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摘  要  【目的】 东方蜜蜂微孢子虫 Nosema ceranae 侵染蜜蜂导致微孢子虫病，但侵染机制未明。本研究

拟在前期工作基础上，验证 nce-miR-15325 的相对表达量及序列信息，并进一步检测 nce-miR-15325 及其靶

基因在东方蜜蜂微孢子虫侵染意大利蜜蜂 Apis mellifera ligustica 工蜂过程的相对表达量，为进一步探究

nce-miR-15325 调控侵染的功能和机制提供依据。【方法】 利用 Stem-loop RT-PCR 和 Sanger 测序对

nce-miR-15325 进行相对表达量及序列信息验证。利用相关生物信息学软件对 nce-miR-15325 的靶基因进行

信息预测及分析。通过 RT-qPCR 检测 nce-miR-15325 及其靶基因的相对表达量。【结果】 鉴定到在东方蜜

蜂微孢子虫孢子中 nce-miR-15325 真实存在并表达。预测到 nce-miR-15325 的 11 个靶基因，其中分别有 3、

4、7 和 4 个靶基因可注释到 KEGG、GO、Nr 和 Swissprot 数据库。与接种后 1 d 相比，nce-miR-15325 在 2 dpi

（day post inoculation, dpi）的表达量变化不显著，而在 4、6 和 8 dpi 时，相对表达量均显著下调（P<0.05），

总体表达趋势呈下调。相较于 1 dpi，靶基因 NCSS 在 2、4、6 和 8 dpi 的表达量均显著下调（P<0.05）；类

似的，靶基因 DTIII 在 2、4、6 和 8 dpi 的表达量均显著下调（P<0.05），总体上表现出下降的表达趋势。

【结论】 证实了东方蜜蜂微孢子虫孢子中 nce-miR-15325 存在和表达的真实性，明确了在东方蜜蜂微孢子

虫侵染过程的 nce-miR-15325 及其靶基因的动态表达模式，揭示 nce-miR-15325 通过正调控 NCSS 和 DTIII

表达潜在调节侵染过程。 

关键词  蜜蜂；意大利蜜蜂；东方蜜蜂微孢子虫；nce-miR-15325；靶基因；相对表达量 
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Abstract  [Objectives]  The infection of Nosema ceranae caused nosemiosis, but the mechanism of infection was unknown. 

Based on the previous work, this study was intended to further verify the expression level and sequencing results of 

nce-miR-15325, and to detect the relative expression levels of nce-miR-15325 and its target genes during the infection of Apis 

mellifera ligustica by Nosema ceranae. This study provided the basis for further exploring the function and mechanism of 

nce-miR-15325 in regulating infection [Methods]  Stem-loop RT-PCR and Sanger sequencing were employed to confirm the 

expression of, and to sequence, nce-miR-15325. Related software was used to predict and analyze relevant target genes. The 

expression profiles of nce-miR-15325 and its target genes were determined using RT-qPCR. [Results]  nce-miR-15325 was 

present and expressed in Nosema ceranae spores. Eleven target genes were predicted, of these, three, four, seven and four, 

respectively, were annotated to the KEGG, GO, Nr, and Swissprot databases. Compared to its expression at 1 dpi (1 day 

post-inoculation), the expression of nce-miR-23928 was unchanged at 2 dpi, but was progressively less at 4, 6, and 8 dpi 

(P<0.05). Compared to its expression at 1 dpi, the expression of the target gene NCCS was also progressively less (P<0.05) at 

2, 4, 6 and 8 dpi, as was that of the target gene DTIII. [Conclusion]  These results confirm the existence and expression of 

nce-miR-15325 in Nosema ceranae spores, reveal its expression dynamics and that of its target genes during Nosema ceranae 

infection, and suggest that nce-miR-15325 potentially regulates the infection process via positive modulation of the expression 

of NCSS and DTIII. 

Key words  honey bee; Apis mellifera ligustica; Nosema ceranae; nce-miR-15325; target gene; relative expression 

东方蜜蜂微孢子虫 Nosema ceranae，专性寄

生蜜蜂肠道上皮细胞的单细胞真菌病原，能够侵

染蜂王、工蜂、雄蜂和幼虫（梁勤和陈大福，

2009），其始寄主是东方蜜蜂，后跨种传播至西

方蜜蜂 Apis mellifera，目前已广泛感染世界各国

饲养的西方蜜蜂蜂群（Fries et al.，1996；Chen  

et al.，2008）。微小 RNA（microRNA, miRNA）

是一类长度介于 17-24 nt且进化上高度保守的非

编码 RNA（non-coding RNA, ncRNA），其种子

区与 mRNA 的 3′ UTR 结合从而导致 mRNA 降

解或抑制其翻译，从而在转录后水平调控基因表

达（梁沛等，2012）。miRNA 一般发挥基因表

达的负调控作用（Von Born et al.，2018），但近

期的研究证实一些 miRNA 也能正调控基因表达

（Xiao et al.，2017）。借助二代测序技术，人

们在粗糙脉孢菌 Neurospora crassa 等真菌中陆

续鉴定到丰富表达的 miRNA（Lee et al.，2010；

Zhou et al.，2012；Lau et al.，2013）。目前，

东方蜜蜂微孢子虫的 miRNA 研究有限（Huang et 

al.，2015；Huang and Evans，2016）。Huang 和

Evans（2016）通过对接种了东方蜜蜂微孢子虫

的西方蜜蜂 6 日龄工蜂中肠进行高通量测序，预

测到东方蜜蜂微孢子虫的 6 个类 miRNA 的 RNA

（miRNA-like RNA，milRNA）。随后，Shao

等（2021）基于重新组装和注释的东方蜜蜂微孢

子虫基因组又发掘出 3 个 miRNA。验证东方蜜

蜂微孢子虫 miRNA 的存在和表达真实性，并检

测 miRNA 及其靶基因在病原侵染宿主过程的相

对表达量，可为进一步探究 miRNA 调控侵染的

功能及作用机制提供依据。 

本研究通过分子生物学方法对前期预测到

的 nce-miR-15325（张文德等，2022）进行验证，

拟通过对东方蜜蜂微孢子虫感染意大利蜜蜂

Apis mellifera ligustica（简称意蜂）工蜂的过程

中 nce-miR-15325 及其靶基因 NCCS、DTIII 的表

达水平进行分析，阐明中华蜜蜂 nce-miR-15325

在微孢子虫感染中的作用，为阐明中华蜜蜂

nce-miR-15325 在微孢子虫感染中的作用和机理

提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试蜜蜂与病原 

未受东方蜜蜂微孢子虫感染的意蜂工蜂取

自福建农林大学动物科学学院（蜂学学院）教学

蜂场的饲养蜂群（Chen et al.，2019；）。东方

蜜蜂微孢子虫侵染的意蜂工蜂试验样品取样于

福州市闽侯县荆溪源安养蜂场的饲养蜂群。东方

蜜蜂微孢子虫纯净试验孢子由福建农林大学蜜

蜂保护实验室制备并保存（张文德等，2022）。 
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1.2  东方蜜蜂微孢子虫侵染的意蜂工蜂中肠样

品制备 

按照 Chen 等（2019）建立的技术流程进行

东方蜜蜂微孢子虫孢子的粗提和纯化。将群势较

强、外观健康，在没有被东方蜜蜂微孢子虫感染

的意大利蜜蜂蜂群中即将要出房的封盖子脾快

速地提到实验室中，然后放在（34±0.5）℃的

恒温培养箱中，采集 1 日龄的工蜂进行饥饿处

理，持续 2 h。固定工蜂后进行饲喂法接种 5 μL 

50%（w/v）的蔗糖溶液（含有 106 个东方蜜蜂微

孢子虫孢子），在蔗糖溶液被吃完之后，把上述

的工蜂放进一个干净的塑料盒（35 头/盒），将

盛有 2 mL 50%（W/V）蔗糖溶液的饲喂器插入

顶部，并每 24 h 更换一只饲喂器（盛有 2 mL 蔗

糖溶液)；接种后第 1、2、4、6 和 8 dpi 时，于

超净工作台上取出工蜂中肠，将其置于清洁的

RNA-Free 离心管内（每 3 只中肠一管），于液

氮冷冻后移至±80 ℃冷藏保存。上述实验设置

3 个生物学重复。 

1.3  nce-miR-15325 的分子生物学验证 

根据 nce-miR-15325 的核苷酸序列，利用

Primer Premier 5 软件设计特异性茎环（Stem- 

loop）引物和上游引物（F）及通用下游引物（R），

由上海生工生物工程公司进行合成。引物序列信

息见表 1。利用 RNA 抽提试剂盒（Promega，美

国）提取东方蜜蜂微孢子虫孢子样品的总 RNA，

按照 cDNA 第 1 链合成试剂盒（诺唯赞，中国）

说明书进行反转录，得到的 cDNA 作为模板进行

常规 PCR。反应体系和条件按照吴鹰等（2022）

和张凯遥等（2023）方法进行设置。产物经 1.8%

的琼脂糖凝胶电泳。切胶回收目的片段，然后连

接转化大肠杆菌 Escherichia coli DH5α（唯地，

中国），取 100 μL 置于固体培养基（氨苄抗性）

培养箱过夜，挑单菌落置于 LB 液体培养基（氨

苄抗性）振荡培养 12 h，菌液送至上海生工进行

Sanger 测序（单端测序，M13 引物）。 

1.4  nce-miR-15325 相对表达量的检测 

参照前人建立流程提取 RNA，进行反转录，

并进行 RT-qPCR 实验（王紫馨等，2023）。参

照 SYBR Green 试剂盒（翌圣，中国）说明书，

通过 ABI QuantStudio 3 荧光定量 PCR 系统（ABI

公司，美国）检测 nce-miR-15325 的相对表达量。

反应体系和程序按照吴鹰等（2022）的方法设置。

每个反应均进行 3 次技术重复。以 1 dpi 为参照，

采用 2﹣△△Ct 法计算 nce-miR-15325 在 2、4、6 和

8 dpi 的相对表达量。通过 GraphPad Prism 7 软件

进行数据分析并绘图。采用 SPSS Statistics 软件

对 nce-miR-15325 在各时间点的相对表达量进

 
表 1  RT-qPCR 引物序列 

Table 1  Sequences of primers for RT-qPCR 

引物名称 Primer 序列（5′-3′）Sequence (5′-3′) 用途 Purpose 

nce-miR-15325-Loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGTGTAGAAT PCR 

nce-miR-15325-F CGCGTAGCAAAAAAGACTC 

nce-miR-15325-R CTCAACTGGTGTCGTGGA 

DTIII-F TGTGATAGGGAAGGTGAA 

DTIII-R TGACAAGGACCGAAACTA 

NCCS-F TTGAAAGGGTTGACTGAT 

NCCS-R GCAACTCATACTGCGTCT 

PCR, RT-qPCR 

5s rRNA-F CGAGCGGTTTCCCATCTCAGTA 

5s rRNA-R AAAACACCGGAACTCGTCAGCT 

actin-F ACAATGGTTCAGGTATCGTA 

actin-R GTGCCTCATCTCCTACATAA 

RT-qPCR 
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行单因素方差分析（ANOVA），以 P<0.05 为显

著性阈值。采用 Tukey 检验法和字母显著标记法

两两比较分析实验数据。 

1.5  nce-miR-15325 的靶基因预测与分析 

参照吴鹰等（2022）的方法，联用 TargetScan、

miRanda 与 RNAhybrid 软件预测 nce-miR-15325

的靶基因，3 种软件均采用默认参数。通过 Blast

工具将靶基因序列分别比对到 KEGG 数据库

（https://www.omicshare.com/tools/Home/Soft/pat

hwaygsea）、GO 数据库（https://www.omicshare. 

com/tools/Home/Soft/gogsea）、Nr 数据库（https:// 

ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db/FASTA）和 Swiss-Prot

数据库（http://www.uniprot.org/uniprot/?query=* 

&fil=reviewed%3Ayes），从而获得相应的注释

信 息 。 根 据 预 测 到 的 靶 向 结 合 关 系 构 建

nce-miR-15325 与靶基因之间的调控网络，进而

通过 Cytoscape 软件进行可视化。 

1.6  nce-miR-15325 的靶基因相对表达量的检测 

根据 1.5 节 nce-miR-15325 的靶向预测结果，

结合东方蜜蜂微孢子虫的生物学背景，同时参考

前人相关研究报道（梁勤和陈大福，2009；范小

雪等，2021），筛选出 2 个关键靶基因进行相对

表达量检测，分别为核凝聚复合体亚基（Nuclear 

condensin complex subunit）编码基因 NCSS

（Gene ID: 36320507）和 DNA 拓扑异构酶 3

（DNA topoisomerase iii）编码基因 DTIII（Gene 

ID: 36321483）。将 Oligo dT 引物和 Random 6 

mer 引物按 1∶1 比例混合后进行反转录获得模

板 cDNA，进而采用 RT-qPCR 检测上述 2 个靶

基因在各时间点的相对表达量进行检测。以肌动

蛋白基因 actin（Gene ID: AB023025.1）作为内

参。参照 1.4 节的内容设置反应体系和条件。每

个反应均设置 3 个技术重复。以 1 dpi 为参照，

通过 2﹣ΔΔCt 法计算靶基因在 2、4、6 和 8 dpi 的

相对表达量，通过 GraphPad Prism 7 软件进行数

据分析并绘图，使用 SPSS Statistics 软件对靶基

因在各时间点的相对表达量进行单因素方差分

析（ANOVA），以 P<0.05 为显著性阈值。利用

Tukey检验法和字母显著标记法两两比较分析实

验数据。 

2  结果与分析 

2.1  nce-miR-15325 的分子生物学验证 

Stem-loop RT-PCR 后，琼脂糖凝胶电泳结果

显示，从东方蜜蜂微孢子虫孢子中扩增出符合预

期大小（约 70 bp）的目的片段（图 1：A）。目

的片段的 Sanger 测序结果表明，nce-miR-15325

目的片段的测序序列与基于转录组数据的预测

序列（AAGAUGUGUAUCUAAAAUUCUACA）

完全一致（图 1：B）。 
 

 
 

图 1  nce-miR-15325 的 Stem-loop RT-PCR 与 

Sanger 测序验证 

Fig. 1  Confirmation of nce-miR-15325 by Stem-loop  
RT-PCR and Sanger sequencing 

A.Stem-loop RT-PCR 扩增产物的琼脂糖凝聚电泳；泳道

M: DNA marker；泳道 1：nce-miR-15325 的扩增产物；

泳道 N：阴性对照（无菌水）；B. nce-miR-15325 扩增

片段的 Sanger 测序峰图。 
A. Agarose gel electrophoresis for the amplified product 
from Stem-loop RT-PCR; Lane M: DNA marker; Lane 1: 

Amplified product from nce-miR-15325; Lane N: Negative 
control (sterile water); B. Peak map of Sanger sequencing 

of the amplified segment from nce-miR-15325. 
 

2.2  东方蜜蜂微孢子虫侵染过程中 nce-miR- 

15325 的相对表达量 

nce-miR-15325 的 RT-qPCR 结果分析表明，

与 1 dpi 相比，2 dpi 的表达水平变化不显著；表

达水平在 4、 6、 8 dpi 处呈显著下降趋势

（P<0.05），分别下调 2.80、67.11 和 34.48 倍（图
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2）；nce-miR-15325 总体表现出下降的表达趋势

（图 2）。 
 

 
 
 

图 2  东方蜜蜂微孢子虫侵染意蜂工蜂过程中

nce-miR-15325 的相对表达量检测 

Fig. 2  Determination of relative expression level of  
nce-miR-15325 in the Nosema ceranae infection of  

Apis mellifera ligustica workers 

利用 SPSS 统计软件，对各日龄 nce-miR-15325 的表达水

平进行 ANOVA 分析，以 P<0.05 为显著性阈值。通过

Tukey 检验、字母显著标记法等方法，对试验结果进行

两两比较。图中的数据为平均值±标准误差。柱上标有

不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。下图同。 
SPSS statistics software was used to conduct one-way 

analysis of variance (ANOVA) for the relative expression 
level of nce-miR-15325 at each day-old, with P<0.05 as the 
significance threshold. Experimental data were compared 
and analyzed by the Tukey test and the letter significance 
labeling methods. Data are mean±SE, histograms with the 
different lowercase letters indicate significant differences 

(P<0.05). The same below. 

2.3  nce-miR-15325 的靶基因分析 

nce-miR-15325 共 靶 向 11 个 基 因 ，

nce-miR-15325 与靶基因之间可形成 1 个调控网

络（图 3）。其中有 3 个靶基因可注释到 KEGG

数据库中的 3 条通路，包括 RNA 聚合酶

（ko03020）、同源重组（ko03440）和细胞周期

-酵母（ko04111）；有 4 个靶基因可注释到 GO

数据库中的分子功能、生物学过程和细胞组分相

关等 22 个功能条目，分别有 7 和 4 个靶基因可

注释到 Nr 和 Swissprot 数据库（表 2）。 

 

 
 

图 3  nce-miR-15325 及其靶基因之间靶向调控网络 

Fig. 3  Regulatory network between nce-miR-15325 
and its target genes 

 

表 2  nce-miR-15325 的靶基因的 Nr 和 Swissprot 数据库注释 

Table 2  Annotations of nce-miR-15325 targeted genes in Nr and Swissprot databases 

基因 ID 
Gene ID 

Nr 数据库注释 
Nr database annotation 

Swissprot 数据库注释 
Swissprot database annotation 

36319489 DNA-directed rna polymerase subunit b Probable DNA-directed RNA polymerase I subunit RPA2

36320507 Nuclear condensin complex subunit Structural maintenance of chromosomes protein 4 

36321483 DNA topoisomerase 3 DNA topoisomerase 3 

36319373 DNA repair protein rad4 — 

36320239 Dopey-like leucine zipper transcription factor — 

36320301 Threonyl-tRNA synthetase — 

36320521 Transposase — 

36320143 — Protein dopey 

36319086 — — 

36319429 — — 

36320986 — — 
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2.4  东方蜜蜂微孢子虫侵染过程中靶基因

NCCS 的相对表达量 

如图 4（A）所示，NCCS 与 nce-miR-15325

间存在潜在的靶向关系。RT-qPCR 的结果表明，

与 1 dpi 相比，NCCS 在 2、4、6、8 dpi 的表达

水平明显下降，分别下调 11.38、3.27、5.49 和

7.24 倍（图 4：B）；NCCS 总体上呈现下降的表

达趋势（图 4：B）。 

2.5  东方蜜蜂微孢子虫侵染过程中靶基因

DTIII 的相对表达量 

如图 5（A）所示，DTIII 与 nce-miR-15325

间存在潜在的靶向关系。RT-qPCR 结果显示，相

较于 1 dpi，靶基因 DTIII 在 2、4、6 和 8 dpi 的

表达量均为显著下调（P<0.05），分别下调 1.72、

2.39、2.40 和 2.05 倍（图 5：B）；DTIII 的表达

总体上表现出下降趋势（图 5：B）。 

 

 
 

图 4  东方蜜蜂微孢子虫侵染意蜂工蜂过程中靶基因 NCCS 的相对表达量检测 

Fig. 4  Determination of relative expression level of target gene NCCS in the  
Nosema ceranae infection of Apis mellifera ligustica workers 

A. nce-miR-15325 与 NCCS 的靶向结合关系示意图；B. NCCS 在东方蜜蜂微孢子虫侵染过程的相对表达量。 

A. Schematic diagram of target binding relationship between nce-miR-15325 and NCCS; B.The relative  
expression level of NCCS during the infection process of Nosema ceranae. 

 

 
 

图 5  东方蜜蜂微孢子虫侵染意蜂工蜂过程中 DTIII 的相对表达量检测 

Fig. 5  Determination of relative expression level of target gene DTIII during the Nosema ceranae  
infection of Apis mellifera ligustica workers 

A. nce-miR-15325 与 DTIII 的靶向结合关系示意图；B. DTIII 在东方蜜蜂微孢子虫侵染过程的相对表达量。 

A. Schematic diagram of target binding relationship between nce-miR-15325 and DTIII; B. The relative expression  
level of DTIII during the infection process of Nosema ceranae. 
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3  讨论 

张文德等（2022）结合深度测序以及生物信

息学在东方蜜蜂微孢子虫孢子中预测到 10 个

miRNA，并进一步利用分子生物学手段证实其中

nce-miR-26675 和 nce-miR-23928 表达模式和序

列的真实性。近期，吴鹰等（2022）、王紫馨等

（ 2023 ）和张凯遥等（ 2023 ）分别证实了

nce-miR-10660、nce-miR-34537 和 nce-miR-12220

在东方蜜蜂微孢子虫孢子中真实性和表达特性。

本研究中，通过分析 Stem-loop RT-PCR 以及

Sanger 测序结果证实 nce-miR-15325 序列真实

性。鉴于目前已报道的东方蜜蜂微孢子虫

miRNA 仅有 19 个且多为生物学预测，上述经分

子生物学验证的 miRNA 为东方蜜蜂微孢子虫

miRNA 提供了重要补充，也为后续功能研究提

供了候选分子。相对表达量检测结果显示，相较

于 1 dpi，nce-miR-15325 在 2 dpi 的表达量基本

不变，在 4、6 和 8 dpi 的表达量分别显著下调

2.80、67.11 和 34.48 倍（P<0.05）（图 2），表

现出下降的表达趋势。这表明东方蜜蜂微孢子虫

侵染意蜂工蜂的过程伴随着 nce-miR- 15325 表

达水平的持续下降，推测 nce-miR-15325 可能参

与对侵染过程的调控。另外，预测结果显示

nce-miR-15325 靶向 NCSS 和 DTIII 等 11 个基因

（图 3），其中可注释到 KEGG、GO、Nr 和

Swiss-prot 数据库的靶基因数目仅有 3、4、7 和

4 个。注释信息的缺乏由于东方蜜蜂微孢子虫孢

子外被一层坚硬的孢壁，常规的转基因手段无法

将外源基因导入孢子，导致东方蜜蜂微孢子虫的

绝大多数基因功能未明。下一步可参考其他微孢

子虫如家蚕微孢子虫 Nosema bombycis 的转基因

策略（Guo et al.，2016）尝试建立东方蜜蜂微孢

子虫的连续细胞感染系和转基因操作平台，为持

续深入开展基因功能研究提供基础。 

研究表明，一些 miRNA 能通过正调控基因

表达影响发育、免疫和侵染等重要生物学过程

（Huang et al.，2010）。SMC 蛋白主要包括凝

聚素、粘附蛋白和 SMC5-SMC6 复合物，在有丝

分裂染色体的集缩和分离、遗传重组和 DNA 修

复方面起到重要作用（Uhlmann，2016）。在酿

酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 中，SMC 蛋白

可在有丝分裂过程中结合微管蛋白进而影响细

胞增殖，缺少该结合体将导致细胞有丝分裂阻

滞 ， 纺 锤 体 结 构 异 常 及 染 色 体 分 离 缺 陷

（Laflamme et al.，2014）。在枯草芽孢杆菌

Bacillus subtilis 中，SMC 蛋白基因突变体表现出

生 长 缺 陷 和 无 核 细 胞 频 率 增 加 等 特 征

（Mascarenhas et al.，2002）。本研究发现，可

编码 SMC 蛋白的 NCCS 与 nce-miR-15325 之间

存在潜在靶向结合关系（图 4：A），NCCS 在 2、

4、6 和 8 dpi 的表达量较 1 dpi 分别显著下调

11.38、3.27、5.49 和 7.24 倍（P<0.05），总体呈

现下降的表达趋势（图 4：B）。NCCS 在 4、6

和 8 dpi 的表达趋势与 nce-miR-15325 一致，说

明二者间存在潜在的正调控关系；因此，我们推

测东方蜜蜂微孢子虫在感染意蜂工蜂时，可能是

通过 nce-miR-15325 正调控 NCSS 表达潜在影响

SMC 蛋白合成，进而调节自身增殖。 

DNA 拓扑异构酶在转录过程中起到维持染

色质构象的作用，真核生物中的 DNA 拓扑异构

酶可产生短暂的单链 DNA 断裂以减轻转录和其

他过程中产生的核苷酸链扭转。这种酶以高度保

守的真核形式存在，如受到抑制会导致细胞死亡

（Pommier，1996）。Sloan 等（2017）研究发

现过表达和敲减 DNA 拓扑异构酶编码基因，会

导致酿酒酵母的基因突变频率显著升高，表明

DNA 拓扑异构酶对酿酒酵母的遗传稳定性至关

重要。本研究中，可编码 DNA 拓扑异构酶的

DTIII 与 nce-miR-15325 之间存在潜在靶向结合

关系（图 5：A），DTIII 在 2、4、6 和 8 dpi 的

表达量较 1 dpi 分别显著下调 1.72、2.39、2.40

和 2.05 倍（图 5：B）。DTIII 在 4、6 和 8 dpi

的表达趋势与 nce-miR-15325 一致，表明二者间

也存在潜在正调控关系；东方蜜蜂微孢子虫通

过 nce-miR-15325 正调控 DTIII 表达潜在影响

DNA 拓扑异构酶编码基因蛋白合成，进而调节

侵染过程。 

目前，养蜂生产中治疗蜜蜂微孢子虫病药物

匮乏，相关诊断技术体系尚未完全建立。miRNA
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作为新型生物标志物和分子靶点已成功应用于

肿瘤等人类疾病的诊疗（何恒正等，2022）。在

本研究的基础上，下一步拟对 nce-miR-15325 进

行过表达和敲减研究，同时对 NCCS 和 DTIII 进

行 RNAi 研究，以明确它们在东方蜜蜂微孢子虫

侵染中的功能，进而开发基于 nce-miR-15325、

NCCS 和 DTIII 的诊断技术体系和治疗药物。 

本研究证实 nce-miR-15325 在东方蜜蜂微孢

子 虫 孢 子 中 真 实 存 在 和 表 达 ， 明 确 了

nce-miR-15325 及靶基因 NCCS 和 DTIII 在东方

蜜蜂微孢子虫侵染意蜂工蜂过程的相对表达量，

揭示东方蜜蜂微孢子虫通过正调控 NCCS 和

DTIII 潜在调节侵染过程。 
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