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摘   要：【目的】长链非编码 RNA (long non-coding RNA, lncRNA)可通过竞争性内源 RNA 
(competing endogenous RNA, ceRNA)等多种方式发挥重要的调控作用，但蜜蜂 lncRNA 的功能研

究至今依然缺失，lncRNA 在蜜蜂免疫应答中的作用尚不清楚。本研究旨在揭示中华蜜蜂(Apis 
cerana cerana, 简称中蜂)幼虫响应蜜蜂球囊菌(Ascosphaera apis)侵染的免疫应答中 lncRNA 的调

控功能及作用机制。笔者团队前期通过深度测序和生物信息学分析发现， lncRNA13164 与

ace-miR-4968 存在靶向关系且潜在参与在中蜂幼虫对蜜蜂球囊菌侵染的应答。【方法】利用实时

荧光定量 PCR (real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR)检测蜜蜂球
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囊菌接种后中蜂幼虫肠道内 lncRNA13164 的表达谱。采用 ILoc-LncRNA 软件预测 lncRNA13164
的亚细胞定位。联用 RNAhybrid、Miranda 和 TargetScan 软件预测 lncRNA13164 靶向的 miRNA 及

miRNA 靶向的 mRNA。通过 PCR 和 RT-qPCR 验证 lncRNA13164 和 ace-miR-4968 的真实表达及

二者间的结合关系。通过饲喂 dsRNA 对蜜蜂球囊菌侵染的中蜂幼虫肠道内 lncRNA13164 进行

RNAi，进而检测 lncRNA13164 的沉默效果及 ace-miR-4968 和 3 个免疫基因(stk、e3ul 和 or1)的相

对表达量。【结果】相较于未接种组，lncRNA13164 的表达量在蜜蜂球囊菌接种组 4 日龄幼虫肠

道内上调，在 5 和 6 日龄幼虫肠道内显著上调。LncRNA13164 可靶向 ace-miR-4968 等 15 个 miRNA
并形成 1 个调控网络。ace-miR-4968 共靶向 79 个基因，可注释到 17 个基因本体论(gene ontology, GO)
条目和 85 条京都基因和基因组百科全书(Kyoto encyclopedia of genes and genomes, KEGG)通路。

LncRNA13164 与 ace-miR-4968 在中蜂幼虫肠道内均真实表达。相较于未接种组，接种组 5 日龄

幼虫肠道内 ace-miR-4968-y 极显著下调表达，与 lncRNA13164 的表达趋势相反。相较于

dsRNA-egfp 饲喂组，dsRNA-lncRNA13164 饲喂组 5 和 6 日龄幼虫肠道内 lncRNA13164 的表达量

均极显著下调(P<0.01)，沉默效率分别为 66.05%和 56.45%。沉默 lncRNA13164 后，ace-miR-4968
的表达量在 5 日龄幼虫肠道内极显著上调，stk、e3ul 和 or1 的表达量均显著下调(P<0.05)。【结

论】饲喂 dsRNA 可有效沉默中蜂幼虫肠道内 lncRNA13164 的表达， lncRNA13164 通过

ace-miR-4968 调控丝氨酸苏氨酸蛋白激酶(serine/threonine-protein kinase Doa isoform X4)基因 stk、
E3 泛素蛋白连接酶(E3 ubiquitin-protein ligase, MYLIP)基因 e3ul 和抗氧化蛋白 1 亚型 X6 (oxidation 
resistance protein 1 isoform X6)基因 or1 表达，进而介导宿主对蜜蜂球囊菌侵染的免疫应答。 

关键词：中华蜜蜂；蜜蜂球囊菌；lncRNA13164；ace-miR-4968；竞争性内源 RNA；免疫应答 
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Abstract: [Objective] Long non-coding RNA (lncRNA) usually functions as competing 
endogenous RNA (ceRNA) to play crucial regulatory roles. As no study of the function of bee 
lncRNA is available, the role of lncRNA in the immune response of bee is unclear. This study 
aims to reveal the regulatory function and mechanism of lncRNA in immune response of Apis 
cerana cerana larvae to Ascosphaera apis infection. Through deep sequencing and 
bioinformatics analysis, we have found that lncRNA targets ace-miR-4968 and involves in the 
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response of A. c. cerana larvae to A. apis infection. [Methods] Real-time fluorescence 
quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) was performed to quantify the expression of 
lncRNA13164 in larval guts of A. c. cerana after A. apis inoculation. ILoc-LncRNA was 
employed to predict subcellular localization of lncRNA13164. RNAhybrid, Miranda, and 
TargetScan were applied to predict target miRNAs of lncRNA13164 and miRNA-targeted 
mRNAs. PCR and RT-qPCR were performed to validate expression of lncRNA13164 and 
ace-miR-4968 as well as their potential binding relationship. The larvae which had been infected 
with A. apis were fed with dsRNA for RNAi of lncRNA13164 in larval guts, followed by 
determination of the silencing effect on lncRNA13164 and relative expression of ace-miR-4968 
and three immune genes (stk, e3ul, and or1). [Results] The expression of lncRNA13164 was 
up-regulated in guts of 4-day-old larvae and significantly up-regulated in guts of 5- and 
6-day-old larvae in the inoculation group as compared with that in the non-inoculation group. 
LncRNA13164 targeted 15 miRNAs including ace-miR-4968, which formed a regulatory 
network. ace-miR-4968 putatively targeted 79 genes which were involved in 17 gene ontology 
(GO) terms and 85 Kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG) pathways. Both 
lncRNA13164 and ace-miR-4968 were expressed in A. c. cerana larval gut. The expression of 
lncRNA13164 in guts of both 5- and 6-day-old larvae was significantly down-regulated as 
compared with that in the dsRNA-egfp-fed group, and silencing efficiencies were 66.05% and 
56.45%, respectively. After the silencing of lncRNA13164, the expression of ace-miR-4968 was 
up-regulated (P<0.01) in guts of 5-day-old larvae, while expression of stk, e3ul, and or1 was 
down-regulated (P<0.05). [Conclusion] lncRNA13164 in A. c. cerana larval guts can be 
silenced through the feeding of specific dsRNA. lncRNA13164 regulates the expression of 
serine/threonine-protein kinase Doa isoform X4 gene stk, E3 ubiquitin-protein ligase (MYLIP) 
gene e3ul, and oxidation resistance protein 1 isoform X6 gnen or1 via ace-miR-4968 and further 
mediates the immune response of host to A. apis invasion. 
Keywords: Apis cerana cerana; Ascosphaera apis; lncRNA13164; ace-miR-4968; competing 
endogenous RNA (ceRNA); immune response 
 
 

长链非编码 RNA (long non-coding RNA, 
lncRNA)是一类长度大于 200 nt 且含有 2 个及以

上外显子的非编码 RNA (ncRNA)，起初被认为

是转录过程产生的副产物[1]。但随着研究的逐渐

深入，lncRNA 被证实参与调控发育、生殖和免

疫防御等诸多生物学过程[2-3]。LncRNA 具有灵

活多样的调控方式，包括通过顺式作用调控上

下游基因表达[2-4]，通过反式作用调节共表达基

因 [5]，编码具有生物学活性的蛋白或小肽 [6]。

借助高通量测序技术和生物信息学，人类

(Homo sapiens)[7]、拟南芥(Arabidopsis thaliana)[8]

和裂殖酵母(Schizosaccharomyces pombe)[9]等动

植物和微生物的 lncRNA 被陆续鉴定出来。在昆

虫中，黑腹果蝇(Drosophila melanogaster)[10]、家

蚕 (Bombyx mori)[11] 和 小 菜 蛾 (Plutella 
xylostella)[12]等的 lncRNA 研究也已见诸报道。

目前，lncRNA 的功能和作用机制研究主要集中

在人类等少数模式生物[7,13]，对于绝大多数昆虫，
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相关研究仍处于起步阶段。前人对蜜蜂的

lncRNA 进行了一些研究，但主要集中在生物信

息学方面，例如 Humann 等 [14]的研究发现，

lncRNA lnccov1 在西方蜜蜂(Apis mellifera)工蜂

和蜂王胚胎发育过程中差异表达，lnccov1 在工

蜂胚胎形成期影响卵巢管细胞的自噬与凋亡；

Jayakodi 等[15]在东方蜜蜂(Apis cerana)和西方蜜

蜂中分别预测出 2 470 和 1 514 条 lincRNA，其

中 11 条 lincRNA 特异性调控中华蜜蜂对 SBV 病

毒侵染的应答。到目前为止，蜜蜂 lncRNA 的功

能和机制研究仍然缺失。 
中华蜜蜂(Apis cerana cerana, 简称中蜂)

是东方蜜蜂的指名亚种，也是我国特有的优良

蜂种，已高度适应我国自然地理环境，在生态平

衡维持和农作物授粉等方面发挥重要作用[16]。

蜜蜂球囊菌(Ascopshaera apis)是一种专性侵染

蜜蜂幼虫的真菌病原，导致的白垩病在养蜂生

产中常年反复发生，给养蜂业造成较大损失[17]。

笔者团队前期证实蜜蜂球囊菌对中蜂工蜂和

雄蜂幼虫具有侵染性[18]，并对蜜蜂球囊菌和中

蜂的 lncRNA 进行了系统鉴定 [19-21]。然而，

lncRNA 是否及如何参与调节中蜂幼虫对蜜蜂

球囊菌胁迫的应答尚不清楚。研究表明含有

miRNA 反应元件 (miRNA response element, 
MRE)的 lncRNA 能通过吸附 miRNA 调节下游

靶基因表达，进而调节具体的生物学过程，被

称为竞争性内源 RNA (competing endogenous 
RNA, ceRNA) 机 制 ，已 在人 [7] 、 小鼠 (Mus 
musculus)[22]和番茄 (Solanum lycopersicum)[23]

等物种中被证实。但在蜜蜂中 ceRNA 机制相

关研究仍然缺失。 
笔者团队前期已结合基于链特异性 cDNA

建库的 RNA-Seq 与 small RNA-Seq 技术对蜜蜂

球囊菌接种及未接种的中蜂 4、5 和 6 日龄幼虫

肠道组织进行测序，获得了高质量的转录组数

据[20-22]，并发现接种后 4、5 和 6 日龄幼虫肠道

内 ace-miR-4968 的 表 达 量 均 极 显 著 下 调

(P<0.000 1)，且 ace-miR-4968 与 lncRNA13164
与之间存在潜在结合关系(未发表数据)。为探究

lncRNA13164 能否作为 ceRNA 靶向 ace-miR-4968
进而调节中蜂幼虫对蜜蜂球囊菌侵染的免疫应

答，本研究检测在蜜蜂球囊菌侵染过程中宿主

lncRNA13164 的表达谱，对 lncRNA13164 靶向

的 miRNA以及 miRNA靶向的 mRNA进行预测，

进 而 通 过 饲 喂 dsRNA 对 幼 虫 肠 道 内

lncRNA13164 进 行 RNAi ， 并 测 定 沉 默

lncRNA13164 对 ace-miR-4968-y 及 3 个免疫基因

表达的影响，以期揭示 lncRNA13164 通 过

ace-miR-4968-y 调控宿主免疫应答的功能及作

用机制，并为中蜂幼虫与蜜蜂球囊菌的相互作用

提供新见解。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

中蜂幼虫和蜜蜂球囊菌菌株由福建农林

大学动物科学学院(蜂学学院)蜜蜂保护课题组

提供[20]。 

1.2  蜜 蜂 球 囊 菌 侵 染 过 程 中 宿 主

lncRNA13164 的 RT-qPCR 检测 
按照笔者团队已建立的技术流程 [19,24]进行

蜜蜂球囊菌活化与孢子纯化，然后利用血球计数

板进行孢子计数，制备好的纯净孢子立即用于接

种中蜂幼虫。 
选择群势较强且外观健康(无白垩病症状且

PCR 鉴定为阴性)[25]的 3 群中蜂群作为实验蜂群。

按照文献[25]移取 2 日龄幼虫至预置 1 000 μL饲料

的 6 孔细胞培养板，放入恒温恒湿箱进行饲养，

条 件 为 ： (35.0±0.5) ℃ ， 相 对 湿 度 (relative 
humidity, RH) 90%。24 h 后将 3 日龄幼虫转移至

48 孔细胞培养板。处理组 3 日龄幼虫饲喂含蜜
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蜂球囊菌孢子(终浓度为 1×107 个/mL)的饲料，

对照组 3 日龄幼虫饲喂不含孢子的饲料。此后每

日清理食物残留，更换新鲜饲料。分别剖取处理

组和对照组 4、5 和 6 日龄幼虫肠道，每 3 只肠

道放入 1 个 RNA-Free 离心管，液氮速冻后转移

至–80 ℃超低温冰箱保存。上述实验进行 3 次生

物学重复。将对照组 4、5 和 6 日龄幼虫肠道样

品分别命名为 AcCK1、AcCK2 和 AcCK3，处理

组 4、5和 6日龄幼虫肠道样品分别命名为 AcT1、
AcT2 和 AcT3。 

利用 RNA 抽提试剂盒(Promega 公司)分别

提取上述 6 组肠道样品的总 RNA，作为模板进

行 反 转 录 得 到 cDNA 模 板 。 反 应 在 ABI 
QuantStudio 3 荧光定量 PCR 系统(ABI 公司)上
进行。反应体系(20 μL)包括：SYBR Green Dye  
10 μL，上下游引物各 1 μL (2.5 pmol/μL)，cDNA
模板 1 μL，DEPC 水补至 20 μL。反应条件为：

95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 15 s，58 ℃退火

30 s，72 ℃延伸 20 s，共 40 个循环，熔解曲线

程序默认系统设置。选择肌动蛋白基因 actin 
(GenBank 登录号：107999330)作为内参。采用

2‒∆∆Ct 法[26]计算 lncRNA13164 的相对表达量。每

个反应均进行 3 次平行重复和 3 次技术重复。利

用 Graphpad Prism 8 软件进行数据处理及绘图，

数据以 mean±SD 表示并进行 Student’s t 检验。 

1.3  LncRNA13164 的亚细胞定位预测及靶

向分析 
利用在线工具 ILoc-LncRNA (http://lin-group. 

cn/server/iLoc-LncRNA/)预测 lncRNA13164 的亚

细胞定位。笔者团队前期利用 small RNA-Seq 技

术对蜜蜂球囊菌接种及未接种的中蜂 4、5 和   
6 日龄幼虫肠道样品进行测序，获得了高质量的

miRNA 组学数据[27]。通过联用 RNAhybrid[28]、

Miranda[29] 和 TargetScan[30] 软 件 预 测

lncRNA13164 靶向的 miRNA 及 miRNA 靶向的

mRNA。通过 Cytoscape 软件[31] (https://cytoscape. 
org/)对 lncRNA13164 进行调控网络可视化，阈

值设置为：结合自由能小于–22 kcal/mol。 

1.4  ace-miR-4968-y 的靶基因预测及数据

库注释 
采用 BLAST 工具将 ace-miR-4968-y 的靶

mRNA 比对到 Nr 数据库(https://www.biostars. 

org/p/235632/)以获得相应的蛋白功能注释，同时

将上述靶 mRNA 比对到 GO (http: //geneontology. 

org/)和 KEGG (https: //www.kegg.jp/)数据库以获

得相应的功能和通路注释。 

1.5  LncRNA13164 和 ace-miR-4968-y 的分

子验证 
根据 1.3 节的靶向预测结果，利用 Office 

PowerPoint 软件(Microsoft 公司)绘制 lncRNA13164

与 ace-miR-4968-y 之间的潜在靶向结合关系。根

据 ace-miR-4968-y 的核酸序列，设计特异性

stem-loop 引物和上游引物(F)及通用下游引物

(R)。将 1.2 节获得的 5 日龄幼虫肠道总 RNA 作

为模板分为 2 份，其中 1 份利用随机引物(random 

primer)和多聚胸腺嘧啶引物 oligo(dT)18 反转录

得到 cDNA 作为 lncRNA13164 的 PCR 和内参

U6 (F: 5′-GTTAGGCTTTGACGATTTCG-3′, R: 
5′-GGCATTTCTCCACCAGGTA-3′)的 qPCR 模

板，另 1 份利用 stem-loop 引物进行反转录得到

cDNA 作为 ace-miR-4968-y 的 PCR 和 qPCR 模

板。PCR 产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测。采

用 2‒∆∆Ct 法[25]对 ace-miR-4968-y 进行相对定量。

反应体系和数据处理同 1.2 节，反应条件为：

95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 15 s，55 ℃退火

延伸 30 s，共 40 个循环，熔解曲线程序默认系

统设置。 

1.6  dsRNA 合成与饲喂及 RNAi 效果检测 
根据预测出的 lncRNA13164 序列，利用
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Primer Premier 6 软件设计特异性上下游引物，

以 1.2 节获得的 cDNA 为模板进行 PCR 扩增。

产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测。参照杜宇等[24]

的方法回收目的片段(约 300 bp)并进行TA克隆，

送菌液至生工生物 (上海 )股份有限公司进行

Sanger 测序。取少量菌液加入新鲜 LB 液体培养

基(含氨苄抗生素浓度为 0.1 mg/mL)，摇床振荡

培养 16 h。利用 FastPure Plasmid Mini Kit 试剂

盒(南京诺唯赞生物科技有限公司)提取质粒。根

据 lncRNA13164 序列设计合成扩增干扰片段的

上下游引物，并在引物的 5′端添加 T7 启动子序

列(TAATACGACTCACTATA)。反应体系和程序

同 1.2 节。PCR 产物进行 1.5%的琼脂糖凝胶电

泳，回收目的片段作为模板，使用 T7 RNAi 
Transcription Kit 试剂盒(南京诺唯赞生物科技有

限公司)合成 lncRNA13164 的 dsRNA (dsRNA- 
lncRNA13164)。按照上述方法合成阴性对照 egfp
基因的 dsRNA (dsRNA-egfp)。 

移取 2 日龄幼虫至 48 孔培养板，在温度

(35±0.5) ℃，相对湿度(RH) 95%的条件下饲养

24 h，处理组 3 日龄幼虫单头饲喂 1 μg 
dsRNA-lncRNA13164，对照组 3 日龄幼虫单头

饲喂 1 μg dsRNA-egfp，待 dsRNA 被幼虫全部摄

入后在孔内添加新鲜饲料，每隔 24 h 更换 1 次

饲料，连续饲养至 6 日龄。分别剖取 5 和 6 日龄

肠道后充分研磨提取总 RNA，反转录得到相应

的 cDNA 模板。通过 qPCR 检测饲喂 dsRNA 后

幼虫肠道内 lncRNA13164 的相对表达量。 

1.7  沉默 lncRNA13164 后 ace-miR-4968-y
的 RT-qPCR 检测 

将 1.6 节获得的沉默 lncRNA13164 后的幼

虫肠道 RNA 分为 2 份，其中 1 份利用 stem-loop
引物反转录得到 cDNA 作为 ace-miR-4968-y 的

qPCR 模板，另 1 份利用 random primers 和

oligo(dT)18反转录得到 cDNA 作为 ace-miR-4968-y

的内参 U6 (GenBank 登录号：XM_017048274.2)的
qPCR 模板。采用 2‒∆∆Ct 法[25]计算 ace-miR-4968-y
的相对表达量。 

1.8  沉默 lncRNA13164 后 ace-miR-4968-y
靶向的免疫基因的 RT-qPCR 检测 

根据 1.3节的靶向预测结果并查阅国内外相

关文献，选取 ace-miR-4968-y 靶向的 3 个免疫基

因进行 RT-qPCR 检测，包括丝氨酸苏氨酸蛋白

激酶(serine/threonine-protein kinase Doa isoform 
X4)基因 stk (GenBank 登录号：XM_017064314.1)，
E3 泛素蛋白连接酶(E3 ubiquitin-protein ligase, 
MYLIP)基因 e3ul (GenBank ID: XM_017061503.1)
和抗氧化蛋白 1 亚型 X6 (oxidation resistance 
protein 1 isoform X6)基因 or1 (GenBank ID: 
XM_017056306.1)。利用 Primer Premier 6 软件

分别设计相应的特异性引物。参照 1.2 节中的方

法进行中蜂工蜂幼虫肠道的 RNA 提取和反转录

得到 cDNA 模板。以 actin 基因(F: 5′-CAAAGCC 
TGTGATGTGGA-3′, R: 5′-GCCAAGTTTCTGA 
TTTCCC-3′)作为内参。每个反应均进行 3 次技

术重复和 3 次平行重复。反应体系及数据处理同

1.2 节，反应条件为：95 ℃预变性 3 min；95 ℃
变性 15 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 20 s，共

40 个循环，熔解曲线程序默认系统设置。 

2  结果与分析 
2.1  蜜蜂球囊菌侵染过程中中蜂幼虫肠道

内 lncRNA13164 的表达谱 
RT-qPCR 结果显示相较于未接种组，蜜蜂

球囊菌接种组 4 日龄幼虫肠道内 lncRNA13164

的表达量上调，但组间差异不显著(P>0.05)，   
5 和 6 日龄幼虫肠道内 lncRNA13164 的表达量

显著上调(P<0.05) (图 1)，说明蜜蜂球囊菌侵染

激活了 lncRNA13164 表达，宿主通过上调表达

lncRNA13164 潜在参与调节侵染应答。 
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图 1  蜜蜂球囊菌侵染的中蜂幼虫肠道内

lncRNA13164 表达谱检测 
Figure 1  Detection of expression profile of 
lncRNA13164 in Apis cerana cerana larval guts 
infected by A. apis. Relative expression levels of host 
lncRNA13164 during A. apis infection, data were 
presented as mean±SD and subjected to Student’s t 
test, ns: P>0.05, *: P<0.05, **: P<0.01, ***: 
P<0.001, and ****: P<0.000 1. 
 
2.2  LncRNA13164 的亚细胞定位预测及靶

向分析 
LncRNA13164 同时定位于细胞核和细胞

质，但主要定位于细胞质，说明 lncRNA13164
可能作为 ceRNA 发挥作用。LncRNA13164 及其

靶向的 15 个 miRNA 可形成 1 个调控网络(图 2)； 
 

 
 

图 2  LncRNA13164 与靶 miRNA 之间的调控网络 
Figure 2  Regulatory network between lncRNA13164 
and target miRNAs. 

lncRNA13164 与 ace-miR-4968 之间的结合自由

能最小(ΔG=–48.4 kcal/mol)，且 ace-miR-4968 在

5 和 6 日龄比较组的表达量均显著下调(log2 
FC=–9.63, log2 FC=–9.86, P<0.000 1) ， 而

lncRNA13164 在 5 和 6 日龄比较组的表达均上

调表达(log2 FC=0.38, log2 FC=0.41, P>0.05)。以

上结果进一步说明 lncRNA13164 可能通过

ace-miR-4968 发挥 ceRNA 调控作用。 
进一步分析发现，ace-miR-4968 共靶向  

79 个基因，可注释 17 个 GO 条目，包括细胞进

程和代谢进程等 6 条生物学进程相关的条目，

结合和催化活性等 5 条分子功能相关的条目，

以及细胞和细胞组件等 6 条细胞组分相关的条

目(图 3A)；上述靶基因还可注释到 Wnt 信号通

路、代谢进程及 RNA 转运体等 85 条 KEGG 通

路(图 3B)。 
2.3  LncRNA13164和 ace-miR-4968的表达

验证 
如图 4A 所示，lncRNA13164 和 ace-miR- 

4968 之间具有潜在靶向结合关系。琼脂糖凝胶

电泳结果显示，lncRNA13164 和 ace-miR-4968
的扩增片段单一且符合预期大小(约 367 bp 和  
64 bp)，说明二者在中蜂幼虫肠道中真实表达(图
4B、4C)。RT-qPCR 结果显示相较于未接种组，

接种组5日龄幼虫肠道内 ace-miR-4968-y的表达

量极显著下调(图 4D)，与 lncRNA13164 的表达

趋势相反(图 1)，说明 lncRNA13164 可能通过结

合 ace-miR-4968-y 发挥调控作用。 
2.4  沉默 lncRNA13164 影响 ace-miR-4968
表达 

蜜蜂球囊菌接种后，相较于 dsRNA-egfp 饲

喂组，dsRNA-lncRNA13164 饲喂组 5 和 6 日龄

幼虫肠道内 lncRNA13164 的表达量均极显著下

调(P<0.01)，沉默效率分别为 66.05%和 56.45% 
(图 5)。 

进一步的 RT-qPCR 检测结果显示沉默
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lncRNA13164 后，相较于 dsRNA-egfp 饲喂组，

dsRNA-lncRNA13164 饲喂组 5 日龄幼虫肠道内

ace-miR-4968的表达量显著上调(P<0.01) (图 6)，

与 lncRNA13164 的表达趋势相反，进一步说明

lncRNA13164 通过结合 ace-miR-4968-y 发挥

ceRNA 调控作用。 
 

 
 

图 3  ace-miR-4968 的靶基因的 GO (A)和 KEGG (B)数据库注释 
Figure 3  GO (A) and KEGG (B) database annotation of ace-miR-4968-targeted genes. 
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图 4  LncRNA13164 和 ace-miR-4968-y 的表达和趋势验证 
Figure 4  Validation of expression and trends of lncRNA13164 and ace-miR-4968-Y. A: Schematic diagram of 
binding relationship between lncRNA13164 and ace-miR-4968-y. B: Agarose gel electrophoresis for PCR 
amplification products from actin and lncRNA13164. Lane M: DNA marker; Lane 1: actin; Lane 2: 
lncRNA13164. C: Agarose gel electrophoresis for PCR products from U6 and ace-miR-4968-y. Lane M: DNA 
marker; Lane 1: U6; Lane 2: ace-miR-4968-y. D: RT-qPCR validation of ace-miR-4968-y. ***: P<0.001. 
 

 
图 5  饲喂 dsRNA后中蜂幼虫肠道内 lncRNA13164
的沉默效果测定 
Figure 5  Determination of silence effect of 
lncRNA13164 in larval guts of Apis cerana cerana 
after feeding with dsRNA. **: P<0.01. 

 
图 6  沉默 lncRNA13164 后中蜂幼虫肠道内 ace- 
miR-4968-y 的相对表达量 
Figure 6  Relative expression level of 
ace-miR-4968 in A. c. cerana larval guts after 
silencing lncRNA13164. **: P<0.01. 
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2.5  沉默lncRNA13164影响3个免疫基因表达 
ace-miR-4968 与 3 个免疫基因(stk、e3ul 和

or1)的潜在靶向结合关系如图 7 所示。RT-qPCR
结 果 显 示 沉 默 lncRNA13164 后 ， 相 较 于

dsRNA-egfp 饲喂组，dsRNA-lncRNA13164 饲喂

组 5 日龄幼虫肠道内 stk、e3ul 和 or1 的表达量

皆显著下调(图 7)，说明 lncRNA13164 与 stk、e3ul
和 or1 之间存在相同的表达趋势。 

 

 
 

图 7  沉默 lncRNA13164 后中蜂幼虫肠道内 3 个免疫基因的相对表达量 
Figure 7  Relative expression levels of three immune genes in Apis cerana cerana larval guts after silencing 
lncRNA13164. *: P<0.05; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1 

.

3  讨论与结论 
研究表明 lncRNA 在果蝇[10]、家蚕[11]和朱砂

叶螨(Tetranychus cinnabarlnus)[31]等昆虫中发挥

ceRNA 调控作用。Feng 等[32]的研究发现，朱砂

叶 螨 的 lincRNA_Tc13743.2 可 竞 争 性 结 合

miR-133-5p，部分解除 miR-133-5p 对解毒酶基

因 TcGSTm02 的抑制作用，进而增强朱砂叶螨对

丁氟螨酯的抗药性。此前，蜜蜂 lncRNA 的

ceRNA 调控作用相关研究未见报道。本研究发 

现蜜蜂球囊菌接种后， lncRNA13164 在中蜂    
4 日龄幼虫肠道内上调表达，在 5 和 6 日龄幼虫

肠 道 内 均 显 著 上 调 表 达 ( 图 1) ， 暗 示

lncRNA13164 参与调节宿主对蜜蜂球囊菌侵染

的应答。细胞核内转录形成的 lncRNA 需要转运

至细胞质进而发挥 ceRNA 作用[3]。本研究中，

软件预测结果显示 lncRNA13164 主要定位于细

胞质，表明 lncRNA13164 可能通过 ceRNA 作用
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参与调节宿主的侵染应答。另外，lncRNA13164
与 ace-miR-4968之间存在潜在靶向关系(图 4A)，
且二者在 4–6 日龄比较组的表达趋势相反。还发

现 lncRNA13164 和 ace-miR-4968 在 5 日龄幼虫

肠道内真实表达(图 4B、4C)。以上结果共同表

明在蜜蜂球囊菌侵染过程中 lncRNA13164 可能通

过靶向调控 ace-miR-4968 对宿主应答进行调节。 
此前，通过注射或饲喂 dsRNA 对果蝇[10]和

家蚕[11]等昆虫的 lncRNA 进行沉默已见诸报道，

例如，Zhou 等 [10]的研究发现过表达果蝇的

lncRNA CR46018 显著上调 Toll 信号通路上的靶

基因 Dif 和 Dorsal 表达，表明宿主通过上调

CR46018 表达激活 Toll 信号通路进而参与对侵

染的应答；Lin 等 [11]发现家蚕核多角体病毒

(BmNPV)感染后家蚕脂肪体中 lnc_209997 的表

达量显著下调，而与存在靶向关系的 lnc_209997
表达量上调，表明 BmNPV 可以通过抑制宿主细

胞内 lnc_209997 的表达来提高 miR-275-5p 的表

达水平，进而表达病毒增殖。本研究发现相较于

dsRNA-egfp 饲喂组，dsRNA-lncRNA13164 饲喂

组 5 和 6 日龄幼虫肠道内 lncRNA13164 的表达

量分别极显著下调 66.05%和 56.45% (图 5)，说

明通过饲喂特异性 siRNA 能有效沉默中蜂幼虫

肠道内的 lncRNA13164。这是利用 dsRNA 干扰

蜜蜂 lncRNA 的首例报道，为中蜂幼虫和其他蜂

种的 lnRNA 功能研究提供了实验依据。此外，

RT-qPCR 结果显示沉默 lncRNA13164 后 5 日龄

幼虫肠道内 ace-miR-4968 显著上调表达，表现

出与 lncRNA13164 相反的表达趋势(图 6)，进一

步表明 lncRNA13164通过结合 ace-miR-496在宿

主的侵染应答中发挥 ceRNA 调控作用。 
E3 泛素连接酶在识别靶标底物过程中发挥

特异性作用，通过募集具有丝氨酸/苏氨酸磷酸

化位点的底物蛋白催化其泛素化并经蛋白酶体

降解，进而参与调节信号转导、细胞凋亡、细胞

周期和免疫调控等生物学进程[33]。Yang 等[34]发

现 E3 泛素蛋白连接酶 2 靶向调节干扰素 TIR 结

构域衔接蛋白的泛素化和降解过程，进而负调控

Toll 样受体 3 介导的天然免疫和炎症应答。本研

究中，沉默 lncRNA13164 后下游靶基因 e3ul 的
表达量显著下调，表明 lncRNA13164 可能通过

ace-miR-4968 调控 e3ul 表达影响泛素介导的蛋

白水解过程，进而参与中蜂幼虫对蜜蜂球囊菌侵

染的免疫应答，但具体的作用机制仍需进一步探

究。昆虫进化出多种抵御病原体侵染的机制，包

括物理和化学屏障及天然免疫系统。蜜蜂等昆虫

可通过产生活性氧(reactive oxygen species, ROS)
来抵御病原体入侵进而维持自身内环境的稳定，

但过量的 ROS 会对机体造成氧化损伤，因此宿主

需通过抗氧化蛋白平衡体内的ROS 调控细胞的氧

化还原状态、提高细胞的应激能力[35]。本研究发

现沉默 lncRNA13164 后，下游靶基因 or1 显著

下 调 表 达 ， 说 明 lncRNA13164 可 能 通 过

ace-miR-4968 调节 or1 表达以维持 ROS 动态平

衡，进而参与宿主免疫应答。下一步的工作重点

是一方面对 ace-miR-4968 进行过表达和敲减研

究，另一方面对 e3ul 和(或) or1 进行 RNAi 研究，

以深入揭示 lncRNA13164-ace-miR-4968-e3ul (or1)
轴调节宿主免疫应答的作用机制。 

综上所述，饲喂 dsRNA 能有效沉默中蜂幼

虫肠道内 lncRNA13164 的表达，lncRNA13164
通过 ace-miR-4968 调控 stk、e3ul 和 or1 表达进

而调节宿主对蜜蜂球囊菌侵染的免疫应答。 
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