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摘   要：【目的】蜜蜂球囊菌(Ascosphaera apis)是一种专性侵染蜜蜂幼虫的致死性真菌病原。本

研究旨在利用 PacBio 单分子实时(single molecule real-time，SMRT)测序技术对蜜蜂球囊菌孢子

(AaS)中基因的可变剪切(alternative splicing，AS)和可变多聚腺苷酸化(alternative polyadenylation，
APA)以及长链非编码 RNA (long non-coding RNA，lncRNA)进行鉴定和分析，进而揭示蜜蜂球囊

菌孢子中转录组的复杂性。【方法】采用 Suppa 软件对蜜蜂球囊菌孢子中基因的 AS 事件进行鉴定。

通过 RT-PCR 对不同类型的 AS 事件进行验证。采用 TAPIS pipeline 对蜜蜂球囊菌孢子基因的 APA
位点进行鉴定。利用 MEME 软件分析孢子全长转录本的 poly(A)剪接位点上游 50 bp 的序列特征

并鉴定 motif。联用 CPC 和 CNCI 软件和比对 Swiss-prot 数据库的方法预测 lncRNA，取三者的交
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集作为高可信度的 lncRNA 集合。进一步比较 lncRNA 和 mRNA 的转录本长度，外显子数量与长

度，内含子长度，GC 含量，AS 事件数量。【结果】在蜜蜂球囊菌孢子中共鉴定到 2 609 次 AS 事

件，包括 1 227 次(47.03%)内含子保留(retained intron，RI)，842 次(32.27%)可变 3ʹ剪切(alternative 
3ʹ splice sites，A3)，415 次(15.91%)可变 5ʹ剪切(alternative 5ʹ splice sites，A5)，85 次(3.26%)可变

起始外显子(alternative first exons，AF)，35 次(1.34%)外显子跳跃(skipping exon，SE)，4 次(0.15%)
可变末端外显子(alternative last exons，AL)和 1 次(0.04%)互斥外显子(mutually exclusive exons，
MX)。通过 RT-PCR 证实了不同类型 AS 事件(RI、A5、SE 和 A3)的可靠性。共鉴定出 5 552 个基

因含 APA 位点，其中含有>5 个 APA 位点的基因数量最多，达到 2 197 个，其次为含有 1 个 APA
位点的基因，数量为 1 149 个；此外，含有 2、3、4 和 5 个 APA 位点的基因数量分别为 782、596、
477 和 351 个。蜜蜂球囊菌孢子中全长转录本的上下游序列具有明显的碱基倾向性，U 和 A 分别

在转录本的下游和上游富集。共鉴定到 953 条 lncRNA。与 mRNA 相比，上述 lncRNA 的外显子

数量更少且长度更短，内含子长度更短，转录本长度更短，GC 含量更低，AS 事件数量更少。【结

论】本研究全面解析了 AaS 中的 AS、APA 和 lncRNA，研究结果丰富了蜜蜂球囊菌的基础生物学

信息，深入揭示了蜜蜂球囊菌孢子中转录组的复杂性，并为进一步探究不同剪接异构体在病原孢

子和病原侵染中的分子功能打下了基础。 

关键词：蜜蜂球囊菌；PacBio 测序；可变剪接；可变多聚腺苷酸化；长链非编码 RNA；剪接异
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Abstract: [Objective] Ascosphaera apis is a lethal fungal pathogen of honey bee larvae. This study 
aims to identify and analyze alternative splicing (AS) and alternative polyadenylation (APA) of genes 
and long non-coding RNAs (lncRNAs) in A. apis spore (AaS) by PacBio single molecular real-time 
(SMRT) sequencing, further unveiling the complexity of AaS’s transcriptome. [Methods] AS events of 
genes in AaS were identified with Suppa, and AS events of various types were confirmed based on 
RT-PCR. TAPIS pipeline was utilized to explore APA sites of AaS genes. MEME was employed to 
investigate statistics of sequences at 50 bp upstream of poly(A) splicing sites and identify the motifs. 
The lncRNAs were predicted based on CPC, CNCI, and Swiss-prot database, and the intersection was 
regarded as lncRNA dataset. Then the transcript length, exon number and length, intron length, GC 
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content, and AS event number were compared between lncRNAs and mRNAs. [Results] A total of    
2 609 AS events were identified in AaS, including 1 227 (47.03%) retained introns (RI), 842 (32.27%) 
alternative 3ʹ splice sites (A3), 415(15.91%) alternative 5ʹ splice sites (A5), 85 (3.26%) alternative first 
exons (AF), 35 (1.34%) skipping exons (SE), 4 (0.15%) alternative last exons (AL), and 1 (0.04%) 
mutually exclusive exon (MX). The reliability of various AS events such as RI, A5, SE, and A3 was 
validated via RT-PCR. Additionally, 5 552 genes containing APA sites were identified, among which 
genes with more than 5 APA sites were the most abundant (2 197), followed by genes with 1 APA site 
(1 149). The numbers of genes with 2, 3, 4, and 5 APA sites were 782, 596, 477, and 351, respectively. 
Moreover, upstream and downstream sequences of full-length transcripts in AaS had apparent base bias, 
with U and A respectively enriching at upstream and downstream. In total, 953 lncRNAs were identified, 
including 247 bidirectional lncRNAs, 171 long intergenic RNAs, 154 anti-sense lncRNAs, 141 sense 
lncRNAs and 9 intronic lncRNAs. Compared with mRNAs, these lncRNAs had fewer and shorter 
exons, shorter introns, shorter transcripts, lower GC content and fewer AS events. [Conclusion] In this 
study, we analyzed the AS, APA, and lncRNA in AaS. The findings enrich the basic biological 
information of A. apis, unravel the complexity of transcriptome in AaS, and lay a foundation for further 
exploration of the molecular function of various splicing isoforms in pathogenic spores and during 
pathogen infection. 

Keywords: Ascosphaera apis; PacBio sequencing; alternative splicing; alternative polyadenylation; long 
non-coding RNA; splicing isoform 
 

蜜蜂球囊菌(Ascosphaera apis)是一种专性

侵染蜜蜂幼虫的真菌病原，其导致的白垩病在

养蜂生产中反复发生，可引起成年蜜蜂数量和

蜂群群势的急剧下降，进而影响蜂产品的产量

和质量，给养蜂业造成较大损失 [1]。蜜蜂球囊

菌的菌丝具有正负两种性别，通过异宗配合形

成黑色孢子囊，外被坚韧的闭囊壳，内含一定

数量的孢子球，孢子球由许多成熟孢子组成[2]。

含蜜蜂球囊菌孢子的食物被蜜蜂宿主经口摄入

后进入中肠，此时孢子低水平萌发、菌丝少量

生长，至预蛹期后肠肠腔中大量生长的菌丝首

先从尾部穿出，进而蔓延包裹整个虫体，形成

白垩状虫尸[3]。真菌菌丝在增殖阶段大量生长，

期间伴随着活跃的新陈代谢活动，而孢子是一

种休眠态，仅维持低水平代谢和必要的生命活

动[4]。此前，人们对真菌孢子内的生命活动(如
基因转录和翻译)了解有限，技术手段是一个重

要的限制因素。以 Illumina 测序为代表的二代

测序技术在过去十余年中已广泛应用于毛竹基

腐病菌(Arthrinium phaeospermum)[5]、须发癣菌

(Trichophyton mentagrophytes)[6]和灰花纹鹅膏

菌 (Amanita fuligineoides)[7]等真菌的转录组研

究。相对于蜜蜂宿主，蜜蜂真菌病原的转录组

研究较为滞后[8–9]。前人关于蜜蜂球囊菌的转录

组研究仅有两例[10–11]。笔者团队前期通过分析

蜜蜂球囊菌侵染意大利蜜蜂幼虫和中华蜜蜂

幼虫过程的差异表达基因探讨了病原的侵染

机制[12]；此外还通过 Illumina 测序对蜜蜂球囊

菌菌丝和孢子中的 miRNA、circRNA 和长链非

编码 RNA (long non-coding RNA，lncRNA)进行

了系统的鉴定和比较分析[13–15]。 
近年来，以PacBio单分子实时(single molecule 

real-time，SMRT)测序为代表的三代测序技术方

兴未艾，因具有超长读长的特点而快速发展，
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在全长转录本的鉴定及表达量和结构分析方面

表现出巨大优势，已成功应用于动植物的全长

转录组研究[16–17]。人们也利用 PacBio SMRT 测序

技术对广东虫草(Cordyceps guangdongensis)[18]和

哈氏疟原虫(Plasmopara halstedii)[19]等真菌的

孢子进行了全长转录组研究，但总体上仍比较

有限。对于蜜蜂真菌病原，相关研究更为匮乏。

前期研究中，笔者团队运用纳米孔(Nanopore)
长读段测序技术构建和注释了蜜蜂球囊菌的

首个高质量全长转录组；基于高质量的测序数

据完善了蜜蜂球囊菌参考基因组中的基因和

转录本注释信息，并鉴定到较多新基因和新转

录本[20–21]；此外，系统解析了蜜蜂球囊菌菌丝

和孢子中基因的可变剪切(alternative splicing，
AS)与可变腺苷酸化(alternative polyadenylation，
APA)[22]。前期研究中，笔者团队利用 PacBio 
SMRT 测序技术对蜜蜂球囊菌的纯净菌丝样品

进行测序，构建和注释了蜜蜂球囊菌的首个高质

量全长转录组，并解析了基因的 AS 与 APA[23]。 
鉴于目前对于真菌孢子内生命活动的了解

有限及相关全长转录组研究较为缺乏，本研究

在实验室条件下纯化得到蜜蜂球囊菌的纯净孢

子样品，然后利用 Pacbio SMRT 技术对构建的

cDNA 文库进行测序，基于高质量的测序数据

鉴定全长转录本，并对基因的 AS 和 APA 以及

lncRNA 进行全面解析。研究结果可为蜜蜂球囊

菌孢子中存在复杂生命活动提供直接证据，丰

富蜜蜂球囊菌的基础生物学信息，深入揭示蜜

蜂球囊菌孢子中转录组的复杂性，并为进一步

探究不同剪接异构体(isoform)在病原孢子和病

原侵染中的分子功能提供基础。 

1  材料与方法 
1.1  蜜蜂球囊菌孢子样品制备 

蜜蜂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[24]。

按照笔者实验室已建立的技术流程[14]制备蜜蜂

球囊菌的纯净孢子，将制备好的孢子样品

(AaS)(约 100 mg)放入 RNA-free 的 EP 管，液氮

速冻后保存于–80 °C 超低温冰箱。 

1.2  cDNA 文库构建和 PacBio SMRT 测序 
参照 Li 等[25]的方法进行 PacBio 文库构建

和测序，利用 TRizol 试剂(Thermo Fisher 公司)
提取 AaS 的总 RNA，通过 SMARTerTM PCR 
cDNA 合成试剂盒(TaKaRa 公司)合成高质量的

FL cDNAs。使用 BluePippinTM 系统 (Select 
Science 公司)选择>4 kb 的 cDNA，进而通过

PCR 扩增得到双链 cDNA；再利用 AMPure PB
磁珠对 PCR 扩增产物进行纯化，然后进行 DNA
损伤修复、末端修复及测序接头连接；采用

DNA/Polymerase 结合试剂盒 P6 和 v2 引物将

SMRTbell 模板与聚合酶结合。委托广州基迪

奥生物科技有限公司利用 PacBio Sequel 系统

对构建好的 cDNA 文库进行测序。测序数据已

上传到 NCBI SRA 数据库，BioProject 号：

PRJNA557811。 

1.3  Illumina 测序和数据质控 
参照 Chen 等的方法[23]对 AaS 进行总 RNA

提取，cDNA 第 1 链合成，cDNA 第 2 链合成，

双链 cDNA 纯化，目的片段纯化，PCR 扩增。

委托广州基迪奥生物科技有限公司对建好的

cDNA 文库进行双端(paired-end)测序，测序平台为

Illumina HiSeqTM 4000。测序数据已上传到 NCBI 
SRA 数据库，BioProject 号：PRJ-NA560452。 

1.4  PacBio SMRT 测序数据质控和参考基

因组比对 
对于 PacBio Sequel 下机数据，使用 SMRT 

Link v5.0.1 对 cDNA 文库测序下机的原始数据

进行分析和转录本聚类[26]，根据 full pass=1 和

minimu read score=0.65 的 阈 值 从 下 机 的
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subreads 中 提 取 CCS (circular consensus 
sequence)序列；然后根据 CCS 序列是否含引物

序列和 poly(A)尾巴信号将上述 CCS 序列聚类

为短读段、嵌合体、非全长读段(non-full-length 
reads, nFL reads)、全长非嵌合读段(full-length 
non-chimeric reads，FLNC reads)；进一步滤除

短于 50 bp 的 reads，并利用 ICE 软件对 FLNC 
reads 进行聚类，从而得到一致性全长转录本。

对于 Illumina HiSeqTM 4000 下机数据，按照笔

者团队前期的方法 [27]数据质控。基于质控后

clean reads，利用 LoRDEC tool (version 0.8)对
低质量的 isoform 进行校正，从而进一步提高一

致性全长转录本的准确性。 
1.5  AS 事件的鉴定和分析 

采用 Suppa 软件(version: 2017-02-07)[28]对

基因的 AS 事件进行鉴定。然后根据鉴定结果

分类和统计 7 种类型的 AS 事件，包括内含子

保留 (retention intron，RI)、外显子跳跃 (exon 

skipping，ES)、可变 5ʹ端剪切(alternative 5ʹ splice 

sites，A5)和可变 3ʹ端剪切(alternative 3ʹ splice 

sites，A3)、互斥外显子(mutually exclusive exon，

MX)、可变起始外显子(alternative first exons，

AF)和可变末端外显子(alternative last exons，

AL)。 

1.6  AS 事件的 RT-PCR 验证 
为验证本文中鉴定到的 AS 事件的可靠性，

通过 RT-PCR 对 4 种 AS 事件类型(RI、A5、SE
和 A3) 进 行 验 证 ， 选 取 包 括 发 生 RI 的

Gene003631 (可通过 AS 形成 isoform009420 和

isoform009415)和 Gene000273 (可通过 AS 形成

isoform000723 和 isoform000725)，发生 A5 的

Gene000541 (可通过 AS 形成 isoform001360 和 
isoform001361)，发生 SE 的 Gene001600 (可通

过 AS 形成 isoform004216 和 isoform004217)，
发生 A3 的 Gene000250 (可通过 AS 形成

isoform000642 和 isoform000644)产生的转录

本。利用 Primer Premier 5.0 软件设计上述各转

录本的特异性上下游引物 ( 附表 1)。利用

FastPure® Cell/Tissue Total RNA Isolation Kit 
V2 试剂盒(诺唯赞)提取孢子样品的总 RNA。参

照 HiScript® 1st Strand cDNA Synthesis Kit 试剂

盒说明书，利用 oligo(dT)引物进行反转录得到

cDNA，作为模板进行 PCR 扩增。产物经 3.0%
的琼脂糖凝胶电泳检测，再通过凝胶成像分析

系统(培清)进行观察和拍照。 

1.7  APA 位点的鉴定和分析 
参照 Chen 等的方法[23]，将能够比对上转录

本且 3ʹ末端位置为潜在 APA 位点的 isoform 用

于 APA 位点分析，采用 TAPIS 软件[29]对 APA
位点进行鉴定，再根据鉴定结果统计含不同

APA 位点的基因数目。进一步采用 MEME 软件

(version 5.0.5)[30]对所有全长转录本的 APA 位点

上游 50 bp 的序列特征进行分析以鉴定 motif。 

1.8  lncRNA 的鉴定和分析 
联用 CPC[31]和 CNCI[32]软件对 lncRNA 进行

预测，均采用默认参数。同时将所有全长转录本

比对到 Swiss-prot 数据库(https://www.uniprot.org)
以查询是否有相应的蛋白功能注释。进而将不

具有编码蛋白潜力的转录本和在 Swiss-prot 数

据库中无蛋白功能注释的转录本交集作为可靠

的 lncRNA 集合。采用 Cuffcompare 软件统计

lncRNA 的类型，包括正义链 lncRNA (sense 
lncRNA)、反义链 lncRNA (anti-sense lncRNA)、
内含子 lncRNA (intronic lncRNA)、基因间区

lncRNA (long intergenic RNA，lincRNA)和双向

lncRNA (bidirectional lncRNA)。利用 StringTie 
(1.3.1)软件计算所有 lncRNA和 mRNA的 FPKM 
(fragment per kilobase of per million mapped 
reads)值，进一步统计和比较 lncRNA 和 mRNA
的转录本长度，外显子数量与长度，内含子数

量与长度，GC 含量，表达量及 AS 事件数目。 
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2  结果与分析 
2.1  PacBio SMRT 测序数据的质控和评估 

AaS 的 PacBio SMRT 测序共产生 9 911 345
条 subreads，包含 274 928 条 FLNC reads，经严

格校正得到 103 845 条高质量 reads，平均长度

和 N50 长度分别达到 2 502 bp 和 3 262 bp。以

上结果表明 PacBio SMRT 测序数据质量良好，

可满足后续分析需要。 

2.2  Illumina 测序数据的质控和评估 
球 囊 菌 孢 子 (AaS) 的 RNA-seq 得 到     

105 675 408 条 raw reads，经质控得到的 clean 
reads 为 104 621 402 条。AaS 两端 Q30 (99.9%
碱基正确率)在 95.78%及以上，AaS 的序列比对

参考基因组的 mapping 率为 84.94%。以上结果表

明获得的测序数据质量良好，可满足后续分析。 

2.3  蜜蜂球囊菌孢子中基因 AS 事件的鉴

定和分析 
在孢子中共鉴定到 2 609 次 AS 事件，包括

1 227次(47.03%) RI，842次(32.27%) A3，415 次
(15.91%) A5，85 次(3.26%) AF，35 次(1.34%) SE，

4 次(0.15%) AL 和 1 次(0.04%) MX。蜜蜂球囊

菌的参考基因组共包含 6 442 个基因，每个   
基因均注释了 1 条转录本 [25]。本研究鉴定到  
10 693 个基因，其中有 4 543 个基因对应 1 条

转录本，而多达 6 150 个基因含有 2 条及以上

的转录本。KEGG 数据库注释结果显示，包括

发生可变剪接形成的转录本，其可注释到氨基

酸代谢(546)、核苷酸代谢(218)、脂质代谢(364)、
碳水化合物代谢(695)等多种物质代谢通路；进

一步分析发现，有 242、81 条 isoform 分别在能

量代谢通路和 MAPK 信号通路-酵母上富集。根

据 Nr 数据库的蛋白功能注释信息，筛选注释到

丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶上的转录本共有 21 条。

括号内的数字代表注释到该或通路的 isoform

数。图 1 展示了部分注释到以上通路中的剪接

异构体的 IGV 浏览器视图。 

2.4  蜜蜂球囊菌孢子中 AS 事件的分子  
验证 

利用 RT-PCR 对 RI、A5、SE 和 A3 等类型

的 AS 事件进行验证，琼脂糖凝胶电泳结果显

示 Gene003631 可检测到 2 条 isoform 且大小符

合预期；类似地，Gene000273、Gene000541、

Gene001600 和 Gene000250 均可检测到 2 条符

合预期大小的 isoform (图 2)。以上结果与本研

究中的预测结果一致，证实了不同类型 AS 事

件的可靠性。 

2.5  蜜蜂球囊菌孢子中基因 APA位点的鉴

定和分析 
在 AaS 中共鉴定到 5 552 个基因含有 1 个

及以上的 APA 位点；其中含 1 个 APA 位点的

基因数目较多，达到 1 149 个；其次为 2 个 APA

位点的基因(782 个)；含 5 个 APA 位点的基因

数目较少(351 个)；此外，含 5 个以上 APA 位

点的基因多达 2 197 个(图 3A)。进一步的分析

发现全长转录本的上下游序列具有明显的碱基

倾向性，U 和 A 分别在转录本的下游和上游富

集(图 3B)。 

另外，如图 4 所示，在全长转录本的 APA 位

点上游鉴定到的 4 个 motif，分别为 AUGAUAA、

CAUGAAC、GUUCAAU 和 UCAUCAU。 

2.6  蜜蜂球囊菌孢子中 lncRNA 的鉴定和

分析 
通 过 CNCI 软 件 、 CPC 软 件 和 比 对

SwissProt 数据库分别鉴定到 1 343、2 170 和   

3 441 条 lncRNA，三者的交集为 953 条(图 5A)。

在上述 953 条 lncRNA 中，lincRNA、bidirectional 

lncRNA、intronic lncRNA、anti-sense lncRNA

和 sense lncRNA 的数目分别为 171、247、9、
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154 和 141 条(图 5B)。 

结构特征比较分析结果显示，与 mRNA 相

比，多数 lncRNA (670 条，70.3%)含有 1 个外

显子(图 6A)；lncRNA 的外显子和内含子长度

更短，GC 含量更低，转录本长度更短，发生不

同类型 AS 事件的数量更少(图 6B-F)。  

 
 

 
 

 
图 1  蜜蜂球囊菌孢子基因中剪接异构体的 IGV 浏览器视图 
Figure 1  IGV browser view of gene isoforms in A. apis spores. Gene000076, Gene000342, Gene000178, 
Gene001273, Gene000080, Gene001633 and Gene004458 are the genes encoding cystathionine beta-synthase, 
DNA-directed RNA polymerase I, AB-hydrolase-associated lipase, alpha-1,6-mannosyltransferase, 
phosphoserine aminotransferase, MAP kinase kinase MKK1/SSP32 and Protein kinase-like domain protein, 
respectively. The gray horizontal line and the text above show the chromosome ID, start position and end 
position of the Genetic region. The rectangles represent exons and horizontal lines represent introns. Blue 
rectangles represent the annotated transcripts in the reference genome, texts on the left side indicate transcript 
ID, Gene ID and positive (negative) chain, respectively. Yellow rectangles represent the transcript identified 
in this study, texts on the left side are transcript ID, Gene ID and positive (negative) chain, respectively. 
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图 2  蜜蜂球囊菌孢子中 5 个基因的 AS 事件的 RT-PCR 验证 
Figure 2  RT-PCR validation of AS events of five genes in A. apis spores. 
 

 
 

图 3  蜜蜂球囊菌孢子中基因的 APA 位点数量和上下游序列特征 
Figure 3  Number (A) and characteristics of upstream and downstream sequences (B) of APA sites of genes 
in A. apis spores.  

 

 
 

图 4  蜜蜂球囊菌孢子中全长转录本的 APA 位点上游 50 nt 位置鉴定到的 4 个 motif 
Figure 4  Four motifs identified at 50nt upstream of APA sites of full-length transcripts in A. apis spores. 
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图 5  蜜蜂球囊菌孢子中 lncRNA 的数量和类型 
Figure 5  Quantities and varieties of lncRNA in A. apis spores. A: Venn diagram of predicted lncRNAs; B: 
statistics of different types of lncRNA. 
 
 

 
 
 

图 6  蜜蜂球囊菌孢子中 lncRNA 与 mRNA 的结构特征比较 
Figure 6  Comparison of structural characteristics of lncRNA and mRNA in A. apis spores. A: comparison 
of exon number; B: comparison of exon length; C: comparison of intron length; D: comparison of GC 
content; E: comparison of transcript length; F: number of lncRNAs and mRNAs occurring various types of 
AS events. 
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3  讨论 
真核生物的基因通常可通过 AS 产生不同

的成熟 mRNA，进而翻译出功能相似或不同的

蛋白质，从而极大地增加了的转录组和蛋白组

的多样性[33]。蜜蜂球囊菌参考基因组(assembly 
AAP 1.0)[34]注释的基因总数为 6 442 个，转录本

总数为 6 442 条，一个基因仅对应一条转录本，

这与真核生物的真实情况明显不符。蜜蜂球囊

菌参考基因组的基于二代测序产生的短读段拼

接组装而成的，而由于读段较短的限制，利用

二代测序无法精确鉴定全长转录本和 isoform。

本研究利用 PacBio SMRT 测序技术对蜜蜂球囊

菌的纯净孢子样品进行测序，共鉴定到 2 609
次 AS 事件，包括 1 227 次(47.03%) RI，842 次

(32.27%) A3，415 次(15.91%) A5，85 次(3.26%) 
AF，35 次(1.34%) SE，4 次(0.15%) AL 和 1 次

(0.04%) MX，形成的 isoform 总数为 14 540 条，

说明蜜蜂球囊菌孢子中基因发生大量不同类型

的 AS 事件，实际上形成的转录本数量远远多

于参考基因组上注释的转录本数量，这为蜜蜂

球囊菌参考基因组注释提供了重要补充。鉴于

目前基于三代测序技术的真菌 AS 研究较为匮

乏，本研究的结果加深了对蜜蜂球囊菌基因 AS
的认识，也为其他真菌的 AS 研究提供了有价

值的参考信息。 
此前，笔者团队利用 PacBio SMRT 测序技

术在蜜蜂球囊菌的纯净菌丝样品中鉴定到    
3 617 次 AS 事件，包括 1 834 次(50.70%) RI，    
1 065 次(29.44%) A3，538 次(14.87%) A5，84
次(2.32%) AF，85 次(2.35%) SE，10 次(0.28%) 
AL 和 1 次(0.03%) MX。以上结果表明蜜蜂球囊

菌菌丝中发生的 AS 事件总数多于孢子，且多

数类型的 AS 事件数量也多于孢子。这与蜜蜂

球囊菌孢子是一种休眠态，而菌丝是活跃的生

长状态的事实相符。在前期研究中，我们利用

Nanopore 长读段测序技术对另一种常见的蜜蜂

真菌病原东方蜜蜂微孢子虫的纯净孢子样品进

行了测序，共鉴定到 1 次 ADS 和 4 次 RI[35]。

Burkhardt 等 在 研 究 古 巴 假 霜 霉 菌

(Pseudoperonospora cubensis)时发现RI 是最主要的

AS 类型，而可变 3ʹ剪切和可变 5ʹ剪切则以较低的

频率发生 [36]。 Jin 等研究发现在大丽轮枝菌

(Verticillium dahliae)中 1 个基因能使用 4 个不同

的 5ʹ剪接位点和 2 个不同的 3ʹ供体位点来产生多

达 5 条成熟的 mRNA[37]。上述结果表明不同真

菌中存在的 AS 事件类型和每一种 AS 事件发生

数量存在差异，真菌中存在活跃的基因转录和

AS 是一个普遍现象。 
APA 是指同一基因转录出的不同转录本由

于 poly(A)尾巴发生 AS 而形成不同长度的 3ʹ非
翻译区(3ʹ untranslated region, UTR)。真核生物

可通过 APA 产生编码序列或 3ʹ UTR 长度不同

的转录本，从而调节 RNA 的定位、功能、稳定性

和翻译效率，并大幅增加转录组的多样性[38]。此

前，人们已在果蝇[39](Drosophila melanogaster)、
小鼠[40](Mus musculus)、玉米[41](Zea mays)和秀

丽隐杆线虫 [42](Caenorhabditis elegans)等物种

中发现 APA 现象。本研究在蜜蜂球囊菌孢子中

共鉴定到 5 552个基因含不同数量的 APA位点，

其中含有 1 个 APA 位点的基因数量最多(1 149，
20.70%)，其次为含有 2个 APA位点的基因(782，
14.08%)，含 5 个及以上 APA 位点的基因数量

达到 2 197 个(39.57%)。Chang 等利用 PacBio 
SMRT 测序技术对黄牛(Bos taurus)进行全长转

录本研究，在 2 643 个基因中共鉴定到 3 795 个

poly(A)位点，其中含 1 个 APA 位点的基因数量

最多(1 929，72.98%)，含有 5 个 APA 位点的基

因数量最低 (21, 0.79%)[43]。在高粱 (Sorghum 
bicolor L. Moench)中，超过 11 000 个基因包含
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1 个及以上 APA 位点，其中含 1 个 APA 位点的

基因数最多，达到 3 289 个(29.86%)[44]。前期研

究中，笔者团队基于 Nanopore 长读段测序技术

在东方蜜蜂微孢子虫的孢子中鉴定到 233 个基

因含 1 个及以上 APA 位点，其中有多达 61.37%
的基因仅含 1 个 APA 位点[35]。以上结果共同表

明无论是真菌菌丝和孢子还是动植物物种，

APA 都是普遍存在的现象，并且多数基因都只

含 1 个 APA 位点。本研究中，在蜜蜂球囊菌孢

子中全长转录本的 poly(A)剪接位点上游鉴定

到的 4 个 motif，与前期基于 Nanopore 测序技

术在蜜蜂球囊菌全长转录本的 APA 位点上游鉴

定到 4 个的 motif (UCUCCU、UCUUCU、

CCCACC 和 CCCCCU)不存在交集[22]，说明相

比于 Nanopore 测序，PacBio SMRT 测序能够鉴

定到更多的 motif，两种三代测序的主流技术在

鉴定 APA 位点上游 motif 具有相互补充的潜力。

AAUAAA 作为一个在动植物中较为保守的

motif，也曾在东方蜜蜂微孢子虫孢子中全长转

录本 APA 位点上游鉴定到[35]，但本研究在蜜蜂

球囊菌孢子中未鉴定到。这表明该 motif 同时具

有保守性和种属特异性。 
lncRNA 是一类长度大于 200 nt，包含 2 个

以上外显子，缺少开放阅读框(ORF)的非编码

RNA (ncRNA)，可参与染色质修饰和转录调控

等重要的生命活动[45]。目前，已在人类[46] (Homo 
sapiens)、拟南芥[47](Arabidopsis thaliana)、家蚕[48] 

(Bombyx mori)和酿酒酵母 [49] (Saccharomyces 
cerevisiae)等许多物种中鉴定到大量 lncRNA。

笔者团队前期基于 Illumina 测序技术在蜜蜂球

囊菌孢子中鉴定到 811 条 lncRNA[15]，最大长度

和平均长度分别为 4 814 bp 和 740 bp。本研究

在蜜蜂球囊菌孢子中共鉴定到 953 条 lncRNA，最

大长度和平均长度分别达到 6 327 bp 和 969 bp。
这说明通过 PacBio SMRT 测序技术可以鉴定到

更多和更长的 lncRNA，体现出较二代测序技术

更为显著的优势。另外，本研究鉴定到的 lncRNA
与 mRNA 相比，具有更少的外显子，更短的外

显子和内含子长度，更短的转录本长度，更低

的表达水平和更少的 AS 事件。这些结构特征

不仅与已报道的其他物种的 lncRNA 相似[50–51]，

而且与我们前期基于二代测序鉴定到的蜜蜂球

囊菌 lncRNA 一致[24]。以上结果体现了不同物

种 lncRNA 的结构保守性。 
孢子作为真菌的一种休眠态的形式存在，

但对于真菌孢子中生命活动如转录、翻译和代

谢的认识非常有限。本研究结合 PacBio SMRT
和 Illumina 测序技术鉴定到蜜蜂球囊菌孢子中

的大量 AS、APA 和 lncRNA，研究结果丰富了

蜜蜂球囊菌的基础生物学信息，深入揭示了蜜

蜂球囊菌孢子中转录组的复杂性，并为真菌孢

子中存在复杂生命活动提供了新证据。 
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