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摘   要：【目的】本研究旨在对前期鉴定到的 nce-miR-34537 进行表达和序列验证，预测

nce-miR-34537 的靶基因并明确其分子特性，进而检测 nce-miR-34537 及其靶基因在东方蜜蜂微孢

子虫(Nosema ceranae)侵染意大利蜜蜂(Apis mellifera ligustica)工蜂过程的表达谱，为进一步探究

nce-miR-34537 调控东方蜜蜂微孢子虫侵染的功能和作用机制提供基础。【方法】通过

Stem-loop-RT-PCR 和 Sanger 测序验证 nce-miR-34537 的表达和序列。通过生物信息学软件预测

nce-miR-34537 的靶基因 PIP5KI (I 型磷脂酰肌醇 4-磷酸-5-激酶基因)的理化性质等分子特性和保

守基序，并构建基于氨基酸序列的系统进化树。采用 RT-qPCR 检测 nce-miR-34537 及其靶基因的

表达谱。【结果】nce-miR-34537 在东方蜜蜂微孢子虫孢子中真实存在和表达。nce-miR-34537 共

靶向 PIP5KI 等 151 个基因。PIP5KI 蛋白的分子式为 C882H1 364N226O251S7，分子量约为 19.37 kDa，
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含 160 个氨基酸和 17 个磷酸化位点，但不含信号肽，可同时定位于细胞核、线粒体、细胞质和

分泌囊泡。东方蜜蜂微孢子虫的 1 个 PIP5KI (AAJ76_2700017870)含 4 个保守基序，另 1 个 PIP5KI 
(EEQ82436.1)含 5 个保守基序。东方蜜蜂微孢子虫、蜜蜂微孢子虫(N. apis)和鮟鱇思普雷格孢虫

(Spraguea lophii)的 PIP5KI 在进化树中聚为一支，且东方蜜蜂微孢子虫的 PIP5KI (EEQ82436)与蜜

蜂微孢子虫的 PIP5KI (EQB60549.1)的进化距离最近。相较于接种后 1 dpi (day post inoculation)，
nce-miR-34537 在 2 dpi 上调表达(P>0.05)，而在 4 dpi、6 dpi 和 8 dpi 的表达量均显著下调(P<0.05)；
PIP5KI 在 2 dpi 表达量显著上调(P<0.05)，在 4 dpi、6 dpi 和 8 dpi 的表达量均显著下调(P<0.05)。
【结论】nce-miR-34537 在东方蜜蜂微孢子虫孢子中真实存在和表达，东方蜜蜂微孢子虫的 PIP5KI 
(EEQ82436)与蜜蜂微孢子虫的 PIP5KI (EQB60549.1)之间亲缘关系最近，nce-miR-34537 及其靶基因

PIP5KI 在东方蜜蜂微孢子虫侵染意大利蜜蜂工蜂过程中均表现出上升 -下降的表达规律，

nce-miR-34537 通过正调控 PIP5KI 表达潜在参与调节侵染过程。 

关键词：东方蜜蜂微孢子虫；nce-miR-34537；PIP5KI；表达谱；生物信息学分析  
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PIP5KI during the infection process of Nosema ceranae 

WANG Zixin1#, ZHANG Wende1#, ZHANG Jiaxin1, ZHAO Xiao1, FAN Xiaoxue1,  
JING Xin1, GAO Xuze1, CHEN Dafu1,2*, GUO Rui1,2* 

1 College of Animal Sciences (College of Bee Science), Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002, 
Fujian, China 

2 Institute of Apitherapy of Fujian Province, Fuzhou 350002, Fujian, China 
 
Abstract: [Objective] To validate expression and sequence of the previously identified 
nce-miR-34537, predict the target gene of nce-miR-34537 and the molecular characteristics of 
the gene, determine the expression profiles of nce-miR-34537 and its target gene during the 
Nosema ceranae infection in Apis mellifera ligustica workers, so as to provide a foundation for 
revealing the role of nce-miR-34537 in N. ceranae infection. [Methods] Stem-loop-RT-PCR 
and Sanger sequencing were performed to verify the expression and sequence of nce-miR-34537. 
The molecular properties and conserved motifs of the target gene of nce-miR-34537, PIP5KI 
(encoding type I phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase), were predicted via bioinformatics 
tools. The phylogenetic tree was constructed based on amino acid sequences. The expression 
profiles of nce-miR-34537 and its target genes were determined via RT-qPCR. [Results] The 
existence and expression of nce-miR-34537 were confirmed in N. ceranae spores. 
nce-miR-34537 can target 151 genes including PIP5KI. The deduced PIP5KI protein was 
predicted to have the molecular formula of C882H1 364N226O251S7 and the molecular weight of 
19.37 kDa and contain 160 residues, 17 phosphorylation sites, and no classical signal peptide. 
PIP5KI can simultaneously locate in the nucleus, mitochondrion, cytoplasm, and secretory 
vesicles. N. ceranae PIP5KI (AAJ76_2700017870) contained four conserved motifs, while the 
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other PIP5KI (EEQ82436.1) contained five motifs. PIP5KI proteins in N. ceranae, N. apis, and 
Spraguea lophii were grouped into one clade in the phylogenetic tree, and N. ceranae PIP5KI 
(EEQ82436) and N. apis PIP5KI (EQB60549.1) had the closest evolutionary distance. 
Compared with that 1 dpi (day post inoculation), the expression level of nce-miR-34537 was 
up-regulated at 2 dpi (P>0.05) and down-regulated at 4, 6, and 8 dpi (P<0.05), and that of 
PIP5KI was up-regulated at 2 dpi (P<0.05) and down-regulated at 4, 6, and 8 dpi (P<0.05). 
[Conclusion] nce-miR-34537 is expressed in N. ceranae spores. N. ceranae PIP5KI (EEQ82436) 
and N. apis PIP5KI (EQB60549.1) have the closest genetic relationship. The expression of both 
nce-miR-34537 and the target gene PIP5KI is first up-regulated and then down-regulated 
during N. ceranae infection in A. m. ligustica workers. The results indicate that nce-miR-34537 
may participate in the infection process via positive regulation of PIP5KI expression. 
Keywords: Nosema ceranae; nce-miR-34537; PIP5KI; expression profile; bioinformatics analysis 
 

东方蜜蜂微孢子虫(Nosema ceranae)是一种

专性寄生成年蜜蜂中肠上皮细胞的单细胞真菌

病原，可对蜜蜂宿主造成细胞结构破坏、寿命

缩短、哺育力下降和免疫抑制等不良影响[1]。

目前，东方蜜蜂微孢子虫呈全球性分布，威胁养

蜂业的可持续发展。意大利蜜蜂(Apis mellifera 
ligustica，简称意蜂)是西方蜜蜂(Apis mellifera)
的优良亚种，在我国养蜂生产中广泛使用，具

有重要的生态和经济价值[2]。 
miRNA 是一类长度介于 19–24 nt 的内源性

小非编码 RNA (non-coding RNA, ncRNA)，可通

过靶向结合 mRNA 在转录后水平调控基因表  
达[3]。借助日趋成熟的二代测序技术，人们在

黄曲霉[4] (Aspergillus flavus)、罗伯茨绿僵菌[5] 

(Metarhizium robertsii)和蜜蜂球囊菌[6] (Ascosphaera 
apis)等真菌中陆续鉴定到大量 miRNA。Huang
等[7]通过对东方蜜蜂微孢子虫接种 6 d 的西方

蜜蜂工蜂中肠进行转录组测序，鉴定到 6 个

miRNA (JL-1、JL-2、JL-3、JL-4、JL-5 和 JL-6)；
基于新组装的基因组鉴定出 3 个 miRNA (JL-7、
JL-8 和 JL-9)[8]。近期，笔者团队结合 small 
RNA-Seq 在东方蜜蜂微孢子虫孢子中鉴定到

10 个 miRNA[9]，并证实了其中 4 个 miRNA 

(nce-miR-23928、nce-miR-12220、nce-miR-10660
和 nce-miR-15338)的真实存在和表达[10-13]。 

本研究对前期预测到的 nce-miR-34537 进

行表达和序列验证，进而对 nce-miR-34537 及其

靶基因进行生物信息学，并检测 nce-miR-34537
和靶基因在东方蜜蜂微孢子虫侵染意蜂工蜂

过程的表达谱，以期解析靶基因的分子特性，

明确 nce-miR-34537 及其靶基因在东方蜜蜂

微孢子虫侵染过程中的表达规律，并揭示

nce-miR-34537 在侵染过程的潜在调控作用。 

1  材料与方法 
1.1  供试生物材料 

未受东方蜜蜂微孢子虫感染的工蜂取自福

建农林大学动物科学学院(蜂学学院)教学蜂场

的意蜂蜂群，前期研究中已利用特异性引物对  
2 种常见的真菌病原(东方蜜蜂微孢子虫和蜜蜂

微孢子虫)及 7 种常见的病毒(蜜蜂残翅病毒、克

什米尔蜜蜂病毒、以色列蜜蜂麻痹病病毒、蜜蜂

慢性麻痹病病毒、黑蜂王台病毒、阿肯色蜜蜂病

毒和囊状幼虫病病毒)进行 RT-PCR 检测[14]，结

果均为阴性，说明本研究使用的意蜂蜂群未受上

述病原感染。东方蜜蜂微孢子虫感染的工蜂取
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自福州市闽侯县荆溪源安蜂场的意蜂蜂群。东

方蜜蜂微孢子虫孢子由福建农林大学动物科学

学院(蜂学学院)蜜蜂保护实验室制备和保存[9]。 
1.2  nce-miR-34537 的 Stem-loop RT-PCR
与 Sanger 测序 

根据 nce-miR-34537 序列，参照吴鹰等[11]

的方法设计特异性 Stem-loop 引物和上游引物

(F)及通用下游引物(R) (表 1)，委托生工生物工

程(上海)股份有限公司进行合成。利用 RNA 抽

提试剂盒(Promega 公司)提取东方蜜蜂微孢子

虫孢子样品的总 RNA 作为模板，利用 Stem-loop
引物进行反转录，得到的 cDNA 作为模板进行

常规 PCR。产物经 1.5%的琼脂糖凝胶电泳检

测。按张文德等[9]的方法进行目的片段回收和

TA 克隆。将 PCR 鉴定结果阳性的菌液送至生工

生物工程(上海)股份有限公司进行 Sanger 测序。 

1.3  nce-miR-34537 的靶基因预测与分析 
前期研究中，笔者团队已对东方蜜蜂微孢

子虫纯净孢子样品进行 RNA 提取、cDNA 建库

和 RNA-Seq 测序，获得了高质量转录组数   
据[15]。参照张文德等[9]的方法联用 TargetScan、
miRanda 与 RNAhybrid 软件预测 nce-miR-34537
的靶基因。通过 Blast 工具将上述靶基因比对到

GO数据库(https://www.omicshare.com/tools/Home/ 

Soft/gogsea)、KEGG 数据库(https://www.omicshare. 
com/tools/Home/Soft/pathwaygsea)、Nr 数据库

(https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db/FASTA) 以 及

Swissprot 数据库(http://www.ebi.ac.uk/swissprot)
以获得相应注释。根据靶向结合关系构建

nce-miR-34537 与靶基因间的调控网络，进而通

过 Cytoscape 软件进行可视化。 

1.4  PIP5KI 的生物信息学分析 
根据靶向预测结果，同时参考东方蜜蜂微

孢子虫的生物学背景以及相关研究报道[16-23]，

筛选出一个关键靶基因——I 型磷脂酰肌醇 4-磷
酸 -5-激酶基因 ( type I  phosphatidylinosi tol 
4-phosphate 5-kinase, PIP5KI)。利用 NCBI 数据

库上的 ORF 工具预测 PIP5KI 编码蛋白的氨基

酸序列。通过 Expasy 网站(https://www.expasy.org/)
上的 Protparam、ProtScale 和 SWISS-model 等

软件分析 PIP5KI 的理化性质、亲水性和三级结

构；利用 SignalP 4.1 Server、NetPhos 3.1 Server、
TMHMM 及 SOPMA[24]软件预测 PIP5KI 的信号

肽、磷酸化位点、跨膜结构域及二级结构。使

用 PSORTⅡ (https://www.genscript.com/psort.html)
在线软件[25]进行 PIP5KI 的亚细胞定位预测。使

用 MEME 5.4.1 软件[26]预测东方蜜蜂微孢子虫

和其他物种 PIP5KI 的保守基序，选择默认参 

 
表 1  本研究使用的引物信息 
Table 1  Information about primers used in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Purpose 
nce-miR-3437-Loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGATTCAATC Reverse transcription 
nce-miR-34537-F CGCGCGTTTTAAGTATTCTG RT-PCR and qPCR 
nce-miR-34537-R CTCAACTGGTGTCGTGGA RT-PCR and qPCR 
nce-5s-F CGAGCGGTTTCCCATCTCAGTA qPCR 

nce-5s-R AAAACACCGGAACTCGTCAGCT qPCR 
PIP5KI-F GTGTCAATACAATACCGTGCAA qPCR 
PIP5KI-R TGAGTGAACAAAGGCACAGAA qPCR 
actin-F CAAAGCCTGTGATGTGGA qPCR 
actin-R GCCAAGTTTCTGATTTCCC qPCR 
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数。利用 Blast 工具将东方蜜蜂微孢子虫 PIP5KI
氨基酸序列比对到 NCBI GenBank 数据库

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) 以搜索

序列相似性较高的其他物种的 PIP5KI。通过

Mega 11.0 软件[27]对东方蜜蜂微孢子虫和其他

物种的 PIP5KI 进行氨基酸序列多重比对，采用

邻接法构建基于 PIP5KI 的系统进化树。 

1.5  东方蜜蜂微孢子虫侵染的意蜂工蜂中

肠样品制备 
选取实验蜂群中即将出房的封盖子脾迅速

提至实验室置于(34.0±0.5) ℃培养箱中，收集刚

出房的 1 日龄工蜂，饥饿处理 2 h 后单头饲喂接

种 5 μL 含有 106个东方蜜蜂微孢子虫孢子的 50% 
(质量体积分数)蔗糖溶液，待食尽后将工蜂放入

干净的塑料盒(35 头/盒)。在饲料盒上方插入一支

饲喂器，内含 2 mL 50% (质量体积分数)蔗糖溶

液，置于培养箱中饲养，每 24 h 更换饲喂器中的

蔗糖溶液(2 mL)，分别在接种后 1 dpi (day post 
inoculation)、2 dpi、4 dpi、6 dpi 和 8 dpi 在超净

台中拉取工蜂中肠组织。每 3 只中肠放入 1 个

RNA-Free 离心管，液氮速冻后置于−80 ℃超低

温冰箱保存备用。上述实验进行 3 次生物重复。 

1.6  nce-miR-34537 的表达谱测定 
利用 RNA 抽提试剂盒(Promega 公司)分别

提取上述中肠样品总 RNA 作为模板，利用

Stem-loop 引物进行反转录得到 nce-miR-34537
的 cDNA 模板。同时利用 Oligo dT 引物和

Random 6 mer 引物按 1:1 混匀进行反转录得到

东方蜜蜂微孢子虫内参 5S rRNA 的 cDNA 模

板。参照 SYBR Green 试剂(翌圣公司)说明书进

行 qPCR 反应。反应在 QuantStudio 3 荧光定量

PCR 仪(ABI 公司)上进行。反应体系和程序按

照祝智威等[28]的报道进行设置。每个反应均设

置 3 个技术重复和 3 个平行重复。以 1 dpi 为参

照，采用 2‒∆∆Ct法[29]计算 nce-miR-34537 在 2、4、

6 和 8 dpi 的相对表达量。使用 GraphPad Prism 8
软件进行数据处理和绘图。采用 SPSS 软件对

靶基因在各时间点的相对表达量进行单因素方

差分析(ANOVA)，以 P<0.05 为显著性阈值。采

用 Tukey 检验法和字母显著标记法对实验数据

进行两两比较分析。 
1.7  靶基因 PIP5KI 的表达谱测定 

根据 PIP5KI 的序列设计合成特异性上下

游引物(表 1)。采用 qPCR 检测 PIP5KI 在 2、4、
6 和 8 dpi 的相对表达量。以肌动蛋白基因 actin 
(GenBank 登录号：AB023025.1)作为内参。测

定和分析的方法同 1.6 节。 

2  结果与分析 
2.1  nce-miR-34537 的表达和序列验证 

Stem-loop RT-PCR 能够扩增出符合预期大

小(约 100 bp)的目的片段(图 1A)。Sanger 测序

结果显示，目的片段序列与基于二代测序数据

预测出的 nce-miR-34537 序列(UUUUAAGUAU 
UCUGGAUUGAAU)一致(图 1B)。上述结果证

实 nce-miR-34537 在东方蜜蜂微孢子虫孢子中

真实存在和表达。 

2.2  nce-miR-34537 的靶基因分析 
nce-miR-34537 共靶向 151 个基因，nce- 

miR-34537 与靶基因之间可形成 1 个较复杂的

调控网络(图 2)。数据库注释结果显示，3 个靶

基因可注释到 Nr 数据库的 60S 核糖体蛋白

124、20S 蛋白酶体 β 亚基和甲硫氨酸 tRNA 合

成酶，其余 148 个靶基因均注释到假定蛋白；

有 75 个靶基因可注释到 Swiss-prot 数据库的色

氨酸 tRNA 连接酶、锌指蛋白和 ATP、ADP 载

体蛋白等蛋白；有 81 个靶基因可注释到 GO 数

据库，包括代谢进程和细胞进程等 15 个生物学

进程相关条目(图 3A)，细胞成分和大分子化合

物等 8 个细胞组分相关条目，催化活性和转运蛋 
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图 1  nce-miR-34537 扩增产物的琼脂糖电泳(A)和 Sanger 测序(B) 
Figure 1  Agarose gel electrophoresis (A) and Sanger sequencing (B) of the amplified product from 
nce-miR-34537. 

 

 
 
图 2  nce-miR-34537 与靶基因之间的调控网络 
Figure 2  Regulatory network between nce-miR-34537 and target genes.  
 
白活性等 5 个分子功能相关条目；有 46 个靶基

因可注释到 KEGG 数据库代谢途径、次生代谢

产物的生物合成及氨酰基-tRNA 的生物合成等

44 条通路(图 3B)。 

2.3  PIP5KI 蛋白的分子特性 
PIP5KI 基因共含有 483 个核苷酸，编码 160 个

氨基酸。PIP5KI蛋白的分子式为C882H1 364N226O251S7，

分子量约为 19.37 kDa，脂溶系数为 85.87，等

电点为 8.94。PIP5KI 中含量最高的氨基酸为赖

氨酸 (14.40%)，含量最低的氨基酸为蛋氨酸

(1.20%)、脯氨酸(1.20%)和色氨酸(1.20%)。另外，

PIP5KI 包含 22 个负电荷氨基酸，其中天冬氨酸

和谷氨酸分别为 14 和 8 个；包含 28 个正电荷氨

基酸，其中精氨酸和赖氨酸分别为 5 和 23 个。 
PIP5KI 的平均亲水系数为−0.65，亲水氨基

酸数量多于疏水氨基酸(图 4A)，说明该蛋白可

能为亲水性蛋白。此外，PIP5KI 中不存在典型

的信号肽，说明其可能为胞内蛋白(图 4B)。在 
 
 
 



 

 

 

王紫馨等 | 微生物学报, 2023, 63(2) 737 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

 
 
图 3  nce-miR-34537 的靶基因的 GO (A)和 KEGG (B)数据库注释 
Figure 3  GO (A) and KEGG (B) database annotation of nce-miR-34537 targeted genes. 
 
PIP5KI 中预测到 7 个丝氨酸磷酸化位点、7 个

酪氨酸磷酸化位点和 3 个苏氨酸磷酸化位点 
(图 4E)。PIP5KI 含有 66 个(41.25%) α-螺旋，   
30 个(18.75%)延长链，7 个(4.38%) β-转角，   
57 个(35.62%)无规则卷曲(图 4C)。三级结构分

析结果显示 PIP5KI 的模板为 7qpn.1.A，PIP5KI
与 7qpn.1.A 的同源性为 50.00% (图 4D)。亚细

胞定位预测结果显示，PIP5KI 可同时定位于细

胞核、线粒体、细胞质和分泌囊泡，占比分别

为 78.30%、13.00%、4.30%和 4.30%。 
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图 4  PIP5KI 的亲水性(A)、信号肽(B)、二级结构(C)、三级结构(D)和磷酸化位点(E) 
Figure 4  Hydrophilicity (A), signal peptide (B), secondary structure (C), tertiary structure (D), and 
phosphorylation site (E) of PIP5KI.  
 
2.4  PIP5KI 蛋白的保守基序分析 

搜索结果显示东方蜜蜂微孢子虫含有 2 个

PIP5KI，而蜜蜂微孢子虫(N. apis)、柑橘凤蝶

(Papilio xuthus)、兔脑炎微孢子虫(Encephalitozoon 
cuniculi)、颗粒病微粒子虫(Nosema granulosis)、
海伦脑炎微孢子虫(Encephalitozoon hellem)、肠

脑炎微孢子虫(Encephalitozoon intestinalis)、小

亚德里亚共生甲藻(Symbiodinium microadriaticum)
和鮟鱇思普雷格孢虫(S. lophii)均仅含有 1 个

PIP5KI。东方蜜蜂微孢子虫的 2 个 PIP5KI 
(AAJ76_2700017870 和 EEQ82436)的氨基酸序

列多重比对结果如图 5 所示。 
预测结果显示东方蜜蜂微孢子虫的 PIP5KI 

(AAJ76_2700017870)含 4 个保守基序：Motif 1、
Motif 3、Motif 4 和 Motif 5；鮟鱇思普雷格孢虫

和小亚德里亚共生甲藻的 PIP5KI 也含 4 个保守

基序：Motif 1、Motif 2、Motif 3 和 Motif 4；而

东方蜜蜂微孢子虫的 PIP5KI (EEQ82436.1)与
蜜蜂微孢子虫、柑橘凤蝶、兔脑炎微孢子虫、

颗粒病微粒子虫、海伦脑炎微孢子虫和肠脑炎

微孢子虫的 PIP5KI 均含 5 个保守基序：Motif 1、
Motif 2、Motif 3、Motif 4 和 Motif 5 (图 6)。 

2.5  PIP5KI 蛋白的系统进化分析 
系统进化分析结果显示，东方蜜蜂微孢子

虫、蜜蜂微孢子虫和鮟鱇思普雷格孢虫聚为一个

大支，而兔脑炎微孢子虫、肠脑炎微孢子虫、 
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图 5  东方蜜蜂微孢子虫的 2 个 PIP5KI 的多重序列比对结果 
Figure 5  Multiple alignment results of amino sequences of two PIP5KI in Nosema ceranae. * indicates the 
same base in AAJ76_2700017870 and EEQ82436. 
 

 
 

图 6  东方蜜蜂微孢子虫和其他 9 个物种的 PIP5KI 蛋白的保守基序比较 
Figure 6  Comparison of conserved motifs in PIP5KI proteins in Nosema ceranae and other nine species. 
 
海伦脑炎微孢子虫、柑橘凤蝶以及颗粒病微粒

子虫的 PIP5KI 聚为另一个大支，小亚德里亚共

生甲藻单独聚为一支(图 7)；进一步分析发现东

方蜜蜂微孢子虫的 PIP5KI (EEQ82436)与蜜蜂

微孢子虫的 PIP5KI (EQB60549.1)聚为一支，进

化距离最近。 

2.6  nce-miR-34537 和 PIP5KI 在东方蜜蜂

微孢子虫侵染意蜂工蜂过程的表达谱 
RT-qPCR 结果显示相较于 1 dpi，nce-miR- 

34537 在 2 dpi 上调表达 1.09 倍，但组间差异不

显著(P>0.05)，在 4、6 和 8 dpi 的表达量均显著

下调 (P<0.05)，下调倍数分别为 225.15 倍、      
3 085.90 倍和 9.50 倍(图 8A)。靶基因 PIP5KI
与 nce-miR-34537 的靶向结合示意图如图 8B 所

示。相比于 1 dpi，PIP5KI 在 2 dpi 表达量显著

上调 2.51 倍(P<0.05)，在 4、6 和 8 dpi 的表达量

均显著下调(P<0.05)，下调倍数分别为 15.51 倍、

32.61 倍和 15.70 倍(图 8C)。 
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图 7  邻接法构建基于 PIP5KI 蛋白的东方蜜蜂微孢子虫与其他 8 个物种的系统进化树 
Figure 7  Phelogenetic tree of Nosema ceranae and other eight species based on PIP5KI protein by 
neighbor-joining method. The number of tree branches is the bootstrap value of the reliability of tree 
branching by setting 1 000 repeated sampling of the dataset.  
 

 
 
图 8  nce-miR-34537 及靶基因 PIP5KI 在东方蜜蜂微孢子虫侵染过程的表达谱 
Figure 8  Expression profiles of nce-miR-34537 and target gene PIP5KI during the infection process of   
Nosema ceranae. A: Expression profile of nce-miR-34537. B: Putative targeting relationship between 
PIP5KI and nce-miR-34537. C: Expression profile of PIP5KI. Data are displayed as mean±SE, the same 
lowercase letters above the curve indicate non-significant difference (P>0.05), while the different lowercase 
letters above the curve indicate significant difference (P<0.05).  
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3  讨论与结论 
此 前 ， 我 们 已 证 实 nce-miR-23928 、

nce-miR-12220、nce-miR-10660 和 nce-miR-15338
在东方蜜蜂微孢子虫孢子中的存在和表达[10-13]。

本研究中，Stem-loop RT-PCR 和 Sanger 测序结

果证实东方蜜蜂微孢子虫孢子中 nce-miR-34537
的真实存在和表达。这为深入开展上述 6 个

miRNA 的功能和作用机制研究提供了实验依

据。本研究发现，有 81 个靶基因可注释到 GO
数据库的 28 个条目，包括代谢进程等 15 个生

物学进程相关条目、细胞组分等 8 个细胞组分

相关条目及催化活性等 5 个分子功能相关条

目；有 46 个靶基因可注释到 KEGG 数据库的

44 条通路，包括氨酰 tRNA 的生物合成和 DNA
复制等遗传信息处理通路、磷酸肌醇代谢和次

生代谢产物的生物合成等能量代谢通路、细胞

内吞和吞噬体等细胞信号通路。上述结果表明

nce-miR-34537 潜在调节东方蜜蜂微孢子虫的

新陈代谢和信号转导的诸多方面。 
本研究在东方蜜蜂微孢子虫的 PIP5KI 

(AAJ76_2700017870)中预测到 4 个保守基序

(Motif 1、Motif 3、Motif 4 和 Motif 5)，在鮟鱇

思普雷格孢虫的 PIP5KI 蛋白中也预测到 4 个保

守基序(Motif 1、Motif 2、Motif 3 和 Motif 4)，
而在东方蜜蜂微孢子虫的 PIP5KI (EEQ82436.1)
与蜜蜂微孢子虫、兔脑炎微孢子虫、颗粒病微粒

子虫、海伦脑炎微孢子虫和肠脑炎微孢子虫 5 种

微孢子虫中预测到 5 个保守基序(Motif 1、Motif 2、
Motif 3、Motif 4 和 Motif 5)。这说明东方蜜蜂

微孢子虫的 2 个 PIP5KI (AAJ76_2700017870 和

EEQ82436.1)之间具有一定的保守性，东方蜜蜂

微孢子虫的 PIP5KI (EEQ82436.1)与蜜蜂微孢

子虫、兔脑炎微孢子虫、颗粒病微粒子虫、海

伦脑炎微孢子虫和肠脑炎微孢子虫等 5 种微孢

子虫的 PIP5KI 之间保守性较高。进一步的系统

进化结果显示，东方蜜蜂微孢子虫的 PIP5KI 
(AAJ76_2700017870 和 EEQ82436.1)与蜜蜂微

孢子虫、鮟鱇思普雷格孢虫的 PIP5KI 聚为一支，

但东方蜜蜂微孢子虫的 PIP5KI (EEQ82436)与
蜜蜂微孢子虫的 PIP5KI (EQB60549.1)的进化

距离更近。上述结果表明东方蜜蜂微孢子虫的

PIP5KI (EEQ82436)与姐妹种蜜蜂微孢子虫的

PIP5KI (EQB60549.1)之间亲缘关系最近。推测

东方蜜蜂微孢子虫的 2 个 PIP5KI 在长期进化过

程中发生了分歧。 
本研究发现相较于 1 dpi，nce-miR-34537

在 4、6 和 8 dpi 的表达量均显著下调，说明

nce-miR-34537 在东方蜜蜂微孢子虫侵染意蜂

工蜂的过程中发生差异表达，表现出下降的表达

趋势，暗示 nce-miR-34537 参与调控侵染过程。 
磷脂酰肌醇途径可将胞外信号转化为胞内

信号进而介导一系列生物学过程。PIP5KI 是体内

合成 4,5-二磷酸磷脂酰肌醇[phosphatidylinositol 
4,5-bisphosphate, PI(4,5)P2]及磷脂酰肌醇途径

发挥功能的关键酶，能催化产生 PI(4,5)P2，
PI(4,5)P2 发生磷酸化，产生第二信使 3,4,5-三磷

酸磷脂酰肌醇[PI(3,4,5)P3]，进而调节细胞生长

和凋亡等生命活动[30]。PIP5KI 的研究多集中在人

类，已被证实在人类神经发育中起重要作用[31]。

此外，PIP5K 和 PI(4,5)P2 还能共同参与调节信

号转导、细胞骨架、DNA 合成和囊泡运输等众

多生物学过程[32]。MAPK 信号通路在细胞壁组

装和完整性、细胞周期控制、细胞器的降解、

形态发生、有性生殖和应激反应等方面起到关

键作用[33]。本研究中，PIP5KI 可注释到 MAPK
信号通路，暗示 nce-miR-34537 可能通过影响

MAPK 信号通路调节东方蜜蜂微孢子虫侵染。

另外，PIP5KI 与 nce-miR-34537 之间存在靶向

关系(图 4B)；相比于 1 dpi，PIP5KI 在 2 dpi 表
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达量显著上调，而在 4 dpi、6 dpi 和 8 dpi 的表达

量均显著下调，表现出上升-下降的表达趋势  
(图 4C)，与 nce-miR-34537 的表达趋势一致，说

明二者间存在潜在的正向调控关系。有趣的是，

前期研究发现在东方蜜蜂微孢子虫侵染意蜂工

蜂过程中，nce-miR-12220 与靶基因 KRAB-A 和

γ-tubulin 也存在潜在的正向调控关系[11]。在动

植物和微生物的相关研究中，miRNA 多发挥负

调控基因表达的作用[34]。近年来，随着研究的逐

渐深入，人们发现 HCV 病毒和水稻 Oryza sativa
等的 miRNA 也可以通过正调控基因表达发挥重

要功能[35-36]。nce-miR-34537 与 nce-miR-12220 通

过正调控靶基因表达进而调节东方蜜蜂微孢子

虫侵染的机制是下一步的工作重点。 
综上所述，nce-miR-34537 在东方蜜蜂微孢

子虫孢子中真实存在和表达，东方蜜蜂微孢子

虫的 PIP5KI (EEQ82436)与蜜蜂微孢子虫的

PIP5KI (EQB60549.1) 之 间 亲 缘 关 系 最 近 。

nce-miR-34537 及其靶基因 PIP5KI 在东方蜜蜂

微孢子虫侵染意蜂工蜂过程中均表现出上升-下
降的表达规律， nce-miR-34537 通过正调控

PIP5KI 表达潜在参与调节东方蜜蜂微孢子虫的

侵染过程。 
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