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非复制型尿嘧啶营养缺陷型弓形虫刺激雏鸡胸腺细胞的

转录组学分析

廖艳鹏  曾宇航  经岱昀  任 超*

（天津农学院  动物科学与动物医学学院/天津市农业动物繁育与健康养殖重点实验室，天津  300392）

摘 要  为研究非复制型尿嘧啶营养缺陷型弓形虫（Nonreplicating Toxoplasma uracil auxotrophs，NRTUAs）在转

录组水平对雏鸡胸腺的免疫调节作用，本研究以接种 NRTUAs 虫株 3 d 的雏鸡为试验对象，利用 RNA-seq 技术对

其胸腺组织进行转录组测序以挖掘其中的差异表达基因（DEGs），进而对得到的 DEGs 进行 GO 功能注释、KEGG
信号通路富集分析和蛋白互作网络分析。结果表明：1）筛选出 964 个 DEGs，其中 517 个基因表达上调，447 个表达

下调。2）通过 GO 功能注释发现差异基因在生物过程、细胞组分和分子功能三大类别显著富集在免疫应答、防御反

应、对外界刺激反应、对刺激反应、细胞外区域、细胞表面等条目。3）KEGG 信号通路富集分析发现 DEGs 显著集中

在细胞因子及其受体相互作用、IgA 产生的肠道免疫网络、细胞粘附分子、Toll 样受体信号通路等通路上。4）通过

蛋白互作网络分析发现 9 个重要的关键分子，其中 IL-6 和 IL-18 具有调节细胞分化促进干扰素产生的功能，IRF1
和 IRF7 能够调节巨噬细胞等细胞的活化以及抗原递呈能力，SOCS1 能够防止 STAT1 信号通路异常活跃而导致的

过度炎症反应，CCL4、CCR5 和 CCL20 作为趋化因子能够诱导多种免疫细胞浸润炎症区域，CD40 能够增强抗原递

呈进而调节机体的免疫功能。综上，NRTUAs 虫株刺激雏鸡胸腺后，胸腺细胞的增殖活动减弱，T 细胞活化以及细

胞因子分泌等活动增强，并且 IL-6、IL-18、IRF1、IRF7、SOCS1、CCL4、CCR5、CCL20 和 CD40 是 NRTUAs 虫株调

节雏鸡胸腺细胞的重要分子，本研究为深入探讨 NRTUAs 虫株调节家禽胸腺的先天性免疫反应的分子机制提供

了理论依据。
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Abstract In order to investigate the immunomodulatory effects of nonreplicating Toxoplasma uracil 

auxotrophs （NRTUAs） on the thymus of chickens at the transcriptional level， this study employed RNA-seq 

technology to conduct transcriptome sequencing on thymus of chickens inoculated with NRTUAs for 3 days， 

which aimed to identify differentially expressed genes （DEGs）.  Then， the identified DEGs were conducted 

by GO analysis， enrichment analysis of KEGG signaling pathways， and protein-protein interaction network 

analysis.  The results showed that：1） 964 DEGs were screened， of which 517 genes were upregulated and 
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447 genes were downregulated.  2） Through GO functional annotation， it was found that differentially 

expressed genes were significantly enriched in immune response， defense response， response to external 

stimulus， response to stimulus， extracellular region， cell surface， and other categories.  3） KEGG signaling 

pathway enrichment analysis revealed that DEGs were mainly involved in pathways such as cytokine-

cytokine receptor interactions， intestinal immune network for IgA production， cell adhesion molecules， Toll-

like receptor signaling pathway.  4）Through protein-protein interaction network analysis， nine important key 

molecules were analyzed ， among which IL-6 and IL-18 molecules had the function of regulating cell 

differentiation and promoting interferon production.  IRF1 and IRF7 can regulate the activation of 

macrophages and other cells as well as antigen presentation ability.  SOCS1 can prevent excessive 

inflammatory response caused by overactive STAT1 signaling pathway.  CCL4， CCR5 and CCL20 as 

chemokines， can induce infiltration of various immune cells in inflammatory areas.  CD40 can enhance 

antigen presentation and regulate the immune function of the body.  In conclusion， stimulation of the chicken 

thymus with NRTUAs at the transcriptional level resulted in a reduction in thymocyte proliferation activity， 

enhanced activation of T cells， and increased secretion of cytokines.  The molecules IL-6， IL-18， IRF1， 

IRF7， SOCS1， CCL4， CCR5， CCL20 and CD40 played crucial roles in the regulation of NRTUAs in the 

chicken thymocyte cells.  This study provids a theoretical foundation for further exploring the molecular 

mechanisms of NRTUAs regulating the innate immune response in poultry thymus.

Keywords nonreplicating Toxoplasma uracil auxotrophs； transcriptomics； chickens； thymus

弓形虫是一种呈世界性流行的人畜共患寄生

虫。根据从数据库中统计的 1993—2021 年的中国

弓形虫病例发现，禽弓形虫病总体血清抗体阳性率

为 4. 95%，其中散养鸡的阳性率显著高于集约化养

殖模式［1］。据报道在我国的张家口坝下地区散养鸡

血清抗体阳性率为 11. 01%，而在河南地区散养鸡

的弓形虫血清阳性率高达 18. 86%［2-3］。目前，弓形

虫病的治疗主要采用乙胺嘧啶和磺胺嘧啶等药物，

但应用于养殖业，具有药物残留和耐药性等问题，

而弓形虫病的预防，也缺少有效的商品化疫苗［4-5］。

因此，研发一种安全高效的禽用弓形虫疫苗十分

必要。

非 复 制 型 尿 嘧 啶 营 养 缺 陷 型 弓 形 虫

（Nonreplicating Toxoplasma uracil auxotrophs，
NRTUAs）是一种因尿嘧啶合成缺陷而无法进行复

制的弓形虫［6-7］。研究发现，NRTUAs 虫株能够调

节 宿 主 的 肿 瘤 微 环 境 ，对 抗 肿 瘤 的 侵 袭［8-9］。

NRTUAs 虫株能够有效激活小鼠的 CD4+和 CD8+ 
T 细 胞 ，诱 导 机 体 的 抗 弓 形 虫 免 疫 反 应 ，感 染

NRTUAs 虫株的小鼠在 40 d 内未见异常且各器官

无显著的病理变化，同时 NRTUAs刺激小鼠脾脏上

调了多种细胞因子并诱导了温和的炎症反应，说明

NRTUAs 虫株能够作为一种良好的小鼠抗弓形虫

疫苗株［10-14］。然而 NRTUAs 虫株能否作为禽用弓

形虫疫苗候选株尚需要进一步探究。NRTUAs 虫

株在家禽上的相关研究较少。刘思勤等［15］研究发

现，经 NRTUAs虫株感染 4 d 后，雏鸡无明显临床症

状且各器官无显著的病理变化，NRTUAs 虫株没有

激发雏鸡脾脏的促炎因子和抑炎因子的过量产生，

并且虫体会随时间推移而逐渐被宿主清除，说明

NRTUAs 虫株不会过度刺激雏鸡的先天性免疫反

应而诱导过度的炎症反应。吴绿怡等［16］在雏鸡感

染 NRTUAs虫株 3 d 后对雏鸡脾脏细胞进行转录组

分析，发现其中多种免疫相关基因的表达上调，其

富集分析结果显示与内质网蛋白质合成的信号通

路、细胞周期以及代谢相关通路的活动增强；在其

差 异 表 达 基 因（Differentially expressed genes，
DEGs）中，筛选出 VPREB3、EAF2、TNFRSF13B、

IRF4 和 IL-1R2 等多个关键基因。结果表明，经

NRTUAs 虫株刺激后，雏鸡脾脏细胞活动明显增强

并且启动了先天性免疫反应对抗弓形虫入侵。上

述研究初步探讨了在先天性免疫阶段 NRTUAs 对
雏鸡脾脏的免疫调节作用，并揭示了 NRTUAs虫株

作为禽用弓形虫疫苗的潜力，是研发禽用弓形虫疫

苗的重要环节。

疫苗的免疫保护作用是衡量疫苗有效性的重

要标准，而疫苗激发的先天性免疫则是启动和调节

适应性免疫的关键。胸腺作为必要的中枢免疫器

官，在抗弓形虫感染的固有免疫中发挥重要作用，

其中 NKT 细胞、NK 细胞和 γδ T 细胞等参与抗弓形
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虫感染的免疫细胞均在胸腺中增殖、分化和成

熟［17-19］。因此解析在先天性免疫阶段 NRTUAs 虫

株对胸腺的免疫调节作用是研究禽用弓形虫疫苗

的重要一环，然而目前尚无相关研究。为此，本研

究利用转录组测序技术对感染 NRTUAs虫株 3 d 的

雏鸡胸腺组织进行转录组学分析，分析 NRTUAs虫
株对雏鸡胸腺细胞的免疫调节作用，为深入研究

NRTUAs 虫株调节家禽胸腺的先天性免疫反应的

分子机制提供了理论数据。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

于天津市进华养殖场购得 1 日龄海兰褐蛋鸡。

各组鸡只体重（25±2）g，健康状况良好。NRTUAs
虫株和 Vero 细胞由中国农业大学国家动物原虫实

验室馈赠。

1. 2　NRTUAs虫株的培养

在 37 ℃，5% CO2 的恒温培养箱中，使用添加

2% 胎牛血清的 DMEM 完全培养基培养 Vero 细胞。

使用 5 mL 注射器将培养物分离，再用 1 mL 注射器

将 Vero 细胞破碎后释放出弓形虫速殖子，最后用

5 μm 孔径的聚碳酸酯薄膜将细胞碎片等杂质过滤

掉，得到纯化后的弓形虫速殖子。

1. 3　虫株接种以及样本保存

以每组 3 只的标准将雏鸡分成两组，分别饲养，

不限制雏鸡饮水和进食。至 14 日龄时，全部鸡只各

项指标均正常，平均体重（137±10）g。NRTUAs 组
每只雏鸡以颈部皮下注射 0. 2 mL 弓形虫速殖子悬

液（5×106 个/mL），PBS 组则以同样方式注射等量

磷酸盐缓冲液。对注射后的雏鸡状态进行监测并

对临床症状进行观察，在 3 d 后对每组雏鸡进行称

重并进行剖检，剖检后样本放入−80 ℃保存。

1. 4　胸腺组织 cDNA文库构建及转录组测序

样本提取总 RNA，然后通过 NanoDrop 2000 分

光 光 度 计 检 验 总 RNA 的 纯 度 和 浓 度 ；使 用

Agient2100/LabChip GX 检测 RNA 的完整性。质

检 合 格 后 处 理 mRNA 并 合 成 cDNA，纯 化 后 的

cDNA 进行末端修复、加 A 尾并连接测序接头，用

AMPure XP beads 进行片段大小选择，最后 PCR 扩

增 得 到 的 文 库 。 质 检 合 格 后 使 用 Illumina 
NovaSeq6000 进行转录组测序，由北京百迈客生物

科技有限公司测序。

1. 5　测序分析流程

对下机后得到的数据进行过滤得到 Clean data，
与指定的参考基因组进行序列比对，得到 Mapped 
Data后，进行文库质量评估、结构水平分析、差异表达

分析、基因功能注释和功能富集等分析。

1. 6　基因表达定量及差异表达分析

RNA-seq 测序结果为表达的转录本的序列片

段（Reads），一般一个基因表达的转录本越多，获得

的来自该基因的 Reads 会越多，因此可以根据测序

reads 比对到每个转录本中的数目（Count）计算该基

因的表达水平。此外基因的 Read counts数目还和基

因长度和测序深度有关，还需要对样品中的 Mapped 
Reads的数目和转录本长度进行归一化，使片段数目

能够真实反映转录本表达水平。本研究使用 String 
Tie 通过最大流量算法，采用 FPKM（Fragments Per 
Kilobase of transcript per Million fragments mapped）
进行标准化，作为衡量转录本表达水平的指标［20］。

基于不同基因在各个样本中的 count 值使用差异分

析软件 DESeq2进行 DEGs的筛选［21］。

1. 7　差异表达基因的数据分析

获得 DEGs 后使用 blast 将筛选的基因序列和

GO 功能数据库及 KEGG 数据库进行比对，获得对

应基因的注释信息后进行 GO 功能注释分析及

KEGG 信号通路富集分析。使用 FPKM 为衡量基

因表达水平的值，计算样品中基因的表达量，使用

pheatmap 进行聚类热图分析。将 DEGs 分析结果导

入 STRING 数据库进行蛋白互作关系比对，将获得

的互作网络信息文件导入 Cytoscape（v 3. 10. 1）中
进行数据处理。

1. 8　RT-qPCR验证转录组分析

将各组感染 3  d 后的组织提取 T o t a l  R N A  ，
检测 R N A 浓度以及 O D 260和 O D 280等指标，检测合

格后反转录得到 c D N A。从转录组分析得到的

D E G s 列表中选取部分基因进行荧光定量 P C R
验证。

实时荧光定量 P C R 体系 2 0 . 0  μL：2 × q P C R  
M i x  1 0 . 0  μL，上、下游引物（2 . 5  μm o l / L）各 1 . 0  
μL，模 板 c D N A  1 . 0  μL，Nuclease-Free Water  
7 . 0  μL。荧光定量扩增引物如表 1。

验证试验以鸡 GAPDH 基因为内参，通过定量

结果计算目的基因表达量，计算方法采用 2 -Δ ΔC t 法

（L i v a k 法），最终结果使用 t检验分析差异显著性。
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2　结果与分析

2. 1　雏鸡胸腺转录组测序

雏鸡胸腺样本通过 Illumina NovaSeq6000 测序

后，过滤掉低质量 Reads 后获得了 56. 99 Gb Clean 
Data，其中各个样本 Clean Data 均在 5. 97 Gb 以上，

NRTUAs 组和 PBS 组 Clean Data 的 Q30 在 93. 00%
以上。两组中样本比对率在 80. 28%~88. 15%，说

明转录本数据可靠质量合格。

2. 2　RT-qPCR结果验证

根据转录组分析得到 DEGs（图 1），从中随机抽

取 8 个基因进行实时荧光定量 PCR 验证。定量结

果表明有 6 个基因表达上调分别是：胸腺肽 β15B
（TMSB15B），信 号 转 导 与 转 录 激 活 因 子 1
（STAT1），颗粒溶素基因（GNLY），血红蛋白亚单

位 α1（HBA1），血红蛋白亚单位 ε1（HBBA），血红蛋

白 α 亚基 D（HBAD）。有 2 个基因表达下调，分别为

表  1　荧光定量 PCR扩增引物序列

Table 1　RT-qPCR amplification primer sequence information

基因

Gene

GAPDH

TMSB15B

STAT1

GNLY

HBA1

HBBA

HBAD

CBL

CHGA

引物序列（5'-3'）
Prime sequence（5'-3'）

F： CTGGGGCTCATCTGAAGGGT

R： GGACGCTGGGATGATGTTCT

F： AAACCGGACCTGTCGGAG

R： ACATTCCTTCTCCTGCTCGAT

F： TCACTTCCCATCATTGTCATCTCT

R： AATTCTTGGGATCAGTAGACAGCA

F： ATGGTTCAGCTGCGTGGGAT

R： ACCCACAATCTTCTGCACCTTC

F： TTCGATCTGTCACACGGCTC

R： ACCACCACCAGGAAGCATTG

F： CTCTGGGGCAAGGTCAATGT

R： CAGTTCGGACAGTTGGGAGA

F： GCCGAGGACAAGAAGCTCAT

R： TCGAAGTGGGGGAAGTAGGT

F： CCACTGCCTGTACCGAAACT

R： GGTCTCAAAAGCAGAGGGCA

F： TGCCAGCTATCTCCCTTCCT

R： CACCTTGAGCCGCAATTTCC

扩增长度/bp 
Amplification 

length

308

114

97

110

191

234

131

246

219

退火温度/℃
Annealing 

temperature

60

60

60

60

60

60

60

60

60

图 1　雏鸡胸腺部分 DEGs荧光定量 PCR验证

Fig.1　RT-qPCR validation of partial DEGs in chicken 
thymus
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原癌基因（CBL）和嗜铬粒蛋白 A（CHGA）。经比对

荧光定量结果发现两者趋势一致，表明转录组测序

结果是可靠的，得出的 DEGs具有较高的可信度。

2. 3　雏鸡胸腺差异表达基因筛选

以 Fold Change≥2. 0 且 FDR<0. 05 为标准，通

过与参考基因组 Gallus_gallus.  GCF_016700215. 1.

genome. fa 进行对比，最终在 NRTUAs 组和 PBS 组

之间筛选出 964 个 DEGs，其中 517 个基因表达量升

高，447 个基因表达量降低。通过将结果绘制热图，

发现这些 DEGs 组内差异不显著，大多数基因组间

差异明显（图 2），在已知名称的差异基因中，差异倍

数 最 大 的 5 个 上 调 表 达 基 因 是 ：IL-2、CCL26、

CCL4、GBP 和 MOG；差异倍数最大的 5 个下调基

因 是 ： LOC112530942、 ADCK5、 NPBWR1、

DYNLRB2和 LOC121112558，结果如表 2 所示。除

了 已 知 名 称 的 基 因 ，新 基 因 Gallus_gallus_

newGene_5846 在上调 DEGs 中差异表达倍数最大，

而在下调 DEGs 中新基因 Gallus_gallus_ newGene_
912 差异表达倍数最大。

2. 4　差异表达基因的 GO功能注释分析

通过 GO 功能注释发现，共有 509 个 DEGs（283
个上调基因和 226 个下调基因）被注释到生物过程

（Biological process，BP）、细 胞 组 分（Cellular 
component，CC）和 分 子 功 能（Molecular function，
MF）3 个一级节点分类下的 38 个二级节点分类中，

结果如图 3（a）所示。

在生物过程中共有 500 个条目被显著富集，并

且极显著富集的条目有 207 个，其中大量基因在免

疫反应、防御反应、对外界刺激的反应、对化学物质

的反应、对刺激的反应、对有机物的反应等二级节

点上极显著富集，并且免疫应答条目共注释到 67 个

基因。将显著性前 20 的条目，以显著性排列如

图 3（b）。

图 2　雏鸡胸腺组织差异表达基因聚类分析热图

Fig.2　The heatmap of cluster analysis for DEGs in chicken 
thymus

表 2　差异倍数前五的上调及下调基因

Table 2　Top five genes with the highest fold change in upregulation and downregulation

基因

Gene

IL-2

CCL26

CCL4

GBP

MOG

LOC112530942

ADCK5

NPBWR1

DYNLRB2

LOC121112558

差异倍数

log2（Fold 
change）

3. 956 881

3. 711 991

3. 683 87

3. 655 82

3. 476 407

−5. 195 39

−4. 897 55

−3. 551 34

−2. 950 39

−2. 938 73

错误发现率

False discovery rate

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

上调/下调

Up-regulated/
Down-regulated

上调

上调

上调

上调

上调

下调

下调

下调

下调

下调

功能

Function

促进 T 细胞增殖和分化以及增强 CTL 细胞

和 NK 细胞的活性

诱导巨噬细胞迁移

诱导巨噬细胞和 NK 细胞迁移

调节胞内信号传导以及免疫细胞活化和迁移

髓鞘的结构分子

－

与细胞能量代谢和线粒体蛋白质磷酸化有关

神经活性配体 -受体相互作用

与细胞内细胞器运输和定位有关

－
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图 3　胸腺组织差异表达基因 GO富集分类图及 GO富集分析柱状图

Fig.3　GO enrichment classification graph and GO emrichment analysis bar diagram of DEGs in thymus
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在细胞组分的一级节点下，共有 47 个条目显著

富集，其中极显著富集的条目有 31 个。在这些条目

中大部分基因极显著富集在细胞外区域、细胞外空

间、细胞膜、退化的浆膜区、退化的胞外区、细胞外

周、浆膜、病毒囊膜等二级节点上，将显著性前 20 的

条目，以显著性排列如图 3（c）。
在分子功能分类中共有 11 个条目显著富集，其

中 2 个条目被极显著富集。极显著富集在阳离子结

合、趋化因子活性条目上。显著富集在跨膜信号受

体活性、蛋白质二聚化活性、单加氧酶活性、G 蛋白

偶联受体活性等条目上，将显著性前 20 的条目，以

显著性排列如图 3（d）。
将得到的所有条目选取其中极显著且变化情

况较大的条目，按照功能进行分类得到表 3，观察其

变化情况。结果发现与细胞周期相关条目呈下调

趋势，与之相似，在染色体与着丝粒相关区域的条

目也呈现下调趋势；与免疫反应相关条目、T 细胞活

化与生长相关条目、细胞因子分泌相关条目均呈现

上调趋势，而与内质网及高尔基体区域相关条目也

呈现上调趋势。由此可见，胸腺受到 NRTUAs虫株

刺激后，组织中大部分细胞增殖活动减弱，T 细胞的

分化与激活增多，同时细胞内产生和分泌细胞因子

等物质的活动增强。

2. 5　差异表达基因的 KEGG 信号通路富集分析

将差异基因利用 KEGG 信号通路富集分析，结

果富集到了 175 条信号通路，这些通路分布在五大

类中，即细胞过程（Cellular process）、环境信息处理

（Environmental information processing）、人 类 疾 病

（Human disease）、代 谢（Metabolism）、生 物 系 统

（Organismal system）（图 4）。

在得到的信号通路中，按照富集显著性排名前

十个信号通路分别是：细胞因子及其受体相互作

用、IgA 产生的肠道免疫网络、细胞粘附分子、Toll

样受体信号通路、NOD 样受体信号通路、甲型流感、

吞噬体、ECM 受体相互作用、铁死亡、胰岛素分泌。

将得到的通路按照富集到的基因数量以及富集因

图 4　KEGG 分类图

Fig.4　KEGG classification map
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表 3　差异表达基因 GO富集分析显著富集条目

Table 3　Significantly enriched  terms in GO enrichment analysis of DEGs

GO 分类

GO category

生物过程

Biological 
process

细胞组分

Cellular 
component

分子功能

Molecular 
function

GO 条目

GO Term

Regulation of mitotic cell cycle phase transition

Regulation of cell cycle phase transition

Regulation of mitotic cell cycle

Regulation of cell cycle process

Regulation of cell cycle

Immune response

Innate immune response

Regulation of immune response

Regulation of innate immune response

Adaptive immune response

Activation of immune response

Regulation of developmental process

Regulation of T cell receptor signaling pathway

Regulation of leukocyte activation

Regulation of T cell activation

Cytokine-mediated signaling pathway

Positive regulation of cytokine production

Regulation of cytokine production

Regulation of interleukin-12 production

Regulation of interleukin-2 production

Condensed chromosome， centromeric region

Condensed chromosome kinetochore

Spindle microtubule

Chromosome， centromeric region

Kinetochore

Obsolete endoplasmic reticulum part

Endoplasmic reticulum lumen

Organelle subcompartment

Golgi apparatus subcompartment

Chemokine activity

Transmembrane signaling receptor activity

Q 值

Q value

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 05

上调/下调 Up- 
regulated/

Down-regulated

Down

Down

Down

Down

Down

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Down

Down

Down

Down

Down

Up

Up

Up

Up

Up

Up

功能 Function

细胞周期与细胞分裂相关

免疫反应相关

T 细胞活化与生长相关通路

细胞因子分泌相关通路

染色体与着丝粒相关区域

内质网及高尔基体区域

趋 化 因 子 活 性 以 及 跨 膜 信

号受体活性
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子的大小排列做气泡图（图 5）。数据分析发现，

细胞因子及其受体相互作用通路极显著富集 ，

IgA 产生的肠道免疫网络、细胞粘附分子、Toll 样
受体信号通路显著富集。将显著富集的信号通

路以及其中差异倍数前十的 DEGs 汇总，结果如

表 4 所 示 。 结 合 这 些 DEGs 的 功 能 可 知 ，在

NRTUAs 虫株的刺激下，胸腺细胞受到大量细胞

因子的刺激，同时免疫相关通路启动。

2. 6　差异表达基因蛋白互作分析

将 DEGs 的编码蛋白与 STRING 数据库中的

蛋白序列做比对分析，以互作分数 0. 7 为条件，根据

节点 degree 值大小排列构建蛋白互作网络图（图

6）。其中 degree 值前十的基因是 IL-6、IFNG、IL-

18、 EP300、 CREBBP、 STAT1、 IRF1、 IRF7、
PPARG 和 SOCS1，这些基因与其他基因联系较多

且相邻节点之间互作关系强，推测在胸腺组织受到

刺 激 后 发 挥 重 要 功 能 。 除 上 述 分 子 外 ，还 有

CTLA4、SOCS3、CCR5、IL-22、IL-2、CEBPB、

FABP4、VCAM1、CCL20 和 IL-15 等聚集系数较高

的基因，有可能在胸腺组织中的部分子网络中起重

要作用。在筛选出的基因中白介素最多，其次是干

扰素及干扰素调节因子。分析其功能发现绝大多

数都与免疫反应直接相关，如 IL-6、IL-18、IFNG、

IRF1 和 STAT1 等基因，此外，还有 CCL4、CCL20
等能够募集免疫细胞浸润炎性区域的趋化因子。

图 5　DEGs在前 20名 KEGG 信号通路上富集情况

Fig.5　Enrichment of DEGs in the top 20 KEGG signaling pathways

图 6　DEGs编码蛋白互作网络图

Fig.6　Interaction network diagram of DEGs coding proteins
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表 4　KEGG 富集分析显著富集通路

Table 4　KEGG enrichment analysis showed significant enrichment pathway
通路

Pathway

细 胞 因 子 及 其 受

体相互作用

Cytokine-cytokine
receptor 
interaction

IgA 产 生 的 肠 道

免疫网络

Intestinal immune 
network for IgA 
production

细胞粘附分子

Cell adhesion 
molecules

Toll 样受体

信号通路

Toll-like receptor 
signaling pathway

基因

Gene 
IL-2
CCL26
CCL4
IL-22

IL-6

IFNG

CCR2
CXCL13L2
IL-18RAP

LIF

IL-2

IL-6

LOC121112596
CD40
TNFRSF13B
TNFSF13B
IL-15
LOC121112130
LOC121112137
ESAM
VCAM1
CTLA4
CD40
SELE
CDH2
LOC771804
LOC121112502
CADM3
LOC121110779
CCL26
CCL4

IL-6

LOC121106433
TLR1A
IL-8L2

LY96

CD40
TLR1B

TLR5

差异倍数 log2

（Fold change）
3. 956 881 08
3. 711 991 142
3. 683 869 889
3. 475 925 552

3. 038 475 928

2. 597 508 911

2. 431 084 587
2. 341 671 097
2. 310 087 708

2. 268 269 384

3. 95 688 108

3. 038 475 928

1. 866 461 991
1. 610 293 048
1. 379 529 713
1. 309 142 503
1. 303 501 383
1. 136 914 524

−1. 742 112 955
1. 687 741 829
1. 658 951 697
1. 630 186 181
1. 610 293 048
1. 595 839 734
1. 493 267 308
1. 417 5007
1. 219 673 787
1. 103 597 302
1. 088 556 012
3. 711 991 142
3. 683 869 889

3. 038 475 928

2. 145 981 665
2. 029 882 495
1. 953 657 757

1. 618 886 103

1. 610 293 048
1. 575 926 922

1. 272 562 168

功能

Function
促进 T 细胞增殖和分化以及增强 CTL 和 NK 细胞的活性

诱导巨噬细胞迁移

诱导巨噬细胞和 NK 细胞迁移

促进免疫细胞的增殖和分化以及上皮细胞的增殖和修复

调节免疫细胞的增殖和分化并影响 T 细胞、B 细胞和巨噬细胞

的功能

增强巨噬细胞和 NK 细胞的杀伤能力、促进 T 细胞的分化和增

殖以及增强抗原递呈细胞的抗原呈递能力

介导单核细胞和巨噬细胞的趋化和迁移

调节淋巴细胞的定向迁移和聚集以及免疫细胞的增殖和分化

激活 NF-κB 和 MAPK 等通路以刺激免疫细胞的活化

促进 T 细胞的增殖和分化以及调节巨噬细胞和树突状细胞的

功能和活化相关细胞

促进 T 细胞增殖和分化以及增强 CTL 和 NK 细胞的活性

调节免疫细胞的增殖和分化并影响 T 细胞、B 细胞和巨噬细胞

的功能

/
激活抗原递呈细胞并增强其递呈和免疫调节能力

促进 B 细胞的生存、增殖和分化

促进 B 细胞的生存、增殖和分化

促进 NK 细胞、T 细胞的增殖和存活

/
/
调节血管通透性以及参与炎症反应和免疫细胞的迁移

介导白细胞的黏附和迁移

抑制 T 细胞的活化和增殖以及调节免疫耐受

激活抗原递呈细胞并增强其递呈和免疫调节能力

介导白细胞的黏附和迁移

维持细胞间连接以及参与细胞迁移等过程

/
/
参与细胞黏附、迁移和聚集

/
诱导巨噬细胞迁移

诱导巨噬细胞和 NK 细胞迁移

调节免疫细胞的增殖和分化并影响 T 细胞、B 细胞和巨噬细胞

的功能

/
激活免疫细胞并促使其释放细胞因子

调控炎症反应和免疫细胞的活化和迁移

传递信号以引发炎症反应并且能够调节炎症因子的产生和免

疫细胞的活化

激活抗原递呈细胞并增强其递呈和免疫调节能力

促进抗原呈递细胞和 T 细胞的活化

激活 NF-κB 和 MAPK 信号通路以诱导炎症因子的产生和免疫

细胞的活化以及促进抗原递呈细胞的成熟和活化

注：“/”表示功能尚不明确。

Note： “/” indicates that the function is still ambiguous.
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3　讨 论

3. 1　NRTUAs虫株刺激雏鸡胸腺细胞的相关通路

分析

在 GO 富集分析结果中，生物过程部分有 500个

显著条目，其中显著性较强的条目大多与免疫反应

以及细胞因子分泌等功能相关，且这些条目大多呈

现上调情况。这一结果与细胞组分中内质网与高

尔基体区域相关条目的上调，以及分子功能中趋化

因子与跨膜信号受体活性相关通路的上调相互印

证。在生物过程的其他条目中，与细胞周期相关的

部分条目呈下调趋势，结合细胞组分中与染色体和

着丝粒区域相关条目下调的结果，推测胸腺细胞在

NRTUAs 虫株刺激下细胞分裂活动减弱。本课题

组关于 Δku80 RH 虫株刺激胸腺细胞的研究中，在

GO 富集分析的结果里，生物过程部分仅免疫反应

这一条目被显著富集且只有 24 个基因注释到该条

目上，而在 NRTUAs虫株刺激下的免疫反应条目共

注释到 67 个基因，NRTUAs 虫株刺激下的该条目

注释到的基因远多于 Δku80 RH 虫株刺激下该条目

注释到的基因。在 NRTUAs 虫株刺激胸腺细胞的

KEGG 信号通路富集分析结果中，细胞因子及其受

体相互作用、IgA 产生的肠道免疫网络和 Toll 样受

体信号通路被显著富集，在 Δku80 RH 虫株刺激胸

腺细胞的研究中同样富集到细胞因子及其受体相

互作用和 Toll 样受体信号通路，然而其中的基因数

均少于 NRTUAs 虫株刺激下的这 2 条通路。综合

上 述 结 果 能 够 看 出 ，与 Δku80 RH 虫 株 相 比 ，

NRTUAs虫株刺激胸腺引起了更明显的免疫反应。

3. 2　NRTUAs虫株刺激雏鸡胸腺细胞的重要差异

表达基因分析

将蛋白互作网络分析结果结合 KEGG 信号通路

分析中显著富集通路的 DEGs，最终发现了 IL-6、IL-

18、IRF1、IRF7、SOCS1、CCL4、CCR5、CCL20 和

CD40 共 9 个可能具有重要功能且表达量均显著上

调的 DEGs。IL-6 分子在之前的研究中发现能够促

进辅助性 T 淋巴细胞的分化并且有助于 IL-21 分子

的产生［22］。同时 IL-6 还能诱导 CD8+ T 细胞分化

成为细胞毒性 T 淋巴细胞，这对于机体抵抗弓形虫

感染十分重要［23］。研究发现，包括巨噬细胞、T 细胞

及树突状细胞等多种细胞均能够表达 IL-18，并且

IL-18 能够刺激 Th1 细胞产生 IFN-γ［24-25］。 IRF1 和

IRF7 均为干扰素因子，能够活化巨噬细胞和树突状

细胞，增强细胞的抗原递呈能力。其中，IRF1 能够

促进 STAT1 激活，而 STAT1 也能够增强 IRF1 的

表达，从而促进免疫细胞对病原的杀伤和清除［26］。

在本研究中，NRTUAs 虫株刺激后的胸腺细胞中

IFN-γ 表达量明显上调，差异倍数高达 2. 6 倍，推测

与上述分子表达上调有关。 IRF7 能够诱导 IFN-α
和 IFN-β 的产生，并且 IRF7 表达量的增加能够使

STAT1 的表达水平升高［27］。在本研究中，弓形虫感

染机体后，IRF7 以及 IFN-γ 等分子激活 STAT1 信

号通路，而 STAT1 信号通路的激活对于抗弓形虫

感染十分重要［28］。SOCS1 能够通过抑制 STAT1
上游分子 JAK 的活性来阻断其信号传导，以此来阻

止因 STAT1 信号通路活跃异常导致的过度炎症反

应［29-30］。SOCS1 的转录水平上调表明 STAT1 被显

著激活，说明 NRTUAs虫株刺激胸腺细胞产生针对

弓形虫的免疫反应。上述结果结合 GO 和 KEGG 富

集分析结果表明，NRTUAs 虫株接种雏鸡后，胸腺

组织中细胞活动增强，许多围绕免疫相关的基因表

达水平出现明显的变化。

CCL4 分子通过与特异性受体 CCR5 结合，招

募单核细胞、NKT 细胞等免疫细胞，同样的 CCL20
在功能上能够招募树突状细胞、调节性 T 细胞等免

疫细胞浸润炎症区域［31-32］。 CD40 及 CD40L 作为

一种细胞表面受体在 B 细胞、NK 细胞、巨噬细胞和

树突状细胞上均有表达，在功能上能够增强抗原递

呈作用和免疫调节功能，同时 CD40 分子在 B 细胞

成熟、增殖和抗体产生过程中也扮演了重要角

色［33-37］。这说明 NRTUAs 虫株感染雏鸡胸腺调动

了先天性免疫和适应性免疫的相关机制。

上述研究仅局限于转录组水平分析 NRTUAs对
雏鸡胸腺的免疫调节作用。在未来的研究中，本课题

组会扩大样本量，综合评价不同感染量的 NRTUAs
在转录水平、蛋白水平和代谢水平对雏鸡各免疫器官

的影响，并利用流式细胞术筛选 NRTUAs特异性免

疫细胞，通过 Western Blot 和 ELISA 对免疫细胞的

相关细胞因子进行检测分析。Wang 等［27］通过干扰

和过表达技术研究 IRF7在禽白血病病毒感染中的作

用。借鉴上述方法，对筛选的免疫细胞的关键基因进

行干扰和过表达，再通过 NRTUAs虫株刺激，从而进

一步分析上述关键基因在 NRTUAs调节家禽免疫系

统的特定通路中的作用。
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4　结 论

NRTUAs 虫株刺激雏鸡胸腺后，胸腺细胞的增

殖活动减弱，T 细胞活化以及细胞因子分泌等活动

增强，并且 IL-6、IL-18、IRF1、IRF7、SOCS1、CCL4、
CCR5、CCL20 和 CD40 是 NRTUAs 虫株调节雏鸡

胸腺细胞的重要分子，本研究为深入探讨 NRTUAs
虫株调节家禽胸腺的先天性免疫反应的分子机制

提供了理论依据。
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