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摘   要：本研究旨在探究 C57BL/6 小鼠免疫口蹄疫病毒(foot and mouth disease virus, FMDV)与塞

内卡病毒(Senecavirus A, SVA) 2 种病原的免疫应答差异，为解析获得性免疫调控机制提供理论基

础。将灭活纯化的 FMDV 与 SVA 抗原分别免疫 C57BL/6 小鼠，设置 PBS 免疫对照组；利用流式

细胞术分析免疫 14、28 d 后各组小鼠脾淋巴细胞中 Th1 与 Th2 细胞的比例，并进行小鼠脾脏转录

组测序和分析；通过体外抗原刺激鼠巨噬细胞验证筛选差异表达基因。结果显示，小鼠免疫 14 d
后，FMDV 与 SVA 抗原免疫组诱导 Th1/Th2 型免疫应答水平无显著差异，免疫 28 d 后，SVA 抗

原免疫组诱导 Th1 型与 Th2 型免疫应答水平均高于 FMDV 抗原免疫组；转录组测序获得 2 种抗原

免疫后 2 组共有差异基因 Rsad2 和 Tspan8 等，可能参与 FMDV 和 SVA 抗原激活 Th1/Th2 型免疫

应答反应的过程；FMDV 与 SVA 抗原体外刺激巨噬细胞分泌 IL-12、IL-33，差异基因 Tspan8、Rsad2
的表达趋势与转录组测序结果一致，Rsad2 的表达受 I 型干扰素(IFNα、IFNβ)的调控。本研究获得

了 2 种小鼠脾脏中抗原免疫应答相关的差异基因，为进一步研究 FMDV 和 SVA 免疫应答机制奠定

基础。 
关键词：口蹄疫病毒；A 型塞内卡病毒；Th1/Th2 型免疫应答；脾脏；转录组测序 
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Abstract: The aim of this study was to compare the immune responses of C57BL/6 mice 
immunized with two pathogens, foot-and-mouth disease virus (FMDV) and Senecavirus A (SVA), 
and to provide clues for revealing the regulatory mechanisms of acquired immunity. Inactivated and 
purified FMDV and SVA antigens were used to immunize C57BL/6 mice respectively, and the mice 
immunized with PBS were taken as the control. The percentages of Th1 and Th2 cells in the spleen 
lymphocytes of mice in each group were analyzed by flow cytometry at 14 and 28 days after 
immunization. RNA-Seq was performed for the spleen. Mouse macrophages were stimulated with 
the antigens in vitro to examine the expression of the differentially expressed genes (DEGs) 
screened out. The results showed that 14 days after immunization, there was no significant 
difference in the magnitude of the Th1/Th2 immune response elicited by the FMDV and SVA 
antigens. After 28 days, the magnitudes of the Th1 and Th2 immune responses elicited by the SVA 
antigen were higher than those elicited by the FMDV antigen. RNA-Seq revealed two common 
DEGs, Rsad2 and Tspan8, between the two immunization groups, which indicated that the two 
genes may be involved in the activation of the Th1/Th2 immune responses by FMDV and SVA 
antigens. FMDV and SVA antigens stimulated macrophages to secrete interleukin (IL)-12 and 
IL-33 in vitro, and the expression of Tspan8 and Rsad2 was consistent with the RNA-Seq results. The 
expression of Rsad2 was regulated by type I interferons (IFNα, IFNβ). In this study, we obtained the 
DEGs involved in the immune responses to the two antigens in mouse spleen, which provides a 
molecular basis for investigating the immune response mechanisms induced by FMDV and SVA. 
Keywords: foot-and-mouth disease virus (FMDV); Senecavirus A (SVA); Th1/Th2 immune 
response; spleen; RNA-seq 

 
 

口蹄疫病毒(foot and mouth disease virus, 
FMDV)是引起猪、牛、羊等偶蹄动物口蹄疫

(foot and mouth disease, FMD)的重要病原，为

小 RNA 病毒科口疮病毒属，具有 A、O、C、

Asia1 与 SAT1–3 这 7 种血清型及多种亚型，不

同血清型抗原之间交叉保护力弱[1]。A 型塞内

卡病毒(Senecavirus A, SVA)，为小 RNA病毒科

塞内卡病毒属的成员，仅包含 1 种血清型，自

2014 年以来与 SVA 相关的水疱病陆续暴发，

患病猪的特征与感染 FMDV、水泡性口炎病毒
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(vesicular stomatitis virus, VSV)后引起的临床

症状难以区分[2]。一般情况下，病毒灭活抗原

免疫主要诱导体液免疫，细胞免疫水平低甚至

缺失。口蹄疫疫苗在接种牛或猪后，最早可在

接种 3–4 d 后检测到特异性 IgM 抗体，在接种  
4–6 d后可检测到 IgG1和 IgG2[3-4]。此外，有研

究表明经 FMDV 灭活疫苗多次免疫后，动物体

内能检测到 CD8+ T 细胞的应答 [5]。同为小

RNA 病毒科成员的 A 型塞内卡病毒 SVA 感染

或免疫接种猪后，IgM 抗体最大浓度可在动物

体内维持约 10 d，但 21 d 后特异性 IgG 抗体的

产生逐渐增强，病毒血症持续时间较 FMDV 感

染长，感染后 30 d 仍然存在排毒现象[6-7]。 
脾脏作为哺乳动物体内一个重要的次级淋

巴器官，主要负责血液的免疫监视，连通天然

免疫和获得性免疫[8]。脾脏是淋巴细胞再循环

的重要器官，具有清除血液中的抗原、微生物

及老化的红细胞的功能 [9]。宿主在接触到胞外

抗原时，抗原递呈细胞吞噬抗原，通过 MHC-II
类分子介导的抗原递呈过程递呈胞外抗原肽，

激活 CD4+ T 细胞应答，包括 Th1/Th2 这 2 种不

同的 T 细胞应答方向[10]。Th1 细胞主要分泌

IL-2、IFN-γ等细胞因子，参与细胞毒性 T细胞

(cytotoxic T lymphocyte, CTL)介导的细胞免

疫，而 Th2 细胞主要分泌 IL-4、IL-5、IL-6、
IL-10 及 IL-13 等细胞因子，其功能主要为刺激 B
细胞增殖及嗜酸性粒细胞活化，促进抗体 IgG1
和 IgE 的产生，参与体液免疫，在抗细胞外感染

与致敏原引起的免疫应答中起主要作用[11]。 
目前 RNA 高通量测序技术已经在生物学

研究领域广泛应用，其中转录组测序 (RNA 
sequencing, RNA-seq)技术是利用 Illumina 高通

量测序平台对生物体所有 RNA 进行测序[12]。

RNA 作为遗传信息的载体，参与基因的调

控、转录和转运等生物学过程，高通量测序技

术可以从单个转录组获得数百万个核苷酸序

列，因此 RNA-seq 技术是研究 RNA 功能的重

要手段[13]。本研究将纯化后的灭活 FMDV 与

SVA 抗原免疫 C57BL/6 小鼠，采用流式细胞染

色分析免疫后小鼠脾脏淋巴细胞中 Th1 与 Th2
细胞比例差异，对免疫后小鼠与猪脾脏进行转

录组测序(RNA-seq)，并对测序数据进行拼接、

注释和差异表达基因分析，获得调控 Th1/Th2 型

免疫应答差异的基因，以期为研究 FMDV 和

SVA 免疫应答机制奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  细胞和主要试剂 

RAW264.7 细胞由国家口蹄疫参考实验室

保存。PE-Cy5 标记的鼠 CD3 抗体、BUV395
标记的鼠CD4抗体、FITC标记的鼠CD8抗体、

BUV496 标记的鼠 CD45RA 抗体、APC 标记的

鼠 IL-4 抗体、PE-Cy7 标记的鼠 IFNγ 抗体和

细胞固定透化试剂盒 (fixation/permeabilization 
solution kit)均购自碧迪医疗器械有限公司。佛

波醇 12-十四酸酯 13-乙酸酯(phorbol 12-myristate 
13-acetate, PMA)购自西格玛奥德里奇贸易有限

公司。布雷非德菌素 A (brefeldin A, BFA)和离

子霉素钙盐购自翌圣生物科技股份有限公司。

RNA 提取试剂盒(E.Z.N.A total RNA kit I)购自

上海伟进生物科技有限公司。反转录试剂(His 
script Ⅲ all-in-one RT super mix)购自南京诺唯

赞生物科技股份有限公司。高特异性 qPCR 试

剂(TB green® premix EX Taq™ II)购自宝日医生

物技术有限公司。 

1.2  灭活抗原乳化 
FMDV O 型灭活抗原由中农威特生物科技

股份有限公司惠赠，SVA HN/11/2017 灭活抗原

由中国农业科学院兰州兽医研究所宿主抗病毒

感染与免疫生物学团队制备并保存。将 FMDV
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灭活病毒抗原、SVA 灭活病毒抗原及 PBS 分别

与 ISA 201VG 佐剂按照体积比为 1:1 的比例乳

化，最终免疫剂量为 100 μL/只，灭活病毒抗原浓

度为 2 μg/只。 

1.3  动物免疫试验分组与免疫方案 
将 36 只 6–8 周龄清洁级 C57BL/6 雌鼠，

适应性喂养 3 d，随机分为 FMDV 抗原免疫

组、SVA 抗原免疫组及 PBS 免疫对照组，每组

12 只。经后腿肌肉免疫，首免 14 d 后加强免疫

1 次，于免疫 14 d 和 28 d 后在无菌条件下采集

鼠脾脏，并按照常规方法分离脾脏淋巴细胞。

本研究的所有动物实验均由中国农业科学院兰

州兽医研究所伦理审查委员会批准[许可证号：

SYXK(甘)2020-0010]。 

1.4  多色流式分析 
制备小鼠脾细胞悬液，将细胞接种到 24 孔

板，每孔 1.5×106 个脾细胞。样品中加入 PMA/
离子霉素钙盐/BFA 混合物(终浓度 50 ng/mL、

500 ng/mL、10 μg/mL)，阴性对照样品添加

BFA 混合物(终浓度 10 μg/mL)，将培养板置于

37 °C、5% CO2细胞培养箱 4 h后，置于冰上。

使用 CD3-PE-Cy5/CD4-BUV395/CD8-FITC/CD 
45RA-BUV496 荧光抗体组合进行标记，固定

破膜后使用 IL4-APC/IFNγ-PE-Cy7 荧光抗体组

合进行小鼠脾细胞染色标记。利用 CytoFLEX 
LX 流式细胞仪进行上机检测，使用 CytExpert
软件进行细胞比例分析。 

1.5  转录组测序分析 
将小鼠脾脏样品寄送至百迈克生物公司进行

转录组测序，测序获得的Clean Reads与小鼠参考

基因组(GenBank 登录号：GCA_000001635.8)
进行比对，使用 StringTie 组装比对成功的

reads，重构转录组用于后续分析。对样品中的

Mapped Reads 的数量和转录组长度进行归一化，

采用 FPKM (fragments per kilobase of transcript 

per million fragments mapped)衡量基因表达水

平。基于基因在各个样本中的 Count 值，利用

DESeq2 软 件 并 设 置 Fold Change≥1.5 且

P-value<0.05 为筛选标准，以 log2 FC 的数值表

示差异的显著性，筛选差异表达基因。利用

R/topGO 2.48.0 软件与 R/clusterProfiler 4.4.4 软

件，将差异基因与 GO 数据库 (http://www. 
geneontology.org/)和 KEGG 数据库(http://www. 
genome.jp/kegg/)比对，进行 GO 富集和 KEGG
富集分析。筛选 FDR=0.01、FC=2 的差异基

因，对差异分组进行 Venn 分析以及 KEGG 富

集分析差异基因的分子功能，筛选关键基因。 

1.6  巨噬细胞培养、分组和抗原刺激 
用含 10%胎牛血清、1%双抗(青霉素、链

霉素)的 DMEM 培养鼠巨噬细胞 RAW264.7，
将巨噬细胞接种至 6 孔培养板(2.5×105/孔)，分

为 FMDV 抗原组、SVA 抗原组及空白对照组，

每组 3 孔。待巨噬细胞贴壁 3 h 后，分别加入

FMDV 与 SVA 灭活抗原，每孔 4 μg，刺激分化

48 h，收集各组刺激后细胞样品，使用 E.Z.N.A 
total RNA kit I 试剂盒提取细胞总 RNA，实时荧

光定量 PCR (quantitative real-time PCR, qPCR)检
测 IL-12 、 IL-33 、 IFNα、 IFNβ、 Tspan8 和

Rsad2 的转录水平。qPCR 引物序列表见表 1。 
1.7  qPCR 

使用 E.Z.N.A total RNA kit I 试剂盒提取小

鼠脾脏组织总 RNA， qPCR 检测 Bactin、

Rsad2、Tspan8、Samd11、Gypa 和 Apol11b 的

转录水平。qPCR 引物序列表见表 1。 

1.8  数据统计分析 
使用 GraphPad Prism 8.0.1 软件对数据进行

处理和统计分析。采用双因素方差分析(two-way 
ANOVA)对免疫后不同组小鼠脾脏淋巴细胞中

Th1/Th2 细胞比例均数进行统计分析，采用   
t 检验(t-test)对 qPCR 结果进行统计分析，*代表 
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表 1  qPCR 引物序列 
Table 1  qPCR primer sequences 
Primer name Primer sequences (5ʹ→3ʹ) Product size (bp) 
Bactin-mus-F 
Bactin-mus-R 

CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC 
ATGGAGCCACCGATCCACA 

171 

Rsad2-mus-F 
Rsad2-mus-R 

GATGGTTCAAGGACTATGGGGA 
GCACCACCTCCTCAGCTTTT 

143 

Tspan8-mus-F 
Tspan8-mus-R 

TGCTCTCTATTTCTACCCCCGA 
CAGTGTACCACATACCCAGAACA 

207 

Samd11-mus-F 
Samd11-mus-R 

GGCTGATGGGACACCTTTTG 
CTTGCCATCAATTTCCTGCTCTT 

154 

Apol11b-mus-F 
Apol11b-mus-R 

TCAGAGGACATTAGGAAAGTGGA 
TGTTATTAAATCTTCCGTGGCGTT 

75 

Gypa-mus-F 
Gypa-mus-R 

GCTGTGACAACATCAGGTCATTC 
GGGGCCGTGTGATAAGTTGA 

212 

IL-12-mus-F 
IL-12-mus-R 

GATCGACGCACTTGTCCTTG 
CCAAAAAGAGGAGGTAGCGTG 

201 

IL-33-mus-F 
IL-33-mus-R 

GATGGGAAGAAGCTGATGGTG 
TTGTGAAGGACGAAGAAGGC 

140 

IFNα-mus-F 
IFNα-mus-R 

AGGACTTTGGATTCCCCTTG 
TCCTTTGATGTGAAGAGGGTCAG 

115 

IFNβ-mus-F 
IFNβ-mus-R 

ATGAACAACAGGTGGATCCTCC 
AGGAGCTCCTGACATTTCCGAA 

125 

 
P<0.05，**代表 P<0.01，***代表 P<0.001，
****代表 P<0.000 1。 

2  结果与分析 
2.1  免疫后小鼠 Th1/Th2 T 淋巴细胞流式

分析 
为探究 FMDV 与 SVA 灭活抗原免疫小鼠

后诱导 Th1/Th2 型免疫应答水平的差异，在小

鼠脾细胞免疫 14 d 与 28 d 后，每组各取 3 只小

鼠 的 脾 脏 ， 流 式 染 色 分 析 分 泌 细 胞 因 子

IFN-γ、IL-4 的 CD4+ T 淋巴细胞比例。结果显

示免疫 14 d、28 d 后，FMDV 与 SVA 灭活抗原

免疫后分泌 IFN-γ、IL-4 的细胞比例均显著高

于 PBS 组(P<0.001)，表明小鼠免疫 14 d、28 d
后，FMDV 与 SVA 抗原免疫组诱导的 Th1/Th2
型免疫应答均高于 PBS 对照组。进一步比较抗

原免疫组间诱导小鼠 Th1/Th2 型免疫应答水平

差异发现免疫 14 d 后，FMDV 抗原免疫组分泌

IFN-γ 的细胞比例高于 SVA 抗原免疫组，但无

显著差异，分泌 IL-4 的细胞比例相近。免疫 
28 d 后，SVA 抗原免疫组分泌 IFN-γ、IL-4 的

细胞比例均显著高于 FMDV 抗原免疫组

(P<0.05)，这表明小鼠免疫 28 d 后，SVA 抗原

免疫组诱导 Th1 型与 Th2 型免疫应答水平均高

于 FMDV 抗原免疫组(图 1A–1D)。 

2.2  小鼠脾脏样本测序质控与样本相关性

分析 
小鼠免疫 28 d 后，每组各取 3 只小鼠的脾

脏进行转录组测序，共获得 61.13 Gb 高质量读

取条带，各样品 Q30 碱基百分比均不小于

93.41%。通过与参考基因比对，获取 Reads 在

参考基因组上的定位信息，对各组样品的比对

率统计结果显示，比对效率在 89.71%–97.33%
之间。基于 Spearman 相关系数对所有转录组
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样本进行相关性分析，根据 FPKM 分布构建

表达量相关矩阵，验证不同抗原免疫组与

PBS 对照组收集的样本的生物重复的一致

性。结果显示 SVA 抗原免疫组、FMDV 抗原

免疫组与 PBS 对照组的脾脏样品位于不同分

支，而组内重复样品位于同一聚类分支，表

明基因在组内样本间表达相似度高，样本相

关性高(图 2)。 
 

 
 

图 1  小鼠脾细胞多色流式染色分析   A：免疫 14 d 后 Th1/Th2 淋巴细胞的细胞比例流式分析图. B：

免疫 14 d 后 Th1/Th2 淋巴细胞的细胞比例柱状图. C：免疫 28 d 后 Th1/Th2 淋巴细胞的细胞比例分析. D：

免疫 28 d 后 Th1/Th2 淋巴细胞的细胞比例柱状图. *代表 P<0.05；**代表 P<0.01；***代表 P<0.001；
****代表 P<0.000 1 
Figure 1  Multicolour flow staining analysis of mouse splenocytes. A: Flow analysis graph of Th1/Th2 
lymphocyte cell ratio at 14 days after immunization. B: Histogram of Th1/Th2 lymphocyte cell ratio at 14 
days post-immunisation. C: Analysis of Th1/Th2 lymphocyte cell ratio at 28 days post-immunization. D: 
Histogram of Th1/Th2 lymphocyte cell ratio at 28 days post-immunization. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: 
P<0.001; ****: P< 0.000 1. 
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图 2  样本间相关性热图   PBS 对照组脾脏样本：PBS21, PBS22, PBS23；FMDV 抗原免疫组脾脏样

本：M21, M22, M23；SVA 抗原免疫组脾脏样本：S21, S22, S23 
Figure 2  Correlation heatmap between samples. Spleen samples from PBS control group: PBS21, PBS22, 
PBS23; Spleen samples from FMDV antigen-immunized group: M21, M22, M23; Spleen samples from SVA 
antigen-immunized group: S21, S22, S23.  

 
2.3  基因差异表达分析 

不同样本中表达水平存在显著差异的基因

称之为差异表达基因 (differentially expressed 
genes, DEGs)，根据两组样品之间表达水平的

相对高低，差异表达基因可划分为上调基因

(up-regulated gene)和下调基因(down-regulated 
gene)[14]。为了获得不同抗原免疫小鼠后造成

基因表达的差异，基于基因在各个样本中的

Count值，使用 DESeq2软件分析，筛选标准为

Fold Change≥2 且 P-value<0.05。结果显示，

将 FMDV 抗原免疫组与 SVA 抗原免疫组进行

差异基因比较，共获得 2 267 个差异基因，其

中 479 个基因上调表达和 1 788 个基因下调表

达。将 SVA 抗原免疫组与 PBS 对照组进行比

较，共获得 1 410 个差异表达基因，其中 417 个

基因下调表达和 993 个基因上调表达。将

FMDV 抗原免疫组与 PBS 对照组进行比较，共

获得 770 个差异表达基因，其中 629 个基因下

调表达和 141 个基因上调表达。结果表明，不

同抗原免疫小鼠后能引起小鼠脾脏的转录组发

生变化(图 3A–3D)。 

2.4  GO 与 KEGG 富集分析 
为了解 SVA 抗原与 FMDV 抗原免疫小鼠

后在小鼠脾细胞产生功能方面的变化，对差异

分组 PBS vs. SVA 与 PBS vs. FMDV 中获得的差

异基因进行 GO 富集分析。结果显示，差异分
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组在细胞组分、分子功能、生物过程这 3 个不

同过程中，SVA 灭活抗原组差异基因表现为普

遍上调表达，其中在生物学过程中主要参与细

胞对 DNA 损伤刺激反应(cellular response to DNA 
damage stimulus)和调节细胞周期(regulation of 
cell cycle)等，在细胞组分中主要参与细胞质

(cytosol)和线粒体(mitochondrion)部分，在分子

功能中主要参与了 ATP 结合(ATP binding)、金

属离子结合(metal ion binding)和自身蛋白质结

合 (identical protein binding)等过程 (图 4A)。
FMDV 灭活抗原组差异基因表达普遍下调，其

中在生物学过程中主要参与天然免疫反应

(innate immune response)和 B 细胞活化的正向

调节(positive regulation of B cell activation)等过

程，在细胞组分中主要参与到细胞质(cytosol)
和线粒体(mitochondrion)部分，在分子功能中主

要参与了 ATP 结合(ATP binding)和蛋白同源二聚

化活性(protein homodimerization activity)等过程

(图 4B)。 
为了进一步分析 SVA 抗原与 FMDV 抗原

免疫小鼠后，造成 2 组 Th1/Th2 型免疫应答程

度出现差异的调控基因差异，对 PBS vs. SVA
与 PBS vs. FMDV 差异分组中获得的总 DEGs
进行 KEGG 富集分析。结果显示，SVA 抗原

免疫小鼠后获得的 1 410 个总 DEGs 共富集到

313个信号通路，并富集到Th1与Th2细胞分化、 
 

 
 

图 3  差异表达基因火山图与柱状图   A：PBS vs. FMDV 分组 DEGs 火山图. B：PBS vs. SVA 分组

DEGs 火山图. C：FMDV vs. SVA 分组 DEGs 火山图. D：DEGs 数目柱状图 
Figure 3  DEGs volcano and histogram. A: PBS vs. FMDV grouped DEGs volcano. B: PBS vs. SVA grouped 
DEGs volcano. C: FMDV vs. SVA grouped DEGs volcano. D: DEGs number histogram. 
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图 4  差异基因 GO 富集分析   A：PBS vs. SVA 差异基因 GO 富集. B：PBS vs. FMDV 差异基因 GO
富集 
Figure 4  GO enrichment analysis of DEGs. A: PBS vs. SVA DEGs GO enrichment. B: PBS vs. FMDV 
DEGs GO enrichment. 
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PI3k-Akt、T 细胞受体、FcεRI、MAPK 和 NOD
样受体等免疫应答相关信号通路 (图 5A)。而

FMDV 抗原免疫小鼠后获得的 770 个总 DEGs
共富集到 278 个信号通路，包括 Th1 与 Th2 细

胞分化、Notch、TNF、NF-κB 和 FcεRI 等免疫

应答相关信号通路(图 5B)。结果表明，FMDV
与 SVA 抗原免疫小鼠后可引起调控小鼠机体免

疫应答过程中多种基因的差异表达。 

2.5  样本间 Venn 分析与差异表达基因筛选 
为获得 FMDV 与 SVA 抗原免疫后组间共

有或特有的差异表达基因，对差异分组 PBS 
vs. SVA 与 PBS vs. FMDV 的总 DEGs 进行 Venn
分析。结果显示，两组间共有差异表达基因为

468 个，SVA 抗原免疫后特有 DEGs 共 942 个，

FMDV 抗原免疫后特有 DEGs 共 302 个。对

468 个共有 DEGs 进行汇总分析，其中包括

426 个注释基因和 42 个未注释新基因(图 6A)。
分析 426 个注释基因在 FMDV 与 SVA 抗原免

疫后基因相对表达水平差异，共 398 个基因在

SVA 抗原免疫后表现为上调表达而在 FMDV 免

疫后表现为下调表达。 
基于 FMDV 与 SVA 抗原免疫小鼠后，SVA

抗原免疫组刺激诱导小鼠 Th1/Th2 型免疫应答

水平高于 FMDV 抗原免疫组的结果。为了寻找

FMDV 与 SVA 不同抗原免疫小鼠后诱导

Th1/Th2 型免疫应答差异的关键基因，对抗原

免疫组间 398 个共有差异表达基因进行 KEGG
富集分析。结果显示，其中共 92 个基因位于

Th1/Th2 细胞分化信号通路及相关信号通路，

包括 B 细胞受体信号通路、Fcγ 受体信号通

路、FcεRI 信号通路、NF-κB 信号通路和钙离

子信号通路等 (图 6B)。为了进一步寻找调控

Th1/Th2 免疫应答水平的差异基因，对获得的

92 个差异基因按照差异倍数进行排序，筛选差

异表达排名前 15 的基因，包括 Gypa、Dmtn、

Apol11b、Btnl10、Tspan8、Trim10、Tmcc2、
Trim58 、 Hbq1b 、 Slfn14 、 Rsad2 、 Ypel4 、

Samd11、Slc6a9 和 Icam4 (图 6C，表 2)。 

2.6  qPCR 验证脾脏转录组测序结果的准

确性 
为了验证转录组测序结果的准确性，结合

基因功能，挑选其中 5个基因，通过 qPCR进行

验证，引物序列见表 1。结果显示，差异基因

Rsad2、Samd11、Tspan8、Gypa 和 Apol11b 在

SVA 抗原免疫组小鼠脾脏中表现为上调表达，

在 FMDV 抗原免疫组小鼠脾脏中表现为下调表

达，qPCR 结果与转录组测序结果一致，表明

转录组测序结果准确(P<0.05)(图 7)。 

2.7  抗原刺激鼠巨噬细胞 RAW264.7 细胞

因子的表达 
鼠巨噬细胞 RAW264.7 为抗原递呈细胞，

分泌细胞因子 IL-12 与 IL-33，分别刺激 Th1 与

Th2 细胞的分化[15-16]。为了进一步验证转录组

测序结果中的差异基因 Tspan8 和 Rsad2 的功

能，将 FMDV 与 SVA 抗原体外刺激鼠巨噬细

胞，通过 qPCR 检测 IL-12、IL-33、Tspan8 和

Rsad2 的表达。结果显示，与空白对照组相比，

FMDV 与 SVA 抗原体外刺激巨噬细胞均促进细

胞因子 IL-33 表达，且 FMDV 抗原组刺激 IL-33
表达的程度高于 SVA 抗原组，此外，SVA 抗原

体外刺激巨噬细胞表达细胞因子 IL-12 的表

达，提示在免疫初期 FMDV 抗原免疫诱导 Th2
型免疫反应水平高于 SVA，SVA 抗原免疫诱导

Th1 型免疫反应水平高于 FMDV。FMDV 抗原

刺激巨噬细胞后下调差异基因 Tspan8、Rsad2
表达，而 SVA 抗原刺激巨噬细胞后上调差异基

因 Tspan8、Rsad2 表达，结果与转录组测序结

果一致。Rsad2 是一种干扰素刺激基因，探究

了 Rsad2 是否通过 I 型干扰素而发挥功能，结果

显示 SVA 抗原刺激巨噬细胞后可上调 Rsad2 的 
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图 5  差异基因 KEGG 富集分析   A：PBS vs. SVA 差异基因 KEGG 富集. B：PBS vs. FMDV 差异基

因 KEGG 富集 
Figure 5  KEGG enrichment analysis of DEGs. A: PBS vs. SVA DEGs KEGG enrichment. B: PBS vs. 
FMDV DEGs KEGG enrichment. 
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图 6  差异基因 Venn 分析和 KEGG 富集分析   A：差异基因 Venn 分析. B：筛选差异基因热图. C：

共有差异表达基因 KEGG 富集分析 
Figure 6  Venn analysis and KEGG enrichment analysis of DEGs. A: Venn analysis of DEGs. B: Heatmap of 
DEGs. C: KEGG enrichment analysis of DEGs. 
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表 2  筛选差异基因信息表 
Table 2  Screening for differential genes information sheet 
Gene ID Gene name SVA group FMDV group Protein annotation 
ENSMUSG00000051839 Gypa Up Down Glycophorin-A 
ENSMUSG00000020641 Rsad2 Up Down Radical S-adenosyl methionine domain-containing  

protein 2 
ENSMUSG00000091694 Apol11b Up Down Apolipoprotein L 11b 
ENSMUSG00000020490 Btnl10 Up Down Butyrophilin-like protein 10 variant 1 precursor 
ENSMUSG00000034127 Tspan8 Up Down Tetraspanin-8 
ENSMUSG00000073400 Trim10 Up Down Tripartite motif-containing protein 10 
ENSMUSG00000042066 Tmcc2 Up Down Transmembrane and coiled-coil domains  

protein 2 isoform 
ENSMUSG00000037124 Trim58 Up Down E3 ubiquitin-protein ligase TRIM58 
ENSMUSG00000073063 Hbq1b Up Down Hemoglobin subunit theta-1 
ENSMUSG00000082101 Slfn14 Up Down Protein SLFN14 
ENSMUSG00000022099 Dmtn Up Down Dematin isoform 1 
ENSMUSG00000034059 Ypel4 Up Down Protein yippee-like 4 
ENSMUSG00000096351 Samd11 Up Down Sterile alpha motif domain-containing protein  

11 isoform 1 
ENSMUSG00000028542 Slc6a9 Up Down Solute carrier family 6 
ENSMUSG00000001014 Icam4 Up Down Intercellular adhesion molecule 4 isoform 2 precursor 

 

 
 

图 7  小鼠转录组 qPCR 验证   *代表 P<0.05；**代表 P<0.01；***代表 P<0.001；ns 代表 not significant 
Figure 7  Mouse transcript qPCR validation. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P <0.001; ns: Not significant. 

 
表达，且 I 型干扰素 IFNα、IFNβ的表达上调，

提示 Rsad2 的表达可能通过 I 型干扰素途径发

挥作用(图 8)。 

3  讨论与结论 
口蹄疫(foot and mouth disease, FMD)是

一种高度传染性的病毒性疾病，已有 100 多年

的历史，主要感染偶蹄动物，如牛、羊、猪

等，以及少数非蹄类动物，如老鼠和大象。本

研究将 FMDV与 SVA抗原免疫 C57BL/6小鼠，

与 PBS 对照组相比，免疫 14 d 与 28 d 后均产

生较高水平的 Th1 与 Th2 细胞的分化，表明

FMDV 与 SVA 抗原免疫后均能诱导小鼠产生一

定程度的体液免疫和细胞免疫。这与在口蹄疫

病毒感染或疫苗接种免疫牛和猪后，均能检测

到 CD4+ T 淋巴细胞增殖，以及在 FMDV 野外 
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图 8  抗原刺激巨噬细胞 RAW264.7 qPCR 验证 
Figure 8  Antigen stimulation RAW264.7 qPCR validation. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 

 
毒株 A24 感染的猪能诱发 CD8+ T 淋巴细胞反

应的结果一致[17-18]。比较 FMDV 灭活抗原免疫

组与 SVA 灭活抗原免疫组间的 Th1/Th2 型细胞

比例差异，SVA 灭活抗原组诱导分化 Th2 型细

胞比例高于 FMDV 灭活抗原组。Th1 型细胞比

例在免疫 14 d 后，FMDV 灭活抗原免疫组细胞

比例高，但在小鼠免疫 28 d 后，SVA 灭活抗原

组诱导分化 Th1 型细胞比例高于 FMDV 灭活抗

原组。这一结果印证了 SVA 感染或免疫后抗体

水平高，而 FMDV 感染或免疫后中和抗体水平

较低的现象[19]。 
本研究重点关注参与 Th1/Th2 细胞分化途

径。对差异基因进行 KEGG 富集分析，结果显

示在 FMDV 抗原免疫组与 SVA 抗原免疫组均

富集到 Th1/Th2 细胞分化信号通路的相关信号

通路，包括钙离子信号通路、NF-κB 信号通

路，FMDV 抗原免疫组富集的差异基因集中在

FcεRI 信号通路， SVA 抗原免疫组富集到

P13k-Akt 信号通路、MAPK 信号通路和 NOD
样受体信号通路等。在本研究的测序结果中，

富集到与 Th1/Th2 细胞分化信号通路的相关信

号通路中差异表达显著的前 15 个基因包括

Rsad2、Samd11、Tspan8、Gypa、Apol11b 等。

挑选其中 Tspan8 与 Rsad2 基因进行体外细胞实

验验证。将 FMDV 与 SVA 灭活抗原分别刺激

巨噬细胞 RAW264.7 分析细胞因子水平，结果

显示 FMDV 与 SVA 抗原后可刺激巨噬细胞分

泌 IL-12、IL-33，且不同抗原刺激后诱导细胞

因子 IL-12、IL-33 的表达结果不一致，提示巨

噬细胞吞噬 FMDV 与 SVA 灭活抗原后，刺激

巨噬细胞极化以及递呈胞外抗原肽的过程中存

在差异，在激活 CD4+ T 细胞分化并产生 Th1 与

Th2 的 T 细胞应答方面也存在差异。这一结果

表明 FMDV、SVA 灭活抗原免疫小鼠后，诱导

小鼠体内 Th1 与 Th2 免疫应答水平存在差异。 
Rsad2 是一种干扰素刺激基因(interferon- 

stimulated gene, ISG)，编码与内质网相关联的

干扰素的病毒抑制性蛋白 Viperin，Viperin 最

早从干扰素处理后人类巨噬细胞中克隆获得，

主要参与天然免疫，属于抗病毒蛋白[20]。Jang
等在研究 Rsad2 介导的适应性反应机制时发

现，在 LPS 刺激的成熟 DC (mature dendritic 
cells, mDCs)中，Rsad2 被刺激呈现高表达，并

且在 Rsad2 敲低的条件下，mDCs 的功能显著

减弱，Rsad2 通过 IRF7 介导的信号通路实现功

能，在 Rsad2 基因敲除小鼠中 mDCs 失去了抗

肿瘤功能，表明 Rsad2 是 DCs 成熟必需且明显

的特异性标志物[21]。Wiedemann 等[22]对自然杀

伤细胞(natural killer cell, NK)的研究发现，在小

鼠巨细胞病毒(mouse cytomegalovirus, MCMV)感
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染期间，Rsad2 是活化 NK 细胞中高表达的干

扰素刺激基因之一。在 Rsad2 影响 T 细胞发育

的研究中发现，缺失 Rsad2 表达的 CD4+ T 细

胞中 Gata-3诱导受损，Th2细胞的发育成熟过

程受 Rsad2 表达的影响[23]。本研究将 FMDV
与 SVA 抗原体外刺激巨噬细胞 RAW264.7，
SVA 抗原刺激巨噬细胞 RAW264.7 后上调

Rsad2 的表达，与转录组测序结果一致。为探

究 Rsad2 是否通过 I 型干扰素而发挥功能，检

测 I 型干扰素 IFNα、IFNβ 的表达，发现 SVA
抗原刺激巨噬细胞后 IFNα、IFNβ 上调表达。

结合前人的研究结果[20-23]，提示 Rsad2 基因可

能参与 FMDV 或 SVA 抗原激活 Th1/Th2 型免疫

反应过程，可能通过 I 型干扰素途径发挥作用，

后续可进一步验证 Rsad2 基因功能。 
综上所述，本研究采用多色流式分析 FMDV

与 SVA 抗原免疫后诱导 Th1/Th2 型免疫反应水

平，通过 RNA-seq 测序分析影响 Th1/Th2 型免

疫应答水平的差异表达基因。研究发现，FMDV
与 SVA 抗原免疫后均能诱导出 Th1/Th2 型免疫

反应，且免疫 28 d 后，SVA 抗原免疫组诱导

Th1/Th2 型免疫应答水平高于 FMDV 抗原免疫

组；发现了差异表达基因 Rsad2，在 FMDV 抗

原免疫组表现为下调表达，在 SVA 抗原免疫组

表现为上调表达，进一步表明 Rsad2 可能通过

I 型干扰素途径发挥功能，这为解析体液免疫

与细胞免疫的协同机制提供了思路。 
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