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摘  要  【目的】 本研究对东方蜜蜂微孢子虫 Nosema ceranae 的 γ-微管蛋白（γ-tubulin）基因 γ-tubulin

进行表达验证，明确 γ-tubulin 的分子特性，并对东方蜜蜂微孢子虫和其他物种的 γ-tubulin 蛋白进行保守

基序和系统进化分析，以期丰富东方蜜蜂微孢子虫的 γ-tubulin 信息，并为深入开展 γ-tubulin 的功能研究

提供基础。【方法】 通过 PCR 验证 γ-tubulin 的表达。通过 Expasy 网站上的相关软件预测和分析 γ-tubulin

的理化性质、信号肽、磷酸化位点、二级结构和三级结构。使用 MEME 软件预测东方蜜蜂微孢子虫和其

他物种 γ-tubulin 的保守基序。通过 Mega 11.0 软件对东方蜜蜂微孢子虫和其他物种的 γ-tubulin 进行氨基酸

序列多重比对，并采用邻接法构建基于 γ-tubulin 的系统进化树。【结果】 γ-tubulin 在东方蜜蜂微孢子虫孢

子中真实表达。γ-tubulin 编码 433 个氨基酸，分子量约为 49.11 kD，分子式为 C2186H3422N582O663S20，脂溶

系数为 86.65，等电点为 5.75；γ-tubulin 包含 29 个丝氨酸酸化位点，5 个酪氨酸酸化位点及 14 个苏氨酸

磷酸化位点，包含 191 个 α-螺旋，66 条延长链，17 个 β-转角及 159 个无规则卷曲。另外，γ-tubulin 同时

定位于细胞核、细胞质和线粒体。东方蜜蜂微孢子虫与蜜蜂微孢子虫 Nosema apis 等 9 个物种的 γ-tubulin

均含有 5 个相同的保守基序。系统进化分析结果显示，东方蜜蜂微孢子虫与蜜蜂微孢子虫、家蚕微孢子虫

Nosema bombycis、兔脑炎微孢子虫 Encephalitozoon cuniculi、海伦脑炎微孢子虫 Encephalitozoon hellem、

角膜条孢虫 Vittaforma corneae 的 γ-tubulin 蛋白聚为一个大支，而小孢根霉 Rhizopus microsporus 与奇孢根

霉 Rhizopus azygosporus 的 γ-tubulin 聚为另一个大支；东方蜜蜂微孢子虫及其姐妹种蜜蜂微孢子虫的

γ-tubulin 进化距离最近。【结论】 证实了东方蜜蜂微孢子虫孢子中 γ-tubulin 的真实表达，明确了 γ-tubulin

的分子特性，并揭示东方蜜蜂微孢子虫与蜜蜂微孢子虫的 γ-tubulin 蛋白亲缘关系最近，γ-tubulin 蛋白在东

方蜜蜂微孢子虫、蜜蜂微孢子虫、兔脑炎微孢子虫、海伦脑炎微孢子虫及角膜条孢虫中具有较高的保守性。 
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Sciences, Guangzhou 510260, China; 4. Apicultural Research Institute of Jiangxi Province, Nanchang 330000, China) 

Abstract   [Objectives]  To validate the expression of the Nosema ceranae γ-tubulin gene, clarify its molecular 

characteristics, and conduct a conserved motif and phylogenetic investigation of γ-tubulin proteins in N. ceranae and other 

species. [Methods]  The expression of γ-tubulin was verified by PCR. Its physical and chemical properties, signal peptide, 

phosphorylation site and secondary and tertiary structures, were predicted and analyzed using related software on the Expasy 

website. MEME software was used to predict conserved motifs in the γ-tubulin of N. ceranae and other species. Mega 11.0 

software was used to perform multiple alignment of amino acid sequences of γ-tubulin from N. ceranae and other species, 

followed by construction of a phylogenetic tree based on the neighbor-joining method. [Results]  The expression of γ-tubulin 

was confirmed in N. ceranae spores. The molecular formula of the gene is C2186H3422N582O663S20. It contains 433 amino acids 

and has a molecular weight of about 49.11 kD. Its lipid solubility coefficient is 86.65, and its hydrophilic coefficient is 5.75. 

The N. ceranae γ-tubulin gene contains 29 serine, 5 tyrosine and 14 threonine phosphorylation sites, and also includes a 191 

α-helix, 66 extension, 17 β-turn and 159 random coil. The gene is found in the nucleus, cytoplasm and mitochondria. The same 

five conserved motifs were identified in the γ-tubulin gene of N. ceranae and those of another nine species. Phylogenetic 

analysis indicates that the γ-tubulin gene of N. ceranae, Nosema apis, Nosema bombycis, Encephalitozoon cuniculi, 

Encephalitozoon hellem and Vittaforma corneae cluster within a single large clade, whereas that of Rhizopus microsporus and 

Rhizopus azygosporus cluster in another large clade. The closest evolutionary distance was that between the γ-tubulin protein 

of N. ceranae and that of its sister species N. apis. [Conclusion]  Our results confirm the expression of γ-tubulin in N. 

ceranae spores, clarify the molecular characteristics of this gene, reveal a close genetic relationship between γ-tubulin in N. 

ceranae and that in N. apis, and show that γ-tubulin is highly conserved in N. ceranae, N. apis, N. bombycis, E. cuniculi, E. 

hellem and V. corneae. 

Key words  microsporidian; Nosema ceranae; γ-tubulin; honey bee; molecular characteristics; systematic evolution 

东方蜜蜂微孢子虫 Nosema ceranae 是一种

寄生成年蜜蜂中肠组织的单细胞真菌病原，对蜂

王、工蜂、雄蜂和幼虫均有感染性（梁勤和陈大

福, 2009）。东方蜜蜂微孢子虫侵染可对蜜蜂宿主

造成细胞结构破坏、免疫抑制和寿命缩短等负面

影响（Macías-Macías et al.，2020；Özgör，2021）。

虽然东方蜜蜂微孢子虫的参考基因组早在 2009

年就已公布，但受限于缺乏成熟的转基因技术平

台，绝大多数基因的功能研究仍不清楚（Cornman 

et al.，2009）。 

γ-微管蛋白(γ-tubulin)是真核生物微管蛋白

家族成员之一，在细胞质中大量表达（Lindström 

and Alvarado-Kristensson，2018）。γ-tubulin 作为

细胞周期和应激信号转导的靶点，在微管成核和

细胞周期相关过程中起到重要作用（Binarová 

and Tuszynski，2019）。王琳琳等（2009）采用

免疫荧光染色技术检测 γ-tubulin 在胶质瘤中的

表达量，发现随着肿瘤恶化程度增加 γ-tubulin

的表达量增高，说明 γ-tubulin 与胶质瘤发展过程

密切相关。研究表明 γ-tubulin 基因在真菌中也发

挥重要功能，例如 Vogel 和 Snyder（2000）研究

发现敲减 γ-tubulin 导致出芽酵母细胞质中的微

管缺陷甚至丢失，突变 γ-tubulin 使出芽酵母细胞

活力降低，而过表达 γ-tubulin 对出芽酵母无负面

影响。然而，东方蜜蜂微孢子虫 γ-tubulin 的研究

迄今仍然缺失。因此，探究东方蜜蜂微孢子虫

γ-tubulin 的分子特性并进行系统进化分析，可为

相关功能研究提供参考信息和理论依据。 

本研究发现 nce-miR-12220 及其靶基因

γ-tubulin 在东方蜜蜂微孢子虫侵染意大利蜜蜂

Apis mellifera ligustica（以下简称“意蜂”）工蜂

的过程中均呈现总体下降的表达趋势，nce-miR- 

12220 通过正调控 γ-tubulin 基因表达潜在参与调

节东方蜜蜂微孢子虫侵染（吴鹰等，2022）。目

前，东方蜜蜂微孢子虫的 γ-tubulin 相关研究缺

失，功能未明。因此，本研究拟对东方蜜蜂微孢

子虫的 γ-tubulin 进行表达验证，全面分析

γ-tubulin 的分子特性，进而对东方蜜蜂微孢子虫

和其他物种的 γ-tubulin 进行系统进化分析，以期

为持续深入开展 γ-tubulin 的功能研究提供基础。 
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1  材料与方法 

1.1  供试生物材料 

东方蜜蜂微孢子虫的纯净孢子由福建农林

大学动物科学学院（蜂学学院）蜜蜂保护课题组

实验室制备（张文德等，2022）。 

1.2  γ-tubulin 的 PCR 扩增及电泳 

本研究团队前期已通过链特异性 cDNA 建

库的 RNA-seq 技术对东方蜜蜂微孢子虫的纯净

孢子样品进行测序，获得了高质量的转录组数据

（Guo et al.，2018）。基于上述转录组数据，根

据 γ-微管蛋白（γ-tubulin）基因 γ-tubulin 序列设

计合成特异性扩增引物（F：5′-ATGCGAGAA-

ATAATTACTCT-3′；R：5′-TTACATCTCTGGCTC-

TTGGT-3′）。利用 Trizol 法提取东方蜜蜂微孢子

虫孢子样品的总 RNA 作为模板，利用 Oligo dt

引物及随机引物进行反转录得到 cDNA 作为模

板进行 PCR 扩增。反应体系（25 μL）为 PCR mix 

22 μL，cDNA 模板 1 μL，上下游引物各 1 μL。

反应程序为 98  2 min℃ ；98  20 s℃ ，50  1 min℃ ，

72  1 min℃ ，34 个循环；72  5 min℃ 。PCR 产物

经 1.5%的琼脂糖凝胶电泳后用凝胶成像仪（上

海培清，中国）进行观察和拍照。 

1.3  γ-tubulin 的生物信息学分析 

根据前期预测出的东方蜜蜂微孢子虫

γ-tubulin 序列，利用 NCBI 网站上（https://www. 

ncbi.nlm.nih.gov/）的 ORF 工具对 γ-tubulin 的氨

基酸序列进行预测。通过 Expasy 网站（https:// 

www.espasy.org/resources ） 上 的 Protparam 、

ProtScale 和 SWISS-model 等软件分析 γ-tubulin

的理化性质、亲水性和三级结构；利用 SignalP 

4.1 Server（http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP- 

4.1/）、NetPhos 3.1 Server（http://www.cbs.dtu.dk/ 

services/NetPhos/）和 TMHMM (https://services. 

healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0) 及

SOPMA （ https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_ 

automat.pl?page=npsa_sopma.html）等软件（Ison 

et al.，2013）预测 γ-tubulin 的信号肽、磷酸化位

点、跨膜结构域及二级结构。使用 PSORTⅡ

（ https://www.genscript.com/psort.html ） 软 件

（Sedaghat-Nejad et al.，2021）预测 γ-tubulin 蛋

白的亚细胞定位。 

1.4  γ-tubulin 蛋白的结构域预测 

使用 MEME 软件（Bailey and Elkan, 1994）

（https://meme-suite.org/）预测东方蜜蜂微孢子

虫和其他物种 γ-tubulin 的保守基序，参数设置

为：结构域最小氨基酸残基数为 6 aa，结构域最

大氨基酸残基数为 50 aa，不同结构域的数量为

5，其余参数为默认设置。 

1.5  γ-tubulin 蛋白的系统进化分析 

利用 Blast 工具将东方蜜蜂微孢子虫 γ-tubulin

蛋白的氨基酸序列比对到 NCBI GeneBank 数据

库（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/）以搜

索序列相似性较高的其他物种的 γ-tubulin。通过

Mega 11.0 软件（Tamura et al.，2021）对东方蜜

蜂微孢子虫和其他物种的 γ-tubulin 进行氨基酸

序列多重比对，并采用邻接法构建基于 γ-tubulin

的系统进化树，选择软件默认参数。 

2  结果与分析 

2.1  γ-tubulin 的表达验证 

琼脂糖凝胶电泳结果显示，通过 PCR 扩增

出约 1 300 bp 的目的片段，符合预期大小（图 1），

说明 γ-tubulin 在东方蜜蜂微孢子虫孢子中真实

表达。 

2.2  γ-tubulin 的分子特性分析 

γ-tubulin 共含有 1 302 个核苷酸，可编码 433

个氨基酸。γ-tubulin 蛋白分子量约为 49.11 kD，

脂溶系数为 86.65，等电点为 5.75，分子式为

C2186H3422N582O663S20。γ-tubulin 中含量最高的氨

基酸为丝氨酸，含量最低的氨基酸为半胱氨酸；

此外，γ-tubulin 包含 52 个负电荷氨基酸，其中

天冬氨酸和谷氨酸分别有 25 和 27 个；44 个正 
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图 1  γ-tubulin 的 PCR 扩增产物的琼脂糖凝胶电泳 

Fig. 1  Agarose gel electrophoresis for PCR  
amplification product from γ-tubulin  

泳道 M：DNA marker；泳道 1：DEPC 水；泳道 

2：γ-tubulin 的扩增产物。 

Lane M: DNA marker; Lane 1: DEPC water; Lane  
2: Amplified product from γ-tubulin.  

 
电荷氨基酸，其中赖氨酸和精氨酸分别有 25 和

19 个。 

γ-tubulin 的平均亲水系数为-0.25，亲水氨基

酸数量比疏水氨基酸多（图 2：A），说明该蛋白

为亲水性蛋白。另外，γ-tubulin 中不存在典型的

信号肽，说明其为胞内蛋白（图 2：B）。在 γ-tubulin

中预测到 48 个磷酸化位点，包含 29 个丝氨酸磷

酸化位点、5 个酪氨酸磷酸化位点及 14 个苏氨

酸磷酸化位点（图 2：C）。 

γ-tubulin 含有 191 个（44.11%）α-螺旋，66

个（15.24%）延长链，17 个（3.93%）β-转角，

159 个（36.72%）无规则卷曲（图 3：A）。图 3

（B）所示为 γ-tubulin 的三级结构，其模板为

7qj0.1.K，与之同源性为 48.96%，其中 58.01%

的残基自信度达到 70%以上。另外，预测

γ-tubulin 同时定位于细胞核、细胞质和线粒体，

占比分别为 56.50%、17.40%和 13.00%。 

2.3  γ-tubulin 的保守基序分析 

在东方蜜蜂微孢子虫的 γ-tubulin 中预测到 5

个保守基序：Motif 1、Motif 2、Motif 3、Motif 4

和 Motif 5；类似地，在蜜蜂微孢子虫 Nosema 

apis、家蚕微孢子虫 Nosema bombycis、兔脑炎

微孢子虫 Encephalitozoon cuniculi、海伦脑炎微 
 

 
 

图 2  γ-tubulin 的亲水性（A）、信号肽（B）和磷酸化位点（C） 

Fig. 2  Hydrophilic (A), signal peptide (B) and phosphorylation site (C) of γ-tubulin 
 

 
 

图 3  γ-tubulin 的二级结构（A）和三级结构（B） 

Fig. 3  Secondary structure (A) and tertiary structure (B) of γ-tubulin 
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孢子虫 Encephalitozoon hellem、角膜条孢虫

Vittaforma corneae、小孢根霉 Rhizopus microsporus

和奇孢根霉 Rhizopus azygosporus 的 γ-tubulin 蛋

白中同样预测到上述 5 个保守基序（图 4），说

明 γ-tubulin在东方蜜蜂微孢子虫和其他 7个物种

中高度保守。 

2.4  γ-tubulin 的系统进化分析 

除家蚕微孢子虫中含有 2 个 γ-tubulin 外，东

方蜜蜂微孢子虫、蜜蜂微孢子虫、兔脑炎微孢子

虫、海伦脑炎微孢子虫、角膜条孢虫、小孢根霉

和奇孢根霉均仅含有 1 个 γ-tubulin（表 1）。氨基

酸多重比对结果显示，东方蜜蜂微孢子虫与其他

7 种微孢子虫及 2 种根霉菌的 γ-tubulin 的序列一 

致性较高（图 5）。系统进化分析结果显示，东

方蜜蜂微孢子虫与蜜蜂微孢子虫、家蚕微孢子

虫、兔脑炎微孢子虫、海伦脑炎微孢子虫及角膜

条孢虫的 γ-tubulin 聚为一个大支，而小孢根霉与

奇孢根霉的 γ-tubulin 聚为另一个大支（图 6）；

东方蜜蜂微孢子虫与蜜蜂微孢子虫的 γ-tubulin

进化距离最近，其次为家蚕微孢子虫（图 6）。

以上结果说明东方蜜蜂微孢子虫与蜜蜂微孢子

虫的 γ-tubulin 亲缘关系最近，γ-tubulin 在不同微

孢子虫中具有较高的保守性。 

3  讨论 

γ-tubulin 广泛存在于中心体和纺锤体等微 
 

 
 

图 4  东方蜜蜂微孢子虫和其他 7 个物种的 γ-tubulin 蛋白含有的保守基序 

Fig. 4  Conserved motifs in γ-tubulin proteins in Nosema ceranae and other seven species 

图中拉丁学名的中文名称同表 1。The Chinese name in the figure is the same as table 1. 
 

表 1  东方蜜蜂微孢子虫与其他 7 个物种的 γ-tubulin 概览 

Table 1  Overview of γ-tubulin proteins from Nosema ceranae and other seven species 

物种 
Species 

数量 
Number 

NCBI GeneBank 数据库收录号 
Accession number in NCBI GeneBank database 

东方蜜蜂微孢子虫 Nosema ceranae 1 AAJ76_200012095 

蜜蜂微孢子虫 Nosema apis 1 NAPIS_ORF01572 

家蚕微孢子虫 Nosema bombycis 2 NBO_1312g0002, NBO_13g0069 

兔脑炎微孢子虫 Encephalitozoon cuniculi 1 ECU08_0670 

海伦脑炎微孢子虫 Encephalitozoon hellem 1 EHEL_080630 

角膜条孢虫 Vittaforma corneae 1 VICG_00121 

小孢根霉 Rhizopus microsporus 1 BCV71DRAFT_35897 

奇孢根霉 Rhizopus azygosporus 1 CU097_014479 



3 期 叶亚萍等: 东方蜜蜂微孢子虫γ-tubulin 基因的表达验证与分子特性分析 ·813· 

 

 
 

图 5  东方蜜蜂微孢子虫与其他 7 个物种 γ-tubulin 蛋白的氨基酸序列多重比对 

Fig. 5  Multiple alignment of amino acid sequences of γ-tubulin proteins from  
Nosema ceranae and other seven species 

*表示同源性为 100%，﹣表示氨基酸缺失。 

* indicates the homology is 100%, ﹣indicates amino acid deficiency. 

 
管组织中心（Stearns et al.，1991；Zheng et al.，

1991），参与控制有丝分裂纺锤体的复制（Bornens，

2002）。Farache 等（2018）在研究中发现 γ-TuSC

和 γ-TuRC 的缺失可引起纺锤体形成的严重缺

陷，细胞周期阻滞及细胞死亡。真菌孢子是一种

休眠体，仅维持较低的代谢水平。本研究通过 PCR

在东方蜜蜂微孢子虫孢子中扩增出约 1 000 bp

的目的片段（图 1），证实 γ-tubulin 的真实表达。

这暗示 γ-tubulin 在东方蜜蜂微孢子虫孢子中发

挥功能，值得进一步研究。生物信息学分析结果

显示，东方蜜蜂微孢子虫的 γ-tubulin 的分子式为

C2186H3422N582O663S20，分子量约为 49.11 kD，亲

水氨基酸数量比疏水氨基酸多（图 2：A），说明

该蛋白为亲水性蛋白；另外，γ-tubulin 不含信 
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图 6  邻接法构建基于 γ-tubulin 的东方蜜蜂微孢

子虫与其他 7 个物种的系统进化树 

Fig. 6  Phelogenetic tree of Nosema ceranae and 
other seven species based 

 on γ-tubulin by neighbor-joining method 

 
号肽（图 2：B），说明该蛋白为胞内蛋白；γ-tubulin

同时定位于细胞核、细胞质和线粒体，其广泛的

分布进一步体现出 γ-tubulin 功能的广泛性和重

要性。关于昆虫的微管蛋白家族，此前 α-tubulin

和 β-tubulin 研究较多，已有研究证明 α-tubulin

在果蝇 Drosophila 的雄性生殖细胞系干细胞维

持中起着至关重要的作用（Tao et al.，2021），

β-tubulin 已被证实与昆虫致病真菌绿僵菌

Metarhizium acridum 的附着分化、毒力和产孢相

关（Zhang et al.，2017）。前期研究测定了侵染

意大利蜜蜂工蜂的东方蜜蜂微孢子虫 γ-tubulin

表达谱，发现 γ-tubulin 在病原接种后 2-12 d 的

表达量总体表现为显著下调趋势（吴鹰等 , 

2022），暗示 γ-tubulin 与东方蜜蜂微孢子虫的增

殖和侵染存在相关性。下一步拟通过饲喂 dsRNA

（Goto et al.，2003）或 siRNA（Huang and Evans, 

2020）的方法对意大利蜜蜂工蜂体内的东方蜜蜂

微孢子虫 γ-tubulin 进行 RNAi，以明确其在侵染

过程中的功能。 

东方蜜蜂微孢子虫及其姐妹种蜜蜂微孢子

虫是自然界中感染蜜蜂的 2 种微孢子虫。本研究

发现，东方蜜蜂微孢子虫和蜜蜂微孢子虫均含有

1 个 γ-tubulin；兔脑炎微孢子虫、海伦脑炎微孢

子虫和角膜条孢虫也只含有 1 个 γ-tubulin。这说

明东方蜜蜂微孢子虫在进化过程中发生了

γ-tubulin 的复制。鉴于东方蜜蜂微孢子虫具有更

强的毒力，正在逐渐取代自然界中的蜜蜂微孢子

虫（Mayack and Naug, 2009），推测 γ-tubulin 在

东方蜜蜂微孢子虫的生存和增殖中起到重要作

用。家蚕微孢子虫含有 2 个 γ-tubulin（表 1）。本

研究在东方蜜蜂微孢子虫 γ-tubulin 中预测到 5

个保守基序（Motif 1、Motif 2、Motif 3、Motif 4

和 Motif 5）；在蜜蜂微孢子虫、家蚕微孢子虫、

兔脑炎微孢子虫、海伦脑炎微孢子虫、角膜条孢

虫、小孢根霉和奇孢根霉的 γ-tubulin 中同样预测

到上述 5 个保守基序（图 4）；此外，上述 8 个

物种的 γ-tubulin 氨基酸序列一致性较高（图 5）。

上述结果表明 γ-tubulin 在东方蜜蜂微孢子虫和

其他 9 个物种中高度保守。系统进化分析结果显

示，东方蜜蜂微孢子虫与蜜蜂微孢子虫等 5 种微

孢子虫的 γ-tubulin 聚为一个大支，东方蜜蜂微孢

子虫与蜜蜂微孢子虫的 γ-tubulin 进化距离最近

（图 6），进一步表明 γ-tubulin 在不同微孢子虫

中具有高度保守性，推测不同微孢子虫的 γ-tubulin

发挥相同或类似的功能。 

4  结论 

本研究证实了 γ-tubulin 在东方蜜蜂微孢子

虫孢子中真实存在，明确了 γ-tubulin 的分子特

性，并揭示东方蜜蜂微孢子虫与蜜蜂微孢子虫的

γ-tubulin 亲缘关系最近，γ-tubulin 在东方蜜蜂微

孢子虫、蜜蜂微孢子虫、兔脑炎微孢子虫、海伦脑

炎微孢子虫及角膜条孢虫中具有较高的保守性。 
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