一系列反应。
ＧＯ 分析显示， 这些 ＤＥＧｓ 广泛分布在细胞中，

调节着细胞表面受体活性， 这可能增加了 Ｍｈｐ 在细

胞表面的定殖能力， 并参与各种信号传导， 调控细胞

的抗炎抗氧化反应和免疫能力。 ＫＥＧＧ 分析发现， 与

细胞对照组相比， Ｍｈｐ 感染组的信号通路富集主要

涉及肿瘤信号通路、 黏附斑激酶、 化学致癌作用－活
性氧、 神经退行性疾病的途径、 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路、
ＭＡＰＫ 信号通路、 小细胞肺癌、 细胞色素酶 ＣＹＰ４５０
代谢、 与肿瘤相关信号转导通路的 ＭｉｃｒｏＲＮＡ 等。
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路和 ＭＡＰＫ 信号通路与氧化应激和

炎症反应进程相关； 化学致癌作用－活性氧、 小细胞

肺癌、 与肿瘤相关信号转导通路的 ＭｉｃｒｏＲＮＡ 等与肿

瘤 发 生 发 展 相 关。 ＰＤＺＫ１、 ＧＳＴＡ１、 ＢＣＬ２Ｌ１５、
ＩＬ２ＲＧ 和 ＬＭＯ２ 基因均参与细胞凋亡的调控。

为了验证测序结果的准确性， 随机选取了 ＤＥＧｓ
进行 ＲＴ －ｑＰＣＲ 验证， 发现 ＧＳＴＡ４、 ＧＳＴＡ１、 ＣＡＴ、
ＣＹＰ１Ａ１ 等因子与氧化应激相关。 ＧＳＴＡ４ 和 ＧＳＴＡ１
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在氧化应激条件下表达通常会发生变化， 它们是细胞

应对氧化应激的重要分子机制之一。 通过与谷胱甘肽

结合， 这些基因能够清除 ＲＯＳ 等氧化应激产物， 减

轻氧化损伤对细胞的伤害。 ＣＡＴ 是一种广泛存在于

生物体内的酶， 通过迅速分解过氧化氢， 维持细胞内

氧化还原平衡， 保护细胞免受氧化应激的伤害。
ＣＹＰ１Ａ１ 是一种主要存在于肝脏及肠道中的代谢酶，
能够参与代谢多种内外源性有害异物， 并生成细胞毒

性物质， 可能导致 ＤＮＡ 损伤而诱发肿瘤。 作为单加

氧酶， ＣＹＰ１Ａ１ 同时具有羟化酶活性及环氧化酶活

性， 并可参与调控免疫反应。 这些结果表明， Ｍｈｐ
的感染诱导了 ３Ｄ４ ／ ２１ 细胞的抗氧化反应。

综上所述， 本研究证实 Ｍｈｐ 感染 ３Ｄ４ ／ ２１ 细胞

后， 通过干扰细胞凋亡途径、 促进相关基因异常表

达， 影响细胞生命周期调控， 同时诱导细胞产生抗氧

化、 抗炎反应。 尽管目前尚未建立与癌症发生发展的

直接关联， 但该发现为解析 Ｍｈｐ 影响宿主细胞生存

机制提供了关键线索， 指明了后续机制研究的新方

向。 研究成果不仅有助于开发针对 Ｍｈｐ 感染的靶向

干预措施， 也对降低生猪养殖业经济损失具有重要实

践意义， 后续需进一步深入探究其具体作用机制。
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