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摘要：【目的】本研究利用 small RNA-seq 技术对球囊菌的纯培养进行测序，对球囊菌的 microRNAs 

miRNAs)进行预测、鉴定和分析，进而构建miRNAs-mRNAs的调控网络。【方法】利用 Illumina Hiseq Xten

平台对球囊菌菌丝与孢子进行测序，通过相关生物信息学软件对球囊菌的 miRNAs 进行预测和分析，通过

茎环(Stem-loop) PCR对部分 miRNAs进行鉴定，利用 Cytoskype软件构建 miRNAs-mRNAs的调控网络。

【结果】本研究共获得 48268696条 clean reads，预测出 118个球囊菌的 miRNAs，它们的长度分布介于

18–25 nt之间，不同长度的 miRNA的首位碱基偏好性差异明显。Stem-loop PCR验证结果显示共有 10个

miRNAs 能够扩增出符合预期的目的片段，说明多数 miRNAs 可能真实存在。共预测出 6529 个球囊菌

miRNAs 的靶基因，其中 5725 个能够注释到 Nr、Swissprot、KOG、GO 和 KEGG 数据库。进一步分析结

果显示有 24个靶基因注释在MAPK信号通路。Cytoskype软件分析结果显示球囊菌的 miRNAs与 mRNAs

之间存在复杂的调控网络，绝大多数的 miRNAs处于调控网络的内部且同时结合多个 mRNAs。【结论】本

研究率先对球囊菌的 miRNAs 及 miRNAs-mRNAs 调控网络进行全面分析，研究结果丰富了对球囊菌

miRNAs的认识，为其基础生物学信息提供了有益补充，也为阐明球囊菌致病的分子机理打下了一定基础。 
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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。该病作为典

型的蜜蜂真菌性病害，给世界各国养蜂业造成较

大损失[1]。近 20年来，国内外学者在球囊菌的分

类鉴定[2]、形态学[3]、病理学[4]、流行病学[5]、侵

染过程[6]、免疫防御[7]及疾病防治[8]等方面开展了

一系列研究，但其生长发育机制和致病机理仍缺

乏分子水平的深入研究[9]，相关组学研究[10]也十
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分有限。2006年，球囊菌基因组的公布[11]为其分

子生物学及组学研究奠定了基础。本课题组前期

组装并注释了球囊菌的参考转录组[12]，利用转录

组数据大规模挖掘球囊菌的 SSR位点[13]，并对胁

迫不同抗性蜜蜂肠道球囊菌的基因表达谱和转录

组变化进行了全面解析[14–15]。 

真核生物基因组编码大量的具有功能的非编

码 RNA (non-coding RNAs，ncRNAs)。根据长度，

ncRNAs 可分为长度小于 200 nt 的小 RNA，如

microRNA (miRNA)，以及长度大于 200 nt的长链

非编码 RNA (long non-coding RNAs，lncRNAs)[16]。

miRNA通过序列互补配对与靶mRNA的特定区域

结合，从而下调其表达水平或使其降解[17]。近年来，

随着高通量测序技术与生物信息学方法的快速发

展和融合，大量的动植物 miRNAs被预测和鉴定出

来[18–19]。2010 年，Lee 等通过深入分析 QDE-2 蛋

白相关的小 RNA，鉴定出粗糙脉孢菌(Neurospora 

crassa)中的 miRNA及 5种小 RNA的生物合成途

径[20]，这是有关真菌 miRNA研究的首例报道。此

后，在核盘菌(Sclerotinia sclerotiorum)[21]、绿僵菌

(Metarhizium anisopliae)[22]、里氏木霉(Trichoderma 

reesei)[23]和新月弯孢菌(Curvularia lunata)[24]等真

菌中也陆续预测出 miRNAs。Liu 等利用 Illumina 

HiSeq技术对 C. lunata的分生孢子和菌丝进行测

序，预测出 1012 个已注释 miRNAs 和 48 个未注

释 miRNAs，并基于生物信息学分析结果推测这些

miRNAs 的靶基因在分子孢子的萌发和菌丝生长

过程发挥重要作用[24]。Lin等利用 small RNA-seq 

(sRNA-seq)技术对立枯丝核菌(Rhizoctonia solani)

感染后 6个时间点的水稻叶片上的菌丝进行测序，

预测出 177个 R. solani的miRNAs，并通过miRNA

的靶基因分析得到 15个候选的致病 miRNAs[25]。

然而对于球囊菌，至今仍无 miRNA 及其孢子萌

发、菌丝生长和致病性等方面作用的相关研究报

道。为最大限度地预测和鉴定球囊菌的 miRNAs，

本研究在前期研究基础上利用 sRNA-seq 技术对

实验室条件下培养的球囊菌菌丝和孢子混合样品

进行测序，结合生物信息学和分子生物学方法对

球囊菌的 miRNA进行预测、分析及鉴定，进而构

建球囊菌的 miRNAs-mRNAs调控网络。研究结果

可为球囊菌的基础生物学信息提供有益的补充，

也为在分子水平阐明其致病的分子机理打下一定

基础。 

1  材料和方法 

1.1  供试球囊菌 

本研究使用的球囊菌菌株由福建农林大学蜂

学学院蜜蜂保护学实验室保存并活化。 

1.2  主要试剂及仪器 

Small RNA 文库构建试剂盒 NEB Next Ultra 

small RNA Sample Library Prep Kit for Illumina RNA

为美国 NEB公司产品。抽提试剂盒和 Superscript  Ⅱ

Reverse Transcriptase 为日本 TaKaRa 公司产品。

DNA marker为广东东盛生物科技有限公司产品。

其他试剂均为国产分析纯。 

超净工作台购自苏州安泰空气技术有限公

司，超低温冰箱购自日本 Panasonic电器公司，PCR

仪购自美国 Bio Rad公司，核酸电泳槽为北京六一

生物科技有限公司产品，凝胶成像仪为上海培清科

技有限公司产品，超微量核酸浓度测定仪Nanodrop 

2000为美国 Thermo Fisher公司产品。 

1.3  测序样品准备、small RNA 文库构建及深度

测序 

参照陈大福等[26]的方法对球囊菌进行活化。将

实验室保存的球囊菌菌株接种至马铃薯葡萄糖琼
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脂(PDA)培养基，置于 37 °C生化箱恒温培养 10 d，

待培养皿中黑色孢子囊和白色菌丝较多时，在超净

台中将孢子囊和菌丝刮至无菌 EP管，随后立即将

EP管放入液氮速冻，再转移至超低温冰箱保存备

用。为最大限度地预测和鉴定球囊菌的 miRNAs，

本研究选取球囊菌菌丝和孢子的混合样品作为测

序对象。上述测序样品设 3个生物学重复(Aa-1、

Aa-2、Aa-3)。 

委托北京百迈克生物科技有限公司对上述 3个

样品进行单端测序。测序平台为 Illumina Hiseq 

Xten。本研究测得的转录组数据已上传美国国家

生物技术信息中心(NCBI)数据库，BioProject号：

PRJNA395108。 

1.4  生物信息学分析 

1.4.1  测序数据质控与评估：使用 Qubit 2.0对文

库的浓度进行检测，将文库浓度稀释至 1 ng/μL，

使用 Agilent 2100 bioanalyzer对 insert size进行检

测，使用 qPCR 方法对文库的有效浓度进行准确

定量，以保证文库质量。测序得到的原始序列含

有接头序列或低质量序列，为了保证信息分析的

准确性，按如下标准对原始数据进行质量控制：

(1) 对于每个样本，将碱基质量值小于 20 的和碱

基数量超过 50%的 reads序列去掉；(2) 去除未知

碱基 N含量大于等于 10%的 reads；(3) 去除没有

3′接头序列的 reads；(4) 剪切掉 3′接头序列，去除

短于 18 或长于 30 个核苷酸的序列，从而得到高

质量序列(clean reads)。 

1.4.2  sRNA 分类注释及参考基因组比对：利用

Bowtie 软件 [27]，将 clean reads 分别与 Silva、

GtRNAdb、Rfam及 Repbase数据库进行序列比对，

过滤核糖体 RNA (rRNA)、转运 RNA (tRNA)、核内

小 RNA (snRNA)、核仁小 RNA (snoRNA)等 ncRNA

以及重复序列，获得包含 miRNA 的 unannotated 

reads。利用 Bowtie软件将 unannotated reads与参考

基因组(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term= 

ascosphaera%20apis)进行序列比对，获取在参考基

因组上的位置信息，即为 mapped reads。 

1.4.3  miRNA预测与分析：利用miRDeep2软件[28]

将比对到参考基因组上的 reads与miRBase数据库

中的已知 miRNA前体序列进行比对，来鉴定已知

miRNA 的表达。同时，通过 reads 比对到基因组

上的位置信息得到可能的前体序列，基于 reads在

前体序列上的分布信息及前体结构能量信息，采

用贝叶斯模型经打分最终实现新 miRNA的鉴定。

对各样本中miRNA进行表达量的统计，并用 TPM

算法[29]对表达量进行归一化处理。 

1.4.4  miRNA 靶基因预测、分析及调控网络构

建：根据已知 miRNA 和新预测的 miRNA (novel 

miRNA)与对应物种的基因序列信息，利用

TargetFinder软件[30]进行靶基因预测。利用 BLAST

软件将预测靶基因序列与 Nr、Swiss-Prot、KOG、

GO、KEGG 和 Pfam 数据库比对，获得靶基因的

注释信息。利用 Cytoskype 软件[31]构建 miRNA- 

mRNA调控网络。 

1.4.5  Novel miRNA 的茎环(Stem-loop)PCR 验

证：利用 RNA抽提试剂盒(TaKaRa，日本)提取球

囊菌的总 RNA。参照 Chen 等[32]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，设计好的引物委托生工生物工程(上海)股份

有限公司合成。利用 Stem-loop引物，按照 cDNA

第一链合成试剂盒 (TaKaRa，日本 )说明书进行

miRNA的反转录，反转录得到的 cDNA作为模板

进行常规 PCR。PCR体系(20 μL)包括：cDNA模

板 1 μL，上下游引物各 1 μL，PCR mix 10 μL，无

菌水 7 μL。PCR程序如下：95 °C 5 min；95 °C 50 s，
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49 °C 50 s，72 °C 50 s，35个循环；72 °C 10 min。

PCR产物经 2%的琼脂糖凝胶电泳检测。 

2  结果和分析 

2.1  sRNA-seq数据的质控与评估 

实验室条件下活化的球囊菌如图 1所示。球

囊菌菌丝与孢子样品的 sRNA-seq 共产生

70612299条 raw reads，过滤低质量、含 N、长

度小于 18 nt 和大于 30 nt 的 reads 后，得到

48268696条 clean reads，平均 Q30达到 98.75% 

(表 1)。上述结果说明本研究得到的高通量测序

数据质量良好，可用于下一步分析。将各样品的

clean reads比对球囊菌的参考基因组，平均比对

上的 reads数约为 2732116条，平均比对率约为

52.66% (表 2)。 

2.2  球囊菌 miRNA的预测与分析 

利用 miRDeep2软件，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 118

个球囊菌的 miRNAs。这些 miRNAs 长度分布介

于 18–25 nt之间，其中，分布在 20、22和 23 nt

长度的 miRNA数最多(图 2-A)。miRNA的碱基偏

好性分析结果显示，不同长度的 miRNA的首位碱

基偏好性差异明显，如长度为 18 nt、19 nt和 23 nt

的 miRNAs首位碱基多为 C (45.00%–66.67%)，长

度为 20 nt和 22 nt的miRNAs首位碱基多为A和G 

(57.89%–63.16%)，长度为 24 nt的miRNAs首位碱

基多为 A和 U (62.50%) (图 2-B)。随机挑选 12个

miRNAs进行 stem-loop PCR验证，电泳结果显示共

有 10 个 miRNAs (conservative_AZGZ01000001.1_ 

1600, conservative_AZGZ01000001.1_ 170, conservative_ 
AZGZ01000002.1_13849, conservative_AZGZ01000004.1_ 
33180, conservative_AZGZ01000005.1_36837, conservative_ 
AZGZ01000006.1_39913, conservative_ AZGZ01000006.1_ 
40023, conservative_AZGZ01000006.1_ 40522, conservative_ 
AZGZ01000007.1_42036, conservative_ AZGZ01000007.1_ 

42616)能够扩增出符合预期的目的片段(图 3)，说明

本研究预测出的球囊菌 miRNA 中有相当比例可

能真实存在。本研究使用的引物序列详见表 3。 

2.3  球囊菌 miRNA的靶基因的预测及功能注释 

利用 TargetFinder软件对预测出的 118个球囊

菌 miRNAs的靶基因进行预测，共预测出 6529个

靶基因。BLAST 比对结果显示，共有 5725 个靶

基因获得注释信息，能够注释到 Nr 数据库、

Swissprot 数据库、KOG 数据库、GO 数据库和

KEGG数据库的靶基因数量分别为 5720、4191、

3719、3202和 2716个。 

 

 
 

图 1.  实验室条件下的球囊菌纯培养 

Figure 1.  Ascosphaera apis pure culture under laboratory 
condition. 

 

表 1.  sRNA-seq 数据统计 

Table 1.  Overview of sRNA-seq datasets 
Samples Raw reads Low quality Containing ‘N’ reads Length<18 Length>30 Clean reads Q30/% 

Aa-1 28107459 0 0 6826867 1254478 20026114 98.71 

Aa-2 18958888 0 0 7620276 844015 10494597 98.84 

Aa-3 23545952 0 0 3464066 2333901 17747985 98.69 
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表 2.  sRNA-seq 数据比对参考基因组信息统计 

Table 2.  Mapping of sRNA-seq data to the reference 
genome of A. apis 

Samples Total reads Mapped reads Mapping ratio/% 

Aa-1 12372063 5451506 44.06 

Aa-2 1872934 1071438 57.21 

Aa-3 2951258 1673403 56.70 

 
 

 
 

 
 

图 2.  球囊菌 miRNAs 的特征分析 

Figure 2.  Analysis of characteristics of A. apis 
miRNAs. A: Length distribution of A. apis miRNA;  
B: First nucleotide bias of A. apis miRNA.  

 
 

 
 

图 3.  球囊菌 novel miRNAs 的 stem-loop PCR 鉴定 

Figure 3.  Identification of novel miRNAs of A. apis 
via stem-loop PCR. M: DNA marker. 

表 3.  本研究使用的引物 

Table 3.  Primers used in this study 

Primer name Primer sequence 

Loop-1 CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATT

CAGTTGAGCATTTTCG 

Loop-2 CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATT

CAGTTGAGGCCTCAAT 

Loop-4 CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATT

CAGTTGAGCCACTTCA 

Loop-5 CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATT

CAGTTGAGGGGGAAGA 

Loop-6 CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATT

CAGTTGAGAAGCACAC 

Loop-8 CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATT

CAGTTGAGCTCAAAGA 

Loop-9 CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATT

CAGTTGAGCAACTGAG 

Loop-10 CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATT

CAGTTGAGGTGGTTGC 

Loop-11 CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATT

CAGTTGAGCTTTTCTT 

Loop-12 CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATT

CAGTTGAGGAGCCCAC 

Aa-1F ATGGATTTGGAGATCC 

Aa-2F CACTTGGTGTCCGCGTC 

Aa-4F GAAGAAGGTCTGTTGTT 

Aa-5F TCTGCATCAGTGAATC 

Aa-6F GAGGATGTCGCTGT 

Aa-8F GCGGCTCTGGGAGGATA 

Aa-9F TTGCCGTCGGAGAGAC 

Aa-10F GTTGGTATCGTC 

Aa-11F AGAACGTTGAGGCTG 

Aa-12F CGGGTGGGTG 

Aa-R CTCAACTGGTGTCGTGGA 

 

KOG数据库注释结果显示，上述靶基因注释

到 RNA 加工与修饰和信号转导机制等 26 个直系

同源蛋白家族(图 4)，其中，注释到一般性功能预

测的靶基因最多(551 genes)，其次为翻译、核糖体

结构及生物合成(252 genes)，氨基酸转运及新陈代 
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图 4.  球囊菌 miRNAs 的靶基因的 KOG 数据库注释 

Figure 4.  KOG database annotation of target genes of A. apis miRNAs. 

 

谢(180 genes)，翻译(150 genes)，碳水化合物转运

及新陈代谢(143 genes)，复制、重组及修复(142 

genes)，说明球囊菌的 miRNAs参与糖类和蛋白质

等物质代谢过程、生物信息传递过程的调控。GO

数据库注释结果显示，上述靶基因涉及 42 个 GO

条目，注释基因数最多的是代谢进程(2258 genes)、

氧化磷酸化(1492 genes)、细胞进程(1846 genes)、

结合(1513 genes)、单一组织进程(1408 genes)、细

胞组件(1246 genes)、细胞(1243 genes)、细胞器(849 

genes)、细胞膜(582 genes)、大分子复合物(537 

genes)，说明球囊菌的 miRNAs在细胞组分、分子

功能和生物学进程等方面发挥广泛的调控作用

(图 5)。KEGG数据库注释结果显示，上述靶基因注

释到 99个 pathways上，注释基因数最多的是氨基

酸的生物合成(103 genes)、核糖体(89 genes)、剪

接体(74 genes)、蛋白质的内质网加工(63 genes)、

RNA转运(61 genes)、减数分裂(49 genes)、RNA

降解(48 genes)、氧化磷酸化(45 genes)、过氧化物

酶体(43 genes)和泛素介导的蛋白水解(42 genes)

等(图 6-A)，说明球囊菌的 miRNAs在调控物质和

能量代谢等方面发挥重要功能。进一步分析发现，

有 24 个球囊菌 miRNAs 的靶基因富集在 MAPK

信号通路(图 6-B)，说明球囊菌的 miRNAs对该通

路具有调控作用。  

进一步利用靶向关系构建球囊菌的 miRNAs- 

mRNAs 调控网络，结果显示仅 conservative_ 

AZGZ01000009.1_44970结合 1个靶基因(gene794)，

其余 117 个 miRNAs 均能结合 3 个及以上的靶基

因。利用 Cytoscape软件对上述调控网络进行可视

化，结果显示绝大多数 miRNAs 处于调控网络的

内部且与多个靶基因靶向结合，球囊菌的 miRNAs

与 mRNAs之间存在复杂的调控网络(图 7)。 
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图 5.  球囊菌 miRNAs 的靶基因的 GO 数据库注释 

Figure 5.  GO database annotation of target genes of A. apis miRNAs. 

 
图 6.  球囊菌 miRNAs 的靶基因的 KEGG 数据库注释 

Figure 6.  KEGG database annotation of target genes of A. apis miRNAs. A: Pathway annotation; B: General map 
of MAPK signaling pathway. 
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Figure 6.  Continuted. 
 
 
 

 
 

图 7.  球囊菌的 miRNAs-mRNAs 调控网络 

Figure 7.  miRNAs-mRNAs regulation networks in A. 
apis. Red ovals indicate A. apis mRNAs, and green 
rhombuses indicate A. apis miRNAs. 

3  讨论 

目前，miRNA 已被证明广泛存在于多种真   

菌[20, 22–24, 33–36]。Huang等利用 RNA-seq技术对东

方蜜蜂微孢子虫(Nosema ceranae)感染的西方蜜

蜂中肠进行测序，结合 real-time PCR技术鉴定出

6个N. ceranae的miRNAs[36]。本研究利用 sRNA-seq

技术对实验室纯培养的球囊菌菌丝和孢子进行测

序，基于高质量的测序数据预测出 118个miRNAs，

RT-PCR 验证结果显示随机选取的 12 个 miRNAs

中有 10个成功扩增出目的片段，成功扩增率达到

83.33%，初步表明预测出的多数miRNAs真实存在。

本研究预测出的 miRNAs丰富了球囊菌的 miRNA

信息，可为深入研究球囊菌 miRNAs在孢子萌发、

菌丝生长、侵染和增殖过程中的功能提供重要的

参考信息。 
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本研究中，球囊菌 miRNAs 的靶基因注释到

多达 2433个GO条目，涉及细胞组分(2364 genes)、

分子功能(5114 genes)和生物学进程(4675 genes)

的诸多方面。其中，有 43个靶基因注释到包括菌丝

生长(21 genes)在内的 12个生长相关的 GO条目；

有 27个靶基因注释到包括分生孢子发育(3 genes)

在内的 9个发育相关的 GO条目；有 8个靶基因

注释到包括有性生殖(1 gene)在内的 4 个增殖相

关 GO条目；有 157个基因注释到包括胁迫应答

(13 genes)在内的 49个应激反应相关 GO条目；有

348 个基因注释到包括翻译起始调控(15 genes)在

内的 156 个生物学调控相关 GO 条目。上述结果

表明 miRNAs 广泛参与球囊菌的生长、发育、增

殖和应激等生命活动的调控。KEGG 数据库注释

结果显示，有 54 个靶基因参与球囊菌的 11 条氨

基酸代谢通路，包括酪氨酸代谢(4 genes)、色氨酸

代谢(6 genes)和组氨酸代谢(1 gene)等；有 105个

靶基因参与球囊菌的 13条碳水化合物代谢通路，

包括淀粉和蔗糖代谢(16 genes)、肌醇磷酸盐代谢

(3 genes)和三羧酸循环(2 genes)等；有 66个靶基

因参与球囊菌的 7 条脂代谢通路，包括甘油磷脂

代谢(24 genes)、类固醇的生物合成(11 genes)和花

生四烯酸代谢(2 genes)等；有 38个靶基因参与球

囊菌的 2 条核苷酸代谢通路，包括嘌呤代谢(24 

genes)和嘧啶代谢(14 genes)。上述结果表明相应的

miRNAs 在球囊菌的物质代谢方面具有重要的调

控功能。此外，还发现 57个靶基因参与球囊菌的

3条能量代谢通路，分别为氧化磷酸化(45 genes)、

硫代谢(7 genes)和氮代谢(5 genes)，表明相应的

miRNAs参与球囊菌的能量代谢调控。本研究中，

分别有 10、119和 270个靶基因富集在 DNA复制、

RNA转录及蛋白质翻译，表明相应的miRNAs在球

囊菌的生物信息的传递过程具有重要的调控作用。 

昆虫的消化道上皮围食膜和体壁的角质层一

般由几丁质和蛋白质组成，对于昆虫保护体内器官

和抵御病原入侵至关重要[37]。昆虫病原真菌侵染

宿主主要依靠酶的降解和机械压力的联合作用[38]。

郑志阳等结合 SDS-PAGE 技术和酶的活性染色方

法对健康和白垩病患病蜜蜂幼虫血淋巴进行检

测，发现后者的血淋巴中含有多种蛋白酶和脂酶

活性[39]。本研究发现，球囊菌 miRNAs 的靶基因

中含有多达 24种蛋白酶编码基因，包括 ATP依赖

的蛋白酶编码基因(gene5852)、半胱氨酸蛋白酶编

码基因(gene2062)和自体吞噬的丝氨酸蛋白酶编

码基因(gene1853)等；含有 18 种脂酶编码基因，

例如磷脂酶 B编码基因(gene1981)、分泌性脂酶编

码基因(gene908)和胞外脂酶编码基因(gene4284)

等。几丁质酶是昆虫病原真菌的重要毒力因子[40]。

本研究中，球囊菌 miRNAs 的靶基因包含 4 个几

丁质酶编码基因，分别为内切几丁质酶 1 编码基

因(gene1223)、类型几丁质酶编码基因(gene2593)

及几丁质酶 3编码基因(gene2594，gene5143)；推

测球囊菌的 miRNAs 可通过调控蛋白酶和脂酶基

因的表达水平影响蛋白酶和脂酶的分泌，从而促

进其在宿主体内的增殖过程。 

MAPK 信号通路在真菌致病性及响应环境胁

迫方面作用关键[41]。前期研究发现，对于胁迫意

蜂幼虫的球囊菌，有 48 个差异表达基因(DEGs)富

集在 MAPK信号通路上且都呈现出上调趋势[15]，

说明该通路在球囊菌胁迫意蜂幼虫的过程中被

激活而表现活跃；但对于胁迫中蜂幼虫的球囊

菌，有 11 个 DEGs 富集在 MAPK 信号通路且都

呈现出下调趋势[14]，说明该通路在球囊菌胁迫中

蜂幼虫的过程中受到抑制；基于前期研究结果，

我们推测 MAPK信号通路在意蜂幼虫、中蜂幼虫

的球囊菌抗性差异方面扮演重要角色，不同抗性
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蜜蜂幼虫可能通过与球囊菌的互作调控其 MAPK

信号通路。本研究发现球囊菌 miRNAs的靶基因

中有 2 个(gene3094，gene3824)富集在 MAPK 信

号通路，其中MAPK激酶激酶编码基因(gene3094)

受到多达 12 个 miRNAs 的靶向调控，包括

conservative_AZGZ01000009.1_44870、conservative_ 

AZGZ01000016.1_10151 和 conservative_ 

AZGZ01000017.1_11003 等；MAPK 激酶激酶 3

编码基因(gene3824)受到 3 个 miRNAs 的靶向调

控，分别为 conservative_AZGZ01000046.1_35555、

unconservative_AZGZ01000004.1_33206 和

conservative_AZGZ01000007.1_42616；上述结果

表明球囊菌的多个 miRNAs参与MAPK信号通路

的调控，这些 miRNAs 在球囊菌的侵染和增殖过

程、球囊菌与蜜蜂幼虫互作过程中的功能有待于

进一步研究。本研究仅对球囊菌的菌丝和孢子进

行了测序，研究结果可揭示 miRNAs 与球囊菌的

功能或代谢通路的潜在关联性，若要在组学水平

深入解析球囊菌 miRNAs 的表达谱和变化规律，

则需要对球囊菌胁迫的不同时间点的蜜蜂幼虫肠

道进行测序，测序获得的混合数据经过滤后与本

研究获得的 miRNA数据进行比较分析，进而对差

异表达 miRNAs 进行靶基因预测及分析，这是下

一步的工作重点。 

一个 miRNA可同时靶向调控多个靶基因，一

个靶基因也能同时被多个 miRNAs 靶向调控[18]。

本研究中，Cytoscape软件分析结果显示绝大多数

的球囊菌miRNAs处于调控网络的内部(图 7)且同

时与多个 mRNAs 存在靶向结合关系，球囊菌的

miRNAs-mRNAs 间存在复杂的调控关系，推测

miRNAs作为球囊菌的关键调控因子，在其生命活

动中扮演重要角色。综而述之，本研究利用

sRNA-seq技术对球囊菌的菌丝和孢子进行深度测

序，对球囊菌的 miRNAs 进行了预测、分析、鉴

定以及 miRNAs-mRNAs的调控网络构建。研究结

果丰富了对球囊菌 miRNAs 的认识，为其基础生

物学信息提供了有益补充，也为阐明球囊菌致病

的分子机理打下了一定基础。 
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Identification of Ascosphaera apis microRNAs and investigation 
of their regulation networks 

Rui Guo1#, Haipeng Wang1#, Huazhi Chen1, Cuiling Xiong1, Yanzhen Zheng1, 
Zhongmin Fu1, Hongxia Zhao2, Dafu Chen1* 
1 College of Bee Science, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002, Fujian Province, China 
2 Guangdong Institute of Applied Biological Resources, Guangzhou 510260, Guangdong Province, China 

Abstract: [Objective] In this study, pure culture of A. apis was sequenced using sRNA-seq technology, followed by 
prediction, identification and analysis of A. apis microRNAs. The microRNAs-mRNAs regulation network was 
further constructed. [Methods] Illumina Hiseq Xten platform was used to sequence mycelium and spores of A. apis, 
and corresponding softwares were used to predict and analyze A. apis microRNAs, some of which were identified via 
Stem-loop PCR. Cytoskype software was used to construct A. apis microRNAs-mRNAs regulation network. [Results] 
A total of 48268696 clean reads were obtained, and 118 miRNAs of A. apis were predicted, whose length was 
distributed between 18 nt and 25 nt. The preference of the first base of miRNAs with different length was obviously 
various. Stem-loop PCR result showed target fragments with expected sizes were amplified from 10 microRNAs, 
implying most of the predicted microRNAs’ true existence. In total, 6529 target genes of A. apis microRNAs were 
predicted, and among them 5725 could be annotated in Nr, Swissprot, KOG, GO and KEGG databases. Further 
investigation demonstrated 24 target genes were annotated in MAPK signaling pathway. Cytoskype software analysis 
suggested complicated regulation networks exist between microRNAs and mRNAs in A. apis, and majority of 
miRNAs inside the networks bind to several mRNAs. [Conclusion] Our findings enrich the understanding of A. apis 
microRNAs, provide beneficial supplement for basic biology information of A. apis, and lay some foundation for 
illustrating the molecular mechanism regulating the pathogenesis of this widespread fungal pathogen. 
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