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　　［摘要］　目的　探讨肠道病毒Ｄ６８型（ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓＤ６８，ＥＶＤ６８）感染前后宿主细胞转录组的表达
变化，寻找与ＥＶＤ６８感染的相关基因及信号通路，为初步探索ＥＶＤ６８的感染机制奠定基础。方法　将
病毒以感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）０．０１接种于人横纹肌瘤（ｒｈａｂｄｏｍｙｏｓａｒｃｏｍａ，ＲＤ）细胞，
２４ｈ后提取感染组和对照组细胞总 ＲＮＡ进行转录组测序，筛选差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ），对其进行ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析，并用ＲＴｑＰＣＲ验证８个主要差异表达的基因（ＥＧＲ１、
ｃｆｏｓ、ＺＮＦ６２５、ＡＲＲＤＣ３、ｃｊｕｎ、ＡＳＮＳ、ＣＨＡＣ１、ＡＤＭ２）。结果　从测序结果中共筛选出差异表达两倍以上
的基因１４０个，其中上调基因７１个，下调基因６９个。ＧＯ功能富集分析结果主要涉及离子的调控与应
答；ＫＥＧＧ富集分析结果主要与甲状旁腺激素的合成分泌和作用、ＧｎＲＨ信号通路、Ｔｏｌｌ样受体信号通
路、ＩＬ１７信号通路和ＭＡＰＫ信号通路等有关。ＲＴｑＰＣＲ验证结果表明选取的８个基因上调或下调的
差异表达倍数趋势与测序结果基本一致，ｃｆｏｓ和ｃｊｕｎ的表达量随病毒ＭＯＩ及感染时长的增加而增加。
结论　通过对差异表达基因的功能和信号通路富集分析及验证，ＥＶＤ６８加重哮喘的机制可能与 ｃｆｏｓ
上调有关；而ＭＡＰＫ信号通路可能在ＥＶＤ６８感染期间发挥促炎作用和抗病毒作用。
　　［关键词］　ＥＶＤ６８；转录组测序；差异表达基因
　　［中图法分类号］　Ｒ３７３．２；Ｒ３９４－３３；Ｒ３９４．３ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　重庆市自然科学基金（ＣＳＴＣ２０１６ｊｃｙｊＡ０２１２）
［通信作者］　杨　春，Ｅｍａｉｌ：ｙａｎｇｃｈｕｎｉｍ＠１６３．ｃｏｍ

１０００５４０４／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２１，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｂｅｆｏｒｅａｎｄ
ａｆｔｅｒｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓＤ６８ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ＴＡＮＧＸｉａ，ＳＩＪｕｎｚｈｕｏ，ＬＵＮａｎ，ＨＥＹｏｎｇｌｉｎ，ＸＵＬｅｉ，ＢＡＯＪｉａｊｉａ，ＴＡＮＧＪｉａｌｉｎｇ，ＹＡＮＧＣｈｕｎ　　Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｉｎｈｏｓｔｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙ
ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓＤ６８（ＥＶＤ６８）ａｎｄｌｏｏｋｆｏｒｔｈｅｇｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｉｔｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｏａｓｔｏｌａｙａｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅ
ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅｖｉｒｕｓｗａｓｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｉｎｔｏｈｕｍａｎ
ｒｈａｂｄｏｍｙｏｓａｒｃｏｍａ（ＲＤ）ｃｅｌｌｓａｔａｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（ＭＯＩ）ｏｆ０．０１．Ａｆｔｅｒ２４ｈ，ＲＮＡｗａｓｅｘｔｒａｃｔｅｄ
ｆｒｏｍｔｈｅｉｎｆｅｃｔｅｄＲＤｃｅｌｌｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｓｆｏｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ
（ＤＥＧｓ）ｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄａｎｄａｎａｌｙｚｅｄｂｙｕｓｉｎｇＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓａｎｄＫｙｏｔｏ
ＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ（ＫＥＧＧ）ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ．ＥｉｇｈｔＤＥＧｓ，ＥＧＲ１，ｃｆｏｓ，ＺＮＦ６２５，
ＡＲＲＤＣ３，ｃｊｕｎ，ＡＳＮＳ，ＣＨＡＣ１ａｎｄＡＤＭ２ｗｅｒｅｖａｌｉｄａｔｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｔｏｔａｌｏｆ１４０ｇｅｎｅｓｗｉｔｈ
ａｔｌｅａｓｔ２ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅｓａｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｆｒｏｍｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ，ｏｆｗｈｉｃｈ７１ｗｅｒｅ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄａｎｄ６９ｗｅｒｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧＯｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｍａｉｎｌｙｉｎｖｏｌｖｅｄ
ｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｉｏｎｓｗｈｉｌｅｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＫＥＧＧｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｍａｉｎｌｙｒｅｌａｔｅｄｔｏｐａｒａｔｈｙｒｏｉｄ
ｈｏｒｍｏｎｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ｓｅｃｒｅｔｉｏｎａｎｄａｃｔｉｏｎ，ＩＬ１７ａｎｄＧｎＲＨｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ，ａｎｄＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｄｓｏｏｎ．ＴｈｅＲＴｑＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｔｒｅｎｄｏｆｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ
ｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｓｅｌｅｃｔｅｄ８ｇｅｎｅｓｗａｓｂａｓｉｃａｌｌｙｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

５７２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（４）

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



ｌｅｖｅｌｓｏｆｃｆｏｓａｎｄｃｊｕｎｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｖｉｒｕｓＭＯＩａｎｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎｄｕｒａｔｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｂｙ
ｖａｌｉｄａｔｉｎｇａｎｄｕｓｉｎｇｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｄｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ｗｅｉｎｆｅｒｔｈａｔｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆＥＶＤ６８
ｅｘａｃｅｒｂａｔｉｎｇａｓｔｈｍａｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｃｆｏｓ，ａｎｄＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｍａｙｐｌａｙａｐｒｏ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｎｄａｎｔｉｖｉｒａｌｒｏｌｅｄｕｒｉｎｇＥＶＤ６８ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＥＶＤ６８；ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ
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　　肠道病毒 Ｄ６８型（ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓＤ６８，ＥＶＤ６８）是一
种小ＲＮＡ病毒，原名为鼻病毒８７型，后归于肠道病毒
属Ｄ组，多感染儿童，最早于１９６２年在美国加利福尼
亚地区的４名呼吸道感染患儿呼吸道标本中被分离
出［１］。在被发现之后的几十年里ＥＶＤ６８感染病例散
发且鲜有报道，一直被认为是一种边缘性病原体而不

受关注。２０１４年美国出现了一次 ＥＶＤ６８的大流行，
共有１１５３人被感染并多伴有严重的呼吸道症状［２］，

后来的许多回顾性研究表明，在同一时期欧洲也存在

很高的ＥＶＤ６８感染率［３］，此后ＥＶＤ６８才逐渐被引起
重视。

　　目前关于 ＥＶＤ６８的研究多集中在流行病学，其
生物学特征及其致病机理尚不完全清楚，与其他肠道

病毒不同，ＥＶＤ６８主要引起呼吸系统疾病，严重者可
出现呼吸困难、血氧不足等情况［４］。有研究表明 ＥＶ
Ｄ６８的感染与哮喘发病率有密切联系［５］。此外ＥＶＤ６８
也会导致中枢神经系统疾病急性弛缓性麻痹、急性无

力脊髓炎（ａｃｕｔｅｆｌａｃｃｉｄｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＡＦＭ）的发生，严重危害
公众健康［６］。但目前还没有针对 ＥＶＤ６８的有效抗病
毒药物和疫苗。本研究通过对感染 ＥＶＤ６８前后的宿
主细胞进行转录组测序，分析验证转录组表达谱差异，

寻找参与感染发生的相关基因及其信号通路的作用

等，为进一步探讨其致病机制打下基础。

１　材料与方法

１．１　细胞培养与病毒感染
　　人横纹肌瘤（ｒｈａｈｄｏｍｙｏｍａ，ＲＤ）细胞购于北纳生
物；ＥＶＤ６８选用原始Ｆｅｒｍｏｎ毒株，由本实验室保存。
将ＲＤ细胞培养在含１０％胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ）和１％青
链霉素（碧云天）的 ＤＭＥＭ细胞培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ）中。
在３７℃和５％ＣＯ２的条件下培养至细胞融合度达８０％～
９０％时，再将培养基更换为含２％血清的培养基。然后
将病毒接种到 ＲＤ细胞中，感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为０．０１，对照组不加病毒，每组３个生
物重复，２４ｈ后收获细胞。
１．２　ＲＮＡ抽提
　　根据说明书，使用ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）从每组
细胞中提取总ＲＮＡ，去除基因组ＤＮＡ，在测序之前，使

用１％琼脂糖凝胶电泳、２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｓｅｒ（Ａｇｉｌｅｎｔ）及
ＮＤ２０００（ＮａｎｏＤｒｏｐＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）检测ＲＮＡ的浓度和
完整性。Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）＝１．８～２．２，Ｄ（２６０）／Ｄ（２３０）≥
２．０，ＲＩＮ≥７，２８Ｓ：１８Ｓ≥１．０，总量＞２μｇ为合格样本。
１．３　文库构建及测序
　　按照说明书使用 ＴｒｕＳｅｑＴＭＲＮＡ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｓａｎ
Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）试剂盒，加入１μｇ总 ＲＮＡ进行文库构建。
首先，通过带有 ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）的磁珠从总 ＲＮＡ中富集带
有ｐｏｌｙＡ尾的ｍＲＮＡ，然后通过片段化缓冲液进行片
段化，再使用 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄｃＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｋｉｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＣＡ）试剂盒和随机引物（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）合成
双链ｃＤＮＡ。随后根据 Ｉｌｌｕｍｉｎａ的文库构建方案对合
成的ｃＤＮＡ进行末端修复，并在 ３′末端加上一个 Ａ碱
基。使用ＰｈｕｓｉｏｎＤＮＡ聚合酶（ＮＥＢ）进行 ＰＣＲ扩增
１５个ＰＣＲ循环后筛选出大小为２００～３００ｂｐ的条带，
用ＴＢＳ３８０定量后，使用 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑｘｔｅｎ／ＮｏｖａＳｅｑ
６０００测序仪（２×１５０ｂｐ读取长度）进行测序。
１．４　测序数据的处理与分析
１．４．１　原始数据质控及序列比对分析　　使用软件
ＳｅｑＰｒｅｐ（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ／ｊｓｔｊｏｈｎ／ＳｅｑＰｒｅｐ）和Ｓｉｃｋｌｅ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ／ｎａｊｏｓｈｉ／ｓｉｃｋｌｅ）对原始测序数据
进行质控（ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＱＣ），ＱＣ包括去除 ｒｅａｄｓ中
的接头序列和没有插入片段的ｒｅａｄｓ；去除３′端质量值
＜２０和剩余序列中质量值＜１０的碱基；去除含模块碱
基的ｒｅａｄｓ以及舍弃去ａｄａｐｔｅｒ及质量修剪后长度＜３０ｂｐ
的序列。质控完成后再使用 ＨＩＳＡＴ２软件，将质控后
的原始数据与人类参考基因组 ＧＲＣｈ３８进行比对，获
得用于后续转录本组装、表达量计算等的 ｍａｐｐｅｄ
ｒｅａｄｓ，比对完成后对该次转录组测序的比对结果进行
质量评估。

１．４．２　表达量差异分析及 ＧＯ、ＫＥＧＧ富集分析　　
使用表达定量软件 ＲＳＥＭ（ｈｔｔｐ：／／ｄｅｗｅｙｌａｂ．ｇｉｔｈｕｂ．ｉｏ／
ＲＳＥＭ／）对基因的表达水平进行定量分析，并采用对
基因长度和测序深度进行了均一化的ＴＰＭ（Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ
ＰｅｒＭｉｌｌｉｏｎｒｅａｄｓ）作为定量指标，使得不同样本中的总
表达量一致，可更直观地比较基因间表达量。使用基

于负二项分布的ＤＥＳｅｑ２软件对标准化后的数据进行
分析，以Ｐ＜０．０５且｜ｌｏｇ２ＦＣ｜≥１为标准筛选出差异表达
基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ）。

６７２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



　　筛选完成后再对 ＤＥＧｓ进行 ＧＯ和 ＫＥＧＧ途径富
集分析。ＧＯ分析主要涵盖生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，
ＢＰ），分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）和细胞成分
（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）三个部分。ＫＥＧＧ可将差异
表达基因按照参与的通路或行使的功能分类并统计。

以Ｐ＜０．０５为标准进行功能富集分析。
１．５　ＲＴｑＰＣＲ验证
　　从测序结果中随机选取８个 ＴＰＭ＞５的差异表达
基因进行ＲＴｑＰＣＲ验证。其中上调基因包括 ＥＧＲ１、
ｃｆｏｓ、ＺＮＦ６２５、ＡＲＲＤＣ３、ｃｊｕｎ；下调基因包括 ＡＳＮＳ、
ＣＨＡＣ１、ＡＤＭ２。用ＲＮＡ快速提取试剂盒（上海奕杉生
物）分别提取对照组和ＥＶＤ６８感染组细胞的总ＲＮＡ，
再使用反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ）将 ＲＮＡ反转录成
ｃＤＮＡ。随后以此为模板根据ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（Ｂｉｍａｋｅ）试剂盒说明书进行 ＲＴｑＰＣＲ实验，每组
３个生物重复。使用Ｏｌｉｇｏ７软件根据选定基因的序列
设计特异性引物并用ＮＣＢＩＰｒｉｍｅｒＢＬＡＳＴ和融解曲线
对引物特异性进行评价，挑选出合格的引物进行实验

（表１）。实验采用 βａｃｔｉｎ为内参，使用 ２－ΔΔＣｔ法对
ＲＴｑＰＣＲ结果进行分析，并与转录组测序结果相关基
因表达量进行比较。

１．６　统计学分析
　　实验数据使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进行统计学
分析，计量资料用 珋ｘ±ｓ表示。

２　结果

２．１　转录组测序数据统计
　　各样本测序获得总读数（ｒａｗｒｅａｄｓ）有４４５０９２６４～
６５６９３１１８个，经过质控后剩余的读数（ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ）有
４３１６４４６～６４９９６８２６个；ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ中Ｑ３０碱基百分
比均≥９１．１５％，测序错误率控制在 ０．０３％以内；所有
样本碱基的质量得分均为３７，且 ＧＣ碱基所占比例均
≥４８．１３％．质控完成后将 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ与人类参考基因
组ＧＲＣｈ３８进行序列比对（表２），比对结果显示，各样本
的ｒｅａｄｓ与参考基因组的比对率在９１．９９％～９６．６６％。
　　对比完成后，将比对到基因组上的 ｒｅａｄｓ分布情
况进行统计（表３），定位区域共有５个，分别为编码区
（ＣＤＳ）、内含子（ｉｎｔｒｏｎ）、基因间区 （ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ）和５′和
３′非翻译区（ＵＴＲ）。在人类参考基因组中，大部分的
ｒｅａｄｓ通常比对到ＣＤＳ区，来源于ｐｒｅｍＲＮＡ的残留或
由可变剪切过程中发生的内含子保留事件导致的

ｒｅａｄｓ则会比对到ｉｎｔｒｏｎ区，而转录自新基因或新的非
编码ＲＮＡ的ｒｅａｄｓ则会比对到ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ区。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物序列

基因名称 引物序列（５′→ ３′） 扩增区域 产物大小／ｂｐ
ＥＧＲ１ 上游：ＡＡＧＡＡＡＡＧＣＣＡＡＧＣＡＡＡＣＣＡＡ ２４３０－３４５０ １２８

下游：ＡＡＣＧＧＡＡＣＡＡＣＡＣＴＣＴＧＡＣＡＣ ２５５７－２５３７
ｃｆｏｓ 上游：ＣＣＧＧＧＧＡＴＡＧＣＣＴＣＴＣＴＴＡＣＴ ２２３－２４３ ９３

下游：ＣＣＡＧＧＴＣＣＧＴＧＣＡＧＡＡＧＴＣ ３１５－２９７
ＺＮＦ６２５ 上游：ＡＧＡＴＴＣＣＴＡＧＡＡＧＣＣＡＣＣＧＡＡ １３０４－１３２４ １７１

下游：ＣＣＣＣＡＧＣＴＡＡＡＣＴＡＣＴＣＣＣＡＡ １４７４－１４５４
ＡＲＲＤＣ３ 上游：ＡＧＣＡＧＣＡＴＴＴＴＧＴＴＡＣＴＧＡＣＴ ２２６６－２２８６ １７４

下游：ＡＣＴＴＴＴＧＴＧＴＡＴＧＴＣＣＣＧＴＴＴ ２４３９－２４１９
ｃｊｕｎ 上游：ＴＣＣＡＡＧＴＧＣＣＧＡＡＡＡＡＧＧＡＡＧ １７７６－１７９６ ７８

下游：ＣＧＡＧＴＴＣＴＧＡＧＣＴＴＴＣＡＡＧＧＴ １８５３－１８３３
ＡＳＮＳ 上游：ＧＧＡＡＧＡＣＡＧＣＣＣＣＧＡＴＴＴＡＣＴ １２６５－１２８５ １５４

下游：ＡＧＣＡＣＧＡＡＣＴＧＴＴＧＴＡＡＴＧＴＣＡ １４１８－１３９７
ＣＨＡＣ１ 上游：ＣＣＣＡＧＣＣＡＴＣＣＡＴＡＧＣＣＣＴＧ １０３０－１０４９ ７８

下游：ＴＣＣＴＣＡＴＧＣＣＣＴＡＣＴＡＴＣＣＣＴ １１０７－１０８７
ＡＤＭ２ 上游：ＣＴＧＡＧＣＣＣＣＡＴＣＴＧＡＡＧＣＣ ８１８－８３６ １１２

下游：ＣＡＧＣＡＣＴＧＣＧＴＧＴＡＧＡＣＣＡＧ ９２９－９１０
βａｃｔｉｎ 上游：ＣＡＴＴＧＣＣＧＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧ １００８－１０２６ ９２

下游：ＣＧＧＡＧＴＡＣＴＴＧＣＧＣＴＣＡＧＧＡ １０９９－１０８０

表２　测序样本与指定参考基因组的序列比对结果 ［序列数（％）］

样本名称

（Ｓａｍｐｌｅ）
总序列数

（Ｒａｗｒｅａｄｓ）
质控后读数

（Ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ）
定位到基因组上的总序列数

（Ｔｏｔａｌｍａｐｐｅｄ）
多个比对位置的序列数

（Ｍｕｌｔｉｐｌｅｍａｐｐｅｄ）
比对位置唯一的序列数

（Ｕｎｉｑｕｅｌｙｍａｐｐｅｄ）
Ｉｎｆｅｃｔｅｄ１ ４４５０９２６４ ４３６１６４４６ ４０１２１７１２（９１．９９） １２８５３９３（２．９５） ３８８３６３１９（８９．０４）
Ｉｎｆｅｃｔｅｄ２ ５７７３２５３２ ５７０９６２０８ ５３０３１０４６（９２．８８） １７７０３７０（３．１） ５１２６０６７６（８９．７８）
Ｉｎｆｅｃｔｅｄ３ ５６８０３８９２ ５６１８１７７０ ５２１２９２８２（９２．７９） １７２４０１７（３．０７） ５０４０５２６５（８９．７２）
ｃｏｎｔｒｏｌ１ ５５６９６８５４ ５５０２６２４２ ５２９８０８６０（９６．２８） １８１１１５０（３．２９） ５１１６９７１０（９２．９９）
ｃｏｎｔｒｏｌ２ ６２９０９０５６ ６２１８５３３４ ５９９６４１４７（９６．４３） ２０８８９４５（３．３６） ５７８７５２０２（９３．０７）
ｃｏｎｔｒｏｌ３ ６５６９３１１８ ６４９９６８２６ ６２８２２７０１（９６．６６） ２１２７１６８（３．２７） ６０６９５５３３（９３．３８）

７７２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（４）



表３　不同区域Ｒｅａｄｓ的分布情况 ［序列数（％）］

样本名称 内含子区 ３′非编码区 编码区 ５′非编码区 基因间区

Ｉｎｆｅｃｔｅｄ１ ３２８００９７（５．５４） ９１７０５６３（１５．５） ４３２０１６６２（７３．０２） ３１０６２３９（５．２５） ４０５０４８（０．６８）
Ｉｎｆｅｃｔｅｄ２ ４３０４８８５（５．４７） １１８３０１９９（１５．０４） ５７８５８６１１（７３．５８） ４１０２４８７（５．２２） ５３７３０１（０．６８）
Ｉｎｆｅｃｔｅｄ３ ４３４７５７５（５．６３） １１６４３３９０（１５．０８） ５６７１５５７１（７３．４６） ３９５６７９５（５．１２） ５４７９５３（０．７１）
ｃｏｎｔｒｏｌ１ ４５１０５３１（５．７８） １１８９１３０２（１５．２３） ５７０２３５５８（７３．０１） ４１１６０７５（５．２７） ５５７３６７（０．７１）
ｃｏｎｔｒｏｌ２ ５１１７１５１（５．７７） １３１４１０５０（１４．８１） ６５１４６３０９（７３．４） ４７０９３２７（５．３１） ６４１４２１（０．７２）
ｃｏｎｔｒｏｌ３ ４８９３３０３（５．２３） １３６２６４３５（１４．５５） ６９６０６１０５（７４．３４） ４８８９２７１（５．２２） ６１４５１０（０．６６）
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图１　ＲＴｑＰＣＲ验证转录组结果　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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图２　ＲＴｑＰＣＲ验证结果与转录组测序结果比较

２．２　ＲＴｑＰＣＲ验证
　　为了确定转录组测序结果的可靠性，本研究选取
了８个基因进行ＲＴｑＰＣＲ验证（ＥＧＲ１、ｃｆｏｓ、ＺＮＦ６２５、
ＡＲＲＤＣ３、ｃｊｕｎ、ＡＳＮＳ、ＣＨＡＣ１、ＡＤＭ２），并与转录组测
序结果进行比较。ＲＴｑＰＣＲ实验结果表明（图１、２），选
取的８个基因中上调或下调的差异表达倍数趋势与测
序结果基本一致，说明测序结果是可信的。

２．３　差异表达基因统计及ＧＯ、ＫＥＧＧ富集分析
　　数据经过定量且标准化处理后筛选出｜ｌｏｇ２ＦＣ｜≥１
的ＤＥＧｓ共１４０个，其中上调基因７１个，下调基因６９个
（图３）。为进一步研究这些 ＤＥＧｓ的生物学功能，对
其分别进行ＧＯ与ＫＥＧＧ富集分析。在 ＧＯ富集分析
中，显著富集到４２０个ＧＯｔｅｒｍｓ，其中３１１个涉及ＢＰ，
２８个涉及ＣＣ，８９个涉及ＭＦ。显著富集的前２０位中，
１８项属于ＢＰ类，其中９个与离子的调控和应答有关，
其次主要富集在血管生成负调控、细胞对 ＡＴＰ的应

答、骨骼肌分化、内动力蛋白臂组装等方面。其余２项
属于ＭＦ类，分别是 ＲＳＭＡＤ结合及氨酰基ｔＲＮＡ编
辑活性（图４）。
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图３　差异表达基因火山图

８７２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



图４　差异基因的ＧＯ富集分析

　　ＫＥＧＧ富集分析结果共富集到１１５条，包括代谢
（ｍｅｔａｂｏｌｉｚｅ，Ｍ）、遗传信息处理（ｇｅｎｅｔｉｃＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ，ＧＩＰ）、环境信息处理（ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｉｎｆｏｒｍａ
ｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ，ＥＩＰ）、细胞过程（ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｃｅｓｓｅｓ，ＣＰ），
生物体系统（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓｙｓｔｅｍ，ＯＳ）、人类疾病（ｈｕｍａｎ

ｄｉｓｅａｓｅｓ，ＨＤ）等６大类。其中２６条显著富集，包括甲
状旁腺激素的合成分泌和作用、黑色素生成、松弛素信

号通路、催乳素信号通路、矿物质吸收、ＧｎＲＨ信号通
路、Ｔｏｌｌ样受体信号通路、ＩＬ１７信号通路、内分泌抵
抗、ＭＡＰＫ信号通路等（图５、６）。

图５　差异基因的ＫＥＧＧ富集分析

红色框为上调基因，黑色框为下调基因

图６　ＭＡＰＫ信号通路中差异表达的基因

９７２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（４）



２．４　病毒感染对宿主细胞ｃｆｏｓ和ｃｊｕｎ表达的影响
　　为寻找参与病毒感染的基因与信号通路，我们分
别以ＭＯＩ＝０、ＭＯＩ＝０．０１、ＭＯＩ＝０．１和ＭＯＩ＝１等４个
病毒量梯度感染细胞２４ｈ，再用ＲＴｑＰＣＲ检测ＭＡＰＫ
信号通路相关基因 ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎｍＲＮＡ水平表达变
化，结果发现 ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ的表达量随病毒量的增加
而增加（图７）。同时为了验证 ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ基因与病
毒感染时间的相关性，我们以 ＭＯＩ＝２感染细胞，并在
０、６、１２、１８ｈ收获细胞提取ＲＮＡ进行ＲＴｑＰＣＲ实验，
结果表明ＥＶＤ６８感染细胞后，ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎｍＲＮＡ的
表达量随时间的延长而增加（图８）。为进一步验证这
种上调趋势是否只存在于ＲＤ细胞中，我们以ＭＯＩ＝０、
ＭＯＩ＝１、ＭＯＩ＝２的感染量作用于另一种 ＥＶＤ６８的易
感细胞Ｈｅｌａ细胞，检测ｃｆｏｓ和ｃｊｕｎｍＲＮＡ表达水平，
得到了相似的结果（图 ９），说明 ＥＶＤ６８感染细胞后
ｃｆｏｓ和ｃｊｕｎ的调节作用在Ｈｅｌａ细胞中同样存在。
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图７　不同ＭＯＩ处理ＲＤ细胞后ｃｆｏｓ和ｃｊｕｎｍＲＮＡ表
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图８　病毒感染不同时间 ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎｍＲＮＡ表达情况
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图９　不同 ＭＯＩ处理 Ｈｅｌａ细胞后 ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎｍＲＮＡ

表达情况　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　虽然 ＥＶＤ６８在 １９６２年就被发现，但直到 ２０１４
年才被重视。有不少研究证明，ＥＶＤ６８的流行呈季节
性且两年一爆发［７－１１］。在我国 ＥＶＤ６８没有被纳入常
规检测，临床上多数为对症治疗。有研究报道在我国

北京、重庆、台湾等地，人群中均有较高滴度的中和抗

体存在，且抗体阳性率随年龄的增长而升高［１２－１４］。

ＥＶＤ６８易感人群为儿童，感染后轻者与感冒无异，但
重者需要重症监护治疗。

　　哮喘是一种常见的多发性的气道慢性变态反应性
炎症。越来越多的研究证明因 ＥＶＤ６８感染而需住院
的患者中很大一部分有哮喘病史，且入院原因也是哮

喘加重。ＷＡＮＧ等［１５］通过统计分析发现，２０１８年美
国俄亥俄州哥伦布市国家儿童医院总共有 ２７７例因
ＥＶＤ６８感染住院的患者，其中有１４６名（５３％）曾患有
哮喘史；ＤＲＥＷＳ等［１６］和 ＭＥＲＴＺ等［１７］研究报告中指

出住院的ＥＶＤ６８感染儿童中有３１％～７０％有哮喘病
史，而在我国台湾也有类似的报道［１８］；还有文献称在

７４．３％的哮喘发作患者的鼻咽样本中检测到 ＥＶ
Ｄ６８［１９］。ＥＶＤ６８能加重哮喘或使有哮喘病史的患者
复发，其机制尚不完全清楚。

　　目前还未见有ＥＶＤ６８感染宿主细胞后转录组表
达谱差异分析的报道。ＲＤ细胞是 ＥＶＤ６８、ＥＶ７１等
新型肠道病毒感染的高效细胞［２０－２１］，也是研究 ＥＶ
Ｄ６８、ＥＶ７１等新型肠道病毒常用的经典细胞。在本研
究中，通过对ＥＶＤ６８感染前后的ＲＤ细胞进行转录组
测序，筛选差异表达基因并对其进行 ＧＯ和 ＫＥＧＧ富
集分析。在对测序结果的分析中，我们注意到一个特

殊的基因ｃｆｏｓ，它在ＥＶＤ６８感染后是显著上调的，通
过查阅文献我们发现它与哮喘有密切联系。ｃｆｏｓ是

０８２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



一种原癌基因，与细胞的生长、增殖活化有关，在正常

人类细胞中可检测到极低水平的表达。ＤＥＭＯＬＹ
等［２２］在１９９２年第一次指出ｃｆｏｓ在哮喘患者支气管活
检气道上皮中表达升高，在随后的研究中又发现 ｃｆｏｓ
的阳性反应程度与上皮细胞脱落程度成正比；ＬＩＵ［２３］

等研究发现在大鼠肺中，ｃｆｏｓ蛋白的光密度与支气管
肺泡灌洗液中Ｐ物质的浓度呈正相关，与血管活性肠
肽（ｖａｓｏａｃｔｉｖｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ，ＶＩＰ）的浓度呈负相
关，说明 ｃｆｏｓ蛋白表达和神经肽含量与哮喘发作有
关。而ｃｆｏｓ在哮喘患者中表达升高不止体现在呼吸
系统的组织中，也有研究表明，当哮喘模型动物被致

敏，中枢系统的多个区域 ｃｆｏｓ的表达增加［２４－２６］。而

在我们的研究中，通过 ＲＴｑＰＣＲ证实 ｃｆｏｓ在 ＥＶＤ６８
感染后表达上调，且表达量随病毒ＭＯＩ的增加和感染
时间的延长而增加。结合测序结果和 ＲＴｑＰＣＲ验证
结果我们猜想ＥＶＤ６８加重哮喘的机制有可能和上调
ｃｆｏｓ有关，在接下来的实验中，我们将进一步进行探索。
　　除此之外，在 ＫＥＧＧ富集分析结果中，我们重点
关注到 ＭＡＰＫ信号通路，丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏ
ｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫｓ）属于丝氨酸／苏
氨酸蛋白激酶家族，它在真核生物中广泛存在，ＭＡＰＫ
信号通路是细胞增殖、应激、炎症、分化、功能同步化、

转化、凋亡等信号转导通路的共同交汇通路之一，与病

毒感染相关的 ＭＡＰＫ信号通路主要有 ３种，包括
ＥＲＫ、ｐ３８和ＪＮＫ。ＭＡＰＫ信号通路的激活在肠道病毒
７１型、单纯疱疹病毒、柯萨奇病毒 Ｂ３等都有报
道［２７－２９］。此外，许多ＭＡＰＫ调节的促炎或抗病毒细胞
因子（如ＩＬ２，ＩＬ６，ＩＦＮβ和 ＴＮＦα）的转录取决于转
录因子 ＮＦκＢ，ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ［３０－３２］。而在我们的结果
中，富集到的 ＭＡＰＫ通路中有 ６个基因有显著差异，
包括ｃｆｏｓ、ｃｊｕｎ、ＧＦ、ＣＡＤＤ４５、ＭＥＫ１、ｐｐ５（图 ６）。除
ｃｆｏｓ外，ｃｊｕｎ的表达量也随病毒ＭＯＩ的增加和感染时
间的延长而增加，所以我们推断，ＭＡＰＫ通路有可能在
ＥＶＤ６８感染期间发挥促炎作用和抗病毒作用，在后续
实验中我们也将进一步对其进行验证。

　　虽然现在 ＥＶＤ６８逐渐引起重视，但关于其致病
机制的研究却比较少，而且目前也没有预防和治疗

ＥＶＤ６８感染的特效药物和疫苗。本研究通过对 ＥＶ
Ｄ６８感染前后的宿主细胞进行转录组测序，一共发现
了１４０个差异表达基因，并对其进行 ＧＯ和 ＫＥＧＧ富
集分析，重点关注到可能参与哮喘发病机制的 ｃｆｏｓ基
因，及可能在 ＥＶＤ６８感染期间发挥促炎作用和抗病
毒作用的ＭＡＰＫ信号通路，在后期实验中，我们将对
以上重点关注基因的功能进行深入的探讨，为ＥＶＤ６８
的感染机制研究奠定实验基础。
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［８］ＫＲＡＭＥＲＲ，ＳＡＢＡＴＩＥＲＭ，ＷＩＲＴＨＴ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｉ
ｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｂｉｅｎｎｉａｌｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎｏｆｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓＤ６８：ａｓｙｓｔｅｍ
ａｔｉｃｓｃｒｅｅｎｉｎｇｓｔｕｄｙｉｎＬｙｏｎ，Ｆｒａｎｃｅ，２０１０ｔｏ２０１６［Ｊ］．Ｅｕｒｏ
Ｓｕｒｖｅｉｌｌ，２０１８，２３（３７）．ＤＯＩ：１０．２８０７／１５６０７９１７．ｅｓ．
２０１８．２３．３７．１７００７１１．

［９］ＵＰＲＥＴＹＰ，ＣＵＲＴＩＳＤ，ＥＬＫＡＮＭ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆ
ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓＤ６８ｗｉｔｈａｃｕｔｅｆｌａｃｃｉｄｍｙｅｌｉｔｉｓ，Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，
Ｐｅｎｎｓｙｌｖａｎｉａ，ＵＳＡ，２００９２０１８［Ｊ］．ＥｍｅｒｇＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，
２０１９，２５（９）：１６７６－１６８２．ＤＯＩ：１０．３２０１／ｅｉｄ２５０９．１９０４６８．

［１０］ＡｍｅｒｉｃａｎＣｅｎｔｅｒｓｆｏｒＤｉｓｅａｓｅＣｏｎｔｒｏｌａｎｄＰｒｅｖｅｎｔｉｏｎ：ＡＦＭ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ［ＥＢ／ＯＬ］．［２０２００９１３］ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｃｄｃ．
ｇｏｖ／ａｃｕｔｅｆｌａｃｃｉｄｍｙｅｌｉｔｉｓ／ａｆｍｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ．ｈｔｍｌ．

［１１］ＭＥＹＥＲＳＬ，ＢＡＲＤＪＤ，ＧＡＬＶＩＮＢ，ｅｔａｌ．Ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ
Ｄ６８ｏｕｔｂｒｅａｋｄｅｔｅｃｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈａｓｙｎｄｒｏｍｉｃｄｉｓｅａｓｅｅｐｉｄｅｍｉ
ｏｌｏｇｙｎｅｔｗｏｒｋ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＶｉｒｏｌ，２０２０，１２４：１０４２６２．ｄｏｉ：
１０．１０１６／ｊ．ｊｃｖ．２０２０．１０４２６２．

［１２］ＸＩＡＮＧＺ，ＧＯＮＺＡＬＥＺＲ，ＷＡＮＧＺ，ｅｔａｌ．Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ

１８２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（４）



Ａ２１，ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ６８，ａｎｄａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｔｒａｃｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，
Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．ＥｍｅｒｇＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２０１２，１８（５）：８２１－８２４．
ＤＯＩ：１０．３２０１／ｅｉｄ１８０５．１１１３７６．

［１３］ＸＩＡＯＱ，ＲＥＮＬ，ＺＨＥＮＧＳ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅａｎｄｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｓｏｆｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓＤ６８ａｍｏｎｇｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈ
ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎＣｈｉｎａｂｅｔｗｅｅｎ２０１２ａｎｄ２０１４
［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０１５，５：１６６３９．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓｒｅｐ１６６３９．

［１４］ＬＥＥＪＴ，ＳＨＩＨＷ Ｌ，ＹＥＮＴＹ，ｅｔａｌ．ＥｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓＤ６８
ｓｅｒｏｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙｉｎＴａｉｗａｎ，ａｃｒｏｓｓｓｅｃｔｉｏｎａｌｓｔｕｄｙｆｒｏｍ
２０１７［Ｊ］．ＰＬｏＳＯＮＥ，２０２０，１５（３）：ｅ０２３０１８０．ＤＯＩ：１０．
１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．０２３０１８０．

［１５］ＷＡＮＧＨＹ，ＤＩＡＺＡ，ＭＯＹＥＲＫ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄ
ｃｌｉｎｉｃａｌｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓＤ６８ｏｕｔｂｒｅａｋｓａｍｏｎｇｈｏｓ
ｐｉｔａｌｉｚｅｄｃｈｉｌｄｒｅｎ，Ｏｈｉｏ，ＵＳＡ，２０１４ａｎｄ２０１８［Ｊ］．Ｅｍｅｒｇ
ＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２０１９，２５（１１）：２０５５－２０６３．ＤＯＩ：１０．３２０１／
ｅｉｄ２５１１．１９０９７３．

［１６］ＤＲＥＷＳＳＪ，ＳＩＭＭＯＮＤＳＫ，ＵＳＭＡＮＨＲ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃ
ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓａｃｔｉｖｉｔｙ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｔｈａｔｏｆｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ
Ｄ６８，ｉｎｐｅｄｉａｔｒｉｃｐａｔｉｅｎｔｓｉｎＡｌｂｅｒｔａ，Ｃａｎａｄａ，ｉｎ２０１４［Ｊ］．
ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１５，５３（３）：１０４２－１０４５．ＤＯＩ：１０．
１１２８／ｊｃｍ．０２９８２１４．

［１７］ＭＥＲＴＺＤ，ＡＬＡＷＦＩＡ，ＰＥＲＮＩＣＡＪＭ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆｐｅｄｉａｔｒｉｃｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｉｌｌｎｅｓｓｗｉｔｈｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓＤ６８
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｒｈｉｎｏｖｉｒｕｓｏｒｏｔｈｅｒｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓｇｅｎｏｔｙｐｅｓ［Ｊ］．
ＣＭＡＪ，２０１５，１８７（１７）：１２７９－１２８４．ＤＯＩ：１０．１５０３／
ｃｍａｊ．１５０６１９．

［１８］ＨＡＳＥＧＡＷＡＳ，ＨＩＲＡＮＯＲ，ＯＫＡＭＯＴＯＮＡＫＡＧＡＷＡＲ，
ｅｔａｌ．Ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ６８ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈａｓｔｈｍａ
ａｔｔａｃｋｓ：ｖｉｒｕｓｉｎｄｕｃｅｄａｓｔｈｍａｉｎＪａｐａｎｅｓｅｃｈｉｌｄｒｅｎ［Ｊ］．
Ａｌｌｅｒｇｙ，２０１１，６６（１２）：１６１８－１６２０．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｊ．
１３９８９９９５．２０１１．０２７２５．ｘ．

［１９］ＰＡＮＨＨ，ＴＳＡＩＣＲ，ＴＩＮＧＰＪ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｐｒｅｓｅｎ
ｔａｔｉｏｎｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓＤ６８ｉｎＴａｉｗａｎ
［Ｊ］．ＰｅｄｉａｔｒＮｅｏｎａｔｏｌ，２０２０，６１（２）：１６８－１７３．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｐｅｄｎｅｏ．２０１９．０９．００６

［２０］ＷＥＩＷ，ＧＵＯＨＲ，ＣＨＡＮＧＪＬ，ｅｔａｌ．ＩＣＡＭ５／ｔｅｌｅｎ
ｃｅｐｈａｌｉｎｉｓａｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｅｎｔｒｙｒｅｃｅｐｔｏｒｆｏｒｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓＤ６８
［Ｊ］．ＣｅｌｌＨｏｓｔＭｉｃｒｏｂｅ，２０１６，２０（５）：６３１－６４１．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｃｈｏｍ．２０１６．０９．０１３．

［２１］ＬＩＵＹ，ＳＨＥＮＧＪ，ＢＡＧＧＥＮＪ，ｅｔａｌ．Ｓｉａｌｉｃａｃｉｄｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｃｅｌｌｅｎｔｒｙｏｆｈｕｍａｎｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓＤ６８［Ｊ］．ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，
２０１５，６：８８６５．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｃｏｍｍｓ９８６５．

［２２］ＤＥＭＯＬＹＰ，ＢＡＳＳＥＴＳＥＧＵＩＮＮ，ＣＨＡＮＥＺＮ，ｅｔａｌ．
Ｃｆｏｓｐｒｏｔｏｏｎｃｏｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｂｉｏｐｓｉｅｓｏｆ
ａｓｔｈｍａｔｉｃｓ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｅｌｌＭｏｌＢｉｏｌ，１９９２，７（２）：
１２８－１３３．ＤＯＩ：１０．１１６５／ａｊｒｃｍｂ／７．２．１２８．

［２３］ＬＩＵＨ，ＹＡＮＧＸ，ＨＯＵＷ．Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｃｆｏｓｐｒｏｔｅｉｎｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｗｉｔｈｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｔｈｅｌｕｎｇｏｆｂｒｏｎｃｈｉａｌ
ａｓｔｈｍａｔｉｃｒａｔ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣｌｉｎＥｘｐＰａｔｈｏｌ，２０１４，７（１２）：
８６５７－８６６５．

［２４］ＧＵＯＲＢ，ＳＵＮＰＬ，ＺＨＡＯＡＰ，ｅｔａｌ．Ｃｈｒｏｎｉｃａｓｔｈｍａ
ｒｅｓｕｌｔｓｉｎｃｏｇｎｉｔｉｖｅｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｉｍｍａｔｕｒｅｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｅｘｐ
Ｎｅｕｒｏｌ，２０１３，２４７：２０９－２１７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｅｘｐｎｅｕｒｏｌ．
２０１３．０４．００８．

［２５］ＣＨＥＮＳＤ，ＷＥＮＺＨ，ＣＨＡＮＧＷＫ，ｅｔａｌ．Ａｃｕｔｅｅｆｆｅｃｔ
ｏｆｍｅｔｈｙｌｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅｏｎｔｈｅｂｒａｉｎｉｎａｒａｔｍｏｄｅｌｏｆａｌｌｅｒｇｉｃ
ａｓｔｈｍａ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｓｃｉＬｅｔｔ，２００８，４４０（２）：８７－９１．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｎｅｕｌｅｔ．２００８．０３．０９２．

［２６］ＣＨＥＮＺ，ＬＩＵＮＮ，ＸＩＡＯＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅａｍｙｇｄａｌａｖｉａｔｈｅ
ｐａｒａｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｎｕｃｌｅｕｓｒｅｇｕｌａｔｅｓａｓｔｈｍａａｔｔａｃｋｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．
ＣＮＳＮｅｕｒｏｓｃｉＴｈｅｒ，２０２０，２６（７）：７３０－７４０．ＤＯＩ：１０．
１１１１／ｃｎｓ．１３２９３．

［２７］ＺＨＵＬ，ＬＩＷＨ，ＱＩＧＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｉｍｍｕｎｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｒａｃｔＴｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｍｅｄｉａｔｉｎｇＥＶ７１ｖｉｒｕｓ
ｔｙｐｅｓｅｖｅｒｅｈａｎｄｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅａｎｄｔｈｅＭＡＰＫ
ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＥｘｐＴｈｅｒＭｅｄ，２０１７，１３（５）：２２６３－２２６６．
ＤＯＩ：１０．３８９２／ｅｔｍ．２０１７．４２４５．

［２８］ＺＨＡＮＧＨ，ＦＥＮＧＨ，ＬＵＯＬ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｔｉｎｃｔｅｆｆｅｃｔｓｏｆ
ｋｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎＭＥＫ１ａｎｄＭＥＫ２ｏｎｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＨｅｒｐｅｓ
ｓｉｍｐｌｅｘｖｉｒｕｓｔｙｐｅ２［Ｊ］．ＶｉｒｕｓＲｅｓ，２０１０，１５０（１／２）：２２－
２７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｖｉｒｕｓｒｅｓ．２０１０．０２．００７．

［２９］ＳＩＸＮ，ＬＵＯＨＬ，ＭＯＲＧＡＮＡ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｅｓｓａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓａｒｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＢ３ｖｉｒａｌｐｒｏｇｅ
ｎｙｒｅｌｅａｓｅ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，２００５，７９（２２）：１３８７５－１３８８１．
ＤＯＩ：１０．１１２８／ｊｖｉ．７９．２２．１３８７５１３８８１．２００５．

［３０］ＴＵＮＧＷＨ，ＨＳＩＥＨＨＬ，ＬＥＥＩＴ，ｅｔａｌ．Ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１
ｍｏｄｕｌａｔｅｓａＣＯＸ２／ＰＧＥ２／ｃＡＭＰｄｅｐｅｎｄｅｎｔｖｉｒａｌｒｅｐｌｉｃａ
ｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｓ：ＲｏｌｅｏｆｔｈｅｃＳｒｃ／ＥＧ
ＦＲ／ｐ４２／ｐ４４ＭＡＰＫ／ＣＲＥＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌ
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