
   

微生物学报  
Acta Microbiologica Sinica  
2023, 63(8): 3279–3291  
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn  
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20220914  

 Research Article 研究报告 
 

                           

资助项目：国家自然科学基金面上项目(32172792)；国家现代农业产业技术体系专项资金项目(CARS-44-KXJ7)；福建

省自然科学基金(2022J01131334)；福建农林大学硕士生导师团队项目(郭睿)；福建农林大学科技创新专项基金项目

(KFb22060XA)；福建农林大学动物科学学院 (蜂学学院 )科研扶持项目 (郭睿 )；国家级大学生创新创业训练计划

(202110389027)；福建省大学生创新创业训练计划(202210389121，202210389126) 
This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (32172792), the Earmarked Fund for China 
Agriculture Research System (CARS-44-KXJ7), the Natural Science Foundation of Fujian Province (2022J01131334), the 
Master Supervisor Team Fund of Fujian Agriculture and Forestry University (Guo Rui), the Scientific and Technical 
Innovation Fund of Fujian Agriculture and Forestry University (KFb22060XA), the Scientific Research Project of College of 
Animal Sciences (College of Bee Science) of Fujian Agriculture and Forestry University (Guo Rui), the National 
Undergraduate Innovation and Entrepreneurship Training Program (202110389027), and the Undergraduate Innovation and 
Entrepreneurship Training Program of Fujian Province (202210389121, 202210389126). 
#These authors contributed equally to this work. 
*Corresponding authors. GUO Rui, Tel/Fax: +86-591-87640197, E-mail: ruiguo@fafu.edu.cn;  

FU Zhongmin, E-mail: zmf@fafu.edu.cn 
Received: 2022-12-08; Accepted: 2023-02-10; Published online: 2023-02-16 

东方蜜蜂微孢子虫 N6-腺苷特异性甲基化转移酶

基因的克隆、分子特性及表达模式 

孙明会 1#，张佳欣 1#，张艺琼 1，赵浩东 1，荆欣 1，高旭泽 1，郭思佳 1，冯佩林 1，

刘小玉 1，陈大福 1,2，付中民 1,2*，郭睿 1,2* 

1 福建农林大学动物科学学院(蜂学学院)，福建 福州 350002 
2 福建省蜂疗研究所，福建 福州 350002 
 

孙明会, 张佳欣, 张艺琼, 赵浩东, 荆欣, 高旭泽, 郭思佳, 冯佩林, 刘小玉, 陈大福, 付中民, 郭睿. 东方蜜蜂微孢子虫

N6-腺苷特异性甲基化转移酶基因的克隆、分子特性及表达模式[J]. 微生物学报, 2023, 63(8): 3279-3291. 
SUN Minghui, ZHANG Jiaxin, ZHANG Yiqiong, ZHAO Haodong, JING Xin, GAO Xuze, GUO Sijia, FENG Peilin, LIU 
Xiaoyu, CHEN Dafu, FU Zhongmin, GUO Rui. Cloning, molecular characterization, and expression pattern of 
N6-adenine-specific DNA methyltransferase gene in Nosema ceranae[J]. Acta Microbiologica Sinica, 2023, 63(8): 3279-3291. 

摘   要：【目的】东方蜜蜂微孢子虫(Nosme ceranae)专性侵染成年蜜蜂导致微孢子虫病，给养蜂生产

造成很大损失。目前，东方蜜蜂微孢子虫的 N6-腺苷特异性甲基化转移酶 (N6-adenine-specific 
methyltransferase, N6AMT)基因 NcN6AMT 的研究仍然缺失。本研究对 NcN6AMT 的编码序列 (coding 
sequence, CDS)区进行克隆，并解析 NcN6AMT 蛋白的理化性质和分子特性，进而测定东方蜜蜂微孢子

虫侵染意大利蜜蜂(Apis mellifera ligustica)和中华蜜蜂(Apis cerana cerana)工蜂过程中 NcN6AMT 的相对

表达量，以期丰富 NcN6AMT 的信息，并为探究东方蜜蜂微孢子虫侵染过程 NcN6AMT 的功能及表观调

控机制提供基础。【方法】采用 Protparam 和 ProtScale 软件对 NcN6AMT 进行等电点和亲水性分析。
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通过 SignalP 5.0、NetPhos 3.1、TMHMM-2.0、SOPMA 和 SWISS-MODEL 等软件分别预测 NcN6AMT
的信号肽、磷酸化位点、跨膜结构域、二级结构和三级结构。使用 WoLF PSORT II 软件预测 NcN6AMT
的亚细胞定位。根据 N6AMT 氨基酸序列，通过 TBtools 软件对智人(Homo sapiens)、小鼠(Mus musculus)、
褐飞虱(Nilaparvata lugens)、兔脑炎微孢子虫(Encephalitozoon cuniculi)、肠脑炎微孢子虫(Encephalitozoon 
intestinalis ATCC 50506)、蚱蜢脑炎微孢子虫(Encephalitozoon romaleae SJ-2008)、美洲思普雷格孢虫

(Spraguea lophii 42_110)、家蚕微孢子虫(Nosema bombycis CQ1)、隐生菱形藻(Nitzschia inconspicua)和东

方蜜蜂微孢子虫(Nosema ceranae)的 N6AMT 进行结构域预测和分析。利用 MEME 软件和 MEGA 11.0
软件进行东方蜜蜂微孢子虫和其他物种 N6AMT 的保守基序预测及进化树构建。采用实时荧光定量聚

合酶链式反应(real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR)检测 NcN6AMT 在

东方蜜蜂微孢子虫侵染意大利蜜蜂和中华蜜蜂工蜂过程的相对表达量。【结果】通过 PCR 扩增出大小

约 500 bp 的目的片段，克隆测序结果显示其与 GenBank 数据库收录的预测序列一致；NcN6AMT 蛋白

的分子量约为 18.7 kDa，分子式为 C845H1374N214O249S6，理论等电点为 5.88，脂溶系数是 119.76，不稳

定系数为 37.47，平均亲水系数为 0.025，含 166 个氨基酸和 15 个磷酸化位点，不含典型的跨膜结构域

和信号肽，可同时定位于细胞质、线粒体、细胞核和液泡膜；NcN6AMT 含 1 个甲基转移酶小结构域

(methyltransferase small domain, MTS)，该结构域同样存在于家蚕微孢子虫和兔脑炎微孢子虫等 8 个其

他物种的 N6AMT；在东方蜜蜂微孢子虫、兔脑炎微孢子虫、肠脑炎微孢子虫和蚱蜢脑炎微孢子虫的

N6AMT 中均预测到 5 个相同的保守基序；NcN6AMT 与家蚕微孢子虫、肠脑炎微孢子虫、兔脑炎微孢

子虫和蚱蜢脑炎微孢子虫的 N6AMT 序列一致性达到 70.92%；东方蜜蜂微孢子虫和家蚕微孢子虫的

N6AMT 在系统进化树上聚为一支；东方蜜蜂微孢子虫接种后 1–4 d，NcN6AMT 在意大利蜜蜂和中华蜜

蜂工蜂中肠内均呈现先上升后下降的表达趋势。【结论】成功克隆到 NcN6AMT 基因的 CDS 区，明确

了 NcN6AMT 蛋白的理化性质和分子特性，并揭示东方蜜蜂微孢子虫和家蚕微孢子虫的 N6AMT 蛋白

具有较高的保守性，NcN6AMT 在东方蜜蜂微孢子虫侵染意大利蜜蜂和中华蜜蜂工蜂的第一个增殖周

期(1–4 dpi)内动态表达且均呈上升-下降的表达模式。 

关键词：微孢子虫；东方蜜蜂微孢子虫；DNA 甲基化；N6-腺苷特异性甲基化转移酶；克隆；分

子特性；表达模式 
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Abstract: [Objective] Nosema ceranae exclusively infects adult honey bees and causes 
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nosemosis, resulting in great losses for the beekeeping industry. Little is known about the N. 
ceranae N6-adenine-specific methyltransferase gene NcN6AMT. This study cloned the coding 
sequence (CDS) region of NcN6AMT, investigated the physicochemical properties and 
molecular characteristics of NcN6AMT, and then determined the relative expression level of 
NcN6AMT during the infection process of N. ceranae in Apis mellifera ligustica and Apis 
cerana cerana workers. This study aim to enrich the information about NcN6AMT and lay a 
foundation for exploring the function and epigenetic regulation mechanism of NcN6AMT 
during the infection process of N. ceranae. [Methods] Protparam and ProtScale were used to 
analyze the isoelectric point and hydrophilia of NcN6AMT. The signal peptide, 
phosphorylation site, transmembrane domain, secondary structure, and tertiary structure of 
NcN6AMT were predicted by SignalP 5.0, NetPhos 3.1, TMHMM-2.0, SOPMA, and 
SWISS-MODEL, respectively. WoLF PSORT II was employed to predict the subcellular 
localization of NcN6AMT. TBtools was employed to predict the domains in the amino acid 
sequences of N6AMTs in Homo sapiens, Mus musculus, Nilaparvata lugens, Encephalitozoon 
cuniculi, Encephalitozoon intestinalis ATCC 50506, Encephalitozoon Romaleae SJ-2008, 
Spraguea lophii 42_110, Nosema bombycis CQ1, Nitzschia inconspicua, and N. ceranae. 
MEME and MEGA 11.0 were employed to predict the conserved motifs and build the 
phylogenetic tree of N6AMTs. Real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction 
(RT-qPCR) was performed to determine the relative expression level of NcN6AMT during the 
N. ceranae infection of A. m. ligustica and A. c. cerana workers. [Results] The target fragment 
with a size of about 500 bp was amplified via PCR, and the cloning and sequencing results 
showed that it was consistent with the predicted sequence in GenBank. The deduced 
NcN6AMT protein was composed of 166 residues and had the molecular weight of 18.7 kDa, 
the formula of C845H1374N214O249S6, the theoretical isoelectric point of 5.88, the lipid solubility 
coefficient of 119.76, the instability coefficient of 37.47, the average hydrophilic coefficient of 
0.025, and 15 phosphorylation sites, with no typical transmembrane domain or signal peptide. 
NcN6AMT was located in cytoplasm, mitochondria, nucleus, and vacuole membrane. It had 
one structural domain MTS, which also existed in the N6AMTs of other eight species such as 
N. bombycis CQ1 and E. cuniculi. Five same conserved motifs were predicted in the N6AMTs 
of N. ceranae, E. cuniculi, E. intestinalis ATCC 50506, and E. romaleae SJ-2008. The 
sequence identity of N6AMTs in N. ceranae, N. bombycis CQ1, E. cuniculi, E. intestinalis 
ATCC 50506, and E. romaleae SJ-2008 was 70.92%. The N6AMTs in N. ceranae and N. 
bombycis CQ1 were grouped into one clade. The expression of NcN6AMT was first 
up-regulated and then down-regulated within 1–4 days post inoculation (dpi) of N. ceranae in 
A. m. ligustica and A. c. cerana workers. [Conclusion] The CDS region of NcN6AMT was 
successfully cloned, and the physiochemical properties and molecular characteristics of 
NcN6AMT protein were clarified. The N6AMT proteins in N. ceranae and N. bombycis were 
highly conserved. During the first proliferation cycle (1–4 dpi) of N. ceranae in A. m. ligustica 
and A. c. cerana workers, the expression of NcN6AMT exhibited a bell-shaped pattern. 
Keywords: Microsporidia; Nosema ceranae; DNA methylation; N6-adenine-specific 
methyltransferase; cloning; molecular characteristics; expression pattern 
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微孢子虫是一类广泛感染脊椎动物和无脊椎

动物的真菌寄生虫，已报道的种类超过 1 400 种，

宿主范围包括人类、鱼类、蜜蜂和家蚕(Bombyx 
mori)等[1]。东方蜜蜂微孢子虫(Nosema ceranae)
专性侵染成年蜜蜂中肠上皮细胞，不仅对蜜蜂

宿主造成诸多不良影响，如寿命缩短 [2]、能量

胁迫[3]、免疫抑制、凋亡抑制和生理行为变化[4]

等，还能与其他生物或非生物因子共同胁迫宿

主，进而引起蜂群群势和生产力的严重下降，

给养蜂业造成很大损失 [5]。东方蜜蜂微孢子虫

的原始寄主是东方蜜蜂(Apis cerana)，后跨种感

染西方蜜蜂(Apis mellifera)，目前广泛感染世界

各地的饲养蜂群。中华蜜蜂(Apis cerana cerana, 
简称中蜂)和意大利蜜蜂(Apis mellifera ligustica, 
简称意蜂)是国内养蜂生产使用的 2 个主要蜂种。 

DNA 甲基化是由 DNA 甲基化转移酶

(methyltransferase) 、 去 甲 基 化 转 移 酶

(demethyltransferase)和阅读蛋白(reader protein)
共同作用完成的动态过程[6]。作为一种重要的表

观调控方式，DNA甲基化包括 5mC、4mC和 6mA
等诸多类型[7]。研究表明 DNA 甲基化在智人

(Homo sapiens)[8]、小鼠(Mus musculus)[9]、水稻

(Oryza sativa L.)[10]、梨形四膜虫(Tetrahymena 
pyriformis)和致病疫霉(Phytophthora infestans) [11]

等动植物和微生物中广泛存在。Dunn 等[12]在大

肠埃希菌(Bacterium coli) DNA 中首次鉴定到

6mA 修饰碱基。此后，人们陆续在辣椒疮痂病

菌(Xanthomonas euvesicatoria)、脑膜炎双球菌

(Neisseria meningitidis) 和 肠 道 沙 门 氏 菌

(Salmonella enterica)等原核生物中鉴定和发现

较多 DNA 的 6mA 修饰[13-15]。借助深度测序技

术这一强大工具，6mA 修饰被发现同样广泛存

在于人类、黑腹果蝇(Drosophila melanogaster)、
拟南芥 (Arabidopsis thaliana)和秀丽隐杆线虫

(Caenorhabditis elegans)等真核生物[16-19]，并且

在基因表达调控、逆转录转座子抑制、应激反应、

染色质组织、早期胚胎发育及肿瘤发生等众多生

物学过程中起到关键作用[20]。6mA 通常被认为

通过宿主特异性限制性修饰系统保护 DNA 免受限

制性内切酶的作用，N6-腺嘌呤特异性 DNA 甲基

转移酶(N6-adenine-specific DNA methyltransferase, 
N6AMT)是催化腺嘌呤碱基甲基化的关键酶。哺

乳动物中有 2 种 N6AMT，分别为 N6AMT1 和

N6AMT2[21]。延伸因子甲基转移酶 5 (elongation 
factor methyltransferases 5, Efm5)最早被归属于

N6 腺嘌呤 DNA 甲基转移酶样，在脊椎动物、

无脊椎动物和植物中均发现与 Efm5 密切相关的

同源物[22]。人类 N6AMT2 被证实是酵母 Efm5 的

直系同源物，可使真核延伸因子 1A (eukaryotic 
elongation factor 1A, eEF1A)中的单甲基组蛋白

H3 (Lys79)发生甲基化，N6AMT2 与 Efm5 可在

体外甲基化任何一个物种的 eEF1A[23]。 
相比于动植物，真菌的 N6AMT 研究非常滞

后。目前，东方蜜蜂微孢子虫的 N6AMT 和 DNA
甲基化研究仍然缺失，DNA 甲基化是否及如何

影响东方蜜蜂微孢子虫的增殖和侵染过程尚不

清楚。因此，本研究对东方蜜蜂微孢子虫的

N6AMT 基因(命名为 NcN6AMT)进行克隆，通过

生物信息学方法解析 NcN6AMT 蛋白的理化性

质和分子特性，并测定 NcN6AMT 在东方蜜蜂微

孢子虫侵染意蜂和中蜂工蜂过程中的表达模式，

以期丰富 NcN6AMT 的基本信息，为其他真菌的

N6AMT 研究提供参考，并为进一步开展相关功

能研究打下基础。 

1  材料与方法 
1.1  供试生物材料 

未受东方蜜蜂微孢子虫感染的意蜂和中蜂

工蜂取自福建农林大学动物科学学院(蜂学学院)
蜜蜂保护课题组饲养的实验蜂群。东方蜜蜂
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微孢子虫孢子由蜜蜂保护课题组前期制备和

保存[24-25]。 

1.2  NcN6AMT 基因 CDS 区的 PCR 扩增和

Sanger 测序 
利用 SteadyPure Quick RNA Extraction Kit

试剂盒(Accurate Biology)提取东方蜜蜂微孢子

虫孢子样品的总 RNA 作为模板，再通过 Evo 
M-MLV 反转录试剂盒(Accurate Biology)合成

cDNA 第 1 链 。 根 据 GenBank 数 据 库

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) 收 录 的

NcN6AMT 基因(GenBank ID: NW_020169305.1)
预测序列，采用 Primer Premier 6.0 软件设计扩

增编码序列(coding sequence, CDS)区的上下游

引物 (NcN6AMT-F1, NcN6AMT-R1)，委托生工

生物工程(上海)股份有限公司合成(表 1)。参照

实验室前期文献报道[26]设置 PCR 反应体系和条

件。产物经 1.8%的琼脂糖凝胶电泳检测后在凝

胶图像成像分析系统(上海培清)下进行观察和

拍照。按照范元婵等[27]报道的方法进行目的片

段的纯化与 TA克隆，取少量菌液送至生工生物

工程(上海)股份有限公司进行 Sanger 测序。 

1.3  NcN6AMT 蛋白的理化性质和分子特

性分析 
使用 Expasy 网站(http://www.expasy.org)的

Protparam 和 ProtScale 软件分别对 NcN6AMT 进

行等电点和亲疏水性分析，均采用默认参数。通

过 SignalP 5.0、NetPhos 3.1、TMHMM-2.0、

SOPMA 和 SWISS-MODEL 等软件分别预测

NcN6AMT 的信号肽、磷酸化位点、跨膜结构

域、二级结构和三级结构。从 NCBI Protein 数

据库下载东方蜜蜂微孢子虫、人类、小鼠、褐

飞虱 (Nilaparvata lugens) 、兔脑炎微孢子虫

(Encephalitozoon cuniculi)、肠脑炎微孢子虫

(Encephalitozoon intestinalis ATCC 50506)、蚱

蜢 脑 炎 微 孢 子 虫 (Encephalitozoon romaleae 
SJ-2008)、美洲思普雷格孢虫 (Spraguea lophii 
42_110) 、 家 蚕 微 孢 子 虫 (Nosema bombycis 
CQ1) 、 隐 生 菱 形 藻 (Nitzschia inconspicua) 的
N6AMT 氨基酸序列，通过 TBtools 软件中的

Visualize Pfam Domain Pattern 对上述 10 个物种的

N6AMT 进行结构域预测和分析。使用 WoLF 
PSORT II 软件[28]预测 NcN6AMT 的亚细胞定位。 

1.4  NcN6AMT 蛋白的保守基序预测 
参 照 陈 华 枝 等 [29] 报 道 的 方 法 ， 根 据

NcN6AMT 氨基酸序列，使用 MEME 软件

(https://meme-suite.org/)预测东方蜜蜂微孢子虫

和其他物种 N6AMT 的保守基序，参数设置

为：不同结构域的数量为 10，结构域最大和最

小氨基酸残基数分别为 50 aa 和 6 aa，其余为

默认参数。 

1.5  NcN6AMT 蛋白的系统进化分析 
通过 DNAMAN 软件(Version 8.0.8.789)对人

类、小鼠、褐飞虱、兔脑炎微孢子虫、肠脑炎

微孢子虫、蚱蜢脑炎微孢子虫、美洲思普雷格 
 
表 1  本研究使用的引物信息 
Table 1  Information about primers used in this study 
Name Sequence (5ʹ→3ʹ) Purpose 
NcN6AMT-F1 ATGAATTCTTTTGATTGG PCR 
NcN6AMT-R1 TTATTTTTTTCCTTTTAA 
NcN6AMT-F2 GGGTAGATGGATGTGCTATCAT qPCR 
NcN6AMT-R2 TGAACTGTATATCCCTTTGCCT 
actin-F ACAATGGTTCAGGTATCGTA Internal reference for qPCR 
actin-R GTGCCTCATCTCCTACATAA 
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孢虫、家蚕微孢子虫、隐生菱形藻和东方蜜蜂

微孢子虫的 N6AMT 进行氨基酸序列多重比

对。利用 MEGA 11.0 软件构建邻接(neighbor- 
joining, NJ)树，采用 1 000 次重复抽样。 

1.6  孢子接种和中肠样品制备 
按照本课题组已建立的技术流程[24]进行东

方蜜蜂微孢子虫孢子接种、工蜂饲养及中肠样品

制备。从外观健康、群势较强且未受东方蜜蜂微

孢子虫感染(PCR 鉴定结果为阴性)的意蜂或中

蜂蜂群中将封盖子脾迅速提至实验室，放入

(34±0.5) ℃培养箱；收集刚出房蜜蜂工蜂，记为

1 日龄，饥饿处理 2 h 后单头固定并饲喂 5 μL 含

106 个东方蜜蜂微孢子虫孢子的 50% (质量体积

分数)蔗糖溶液，待食尽后放入干净的塑料盒 

(35 头/盒)，每个塑料盒上方插入一支装有 2 mL 

50% (质量体积分数)蔗糖溶液的饲喂器；此后每

24 h 更换一支饲喂器，内装有 2 mL 蔗糖溶液(不

含孢子)；分别于接种后 1 day post inoculation 

(dpi)、2 dpi、3 dpi 和 4 dpi 在超净台中小心拉取

工蜂中肠，每 3 只中肠样品放入 1 个 RNA-Free

离心管，液氮速冻后立即放入–80 ℃超低温冰箱

保存备用。上述实验进行 3 次生物学重复。 

1.7  东 方 蜜 蜂 微 孢 子 虫 侵 染 过 程 中

NcN6AMT 基因的 RT-qPCR 检测 
使用 RNA 抽提试剂盒(Promega)分别提取

上述 4个时间点中肠样品的总RNA。参照Hifair® 

V one-step RT-gDNA Digestion SuperMix 试剂盒

(翌圣)说明书，通过反转录得到相应的 cDNA 模

板。采用 Primer Premier 6.0 软件设计 NcN6AMT

的 RT-PCR 及 荧 光 定 量 PCR (real-time 
fluorescence quantitative polymerase chain 
reaction, RT-qPCR)基因表达引物(NcN6AMT-F2

和 NcN6AMT-R2)。以东方蜜蜂微孢子虫的 actin

基因(GenBank ID: NW_020169300)作为内参。 

通过 RT-qPCR 检测东方蜜蜂微孢子虫侵染意蜂

或中蜂工蜂过程中 NcN6AMT 的相对表达量。

反应在 Gentier 96R 全自动 PCR 分析系统(天隆

科技有限公司 )中进行。反应体系为：Hieff® 
qPCR SYBR Green Master Mix (翌圣) 10 μL，上

下游引物(2.5 μmol/L) 1 μL，cDNA 模板 1 μL，

DEPC 水 7 μL。qPCR 程序为：95 ℃ 3 min；95 ℃ 
15 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 20 s，42 个循环；熔解

曲线程序为系统默认设置。以 1 dpi 为对照，采

用 2−ΔΔCt法计算 NcN6AMT 在 2 dpi、3 dpi 和 4 dpi
的相对表达量。利用 GraphPad Prism 8 软件进

行数据分析及绘图。采用 SPSS statistics 进行相

对 表 达 量 的 单 因 素 方 差 分 析 (analysis of 
variance, ANOVA)，以 P<0.05 为显著性阈值。

通过 Tukey 检验法和字母显著标记法两两比较

分析实验数据。 

2  结果与分析 
2.1  NcN6AMT 基因 CDS 区的分子克隆 

琼脂糖凝胶电泳结果显示，通过 PCR 能扩

增出符合预期大小(约 500 bp)的目的片段(图 1)。
Sanger 测序结果显示目的片段与 GenBank 数据

库 收 录 的 NcN6AMT 的 CDS 区 序 列 一 致

(NMDCX0000161)。以上结果说明成功克隆出

NcN6AMT 的 CDS 区。 
 

 
 

图 1  NcN6AMT 扩增产物的琼脂糖凝聚电泳 
Figure 1  Agarose gel electrophoresis for the 
amplifid product from NcN6AMT. 
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2.2  NcN6AMT 蛋白的理化性质与分子特性 
NcN6AMT 共含有 501 个核苷酸，编码的

NcN6AMT 含 166 个氨基酸。NcN6AMT 的分子

式为 C845H1374N214O249S6。分子量约为 18.7 kDa，
脂溶系数为 119.76 ，理论等电点为 5.88 。

NcN6AMT 包含 21 个负电荷氨基酸和 20 个正电荷

氨基酸，含量最高的氨基酸为异亮氨酸，含量最

低的氨基酸为组氨酸和色氨酸(NMDCX0000160)。
NcN6AMT 的平均亲水系数为 0.025，疏水氨基

酸数量比亲水氨基酸多(图 2A)，说明该蛋白可

能为疏水性蛋白。NcN6AMT 含 8 个丝氨酸磷酸

化位点，5 个酪氨酸磷酸化位点和 2 个苏氨酸磷

酸化位点(图 2B)。另外，NcN6AMT 不含典型的

跨膜结构域和信号肽，说明该蛋白可能为非跨

膜蛋白和胞内蛋白(图 2C、2D)。 
NcN6AMT 含有 68 个(40.96%) α-螺旋，40 个 

(24.10%)延长链，14 个(8.43%) β-转角，44 个

(26.51%)无规则卷曲(图 3A)；含有 1个甲基转移

酶 小 结 构 域 (methyltransferase small domain, 
MTS)结构域，位于第 4–92 位氨基酸之间；家

蚕微孢子虫、兔脑炎微孢子虫、肠脑炎微孢子

虫、蚱蜢脑炎微孢子虫、人类、小鼠、褐飞

虱、美洲思普雷格孢虫的 N6AMT 也含有 1 个

MTS 结构域(图 3B)；如图 3C 所示，NcN6AMT
的三级结构模板为 3q87.1.B，二者之间的同源

性为 49.69%。此外，NcN6AMT 同时定位于细

胞 质 (47.80%) 、 线 粒 体 (30.40%) 、 细 胞 核

(17.40%)和液泡膜(4.30%)。 

2.3  NcN6AMT 蛋白的保守基序分析 
在 NcN6AMT 中鉴定到 5 个保守基序，分

别为 motif 1、motif 2、motif 3、motif 5 和 motif 
6；类似地，在兔脑炎微孢子虫、肠脑炎微孢子

虫、蚱蜢脑炎微孢子虫的 N6AMT 蛋白中也预

测到上述 5 个保守基序(图 4)。 

 

 
 

图 2  NcN6AMT 的分子特性 
Figure 2  Molecular characteristics of NcN6AMT. A: Hydrophilia. B: Phosphorylation site. C: Transmembrane 
domain. D: Signal peptide. 
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图 3  NcN6AMT 的二级结构(A)、结构域(B)和三级结构(C) 
Figure 3  Secondary structure (A), structural domain (B) and tertiary structure (C) of NcN6AMT. 

 

 
图 4  东方蜜蜂微孢子虫和其他 9 个物种的 N6AMT 蛋白含有的保守基序 
Figure 4  Conserved motifs in NcN6AMT proteins in Nosme ceranae and other nine species. 
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2.4  N6AMT 蛋白的系统进化分析 
NcN6AMT 与上述 9 个物种的 N6AMT 的氨

基酸序列一致性介于 16.91%–70.92%，存在明

显差异(NMDCX0000162)；NcN6AMT 与家蚕

微孢子虫、肠脑炎微孢子虫、兔脑炎微孢子

虫、蚱蜢脑炎微孢子虫的序列一致性最高

(70.92%)，其次，与人类和小鼠的 N6AMT 氨基

酸序列一致性为 66.04% (NMDCX0000162)。系

统进化分析结果显示，兔脑炎微孢子虫、肠脑

炎微孢子虫和蚱蜢脑炎微孢子虫的 N6AMT 聚

为一支，东方蜜蜂微孢子虫和家蚕微孢子虫的

N6AMT 聚为一支，进化距离最近(图 5)。 

2.5  NcN6AMT 基因在东方蜜蜂微孢子虫

侵染意蜂和中蜂工蜂过程的表达谱 
RT-qPCR 结果显示接种东方蜜蜂微孢子虫

后，相较于 1 dpi，意蜂工蜂中肠内 NcN6AMT 的

表达量在 2 dpi 显著上调(P<0.5)，在 3 dpi 上调，

在 4 dpi 下调，总体呈现出上升-下降的表达趋势

(图 6A)；中蜂工蜂中肠内 NcN6AMT 的表达量在  
2 dpi 显著上调(P<0.5)，在 3 dpi 下调，在 4 dpi 显 

 

 
图 5  邻接法构建基于 N6AMT 氨基酸序列的东方蜜蜂微孢子虫与其他 9 个物种的系统进化树 
Figure 5  Phelogenetic tree of Nosme ceranae and other nine species based on amino acid sequence N6AMT 
by neighbor-joining method. N. ceranae NW_020169305.1 was showed in red font. The sequence numbers in 
brackets represent the GenBank accession numbers of N6AMT proteins in every species. The values at the 
nodes indicate bootstrap test confidence values (1 000 replicas). 

 

 
 

图 6  东方蜜蜂微孢子虫侵染意蜂(A)和中蜂(B)工蜂过程中 NcN6AMT 的表达谱 
Figure 6  Expression patterns of NcN6AMT during the Nosme ceranae infection of Apis mellifera ligustica (A) 
and Apis cerana cerana (B) workers. Data are presented as mean±SE. The same lowercase letters above the 
curve indicate non-significant difference (P>0.05), while the different lowercase letters above the curve indicate 
significant difference (P<0.05) (Tukey test). 
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著下调(P<0.05)，总体也表现为上升-下降的表达

趋势(图 6B)。 

3  讨论与结论 
此前，N6AMT1 在人类、小鼠中被鉴定到，

且通过研究证实 N6AMT1 对抑制肿瘤细胞生

长、胚胎的早期发育至关重要 [30-31]，Ashapkin
等[32]发现植物拟南芥(Arabidopsis) N6AMT 突变

体中开花时间的提前。在哺乳动物中，N6AMT1
被认为是细菌 N6-腺嘌呤 DNA 甲基转移酶的同

源物[31]，N6AMT1 可作为三阴性乳腺癌治疗药

物奥拉帕尼的应激蛋白参与调节 6mA 的修饰，

从而影响癌细胞的耐药性 [33]。然而对于真菌

N6AMT 的了解还十分有限，东方蜜蜂微孢子虫

的 N6AMT 研究至今仍未见报道。本研究首次对

NcN6AMT 基因进行分子生物学研究，PCR 鉴定

(图 1)和 Sanger 测序结果表明 NcN6AMT 在东方

蜜蜂微孢子虫孢子中真实存在和表达，为深入开

展相关研究提供了实验依据。生物信息学分析结

果显示，NcN6AMT 蛋白含 166 个氨基酸，分子

量约为 18.7 kDa，分子式为 C845H1374N214O249S6，

理论等电点是 5.88，脂肪系数是 119.76，平均亲

水系数是 0.025；含有 15 个磷酸化位点，不含跨

膜结构域和信号肽，且可同时定位细胞质、线粒

体、细胞核和液泡膜，说明 NcN6AMT 可能是

疏水性蛋白、非跨膜蛋白和胞内蛋白。以上结果

丰富了 NcN6AMT 的信息，为进一步开展功能研

究提供了参考信息。 
Sergiev 等[34]在大肠杆菌(Escherichia coli)中

鉴定到 4 个鸟嘌呤-(N2)-甲基转移酶中，通过 X
射线结构分析发现其中的核糖体小亚基甲基转

移酶 D (ribosome small subunit methyltransferase 
D, RsmD)由单个罗兹曼折叠结构域，即单个甲

基化转移酶结构域 (methyltransferase domain, 
MT)构成。Weitzmann 等[35]纯化出大肠杆菌的 2 种

16S rRNA 特异性甲基转移酶，分别为 m2G966 
(m2G MT)和 m5C967 (m5C MT)，并发现二者对

微小但具有重要功能的结构变化均非常敏感。本

研究发现 NcN6AMT 的第 4–92 位氨基酸之间含

有甲基转移酶小结构域(methyltransferase small 
domain, MTS)，暗示 NcN6AMT 具有与其他物种

N6AMT 类似的生物学功能。此外，在 Nosema
属的家蚕微孢子虫、兔脑炎微孢子虫、肠脑炎微

孢子虫、蚱蜢脑炎微孢子虫、美洲思普雷格孢虫

以及人类、小鼠和褐飞虱的 N6AMT 中也预测到

MTS 结构域，说明 MTS 广泛存在于微孢子虫和

哺乳动物的 N6AMT，上述不同物种的 N6AMT
具有较高的保守性。 

本研究在 NcN6AMT 中预测出 5 个保守基

序，这 5 个保守基序同样存在于兔脑炎微孢子

虫、肠脑炎微孢子虫和蚱蜢脑炎微孢子虫的

N6AMT，进一步表明 N6AMT 在上述 Nosema
属的 4 种微孢子虫中高度保守，可能发挥相同或

相近的功能。此外，motif 6 存在于东方蜜蜂微

孢子虫、兔脑炎微孢子虫、肠脑炎微孢子虫和蚱

蜢脑炎微孢子虫的 N6AMT，但不存在于家蚕微

孢子虫和美洲思普雷格孢虫，说明 N6AMT 在不

同的微孢子中具有一定的种属特异性，值得进一

步探究。推测 motif 6 对于东方蜜蜂微孢子虫、

兔脑炎微孢子虫、肠脑炎微孢子虫和蚱蜢脑炎微

孢子虫的 N6AMT 功能具有特定作用。 
本研究发现，东方蜜蜂微孢子虫与家蚕微孢

子虫、兔脑炎微孢子虫、肠脑炎微孢子虫、蚱蜢

脑 炎 微 孢 子 虫 的 N6AMT 氨 基 酸 序 列

(NMDCX0000162)一致性达到 70.92%，表明上

述 4种微孢子虫的 N6AMT序列较为保守。此外，

在进化树中东方蜜蜂微孢子虫与家蚕微孢子虫

的 N6AMT 聚为一支(图 5)，表明 Nosema 属的

这 2种微孢子虫的 N6AMT在进化过程中具有较

高保守性；东方蜜蜂微孢子虫、人类和小鼠的
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N6AMT 序列一致性达到 66.04%，说明东方蜜蜂

微孢子虫与哺乳动物的 N6AMT 之间也具有一

定的保守性，暗示 NcN6AMT 与哺乳动物的

N6AMT 具有类似的功能。目前，人类和小鼠等

哺乳动物的 N6AMT 被研究的较为深入[33,36]，未

来可借鉴相关报道进一步开展 NcN6AMT 的功

能研究。 
东方蜜蜂微孢子虫特异性侵染成年蜜蜂中

肠上皮细胞，具有感染性的孢原质进入宿主细胞

后完全依赖宿主细胞的物质和能量进行增殖[37]。

研究表明东方蜜蜂微孢子虫在西方蜜蜂工蜂中

肠内的增殖周期约为 4 d[38]。本研究中，在东方

蜜蜂微孢子虫的第一个增殖周期(1–4 dpi)内，相

较于 1 dpi，NcN6AMT 在意蜂工蜂中肠内表现为

上升-下降的动态表达趋势(图 6A)，在中蜂工蜂

中肠内也呈现出类似的上升-下降的动态表达趋

势，说明 NcN6AMT 可能通过动态调节 DNA 甲

基化参与东方蜜蜂微孢子虫的侵染过程，

NcN6AMT 在东方蜜蜂微孢子虫侵染不同蜜蜂宿

主的过程中发挥相同或相似的功能。目前，本实

验室已建立东方蜜蜂微孢子虫侵染意蜂和中蜂

的模型及 RNAi 技术体系[39]，下一步的工作重点

是通过饲喂 dsRNA 或 siRNA 对 NcN6AMT 进行

RNAi，进而探究 NcN6AMT 在东方蜜蜂微孢子

虫侵染过程中的功能及背后的表观调控机制。 
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