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摘要：【目的】通过深度测序和组学分析在 small RNA 组学层面揭示意大利蜜蜂(Apis mellifera ligustica，

简称意蜂)响应东方蜜蜂微孢子虫(Nosema ceranae)的免疫应答机制。【方法】利用 small RNA-seq 技术对

正常及 N. ceranae 胁迫 7 d 和 10 d 的意蜂工蜂中肠(Am7CK、Am7T、Am10CK 和 Am10T)进行深度测序。

利用相关生物信息学软件对测序数据进行质控、已知 microRNA (miRNA)鉴定、新 miRNA 预测及 miRNA
的结构特征分析。通过 Stem-loop RT-PCR 验证新 miRNA 的表达。按照|log2(Fold change)|≥1 和 P≤0.05
的标准筛选出 Am7CK vs. Am7T 和 Am10CK vs. Am10T 比较组的差异表达 miRNA (differentially 
expressed miRNA，DEmiRNA)。利用软件预测 DEmiRNA 靶向结合的 mRNA 并进行 GO 和 KEGG 数据

库注释，根据注释信息对细胞和体液免疫相关通路及富集靶 mRNA 进行统计和分析。根据靶向结合关

系构建 DEmiRNA 和免疫通路相关差异表达 mRNA (differentially expressed mRNA，DEmRNA)的调控网

络。采用 RT-qPCR 对数据的可靠性和 DEmiRNA 的差异表达进行验证。【结果】共获得 165895574 条原

始读段和 132028990 条有效序列标签，各组的组内 Pearson 相关性平均在 87.92%及以上。共鉴定到 928
个已知 miRNA 和 56 个新 miRNA。这些 miRNA 的长度介于 18–28 nt，多数的长度为 18 nt 和 22 nt 且

首位碱基主要偏向 U。验证了 12 个新 miRNA 的真实表达。Am7CK vs. Am7T 比较组包含 48 个上调

miRNA 和 36 个下调 miRNA；Am10CK vs. Am10T 比较组包含 56 个上调 miRNA 和 51 个下调 miRNA。

两个比较组的 DEmiRNA 可分别靶向结合 9827 个和 10720 个 mRNA。这些靶 mRNA 可分别注释到 50
和 47 条功能条目，以及 138 和 135 条 KEGG 通路。DEmiRNA 与免疫通路相关靶 mRNA 的调控网络分
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析结果显示，Am7CK vs. Am7T 中有 26 个 DEmiRNA 靶向与内吞作用等免疫通路相关的 10 个 DEmRNA；

Am10CK vs. Am10T 中有 15 个 DEmiRNA 靶向与 MAPK 信号通路等免疫通路相关的 10 个 DEmRNA。

验证了测序数据和 4 个 DEmiRNA 差异表达的可靠性。【结论】研究结果揭示了宿主 DEmiRNA 可能

通过调控物质和能量代谢、细胞和体液免疫对 N. ceranae 产生应答，但 DEmiRNA 不参与抗菌肽基因

的表达调控；miR-1-z 可能参与宿主的细胞增殖、细胞凋亡和免疫进程；氧化磷酸化通路可能在宿主

免疫应答及宿主-病原互作中发挥特殊作用。 

关键词：意大利蜜蜂，东方蜜蜂微孢子虫，微小 RNA，免疫应答，宿主-病原互作，分子机制 
 

意大利蜜蜂(Apis mellifera ligustica，简称意

蜂)作为西方蜜蜂(Apis mellifera)的亚种之一，因具

有采蜜量大、不易逃群和性情温顺等优良特性而

广泛用于我国的养蜂生产，发挥着重要的经济价

值和不可替代的生态价值[1]。东方蜜蜂微孢子虫

(Nosema ceranae)是一种单细胞真菌病原，广泛感

染世界各地的蜂群[2]。N. ceranae 特异性侵染成年

蜜蜂的中肠上皮细胞[3]，可导致宿主寿命缩短[4–5]、

能量胁迫[6–7]和免疫抑制[8–10]。接种感染 N. ceranae 

7 d 的西方蜜蜂工蜂的累计死亡率显著上升[5]；接

种感染 N. ceranae 14 d 的西方蜜蜂工蜂死亡率接

近 100%[4]。Mayack 等对未感染和感染 N. ceranae

的西方蜜蜂工蜂进行不同浓度蔗糖饲喂并测试其

伸吻反应，发现 N. ceranae 感染的工蜂对梯度浓

度蔗糖溶液的敏感程度和蔗糖溶液的消耗量均显

著高于未感染组的工蜂[6]。近期，有研究报道 N. 

ceranae 对西方蜜蜂幼虫也具有侵染性[11–12]。 

西方蜜蜂基因组信息[13]于 2006 年公布。Evans

等基于该参考基因组，通过种间同源性比较分析

发现西方蜜蜂存在 Toll、Imd、JAK/STAT 和 JNK

等 4 条免疫相关通路及 6 个抗菌肽编码基因，但

相比于果蝇和按蚊，西方蜜蜂含有的免疫基因(涉

及 17 个基因家族)数量下降了三分之二，表明西

方蜜蜂的个体免疫能力有所下降，而群体防御在

抵御病原入侵方面具有较高的重要性，因此西方

蜜蜂具有被一些协同进化的专性病原感染的倾向

性[14]。此后，人们利用分子生物学手段对西方蜜

蜂响应 N. ceranae 的免疫应答进行了较多研究，

发现 N. ceranae 能够通过抑制宿主的抗菌肽基因、

细胞免疫相关基因的表达显著影响西方蜜蜂的免

疫应答[8,15]；但也有研究表明 N. ceranae 会激活上

述免疫基因的表达[16]。Li 等研究发现 N. ceranae

侵染可导致西方蜜蜂 naked cuticle 基因上调表达，

沉默 naked cuticle 基因会造成抗菌肽基因的上

调、蜜蜂寿命延长且宿主肠道内病原孢子数量下

降 [17]。近年来，随着高通量测序技术的发展和普

及，人们在 mRNA 组学层面对西方蜜蜂响应 N. 

ceranae 侵染的胁迫应答也进行了一些研究[10,18]，

但总体仍较为有限。 

微小 RNA (microRNA, miRNA)是一类长度约

23 nt 的非编码 RNA (non-coding RNA, ncRNA)，

其种子序列通过靶向完全或不完全匹配结合靶

mRNA 的 3′ UTR 区抑制或降解 mRNA，从而调控

基因的表达[19–21]。miRNA 已被证明广泛参与动物、

植物和微生物的众多生物学过程[22]。前人通过生

物信息学分析对西方蜜蜂的 miRNA 进行了一些

研究，涉及蜜蜂级型分化[23]、神经发育[24]和免疫

应答[25]。Ashby 等的研究结果表明，西方蜜蜂蜂

王、雄峰和工蜂的 miRNA 表达谱在幼虫发育成蛹

阶段具有显著差异，蛹期的 miRNA 可能参与调控
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西方蜜蜂的级型分化[23]。Huang 等利用二代测序

和生物信息学探究了 N. ceranae 感染 1–6 d 的西方

蜜蜂工蜂 miRNA 的胁迫应答，发现宿主差异表达

的 miRNA (differentially expressed miRNA ，

DEmiRNA)可能通过参与调控物质代谢、能量代

谢和酶类相关基因的表达，应对 N. ceranae 的侵

染[26]；该团队在此基础上进一步研究发现，miRNA

可能介导 N. ceranae 与意蜂之间的跨界调控[27]。 

目前，关于 miRNA 等 ncRNA 在蜜蜂响应和

抵御 N. ceranae 侵染过程中的作用，相关研究仍

然非常滞后。笔者团队前期已结合链特异性建库

的 RNA-seq 技术对正常和 N. ceranae 胁迫的意蜂

工蜂中肠进行测序，系统解析了意蜂工蜂响应 N. 

ceranae 胁迫的高表达基因(highly expressed gene，

HEG)表达谱及 HEG 的潜在作用[28]；揭示了宿主

响应 N. ceranae 胁迫的基因差异表达谱和免疫应

答[29]；并解析了宿主响应胁迫的长链非编码 RNA 

(long non-coding RNA，lncRNA)差异表达谱及竞争

性内源 RNA (competing endogenous RNA，ceRNA)

调控网络[5]。对于蜜蜂响应 N. ceranae 胁迫的免疫

应答机制，仍缺乏分子生物学水平的深入阐释。本

研究利用 small RNA-seq (sRNA-seq)技术对正常

和 N. ceranae 胁迫 7 d 和 10 d 的意蜂工蜂中肠进

行测序，通过深入分析宿主响应胁迫的 DEmiRNA

及其调控网络，以及宿主的细胞和体液免疫相关

通路及富集 mRNA，在 miRNA 组学层面揭示意蜂

工蜂对 N. ceranae 的免疫应答机制，为阐明背后

的分子机制提供必要的参考信息和数据基础。 

1  材料和方法 

1.1  供试昆虫和真菌 

供试意蜂工蜂取自福建农林大学动物科学学院

(蜂学学院)教学蜂场，N. ceranae 孢子[30]由动物科学

学院(蜂学学院)蜜蜂保护实验室分离、纯化和保存。 

1.2  意蜂工蜂的接种和人工饲养 

参照笔者团队前期已建立的方法[5]进行意蜂

工蜂的接种和人工饲养，简述如下：(1) 挑选外观

健康、群势较强的 6 群意蜂，在每个蜂箱巢门口

随机抓取 6 只工蜂，拉取中肠进行研磨，取少量

研磨液进行显微制片和观察，对镜检不到孢子的

样品进行 PCR 检测，N. ceranae 特异性引物为

Nc-F: CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA, 
Nc-R: CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG, 
N. apis 特异性引物 Na-F: GGGGGCATGTCTTTG 
ACGTACTATGTA, Na-R: GGGGGGCGTTTAAAA 
TGTGAAACAACTATG[31]，将 PCR 检测结果为阴

性的意蜂蜂群作为本研究实验蜂群；(2) 选取实验

蜂群中封盖子较多的巢脾放入(34.0±0.5) °C 恒温

培养箱，将刚出房的工蜂放入四周打孔的干净塑

料盒(30 头/盒)，每个盒子上方插入一支装有 50% 

(W/V)无菌糖水的饲喂器；(3) (34.0±0.5) °C 培养

24 h，将上述工蜂饥饿处理 2 h，然后给对照组的

每只工蜂饲喂 5 μL 糖水(不含 N. ceranae 孢子)，

处理组的每只工蜂饲喂 5 μL 糖水(含 1×106 个 N. 

ceranae 孢子[5])，舍弃未食尽糖水的工蜂，将食尽

糖水的工蜂用于后续实验，接种当天记为接种后

0 d；(4) 每日检查工蜂的存活情况，及时清理死

亡的工蜂，每隔 24 h 更换糖水。本实验进行 3 次

生物学重复。 

1.3  测序样品制备及 sRNA-seq 测序 

蜜蜂中肠是 N. ceranae 寄生及其与宿主相互

作用的主要部位，因而本研究选取意蜂工蜂中肠

作为测序样品。N. ceranae 在西方蜜蜂中肠上皮细

胞中完成一轮生活史的周期为 6 d[32]，随后病原孢

子数量可持续增长到 20 d[33]。综合考虑，本研究
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选取正常和 N. ceranae 感染 7 d 和 10 d 的工蜂的

中肠进行测序。分别拉取正常和 N. ceranae 感染

7 d 和 10 d 的意蜂工蜂中肠，每 3 只置于 1 个

RNA-Free 的 EP 管，立即放入液氮速冻，每次取

样时间均控制在 20 s 以内。7 d 对照组样品为

Am7CK：Am7CK1、Am7CK2、Am7CK3；7 d 处

理组样品为 Am7T：Am7T1、Am7T2、Am7T3；

10 d 对 照 组 样 品 为 Am10CK ： Am10CK1 、

Am10CK2 、 Am10CK3 ； 10 d 处 理 组 样 品 为

Am10T：Am10T1、Am10T2、Am10T3。待取完

全部样品，统一转移至–80 °C 超低温冰箱保存备

用。利用 Trizol 法分别提取上述样品的总 RNA，

琼脂糖凝胶电泳切胶选择 18–30 nt 的片段。继而

连接 3′接头，连接产物以 15%变性 PAGE 胶电泳

分离，切胶选择 36–44 nt 目的条带；回收切胶产

物，连接 5′接头，然后对连接了两侧接头的小 RNA

样本进行反转录 PCR。反转录产物以 3.5%琼脂糖

凝胶电泳分离，切胶回收 140–160 bp 区域条带，

即为终文库。委托广州基迪奥生物技术有限公司

对构建好的文库进行测序，测序平台 Illumina 

HiSeqTM 2000。sRNA-seq 的原始数据已上传 NCBI 

SRA 数据库，BioProject 号：PRJNA408312。 

1.4  测序数据质控 

参照郭睿等的方法[34]对测序数据进行过滤和

质控，简述如下：(1) 剔除原始读段(raw reads)中

含 5′接头序列、含 polyA、低质量的 reads 和剪切

掉 3′接头序列后的短于 18 或长于 30 个核苷酸的

序列，得到高质量的有效序列标签(clean tags)； 

(2) 利用 Bowite 软件[35]将获得的 clean tags 比对

GenBank 及 Rfam (11.0) 数 据 库 ， 过 滤 比 对 上

rRNA、scRNA、snoRNA 和 tRNA 的 clean tags，

得到未注释的 tags (unannotated tags)；(3) 比对 N. 

ceranae 参 考 基 因 组 (assembly ASM98816v1) 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/931?genome
_assembly_id=230435)，去除比对上的数据(即为

N. ceranae 的数据)；(4) 将剩余数据继续比对西方

蜜蜂参考基因组(assembly Amel_4.5) (http://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/genome/48?genome_assembly_id=
22683)，剔除比对上基因组外显子、内含子和重

复序列的 clean tags，剩余比对上的数据(mapped 

tags)可用于后续分析。 

1.5  miRNA 的预测及差异分析 

利用 miRDeep2 软件[36]将上述剩余的 mapped 

tags 与 miRBase 数据库中收录的 miRNA 前体序列

进行比对，获得已知 miRNA 序列。同时，将未比

对上的 tags 比对基因组，得到可能的前体序列，

根据 tags 在前体序列上的分布信息和前体结构能

量信息，采用贝叶斯模型经打分实现 novel miRNA

的鉴定。利用 TPM (tags per million)算法公式

(TPM=T106/N，T 表示单个 miRNA 的 tags，N 表

示总 miRNA 的 tags)对 miRNA 的表达量进行归一

化。筛选 DEmiRNA 的标准：|log2(Fold change)|≥1，

P≤0.05。上述筛选方法已广泛用于其他物种的

miRNA 组学研究[37–39]。利用 OmicShare 在线工具

集合(www.omicshare.com)计算 Pearson 相关系数

并作图，以及绘制 DEmiRNA 的火山图和热图，

相关软件采用默认参数。 

1.6  DEmiRNA 的靶 mRNA 预测和分析及调控网

络构建 

根据 miRNA 与西方蜜蜂参考基因组序列信

息，利用 TargetFinder 软件[40]进行靶 mRNA 预测。

将预测到的靶 mRNA 映射到 GO 和 KEGG 数据库，

统计比对上 GO 条目或 KEGG 通路(pathway)的

mRNA 数 。 此 外 ， 利 用 Cytoscape 软 件 [41] 将
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DEmiRNA 及其靶向结合的-免疫通路相关的差异

表 达 mRNA (differentially expressed mRNA ，

DEmRNA)[29]的结合关系进行可视化。 

1.7  Novel miRNA 的 Stem-loop RT-PCR 验证 

参照 Chen 等[42]和郭睿等[34]的方法，随机挑选

13 个 novel miRNA (novel-m0008-3p、novel-m0019-5p、

novel-m0003-3p、novel-m0018-5p、novel-m0006-3p、 

novel-m0005-3p、novel-m0043-5p、novel-m0022-3p、

novel-m0033-3p、novel-m0040-3p、novel-m0026-5p、

novel-m0031-3p、novel-m0001-3p)进行表达验证，

利用 DNAMAN 8 软件设计 novel miRNA 的

Stem-loop 引物、特异性上游和通用下游引物，委

托生工生物工程(上海)股份有限公司合成，引物信

息详见表 1。利用 RNA 抽提试剂盒(Promega 公司，  
 

表 1.  本研究所用的引物 
Table 1.  Primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5′→3′) 
novel-m0008-3p-loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCATCCTCC 
novel-m0019-5p-loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGATCTCGGA 
novel-m0003-3p-loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAACAACGG 
novel-m0018-5p-loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGACCTACTG 
novel-m0006-3p-loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGTCCTCCCA 
novel-m0005-3p-loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGGTAGGATG 
novel-m0043-5p-loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAGACGAAT 
novel-m0022-3p-loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGATCCTCTC 
novel-m0033-3p-loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAGGATACC 
novel-m0040-3p-loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGTCTAGCAC 
novel-m0026-5p-loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGACCATCAG 
novel-m0031-3p-loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCGAGAAAT 
miR-8271-y-loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGACCTATCT 
miR-1-z-loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGATACATAC 
miR-374-y-loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAATTACAA 
miR-128-y-loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAAAGAGAC 
miR-8271-y-F GCGCGCGTATACTGAAT 
miR-1-z-F GCGCGCGTGGAATGTAAAGAA 
miR-374-y-F GCGCGCGCTTATCAGATTGTA 
miR-128-y-F GCGCGCGTCACAGTGAACCG 
novel-m0008-3p-F AGGGGATGGGAG 
novel-m0019-5p-F TGCAGGCGTGCAGA 
novel-m0003-3p-F TTTGAACAATTGTAC 
novel-m0018-5p-F GGCCCATTAGCT 
novel-m0006-3p-F CACAACCACTCTGA 
novel-m0005-3p-F ACACTCCAGCTGGGTTGACTATGATT 
novel-m0043-5p-F ACACTCCAGCTGGGTTAATTAAATACAT 
novel-m0022-3p-F ACACTCCAGCTGGGCGTGTCGAGGACA 
novel-m0033-3p-F ACACTCCAGCTGGGATATACCATTCGTC 
novel-m0040-3p-F ACACTCCAGCTGGGTCGGTTTTAAAGTCT 
novel-m0026-5p-F ACACTCCAGCTGGGTATCCACGATCATAA 
novel-m0031-3p-F ACACTCCAGCTGGGTGCGCGATCGATA 
Universal R CTCAACTGGTGTCGTGGA 
U6-F GTTAGGCTTTGACGATTTCG 
U6-R GGCATTTCTCCACCAGGTA 
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美国)提取 Am7CK、Am7T、Am10CK 和 Am10T

样品的总 RNA，利用 Stem-loop 引物反转录得到

相应的 cDNA 预混，作为 PCR 的模板。PCR 反应

体系(20 μL)包括 cDNA 1 μL，上下游引物各 1 μL，

dH2O 7 μL，PCR mix 10 μL；PCR 程序设置：94 °C 

5 min；94 °C 30 s，50 °C 40 s，36 个循环；72 °C 

1 min。PCR 产物经 1.8%琼脂糖凝胶电泳检测，利

用凝胶成像系统(上海培清，中国)观察和拍照。 

1.8  DEmiRNA 的 qPCR 验证 

利用 DNAMAN 8 软件设计 DEmiRNA 的

Stem-loop 引物、特异性上游引物、通用下游引物，

以及意蜂 U6 基因(DEmiRNA 的内参)的特异性引

物，委托生工生物工程(上海)股份有限公司合成。

引物信息详见表 1。利用 RNA 抽提试剂盒(Promega

公司，美国)分别提取 Am7CK、Am7T、Am10CK

和 Am10T 样品的总 RNA，利用 Stem-loop 引物和

随 机 引 物 反 转 录 得 到 相 应 的 cDNA 分 别 作 为

DEmiRNA 和 U6 基因的 qPCR 模板。qPCR 反应

体系(20 μL)：cDNA 1 μL，上下游引物各 1 μL，

RNA-Free H2O 7 μL，SYBR Green Dye (上海翊圣，

中国) 10 μL；ABI QuanStudio 3 荧光定量 PCR 仪

(ABI 公司，美国)的 qPCR 程序设置：94 °C 5 min；

94 °C 30 s，56 °C 40 s，40 个循环。RT-qPCR 每个

反应进行 3 次平行重复和生物学重复。采用 2–∆∆Ct

法计算 DEmiRNA 的相对表达量，利用 GraphPad 

Prism 7 软件进行 Student’s t-test 检验和绘图。 

2  结果和分析 

2.1  测序数据质控与评估 

上 述 12 组 意 蜂 工 蜂 中 肠 样 品 共 测 得

165895574 条 raw reads，经严格过滤和质控共得

到 132028990 条 clean tags，每组样品的 clean tags

占 raw reads 的比例都达到 77.04%及以上(表 2)。

此外，Am7CK、Am10CK、Am7T 和 Am10T 的组

内平均 Pearson 相关性分别达到 87.92%、99.93%、

91.14%和 99.67% (图 1)。以上结果表明测序数据

质量和样品重复性良好。 

2.2  意蜂工蜂中肠 miRNA 的鉴定与分析 

利用 miRDeep2 软件共预测出 984 个 miRNA，

包含 928 个已知 miRNA 和 56 个新 miRNA；它们

长度介于 18–28 nt，大部分的 miRNA 的长度为

18 nt (263，27%)和 22 nt (264，27%) (图 2-A)。此

外，不同长度的 miRNA 的首位碱基偏向性存在明

显差异，19–25 nt 的 miRNA 首位碱基以 U 为主，

18 nt 和 26 nt 的 miRNA 首位碱基以 A 为主，28 nt

的 miRNA 首位碱基以 G 为主(图 2-B)。从上述

56 个新 miRNA 中随机挑选了 13 个 novel miRNA

进行 Stem-loop RT-PCR，琼脂糖凝胶电泳结果显

示其中 12 个(92.31%)均能扩增出符合预期的特异

性条带(图 3)。 

 
表 2.  sRNA-seq 数据统计 
Table 2.  Summary of sRNA-seq dataset 

Samples Raw reads Clean tags 

Am7CK1 14021728 11355712 (83.38%) 

Am7CK2 13479635 10077417 (77.04%) 

Am7CK3 13033478 10828352 (85.55%) 

Am7T1 13731512 10764025 (80.66%) 

Am7T2 13195285 10728197 (83.57%) 

Am7T3 14332490 11456414 (82.16%) 

Am10CK1 13083648 10127041 (80.51%) 

Am10CK2 13544596 10710261 (81.52%) 

Am10CK3 13716280 11019319 (82.75%) 

Am10T1 14346575 12065860 (87.31%) 

Am10T2 14861853 11591319 (80.99%) 

Am10T3 14548494 11305073 (80.68%) 
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图 1.  各组不同生物学重复间的 Pearson 相关性 
Figure 1.  Pearson correlation coefficients among 
various biological replicas within every groups. 

 

 
 

图 2.  意蜂工蜂中肠 miRNA 的结构特征 
Figure 2.  Structural properties of miRNA in the 
midgut of A. m. ligustica worker. A: Length 
distribution of miRNA; B: First base bias of miRNA. 

 

2.3  意蜂工蜂中肠 DEmiRNA 的预测和分析 

结果显示，Am7CK vs. Am7T 比较组中共有

84 个 DEmiRNA，包括 48 个上调 miRNA 和 36 个下

调 miRNA (图 4-A)；Am10CK vs. Am10T 比较组中 
 

 
 

图 3.  意蜂工蜂中肠新 miRNA 的 Stem-loop RT-PCR 鉴定 
Figure 3.  Stem-loop RT-PCR identification of novel miRNAs in A. m. ligustica worker’s midgut. 
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图 4.  各比较组中 DEmiRNA 的火山图 
Figure 4.  Volcano plots of DEmiRNAs in every comparison groups. A: Volcano plot of DEmiRNAs in Am7CK vs. 
Am7T; B: Volcano plot of DEmiRNAs in Am10CK vs. Am10T. Green dots indicate downregulated miRNAs and 
red dots indicate upregulated miRNAs.  

 

共有 107 个 DEmiRNA，包括 56 个上调 miRNA 和

51 个下调 miRNA (图 4-B)。Am7CK vs. Am7T 中上调

幅度最大的为 miR-9075-y[log2(Fold change)=12.29]，其

次是 miR-2188-x[log2(Fold change)=12.21]和

ame-miR-6052[log2(Fold change)=11.73]，下调幅度

最大的为 miR-8191-x[log2(Fold change)=–14.22]，

其次是 miR-298-x[log2(Fold change)=–13.64]和

miR-434-y[log2(Fold change)=–13.48] (表 3)。 
 

表 3.  Am7CK vs. Am7T 比较组中前 10 位的上调和下调 miRNA 
Table 3.  Top 10 up- and down-regulated miRNAs in Am7CK vs. Am7T comparison group 

miRNA name TPM in Am7CK group TPM in Am7T group Log2(Fold change) P value 
Up-regulated miRNAs 
miR-9075-y 0.001 5.020 12.293 0.003 
miR-2188-x 0.001 4.740 12.211 0.021 
ame-miR-6052 0.001 3.390 11.727 0.002 
miR-1983-y 0.001 3.040 11.570 0.004 
miR-8212-y 0.001 2.833 11.468 0.004 
miR-224-x 0.001 2.327 11.184 0.013 
miR-92-x 0.001 1.647 10.685 0.023 
miR-501-y 0.001 1.273 10.314 0.047 
miR-374-y 0.203 5.397 4.730 0.001 
miR-767-x 0.203 5.347 4.717 0.001 
Down-regulated miRNAs 
miR-8191-x 19.120 0.001 –14.223 0.000 
miR-298-x 12.743 0.001 –13.637 0.000 
miR-434-y 11.440 0.001 –13.482 0.000 
miR-541-x 10.293 0.001 –13.329 0.000 
miR-5100-y 9.750 0.001 –13.251 0.000 
miR-291-y 7.853 0.001 –12.939 0.000 
miR-292-y 6.880 0.001 –12.748 0.001 
miR-4700-x 5.990 0.001 –12.548 0.022 
miR-293-y 4.937 0.001 –12.269 0.003 
miR-381-y 4.377 0.001 –12.096 0.001 
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Am10CK vs. Am10T 比较组中上调幅度最大的为

miR-8503-x[log2(Fold change)=15.97] ， 其 次 是

miR-2965-y[log2(Fold change)=15.21]和 miR-4700-x 

[log2(Fold change)=14.75] ， 下 调 幅 度 最 大 的 为

miR-462-x[log2(Fold change)=–16.42]，其次是miR-142-y 

[log2(Fold change)=–14.75]和 miR-144-y [log2(Fold 

change)=–14.51] (表 4)。 

2.4  意蜂工蜂中肠 DEmiRNA 靶 mRNA 的预测和

分析 

Am7CK vs. Am7T 比较组包含的 84 个 DEmiRNA

共预测出由 4003 个基因转录形成的 9827 个靶

mRNA，它们富集在 50 条功能条目(图 5-A)，涉

及 19 条与细胞组分相关条目，例如细胞(1189 个 

mRNA)和细胞组件(1189 个 mRNA)；11 条与分子

功能相关条目，例如结合(2727 个 mRNA)和催化

活性(1794 个 mRNA)；20 条生物学进程相关条目，

例如细胞进程(2617 个 mRNA)和代谢进程(2276 个

mRNA)。 

Am10CK vs. Am10T 比较组包含的 107 个

DEmiRNA 共预测出由 4301 个基因转录形成的

10720 个靶 mRNA，它们富集在 47 条 GO 条目  

(图 5-B)，涉及细胞(1342 个 mRNA)和细胞组件

(1342 个 mRNA)等 17 条细胞组分相关条目；结合

(2996 个 mRNA)和催化活性(1934 个 mRNA)等  

11 条与分子功能相关条目；细胞进程(2865 个

mRNA)和代谢进程(2427 个 mRNA)等 19 条与生物 
 

表 4.  Am10CK vs. Am10T 比较组中前 10 位的上调和下调 miRNA 
Table 4.  Top 10 up- and down-regulated miRNAs in Am10CK vs. Am10T comparison group 

miRNA name TPM in Am10CK group TPM in Am10T group Log2(Fold change) P value 
Up-regulated miRNAs 
miR-8503-x 0.001 64.363 15.974 0.000 
miR-2965-y 0.001 37.877 15.209 0.000 
miR-4700-x 0.001 27.610 14.753 0.000 
miR-8797-x 0.001 25.680 14.648 0.000 
miR-7572-y 0.001 22.733 14.473 0.000 
miR-3232-x 0.001 18.357 14.164 0.000 
miR-4577-y 0.001 18.353 14.164 0.000 
miR-301-x 0.001 17.167 14.067 0.000 
miR-5001-x 0.001 14.707 13.844 0.000 
miR-2172-x 0.001 7.387 12.851 0.001 
Down-regulated miRNAs 
miR-462-x 87.560 0.001 –16.418 0.000 
miR-142-y 27.487 0.001 –14.746 0.000 
miR-144-y 23.357 0.001 –14.512 0.000 
miR-144-x 17.910 0.001 –14.128 0.000 
miR-223-y 17.157 0.001 –14.066 0.000 
miR-8159-x 12.397 0.001 –13.598 0.000 
miR-7132-y 9.860 0.001 –13.267 0.000 
miR-5112-x 8.670 0.001 –13.082 0.000 
let-7-z 8.143 0.001 –12.991 0.000 
miR-2184-x 7.807 0.001 –12.930 0.000 
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图 5.  各比较组中 DEmiRNA 靶 mRNA 的 GO 分类 
Figure 5.  GO classifications of DEmiRNA target mRNAs in every comparison groups. A: GO classifications of 
DEmiRNA target mRNAs in Am7CK vs. Am7T; B: GO classifications of DEmiRNA target mRNAs in Am10CK vs. 
Am10T. 
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学进程相关条目。其中，Am7CK vs. Am7T 中分别

有 675、7 和 2 个靶 mRNA 注释在应激反应、免

疫系统进程和细胞杀伤；Am10CK vs. Am10T 中分

别有 753 和 7 个靶 mRNA 注释在应激反应和免疫

系统进程。 

2.5  意蜂工蜂中肠 DEmiRNA 的靶 mRNA 的通路

分析 

Am7CK vs. Am7T 比较组中 DEmiRNA 的靶

mRNA 共富集在 138 条通路，富集数最多的前  

5 位分别是 Wnt 信号通路(173 个 mRNA)、内吞 

作用(139 个 mRNA)、Hippo 信号通路(118 个

mRNA)、嘌呤代谢(97 个 mRNA)和泛素介导的

蛋白水解(90 个 mRNA) (表 5)。Am10CK vs. 

Am10T 比较组中 DEmiRNA 的靶 mRNA 共富集

在 135 条通路(图 6-B)，富集数最多的前 5 位分别是

Wnt 信号通路(200 个 mRNA)、内吞作用(120 个

mRNA)、嘌呤代谢(112 个 mRNA)、Hippo 信号通

路(110 个 mRNA)和泛素介导的蛋白水解(100 个

mRNA) (表 6)。 

进一步分析发现，Am7CK vs. Am7T 和 Am10CK 

 
表 5.  Am7CK vs. Am7T 中 DEmiRNA 靶 mRNA 富集数最多的前 10 位通路 

Table 5.  Top 10 pathways of DEmiRNA target mRNA enriched in Am7CK vs. Am7T 
Pathway name Pathway ID Number of target mRNA P value 
Wnt signaling pathway ko04310 173 0.000 
Endocytosis ko04144 139 0.000 
Hippo signaling pathway ko04391 118 0.000 
Purine metabolism ko00230 97 0.612 
Ubiquitin mediated proteolysis ko04120 90 0.009 
Neuroactive ligand-receptor interaction ko04080 89 0.000 
Phototransduction ko04745 83 0.000 
mRNA surveillance pathway ko03015 78 0.000 
Protein processing in endoplasmic reticulum ko04141 75 0.516 
FoxO signaling pathway ko04068 68 0.000 

 
表 6.  Am10CK vs. Am10T 中 DEmiRNA 靶 mRNA 富集数最多的前 10 位通路 

Table 6.  Top 10 pathways of DEmiRNA target mRNA enriched in Am10CK vs. Am10T 
Pathway name Pathway ID Number of target mRNA P value 

Wnt signaling pathway ko04310 200 0.000 

Endocytosis ko04144 120 0.074 

Purine metabolism ko00230 112 0.194 

Hippo signaling pathway ko04391 110 0.000 

Ubiquitin mediated proteolysis ko04120 100 0.001 

Phototransduction ko04745 85 0.000 

Neuroactive ligand-receptor interaction ko04080 83 0.000 

Spliceosome ko03040 83 0.689 

Protein processing in endoplasmic reticulum ko04141 75 0.777 

RNA transport ko03013 75 0.989 
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表 7.  Am7CK vs. Am7T 和 Am10CK vs. Am10T 比较组中 DEmiRNA 的靶 mRNA 富集的细胞免疫相关通路 
Table 7.  Cellular immune-related pathways enriched by DEmiRNA-targeted mRNAs in Am7CK vs. Am7T and 
Am10CK vs. Am10T comparison groups 

Pathway Pathway ID 
Num of target mRNAs  
in Am7CK vs. Am7T 

Num of target mRNAs in 
Am10CK vs. Am10T 

Endocytosis ko04144 139 120 

Ubiquitin mediated proteolysis ko04120 90 100 

Lysosome ko04142 42 54 

Phagosome ko04145 38 39 

Insect hormone biosynthesis ko00981 8 4 

 
表 8.  Am7CK vs. Am7T 和 Am10CK vs. Am10T 比较组中 DEmiRNA 的靶 mRNA 富集的体液免疫相关通路 

Table 8.  Humoral immune-related pathways enriched by DEmiRNA-targeted mRNAs in Am7CK vs. Am7T and 
Am10CK vs. Am10T comparison groups 

Pathways Pathway ID 
Num of target mRNAs  
in Am7CK vs. Am7T 

Num of target mRNAs  
in Am10CK vs. Am10T 

FoxO signaling pathway ko04068 68 71 

MAPK signaling pathway - fly ko04013 19 20 

Jak-STAT signaling pathway ko04630 16 20 

Drug metabolism - cytochrome P450 ko00982 6 4 

Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 ko00980 6 4 

 
vs. Am10T 中 DEmiRNA 靶 mRNA 均富集在果糖

和甘露糖代谢(30 个 mRNA 和 29 个 mRNA)、其

他多糖降解(28 个 mRNA 和 25 个 mRNA)、淀粉

和蔗糖代谢(29 个 mRNA 和 32 个 mRNA)、半乳

糖代谢(20 个 mRNA 和 18 个 mRNA)、三羧酸循

环 (24 个 mRNA 和 24 个 mRNA)和氧化磷酸化(36

个 mRNA 和 44 个 mRNA)等物质和能量代谢通路；

Am7CK vs. Am7T 和 Am10CK vs. Am10T 比较组

的 DEmiRNA 靶 mRNA 均富集于内吞作用和泛素

介导的蛋白水解等 5 条细胞免疫相关通路(表 7)；

MAPK 信号通路和 FoxO 信号通路等 5 条体液免

疫相关通路(表 8)。 

结合前期分析得到的 DEmRNA 结果[29]，构建

DEmiRNA 与 DEmRNA 之间的调控网络，分析结果

显示 Am7CK vs. Am7T 中有 26 个 DEmiRNA 靶向结

合与内吞作用、泛素介导的蛋白水解、吞噬体、FoxO

信号通路和 MAPK 信号通路等免疫相关的 10 个

DEmRNA (XM_006570195.2、XM_006564220.2 和

XM_006570873.2 等) (图 6-A)；Am10CK vs. Am10T

中有 15 个 DEmiRNA 靶向结合与溶酶体、泛素

介导的蛋白水解、内吞作用、MAPK 信号通路

和 FoxO 信号通路等免疫相关 10 个 DEmRNA 

(XM_006567428.2 、 XM_006570714.2 和

XM_006561133.2 等) (图 6-B)。 

2.6  意蜂工蜂中肠DEmiRNA和mRNA的RT-qPCR

验证 

随机挑选图 6 中的 4 个 DEmiRNA 进行

RT-qPCR 验证，结果显示它们的表达趋势与测序

数据一致(图 7)，证实了测序数据和上述 miRNA

差异表达趋势的可靠性。 
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图 6.  意蜂工蜂中肠 DEmiRNA 靶向免疫通路相关 DEmRNA 的调控网络 
Figure 6.  Regulatory network of midgut DEmiRNAs and their target DEmRNAs associated with immune 
pathway in A. m. ligustica worker. A: Regulatory network of DEmiRNA-DEmRNA in Am7CK vs. Am7T 
comparison group; B: Regulatory network of DEmiRNA-DEmRNA in Am10CK vs. Am10T comparison group. 
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图 7.  意蜂工蜂中肠 DEmiRNA 的 RT-qPCR 验证 
Figure 7.  RT-qPCR verification of DEmiRNA in the 
midgut of A. m. ligustica worker. *: P<0.05; **: 
P<0.01. 

3  讨论 

miRNA 作为基因表达的关键调控因子，在

昆虫细胞发育和免疫等生理过程中扮演重要角

色[43]。目前，西方蜜蜂对 N. ceranae 的胁迫应答

的组学研究主要集中在 mRNA 层面[4,18,44]，但在

ncRNA 层面的研究极为有限[5,26]。Dussaubat 等研

究发现，N. ceranae 接种后 14 d 的西方蜜蜂死亡

率接近 100%；作者结合石蜡切片和 RNA-seq 技

术对感染肠道进行分析，结果显示 N. ceranae 侵

染导致宿主肠道结构受到破坏，调控细胞更新的

相关基因表达，导致受损肠道无法修复[4]。本研究

对正常和 N. ceranae 胁迫 7 d 和 10 d 的意蜂工蜂

中肠进行测序，通过生物信息学方法鉴定到 984

个长度介于 18–28 nt 的 miRNA，其中多数 miRNA

的首位碱基偏向 U，与中华蜜蜂(Apis cerana 

cerana，简称中蜂)[25]和菜蛾盘绒茧蜂(Cotesia 

vestalis)[45]的 miRNA 结构特征相似。前期研究中，

笔者团队从意蜂幼虫肠道的 sRNA-seq 数据中预

测出 560 个 miRNA，同样发现这些 miRNA 的长

度介于 17–27 nt，首位碱基多偏向 U[46]。上述结 

果说明不同昆虫物种的 miRNA，以及意蜂不同虫

态的 miRNA，具有类似的结构特征。此外，本研

究鉴定到 56 个 novel miRNA，为 miRBase 数据库

中西方蜜蜂的 miRNA 信息提供了有益补充。

miRNA 表达具有时序表达特异性 [47–48]。本研究

Am7CK vs. Am7T 和 Am10CK vs. Am10T 比较组

中分别筛选到 84 和 107 个 DEmiRNA，18 个

DEmiRNA 为二者共有，二者特有的 DEmiRNA 分

别为 66 和 89 个，表明意蜂工蜂中肠在 N. ceranae

胁迫的不同阶段通过差异表达不同的 miRNA 对

病原入侵产生应答。 

蜜蜂微孢子虫病是一种慢性病，N. ceranae 对

蜜蜂宿主的侵染是一个较为长期的过程，可能持

续 1 个月甚至更长的时间，而在侵染的全过程，

宿主和病原都在时刻进行相互作用；而且，意蜂

工蜂对 N. ceranae 的胁迫应答是一个复杂而持续

的过程，伴随着非常复杂的分子事件发生。因此，

深入解析宿主的胁迫应答机制需要从多个角度尽

可能获得更多的信息。Huang 等[26]曾对正常和 N. 

ceranae 感染 1–6 d 的西方蜜蜂工蜂中肠进行深度

测序，首次筛选到 17 个 DEmiRNA，可靶向结合

413 个 mRNA；作者进一步分析发现这些靶 mRNA

注释到了铁结合、信号转导、细胞核、DNA 结合、

跨膜转运活性等 5 条功能条目，以及嘌呤代谢、

硫胺素新陈代谢、氨基苯甲酸酯降解、抗生素生

物合成、氧化磷酸化、多糖降解、核黄素的新陈

代谢、氨基糖和核苷酸糖代谢、嘧啶代谢等 9 条

物质和能量代谢通路，未发现有靶 mRNA 涉及细

胞和体液免疫相关通路。通过与本研究结果的比

较分析，发现 N. ceranae 感染后 1–6 d 和感染后

10 d 的宿主中肠中共有的 DEmiRNA 仅有 1 个

(ame-miR-1)，表明大部分 DEmiRNA 具有时序表
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达特异性；此外，Am7CK vs. Am7T 和 Am10CK vs. 

Am10T 的 DEmiRNA 靶 mRNA 分别注释到了 50

和 47 个功能条目，以及 138 和 135 条通路，包括

5 条细胞免疫通路和 5 条体液免疫通路，但未发现

有靶 mRNA 注释到铁离子结合功能条目、氨基苯

甲酸酯降解和抗生素生物合成通路。鉴于 miRNA

具有时序表达特异性[47–48]，上述比较结果表明蜜

蜂宿主的不同 miRNA 在 N. ceranae 感染的不同阶

段产生不同的应答，从而发挥不同的作用；此外，

比 较 结 果 还 进 一 步 丰 富 了 西 方 蜜 蜂 响 应 N. 

ceranae 的胁迫应答的 miRNA 相关信息。但需要

强调的是，Huang 等[26]的研究中选择的是西方蜜

蜂，但没有具体说明为西方蜜蜂的哪一个具体蜂

种；而本研究选择的是意蜂，两项研究选择的蜂

种或许存在差异，可能对分析结果产生一定影响。 

miRNA 通 过 miRNA 种 子 序 列 靶 向 结 合

mRNA 的 3′-UTR 发挥抑制或降解作用[19–21]。本研

究对两个比较组中 DEmiRNA 靶向结合的 mRNA

进行预测，结果显示 Am7CK vs. Am7T 和 Am10CK 

vs. Am10T 的 DEmiRNA 分别靶向 9827 和 10720

个 mRNA。进一步对 DEmiRNA 及其调控的免疫

通路相关 DEmRNA 进行调控网络构建(图 6)，分

析发现 Am7CK vs. Am7T 中有 16 个 DEmiRNA 

(ame-miR-193、ame-miR-2788 和 ame-miR-6052

等)靶向结合 10 个 DEmRNA，Am10CK vs. Am10T

有 25 个 DEmiRNA (miR-1-z、ame-miR-3727 和

ame-miR-980 等)靶向结合 10 个 DEmRNA。前人

研究发现，miR-1 不仅可抑制癌细胞增殖[49]，还

可促进细胞凋亡[50]。昆虫中，miR-1 已被证明参

与调控黑腹果蝇(Drosophila melanogaster)[51]和埃

及伊蚊(Aedes aegypti)[52]的免疫进程。此外，Huang

等研究发现 ame-miR-1 在 N. ceranae 侵染 6 d 后的

西方蜜蜂工蜂中肠中显著下调 [26]。本研究中，

miR-1-z ( 与 miR-1 高 度 同 源 ) 在 Am10CK vs. 

Am10T 中 显 著 下 调 [log2(Fold change)=–11.573, 

P=0.02]，靶向 4 个富集在溶酶体通路的 DEmRNA 

(XM_006567428.2 、 XM_006567431.2 、

XM_016914010.1 和 XM_016914011.1)，表明 N. 

ceranae 在侵 染意蜂工 蜂的过程 可能通过 抑 制

miR-1-z 的表达上调溶酶体通路基因的表达水平，

对宿主细胞的增殖、凋亡和免疫进程进行调控。

在另一项研究中，笔者团队发现在 N. ceranae 侵

染 7 d 的中蜂工蜂中肠中，miR-1-x 的表达也受到

了一定抑制[53]。以上结果说明 miR-1 可能同时参

与调控意蜂工蜂和中蜂工蜂对 N. ceranae 的胁迫

应答中的细胞更新和免疫进程。 

N. ceranae 不含线粒体，增殖所需能量全部窃

取自宿主细胞[6–7]。被 N. ceranae 寄生的西方蜜蜂

因受到能量胁迫而增加蔗糖溶液的摄入量[6]。本研

究发现，上述两个比较组中 DEmiRNA 的靶 mRNA

均有部分注释到果糖和甘露糖代谢(30 个 mRNA

和 29 个 mRNA)、其他多糖降解(28 个 mRNA 和

25 个 mRNA)、半乳糖代谢(20 个 mRNA 和 18 个

mRNA)、淀粉和蔗糖代谢(29 个 mRNA)等糖类代

谢相关通路；此外，两个比较组中 DEmiRNA 的

靶 mRNA 均 有 部 分 注 释 到 氧 化 磷 酸 化 (36 个

mRNA 和 44 个 mRNA)和三羧酸循环(24 个 mRNA

和 24 个 mRNA)等能量代谢相关通路。Huang 等

也发现 N. ceranae 感染 1–6 d 的西方蜜蜂工蜂中肠

的 DEmiRNA 参与调节宿主氧化磷酸化通路相关

基因的表达[26]。氧化磷酸化是昆虫细胞线粒体合

成 ATP 的主要方式[54]。笔者团队前期对 N. ceranae

胁迫 7 d 和 10 d 的意蜂工蜂中肠 DEmRNA 和

DElncRNA 进行了系统分析，发现有 1 个 DEmRNA 
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(XM_001123191.4)富集在氧化磷酸化通路[29]，有

3 个 DElncRNA (XR_001702895.1、XR_411776.2 和

XR_001704989.1)涉及该通路的调控[5]。本研究中，

对于 Am7CK vs. Am7T 和 Am10CK vs. Am10T 比

较组中的 DEmiRNA，分别有 36 和 44 个靶 mRNA

注释到氧化磷酸化通路。上述结果表明，氧化磷

酸化通路在意蜂与 N. ceranae 相互作用中扮演

特殊角色，N. ceranae 可能通过调控该通路对宿

主造成能量胁迫，以满足自身增殖需要，而意蜂

工蜂可能通过调节该通路对病原进行胁迫应答；

本 研 究 发 现 的 相 关 DEmiRNA 及 前 期 发 现 的

DElncRNA 或许能作为新型的分子靶点，用于蜜

蜂微孢子虫病的治疗，这是下一步的研究重点。

蜜蜂球囊菌(Ascosphaera apis，简称球囊菌)是另一

种常见的蜜蜂真菌病原，其引发的蜜蜂白垩病是

长期困扰养蜂生产的一大顽疾[55]。前期研究中，

笔者团队通过比较转录组学分析探究中蜂幼虫和

意蜂幼虫对球囊菌的抗性差异，发现受到强烈正向

选择的意蜂单拷贝基因富集在氧化磷酸化等 4 条

代谢通路，推测球囊菌主要通过影响意蜂幼虫能

量代谢和物质代谢降低宿主的抵御作用[56]。综上，

推测氧化磷酸化通路在意蜂不同虫态响应真菌病

原胁迫应答的过程中发挥特殊作用，该通路也是

不同真菌病原的重要调控靶点。 

本研究发现，Am7CK vs. Am7T 和 Am10CK vs. 

Am10T 中 DEmiRNA 的靶 mRNA 均有部分注释到

应激反应和细胞杀伤等免疫相关的功能条目，此

外 Am7CK vs. Am7T 中 DEmiRNA 的靶 mRNA 还

富集在免疫系统进程，表明意蜂工蜂的 DEmiRNA

参与了免疫防御的调控。昆虫识别病原体是免疫

应 答 的 第 一 步 ， 由 二 类 模 式 识 别 受 体 (pattern 

recognition receptors，PRRs)激活，一类是参与细

胞免疫识别的相关基因，如 Nimrod、SRCB 和 TEP

等；另一类是参与体液免疫识别的相关基因，如

PGRP、βGBP 和 GNBP 等[57]。本研究中，分别有

5 个 DEmiRNA (Am7CK vs. Am7T 中的 miR-294-y 和

miR-295-y；Am10CK vs. Am10T 中的 ame-miR-981、

miR-142-y 和 miR-316-x)和 1 个 DEmiRNA (Am10CK 

vs. Am10T 中的 miR-186-x)靶向结合 SRCB 和

PGRP 的转录本，说明上述 DEmiRNA 参与调控宿

主对 N. ceranae 的免疫识别。昆虫的细胞免疫主

要方式包括血淋巴介导的吞噬、集结和包裹等方

式消除病原；体液免疫的主要方式为识别病原、

胞内信号通路激活以及诱导抗菌肽等效应因子基因

的诱导表达[58]。本研究的 2 个比较组中 DEmiRNA

的靶 mRNA 皆有部分注释到内吞作用 (139 个

mRNA 和 120 个 mRNA)、溶酶体(42 个 mRNA 和

54 个 mRNA)、吞噬体(42 个 mRNA 和 54 个 mRNA)、

泛素介导的蛋白水解(90 个 mRNA 和 100 个 mRNA)

和昆虫激素的生物合成(8 个 mRNA 和 4 个 mRNA)

等 5 条细胞免疫通路；另有部分靶 mRNA 注释到

5 条体液免疫相关通路，包括 FoxO 信号通路

(68 个 mRNA 和 71 个 mRNA)、MAPK 信号通路

(19 个 mRNA 和 20 个 mRNA)、Jak-STAT 信号通

路(16 个 mRNA 和 20 个 mRNA)、药物代谢-细胞

色素 P450 (6 个 mRNA 和 4 个 mRNA)和细胞色素

P450 对外源生物的代谢作用(6 个 mRNA 和 4 个

mRNA)。 然 而 ， 未 发 现 靶 向 6 个抗菌肽基因

(abaecin、apidaecin、apisimin、hymenoptaecin、

defensin-1 和 defensin-2)的 miRNA 表达量发生变

化。因此，笔者推测 DEmiRNA 在 N. ceranae 胁

迫的免疫应答中主要参与调控病原识别、细胞免

疫通路和部分体液免疫通路，但不参与调控抗菌

肽基因的表达及抗菌肽的合成。 
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近年来，miRNA 介导的跨界调控已成为国内

外的研究热点[59–60]。植物来源的 miRNA 可以跨界

调控动物体内 mRNA 的表达，从而影响动物的各

种生理过程[59–60]。2012 年，张辰宇团队在摄入大

米 的 小 鼠 血 液 和 器 官 中 检 测 到 来 源 于 大 米 的

MIR168a，并证明 MIR168a 能够导致小鼠肝脏功

能损伤，摄入 MIR168a 的抑制物可恢复肝脏功能，

首次证实了 miRNA 具有跨界调控功能[59]。2018 年，

Huang 等基于生物信息学分析报道了 N. ceranae

的 miRNA 与西方蜜蜂的 mRNA 之间存在潜在的

跨界调控关系[27]，仍需要进一步的实验验证。目

前，笔者团队正在探究意蜂工蜂中肠 DEmiRNA

对于 N. ceranae 的 mRNA 的靶向结合关系，以期

更深入地理解和揭示意蜂对 N. ceranae 的胁迫应

答机制和二者的互作机制。 

综上所述，本研究利用高通量测序技术和生

物信息学方法从意蜂工蜂中肠鉴定到 928 个已知

miRNA 和 56 个新 miRNA，在 Am7CK vs. Am7T

和 Am10CK vs. Am10T 中分别鉴定到 84 和 107 个

DEmiRNA；通过靶 mRNA 和调控网络分析揭示

意蜂工蜂中肠的 DEmiRNA 可能通过负调控靶

mRNA 对部分糖代谢、能量代谢、病原体识别、

细胞免疫和体液免疫通路进行调控，以应对 N. 

ceranae 的 入 侵 ； miR-1-z 可 能 在 宿 主 响 应 N. 

ceranae 胁迫中参与细胞增殖、凋亡和免疫进程；

氧化磷酸化通路可能在意蜂工蜂与 N. ceranae 的

相互作用中扮演特殊角色。 
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ceranae stress at small RNA transcriptome level based on deep sequencing and omics analysis. [Methods] A. m. 
ligustica workers’ midguts at 7 and 10 days post N. ceranae stress (Am7T, Am10T) and corresponding normal 
midguts (Am7CK, Am10CK) were sequenced using small RNA-seq. Related bioinformatic softwares were used to 
perform quality control of sequencing data, identification of known miRNAs and novel miRNAs and analysis of 
structural features of miRNAs. The expression of novel miRNAs was verified by Stem-loop RT-PCR. Differentially 
expressed miRNAs (DEmiRNAs) in Am7CK vs. Am7T and Am10CK vs. Am10T comparison groups were screened 
out following the standards of |log2(Fold change)|≥1 and P≤0.05. Target mRNAs of DEmiRNAs were predicted 
followed by annotation in GO and KEGG databases using softwares, based on annotation information, summary 
and investigation of cellular and humoral immune-associated pathways and enriched target mRNAs were 
conducted. Regulatory networks of DEmiRNAs and differentially expressed mRNAs (DEmRNAs) related to 
immune pathways were constructed according to target binding relationship. RT-qPCR was performed to validate 
the sequencing data and differential expression of DEmiRNAs. [Results] Here, 165895574 raw reads and 
132028990 clean tags were yielded, and average Pearson correlation coefficients among different biological 
replicas in every group were above 87.92%. 928 known miRNAs and 56 novel miRNAs were identified. The length 
of these miRNAs was among 18–28 nt, with the most abundant length 18 nt and 22 nt; the first base of most 
miRNAs had a U bias. The true expression of 12 novel miRNAs was verified. 48 up-regulated miRNAs and 36 
down-regulated miRNAs were identified in Am7CK vs. Am7T, while 56 up-regulated miRNAs and 51 
down-regulated miRNAs were identified in Am10CK vs. Am10T. These DEmiRNAs can respectively target 9827 
and 10720 mRNAs, involving in 50 and 47 functional terms and 138 and 135 pathways. Analysis of regulatory 
networks of DEmiRNAs and target mRNAs related to immune pathways showed 26 DEmiRNAs in Am7CK vs. 
Am7T could target 10 DEmRNAs such as endocytosis, whereas 15 DEmiRNAs in Am10CK vs. Am10T can target 
10 immune-associated pathways including MAPK signaling pathway. The reliability of sequencing data and 
differential expression trend of four DEmiRNA was validated. [Conclusion] Host DEmiRNAs may response to N. 
ceranae through regulating material and energy metabolisms, as well as cellular and humoral immune, but might 
not regulate the expression of antimicrobial peptide-encoded genes; miR-1-z was likely to participate in cell 
proliferation, apoptosis and immune processes; oxidative phosphorylation pathway may play a special role in host 
immune response and host-pathogen interaction. 

Keywords: Apis mellifera ligustica, Nosema ceranae, microRNA, immune response, host-pathogen interaction, 
molecular mechanism 
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