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摘要：【目的】本研究旨在明确蜜蜂球囊菌(Ascosphaera apis，简称球囊菌)菌丝和孢子中环状 RNA 

(circular RNA，circRNA)的数量、种类和表达谱差异，并探讨共有 circRNA、特有 circRNA 和差异表达

circRNA (differentially expressed circRNA，DEcircRNA)在菌丝与孢子中的潜在作用。【方法】基于前期

获得的球囊菌菌丝(AaM)和孢子(AaS)的高质量 RNA-seq 数据，利用 find_circ 软件预测 circRNA。通过

Venn 分析筛选 AaM 和 AaS 的共有 circRNA 和特有 circRNA。根据 P≤0.05 且|log2 fold change|≥1 的标

准筛选 AaM vs. AaS 比较组的 DEcircRNA。通过比对 GO 和 KEGG 数据库对 circRNA 的来源基因进行

功能和通路注释。利用 TargetFinder 软件预测 circRNA 靶向结合的 miRNA 及 miRNA 靶向结合的 mRNA。

采用 Cytoscape 软件对竞争性内源 RNA (competing endogenous RNA，ceRNA)调控网络进行可视化。通

过 RT-qPCR 对 DEcircRNA 进行验证。【结果】AaM 和 AaS 中分别含有 13210156 和 19011000 条短序列

读段(anchors reads)，其中分别有 6124922 和 11392886 条能够比对上球囊菌参考基因组。在 AaM 和 AaS

中分别鉴定到 1868 个和 2225 个 circRNA，二者共有的 circRNA 为 1098 个，AaM 的特有 circRNA 为

770 个，AaS 的特有 circRNA 为 1127 个。AaM 和 AaS 的 circRNA 长度主要介于 1000–2000 nt，基因间

区 circRNA 为主要环化类型。AaM vs. AaS 比较组包含 456 个上调 circRNA 和 97 个下调 circRNA。共

有 circRNA 的来源基因可注释到 29 个功能条目和 14 类通路；AaM 的特有 circRNA 的来源基因可注释

到 31 个功能和 17 类通路；AaS 的特有 circRNA 的来源基因可注释到 34 个功能条目和 16 类通路；

DEcircRNA 的来源基因可注释到 29 个功能条目和 40 条通路。调控网络分析结果显示，36 个共有 circRNA
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靶向 4 个 miRNA 进而调控 6 个与内吞作用通路相关的靶 mRNA；4(255)个 AaM(AaS)的特有 circRNA 靶

向 2(2)个 miRNA 进而调控 8(2)个次级代谢产物生物合成通路相关的靶 mRNA；9 个 DEcircRNA 靶向 2

个 DEmiRNA 进而调控 3 个 MAPK 信号通路相关的 DEmRNA。RT-qPCR 结果显示 10 个 DEcircRNA 的

表达趋势与测序数据一致，证实了测序数据的可靠性。【结论】球囊菌菌丝和孢子的共有 circRNA、特有

circRNA 和 DEcircRNA 可能通过调控来源基因表达和充当 ceRNA 的方式调节球囊菌的物质和能量代谢、

内吞作用、次级代谢产物生物合成和 MAPK 信号通路，进而影响球囊菌菌丝生长、孢子萌发和致病性。 

关键词：白垩病，蜜蜂球囊菌，菌丝，孢子，环状 RNA，微小 RNA，竞争性内源 RNA 

 

蜜蜂球囊菌(Ascosphera apis，简称球囊菌)侵

染蜜蜂幼虫而导致白垩病，严重影响蜂群群势和

养蜂生产[1]。该病能引起成年蜜蜂数量、蜂群群势

和蜂产品产量的大幅下降[2]。球囊菌孢子随食物被

蜜蜂幼虫经口摄入，在中肠肠腔中 CO2 的刺激下

低水平萌发，并生长出少量菌丝，至预蛹期中肠

与后肠隔膜消失，孢子随食物残渣进入后肠，在

O2 的刺激下剧烈萌发，大量生长的菌丝先后穿透

幼虫肠壁和体壁，进而包裹整个幼虫，形成白垩

状虫尸[2]。2006 年公布的球囊菌基因组版本仅有

序列信息，缺少功能注释信息[3]，导致球囊菌的组

学和分子生物学研究举步维艰。2016 年公布的球

囊菌基因组版本同时包含了完整的序列和功能注

释信息[4]，为球囊菌的相关研究奠定了基础。 

近年来，笔者团队对球囊菌开展了一系列组

学研究，例如 de novo 组装和注释了球囊菌的参考

转录组，并大规模地开发了球囊菌的 SSR[5]；基

于高质量转录组数据对球囊菌的已注释基因进

行了结构优化，并对未注释基因进行了鉴定和功

能注释[6]；通过比较转录组分析筛选出球囊菌菌

丝 和 孢 子 的 共 有 、 特 有 和 差 异 表 达 的 mRNA 

(differentially expressed mRNA，DEmRNA)、微小

RNA (microRNA，miRNA)[7–8]及长链非编码 RNA 

(long noncoding RNA，lncRNA)(未发表数据)并初

步解析了它们的潜在功能。环状 RNA (circular 

RNA，circRNA)是一类新近发现的非编码 RNA 

(non-coding RNA，ncRNA)，广泛存在于真核生物

细胞，已被较多研究证实具有多种重要的生物学

功能[9]。共价闭合的环形结构赋予 circRNA 良好

的稳定性，使其耐受 RNase R 的消化，因而可作

为理想的生物标志物[10]。随着高通量测序技术和

生物信息学算法的持续革新与迅速发展，人类[11]、

蜜蜂[12]、秀丽隐杆线虫(Caenorhabditis elegans)[13]、

古细菌 [14]等物种的 circRNA 被陆续鉴定出来。

circRNA 具有物种保守性、稳定性、表达丰富性、

组织和时序表达特异性等特点[15]。circRNA 已被

证实可通过调控来源基因的转录，充当 miRNA 的

“分子海绵”，以及与 RNA 结合蛋白质相互作用等

方式参与诸多生命活动[16]。近期的研究表明，含

有核糖体进入位点(intemal ribosome entry site，

IRES) 和 N6- 甲 基 腺 嘌 呤 (N6-methyladenosine ，

m6A)甲基化位点的 circRNA 能够翻译多肽和蛋白

质 [17–18]。含 miRNA 反应元件(miRNA response 

element，MRE)的 circRNA 可作为竞争性内源 RNA 

(competing endogenous RNA，ceRNA)与其他 RNA 

(mRNA 和 lncRNA 等)竞争性结合 miRNA，从而

间接调控下游靶 mRNA 的丰度[12,19–21]。CHEN 等[12]

对意大利蜜蜂(Apis mellifera ligustica，简称意蜂)  

4 种 不 同 状 态 的 蜂 王 卵 巢 进 行 转 录 组 测 序 和

circRNA 预测，鉴定到 12211 个 circRNA；作者进
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一步对 DEcircRNA 的来源基因进行功能注释，并构

建和分析了 DEcircRNA 的 ceRNA 调控网络，发现

多个 DEcircRNA 可能与卵巢产卵存在潜在关联性。

前期研究中，笔者全基因组鉴定和分析了意蜂中肠

的 circRNA[22]，并对意蜂和中华蜜蜂(Apis cerana 

cerana，简称中蜂)工蜂中肠发育过程的 circRNA 差

异表达谱、调控网络及潜在作用进行系统解析[23–24]。

目前，对于球囊菌菌丝和孢子中 circRNA 的数量和

种类差异，以及 circRNA 在菌丝生长、孢子萌发和

有性生殖中的作用，相关研究仍然缺失。 

近期，笔者团队利用基于链特异性 cDNA 建库

的 RNA-seq 和 small RNA-seq (sRNA-seq)技术对球

囊菌的纯化菌丝(AaM)和孢子(AaS)样品分别进行测

序和分析，系统解析了二者的共有 mRNA、特有

mRNA 和 DEmRNA 的潜在功能，共有 miRNA、特

有 miRNA 和 差 异 表 达 miRNA (differentially 

expressed miRNA，DEmiRNA)的调控网络及潜在功

能[7–8]，共有 lncRNA、特有 lncRNA 和差异表达

lncRNA (differentially expressed lncRNA，DElncRNA)

的调控方式和潜在作用(未发表数据)。本研究基于

前期获得的高质量的全转录组数据[7–8]，对球囊菌菌

丝和孢子中的 circRNA 进行鉴定，通过比较分析筛

选出菌丝和孢子的共有 circRNA、特有 circRNA 和

DEcircRNA 并进行来源基因的功能和通路注释，进

而构建和分析 ceRNA 的调控网络，以期解析球囊菌

菌丝和孢子中 circRNA 的数量和种类差异，挖掘菌

丝生长、孢子萌发、有性生殖和致病性相关的关键

circRNA 并探讨其潜在功能。 

1  材料和方法 

1.1  基于链特异性 cDNA 建库的 RNA-seq 数据来源 

前期研究中，笔者团队已利用基于链特异

性 cDNA 建库的 RNA-seq 技术对 AaM 和 AaS

分别进行深度测序，获得了高质量的测序数据，

包含 mRNA 组学数据 [7]、lncRNA 组学数据(未

发表数据)和 circRNA 组学数据。其中，高质   

量的 circRNA 组学数据可为本研究中 AaM 和

AaS 中的 circRNA 鉴定和分析提供可靠的数据

基础。 

1.2  sRNA-seq 数据来源 

笔者团队前期已利用 sRNA-seq 技术分别对

AaM 和 AaS 进行测序，获得了高质量的 miRNA

组学数据[8]，可为本研究中的共有 circRNA、特有

circRNA 及 DEcircRNA 的靶 miRNA 预测及调控

网络构建和分析提供可靠的数据支撑。 

1.3  circRNA 的鉴定及种类分析 

参照 GUO 等[25]的方法对 AaM 和 AaS 中的

circRNA 进行生物信息学预测，方法简述如下：

将前期获得的去除了比对上核糖体数据库的有效

读段(clean reads)，利用 TopHat2 比对球囊菌的参

考基因组(assembly AAP 1.0)，去除比对上的 clean 

reads；将剩余的未比对上的 clean reads 的两端分

别截取 20 nt，得到短序列读段(anchors reads)；将

anchors reads 比对球囊菌参考基因组 (assembly 

AAP 1.0)，利用 find_circ 软件[26]在比对上的短序

列读段中预测 circRNA。按照 circRNA 序列在参

考基因组的位置，将预测到的 circRNA 分为以下

类型：已注释的外显子 circRNA (annotated and 

exonic circRNA)、 单 一外 显 子 circRNA (single 

exonic circRNA)、外显子和内含子 circRNA (exonic 

and intronic circRNA)、内含子 circRNA (intronic 

circRNA)、反义链 circRNA (antisense circRNA)以

及基因间区 circRNA (intergenic circRNA)。 
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1.4  共有 circRNA、特有 circRNA 及 DEcircRNA

的来源基因分析 

根据 RPM (每百万比对上的读段中可比对上

反向剪切位点的读段数)算法计算 AaM 和 AaS 中

circRNA 的 表 达 量 。 利 用 omicshare 平 台

(http://www.omichsare.com)的 Venn 工具对 AaM 和

AaS 中的 circRNA 进行 Venn 分析，筛选出共有

circRNA 和特有 circRNA。利用 edgeR 软件[27]筛

选 AaM vs. AaS 比较组 DEcircRNA，筛选标准为  

P≤0.05 且|log2 fold change|≥1。 

circRNA 可与 RNA 聚合酶 II、U1 小核核糖

核蛋白及基因启动子相互作用调控来源基因的表

达[28–29]。circRNA 的来源基因通过使用 Bowtie2[30]

将上述 circRNA 两端的 anchors reads 比对球囊菌

参考基因组进行确定。再将来源基因映射到 GO

数据库和 KEGG 数据库，分别统计映射上的功能

条目和 KEGG 通路。 

1.5  共有 circRNA、特有 circRNA 及 DEcircRNA

的靶向预测及调控网络分析 

基于前期获得的 AaM 和 AaS 的 miRNA 组学

数 据 [8] ， 利 用 TargetFinder 软 件 [31] 预 测 共 有

circRNA、特有 circRNA 和 DEcircRNA 靶向结合

的 miRNA。按照 P≤0.05，自由能≤35 的标准进

一步从上述预测结果中提取共有 circRNA、特有

circRNA 和 DEcircRNA 的靶 miRNA，获得共有

circRNA-miRNA 、 特 有 circRNA-miRNA 以 及

DEcircRNA-miRNA 的调控关系。 

结合前期获得的 AaM 和 AaS 的 mRNA 组学

数 据 [7] 预 测 共 有 circRNA 、 特 有 circRNA 和

DEcircRNA 靶向 miRNA 的靶 mRNA，根据上述

靶向结合关系获得共有 circRNA-miRNA-mRNA、

特有 circRNA-miRNA-mRNA 以及 DEcircRNA- 

miRNA-mRNA 的调控关系。通过 Cytoscape 软  

件[32]对各调控网络进行可视化，参数采用默认参

数。进一步对共有 circRNA、特有 circRNA 和

DEcircRNA 的 ceRNA 调控网络中的靶 mRNA 进

行 GO 和 KEGG 数据库注释。 

1.6  DEcircRNA 的 RT-qPCR 验证 

随机选取 10 个 DEcircRNA (novel_circ_000116、

novel_circ_000206、novel_circ_002810、novel_circ_ 

000018、novel_circ_000079、novel_circ_002976、

novel_circ_002726、novel_circ_001780、novel_circ_ 

000474 和 novel_circ_002752)进行 RT-qPCR 验证。

参 照 Guo 等 [25] 的 方 法 ， 设 计 和 合 成 上 述

DEcircRNA 的特异性反向引物 (表 1)。利用 RNA

抽提试剂盒(天漠，中国)分别提取 AaM 和 AaS 的

总 RNA，分为 2 份，其中 1 份总 RNA 经 RNase R 
 

表 1.  RT-qPCR 的引物信息 

Table 1.  Information of primers for RT-qPCR 
Primer names Primer sequences (5′→3′) 

Novel_circ_000116-F CACTTCGCTGATTTGACG 
Novel_circ_000116-R TGATGTGCTGGTGGTTTG 
Novel_circ_000206-F GAGACAGCATTTCGCAGAC 
Novel_circ_000206-R GGATTGGTGATAAGTTTGGC 
Novel_circ_002810-F TCCCTCTTCTATCATCTCTGC 
Novel_circ_002810-R CATCATCGTCATCTTTCTGG 
Novel_circ_000018-F CGAATACATTGGGAAAGGAG
Novel_circ_000018-R AATCAAACTACTGCCGCC 
Novel_circ_000079-F TAAGGGTGTTCCTGTGGGA 
Novel_circ_000079-R TGATGTGCTGGTGGTTTGA 
Novel_circ_002976-F CCTTGTCCTCAAAACCAGC 
Novel_circ_002976-R ACAGCAACGAATAGCGATG 
Novel_circ_002726-F AGTTTCCTCTATCTGCGTG 
Novel_circ_002726-R GTCAGTGGTCCGACTTCCG 
Novel_circ_001780-F CTTCATCGCCCAACTTCTG 
Novel_circ_001780-R AAACCTCCACGCCTGCCTA 
Novel_circ_000474-F TGCCAAGGGCGTCCACACC 
Novel_circ_000474-R CTCGCGCGGGGATAGATCC 
Novel_circ_002752-F AAGAAGGTGCGTCGACCGA 
Novel_circ_002752-R CCCCACAACAGCGAAATGG 
actin-F CAGGAAAGGCTATGTTCGC 
actin-R ATTACCGAGGAGCAAGACG 
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酶(吉赛，中国)处理后以随机引物进行反转录，获

得 circRNA 的 cDNA 模板；另一份总 RNA 直接作

为模板，以 Oligo (dT)18 作为引物进行反转录，获

得内参基因 actin 的 cDNA 模板。按照 SYBR Green 

Dye (诺唯赞，中国)说明书配制 qPCR 的反应体系

(20 μL)。反应在 ABI Q3 荧光定量 PCR 仪(ABI 公

司，美国)上进行，每个反应进行 3 次重复。反应

条件：94 °C 5 min；94°C 50 s，60°C 30 s，45 个

循环。利用 2–△△Ct 法对上述 DEcircRNA 的相对表

达 量 进 行 计 算 。 通 过 GraphPad Prism 7 软 件

(GraphPad 公司，美国)进行相关数据分析及绘图。 

2  结果和分析 

2.1  球囊菌菌丝和孢子中 circRNA 的预测及分析 

AaM 和 AaS 的 anchors reads 数 分 别 为

13210156 和 19011000 条，比对上参考基因组的

anchors reads 数分别为 6124922 (46.37%)条，

11392886 (59.93%)。在 AaM 和 AaS 中分别鉴定到

1868 个和 2225 个 circRNA。其中 AaM 中表达量

最高的是 novel_circ_000216，其次是 novel_circ_ 

000217 和 novel_circ_002913 (表 2)；AaS 中表达

量最高的是 novel_circ_000216，其次是 novel_circ_ 

000217 和 novel_circ_001553 (表 3)。 
 

表 2.  AaM 中前 10 位的高表达 circRNA 

Table 2.  Top 10 highly expressed circRNAs in AaM 
CircRNA ID RPM values 

Novel_circ_000216 956073.87 
Novel_circ_000217 10185.83 
Novel_circ_002913 433.85 
Novel_circ_001553 276.43 
Novel_circ_001554 195.81 
Novel_circ_000650 180.45 
Novel_circ_001468 180.45 
Novel_circ_001884 176.61 
Novel_circ_000652 168.93 
Novel_circ_001382 145.89 

表 3.  AaS 中前 10 位的高表达 circRNA 

Table 3.  Top 10 highly expressed circRNAs in AaS 
CircRNA ID RPM values 

Novel_circ_000216 926438.18 

Novel_circ_000217 9431.94 

Novel_circ_001553 661.65 

Novel_circ_001554 428.93 

Novel_circ_000682 287.48 

Novel_circ_000652 282.91 

Novel_circ_002913 278.35 

Novel_circ_000986 264.66 

Novel_circ_000552 260.10 

Novel_circ_001363 246.41 

 

Venn 分析结果表示，AaM 和 AaS 共有的

circNRA 为 1098 个，特有的 circRNA 分别为 770

和 1127 个。在 AaM 和 AaS 中，分布在 1000–2000 nt

范围的 circRNA 数量最多，分别达到 598 和 690

个；其次为分布在 2000–3000 nt 和 0–500 nt 的

circRNA (图 1)。AaM 和 AaS 中最长的 circRNA

分别为 61627 nt 和 90611 nt，最短的 circRNA 分

别为 90 nt 和 87 nt。进一步分析发现，对于 AaM

和 AaS 中的 circRNA，最丰富的环化类型均为基

因 间 区 circRNA ， 其 次 是 外 显 子 和 内 含 子

circRNA、单一外显子 circRNA (图 2)。 

 

 
 

图 1.  球囊菌菌丝和孢子中 circRNA 的长度分布 

Figure 1.  Length distribution of circRNAs in A. apis 
mycelium and spore. 
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图 2.  球囊菌菌丝和孢子 circRNA 环化类型分布 

Figure 2.  Cyclization type of circRNAs in A. apis mycelium and spore. 
 

2.2  球囊菌菌丝和孢子中共有 circRNA、特有

circRNA 和 DEcircRNA 的来源基因的数据库注释 

共有circRNA 的来源基因可注释到GO 数据库的

29 个功能条目，其中在生物学进程大类中，注释数

量最多的条目分别是代谢进程(32 个)、细胞进程(30

个)及单一组织进程(19 个)；在分子功能大类中，注释

数量最多的为催化活性(17 个)、结合(16 个)及转运器

活性(4 个)；在细胞组分大类中，注释数量最多的为

细胞组分(21 个)、细胞(21 个)及细胞器(16 个)(图 3)。 

AaM 的特有 circRNA 的来源基因可注释到 31

个功能条目，包括细胞进程、代谢进程和单一组织

进程等 15 个生物学进程相关条目；结合、催化活

性和转运活性等 7 个分子功能相关条目；细胞、细

胞组分和细胞器等 9 个细胞组分相关条目(图 2)。

AaS 的特有 circRNA 的来源基因可注释到 34 个功

能条目，包括代谢进程、细胞进程和单一组织进程

等 16 个生物学进程相关条目；结合、催化活性和

结构分子活性等 6 个分子功能相关条目；细胞、细

胞组分和细胞器等 12 个细胞组分相关条目(图 3)。 

此外，上述共有 circRNA 的来源基因可注释到

KEGG 数据库中与代谢、遗传信息处理、环境信息

处理和细胞进程相关的 14 条通路，包括为代谢通

路(9 条)、次级代谢产物的生物合成(8 条)、抗生素

的生物合成(6 条)、碳代谢(5 条)和不同环境中的微

生物代谢(5 条)等(图 4)。AaM 的特有 circRNA 的来

源基因可注释到 17 类通路，包括代谢通路(17 条)、

次级代谢产物的生物合成(7 条)、内吞作用(4 条)、

氧化磷酸化(4 条)和抗生素的生物合成(4 条)(图 4)。

AaS 的特有 circRNA 的来源基因可注释到 16 类通

路，包括代谢通路(27 条)、次级代谢产物的生物合

成(15 条)、核糖体(11 条)、抗生素的生物合成    

(11 条)和不同环境中的微生物代谢(8 条)(图 4)。 

2.3  DEcircRNA 的筛选及来源基因分析 

AaM vs. AaS 比 较 组 共 筛 选 出 553 个

DEcircRNA，包括 456 个上调 circRNA 和 97 个下

调 circRNA。这些 DEcircRNA 的来源基因可注释

到 29 个功能条目，包括细胞进程、代谢进程和单

一组织进程等 12 个生物学进程相关条目；结合、

催化活性和结构分子活性等 6 个分子功能相关条

目；细胞、细胞组分和细胞器等 11 个细胞组分相

关条目。此外，还可以注释到代谢通路(11 个)、

次级代谢产物的生物合成(6 个)、核糖体(5 个)、

内吞作用(4 个)和不同环境中的微生物代谢(4 个)

等 40 条通路。 
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图 3.  球囊菌菌丝和孢子共有和特有 circRNA 的来源基因的 GO 数据库注释 

Figure 3.  GO database annotation of source genes of common and specific circRNAs in A. apis mycelium and spore. 
 

2.4  球囊菌菌丝和孢子的共有 circRNA、特有

circRNA 和 DEcircRNA 的 ceRNA 调控网络构建

及分析 

223 个共有 circRNA 可靶向 22 个 miRNA 进

而结合 310 个靶 mRNA；194 个 AaM 的特有

circRNA 可靶向 9 个 miRNA 进而结合 264 个靶

mRNA；282 个 AaS 的特有 circRNA 可靶向 17 个

miRNA 进而结合 28 个靶 mRNA；68 个 DEcircRNA

可靶向 3 个 miRNA 进而结合 1082 个靶 mRNA。 

对 ceRNA 调控网络中的靶 mRNA 进行功能注

释，结果显示共有 circRNA 的靶 mRNA 可注释细

胞进程、代谢进程和催化活性等 31 个功能条目，

以及代谢通路、抗生素的生物合成和次级代谢产物

的生物合成等 72 条通路；AaM 的特有 circRNA 的

靶 mRNA 可注释细胞进程、代谢进程和催化活性

等 30 个功能条目，以及代谢通路、抗生素的生物 
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图 4.  球囊菌菌丝和孢子共有和特有 circRNA 的来源基因的 KEGG 数据库注释 

Figure 4.  KEGG database annotation of source genes of common and specific circRNAs in A. apis mycelium and 
spore. 

 
 

合成和次级代谢产物的生物合成等 61 条通路；AaS

的特有 circRNA 的靶 mRNA 可注释细胞进程、代

谢进程和结合等 21 个功能条目，以及 RNA 转运、

碳代谢和不同环境中的微生物代谢等 24 条通路；

DEcircRNA 的靶 mRNA 可注释细胞进程、代谢进

程和催化活性等 41 个功能条目，以及代谢通路、

次级代谢产物生物合成和抗生素的生物合成等 106

条通路。 

进一步分析发现，36 个共有 circRNA 可靶向 4

个 miRNA 进而调控 6 个内吞作用相关的靶 mRNA 

(图 5-A)；AaM 的 4 个特有 circRNA 可靶向 2 个

miRNA 进而调控 8 个次级代谢产物生物合成通路 

相关的靶 mRNA (图 5-B)；AaS 的 255 个特有

circRNA 可靶向 2 个 miRNA 进而调控 2 个次级代

谢产物生物合成通路相关的靶 mRNA (图 5-C)；   

9 个 DEcircRNA 可靶向 2 个 DEmiRNA 进而调控

3 个 MAPK 信号通路相关的 DEmRNA (图 6)。 

2.5  DEcircRNA 的 RT-qPCR 验证 

随机选取 10 个 DEcircRNA 进行 RT-qPCR 验

证，结果显示 DEcircRNA 的表达水平与测序数据

中相应的表达水平变化趋势一致(图 7)，证明了  

测序数据的可靠性和 DEcircRNA 表达趋势的准

确性。 
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图 5.  球囊菌菌丝和孢子的共有和特有 circRNA 的 ceRNA 调控网络 

Figure 5.  CeRNA regulation networks of common and specific circRNAs in A. apis mycelium and spore. A: 
ceRNA network of common circRNAs in A. apis mycelium and spore and their target mRNAs relative to 
endocytosis pathway; B: ceRNA network of specific circRNAs in A. apis mycelium and their target mRNAs 
relative to biosynthesis of secondary metabolites pathway; C: ceRNA network of specific circRNAs A. apis spore 
and their target mRNAs relative to biosynthesis of secondary metabolites pathway. 
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图 6.  球囊菌菌丝和孢子 DEcircRNA 的 ceRNA 调控网络 

Figure 6.  CeRNA regulation network of DEcircRNA between mycelium and spore of A. apis. 
 

 
图 7.  DEcircRNA 的 RT-qPCR 验证 

Figure 7.  RT-qPCR validation of DEcircRNAs. *: P<0.05; **: P<0.01. 
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3  讨论 

前期研究中，笔者团队采用链特异性 cDNA

建库的 RNA-seq 技术和 sRNA-seq 技术分别测序

了球囊菌菌丝和孢子，同时获得了 mRNA[7]、

miRNA[8]、lncRNA (未发表数据)和 circRNA 组学

数据。之所以采用链特异性 cDNA 建库的 RNA-seq

技术而没有采用去线性 RNA 的 circRNA-seq 技

术，是因为后者虽然可能检测到更多的低表达

circRNA，但因为预先使用 RNase R 消化去除了绝

大多数的线性 RNA，导致无法同时计算 circRNA

与其他 RNA 的表达量关系[33]。因此，本研究基于

已获得的球囊菌菌丝和孢子的全转录组数据筛滤

出 circRNA 组学数据，分别从 AaM 和 AaS 中鉴

定到 1868 个和 2225 个 circRNA，它们的长度主

要分布在 1000–2000 nt，主要环化类型均为基因间

区 circRNA (88.81%和 85.89%)。东方蜜蜂微孢子

虫(Nosema ceranae)是养蜂生产中另一种常见的

蜜蜂真菌病原，其 circRNA 的主要环化类型为外

显 子 circRNA (85.29%) 和 基 因 间 区 circRNA 

(14.71%)[34]，表明不同蜜蜂真菌病原的 circRNA

环化类型存在差异。笔者团队前期研究发现意蜂

主要环化类型为已注释外显子 circRNA (48.56%)

和反义链 circRNA (15.83%)[22]，而中蜂的主要环

化类型均为已注释外显子 circRNA (47.45%)和反

义链 circRNA (18.66%)[24]，表明来源于不同物种

的 circRNA 的环化类型具有物种特异性。circRNA

的表达具有组织特异性[15,31]。本研究中，球囊菌

菌丝和孢子的共有 circRNA 为 1098 个，特有

circRNA 的数量分别为 770 和 1127 个。推测上述

共有 circRNA 可能在球囊菌生活史的不同阶段发

挥必要的生物学功能，而特有 circRNA 在菌丝和

孢子中分别发挥不同的调控功能。鉴于球囊菌的

circRNA 研究目前还十分滞后，本研究的鉴定结

果较好地丰富了球囊菌的 circRNA 信息，也能  

为其他真菌物种的 circRNA 研究提供有益的参考

信息。 

circRNA 可与 RNA 聚合酶 II、U1 小核核糖

核蛋白及基因启动子相互作用调控来源基因的表

达，从而发挥特定的生物学功能[28–29]。本研究中，

AaM 和 AaS 的共有 circRNA 的来源基因可注释到

生物学进程、细胞组分和分子功能相关的 29 个功

能条目，包括代谢进程、细胞进程、催化活性、

生殖和生殖进程等；此外还可注释到 38 条通路，

包括赖氨酸降解和半胱氨酸和蛋氨酸的代谢等 10

条氨基酸代谢相关通路，三羧酸循环和磷酸戊糖

途径等 5 条碳水化合物代谢相关通路，脂肪酸伸

长和不饱和脂肪酸的生物合成等 2 条脂质代谢相

关通路，以及 1 条能量代谢相关通路(氧化磷酸

化)。以上结果说明上述共有 circRNA 可能通过调

控相应的来源基因表达广泛调节球囊菌菌丝和孢

子的物质和能量代谢。内吞作用是通过质膜的变

形运动将胞外物质转运入胞内的过程。真菌菌丝

在生长过程中其顶端具有较为活跃的物质合成和

分泌过程，而膜泡通过内吞作用将酶类与质膜等

关键分子往返运输于菌丝顶端和其他部位[35]。在

稻瘟病病原(Magnaporthe oryzae)中，内吞作用相

关基因 MoARK1 和 MoPAN1 可显著影响细胞壁的

完整性、产孢量以及致病性[36]。本研究发现，3 个

共有 circRNA (novel_circ_002895、novel_circ_002896

和 novel_circ_000146)调控的 3 个来源基因可注释

到内吞作用通路，说明这些 circRNA 可能通过调

控相关来源基因的表达调节菌丝和孢子的内吞作

用，进行影响物质代谢、杂交产孢和致病性。 
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次级代谢产物一般分为抗生素、激素、生物

碱和毒素等类型。在侵染宿主时，真菌能够分泌

次级代谢物促进自身增殖并杀死宿主[37–38]。卵孢

白僵菌(Beauveria tenella)和球孢白僵菌(Beauveria 

bassiana)合成与分泌的草酸和类草酸晶体等次级

代谢物可协同致死宿主[37]。本研究中，球囊菌菌

丝的 4 个特有 circRNA 调控的来源基因可注释到

次级代谢产物生物合成通路。前期研究发现菌丝

的 4 个特有 lncRNA 可能通过顺式作用调控相关

基因表达，从而调节次级代谢产物生物合成通路

(未发表数据)。以上结果表明菌丝的特有 circRNA

和特有 lncRNA 具有调控次级代谢产物生物合成

的潜在功能，可能在侵染和致死宿主的过程中发挥

重要作用。此外，真菌的孢子萌发也受次级代谢物

的影响[38–39]，例如禾谷镰刀菌(Fusarium graminearum)

分生孢子和菌落的产生受自身次级代谢物的诱导[39]。

本研究发现，孢子的 255 个特有 circRNA 调控的

来源基因可注释到次级代谢产物通路。前期研究

发现孢子的 197 个特有 miRNA 调控的 288 个靶

mRNA 也注释到了次级代谢产物生物合成通路[8]。

上述结果表明孢子的部分特有 circRNA 和特有

miRNA 可能通过共同调控次级代谢产物的合成影

响孢子萌发，两种不同类型的 ncRNA 之间或存在

一定的关联。 

丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein 

kinase，MAPK)级联反应在真菌的致病性、有性生

殖及孢子形成等方面发挥关键调控作用[40–41]，其依

赖的 MAPK 激酶可协助病原真菌侵染宿主[42–43]。

在前期研究中，我们发现 AaS vs AaM 比较组中 11

个 DElncRNA 通过顺式作用调节 9 个上下游基因，

对 MAPK 信号通路具有潜在调控性[7]。本研究中，

2 个 DEcircRNA (novel_circ_002736 和 novel_circ_ 

002895)调控的 2 个来源基因可注释到 MAPK 信号

通路。上述结果表明 DEcircRNA 和 DElncRNA 可

能通过不同的方式调控基因表达，进而通过调节

MAPK 信号通路影响球囊菌菌丝和孢子的有性生

殖和致病过程。ceRNA 机制认为凡含有相同或类

似 MRE 的转录本如 circRNA 和 lncRNA 等均可以

通过竞争结合 miRNA 间接调控基因表达[44–47]。

ZHANG 等[47]证实胶质母细胞中的 circRNAMOT1

能够作为“分子海绵”吸附结合 miR-92，继而上调

WWOX 信号通路相关基因的表达，进而抑制胶质

细胞瘤细胞的增殖。本研究中，ceRNA 调控网络

分析结果显示 223 个共有 cirRNA、194 个菌丝特

有 circRNA、282 个孢子特有 circRNA 和 68 个

DEcircRNA 分别靶向结合 22、9、17 和 3 个

miRNA，进而调控 310、264、28 和 1082 个 mRNA。

进 一 步 分 析 发 现 ， 菌 丝 和 孢 子 共 有 的 36 个

circRNA 靶向 4 个 miRNA，进而调控内吞作用相

关的 6 个靶 mRNA；菌丝的 4 个特有 circRNA 靶

向 2 个 miRNA，进而调控次级代谢产物生物合成

相关的 8 个靶 mRNA；孢子的 255 个特有 circRNA

靶向 2 个 miRNA，进而调控次级代谢产物生物合

成 通 路 相 关 的 2 个 靶 mRNA ； 此 外 ， 9 个

DEcircRNA 靶向结合了 2 个 DEmiRNA，进而调

控 MAPK 信号通路相关的 3 个 DEmRNA。以上结

果表明球囊菌的 circRNA 可能通过 ceRNA 机制调

控上述靶 mRNA 相关的基因表达，进而通过调节

内吞作用、次级代谢产物生物合成和 MAPK 信号

通路参与球囊菌的有性生殖和致病过程。但需要

强调的是，本研究涉及的球囊菌菌丝和孢子均来

源于实验室条件下获得的纯培养，不同于处于侵

染过程的球囊菌，因而上述分析结果更多体现的

是部分共有 circRNA、特有 circRNA 和 DEcircRNA
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与球囊菌致病性的潜在关联。目前，笔者团队已

制备球囊菌侵染的意蜂幼虫肠道和中蜂幼虫肠道

样 品 ， 下 一 步 将 利 用 链 特 异 性 cDNA 建 库 的

RNA-seq 技术对上述肠道样品进行测序，通过连

续比对核糖体数据库、蜜蜂宿主基因组和球囊菌

基因组筛选得到病原数据，再结合球囊菌孢子的

测序数据进行比较分析，处于侵染过程的球囊菌

的 DEcircRNA 与病原致病性的关系将更为直接和

真实。 

根癌农杆菌介导(AtMT)的真菌遗传转化体系

为真菌基因的分离克隆和功能研究提供了技术平

台，目前已经广泛应用于昆虫病原真菌[48–50]的基

因功能研究。下一步的工作重点是构建根癌农杆

菌介导的球囊菌遗传转化技术体系，并对内吞作

用、次级代谢产物生物合成和 MAPK 信号通路等

相关的关键 circRNA 进行初步的功能研究。 

4  结论 

本研究通过全面分析球囊菌菌丝和孢子的共有

circRNA、特有 circRNA 和 DEcircRNA，解析了菌

丝和孢子中 circRNA 的数量和种类差异，揭示了部

分 circRNA 可能通过调控来源基因和充当 ceRNA

的方式调节内吞作用、次级代谢产物生物合成和

MAPK 信号通路及相关基因表达，进而影响球囊

菌的物质和能量代谢、杂交产孢和致病性。 
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Abstract: [Objective] The objective of this study is to clarify the differences of number, type and expression profile 
of circRNAs between Ascosphaera apis mycelium and spore, and discuss the potential role of common circRNAs, 
specific circRNAs and differentially expressed circRNAs (DEcircRNAs). [Methods] Based on previously gained 
high-quality RNA-seq data of A. apis mycelium (AaM) and spore (AaS), circRNAs were predicted using find_circ 
software. Common circRNAs and specific circRNAs were filtered via Venn analysis. DEcircRNAs of AaM vs AaS 
were screened following the standard of P≤0.05 and |log2 fold change|≥1. Function and pathway annotation of 
source genes of circRNAs was done via alignment against GO and KEGG databases. CircRNA-targeted miRNAs and 
miRNA-targeted mRNAs were predicted using TargetFinder software. Cytoscape software was used to visualize 
competing endogenous RNA (ceRNA) regulation network. DEcircRNAs were verified by RT-qPCR. [Results] There 
were 13210156 and 19011000 anchors reads in AaM and AaS, respectively, among them 6124922 and 11392886 ones 
can be mapped to the reference genome of A. apis. In AaM and AaS groups, 1868 and 2225 circRNA were 
respectively identified, and the numbers of common circRNAs, specific circRNAs in AaM and specific circRNAs in 
AaS were 1098, 770 and 1127, respectively. In addition, the length of circRNAs in AaM and AaS was mainly 
distributed among 1000–2000 nt, and the most abundant circularization type was intergenic circRNA. Further, 456 
upregulated circRNAs and 97 downregulated circRNAs were contained in AaM vs AaS comparison group. Source 
genes of common circRNAs were annotated to 29 functional terms and 14 pathway classifications; source genes of 
specific circRNAs in AaM were annotated to 31 functional terms and 17 pathway classifications; source genes of 
specific circRNAs in AaS were annotated to 34 functional terms and 16 pathway classifications; source genes of 
DEcircRNAs were annotated to 29 functional terms and 40 pathways. ceRNA regulation network analysis showed that 
36 common circRNAs can target four miRNAs, further regulating six mRNAs related to endocytosis. Additionally, 
four (255) specific circRNAs in AaM (AaS) can target two (two) miRNAs, further regulating eight (two) mRNAs 
related to biosynthesis of secondary metabolites; nine DEcircRNAs can target two DEmiRNAs, further regulating 
three DEmRNAs associated with MAPK signal pathway. The result of RT-qPCR displayed that the expression trend of 
10 DEcircRNAs was consistent with that in the sequencing result, verifying the reliability of our sequencing data. 
[Conclusion] Common circRNAs, specific circRNAs and DEcircRNAs in A. apis mycelium and spore may regulate 
material and energy metabolisms, endocytosis, biosynthesis of secondary metabolites, and MAPK signaling pathway 
through controlling the expression of source genes and serving as ceRNAs, further affecting the mycelium growth, 
spore germination, and pathogenicity of A. apis. 

Keywords: chalkbrood, Ascosphaera apis, mycelium, spore, circular RNA, microRNA, competing endogenous RNA 
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