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摘要：【目的】利用 RNA-Seq，分析人巨噬细胞在牛痘病毒(VACV)感染前后基因表达的变化，探索牛

痘病毒与宿主细胞相互作用的机制。【方法】用牛痘病毒感染人巨噬细胞，采用 RNA-Seq 比较感染组和

对照组的差异表达基因，并进行 KEGG、GO 以及 STRING 网络分析。【结果】感染组与对照组相比，

筛选出显著性差异表达基因 4796 个，其中上调表达 2416 个，下调表达 2380 个。KEGG 富集分析表明

差异基因主要参与新陈代谢、信号转导、免疫系统和感染疾病等通路。GO 功能注释显示这些基因富集

在细胞功能调控、物质代谢和免疫调控等生命过程。运用 STRING 在线蛋白互作数据库，对 NOD 样信

号通路进行分析，鉴定出以 JUN、CHUK、IL1B 和 PYCARD 为核心的调控基因。【结论】牛痘病毒感

染可以诱导人巨噬细胞基因差异性表达，涉及的生物学过程有很多，对免疫相关的信号通路进行深入的

分析，发现 C 型凝集素受体信号通路(C-type lectin receptor signaling pathway)、Toll 样受体信号通路以及

NOD 样通路等多条通路可能参与调控牛痘病毒感染引起的炎症反应，该研究为解析牛痘病毒的感染机

制和免疫逃逸机制以及其在临床上治疗感染性疾病和癌症提供了新思路。 
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牛痘病毒(vaccinia virus，VACV)，是正痘病

毒家族的一个成员，包含大约 200 kb 的 dsDNA 基

因组，在胞浆内复制，其转录翻译的蛋白，可以

调节宿主先天免疫反应[1–2]。牛痘病毒在消除天花

疾病中起着重要的作用，研究还发现表达外源基

因的重组牛痘病毒株有可能作为新的应用疫苗甚

至是多价疫苗，诱导抗体产生以及 T 细胞对外源

抗原的免疫反应[3–4]。近年来，它还被作为一种溶

瘤病毒用于癌症的治疗[5]。同时，牛痘病毒被广泛

用于研究 DNA 病毒感染与宿主免疫反应的相互

作用。牛痘病毒编码的蛋白会抑制先天性免疫反

应，进而发生免疫逃逸。目前对于牛痘病毒感染

与宿主免疫反应的相互关系仍存在很多未知的调

控机制。 
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RNA-Seq 测序技术具有高灵敏度，能够检测

到细胞中少至几个拷贝的稀有转录本，实现样品

的多路复用，并去除 PCR 重复的测序读数，进行

高通量测序，不仅是细菌基因表达的首选方法[6]，

也 广 泛 应 用 于 动 植 物 等 生 物 体 单 细 胞 测 序 。

RNA-Seq 是现代科学深度测序技术进行转录组分

析的先进方法。使用这种方法的研究已经改变了

我们对真核转录组的范围和复杂性的看法。与其

他方法相比，RNA-Seq 还可以更准确地测量转录

本及其同工型的水平[7]。近些年来，RNA-Seq 技

术被用于真核生物单细胞无偏、高分辨率、高通

量测序；在哺乳动物胚胎、器官发育、以及在免

疫学、肿瘤治疗、表观遗传学和常见疾病等方面

的研究中发挥了重要作用[8–10]。 

已有相关文献报道，RNA-Seq 技术用于探索

病毒与宿主相互作用机制的研究，如在登革热病

毒(DENV)感染外周血单核细胞以及牛病毒性腹

泻病毒(BVDV)感染细胞的研究中，通过 RNA-Seq

分析感染后细胞基因差异表达情况，发现某些基

因在抗病毒免疫中发挥重要作用[11–12]。RNA-Seq

技术的应用，为研究病毒和宿主细胞的相互作用

关系提供便利，同时也促进科学研究的发展。在

本文中，为研究牛痘病毒和宿主细胞的相互关系，

我们用牛痘病毒感染人巨噬细胞，利用 RNA-Seq

技术对感染前后人巨噬细胞中基因表达的差异进

行分析，以期为进一步解析牛痘病毒与宿主相互

作用的分子机制提供新的线索，并为改良牛痘病

毒溶瘤的能力提供新的思路。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料、试剂 

实验材料：细胞系：人单核细胞(THP-1)；病

毒：牛痘病毒(VACV)，来源于中国科学院微生物

所方敏老师研究组；5% CO2/37 °C 的恒温无菌培

养箱；细胞培养皿；低速离心机；试剂：RPMI-1640

完全培养基购自 HyClone 公司；胎牛血清购自

VISTECH 公司；PBS 缓冲液，实验室配制；双抗

购自 Thermo Fisher Scientific 公司；PMA (佛波酯)

购自 Sigma 公司；Trizol 购自天根生物公司。 

1.2  细胞培养 

复苏细胞：从液氮中取出细胞，立刻将其放

入 37 °C 水浴锅，迅速晃动冻存管，使其快速融化，

低速离心，转移至超净台，弃上清；细胞培养：

用 1640 培养基将细胞重悬，移至悬浮培养皿，加

入适量的培养基，放入恒温箱进行细胞培养(5% 

CO2/37 °C)。 

1.3  病毒感染 

通过细胞计数板对 THP-1 细胞进行计数，取

细胞数量 5×106 个，铺于贴壁培养皿中，使用 PMA 

(20 nm/L)处理 24 h 使其分化为巨噬细胞。首先进

行不同时间和不同量的牛痘病毒感染预实验，发

现用 2 MOI 的病毒刺激细胞 9 h，既能较强地激活

下游相关信号通路，又能避免细胞的死亡。因此

感染组使用 2 MOI 的病毒感染 9 h 的细胞，未感

染的细胞作为对照。每个处理设置 3 个重复。 

1.4  RNA 制备 

收集 6 份细胞样品，各加入 1 mL 的 Trizol，

吹打均匀，冰上裂解 10 min；加入 200 µL 的三氯

甲烷，上下摇晃，充分混匀；4 °C、12000 r/min

离心；取 500 µL 上清至新的 1.5 mL 的 RNase-free 

EP 管中，勿吸到中间蛋白质层；加入等体积 500 µL

的异丙醇，上下摇匀，4 °C、12000 r/min 离心；

弃上清，注意不要吸走沉淀；加入 1 mL 75%的 

RNase-free 的乙醇，4 °C、12000 r/min 离心，重复
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步骤；弃上清，打开离心管的管盖，在冰上放置

让乙醇挥发，再加入 20 µL RNase-free 的水溶解。

测浓度后–80 °C 保存样品。 

1.5  转录组测序 

将提取完成的 RNA，通过 NanoDrop 仪器检

测 RNA 浓度。对照组和实验组各有 3 个 RNA 样

本的重复，后续测序文库构建及 RNA-seq 测序由

贝瑞和康完成。文库构建：使用 NEBNext®Ultra II

定 向 RNA 库 制 备 试 剂 盒 ( 美 国 New England 

Biolabs，Inc.)构建 Illumina Truseq 文库，使用 NovaSeq

平台进行测序。配对末端读取长度为 150 bp。 

1.6  数据处理与分析 

通过质控软件 fastp[13]对原始数据(raw reads)

进行数据过滤，参数为“-q 3 -u 50”，去除接头序列、

空读序列以及低质量序列。过滤后的数据使用

Hista2[14]软件将质控后的实验组和对照组的测序

数据与参考基因序列进行比对；参考基因组为

Hg38，基因信息均从 NCBI 数据库下载。通过

featureCounts 软件[15]，使用基于 Count 计数的基

因表达矩阵进行基因差异表达分析和多重校验 P

值，通过 R 语言程序包 DESeq2[16]对两组样品进行

基因差异表达分析，然后以“P-value≤0.01，且差

异倍数在 2 倍以上”为标准，筛选显著差异基因。

对差异表达基因进行 KEGG 富集分析和 GO 功能

分析以及 STRING 在线数据库进行蛋白互作网络

分 析 。 将 原 始 数 据 上 传 到 NCBI 网 站 数 据 库

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) ， 编 号 为 ：

GSE156003。 

2  结果和分析 

2.1  测序质量评估 

阴性对照组、牛痘病毒感染的实验组的 raw 

data 经 质 控 处 理 ， 分 别 获 得 68270636 条 和

58430410 条 reads，在原始数据中，Q20≥95%和

Q30≥90%。说明本次转录组测序质量可信度较高。 

2.2  差异表达基因 KEGG 富集分析 

牛痘病毒处理组与对照组相比，人巨噬细胞

显著差异表达基因 4796 个，其中上调表达基因

2416 个，下调表达基因 2380 个；通过 KEGG 功

能富集分析，共得到 323 个信号通路的功能注释，

显著性注释信号通路 27 个。将富集程度排名前 20 

的信号通路以图形化方式展示，其生物学过程以

及涉及基因数目如图 1 所示，其中与疾病相关信

号通路有癌症中的转录失调(56)、心律失常性右室

心肌病(ARVC)(25)、癌症的途径(118)、癌症中的

MicroRNA (41)、扩张型心肌病(DCM)(29)、肥厚

型心肌病(HCM)(27)、急性粒细胞白血病(20)和军

团菌病(23)；免疫相关信号通路：C 型凝集素受体

信号通路(32)、NOD 样受体信号通路(46)和 FcγR

介导的吞噬作用(27)；还发现与代谢相关的信号通

路：类固醇生物合成(9)、糖胺聚糖的生物合成-

硫酸软骨素/硫酸皮肤素(9)。这些结果表明牛痘病

毒感染可能会与机体一些疾病形成有关，同时参

与调控体内免疫反应，而糖胺聚糖和类固醇物质

的合成在调控机体抗原识别、免疫反应以及机体

发展中占重要地位。 

为更全面且有针对性地综合分析其生物学效

应，将各信号通路根据所注释的功能归类整理，

如图 2 所示，发现差异表达基因主要富集在新陈

代谢(metabolism)、信号转导(signal transduction)、

内分泌系统(endocrine system)、免疫系统(immune 

system)、感染疾病(infections diseases)、癌症相关

途径(cancers)，表明牛痘病毒感染 THP-1 细胞会

影响机体免疫反应、信号转导以及相关疾病的形
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成。为研究牛痘病毒感染 THP-1 细胞引起机体免

疫反应的调控机制，我们整理了本次测序结果中

基因差异显著性较高的免疫系统信号通路包括：

NOD 样受体信号通路、趋化因子信号通路、C 型

凝集素受体信号通路、白细胞跨内皮迁移、FcγR

介导的吞噬作用、Toll 样受体信号通路、细胞内

的 DNA 识别通路和 RIG-I 样受体的信号通路等主

要信号通路(表 1)。 

2.3  差异表达基因进行 GO 功能分析 

图 3 为从生物过程、细胞组分和分子功能水

平对牛痘病毒处理组中显著性差异表达基因进行 

GO 聚类分析，结果显示在牛痘病毒刺激下，基因

表达量显著上调或下调，主要涉及细胞功能调

控、物质代谢、免疫调控、酶活调控、信号转导

和转录因子活性等重要生命活动。同时我们对差

异表达比较显著的免疫信号通路进行整理分析

时，发现 C 型凝集素受体信号通路、NOD 样受

体信号通路以及 Toll 样通路基因表达显著性比较

高。我们分析了这 3 条信号通路中主要的基因表

达差异情况，所得结果如图 4 所示。这 3 条信号

通路在调控免疫反应中占据重要地位，在此次

RNA-Seq 分析中基因差异表达显著，NOD 样受体 

 

 
 

图 1.  KEGG 信号通路散点图 

Figure 1.  Scatter diagram of KEGG signal pathway. Horizontal axis: rich factor; vertical axis: signal 
pathway. Rich factor: the ratio of the number of differentially expressed genes in a signal pathway to the all 
annotated genes; only the top 20 gene regulation entries are displayed. 
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图 2.  KEGG 信号通路条形图 

Figure 2.  KEGG signal pathways bar chart. 
 

表 1.  免疫相关信号通路 

Table 1.  Immune-related signaling pathways 
Category Some classical signaling pathways Number of genes 

ko04625 C-type lectin receptor signaling pathway 32 

ko04666 Fc gamma R-mediated phagocytosis 27 

ko04621 NOD-like receptor signaling pathway 46 

ko04670 Leukocyte transendothelial migration 30 

ko04062 Chemokine signaling pathway 44 

ko04611 Platelet activation 30 

ko04662 B cell receptor signaling pathway 18 

ko04657 IL-17 signaling pathway 21 

ko04610 Complement and coagulation cascades 19 

ko04623 Cytosolic DNA-sensing pathway 14 

ko04622 RIG-I-like receptor signaling pathway 15 

ko04664 Fc epsilon RI signaling pathway 12 

ko05323 Toll-like receptor signaling pathway 29 
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图 3.  牛痘病毒处理人巨噬细胞差异表达基因功能分析图 

Figure 3.  Functional group categories and canonical pathway of differentially expressed genes in vaccinia virus 
treated human macrophages. Up-regulated (red) and down-regulated (green). 
 

信号通路上调表达基因有：CXCL8、TRAF2、JUN、

NLRP1、TP53BP1、CHUK、CASP1、NFKBIA 等，

下调表达基因有：BCL2L1、BCL2、TAB1、OAS1、

OAS3、AIM2、IL1B、IKBKE、PRKCD 等；Toll

样受体信号通路上调表达基因有：CTSK、CXCL8、

CHUK、JUN、NFKBIA 等，下调表达基因有：TAB1、

IL12A、CD14、IL1B、TLR4、IKBKE 等；C 型凝

集素受体信号通路上调表达基因有：JUN、CHUK、

MALT1、MAP3K14、CYLD、SRC 等，下调基因有：

KRAS、EGR2、 IL12A、SYK、CLEC7A、CD209

等。因此，我们推测牛痘病毒感染 THP-1 细胞会

引起多种免疫信号通路的激活，并通过影响基因

表达量上调或下调，调控机体免疫应答。 

2.4  差异表达基因相互作用功能分析 

牛痘病毒感染的人巨噬细胞，其差异表达基

因相互作用涉及信号通路多，存在较为复杂的调

控机制。以 NOD 样信号通路中差异表达基因为

例，通过 STRING 在线数据库分析得到蛋白相互

作用网络图(图 5)，发现此信号通路是以 JUN、

CHUK、IL1B、PYCARD 和 TLR4 等蛋白为核心

的调控机制。进一步对筛选的全部显著差异表达

基因进行分析，发现节点比较高的蛋白有 GNB3、

TACR2 、 FFAR3 、 YPEL4 、 AMBP 、 TACR2 、

VANGL2、S1PR5、OXGR1、EGF、FOXD3、IGF1/2、

PROM、F5、EPCAM、FIGF 等，由于结构网络复

杂程度高，不再通过图例展示。 
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图 4.  牛痘病毒处理人巨噬细胞引起免疫相关信号通路差异表达基因 

Figure 4.  Heat maps show the differentially expressed genes in the immune-related signaling pathways induced 
by Vaccinia virus treatment in human macrophages.  
 

3  讨论 

牛痘病毒是一种外源病原微生物，当其侵入

机体后，会引起一系列的机体免疫反应。在维持

免疫平衡的过程中，机体会表现出非常复杂的调

控机制[17]。目前，对牛痘病毒调控机体免疫应答的

研究已经有不少，如牛痘病毒编码用于抵抗宿主的

蛋白，辅助其免疫逃逸进而感染机体[18–19]；牛痘病

毒可激起天然免疫反应和适应性免疫反应，如与

巨噬细胞相互作用、诱导抗体分泌以及 T 细胞家

族成员 Th1、Th2 分化[20]等。我们的 RNA-Seq 分

析表明，牛痘病毒感染后，人巨噬细胞基因显著

差异表达数目达 4796 个，涉及信号通路 323 个，

这说明两者之间有着较为密切的相互作用机制， 

但目前对于牛痘病毒和宿主细胞的相互关系以及

调控机制仍然还有很多未知。本文利用 RNA-Seq

技术研究了人巨噬细胞在感染牛痘病毒前后基因

表达的差异，并对差异基因进行了较系统的分析。

本研究主要通过对 KEGG 信号通路、GO 功能富

集和 STRING 蛋白互作网络的研究，解析揭示牛

痘病毒与人巨噬细胞的互作机制。 

在分析 RNA-Seq 数据时发现大量差异基因表

达富集在外源病原菌感染信号通路，如军团菌病、

沙门氏菌感染和志贺氏菌等信号通路，说明牛痘

病毒作用于人巨噬细胞会引起比较广泛的免疫反

应，激活不同的病原菌信号通路进行免疫防御，

表明牛痘病毒可能与外源病原菌感染途径具有一

定 的 相 似 性 。 进 一 步 通 过 R N A - S e q 分 析 发 
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图 5.  蛋白相互作用网络图 

Figure 5.  Protein interaction network diagram. Straight line represents the direct action, line colors represent the 
different modes of action between the proteins, and the thickness of the line represents the action intensity. 
 

现，牛痘病毒对人巨噬细胞的重要生命活动过程

也都产生了广泛影响，如在新陈代谢、信号转导、

内分泌系统、免疫系统、感染疾病和癌症相关途

径等信号通路基因差异性表达显著。这些结果显

示，牛痘病毒可以通过调控多种信号通路来调节

机体的生命活动甚至是影响疾病的发生。 

为针对性地研究牛痘病毒感染引起机体免疫

反应的调控机制，我们分析了参与免疫反应的主

要相关信号通路，其中天然免疫信号通路相关的

基因蛋白表达差异性显著，如 C 型凝集素受体信
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号通路、细胞内的 DNA 识别通路、RIG-I 样受体

的信号通路以及 Toll、NOD 样通路等。有趣的是

这些信号通路都参与调控机体的炎症反应。由此

可知牛痘病毒可以通过调控多条信号通路调控机

体的炎症免疫反应。其中牛痘病毒通过不同的病

毒蛋白抑制细胞内的 Toll 信号通路、DNA 识别通

路和 RIG-I 样受体的信号通路来逃逸机体的免疫

反应已多有报道[21–23]。而对牛痘病毒通过 NOD 样

信号通路和 C 型凝集素受体信号通路介导的炎症

反应鲜有报道，因此这里我们主要针对这两条信

号通路进行分析。 

NLRP 是 NOD 样受体家族成员的一类受体，

它含有多个成员。当配体和这些受体结合后，可

以募集重要的接头蛋白凋亡相关斑点样蛋白 ASC 

(又称 PYCARD)，并进一步招募半胱天冬酶蛋白

酶前体，形成炎症小体，并活化 CASP1，进而促

进炎症因子 IL-1B 和 IL-18 成熟以及促使其分泌到

细 胞 外 ， 消 除 病 毒 感 染 的 细 胞 。 通 过 我 们 的

RNA-Seq 结果发现牛痘病毒感染能诱导 NLRP1、

PYCARD 和 IL-1B 的升高，并发现 TRAF2 和

TAB1 这些参与 NF-κB 激活的重要分子也增加，

而 NF-κB 的激活是诱导 IL-1B 和 IL-18 的前体产

生所必需的。有趣的是我们还发现 AIM2、TLR4

和 NLRX1 这些也参与炎症反应的重要分子含量

减 少 。 这 些 结 果 表 明 牛 痘 病 毒 感 染 既 能 激 活

NLRP1 介导的信号通路进而诱导产生炎症反应，

同时又能抑制 AIM2 和 NLRX1 等参与炎症的信号

通路，从而维持炎症反应的平衡。至于这几条信

号通路是如何协同调控牛痘病毒感染引起免疫反

应还有待进一步的深入研究。 

非常有趣的是我们发现牛痘病毒引起 C 型凝

集素受体信号通路差异表达基因显著性高，此信

号通路在抵抗外源真菌、细菌、寄生虫以及病毒

的免疫应答中发挥重要作用[24]。C 型凝集素家族

成员具有多种生理功能，如在炎症和抗菌免疫方

面、调控机体自身免疫病方面和癌症转移扩散过

程中发挥作用，但具体调控机制不是特别清楚。

牛痘病毒引起 C 型凝集素受体信号通路上调表达

的基因代表有 MALT1、MAP3K14、CYLD、SRC，

下调基因有 KRAS、EGR2、SYK、CD209 等基因。

值得注意的是，此信号通路成员在调控癌症形成

以 及 识 别 抗 原 过 程 中 具 有 双 重 作 用 ， CD209 

(DC-SIGN)蛋白促进癌细胞与血小板、白细胞以及

与内皮细胞的相互作用，其他成员则具有抑制癌

症发生的功能 [25]；CD207 蛋白可以识别并清除

HIV 病毒，而 CD209 蛋白可以破坏机体识别 HIV

病毒[26–27]。此次对牛痘病毒处理后的人巨噬细胞

进行 RNA-Seq 分析，发现 dsDNA 牛痘病毒感染

引起 CD209 蛋白表达量下调，此蛋白在癌症迁

移方面扮演重要角色，这为解析通过牛痘疫苗抑

制癌细胞转移和增强机体抵抗病毒的能力提供

新的思路。SYK 激酶与下游 CARD9、BCl-10 和

MAlT1 蛋白相互作用可以诱导下游信号传导，这

些信号分子主要是诱导 NF-κB 依赖性的促炎反

应，牛痘病毒感染引起 SYK 蛋白表达量下调，

进而调节机体的炎症程度，防止炎症反应过度。

有关 C 型凝集素受体信号通路在牛痘病毒感染

引起的炎症反应中的作用和调控机制还有待更

深入的探讨。 

总之，本研究通过应用 RNA-seq 技术对牛痘

病毒与宿主细胞的相互关系进行了更进一步的探

索，发现牛痘病毒感染能调控 C 型凝集素受体信

号通路、细胞内的 DNA 识别通路、RIG-I 样受体

的信号通路以及 Toll、NOD 样通路等多条通路，
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这为解析牛痘病毒的感染机制和免疫逃逸机制以

及其在临床上治疗感染性疾病和癌症提供了一些

新的线索。 
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RNA-Seq analysis of gene expression profile of human 
macrophages infected by vaccinia virus 
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Abstract: [Objective] In this study, we used high throughput sequencing (RNA-Seq) to investigate the gene 

expression profiles in human monocyte-derived macrophages (THP-1) before and post-infection of vaccinia virus 

(VACV). [Methods] We analyzed differentially expressed genes in human macrophages with and without vaccinia 

virus infection by RNA-seq and performed the KEGG, GO, and STRING network analysis to study the 

immune-related signal alterations during infection. [Results] A total of 4796 genes were differentially expressed 

(2416 genes upregulated and 2380 genes downregulated) of VACV treatment THP-1 versus control. Further KEGG 

enrichment analysis shows that differential genes expression in VACV treatment THP-1 cells were mainly involved 

in metabolism, signal transduction, immune system, infectious diseases and other pathways. Gene Ontology (GO) 

functional annotation indicated that these genes were mainly enriched on cell function regulation, metabolism, 

immune regulation and other life processes. The STRING online database analysis showed that JUN, CHUK, IL1B, 

PYCARD protein were higher in the infected THP-1 cells. [Conclusion] Vaccinia virus can induce the differential 

expression of various genes in host cells, and multiple biological processes. We conducted in-depth analysis of 

immune-related signal pathways, and found the C-type lectin receptor-, NOD-like receptor-, and Toll-like receptor- 

signaling pathway are involved in inflammation responses induced by vaccinia virus infection. These results 

provide new insights not only in exploring the mechanism of interaction between vaccinia virus and host, but also 

in applying it in treatments of infectious diseases and cancers. 
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