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摘要： 旨在探究捻转血矛线虫伊维菌素 （ＩＶＭ） 抗药相关的 ｍｉＲＮＡ 及其功能。 本研究以 ＩＶＭ 敏感虫株与抗药虫株为试验材料， 采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ｎｏ⁃
ｖａｓｅｑ ６０００ 平台进行测序， 构建 ｃＤＮＡ 文库， 质控分析后采用生信软件筛选 ２ 个虫株之间的差异 ｍｉＲＮＡ。 结果： ＩＶＭ 敏感株和抗药株雌雄虫共鉴

定到 ４４１ 个 ｍｉＲＮＡ， 其中已知 １６０ 个， 新鉴定到的 ２８１ 个。 与敏感株相比， 抗药株雄虫中 ３０ 个 ｍｉＲＮＡ 显著上调， ２１ 个显著下调； 抗药株雌虫

中， ４ 个 ｍｉＲＮＡ 显著上调， ５ 个显著下调。 后续差异 ｍｉＲＮＡ 分析预测 ｍｉＲ－１、 ｍｉＲ－２、 ｍｉＲ－１３３ 和 ｍｉＲ－５９１２ｂ 可能与 ＩＶＭ 抗药性有关。 基因本

体论 （ＧＯ） 分析显示， 雌雄虫差异 ｍｉＲＮＡ 靶基因主要富集到细胞修饰氨基酸生物合成过程、 磷代谢过程、 细胞蛋白质代谢过程、 嘌呤核苷酸结

合等。 此外， 京都基因和基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 显示雌雄虫差异基因富集趋势具有一定的相似性， 主要富集到 ｍＴＯＲ 信号通路、 促分裂原活

化蛋白激酶 （ＭＡＰＫ） 信号通路、 环核苷酸 （ ｃＡＭＰ） 信号通路、 赖氨酸降解、 嘌呤代谢及三羧酸循环 （ ＴＣＡ ｃｙｃｌｅ） 等。 最终选取 ６ 个差异

ｍｉＲＮＡ 进行实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 验证， 发现结果与测序结果一致。 综上， 捻转血矛线虫对 ＩＶＭ 抗药性的产生与其代谢过程 （尤其是

氨基酸代谢） 有一定的联系， 本研究为揭示 ＩＶＭ 抗药机制奠定了理论基础。
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　 　 捻转血矛线虫病是由吸血的捻转血矛线虫寄生于

反刍动物的真胃所引发的寄生虫病， 对反刍动物健康

产生重要影响， 给全球畜牧业造成了巨大的经济损

失［１］。 由于缺乏有效的疫苗和生物防治措施， 目前

该病的控制主要依赖于定期使用 ３ 大类驱虫药［２］。
１９８１ 年伊维菌素 （ ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ， ＩＶＭ） 的问世， 为人

类和动物线虫感染提供了新的治疗方案［３］。 然而，
ＩＶＭ 的长期滥用而导致的抗药性在大多数线虫中变

得很普遍， 从而在全世界范围内对畜牧生产造成重大

影响， 也对线虫的防控形成挑战［４－５］。
在许多寄生线虫中 ＩＶＭ 抗药性的出现引起了研

究者对其机制的兴趣， 其中对捻转血矛线虫 ＩＶＭ 抗

药性机制研究较多［６］。 迄今为止， ＩＶＭ 抗药机制的

研究主要集中在候选基因的筛选［７］。 虽然这些研究

有助于了解与抗药相关的机制， 但鉴于捻转血矛线虫

的高度遗传多样性［８］， 使得大多数田间株的 ＩＶＭ 抗

药机制变得十分复杂。 因此， 迫切需要研究 ＩＶＭ 抗

药分子基础来从根本上解决由抗药性引起的危机。
近年来， 高通量测序 （ＨＴＳ） 技术的开发和应用

取得了重大进展［９］。 随着捻转血矛线虫基因组序列

的完成， 转录组研究也应用于捻转血矛线虫 ＩＶＭ 抗

药机制研究中。 Ｒｅｚａｎｓｏｆｆ 等［１０］ 通过转录组学对捻转

血矛线虫 ＩＶＭ 抗药株和敏感株雌虫进行测序， 发现

了相关的基因转录水平的变化。 刘阳［５］ 对给药

（ＩＶＭ） 前后的捻转血矛线虫抗药株和敏感株 ３ 期幼

虫进行转录组学研究， 发现了相关代谢酶基因的显著

变化。 瓦热斯等［１１］ 通过转录组学对捻转血矛线虫

ＩＶＭ 抗药株和敏感株雌雄虫进行测序， 挖掘了抗药

相关的基因和代谢通路的变化。 虽然， 已有上述相关

的研究， 但基于微小 ＲＮＡ （ｍｉＲＮＡ） 测序比较抗药

株和敏感株雌雄成虫的研究相对缺乏。 因此， 本试验

以捻转血矛线虫 ＩＶＭ 敏感株和抗药株为试验材料，
利用转录组测序对 ＩＶＭ 敏感株和抗药株的转录组变

化进行分析， 旨在分析在 ＩＶＭ 长期诱导下的田间抗

药株的相关基因转录水平的变化， 为探究 ＩＶＭ 抗药

机理提供重要的数据资源。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

将捻转血矛线虫 Ｈａｅｃｏｎ－５－Ｓ 株 （国际公认的敏

感株） 和 ＩＶＭ 抗药株 （分离于昭苏县， 通过体内外

试验已验证抗药性［１１］ ） 雌雄成虫， 分别为敏感株雌

虫 （ＳＦ－１、 ＳＦ － ２、 ＳＦ － ３）， 耐药株雌虫 （ ＲＦ － １、
ＲＦ－２、 ＲＦ－３）， 敏感株雄虫 （ＳＭ－１、 ＳＭ－２、 ＳＭ－
３）， 耐药株雄虫 （ＲＭ－１、 ＲＭ－２、 ＲＭ－３） ４ 组， 每

组 ３ 个生物学重复 （１５ 条 ／样）。
１􀆰 ２　 主要仪器及试剂

荧光定量 ＰＣＲ 仪 ＶｉｉＡ７ 购自美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ Ｌａｂｏ⁃
ｒａｔｏｒｉｅｓ 公司； ＰＣＲ 半裙边 ９６ 孔板购自无锡国盛生物

过程有限公司； －８０ ℃超低温冰箱， 液氮罐， 台式冷

冻离心机购自中国 Ｓｃｉｌｏｇｅｘ 公司； ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ 分光

光度计购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； ＴＲＩｚｏｌ 试剂

购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； ｍｉＲＮＡ 反转录试剂盒和

ＲＴ－ＰＣＲ 试剂盒购自中国诺唯赞公司。
１􀆰 ３　 ＲＮＡ 提取及文库构建

分别取 ＩＶＭ 敏感虫株与抗药虫株的雌雄虫， 提

取虫体总 ＲＮＡ， 选取质量浓度高于 １５０ ｎｇ ／ μＬ 的样

品， 同时检测 ＲＮＡ 的完整性 （ ＲＩＮ 值≥８ 作为标

准）， 使用检测合格的 ＲＮＡ 为模板开始构建小 ＲＮＡ
文库。 将合格样品委托上海美吉生物医药有限公司进

行 ｍｉＲＮＡ 转录普测序。
１􀆰 ４　 测序数据质控及比对分析

为保证后续分析的准确性， 首先对原始测序数据

进行过滤， 除去包含测序接头序列或低质量读段， 从

而得到高质量的测序数据以保证后续分析的顺利进

行。 然后使用 Ｂｏｗｔｉｅ 软件将净读数与参考基因组序
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列进行比对， 统计比对上的读数和百分比。 捻转血矛

线虫参考基因组： （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐａｒａｓｉｔｅ． ｗｏｒｍｂａｓｅ． ｏｒｇ ／
Ｈａｅｍｏｎｃｈｕｓ＿ｃｏｎｔｏｒｔｕｓ＿ｐｒｊｅｂ５０６ ／ Ｉｎｆｏ ／ Ｉｎｄｅｘ ／ ）。
１􀆰 ５　 ｍｉＲＮＡ 分类注释

将比对到参考基因组上的读数先与 ｍｉＲＢａｓｅ 数据

库 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｍｉｒｂａｓｅ．ｏｒｇ ／ ） 中的 ｍｉＲＮＡ 前体及成

熟体序列进行比对， 获得已知 ｍｉＲＮＡ， 并预测其前

体的二级结构。 对于未比对上已知 ｍｉＲＮＡ 的 ｒｅａｄｓ，
使用 Ｒｆａｍ 数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｒｆａｍ． ｘｆａｍ． ｏｒｇ ／ ） 进行注

释， 过滤核糖体 ＲＮＡ （ｒＲＮＡ）、 转运 ＲＮＡ （ｔＲＮＡ）、
核内小 ＲＮＡ （ｓｎＲＮＡ）、 核仁小 ＲＮＡ （ｓｎｏＲＮＡ） 等，
重复序列也一并过滤， 用于新 ｍｉＲＮＡ 的预测和鉴定。
１􀆰 ６　 表达量分析

首先对各组样本中 ｍｉＲＮＡ 进行表达量统计， 然

后比较组间差异表达的 ｍｉＲＮＡ， 筛选上下调的

ｍｉＲＮＡ。 本研究采用显著性 Ｐ 值和差异倍数 （ ｆｏｌｄ
ｃｈａｎｇｅ， ＦＣ） 作为筛选样本间差异表达的判断标准：
当 Ｐ 值≤０􀆰 ０５ 并且 ｌｏｇ２ ＦＣ≥１， 判断为上调； 当

Ｐ 值≤０􀆰 ０５ 并且 ｌｏｇ２ＦＣ≤－１， 判断为下调。 ＦＣ 值差

异倍数越大， 说明在两个样本中的表达差异越大； Ｐ
值越小， 数据的可靠性越高。
１􀆰 ７　 差异 ｍｉＲＮＡ 靶基因富集分析

利用 ｍｉＲａｎｄａ 预测软件对所鉴定的已知和新预测

的 ｍｉＲＮＡ 进行靶基因预测。 随后， 采用软件 Ｇｏａｔｏｏｌｓ
对差异 ｍｉＲＮＡ 靶基因进行基因本体论 （ＧＯ ） 分析。
同时使用 ＫＯＢＡＳ２􀆰 １ 软件对筛选到的 ｍＲＮＡ 测序差

异基因及差异 ｍｉＲＮＡ 靶基因进行京都基因和基因组

百科全书 （ＫＥＧＧ） 分析。
１􀆰 ８　 实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 验证

为进一步验证测序数据可靠性， 随机选取了 ５ 个

差异表达的 ｍｉＲＮＡ， 采用茎环引物法， 以 Ｔｕｂｕｌｉｎ 为

内参进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ， 引物见表 １。 生物学重复和技

术重复各 ３ 个， 结果分析采用 ２－ΔΔＣｔ方法， 采用 ｔ 检
验， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 表示差异极显

著， 以 Ｐ＜０􀆰 ００１， 表示差异极显著。

表 １　 ｍｉＲＮＡ ＲＴ－ｑＰＣＲ 的引物序列

名称 引物序列 （５′－３′） 产物长度 ／ ｂｐ

Ｔｕｂｕｌｉｎ－Ｆ

Ｔｕｂｕｌｉｎ－Ｒ

ｍｉＲ－５９３２－Ｆ

ｍｉＲ－５９３２－ｌｏｏｐ

ｍｉＲ－５９１２ｂ－Ｆ

ｍｉＲ－５９１２ｂ－ｌｏｏｐ

ｍｉＲ－４６－Ｆ

ｍｉＲ－４６－ｌｏｏｐ

ｍｉＲ－１３３－Ｆ

ｍｉＲ－１３３－ｌｏｏｐ

ｍｉＲ－５８９６－Ｆ

ｍｉＲ－５８９６－ｌｏｏｐ

ｍｉＲ－Ｒ

ＴＧＴＴＣＣＡＴＣＡＣＣＣＡＡＧＧＴＡＴＣＣ

ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＧＧＡＴＡＣ

ＧＣＧＡＴＴＴＴＧＧＴＣＧＧＴＧＧＴＴＡ

ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＧＡＣＴＣ

ＧＣＧＡＴＡＴＴＣＧＡＧＴＣＣＣＴＧＣ

ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＧＣＴＧＧＧ

ＴＧＣＧＣＧＡＧＴＧＴＴＧＴＡＡＣＣ

ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＧＡＡＧＡ

ＣＧＡＴＴＧＧＴＣＣＣＣＴＣＣＡＡＣＣＴＡＡ

ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＴＡＧＣＴ

ＣＧＡＴＧＧＧＣＡＡＴＧＴＧＴＣＣＴＧ

ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＣＴＧＡＡ

ＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴ

２２

５０

２０

５０

１９

５０

１８

５０

２２

５０

１９

５０

２０

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ｍｉＲＮＡ 测序数据质控分析

基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ｎｏｖａｓｅｑ ６０００ 测序平台， 将对 ＩＶＭ
抗药株和敏感株 １２ 个样本的总 ＲＮＡ 进行 ｍｉＲＮＡ 测

序。 如表 ２ 所示， 各样本均获取了高质量的原始读数

和净读数， 每个样本数据量均在 １０􀆰 ０６×１０６ 个以上，
共获得 １４０􀆰 １４×１０６ 个， 其中 Ｑ２０ 和 Ｑ３０ 值分别达到

９８􀆰 ３７％、 ９５􀆰 １３％及以上， 错误率均低于 ０􀆰 ０３％， 表

明 ｍｉＲＮＡ 测序数据质量较高。
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表 ２　 ｍｉＲＮＡ 测序数据统计情况

样本 原始读数 ／ 个 净读数 ／ 个 Ｑ２０ 值 ／ ％ Ｑ３０ 值 ／ ％ 错误率 ／ ％ ＧＣ 含量 ／ ％

ＲＭ－１ １１ ５８６ ７７４ ９ ９９２ ２８７ ９８􀆰 ３７ ９５􀆰 ５９ ０􀆰 ０２３ ８ ５０􀆰 ３８

ＲＭ－２ １０ １５２ ６２５ ８ ８０７ ９５７ ９９􀆰 ０４ ９６􀆰 ８７ ０􀆰 ０２２ ４ ４９􀆰 ７５

ＲＭ－３ １０ ５９０ ５８３ ７ ７８２ ７９４ ９９􀆰 １３ ９７􀆰 ００ ０􀆰 ０２２ ３ ４９􀆰 ９６

ＲＦ－１ １１ ５６２ ２１３ １１ １９８ ４３０ ９８􀆰 ５０ ９５􀆰 ４３ ０􀆰 ０２３ ８ ４６􀆰 ５３

ＲＦ－２ １０ ８２２ ６６７ １０ ５７５ ２０３ ９８􀆰 ６５ ９５􀆰 ６５ ０􀆰 ０２３ ５ ４５􀆰 ７８

ＲＦ－３ １５ ４４６ ９３１ １４ ８９５ ８４６ ９８􀆰 ８４ ９６􀆰 ２８ ０􀆰 ０２３ ０ ４６􀆰 ３３

ＳＭ－１ １０ １３９ ６６２ ９ ８１２ ３１７ ９８􀆰 ５３ ９５􀆰 ４５ ０􀆰 ０２３ ７ ４８􀆰 ０７

ＳＭ－２ １０ ０６１ １４０ ９ ６５９ １８３ ９８􀆰 ６８ ９５􀆰 ６９ ０􀆰 ０２３ ５ ４７􀆰 ５３

ＳＭ－３ １０ １７５ ６７０ ９ ９３６ ９４９ ９８􀆰 ６０ ９５􀆰 ２６ ０􀆰 ０２３ ８ ４７􀆰 ６９

ＳＦ－１ １０ １８５ ８１２ ９ ９６０ ５４０ ９８􀆰 ４１ ９５􀆰 １３ ０􀆰 ０２４ ０ ４６􀆰 ９１

ＳＦ－２ １２ ４３５ ２３０ １２ １６５ ７５２ ９８􀆰 ６８ ９５􀆰 ６２ ０􀆰 ０２３ ５ ４７􀆰 ４３

ＳＦ－３ １２ ４７３ ２３３ １２ ０９８ ６３７ ９８􀆰 ６１ ９５􀆰 ６５ ０􀆰 ０２３ ５ ４７􀆰 ６１

２􀆰 ２　 ｍｉＲＮＡ 鉴定

由表 ３ 可知， 在抗药株和敏感株雌雄文库中共鉴

定出 ４４１ 个 ｍｉＲＮＡ， 其中已知 １６０ 个， 新鉴定出 ２８１
个。 同时利用靶基因预测软件 ｍｉＲａｎｄａ 进行预测， 发

现其中 ４０９ 个 ｍｉＲＮＡ 与 １ ７５２ 个靶基因紧密结合， 可

以为后续功能分析提供依据。

表 ３　 ｍｉＲＮＡ 鉴定结果

类型 ｍｉＲＮＡ 有靶基因的 ｍｉＲＮＡ 靶基因

已知 ｍｉＲＮＡ １６０ １５５ ８７２

新鉴定 ｍｉＲＮＡ ２８１ ２５４ ８８０

总计 ４４１ ４０９ １ ７５２

２􀆰 ３　 差异 ｍｉＲＮＡ 筛选

根据 ｍｉＲＮＡ 表达水平， 以 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ≥１ 及校正

的 Ｐ 值为条件筛选出抗药株和敏感株之间的差异

ｍｉＲＮＡ。 如图 １ 所示， 雌雄虫中共鉴定出 ６０ 个差异

表达 ｍｉＲＮＡｓ， 其中雄虫 ５１ 个 （上调 ３０ 个， 下调 ２１
个） ｍｉＲＮＡ， 雌虫 ９ 个 （上调 ４ 个， 下调 ５ 个）
ｍｉＲＮＡ， 抗药株雌雄虫共有 １ 个差异表达 ｍｉＲＮＡ
（ｍｉＲ－５９１２ｂ）。 为了更好地观察差异 ｍｉＲＮＡ 表达模

式， 同时进行聚类分析。 如图 ２ 所示， 在抗药株和敏

感株组内的表达模式保持一致， 组间存在显著的表达

模式差异， 表明测序数据的准确性和重复性良好。

Ａ． 雄虫差异 ｍｉＲＮＡ； Ｂ． 雌虫差异 ｍｉＲＮＡ。

图 １　 抗药株和敏感株差异 ｍｉＲＮＡ 的火山图
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图 ２　 抗药株和敏感株雄虫 （Ａ） 和雌虫 （Ｂ） 差异 ｍｉＲＮＡｓ 热图
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２􀆰 ４　 ＧＯ 富集分析

由图 ３ 的 ＧＯ 富集分析， 雄虫结果显示， 在生物

学过程 （ＢＰ） 上富集到磷代谢过程 （ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｍｅｔ⁃
ａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ）、 含磷化合物代谢过程 （ ｐｈｏｓｐｈｏｔｅ －
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ）、 细胞蛋白质

代谢过程 （ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ）、 蛋白质

修饰过程 （ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ） 等项； 在细

胞成分 （ＣＣ） 上主要富集到细胞部分 （ ｃｅｌｌ ｐａｒｔ）、
细胞内的部分 （ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐａｒｔ）、 胞质部分 （ ｃｙｔｏ⁃
ｐｌａｓｍｉｃ ｐａｒｔ）、 神经元部分 （ ｎｅｕｒｏｎ ｐａｒｔ） 等项。 在

分子功能 （ＭＦ） 上富集到离子结合 （ ｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇ）、
蛋白结合 （ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ）、 蛋白激酶活性 （ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ）、 嘌 呤 依 赖 ＮＴＰ 的 解 旋 酶 活 性

（ｐｕｒｉｎｅ ＮＴＰ －ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｈｅｌｉｃｓａｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ）、 ＡＴＰ 依赖

解旋酶活性 （ＡＴＰ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｈｅｌｉｃａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ）。
雌虫结果显示， 在 ＢＰ 上富集到细胞蛋白质代谢

过程 （ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ）、 小分子代谢

过程 （ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ）、 含磷化合物

代谢过程 （ ｐｈｏｓｐｈｏｔｅ － ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｐｒｏｃｅｓｓ） 等项； 在 ＭＦ 上主要富集到阴离子结合

（ａｎｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇ）、 ＡＴＰ 结合 （ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ）、 腺苷酸

结合 （ ａｄｅｎｙｌ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ）、 嘌呤核苷酸结合

（ｐｕｒｉｎｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ）、 碳水化合物衍生物结合

（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ｂｉｎｄｉｎｇ） 等项； 在 ＣＣ 上富集

到核质 （ｎｕｃｌｅｏｐｌａｓｍ ｐａｒｔ） 部分。

图 ３　 抗药株和敏感株雄虫 （Ａ） 和雌虫 （Ｂ） ｍｉＲＮＡ 靶基因 ＧＯ 富集分析

２􀆰 ５　 ＫＥＧＧ 富集分析

图 ４ 的 ＫＥＧＧ 分 析 结 果 显 示， 雌 雄 虫 差 异

ｍｉＲＮＡ 靶基因分别注释到了 １０２ 和 １４９ 个通路， 且

雌雄虫注释到的通路具有一定的相似性， 其中雄虫的

ＫＥＧＧ 通路主要为赖氨酸降解 （ ｌｙｓｉｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）、
内质网中的蛋白质加工 （ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｉｎ ｅｎｄｏ⁃
ｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ）、 ｍＴＯＲ 信 号 通 路 （ ｍＴＯＲ
ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ）、 ＭＡＰＫ 信 号 通 路 （ ＭＡＰＫ
ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ）、 ｃＡＭＰ 信 号 通 路 （ ｃＡＭＰ
ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、 丙酮酸代谢 （ ｐｙｒｕｖａｔｅ ｍｅｔａｂｏ⁃
ｌｉｓｍ）、 嘌呤代谢 （ ｐｕｒｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ） 及 ＴＣＡ 循环

（ＴＣＡ ｃｙｃｌｅ） 等。
雌虫的 ＫＥＧＧ 通路除了与雄虫相似的以外， 主

要富集到肌动蛋白细胞骨架的调节 （ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｃｔｉｎ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ）、 背腹轴形成 （ ｄｏｒｓｏ － ｖｅｎｔｒａｌ ａｘｉｓ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎ）、 嘌呤代谢 （ ｐｕｒｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、 氧化磷

酸化 （ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ）、 细胞凋亡 （ ａｐｏｐｔｏ⁃
ｓｉｓ）、 ＦｏｘＯ 信号通路 （ｆｏｘＯ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ） 等。
２􀆰 ６　 ｍｉＲＮＡ 靶基因功能分类

为了进一步分析差异基因的功能， 根据 ＧＯ 和

ＫＥＧＧ 的生物过程分别对不同组的差异 ｍｉＲＮＡ 靶基

因进行功能分类。 结果显示， 抗药株雄虫和雌虫差异

ｍｉＲＮＡ 的靶基因参与的功能分类分别为 ２１ 和 １２ 类，
且雌雄虫分类趋势基本相似， 主要包括代谢过程

（ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ）、 细胞过程 （ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ）、 单

生物过程 （ｓｉｎｇｌｅ－ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓ）、 生物调节 （ｂｉｏ⁃
ｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ）、 生物过程的调节 （ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉ⁃
ｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ）、 定位 （ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ）、 信号 （ ｓｉｇｎａ⁃
ｌｉｎｇ）、 应激反应 （ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｔｉｍｕｌｕｓ）、 多细胞生物

过程 （ ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ）、 发育过程
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（ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ） 等 （图 ５）。 上述结果表明，
差异 ｍｉＲＮＡ 也调控参与代谢过程的靶基因， 因此进

一步推测 ＩＶＭ 抗药株和敏感株之间的代谢水平上的

差异与 ＩＶＭ 抗药性相关。

图 ４　 抗药株和敏感株雄虫 （Ａ） 和雌虫 （Ｂ） ｍｉＲＮＡ 靶基因 ＫＥＧＧ 富集分析

图 ５　 抗药株和敏感株雄虫 （Ａ） 和雌虫 （Ｂ） 差异 ｍｉＲＮＡ 的靶基因功能分类
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２􀆰 ７　 代谢过程的分类

进一步对参与代谢过程的靶基因进行分析结果显

示， 雄虫和雌虫差异的代谢过程分别分为 ９ 和 ５ 类，
在雌雄虫分类趋势较为相似， 主要包括氨基酸代谢

（ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｄｉｓｍ）、 碳水化合物代谢 （ ｃａｒｂｏｈｙ⁃

ｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、 核苷酸代谢 （ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｍｅｔａｂｏ⁃
ｌｉｓｍ）、 能量代谢 （ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ） 等 （图 ６）。
此外， 在雌雄虫分类中共有为氨基酸代谢为主， 上述

结果进一步表明， ＩＶＭ 抗药株和敏感株之间的氨基

酸代谢水平上的差异可能与抗药性的产生相关

图 ６　 抗药株和敏感株雄虫 （Ａ） 和雌虫 （Ｂ） 代谢过程的分类

２􀆰 ８　 ＲＴ－ ｑＰＣＲ 对测序结果的验证

为了验证测序数据， 将抗药株和敏感株雌雄虫组

中选择 ６ 个差异表达基因， 以 Ｔｕｂｕｌｉｎ 作为内参进行

ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证。 结果显示， 差异 ｍｉＲＮＡ 的上下调趋

势与 ＲＮＡ － ｓｅｑ 结果一致 （图 ７）， 说明测序数据

可信。
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与 ＳＭ 组相比， ｎｓ 表示无显著差异， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ７　 ｍｉＲＮＡ ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证结果

３　 讨论

目前， 通过 ｍｉＲＮＡ 测序研究细菌或寄生线虫抗

药机制已成为一个重要的手段。 本研究构建了捻转血

矛线虫 ＩＶＭ 抗药株和敏感株 ｍｉＲＮＡ 的转录谱， 并鉴

定出 ６０ 个差异转录 ｍｉＲＮＡｓ， 其中雄虫 ５１ 个 ｍｉＲＮＡ，
雌虫 ９ 个 ｍｉＲＮＡ。 表明 ｍｉＲＮＡ 通过调控的方式在该

线虫 ＩＶＭ 抗药性的产生过程中发挥作用。 然而， 本

研究发现敏感株和抗药株雌雄虫差异 ｍｉＲＮＡ 数量存

在较大的差异， 这有可能与雌虫体内包含大量虫卵有

关， 从而影响测序结果。 此外， 本研究所应用的抗药

株是否对阿苯达唑类驱虫药产生抗药性尚不清楚， 但

该驱虫药在长期使用过程中会影响相关 ｍｉＲＮＡ 的转

录， 有可能影响本结果。

３􀆰 １　 ｍｉＲＮＡ 在抗药性中的作用

研究表明 ｍｉＲ－１ 在生物肌肉组织中特异表达并

参与多种疾病的发展和耐药性的产生［１２］。 如在 Ｃａｅ⁃
ｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ 中 ｍｉＲ － １ 通 过 调 控 靶 向 亚 基

（ＵＮＣ－２９ 和ＵＮＣ－６３） 产生左旋咪唑抗性表型［１３］。
此外， ｍｉＲ－１ 的过表达可以在体内外抑制癌细胞增

殖及逆转耐药性［１４］， 这进一步表明 ｍｉＲ－１ 的低表达

与产生耐药性密切相关。 本研究发现， ｍｉＲ－１ 在 ＩＶＭ
抗药株中显著下调， 这提示 ｍｉＲ－１ 可能与捻转血矛

线虫 ＩＶＭ 抗药性相关， 至于是否与多种驱虫药抗药

性相关， 还需进一步研究。
研究表明， ｍｉＲ － １３３ 在骨骼肌细胞中高表达，

通过调节参与肌细胞分化和增殖的基因来保证肌肉的

正常发育［１５］。 本研究发现， ｍｉＲ－１３３ 在 ＩＶＭ 抗药株

当中显著上调， 而且主要调控的其靶基因 （ＨＣＯＮ＿
００１７５５８０） 参与细胞分化和转录调控， 在肠道和神

经元中高表达。 这提示 ｍｉＲ－１３３ 可能在 ＩＶＭ 药物作

用所引起的咽部和运动肌肉的抑制中发挥作用， 即通

过调节肌肉细胞的分化和增殖， 促进虫体肌肉细胞的

正常发育， 保证虫体摄食和运动从而在 ＩＶＭ 抗药性

产生过程中发挥间接性的作用。
研究表明， ｍｉＲ－２ 在不同物种间高度保守， 且

具有相似的靶向特性［１６］。 据报道， ｍｉＲ－２ 在果蝇和

秀丽隐杆线虫头部和神经元中高表达， 并调控神经系

统发育、 神经元分化、 感觉器官发育、 细胞存活、 若

虫蜕皮发育成虫相关的基因［１７－１８］。 此外， 如 Ｃｈｅｎ
等［１９］研究发现， 在对镉耐受的水蚤中 ｍｉＲ－２ 表达显

著上调， ｍｉＲ－２ 通过调节 ＧＴＰ 酶和角质层抑制细胞

生长和增殖， 将细胞能量分配到解毒过程， 从而增加

水蚤对镉的耐受性。 本研究发现， ｍｉＲ－２ 在 ＩＶＭ 抗

药株和敏感株雄虫中都高表达， 而且在抗药株中显著

上调。 因此， 对 ｍｉＲ－２ 靶基因进行预测发现 ｍｉＲ－２
靶向 １４ 个基因， 主要为参与角质层形成、 蜕皮、
ＧＴＰ 酶活性、 轴突发育和 ｅｐｈｒｉｎ 受体信号通路的基

因， 这预示着 ｍｉＲ－２ 可能通过调节虫体角质层的形

成来参与 ＩＶＭ 抗药性产生。
３􀆰 ２　 差异表达 ｍｉＲＮＡｓ 靶基因功能分析

据报道， ｍＴＯＲ 通路对于果蝇、 线虫和哺乳动物

细胞的生长和发育至关重要， 也是 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ－ｍＴＯＲ
信号通路的主调节剂， 通过抗凋亡作用来主导耐药性

的产生［２０］。 如在乳腺癌中， ＰＩ３Ｋ 和 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号

通路的激活可以促进癌细胞对曲妥珠单抗和抗雌激素

药物产生耐药性［２０－２１］。 此外， ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 也是胃肠道

间质瘤对伊马替尼产生耐药的关键信号通路［２２］。 本

研究功能分析发现 ｍＴＯＲ 信号通路也富集到 ＫＥＧＧ
通路分析中， 这预示着 ｍＴＯＲ 信号通路可能通过介

导 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路来参与 ＩＶＭ 抗药性的产生。
研究发现， ＭＡＰＫ 通路分为有丝分裂原 （ＥＲＫ）

和应激激活 （ＪＮＫ 和 ｐ３８） 的 ＭＡＰＫ 通路， 在癌症耐
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药性的产生中发挥重要作用， 如 ＥＲＫ 通路的再激活

是在转移性恶性黑色素瘤对维莫拉非尼和曲美替尼产

生耐药性过程中发挥重要作用［２３］。 同样， ＪＮＫ 维持

肺癌中促进生存蛋白的表达， 从而增加对顺铂治疗的

耐药性［２４］。 ｐ３８ 通路的再激活也同样促进乳腺癌对

主要药物他莫昔芬耐药的产生， 对 ｐ３８ 活性抑制有效

降低了他莫昔芬耐药性［２５］。 此外， 研究发现 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 信号通路与 ＥＲＫ 通路相通， 因此抑制这两种途

径中的一种可以增加另一种途径的活性， 从而导致获

得性耐药性， 这表明 ｍＴＯＲ 和 ＭＡＰＫ 信号通路发挥

协同作用， 从而促进耐药性产生［２６］。 本研究中

ＭＡＰＫ 信号通路也富集到 ＫＥＧＧ 通路分析中， 并且对

参与该通路的基因进行分析发现， 有 ３ 个 （ＨＣＯＮ＿
００１１１８８０、 ＨＣＯＮ＿００１８５５００、 ＨＣＯＮ ＿００１１１８８０） 参

与该通路， 这预示着 ＭＡＰＫ 信号通路可能通过调节

细胞生长和抗凋亡等多种途径参与 ＩＶＭ 抗药性的

产生。
３􀆰 ３　 氨基酸代谢在 ＩＶＭ 抗药性中的潜在作用

解决捻转血矛线虫 ＩＶＭ 抗药性问题是防控该病

的一个重大挑战， 需要创新的策略来揭示复杂的抗药

机制。 最近的癌细胞耐药性研究表明， 癌细胞代谢状

态与药物疗效有着密切的关系， 即抗癌药物的长期选

择压力会改变细胞的代谢状态， 有助于特定代谢性状

的出现， 从而促进抗药性的产生。 其中， 氨基酸代谢

为抗药癌细胞提供了特定的适应性特征， 从而抵消抗

癌药物的作用［２７－２８］。 此外， 细菌通过改变自身的氨

基酸代谢状态来抵抗抗生素的药物作用［２９］。 如 Ｐｅｎｇ
等［３０］发现在迟钝爱德华菌卡那霉素抗药株中丙氨酸

含量与敏感株相比显著降低， 通过添加外源性丙氨酸

能够逆转对卡那霉素的抗药性。 本研究对 ｍｉＲＮＡ 靶

基因进行功能分类分析发现， 在雌雄虫 ｍｉＲＮＡ 靶基

因主要富集到代谢过程， 进一步对代谢过程进行分析

发现以氨基酸代谢为主， 这提示着氨基酸代谢有可能

在 ＩＶＭ 抗药性产生中发挥潜在作用。 上述结果表明

ＩＶＭ 作为一种抗生素类 （大环内酯类） 驱虫药， 可

能改变捻转血矛线虫的代谢水平， 同样捻转血矛线虫

有可能通过改变自身的代谢状态来抵抗 ＩＶＭ 的药物

作用， 从而促进抗药性的产生。
本研究通过高通量测序对捻转血矛线虫 ＩＶＭ 抗

药性关键 ｍｉＲＮＡ 与其相关通路进行了探索， 为后续

的抗药机制研究提供了科学依据。 未来研究可针对关

键 ｍｉＲＮＡ （如 ｍｉＲ － １、 ｍｉＲ － １３３） 的靶基因功能，
结合 ＲＮＡ 干扰技术等， 进一步揭示捻转血矛线虫的

抗药性分子机制， 为新型抗药性治理策略的开发提供

理论支持。
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