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东方蜜蜂微孢子虫诱导蜜蜂中 

肠蛋白差异表达研究* 
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重庆师范大学，重庆 401331；2. 微孢子虫感染与防控重庆市重点实验室，西南大学，重庆 400715） 

摘  要  【目的】 为探讨东方蜜蜂微孢子虫 Nosema ceranae 感染蜜蜂后的形态学影响、各组织的感染情

况及对中肠组织蛋白质的影响，初步探索蜜蜂自身免疫应答调控。【方法】 分别提取中华蜜蜂/意大利蜜

蜂实验组与对照组的蜜蜂中肠组织总蛋白，通过 SDS-PAGE 电泳技术筛选差异蛋白条带，LC-MS/MS 质

谱分析技术鉴定差异蛋白质，利用半定量和荧光定量 RT-PCR 技术验证筛选出的差异蛋白质。【结果】 蜜

蜂受东方蜜蜂微孢子虫感染后，中华蜜蜂 Apis cerana cerana Fabricius 和意大利蜜蜂 Apis mellifera Ligustica

的体重均未出现显著性差异，而二者受感染的中肠组织形态变化均较为明显。其次，对意大利蜜蜂而言，

被筛选出的两条较明显的中肠差异表达蛋白质条带经质谱分析共鉴定到 35 个候选蛋白质。筛选出的两条

中华蜜蜂中肠差异蛋白条带经质谱分析技术共鉴定到 11 个候选蛋白质。经验证，在感染 N. ceranae 后的

第 4 天，筛选出的意大利蜜蜂精氨酸激酶（AK）和甘油三磷酸脱氢酶（GPDH）及中华蜜蜂硫氧还原蛋

白还原酶（TrxR）及精氨酸激酶（AK）的蛋白表达量分别是对照组的 2.02 倍、2.21 倍、1.72 倍和 1.88

倍，均呈现上调表达，与蛋白质差异表达趋势一致。【结论】 在东方蜜蜂微孢子虫感染意大利蜜蜂或中华

蜜蜂后，筛选获得差异表达的蛋白质条带并进行鉴定。其中与蜜蜂中肠组织基本代谢、免疫应答、氧化应

激与能量代谢相关蛋白质（如意大利蜜蜂的 AK 和 GPDH、中华蜜蜂的 AK 和 TrxR）的表达量被显著上

调，暗示这些差异蛋白可能参与了蜜蜂中肠组织的免疫防御。本研究为深入探讨蜜蜂中肠对蜜蜂微孢子虫

的免疫与代谢应答方式提供了丰富的数据基础。 

关键词  东方蜜蜂微孢子虫；蜜蜂；中肠；差异表达蛋白；鉴定；定量分析 

Differential expression of honeybee midgut proteins after infection 
by the microsporidian Nosema ceranae 
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MA Zhen-Gang1***  ZHOU Ze-Yang1, 2 
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University, Chongqing 401331, China; 2. Chongqing Key Laboratory of Microsporidia Infection and Control, Chongqing 400715, China) 

Abstract  [Objectives]  To investigate the morphological effects of infection of honeybees by Nosema ceranae, including 

the main tissues infected, the effects on protein expression in the midgut and the regulation of the honeybee immune response. 

[Methods]  Total honeybee midgut proteins were extracted and screened using SDS-PAGE and differentially expressed 

proteins identified using LC-MS/MS. Differential expression of proteins was verified with semi-quantitative, and quantitative, 

RT-PCR. [Results]  There was no significant difference in the body weight of infected and uninfected (control) Apis cerana 

cerana Fabricius or Apis mellifera Ligustica. However, there were significant differences in the intestinal morphology of 



1 期 王静琳等: 东方蜜蜂微孢子虫诱导蜜蜂中肠蛋白差异表达研究 ·97· 

 

infected and uninfected bees. Furthermore, two differentially expressed midgut protein bands were identified in A. mellifera 

and A. cerana cerana. Thirty-five candidate proteins were obtained by MS in A. mellifera and 11 in A. cerana cerana. Four 

days after infection, expression levels of arginine kinase (AK) and glycerol triphosphate dehydrogenase (GPDH) in A. 

mellifera, were up-regulated 2.02 times, 2.21 times, respectively, relative to the control group, whereas thioredoxin reductase 

(TrxR) and arginine in A. cerana cerana were up-regulated 1.72 times, and 1.88 times, respectively. All data were consistent 

with the results of SDS-PAGE analysis. [Conclusion]  The expression of proteins related to basic metabolism, immune 

response, oxidative stress and energy metabolism in the honeybee midgut (such as AK and GPDH in A. mellifera and AK and 

TrxR in A. cerana cerana) were significantly up-regulated after infection by N. ceranae, suggesting that these proteins may be 

involved in the immune defense of intestinal tissues. This study provides a rich data base for in-depth study of the immune and 

metabolic responses of the honeybee midgut to infection by N. ceranae. 

Key words  Nosema ceranae; honeybee; midgut; differentially expressed protein; identification; quantitative analysis 

蜜蜂是一类对多种农作物授粉起关键作用

的传粉昆虫，是作物生产的基石，能给农业生产

带来巨大的经济效益（杜夏等，2021）。蜜蜂还

给人类提供了大量的蜂产品，如蜂蜜、蜂蜡和蜂

王浆等。蜂群的衰退会严重影响农业生产，除环

境因素外，寄生虫及病原体的感染是造成蜂群衰

退的重要原因（Goulson et al., 2015；吴志豪等，

2021)。蜜蜂微孢子虫病是由蜜蜂微孢子虫侵入

并感染蜜蜂中肠上皮细胞而引起的消化道传染

性疾病。其仅危害成蜂，对幼虫和蛹均不致病，

是世界上养蜂国家主要的检疫性病害之一（欧阳

红燕等，2002）。东方蜜蜂微孢子虫在蜂群中的

传染性较强，可以使患病蜜蜂表现出较高的致病

率（Aufauvre et al.，2012）。目前，已被发现并

能感染蜜蜂的蜜蜂微孢子虫分别是 1909 年国外

研究者在西方蜜蜂体内发现的西方蜜蜂微孢子

虫 Nosema apis（Zander, 1909）。与 1914 年

Fantham等在熊蜂中分离鉴定出的熊蜂蜜蜂微孢

子虫 Nosema bombi（Fantham and Porter, 1914），

及 1996 年 Fries 等在中国北京中华蜜蜂 Apis 

cerana cerana Fabricius 蜂群中发现的东方蜜蜂

微孢子虫 Nosema ceranae（Fries et al., 1996）。

从 1996 年 Fries 等在东方蜜蜂体内首次发现东方

蜜蜂微孢子虫 Nosema ceranae 以来，世界上众

多国家和地区已报道了在意大利蜜蜂 Apis 

mellifera Ligustica 中检测到了东方蜜蜂微孢子

虫（Higes et al., 2009，2010；Chen and Huang, 

2010），东方蜜蜂微孢子虫病成为了危害蜜蜂生

产最为重要的病原微生物之一（Aufauvre et al., 

2012; Graystock et al., 2020）。 

受到东方蜜蜂微孢子虫感染的成年工蜂会

出现消化系统紊乱，寿命缩短，采集能力下降，

易受病菌感染等现象，最终导致蜂群数量下降，

甚至出现蜂群崩溃（秦浩然等，2012）。Martín- 

Hernández 等（2009）研究发现在 33 ℃条件下

进行蜜蜂体内微孢子虫侵染，发现蜜蜂体内东方

蜜蜂微孢子虫的不成熟孢子数量多于西方蜜蜂

微孢子虫，表明东方蜜蜂微孢子虫在蜜蜂体内繁

殖的更迅速，也进一步证明了流行病学的研究

（Martín-Hernández et al., 2009; Aufauvre et al., 

2012）。因此，关于东方蜜蜂微孢子虫病原生物

学与致病机理的研究越来越受到蜂业工作者的

关注。 

研究发现，N. ceranae 不仅破坏肠道上皮细

胞，还破坏基部细胞，可能导致肠道阻挡层丧失

抵抗病毒等其他病原体侵染的能力，使得病毒等

其他病原体可能在蜜蜂体内大量繁殖，所以 N. 

ceranae 在一定程度上可能打开了肠道病毒、细

菌或真菌进入体腔的大门，最终导致蜜蜂蜂群衰

竭而亡（丁桂玲和石巍，2008）。东方蜜蜂微孢

子虫的感染始于蜜蜂中肠上皮细胞，成熟的孢子

在中肠内发芽并将具有侵染性的胞原质注入宿

主细胞，在其中完成大规模增殖（Higes et al., 

2007）。因此，深入探究宿主肠道免疫机制及病

原对宿主肠道的侵染机理可为肠道感染性病原

的防治提供丰富的参考。Candas 等（2003）研

究发现敏感印度谷螟 Plodia interpunctella 通过

上调表达中肠组织中氧化代谢的蛋白质（细胞色
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素 C 氧化酶亚基 N 和 NADH 脱氢酶亚基 O）和

增强谷胱甘肽利用的蛋白质（GSH 转移酶）提

高自身抗逆性；高坤等（2013）分析了家蚕感染

质型多角体病毒（BmCPV）后中肠组织的差异

蛋白质，结果表明其中肠阴离子通道孔蛋白的下

调表达以及与细胞凋亡相关基因上调表达，推测

家蚕在BmCPV感染的过程中可能启动了细胞凋

亡的抗病毒机制；2014 年，研究者分别通过转

录组学和蛋白质组学研究方法分析了西方蜜蜂

感染东方蜜蜂微孢子虫后的差异表达基因与蛋

白，结果表明东方蜜蜂微孢子虫可以诱导强烈的

中肠免疫应答，以及影响表皮修饰和海藻糖代

谢；诱导了与能量产生、先天免疫（活性氧应激）

和蛋白质调节相关的关键蛋白质表达量发生改

变（Aufauvre et al., 2014; Vidau et al., 2014）；

2015 年，研究者利用转录组学研究方法分析了

家蚕肠道对微孢子虫感染早期的应答模式，鉴定

获得了免疫应答相关的差异表达基因（Yue et al., 

2015）；Games 等（2016）研究发现库蚊中肠部

分蛋白参与了对自身有害物质的抵御；郭睿等

（2018）利用 RNA-seq 技术分析了意大利蜜蜂

工蜂中肠响应 N. ceranae 胁迫的高表达基因，系

统揭示了N. ceranae胁迫意大利蜜蜂工蜂中肠过

程中的基因表达谱信息；2019 年通过 RNA-seq

技术探索了N. ceranae在侵染意大利蜜蜂过程的

基因表达谱及高表基因的功能，发现 MAPK 和

cAMP 信号通路可能在孢子的环境应激和侵染

过程中行使重要功能（熊翠玲等，2019）；为了

探究微孢子虫对蜜蜂肠道屏障的早期影响，

Houdelet 等（2020）通过西方蜜蜂肠道解剖部分

的蛋白质组学研究揭示了宿主对微孢子虫不同

分离株（Nosema apis 和 Nosema ceranae）的不

同早期应答反应，鉴定获得了一系列的代谢通路

相关的差异表达蛋白，尤其是 8 个氧化磷酸化途

径相关蛋白。由此可见，昆虫的肠道在昆虫先天

性免疫等过程中扮演重要的角色。蜜蜂微孢子虫

对宿主的侵染起始于蜜蜂中肠，对于蜜蜂微孢子

虫引起宿主应答的研究也有所报道，但主要集中

在转录组学、蛋白质组学引起的宿主应答，而从

蜜蜂微孢子虫-宿主相互作用角度入手，筛选与

病原互作的宿主关键蛋白质的研究却鲜有报道。

因此，基于病原-宿主互作的研究方法，鉴定获

得蜜蜂中肠在抵抗蜜蜂微孢子虫侵染过程中的

关键因子，于解析蜜蜂抵御微孢子虫侵染的分子

机制具有重要的意义；同时能够为检测东方蜜蜂

微孢子虫感染蜜蜂提供了标记和靶标。 

1  材料与方法 

1.1  材料和实验仪器 

材料：意大利蜜蜂和中华蜜蜂的子脾来自重

庆市畜牧科学院，东方蜜蜂微孢子感染的患病蜂

采自重庆东南部酉阳县蜜蜂养殖场。 

实验仪器：高速离心机、5417R 高速冷冻离

心机和梯度 PCR 仪采购于 Eppendorf 公司；高速

组织破碎仪采购于宁波新芝生物科技股份有限

公司；荧光定量 PCR 仪、蛋白电泳仪和凝胶成

像仪采购于 Bio-rad 公司；核酸电泳仪采购于北

京六一生物科技有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  东方蜜蜂微孢子虫的鉴定  取患病蜂的

腹部进行研磨，通过差速离心分离和 percoll 密

度梯度离心等方法最终获得纯化东方蜜蜂微孢

子虫的成熟孢子（耿四海，2020）。利用 CTAB

法提取蜜蜂微孢子虫总 DNA，根据何超等

（2014）报道的蜜蜂微孢子虫小亚单位核糖体

DNA（16s rDNA）及核糖体转录间隔区（ITS）

基因的 PCR 引物序列扩增上述微孢子虫的 16s 

rDNA 和 ITS 片段，由生工公司进行合成。16s 

rDNA 基因的 PCR 扩增程序：94 ℃ 3 min；94 ℃ 

40 s，45 ℃ 40 s，72 ℃ 1 min，35 个循环；72 ℃ 

10 min；12 ℃保存。ITS 基因引物熔解温度为

55 ℃，其它程序一样。PCR 产物经测序后在

NCBI 数据库进行比对与鉴定分析。 

1.2.2  N. ceranae 感染后的蜜蜂形态观察和组织

感染情况分析  意大利蜜蜂和中华蜜蜂的子脾

在温度为 34 ℃，相对湿度为 75%的培养箱中培

养中培养至出房（韩旭等，2014）。待蜜蜂出房

3-5 d 时，意大利蜜蜂和中华蜜蜂设置对照组和
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实验组（各取 200 只蜜蜂）进行实验。24 h 饥饿

处理后实验组喂食含孢子量为 2×107 个的 N. 

ceranae 50%蔗糖溶液，每日利用显微镜检法检

测蜜蜂中肠中东方蜜蜂微孢子虫的增殖情况。于

添食后的第 4、6 和 8 天，对照组和实验组中各

选取 9 只蜜蜂，分别测量其体重，观察体色；并

在添食后第 4、6、8 天，分别收集蜜蜂头部、胸

部及中肠组织，待研磨后制作临时装片以用于微

孢子虫感染情况的观察。为了进一步仔细观察孢

子在中肠细胞中的增殖情况，收集感染后第 8 天

的蜜蜂中肠，按照贺元莉（2012）所述的方法，

利用感染第 8 天后的蜜蜂中肠制作组织超薄切

片，随后用 DAPI 染色 10-15 min，用 PBST 缓冲

液清洗 3 次，待稍干燥后滴加 1 μL 抗荧光淬灭

剂，盖上盖玻片，封片，观察拍照。 

1.2.3  N. ceranae 诱导蜜蜂中肠蛋白质差异表达

分析 

1.2.3.1  中肠样品的制备  分别在接种 N. ceranae

后的第 2、4 和 6 天，从意大利蜜蜂组和中华蜜

蜂组的对照组和实验组中分别随机选取 30 只蜜

蜂，于冰上解剖并取其中肠并放置于无菌 ddH2O

中，去除中肠内的围食膜及食物，每 10 条中肠

收集于一个 1.5 mL 的离心管中，每组共 3 管，

保存于﹣80 ℃备用。 

1.2.3.2  N. ceranae 感染和未感染组蜜蜂中肠的

差异蛋白质条带分析   利用不锈钢珠结合 PBS

缓冲液处理法分别进行意大利蜜蜂组和中华蜜

蜂组的中肠组织总蛋白提取（张素贞等，2015）。

分别取出上述收集的中肠样品，每个 1.5 mL 离

心管内加入 200 μL 预冷并含有终浓度为

1 mmol/L PMSF 的 PBS 缓冲液，随后加入 0.4 g

直径为 0.05 mm 的不锈钢珠，在高速组织捣碎机

内剧烈震荡 2 min 后，于冰水中冷却数秒，再次

进行震荡破碎 2 min，重复操作 2 次；最后将样

品放置于 4 ℃下裂解 1 h，加入蛋白质电泳上样

缓冲液，沸水浴中处理 10 min。在 4 ℃下

12 000 r/min 离心 10 min，分别吸取实验组与对

照组上清进行 SDS-PAGE 电泳检测，以筛选差

异蛋白条带。 

1.2.3.3  中肠差异蛋白质条带的质谱分析  将

实验组和对照组的中肠电泳条带进行比较，获得

两组间的差异蛋白质条带，用甲醇预处理的切胶

刀片切取目标蛋白质，并放置在甲醇处理过的

1.5 mL 离心管中。将目标蛋白送往公司，利用毛

细管高效液相色谱方法进行质谱鉴定，并对采集

的质谱数据进行 Go 分类分析与 KEGG 代谢通路

分析。 

1.2.4  中肠差异表达蛋白质的表达谱以及荧光

定量 PCR 验证  将第 2、4、6 天的意大利蜜蜂

和中华蜜蜂实验组和对照组蜜蜂中肠作为实验

材料，根据李江红等（2012）的描述进行意大利

蜜蜂内参 actin 基因的引物设计，actin-Y-F：TCC-

TGCTATGTATGTCGC，actin-Y-R：AGTTGCCA-

TTTCCTGTTC；根据刘俊峰等（2012）的描述

进行中华蜜蜂内参 actin 基因的引物设计，

β-actin-Z-F ： GGCTCCCGAAGAACATCC ，

β-actin-Z-R：TGCGAAACACCGTCACCC。搜索

数据库 UniProt，获取意大利蜜蜂精氨酸激酶

（AK）、意大利蜜蜂甘油三磷酸脱氢酶（GPDH）、

中华蜜蜂硫氧还原蛋白还原酶（TrxR）、中华蜜

蜂精氨酸激酶（AK）4 种蛋白质相对应的 mRNA

序列，然后用 BioXM 2.6 和 Premier Primer 5 软

件分别设计针对该 4 条序列的普通 PCR 引物及

荧光定量 PCR 引物，具体设计情况见表 1 和表

2。将设计的引物送至金斯瑞生物科技公司进行

合成。 

利用Trizol法进行意大利蜜蜂组和中华蜜蜂

组的中肠样品总 RNA 的提取，利用 TAKARA

公司的 PrimeScriptTM RT cDNA reagent Kit 试剂

盒进行 cDNA 的合成。使用 NANO DROP1000

核酸浓度测定仪进行 cDNA 浓度的测定。以反转

录 cDNA 作为模板，用相应的内参基因引物进行

多次 PCR 扩增，调整模板的用量直至内参基因

的表达量一致，并以此模板量进行目的基因的转

录情况分析。25 μL 普通 PCR 反应体系：2.5 μL 

10×PCR buffer ；2.0 μL dNTP mix；1 μL cDNA；

0.5 μL 引物-F；0.5 μL 引物-R；0.25 μL rTaq 酶；

18.25 μL ddH2O。PCR 扩增程序：95 ℃ 4 min； 

95 ℃ 50 s，退火温度(Tm) 1 min，72 ℃ 1 min，

30 个循环；72 ℃ 10 min；4 ℃保存。另外，实 
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表 1  目的基因 PCR 引物设计 

Table 1  PCR primer design of target gene 

基因名称 
Gene name 

引物序列 (5′-3′) 
Primer sequence (5′-3′) 

退火温度（℃）Melting 

temperature, (Tm, ℃) 
产物长度（bp）

Product length (bp)

F：GCGCGGATCCATGGTTGACCAAGCTGTTTT 59.22 AK  
Apis cerana cerana 
/Apis mellifera R：ATATCTCGAGAAGTTCCTTTTCGAGTTTAA 59.14 

1 093 

F：GCGCGGATCCATGGCAGAAAAACTACGTAT 59.21 GPDH  
Apis mellifera R：ATATCTCGAGCATGTATTCTGGATGATTGC 59.16 

1 076 

F：GCGCGGATCCATGCCACCAATTGCTGATCA 59.23 TrxR  
Apis cerana cerana R：ATATCTCGAGACTGCAACAACTTTGTGGCT 59.18 

1 518 

 

表 2  目的基因荧光定量 PCR 引物设计 

Table 2  qRT-PCR primer design of target gene 

基因名称 
Gene name 

引物序列 (5′-3′) 
Primer sequence (5′-3′) 

退火温度（℃） 

 Melting temperature (Tm, ℃) 

产物长度（bp） 
Product length (bp) 

F：CTGACAAGCATCCACCAA 54.00 AK 
Apis mellifera R：AGAAGCGGCAAGCATT 48.00 

322 

F：GGAAAAGGAAATGTTGAA 48.00 GPDH 
Apis mellifera R：TCTGGATGATTGCGTAAG 52.00 

179 

F：GGTCGTAAACCACTCACA 48.00 TrxR 
Apis cerana cerana R：GCTACATTCACATAATCCAT 52.00 

235 

F：TTGGATTCTGGCGTTG 54.00 AK 
Apis cerana cerana R：GTCTTTTGGTGGGTGCT 54.00 

127 

 

验使用 ABI StepOne PlusTM 进行 qPCR 扩增反

应。根据 AceQ qPCR SYBR® Green Master Mix

（Vazyme 染料法荧光定量 PCR 预混液）试剂盒

的使用说明进行实验操作，稀释处理每份 cDNA

至终浓度为 25 mg/L，保证检测的未知样品的 Ct

值尽量处于 20-28 范围内，检测设计的内参基因

和目的基因的引物对是否具有特异性。每个基因

重复 3 次。20 μL 荧光定量 PCR 反应体系：10 μL 

AceQ qPCR SYBR® Green Master Mix；0.4 μL 

Primer1（10 μmol·L﹣1）；0.4 μL Primer2（10 

μmol·L﹣1）；0.4 μL ROX Reference Dye1；2 μL 

cDNA；6.8 μL ddH2O。荧光定量 PCR 反应程序：

预变性 95 ℃ 5 min；循环反应 95 ℃ 10 s ，60 

℃ 30 s，40 个循环；95 ℃ 15 s ，60 ℃ 60 s ，

95 ℃  15 s。将扩增所得到的数据按照 AceQ 

qPCR SYBR® Green Master Mix 试剂盒使用说

明书所述公式计算目的基因的表达情况。设定

CtA1 为 1 号样本目的基因的 Ct 值，CtB1 为 1 号

样本内参基因的 Ct 值；设定 CtA2 为 2 号样本目

的基因的 Ct 值，CtB2 为 2 号样本的内参基因的

Ct 值；则 1 号样本和 2 号样本目的基因表达水

平比值可粗略推算为：ΔΔCt =（CtA2–CtB2）–

（CtA1–CtB1）= X，即 2 号样本目的基因的表达

水平为 1 号样本目的基因的 2﹣x。 

1.3  数据统计分析 

每个实验条件下计算获得 3 组平行实验数

据，使用 SPSS22. 0 软件对不同实验条件下所获

取的数据进行 T 检测，分析数据差异是否具有统

计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  N. ceranae 感染后的蜜蜂形态观察和组织

感染情况分析 

对实验组与对照组的蜜蜂体重数据进行统

计，结果表明中华蜜蜂的体重在感染后第 4、6、

8 天均无显著性的差别（图 1：A）；意大利蜜蜂
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的体重在感染后第 6 和第 8 天较对照组也无明显

的差异（图 1：B）。对各组蜜蜂的体表进行观察，

发现感染 N. ceranae 后的蜜蜂外部形态、体表颜

色等均无明显的改变（图 1：C，D）。 

 

 
 

图 1  蜜蜂体重分析与体表观察 

Fig. 1  The statistical analysis of honeybee body weight and observation of body surface features 

*表示差异显著（P<0.05，T 检验）。 

* represents significant differences (P<0.05, Student’s T- test). 
 

随后，对 N. ceranae 感染后第 4、6、8 天

的意大利蜜蜂和中华蜜蜂中微孢子虫组织分布

情况进行分析。首先，分别对感染组中华蜜蜂

和意大利蜜蜂的头和胸部进行显微观察，发现

随着感染时间的延长，在蜜蜂的头部和胸部组

织中均检测不到蜜蜂微孢子虫成熟孢子（图 2：

A-D）。这表明蜜蜂头部和胸部不是 N. ceranae

增殖的主要组织。随后，对感染不同时间下的

蜜蜂中肠进行解剖观察，发现至感染第 8 天蜜蜂

中肠组织膨大且失去光泽与弹性（图 3：A，C），

表明蜜蜂中肠组织可能受到的微孢子虫的侵染。

对中肠组织进行显微观察，结果表明意大利蜜蜂

和中华蜜蜂在感染 N. ceranae 后第 4 天起，均能

检测到成熟孢子。随着时间的增长，孢子数目呈

增加的趋势（图 3：B，D）。对感染第 8 天后的

蜜蜂中肠组织超薄切片的 DAPI 染色观察结果

表明，实验组蜜蜂的中肠组织细胞中发现有大

量的成熟微孢子虫，其细胞核发出明亮的蓝光点

状信号（图 3：A，C）。由上可知，中华蜜蜂与

意大利蜜蜂实验组蜜蜂中肠均已被 N. ceranae

感染，可以作为后续中肠差异表达蛋白筛选实

验的材料。 

2.2  东方蜜蜂微孢子虫的鉴定 

为了确定感染组蜜蜂中肠中微孢子虫的类

型，依照前述方法，对蜜蜂中肠组织中的成熟微

孢子虫进行分离与纯化，利用 CTAB 法提取微孢

子虫的总基因组 DNA（图 4：A），获取的条带

清晰单一；以其为模板扩增获得微孢子虫的 ITS

和 16S rDNA 基因（图 4：B，C）。随后，将获 
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图 2  中华蜜蜂和意大利蜜蜂的头和胸部蜜蜂微孢子虫的显微镜检观察 

Fig. 2  Microscopic observation of the head and thorax of Apis cerana cerana and Apis mellifera 

A. 意大利蜜蜂感染组中头部内孢子的显微观察；B. 中华蜜蜂感染组中头部内孢子的显微观察；C. 意大利蜜蜂感染组 

中胸部内孢子的显微观察；D. 中华蜜蜂感染组中胸部内孢子的显微观察。dpi：感染后的天数。下图同。 

A. Microscopic observation of spores in head of A. mellifera infection group; B. Microscopic observation of spores in head 
of A. cerana cerana ; C. Microscopic observation of spores in chest of A. mellifera infection group; D. Microscopic 

observation of spores in chest of A. cerana cerana infection group. dpi: Days post infection. The same below. 
 

 
 

图 3  意大利蜜蜂和中华蜜蜂中肠组织的形态观察和显微镜检分析 

Fig.3  Morphological observation and microscopic examination of mid-gut tissue of Apis mellifera and Apis cerana cerana 

A. 意大利蜜蜂中肠的显微观察及 DAPI 染色结果；B. 意大利蜜蜂感染组中肠内孢子的显微观察结果； 

C. 中华蜜蜂中肠的显微观察及 DAPI 染色结果；D. 中华蜜蜂感染组中肠内孢子的显微观察结果。 

A. Microscopic observation and DAPI staining results of midgut of A. mellifera; B. Microscopic observation of spores in  
midgut of A. mellifera infection group; C. Microscopic observation and DAPI staining results of midgut of A. cerana cerana;  

D. Microscopic observation of spores in midgut of A. cerana cerana infection group. 
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图 4  感染蜜蜂中肠内微孢子虫的 ITS 与 

16S rDNA 基因扩增 

Fig. 4  Amplification of ITS and 16S rDNA genes of 
microsporidia isolated from the midgut  

of infected honeybees 

A. 微孢子虫总 DNA 的电泳检测；B. 微孢子虫 

ITS 基因的扩增；C. 微孢子虫 16S rDNA 基因的扩增。 

M：BM5000 DNA marker；gDNA：微孢子虫总 DNA；

ITS：糖体转录间隔区（ITS）基因； 

16S rDNA：小亚单位核糖体基因。 

A. Electrophoretic detection of total DNA of islated 
microsporidia; B. Amplification of ITS gene;  

C. Amplification of 16S rDNA gene. M: BM5000 DNA 
marker; gDNA: Total DNA of microsporidia; ITS: The 
intergenic transcribed spacer region; 16S rDNA: Small 

subunit ribosomal gene. 
 

得的基因片段送至上海生工公司进行序列测定，

将获得的序列在NCBI的GenBank数据库中进行

Blastn 比对分析，结果现实扩增获得的基因分别

与东方蜜蜂微孢子虫的 ITS 序列（GenBank 登录

号为 DQ078785.1）与核糖体小亚基基因序列

（GenBank 登录号为 U26534.1）比对一致，表

明感染组蜜蜂中肠组织中的微孢子虫为东方蜜

蜂微孢子虫。 

2.3  N. ceranae 诱导蜜蜂中肠蛋白质差异表达 

2.3.1  实验组与对照组蜜蜂中肠的差异蛋白质

条带分析    

按上述方法进行蜜蜂中肠总蛋白提取，分别

取意大利蜜蜂和中华蜜蜂实验组与对照组上清

样品进行 12% SDS-PAGE 电泳检测，以筛选获

得差异蛋白条带，结果见图 5。由图 5 可知，通

过比较意大利蜜蜂的对照组与实验组的蛋白质

条带，发现在 N. ceranae 感染意大利蜜蜂后第 2

天，实验组中出现了 1 条明显上调表达的差异条

带 N4-0，蛋白分子量大小约 42 kD；而在 N. 

ceranae 感染后的第 4 天，实验组中产生了 5 条

上调表达的差异蛋白质条带，其分子量主要集中

在 30-60 kD，分别标记为 N4-1、N4-2、N4-3、

N4-4 和 N4-5，其中 N4-0 与 N4-3 分子量一致，

N4-3 和 N4-4 条带差异最为明显，如图 5（A）

所示。因此，选择 N4-3 和 N4-4 两条差异蛋白条

带进行质谱鉴定及后续分析。 

另外，比较中华蜜蜂的对照组与实验组的中

肠总蛋白质条带，发现 N. ceranae 感染中华蜜蜂

后第 2 天，两组的总蛋白质条带浓度基本上相

当，且未发现有明显的差异条带。在 N. ceranae

感染中华蜜蜂后第 4 天，实验组样品中出现了 1

条明显的蛋白质差异条带，分子量在 35-45 kD

之间，标记为 Nc4d。而在对照组中，有 1 条分

子量在 25-35 kD之间的蛋白条带在受 N. ceranae

感染后被下调，标记该条带为 C4d，如图 5（B）

所示。因此，选择 Nc4d 和 C4d 两条蛋白差异条

带进行质谱鉴定分析。 

2.3.2  蜜蜂中肠差异蛋白质条带的 LC-MS/MS

质谱分析    

选取意大利蜜蜂的中肠组织差异蛋白质条

带N4-3和N4-4以及中华蜜蜂的中肠组织差异蛋

白质条带 C4d 和 Nc4d，经质谱鉴定分析分别鉴

定得到 24 种、11 种、6 种和 7 种候选蛋白质。

根据差异蛋白质条带的分子量大小以及覆盖度

进行复筛，确定以下蛋白作为候选蛋白质（表 3）。

由表 3 可知，鉴定获得的差异蛋白包括：意大利

蜜蜂的中肠差异蛋白 N4-3 条带筛选出的天冬氨

酸转氨酶、主要王浆蛋白 2、α 淀粉酶、6-磷酸

葡萄糖酸脱氢酶和无脊椎连接蛋白 5 种表达量

上调的蛋白质；意大利蜜蜂的中肠差异蛋白

N4-4 条带中筛选出的精氨酸激酶、sn-甘油-3-磷

酸脱氢酶和无脊椎连接蛋白 3 种表达量上调的

蛋白质；中华蜜蜂的中肠差异蛋白条带 C4d 中

筛选出的果糖二磷酸醛缩酶、磷酸甘油酸变位

酶、ATP 合成酶亚基和谷胱甘肽硫转移酶 4 种表

达量下调的蛋白质；在中华蜜蜂的中肠差异蛋白 
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图 5  蜜蜂中肠差异表达蛋白质的 SDS-PAGE 电泳分析 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis of differentially expressed proteins in honeybee midgut 

A. 意大利蜜蜂感染 N. ceranae 后中肠总蛋白。M：蛋白质 marker；Nc2d：N. ceranae 感染意大利蜜蜂 2 d 后中肠 

总蛋白；C2d：对照组 2 d 后的意大利蜂中肠总蛋白；Nc4d：N. ceranae 感染意大利蜜蜂 4 d 后的中肠总蛋白； 

C4d：对照组 4 d 后的意大利蜜蜂中肠总蛋白；B. 中华蜜蜂感染 N. ceranae 后中肠总蛋白。M：蛋白质 marker； 

Nc2d：N. ceranae 感染中华蜜蜂 2 d 后中肠总蛋白；C2d：对照组 2 d 后中华蜜蜂中肠总蛋白；Nc4d： 

N. ceranae 感染中华蜜蜂 4 d 后中肠总蛋白；C4d：对照组 4 d 后中华蜜蜂中肠总蛋白。 
A. Total midgut protein of A. mellifera after infection with N. ceranae. M: Protein maker; Nc2d: The mid-gut proteins of infected A. 

mellifera after 2 days; C2d: The mid-gut proteins of A. mellifera in control group after 2 days; Nc4d: The mid-gut proteins of 
infected A. mellifera after 4 days; C4d: The mid-gut proteins of A. mellifera in control group after 4 days; B. Total midgut 

protein of A. cerana cerana after infection with N. ceranae. M: Protein maker; Nc2d: The mid-gut proteins of infected A. cerana 
cerana after 2 days; C2d: The mid-gut proteins of A. cerana cerana in control group after 2 days; Nc4d: The mid-gut proteins 

of infected A. cerana cerana after 4 days; C4d: The mid-gut proteins of A. cerana cerana in control group after 4 days. 
 

表 3  蛋白质差异条带质谱鉴定结果 

Table 3  The mass spectrometry identification result of protein differential band 

条带
Band 

蛋白质名称 
Protein name 

搜索号
Reference

肽段数
Pepcount

特异性肽段数
Uniquepepcount

覆盖率
Cover 

percent

相对分子量
(kD)Relative 

molecular 
weight (kD) 

等电点
Isoelectric 

point 

天冬氨酸转氨酶 
Aspartate aminotransferase 

H9JZX5 46 17 0.414 9 48 049.00 9.27 

主要王浆蛋白 2 
Major royal jelly protein 2 

O77061 11 9 0.245 6 51 073.33 6.83 

α 淀粉酶 α-amylase Q8N0N7 16 9 0.237 3 56 009.19 7.22 

磷酸葡萄糖酸脱氢酶 
6-phosphogluconate dehydrogenase 

H9K5C7 4 3 0.089 4 47 338.72 8.50 

N4-3 

无脊椎连接蛋白 Innexin H9KQT7 4 3 0.094 7 50 580.16 5.87 

精氨酸激酶 Arginine kinase O61367 9 5 0.177 5 40 008.39 5.66 

sn-甘油-3-磷酸脱氢酶 
sn-Glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase 

O61368 2 1 0.027 5 41 572.00 6.67 

N4-4 

无脊椎连接蛋白 Innexin H9KAA8 1 1 0.025 1 41 572.7 6.40 

果糖二磷酸醛缩酶 
Fructose-bisphosphate aldolase 

V9IF40 7 6 0.271 2 39 632.3 7.57 C4d 

磷酸甘油酸变位酶 
Phosphoglycerate mutase 

Q6UGB7 8 5 0.232 3 28 962.26 8.40 
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续表 3 (Table 3 continued) 

条带
Band 

蛋白质名称 Protein name 
搜索号

Reference
肽段数

Pepcount
特异性肽段数

Uniquepepcount

覆盖率
Cover 

percent 

相对分子量
(kD)Relative 

molecular 
weight (kD) 

等电点
Isoelectric 

point 

ATP 合成酶亚基 
ATP synthase subunit gamma 

V9IF60 5 2 0.081 1 32 835.88 9.46 C4d 

谷胱甘肽硫转移酶 
Glutathione S-transferase 

S4S5K4 2 2 0.147 1 23 737.49 8.75 

精氨酸激酶 Arginine kinase V9IDW3 25 13 0.457 2 42 059.54 5.58 

V 型质子 ATP 酶亚基 c 
V-type proton atpase subunit c 

V9IAX8 8 4 0.131 4 44 678.06 8.59 

硫氧蛋白还原酶 Thioredoxin reductase D7PBZ6 2 1 0.028 3 54 321.34 6.90 

Nc4d 

泛素 Ubiquitin V9I6X1 2 1 0.048 1 21 320.48 6.18 

 

条带Nc4d中筛选出的精氨酸激酶、V型质子ATP

酶亚基 c、硫氧蛋白还原酶和泛素 4 种表达量上

调的蛋白质。 

对条带 N4-3、N4-4 经质谱分析得到的 35

个上调表达的基因进行 GO 分类分析，结果表明

其主要涉及细胞成分，分子功能和生物学过程等

路径。涉及到的细胞组分包括构成膜结构组分、

构成细胞内组分和维持膜系统完整性等；涉及到

的分子功能主要包括细胞粘附、催化活性等；涉

及到的生物学过程包括生物学调控、细胞新陈代

谢和物质传递等。对条带 C4d、Nc4d 经质谱分

析得到的 6 个下调表达差异蛋白基因和 7 个上调

表达差异蛋白的基因进行 GO 分类分析。结果表

明，6 个下调基因主要涉及到的细胞组分功能包

括构成膜结构、构成细胞内组分等；涉及到的分

子功能主要包括细胞粘附、催化活性、转运等；

涉及到的生物学过程包括细胞新陈代谢、物质传

递等，其中细胞新陈代谢基因占百分率最大。7

个上调基因涉及到的细胞组分包括构成膜结构、

构成细胞内组分和构成细胞外组分等；涉及到的

分子功能主要包括抗氧化性、细胞粘附、催化活

性、转运调控等；涉及到的生物学过程包括生物

学调控、细胞新陈代谢、物质传递等。再对以上

42 个表达上调基因的 GO 分类统计进行分析，

我们发现其参与催化活性的基因占总的基因的

百分率最大，且主要是一些酶类基因。在这些差

异蛋白中，随机筛选出 4 种差异表达的酶类蛋白

进一步进行中肠组织表达谱分析及荧光定量

PCR 验证，即意大利蜜蜂精氨酸激酶、意大利蜜

蜂甘油三磷酸脱氢酶、中华蜜蜂硫氧还原蛋白还

原酶、中华蜜蜂精氨酸激酶。 

2.3.3  差异表达蛋白质的转录谱以及荧光定量

PCR 验证   Trizol 法提取第 2、4、6 天的意大

利蜜蜂和中华蜜蜂实验组和对照组总 RNA 后利

用试剂盒合成 cDNA，以肌动蛋白基因 actin 作

为内参基因进行目的基因的表达量情况分析。先

利用设计的特异性引物和合成的 cDNA 进行半

定量 PCR，调整模板的用量直至各组（实验组和

对照组）模板相对量一致，电泳结果如图 6 所示。

由图 6 可知，在 N. ceranae 感染意大利蜜蜂第 4

天的实验组中，精胺酸激酶 AK 基因和 sn-甘油-3-

磷酸脱氢酶 GPDH 基因的表达水平呈现明显上

调（图 6：A）；在 N. ceranae 感染中华蜜蜂第 2

天的实验组中，AK 基因的表达量与对照组相当，

而在第 4 天时其基因的表达水平呈现明显上调

（图 6：B）；硫氧蛋白还原酶 TrxR 基因的表达

水平也是在 N. ceranae 感染第 4 天时表现出明

显上调（图 6：B），其结果与蛋白质诱导表达结

果一致。随后，以上述调整的模板体积和设计的

特异性引物进行意大利蜜蜂目的基因 GPDH 和

AK、中华蜜蜂目的基因 TrxR 和 AK 的荧光定量

PCR，检测目的基因的相对表达量。结果在 N. 

ceranae 感染意大利蜜蜂的第 4 天时，实验组 AK

（AK 1）和 GPDH 基因的表达量分别是对照组

的 2.02 倍和 2.21 倍；而在 N. ceranae 感染中华

蜜蜂的第 4 天时，实验组 AK（AK 2）和 TrxR 基 
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图 6  目的基因和内参 actin 基因的转录表达情况分析 

Fig. 6  Transcriptional expression analysis of target gene and reference gene transcription 

A. 意大利蜜蜂目的基因和 actin 基因；B. 中华蜜蜂目的基因和 β-actin 基因。 

A. Target gene and actin of A. mellifera; B. Target gene and β-actin of A. cerana cerana. 
 

因的表达量分别是对照组的 1.88 倍和 1.72 倍（图

7），这一结果与基因的表达谱分析及蛋白质诱导

表达分析趋势相同，表明蛋白质差异表达分析结

果具有较好的可靠性。 
 

 
 
 

图 7  意大利蜜蜂和中华蜜蜂中目的基因表达量的

qRT-PCR 验证分析 

Fig. 7  qRT-PCR analysis of target genes transcription 
of Apis mellifera and Apis cerana cerana 

*表示差异显著（P<0.05，T 检验）。 

* represents significant differences  
(P<0.05, Student’s T- test). 

 

3  讨论 

本实验通过添食的方法使实验组的蜜蜂感

染东方蜜蜂微孢子虫，在蜜蜂受感染的前 8 d 内，

观察未发现其外部形态有明显的变化；光学显微

镜下镜检，发现实验组蜜蜂的头、胸部在第 4、

6、8 天均未检测到 N. ceranae 的存在，而中肠组

织在第 4 天就可以检测到有东方蜜蜂微孢子虫

的存在，且随添食时间的延长，蜜蜂的受感染程

度也随之加剧；并在西蜂实验组中观察到更多的

微孢子虫，表明东方蜜蜂微孢子虫主要感染蜜蜂

的中肠组织。观察实验组蜜蜂中肠组织的外部形

态变化和行为改变，被感染蜜蜂大多数趴伏在饲

养笼的底部，行动迟缓、翅膀发抖，其中肠组织

膨大并失去光泽、弹性，呈灰白色或乳白色。这

些特征可以对蜜蜂是否受到N. ceranae感染进行

初步判定。 

利用不锈钢珠结合 PBS 缓冲液的方法提取

实验组和对照组蜜蜂的中肠组织总蛋白，

SDS-PAGE 电泳结果显示意大利蜜蜂和中华蜜

蜂受N. ceranae感染后其中肠蛋白的表达存在一

定的差异性。选择了意大利蜜蜂中肠组织差异蛋

白质条带其中的两条和中华蜜蜂的中肠组织差

异蛋白质条带进行 LC-MS/MS 质谱鉴定分析，

鉴定分别得到 35、13 种差异蛋白质。根据差异

蛋白质条带的分子量大小以及覆盖度，确定意大

利蜜蜂中肠差异蛋白条带筛选出的天冬氨酸转

氨酶、主要王浆蛋白 2、α 淀粉酶、6-磷酸葡萄

糖酸脱氢酶、2 种无脊椎连接蛋白、精氨酸激酶

及 sn-甘油-3-磷酸脱氢酶共 8 种上调表达蛋白和

中华蜜蜂的中肠差异蛋白条带筛选出的 4 种上

调表达蛋白（精氨酸激酶、V 型质子 ATP 酶亚

基 c、硫氧蛋白还原酶、泛素）、4 种下调表达蛋

白（果糖二磷酸醛缩酶、磷酸甘油酸变位酶、ATP
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合成酶亚基、谷胱甘肽硫转移酶）作为候选蛋白

质。再筛选出 2 个意大利蜜蜂候选蛋白质，即精

氨酸激酶、sn-甘油-3-磷酸脱氢酶，其主要参与

磷酸甘油酯的代谢、能量代谢及抗性调节；2 个

中华蜜蜂候选蛋白质，即硫氧还原蛋白还原酶、

精氨酸激酶，前者是硫氧还原蛋白系统的主要成

分，参与氧化应激反应；后者主要参与能量代谢

以及抗性调节。通过对差异蛋白质进行了半定量

和荧光定量 PCR 检测，进一步验证了筛选到的 3

种差异蛋白质均为上调表达。 

精氨酸激酶是昆虫体内唯一的磷酸源激酶，

类似于脊椎动物中的肌酸激酶（Laino et al., 

2017），与昆虫的飞行活动、生长发育等方面息

息相关，其时序分布和空间分布存在显著差异，

在能量需求大的地方或发育阶段表达量高（魏玉

红等，2019）。它能缓冲 ATP 水平，对能量代谢

的调控起到非常重要的作用（魏玉红等，2019）。

本实验中，意大利蜜蜂和中华蜜蜂受到 N. 

ceranae 胁迫时，精氨酸激酶表达量上调可能是

为了通过增加相对酶的活力维持体内能量代谢

平衡，进而能进行正常的生命活动。其它昆虫在

受到胁迫时也表现出相同情况，比如：姚翠鸾等

（2008）研究发现，在细角滨对虾 Penaeus 

stylirostris 感染 WSSV 病毒后，其精氨酸激酶的

表达量比对照组高出 2.84 倍；中国明对虾体内

也发现了类似的情况（Miranda et al., 2006）。 

候选蛋白 sn-甘油-3-磷酸脱氢酶、α 淀粉酶、6-

磷酸葡萄糖酸脱氢酶、天冬氨酸转氨酶同样与意

大利蜜蜂的能量代谢息息相关。sn-甘油-3-磷酸

脱氢酶是具有高度种属保守序列的酶，它在组织

中表达量很高且通常表达量恒定。在物质代谢途

中它是一种重要的脱氢酶，催化合成 3-磷酸甘

油，这是一种重要的代谢物，在脂肪和碳水化合

物代谢途径中起关键作用，是合成脂肪酸、胆固

醇和其它有机化合物的原料，另外，GPDH 催化

反应的过程中会产生 NADH 和 H+，这些物质可

以用来提供能量，从而支持细胞的代谢过程它是

重要（刘景等，2020）。研究表明，果蝇体内的

GPDH 具有递送能量，维持组织的  NAD ＋

/NADH比例等不同功能，当果蝇完全丧失 GPDH

活性，其生存能力显著降低（鲁延军等，2010）。

在酵母的抗逆性研究中也表明 GPDH 对于酵母

在高渗环境中的生存有重要作用（Yan et al., 

2008）。实验中，N. ceranae 感染意大利蜂后，

GPDH 的 mRNA 和蛋白质的表达水平均发生了

上调，进而引起细胞基础代谢发生变化。α 淀粉

酶是消化和吸收食物中淀粉和某些碳水化合物

的一种酶，它活性增强时有利于淀粉等物质的降

解和葡萄糖的吸收（段思宇等，2021），实验中

意大利蜜蜂实验组 α 淀粉酶表达量增加对增强

能量供应十分必要。戊糖磷酸途径(PPP 途径)是

生物体内糖代谢途径之一，该途径产生大量的

NADPH 和各种结构的糖分子，NADPH 对氨基

酸、核酸、脂类等合成代谢有重要作用，很多糖

分子也是细胞内主要生物分子的组成部分。6-

磷酸葡萄糖酸脱氢酶（6PGDH）是 PPP 途径非

氧化阶段其中的一个关键酶，可以调节细胞内的

NADPH 和 6-磷酸葡萄糖的去路，进而维持细胞

正常的的生长和代谢，它在真核生物体内均为二

聚体结构，同时在不同物种中保守性很高（彭祥

然等，2018）。已有研究发现植物在受某些胁迫

的情况下，体内 6PGDH 表达量会显著提升，比

如：高温胁迫下的黄瓜（魏跃等，2010）、Pb 胁

迫下的豌豆幼苗（Devi et al., 2013）。天冬氨酸

转氨酶是一种氨基转移酶，以磷酸吡哆醛作为辅

因子，联系氨基酸和三羧酸循环。6PGDH 和天

冬氨酸转氨酶都上调表达，可能都是为了调动体

内物质转化，使更多的物质进行分解代谢，短时

间就能提高意大利蜜蜂体内能量代谢。 

在多细胞生物中，组成 hemichannel 的蛋白

被称为连接蛋白（相邻细胞膜上的 hemichannel 

连接形成缝隙连接），无脊椎动物的是 innexin

（Inx），脊椎动物中是 connexin（Cx）和 pannexin

（Px）（Beyer and Berthoud, 2018）。研究发现，

革兰氏阴性菌细胞壁的脂多糖对哺乳动物白细

胞中的 connexin-hemichannel 活性有很大影响，

而 这 种 成 分 则 会 降 低 昆 虫 细 胞 中 innexin- 

hemichannel 的活性；Samuels 等（2010）研究发

现蚂蟥神经系统中通过 innexin-hemichannel 通

道使免疫细胞向神经受损处迁移，可以推测 
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innexin-hemichannel 通道与昆虫免疫信号转导有

关。另外，innexin 与 pannexin 是同源物，Px1- 

hemichanne 能介导细胞凋亡，且已研究发现草

地滩夜蛾 Sf9 细胞中过量表达 inx2 和 inx3 时其

细胞中出现凋亡小体（李明等，2013），这可以

推测 innexin-hemichannel 通道和细胞凋亡有关。

本实验 2 种 innexin 表达量有所增加，推测微孢

子虫入侵时，这些基因表达量增加有利于意大利

蜜蜂增强自身的免疫系统和调控被入侵细胞的

凋亡。 

蜂王浆主蛋白（MRJPs）是蜂王浆中的水溶

性蛋白，占蜂王浆总蛋白的 46%-89%。在目前

已经发现的 32 个 MRJPs 家族成员中，关于

MRJP1- MRJP9 的研究比较丰富，通过比较

MRJPs 家族成员的序列，发现同源性高达 70%

左右，这说明各成员在某些功能上可能有相似的

功能。生物学功能方面，MRJPs 家族在蜜蜂的生

长发育和繁殖、社会行为、生理机能起着重要的

作用，作为家族成员之一，MRJP2 具有前述功能，

除此之外，MRJP2 还表现出促进细胞增殖、抗菌

活性，如 MRJP2 可以刺激小鼠的巨噬细胞释放

TNF-α 促进肝细胞增殖。这些作用可能与蜜蜂微

孢子入侵中华蜜蜂后 MRJP2 表达量上调有关。

另外，MRJP2 也存在种间差异性，如中华蜜蜂

MRJP2 的 C-端序列存在明显的串联重复序列长

度多态性,而这种情况在意大利蜜蜂 MRJP2 的 C-

端序列中并不出现（胡熠凡，2013），也许正是

两者的差异性导致了中华蜜蜂、意大利蜜蜂被感

染后，MRJP2 在两种蜜蜂表达量变化不同的原

因。 

泛素是一种真核生物中普遍存在的小蛋白，

参与泛素化修饰过程，即泛素经 E1 泛素激活酶、

E2 泛素耦合酶、E3 泛素连接酶将反应物连接到

底物蛋白上，泛素化修饰过程在免疫、感染、炎

症等生理过程中发挥着重要作用（张勇等，

2021）。中华蜜蜂受微孢子虫感染后泛素表达量

增加，这可能会增强其免疫功能抵抗微孢子虫。

V 型质子 ATP 酶能以水解 ATP 产生的能量实现

细胞器内 pH 的调节（范明，2020），目前关于 V

型质子 ATP 酶亚基 c 的研究较少，它在被微孢

子入侵后的中华蜜蜂的中肠组织中表达量升高，

可能预示着 V 型质子 ATP 酶表达量升高，进而

调节被入侵细胞内的 PH。 

硫氧还蛋白还原酶是一种NADPH依赖型并

包含 FAD 结构域的二聚体硒酶，并与硫氧还蛋

白及 NADPH 共同构成了硫氧还蛋白系统，在机

体氧化还原调节、抗氧化防御、细胞增殖及信号

转导中起到重要作用。例如在氧胁迫情况下，淋

巴细胞和一些正常细胞中的 TrX、TrxR 能够快

速的调节、减缓氧胁迫的压力（张笑天和熊咏民，

2005）。Trx 系统是调节活性氧（Reactive oxygen 

species，ROS）水平的主要酶系统，对于细胞的

氧化还原的功能调节尤为重要（Rundlo and Arner, 

2004）。Dussaubat 等（2012）等研究表明 N. 

ceranae 感染意大利蜂中肠后，其参与氧化应激

反应的相关基因（如抗氧化酶）的表达量发生了

上调。在我们的研究中，N. ceranae 感染中华蜜

蜂，TrxR 的表达量发生了明显的上调表达，试

验组是对照组表达量的 1.72 倍，这可能是 N. 

ceranae 感染中华蜜蜂中肠组织后，中华蜜蜂自

身的氧化应激反应增强，以此来抵抗 N. ceranae

的入侵。 

果糖二磷酸醛缩酶、磷酸甘油酸变位酶

（PGAM）是糖酵解和糖异生途径中一种重要的

酶，与生物体内物质代谢、能量代谢有密切关系。

Kondoh 等（2005）发现增加小鼠成纤维细胞中

PGAM 的活性有利于延长细胞的寿命，Okomo- 

Adhiambo 等（2006）证实在弓形虫感染猪肾上

皮细胞时，弓形虫体内 PGAM2 含量升高；ATP

合成酶是寡聚酶，由各亚基组成，ATP 合成酶催

化氧化磷酸化的末端的反应，在有质子动力时，

极易使 ATP 合酶驱动 ADP 和 Pi 合成 ATP，电化

学势力不足时水解 ATP；谷胱甘肽硫转移酶是一

组存在各种生物体内的同工酶，以膜结合和胞液

两种形式存在，与生物体内解毒系统密切相关。

它能减少谷胱甘肽的酸解离常数，催化其与有害

物质的亲电基团结合，使有害物质易于穿过细胞

膜，达到解毒的目的（冯雪等，2012）。Yin 等

（2021）研究表明谷胱甘肽 S-转移酶(PxGST2L)

可能参与小菜蛾 Plutella xylostella(L.)中氯虫苯
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甲酰胺的解毒代谢。从这些方面来看果糖二磷酸

醛缩酶、磷酸甘油酸变位酶、ATP 合成酶亚基、

谷胱甘肽硫转移酶与中华蜜蜂体内的能量代谢，

解毒系统等有关，当微孢子虫入侵后，中华蜜蜂

体内能量代谢、有毒物质转运应该是上升趋势，

但在本实验中相关基因均是下调表达，原因还需

进一步探究。 

综上所述，推测在N. ceranae感染蜜蜂初期，

蜜蜂为了应对东方蜜蜂微孢子虫的入侵，通过调

节其中肠组织中某些蛋白的表达量，从而调节细

胞内的基本代谢、能量代谢、免疫应答反应及氧

化应激反应，最终维持蜜蜂自身中肠组织的代谢

平衡。本研究为深入探讨蜜蜂中肠对东方蜜蜂微

孢子虫的免疫与代谢应答方式提供丰富的数据

基础，对于解析蜜蜂抵御微孢子虫侵染的分子机

制具有重要的意义，也为深入了解 N. ceranae 感

染对蜜蜂中肠组织蛋白质的影响提供参考。 
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