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摘要：【目的】蜜蜂球囊菌(Ascosphaera apis，简称球囊菌)是专性侵染蜜蜂幼虫的致死性真菌病原。

MicroRNA(miRNA)作为一类重要的基因表达调控因子，能够广泛参与真菌及其宿主的相互作用过程。

本研究通过比较分析球囊菌孢子(AaCK)和侵染中华蜜蜂(Apis cerana cerana，简称中蜂) 6 日龄幼虫肠道

内的球囊菌(AaT)的 small RNA (sRNA)组学数据对球囊菌的差异表达 miRNA (differentially expressed 

miRNA，DEmiRNA)、靶 mRNA 及二者间的调控网络进行全面解析，旨在揭示 miRNA 介导的球囊菌对

中蜂幼虫的侵染机制。【方法】对于球囊菌侵染的中蜂 6 日龄幼虫肠道的 small RNA-seq (sRNA-seq)数

据，利用 BLAST 工具连续比对东方蜜蜂(Apis cerana)和球囊菌的参考基因组筛滤得到 AaT 的 sRNA 组

学数据。分别将 AaCK 和 AaT 的 sRNA 组学数据比对 miRBase 数据库，对球囊菌侵染宿主前后 miRNA

的数量和结构特征进行分析。联用 RNAhybrid+svm_light、Miranda 和 TargetScan 软件预测 AaCK vs AaT

比较组中 DEmiRNA 的靶 mRNA，进而利用相关生物信息学软件对上述靶 mRNA 进行 GO 分类和 KEGG

代谢通路富集分析。通过 Cytoscape 软件对 DEmiRNA-mRNA 调控网络进行可视化。利用 Stem-loop 

RT-PCR、RT-qPCR 和分子克隆验证测序结果的可靠性。【结果】在 AaCK 和 AaT 中分别鉴定到 380

和 387 个 miRNA。结构特征分析结果显示，AaCK 和 AaT 的 miRNA 皆集中分布在 18–25 nt，且首位碱

基主要偏向于 U。AaCK vs AaT 比较组共有 270 个 DEmiRNA，包含 155 个上调 miRNA 和 115 个下调

miRNA，分别靶向结合 6091 和 6145 个 mRNA。GO 分类结果显示，上述靶 mRNA 主要涉及代谢进程、
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细胞进程、应激反应等 15 个生物学进程；细胞、细胞组分、细胞器等 12 个细胞组分；催化活性、结合、

转运子活性等 11 个分子功能。KEGG 代谢通路富集分析结果显示，上述靶 mRNA 富集在 123 条代谢通

路，参与对氨基酸代谢、碳水化合物代谢以及核苷酸代谢等物质代谢，氧化磷酸化、硫代谢、氮代谢等

能量代谢，以及 MAPK 和 Hippo 等信号通路的调控。球囊菌 DEmiRNA 与靶 mRNA 之间存在复杂的调

控关系，其中 miR-29-x、miR-250-x、miR-4968-y、miR-11200-x、novel-m0023-5p、novel-m0130-5p 和

novel-m0135-5p 等 DEmiRNA 可靶向结合与球囊菌的半胱氨酸蛋白酶、DNA 甲基化转移酶以及几丁质

酶相关的 mRNA；此外，miR-7-x、miR-9-z、miR-319-y 和 miR-5951-y 等同时参与调控 MAPK 信号通

路；进一步分析发现，miR-250-x 同时参与对 DNA 甲基化转移酶、MAPK 信号通路及其他酶类合成与

代谢途径的调控，并可能参与球囊菌与中蜂 6 日龄幼虫之间的跨界调控。通过 Stem-loop RT-PCR 和

RT-qPCR 验证了 4 个 DEmiRNA 的差异表达，并利用分子克隆和 Sanger 测序证实 miR-7-x 的序列与测

序结果一致。【结论】本研究解析了侵染中蜂 6 日龄幼虫的球囊菌的 miRNA 差异表达谱及 DEmiRNA

的调控网络，揭示了球囊菌 DEmiRNA 可能通过调控病原的物质和能量代谢、增殖、毒力、信号通路及

相关 mRNA 参与对中蜂幼虫的侵染过程。miR-7-x、miR-250-x、novel-m0023-5p 等关键 DEmiRNA 有

望作为白垩病治疗的新型分子靶点。 

关键词：蜜蜂球囊菌，中华蜜蜂，幼虫，微小 RNA，调控网络，侵染机制，跨界调控 

 
 
 
 
 

蜜蜂球囊菌(Ascosphaera apis，简称球囊菌)

是导致蜜蜂幼虫罹患白垩病的致死性真菌病原。

不同于其他昆虫病原菌主要依赖分泌几丁质酶等

胞外酶从外界突破宿主表皮和肠腔，球囊菌与蜜

蜂幼虫的长期协同进化过程中形成了高度适应蜜

蜂幼虫肠道发育的特定侵染模式[1]。病原孢子通过

内勤蜂的哺育行为经口饲喂进入幼虫中肠，在

CO2 的刺激下低水平萌发，并伴有菌丝的少量生

长，6 日龄末期随着中肠和后肠的隔膜消失，孢子

随食物残渣涌入后肠，在 O2 的刺激下迅速萌发，

此时菌丝大量生长，到了宿主免疫系统防御能力

较低的预蛹期，菌丝先后穿透幼虫肠壁和体壁，

导致幼虫死亡，最终从幼虫的尾部蔓延包裹整个

幼虫，形成白垩病状虫尸[2]。在养蜂生产中，一般

认为该病仅危害西方蜜蜂(Apis mellifera)。直至

2015 年，Maxfield-Taylor 等[3]发现球囊菌能够侵

染成年熊蜂蜂王。随后，笔者团队通过组织学和

分 子 生 物 学 手 段 证 实 球 囊 菌 对 中 华 蜜 蜂 (Apis 

cerana cerana，简称中蜂)的雄蜂幼虫具有侵染性，

并通过交叉感染试验证实球囊菌对中蜂工蜂幼虫

也具有侵染性[4]。前期研究中，为探究球囊菌的侵

染机制，笔者团队开展了一系列的分子生物学和

组学研究，基于高质量的测序数据 de novo 组装并

注释了球囊菌的参考转录组，并大规模挖掘了球

囊菌的 SSR 分子标记[5]；在 mRNA 组学层面解析

了 球 囊 菌 在 胁 迫 意 大 利 蜜 蜂 (Apis mellifera 

ligustica，简称意蜂)幼虫和中华蜜蜂幼虫过程中的

差异基因表达谱和转录组动态，初步揭示了病原

差异表达基因(DEG)的功能[6–7]；此外，还在全基

因组水平预测、分析和鉴定了球囊菌的微小 RNA 

(microRNA，miRNA)[8]。相关研究为深入解析球

囊菌对蜜蜂幼虫的侵染机制打下了良好基础。 
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MiRNA 作为一类关键的基因表达调节因子，其

种子序列在转录后水平能够特异性结合靶 mRNA

的 3′ UTR，导致靶 mRNA 降解或抑制其翻译过程，

从而调控生物体的各类生命活动 [9]。2010 年，    

Lee 等[10]首次在粗糙脉胞菌(Neurospora crassa)中

发现丝状真菌的 miRNA-like RNA (milRNA)。鉴

于真菌 milRNA 与动植物成熟 miRNA 的特征及

对靶 mRNA 的调控方式高度相似[11]，以下统称

真菌 miRNA。此后，随着高通量测序技术的迅

速 发 展 与 革 新 ， 人 们 在 尖 孢 镰 刀 菌 (Fusarium 

oxysporum)[12]、核盘菌(Sclerotinia sclerotiorum)[13]、

金龟子绿僵菌(Metarhizium anisopliae)[14]、东方蜜

蜂微孢子虫(Nosema ceranae)[15]等真菌中预测和鉴

定出大量 miRNA。李琼等[16]研究发现 mro-miR-33

可 通 过 负 向 调 节 brlA 促 进 罗 伯 茨 绿 僵 菌

(Metarhizium robertsii)的孢子形成。大量的研究表

明，miRNA 广泛参与真菌及其宿主的相互作用过

程 [17] 。 Shakeel 等 [18] 研 究 发 现 小 菜 蛾 (Plutella 

xylostella)接种 M. anisopliae 来源的僵菌素 A 后，

miR-263、miR-279 和 miR-306 等差异表达 miRNA 

(differentially expressed miRNAs，DEmiRNA)参与

调节 Toll、IMD、Jak-STAT 及细胞粘附分子等免

疫相关信号通路。Evans 等[19]研究推测 N. ceranae

来源的 miRNA 可分泌到蜜蜂的细胞质内，从而跨

界调控宿主的新陈代谢与免疫过程。笔者团队曾

利用二代测序技术和生物信息学方法在球囊菌菌

丝 和 孢 子 的 混 合 样 品 中 预 测 和 鉴 定 到 118 个

miRNA，进而通过靶 mRNA 的功能分析及 miRNA

的调控网络分析揭示了球囊菌 miRNA 与致病性

的潜在关联 [8]。近期，笔者利用 small RNA-seq 

(sRNA-seq)技术对正常及球囊菌胁迫的中蜂 6 日

龄幼虫肠道进行了深度测序，获得了高质量的

sRNA 组学数据，并通过生物信息学和分子生物学

方法深入分析了幼虫肠道 DEmiRNA 及其调控网

络 ， 研 究 结 果 表 明 球 囊 菌 胁 迫 可 导 致 宿 主

miR-30-x、miR-6052-x 和 miR-1277-x 等 54 个

miRNA 差异表达，上述 DEmiRNA 可能参与调控

宿主泛素介导的蛋白水解、细胞凋亡和 Jak-STAT

信号通路等免疫途径[20]。然而，对于病原 miRNA

在球囊菌-蜜蜂幼虫互作过程中的动态和功能，仍

缺乏深入研究和相关报道。 

因此，为进一步探究球囊菌对中蜂幼虫的侵

染机制，本研究基于已获得的高质量 sRNA 组学

数据，通过连续比对东方蜜蜂(Apis cerana)和球囊

菌的参考基因组筛滤得到处理组球囊菌(AaT)的

数据，结合已获得的对照组球囊菌孢子(AaCK)数

据全面解析球囊菌侵染前后 miRNA 的数量和结

构特征，DEmiRNA 的靶 mRNA 功能注释，以及

DEmiRNA-mRNA 调控网络，并利用分子生物学

技术对 DEmiRNA 进行验证。研究结果可为阐明

球囊菌对中蜂幼虫的侵染机制及二者的互作机制

提供新的见解和数据基础。 

1  材料和方法 

1.1  供试球囊菌及蜜蜂幼虫 

球囊菌菌株由福建农林大学动物科学学院

(蜂学学院)蜜蜂保护实验室分离和保藏；中蜂幼虫

取自福建农林大学动物科学学院(蜂学学院)教学

蜂场。 

1.2  对照组和处理组球囊菌的 sRNA-seq 数据来源 

球囊菌和中蜂幼虫肠道样本的制备参照笔者

团队已建立的方法进行[20–21]。简述如下：将球囊

菌菌株接种到 PDA 培养基，并置于 33.0±0.5 °C
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条件下培养 10 d 后，刮取黑色孢子囊，每 100 mg

置于 1 个 RNA-free 的 EP 管内，液氮速冻后置于

–80 °C 冷 藏 。 其 中 一 份 球 囊 菌 孢 子 样 品 用 于

sRNA-seq，作为对照组。其余球囊菌利用血球计

数板计数，并配置终浓度为 1×107 个孢子/mL 的幼

虫饲料，饲喂接种 3 日龄中蜂幼虫(50 μL/只)，此

后 每 24 h 更 换 正 常 饲 料 。 实 验 幼 虫 置 于

35.0±0.5 °C，90%相对湿度(RH)条件下饲养至 6 日

龄，在超净工作台解剖肠道，每 9 只肠道放于 1 个

RNA-Free 的 EP 管中，液氮速冻后置于–80 °C 冷

藏。上述接种感染实验进行 3 次生物学重复，制

备的 3 份球囊菌感染幼虫肠道样品用于 sRNA-seq。

上述球囊菌孢子和球囊菌侵染的中蜂 6 日龄幼虫

肠道样品委托广州基迪奥生物科技有限公司进行

单端测序，测序平台为 Illumina MiSeq。 

对于球囊菌感染中蜂幼虫肠道测序得到的

混合数据，首先将质控后的非注释标签序列映射

到东方蜜蜂参考基因组(assembly ACSNU-2.0)，

过滤映射上的序列标签(mapped tags) (即宿主数

据)，并将 unmapped tags 比对到球囊菌参考基因

组(assembly AAP 1.0)，由此得到的 mapped tags

即为病原本身的数据，从而得到球囊菌相关 tags

在基因组上的位置信息，获得球囊菌 sRNA 组学

数据作为处理组数据(AaT-1、AaT-2、AaT-3)。球

囊 菌 孢 子 测 序 得 到 的 数 据 作 为 对 照 组 数 据

(AaCK)。 

根据笔者团队前期建立的数据质控方法对原

始测序数据进行质控[22]。简述如下：首先过滤掉

下机数据中质量值低于 20 的碱基数超过 1 个或含

有 N 的低质量 reads，剔除不带有 3′接头的 reads，

并截取 3′接头前面的序列，用作后续分析；进一步

过滤掉含有 5′接头的 reads、不含插入片段的 reads

以及插入片段小于 18 nt 的 reads、含有 poly A 的

reads，最终得到小 RNA 的 clean tags。 

1.3  球囊菌 miRNA 的生物信息学预测及分析 

目前，miRBase 数据库内暂无球囊菌 miRNA

的相关信息，笔者参照郭睿等 [8]的方法，利用

miRDeep2 软件将上述 tags 与 miRBase 数据库中

其他物种已知 miRNA 的前体序列进行比对，并

过滤掉比对位置为该 miRNA 左右各延伸 2 bp 的

位置以外的 tag，将最终比对得到的 miRNA 定义

为 known miRNA，其后缀“-x”、“-y”分别代表从

miRNA 前体的5′臂或3′臂加工而来，“-z”代表来源

位置不确定。进一步过滤掉 known miRNA 的

tag，并将剩余 tag 序列比对到球囊菌基因组位

置，利用 MIREAP_v0.2 软件预测 miRNA 的二

级结构，并将存在茎环结构、前体自由能大于     

–18 kcal/mol 、 且 长 度 介 于 18–26 nt 的 成 熟

miRNA 定义为 novel miRNA。利用 TPM (tags per 

million)算法对获得的所有 miRNA 的表达量进行

归一化。 

通过 GraphPad Prism 7 软件统计 sRNA 测序

数据得到的包含 rRNA、tRNA、miRNA、snRNA、

snoRNA 等大量的非编码 RNA (non-coding RNA)

片段数据，并分析 AaCK 和 AaT 组 miRNA 的长

度分布和首位碱基偏向性。 

1.4  DEmiRNA 及其靶 mRNA 的预测和功能注释 

AaCK vs AaT 比较组的差异表达 miRNA 

(DEmiRNA)的筛选标准为 |log2 (Fold change)|≥1

且 P≤0.05。选取–10≤log2 (Fold change)≤10 范围

的 DEmiRNA ， 利 用 在 线 heatmap 工 具

(www.omicshare.com)进行表达量聚类分析。 

分 别 利 用 RNAhybrid (v2.1.2)+svm_light 

(v6.01)、Miranda (v3.3a)、TargetScan (Version: 7.0)
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三种软件对球囊菌 DEmiRNA 的靶 mRNA 进行

生物信息学预测，采用各软件的默认参数；将三

者预测结果的交集作为可靠的靶 mRNA 集合。

进一步筛选得到结合自由能小于–17 kcal/mol 的

靶向结合关系用以后续分析[23–24]。利用 BLAST

工具将预测得到的靶 mRNA 序列比对到 GO 和

KEGG 数据库，从而获得靶 mRNA 的功能注释

信息。 

1.5  DEmiRNA-mRNA 调控网络的构建及分析 

根据笔者团队的前期研究及上述靶 mRNA

的功能注释结果，筛选可能与球囊菌增殖、毒力

和抗逆性等相关的靶 mRNA，根据 DEmiRNA 与

靶 mRNA 的靶向结合关系，利用 Cytoscape 软件

构建和呈现 DEmiRNA 与靶 mRNA 的调控网络。 

1.6  DEmiRNA 的 Stem-loop RT-PCR、Sanger

测序及 RT-qPCR 验证 

参照前期建立的验证体系 [20]，随机挑选的   

4 个 DEmiRNA (miR-7-x、miR-9-z、miR-319-y 和

miR-5951-y)进行分子验证。根据相应的核酸序列，

利用 DNAMAN 软件设计特异性 Stem-loop 引物和

上游引物，以及通用下游引物(表 1)。利用 RNA

抽提试剂盒(TaKaRa，日本)分别抽取 AaCK 和 AaT

的总 RNA，利用 Stem-loop 引物反转录得到 cDNA

模板进行 PCR 扩增，PCR 产物经 1.5%琼脂糖凝

胶电泳检测。胶回收 100 bp 附近的片段，连接

pMD-19T 载体，转化 DH5α 大肠杆菌后挑斑摇菌，

取菌液 PCR 呈阳性的菌液送生工生物工程(上海)

股份有限公司单端测序。 

利用 ABI QuantStudio 3 荧光定量 PCR 系统进

行上述 4 个 DEmiRNA 的 RT-qPCR 检测。采用

SYBR Green 法，反应条件如下：95 °C 5 min；95 °C 

10 s，59 °C 30 s，40 个循环；熔解曲线程序默认

系统设置。以球囊菌 5.8S rRNA 基因作为内参

(GenBank：U68313.1)，利用 2–△△Ct 方法对上述    

4 个 DEmiRNA 进行相对定量。利用 GraphPad 

Prism 7 软件处理 3 次生物学重复的数据并绘图，

并利用 t 检验计算组间显著性。 

 
 

表 1.  本研究使用的引物 

Table 1.  Primers used in this study 

Primer ID Primer sequence (5′→3′) 

miR-7-x-Loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAACAACAA 

miR-9-z-Loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGTCATACAG 

miR-319-y-Loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGGGGAGCTC 

miR-5951-y-Loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCCGTCGTC 

miR-7-x-F ACACTCCAGCTGGGTGGAAGACTAGTGATT 

miR-9-z-F ACACTCCAGCTGGGTCTTTGGTTATCTAG 

miR-319-y-F ACACTCCAGCTGGGTTGGACTGAAGG 

miR-5951-y-F ACACTCCAGCTGGGTTTCGTCAGGAC 

Universal R CTCAACTGGTGTCGTGGA 

5.8S rRNA-F GCAGCGAAATGCGATAAGTAA 

5.8S rRNA-R CCCTCCTAAGACGGGACGAT 
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2  结果和分析 

2.1  数据质控与评估 

AaCK 的 sRNA-seq 产生 12708832 raw reads，

AaT 测序得到的平均 raw reads 数为 10773889；经

质控后 AaCK 和 AaT 的 clean reads 数分别为

12544551 和 10399091，占 raw reads 的比例均在

96.09%以上(表 2)，说明测序数据质量良好。将

AaCK 和 AaT 的 clean reads 映射球囊菌基因组，

mapping ratio 分别为 71.60%和 6.43%。 
 

表 2.  sRNA-seq 数据信息统计 

Table 2.  Summary of sRNA-seq datasets  
Samples Raw reads Clean reads Mapping ratio/%

AaCK 12708832 12544551 (98.71%) 71.60 

AaT-1 10252283 9932883 (96.88%) 8.02 

AaT-2 11367190 10922645 (96.09%) 7.58 

AaT-3 10702194 10341746 (96.63%) 3.69 

2.2  球囊菌 miRNA 的预测与结构特征分析 

通过深度测序得到较为复杂 sRNA 数据集，

其中包含 rRNA、tRNA、miRNA、snRNA、snoRNA

等 大 量 的 非 编 码 RNA (non-coding RNA) 片 段  

(图 1-A)。通过比对 miRBase 数据库，AaCK 和

AaT 共鉴定到 648 个 miRNA。其中，在 AaCK 中

鉴定到 380 个 miRNA，包含 233 个 known miRNA

和 147 个 novel miRNA；在 AaT 中鉴定到 387 个

miRNA，包含 330 个 known miRNA 和 57 个 novel 

miRNA。结构特征分析结果显示，AaCK 和 AaT

的 miRNA 皆集中分布在 18–25 nt，miRNA 分布

最多的分别为 18 nt 和 22 nt (图 1-B)；此外，AaCK

的 miRNA 首位碱基主要偏向于 U，其次偏向于 G

和 C；AaT 的 miRNA 首位碱基同样主要偏向于 U，

但其次偏向于 A 和 C (图 1-C)。 

 

 
 

图 1.  球囊菌 miRNA 的预测及特征分析 

Figure 1.  Prediction and characterization of A. apis miRNA. A: Composition of various sRNA populations 
generated from AaCK and AaT; B: Length distribution of A. apis miRNAs; C: First nucleotide bias of A. apis 
miRNAs. 
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2.3  球囊菌 miRNA 的差异表达分析 

AaCK vs AaT 比较组经筛选共得到 270 个

DEmiRNA，上调和下调表达的 miRNA 数分别为

155 和 115 个(图 2-A)。其中 miR-31-x、miR-9-z、

miR-1-y 以及 miR-375-y 等显著上调，log2(Fold 

change) 分 别 达 到 6.28 、 4.80 、 4.72 和 3.96 ；

novel-m0072-3p、novel-m0003-3p、novel-m0046-5p

和 miR-4968-y 等显著下调，log2(Fold change)分别

达到–9.49、–9.60、–9.88 和–9.92 (图 2-B)。  

2.4  球囊菌 DEmiRNA 的靶 mRNA 预测及分析 

靶 mRNA 预 测 结 果 显 示 ， 上 述 270 个

DEmiRNA 共结合 6348 个靶 mRNA，其中上调

miRNA 和下调 miRNA 分别靶向结合 6091 和 

6145 个 mRNA。GO 分类结果显示，上述靶 mRNA

主要涉及代谢进程(1328)、细胞进程(1309)、单组

织进程(1028)、定位(355)、生物调节(310)、细胞

成 分 组 织 或 生 物 发 生 (294) 、 应 激 反 应 (169) 等   

15 个生物学进程；细胞(1134)、细胞组分(1134)、

细胞器(770)、大分子复合物(436)、细胞器组件(356)、

细胞膜(352)、细胞膜组件(238)、膜关闭内腔(76)

等 12 个细胞组分；催化活性(1264)、结合(920)、

转运子活性(129)等 11 个分子功能(表 3)。 

进一步对上述靶 mRNA 进行 KEGG 代谢通路

富集分析，发现它们富集到 123 条 KEGG 代谢通

路，涉及新陈代谢(2872)、遗传信息加工(854)、

细胞进程(385)、环境信息加工(57)以及有机系统

(19)等 5 大类，富集 mRNA 数最多的前 10 位分别

是新陈代谢总览(708)，翻译(295)，折叠、分类与

降解(237)，碳水化合物代谢(235)，氨基酸代谢

(207)，转运和分解代谢(193)，转录(138)，脂质代

谢(130)，能量代谢(115)，核苷酸代谢(110) (图 3)。 

进一步分析发现富集通路还包括氧化磷酸化

(64)、硫代谢(17)、氮代谢(9)等能量代谢相关通路；

糖酵解/糖异生(46)、氨基糖和核苷酸糖代谢(40)、

丙酮酸代谢(31)等碳水化合物代谢相关通路；甘氨

酸、丝氨酸和苏氨酸代谢(37)、缬氨酸、亮氨酸和

异亮氨酸降解(30)、丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代

谢(28)等氨基酸代谢通路，以及 MAPK 信号通路

(29)、磷脂酰肌醇信号系统(9)、Hippo 信号通路(3)

等信号传导相关通路。 
 

 
 

图 2.  球囊菌 miRNA 的差异表达(A)及表达量聚类(B) 

Figure 2.  Differential expression (A) and expression clustering (B) of A. apis miRNAs. 
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表 3.  球囊菌 DEmiRNA 的靶 mRNA 富集数前 20 位的 GO 条目 

Table 3.  Top 20 GO terms enriched by target mRNAs of A. apis DEmiRNAs 
GO category GO term NR description Number of target mRNAs

BP GO:0009987 Cellular process 1328 

BP GO:0008152 Metabolic process 1309 

MF GO:0003824 Catalytic activity 1264 

CC GO:0005623 Cell 1134 

CC GO:0044464 Cell part 1134 

BP GO:0044699 Single-organism process 1028 

MF GO:0005488 Binding 920 

CC GO:0043226 Organelle 770 

CC GO:0032991 Macromolecular complex 436 

CC GO:0044422 Organelle part 356 

BP GO:0051179 Localization 355 

CC GO:0016020 Membrane 352 

BP GO:0065007 Biological regulation 310 

BP GO:0071840 Cellular component organization or biogenesis 294 

CC GO:0044425 Membrane part 238 

BP GO:0050896 Response to stimulus 169 

MF GO:0005215 Transporter activity 129 

CC GO:0031974 Membrane-enclosed lumen 76 

BP GO:0023052 Signaling 52 

MF GO:0005198 Structural molecule activity 44 

BP: Biological process; MF: Molecular function; CC: Cellular component. 

 

 
 

图 3.  球囊菌 DEmiRNA 的靶 mRNA 的 KEGG 代谢通路富集分析 

Figure 3.  KEGG pathway enrichment analysis of A. apis DEmiRNA target mRNAs. 
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2.5  球囊菌 DEmiRNA 的调控网络构建及分析 

鉴于球囊菌 DEmiRNA 数量达到 270 个，构

建出的调控网络极为复杂，因此根据 Nr 数据库注

释信息，筛选与半胱氨酸蛋白酶、DNA 甲基化转 

移酶、几丁质酶以及 MAPK 信号通路相关的靶

mRNA ， 并 构 建 它 们 与 靶 向 结 合 的 球 囊 菌

DEmiRNA 之间的调控网络(图 4)，分析发现分别

有 11 个上调 miRNA 和 18 个下调 miRNA 结合   

2 个与半胱氨酸蛋白酶相关的靶 mRNA；分别有  

6 个上调 miRNA 和 7 个下调 miRNA 结合 1 个与

DNA 甲基化转移酶相关的靶 mRNA；分别有 3 个

上调 miRNA 和 6 个下调 miRNA 结合 1 个与几丁

质酶相关的靶 mRNA；分别有 114 个上调 miRNA

和 88 个下调 miRNA 结合 29 个 MAPK 信号通路

相关的靶 mRNA。  

进 一 步 分 析 结 果 显 示 ， 显 著 下 调 的

miR-4968-y 同时参与对 DNA 甲基化转移酶、半胱

氨酸蛋白酶和 MAPK 信号通路的调控；显著下调

的 miR-11200-x 和 novel-m0130-5p 均同时参与对

DNA 甲基化转移酶、几丁质酶和 MAPK 信号通路

的 调 控 ； 显 著 下 调 的 novel-m0023-5p 和

novel-m0135-5p 均同时参与对几丁质酶、半胱氨

酸蛋白酶和 MAPK 信号通路的调控；显著上调的

miR-6037-y、miR-250-x、miR-8503-x、miR-3786-x、

miR-1344-x、miR-3718-y 等 6 个 miRNA 和显著下

调 novel-m0123-3p、novel-m0028-5p、miR-29-x、

miR-5658-x 等 4 个显著 miRNA 均同时参与对

DNA 甲基化转移酶和 MAPK 信号通路的调控。显

著 上 调 的 miR-2-x 、 miR-10-y 、 miR-100-y 、

miR-190-x、miR-971-y、miR-2788-y、miR-3715-x、

miR-6005-x、miR-6497-x、miR-29b3-y 等 10 个

miRNA 和显著下调的 miR-29-y、miR-1546-x、

miR-5951-y 、 miR-7977-x 、 miR-8577-x 、

novel-m0019-3p、novel-m0060-3p、novel-m0062-3p、

novel-m0077-3p、novel-m0108-5p、novel-m0112-3p

等 11 个 miRNA 均同时参与对半胱氨酸蛋白酶和

MAPK 信号通路的调控。 

2.6  球囊菌 DEmiRNA 的 Stem-loop RT-PCR 和

RT-qPCR 验证  

利用 Stem-loop RT-PCR 和 RT-qPCR 对随机

选择的 2 个上调 miRNA 和 2 个下调 miRNA 在

AaCK 和 AaT 中的真实表达与相对表达变化趋势

进行验证，结果显示上述 4 个 DEmiRNA 在 AaCK 

vs AaT 比较组内均真实表达，且与 sRNA-seq 中相

应的表达量变化趋势一致(图 5 A–D)。对 miR-7-x

的 Stem-loop RT-PCR 扩增片段进行 TA 克隆和

Sanger 测序，结果与其测序序列一致(图 5-E)，进

一步证明了测序结果的可靠性。 

3  讨论 

球囊菌专性侵染蜜蜂幼虫，在与宿主的长期

协同进化过程中形成特定的侵染模式，但目前对

球囊菌的致病机理的认识还停留在组织学和生物

化学水平[1]，缺乏分子生物学和组学水平的深入阐

释。前期研究中，笔者团队利用二代测序技术和

生物信息学方法在 mRNA 组学层面初步解析了球

囊菌与意蜂及中蜂幼虫的复杂互作机制[6–7,25–26]，

发现在侵染中蜂幼虫肠道过程中，部分与物质和

能量代谢相关的球囊菌基因表达受到不同程度的

抑制[4]；中蜂幼虫肠道的免疫相关基因被球囊菌大

量激活[25]；此外，在临近白垩病暴发的中蜂 6 日

龄幼虫肠道鉴定到 537 个 DEmiRNA，它们通过靶

向调控各类代谢活动和免疫途径对球囊菌胁迫产 
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图 4.  球囊菌的 DEmiRNA-mRNA 调控网络 

Figure 4.  DEmiRNA-mRNA regulation networks in A. apis. A: Regulation networks of cysteine 

proteinase-associated mRNAs and corresponding DEmiRNAs; B: Regulation networks of chitinase-associated 

mRNAs and corresponding DEmiRNAs; C: Regulation networks of DNA methyltransferases-associated mRNAs and 

corresponding DEmiRNAs; D: Regulation networks of MAPK signaling pathway-associated mRNAs and 

corresponding DEmiRNAs. Orange circles indicate up-regulated miRNAs; green circles indicate down-regulated 

miRNAs. Purple diamond indicate target mRNAs. 
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图 5.  球囊菌 DEmiRNAs 的 Stem-loop RT-PCR 及 RT-qPCR 验证 

Figure 5.  Stem-loop RT-PCR and RT-qPCR confirmation of A. apis DEmiRNAs. A, B, C, D: Agarose gel 
electrophoresis of Stem-loop RT-PCR products and RT-qPCR examination of miR-319-y, miR-5951-y, miR-9-z and 
miR-7-x; E: Sanger sequencing of Stem-loop RT-PCR product from miR-7-x. Three biological replicates were 
analyzed, and are represented as Mean±SD. *: P<0.05 compared with AaCK (t-test). 
 

生应答[20]。本研究在前期研究基础上进一步探究

侵染中蜂 6 日龄幼虫肠道的球囊菌的 miRNA 差异

表达谱及其潜在调控作用，在 AaCK 和 AaT 中分

别鉴定出 380 和 387 个 miRNA，它们的长度主要

介于 18–25 nt，首位碱基偏向性主要偏向于 U。前

人 研 究 发 现 ， 番 茄 在 接 种 厚 垣 孢 普 可 尼 亚 菌

(Pochonia chlamydosporia)后，其体内用于调控基

因沉默的 24 nt 的 sRNA 丰度显著降低[27]。本研究
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发现 AaCK 中 miRNA 在 18 nt 分布的数量最多，

而 AaT 中 miRNA 在 22 nt 分布的数量最多，这种

差异体现出球囊菌侵染中蜂幼虫前后，其 miRNA

的结构特征发生改变，暗示球囊菌可能通过改变

miRNA 结构参与对中蜂幼虫的致病过程。本研究

鉴定到的 miRNA 与前期研究[8]鉴定到的 miRNA

互为补充，丰富了球囊菌 miRNA 的信息，为其功

能研究提供了数据基础。进一步的差异分析发现

AaCK vs AaT 比较组的上调和下调 miRNA 数分别

为 155 和 115 个，分别靶向结合 6091 和 6145 个

mRNA，这些靶 mRNA 参与调控代谢进程、细胞

进程、催化活性、应激反应等功能条目，核苷酸

代谢、氨基酸代谢和碳水化合物代谢等物质代谢

途径，氧化磷酸化、硫代谢和氮代谢等能量代谢

途径，以及 MAPK 信号通路、Hippo 信号通路和

磷脂酰肌醇信号系统等信号转导通路，上述结果

表 明 球 囊 菌 在 侵 染 中 蜂 幼 虫 时 通 过 改 变 自 身

miRNA 的表达量，以影响靶 mRNA 的表达水平，

进而适应幼虫肠道内的环境并调节自身的增殖。 

DNA 甲基化是真核生物的重要表观遗传标

记，通过影响基因的表达调控遗传组分与环境胁

迫的应答反应[28]。DNA 甲基化转移酶(DNMTase)

是甲基化的关键酶，与真菌病原的生长、抗逆性

及 毒 力 密 切 相 关 [29] 。 Jeon 等 [30] 研 究 发 现 缺 失

DNMTase 编 码 基 因 DIM-2 的 稻 瘟 病 菌

(Magnaporthe oryzae)，其菌落形态、径向生长和

孢子形成过程发生异常，导致其致病力明显下降。

Wang 等[31]发现 MrDIM-2 和 MrRID 可影响 M. 

robertsii 的甲基化过程和基因组甲基化特异性，缺

失 MrDIM-2 或 RID/DIM-2 的菌株，其富集在细胞

进程调控和胁迫应答等功能条目上基因及菌株毒

力相关的半胱氨酸蛋白酶和几丁质酶等基因均下

调表达，导致 M. robertsii 在经过辐照和热激等不

良环境胁迫后的孢子活性降低；此外，作者还发

现缺失 MrDIM-2 或 RID/DIM-2 的 M. obertsii 感染

的大蜡螟(Galleria mellonella)死亡率和体表分生

孢子数也明显降低。Lewsey 等[32]研究发现拟南芥

(Arabidopsis thaliana)的 siRNA 在植株体内传播过

程中可介导全基因组 DNA 甲基化(RdDM)。目前，

相关 miRNA 主要通过靶向结合 DNMTase mRNA

的 3′UTR 并抑制其表达，进而影响整个机体的甲

基化模式和生物学功能[33–34]。前期研究中，我们

发现侵染中蜂 6 日龄肠道的球囊菌的 DNMTase 编

码基因(ID：Unigene0012984)显著上调[log2(Fold 

Change)=2.52，P=0.02]。本研究中，分别有 6 个

上 调 miRNA (miR-250-x 、 miR-1344-x 、

miR-3718-y、miR-3786-x、miR-6037-y、miR-8503-x)

和 7 个下调 miRNA (miR-29-x、miR-4968-y、

miR-5658-x 、 miR-11200-x 、 novel-m0028-5p 、

novel-m0123-3p、novel-m0130-5p)共同靶向 1 个与

DNA 甲基化转移酶相关的 mRNA (DMAP1，ID：

KZZ94679.1)。推测侵染中蜂 6 日龄幼虫的球囊菌

通过下调上述 7 个 miRNA 的表达水平，部分解除

对 DMAP1 的抑制作用，从而维持正常的甲基化水

平，保证与其抗逆性和致病性相关基因的表达。

中蜂幼虫与球囊菌存在复杂互作，宿主的免疫系

统必然产生相应的免疫防御，以限制病原的增殖

造成部分相关 miRNA 上调表达。目前，笔者已对

球囊菌菌丝和孢子进行全基因组 DNA 甲基化测

序，未来可结合本研究中的 miRNA 组学数据，进

一步探究球囊菌侵染中蜂幼虫过程中病原 miRNA

与 DNA 甲基化之间的调控关系。 
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在长期协同进化过程中，以蜜蜂为代表的昆

虫进化出以吞噬、包囊和黑化作用为代表的细胞

免疫和以 Jak-STAT、Imd、JNK 和 Toll 信号通路

为代表的体液免疫[35]，与复杂而稳定的肠道菌群[36]

和不饱和脂肪酸[2]等生物化学环境协同抵御外源

病原菌的入侵。对于真菌病原，其致病性主要依

赖于利用宿主营养满足自身繁殖，另一方面抑制

和削弱宿主先天性免疫的能力，例如分泌以半胱

氨酸蛋白酶和几丁质酶等蛋白酶和其他次生代谢

产物抑制宿主免疫反应并降解宿主防御分子[37]。

前期研究中，笔者团队发现球囊菌的 12 个几丁质

酶相关基因在胁迫意蜂 6 日龄幼虫肠道过程中差

异表达，说明这些差异表达基因参与了球囊菌的

致病过程[38]。本研究发现，有 3 个上调 miRNA 

(bantam-y 、 miR-81-y 、 miR-282-y) 和 6 个 下 调

miRNA (miR-11200-x 、 novel-m0023-5p 、

novel-m0076-5p、novel-m0096-5p、novel-m0130-5p

和 novel-m0135-5p)靶向结合 1 个几丁质酶相关

mRNA (ID ： KZZ95064.1) ； 此 外 ， miR-2-x 、

miR-10-y、miR-100-y、miR-200-x 和 miR-971-y

等 11 个 上 调 miRNA 以 及 miR-1546-x 、

miR-4968-y 、 miR-8577-x 、 novel-m0023-5p 和

novel-m0135-5p 等 18 个下调 miRNA 靶向结合   

2 个半胱氨酸蛋白酶相关 mRNA (ID：KZZ90947.1；

KZZ98031.1)；进一步分析发现 novel-m0023-5p 和

novel-m0135-5p 均显著下调且同时参与对几丁质

酶和半胱氨酸蛋白酶的调控。上述结果表明球囊

菌 在 中 蜂 幼 虫 肠 道 的 特 定 环 境 下 ， 通 过 调 节

miRNA 的表达水平，动态调控几丁质酶和半胱氨

酸蛋白酶基因的表达，影响自身毒力并协助穿透

幼虫肠道围食膜和肠壁，可能在球囊菌侵染后期

引起白垩病暴发的过程中发挥关键作用，但需要

进一步的实验验证。 

病原真菌受到外界环境刺激后，可通过复杂

而保守的信号级联反应引起下游靶标基因的表达

变化 [39]。其中，丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen- 

activated protein kinase，MAPK)级联反应在真菌信

号通路中极为关键，参与到真菌交配繁殖、渗透

压调节、孢子形成以及毒力水平的调控[40]，其依

赖的 MAP 激酶可协助病原真菌侵染宿主[41]。笔者

团队前期在 mRNA 组学层面探究了球囊菌在胁迫

中蜂幼虫和意蜂幼虫过程中的基因表达谱，发现

对于侵染中蜂 6 日龄幼虫的球囊菌，富集在 MAPK

信号通路上的高表达基因数量显著增加[42]，另有

64 个富集基因在球囊菌侵染意蜂 6 日龄幼虫肠道

后显著上调[38]，暗示球囊菌 MAPK 信号通路上的

大量基因被显著激活。本研究中，共有 29 个 MAPK

信号通路相关的 mRNA (例如 MAP 激酶编码基

因，ID：KZZ97981.1；真菌信息素交配因子编码

基因，ID：KZZ87749.1，丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶

编码基因，ID：KZZ87358.1 等)与 114 个上调

miRNA (bantam-y、miR-2-x、miR-7-x、miR-9-z、

miR-81-y、miR-100-y 和 miR-250-x 等)和 88 个下

调 miRNA (miR-29-x、miR-319-y、miR-4968-y、

miR-5951-y 、 miR-11200-x 、 novel-m0023-5p 和

novel-m0135-5p 等)存在靶向结合关系。RT-qPCR

结果显示其中的 miR-7-x、miR-9-z、miR-319-y 和

miR-5951-y 的相对表达变化水平与测序数据一

致。以上结果表明上述 DEmiRNA 参与了对侵染

中蜂幼虫的球囊菌 MAPK 信号通路的调控，病原

可通过激活或抑制该通路富集靶 mRNA 的表达，

影响球囊菌对宿主肠道环境的适应和增殖。 
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球囊菌 DEmiRNA 与靶 mRNA 之间存在复杂

的调控关系。一个 miRNA 可调控多个靶 mRNA，

反之亦然[8]。本研究发现，结合 262 个靶 mRNA

的 miR-250-x 显著上调[log2(Fold Change)=11.52，

P=0.01]，同时参与 DNA 甲基化转移酶、MAPK

信号通路以及其他酶类合成与代谢途径的调控，推

测球囊菌在侵染中蜂 6 日龄幼虫的过程中，宿主通

过与球囊菌的互作上调后者 miR-250-x 的表达水

平，增强对相关靶 mRNA 的抑制，从而影响病原

的孢子萌发和菌丝生长。前人研究发现 miRNA 在

不同物种间具有一定的同源性和保守性[43]，并参与

宿主与病原相互之间的跨界调控[19,44–45]。前期研

究发现，被球囊菌侵染的中蜂 6 日龄幼虫肠道的

miR-250 显著上调表达，并参与调控泛素介导的蛋

白水解和 Jak-STAT 信号通路等细胞和体液免疫。

结合本研究的结果进一步分析发现，中蜂幼虫肠

道和球囊菌的 miR-250 的 5′端种子区序列一致，

具有较高的同源性，推测宿主来源的 miR-250 对

球囊菌的毒力和增殖产生跨界调控，而病原来源

的 miR-250 可能分泌到宿主细胞质内，对包括免

疫防御在内的生物学进程产生影响，从而促进自

身的增殖。下一步将结合病原与宿主的 miRNA 数

据，预测中蜂幼虫肠道 miRNA 与球囊菌 mRNA、

球囊菌 miRNA 与中蜂幼虫肠道 mRNA 之间的靶

向结合关系，并通过生物信息学和分子生物学方

法解析二者的跨界调控作用，深入探究二者的互

作机制。近年来，非编码 RNA (non-coding RNA，

ncRNA)日益受到国内外学者的关注，长链非编码

RNA (long non-coding RNA，lncRNA)和环状 RNA 

(circular RNA，circRNA)已成为全世界的研究热

点。笔者团队前期已利用链特异性建库的二代测

序技术对球囊菌进行测序，在全基因组水平分析

和鉴定了 lncRNA[46]和 circRNA[47]。竞争性内源

RNA (competitive endogenous RNA，ceRNA)假说

认为 lncRNA 和 circRNA 等 ncRNA 可充当 miRNA

的分子海绵，通过 miRNA 应答元件竞争性结合

miRNA，进而影响其对靶 mRNA 以及各类生命进

程的调控[48]。球囊菌对蜜蜂幼虫的侵染机制必然

伴随着复杂分子事件的发生，其中 ncRNA 扮演着

什么角色，本研究鉴定出 DEmiRNA 是否与球囊

菌的 lncRNA 和 circRNA 存在 cross talk，是否存

在 DEmiRNA 介导的更为复杂的 ceRNA 调控网

络，是非常值得关注的研究方向。 

综上所述，本研究对胁迫中蜂 6 日龄幼虫的

球囊菌的 miRNA 差异表达谱及调控网络进行全

面分析，研究结果为深入探究球囊菌对中蜂幼虫

的侵染机制以及二者之间的互作机制提供了新的

思路和线索，也为球囊菌关键致病因子的筛选和

功能研究提供了基础。 
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Differential expression pattern and regulation network of 
microRNAs in Ascosphaera apis invading Apis cerana cerana 
6-day-old larvae 

Cuiling Xiong#, Yu Du#, Ruirong Feng, Haibin Jiang, Xiaoyu Shi, Haipeng Wang, 
Xiaoxue Fan, Jie Wang, Zhiwei Zhu, Yuanchan Fan, Huazhi Chen, Dingding Zhou, 
Yanzhen Zheng, Dafu Chen*, Rui Guo* 
College of Animal Sciences (College of Bee Science), Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002, Fujian 
Province, China 

Abstract: [Objective] This study aimed to reveal miRNA-mediated mechanism underlying Ascosphaera apis 
infection of Apis cerana cerana larvae. [Methods] Small RNA (sRNA) dataset of A. apis during infection (AaT) was 
screened out from sRNA-seq data from Ascosphaera apis-infected A. c. cerana 6-day-old larval guts. The filtered 
sRNA datasets from the purified spores (AaCK) and AaT were aligned against miRBase using Blast, followed by 
analyses of number and structural characteristics of pathogen miRNAs before and after Ascosphaera apis infection. 
Prediction, GO categorization and KEGG pathway enrichment analysis of targets of DEmiRNAs were conducted 
using related software. The regulation network between DEmiRNAs and corresponding targets was visualized using 
Cytoscape. Stem-loop RT-PCR, qPCR and molecular cloning were used to verify the reliability of our sequencing 
data. [Results] Totally, 380 and 387 miRNAs were identified in AaCK and AaT, respectively. The length of 
Ascosphaera apis miRNAs were mainly distributed between 18 nt and 25 nt; and the first base had a U bias. There 
were 155 up-regulated and 115 down-regulated miRNAs in AaCK vs AaT, targeting 6091 and 6145 mRNAs. Targets 
of DEmiRNAs were involved in 15 biological processes, 12 cell components and 11 molecular functions. 
Additionally, these targets were engaged in 123 pathways, regulating material metabolisms, energy metabolisms and 
signaling pathways. Moreover, complex regulation networks existed between DEmiRNA and corresponding targets, 
among them miR-29-x, miR-250-x, miR-4968-y, miR-11200-x, novel-m0023-5p, novel-m0130-5p and 
novel-m0135-5p can target mRNAs associated with cysteine proteinase, DNA methyltransferases and chitinase; 
miR-7-x, miR-9-z, miR-319-y and miR-5951-y can simultaneously regulate MAPK signaling pathway; miR-250-x 
may be involved in cross-kingdom regulation between A. apis and A. c. cerana larvae. [Conclusion] Our results 
revealed DEmiRNAs may participate in the infection process of A. apis via regulating targets associated with 
material and energy metabolisms, pathogen proliferation, virulence, and several signaling pathways; several key 
miRNAs including miR-7-x were potential targets for chalkbrood control. 

Keywords: Ascosphaera apis, Apis cerana cerana, larvae, microRNA, regulation network, infection mechanism, 
cross-kingdom regulation 
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