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摘要：【目的】蜜蜂球囊菌(Ascosphaera apis，简称球囊菌)专性侵染蜜蜂幼虫而导致白垩病，危害蜜蜂

健康和养蜂生产。本研究旨在探究中华蜜蜂(Apis cerana cerana，简称中蜂) 6 日龄幼虫响应球囊菌胁迫

的环状 RNA(circular RNA, circRNA)差异表达谱及差异表达 circRNA (differentially expressed circRNA, 
DEcircRNA)在宿主胁迫应答中的潜在功能。【方法】利用去除线性 RNA 的 circRNA-seq 技术对正常和

球囊菌侵染的中蜂 6 日龄幼虫肠道(AcCK 和 AcT)进行测序。利用 find_circ 软件鉴定 circRNA，统计

circRNA 的长度和环化类型。根据|log2(Fold change)|≥1 和 P≤0.05 的标准筛选 DEcircRNA。将 DEcircRNA
的来源基因比对 Gene ontology (GO)数据库和 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)数据库，

从而获得功能及通路(pathway)注释。随机挑选 3 个 DEcircRNA 进行 RT-qPCR 验证。【结果】AcCK 和

AcT 的 circRNA-seq 分别得到 76342570 和 68269362 条原始读段(raw reads)，经严格质控得到 74524108
和 66974392 条有效读段(clean reads)，Q30 分别为 92.75%和 94%，GC 含量分别为 54.31%和 54.90%。

比对上东方蜜蜂(Apis cerana)参考基因组的短序列读段(anchor reads)共计 23648400 条。AcCK 和 AcT 中

分别鉴定到 805 和 702 个 circRNA，长度均介于 201–1000 nt，数量最多的环化类型均为已注释外显子

circRNA，但分布在不同长度、不同环化类型的 circRNA 数量存在差异。AcCK vs AcT 比较组共有 494 个

DEcircRNA，包括 257 个上调 circRNA 和 237 个下调 circRNA；上调和下调幅度最大的 circRNA 分别为

novel_circ_000123 和 novel_circ_000726。上述 DEcircRNA 的来源基因可注释到 11 条生物学进程相关条

目，9 条分子功能相关条目，9 条细胞组分相关条目，以及 73 条通路。进一步分析发现，部分 DEcircRNA
的来源基因注释到 7 条细胞免疫通路和 3 条体液免疫通路。【结论】中蜂 6 日龄幼虫响应球囊菌胁迫的
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过程中可能通过改变分布在不同长度和环化类型的 circRNA 数量，以及特异性表达一些 circRNA 和调

节部分 circRNA 的表达量对病原产生应答；novel_circ_000027、novel_circ_000127、novel_circ_000312
等 DEcircRNA 在宿主的胁迫应答过程中可能通过调控氧化磷酸化、细胞和体液免疫等通路发挥特殊作

用。研究结果为深入理解中蜂幼虫对球囊菌的胁迫应答机制及二者的相互作用机制提供了新见解。 

关键词：中华蜜蜂，幼虫，环状 RNA，非编码 RNA，蜜蜂球囊菌，免疫应答 
 

蜜蜂白垩病是长期困扰养蜂生产的一大顽

疾，由蜜蜂球囊菌(Ascosphaera apis，简称球囊菌)

特异性侵染蜜蜂幼虫而引起[1]。球囊菌孢子随食物

进入蜜蜂幼虫中肠，在 4 日龄到 6 日龄的幼虫期，

中肠和后肠由一层隔膜阻断，至预蛹期隔膜消失，

中肠和后肠连通，孢子随食物残渣进入后肠，孢

子在 O2 的刺激下萌发，菌丝剧烈生长，先后刺穿

围食膜和肠壁，继而从尾部穿出表皮，逐渐蔓延

包裹整个虫尸，异宗菌丝接触后发生配合，从而

产生大量子代孢子[2–3]。一般认为球囊菌仅能感染

西方蜜蜂(Apis mellifera)幼虫，但近期的研究结果

表明球囊菌对中华蜜蜂(Apis cerana cerana，简称

中蜂)雄蜂幼虫和工蜂幼虫以及成年熊蜂同样具

有侵染性[4–5]。白垩病常发生在春季和初夏，可导

致幼虫大量死亡，从而造成成年蜜蜂数量和蜂群

群势的急剧下降，以及造成其他病原微生物的入

侵几率大增[6]。随着转地放蜂和蜂产品贸易全球

化，白垩病已扩散至全球各主要养蜂国家[7]。该病

现为我国蜂产品进出口检疫的对象之一[8]。目前对

于白垩病尚缺乏有效的治疗药物，蜜蜂饲养管理

过程中常采用改进遗传品系选育良种和科学的饲

养管理方法等方法对该病进行防治[9]，但成效并不

显著。Qin 等于 2006 年组装了球囊菌 ARSEF 7405

菌株的基因组序列，但当时并未同时公布基因功

能注释信息[10]，导致球囊菌的分子生物学和组学

研究进展缓慢。2016 年，Shang 等利用二代测序

技术重新对球囊菌 ARSEF 7405 菌株进行了基因

组测序、组装、注释并公布了球囊菌的参考基因

组[11]，为球囊菌的分子生物学及组学研究奠定了

重要基础。 

环状 RNA(circular RNA, circRNA)是一类非

编码 RNA(non-coding RNA, ncRNA)，由来源基因

的 3′端和 5′端共价闭合形成[12]。相比于线性 RNA，

circRNA 更耐 RNase R 酶消化，优良的稳定性使

其具备可作为内源生物标志物的条件[13]。circRNA

可以通过与蛋白质、RNA 聚合酶及基因启动子相

互作用调节基因转录和可变剪切等生命活动[14–16]。

较多的研究表明 circRNA 在人类肿瘤发生、生长、

转移和抑制等方面发挥重要调控功能[17–19]。随着组

学技术的飞速发展，越来越多的真核生物 circRNA

被鉴定出来[20–24]。但较之人类和少数动植物模式物

种，昆虫的 circRNA 研究较为滞后，仅在果蝇

(Drosophila)[25–28]、家蚕(Bombycis mori)[29–31]和蜜

蜂[32–36]等极少数昆虫物种中见诸报道。Westholm

等基于数据库中大量的果蝇总 RNA 数据筛选出

2500 个 circRNA；通过分析 circRNA 在胚胎时期、

幼虫期、蛹期和成虫期神经组织中的表达量，发

现 circRNA 的表达水平随着果蝇的发育不断累

积，在成虫期的神经组织中达到峰值，暗示着

circRNA 可作为果蝇衰老的潜在内源标记物[25]。

Gan 等利用 RNA-seq 技术对家蚕中部丝腺和后部丝

腺进行测序，利用 find_circ 软件鉴定到了 3916 个

circRNA，通过比较分析中部丝腺和后部丝腺筛选

出 880 个上调 circRNA 和 2532 个下调 circRNA，
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进一步分析发现中部丝腺 circRNA 和后部丝腺的

circRNA 可能在丝胶和蚕丝蛋白的合成中发挥不

同 的 作 用 [29] 。 Chen 等利 用 去 除线 性 RNA 的

circRNA-seq 技 术 对 意 大 利 蜜 蜂 (Apis mellifera 

ligustica，简称意蜂)处女王卵巢、产卵蜂王卵巢、

产卵抑制和恢复的卵巢进行测序分析，共鉴定到

12211 个 circRNA，进而构建了 circRNA/lncRNA- 

miRNA-mRNA 调控网络，发现 ame_circ_0005197

和 ame_circ_0016640 能够靶向调控与生物学调控

和增殖相关的 miRNA，从而影响蜂王产卵[32]。随

后，Thölken 等利用去除线性 RNA 的 circRNA-seq

技术对西方蜜蜂哺育蜂和采集蜂的大脑进行测序

和分析，共鉴定到 3384 个 circRNA，分析结果显

示许多外显子环化的 circRNA 与侧翼的内含子

DNA 甲基化相关；此外，作者还鉴定到 1 个调控

大脑记忆的 circRNA (circAmrsmep2)和 1 个调控劳

动分工的 circRNA (circAmrad)[33]。笔者前期在全

基 因 组 水 平 鉴 定 和 分 析 了 意 蜂 工 蜂 肠 道 的

circRNA 数量、种类、结构特征和表达谱[34]；进

而对中肠发育过程的 circRNA 差异表达谱和调控

网络进行了分析和探讨[35]。近期，笔者首次对中蜂

工蜂中肠的 circRNA 进行了全基因组鉴定、分析和

验证，并系统解析了中肠发育过程的 DEcircRNA

表达谱、调控网络及潜在功能[36]。已有研究报道

circRNA 参与宿主和病原的相互作用[30–31, 37–38]。但

对于 circRNA 在蜜蜂及其病原互作中的作用，相

关研究仍然缺失。笔者团队前期围绕中蜂幼虫-球

囊菌互作开展了一系列的组学和分子生物学研

究，在 mRNA 组学层面解析了中蜂幼虫对球囊菌

的胁迫应答[39]，以及球囊菌在侵染中蜂幼虫过程

中的转录组动态[40]；在 miRNA 组学层面揭示了中

蜂 6 日龄幼虫对球囊菌胁迫的 miRNA 应答[41]，以

及球囊菌在侵染中蜂 6 日龄幼虫过程中的 miRNA

差异表达谱及调控网络[42]。本研究利用去除线性

RNA 的 circRNA-seq 技术对正常和球囊菌胁迫的

中蜂 6 日龄幼虫肠道进行测序，通过生物信息学

方法对差异表达 circRNA (differentially expressed 

circRNA, DEcircRNA)表达谱、调控网络及潜在功

能进行分析和探讨，以期揭示 DEcircRNA 在宿主

响应球囊菌胁迫中的作用，为阐明 circRNA 介导

中蜂幼虫对球囊菌的胁迫应答机制提供必要基

础，也为深入理解中蜂幼虫-球囊菌互作提供新的

见解。 

1  材料和方法 

1.1  供试昆虫和真菌 

中蜂幼虫取自福建农林大学动物科学学院

(蜂学学院)教学蜂场。球囊菌菌株由福建农林大学

动物科学学院(蜂学学院)蜜蜂保护实验室分离和

保存[41–42]。 

1.2  球囊菌培养、孢子纯化及中蜂幼虫的饲喂接种 

按照笔者所在课题组已建立的实验方法[39]，

进行球囊菌的活化、培养以及孢子纯化，方法简

述如下：(1)将实验室保存的球囊菌孢子接种至马

铃薯葡萄糖琼脂(Potato Dextrose Agar, PDA)固体

培养基进行活化培养；(2)置于 33 °C 生化培养箱

中培养 10 d，培养基表面充满黑色孢子；(3)刮取

黑色孢子至干净的 EP 管中，用研磨棒充分研磨，

加入无菌水悬浮孢子；(4)吸取悬浮的纯化孢子至干

净的 EP 管，梯度稀释后用血球计数板计数备用。 

参照笔者课题组前期建立的方法[40–43]，从外

观健康、群势较强且无白垩病症状的中蜂蜂群提

脾至实验室，置于 35 °C 和 70%相对湿度(RH)的
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恒温恒湿培养箱。取出一张脾，在 35 °C 的室温条

件下移取 2 日龄幼虫至 48 孔培养板(1 只/孔)。中

蜂幼虫的饲料配方参照王倩等的方法[44]并进行改

良，将 D-果糖和 D-葡萄糖换为新鲜蜂蜜。配制含

球囊菌孢子的饲料(1×107 个孢子/mL)。处理组中，

中蜂 3 日龄幼虫饲喂含球囊菌孢子的饲料 50 μL，

待饲料食尽，24 h 后换成不含孢子的饲料，饲养

至 6 日龄；对照组中蜂 3 日龄幼虫饲喂不含球囊

菌孢子的饲料 50 μL，饲养至 6 日龄；每 24 h 更

换一次饲料。 

1.3  测序样品的制备及深度测序 

由于肠道是中蜂幼虫与球囊菌直接互作的

主要场所，中蜂幼虫的幼虫期为 1–6 日龄，7–8 日

龄为预蛹期，球囊菌感染的中蜂幼虫在 7–8 日龄

爆发白垩病，因此本研究选取中蜂 6 日龄幼虫肠

道作为测序样品。分别剖取对照组中蜂 6 日龄幼

虫 肠 道 (AcCK) 和 处 理 组 中 蜂 6 日 龄 幼 虫 肠 道

(AcT)，对照组集齐 7 只幼虫肠道置于 1 个 RNA-Free 

EP 管，处理组集齐 7 只幼虫肠道置于另 1 个

RNA-Free EP 管。经液氮速冻后立即转移到–80 °C

超低温冰箱保存备用。 

利用 Trizol 法分别抽提 AcCK 和 AcT 肠道样

品的总 RNA，利用 Ribo-Zerogold (Epicentre 公司，

美国)试剂盒去除核糖体 RNA；参照 Hu 等[30–31]

的方法，利用 3 U/mg RNase R 酶消除线性 RNA；

将富集的 circRNA 加入 fragmentation buffer 使其

断成 200 nt 的短片段，作为模板利用六碱基随机

引物合成 cDNA 第一链，并加入缓冲液、dNTPs、

RNase H 和 DNA polymerase I 合成 cDNA 第二链；

经过 QiaQuick PCR 试剂盒纯化并加 EB 缓冲液洗

脱经末端修复、加碱基 A，加测序接头，再经琼

脂糖凝胶电泳回收目的大小片段，并进行 PCR 扩

增，最终获得 cDNA 文库；委托广州基迪奥生物

技术有限公司用 Illumina HiSeqTM 2500 对上述

cDNA 文库进行双端测序。测序数据已上传 NCBI 

Sequence Read Archive (SRA)数据库，SRA 号为

SRR9994498 (AcCK)和 SRR9994497 (AcT)。 

1.4  测序数据的质控及 circRNA 的预测与分析 

将测序得到的原始读段(raw reads)，过滤掉含

接头(adapter)的读段、含 N 比例大于 10%的读段

和质量值 Q≤10 的碱基数占比 50%以上的读段，

得到的有效读段(clean reads)用于后续的数据分

析。利用 TopHat 软件[45]将 AcCK 和 AcT 的有效

读 段 比 对 到 东 方 蜜 蜂 (Apis cerana)参 考 基 因 组

(ACSNU-2.0, www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/12051? 
genome_assembly_id=258367)，将未比对上的有效

读段两端截取 20 nt，得到短序列读段 (anchor 

reads) ， 然 后 再 次 比 对 A. cerana 参 考 基 因 组

(ACSNU-2.0)，最后把比对上的结果导入 find_circ

软件[20]预测 circRNA (采用默认参数)：(1) 仅 1 个

清晰断裂点(breakpoint)的 circRNA；(2) 每条读段

的两条短序列读段(anchor reads)比对到参考基因

组上的位置重叠部分不超过 2 bp；(3) 只允许 2 nt

错配；(4) 唯一比对上的读段(unique reads)数大于 

2 条；(5) 每条读段的其中一个短序列读段比对到

参考基因组上第一位的映射(mapping)结果要比第

二位的映射结果的分值高 35 分以上；(6) 支持该

circRNA 的唯一比对上的读段数要大于支持它的

样品数；(7) 该 circRNA 的唯一比对上的读段要大

于总样品数的二分之一；(8) circRNA 的长度小于

100 kb。 

参照 Chen 等的方法[36]对 circRNA 的长度和环

化类型进行统计。环化类型包括：(1) 已注释的外

显子，即 circRNA 的断裂点位于已知基因的一个
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外显子的起始和另一个外显子的终止，其序列由

断裂点之间的外显子的碱基构成；(2) 单一外显

子，即 circRNA 位于已知基因的某一个外显子内，

其序列由断裂点之间的所有碱基构成；(3) 基因反

义链，即 circRNA 位于已知基因的反义链，其序

列由反义链上断裂点之间的所有碱基构成；(4) 内

含子，即 circRNA 位于已知基因的某一个内含子

内，其序列由断裂点之间的所有碱基构成；(5) 外

显子和内含子，即 circRNA 的断裂点之间有已知

基因的一个或多个完整外显子但断裂点不位于已

知外显子的起始或终止，其序列由上断裂点起始

位点到第一个外显子起始位点、断裂点之间的外

显子和最后一个外显子到断裂点终止位点的碱基

构成；(6) 基因间区，即 circRNA 位于已知基因之

间，其序列由断裂点之间的所有碱基构成。 

1.5  DEcircRNA 的筛选及分析 

采用 RPM (mapped back-splicing junction reads 

per million mapped reads)法，计算 circRNA 的表达

量。按照|log2(Fold change)|≥1，P≤0.05 标准筛选

DEcircRNA。利用 Bowtie 软件[46]将来源于内含子

或外显子和内含子环化的 circRNA 两侧的短序列

读段分别比对 A. cerana 参考基因组(ACSNU-2.0)，

两侧能够比对上同一基因则认为是该 circRNA 的

来源基因，最后利用 BLAST 工具将各来源基因向

Gene ontology (GO)数据库和 Kyoto Encyclopedia 

of Genes and Genomes (KEGG)数据库进行映射，

从而获得相应的功能和通路(pathway)注释信息，

进一步统计注释上的功能条目(term)或通路，以及

来源基因的数量。 

1.6  DEcircRNA 的 RT-qPCR 验证 

为验证 circRNA-seq 数据的可靠性，随机选取

3 个 DEcircRNA (novel_circ_000645、novel_circ_ 

001097 和 novel_circ_000339)进行 RT-qPCR。参照

Guo 等[23]的方法，根据所选 circRNA 的碱基序列，

利用 DNAMAN 软件设计相应的特异性反向引物，

扩增区域跨反向剪切位点，委托生工生物工程(上

海 ) 股 份 有 限 公 司 合 成 引 物 。 选 择 actin 基 因

(LOC108004261)作为内参。相关引物信息详见表

1。利用 RNA 抽提试剂盒(TaKaRa 公司，中国)分

别提取 AcCK 和 AcT 样品的总 RNA，分为 2 份，

其中 1 份总 RNA 用 3 U/mg RNase R (吉赛生物，

中国)进行消化，以去除线性 RNA，37 °C 处理

15 min，70 °C 处理 10 min，后以随机引物进行反

转录，得到 cDNA 作为 circRNA 的 qPCR 模板；

另一份总 RNA 直接作为模板，以 Oligo (dT)23 作

为引物进行反转录，得到对应的 cDNA，作为 actin

的 qPCR 模板。反应体系(20 µL)包含：正、反向

引物(10.0 μmol/L)各 1 µL，cDNA 模板 DNA 1 μL，

SYBR Green Dye 10 μL，DEPC 水 7 μL。反应在

ABI QuanStudio 3 荧光定量 PCR 仪(ThermoFisher

公司，美国)上进行，程序如下：95 °C 1 min，95 °C 

15 s，60 °C 30 s，45 个循环。每个反应进行 3 次

技术重复和生物学重复。采用 2–△△C t 法[47]计算上

述 DEcircRNA 的相对表达量。Graphpad Prism 7

软件进行 Student’s t test 及相关绘图。 
 
表 1.  本研究使用的引物 
Table 1.  Primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5′3′) 

Novel_circ_000645-F GGCTTCTTGACTTTCAGCG 

Novel_circ_000645-R TTATTGTTCACCTGGACGC 

Novel_circ_001097-F GGTATGGTTGTCACATTTGC 

Novel_circ_001097-R GGAAGAATAGCATCAAGCG 

Novel_circ_000339-F GTCTCAAGCACTCCAGTTCTC

Novel_circ_000339-R TTCCTTCTCCATCTGCGT 

actin-F GCAGTTAGGCACTTTCTCTGA 

actin-R CGTTTCCCACTTCTTCGTA 
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2  结果和分析 

2.1  circRNA-seq 数据的质控及评估 

AcCK 与 AcT 样品测序分别得到 76342570 和

68269362 条原始读段，经过严格质控分别得到

74524108 和 66974392 条有效读段，GC 含量分别

为 54.31%和 54.90%，Q30 分别达到 92.75%和

94.00%。上述结果说明本研究的 circRNA-seq 数

据质量良好，有效读段可用于后续分析。从 AcCK

与 AcT 分别鉴定到 91798082 和 85166448 条短序

列 读 段 ， 比 对 上 参 考 基 因 组 的 数 量 分 别 为

14457097 和 9191303 条。 

2.2  AcCK 和 AcT 中 circRNA 的结构特征及表达

水平 

本研究共鉴定到 1101 个 novel circRNA。

AcCK 和 AcT 中分别鉴定到 805 和 702 个

circRNA，二者共有 circRNA 的数量为 406 

(36.2%)，特有 circRNA 的数量分别为 399 (36.9%)

和 296 (26.9%) (图 1-A)，它们的长度主要介于

201–1000 nt (图 1-B)。AcCK 和 AcT 中 circRNA 
 

 
 

图 1.  AcCK 和 AcT 中 circRNA 的结构特征及总体表达量比较 
Figure 1.  Comparison of structural properties and total expression levels of circRNAs between AcCK group and 
AcT group. A: Venn analysis of circRNAs; B: length of circRNAs; C: circularization type of circRNAs; D: total 
expression level of circRNAs. 
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的环化类型最丰富的均为已注释外显子 circRNA 

(520 和 460 个)，其次是单一外显子 circRNA (114

和 95 个)、外显子和内含子 circRNA (81 和 85

个 )、反义链 circRNA (45 和 32 个 )、内含子

circRNA (25 和 17 个)以及基因间区 circRNA (20

和 13 个 )   (图 1-C)。除 了外显子 和内含 子

circRNA，其余四种环化类型在 AcCK 中的数量

皆多于 AcT 中的 circRNA 数量(图 1-C)。 

此外，AcCK 的 circRNA 整体表达水平略高

于 AcT 的 circRNA 整体表达水平(图 1-D)。AcCK

中表达量最高的 circRNA 是 novel_circ_000210、

novel_circ_000114 和 novel_circ_000805 (表 2)；AcT

中表达量最高的 circRNA 是 novel_circ_000210、

novel_circ_000805 和 novel_circ_000114 (表 3)。 
 

表 2.  AcCK 中表达量最高的前 10 位 circRNA 
Table 2.  Top 10 circRNAs with the highest expression levels in AcCK group 

circRNA ID RPM value Length/nt Type Source gene ID 

Novel_circ_000210 1574.036613 552 Annotated exonic circRNA 2288 

Novel_circ_000114 260.4948974 528 Annotated exonic circRNA 1413 

Novel_circ_000805 189.1112718 3776 Exonic and intronic circRNA 8864 

Novel_circ_000259 161.5815402 483 Annotated exonic circRNA 2706 

Novel_circ_000254 93.93310427 576 Exonic and intronic circRNA 2706 

Novel_circ_000727 83.14255621 394 Annotated exonic circRNA 7989 

Novel_circ_000260 78.85400506 633 Annotated exonic circRNA 2706 

Novel_circ_000457 71.93698707 1474 Intronic circRNA 4878 

Novel_circ_000508 62.25316189 559 Single exonic circRNA 5524 

Novel_circ_000555 61.69980045 640 Annotated exonic circRNA 5927 

 
表 3.  AcT 中表达量最高的前 10 位 circRNA 

Table 3.  Top 10 circRNAs with the highest expression levels in AcT group 

circRNA ID RPM value Length/nt Type Source gene ID 

Novel_circ_000210 792.9234843 552 Annotated exonic circRNA 2288 

Novel_circ_000805 181.9110957 3776 Exonic and intron circRNA 8864 

Novel_circ_000114 152.1003061 528 Annotated exonic circRNA 1413 

Novel_circ_000727 102.9233831 394 Annotated exonic circRNA 7989 

Novel_circ_000259 92.91392091 483 Annotated exonic circRNA 2706 

Novel_circ_000260 54.18165411 633 Annotated exonic circRNA 2706 

Novel_circ_000254 47.43614698 576 Exonic and intron circRNA 2706 

Novel_circ_000508 43.7369979 559 Single exonic circRNA 5524 

Novel_circ_000457 42.86660988 1474 Intronic circRNA 4878 

Novel_circ_000048 39.16746081 386 Annotated exonic circRNA 576 
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2.3  circRNA 的差异表达谱分析 

差异分析结果显示，AcCK vs AcT 比较组中

共有 494 个 DEcircRNA，包含 257 个上调 circRNA

和 237 个下调 circRNA，上调表达倍数介于

2.04–7615.90，下调倍数介于 0.000071–0.4。上调

幅度最大的是 novel_circ_000123 [log2(Fold 

change)=12.89, P=4.75E-13]、novel_circ_000585 

[ log2  (Fold change)=12.35,  P=3.80E-09]和 
novel_circ_000751 [log2 (Fold change)=12.29, 
P=7.59E-09] (表 4)；下调幅度最大的是 novel_ 

circ_000726 [log2 (Fold change)= –13.78, P= 
5.94E–18]、novel_circ_000119 [log2 (Fold change)= 

–13.04, P=1.68E–11] 和 novel_circ_000265 [log2 

(Fold change)=–13.02, P=3.21E–11] (表 5)。 

2.4  DEcircRNA 来源基因的功能及通路注释 

GO 数据库注释结果显示，DEcircRNA 的来

源基因可注释到 29 条功能条目，涉及细胞进程

(94 个)、单组织进程(78 个)、代谢进程(78 个)、

生物学调控(62 个)和定位(30 个)等 11 条生物学进

程相关条目(图 2)；结合(120 个)、催化活性(83 个)、 

 
表 4.  AcCK vs AcT 比较组中前 10 位上调 circRNA 

Table 4.  Top 10 up-regulated circRNAs in AcCK vs AcT comparison group 
circRNA ID RPM in AcCK RPM in AcT Log2 (Fold change) P value 
Novel_circ_000123 0.001 7.615895157 12.89 4.75E–13 
Novel_circ_000585 0.001 5.222328107 12.35 3.80E–09 
Novel_circ_000751 0.001 5.004731103 12.29 7.59E–09 
Novel_circ_000936 0.001 4.351940089 12.09 1.21E–07 
Novel_circ_000206 0.001 3.916746081 11.94 4.82E–07 
Novel_circ_000425 0.001 3.916746081 11.94 4.82E–07 
Novel_circ_000574 0.001 3.916746081 11.94 4.82E–07 
Novel_circ_000629 0.001 3.916746081 11.94 4.82E–07 
Novel_circ_000688 0.001 3.916746081 11.94 4.82E–07 
Novel_circ_001062 0.001 3.916746081 11.94 4.82E–07 

 
表 5.  AcCK vs AcT 比较组中前 10 位下调 circRNA 

Table 5.  Top 10 down-regulated circRNAs in AcCK vs AcT comparison group 
circRNA ID RPM in AcCK RPM in AcT Log2 (Fold change) P value 

Novel_circ_000726 14.1107167 0.001 –13.78 5.94E–18 

Novel_circ_000119 8.438761945 0.001 –13.04 1.68E–11 

Novel_circ_000265 8.300421585 0.001 –13.02 3.21E–11 

Novel_circ_000208 5.948635469 0.001 –12.54 1.34E–07 

Novel_circ_000399 5.53361439 0.001 –12.43 4.71E–07 

Novel_circ_000207 5.39527403 0.001 –12.40 4.71E–07 

Novel_circ_000852 5.39527403 0.001 –12.40 4.71E–07 

Novel_circ_001065 5.118593311 0.001 –12.32 2.20E–07 

Novel_circ_000875 4.703572232 0.001 –12.20 8.16E–07 

Novel_circ_000788 4.565231872 0.001 –12.16 1.57E–06 
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图 2.  DEcircRNA 来源基因的 GO 数据库注释 
Figure 2.  GO dataset annotation of source genes of DEcircRNAs. 

 
转运活性(20 个)、核酸结合转录因子活性(13 个)

和分子转导活性(12 个)等 9 条分子功能相关条目

(图 2)；细胞膜组件(64 个)、细胞膜(64 个)、细胞

(49 个)、细胞组件(48 个)和细胞器(43 个)等 9 条细

胞组分相关条目(图 2)。 

KEGG 代谢通路注释结果显示，DEcircRNA

来源基因可注释到 73 条通路，基因数最多的前

5 条分别是内质网蛋白加工(8 个)、剪切体(8 个)、

Hippo 信号通路(7 个)、核糖体(7 个)和内吞作用  

(6 个 ) ( 图 3) 。 此 外 ， novel_circ_000357 、

novel_circ_000764、novel_circ_000045、novel_circ_ 

000954 的 来 源 基 因 可 注 释 到 氧 化 磷 酸 化 通 路  

(图 3)。 

进一步对涉及免疫应答的通路进行分析，8、

4、5、3、1、1、1 个 DEcircRNA 的 5、4、4、3、

1、1、1 个来源基因可分别注释到内吞作用、泛素

介导的蛋白水解、溶酶体、吞噬体、细胞色素 P450

对外源物质代谢、昆虫激素生物合成和自噬调控

等细胞免疫相关通路(表 6)；5、3、2 个 DEcircRNA

的 4、2、2 个来源基因可分别注释到 FoxO 信号通

路、MAPK 信号通路和 Jak-STAT 信号通路等体液

免疫相关通路(表 7)。 

2.5  DEcircRNA 的 RT-qPCR 验证 

RT-qPCR 结果显示 3 个 DEcircRNA 的表达趋势

与测序结果一致(图 4)，证实了测序数据和 circRNA

差异表达的可靠性。 
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图 3.  DEcircRNA 来源基因的 KEGG 数据库注释 

Figure 3.  KEGG dataset annotation of source genes of DEcircRNAs. 
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表 6.  涉及细胞免疫的来源基因及相应 DEcircRNA 
Table 6.  Source genes and corresponding DEcircRNAs involved in cellular immune pathways 

Pathway Ko number Num of source genes Num of DEcircRNAs DEcircRNA ID 
Endocytosis ko04144 5 8 Novel_circ_000027 

Novel_circ_000127 
Novel_circ_000312 
Novel_circ_000313 
Novel_circ_000403 
Novel_circ_000405 
Novel_circ_000408 
Novel_circ_000749 

Ubiquitin mediated proteolysis ko04120 4 4 Novel_circ_000073 
Novel_circ_000495 
Novel_circ_000550 
Novel_circ_000949 

Lysosome ko04142 4 5 Novel_circ_000069 
Novel_circ_000357 
Novel_circ_000735 
Novel_circ_000736 
Novel_circ_000764 

Phagosome ko04145 3 3 Novel_circ_000357 
Novel_circ_000764 
Novel_circ_000427 

Metabolism of xenobiotics  
by cytochrome P450 

ko00980 1 1 Novel_circ_000087 

Insect hormone biosynthesis ko00981 1 1 Novel_circ_000015 

Regulation of autophagy ko04140 1 1 Novel_circ_000146 

 
表 7.  涉及体液免疫通路的来源基因及相应 DEcircRNA 

Table 7.  Source genes and corresponding DEcircRNAs involved in humoral immune pathways 
Pathway Ko number Num of source genes Num of DEcircRNAs DEcircRNA ID 
FoxO signaling pathway ko04068 4 5 Novel_circ_000312 

Novel_circ_000313 
Novel_circ_000304 
Novel_circ_000323 
Novel_circ_000606 

MAPK signaling pathway ko04013 2 3 Novel_circ_000312 
Novel_circ_000313 
Novel_circ_000777 

Jak-STAT signaling pathway ko04630 2 2 Novel_circ_000550 
Novel_circ_000323 
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图 4.  DEcircRNA 的 RT-qPCR 验证 
Figure 4.  RT-qPCR validation of DEcircRNA. A–C: RT-qPCR validation of novel_circ_000645, novel_circ_ 
001097 and novel_circ_000339. In RT-qPCR group, *: P≤0.05. 

 

3  讨论 

CircRNA 已成为近年来国内外的研究热点。

但相关研究多集中在人类等少数哺乳动物[20–21]，

昆虫的 circRNA 研究起步较晚且进度缓慢。目前，

全球关于蜜蜂 circRNA 的研究报道仅 5 例[32–36]，

涉及卵巢产卵[32]、大脑功能[33]及肠道发育[34–36]。

CircRNA 已被研究证实可参与介导动物对病原微

生物的胁迫响应[30–31, 37–38]。Hu 等利用 RNA-seq

技 术 对 正 常 家 蚕 中 肠 和 家 蚕 核 质 多 角 体 病 毒

(Bombycis mori cytoplasmic polyhedrosis virus, 
BmCPV)感染的家蚕中肠进行测序，通过差异分析

筛选出 400 个 DEcircRNA，进而通过来源基因和

竞 争 性 内 源 RNA(competing endogenous RNA, 

ceRNA)调控网络等分析揭示了 DEcircRNA 在家

蚕中肠应答 BmCPV 感染中的潜在作用[30]。然而，

迄今有关 circRNA 介导蜜蜂及其病原互作的研究

未见报道。 

以 RNA-seq 为 代 表 的 高 通 量 测 序 技 术 为

circRNA 的大规模挖掘提供了有力工具[16]。目前，

circRNA 的主流建库方法有两种，一种是先利用

RNase R 消化样品总 RNA 中的线性 RNA，从而

富集 circRNA，再利用二代测序技术进行深度测

序[30–31]；另一种是先去除 rRNA，再构建链特异性

cDNA 文库，进而利用 RNA-seq 技术进行深度测

序[34, 36]；前者能够检测到低表达丰度的 circRNA，

因而鉴定到的 circRNA 数量更多且准确性更高[48]，

但因为不包含 mRNA 和 lncRNA 信息，故无法通过
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共表达关系构建不同 RNA 之间的调控网络[30–31]；

第 二 种 建 库 方 法 能 够 一 次 性 获 得 测 序 样 品 的

mRNA、lncRNA 和 circRNA 信息，并同时计算三

者的表达量以及构建三者之间的共表达关系[34, 36]。

为最大限度鉴定 circRNA，本研究利用去除线性

RNA 的 circRNA-seq 技术对正常及球囊菌侵染的

中蜂 6 日龄幼虫肠道进行测序，基于 AcCK 和 AcT

高 质 量 测 序 数 据 分 别 预 测 出 805 和 702 个

circRNA，二者共有的 circRNA 为 406 个，特异性

表达的 circRNA 分别有 399 和 296 个。本研究鉴

定出的 1101 个高可信度 circRNA 可为东方蜜蜂的

circRNA 信息提供重要补充，也为其他蜂种的

circRNA 研究提供有益的参考信息。 

AcCK 和 AcT 中 circRNA 的长度均主要分布在

201–1000 nt，但分布在不同长度范围的 circRNA 数

量存在差异；AcCK 和 AcT 中，最丰富的环化类型

均为已注释的外显子 circRNA (64.60%，65.53%)，

其次均为单一外显子 circRNA、外显子和内含子

circRNA、反义链 circRNA、内含子 circRNA 以及

基因间区 circRNA，但每一种环化类型的 circRNA

数量同样存在差异；此外，AcCK 中 circRNA 整

体表达水平略高于处理组的 circRNA 整体表达水

平。上述结果表明，中蜂 6 日龄幼虫响应球囊菌

胁迫的过程中可能通过调整 circRNA 的结构对病

原产生应答；不同于 mRNA[43]，circRNA 的应答

水平较低。前期研究发现，中蜂工蜂中肠 circRNA

的长度主要分布在 201–800 nt 且最丰富的环化类

型为已注释的外显子 circRNA (47.5%)[36]，意蜂工

蜂中肠 circRNA 的长度主要分布在 15–1000 nt 且

最丰富的环化类型也为已注释的外显子 circRNA 

(48.56%)[34]。果蝇 circRNA 的主要环化类型为已

注释的外显子 circRNA[25]，而家蚕 circRNA 的主

要环化类型为外显子和内含子的 circRNA[29]。上

述结果表明，同一蜂种的不同虫态以及不同蜂种

的 circRNA 结构特征相似，但不同昆虫的 circRNA

的结构特征存在差异。 

本研究中，在 AcCK vs AcT 比较组中鉴定出

257 个上调 circRNA 和 237 个下调 circRNA，上调

表 达 倍 数 介 于 2.04–7615.90 ， 下 调 倍 数 介 于

0.000071–0.4，说明球囊菌胁迫导致中蜂 6 日龄幼

虫 肠 道 的 circRNA 发 生 差 异 表 达 ， 这 些

DEcircRNA 参与宿主的胁迫应答。CircRNA 可以

通过与 RNA 聚合酶 II、U1 小核核糖核蛋白及基

因启动子相互作用促进来源基因的转录[14–15]。本

研究中，对于上述 DEcircRNA，分别有 94、83、

78、25、2 个来源基因注释到细胞进程、催化活性、

代谢进程、应激反应和发育进程；此外，部分来

源基因可注释到丙酮酸代谢(2 个)和三羧酸循环

(2 个)等 8 条碳水化合物代谢通路；甘油磷脂代谢

(4 个)和醚脂类代谢(3 个)等 6 条脂质代谢通路；

酪氨酸代谢(1 个)和色氨酸代谢(1 个)等 10 条氨基

酸代谢通路；嘧啶代谢(3 个)和嘌呤代谢(2 个)等

2 条核酸代谢通路；内吞作用(5 个)和泛素介导的

蛋白水解(4 个)等 10 条免疫相关通路。上述结果

表明，中蜂 6 日龄幼虫肠道响应球囊菌胁迫的过

程中，DEcircRNA 通过调控来源基因的表达调节

宿主的新陈代谢和免疫防御，从而介导宿主对球

囊菌的胁迫应答。 

昆虫的先天性免疫包括细胞免疫和体液免

疫，通过内吞作用、包囊作用、吞噬作用、黑化

作用、酶解作用以及抗菌肽的合成与分泌来抵御

病原微生物的侵染[9]。内吞作用和吞噬作用是蜜蜂

的两种主要细胞免疫途径[9]。溶酶体具有抗真菌和

抗病毒活性，可溶解内吞作用和吞噬作用运送来

的致病蛋白[49–50]。本研究中，分别有 5、4 和 4 个

来源基因注释到内吞作用、吞噬作用和溶酶体， 
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表明相应的 DEcircRNA (novel_circ_000027、

novel_circ_000069、novel_circ_000357 等)可能通

过调控上述 3 种细胞免疫通路降解球囊菌侵染过

程产生的毒力因子并限制病原增殖。泛素蛋白酶

体降解系统被用于清理受损或不需要的细胞，在

细胞周期、分裂、分化、发育和免疫等细胞进程

扮演关键角色[51]。自噬在调节细胞生长、发育、

凋亡和防御病原等方面中起重要作用[52]。本研究

发现，分别有 4 和 1 个来源基因注释到泛素介导

蛋白水解和自噬调控，暗示相应的 DEcircRNA 

(novel_circ_000073、novel_circ_000495、novel_ 

circ_000550、novel_circ_000949、novel_circ_000146)

可能调控泛素介导的蛋白水解和自噬通路清理被

球囊菌侵染而受损的细胞，从而减轻病原侵染对

宿主造成的伤害。昆虫激素是免疫系统的重要调

节因子，其中蜕皮激素和保幼激素等可以促进昆

虫的免疫反应[53–54]。昆虫细胞色素 P450 可通过催

化内源物质(蜕皮激素和保幼激素等)的生物合成

与降解参与昆虫的免疫反应 [55]。本研究中，分

别有 1 个来源基因注释到昆虫激素的生物合成

和药物代谢-细胞色素 P450；进一步分析发现有  

1 个下调 circRNA (novel_circ_000015, log2 (Fold 

change)=–10.43, P= 0.01564141)的来源基因可注

释到昆虫激素的生物合成通路的类保幼激素环氧

化物酶基因(juvenile hormone epoxide hydrolase 

1-like)，另有 1 个上调 circRNA (novel_circ_000087, 

log2 (Fold change)=11.22, P=0.000245094)的来源

基因可注释到外源物质代谢-细胞色素 P450 通

路 的 类 U D P - 葡 糖 苷 转 移 酶 基 因 ( U D P - 

glucuronosyltransferase 1-3-like)。上述结果表明

novel_circ_000015 和 novel_circ_000087 可能通过

调节类保幼激素环氧化物酶基因和类 UDP-葡糖

苷转移酶基因的表达水平影响昆虫激素和细胞色 

素 P450 通路，从而参与宿主对球囊菌的免疫应答。

FoxO 信号通路中，FoxO 蛋白可以通过促进一系

列靶基因上调加快细胞凋亡[56]。MAPK 信号通路

能够通过产生免疫效应因子刺激宿主淋巴细胞活

性，对外界入侵的病原微生物进行免疫防御[57]。

Jak-STAT 信号通路在果蝇中首次被发现，后被证

实能诱导抗菌肽的表达[58]。本研究中，分别有 5、

3 和 2 个来源基因注释到 FoxO 信号通路、MAPK

信号通路和 Jak-STAT 信号通路；进一步分析发现

分别有 5 个上调 circRNA {包括 novel_circ_000312 

[log2 (Fold change)=3.11, P=0.000980413] 、

novel_circ_000304 [log2(Fold change)=11.47, 
P=6.14E-05]、novel_circ_000323[log2(Fold change) 

=1.98, P=0.007406097]、novel_circ_000606 [log2 

(Fold change)=11.22, P=0.000245094] 和

novel_circ_000777 [log2 (Fold change)=2.24, 
P=8.88E–05]}和 2 个下调 CircRNA {novel_circ_ 
000313 [log2(Fold change)=–10.09, P=0.03127344]
和 novel_circ_000550 [log2(Fold change)=–10.81, 

P=0.021515144]}参与 CircRNA 涉及对 FoxO 信号

通路、MAPK 信号通路和 Jak-STAT 信号通路相关

来源基因的调控，表明上述 7 个上调 circRNA 可

能通过促进体液免疫通路相关来源基因的转录对

球囊菌胁迫进行体液免疫应答；球囊菌通过与宿

主 的 相 互 作 用 下 调 宿 主 novel_circ_000313 和

novel_circ_000550 的表达水平，从而一定程度抑

制宿主的体液免疫，体现了二者互作的复杂性。 

氧化磷酸化是昆虫合成 ATP 的主要方式[59]。

前期研究中，笔者团队对中蜂幼虫和意蜂幼虫进

行了比较转录组学分析，并探讨了两种蜜蜂幼虫

的球囊菌抗性差异产生的原因，发现受到强烈正

向选择的中蜂单拷贝基因仅富集在氧化磷酸化，

推测中蜂可能通过提高能量利用限制球囊菌增

殖[60]。本研究发现有 4 个来源基因注释到氧化磷
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酸化通路，1 个上调 circRNA (novel_circ_000357, 

log2(Fold change)=10.77, P=0.001957522)调控的来

源基因为氧化磷酸化通路相关的 ATP 合成酶相关

基因(vacuolar H+ATP synthase 16 kDa proteolipid 

subunit)，说明中蜂幼虫响应球囊菌胁迫的过程中

可通过调节 novel_circ_000357 的表达量对宿主细

胞的氧化磷酸化通路相关来源基因的转录水平进

行调控，进而通过增加 ATP 合成提高能量利用水

平，从而限制球囊菌从宿主获得能量。笔者团队

前期研究还发现中蜂 6 日龄幼虫肠道响应球囊菌

胁迫的过程中，差异表达 miRNA (differentially 

expressed miRNA, DEmiRNA)可靶向调控氧化磷

酸化通路中相关的 38 个靶 mRNA[41]。上述结果表

明中蜂幼虫同时利用 DEcircRNA 和 DEmiRNA 调

控氧化磷酸化通路，通过调节能量利用水平影响

球囊菌增殖。长链非编码 RNA (long non-coding 

RNA, lncRNA)是另一种广泛存在且十分重要的

ncRNA，已被证实能够介导真核生物对病原微生

物的免疫应答[61]。中蜂幼虫对球囊菌的免疫应答

必然伴随着非常复杂的分子事件，背后的分子机

制需要从多种角度全方位阐释。笔者目前正在探

究中蜂 6 日龄幼虫肠道响应球囊菌胁迫的 lncRNA

差异表达谱、调控网络及潜在作用，结合前期在

miRNA 方面的研究结果以及本研究中 circRNA 方

面的研究结果，可以更全面和深入地解析中蜂幼

虫对球囊菌的胁迫应答机制。 

本研究通过对正常及球囊菌胁迫的中蜂 6 日

龄幼虫肠道 circRNA 数量、长度和类型等结构特

征 进 行 比 较 分 析 ， 以 及 对 宿 主 响 应 胁 迫 的

DEcircRNA 表达谱及来源基因进行全面解析，揭

示了中蜂响应球囊菌胁迫的过程中可能调节不同

长度、类型的 circRNA 数量对病原产生应答，

DEcircRNA 可能通过调节来源基因的转录影响宿

主的内吞作用、吞噬体、溶酶体、泛素介导的蛋

白水解、自噬、昆虫激素的生物合成、外源物质

代谢-细胞色素 P450 等细胞免疫通路，FoxO 信号

通路、MAPK 信号通路和 Jak-STAT 信号通路等体

液免疫通路，以及氧化磷酸化通路，从而介导宿

主对球囊菌的胁迫应答。涉及调控上述通路的部

分 DEcircRNA 如 novel_circ_000027 和 novel_ 

circ_000127 等在中蜂幼虫的胁迫应答中扮演关键

角色，可作为下一步功能研究的候选靶标。 
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Circular RNA response of Apis cerana cerana 6-day-old larvae 
to Ascosphaera apis stress 
Huazhi Chen#, Zhongmin Fu#, Jie Wang, Zhiwei Zhu, Xiaoxue Fan, Haibin Jiang, 
Yuanchan Fan, Dingding Zhou, Wendong Li, Cuiling Xiong, Yanzhen Zheng,    
Guojun Xu, Dafu Chen, Rui Guo* 
College of Animal Sciences (College of Bee Science), Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002, Fujian 
Province, China 

Abstract: [Objective] Ascosphaera apis exclusively infects honeybee larvae, leading to chalkbrood, a fungal disease 
damaging honeybee health and beekeeping industry. The objective of this study was to investigate the differential 
expression pattern of circular RNAs (circRNAs) and differentially expressed circRNAs (DEcircRNAs) involved in Apis 
cerana cerana 6-day-old larval response to Ascosphaera apis stress, and the putative role of DEcircRNAs in host A. 
apis-response. [Methods] Normal and A. apis-infected 6-day-old larval guts of A. c. cerana (AcCK and AcT) were 
sequenced using linear RNA-removed circRNA-seq technology. CircRNAs were identified using find_circ software, 
followed by summary of length and circulization type of circRNAs. DEcircRNAs were screened out following the 
standard of |log2(Fold change)|≥1 and P≤0.05. Source genes of DEcircRNAs were annotated to Gene Ontology (Go) 
and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) databases to gain function and pathway annotations. RT-qPCR 
was conducted to validate three randomly selected DEcircRNAs. [Results] Based on circRNA-seq, 76342570 and 
68269362 raw reads were produced from AcCK and AcT, and 74524108 and 66974392 clean reads were obtained after 
strict quality control, with Q30 of 92.75% and 94% and GC content of 54.31% and 54.90%. In total, 23648400 anchor 
reads were mapped to the reference genome of Apis cerana. In AcCK and AcT, 805 and 702 circRNAs were identified; 
the lengths of these circRNAs were distributed among 201–1000 nt, and the most abundant circulization type was 
annotated exonic circRNA; however, the numbers of circRNAs distributed in various lengths and circulization types 
were different. There were 494 DEcircRNAs in AcCK vs AcT comparison group, including 257 up-regulated circRNAs 
and 237 down-regulated circRNAs, with novel_circ_000123 and novel_circ_000726 having the highest up-regulation 
and down-regulation levels. Source genes of the aforementioned DEcircRNAs were annotated to 11 biological 
process-associated terms, nine molecular function-associated terms, nine cellular component-associated terms, and 
73 pathways. Further analysis demonstrated partial source genes were engaged in seven cellular immune pathways and 
three humoral immune pathways. [Conclusion] A. c. cerana 6-day-old larvae may response to A. apis stress by altering 
the numbers of circRNAs distributed in various lengths and circulization types, specifically expressing some circRNAs, 
and regulating the expression of partial circRNAs; several DEcircRNAs such as novel_circ_000027, novel_circ_000127 
and novel_circ_000312 may play special roles in host A. apis-response via regulation of oxidative phosphorylation, 
cellular and humoral immune pathways. Our findings offered novel insights into further understanding molecular 
mechanisms underlying A. c. cerana larval response to A. apis and host-pathogen interaction. 

Keywords: Apis cerana cerana, larva, circular RNA, non-coding RNA, Ascosphaera apis, immune response 
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