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摘  要：【背景】东方蜜蜂微孢子虫(Nosema ceranae)专性侵染成年蜜蜂中肠上皮细胞而导致的微孢

子虫病给养蜂业造成严重损失。【目的】检测东方蜜蜂微孢子虫 nce-miR-23928 及其靶基因在侵染

意大利蜜蜂(Apis mellifera ligustica)工蜂过程的表达谱，为深入探究 nce-miR-23928 在东方蜜蜂微孢

子虫侵染中的功能及调控机制提供依据。【方法】通过 RNAhybrid、miRanda 和 TargetScan 软件预测

nce-miR-23928 的靶基因。使用 BLAST 工具将上述靶基因比对到基因本体论(gene ontology, GO)、京

都基因和基因组百科全书(Kyoto encyclopedia of genes and genomes, KEGG)、Nr 和 Swiss-Prot 数据库

以获得相应注释。采用实时荧光定量 PCR (real time quantitative PCR, RT-qPCR)技术检测

nce-miR-23928 及其靶基因在东方蜜蜂微孢子虫侵染意蜂工蜂过程中的相对表达量。【结果】相较

于接种后 1 d (1 day post infection, 1 dpi)，nce-miR-23928 的表达量在 2 dpi 基本不变，而在 4、6、
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8 dpi 均为显著下调(P<0.05)，总体表现出下降的表达趋势。预测到 nce-miR-23928 的 15 个靶基因，

分别有 9、4、15 和 9 条靶基因可注释到 GO (3 个条目)、KEGG (7 条通路)、Nr 和 Swiss-Prot 数据

库。与 1 dpi 相比，靶基因 ABCT 的表达量在 2、4、6、8 dpi 皆显著下调；靶基因 SPTK 的表达量在

4、6、8 dpi 均显著上调。【结论】明确 nce-miR-23928 及其靶基因 ABCT 和 SPTK 在东方蜜蜂微孢

子虫侵染意蜂工蜂过程中的动态表达规律，揭示 nce-miR-23928 通过正调控 ABCT 表达和负调控

SPTK 表达可能在东方蜜蜂微孢子虫的侵染过程中起调节作用。 

关键词：东方蜜蜂微孢子虫；蜜蜂；意大利蜜蜂；nce-miR-23928；表达谱；靶基因  
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Abstract: [Background] Nosema ceranae exclusively infects midgut epithelial cells of adult 
bees, and the resulting microsporidiosis causes severe losses to the beekeeping industry. 
[Objective] This study aimed to determine the expression profiles of nce-miR-23928 and its 
target genes during the N. ceranae infection of Apis mellifera ligustica workers, and to provide 
basis for further investigation on the function and regulatory mechanism of nce-miR-23928 
during the infection. [Methods] Target genes of nce-mir-23928 were predicted by RNAhybrid, 
miRanda and TargetScan. BLAST was used to perform annotation of the aforementioned target 
genes in gene ontology (GO), Kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG), Nr and 
Swissprot. Real time quantitative PCR (RT-qPCR) was employed to detect relative expression of 
nce-miR-23928 and its target genes. [Results] As compared with the condition at 1 day post 
infection (1 dpi), the expression of nce-miR-23928 remained unchanged at 2 dpi, but was all 
down-regulated at 4 6, 8 dpi (P<0.05), presenting an overall reduced expression trend. 
Additionally, 15 target genes of nce-miR-23928 were predicted, among which 9, 4, 15 and 9 
were annotated in GO (3 items), KEGG (7 pathways), Nr and Swiss-Prot, respectively. As 
compared with the condition at 1 dpi, the expression of target gene ABCT was significantly 
down-regulated at 2, 4, 6, 8 dpi, while the expression of target gene STPK was significantly 
up-regulated at 4, 6, 8 dpi, displaying an overall elevation trend. [Conclusion] These results 
illuminated the dynamic expression rules of nce-miR-23928 and its target genes ABCT and 
SPTK in the N. ceranae infection of A. mellifera ligustica workers, and unraveled that 
nce-miR-23928 putatively modulated the infection process through positively regulating the 
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expression of ABCT and negatively regulating the expression of STPK. 
Keywords: Nosema ceranae; honey bee; Apis mellifera ligustica; nce-miR-23928; expression 
profiles; target genes 
 
 

蜜蜂作为最重要的授粉昆虫可为众多野生

植物和农作物授粉。东方蜜蜂微孢子虫(Nosema 
ceranae)专性侵染成年蜜蜂中肠上皮细胞而导

致微孢子虫病，对蜜蜂健康和养蜂生产造成严

重影响[1]。东方蜜蜂微孢子虫侵染可导致西方

蜜蜂(Apis mellifera)工蜂的平均寿命缩短 9 d[2]。

MiRNA 作为基因表达调控的关键因子可参与

诸多生理和病理过程[3]。 
关于人(Homo sapiens)、黑腹果蝇(Drosophila 

melanogaster)和拟南芥(Arabidopsis thaliana)等
动植物的 miRNA 已有大量研究报道[4-6]，但真

菌的 miRNA 研究起步较晚。目前，国际原生动

物进化和分类委员会已将微孢子虫归类于真  
菌[7]。虽然前人对 miRNA 介导的东方蜜蜂微孢

子虫-蜜蜂宿主互作进行了一些研究，但主要集

中在蜜蜂宿主方面，病原的相关研究很少。

Huang 等[8]曾通过对东方蜜蜂微孢子虫侵染的

西方蜜蜂工蜂中肠进行二代测序和分析，鉴定

到东方蜜蜂微孢子虫的 6 个 miRNA；随后该团

队在重新组装和注释东方蜜蜂微孢子虫基因组

的基础上又发现 3 个 miRNA[9]。近期，我们团

队通过 Illumina 测序和生物信息学在东方蜜蜂

微孢子虫孢子中鉴定到 10 个 miRNA，并证实

nce-miR-23928 和 nce-miR-26675 真实存在和表

达[10]；测定了 nce-miR-12220 及靶基因 γ-tubulin
和 KRAB-A 在东方蜜蜂微孢子虫侵染意大利蜜

蜂(Apis mellifera ligustica, 简称意蜂)工蜂过程

的表达谱[11]。 
本研究对 nce-miR-23928 的靶基因进行预

测和分析，并检测 nce-miR-23928 及其靶基因

在东方蜜蜂微孢子虫侵染意蜂工蜂过程的表达

谱，以期明确 nce-miR-23928 及其靶基因在东

方蜜蜂微孢子虫侵染过程的表达规律，以期为

进一步探究 nce-miR-23928 调控侵染的分子机

制提供依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

东方蜜蜂微孢子虫感染的工蜂来自福州市

闽侯县荆溪源安蜂场的意蜂蜂群。未受东方蜜

蜂微孢子虫感染的工蜂来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[12]。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[10]。 
RNA 抽提试剂盒，普洛麦格公司；反转录

试剂盒，湖南艾科瑞生物工程有限公司；SYBR，

上海翌圣生物科技有限公司。ABI QuantStudio 
3 荧光定量 PCR 系统，ABI 公司。 
1.2  东方蜜蜂微孢子虫孢子接种及意蜂工

蜂中肠样品制备 
按照我们实验室前期建立的技术流程[12]对

意蜂工蜂进行接种：(1) 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±0.5) ℃
培养箱中，将刚出房的工蜂放入干净的塑料盒

(四周打孔以通风)；(2) 将 1 日龄的工蜂饥饿处

理 2 h 后，单只饲喂接种 5 μL 含有 106 个东方

蜜蜂微孢子虫纯净孢子的蔗糖溶液，饲喂后放

入恒温恒湿培养箱中。连续 8 d 使用饲喂器饲

喂 50% (质量体积比)蔗糖溶液(不含有病原孢

子)，饲喂后放入培养箱继续培养且每天饲喂前

取样。在超净台中拉取工蜂中肠，每 3 条中肠

作为一个生物学重复放入一个无菌的不含核糖

核酸(RNA-Free) EP 管中，短暂于液氮中冷冻，

样品置于−80 ℃冰箱保存。上述实验共设置 3 个
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生物学重复。 

1.3  nce-miR-23928 的靶基因分析 
我们团队前期利用 RNA-Seq技术对东方蜜

蜂微孢子虫的纯净孢子样品进行测序，质控结

果显示测序数据质量良好[11]。基于上述高质量转

录组数据，联用 RNAhybrid[13]、miRanda[14]和

TargetScan[15]软件预测 nce-miR-23928 的靶基

因，均采用默认参数。使用 BLAST 工具将上述

靶 mRNA 序列比对到 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)和 Swiss-Prot 数据

库 (http://www.uniprot.org/uniprot/?query=*&fil= 
reviewed%3Ayes)获得靶基因的注释信息。 

1.4  nce-miR-23928 的表达谱检测 
利用 RNA 抽提试剂盒(普洛麦格公司)提取

上述意蜂中肠样品总 RNA，通过反转录试剂盒

(湖南艾科瑞生物工程有限公司)进行反转录，利

用 Stem-loop引物得到 nce-miR-23928的 cDNA，

利用 Oligo dT 引物和 Random 6 mer 引物按 1:1
混匀进行反转录获得东方蜜蜂微孢子虫内参基

因 5S rRNA 基因的 cDNA。以得到的 cDNA 为模

板进行实时荧光定量 PCR (real time quantitative 
PCR, RT-qPCR)反应检测，反应体系(20 μL)：
SYBR (上海翌圣生物科技有限公司) 10 μL，上、

下游引物(2.5 μmol/L)各 1 μL，cDNA 1 μL，

DEPC 水 7 μL。RT-qPCR 反应条件：95 ℃ 3 min；
95 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，44 个循环，

熔解曲线程序为系统默认设置。每个反应均进行

3 次技术重复，引物信息见表 1。以接种后 1 d   
(1 day post inoculation, 1 dpi)为参照，采用 2‒∆∆Ct

法[16]计算 nce-miR-23928 在 2、4、6、8 dpi 的
相对表达量。通过 GraphPad Prism 8 软件对数

据进行分析和绘图。 

表 1  RT-qPCR 引物序列 
Table 1  Sequences of primers for RT-qPCR 
名称 Name 序列 Sequence (5′→3′) 

nce-miR-23928- 
Loop 

CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGG
CAATTCAGTTGAGTGTACAAA 

nce-miR-23928-F CGCGTATGGTGTAATTGTATC 

nce-miR-23928-R CTCAACTGGTGTCGTGGA 

5S rRNA-F CGAGCGGTTTCCCATCTCAGTA 

5S rRNA-R AAAACACCGGAACTCGTCAGCT 

STPK-F GTAAGCAACTTGACGAAGC 

STPK-R CACAATGTACCAGGAGGAA 

actin-F CAAAGCCTGTGATGTGGA 

actin-R GCCAAGTTTCTGATTTCCC 

ABCT-F AACAGTCGGTCCATCCTCAA 

ABCT-R CATACTATTCGGCAGTCTTCCA 

 
1.5  nce-miR-23928 靶基因的表达谱检测 

根据 1.3 节 nce-miR-23928 的靶向预测结

果，结合我们团队对东方蜜蜂微孢子侵染机理

的相关研究[17-18]及东方蜜蜂微孢子虫生物学背

景，挑选 ABC 转运体(ABC transporter, ABCT)

基因 ABCT 和丝氨酸苏氨酸蛋白激酶(serine/ 

threonine-protein kinase, STPK)基因 STPK 进行

表达谱检测。以 Oligo dT 引物和 Random 6 mer
引物按 1:1 混匀进行反转录获得 cDNA 模板，

以肌动蛋白基因 actin (Gene ID: AB023025.1)为

内参，对上述 2 个靶基因的相对表达量进行

RT-qPCR 检测。反应体系同 1.4 节。以 1 dpi 为

参照，采用 2‒∆∆Ct法检测 2、4、6、8 dpi 的相对

表达量。利用 GraphPad Prism 8 软件进行数据

分析及绘图。 

2  结果与分析 
2.1  nce-miR-23928 的靶基因分析结果 

靶向预测结果显示，nce-miR-23928 共靶

向 15 个基因；其中有 9 个靶基因可注释到 GO
数据库中的 3 个功能条目，包括生物学进程、
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细胞组分和分子功能；有 4 个靶基因可注释到

KEGG 数据库中的 7 条通路，包括 N-聚糖生

物合成、内吞作用、MAPK 信号通路-酵母、

氨酰基-tRNA 的生物合成、泛素介导的蛋白水

解、 RNA 转运和代谢途径。另外，分别有     
15 个和 9 个靶基因可注释到 Nr 和 Swiss-Prot
数据库(表 2)。 

2.2  东方蜜蜂微孢子虫侵染过程中 nce-miR- 
23928 的表达谱 

RT-qPCR 结果显示，相较于 1 dpi，nce-miR- 
23928 在 2 dpi 的表达量与 1 dpi 基本相同，但

在 4、6、8 dpi 的表达量显著下调(P<0.05)，下

调倍数分别为 4.08、198.87、456.18 倍；总体

呈现下降的表达趋势(图 1)。 

2.3  nce-miR-23928 的靶基因 ABCT 在东

方蜜蜂微孢子虫侵染过程中的表达谱 
基因 ABCT 与 nce-miR-23928 间存在潜在

的靶向关系(图 2A)。RT-qPCR 结果显示，相较于

1 dpi，靶基因 ABCT 的表达量在 2、4、6、8 dpi
均为显著下调，下调倍数分别为 4.95、9.54、14.71、
24.80 倍，总体表现出持续下降的表达趋势(图 2B)。 

2.4  nce-miR-23928的靶基因 SPTK在东方

蜜蜂微孢子虫侵染过程的表达谱 
SPTK 与 nce-miR-23928 间存在潜在的靶向

关系(图 3A)。RT-qPCR 结果显示，相较于 1 dpi，
靶基因 SPTK 的表达量在 2 dpi 基本相同，在 4、
6、8 dpi 均显著上调，上调倍数分别为 5.36、
2.82、3.95 倍；总体呈现上升的表达趋势(图 3B)。 

3  讨论与结论 
前期研究中，我们团队通过 Stem-loop 

RT-PCR 和 Sanger 测序证实东方蜜蜂微孢子虫

孢子中 nce-miR-23928 真实存在和表达[10]。本

研究发现在东方蜜蜂微孢子虫侵染意蜂工蜂过

程中 nce-miR-23928 与 ABCT 和 STPK 等 15 个

基因存在靶向关系。RT-qPCR 检测结果显示相 
 
表 2  nce-miR-23928 靶基因的 Nr 和 Swiss-Prot 数据库注释 
Table 2  Annotation of nce-miR-23928 targeted genes in Nr and Swiss-Prot databases 
基因 ID 
Gene ID 

Nr 数据库注释 
Nr database annotation 

Swiss-Prot 数据库注释 
Swiss-Prot database annotation 

36319520 ABC transporter ABC transporter ATP-binding protein 
36320748 Protein kinase c Serine/threonine-protein kinase 
36320748 Protein kinase c − 
36321252 Chromosome segregation protein Probable kinetochore protein 
36318399 Hypothetical protein − 
36319866 Hect-domain-containing protein E3 ubiquitin-protein ligase 
36319865 Subtilisin-like endopeptidase Putative subtilisin-like proteinase  
36319415 Eukaryotic translation initiation factor 4e Eukaryotic translation initiation factor  
36321036 Cysteinyl-tRNA synthetase Cysteine-tRNA ligase 
36318999 Hypothetical protein − 
36318682 Hypothetical protein − 
36320005 Integral membrane − 
36319142 Isopeptidase t Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 
36318706 Dolichol-phosphate mannosyltransferase Dolichol-phosphate mannosyltransferase  
36321176 Peptidase m48 − 
−：无注释 
−: No annotation. 
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图 1  东方蜜蜂微孢子虫侵染意大利蜜蜂工蜂过

程中 nce-miR-23928 的相对表达量   采用 SPSS 
statistics 软件对 nce-miR-23928 在各日龄的相对

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

记法两两比较分析实验数据. 图中数据为平均值±
标准误；曲线上相同小写字母表述差异不显著

(P>0.05)，不同小写字母表示差异显著(P<0.05). 
下同 
Figure 1  Relative expression of nce-miR-23928 
during the Nosema ceranae infection of Apis 
mellifera ligustica workers. SPSS statistics software 
was used to conduct one-way analysis of variance 
(ANOVA) for the relative expression level of 
nce-miR-23928 at each day-old, with P<0.05 as the 
significance threshold. Experimental data were 
compared and analyzed by the Tukey test and the 
letter significance labeling methods. Data are 
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). The same 
below. 
 
较于 1 dpi，nce-miR-23928 在 4、6、8 dpi 的表

达量显著下调。上述结果表明，nce-miR-23928
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，nce-miR-23928 通过调控上述靶基

因表达潜在参与调节东方蜜蜂微孢子虫侵染。 
ABC 转运蛋白是真核生物最大的膜蛋白家

族之一，可通过水解 ATP 获得能量，并对细胞

质中的各类生物大分子如糖、氨基酸、多肽、 

 
 
图 2  东方蜜蜂微孢子虫侵染意大利蜜蜂工蜂过

程中基因 ABCT 的相对表达量   A：nce-miR- 
23928 与 ABCT 的靶向结合关系示意图. B：ABCT
在东方蜜蜂微孢子虫侵染过程的表达谱 
Figure 2  Relative expression levels of ABCT gene 
in Apis mellifera ligustica workers infected by 
Nosema ceranae. A: Schematic diagram of target 
binding relationship between nce-miR-23928 and 
ABCT. B: Expression profile of ABCT gene during 
the infection process of Nosema ceranae. 

 
蛋白质、代谢物等进行跨膜转运[19]。ABC 转运体

家族包含 8 个亚家族，其中 5 个亚家族的编码基

因存在于东方蜜蜂微孢子虫基因组中[20]。东方

蜜蜂微孢子虫基因组高度简化，因缺乏完整的

线粒体结构，其增殖所需能量依赖宿主细胞提

供。研究表明 ABC 转运体在兔脑炎微孢子虫

(Encephalitozoon cuniculi)和家蚕微孢子虫

(Nosema bombycis)窃取宿主细胞内物质和能量

中起到重要作用 [ 2 1 - 2 2 ]。本研究中，ABCT 与

nce-miR-23928 存在靶向关系，而且相较于 1 dpi，
ABCT 的表达量在 2、4、6、8 dpi 总体表现出

持续下降的表达趋势(图 2B)，与侵染过程中 
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图 3  东方蜜蜂微孢子虫侵染意大利蜜蜂工蜂过程中 STPK 基因的相对表达量   A：nce-miR-23928 与

STPK 基因的靶向结合关系示意图. B：STPK 在东方蜜蜂微孢子虫侵染过程的表达谱 
Figure 3  Relative expression levels of STPK gene in Apis mellifera ligustica workers infected by Nosema 
ceranae. A: Schematic diagram of target binding relationship between nce-miR-23928 and SPTK. B: 
Expression profile of STPK during the infection process of Nosema ceranae. 
 
nce-miR-23928 的表达趋势基本一致，说明

nce-miR-23928 与 ABCT 间存在正调控关系，

nce-miR-23928 通过正调控 ABCT 表达调节东方

蜜蜂微孢子虫侵染。 
STPK 是细菌等微生物入侵宿主过程中重要

的毒力因子之一[23]。鼠疫杆菌(Yersinia pestis)和
假结核杆菌(Yersinia pseudotuberculosis)等通过 
Ⅲ型分泌系统分泌 STPK 进入宿主靶细胞，破坏

肌动蛋白的细胞骨架，并增强对宿主巨噬细胞吞

噬作用的抵抗能力 [24-25] 。 STPK 含有 1 个

RhoGTPase 结合域，可与细胞骨架完整性相关

的 GTPasesRhoA 和 Rac-1 特异性结合并使其失

活，从而导致细胞骨架破坏和细胞形状扭曲[26]。

Hervet 等 [27] 研 究 发 现 军 团 杆 菌 (Legionella 
pneumophila)能够通过分泌 STPK 家族相关酶

干扰宿主免疫相关的核转录因子 κB (nuclear 
transcription factor kappa B, NF-κB)信号通路[28-29]。

NF-κB 信号通路是蜜蜂体液免疫的关键途径之

一[30]。本研究发现，相较于 1 dpi，SPTK 的表

达量在 4、6、8 dpi显著上调，这与 nce-miR-23928
的表达趋势相反，说明 SPTK 与 nce-miR-23928
间为负调控关系，nce-miR-23928 通过负调控

STPK 表达潜在参与对东方蜜蜂微孢子侵染的

调节。 
本研究明确了 nce-miR-23928 及其靶基因

ABCT 和 SPTK 在东方蜜蜂微孢子虫侵染意蜂工

蜂过程中的动态表达规律，揭示了 nce-miR-23928
通过正调控 ABCT 表达和负调控 SPTK 表达潜

在调节东方蜜蜂微孢子虫的侵染过程。 
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