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摘要：【目的】蜜蜂球囊菌(Ascosphaera apis，简称球囊菌)是一种能够侵染中华蜜蜂(Apis cerana cerana，

简称中蜂)幼虫的致死性真菌病原。微小 RNA (microRNA，miRNA)可通过在转录后水平靶向抑制或降

解 mRNA 而参与宿主与病原互作过程。本研究旨在对球囊菌胁迫的中蜂 6 日龄幼虫肠道的差异表达

miRNA (DEmiRNA)及其靶基因进行深入分析，进而揭示 DEmiRNA 在中蜂响应球囊菌胁迫应答过程中

的作用。【方法】利用 Illumina MiSeq 平台对正常及球囊菌胁迫的中蜂 6 日龄幼虫肠道(AcCK 和 AcT)

进行测序，通过相关生物信息学软件预测 DEmiRNA 及其靶基因。通过 Blast 将靶基因注释到 GO 和

KEGG 数据库。利用 Cytoscape 软件构建 DEmiRNA 与其靶 mRNA 的调控网络。通过 Stem-loop RT-PCR

和 qPCR 验证测序数据的可靠性。【结果】本研究共预测出 537 个 miRNA，其长度分布介于 16–35 nt

之间，且不同长度的 miRNA 首位碱基偏向性差异明显。通过 Stem-loop RT-PCR 证实了 10 个 novel miRNA

的表达。AcCK vs AcT 比较组共有 54 个 DEmiRNA，包含 31 个上调和 23 个下调 miRNA，可分别靶向

结合 6170 和 8199 个靶基因。GO 分类结果显示上调和下调 miRNA 的靶基因分别涉及 47 和 47 个条目，

富集基因数 多的皆为结合细胞进程和催化活性。KEGG 代谢通路(pathway)富集分析结果表明上调和

下调 miRNA 的靶基因分别富集在 134 和 126 条 pathway，富集基因数 多的均为内吞作用和内质网中

的蛋白质加工。调控网络分析结果表明，DEmiRNA 及其靶 mRNA 形成十分复杂的调控关系；31 个

DEmiRNA 可靶向结合 51 个与泛素介导的蛋白水解相关的 mRNA，18 个 DEmiRNA 可靶向结合 14 个

与 Jak-STAT 信号通路相关的 mRNA；miR-1277-x、miR-26-x、miR-27-y、miR-30-x、miR-6052-x 等 16

个 miRNA 共同参与了上述两条免疫通路的调控。 后，随机挑选 3 个 DEmiRNA 进行 qPCR 验证，结

果证明了测序数据的可靠性。【结论】本研究提供了中蜂幼虫肠道在球囊菌胁迫后期的 miRNA 的表达
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谱和差异表达信息，揭示了球囊菌与宿主之间在 miRNA 组学水平存在复杂的互作。miR-6052-x 和

miR-1277-x 作为调控网络的核心可能通过影响细胞凋亡参与宿主的免疫防御，miR-26-x 和 miR-30-x 可

能通过调控 Jak-STAT 信号通路参与宿主的胁迫应答。本研究筛选出的关键 DEmiRNA 有望作为治疗白

垩病的分子靶标。 
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中华蜜蜂(Apis cerana cerana，简称中蜂)是东

方蜜蜂(Apis cerana)的指名亚种，也是我国特有的

蜜蜂种质资源，具有不可替代的生态和经济价值。

相比于西方蜜蜂(Apis mellifera)，中蜂具有抗螨

害、耐寒、善于利用零星蜜粉源等优点[1]。蜜蜂球

囊菌(Ascosphaera apis，简称球囊菌)特异性侵染蜜

蜂幼虫而导致白垩病，其孢子随食物被蜜蜂幼虫

摄入后进入中肠，因此时中肠与后肠隔绝，孢子

处于低水平萌发状态；至幼虫到预蛹的过渡期，

中肠与后肠连通，孢子进入后肠接触氧气后剧烈

萌发；菌丝开始大量生长，相继穿透肠壁和体壁，

终蔓延包裹幼虫全身，形成白垩病虫尸[2]。该病

能引起成年蜜蜂数量和蜂群生产力的严重下降，

给养蜂生产造成巨大损失[3]。此外，球囊菌对成年

熊蜂(Bumblebee)[4]和中蜂幼虫[5]也具有侵染性。笔

者所在课题组近期从中蜂雄蜂白垩状幼虫尸体中

分离出球囊菌，在形态学和分子生物学水平对其

进行了鉴定，并通过交叉感染证明球囊菌对中蜂

雄蜂和工蜂幼虫也具有侵染性[5]。白垩病在自然界

中常见于意大利蜜蜂(Apis mellifera ligustica)蜂

群，仅偶尔发生于中蜂蜂群。 

真核生物的基因组编码大量具有功能的非编

码 RNA (non-coding RNAs ， ncRNAs) ， 其 中

microRNA (miRNA)是一类长度约为 18–25 nt 的小

RNA，通过与靶基因 3ʹ UTR 的特异性结合，导致

靶基因的降解或者抑制，在转录后水平对基因表

达产生负调控[6]，从而广泛参与调控生物体的生长

发育、新陈代谢、应激反应及免疫防御等各类生

命活动[6–7]。近年来，高通量测序技术已被广泛应

用于动物[8]、植物[9]和微生物[10]的 miRNA 相关研

究 。 Winter 等[11] 发 现 冈 比 亚 按 蚊 (Anopheles 

gambiae)体内的 4 种 miRNA 通过显著差异表达降

低宿主对疟原虫(Plasmodium)感染的敏感性。Wu

等[12]发现家蚕(Bombyx mori)幼虫被家蚕质型多角

体病毒(BmCPV)感染后，过表达 bmo-miR-278-3p

可显著抑制宿主胰岛素相关肽结合蛋白基因 IBP2

的表达，并促进病毒的复制过程。相比于蚊子和

家蚕等模式生物，蜜蜂的 miRNA 研究较为滞后，

并且主要集中在西方蜜蜂的级型分化[13]、劳动分  

工[14]、神经发育[15]以及免疫防御[16]等方面。Ashby

等[13]研究发现 miR-bantam、miR-184 和 miR-315

参与了西方蜜蜂的细胞分化、组织结构重塑以及

级型分化等过程。Evans 等[16]研究发现东方蜜蜂微

孢子虫(Nosema ceranae)来源的 miRNA 可靶向结

合 918 个西方蜜蜂体内的 mRNA，并主要涉及调

控宿主的新陈代谢、细胞凋亡和免疫防御等过程。

但对于 miRNA 在中蜂幼虫与球囊菌互作中的作

用，至今仍无相关研究报道。 

蜜蜂肠道既是食物消化、营养吸收、能量代

谢及其与病原互作的主要场所，同时也是球囊菌

寄生和增殖的部位。蜜蜂的幼虫期为 1–6 日龄，

前期研究发现，被球囊菌侵染的 6 日龄大幼虫虽

不表现出明显的白垩病症状[17]，但因临近疾病暴

发，此时宿主的转录组变化能更好地体现宿主与
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病原之间的复杂互作。因此，本研究利用 small 

RNA-seq (sRNA-seq)技术对正常及球囊菌胁迫的

中蜂 6 日龄幼虫肠道进行测序，通过生物信息学

和分子生物学方法对中蜂幼虫肠道的差异表达

miRNA (DEmiRNA)进行预测、分析及鉴定，进而

预测 DEmiRNA 的靶基因并构建二者间的调控网

络。研究结果可为深入认识球囊菌与中蜂幼虫的

互作机制提供新的思路和线索，同时为球囊菌抗

性相关 miRNA 的功能研究打下基础。 

1  材料和方法 

1.1  供试蜜蜂幼虫及球囊菌 

中蜂幼虫取自福建农林大学蜂学学院教学蜂

场。球囊菌菌株由福建农林大学蜂学学院蜜蜂保

护实验室保存并活化。 

1.2  测序样品准备 

中蜂幼虫的人工饲养和球囊菌接种参照陈大

福等的方法[18]进行。简述如下：用移虫针将 2 日

龄幼虫移入预置 50 μL 饲料(35 °C 预温)的无菌的

24 孔细胞培养板，35.0±0.5 °C、90%相对湿度(RH)

条件下饲养。每隔 24 h 更换饲料。处理组 3 日龄

幼虫饲喂含球囊菌孢子的饲料(终浓度为 1×107 个

孢子/mL)，对照组 3 日龄幼虫饲喂不含球囊菌孢

子的正常饲料，此后所有幼虫均饲喂正常饲料。 

在超净工作台中分别剖取 6 日龄幼虫整个肠

道组织，处理组(AcT：AcT-1、AcT-2、AcT-3)和

对照组(AcCK：AcCK-1、AcCK-2、AcCK-3)均设

置 3 个生物学重复。剖取的幼虫肠道每 9 只放于 1

个 RNA-Free 的 EP 管中，经液氮速冻后迅速转移

至–80 °C 超低温冰箱保存备用。 

为验证处理组确为球囊菌侵染，设计并合成

球囊菌的特异性 Ste11-like 引物，分别提取上述

AcCK 和 AcT 样品的总 RNA，反转录得到 cDNA

作为模板进行 PCR 鉴定，PCR 反应程序如下：

95 °C 5 min；95 °C 30 s，58 °C 30 s，72 °C 60 s，

34 个循环；72 °C 10 min。PCR 产物经 1.8%的琼

脂糖凝胶电泳检测。同时以球囊菌纯培养作为阳

性对照，无菌水为阴性对照。 

1.3  sRNA-seq、测序数据质控与评估及 DEmiRNA

的预测 

委托广州基迪奥生物科技有限公司对上述 6

个肠道样品进行单端测序，测序平台为 Illumina 

MiSeq。本研究测得的数据已上传美国国家生物技

术 信 息 中 心 (NCBI) 数 据 库 ， BioProject 号 ：

PRJNA395108。 

参照笔者所在课题组前期已建立的方法[19]对

测序数据进行质控和评估。为排除球囊菌测序数

据的干扰，首先通过 Bowit 软件将质控后的非注

释标签序列(unannotated tags)映射(mapping)球囊

菌参考基因组(assembly AAP 1.0)，过滤 mapped 

tags，并将 unmapped tags 比对到东方蜜蜂参考基

因组(assembly ACSNU-2.0)，得到相关 tags 在参考

基因组上的位置信息。利用 miRDeep2 软件[20]将

mapped tags 与 miRBase 数据库中的 miRNA 前体

序列进行比对，得到前体序列并鉴定 miRNA 的表

达，然后通过 TPM (tags per million)算法公式

(TPM=T×106/N，T 代表单个 miRNA 的 tags，N 表

代表总 miRNA 的 tags)对所有 miRNA 的表达量进

行归一化处理。筛选 DEmiRNA (AcCK vs AcT)的

标准为|log2Fold change|≥1 且 P≤0.05。分别统计

上调和下调 miRNA 的 log2Fold change 值，利用

OmicShare 在线工具集合(www. omicshare.com)中的

heatmap 工具进行表达量聚类分析，采用默认参数。 
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1.4  DEmiRNA 的靶基因预测、分析及调控网络

构建 

联用 RNAhybrid (v2.1.2)+svm_light (v6.01)、

Miranda (v3.3a)、TargetScan (Version: 7.0)软件[21]

对 DEmiRNA 进行靶基因预测。通过 BLAST 将预

测出的靶基因序列与 GO 和 KEGG 数据库进行比

对，获得靶基因的功能注释信息。根据 DEmiRNA

与靶基因的结合关系构建二者的调控网络，通过

Cytoscape 软件对调控网络进行可视化。 

1.5  Novel miRNA 的 Stem-loop RT-PCR 和

DEmiRNA 的 qPCR 验证 

利用 RNA 抽提试剂盒(TaKaRa，日本)提取中

蜂幼虫肠道的总 RNA。参照 Chen 等[22]的方法，

利用 DNAMAN 软件(Lynnon Biosoft 公司，美国)

设计 novel miRNA 的 Stem-loop 引物、上游引物和

下游引物，委托生工生物工程(上海)股份有限公司

合成引物。本研究所用引物序列详见表 1。利用 Stem- 

loop 引物经反转录得到 cDNA，作为模板进行 PCR 

表 1.  本研究使用的引物 

Table 1.  Primers used in this study 
Primer ID Sequence (5ʹ3ʹ) 

Ste11-like F  GGGAAGATTGCCAGGCC 

Ste11-like R   CAAACTTGTAGTCCGGATG   

Loop-novel-m0001-3p CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGGAAGAACG 

Loop-novel-m0004-5p CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGTGTTCAGC 

Loop-novel-m0005-5p CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGACACCACG 

Loop-novel-m0008-3p CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAAAGTGCA 

Loop-novel-m0014-3p CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAAAGAGAG 

Loop-novel-m0017-5p CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCTCGGCAA 

Loop-novel-m0020-5p CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCTCCTCCC 

Loop-novel-m0025-5p CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAATTTAAT 

Loop-novel-m0039-5p CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAACCACTG 

Loop-novel-m0054-3p CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGTGAAATTA 

Loop-miR-6497-x CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGTCGACACG 

Loop-miR-4968-y CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGTGCTGCTG 

Loop-miR-3793-x CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGTGGCCAGG 

novel-m0001-3p-F TCGTTCTGGTAAAC 

novel-m0004-5p-F GTGATGGCACA 

novel-m0005-5p-F CGCGTGCAAGTT 

novel-m0008-3p-F CCTGCTATCGGTACT 

novel-m0014-3p-F ACTGTCGATGGATAG 

novel-m0017-5p-F AACGCGACCGATTA 

novel-m0020-5p-F GTGGGAGGATTG 

novel-m0025-5p-F TAAATAGATTTA 

novel-m0039-5p-F TGTGCATCATCGAT 

novel-m0054-3p-F TTTATTCAAAGTAT 

miR-6497-x-F GAGGAGCGGGG 

miR-4968-y-F CAGCAGCAGCAG 

miR-3793-x-F AGCGTGTTTTC 

R CTCAACTGGTGTCGTGGA 

AcU6-F GTTAGGCTTTGACGATTTCG 

AcU6-R GGCATTTCTCCACCAGGTA 
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扩增。PCR 体系为：上下游引物(1.67 μmol/L)和

cDNA 模板各 1 μL，PCR mix 10 μL，无菌水 7 μL。

PCR 程序如下：95 °C 5 min；95 °C 30 s，49 °C 30 s，

72 °C 1 min，35 个循环；72 °C 10 min。PCR 产物

经 1.8%琼脂糖凝胶电泳检测。利用胶回收试剂盒

纯化 100 bp 附近的目的片段，连接 pMD-19T 载

体，转化 TG1 大肠杆菌后挑斑摇菌，将菌液 PCR

阳性的菌液送南京金斯瑞生物科技公司进行单

端测序。 

qPCR 检 测 采 用 SYBR Green 法 在 ABI 

QuantStudio 3 荧光定量 PCR 系统(ABI 公司，美国)

中进行，反应体系为：SYBR Green Dye 10 μL，

上下游引物(1.67 μmol/L)以及 cDNA 模板各 1 μL，

Rox 0.44 μL，DEPC 水补至 20 μL。反应条件如下：

95 °C 1 min，95 °C 15 s，49 °C 30 s，40 个循环；

72 °C 45 s。以 U6 作为内参，所选 miRNA 的相对

表达量采用 2–△△Ct 公式进行计算。对每个生物学

重复样品进行 3 次技术重复。 后通过 Graph 

Prism 5 软件进行相关数据处理及绘图。 

2  结果和分析 

2.1  中蜂幼虫肠道内球囊菌的侵染情况鉴定 

对 AcCK 和 AcT 样品进行 PCR 鉴定，电泳结

果显示 AcT 和阳性对照均可扩增出符合预期的目

的片段(约 217 bp)，而 AcCK 和阴性对照均未扩增

(图 1)，表明本研究中的处理组样品确为球囊菌侵 

 

图 1.  中蜂幼虫肠道内球囊菌的 PCR 鉴定 

Figure 1.  PCR identification of Apis ascosphaera in the 
larval guts of Apis cerana cerana. Lane M: DNA marker; 
lane PC: positive control; lane NC: negative control. 

染的幼虫肠道，对照组样品不含球囊菌；处理组

和对照组样品可用于高通量测序。 

2.2  数据质控与评估 

中蜂幼虫肠道样品 AcCK 和 AcT 测序共得  

到 33366276 和 29069559 条 raw reads，经过滤和  

质控分别得到 28183943 和 26176445 条 clean reads 

(表 2)，占 raw reads 的比例均在 83.20%以上。上述

结果说明本研究的测序数据质量良好，可用于进一

步分析。将各样品的 clean reads 比对东方蜜蜂的参考

基因组，mapped reads 平均数为 1992886 (21.76%)。 

2.3  中蜂幼虫肠道 miRNA 的预测与分析 

通过 reads 比对到参考基因组上的位置和二

级结构预测，共预测出 537 个 miRNA，它们的长

度分布介于 16–35 nt 之间。其中，分布在 22 和 23 nt

长度的 miRNA 数量 多(图 2-A)。miRNA 的首位

碱基偏向性分析结果显示，不同长度的 miRNA 的

首位碱基偏向性具有明显差异。长度为 18–26 nt

的 miRNA 的首位碱基多为 U，长度为 27 nt、28 nt

和 29 nt 的 miRNA 的首位碱基多为 C，长度为 30 nt

的 miRNA 的首位碱基多为 G (图 2-B)。 

本研究共预测出 65 个 novel miRNA，随机挑

选 11 个进行 Stem-loop PCR 验证，电泳结果显示共

有 10 个 novel miRNA 能够扩增出符合预期的目的

片段(图 3-A)，说明本研究预测出的多数 miRNA 
 

表 2.  本研究中的 sRNA-seq 数据信息统计 

Table 2.  Summary of sRNA-seq datasets information 
in this study 

Samples Raw reads Clean reads/% 

AcCK-1 10611126 8828377 (83.20) 

AcCK-2 9932874 8401872 (84.59) 

AcCK-3 12822276 10953694 (85.43) 

AcT-1 9095104 8286341 (91.11) 

AcT-2 10062074 8948199 (88.93) 

AcT-3 9912381 8941905 (90.21) 
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图 2.  中蜂幼虫肠道 miRNA 的特征分析 

Figure 2.  Characteristics analysis of miRNAs in Apis cerana cerana larval gut. A: Length distribution of miRNAs in 
Apis cerana cerana larval gut; B: First nucleotide bias of miRNAs in Apis cerana cerana larval gut. 

 

图 3.  中蜂幼虫肠道的 novel miRNA 鉴定 

Figure 3.  Identification of novel miRNA in the larval gut of Apis cerana cerana. A: agarose gel eletrophoresis of 
amplification products from Stem-loop PCR of novel miRNA. lane M: DNA marker; lane 1: novel-m0001-3p; lane 
2: novel-m0004-5p; lane 3: novel-m0005-5p; lane 4: novel-m0008-3p; lane 5: novel-m0014-3p; lane 6: 
novel-m0017-3p; lane 7: novel-m0020-3p; lane 8: novel-m0025-5p; lane 9: novel-m0039-5p; lane 10: 
novel-m0054-3p. B: secondary structure of novel-m0025-5p precursor, yellow regions indicate the mature 
sequences. C: Sanger sequencing of novel-m0025-5p. 
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真实存在。回收 novel-m0025-5p 的 100 bp 附近的片

段并进行 TA 克隆，Sanger 测序结果显示与 novel- 

m0025-5p 序列一致(图 3-B)，再次证实了测序结果。 

2.4  中蜂幼虫肠道 DEmiRNA 的预测及分析 

AcCK vs AcT 共包含 54 个 DEmiRNA，其中上调

和下调 miRNA 的数量分别为 31 和 23 个。表达量聚类

分析结果显示，miR-1344-x、miR-143-y、novel-m0044-5p

上调幅度较大，差异变化倍数的对数值(log2 Fold 

change)分别达到 15.96、12.91 和 12.78 (图 4-A)；

miR-4577-y、miR-4968-y、miR-1777-x 下调幅度较大，

log2 Fold change 分别为–11.18、–9.86 和–8.61 (图 4-B)。 

2.5  中蜂幼虫肠道 DEmiRNA 的靶基因的预测及

分析 

利用 TargetFinder 软件进行中蜂幼虫肠道

DEmiRNA 的靶基因预测，上调 miRNA 和下调 

miRNA 分别预测出 6170 和 8199 个靶基因。GO

分类结果显示，上述靶基因可注释到生物学进程、

细胞组分及分子功能的诸多条目(term)。其中，上

调 miRNA 的 1719 个靶基因富集在 47 个 GO term，

富集靶基因数 多的前 10 位分别是结合、细胞进

程、催化活性、代谢进程、单组织进程、细胞、

细胞组件、生物学调控、细胞膜；下调 miRNA 的

2350 个靶基因富集在 47 个 GO term，其中富集靶

基因数 多的前 10 位与上调 miRNA 的靶基因富

集的 GO term 一致。此外，对于上调 miRNA 和下

调 miRNA，富集在应激反应的靶基因数分别为

180 和 219 个，富集在免疫系统进程的靶基因数分

别为 4 和 6 个(图 5)。 

 

图 4.  AcCK vs AcT 中 DEmiRNA 的表达量聚类 

Figure 4.  Expression clustering of DEmiRNAs in AcCK vs AcT. A: Up-regulated miRNAs; B: Down-regulated miRNAs. 
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图 5.  AcCK vs AcT 中 DEmiRNA 的靶基因的 GO 分类 

Figure 5.  GO categorizations of DEmiRNAs target genes in the larval gut of Apis cerana cerana. A: target genes 
of up-regulated miRNAs; B: target genes of down-regulated miRNAs. 
 

KEGG pathway 富 集 分 析 结 果 显 示 ，

DEmiRNA 的靶基因可注释到 136 个 pathway。其

中 ， 上 调 miRNA 的 靶 基 因 可 注 释 到 134 条

pathway，其中富集数 多的是内吞作用、内质网

中的蛋白质加工、Wnt 信号通路、泛素介导的蛋

白水解、FoxO 信号通路、碳代谢、RNA 运输、

磷 脂 酰肌醇 信 号系统 、 RNA 降 解 、嘌呤 代 谢    

(图 6-A)。下调 miRNA 的靶基因可注释到 126 条

pathway，其中富集数 多的是内吞作用、内质网

中的蛋白质加工、RNA 运输、泛素介导的蛋白水

解、嘌呤代谢、碳代谢、神经活性的配体-受体相

互作用、Hippo 信号通路、mRNA 监视通路、Wnt

信号通路(图 6-B)。 

2.6  中蜂幼虫肠道 DEmiRNA 的调控网络构建及

分析 

利用 Cytoscape 软件构建 miRNA-mRNA 调控

网络，miRNA 与 mRNA 之间形成十分复杂的调控

关系，分析结果显示 31 个上调 miRNA 靶向结合

6170 个 mRNA，其中 miR-6052-x、novel-m0044-5p、

novel-m0006-5p、miR-101-y 和 miR-3201-x 结合的

mRNA 多，分别达到 1474、1116、876、700 和

673 个(图 7-A)；23 个下调 miRNA 靶向结合 8219

个 mRNA，其中 miR-1277-x、novel-m0024-3p、 

novel-m0048-5p、novel-m0003-3p 和 novel-m0035-3p

结合的 mRNA 多，分别为 6018、1837、1341、

1063 和 717 个(图 7-B)。 
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图 6.  AcCK vs AcT 中 DEmiRNA 的靶基因的 KEGG pathway 富集分析 

Figure 6.  KEGG pathway enrichment analysis of DEmiRNAs-targeted genes in the larval gut of Apis cerana 
cerana. A: Top 20 pathways enriched by targets of up-regulated miRNAs; B: Top 20 pathways enriched by targets 
of down-regulated miRNAs. 

进一步筛选注释到泛素介导的蛋白水解的靶

基 因 并 构 建 调 控 网 络 ， 分 析 结 果 显 示 31 个

DEmiRNA 靶向结合 51 个靶基因，二者形成 1 个

较大和 1 个较小的调控网络，其中结合靶基因数

量 多的分别是 miR-1277-x (31)、novel-m0044-5p 

(10) 、 miR-6052-x (7) 、 novel-m0024-3p (7) 和

miR-30-x (6)(图 8-A)。筛选出注释到 Jak-STAT 信

号通路的靶基因并构建调控网络，分析结果显示

18 个 DEmiRNA 靶向结合 14 个靶基因，其中结合

靶 基 因 数 多 的 分 别 为 miR-1277-x (6) 、

miR-6039-x (4)、miR-6052-x (3)、miR-101-y (3)和

novel-m0044-5p (3)(图 8-B)。 

进一步分析发现，miR-101-y、miR-1277-x、

miR-21-x、miR-250-x、miR-26-x、miR-27-y、 
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图 7.  中蜂幼虫肠道的 DEmiRNA 的调控网络 

Figure 7.  Regulation networks of DEmiRNAs in Apis cerana cerana larval gut. A: regulation networks of 
up-regulated miRNAs; B: regulation networks of down-regulated miRNAs. Green circles indicate mRNAs, red 
triangles indicate miRNAs.  
 

miR-30-x、miR-3201-x、miR-383-y、miR-6039-x、

miR-6052-x、novel-m0005-5p、novel-m0006-5p、

novel-m0024-3p、novel-m0044-5p 和 novel-m0048- 

5p 等 16 个 miRNA 共同参与了对上述 2 条免疫通

路的调控；而 miR-143-y、miR-193-y、miR-4451-y、

miR-7113-x、miR-8924-y、miR-965-x、miR-iab-8-y、

novel-m0003-3p、novel-m0004-5p、novel-m0011-3p、

novel-m0015-5p、novel-m0026-3p、novel-m0035- 

3p、novel-m0036-5p 和 novel-m0043-5p 等 15 个

miRNA 仅 参 与 泛 素 介 导 的 蛋 白 水 解 的 调 控 ，

miR-352-y 和 novel-m0039-5p 仅参与对 Jak-STAT

信号通路的调控。 

2.7  中 蜂 幼 虫 肠 道 DEmiRNA 的 Stem-loop 

RT-PCR 和 qPCR 验证 

为验证测序数据的准确性，随机挑选 3 个

DEmiRNA (miR-6497-x 、 miR-4968-y 和 

miR-3793-x)进行 Stem-loop RT-PCR 验证，电泳结

果显示上述 3 个 DEmiRNA 在 AcCK 和 AcT 中均

可扩增出符合预期的目的片段(图 9)。进一步对

miR-6497-x、miR-4968-y 和 miR-3793-x 进行 qPCR

验证，结果表明它们的表达水平的变化趋势与测

序数据中 DEmiRNA 的表达水平的变化趋势一致。

上述结果说明本研究的测序结果真实可靠。 

3  讨论 

MiRNA 作为基因表达的关键调控因子，在昆

虫的细胞生长、发育、凋亡及免疫等过程扮演重

要角色[8]。目前，蜜蜂 miRNA 的相关研究主要集

中在西方蜜蜂[13–16]，对于 miRNA 在蜜蜂与病原的

互作中的作用，相关信息极为有限。Huang 等[23] 
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图 8.  中蜂幼虫肠道免疫相关 DEmiRNA 的调控网络 

Figure 8.  Regulation networks of immunity-associated DEmiRNAs in the larval gut of Apis cerana cerana. A: 
regulation networks of DEmiRNAs regulating ubiquitin mediated proteolysis; B: regulation networks of 
DEmiRNAs regulating Jak-STAT signaling pathway. Circles indicate mRNAs, triangles indicate miRNAs; the size 
of circles and triangles indicate the number of miRNAs or mRNAs connected.  
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图 9.  AcCK vs. AcT 中 DEmiRNA 的 Stem-loop RT-PCR 和 qPCR 验证 

Figure 9. Stem-loop RT-PCR and qPCR confirmation of DEmiRNAs inAcCK vs. AcT. A, B, C: Agarose gel 
eletrophoresis of amplification products from Stem-loop PCR of DEmiRNAs. D, E, F: qPCR results of miR-6497-x, 

miR-4968-y and miR-3793-x. *: P≤0.05; **: P≤0.01. 

 

对正常及东方蜜蜂微孢子虫(Nosema ceranae)感

染后 1–6 d 的西方蜜蜂工蜂中肠组织进行测序，发

现宿主的 17 个 miRNA 在整个病原增殖周期内差

异表达，进一步发现 DEmiRNA 可靶向结合 413 个

靶基因，并参与物质代谢和能量代谢的调控。对

于东方蜜蜂，miRNA 的相关研究仅限于雌性蜜蜂

级型分化[24]、处女蜂王婚飞行为[25]等方面，有关

病原胁迫应答的研究未见报道。笔者所在课题组

前期已通过形态学和分子生物学手段证明了球囊

菌对中蜂雄蜂和工蜂幼虫皆具有侵染性[5]，并在

mRNA 组学水平全面解析中蜂幼虫肠道对球囊菌

的胁迫应答[17–18]以及球囊菌的转录组变化[26]。为

在 miRNA 组学水平进一步探究中蜂幼虫对球囊

菌 的 胁 迫 应 答 ， 本 研 究 在 前 期 基 础 上 利 用

sRNA-seq 技术对正常及球囊菌胁迫的中蜂 6 日龄

幼虫肠道进行测序，预测出的 537 个 miRNA 的长

度集中分布在 21–23 nt，首位碱基多偏向于 U，其

结构特征与菜蛾盘绒茧蜂(Cotesia vestalis)[27]、人

类线粒体[28]和日本杏[29]来源的 miRNA 高度相似。

此外，分别有 31 和 23 个 miRNA 在球囊菌胁迫的

中蜂幼虫肠道中上调和下调表达，表明球囊菌胁

迫可引起宿主 miRNA 的差异表达，暗示上述

DEmiRNA 在宿主-病原互作中扮演重要角色。 

前期研究中，笔者所在课题组在 mRNA 组学

水平对中蜂 6 日龄幼虫肠道响应球囊菌胁迫的差

异表达基因(DEGs)进行分析，发现分别有 2、17、

20、29 和 52 个上调基因富集在 Jak-STAT 信号通

路、溶酶体、泛素介导的蛋白水解、吞噬体和内

吞作用，仅有 1 和 8 个下调基因富集在吞噬体和

溶酶体，表明中蜂幼虫肠道的细胞及体液免疫通

路在球囊菌胁迫后期被显著激活[17]。本研究中，

上调 miRNA 的靶基因主要富集在内吞作用(87)、

泛素介导的蛋白水解(51)、溶酶体(31)、吞噬体(31)

等细胞免疫通路，而对于下调 miRNA 的靶基因，

富集在上述 4 条免疫通路的数量分别为 92、64、

45 和 41 个，表明宿主通过下调部分 miRNA 的表

达量，降低对相关免疫基因的抑制作用，从而提

高对球囊菌的免疫应答水平；同时，球囊菌也能
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通过互作上调中蜂幼虫肠道的部分 miRNA 的表

达量，以增加对相关免疫基因的抑制。 

Jak-STAT 信号通路作为昆虫先天免疫系统的

重 要 组 成 部 分 ， 可 参 与 到 果 蝇 (Drosophila 

melanogaster)[30]、家蚕(Bombyx mori)[31]、埃及伊

蚊(Aedes aegypti)[32]及西方蜜蜂 [33]抵御病原侵染

的免疫防御进程。本研究发现，包括 miR-1277-x、

miR-21-x、miR-6052-x、miR-30-x 和 miR-26-x 等

在内的 18 个 DEmiRNA 可靶向结合 14 个与

Jak-STAT 信 号 通 路 相 关 的 靶 基 因 ， 推 测 这 些

DEmiRNA 参与调控 Jak-STAT 信号通路对球囊菌

的应答。在哺乳动物体内，病毒侵染是干扰素(IFN)

应答的重要触发因素[34]，Jak-STAT 信号通路被激

活后可诱导上百个干扰素刺激基因(ISGs)的表达，

从而在抗病毒反应过程中发挥重要作用。Li 等[35]

将 miR-26 家族的模拟物(mimic)转染进猪肺泡巨

噬细胞 PAMs 和猴胚胎肾上皮细胞 Marc-145 中，

发现 IFN 和 I 型 ISGs 被诱导激活，从而对猪繁殖

与呼吸综合症病毒(PRRSV)的复制和侵染过程产

生抑制。本研究中，球囊菌胁迫的中蜂 6 日龄幼

虫 肠 道 的 miR-26-x 表 达 量 显 著 上 调 (log2Fold 

change=12.30)，并且与 miR-1277-x、miR-21-x 和

miR-6052-x 共同靶向结合与 IFN 相关的 3 个靶基

因 (XM_017062110.1 、 XM_017066346.1 和

XM_017066481.1)，推测上述 4 个 DEmiRNA 在球

囊菌胁迫后期，通过调控 IFN 相关的靶基因表达

水平增强宿主对球囊菌的免疫防御。此外，Zhang

等[36]研究发现 PRRSV 感染可通过激活长白猪的

NF-κB 信号通路并提高宿主 miR-30c 的表达量，

进一步研究证明 miR-30c 可靶向结合 Jak-STAT 信

号通路上的 JAK-1 基因，协助病毒逃避 IFN 介导

的抗病毒免疫反应，以增强病毒的侵染性。本研

究发现，miR-30-x 表达量在球囊菌胁迫的中蜂幼

虫肠道中显著上调，暗示球囊菌可能通过影响宿

主上调 miR-30-x 的表达量，抑制宿主的 Jak-STAT

免疫通路诱导产生的 IFN，以减轻 IFN 对病原的

清理作用。未来可通过人工合成 mimic 和抑制物

(inhibitor)对 miR-26-x 和 miR-30-x 进行过表达和

敲减，深入研究二者在中蜂幼虫的免疫应答中的

功能。 

泛素化修饰可通过抑制或促进蛋白磷酸化修

饰调节生物体的免疫应答效应[37]。陈阳[38]发现泛

素介导的蛋白水解与 Jak-STAT 信号通路共同参与

了鸭的 duRIG-I 基因介导的抗病毒先天性免疫信

号的传递途径。Liu 等[39]研究发现 miR-181a 可通

过抑制泛素介导的蛋白水解途径促进 p53 的表达

和转录活性，并推测 miR-181a 可作为治疗肾细胞

凋亡、肾炎等疾病的潜在分子靶标。耿立英等[40]

发现北京油鸡和来航鸡脾脏来源的 miR-21-3p、

miR-21-5p 、 miR-2954 、 miR-146b-5p 和

miR-6606-5p 等 5 个 DEmiRNA 可靶向调控泛素介

导的蛋白水解、细胞凋亡以及免疫器官的发育等

生物学过程，并推测 miRNA 的差异表达是导致不

同鸡种免疫应答差异的重要影响因素。此外，泛

素-蛋白酶系统在家蚕[41]、果蝇[42]的先天免疫中同

样发挥重要调控作用。本研究中，31 个 DEmiRNA

与 51 个与泛素介导的蛋白水解相关的 mRNA 形

成 较 为 复 杂 的 调 控 网 络 ， 其 中 miR-1277-x 、

miR-383-y、miR-6039-x、miR-8924-y、miR-iab-8-y、

novel-m0003-5p、novel-m0011-3p、novel-m0024-3p、

novel-m0026-3p、novel-m0035-3p 和 novel-m0048- 

5p 等 11 个 miRNA 表达下调，推测上述 miRNA

通过下调表达水平，降低对相关泛素介导的蛋白

水解基因的抑制作用，从而增强宿主对球囊菌的
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抵抗作用。此外，病原能够利用宿主细胞的泛素-

蛋白水解酶复合体通路逃避免疫系统监控并促进

自身的复制过程[43]。本研究中，球囊菌胁迫的中

蜂幼虫肠道的 miR-21-x 表达量显著上调(log2Fold 

change=11.96)，并结合 3 个与泛素介导的蛋白水解

相关的靶基因(XM_017055867.1、XM_017062837.1、

XM_017064600.1)，推测球囊菌通过与宿主互作提

高 miR-21-x 的表达水平，增强对相关泛素介导的

蛋白水解基因的抑制作用，以协助球囊菌逃避宿

主的免疫系统监控，并促进自身增殖。 

细胞凋亡不仅参与了全变态昆虫的发育过

程，而且在昆虫的天然免疫反应中发挥特殊作  

用[44]。家蚕在 BmCPV 感染早期，通过上调促凋

亡基因的表达量清除冗余、有害细胞，从而抑制

BmCPV 的增殖过程[45]。此外，BmCPV 也能够通

过抑制宿主的细胞凋亡促进病毒粒子的快速增  

殖[46]，体现了家蚕与 BmCPV 之间互作的复杂性。

本 研 究 中 ， 球 囊 菌 胁 迫 的 中 蜂 幼 虫 肠 道 的

miR-6052-x 和 miR-1277-x 分别上调表达(log2Fold 

change=7.36)和下调表达(log2Fold change=–7.82)，

可 分 别 结合 1474 和 6018 个靶基因，并且在

DEmiRNA-mRNA 调控网络中居于核心位置，表

明二者在中蜂幼虫肠道的胁迫应答中具有关键功

能。此外，miR-6052-x 和 miR-1277-x 均可靶向结合

与细胞凋亡相关的 8 个靶基因(XM_017051426.1、

XM_017051433.1 和 XM_017053949.1 等)，推测  

中 蜂 幼 虫 肠 道 在 球 囊 菌 胁 迫 后 期 通 过 下 调

miR-1277-x 的表达水平，降低对相关细胞凋亡基

因的抑制作用，从而限制球囊菌的增殖；而球囊

菌通过与宿主的互作，提高 miR-6052-x 的表达水

平，加强对相关细胞凋亡基因的抑制，以促进孢

子在宿主体内快速萌发。 

MiRNA 在物种间具有高度的保守性、组织特

异性和表达时序性[47]，同源 miRNA 在不同宿主抵

御病原侵染的过程中可能发挥类似的调控作用。

Machitani 等[48]发现腺病毒(Adenovirus)感染 HeLa

细胞后，细胞来源的 miR-27a/b 可在转录后水平抑

制其靶基因 SNAP25 和 TXN2 的表达，从而有效抑

制腺病毒的感染。Buck 等[49]发现在被鼠巨细胞病

毒(Murine cytomegalovirus)感染后，多个小鼠细胞

系和原代巨噬细胞的 miR-27 表达量快速下降，并

发现过表达 miR-27 能够提高宿主的抗病毒反应。

本研究中，在球囊菌胁迫的中蜂幼虫肠道内，

miR-27-y 的表达量显著上调(log2Fold change=12.12)，

其靶向结合的 516 个靶基因涉及内吞作用(7)、

MAPK 信号通路(3)、Jak-STAT 信号通路(2)、溶酶

体(2)、泛素介导的蛋白水解(1)等细胞和体液免疫

通路，推测宿主通过 miR-27 对上述免疫通路进行

调节，从而参与对球囊菌的应答。近期，笔者所

在课题组在全基因组水平对球囊菌的 miRNA 进

行了分析和鉴定，预测出 118 个 miRNA 及 6529

个靶基因，并构建和深入分析了 miRNA-mRNA

调控网络[19]。下一步将对胁迫中蜂 6 日龄幼虫肠

道的球囊菌的 DEmiRNA 及其调控网络进行深入

分析，结合本研究的分析结果，我们将进一步利

用 TargetFinder 软件预测中蜂幼虫肠道 miRNA 与

球囊菌 mRNA、球囊菌 miRNA 与中蜂幼虫肠道

mRNA 间的靶向结合关系，并通过生物信息学和

分子生物学方法探究宿主和病原的跨界网络调控

作用，以探明二者间的互作机制。 

综上所述，本研究对中蜂 6 日龄幼虫肠道响

应球囊菌胁迫的 DEmiRNA 及其调控网络进行深

入分析，研究结果为在分子水平阐明中蜂幼虫对

球囊菌的胁迫应答机制提供了基础，也为深入理
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解 中 蜂 幼 虫 与 球 囊 菌 的 互 作 提 供 了 新 的 思 路   

线索，筛选出的候选 miRNA 可用于后续的功能  

研究。 
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participate in host-pathogen interaction processes by inhibition or degradation of mRNA via targeting at 

post-transcriptional level. The aim of this study was to analyze the differentially expressed miRNAs (DEmiRNAs) 

and their target genes in the 6-day-old larval gut of A. c. cerana under A. apis stress and reveal DEmiRNAs’ roles 

in the stress response process. [Methods] Normal and A. apis-challenged 6-day-old larval guts of A. c. cerana 

(AcCK and AcT) were sequenced using Illumina MiSeq platform, followed by prediction and analysis of 

DEmiRNAs and their target genes using related softwares. Target genes of DEmiRNAs were annotated to Gene 

Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) databases with Blast. Regulation 

networks between DEmiRNAs and target mRNAs were constructed using Cytoscape. Stem-loop RT-PCR and 

qPCR were conducted to verify the reliability of sequencing data. [Results] Deep sequencing of larval gut samples 

generated 537 miRNAs, the length of which was distributed between 16 nt and 35 nt. The first base bias of miRNAs 

with various length had apparent difference. The expression of 10 novel miRNAs were validated using Stem-loop 

RT-PCR. There were 54 DEmiRNAs in AcCK vs. AcT comparison group, including 31 up-regulated and 23 

down-regulated miRNAs, which can respectively link 6170 and 8199 target genes. GO classification suggested that 

target genes of up- and down-regulated miRNAs were respectively involved in 47 and 47 terms, and the largest 

ones were binding, cellular process, and catalytic activity. KEGG pathway enrichment analysis demonstrated that 

target genes of up- and down-regulated miRNAs were respectively engaged in 134 and 126 pathways, and the 

mostly enriched ones were endocytosis and protein processing in endoplasmic reticulum . Analysis of regulation 

networks revealed that very complex regulation relationships existed between DEmiRNAs and corresponding target 

mRNAs; 31 miRNAs could bind 51 mRNAs associated with ubiquitin mediated proteolysis, and 18 miRNAs can 

bind 14 Jak-STAT signaling pathway-associated mRNAs; a total of 16 miRNAs, such as miR-1277-x, miR-26-x, 

miR-27-y, miR-30-x and miR-6052-x, can participate in regulating both of the above-mentioned immune pathways. 

Finally, three DEmiRNAs were randomly selected for qPCR, the result verified the reliability of our transcriptome 

sequencing data. [Conclusion] We first provided the expression profile and differential expression information of 

A. c. cerana miRNAs during the late stage of A. apis stress, revealed the complex interactions between A. apis and 

host at transcriptome level. As the core of regulation networks, miR-6052-x and miR-1277-x were likely to 

participate in host immune defense by affecting apoptosis, while miR-26-x and miR-30-x may join host responses 

to A. apis stress via regulation of Jak-STAT signaling pathway. Key DEmiRNAs screened in our study are expected 

to be used as potential molecular targets for chalkbrood control. 

Keywords: Apis cerana cerana, larvae, Ascosphaera apis, microRNA, target gene, regulation network 
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