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　 　 【摘要】 　 目的　 通过遗传多样性小鼠资源(Genetic Diversity Mice Resources)筛选肠道病毒 71 型(Enterovirus
71,EV71)的致病相关基因,深入理解该病毒的致病机理,对临床诊断、治疗以及预后提供基础。 方法 　 107copies
EV71 病毒经腹腔感染 4~6 周龄遗传多样性小鼠品系,收集血液和后肢骨骼肌样本,利用实时荧光定量 PCR 技术

分析病毒载量,之后利用 The GeneMine 系统遗传学数据库分析感染数据,筛选获得 EV71 致病相关基因。 结果　
通过遗传多样性小鼠感染数据筛选到 53 个与 EV71 致病相关的基因。 结论　 遗传多样性小鼠在模拟人群基因多

样性、研究复杂性状疾病等方面具有较大的优势,是筛选致病相关基因理想的动物新资源。
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Screening of EV71 pathogenicity-related genes using genetic diversity mice
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 The aim of this study was to screen enterovirus 71(EV71) pathogenicity-related genes
using genetic diversity mice to further understand the pathogenesis of the EV71, and lay the foundation for clinical
diagnosis, treatment and prognosis. Methods　 Four-to-six week old genetic diversity mice were challenged with 107 copies
of enterovirus 71 by intraperitoneal injection. The blood and hind limb skeletal muscles were collected, and the viral load
was determined by real-time quantitative PCR. Then, the GeneMine system genetic database was used to analyze the
infection data, and EV71 pathogenicity-related genes were screened. Results　 Fifty-three genes related to EV71 infection
were screened using genetic diversity mouse infection data. Conclusions 　 Genetic diversity mice have significant
advantages for simulating population genetic diversity and are a new resource to study complex trait diseases. Most
importantly, they are an ideal and efficient resource for the screening of pathogenicity-related genes.
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　 　 手 足 口 病 ( hand, foot and mouth disease,
HFMD)是由多种肠道病毒引起的一种儿童常见传

染病,肠道病毒 71 型(enterovirus 71,EV71)是引起

HFMD 的主要病原体之一。 轻度感染者可在手足口

等部位出现疱疹、斑丘疹等症状;重症患儿可造成

脑干脑炎、无菌性脑膜炎、神经源性肺水肿等并发

症,具有较高的致残率和死亡率[1-2]。 HFMD 被称

为 21 世纪的 “脊髓灰质炎”,颇受医学界关注。
2008 年 5 月至 2011 年 12 月期间,中国大陆地区手

足口病发病例数为 500 多万例,其中死亡 1870 例,
且呈逐年增加态势[3]。

目前手足口病致病相关基因的报道主要分为

三类,病毒特异性受体类、宿主免疫反应类和宿主

病理损伤类[4]。 但是,病毒特异性受体类中除

SCARB2 和 PSGL-1 较为明确以外,其它受体的相关

研究较少。 同样,宿主病理损伤类中细胞凋亡和细

胞自噬与手足口病致病机制的相关研究处于初期

阶段,需要进一步的深入研究。 目前应用于手足口

病的动物模型主要是单一遗传背景的小鼠包括特

定转基因、基因敲除的小鼠,以研究某一单一基因

对该病的影响。 然而大部分的疾病都是非单基因

疾病,除了受外界环境因素的影响,一般受多遗传

因素控制,而单一遗传背景的小鼠无法模拟多基因

疾病。
2002 年 国 际 复 杂 性 状 联 盟 ( Complex Trait

Consortium, CTC)的科学家们设计建立遗传多样性小

鼠资源。 通过对现有的小鼠近交品系进行进化关系

的分析,科学家选出了 8 种小鼠品系作为遗传多样性

小鼠的原始亲本(founder): A / J,C57BL / 6 J、129S1Sv
/ ImJ、NOD / ShiLtJ、NZO / H1LtJ、CAST / EiJ、PWK/ PhJ
和 WSB / EiJ。 其中前 5 个品系是实验室常用的纯系

小鼠,后 3 个是野生型小鼠。 它们的遗传物质的多样

性基本可以覆盖小鼠整个物种,由于这 8 个品系的亲

缘关系相对较远,可以保证遗传多样性小鼠品系遗传

位点的分散性。 遗传多样性小鼠与传统的单一背景

的小鼠最大的差异是它们可以进行复杂数量性状位

点的确认,用于复杂性状的研究[5-7]。 在本文中我们

将通过遗传多样性小鼠资源,比对遗传多样性小鼠的

系统遗传学数据库 The GeneMine[8],筛选与 EV71 病

毒敏感性及疾病重症程度相关的基因簇,并将这些发

现迅速应用于候选治疗方法和疫苗的开发,为以

EV71 为主要病原体的手足口病的预防、控制、治疗和

预后提供依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

SPF 级 4~6 周龄 C57BL / 6 小鼠 28 只,雌雄各

半,体重 18~22 g,购自北京华阜康实验动物技术有

限[SCXK(京)2014-0008];25 个品系的清洁级遗

传多样性小鼠共计 140 只,雌雄各半,体重 9 ~ 25 g,
4~6 周龄,由中国医学科学院医学实验动物研究所

北方中心[SCXK(京)2014-0011]提供。 实验在中

国医学科学院医学实验动物研究所动物生物安全

二级实验室(ABSL-2)进行。 实验动物的使用坚持

3R 原则,并得到中国医学科学院医学实验动物研究

所实验动物使用和管理委员会的批准 (批准号:
LJN18001)。 动物在感染 3d 前进入 ABSL-2 适应

环境。
感染实验所用病毒为本实验室利用 EV71 病毒

FY0805 病毒株所获得的小鼠传代适应株 MP10
(Accession number:HQ712020),储存病毒载量为

108copies / mL。
1. 2　 主要试剂与仪器

普通 PCR 仪 ( PCR Master Cycler Gradient,
Eppendorf,德国);Nano-Zoomer S60 荧光切片扫描仪

(日本);超低温冰箱(三洋,日本);低温髙速离心机

(BECKMAN,美国),台式离心机(上海安亭离心机

厂,中国);实时荧光定量 PCR 仪 Step One Plus
(ABI,美国);电子天平(上海民桥电子天平厂,中
国)等。 Trizol 试剂(Life Technologies,美国);cDNA
反转录试剂盒(Thermo Scientific,美国);实时荧光

定量检测染料(Takara,日本);10%福尔马林中性固

定液(南昌雨露实验器材有限公司,中国);75%医

用消毒酒精(北京贞玉民生药业有限公司,中国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组

A 组:25 个品系遗传多样性小鼠(表 1),B 组:
C57BL / 6 感染对照组(Negative Control,NC),C 组:
C57BL / 6 空白对照组。 每组动物 4~6 只。
1. 3. 2　 动物感染和取材

用载量为 1. 0×108 copies / mL 的 MP10 毒株每

只100 μL腹腔感染 A 组遗传多样性小鼠和 B 组

C57BL / 6 小鼠,C 组小鼠注射同等剂量的 PBS 作对

照。 感染 3 d 后,内眦静脉丛处取血约每只 100 μL
并置于 1 mL 的 Trizol 裂解液中用于后续核酸提取

和病毒载量的检测,感染 5 d 后取血每只 100 μL 并
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表 1　 动物组别表

Table 1　 Animal groups
组别 Groups 品系名称 Strains 感染剂量 Infection dose

遗传多样性小鼠
Genetic diversity mice

FEW、PIPING、DAVIS、BOM、LAM、SEH、SAT、BEM、KAV、LOT、YID、TOFU、
LOD、NUK、POH、JUNIOR、BOON、FIM、LIV、GIG、PWK、NOD、A / J、C57BL / 6、129s 100 μL EV71

感染对照组
Negative control C57BL / 6 100 μL EV71

空白对照组
Blank control C57BL / 6 100 μL PBS

置于 1 mL 的 Trizol 裂解液中,脱颈椎处死取双后肢

骨骼肌,一份置于 Trizol 裂解液中用于提取核酸进

行病毒载量的检测,另一份置于 10%福尔马林中性

固定液中用于病理切片分析。
1. 3. 3　 组织病毒载量检测

取约 50 mg 左右后肢骨骼肌置于 1 mL 的 Trizol
裂解液中,用一次性研磨棒研磨匀浆,提取肌肉组

织全 RNA,然后用随机引物反转录获得 cDNA,最后

用实 时 定 量 荧 光 PCR 技 术 进 行 病 毒 载 量 的

测定[9-10]。
1. 3. 4　 组织病理分析

后肢骨骼肌组织置于 10%中性甲醛固定液中

固定 72 h,修块,经梯度酒精脱水后并进行石蜡包

埋,切片厚度为 5 μm,进行 HE 染色,染色完成后在

显微镜下观察组织病变情况。

2　 结果

2. 1　 血液和组织病毒载量分析

本研究中共有 25 个不同品系的遗传多样性小鼠

用于检测感染 EV71 病毒 3 天后血液中的病毒载量,
其中有 7 个品系小鼠的血液病毒载量在 104 copies /
μL 以上,相较于阴性对照组小鼠,更易被 EV71 病毒

感染,归为易感小鼠品系,分别是 FEW、DAVIS、BOM、
LAM、 POH、 LIV、PWK。 其它病毒载量在 104 copies /
μL 以下的品系,与阴性对照组相比差异不显著,归为

不易感小鼠品系结果见图 1 A。 而在感染第 5 天,除
PWK 品系小鼠血液中依然维持较高的病毒水平外,
其余品系血液中的病毒下降至较低水平(见图 1B)。
此外,由于 EV71 病毒属于神经性病毒,可引起小鼠

四肢麻痹瘫痪,为此研究人员检测了小鼠后肢骨骼肌

病毒载量,发现在感染第 3 天,FEW、DAVIS、BOM、
LAM 4 个品系小鼠的骨骼肌中病毒载量同样维持在

104copies / μL 以上,与血液中的水平一致(见图 1C)。
但在感染第 5 天,该 7 个品系骨骼肌中的病毒均下降

至较低水平(见图 1D)。

综上所述,遗传多样性小鼠在感染 EV71 病毒

后表现出明显的差异性,7 个品系( FEW、DAVIS、
BOM、LAM、POH、LIV、PWK)具有更强的易感性,可
建立非基因修饰的易感小鼠模型。 此外,由于 EV71
病毒属于儿童手足口病病原体之一,只能在儿童中

致病,在成人中不具致病性,成人只携带病毒但不

发病,这与成年人完善成熟的免疫系统有关,该现

象在小鼠中同样适用。 因此虽然 EV71 感染遗传多

样性小鼠后在第 3 天大量增殖,但 4~6 周龄小鼠免

疫系统已经发育成熟,病毒在第 5 天时便很快被小

鼠体内免疫系统清除。
2. 2　 感染小鼠的组织病理变化

通过组织病理分析,发现 EV71 易感的遗传多

样性小鼠感染 3 天后,后肢骨骼肌会出现明显的病

理性损伤,主要表现为骨骼肌细胞萎缩或变性、间
质炎细胞浸润或间质水肿、肌细胞坏死等。 图 2A为

易感品系 POH 小鼠感染 EV71 后出现局灶性肌细

胞变性坏死、炎细胞浸润。 而不易感品系和阴性对

照的病理性损伤明显较弱。 图 2B 为 EV71 不易感

品系 SAT 感染 EV71 后出现肌肉间质少量炎细胞浸

润。 图 2C 为空白对照组小鼠 C57BL / 6 品系正常肌

肉细胞。
由此可见,EV71 易感品系在感染 EV71 后表现

出更为严重的病理损伤,但是由于成年小鼠具有完

善的免疫系统,可以迅速将 EV71 病毒清除,因此病

理损伤程度弱于乳鼠的损伤情况,也未观察到明显

的临床症状。
2. 3 　 利用 The GeneMine 筛选 EV71 致病相关

基因

The GeneMine( http: / / 130. 95. 9. 22 / Geniad2 / )
是一个专门用于遗传多样性小鼠复杂性状研究的

系统遗传学数据库,可以分析表型与基因型之间的

关系。 将上述感染小鼠 3 d 血液中的病毒载量数据

输入 The GeneMine 中,系统自动计算分析输入的数

据,并给出分析结果。 图 3A 为 EV71 致病相关基因

01 中国比较医学杂志 2019 年 6 月第 29 卷第 6 期　 Chin J Comp Med, June 2019,Vol. 29,No. 6



注: A:25 个品系感染 EV71 后 3 天血液病毒载量。 B:7 个易感品系感染 EV71 后 5 天后血液病毒载量。 C:5 个易感品系感染 EV71 后 3 天

肌肉病毒载量。 D:7 个易感品系感染 EV71 后 5 天后肌肉病毒载量。 NC:阴性对照。

图 1　 遗传多样性小鼠不同品系血液和肌肉的病毒载量

Note. A: Blood viral load of 25 strains 3 days after challenged with EV71. B: Blood viral load of 7 strains 5 days after challenged with EV71. C: Muscle
viral load of 5 strains 3 days after challenged with EV71. D: Muscle viral load of 5 strains 5 days after challenged with EV71. NC: Negative control.

Figure 1　 Viral load of blood and muscle of different strains of the genetic diversity mice

注: A:易感遗传多样性小鼠 POH 品系骨骼肌; B:不易感遗传多样性小鼠 SAT 品系骨骼肌 C:空白对照组 C57BL / 6 品系骨骼肌。

图 2　 遗传多样性小鼠肌肉组织病理改变

Note. A, Skeletal muscle of susceptible genetic diversity mouse POH strain; B, Skeletal muscle of less susceptible genetic diversity mouse SAT strain;
C, Skeletal muscle of blank control group C57BL / 6 strain.

Figure 2　 Pathological changes in the muscle of genetic diversity mice

在小鼠 20 对染色体上的分布峰图,如图所示,发现

在 3 号、5 号、10 号、11 号、15 号、16 号、19 号染色体

均有显著峰值,其中 LOD 值为 P 值得对数值,LOD
值越大,统计学差异越大,由图可知 11 号染色体附

近峰值最为突出,推测与 EV71 感染引起手足口病

的主效应基因主要集中在 11 号染色体上。 图 3B 是

11 号染色体峰值附近放大后的图示,可以发现该峰

值较宽,包含了约 6 Mbp 的核苷酸序列,与 EV71 致

病相关的基因就分布在该段核苷酸序列内。 图 3C
显示的是该核苷酸序列区域的基因与 8 个亲本之间

的相关性,正值代表正相关,负值代表负相关,数值

越大相关性越大。 从图中可以发现主效应基因与

亲本 CAST / EiJ 相关性最大,与亲本 WSB / EiJ 相关

性最小。
由此可知,The GeneMine 系统遗传学数据库可

快速高效地分析表型与基因型之间的关系,在本研
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表 2　 53 个 EV71 致病相关候选基因
Table 2　 53 candidate genes related to EV71 pathogenicity

类别 Category 基因名称 Gene name
免疫相关类

Immune related genes Slfn5、Slfn9、Slfn8、Slfn1、Slfn4、Slfn3、Slfn14、Mmp28、Ccl9、Ccl6、Ccl4、、Gas2l2、Car4、Ptrh2、Rnf43

代谢相关类 Metabolic related genes Pex12、Acaca、Dhrs11、Pigw、Myo19、Med13、Mtmr4、Lpo
癌症相关类

Cancer related genes Rffl、Nle1、Ggnbp2、Usp32、Ppm1d、Bcas3、Brip1、Cuedc1、Rad51 d

复制转录调控类 Replication and
transcription regulation related genes Zfp830、Lig3、Taf15、Ddx52、Synrg、Tada2a、Aatf、Tbx4、Hsf5

其它类
Other genes Unc45b、Ints2、Tubd1、Cltc、Tex14、Sept4、Mpo、Mks1、Mrps23、Tmem132e、 Epx、 Mrm1

图 3　 The GeneMine MugaQTL 遗传分析图

Figure 3　 The GeneMine MugaQTL genetic analysis

究中也即感染 EV71 小鼠 3 d 血液病毒载量与 EV71
易感基因之间的关系,并获得与 EV71 易感相关的

候选基因,为后续建立基因敲除小鼠,验证这些候

选基因与 EV71 致病性的关联工作提供基础。
2. 4　 EV71 致病相关基因分析

利用 The GeneMine 数据库计算分析,获得了 66
个 EV71 致病相关候选基因。 通过进一步筛查发现

有 13 个是目前没有研究的基因,删除这些基因后,
最终确定了 53 个 EV71 致病相关候选基因。 按照

生物学功能对这 53 个基因进行分类,可分为免疫相

关类、代谢相关类、肿瘤相关类、复制转录相关类和

其它类(见表 2)。 同时,对这五类基因在所有候选

基因中所占比例进行做图(见图 4)。 其中免疫相关

类所占比例为 28. 30%,癌症相关类和复制转录相

关类占比相等,均为 16. 98%,代谢相关类占比为

15. 09%,其它类占比为 22. 64%。 从图 4 我们发现

这五类基因所占比例相差不大,其中免疫相关类占

比最高,提示在 EV71 易感性方面,宿主免疫反应是

很重要的影响因素之一,应该着重关注。

图 4　 各类 EV71 致病相关候选基因占比

Figure 4　 Proportion of candidate genes related to EV71

3　 讨论

遗传多样性小鼠资源提供了一个独特的平台,
在复杂性状的研究领域具有很大优势。 遗传多样

性小鼠资源不仅可以用于复杂数量性状位点的确

认,得到的遗传多样性小鼠自身的特点有很大的差

异,表现为不同疾病的易感性差异。 例如 Rogala
等[11]发现,遗传多样性小鼠中的 CC011 / Unc 品系,
表现为自发结肠炎,是新型的自发结肠炎动物模

型。 此外,具有遗传多样性小鼠在疾病的发生发展

过程中能够体现临床表现的个体差异性,比如通过

遗传多样性小鼠建立埃博拉疾病模型,研究者在遗

传多样性小鼠中成功筛选到易感品系和抵抗品系,
并且易感品系出现明显的体重下降以及出血热症

状包括长期凝血、内出血、咖啡色血液、脾肿大、肝

变色和质地软化等,最终死于致命感染[12]。 因此,
遗传多样性小鼠的繁育和发展可以为人类多种疾
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病的研究提供适用的动物模型。
本研究利用遗传多样性小鼠资源丰富的遗传

多样性、清晰的遗传背景和简单的实验设计步骤等

优势,快速高效地筛选到 EV71 引起的手足口病致

病相关的数量性状基因,利用 The GeneMine 数据库

计算分析获得了 53 个 EV71 致病相关候选基因,按
照生物学功能对这 53 个基因进行分类,分为免疫相

关类、代谢相关类、肿瘤相关类、复制转录相关类和

其它类。 免疫相关类基因在 EV71 感染致病的过程

中起重要作用,是未来建立基因敲除小鼠,做进一

步验证实验重点关注的对象。 特别是免疫相关类

的干扰素调节蛋白基因 Slfn,其表达产物是干扰素

调节蛋白(SLFN),SLFN 在调节 T 细胞的发育和活

化中起重要作用[13]。 Slfn 家族成员包括 Slfn5,
Slfn1,Slfn8,Slfn9,Slfn14,Slfn3,Slfn4,Slfn14 等,其中

Slfn8 基因和 Slfn9 基因参与调节 T 细胞在胸腺中的

生长、发育、成熟和分化[14],在宿主遭遇外界抗原刺

激并经抗原提呈细胞表面特异性抗原肽及其他信

号的共同刺激时,成为效应和记忆性 T 细胞,参与

适应性免疫应答和免疫记忆的维持。 此外,Ccl 基
因表达的 CCL 又称为巨噬细胞炎症蛋白(MIP),其
家族成员有 CCL3,CCL4,CCL9 / 10 和 CCL15,主要

由巨噬细胞、树突状细胞和淋巴细胞产生。 MIP-1
蛋白可通过与 G 蛋白偶联的细胞表面受体(CCR1,
3,5)起作用,起趋化和促炎的作用,但也可促进同

源性稳态。 其中的 Ccl9 基可诱导 CD4+T 细胞克隆

和脾脏中 CD4+ T 细胞的趋化性和 Ca2+ 离子流[15]。
发现的 53 个 EV71 致病相关基因中,其中有 15 个

是与免疫相关的基因,占比 28. 30%,在几类基因中

所占比例最高,由此推测,免疫反应类相关基因在

手足口病致病过程中具有重要意义。 因此,研究人

员下一步的工作将挑选免疫相关类候选基因做基

因敲除小鼠,验证该基因在 EV71 感染致病性中的

确切作用。
此外,研究人员还发现了手足口病易感小鼠,

遗传多样性小鼠在感染 EV71 病毒后表现出明显的

差异性,其中有 7 个品系分别是 FEW、DAVIS、BOM、
LAM、POH、LIV、PWK 对 EV71 病毒具有易感性,突
出表现在感染 3 d 后血液病毒载量高,后肢骨骼肌

出现明显病理损伤等,与阴性对照组具有明显的统

计学差异。 易感小鼠的发现将有助于建立非基因

修饰的易感小鼠模型。

综上所述,本研究筛选到了 EV71 引起的手足

口病致病相关的数量性状基因,也发现了易感小鼠

品系。 一方面扩展了手足口疾病动物模型,另一方

面也有助于更深的了解病毒与宿主相互作用的关

系,有助于发现手足口病疾病的发病机制及疾病转

归。 但是,相关实验仍需进一步补充完善,候选致

病基因的验证工作是必要的,下一步我们将建立基

因敲除小鼠,验证候选致病基因的功能。
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