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摘要： 为阐明鸭坦布苏病毒 （ＤＴＭＵＶ） 感染对原代鸭睾丸间质细胞 （ＬＣ） 的影响， 本研究利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｑ ６０００ 高通量测序平台对 ＤＴＭＵＶ
感染后的原代鸭 ＬＣ 及对照组样本进行转录组测序， 并筛选 ２ 组之间的差异表达基因 （ＤＥＧ）。 结果： 共鉴定到 １１ ７２２ 个 ＤＥＧ， 其中 ６ ０３７ 个基因

表达上调， ５ ６８５ 个基因表达下调； 进一步通过 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析发现， 这些 ＤＥＧ 显著富集于类固醇激素生物合成、 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通路、
类固醇激素合成相关的脂质和动脉粥样硬化、 细胞因子－受体相互作用、 神经活性配体－受体相互作用以及癌症通路等重要途径； 从中选取 ９ 个关

键 ＤＥＧ 进行实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 验证， 发现其结果与测序数据一致。 综上， ＤＴＭＵＶ 感染可影响 ＬＣ 的类固醇激素合成及 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ
等信号通路， 进而干扰细胞功能与睾酮生成， 这为 ＤＴＭＵＶ 的生物防控提供了新的理论支撑。
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　 　 鸭坦布苏病毒 （ ｄｕｃｋ Ｔｅｍｂｕｓｕ ｖｉｒｕｓ， ＤＴＭＵＶ）
是一种典型黄病毒［１］， 感染雌性生殖系统后， 可使

蛋鸭产蛋量骤降［２］， ＤＴＭＵＶ 感染鸭雄性生殖系统

后， 可出现睾丸体积减小、 输精管萎缩等病理变

化［３］。 组织病理学变化包括睾丸内精子生成减少、
　

收稿日期： ２０２５－１１－１３； 修回日期： ２０２６－０８－０７

基金项目： 江苏省基础研究专项资金 （自然科学基金） 青年基金

项目 （ＢＫ２０２４０９１０）； 江苏省高等学校基础科学 （自然科学） 研究面

上项目 （２４ＫＪＢ２３００１０）

第一作者： 初小雅， 女， 博士研究生

∗通信作者： 江善祥， 教授， 主要从事新兽药研发方面的工作，

Ｅ－ｍａｉｌ： ｊｉａｎｇｓｈａｎｘｉａｎｇ＠ １６３􀆰 ｃｏｍ； 高修歌， 副教授， 主要从事新兽药

研发方面的工作， Ｅ－ｍａｉｌ： ｖｅｔｇａｏ＠ ｎｊａｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ。

间质淋巴细胞浸润、 生精细胞空泡变性 ／脱落等［４］。
有研究发现， 一养鸡场的种鸡精液样本能够被成功分

离出 ＤＴＭＵＶ， 并且使用携带 ＤＴＭＵＶ 的精液进行人

工授精后， 蛋鸡产蛋率下降， 而且在蛋鸡的卵巢和血

清中也能够检测到 ＤＴＭＵＶ［５］。 这一发现表明， 种公

鸡也有可能感染 ＤＴＭＵＶ， 且会通过交媾将病毒水平

传播给蛋鸡， 造成蛋鸡产蛋量下降。 目前， ＤＴＭＵＶ
感染禽类睾丸后导致精液质量降低的机制尚不清楚。

黄病毒家族中， 寨卡病毒 （ＺＩＫＶ） 可通过感染

Ⅰ型干扰素受体敲除小鼠的睾丸间质细胞 （ＬＣ）， 降

低睾酮合成相关基因的表达量， 同时也降低睾酮水

平［６］。 ＺＩＫＶ 感染除了能够降低睾酮合成外， 还会引

起睾丸间质炎症［７］。 在针对另一种黄病毒日本乙型
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脑炎病毒 （ＪＥＶ） 与雄性生殖系统相互作用的研究中

发现， 该病毒可经 ＲＩＧ－Ｉ ／ ＮＦ－κＢ 信号通路感染猪睾

丸， 并诱发间质炎性病变［８］。 上述研究表明， ＬＣ 细

胞是黄病毒感染睾丸过程中的关键靶点， 而病毒对其

睾酮合成功能的干扰以及所引起的间质性炎症， 均是

导致睾丸损伤的重要因素。
睾酮是启动和维持精子发生的关键激素［９］， 睾

酮的缺乏能够抑制精子发生， 使其停留在精母细胞阶

段 （减数分裂） ［１０］。 ＤＴＭＵＶ 感染可引发公鸭睾丸间

质炎症［４］， 并伴随睾酮水平降低及精子数量减少，
但其具体致病机制仍有待阐明。 目前， 尚未有研究阐

明 ＤＴＭＵＶ 是否通过直接感染 ＬＣ 细胞影响睾酮合成。
基于睾酮在精子发生中的核心作用， 本研究拟采用转

录组测序 （ＲＮＡ－Ｓｅｑ） 技术， 对 ＤＴＭＵＶ 感染后的原

代鸭 ＬＣ 细胞进行差异表达基因筛选与鉴定， 以期从

睾酮合成途径揭示病毒感染导致睾丸萎缩及生殖能力

下降的机制， 并为防控 ＤＴＭＵＶ 感染提供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验毒株

ＤＴＭＵＶ ＸＺ－２０１２ 毒株由南京农业大学传染病诊

断与免疫课题组惠赠， －８０ ℃冻存。 试验中使用的病

毒滴度为 ５×１０５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。
１􀆰 ２　 试验动物

选取南京市六合区的麻鸭生态养殖场 ３ ～ ６ 月龄

麻鸭 １２ 只， ＤＴＭＵＶ 检测为阴性。
１􀆰 ３　 主要试剂

７５％乙醇、 氯仿和异丙醇购自上海麦克林生化科

技股份有限公司； ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基、 青链霉素混

合液及 ＦＢＳ 胎牛血清购自赛默飞世尔科技公司； ＰＢＳ
缓冲液购自北京索莱宝科技有限公司； 胶原酶Ⅱ购自

上海源叶生物科技有限公司； Ｐｅｒｃｏｌｌ 细胞分离液购

自格来赛生命科技 （上海） 有限公司； 台盼蓝染色

液购自上海碧云天生物技术有限公司； ＴＲＩｚｏｌ、
ＤＥＰＣ 水、 定量 ＰＣＲ 检测试剂盒及实时荧光定量

ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 预混液均购自南京诺唯赞生物科

技有限公司。
１􀆰 ４　 主要仪器

上海 美 瑞 克 台 式 低 速 离 心 机 （ ＭＤ － ５５０ ），
Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 低温高速离心机 （Ｍｉｃｒｏ１７Ｒ）， Ｒｏｃｈｅ
荧光定量 ＰＣＲ 仪 （ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ９６）， 杭州柏恒智能三

槽梯度基因扩增仪 （ＧＥＴ３ＸＧ）， 美国 ＦＥＩ 公司透射

电镜 （Ｔｅｃｎａｉ Ｇ２ Ｓｐｉｒｉｔ Ｂｉｔ Ｗｉｎ）。
１􀆰 ５　 原代鸭 ＬＣ 细胞的分离与培养

将试验麻鸭麻醉处死后， 颈静脉放血， 剖开腹

腔， 摘取睾丸组织， 置于含双抗的无菌 ＰＢＳ 缓冲液

（０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ２） 中。 剔除结缔组织与白膜

后， 将睾丸组织剪碎， 按 １ ∶ ５ 体积比加入 １ ｍｇ ／ ｍＬ
胶原酶Ⅱ， 于 ３７ ℃水浴振荡消化至组织形态消失、
曲细精管间的间质松散。 消化结束后， 加入含 １％双

抗的无血清 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基终止反应。 细胞悬液

经 １００ 目与 ２００ 目细胞筛过滤后， １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心收

集沉淀。 将沉淀重悬并加至 Ｐｅｒｃｏｌｌ 梯度液 （６０％、
３４％、 ２６％各 ３ ｍＬ） 上， ２ ０００ ｒ ／ ｍ 离心 ３０ ｍｉｎ。 离

心后， 管中可见 ３ 条目的细胞带， 吸取第 ３ 层细胞

带， 用无血清 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基清洗 （１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ，
４ ℃条件下， 离心 １０ ｍｉｎ， 弃去上清液） 数次后， 获

得纯化的 ＬＣ 细胞。 用含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培

养液重悬细胞， 以 ５×１０５个 ／ ｍＬ 的细胞密度接种于培

养皿中， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养。
１􀆰 ６　 透射电子显微镜观察

以薄层吸附的方式， 将稀释好的病毒 （ＤＴＭＵＶ）
与原代鸭 ＬＣ 细胞在细胞培养箱中孵育。 随后， 将对

照组 （Ｃ４８） 和攻毒组 （Ｖ４８， ＤＴＭＵＶ 攻毒 ４８ ｈ）
的原代鸭 ＬＣ 细胞， 用 ２􀆰 ５％的戊二醛溶液固定， ４ ℃
条件下固定至少３０ ｍｉｎ， 然后用细胞铲刮取细胞并离

心。 制样时， 先将细胞沉淀洗涤， 随后将洗涤后的细

胞放入 １％的锇酸固定液中固定 ２ ｈ， 再用 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 每次 １０ ｍｉｎ， 随后在丙酮溶液中升序

浓度脱水， 丙酮浓度升序依次为 ５０％ Ⅰ、 ５０％ Ⅱ
（更换新的 ５０％丙酮）、 ７０％Ⅰ、 ７０％Ⅱ （更换新的

７０％丙酮）、 ９５％Ⅰ、 ９５％Ⅱ （更换新的 ９５％丙酮）、
１００％Ⅰ和 １００％ Ⅱ （更换新的 １００％ 丙酮）， 每次

１０ ｍｉｎ 脱水完成后， 使用丙酮和树脂的混合液 （丙
酮 ∶ Ｐｏｎ ８１２ 树脂＝ １ ∶ １） 室温浸泡过夜， 次日将组

织嵌入 Ｐｏｎ ８１２ 树脂中包埋。 在超薄切片机上进行超

薄切片， 厚度为 ７０ ｎｍ， 切片使用醋酸铀和柠檬酸铅

进行双重染色。 染色完成后， 用透射电镜拍照记录，
摄像机为 ＡＭＴ ＸＲ－５０。 试验中加速电压为 ８０􀆰 ０ ｋＶ。
１􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 检测

采用双抗体夹心法测定不同处理组细胞上清液的

鸭睾酮水平。 将标准品分别稀释到 ２、 ４、 ８、 １６、 ３２
ｎｍｏｌ ／ Ｌ， 并加入 ９６ 孔板中， 用以制作标准曲线。 分

别加入样本 １０ μＬ 和样本稀释液 ４０ μＬ （样本的最终

稀释浓度为 ５ 倍）。 加样完成后， 用锡箔纸封住 ９６ 孔

板， 在 ３７ ℃条件下孵育 ３０ ｍｉｎ。 孵育完成后， 弃去

所加溶液， 接着用洗涤剂反复清洗 ９６ 孔板， 用吸水

纸拍干， 洗涤和拍干操作重复 ５～ １０ 次。 然后， 在每

孔中加入酶标试剂 ５０ μＬ， 空白孔除外， 接着孵育、
清洗。 完成上述操作后， 在 ９６ 孔板中加入显色液，
在 ３７ ℃条件下孵育 １０ ｍｉｎ。 孵育完成后， 迅速加入

终止液， 并在酶标仪下以 ４５０ ｎｍ 波长检测每孔的吸
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光值 （ＯＤ 值）。
１􀆰 ８　 细胞总 ＲＮＡ 提取、 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序及文库构建

原代鸭 ＬＣ 细胞经 ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ。 简要步

骤如下： 向 ６ 孔板每孔加入 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ， 充分吹打

裂解细胞， 收集裂解液并于 ４ ℃、 １２ ０００ ｇ 离心

５ ｍｉｎ。 取上清液， 加入 ２００ μＬ 氯仿， 振荡混匀后

４ ℃、 １２ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎ。 移除上层水相后， 加入

５００ μＬ 异丙醇沉淀 ＲＮＡ， ４ ℃、 １２ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎ
后收集沉淀。 用 １ ｍＬ ７５％ 乙醇洗涤沉淀， ４ ℃、
７ ５００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清液， 收集下层的 ＲＮＡ 沉

淀。 使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 检测 ＲＮＡ 浓度与纯度， 琼

脂糖凝胶电泳评估完整性， Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 测定 ＲＮＡ 完

整值 （ＲＩＮ 值）。 建库要求 ＲＮＡ 总量≥１ μｇ， 浓度≥
３５ ｎｇ ／ μＬ， 且 ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０≥１􀆰 ８， ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２３０≥１􀆰 ０。

ｍＲＮＡ 的 Ｏｌｉｇｏ ｄＴ 富集： 利用带有 Ｏｌｉｇｏ （ ｄＴ）
的磁珠与 ｍＲＮＡ 的 ｐｏｌｙＡ 尾互补配对， 从总 ＲＮＡ 中

分离 ｍＲＮＡ 用于转录组分析。
ｍＲＮＡ 片段化： 使用 ＲＮＡ 片段化缓冲剂将完整

ｍＲＮＡ 随机打断， 并通过磁珠筛选获得约 ３００ ｂｐ 的

片段， 以适应 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｑ ６０００ 平台的短序列测

序要求。
ｃＤＮＡ 合成： 以片段化 ｍＲＮＡ 为模板， 加入随机

六碱基引物， 在逆转录酶作用下合成一链 ｃＤＮＡ， 随

后合成二链， 形成双链 ｃＤＮＡ。
连接 （ ａｄａｐｔｏｒ）： 使用末端修复混合液将双链

ｃＤＮＡ 补平为平末端， 并在 ３′端添加 “Ａ” 碱基， 进

而连接 Ｙ 字形接头。
Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序： ＰＣＲ 扩增 （１５ 个循环）， 回收目

的条带并定量， 经桥式 ＰＣＲ 扩增生成 ＤＮＡ 簇， 在 Ｉｌ⁃
ｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｑ ６０００ 平台上进行测序 （ＰＥ 文库， 读

长 ２×１５０ ｂｐ）。 测序工作由上海美吉生物医药科技有

限公司完成。
１􀆰 ９　 测序数据质控与分析

由于原始测序数据中常含有测序接头、 低质量读

段、 高 Ｎ 率序列以及长度过短的序列， 这些因素会

严重影响后续分析结果的可靠性。 因此， 为保证数据

准确性， 需对原始数据进行质控， 以获取高质量的

ｃｌｅａｎ ｄａｔａ。 质控步骤采用 ｆａｓｔｐ 软件， 依次执行以下

处理： 去除 ｒｅａｄｓ 中的接头序列及无插入片段的

ｒｅａｄｓ； 对序列 ５′端和 ３′端进行低质量碱基修剪； 剔

除含 Ｎ 碱基数目超过 ５ 的 ｒｅａｄｓ； 过滤掉修剪后长度

低于 ３０ ｂｐ 的序列。 完成质控后， 对 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 进行

统计与质量评估， 并比对至鸭基因组。 基因表达量采

用每百万转录本数 （ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ ｒｅａｄｓ，
ＴＰＭ） 方法进行比较。 此外， 为鉴定比较组间的差

异表达基因 ／转录本， 本研究使用 ＤＥＳｅｑ２ 软件对原

始计数 （ｒａｗ ｃｏｕｎｔｓ） 进行基于负二项分布的统计分

析， 筛 选 条 件 设 定 为 校 正 后 Ｐ 值 ＜ ０􀆰 ０５ 且

｜ ｌｏｇ２［ＦＣ］ ｜≥１。
１􀆰 １０　 差异性表达基因的注释与分析

使用 Ｇｏａｔｏｏｌｓ 对目标基因集进行 ＧＯ 富集分析，
了解该基因主要的 ＧＯ 功能， 通过 Ｆｉｓｈｅｒ 精确检验，
校正后 Ｐ 值＜０􀆰 ０５ 视为显著富集。 同时， 采用 Ｒ 脚

本进行 ＫＥＧＧ 通路富集分析， 其统计方法与 ＧＯ 富集

一致， 以校正后 Ｐ 值＜０􀆰 ０５ 作为 ＫＥＧＧ 通路显著富集

的阈值。
１􀆰 １１　 ＲＴ－ｑＰＣＲ

提取对照组与攻毒组原代鸭 ＬＣ 细胞的总 ＲＮＡ
（ＴＲＩｚｏｌ 法） 进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ 试验。 根据转录组筛选

结果， 选取类固醇激素生物合成和 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号

通路中相关的差异表达基因， 利用 Ｐｒｉｍｅｒ３ Ｉｎｐｕｔ
（ｖｅｒｓｉｏｎ ４􀆰 １􀆰 ０） 设计相应引物 （表 １）。 反应在荧光

定量 ＰＣＲ 仪上进行， 程序设置： ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；
９５ ℃变性 １０ ｓ， ６０ ℃退火延伸 ３０ ｓ， 共 ４０ 个循环。
试验以 β－ａｃｔｉｎ 作为内参基因， 采用 ２－ΔΔＣｔ法计算基因

的相对表达量。

表 １　 原代鸭 ＬＣ 中差异表达基因 ＲＴ－ｑＰＣＲ 分析所用引物

基因 ＮＣＢＩ 登录号 上游引物序列 （５′→３′） 下游引物序列 （５′→３′）

ＡｐｏＢ ＸＭ＿００５０１２９０４􀆰 ６ ＣＡＣＣＴＴＣＴＧＣＴＧＧＧＡＣＣＴＴＡ ＡＧＴＣＴＴＴＧＧＣＡＧＣＡＴＣＣＴＣＴ

ＨＳＤ３Ｂ ＸＭ＿０３８１８３５７７􀆰 ２ ＣＣＡＴＧＣＣＴＣＴＧＡＣＡＡＴＧＣＴＧ ＴＴＧＣＣＴＣＴＴＣＣＣＡＣＧＴＧＴＡＡ

ＨＳＤ１７Ｂ１１ ＸＭ＿０２７４５９１９１􀆰 ３ ＣＡＣＡＣＣＴＧＣＡＧＣＡＧＴＡＡＣＡＧ ＴＡＧＣＴＧＣＴＣＴＧＡＣＣＣＣＡＡＡＡ

ＬＣＡＴ ＮＭ＿００１３１０３７０􀆰 ２ ＴＧＴＧＧＧＡＧＧＡＣＡＴＧＡＡＧＧＡＣ ＣＣＣＣＧＴＡＡＡＴＣＡＴＧＴＣＣＡＣＧ

ＬＡＬ ＸＭ＿０３８１８０９７５􀆰 ２ ＴＧＣＣＣＡＴＧＡＧＡＡＧＴＧＴＣＣＴＴ ＣＣＡＡＣＡＴＡＧＧＧＡＣＧＴＧＡＡＧＣ

ＰＣＳＫ９ ＸＭ＿０３８１８２８５６􀆰 ２ ＣＡＴＣＡＣＣＡＣＡＧＧＡＧＣＡＣＡＡＣ ＴＧＡＣＡＡＣＡＣＡＡＡＣＡＧＣＣＴＣＧ

ＳＯＡＴ ＸＭ＿０２７４６２９３３􀆰 ３ ＣＧＡＴＴＴＧＧＡＡＴＧＴＴＣＴＧＡＴＧＴＧＧ ＡＧＡＧＧＡＣＡＧＴＧＣＴＧＡＣＧＴＧ

ＰＩＫ３ＣＡ ＸＭ＿０２７４６４２３３􀆰 ３ ＧＣＣＡＴＣＴＴＡＴＴＣＣＡＧＧＣＧＴＡ ＧＧＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＧＧＴＡＧＡＴ

·３０１·畜牧与兽医　 ２０２６ 年　 第 ５８ 卷　 第 １０ 期



续表１

基因 ＮＣＢＩ 登录号 上游引物序列 （５′→３′） 下游引物序列 （５′→３′）

ＰＩＫ３Ｒ１ ＸＭ＿０３８１７０１７６􀆰 ２ ＡＡＡＴＣＣＣＡＴＣＡＴＴＣＣＡＧＣＡＧ ＧＣＴＧＧＡＧＧＣＴＴＧＡＣＡＡＡＧＴＣ

ＰＩＫ３Ｒ２ ＸＭ＿０２７４７２３８１􀆰 ３ ＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＣＣＡＡＧＣＡＧＡＡ ＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡＣＣＣＴＴＧＣＴＣＴ

ＰＩＫ３ＣＧ ＸＭ＿０７２０３２６３８􀆰 １ ＧＣＣＣＡＡＧＣＡＣＡＧＧＡＴＡＡＣＡＴ ＧＣＡＧＣＴＴＡＧＧＡＴＡＣＧＣＣＴＴＧ

β－ａｃｔｉｎ ＮＭ＿００１３１０４２１􀆰 １ ＧＡＴＣＴＧＧＣＡＣＣＡＣＡＣＣＴＴＣＴ ＧＣＴＡＣＡＴＡＣＡＴＧＧＣＴＧＧＧＧＴ

　 　 注： ＡｐｏＢ 为载脂蛋白 ｂ， ＨＳＤ３Ｂ 为 ３β－羟基类固醇脱氢酶， ＨＳＤ１７Ｂ１１ 为 １７β－羟基类固醇脱氢酶 １１ 型， ＬＣＡＴ 为卵磷脂胆固醇脂酰转移酶，
ＬＡＬ 为溶酶体酸性脂肪酶， ＰＣＳＫ９ 为前蛋白转化酶枯草溶菌素 ９， ＳＯＡＴ 为固醇 Ｏ－酰基转移酶 １， ＰＩＫ３ＣＡ、 ＰＩＫ３ＣＧ 分别为磷脂酰肌醇 ４， ５－二磷

酸 ３－激酶催化亚基 α 和 γ， ＰＩＫ３Ｒ１、 ＰＩＫ３Ｒ２ 分别为磷酸肌醇 ３ 激酶调节亚基 １ 和 ２。

１􀆰 １２　 数据统计与分析

统计对照组和 ＤＴＭＵＶ 感染组原代鸭 ＬＣ 细胞中

类固醇激素生物合成和 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通路中相关

基因的变化， 结果以 “平均值±标准误” 表示。 ＳＰＳＳ
２７􀆰 ０􀆰 １ 进行统计分析， 差异性比较采用 ｔ 检验。

２　 结果

２􀆰 １　 ＤＴＭＵＶ 感染原代鸭 ＬＣ 细胞的睾酮水平检测

在原代鸭 ＬＣ 细胞被 ＤＴＭＵＶ 感染 ４８ ｈ 后， 收集

细胞并进行超微结构观察， 结果显示 （图 １Ａ、 Ｂ），
在透射电子显微镜下， 可见清晰的病毒颗粒， 这表明

原代鸭 ＬＣ 细胞能够被 ＤＴＭＵＶ 所感染； 同时， 收集

对照组和感染组细胞上清液， 并进行睾酮水平的

ＥＬＩＳＡ 检验， 结果显示 （图 １Ｃ）， 与对照组相比， 在

ＤＴＭＵＶ 感染 ４８ ｈ 后， 原代鸭 ＬＣ 细胞上清液中的睾

酮水平显著下降。 上述结果表明， ＤＴＭＵＶ 能够感染

原代鸭 ＬＣ 细胞， 并降低其睾酮产生水平。

Ａ． ＤＴＭＵＶ 感染后的原代鸭 ＬＣ 细胞的超微结构； Ｂ． ＤＴＭＵＶ 病毒； Ｃ． ＤＴＭＵＶ 感染原代鸭 ＬＣ 细胞 ４８ ｈ 后睾酮水平的变化。 ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 ＤＴＭＵＶ 感染原代鸭 ＬＣ 细胞

２􀆰 ２　 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 筛选 ＤＴＭＵＶ 感染原代鸭 ＬＣ 细胞后

的差异表达基因 （ＤＥＧ）
　 　 收集对照组和 ＤＴＭＵＶ 感染后 ４８ ｈ 的原代鸭 ＬＣ
细胞样本， 并以此构建了 ２ 个文库， 进而基于

Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｑ ６０００ 平 台 进 行 ＲＮＡ － Ｓｅｑ 分 析，
ＲＮＡ－Ｓｅｑ 测序结果见表 ２。 将以上数据与麻鸭的参考

基因组比对， 结果显示， 各样本匹配率在 ７９􀆰 ３６％ ～
８１􀆰 ３９％间。 同时， 进一步采用 ＤＥＳｅｑ２ 软件 （以校

正后 Ｐ 值＜０􀆰 ０５ 且 ｜ ｌｏｇ２［ＦＣ］ ｜≥１ 为阈值） 对原始计

数进行差异分析， 共鉴定到 １１ ７２２ 个 ＤＥＧ， 其中

６ ０３７ 个基因表达上调， ５ ６８５ 个基因表达下调 （图
２）。

２􀆰 ３　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 功能富集分析

以 ｜ ｌｏｇ２［ＦＣ］ ｜≥０ 且校正后 Ｐ 值＜０􀆰 ５ 作为阈值，
对 ＤＥＧ 进行了功能富集分析。 ＧＯ 分析涵盖分子功能

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ）、 细胞组分 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）
和生物学过程 （ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ） 三个类别， 图 ３
列出显著富集前 ２０ 的条目， 其中富集程度最高的前

２０ 项展示于图 ４。 在生物学过程中， ＤＥＧ 主要参与

细胞过程 （ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ）、 生物学调控 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ） 和代谢过程 （ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ）； 在细胞

组分中， 主要富集于细胞组分 （ｃｅｌｌ ｐａｒｔ） 和膜组分

（ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐａｒｔ）； 在分子功能方面， 则主要涉及结

合 （ｂｉｎｄｉｎｇ） 和催化活性 （ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ）。
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表 ２　 对照组和 ＤＴＭＵＶ 感染组测序 ｒｅａｄｓ 统计

样本 序列总数
总比对 多重比对 唯一比对

数量 占比 ／ ％ 数量 占比 ／ ％ 数量 占比 ／ ％

Ｃ４８＿１ ４９ ９０９ ７６０ ４０ ０１７ ４３９ ８０􀆰 １８ １ ３０３ ５５０ ２􀆰 ６１ ３８ ７１３ ８８９ ７７􀆰 ５７

Ｃ４８＿２ ５８ ８４１ ７６２ ４７ ８８９ ８２８ ８１􀆰 ３９ １ ５４８ ９６４ ２􀆰 ６３ ４６ ３４０ ８６４ ７８􀆰 ７６

Ｃ４８＿３ ５０ ７２９ ５３０ ４１ ０６５ ６６７ ８０􀆰 ９５ １ ２６４ ４８６ ２􀆰 ４９ ３９ ８０１ １８１ ７８􀆰 ４６

Ｖ４８＿１ ５６ ０３４ １０２ ４４ ４６８ ８４３ ７９􀆰 ３６ １ ４１７ ５２４ ２􀆰 ５３ ４３ ０５１ ３１９ ７６􀆰 ８３

Ｖ４８＿２ ５３ ３０６ ４８０ ４２ ４４０ ８０９ ７９􀆰 ６２ １ ３５３ ０２７ ２􀆰 ５４ ４１ ０８７ ７８２ ７７􀆰 ０８

Ｖ４８＿３ ５６ ５２９ ０２６ ４５ １２１ ６７５ ７９􀆰 ８２ １ ４１１ １７９ ２􀆰 ５ ４３ ７１０ ４９６ ７７􀆰 ３２

Ａ． 差异基因的柱状图 （Ｖ４８ ｖｓ Ｃ４８）； Ｂ． 对照组和 ＤＴＭＵＶ 感染 ４８ ｈ 后原代鸭 ＬＣ 细胞差异基因的表达量差异ＭＡ 图 （ＴＰＭ 是基因表达量的标

准化单位， 消除了测序深度和基因长度的影响）。

图 ２　 对照组和 ＤＴＭＵＶ 感染组原代鸭 ＬＣ 细胞中 ＤＥＧ 统计

图 ３　 ＧＯ 分类统计 图 ４　 ＤＴＭＵＶ 感染原代鸭 ＬＣ 细胞后 ＤＥＧ 最为富集的

前 ２０ 条 ＧＯ 条目
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　 　 ＫＥＧＧ 富集分析结果显示 （图 ５）， 最显著富集

的通路包括细胞因子 － 细胞因子受体相互作用

（ｃｙｔｏｋｉｎｅ－ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ）、 神经活性配

体－受体相互作用 （ｎｅｕｒｏａｃｔｉｖｅ ｌｉｇａｎｄ－ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃ⁃
ｔｉｏｎ）、 癌症通路 （ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ）， 以及与类固

醇激素合成相关的脂质和动脉粥样硬化 （ ｌｉｐｉｄ ａｎｄ
ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ）、 类 固 醇 激 素 生 物 合 成 （ ｓｔｅｒｏｉｄ
ｈｏｒｍｏｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ） 和 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路 （ＰＩ３Ｋ－
Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）。

图 ５　 ＤＴＭＵＶ 感染原代鸭 ＬＣ 细胞后 ＤＥＧ 最为富集的前 ４０ 条 ＫＥＧＧ 通路
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２􀆰 ４　 类固醇激素合成相关 ＤＥＧ 的鉴定

在 ＤＴＭＵＶ 感染原代鸭 ＬＣ 细胞后， ＬＣ 细胞中胆

固醇代谢的调控机制 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通路 （ＰＩ３Ｋ－
Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ） 受到显著干扰 （图 ６）， 涉及

１２ 个上调基因和 ８ 个下调基因 （表 ３）。 类固醇激素

生物合成 （ ｓｔｅｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ） 途径被显著

抑制 （图 ６）， 进一步分析发现， 伴随睾酮合成过程

中 ３ 个基因上调和 ９ 个基因下调 （表 ４）。 胆固醇代

谢 （ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ） 途径也受到影响， 涉及 ３
个上调和 ３ 个下调的基因 （表 ５）。 此外， 部分基因

还 参 与 脂 质 与 动 脉 粥 样 硬 化 （ ｌｉｐｉｄ ａｎｄ
ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ） 相关通路， 涉及 ５ 个上调基因和 ８ 个

下调基因 （表 ６）。

注： ＶＬＤＬＲ 为极低密度脂蛋白受体， ＭＭＰ１ 为基质金属蛋白酶－

１， ＭＤ２ 为髓样分化蛋白－２， ＮＯＸ２ 为烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧

化酶－２， ＮＣＦ１、 ＮＣＦ２、 ＮＣＦ４ 分别为中性粒细胞胞质因子 １、 ２ 和 ４，
ＨＳＤ３Ｂ 为 ３β －羟基类固醇脱氢酶， ＣＹＰ３Ａ 为细胞色素 Ｐ４５０ ３Ａ，
ＨＳＤ１１Ｂ１ 为 １１β－羟基类固醇脱氢酶 １ 型， ＣＯＭＴ 为儿茶酚－Ｏ－甲基转

移酶， ＡＫＲ１Ｄ１ 为醛酮还原酶家族 １ 成员 Ｄ１， ＰＰＰ２Ｒ２ 为蛋白磷酸酶

２ 调节亚基， ＦＡＫ 为黏附斑激酶。

图 ６　 ＤＴＭＵＶ 感染原代鸭 ＬＣ 细胞后 ＤＥＧ 表达模式热图

表 ３　 参与 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通路的主要 ＤＥＧ

项目 基因编号
ＴＰＭ 值

处理组 对照组

差异

倍数
Ｐ 值 基因名称

上调 ｇｅｎｅ３９２１ １１􀆰 ４５ ３􀆰 ８０ １􀆰 ５８ １􀆰 ０１ ＡＲＥＧ

基因 ｇｅｎｅ６３３１ ６􀆰 １６ ２􀆰 ５３ １􀆰 ７３ １􀆰 ９９ ＰＩＫ３ＣＤ

ｇｅｎｅ３７１０ ５８􀆰 ８３ ２２􀆰 ８５ １􀆰 １７ ３􀆰 ０９ ＰＩＫ３Ｒ３

ｇｅｎｅ１３１０３ ４􀆰 ９５ ０􀆰 ８２ ２􀆰 ２８ １􀆰 ８９ ＰＰＰ２Ｒ２

ｇｅｎｅ１１０３ ４９􀆰 ４４ ２８􀆰 ３３ ０􀆰 ５７ ７􀆰 ０３ ＰＩＫ３Ｒ１

ｇｅｎｅ１５２６８ ２７􀆰 ３１ １８􀆰 ０７ ０􀆰 ５９ ５􀆰 ７１ ＰＩＫ３ＣＡ

ｇｅｎｅ１１８０５ ５６􀆰 ４３ ２５􀆰 ４７ １􀆰 １３ ７􀆰 ５１ ＰＨＬＰＰ

ｇｅｎｅ１３７１５ ７􀆰 ５５ １􀆰 ７７ ２􀆰 １０ ２􀆰 ４５ ＧＹＳ

ｇｅｎｅ１４５７５ ２０３􀆰 ４３ ８６􀆰 ３１ １􀆰 ３２ １􀆰 ４０ Ｐ２１

ｇｅｎｅ１０５９７ ２３􀆰 ８８ ４􀆰 ９６ ２􀆰 ６４ ４􀆰 ０２ ＣＲＥＢ５

ｇｅｎｅ８４９１ １４４􀆰 ８２ ６０􀆰 ３６ １􀆰 ２９ ８􀆰 ０５ ＮＦＫＢ１

ｇｅｎｅ５１０４ ６􀆰 １２ １􀆰 ４１ ２􀆰 １４ ３􀆰 ３２ ＭＹＢ

下调 ｇｅｎｅ１８８０３ ４􀆰 ９２ １７􀆰 ４７ －１􀆰 ８６ ０􀆰 ００３ ６ ＤＤＩＴ４

基因 ｇｅｎｅ５１１５ ３０􀆰 ０３ ７６􀆰 ４８ －１􀆰 ３６ ２􀆰 ３６ ＳＧＫ１

ｇｅｎｅ１１７１３ ０􀆰 １０ ０􀆰 ７９ －２􀆰 ９６ ９􀆰 ３４ ＴＬＲ２

ｇｅｎｅ１６２４２ ０􀆰 ０６ ０􀆰 ７８ －３􀆰 ７５ ５􀆰 ５１ ＴＬＲ４

ｇｅｎｅ１８５３５ ７２􀆰 ４４ １１３􀆰 ７５ －０􀆰 ６７ ３􀆰 ６８ ＰＩＫ３Ｒ２

ｇｅｎｅ２０９６１ ０􀆰 １６ ０􀆰 ７３ －２􀆰 ２２ ０􀆰 ０００ ４ ＰＩＫ３Ｒ５

ｇｅｎｅ３６５ ０􀆰 ９２ ２􀆰 １０ －１􀆰 ２１ ０􀆰 ００２ １ ＣＣＮＥ２

ｇｅｎｅ１９８２７ １５􀆰 ０２ ３０􀆰 ８９ －１􀆰 ０５ １􀆰 ３１ ＩＫＢＫＢ

表 ４　 参与类固醇激素生物合成的主要 ＤＥＧ

项目 基因编号
ＴＰＭ 值

处理组 对照组

差异

倍数
Ｐ 值 基因名称

上调 ｇｅｎｅ１２０６７ ２􀆰 ３９ ０􀆰 ３１ ３􀆰 ０２ ３􀆰 ９４ ＣＹＰ１１Ａ

基因 ｇｅｎｅ１０９５７ ６􀆰 ６２ １􀆰 ５９ ２􀆰 ４７ １􀆰 ２７ ＨＳＤ１７Ｂ３

ｇｅｎｅ５６９０ ７􀆰 １０ ０􀆰 ２６ ４􀆰 ７９ １􀆰 ２２ Ｅ７􀆰 ６􀆰 ２􀆰 １

下调 ｇｅｎｅ１９１１２ ０􀆰 ２０ １􀆰 ２７ －２􀆰 ６５ ０􀆰 ０００ ３ ＨＳＤ３Ｂ

基因 ｇｅｎｅ３４４７ ２􀆰 ６９ ７􀆰 ７３ －１􀆰 ５７ ４􀆰 １５ ＣＹＰ２Ｄ

ｇｅｎｅ１０８８９ １６􀆰 ５９ ４３􀆰 ７４ －１􀆰 ５４ １􀆰 ３２ ＣＹＰ３Ａ

ｇｅｎｅ１２２４８ １􀆰 ６０ ３􀆰 ７４ －１􀆰 ２４ ０􀆰 ００４ ０ ＡＫＲ１Ｄ１

ｇｅｎｅ８０１２ １􀆰 ３０ ９􀆰 ８６ ２􀆰 ９７ ２􀆰 ４８ ＨＳＤ１１Ｂ１

ｇｅｎｅ１６２７２ １􀆰 ５１ ３􀆰 ９３ －１􀆰 ４０ ０􀆰 ０００ ３ ＨＳＤ１１Ｂ２

ｇｅｎｅ１４９５４ １５８􀆰 ３４ ７１１􀆰 ７８ －２􀆰 １５ ０􀆰 １１７ ６ ＣＯＭＴ

ｇｅｎｅ１０８８９ １６􀆰 ５９ ４３􀆰 ７４ －１􀆰 ５４ １􀆰 ３２ ＣＹＰ３Ａ

ｇｅｎｅ３９５１ ２􀆰 ０４ ４􀆰 ５２ －１􀆰 ３５ ０􀆰 ０００ ６ ＨＳＤ１７Ｂ１１
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表 ５　 参与胆固醇代谢的主要 ＤＥＧ

项目 基因编号
ＴＰＭ 值

处理组 对照组

差异

倍数
Ｐ 值 基因名称

上调 ｇｅｎｅ１００６６ １１６􀆰 ３５ ５２􀆰 ０５ １􀆰 １２ ９􀆰 ８１ ＳＯＡＴ

基因 ｇｅｎｅ４０６３ ０􀆰 ６１ ０􀆰 １７ １􀆰 ８１ １􀆰 ９３ ＡＰＯＢ

ｇｅｎｅ１１５９０ ８􀆰 ２４ １􀆰 ３０ ２􀆰 ５７ １􀆰 ９７ ＰＣＳＫ９

下调 ｇｅｎｅ５２６８ １４􀆰 ８３ ６０􀆰 ５５ －２􀆰 ０５ １􀆰 ３８ ＬＣＡＴ

基因 ｇｅｎｅ７５６６ ０􀆰 ３１ １􀆰 ８０ －２􀆰 ６５ ２􀆰 ５５ ＣＤ３６

ｇｅｎｅ８１５８ ０􀆰 ２６ ０􀆰 ５５ －１􀆰 １４ ０􀆰 ０００ ６ ＬＡＬ

表 ６　 参与脂质和动脉粥样硬化的主要 ＤＥＧ

项目 基因编号
ＴＰＭ 值

处理组 对照组

差异

倍数
Ｐ 值

基因

名称

上调 ｇｅｎｅ４０６３ ０􀆰 ６１ ０􀆰 １７ １􀆰 ８１ １􀆰 ９３ ＡｐｏＢ

基因 ｇｅｎｅ１７０２ ６􀆰 ２７ ２􀆰 ２３ １􀆰 ４８ １􀆰 １３ ＭＭＰ１

ｇｅｎｅ１１９５７ ３􀆰 ６４ ０􀆰 ６３ ２􀆰 ５２ ９􀆰 ５５ ＭＤ－２

ｇｅｎｅ８４３８ １１􀆰 １２ ４􀆰 ８４ １􀆰 １８ ２􀆰 ５２ ＰＯＵ２Ｆ１

ｇｅｎｅ１４１７７ ９􀆰 ００ １􀆰 ３２ ２􀆰 ５９ １􀆰 ５８ ｐ３８

续表 ６

项目 基因编号
ＴＰＭ 值

处理组 对照组

差异

倍数
Ｐ 值

基因

名称

下调 ｇｅｎｅ５３００ １􀆰 １３ ２􀆰 ６１ －１􀆰 ２２ ３􀆰 ６０ ＮＯＸ２

基因 ｇｅｎｅ８５７７ ０􀆰 ４８ ３􀆰 ５３ －２􀆰 ８８ １􀆰 ５１ ＮＣＦ１

ｇｅｎｅ１０５４ ０􀆰 ２１ ０􀆰 ９５ －２􀆰 １３ ０􀆰 ００５６ ＮＣＦ２

ｇｅｎｅ１１７１３ ０􀆰 １０ ０􀆰 ７９ －２􀆰 ９６ ９􀆰 ３４ ＴＬＲ２

ｇｅｎｅ１１７５ ０􀆰 ３０ ０􀆰 ７７ －１􀆰 ３７ ０􀆰 ０１９７ ＣＤ１４

ｇｅｎｅ１６２４２ ０􀆰 ０６ ０􀆰 ７８ －３􀆰 ７５ ８􀆰 ６３ ＴＬＲ４

ｇｅｎｅ７５６６ ０􀆰 ３１ １􀆰 ８０ －２􀆰 ６５ ２􀆰 ５５ ＣＤ３６

ｇｅｎｅ１６２４２ ０􀆰 ０６ ０􀆰 ７８ －３􀆰 ７５ ８􀆰 ６３ ＴＬＲ４

２􀆰 ５　 原代鸭 ＬＣ 细胞中关键 ＤＥＧ 的验证

选出 １２ 个 ＤＥＧ （ ＳＯＡＴ、 ＨＳＤ１７Ｂ１１、 ＡｐｏＢ、
ＨＳＤ３Ｂ、 ＬＣＡＴ、 ＬＡＬ、 ＰＩＫ３ＣＡ、 ＰＩＫ３Ｒ１、 ＰＣＳＫ９、
ＰＩＫ３Ｒ２ 和 ＰＩＫ３ＣＧ） 进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证， 结果显

示， 这些基因的表达变化趋势与 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 测序所得

的转录丰度一致 （图 ７）， 表明转录组测序数据具有

较好的可靠性与准确性。

图 ７　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证的基因 ｍＲＮＡ 表达水平与其在 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 中转录丰度比较

３　 讨论

近年来， 随着高通量测序技术的发展， ＲＮＡ －
Ｓｅｑ 已被广泛应用于病毒与宿主相互作用的研究

中［１１］。 在黄病毒与宿主生殖系统方面的研究显

示［１２］， ＺＩＫＶ 感染支持细胞后， ＲＮＡ－Ｓｅｑ 分析表明，
在病毒复制高峰期， 模式识别受体（ＰＰＲｓ）（如 ＴＬＲ３、
ＴＬＲ７ 和 ＭＡＶＳ） 及其下游干扰素调节因子 （ ＩＲＦ）、
Ⅰ型和Ⅲ型干扰素、 促炎细胞因子均显著富集。 同

时， ＺＩＫＶ 能够感染 ＢＡＬＢ ／ ｃ 乳鼠下丘脑中的神经内

分泌细胞， 引起下丘脑－垂体－性腺轴激素分泌长期

紊乱， 造成乳鼠睾丸发育迟缓、 精子质量下降和行为

异常， 最终导致其生育能力下降［１３］。 并且， ＺＩＫＶ 感

染能够通过其非结构蛋白 ＮＳ２Ａ （ＺＩＫＶ－ＮＳ２Ａ） 的结

合作用， 损害细胞色素 Ｐ４５０ 家族 １７ 亚族 Ａ 成员 １
（ＣＹＰ１７Ａ１） ｍＲＮＡ 的翻译过程， 从而降低 ＣＹＰ１７Ａ１
表达并最终减少睾酮合成［１４］。 此外， ＺＩＫＶ 还可以影

响多种细胞免疫通路， 激活强烈的抗病毒防御反

应［１５］。 另一项关于 ＪＥＶ 的研究发现， 感染猪睾丸细

胞后出现 １００ 多个差异表达的 ｍｉＲＮＡ， 其中显著差

异的 ｍｉＲＮＡ 主要参与免疫应答、 细胞因子产生、 炎

症及细胞凋亡等关键生物学过程［１６］。
本研究关注的 ＤＴＭＵＶ， 其感染主要导致蛋鸭产

蛋量下降， 现有研究多集中于卵巢病变与卵泡闭锁机
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制［２，１７－１８］。 为了阐明 ＤＴＭＵＶ 与宿主生殖系统的互作

机制， 多种高通量测序技术被应用于解析其致病机

制。 其中， 蛋白质组学分析技术被用于解析 ＤＴＭＵＶ
感染后鸭卵泡蛋白的变化， 共鉴定出 １３１ 个差异表达

蛋白 （其中 ５３ 个上调， ７８ 个下调）， 主要参与细胞

结构、 ＲＮＡ 加工、 囊泡运输、 蛋白质合成与修饰、
信号转导及线粒体途径等过程［１９］。 此外， ＲＮＡ－Ｓｅｑ
被用于解析 ＤＴＭＵＶ 感染鸭卵泡膜细胞后的差异基

因， 结果显示差异表达基因主要涉及免疫系统、 脂质

代谢与转运以及卵泡发育相关通路［２０］。 这些高通量

测序结果推动了 ＤＴＭＵＶ 与宿主雌性生殖系统互作机

制的解析， 同时为 ＤＴＭＵＶ 感染致产蛋率下降提供了

重要线索。 然而， 目前尚缺乏 ＤＴＭＵＶ 与宿主雄性生

殖系统互作的高通量测序研究。 基于此， 本研究将对

照组和 ＤＴＭＵＶ 感染 ４８ ｈ 的原代鸭 ＬＣ 细胞进行转录

组测序， 结果显示， 差异表达基因主要富集于细胞过

程、 生物调节和代谢过程等相关类别， ＫＥＧＧ 通路分

析突出表现为类固醇激素生物合成、 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号

通路、 细胞因子－受体相互作用、 神经活性配体－受
体相互作用以及与类固醇合成相关的脂质与动脉粥样

硬化通路。 这表明， ＤＴＭＵＶ 感染原代鸭 ＬＣ 细胞后，
能够对 ＬＣ 细胞的类固醇激素以及细胞因子的合成与

分泌造成显著影响。
睾酮作为 ＬＣ 细胞合成的最主要雄激素， 它能够

推动并维持精子发生的进行［２１－２２］， 并且睾酮的缺乏

会在减数分裂阶段扰乱其精子发生过程［１０，２３－２４］。 睾

酮的合成原料为胆固醇［２５］， 其合成过程始于转位因

子蛋白 （ＴＳＰＯ） 介导的胆固醇线粒体转运， 随后由

细胞色素 Ｐ４５０ 家族 １１ 亚族 Ａ 成员 １ （ＣＹＰ１１Ａ１）
催化转化为孕烯醇酮， 再经 ３β－羟基类固醇脱氢酶

（３β －ＨＳＤ）、 ＣＹＰ１７Ａ１ 和 １７β －羟基类固醇脱氢酶

（１７β－ＨＳＤ） 等酶依次催化生成睾酮［２６］。 本研究中，
ＤＴＭＵＶ 感染导致 ３β － ＨＳＤ、 ＣＹＰ３Ａ、 ＨＳＤ１１Ｂ１ 和

ＨＳＤ１７Ｂ１ 等 关 键 睾 酮 合 成 基 因 表 达 显 著 下 调。
ＨＳＤ１７Ｂ１ 可以作为辅助因子， 催化雄烯二酮转化为

睾酮， 而该酶的缺乏则会使雄烯二酮转化为睾酮受

阻。 同时， ＨＳＤ１１Ｂ１ 可间接参与睾酮代谢， 它主要

通过催化可的松转化为活性的皮质醇。 这也从分子层

面解释了前期动物试验中观察到的血清及睾丸组织睾

酮水平降低的原因。
本研究进一步分析表明， ＤＴＭＵＶ 感染原代鸭 ＬＣ

细胞后的差异基因还富集于脂质与动脉粥样硬化及胆

固醇代谢通路。 ＬＣ 细胞获取胆固醇的途径主要包括

细胞内合成和胞外脂蛋白摄取［２７］。 脂质与动脉粥样

硬化及胆固醇代谢通路的变化， 可能反映了胆固醇和

脂质代谢的变化。 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 结果显示， ＤＴＭＵＶ 感染

原代鸭 ＬＣ 细胞后， 其载脂蛋白 ＡｐｏＢ 和极低密度脂

蛋白受体 ＶＬＤＬＲ 表达上调， 提示胞内胆固醇合成途

径可能紊乱， 从而激活了外源性脂蛋白摄取通路。 结

合先前研究［４］ 可知， ＤＴＭＵＶ 感染鸭 ＬＣ 细胞， 可导

致其睾酮水平下降、 干扰其类固醇激素合成通路， 并

上调 ＡｐｏＢ 的表达量。 同时， ＡｐｏＢ 的调控涉及营养

与激素等多种因素， 在肝细胞中已知 ＰＩ３Ｋ － Ａｋｔ －
ｍＴＯＲＣ１ 通路可通过 ＡｐｏＢ ｍＲＮＡ ５′ＵＴＲ 与 ＲＮＡ 结合

蛋白作用抑制其翻译［２８］； 同时， ＭＴＴＰ 介导的酯化

及载脂蛋白 Ｃ３ （ＡｐｏＣⅢ） 均能促进 ＡｐｏＢ 分泌， 转

录过程受 ＦｏｘＯ１ 调控， 而 ＦｏｘＯ１ 本身受 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 通
路抑制［２９］。 因此， ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ－ＦｏｘＯ１ 轴在肝细胞中可

多层面调控 ＡｐｏＢ 合成与分泌。
在本研究中， ＤＴＭＵＶ 感染鸭 ＬＣ 细胞后 ＰＩ３Ｋ－

Ａｋｔ 通路显著富集， 且 ＡｐｏＢ 表达上升， 推测 ＰＩ３Ｋ－
Ａｋｔ 通路可能被激活， 进而促进 ＡｐｏＢ 合成， 影响低

密度脂蛋白摄入过程， 最终导致胆固醇供应异常与睾

酮合成障碍。 本研究的 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 结果将从差异基因

的角度阐明 ＤＴＭＵＶ 抑制鸭睾酮合成与精子活力的分

子机理， 从而为鸭规模化养殖提供全新的疫病防控策

略。 然而， ＤＴＭＵＶ 感染下 ＬＣ 细胞中 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 通路

的具体调控作用及其对 ＡｐｏＢ 合成与分泌的影响机

制， 仍有待进一步阐明。
综上， 本研究对 ＤＴＭＵＶ 感染 ４８ ｈ 后的原代鸭

ＬＣ 细胞进行转录组测序分析， 结果显示差异表达基

因显著富集于类固醇激素生物合成、 脂质与动脉粥样

硬化、 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通路及胆固醇代谢等相关通

路。 进一步分析发现， ＤＴＭＵＶ 可能通过激活 ＰＩ３Ｋ－
Ａｋｔ 通路促进细胞内 ＡｐｏＢ 合成， 干扰 ＬＤＬ 内吞过

程， 最终引起胆固醇和睾酮合成障碍。
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