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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而导致白垩病的致死性真菌病

原。基于前期已获得的高质量纳米孔（Nanopore）长读段测序数据，对蜜蜂球囊菌菌丝（AaM）和孢子（AaS）

中的毒力因子相关全长转录本进行鉴定和分析，为毒力因子相关剪接异构体的功能研究提供参考信息和基

础。【方法】 利用 BLAST 工具，将 AaM 和 AaS 中的所有全长转录本比对 Nr 数据库，以鉴定蜜蜂球囊菌

的毒力因子（几丁质酶、脂肪酶、水解酶和蛋白酶）相关的全长转录本。使用 minimap2 软件，将 AaM 和

AaS 中的全长转录本序列与蜜蜂球囊菌参考基因组注释的已知转录本序列进行比对，将比对到参考基因组

的全长转录本进行归一化处理，再通过每百万计数法（Counts per million，CPM）计算毒力因子相关全长

转录本的表达量。利用百迈克云平台的相关工具绘制转录本的表达量聚类热图。通过 IGV 浏览器对部分

毒力因子相关全长转录本结构进行可视化。【结果】 在 AaM 鉴定到毒力因子相关的 367 个基因及 407 个全

长转录本，包括 12 条几丁质酶相关全长转录本，48 条脂肪酶相关全长转录本，289 条水解酶相关全长转录

本，58 条蛋白酶相关全长转录本。在 AaS 鉴定到毒力因子相关 367 个基因及 400 个全长转录本，包括 14 条

几丁质酶相关全长转录本，63 条脂肪酶相关全长转录本，267 条水解酶相关全长转录本，56 条蛋白酶相关

全长转录本。另外，AaM 和 AaS 特有的毒力因子（几丁质酶、脂肪酶）相关全长转录本分别有 0 条和 17

条，共有的毒力因子相关全长转录本有 60 条。进一步分析发现，蜜蜂球囊菌的部分毒力因子基因可通过

可变剪接形成多条剪接异构体。【结论】 共鉴定到蜜蜂球囊菌毒力因子（几丁质酶、脂肪酶、水解酶和蛋

白酶）相关的 367 个基因和 486 条全长转录本；相比于蜜蜂球囊菌参考基因组注释的转录本，绝大多数毒

力因子基因对应的全长转录本数量更多且结构更为复杂。研究结果丰富了蜜蜂球囊菌毒力因子相关基因和

转录本的注释信息，为毒力因子相关剪接异构体的功能研究提供了基础，也为白垩病防控提供了潜在靶点。 

关键词  蜜蜂球囊菌；菌丝；孢子；毒力因子；全长转录本；第三代测序 
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Abstract  [Objectives]  To identify and analyze virulence factor-related full-length transcripts of Ascosphaera apis, a lethal 
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fungal pathogen that exclusively infects honeybee larvae causing chalkbrood disease, using previously gained high-quality 

long-read sequencing data, thereby providing reference information and a foundation for the functional study of virulence 

factor-associated isoforms of this pathogen. [Methods]  All full-length transcripts of A. apis mycelium (AaM) and spores 

(AaS) were aligned to the Nr database using BLAST tool to identify full-length transcripts relative to virulence factors, such as 

chitinase, lipase, hydrolase and protease. Sequences of full-length transcripts in AaM and AaS were aligned to those of known 

transcripts annotated in the A. apis reference genome, followed by normalization of the numbers of full-length transcripts 

mapped to the reference genome. The expression levels of each virulence factor-related, full-length transcript were then 

calculated. A heatmap showing the spatial pattern of transcript expression was drawn using the appropriate tool in BMKCloud 

and the structures of partial virulence factor-related full-length transcripts were visualized in IGV browser. [Results]  367 

genes and 407 full-length transcripts associated with virulence factors were identified in AaM, of which 12 were 

chitinase-related, 48 lipase-related, 289 hydrolase-related and 58 protease-related. 367 genes and 400 full-length transcripts 

associated with virulence factors were identified in Aas, of which 14 were chitinase-related, 63 lipase-related, 267 

hydrolase-related and 56 protease-related. In addition, there were 0 and 17 unique virulence factor-related, full-length 

transcripts（lipase-related and chitinase-related transcripts）in AaM and Aas, respectively, and 60 that were common to mycelia 

and spores. Further analysis indicated that part of the virulence factor-related genes can generate several isoforms via 

alternative splicing. [Conclusion]  A total of 367 genes and 486 full-length transcripts associated with virulence factors, such 

as chitinase, lipase, hydrolase and protease were identified. Most full-length transcripts corresponding to virulence 

factor-related genes were relatively abundant and had more complex structures. Our findings enrich the annotation of genes 

and transcripts relevant to Ascosphaera apis virulence factors, provide a foundation for the functional study of virulence 

factor-associated isoforms and offer potential targets for the prevention and control of chalkbrood in honey-bees. 

Key words  Ascosphaera apis; mycelium; spore; virulence factor; full-length transcript; third-generation sequencing 

蜜蜂球囊菌 Ascosphaera apis 专性侵染蜜蜂

幼虫，导致的白垩病对蜜蜂健康和养蜂业造成较

大危害。对于蜜蜂球囊菌的毒力因子，相关研究

不够全面和深入。早在 2006 年，Qin 等（2006）

就利用 Sanger 测序技术组装了蜜蜂球囊菌的基

因组，但作者公布序列信息的同时并未公布功能

信息，导致该版本长期无法被利用。Shang 等

（2016）通过二代测序技术重新组装和注释了蜜

蜂球囊菌的参考基因组（Assembly AAP 1.0），

为开展相关分子生物学及组学研究奠定了基础，

该版本虽组装到 scafford 水平，但基因序列和功

能注释仍需完善，所有注释基因均缺乏 5UTR

和 3 UTR 信息。球孢白僵菌 Beauveria bassiana

是侵染昆虫的重要病原真菌，Zhang 等（2010）

研究发现 Bbhog1 和 Bbmpk1 与病原侵染过程中

调节疏水性及穿透体壁相关，并对球孢白僵菌的

菌种毒力具有潜在影响。Carollo 等（2010）在

对金龟子绿僵菌 Metarhizium anisopliae 的研究

中发现磷脂和肉碱等脂代谢相关物质的增多可

加速菌丝生长进而促进侵染进程。与球孢白僵菌

和金龟子绿僵菌等其他真菌病原不同，蜜蜂球囊

菌只能通过经口摄入的途径侵染蜜蜂幼虫，病原

孢子在幼虫中肠内低水平萌发，至预蛹期中肠和

后肠肠间的隔膜消失，病原孢子随食物涌入后

肠，在接触氧气后剧烈萌发，同时菌丝大量生长

并相继穿透肠壁和体壁，进而杀死幼虫，期间伴

随着几丁质酶、蛋白酶、脂肪酶和水解酶等多种

毒力因子的合成与释放（Cornman et al.，2012）。

Cornman 等（2012）利用 454 焦磷酸测序技术对

液体或固体培养基上培养的蜜蜂球囊菌菌丝及

患白垩病的西方蜜蜂 Apis mellifera 幼虫体表长

出的菌丝进行测序和比较分析，鉴定到 1 个葡糖

淀粉酶基因，3 个几丁质酶基因，16 个氨酰酶基

因，30 个酯酶基因，42 个蛋白酶基因，24 个脂

肪酶基因以及若干其他毒力因子基因。笔者所在

课题组前期利用 Illumina测序得到的短读段组装

和注释了蜜蜂球囊菌的第一个参考转录组（张曌

楠等，2017），并通过解析蜜蜂球囊菌侵染意大

利蜜蜂 Apis mellifera ligustica 幼虫和中华蜜蜂

Apis cerana cerana 幼虫过程的转录组动态初步
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揭示了病原的侵染机制（陈大福等，2017a；郭

睿等，2017b）。 

此前，笔者所在团队曾对蜜蜂球囊菌的毒力

因子进行了一些生化研究，在蜜蜂球囊菌的体外

培养实验中，通过诱导蜜蜂球囊菌分泌胞外蛋白

酶并利用相应底物进行酶活测定，结果显示蜜蜂

球囊菌分泌的胞外蛋白酶主要为酪蛋白酶、偶氮

酪蛋白酶和胶原蛋白酶（李飞雄等，2011）；通

过 SDS-PAGE 和染色对健康蜜蜂幼虫和患白垩

病幼虫的血淋巴进行分析和比较，发现患病幼虫

血淋巴中的蛋白组分发生降解，蜜蜂球囊菌能分

泌胞外酶降解幼虫的组织和器官，为自身的增殖

提供营养物质（郑志阳等，2011）；通过配制含

不同金属离子的产酶培养基分析和探讨不同金属

离子对蜜蜂球囊菌几丁质酶活力的影响(刘鹏虎

等，2008)，发现胞外酶在侵染过程中对于蜜蜂

组织可进行有效降解从而促进球囊菌对于蜜蜂

的侵染进程（李江红等，2012）。此外，也通过

二代转录组分析揭示了蜜蜂球囊菌的毒力因子基

因在病原侵染意大利蜜蜂幼虫和中华蜜蜂幼虫过

程的潜在功能（陈大福等，2017b；郭睿等，2017a）。 

纳米孔（Nanopore）长读段测序技术是第三

代测序技术的代表，具有超长读长的显著优势，

无需拼接即可直接获取完整的转录本信息，近年

来已成功应用于动植物和微生物的全长转录组

的相关研究。近期，笔者所在团队利用 Nanopore

测序技术对蜜蜂球囊菌的菌丝样品（AaM）和孢

子样品（AaS）分别进行测序，获得了高质量的

长读段测序数据，构建和注释了蜜蜂球囊菌的首

个全长转录组（杜宇等，2021a；2021b），系统

解析了AaM和AaS中基因的可变剪接（Alternative 

splicing，AS）与可变腺苷酸化（Alternative 

polyadenylation，APA）（杜宇等，2021c），并高

质量完善了参考基因组的序列和功能注释。目

前，蜜蜂球囊菌的毒力因子研究较为滞后，毒力

因子相关的全长转录本信息仍然缺失。本研究基

于前期已获得的牛津纳米孔（Nanopore）长读段

测序数据对蜜蜂球囊菌菌丝和孢子中的毒力因

子相关全长转录本进行鉴定、定量和结构分析，

研究结果可丰富蜜蜂球囊菌的毒力因子信息，并

为毒力因子相关剪接异构体（Isoform）的功能

研究提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  Nanopore 长读段测序数据来源 

前期研究中，笔者所在团队利用 Nanopore

测序技术对 AaM 和 AaS 进行测序，分别测得 

6 321 704 和 6 259 727 条原始读段（Raw reads），

经严格质控和过滤得到 5 669 436 和 6 233 159 条

有效读段（Clean reads），进一步鉴定到 9 859 条

和 16 795 条非冗余全长转录本，平均长度分别

为 1 187 bp 和 1 303 bp，N50 分别达到 1 482 bp

和 1 658 bp（杜宇等，2021b）。高质量的 Nanopore

长读段测序数据可用于本研究中蜜蜂球囊菌毒

力因子相关全长转录本的鉴定及分析。 

1.2  毒力因子相关全长转录本的鉴定 

本研究综合参考笔者所在团队前期有关蜜

蜂球囊菌的生物化学、分子生物学和组学方面的

研究结果（刘鹏虎等，2008；郑志阳等，2011；

李江红等，2012；郭睿等，2017a，2017b；熊翠

玲等，2020）、前人（Cornman et al.，2012；

Svjetlana et al.，2012；Shang et al.，2016）关于

蜜蜂球囊菌的研究报道以及真菌毒力因子的相

关研究报道（Calderone and Fonzi，2001；Fang 

et al.，2009；罗飞飞等，2014），并运用 BLAST

工具将 AaM 和 AaS 中的所有全长转录本比对

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

数据库以鉴定蜜蜂球囊菌的毒力因子（几丁质酶、

脂肪酶、水解酶和蛋白酶）相关的全长转录本。 

1.3  毒力因子相关全长转录本的定量与分析 

参照杜宇等（ 2021b）的方法，先采用

Minimap2 软件（Li，2018）将 AaM 和 AaS 中的

全长转录本序列与蜜蜂球囊菌参考基因组

（Assembly AAP 1.0）注释的已知转录本序列进

行比对，以获取全长转录本与已知转录本的对应

信息。因 Nanopore 全长转录组测序可以模拟成

一个随机抽样的过程，故先对各样品中的比对上

蜜蜂球囊菌参考基因组的全长转录本序列数量
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进行归一化处理以真实反映转录本的表达量，再

通过每百万计数法（Counts per million，CPM） 

（Zhou et al.，2014）计算每一条全长转录本的

表达量，公式为：CPM=比对到转录本上的读段

数（Reads mapped to transcript）/样本中对齐的总读

段数（Total reads aligned in sample）× 1 000 000。利

用百迈克云平台（https://international.biocloud.net）

的相关工具绘制转录本的表达量聚类热图。参照

Sylvain 和 Michael（2007）的方法，通过 IGV

（Integrative genomics viewer）浏览器对毒力因

子相关全长转录本进行可视化。 

2  结果与分析 

2.1  蜜蜂球囊菌菌丝和孢子中毒力因子相关全

长转录本的表达谱 

在 AaM 中鉴定到 60 条毒力因子相关全长转

录本，它们的表达量介于 0.17-244.91，其中表达

量最高的全长转录本分别为 ONT.5196.1（溶血

磷脂酶），其次为 ONT.1648.1（磷脂酶 D/转磷脂

酶）和 ONT.4754.1（脂肪酶）。在 AaS 中鉴定到

77 条毒力因子相关全长转录本，它们的表达量

介于 0.16-931.93，其中表达量最高的全长转录本

为 ONT.5196.1 （ 溶 血 磷 脂 酶 ）， 其 次 为

ONT.7545.1（磷脂酶 PldA）和 ONT1436.2（脂

肪酶）。括号内文字为转录本对应蛋白在 Nr 数据

库的注释。 

进一步分析发现 AaM 和 AaS 特有的全长转

录本分别有 0 条和 17 条，共有的全长转录本有

60 条。表达量聚类分析结果显示上述共有全长

转录本在 AaM 和 AaS 中呈现出不同的表达谱，

部分全长转录本在 AaS 中的表达量更高，但更

多的全长转录本在 AaM 中具有更高的表达水平

（图 1）。 

 

 
 

图 1  AaM 和 AaS 共有的毒力因子相关全长转录本的表达量聚类 

Fig. 1  Expression clustering of virulence factor-associated full-length transcripts in AaM and AaS 
 

2.2  蜜蜂球囊菌菌丝中毒力因子相关全长转录

本的统计与分析 

在 AaM 中鉴定到几丁质酶相关的 12 条全长

转录本，包括 ONT.4227.2（内切几丁质酶 1）、

ONT1926.1（几丁质酶 3）、ONT.4553.2（几丁质

结合，结构域 3）和 rna4940（几丁质结合，1 型）

等；脂肪酶相关的 48 条全长转录本，包括

ONT.5196.1（溶血磷脂酶）和 rna1981（溶血磷

脂酶）等。几丁质酶相关全长转录本的详细信息

如表 1 所示；水解酶相关的 289 条全长转录本，

包括 rna4522（糖基水解酶族 43，五叶 β-推进器

结构域蛋白）和 ONT.60.1（糖基水解酶族 17）

等；蛋白酶相关的 58 条全长转录本条，包括

（ONT.6150.2（碱性丝氨酸蛋白酶）和 ONT.5041.1

（自噬性丝氨酸蛋白酶 Alp2）等。括号内文字

为转录本对应蛋白在 Nr 数据库的注释。AaM 中

几丁质酶相关全长转录本的详细信息如表 1 所

示；部分蛋白酶相关全长转录本的详细信息如表 2

所示。 

2.3  蜜蜂球囊菌孢子中毒力因子相关全长转录

本的统计与分析 

在 AaS 中鉴定到几丁质酶相关的 14 条全长

转录本，包括 ONT.4227.2（内切几丁质酶 1）、

ONT.4227.6（内切几丁质酶 1）、ONT.4553.2（几

丁质结合，结构域 3）和 rna1466（几丁质结合，

结构域 3）等；脂肪酶相关的 63 条全长转录本， 
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表 1  AaM 中几丁质酶相关全长转录本的详细信息 

Table 1  Detailed information of full-length transcripts related to chintinase in AaM 

基因 ID 
Gene ID 

转录本 ID 
Transcript ID 

AaM 中 CPM 值 
CPM value in AaM 

Nr 数据库注释 
Nr database annotation 

gene1223 ONT.4227.2 22.248 960 Endochitinase 1 

gene1223 ONT.4227.4 18.251 100 Endochitinase 1 

gene1466 ONT.4553.2 7.474 260 Chitin-binding, domain 3 

gene1223 ONT.4227.7 7.474 260 Endochitinase 1 

gene4940 ONT.7767.1 7.126 620 Chitin-binding, type 1 

gene5143 ONT.1926.1 6.257 520 Chitinase 3 

gene1223 ONT.4227.5 5.736 060 Chitinase 

gene1466 ONT.4553.1 5.388 420 Chitin-binding, domain 3 

gene4940 rna4940 2.781 120 Chitin-binding, type 1 

gene1223 ONT.4227.1 1.912 020 Endochitinase 1 

gene1223 rna1223 0.521 460 Endochitinase 1 

gene5143 rna5143 0.521 460 Chitinase 3 

 
表 2  AaM 中部分蛋白酶相关的部分全长转录本的详细信息 

Table 2  Detailed information of partial full-length transcripts related to protease in AaM 

基因 ID 
Gene ID 

转录本 ID 
Transcript ID 

AaM 中 CPM 值 
CPM value in AaM

Nr 数据库注释 
Nr database annotation 

gene3164 ONT.6150.2 955.140 883 Alkaline serine protease 

gene1853 ONT.5041.1 184.423 017 Autophagic serine protease Alp2 

gene3605 ONT.1206.1 51.276 899 ADAM family of metalloprotease ADM-B 

gene6255 ONT.3083.4 49.886 339 26S protease subunit rpt4 

gene3867 ONT.6685.1 30.592 319 Acid protease 

gene92 ONT.101.1 26.594 460 Aminopeptidase I zinc metalloprotease family protein

gene4877 rna4877 25.899 180 Ubiquitin-specific protease 

gene3164 rna3164 21.727 500 Alkaline serine protease 

gene3062 ONT.6023.1 18.598 740 Ulp1 protease familyt 

gene2554 ONT.5387.1 15.643 800 ATP-dependent protease La 

 
包括 ONT.5196.1（溶血磷脂酶）和 ONT.4536.2

（溶血磷脂酶）等；水解酶相关的 267 条全长转

录本，包括 ONT.7198.1（富马酰乙酰乙酸水解

酶 FahA）和 ONT.60.1（糖基水解酶族 17）等；

蛋白酶相关的全长转录本 56 条，包括 ONT.6150.2

（碱性丝氨酸蛋白酶）和 ONT.5041.1（自噬性

丝氨酸蛋白酶 Alp2）等。AaS 中几丁质酶相关

全长转录本的详细信息如表 3 所示；部分蛋白酶

相关全长转录本的详细信息如表 4 所示。 

2.4  蜜蜂球囊菌毒力因子相关全长转录本的结

构分析 

进一步对鉴定到的毒力因子相关全长转录

本进行结构分析，结果显示与蜜蜂球囊菌参考基

因组注释的转录本相比，绝大多数毒力因子编码

基因对应的全长转录本不仅数量更多，结构也更

为复杂。例如蜜蜂球囊菌的内切几丁质酶基因

（gene1223）在参考基因组中仅注释了 1 条转录 
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表 3  AaS 中几丁质酶相关全长转录本的详细信息 

Table 3  Detailed information of full-length transcripts related to chintinase in AaS 

基因 ID 
Gene ID 

转录本 ID 
Transcript ID 

AaS 中 CPM 值 
CPM value in AaS 

Nr 数据库注释 
Nr database annotation 

gene1466 ONT.4553.2 35.014 588 Chitin-binding, domain 3 

gene1223 ONT.4227.2 28.360 232 Endochitinase 1 

gene5143 ONT.1926.1 23.131 809 Chitinase 3 

gene1223 ONT.4227.4 22.181 187 Endochitinase 1 

gene1466 ONT.4553.1 16.635 890 Chitin-binding, domain 3 

gene1223 ONT.4227.7 9.823 097 Endochitinase 1 

gene4940 ONT.7767.1 5.386 860 Chitin-binding, type 1 

gene1223 ONT.4227.5 3.327 178 Chitinase 

gene1223 rna1223 1.425 933 Endochitinase 1 

gene5143 rna5143 1.267 496 Chitinase 3 

gene4940 rna4940 1.109 059 Chitin-binding, type 1 

gene1223 ONT.4227.1 0.316 874 Endochitinase 1 

gene1223 ONT.4227.6 0.316 874 Endochitinase 1 

gene1466 rna1466 0.158 437 Chitin-binding, domain 3 

 
表 4  AaS 中蛋白酶相关的部分全长转录本的详细信息 

Table 4  Detailed information of partial full-length transcripts related to protease in AaS 

基因 ID 
Gene ID 

转录本 ID 
Transcript ID 

AaS 中 CPM 值 
CPM value in AaS

Nr 数据库注释 
Nr database annotation 

gene3164 ONT.6150.2 955.140 883 Alkaline serine protease 

gene1853 ONT.5041.1 184.423 017 Autophagic serine protease Alp2 

gene6255 ONT.3083.4 51.276 899 26S protease subunit rpt4 

gene3867 ONT.6685.1 49.886 339 Acid protease 

gene3062 ONT.6023.4 30.592 319 Ulp1 protease familyt 

gene3605 ONT.1206.1 26.594 460 ADAM family of metalloprotease ADM-B 

gene92 ONT.101.1 25.899 180 Aminopeptidase I zinc metalloprotease family protein

gene3062 ONT.6023.1 21.727 500 Ulp1 protease familyt 

gene5608 ONT.2323.1 18.598 740 26S protease regulatory subunit 6B 

gene1425 ONT.4493.4 15.643 800 Cysteine protease 

 
本，但本研究鉴定到该基因的 6 条转录本，它们

与参考基因组注释的转录本结构均存在差异（图

2：A）；磷脂酶 D 基因（gene2057）在参考基因

组中同样仅注释了 1 条转录本，但本研究鉴定到

该基因的 4 条转录本，它们的结构与参考基因组

注释转录本的结构也都具有差异（图 2：B）。 

3  讨论 

蜜蜂球囊菌作为专性侵染蜜蜂幼虫的真菌

病原，主要依靠菌丝的机械力穿透围食膜、肠壁

和体壁杀死蜜蜂，侵染期间通过病原合成与分泌

的毒力因子的降解作用损害蜜蜂机体（Aronstein  
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图 2  蜜蜂球囊菌几丁质酶基因（A）和磷脂酶 D 基因（B）对应转录本结构的 IGV 浏览器视图 

Fig. 2  IGV browser view of structures of transcripts corresponding to chitinase gene（A） 

and phospholipase D gene（B）in Ascosphaera apis 

 

and Murray，2010）。由于技术手段的限制，早

期关于蜜蜂球囊菌毒力因子的研究主要依赖于

酶活测定的方法，导致相关分子生物学的研究相

对滞后。Cornman 等（2012）通过二代测序技术

在蜜蜂球囊菌中鉴定到 3 个几丁质酶基因、30

个酯酶基因、42 个蛋白酶基因和 24 个脂肪酶基

因。由于二代测序获得的读段较短，导致蜜蜂球

囊菌参考基因组注释的 9 481 个基因均缺少

3UTR 和 5UTR（Shang et al.，2016）。因此，

基于已注释基因进行基因克隆难以获得全长序

列，而 miRNA 等调控因子多通过结合 UTR 的部

分序列发挥作用。前期研究中，笔者团队基于二

代转录组数据分别延长了 51 个基因的 5UTR 和

50 个基因的 3UTR，并鉴定到 373 个新基因（郭

睿等，2019）；近期又利用 Nanopore 长读段数据

优化了蜜蜂球囊菌参考基因组上的已注释基因，

分别延长了 4 744 和 4 737 个已注释基因 3UTR

和 5UTR，并鉴定到 1 558 个新基因（杜宇等，

2020）。ONT 测序技术能够直接测得转录本的全

长序列，包括 CDS 区、5UTR 和 3UTR（Senol 

et al.，2019）。基于已获得的高质量 ONT 测序数

据，本研究鉴定到 AaM 中毒力因子相关的 367

个基因和 407 条全长转录本，AaS 中毒力因子相

关的 367 个基因和 486 条全长转录本。上述鉴定

到的毒力因子相关基因和转录本序列可为后续

功能研究的深入开展提供数据基础。 

现有的蜜蜂球囊菌参考基因组共注释了

6 442 个基因，每个基因对应 1 条转录本。而真

核生物基因一般都会通过 AS 形成不同的剪接异

构体，进而翻译出不同或相似结构和功能的蛋白

质，发挥不同或相似的生物学功能（Ule et al.，

2019）。受制于二代测序产生的短读段，以往精

准鉴定剪接异构体的难度很大。Nanopore 长读

段测序技术在鉴定 AS 事件和剪接异构体方面展

现出强大的能力，已广泛应用与人类 Homo 

sapiens、绿鳍马面鲀 Thamnaconus septentrionalis
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和拟南芥 Arabidopsis thaliana 等动植物和微生

物的相关研究（Bian et al.，2020；Cui et al.，2020；

Tang et al.，2020）。前期研究中，笔者所在团队

首次通过 Nanopore 测序技术对蜜蜂球囊菌和东

方蜜蜂微孢子虫 Nosema ceranae 的基因和转录

本结构进行了深入分析，在蜜蜂球囊菌的菌丝和

孢子中分别鉴定到 286 和 559 次 AS 事件（杜宇

等，2021c），在东方蜜蜂微孢子虫孢子中鉴定到

5 次 AS 事件（陈华枝等，2021），体现出 Nanopore

测序技术在挖掘剪接异构体方面的优越性。本研

究中发现，与蜜蜂球囊菌参考基因组注释的转录

本相比，绝大多数毒力因子基因对应的全长转录

本不仅数量更多，而且结构也更为复杂；其中内

切几丁质酶基因（gene1223）和磷脂酶 D 基因

（gene2057）可通过 AS 分别产生的 6 条和 4 条

剪接异构体。这表明蜜蜂球囊菌可利用有限数量

的毒力因子基因通过 AS 形成数量可观的剪接异

构体，进而翻译出具有特定生物学功能的蛋白

质。同一毒力因子基因转录形成的不同剪接异构

体在蜜蜂球囊菌的侵染过程中扮演的具体角色

是什么？不同的剪接异构体翻译出的蛋白质究

竟发挥不同还是相似的功能？这些有趣的科学

问题是下一步的研究重点。 

4  结论 

在蜜蜂球囊菌菌丝中鉴定到毒力因子几丁

质酶、脂肪酶、水解酶和蛋白酶相关的 12、48、

289 和 58 条全长转录本；在孢子中鉴定到几丁

质酶、脂肪酶、水解酶和蛋白酶相关的 14、63、

267 和 56 条全长转录本；相比于蜜蜂球囊菌参

考基因组注释的转录本，绝大多数毒力因子基因

对应的全长转录本数量更多且结构更为复杂。 
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