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野鸟源H9N2亚型流感病毒感染小鼠的

ceRNA调控机制研究*
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【摘要】 目的 禽流感是由禽流感病毒(AIV)引起的一种从轻微呼吸道症状到急性、败血性传染病综合征。非编码

RNA在禽流感病毒复制中的联合作用尚不清楚,尤其是circRNA表达谱及其对 AIV感染发病机理的影响尚有很多空

白。本研究旨在明确野鸟源 H9N2亚型流感病毒感染小鼠的ceRNA调控机制。 方法 利用RNA高通量测序和生

物信息学方法分析野鸟源 H9N2亚型AIV感染小鼠后其肺脏组织circRNAs水平的变化,并以circRNA为ceRNA调节

靶标构建circRNA-miRNA-mRNA调控网络。 结果 通
 

过系统分析AIV感染小鼠肺脏中的circRNA及 miRNA和

mRNA表达谱,共鉴定到5
 

335个不同的circRNAs,并分别筛选到654、85和1
 

387个差异表达的circRNA、
 

miRNAs和

mRNAs。基于基因本体(GO)及京都基因和基因组百科全书
 

(KEGG)
 

富集分析表明,差异表达circRNAs的宿主基因

主要参与先天免疫反应,细胞生长和死亡、信号转导、免疫系统、免疫疾病。此外,对circRNA-miRNA-mRNA调控网络

的整体分析显示,在 H9N2亚型AIV感染中存在许多circRNA-miRNA-mRNA相互作用,其中筛选出的144个过表达

circRNA可能存在通过吸附 miR-185-5p和 miR-34c-5p使其表达下调,从而使下游的功能基因表达上调,诱导宿主细胞

钙离子信号通路,进而促进 H9N2病毒感染的潜在发病机制。 结论 通过鉴定circRNA的表达谱和构建circRNA相

关的调控网络,揭示了一个丰富的circRNAs和ceRNA网络参与H9N2病毒感染的调控,为H9N2病毒与宿主的相互作

用及发病机制提供了新的见解。
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【Abstract】 Objective Avian
 

influenza
 

is
 

an
 

infectious
 

disease
 

syndrome
 

ranging
 

from
 

mild
 

respiratory
 

symptoms
 

to
 

acute,septicemia
 

caused
 

by
 

avian
 

influenza
 

virus.
 

The
 

joint
 

role
 

of
 

non-coding
 

RNAs
 

in
 

avian
 

influenza
 

virus
 

replication
 

is
 

unclear,especially
 

the
 

circRNA
 

expression
 

profile
 

and
 

its
 

impact
 

on
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

AIV
 

infection
 

are
 

still
 

many
 

gaps.
The

 

aim
 

of
 

this
 

study
 

was
 

to
 

clarify
 

the
 

mechanisms
 

of
 

ceRNA
 

regulation
 

in
 

mice
 

infected
 

with
 

wild
 

bird-derived
 

H9N2
 

subtype
 

influenza
 

viruses. Methods In
 

this
 

study,we
 

utilized
 

RNA
 

high-throughput
 

sequencing
 

and
 

bioinformatics
 

methods
 

to
 

investigate
 

the
 

alteration
 

of
 

circular
 

RNAs
 

(circRNAs)
 

in
 

the
 

lung
 

tissues
 

of
 

mice
 

infected
 

with
 

avian
 

influenza
 

virus
 

(AIV)
 

subtype
 

H9N2
 

from
 

wild
 

birds.
 

Furthermore,we
 

constructed
 

a
 

circRNA-miRNA-mRNA
 

regulatory
 

network
 

based
 

on
 

the
 

ceRNA
 

hypothesis,in
 

which
 

circRNAs
 

function
 

as
 

competing
 

endogenous
 

RNAs
 

to
 

regulate
 

the
 

expression
 

of
 

their
 

target
 

mRNAs
 

by
 

sponging
 

miRNAs. Results The
 

expression
 

profiles
 

of
 

circRNAs,miRNAs,and
 

mRNAs
 

were
 

investigated
 

in
 

the
 

lungs
 

of
 

mice
 

infected
 

with
 

avian
 

influenza
 

virus
 

(AIV)
 

subtype
 

H9N2
 

using
 

high-throughput
 

sequencing,resulting
 

in
 

a
 

total
 

of
 

5
 

335
 

differentially
 

expressed
 

circRNAs,along
 

with
 

654,85,and
 

1
 

387
 

differentially
 

expressed
 

miRNAs,circRNAs,and
 

mRNAs,respectively.
 

Gene
 

ontology
 

(GO)
 

and
 

Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes
 

(KEGG)
 

pathway
 

analyses
 

revealed
 

that
 

the
 

host
 

genes
 

of
 

differentially
 

expressed
 

circRNAs
 

were
 

mainly
 

involved
 

in
 

innate
 

immune
 

response,cell
 

growth
 

and
 

death,signal
 

transduction,immune
 

system
 

and
 

immune
 

diseases.
 

Additionally,a
 

global
 

analysis
 

of
 

the
 

circRNA-miRNA-mRNA
 

regulatory
 

network
 

indicated
 

that
 

numerous
 

interactions
 

existed
 

among
 

them
 

during
 

H9N2
 

AIV
 

infection,where
 

144
 

over-expressed
 

circRNAs
 

were
 

found
 

to
 

potentially
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downregulate
 

miR-185-5p
 

and
 

miR-34c-5p,leading
 

to
 

the
 

upregulation
 

of
 

downstream
 

functional
 

genes,induction
 

of
 

host
 

cell
 

calcium
 

ion
 

pathway,and
 

consequently
 

promoting
 

the
 

potential
 

pathogenesis
 

of
 

H9N2
 

infection. Conclusion By
 

identifying
 

the
 

expression
 

profiles
 

of
 

circRNAs
 

and
 

constructing
 

circRNA-related
 

regulatory
 

networks,an
 

abundant
 

network
 

of
 

circRNAs
 

and
 

ceRNAs
 

was
 

revealed
 

to
 

be
 

involved
 

in
 

the
 

regulation
 

of
 

H9N2
 

virus
 

infection,thus
 

providing
 

new
 

insights
 

into
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

H9N2
 

virus-host
 

interactions.
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  流感病毒属于正粘病毒科、单股负链RNA病毒,
根据其核蛋白的抗原性不同分为 A、B、C和D型[1]。

A型流感病毒(Influenza
 

A
 

virus,IAV)变异频繁易发

生跨物种传播,在人和动物中广泛流行,对全球公共卫

生造成威胁。
禽流感(avian

 

influenza,AI)由禽流感病毒(Avian
 

influenza
 

virus,AIV)引起的一种从轻微呼吸道症状

到急性、败血性传染病综合征,几乎所有禽类均可感

染[2]。流感病毒基因组包含了由RNA组成的8个独

立基因片段,这8个基因片段又可编码12~14种蛋白

质[3]。根据致病性差异,可将AIV分为高致病性禽流

感病毒(Highly
 

Pathogenic
 

Avian
 

Influenza
 

Virus,

HPAIV)和低致病性禽流感 病 毒(Low
 

Pathogenic
 

Avian
 

Influenza
 

Virus,LPAIV)[4]。在 LPAIV 中,

H9N2亚型是最广泛流行和最具破坏性的。家禽对

H9N2亚型AIV易感,该病毒于1966年首次从美国

火鸡中分离出来[5],之后通过野鸟传播到欧亚大陆、中
东和非洲等地区[6]。20世纪90年代,在我国广东省

首次爆发了H9N2流感病毒引起的禽流感,导致肉鸡

死亡,产蛋率下降[7]。另外,H9N2亚型 AIV是其他

AIV内部基因的主供体,并能与共循环的AIV重组而

导致病毒的跨种传播,如 H5N2
 

AIV和人的 H3N8、

H7N9、H10N8
 

AIV,以及亚欧类禽 H1N1猪流感病

毒[8-10]。H9N2亚型AIV也可直接感染人,截至2022
年6月 共 有112例 人 感 染 H9N2亚 型 AIV 的 报

道[11]。由此可见,H9N2亚型AIV对动物以及人类的

健康构成一定威胁,但关于该病毒介导异常宿主反应

的机制仍不十分清楚。
环状RNA(circRNAs)是一种具有环状结构并且

广泛分布在真核生物的非编码RNA(ncRNA)。与传

统的线性 RNA不同,circRNAs无5'帽子结构和3'
 

poly(A)结构,这种从头到尾连接形成的环状结构增

强了circRNAs的稳定性和对大多数外切核糖核酸酶

的抗性[12],在1970年首次发现circRNAs之后的一段

时间一直被认为是病毒基因组或信使RNA前体选择

性剪接的副产物,并未受到太多关注[13]。由于高通量

测序技术和微阵列技术的发展,人们对circRNAs的

丰度、组成、表达谱和分子功能进行了全面分析,并在

真核细 胞 中 检 测 到 广 泛 丰 富 的circRNAs,意 味 着
 

circRNAs是 代 表lncRNA 家 族 不 可 或 缺 的 一 部

分[14-15]。
研究发现,circRNAs参与多种生物过程,并作为

miRNA海绵、转录模板、特殊的蛋白质结合位点和宿

主 基 因 的 调 节 剂 发 挥 广 泛 作 用[16]。已 有 多 种

circRNAs被证明参与流感病毒的发病过程。例如,

circRNAs和上调的circRNA_0082633在PR8感染

A549细胞中的表达谱通过促进I型IFN信号通路抑

制IAV 感染[17]。Yu等[18]的研究发现 H1N1诱导

circ-GATAD2A表达,并且circ-GATAD2A的异位表

达通过降低自噬促进 H1N1的复制。Qu等[19]报道

circRNAs
 

AIVR 可 充 当 miR-330-3p 海 绵,释 放

CREBBP
 

mRNA,加速IFN-β的产生,拮抗IAV 复

制。另有研究报道,在通过用LPAIV、HPAIV以及人

类IAV感染A549细胞中,确定了许多特异性上调的

circRNAs在AIV感染中起重要作用,并预测上调的

circRNAs可能通过影响“范可尼贫血通路”“内吞作

用”通路 和“细 胞 周 期 过 程”调 节 亲 本 基 因 或 充 当

miRNA的海绵[20]。circRNAs在AIV感染中起重要

作用,然 而 关 于 全 面 分 析 circRNAs、miRNAs和

mRNAs在 H9N2亚型 AIV感染中表达的报道仍然

较少。
本研究用野鸟源 H9N2亚型 AIV 感染6周龄

BALB/c小鼠,在感染3
 

d后采集小鼠肺脏,提取总

RNA进行测序,分析其变化,鉴定、表征circRNAs的

表达谱,对不同表达的circRNAs来源基因进行功能

富集分析,并构建circRNA-miRNA-mRNA网络,为

H9N2亚型AIV与宿主间的相互作用和感染的致病

机制提供新的见解。

材料与方法

1 材料

1.1 毒株 A/Anser
 

fabalis/China/HuBS428/2014
(H9N2)为本实验室保存。

1.2 主 要 试 剂 和 仪 器  TRIzol试 剂 购 自 美 国

Ambion公司;氯仿购自衡阳市凯信化工试剂有限公

司;异丙醇购自广州化学试剂厂;RNase-free
 

Water购

自北京全式金生物技术 股 份 有 限 公 司;BeyoRTTM
 

First
 

Strand
 

cDNA
 

Synthesis
 

Kit(RNase
 

H
 

minus)和
 

·136·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2023年06月 第18卷第06期

Jun.2023, Vol.18,No.06



RNase
 

R购自上海碧云天生物技术有限公司;多样品

组织研磨仪Tissuelyser-24购自上海净信实业发展有

限公司。

2 方法

2.1 病毒感染 H9N2野鸟源禽流感病毒经过滤除

菌处理后以106EID50 的剂量接种感染4~6周龄

BALB/c小鼠,于感染后第3
 

d处死小鼠,无菌条件下

取小鼠的肺脏用于RNA提取。

2.2 RNA提取、文库构建及测序

2.2.1 RNA提取 取适量小鼠肺组织,加入1.5
 

mL
 

TRIzol裂解液,用组织研磨机研磨30
 

s,取出静置5
 

min,使组织细胞充分裂解。将研磨、破碎后的组织样

品于4
 

℃、12
 

000
 

g离心5
 

min。将上清转入加有300
 

μL氯仿的EP管中,震荡混匀,同上离心8
 

min,若中

间层较厚,水相较浑浊,可用与上清等体积的氯仿再抽

提一次。吸取上清液至新的1.5
 

mL离心管,加入2/3
上清体积的异丙醇,轻轻颠倒混匀,置于-20

 

℃冰箱

静置2
 

h以上,4
 

℃、17
 

500
 

g离心25
 

min,弃上清。用

0.9
 

mL
 

75%乙醇洗涤沉淀,颠倒混匀后4
 

℃、17
 

500
 

g离心3
 

min,弃上清,再经短暂离心后吸去残留液体,
晾干(3~5

 

min)。用20~200
 

μL
 

RNase-free水溶解

沉淀,即为RNA。

2.2.2 文库构建及测序 使用RNase
 

H试剂盒去除

RNA样品中的rRNA,并用RNase
 

R消化线性RNA,
将RNA片段化。将片段化的RNA合成一链cDNA
后再配制含dUTP的二链合成反应体系合成第二链

cDNA。配制反应体系并设置反应程序,修复双链

cDNA末端,并在3'末端加上 A碱基;配制接头连接

反应体系,并设置反应程序,使接头与cDNA 连接。
配制PCR反应体系,并设置反应程序,对产物进行扩

增。将PCR产物变性为单链后,配制环化反应体系,
并设置反应程序,得到单链环形产物,消化掉未被环化

的线性DNA分子。单链环状DNA分子通过滚环复

制,形成一个包含多个拷贝的 DNA纳米球(DNB)。
将得到的DNBs采用高密度DNA

 

纳米芯片技术加到

芯片上的网状小孔内,通过联合探针锚定聚合技术

(cPAS)进行测序。

2.3 circRNA
 

的鉴定 使用SOAPnuke过滤去除

rRNA,低质量、接头污染以及未知碱基N含量过高的

reads。再利用HISAT和Bowtie2将得到的高质量数

据分 别 与 参 考 基 因 组 和 参 考 基 因 序 列 比 对。在

circBase数 据 库 中 比 对 获 得 的 circRNAs,并 使 用

circAnno对circRNAs注释。

2.4 差异基因的表达分析 使用Bowtie2将clean
 

reads比对到参考序列,再使用RSEM 计算基因和转

录本的表达量。为了使样本间的表达量能够相互比

较,对基因的表达量进行标准化处理。RSEM 使用的

标准化方法是 FPKM。FPKM 计算公式:FPKM=
106C/(NC/103)。FPKM 法能消除基因长度和测序

量差异对计算基因表达的影响,计算得到的基因表达

量可直接用于比较不同样品间的基因差异表达。使用

DEGseq筛 选 差 异 表 达 的 circRNAs、mRNAs 和

miRNAs,其筛选标准为Q 值≤0.001和|log2FC|≥
1。

2.5 差异circRNA的GO和KEGG富集性分析 将

产生 20 种 circRNAs候 选 物 或 显 著 差 异 表 达 的

circRNA来源基因的所有基因置于基因本体论(GO)
数据库或京都基因和基因组百科全书(KEGG)数据库

中,使用超几何检验进行功能富集分析。根据KEGG
 

pathway注释分类,使用R软件中的phyper函数进行

富集分析,计算P 值,然后对P 值进行FDR校正得到

Q值,通常Q 值≤0.05的功能视为显著富集,GO项

或KEGG途径被识别为显著富集的途径。

2.6 circRNA-miRNA-mRNA ceRNA调控网络的

构建使用 RNAhybrid,miRanda和 TargetScan软件

预测差异表达的circRNAs和 mRNAs与差异表达

miRNAs的靶关系。利用Pearson 相关系数(R)计算

差异表达 miRNAs与其靶基因的表达相关性。选择

P<0.05以及 R>|0.8|的对作为候选circRNA-
miRNA或 miRNA-mRNA 对。利用 Cytoscape

 

v3.
9.1软件构建circRNA-miRNA-mRNA网络

结 果

1 circRNAs表达的鉴定

为了确定 H9N2亚型 AIV 感染小鼠后肺脏内

circRNAs水平的变化,对3个对照组和3个实验组进

行高通量测序。过滤掉低质量读数后共鉴定5
 

335个

不 同 的 circRNAs,其 中 对 照 组 中 有 4
 

741 个

circRNAs,感染组有4
 

867个circRNAs,感染组和对

照组共表达4
 

273个circRNAs(图1A)。与circbase
中的 数 据 进 行 比 对,有 3

 

013 个 为 新 鉴 定 的
 

circRNAs,其余2
 

322个已有报道。基因注释显示,这
些不同的circRNAs共来自3个基因组区域:在全部

 

circRNAs中,有 43% 是 外 显 子 和 内 含 子 共 存 的

circRNA,只有0.02%来自内含子(图1B)。circRNAs
的长度从200到10

 

000个核苷酸不等,其中绝大多数

小于2500
 

nt(图1C)。差异表达的
 

circRNA也有类似

分布。在654个差异表达的circRNA中上调428个,
下调226个(图1D)。火山图和热图也展示了这些显

著差异表达的circRNAs(图1E,1F)。

2 差异circRNAs宿主基因功能富集分析

利用GO分析探索差异表达的circRNAs宿主基
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因的潜在功能作用。结果表明,与这些差异表达的

circRNAs宿主基因相关的前20个生物学过程包括主

要参与蛋白质结合、神经系统发育和RNA聚合酶II
转录的负调控等生物学过程(图2A)。同时,与这些

circRNAs宿主基因相关的前20个分子功能和细胞成

分如图2B所示。此外,KEGG分析还揭示了322条

信号通路,其中包括 MAPK信号通路、癌症中的信号

通路、RAS信号通路和PI3K-AKT信号通路等,表明

这些基因与细胞生长和死亡、信号转导、免疫系统、免
疫疾病等有关。

  A 对照组(NC组)和感染组(S428_L组)中的circRNAs差异数

量 B circRNAs长度分布 C circRNAs种类分布 D NC组和

S428_L组上调和下调表达circRNAs数目 E NC组和S428_L组差

异表达circRNAs火山图 F NC组和S428_L组差异表达circRNAs
热图分析

图
 

1 测序分析小鼠肺脏中circRNAs的表达

A Differential
 

number
 

of
 

circRNAs
 

in
 

the
 

NC
 

and
 

S428_L
 

groups
 B Length

 

distribution
 

of
 

circRNAs C Distribution
 

of
 

circRNAs
 

species D Number
 

of
 

up-
 

and
 

down-regulated
 

expression
 

circRNAs
 

in
 

the
 

NC
 

and
 

S428_L
 

groups E Volcano
 

plot
 

analysis
 

of
 

differentially
 

expressed
 

circRNAs
 

in
 

the
 

NC
 

group
 

and
 

S428_L
 

group F Heat
 

map
 

analysis
 

of
 

differentially
 

expressed
 

circRNAs
 

in
 

the
 

NC
 

and
 

S428_L
 

groups
Fig.1 RNA

 

sequencing
 

analysis
 

of
 

circRNAs
 

expression
 

in
 

mouse
 

lungs

3 差异表达miRNAs
 

和mRNAs
 

的筛选

利用DEGseq软件筛选感染组和对照组中差异表

达 的 mRNAs 和 miRNAs。 基 于 RNA-Seq 和

miRNA-Seq数据,共鉴定出85个差异表达 miRNAs
(图3A)和1

 

387个差异表达
 

mRNAs(图3B)。

4 ceRNA网络的构建

研究表明circRNA可充当miRNA的海绵来抑制

其活性,进而调控下游的 mRNA。为了研究circRNA
的参 与 情 况,对 差 异 表 达 的 miRNA 和 其 靶 向 的

circRNA及mRNA之间的相互作用进行综合分析,
以阐明这些核酸之间的功能联系。根据皮尔逊相关系

数R< -0.8、P <0.05 筛 选 到 差 异 miRNA 与

circRNA共434个关系对,与mRNA共17个关系对;
此外,根据皮尔逊相关系数R>0.8、P<0.05筛选到

差异 miRNA与 mRNA之间441个关系对(图4A、

4B)。将靶基因预测结果和表达相关性结果取交集,
选择共有差异表达的 mRNA 和circRNA 作为候选

ceRNA构建与H9N2亚型AIV相关的ceRNA网络,
其中包含了144个ceRNA关系对,144个circRNA、2
个miRNA和17个mRNA(图4C)。

  A circRNAs宿主基因CC、MF、BP前20条 GO分析图 MF 
分子功能 CC 细胞成分 BP 生物过程 B circRNAs宿主基因
前20条KEGG富集分析图
图

 

2 差异表达circRNAs宿主基因的GO分析以及KEGG富集分析

AGO analysis
 

of
 

the
 

first
 

20
 

circRNAs
 

host
 

genes CC,MF
 

and
 

BP MF Molecular
 

function CC Cellular
 

component BP 
Biological

 

process B Graphs
 

of
 

the
 

first
 

20
 

KEGG
 

enrichment
 

analyses
 

of
 

circRNAs
 

host
 

genes
Fig.2 GO

 

analysis
 

of
 

differential
 

circRNAs
 

host
 

genes
and

 

KEGG
 

enrichment
 

analysis

为了进一步探究circRNA相关的ceRNA调控网

络的功能,对ceRNA网络中的 mRNAs进行 GO和

KEGG通路富集分析。GO分析表明,参与ceRNA网

络的基因与免疫系统过程以及通讯、代谢、转运、信号

转导、外界刺激应答可能是circRNA调控抗流感病毒

反应的主要机制(图4D)。KEGG信号通路富集分析

显示,基因显著富集到钙信号通路、丙氨酸-天冬氨酸-
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谷氨酸代谢、D-谷氨酰胺和D-谷氨酸代谢、甘氨酸-丝
氨酸-苏氨酸代谢途径等信号通路(图4E)。

  A NC组和S428_L组差异表达 miRNAs火山图 B NC组和

S428_L组差异表达mRNA火山图
图

 

3 差异表达 miRNAs和 mRNAs火山图分析

A Volcano
 

map
 

analysis
 

of
 

differentially
 

expressed
 

miRNAs
 

in
 

the
 

NC
 

and
 

S428_L
 

groups B Volcano
 

map
 

analysis
 

of
 

differentially
 

expressed
 

mRNAs
 

in
 

the
 

NC
 

and
 

S428_L
 

groups
Fig.3 Overview

 

of
 

differentially
 

expressed
 

miRNAs
 

and
 

mRNAs

讨 论

近年来随着高通量RNA测序和生物信息学工具

的发展,越来越多的研究发现circRNAs具有多种功

能,包括作为蛋白质支架、miRNA海绵以及被翻译成

多肽[20-22]。circRNAs独特的结构为其提供了比线性

RNAs更长的半衰期和更强的RNase
 

R抗性,使其成

为诊断生物标志物和治疗靶点的潜在候选物。大量研

究揭示了circRNAs在多种疾病中的独特表达特征和

重要生物学作用,如癌症[23-25]、心血管疾病[26]、神经

疾病[27]和自身免疫性疾病[28]。但关于circRNAs在

病毒感染中的表达谱、功能和机制等的研究尚少。一

些研究已经涉及病毒感染期间circRNA的鉴定、表征

和功能[29-31],但在AIV感染期间circRNA的特性和

潜在作用仍不明确。

  A 差异circRNA-miRNA相关网络图 B 差异 miRNA-mRNA
相关网络图 C 与 H9N2亚型 AIV相关的circRNA-miRNA-mRNA
相关网络图DceRNA中差异mRNAs的CC、MF、BP前20条GO分析

图 MF 分子功能 CC 细胞成分 BP 生物过程EceRNA中差异

mRNAs前20条KEGG富集分析图。网络图中红色代表 miRNA,绿
色代表circRNA,蓝色代表 mRNA,三角形代表上调基因,V形代表下

调基因。
图

 

4 差异 miRNAs靶基因的GO分析、KEGG富集分析及

circRNA-miRNA-mRNA网络图

A Differential
 

circRNA-miRNA
 

correlation
 

network
 

diagram B
 Differential

 

miRNA-mRNA
 

correlation
 

network
 

diagram  C 
Network

 

diagram
 

of
 

circRNA-miRNA-mRNA
 

correlation
 

associated
 

with
 

H9N2
 

subtype
 

AIVD
 

Top
 

20
 

GO
 

analysis
 

maps
 

of
 

CC,MF,BP
 

of
 

differential
 

mRNAs
 

in
 

ceRNAMF
 

Molecular
 

function CC Cellular
 

component BP Biological
 

processE
 

Top
 

20
 

KEGG
 

enrichment
 

analysis
 

plots
 

of
 

differential
 

mRNAs
 

in
 

ceRNA.
 

Red
 

in
 

the
 

network
 

diagram
 

represents
 

miRNA,green
 

represents
 

circRNA,blue
 

represents
 

mRNA,triangle
 

represents
 

up-regulated
 

genes
 

and
 

V-shape
 

represents
 

down-regulated
 

genes.
Fig.4 GO

 

analysis,KEGG
 

enrichment
 

analysis
 

and
circRNA-miRNA-mRNA

 

network
 

diagram
 

of
 

the
 

target
 

genes
of

 

differential
 

miRNAs

本研 究 系 统 分 析 了 AIV 感 染 小 鼠 肺 脏 中 的

circRNA及miRNA和mRNA表达谱,结果显示AIV
感染对circRNA表达谱有显著影响。共鉴定到5

 

335
个不同的circRNAs,其中与对照组的小鼠肺脏相比鉴

定出654个差异circRNA,包括上调428个,下调226
个。为了预测circRNAs功能,对circRNA宿主基因

进行了功能富集分析,结果显示宿主基因显著富集在

MAPK、PI3K-AKT等与天然免疫相关的信号通路

上,表明鉴定到的circRNAs与 H9N2亚型
 

AIV存在

高度 潜 在 相 关 性。同 时 还 鉴 定 了85个 差 异 表 达

miRNAs和1387个差异表达 mRNAs,即1
 

282个上

调的 mRNA、105 个 下 调 的 mRNA、70 个 上 调 的

miRNA和15个下调的miRNA。在AIV感染后大多
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数差异表达的circRNA、miRNA和 mRNA都出现了

上调的情况。
越来越多的研究表明circRNAs可作为ceRNAs

通过竞争性结合 miRNAs间接调节 mRNAs表达发

挥生物学功能。circ_0050463作为内源性miR-33b-5p
海绵螯合和抑制miR-33b-5p活性,导致真核翻译延伸

因子EEF1A1表达增加,进而促进IAV复制[32]。还

研究了一种新的内含circRNA,AIVR,可作为一个

miRNA 海 绵 起 作 用
 

,AIVR 吸 收 的 miRNAs与

CREBBP的mRNA结合,加速β干扰素(IFN-B)的产

生而发挥其抗病毒作用[33]。为探究circRNA相关的

ceRNA调控网络在H9N2中的功能,本研究通过靶向

预测和表达相关分析,成功构建了H9N2亚型AIV相

关的ceRNA网络,包含了144个ceRNA关系对,144
个circRNA、2个miRNA和17个 mRNA调控网络。
其中miR-185-5p已被鉴定为人类某些癌症的抑癌基

因,包括肝癌、前列腺癌、黑色素瘤以及肺癌等。另有

研究发现,miR-185-5P参与细胞凋亡和坏死并可通过

调节FADD/Caspase-8途径促进肺泡II型细胞坏死,
表明 miR-185-5p可 能 是 一 个 强 有 力 的 生 物 标 志

物[34-38]。同样的,miR-34c-5p与上皮细胞增殖和分

化的调节也密切相关[39]。因此,miR-185-5p和 miR-
34c-5p可能在 H9N2中发挥潜在的调控作用。根据

ceRNA网络图可知,在 H9N2感染过程中 miR-185-
5p和 miR-34c-5p表 达 下 调,mmu_circ_0001777、

mmu_circ_0005915、mmu_circ_0001485等circRNA
可能通过吸附miR-185-5p和miR-34c-5p从而上调下

游的靶基因。miR-185-5p和 miR-34c-5p所靶向差异

mRNA的富集分析结果表明其显著富集在钙离子信

号通路。流感病毒的致病机制依赖于病毒与宿主细胞

蛋白之间的相互作用以及信号转导通路的激活[40-41]。
宿主细胞蛋白和信号通路可能通过劫持病毒生命周期

所需的宿主分子机制来促进病毒复制,或者触发宿主

先天免疫防御来抑制病毒[41]。而钙离子作为细胞内

的第二信使参与细胞生长增殖、能量代谢、信息传递、
细胞死亡和免疫应答等多种生理生化过程。病毒劫持

宿主细胞后充分利用钙离子信号通路,改变钙离子的

稳态,建立持续感染,并且病毒感染引起的病理性钙离

子信号积累可触发细胞抗病毒反应和细胞死亡。因

此,钙离子信号通路已成为治疗病毒感染的一个重要

而有效的靶点[42]。钙离子内流可能在流感进入和感

染的调节中起重要作用。已有研究表明感染甲型流感

病毒会诱导宿主细胞内的钙离子发生内流,并通过钙

离子螯合抑制感染[43]。在感染早期,流感病毒糖蛋白

血凝素(HA)与宿主细胞表面电压依赖性钙离子通道

结合,诱导细胞内钙离子内流,介导IAV的进入,进而

诱发宿主细胞钙离子信号通路,起到促进流感病毒感

染的作用[44]。
上述生 物 信 息 学 数 据 结 果 表 明,在 构 建 的 与

H9N2亚型AIV相关的ceRNA网络中筛选出的144
个过表达的circRNA可能存在通过吸附 miR-185-5p
和miR-34c-5p使其表达下调从而使下游的功能基因

表达上调,诱导宿主细胞钙离子信号通路,进而促进

H9N2病毒感染的潜在发病机制。虽然本研究筛选到

多个调控 H9N2病毒后潜在发病机制的circRNA-
miRNA-mRNA关系对,但是上述ceRNA关系对在

H9N2病毒感染中的具体功能仍待进一步实验验证。
本研究通过鉴定circRNA的表达谱和构建circRNA
相关的调控网络,揭示了一个丰富的circRNAs和

ceRNA网络参与 H9N2感染的调控,为阐明 H9N2
的发病机制提供了新的思路。
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