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　　摘要：对意蜂幼虫肠道组织基因进行深度ＲＮＡ测序，并对高表达基因进行ＧＯ注释和ＫＥＧＧ分析，旨在揭示意蜂
幼虫免疫抗病机制。分别取３、４、５、６日龄意蜂幼虫中肠组织抽提ＲＮＡ，合成ｃＤＮＡ。得到的总读段数都在２６７１５６３８
条以上，有效数据达到９７％以上，且测序饱和度良好，说明测序所得数据真实可信。将测序有效数据和意蜂公布ＤＮＡ
数据库进行比对，发现意蜂幼虫肠道中有１３７８９个基因有不同程度表达。选取各样本ＦＰＫＭ排序最前且表达水平最
高的１００个基因进行ＧＯ注释，这里主要涉及细胞组分、分子功能和生物学进程功能分析。利用 ＫＥＧＧ分析显示这
１００个高表达基因分布在能量代谢、翻译、组装和降解以及信号转导等多条通路上。初步分析相应共有基因和特有基
因在相关通路上的作用，并对意蜂幼虫肠道受球囊菌胁迫后的相关免疫机制进行一定分析。
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　　蜜蜂白垩病是由蜜蜂球囊菌侵染蜜蜂幼虫而导致的致死
性真菌病［１］。该病主要分布在欧洲、北美和中国等地区，早

在１９１３年，Ｍａａｓｓｅｎ等就报道了白垩病的发生，我国大陆
１９６１年也曾报道发生类似蜜蜂白垩病的病害［２］。蜜蜂白垩

病主要是使老熟幼虫或封盖幼虫死亡，雄蜂幼虫最易感染，因

为雄蜂幼虫多在巢脾的边缘，易受低温的影响。白垩病会导

致大批幼虫死亡，造成群势下降，严重病群失去产蜂蜜和蜂王

浆的能力，严重影响蜂群的生产力。球囊菌属于球囊菌门球

囊菌属，迄今已鉴定出球囊菌属的２２个种，它们以致病性真
菌或腐生菌存在于蜜蜂体内；在蜂群里，患病幼虫的尸体以及

被污染的饲料与巢脾是疾病传播的主要来源［３］。国内养蜂

生产中使用的主要蜂种是意大利蜜蜂和中华蜜蜂，意蜂极易

受到球囊菌的侵染而暴发白垩病，而中蜂几乎不受影响。

２００６年，Ｅｖａｎｓ等公布了西方蜜蜂的基因组，为在分子水平研
究西方蜜蜂奠定了基础［４］。对于白垩病的前期研究主要是

集中在生化［５］、病理［６］及检测［７］等方面，分子水平的研究相

对较少。目前，高通量测序技术应用于白垩病的研究报道极

少，蜜蜂幼虫响应球囊菌胁迫的应答研究仍不深入。

以ＲＮＡｓｅｑ为代表的高通量测序技术发展迅猛，现已广
泛应用于昆虫包括蜜蜂的相关研究［８－１１］，然而，尚无利用二

代测序技术研究白垩病过程蜜蜂幼虫应答的相关研究，本研

究利用ＲＮＡ－ｓｅｑ技术对球囊菌胁迫和正常意蜂幼虫肠道进
行深度测序，对表达水平最高的１００个基因进行 ＧＯ分类和
ＫＥＧＧ代谢通路富集分析，并比较分析球囊菌侵染幼虫肠道
与正常幼虫肠道之间高表达基因的差异。

１　材料与方法

１．１　生物材料
本研究中使用的意大利蜜蜂幼虫取自福建农林大学蜂学

学院教学蜂场，蜜蜂球囊菌菌株由福建农林大学蜂学学院蜜

蜂保护实验室保存并活化。

１．２　主要试验试剂及仪器
ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ水购自中国上海生工生物公司，ＤＮａｓｅⅠ和

ＯｌｉｇｏｔｅｘｍＲＮＡＫｉｔｓＭｉｄｉ试剂盒购自德国 Ｑｉａｇｅｎ公司，Ｄｙｎａｌ
Ｍ２８０磁珠购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，高碘酸钠购自美国 Ｓｉｇｍａ公
司，ＤＮＡｌｉｇａｓｅ购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司，ＲＮＡＲｅａｇｅｎｔ抽提试剂
盒、ＥｘＴａｑｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ及ＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔⅡ ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ均
购自日本ＴａＫａＲａ公司。纯化 ｃＤＮＡ的 Ａｍｐｕｒｅｂｅａｄｓ为美国
Ａｇｅｎｃｏｕｒｔ产品，ｃＤＮＡ文库构建试剂盒 ＴｒｕＳｅｑＴＭ ＤＮＡＳａｍｐｌｅ
ＰｒｅｐＫｉｔ－ＳｅｔＡ为美国Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司产品。

恒温恒湿气候箱购自中国宁波江南仪器厂，超纯水仪购

自中国四川沃特尔水处理设备有限公司，高速冷冻离心机购

自德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，倒置显微镜为中国上海光学仪器五厂
产品，超净工作台为中国苏州安泰空气技术有限公司产品，

ＰＣＲ仪为美国 ＢｉｏＲａｄ公司产品，凝胶成像系统为中国上海
培清科技有限公司产品，超低温冰箱为中科美菱低温科技股

份有限公司产品。

１．３　试验方法
１．３．１　意蜂幼虫饲养　中蜂幼虫的饲料配方参照王倩等的
方法［１２］，其中将Ｄ－果糖和Ｄ－葡萄糖换为新鲜蜂蜜。预试
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验中空白对照组中蜂幼虫７日龄成活率达到９０％以上，说明
本实验室建立的中华蜜蜂幼虫人工饲养模型可为本研究提供

符合要求的中蜂幼虫。从福建农林大学蜂学学院蜂场选择

２０群健康蜂群（无白垩病症状且蜜蜂球囊菌特异性引物常规
ＰＣＲ检测为阴性）。用移虫针挑取２日龄幼虫，放入无菌的
２４孔细胞培养板（每孔对应１头幼虫，孔内加有３５℃预温的
幼虫饲料），将２４孔板放入恒温恒湿培养箱，３５℃、７０％ ＲＨ
条件下培养。每隔２４ｈ吸去旧饲料，加入新饲料。３日龄时，
处理组饲喂含有球囊菌孢子的人工饲料（终浓度为１×１０７孢
子／ｍＬ），空白对照组饲喂正常人工饲料。适宜条件下饲喂幼
虫至７日龄，处理组和对照组均设置３个生物学重复。
１．３．２　测序样品准备　肠道组织是球囊菌孢子萌发的主要
场所，也是蜜蜂抵御病原入侵的重要免疫器官，故选择幼虫肠

道作为测序材料。分别剖取处理组和对照组４、５、６日龄幼虫
肠道，为尽量减少肠道 ＲＮＡ的降解，将从解剖取样到样品放
入液氮速冻的时间控制在３０ｓ以内，每剖取１组样品，立即
液氮速冻并迅速放入 －８０℃超低温冰箱保存，通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｈｉｓｅｑ２５００平台对处理组和对照组的１２个幼虫肠道样品进
行深度测序，其中处理组样品包括４日龄幼虫肠道（ＡｍＴ１－
１、ＡｍＴ１－２、ＡｍＴ１－３）、５日龄幼虫肠道（ＡｍＴ２－１、ＡｍＴ２－
２、ＡｍＴ２－３）和 ６日龄幼虫肠道（ＡｍＴ３－１、ＡｍＴ３－２、
ＡｍＴ３－３），对照组为４日龄幼虫肠道（ＡｍＣＫ－１、ＡｍＣＫ－２、
ＡｍＣＫ－３）。　
１．３．３　ＲＮＡ抽提和 ｃＤＮＡ合成　液氮冷却研磨，按照 ＲＮＡ
抽提试剂盒的说明书进行 ＲＮＡ抽提，最后将 ＲＮＡ溶解于
２００μＬＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ水中。取１μＬ溶解的 ＲＮＡ，用 Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ
６００分光光度计（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，美国）定量确定浓度。
１．３．４　ｍＲＮＡ纯化与ｃＤＮＡ合成　抽提的总ＲＮＡ首先利用
１０ＵＤＮａｓｅⅠ在 ３７℃条件下消化 １ｈ，然后利用 Ｏｌｉｇｏｔｅｘ
ｍＲＮＡＫｉｔｓＭｉｄｉ进行ｍＲＮＡ纯化，纯化后的ｍＲＮＡ用分光光
度计进行定量。以１０μｇｍＲＮＡ作为模板，ＧｓｕＩ－ｏｌｉｇｏｄＴ作
为反转录引物，用１０００ＵＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔⅡ逆转录酶在４２℃下孵
育１ｈ合成第１链ｃＤＮＡ；随后利用高碘酸钠氧化ｍＲＮＡ的５′
端帽子结构，并连接生物素；通过 ＤｙｎａｌＭ２８０磁珠筛选连接
了生物素的ｍＲＮＡ／ｃＤＮＡ，并通过碱裂解释放第１链 ｃＤＮＡ；
然后通过ＤＮＡ连接酶在第１链ｃＤＮＡ的５′末端加上接头，利

用ＥｘＴａｑ聚合酶合成第２链ｃＤＮＡ。最后通过 ＧｓｕⅠ酶切去
除ｐｏｌｙＡ和５′端接头。
１．３．５　ｃＤＮＡ测序　将３、４、５、６日龄意蜂幼虫中肠组织的
ｃＤＮＡ利用 ７０５型 ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ超声波破碎仪打断至
３００～５００ｂｐ，利用Ａｍｐｕｒｅｂｅａｄｓ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司，美国）进行纯
化。随后纯化的ｃＤＮＡ利用ＴｒｕＳｅｑＴＭＤＮＡＳａｍｐｌｅＰｒｅｐＫｉｔ－
ＳｅｔＡ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司，美国）构建文库，并利用 ＴｒｕＳｅｑＰＥ
ＣｌｕｓｔｅｒＫｉｔ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司，美国）进行扩增。最后 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｈｉｓｅｑ２５００测序仪进行测序反应。测序数据已上传 ＮＣＢＩ
ＳＲＡ数据库，ＳＲＡＮｕｍ：ＳＲＡ４５６７２２。
１．３．６　基因表达丰度统计　通过 ＩｌｌｕｍｉｎａＰＥ１２５测序，获得
大量原始读段，去除含接头、含 Ｎ比例大于１０％的和低质量
的读段，得到清晰读段，进而利用 Ｔｏｐｈａｔ软件将清晰读段比
对至意蜂的参考基因组（Ａｍｅｌ＿４．５），表达量的计算使用
ＦＰＫＭ法［１０］，其计算公式为：ＦＰＫＭ＝（１０６Ｃ×１０３）／（ＮＬ）。
１．４　高表达基因的ＧＯ分类及ＫＥＧＧ代谢通路富集分析

根据基因的ＦＰＫＭ值，选取各肠道样品表达量水平最高
的前１００个基因，利用在线分析工具 ＯｍｉｃｓＳｈａｒｅ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｏｍｉｃｓｈａｒｅ．ｃｏｍ／ｔｏｏｌｓ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ／Ｈｏｍｅ／Ｉｎｄｅｘ／ｉｎｄｅｘ．
ｈｔｍｌ）进行ＧＯ分类及ＫＥＧＧ代谢通路富集分析。

２　结果与分析

２．１　ＲＮＡｓｅｑ测序数据概述
对１２个肠道样品进行深度测序，获得的读段数都在

２６４０５０２０条以上，去除低质量读段后的清晰读段数达到
２６４０５０２０条以上，Ｑ２０达到９７％以上，说明 ＲＮＡ－ｓｅｑ数据
质量较好。首先将清晰读段比对核糖体数据库，最多允许５
个错配，去除比对上核糖体的读段，剩余读段用于比对意蜂参

考基因组（表１、表２）。各样品比对上的比例均在８６％以上，
说明测序数据真实可靠。并对各肠道样品进行主成分分析

（ＰＣＡ）（图１），结果显示处理组和对照组样品的聚类情况良
好，说明测序样品具有较好的重复性。

２．２　各肠道样品前１００个高表达基因的ＧＯ分类
一般认为ＦＰＫＭ值在０．１０～３．７５之间的是低表达基因，

在＞３．７５～１５之间为中度表达基因，大于１５的为高表达基
因，根据ＦＰＫＭ值对各样品基因进行排序，选取前１００位的高

表１　ＲＮＡ－ｓｅｑ数据过滤信息统计

样本名
有效读段

（条）

含接头读段

（条）

低质量读段

（条）

含ｐｏｌｙＡ
（条）

含Ｎ读段
（条）

Ｑ２０

ＡｍＣＫ－１ ３０８０２８９８（９８．８９％） ８８８４２（０．５７％） ８３７３５（０．５４％） ２７（０） ２０（０） ３７９０７３５５１６（９８．４５％）
ＡｍＣＫ－２ ３０８０２８９８（９８．８８％） １０１９８３（０．６６％） ７２７８３（０．４７％） ２０（０） ８１（０） ３７９４９８６０４７（９８．５６％）
ＡｍＣＫ－３ ２９８８４３７８（９８．８３％） １０９７１７（０．７３％） ６５６４９（０．４３％） ５（０） １３３８（０．０１％） ３６７３６５５０６５（９８．３４％）
ＡｍＴ１－１ ２８４０７６１８（９８．７２％） １０６７９１（０．７５％） ７５４７３（０．５２％） ２６（０） １３３３（０．０１％） ３４８９８４５３４９（９８．２８％）
ＡｍＴ１－２ ２９２６２３９４（９８．９８％） ９０１１５（０．６１％） ５９８２７（０．４％） １２（０） １３１１（０．０１％） ３５９８４６６３８４（９８．３８％）
ＡｍＴ１－３ ２９９１８５７８（９９．０１％） ８４５１０（０．５６％） ６５００５（０．４３％） １３（０） ９９（０） ３６８６５８３９２５（９８．５８％）
ＡｍＴ２－１ ３１４２９１９４（９８．８８％） ９７１８０（０．６１％） ８１２６５（０．５１％） １４（０） ０（０） ３８６９７５２６０４（９８．５０％）
ＡｍＴ２－２ ２６４０５０２０（９８．８４％） ９０５７３（０．６８％） ６３５１９（０．４８％） １２（０） １２０５（０．０１％） ３２４５６８０５７６（９８．３４％）
ＡｍＴ２－３ ２８２３８６１６（９８．９３％） ８１５７９（０．５７％） ７１４７８（０．５％） ７（０） ９８（０） ３４７８９４０９３９（９８．５６％）
ＡｍＴ３－１ ３０８６００１０（９９．０３％） ８５０２２（０．５５％） ６５１２１（０．４２％） ６６（０） １４３６（０．０１％） ３７９５４３９２７５（９８．３９％）
ＡｍＴ３－２ ２８７２０３２４（９７．２４％） １０００９５（０．６８％） ３０６３０３（２．０７％） ３１（０） ４４６（０） ３５１２０２４３７６（９７．８３％）
ＡｍＴ３－３ ２９７５８８１２（９７．１６％） １１４９８９（０．７５％） ３１９６６８（２．０９％） ２５（０） ４７８（０） ３６３８３０６２４４（９７．８１％）

　　注：括号内为占比，表２同。
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表２　Ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ与参考基因组的比对信息统计

样本 总读段（条） 未比对上读段（条） 唯一比对上读段（条） 多比对读段（条） 比对比率

ＡｍＣＫ－１ ３０５４０１５６ ３３８１６５３（１１．０７％） ２６８４８８４９（８７．９１％） ３０９６５４（１．０１％） ８８．９３％
ＡｍＣＫ－２ ３０５４４８２４ ３２２１１７１（１０．５５％） ２６９８３９８３（８８．３４％） ３３９６７０（１．１１％） ８９．４５％
ＡｍＣＫ－３ ２９６３６４０２ ３２４０６４６（１０．９３％） ２６０１００６０（８７．７６％） ３８５６９６（１．３０％） ８９．０７％
ＡｍＴ１－１ ２７９４２９５２ ３３６９１９７（１２．０６％） ２４３０６９９３（８６．９９％） ２６６７６２（０．９５％） ８７．９４％
ＡｍＴ１－２ ２９０４５２３０ ３１８０３１８（１０．９５％） ２５５９７７７８（８８．１３％） ２６７１３４（０．９２％） ８９．０５％
ＡｍＴ１－３ ２９７５９６１６ ３２０２４６２（１０．７６％） ２６２８８３３８（８８．３４％） ２６８８１６（０．９０％） ８９．２４％
ＡｍＴ２－１ ３０９０８７９０ ３５４５９７１（１１．４７％） ２７０６６８９９（８７．５７％） ２９５９２０（０．９６％） ８８．５３％
ＡｍＴ２－２ ２６０２５２０６ ３０９８２２６（１１．９０％） ２２６９４７１４（８７．２０％） ２３２２６６（０．８９％） ８８．１０％
ＡｍＴ２－３ ２７９６５６８８ ２９９６８３３（１０．７２％） ２４７０１１３７（８８．３３％） ２６７７１８（０．９６％） ８９．２８％
ＡｍＴ３－１ ２９８４９５０８ ４０９１６８９（１３．７１％） ２５４１０５８７（８５．１３％） ３４７２３２（１．１６％） ８６．２９％
ＡｍＴ３－２ ２８５７５２６８ ３８０１６７７（１３．３０％） ２４４６９７８１（８５．６３％） ３０３８１０（１．０６％） ８６．７０％
ＡｍＴ３－３ ２９５１２７３４ ４０５９１９６（１３．７５％） ２５１６６０９０（８５．２７％） ２８７４４８（０．９７％） ８６．２５％

表达基因进行下一步分析。

将意蜂幼虫肠道表达水平最高的１００个基因进行 ＧＯ注
释（图２），这１００个高表达基因主要集中在细胞组分、生物学
进程和分子功能上发挥作用，ＡｍＣＫ、ＡｍＴ１和 ＡｍＴ２的高表
达基因ＧＯ分类数均为２９个，ＡｍＴ３的分类数有２７个，在细
胞组分方面，基因主要富集在细胞整体、细胞部分、胞外区、大

分子复合物、隔膜、隔膜部分、细胞器和细胞器部分；在生物学

进程方面，基因主要富集在细胞进程、行为、生物调节、细胞组

分起源、发育进程、代谢进程、定位、多组织进程、多细胞组织

进程、繁殖、繁殖进程、刺激反应、单组织进程；在分子功能方

面，基因主要富集在抗氧化活性、电子载体活性、结合

（Ｂｉｎｄｉｎｇ）、催化活性、结构分子活性。此外，富集在细胞组分
中的基因比率高于在分子功能、生物学进程中的基因比率。

ＡｍＴ１与ＡｍＣＫ比较，同是 ４日龄，高表达基因富集的
ＧＯ分类数量相同，且分别富集在细胞组分、生物学进程和分
子功能上的基因数量基本一致，说明在胁迫的早期阶段，球囊

菌尚未唤起意蜂幼虫的应答，ＡｍＴ１、ＡｍＴ２、ＡｍＴ３之间比较，
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高表达基因富集的ＧＯ分类数量逐渐下降，且分别富集在细
胞组分、生物学进程和分子功能上的基因数量也呈逐渐下降

的趋势，说明随着时间延长，球囊菌胁迫增强，意蜂幼虫的应

答也逐渐增强。

同时，ＧＯ富集分析结果显示，随着胁迫时间的延长，富
集在代谢过程和催化活性上的基因数量呈下降趋势，表明随

着球囊菌的增殖破坏了幼虫肠道的正常代谢功能。

２．３　各肠道样品前１００个高表达基因的 ＫＥＧＧ代谢通路富
集分析

对样品 ＡｍＣＫ、ＡｍＴ１、ＡｍＴ２、ＡｍＴ３表达水平最高的前
１００个基因进行 ＫＥＧＧ在线分析，结果显示这些基因分别富
集在９４、９３、９３、８３个代谢通路上（图３）。统计分析发现这些
高表达基因主要集中在新陈代谢、有机体系统、遗传信息加

工、环境信息加工等６个途径上。

２．３．１　新陈代谢　根据ＫＥＧＧ直系同源号进行分类，ＡｍＣＫ
新陈代谢相关基因涉及脂代谢、碳水化合物代谢、其他氨基酸

代谢、氨基酸代谢、能量代谢、萜类和酮类化合物的代谢、外来

物质的降解和代谢等８个代谢途径。分析结果显示，细胞色
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素Ｃ氧化酶Ⅰ、线粒体ＡＴＰ合酶脂质结合蛋白、细胞色素 ｂ、
细胞色素Ｃ氧化酶Ⅱ（线粒体）４个编码蛋白参与能量代谢，
酮脂酰ＣｏＡ硫解酶、谷胱甘肽 Ｓ－转移酶 Ｓ１、类视黄醛脱氢
酶参与脂类代谢过程、α－葡萄糖苷酶前体、山梨糖醇脱氢
酶、果糖二磷酸醛缩酶参与碳代谢过程。精氨酸激酶同工酶、

酮脂酰ＣｏＡ硫解酶、类视黄醛脱氢酶参与氨基酸代谢过程，
在细胞色素 Ｐ４５０通路上的谷胱甘肽 Ｓ－转移酶 Ｓ１基因、谷
胱甘肽Ｓ－转移酶Ｄ１型Ｘ２基因共同作用，细胞色素Ｐ４５０是
一种含高铁血红素的蛋白，作为一种末端氧化酶，细胞色素

Ｐ４５０主要催化机体内源和外源性物质在体内的氧化反应，参
与大部分药物的氧化代谢［１３－１４］。可以得到多个基因可以参

与多个通路。

２．３．２　遗传信息加工　遗传信息加工通路中主要涉及转录、
翻译、折叠、组装和降解，其中参与翻译通路高表达基因占据

一个很大的比例，其中主要有编码 ４０Ｓ核糖体蛋白基因和
６０Ｓ核糖体蛋白，总共有３７个基因编码这２类蛋白，翻译通
路中的ＲＮＡ转运的延伸因子１－α同工酶基因，该基因参与
许多重要的细胞过程和疾病，包括信号传导、翻译控制、凋亡、

细胞骨架组成、病毒复制等［１５］。热休克蛋白在涉及转录、转

移、折叠、组装和降解过程，该基因参与新生蛋白折叠、组装加

工成有生物学活性的蛋白质。

２．３．３　环境信息加工　在ＫＥＧＧ分析中，环境信息加工过程
具有２个方面，分别是信号转导和信号分子及其相互作用。
４０Ｓ核糖体蛋白Ｓ６、肌动蛋白相关蛋白等参与相关信号转导
表达。

２．３．４　细胞进程　细胞进程中高表达基因主要富集在转运
和分解代谢、细胞运动、细胞通讯等３个方面。天冬氨酸蛋白
酶、ＧＬ１２４１６、ＮＰＣ２蛋白质、肌动蛋白、热休克蛋白等参与转
运和分解代谢。通路中 ＧＬ１２４１６基因产物参与吞噬体的形
成以及细胞通讯过程中的间隙连接，相关基因还参与溶酶体

的形成和作用。肌动蛋白参与吞噬体通路过程，是细胞的一

种重要骨架蛋白。同时肌动蛋白细胞分泌、吞噬、移动、胞质

流动和胞质分离等细胞通讯过程中起重要作用。

２．３．５　有机体系统　有机体系统主要包括免疫系统、循环系
统、消化系统等９个系统。超氧化物歧化酶、热休克蛋白等蛋
白参与有机体系统。热休克蛋白参与ＭＰＫＭ通路，丝裂原活
化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）是生物体内重要的信号转导系统之一，
参与介导生长、发育、分裂、分化、死亡以及细胞间的功能同步

等多种细胞过程，ＭＡＰＫ能被多种炎性刺激激活，并对炎症的
发生、发展起重要调控作用［１６－１７］。

２．４　对照组与处理组间比较
意蜂幼虫肠道 ＡｍＣＫ、ＡｍＴ１、ＡｍＴ２之间的差异性不大，

高表达基因富集在新陈代谢、有机体系统、遗传信息加工、环

境信息加工和细胞进程上的代谢通路数基本一致。ＡｍＴ３相
对于 ＡｍＣＫ具有一些特异性基因，特异性表达出一些抗菌
肽、防御素前体蛋白物质等，抗菌肽指昆虫体内经诱导而产生

的一类具有抗菌活性的碱性多肽物质，抗菌肽对部分真菌、原

虫、病毒及癌细胞等均具有强有力的杀伤作用［１８－１９］，说明随

着球囊菌胁迫时间的增加，幼虫肠道诱导产生抗菌肽。

２．５　处理组间比较
在球囊菌胁迫前期（ＡｍＴ１、ＡｍＴ２），高表达基因富集在新

陈代谢、有机体系统、遗传信息加工、环境信息加工和细胞进

程上的代谢通路数基本一致，而在ＡｍＴ３胁迫后期，高表达基
因富集在新陈代谢上的代谢通路数大幅下降，并且免疫性物

质增加，再次说明球囊菌对意蜂幼虫的生长代谢产生了严重

影响，防御机制开始发挥作用。

ＫＥＧＧ代谢通路富集分析结果（表 ３至表 ６）显示，
ＡｍＣＫ、ＡｍＴ１、ＡｍＴ２和ＡｍＴ３中基因富集量最多的都为核糖
体通路，但是富集的基因数量呈逐渐下降的趋势，说明球囊菌

破坏了宿主的蛋白合成系统，推测球囊菌能通过互作减少宿

主的营养供给，从而促进自身增殖。

表３　ＡｍＣＫ组基因富集量前１０位ＫＥＧＧ代谢通路统计

通路
基因数量

（个）
通路ＩＤ

核糖体 ４１ ｋｏ０３０１０
氧化磷酸化 ４ ｋｏ００１９０
心脏肌肉收缩 ３ ｋｏ０４２６０
谷胱甘肽代谢 ３ ｋｏ００４８０
药物代谢－细胞色素Ｐ４５０ ２ ｋｏ００９８２
外来物质代谢－细胞色素Ｐ４５０ ２ ｋｏ００９８０
戊糖、葡萄糖醛酸转换 ２ ｋｏ０００４０
β－丙氨酸代谢 ２ ｋｏ００４１０
果糖和甘露糖代谢 ２ ｋｏ０００５１
脂肪酸降解 ２ ｋｏ０００７１

表４　ＡｍＴ１样品基因富集量最多的前１０个ＫＥＧＧ代谢通路

通路
基因数量

（个）
通路ＩＤ

核糖体 ４２ ｋｏ０３０１０
谷胱甘肽代谢 ３ ｋｏ００４８０
氧化磷酸化 ３ ｋｏ００１９０
药物代谢－细胞色素Ｐ４５０ ２ ｋｏ００９８２
外来物质代谢－细胞色素Ｐ４５０ ２ ｋｏ００９８０
戊糖、葡萄糖醛酸转换 ２ ｋｏ０００４０
β－丙氨酸代谢 ２ ｋｏ００４１０
果糖和甘露糖代谢 ２ ｋｏ０００５１
脂肪酸降解 ２ ｋｏ０００７１
心脏肌肉收缩 ２ ｋｏ０４２６０

表５　ＡｍＴ２样品基因富集量最多的前１０个ＫＥＧＧ代谢通路

通路
基因数量

（个）
通路ＩＤ

核糖体 ３３ ｋｏ０３０１０
心脏肌肉收缩 ３ ｋｏ０４２６０
氧化磷酸化 ３ ｋｏ００１９０
药物代谢－细胞色素Ｐ４５０ ２ ｋｏ００９８２
外来物质代谢－细胞色素Ｐ４５０ ２ ｋｏ００９８０
果糖和甘露糖代谢 ２ ｋｏ０００４０
β－丙氨酸代谢 ２ ｋｏ００４１０
果糖和甘露糖代谢 ２ ｋｏ０００５１
脂肪酸降解 ２ ｋｏ０００７１
精氨酸和脯氨酸代谢 ２ ｋｏ００３３０

２．６　各肠道样品前１００个高表达基因的Ｖｅｎｎ分析
对处理组和对照各幼虫肠道样品的 Ｖｅｎｎ分析结果显

示，７２个高表达基因为ＡｍＣＫ、ＡｍＴ１、ＡｍＴ、ＡｍＴ３所共有，各
样品中的特有高表达基因分别为１、２、２、１３个，特有的高表达
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表６　ＡｍＴ３样品基因富集量最多的前１０个ＫＥＧＧ代谢通路

通路
基因数量

（个）
通路ＩＤ

核糖体 ２８ ｋｏ０３０１０
心脏肌肉收缩 ３ ｋｏ０４２６０
氧化磷酸化 ３ ｋｏ００１９０
果糖和甘露糖代谢 ２ ｋｏ０４２６０
β－丙氨酸代谢 ２ ｋｏ００４１０
精氨酸和脯氨酸代谢 ２ ｋｏ００３３０
溶酶体 ２ ｋｏ０４１４２
内质网蛋白加工 ２ ｋｏ０４１４１
柠檬油蒎烯降解 １ ｋｏ００９０３
氯代烷和氯代烯烃的降解 １ ｋｏ００６２５

基因大多是编码抗菌肽、防御素前体、铁蛋白、抑制剂等免疫

方面的基因，推测这些共有基因在球囊菌侵染的全过程都发

挥着重要功能，而少数特有基因则在病程的各个阶段分别发

挥作用，对这些共有与特有高表达基因的深入研究将有助于

揭示意蜂幼虫的应答机制（图４）。

３　讨论

本研究选取意蜂幼虫肠道作为测序材料，因为肠道是球

囊菌侵染的主要场所，其转录组变化能更准确地反映意蜂幼

虫对球囊菌入侵的应答。为了从全局水平了解意蜂幼虫受球

囊菌胁迫前后的基因表达谱，本研究利用 ＲＮＡ－ｓｅｑ技术对
正常幼虫肠道和球囊菌胁迫的幼虫肠道进行深度测序，通过

比对意蜂参考基因组，共发现有１３５９２个基因在幼虫肠道中
表达，其中已知基因有１１９１８个（８７．６８％），另有１９７个新基
因，这些新基因将为完善意蜂基因组信息提供一定补充。

Ｖｅｎｎ分析结果显示，４个肠道样品中的共有高表达基因
有７２个，比如部分参与核糖体通路的基因，合成加工成供幼
虫自身生长发育需要的物质，也有参与核糖体通路的Ｕ－ｂｏｘ
结构域蛋白基因，可作为分子伴侣或辅分子伴侣，还可能作为

剪接体的部分因子，识别细胞内错误折叠或异常蛋白质，从而

使其正确折叠或降解。另外，Ｕ－ＢＯＸ蛋白质还与癌病变以
及自身免疫性疾病等病理过程有关，该类蛋白质通常还在将

底物转运给蛋白体的过程中起作用，调节着体内蛋白质的降

解［２０］。各样品中的特有高表达基因分别有１、２、２、１３个，对
比处理组样品和对照组样品中的特有高表达基因，将有可能

是意蜂幼虫响应球囊菌胁迫的关键应答基因，基因编码的核

苷酸结合蛋白β亚基１在 ＡｍＴ３上特异性表达，该蛋白特异
性结合抗原，可以起到抗体的作用，在抵御侵染上起到一定作

用。对比处理组各样品中的特有高表达基因，或许能为明确

球囊菌胁迫过程不同阶段的关键应答基因提供重要线索，这

些特有高表达基因值得进一步研究。

　　由于经费限制，本研究只设４日龄正常幼虫肠道作为对
照组，会导致一些基因表达信息的缺失，因此，对４、５、６日龄
正常幼虫肠道分别取样并同时进行深度测序，便于更全面地

获得意蜂幼虫响应球囊菌胁迫的基因表达谱信息。

　　本研究中，在进行 ＲＮＡ－ｓｅｑ数据分析时，发现有部分
ｒｅａｄｓ不能定位于已有的意蜂参考基因组，它们有可能是尚未
克隆的新基因，这些新基因也许在意蜂幼虫肠道发育中发挥

重要作用。本研究利用ＲＮＡ－ｓｅｑ技术对正常和球囊菌胁迫
意蜂幼虫肠道进行深度测序，通过对各样品表达量水平最高

的前１００个基因进行 ＧＯ分类和 ＫＥＧＧ代谢通路富集分析，
初步解析了意蜂幼虫响应球囊菌胁迫的应答，推测在６日龄
之后免疫机制迅速增强，应答机制的深入阐释有赖于差异表

达基因的进一步研究。
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１０个 ＤＮＡ分子标记在小麦抗条锈病
辅助育种上的应用

张成兵１，刘青利２，张先平１，李　云１，邢丽红１，张　羽３

（１．陕西省汉中市农业科学研究所，陕西汉中７２３０００；２．陕西省渭南市临渭区种子管理站，陕西渭南 ７１４０００；
３．陕西理工大学生物科学与工程学院，陕西汉中７２３０００）

　　摘要：条锈病是小麦新品种大面积推广应用的主要限制因素。分子标记辅助选择是对小麦遗传资源抗性评价和
加速抗性品种培育的有效途径。本研究以６份陕西省汉中地区主要推广的小麦品种、４份汉５与贵农２２杂交后选育
的高代品系、３２份汉６与贵农２２杂交后选育的高代品系、２份育种材料及１份抗锈性鉴定诱发品种铭贤１６９为材料，
利用与小麦抗条锈病基因有关的１０个 ＤＮＡ分子标记，检测了４５份供试材料中抗条锈病基因的分布情况。结果显
示，供试材料中携带Ｙｒ９－２基因的最多，占９３．３３％，其次为 Ｙｒ５基因，占８４．４４％，携带 Ｙｒ９－１基因的占８０．００％，
Ｙｒ１５基因在４５份供试材料中都没有检测到；铭贤１６９中１０个标记位点都没有检出抗性基因；同时在１个材料中检测
到４个抗性ＤＮＡ标记的最多，占２２．２２％。有的抗条锈病分子标记是基于特定的材料而构建的，不一定适合对所有小
麦资源进行抗性检测，与目标基因有多个连锁标记时选择遗传距离最小的标记，在抗病品种培育过程中分子标记检测

应结合田间抗病性鉴定共同筛选抗性材料。

　　关键词：条锈病；小麦；抗条锈病基因；抗性标记；分布
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　　条锈病是由条形柄锈菌小麦专化型（Ｐｕｃｃｉｎｉａｓｔｒｉｉｆｏｒｍｉｓ
ｆ．ｓｐ．ｔｒｉｔｉｃｉ）引起的小麦叶部病害，是世界上小麦的主要真菌
病害，也是我国小麦生产中重要的病害之一，在我国曾多次大

流行［１］。防治小麦条锈病主要通过使用化学农药和种植抗

性品种２种途径，化学防治通常成本高、污染环境且残留的成
分危害人类健康。因此，发掘新的优良抗条锈病基因及其紧

密连锁的分子标记，培育持久高抗病品种具有经济、有效、环

保等重要意义。随着ＤＮＡ分子标记技术的发展，相继开发了
一些与条锈病抗性基因紧密连锁的分子标记，利用已知抗条

锈病基因的分子标记，可以从ＤＮＡ水平上对育种材料进行快
速、准确的检测和评价，进而明确小麦品种中抗性基因的分

布，为高效开展条锈病抗性基因聚合育种带来了新的契机。

Ｃｈｅｎ等筛选到了与抗性基因 Ｙｒ５紧密连锁的随机扩增多态
性ＤＮＡ（ｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍＤＮＡ，简称ＲＡＰＤ）
和简单序列重复（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称 ＳＳＲ）标记［２］。

Ｗｅｎｇ等筛选到了与 Ｙｒ９紧密连锁的 ＳＳＲ标记 Ｘｇｗｍ５８２
（３．７ｃＭ）和 Ｘｇｗｍ２６４（３７．９ｃＭ）［３］。邵映田等在 Ｙｒ１０的供
体亲本Ｍｏｒｏ中筛选到与Ｙｒ１０紧密连锁的扩增片段长度多态
性（ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称 ＡＦＬＰ）标
记［４］。Ｐｅｎｇ等研究了与抗条锈病基因 ＹｒＨ５２、Ｙｒ１５连锁的分
子标记［５］。刘亚萍在小麦 １ＢＳ上筛选到 Ｙｒ２４的 ＳＳＲ标记
Ｘｇｗｍ１１（６．１ｃＭ）和Ｘｇｗｍ２７３（７．１ｃＭ）［６］。严俊等在抗病材
料Ｈ５２中筛选到抗性连锁的抗性基因类似物（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ
ａｎａｌｏｇｕｅ，简称ＲＧＡ）分子标记［７］。殷贵鸿等从小麦抗条锈病

骨干亲本周８４２５Ｂ中筛选得到与抗性基因紧密连锁的片段
长度为 ３４３ｂｐ的抗病基因类似序列多态性分子标记技术
（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅａｎａｌｏｇｕｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称 ＲＧＡＰ）标记
Ｘｒｇａ－１［８］。李嘉从济麦２２／ＡｖｏｃｅｔＳ和济９６５２６１中分别找到
了抗条锈病基因的连锁 ＳＳＲ标记 Ｘｗｍｃ６５８、Ｘｇｗｍ５８２［９］。朱
晓娜等筛选到抗条中３２号小种（ＣＹＲ３２）的特异ＲＡＰＤ标记
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