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中华蜜蜂幼虫肠道响应球囊菌胁迫
的可变剪切基因分析
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摘　要：基于前期已获得的中华蜜蜂（简称中蜂）幼虫肠道转录组数据，利用ＴｏｐＨａｔ２软件在
正常（ＡｃＣＫ）及球囊菌胁迫的中蜂幼虫肠道样品（ＡｃＴ１、ＡｃＴ２、ＡｃＴ３）中共鉴定出发生于
９１２４个基因的５７３２７个可变剪切事件，其中以基因间（１７．６８％）、可变３′端剪切（１５．３２％）、外
显子跨越（１４．１２％）和可变５′端剪切（１２．８１％）类型为主．Ｖｅｎｎ分析结果显示４个肠道样品
的共有可变剪切基因数为８１１１个，特有可变剪切基因数分别为２７２、１８９和３８５个．ＧＯ分类
结果显示共有可变剪切基因涉及４７个条目，ＡｃＴ１、ＡｃＴ２、ＡｃＴ３的特有可变剪切基因分别富
集于２４、２０和３４个条目．ＫＥＧＧ代谢通路富集分析结果显示，共有可变剪切基因富集在３２７
个代谢通路，基因富集数最多的是ＲＮＡ转运、内质网蛋白加工及核糖体；ＡｃＴ１、ＡｃＴ２、ＡｃＴ３
的特有可变剪切基因分别富集在２２、４６和８３个代谢通路．结果揭示了可变剪切基因在宿主的
胁迫响应过程中的重要作用．
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１　引　言
中华蜜蜂（犃狆犻狊犮犲狉犪狀犪犮犲狉犪狀犪，简称中蜂）和

意大利蜜蜂（犃狆犻狊犿犲犾犾犻犳犲狉犪犾犻犵狌狊狋犻犮犪，简称意蜂）
是我国养蜂生产中使用的主要蜂种，较之意蜂，中
蜂在漫长的进化过程中已适应本土环境，具有抗螨
能力强、耐低温、善采集零星蜜粉源等优势［１５］．蜜
蜂白垩病是一种常见的蜜蜂真菌病，常发生于意蜂
蜂群．该病病原球囊菌（犃狊犮狅狊狆犺犪犲狉犪犪狆犻狊）特异性
侵染蜜蜂幼虫．目前，还没有防治白垩病的有效方
法．白垩病的相关研究主要集中在西方蜜蜂（犃狆犻狊
犿犲犾犾犻犳犲狉犪），有关球囊菌侵染东方蜜蜂（犃狆犻狊犮犲狉犪
狀犪）的研究报道极少．球囊菌和东方蜜蜂的基因组
的公布为二者的分子及组学研究奠定了基础［６，７］．
Ｇｉｌｂｅｒｔ于１９７８年首次发现基因的可变剪切

（ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓｐｌｉｃｉｎｇ，ＡＳ）现象，即指基因的ｍＲ
ＮＡ前体在剪切内含子过程中以不同的方式剪切
形成超过一种ｍＲＮＡ成熟体的过程［８］．同一基因
的不同可变剪切体可能具有相同、相似甚至相反的
生物学功能．相比基因表达差异，可变剪切可能是
造成物种之间、器官之间、生理与病理之间差异的
更重要因素，复杂性表现在剪切调控的物种特异
性［９］、组织特异性［１０］、发育特异性［１１］等方面．同一
个基因通过可变剪切后形成多种ｍＲＮＡ成熟体，
经翻译产生结构和功能不同的蛋白质，被认为是形
成基因组和蛋白组多样性的一种重要机制［１２，１３］．
Ｓｕｌｔａｎ等人［１４］通过ＲＮＡｓｅｑ技术发现９４２４１个
人类ｍＲＮＡ剪切形式，其中４０９６个为新的剪切形
式；Ｐａｎ等人［１５］基于ＲＮＡｓｅｑ数据，在约２０％的
人类多外显子基因中识别出新的剪切形式，并推测
高达９５％的人类多外显子基因均发生可变剪切；
Ｍｏｒｔａｚａｖｉ等人［１６］通过ＲＮＡｓｅｑ技术检测到
１４５０００个小鼠ｍＲＮＡ剪切形式，共有３５００个基
因发生了可变剪切；Ｒａｍａｎｉ等人［１７］从线虫ＲＮＡ
ｓｅｑ数据中识别出７１％的已标注剪切位点，并发现
上千个新的剪切位点和几百个受发育时序调控的
可变剪切事件．可变剪切在果蝇的性别决定、神经
分布和眼睛发育等诸多方面也发挥着重要作
用［１８］．迄今，有关中蜂及其幼虫的可变剪切基因

（ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｌｙｓｐｌｉｃｅｄｇｅｎｅ，ＡＳＧ）的研究未见报道．
本课题组前期已对正常及球囊菌胁迫的中蜂

幼虫肠道进行转录组测序，获得了高质量的ＲＮＡ
ｓｅｑ数据，并在转录组水平对中蜂幼虫肠道响应球
囊菌的胁迫应答进行了解析［１９，２０］．本研究在前期
研究基础上进一步对球囊菌胁迫过程中的中蜂幼
虫肠道的ＡＳＧ进行深入分析，旨在揭示ＡＳＧ在宿
主的胁迫应答过程中的作用，为ＡＳＧ的功能研究
打下基础．
２　材料与方法
２．１　转录组数据来源

转录组数据来源于ＮＣＢＩＳＲＡ数据库，ＳＲＡ
号：ＳＲＡ４５６７２１［２１］．
２．２　方法
２．２．１　可变剪切类型分析　利用ＴｏｐＨａｔ２软
件［２２］将ｔｏｐｈａ比对结果中所有剪切位点信息按不
低于５个ｒｅａｄｓ过滤掉大部分偶然事件造成的噪
音，再与参考的已知剪切位点进行比较（允许１ｂｐ
的误差），找出已知的剪切位点．对剩下的新剪切位
点进行可变剪切事件分类统计主要类型包括基因
间区剪切（剪切位点的起始和终止都位于基因区
间）、可变５′端剪切（剪切位点起始于某一外显子
内，终止位于某一外显子起始位点）、可变３′端剪
切（剪切位点起始位于某一外显子终止位点，终止
位于某一外显子内）、外显子跨越（剪切位点起始位
于某一外显子终止位点，终止位于某一外显子起始
位点）、内含子保留（剪切位点起始终止位于同一外
显子内）、可变起始外显子剪切（剪切位点起始位于
第一个外显子起始位点的５′端，终止位于其他外
显子内）及可变终止外显子剪切（剪切位点终止位
于最后一个外显子终止位点的３′端，终止位于其
他外显子内）．
２．２．２　共有与特有ＡＳＧ的ＧＯ分类及ＫＥＧＧ代
谢通路富集分析　利用ＯｍｉｃｓＳｈａｒｅ在线工具集
合（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｏｍｉｃｓｈａｒｅ．ｃｏｍ／ｔｏｏｌｓ／Ｈｏｍｅ／
Ｓｏｆｔ／ｖｅｎｎ）进行ＡＳＧ的Ｖｅｎｎ分析．将共有及特
有ＡＳＧ向ＧＯ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏ
ｇｙ．ｏｒｇ／）的各ｔｅｒｍ映射，并计算每个ｔｅｒｍ的基因
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数，从而得到具有某个ＧＯ功能的基因列表及基因
数目统计．ＫＥＧＧ代谢通路显著性富集分析以
ＫＥＧＧ代谢通路为单位，应用超几何检验，找出与
整个基因组背景相比，在共有及特有ＡＳＧ中显著
性富集的代谢通路．
３　结果与分析
３．１　中蜂幼虫肠道的犃犛犌类型

从４个中蜂幼虫肠道样品中共鉴定出５７３２７
个可变剪切事件，发生于９１２４个基因，每个ＡＳＧ
上平均发生可变剪切的数量为６．２８次．在ＡｃＣＫ、
ＡｃＴ１、ＡｃＴ２和ＡｃＴ３样品中检测到的可变剪切事
件总数分别为１５４３２、１４７６９、１３６８３和１３４４３个，对
应的ＡＳＧ数分别为８５８３、８６２８、８４５６和８７６８个．
在所有的可变剪切事件中，以基因间、可变３′端剪
切、外显子跨越、可变５′端剪切、内含子保留、可变
起始外显子剪切和可变终止外显子剪切７种类型
为主，数量分别为１０１３３、８７８３、８０９６、７３４１、４７４０、
３１５４和１８２７个，分别占可变剪切事件总数的
１７．６８％、１５．３２％、１４．１２％、１２．８１％、８．２７％、
５．５０％和３．１９％．

图１　中蜂幼虫肠道的基因的可变剪切类型统计
Ｆｉｇ．１　ＳｕｍｍａｒｙｏｆｖａｒｉｅｔｙｏｆＡＳＧｉｎ犃狆犻狊犮犲狉犪狀犪

犮犲狉犪狀犪ｌａｒｖａｌｇｕｔ

３．２　各中蜂幼虫肠道样品的共有和特有犃犛犌的
犌犗分类
Ｖｅｎｎ分析结果显示，ＡｃＣＫ、ＡｃＴ１、ＡｃＴ２和

ＡｃＴ３样品的共有ＡＳＧ数为８１１１个（图２Ａ），占
ＡＳＧ总数的８８．９％．此外，ＡｃＣＫＶＳＡｃＴ１、ＡｃＣＫ
ＶＳＡｃＴ２和ＡｃＣＫＶＳＡｃＴ３比较组的共有ＡＳＧ数
分别为８３５６、８６２７和８３８３个，ＡｃＴ１、ＡｃＴ２和ＡｃＴ３

图２　ＡｃＣＫ、ＡｃＴ１、ＡｃＴ２和ＡｃＴ３的ＡＳＧ的Ｖｅｎｎ
分析

Ｆｉｇ．２　ＶｅｎｎａｎａｌｙｓｅｓｏｆＡＳＧｉｎＡｃＣＫ，ＡｃＴ１，
ＡｃＴ２ａｎｄＡｃＴ３ｓａｍｐｌｅｓ

的特有ＡＳＧ数分别为２７２、１８９和３８５个（图２ＢＤ）．
对ＡｃＣＫ、ＡｃＴ１、ＡｃＴ２和ＡｃＴ３的共有ＡＳＧ

进行ＧＯ分类，发现这些ＡＳＧ主要分为三大类：即
生物进程、细胞过程和分子功能，分布在４７个条
目，基因富集数最多的前１０位条目分别是粘合物
（２６１９）、催化活性（２２６６）、细胞进程（２２４６）、代谢进
程（２２４３）、单组织进程（１６１４）、细胞（１４３８）、细胞组
分（１４３８）、细胞器（９２９）、细胞膜（８８２）和生物调控
（８４１）（图３）．
ＡｃＴ１的特有ＡＳＧ分布于２４个条目，其中富

集基因数最多的是生物调控、细胞进程和代谢进程；
ＡｃＴ２的特有ＡＳＧ分布于２０个条目，其中富集基因
数最多的是细胞进程、单组织进程和粘合物；ＡｃＴ３
的特有ＡＳＧ分布于３４个条目，其中富集基因数最
多的是细胞进程、单组织进程和粘合物．
３．３　各中蜂幼虫肠道样品的共有和特有犃犛犌的

犓犈犌犌代谢通路富集分析
ＫＥＧＧ代谢通路富集分析结果显示，ＡｃＣＫ、

ＡｃＴ１、ＡｃＴ２和ＡｃＴ３的共有ＡＳＧ富集在３２７个
代谢通路，其中基因富集数前１０位分别是ＲＮＡ
转运、内质网蛋白加工、核糖体、内吞作用、嘌呤代
谢、癌症路径、剪接体、亨廷顿氏舞蹈症、泛素介导
蛋白水解作用和碳代谢（图４）．
ＡｃＴ１的特有ＡＳＧ富集在２２个代谢通路，基

因富集数最多的是氮代谢、甲型流感和神经活跃的
配体受体相互作用．ＡｃＴ２的特有ＡＳＧ富集在４６
个代谢通路，基因富集数最多的是生物的周期转换
节律、ｃＡＭＰ信号通路和嘌呤代谢．ＡｃＴ３的特有ＡＳＧ
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图３　ＡｃＣＫ、ＡｃＴ１、ＡｃＴ２和ＡｃＴ３的共有ＡＳＧ的ＧＯ分类
１：行为Ｂｅｈａｖｉｏｒ；２：生物附着Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎ；３：生物调控Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ；４：细胞成分组织或生物合成Ｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｏｒｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ；５：细胞进程Ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｃｅｓｓ；６：解毒作用Ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ；７：发育进程Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｐｒｏｃｅｓｓ；
８：生长Ｇｒｏｗｔｈ；９：免疫系统进程Ｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍｐｒｏｃｅｓｓ；１０：定位Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ；１１：运动Ｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎ；１２：代谢进程Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｐｒｏｃｅｓｓ；１３：多组织进程Ｍｕｌｔｉｏｒｇａｎｉｓｍｐｒｏｃｅｓｓ；１４：多细胞生物进程Ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒｏｒｇａｎｉｓｍａｌｐｒｏｃｅｓｓ；１５：生殖Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ；１６：
生殖进程Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｐｒｏｃｅｓｓ；１７：应激反应Ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｓｔｉｍｕｌｕｓ；１８：信号Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ；１９：单组织进程Ｓｉｎｇｌｅｏｒｇａｎｉｓｍｐｒｏｃｅｓｓ；
２０：细胞Ｃｅｌｌ；２１：细胞接合Ｃｅｌｌｊｕｎｃｔｉｏｎ；２２：细胞组分Ｃｅｌｌｐａｒｔ；２３：细胞外基质Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ；２４：胞外区Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅ
ｇｉｏｎ；２５：细胞外区域Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｉｏｎｐａｒｔ；２６：大分子复合物Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｏｍｐｌｅｘ；２７：细胞膜Ｍｅｍｂｒａｎｅ；２８：细胞膜组件
Ｍｅｍｂｒａｎｅｐａｒｔ；２９：细胞膜内腔Ｍｅｍｂｒａｎｅｅｎｃｌｏｓｅｄｌｕｍｅｎ；３０：细胞器Ｏｒｇａｎｅｌｌｅ；３１：细胞器组件Ｏｒｇａｎｅｌｌｅｐａｒｔ；３２：超分子纤维
Ｓｕｐｅｒｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｉｂｅｒ；３３：突触Ｓｙｎａｐｓｅ；３４：突触组件Ｓｙｎａｐｓｅｐａｒｔ；３５：病毒Ｖｉｒｉｏｎ；３６：病毒组件Ｖｉｒｉｏｎｐａｒｔ；３７：抗氧化活性Ａｎ
ｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙ；３８：粘合物Ｂｉｎｄｉｎｇ；３９：催化活性Ｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ；４０：电子载体活性Ｅｌｅｃｔｒｏｎｃａｒｒｉｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ；４１：分子功能调节
器Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ；４２：分子转换器活性Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ；４３：核酸结合转录因子活性Ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ；４４：信号传感器活性Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ；４５：结构分子活性Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｍｏｌｅｃｕｌｅａｃｔｉｖｉｔｙ；４６：转录
因子活性，蛋白质结合：Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ，ｐｒｏｔｅｉｎｂｉｎｄｉｎｇ；４７：转运器活性Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ．

Ｆｉｇ．３　ＧＯｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｈａｒｅｄＡＳＧｇｅｎｅｓｉｎＡｃＣＫ，ＡｃＴ１，ＡｃＴ２ａｎｄＡｃＴ３

富集在８３个代谢通路，基因富集数最多的是癌症
路径、细胞间隙连接和黑素生成．
４　讨　论

养蜂生产中，意蜂幼虫易受球囊菌侵染而爆发
白垩病，但中蜂幼虫偶尔可见该病发生．目前，白垩
病的相关研究主要集中在西方蜜蜂，有关球囊菌侵
染东方蜜蜂的报道极为有限．前期研究中，本课题
组从中蜂白垩状幼虫尸体上分离得到球囊菌，并通
过形态学和分子生物学手段对其进行了鉴定（未发
表数据）．为对中蜂幼虫响应球囊菌胁迫进行转录
组学研究，我们首先组装并注释了中蜂幼虫肠道和
球囊菌的参考转录组［２１，２３］，并在此基础上对球囊
菌胁迫中蜂幼虫肠道过程中的病原宿主互作进行
了较为系统的转录组学研究［１９，２４］．本研究在前期
研究基础上进一步对中蜂幼虫肠道响应球囊菌胁
迫的ＡＳＧ进行深入分析，发现多达９１２４个ＡＳＧ
参与了中蜂幼虫肠道对球囊菌的胁迫应答，这些基
因的可变剪切类型以基因间、可变３′端剪切、外显
子跨越和可变５′端剪切为主．

同一个基因通过可变剪切后形成多种ｍＲＮＡ
成熟体，经翻译产生结构和功能不同的蛋白质，被

认为是形成基因组和蛋白组多样性的一种重要机
制［１２，１３］．目前的研究表明，可变剪切在动物、植物
和微生物的基因中广泛发生［２５２７］．本研究发现正
常及球囊菌胁迫的中蜂幼虫肠道的共有ＡＳＧ富集
在多达４７个ＧＯ条目，涉及生物进程、细胞过程和
分子功能的诸多方面，说明这些ＡＳＧ在中蜂幼虫肠
道的生长发育过程中发挥重要作用．本研究还发现
共有ＡＳＧ富集在多达３２７个代谢通路，包括碳代
谢、嘌呤代谢和三羧酸循环等物质代谢通路，氮代
谢、硫代谢和氧化磷酸化等能量代谢通路，再次表明
这些ＡＳＧ在中蜂幼虫肠道的新陈代谢方面具有重
要功能．此外，还发现富集在内吞作用、泛素介导的
蛋白水解、溶酶体以及和ＭＡＰＫ信号通路等免疫通
路上的共有ＡＳＧ数分别为１１３、８８、１３和５５个，推
测这些ＡＳＧ对中蜂幼虫肠道的免疫防御至关重要．

球囊菌在胁迫前期寄生于幼虫中肠，此时球囊
菌处于低水平萌发状态，至球囊菌胁迫后期，即由
幼虫期过渡为蛹期间的预蛹期，中肠和后肠连通，
孢子遇氧气而快速萌发．菌丝不断生长、穿透肠壁，
继而穿透体壁导致蜜蜂幼虫死亡［２８］．ＡｃＴ１、ＡｃＴ２
和ＡｃＴ３的特有ＡＳＧ数分别为２７２、１８９和３８５
个，ＡＳＧ的数量先下降再上升，至６日龄达到最
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图４　ＡｃＣＫ、ＡｃＴ１、ＡｃＴ２和ＡｃＴ３的共有ＡＳＧ的ＫＥＧＧ代谢通路富集分析
Ｆｉｇ．４　ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｅｓｏｆｔｈｅｓｈａｒｅｄＡＳＧｉｎＡｃＣＫ，ＡｃＴ１，ＡｃＴ２

ａｎｄＡｃＴ３ｓａｍｐｌｅｓ
高，表明宿主的ＡＳＧ在胁迫后期的应答活跃，推测
上述ＡＳＧ在球囊菌胁迫的不同阶段发挥特殊作
用．本研究中，１个ＡｃＴ２的特有ＡＳＧ富集在黑化
作用，３、３、２、２和１个ＡｃＴ３的特有ＡＳＧ分别富
集在黑化作用、溶酶体、吞噬体、泛素介导的蛋白水
解作用、内吞作用，推测这些ＡＳＧ在中蜂幼虫对球
囊菌的免疫防御方面扮演着特殊角色．下一步将针
对部分特有ＡＳＧ的不同剪切异构体设计特异性引
物，结合５′和３′ＲＡＣＥ技术扩增得到其ｃＤＮＡ序
列全长，进而在核酸和蛋白水平深入研究其功能．

本研究基于前期获得的转录组数据对中蜂幼
虫肠道响应球囊菌胁迫的ＡＳＧ进行转录组分析，
研究结果揭示了ＡＳＧ在中蜂幼虫肠道的球囊菌胁
迫响应过程中的作用，为深入研究ＡＳＧ的功能提
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