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摘  要  【目的】 本研究旨在通过鉴定和分析中华蜜蜂 Apis cerana cerana 工蜂中肠的 piRNA，为深入开

展中华蜜蜂 piRNA 的调控功能与作用机制研究提供资源和基础。【方法】 基于已获得的 small RNA-seq

数据鉴定中华蜜蜂 7（Ac7）和 10（Ac10）日龄工蜂中肠中的 piRNA，再进行数量统计和结构特征分析。

采用每百万标签序列（Tags per million, TPM）法计算 piRNA 的表达量并进行归一化。根据|log2 fold change| ≥

1 且 P≤0.05 的标准筛选差异表达 piRNA (Differentially expressed piRNA, DEpiRNA)。使用相关软件预测

DEpiRNA 的靶 mRNA 并进行 GO 和 KEGG 数据库注释。采用 stem-loop RT-PCR 验证 piRNA 的表达。通

过 RT-qPCR 验证测序数据的可靠性。【结果】 在 Ac7 和 Ac10 组中分别鉴定到 534 和 495 个 piRNA，包

括 602 个非冗余 piRNA。上述两组中 piRNA 的长度分布均介于 24-34 nt，分布在 27 nt 的 piRNA 数量最多，

且首位碱基均表现出碱基 C 倾向。在 Ac7 vs Ac10 比较组中筛选到 2 个 DEpiRNA，共靶向 472 个 mRNA，

可注释到生物调节、催化活性和细胞器等 26 个 GO 功能条目及内吞作用、Wnt 信号通路和 JAK-STAT 信

号通路等 167条 KEGG通路。有 27和 11条靶 mRNA分别涉及到 7条发育相关信号通路（Wnt, Notch, mTOR, 

AMPK, Hippo, TGF-beta 和 Hedgehog）和 8 条免疫通路（内吞作用、溶酶体、吞噬体、MAPK、PI3K-Akt、

JAK-STAT、TGF-beta 和 FoxO）。Stem-loop RT-PCR 结果显示随机选择的 7 个 piRNA 在工蜂中肠中均真

实表达。RT-qPCR 结果显示 2 个 DEpiRNA 的表达模式与前期测序结果一致，说明测序数据可靠。【结论】 

中华蜜蜂工蜂中肠中表达的 602 个 piRNA 具有类似于其他动物 piRNA 的结构特征，通过靶向调控相关基

因，具有参与调控工蜂中肠发育和免疫的潜力。 

关键词  中华蜜蜂；中肠；piRNA；鉴定；靶基因；调控 
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Abstract  [Aim]  To identify and analyze piRNAs in the midgut of Apis cerana cerana workers, thereby providing a 

foundation for the in-depth study of the regulatory function and mechanism of piRNAs in this species. [Methods]  piRNAs in 

the midgut of 7- and 10-day-old A. c. cerana workers (Ac7 and Ac10) were identified based on the available small RNA-seq 

data, and their quantitative statistics and structural characteristics analyzed. The expression levels of piRNAs were calculated 
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and normalized using the tag per million (TPM) method. Differentially expressed piRNAs (DEpiRNAs) were screened 

following the criteria of |log2 fold change| ≥ 1 and P ≤ 0.05. Relevant software was employed to predict target mRNAs of 

DEpiRNAs followed by GO and KEGG database annotation. The expression of piRNAs was validated using stem-loop 

RT-PCR. The expression trends of DEpiRNA were confirmed by RT-qPCR. [Results]  A total of 534 and 495 piRNAs were 

discovered in the Ac7 and Ac10 groups, respectively, including 602 non-redundant ones. The length distribution of piRNAs in 

the above-mentioned two groups ranged between 24-34 nt, with most being 27 nt in length. The first base is biased toward C. 

Two DEpiRNAs were screened in the Ac7 vs Ac10 comparison group, targeting a total of 472 mRNAs, which could be 

annotated to 26 GO terms, including biological regulation, catalytic activity and organelle, and 167 KEGG pathways such as 

endocytosis, Wnt signaling pathway and JAK-STAT signaling pathway. There were 27 and 11 target mRNAs, respectively, 

involved in seven developmental signaling pathways (Wnt, Notch, mTOR, AMPK, Hippo, TGF-beta and Hedgehog), and eight 

immune pathways (endocytosis, lysosome, phagosome, MAPK, PI3K-Akt, JAK-STAT, TGF-beta and FoxO). The stem-loop 

RT-PCR results demonstrate that seven randomly selected piRNAs were actually expressed in the midgut of A. c. cerana 

workers. The results of RT-qPCR indicate that expression of the two DEpiRNAs is consistent with that observed in the 

sequencing data, confirming the latter’s reliability. [Conclusion]  The 602 piRNAs expressed in the midgut of the A. c. 

cerana workers have structural features analogous to those of other animals. These piRNAs are potentially engaged in the 

development and immunity of the midgut through regulating the expression of related genes. 

Key words  Apis cerana cerana; midgut; piRNA; identify; target gene; regulation 

PIWI蛋白互作RNA（PIWI-interacting RNA，

piRNA）是一类大小在 24-34 nt 之间的小非编码

RNA（non-coding RNA，ncRNA），在抑制转座

子、基因组稳定性维持等方面发挥关键作用，以

及参与调控基因表达和免疫防御等生物学过程

（Kolliopoulou et al.，2019）。piRNA 最经典的

生物学功能是与 PIWI蛋白组装成 piRNA诱导沉

默复合体（piRISC），通过在转录及转录后水平

双重抑制转座子的转座活性，从而保障生殖细胞

基因组的完整性（Yamashiro and Siomi，2018）。

在果蝇中，piRNA 经由“乒乓循环”（Ping-Pong 

cycle）机制实现级联扩增，在特异性识别并切割

转座子转录本的同时产生次级 piRNA，进而构建

起高效的转座子沉默体系（Huang et al.，2021）。

近年来的研究进一步证实，piRNA 在生殖腺以外

的体细胞中亦发挥着关键的转座子调控作用

（Wu et al.，2020）。不同于微小 RNA（microRNA, 

miRNA）等其他小 ncRNA、piRNA 的生物发生

机制较为独特（Sun et al.，2022）。 

早期研究表明 piRNA 主要在动物生殖细胞

中表达和发挥作用（Aravin et al.，2006；Kawaoka 

et al.，2008a）。Kawaoka 等（2008b）检测了家

蚕 Bombyx mori 的 Piwi 亚家族 2 个成员（SIWI 

和 BmAGO3）编码基因的表达模式，发现二者

在幼虫期睾丸比在蛹期睾丸中的表达量更高，表

明它们可能参与家蚕精子发生。随着相关理论的

完善和研究手段的进步，piRNA 被证实同样能在

除性腺外的其他组织或器官中表达并行使特殊

功能（Jones et al.，2016；Sato and Siomi，2020；

Kiuchi et al.，2023）。例如，Jones 等（2016）

曾证实果蝇 Drosophila spp.的非性腺体细胞中存

在完整的 piRNA 途径，并发现 piRNA 影响果蝇

的正常代谢和机体健康；Feng 等（2021）研究

发现家蚕的脂肪体和中肠中表达丰富的 piRNA，

其在抗病毒免疫中起到潜在的调控作用。相比于

果蝇和家蚕等少数模式昆虫，蜜蜂的 piRNA 研

究起步较晚，且有限的研究多集中在西方蜜蜂

Apis mellifera。Liao 等（2010）曾在西方蜜蜂中

鉴定到 piRNA 生物合成通路上的 2 个关键基因

Am-aub 和 Am-ago3。Watson 等（2022）研究发

现 piRNA 参与西方蜜蜂配子发生和胚胎发育调

控。除了调控转座子，piRNA 还能通过与 mRNA

的 3'UTR 或编码区互补结合，在转录后水平调

控蛋白质编码基因的表达（Pyrkova et al.，2026）。

在小鼠精子发生过程中，piRNA 能够介导大量

mRNA 的降解，确保精子发育的正常进行（Sun 

et al.，2021）。在果蝇中，piRNA 可以通过抑制

翻译来调控胚胎发育相关基因的表达（Takase  
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et al.，2022）。这些研究表明，piRNA 对 mRNA

的调控是其发挥生物学功能的重要方式之一

（Hanusek et al.，2022）。 

昆虫肠道不仅是食物消化和营养吸收的主

要场所，同时也是抵御病原入侵、发挥免疫防御

作用的关键组织（Zeng et al.，2022）。前期研

究中，笔者团队基于 small RNA-seq（sRNA-seq）

技术在意大利蜜蜂Apis mellifera ligustica工蜂中

肠中鉴定到 596 个 piRNA（范小雪等，2022），

并解析了工蜂响应东方蜜蜂微孢子虫 Nosema 

ceranae 侵染过程中 piRNA 的表达模式，以及潜

在的调控作用（许雅静等，2022）；此外，在意

大利蜜蜂工蜂幼虫肠道中成功鉴定到 843 个

piRNA（Xu et al.，2022），进而揭示了差异表

达 piRNA （ Differentially expressed piRNA ，

DEpiRNA）在幼虫应答蜜蜂球囊菌 Ascosphaera 

apis 侵染中的调控作用（Sun et al.，2023）。目

前，中华蜜蜂 piRNA 的研究匮乏，迄今仅有一

例报道（Long et al.，2022）。 

蜜蜂中肠在食物消化、营养吸收和免疫防御

等方面发挥重要作用（黄少康，2010）。但中华

蜜蜂 Apis cerana cerana 中肠中 piRNA 的数量、

结构特征和调控作用尚不清楚。本课题组前期通

改 sRNA-seq 对中华蜜蜂 7 日龄和 10 日龄工蜂

的中肠组织进行了 sRNA 测序，获得了高质量的

可靠数据。基于前期测序结果，本研究对中华蜜

蜂工蜂中肠中的 piRNA 进行了系统鉴定与结构特

征分析，预测 piRNA 的靶 mRNA 并进行功能和通

路注释，进而对 piRNA 和 DEpiRNA 进行分子验

证，以期丰富中华蜜蜂 piRNA 的基本信息，并揭

示 piRNA 在工蜂中肠发育和免疫中的潜在功能。 

1  材料与方法 

1.1  供试昆虫 

中华蜜蜂工蜂取自福建农林大学蜂学与生

物医药学院蜜蜂-病原互作机制研究团队饲养的

实验蜂群。 

1.2  sRNA-seq 数据来源 

前期研究中，本课题组已利用 sRNA-seq 技

术对中华蜜蜂 7 日龄（Ac7）和 10 日龄（Ac10）

工蜂中肠进行测序（n=3），获得了高质量的 sRNA

组学数据，共测得 127 523 419 条原始读段（Raw 

reads），清洁读段（Clean reads）达 122 104 443

条，占 95.75%（Chen et al.，2019）。原始数据已

上 传 NCBI SRA 数 据 库 （ BioProject 号 ：

PRJNA487111）。 

1.3  piRNA 的鉴定与表达量计算 

piRNA 的生物信息学鉴定参照本团队前期

建立的方法并进行优化（范小雪等，2022）：首

先使用 Bowtie2 软件将质控后的 clean reads 比对

至 东 方 蜜 蜂 参 考 基 因 组 （ 版 本 号 GCF_ 

001442555.1_ACSNU-2.0），筛选得到唯一比对

到基因组的序列；随后通过 BLASTN 分别比对

GenBank （https://www.ncbi.nlm.nih.gov）和 Rfam 

（https://rfam.org/）数据库，去除 rRNA、tRNA、

snoRNA、snRNA 及 scRNA 等其他类型的非编

码 RNA；再将剩余序列比对至 miRBase 数据库

（https://www.mirbase.org/）（Griffiths-Jones et al.，

2008），并使用 miRDeep2 软件预测并过滤掉

已知和新的 miRNA；最后保留长度在 24-34 nt

范围内的序列，作为最终的候选 piRNA。采用

每百万标签数（Transcripts per million，TPM）

法对 piRNA 的表达量进行归一化处理，计算公

式为：TPM = （某一 piRNA 的 clean reads 数/

所有 sRNA 的总 clean reads 数）× 106（Liu et al.，

2016）。 

1.4  piRNA 的结构特征分析 

根据 1.3节 piRNA的鉴定结果对分布于不同

长度的 piRNA 进行数量统计。同时对不同长度

的 piRNA 读段序列的首位碱基偏向性进行分析

（Yu et al.，2019）。通过 GraphPad Prism 8.0.2

软件进行绘图。 

1.5  piRNA 的 stem-loop PCR 验证 

随机选取 7 个 piRNA（piR-ace-1216942、

piR-ace-752152、piR-ace-858637、piR-ace-252931、

piR-ace-202265 、 piR-ace-932156 和 piR-ace- 
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1128833）进行验证。基于鉴定得到的 piRNA 序

列，使用 DNAMAN 6.0 软件设计特异性 stem- 

loop 反转录引物、上游引物及通用下游引物（引

物序列见表 1），所有引物均由生工生物工程（上

海）股份有限公司合成。采用艾科瑞公司（长沙）

总 RNA 提取试剂盒分别提取 7 日龄和 10 日龄中

华蜜蜂工蜂中肠组织的总 RNA，经 Nanodrop 

2000 检测 RNA 浓度和纯度后，使用翌圣生物（上

海）的 HiScript  1st Strand cDNA Synthesis KitⅡ ，

以 stem-loop 引物进行反转录合成 cDNA。PCR

反应体系和程序参照本团队前期发表的方法进

行（范小雪等，2022）。扩增产物经 1.8%琼脂

糖凝胶电泳分离后，使用上海培清 JS-680B 凝胶

成像系统进行观察和拍照。 
 

表 1  引物序列 

Table 1  Sequences of primers  

引物 Primer 序列（5′–3′）Sequence (5′–3′) 

piR-ace-1216942-Loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCTACATCTT 

piR-ace-1216942-F TCGGCAGGCACTGATCGAGTCGTC 

piR-ace-752152-Loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCCAAACTCC 

piR-ace-752152-F TCGGCAGGAGGACACTGCCAGGCG 

piR-ace-858637-Loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCCTGTCCTC 

piR-ace-858637-F TCGGCAGGCTAAGGCCAGCTCAGC 

piR-ace-867282-Loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCATTTGCCG 

piR-ace-867282-F TCGGCAGGTGTAGGTAAGGGAAGT 

piR-ace-252931-loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCGTACCGCC 

piR-ace-252931-F TCGGCAGGCAGGCGGGGAGTTTGA 

piR-ace-202265-Loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCTTGCCGAC 

piR-ace-202265-F TCGGCAGGAATGTAGGTAAGGGAA 

piR-ace-932156-Loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCTACCGCCC 

piR-ace-932156-F TCGGCAGGGCGGGGAGTTTGACTG 

piRNA-R CTCAACTGGTGTCGTGGA 

U6-F CCAGGAGATGAAGTGGATACTC 

U6-R CTTGCTTGAACTGCTGCTT 
 

1.6  piRNA 的靶向预测及分析 

利用 TargetFinder 软件对 piRNA 进行靶向预

测，采用软件默认参数。利用Blast工具将靶mRNA

分别比对到 GO（https://www.geneontology.org）

和 KEGG（https://www.genome.jp/kegg/）数据库，

以获得相应的功能和通路注释。根据 piRNA 及

其靶mRNA之间的靶向结合关系构建调控网络，

再通过 Cytoscape3.8.2 软件（Shannon et al.，2003）

对调控网络进行可视化。 

1.7  DEpiRNA 的筛选和 RT-qPCR 验证 

使用 edgeR 软件（Robinson et al., 2010）， 

按照|log2 fold change|≥1（|log2FC|≥1）且 P≤ 

0.05 的标准，筛选 Ac7 vs Ac10 比较组的

DEpiRNA。分别提取 7 和 10 日龄工蜂中肠的总

RNA，均分为两份，一份 RNA 利用 stem-loop

引物进行反转录，得到的 cDNA 作为模板进行

piR-ace-1216942 和 piR-ace-752152 的 RT-qPCR；

另一份 RNA 利用等摩尔比混合的 Oligo dT 和

Random 6 mer 引物进行反转录，得到的 cDNA

作 为 内 参 U6 （ GeneBank 登 录 号 ：

LOC107992425）的模板进行 RT-qPCR。反应体

系与条件参照范小雪等（2022）的报道进行设置。

每个反应均进行 3 次技术重复和 3 次平行重复。 
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采用 2﹣ΔΔCt 法计算 piRNA 相对表达量。采用

GraphPad Prism 8 软件进行 qPCR 数据 的

Student’s t 检验及绘图。采用 GraphPad Prism 8

软件进行 qPCR 数据的 Student’s t 检验及绘图。 

2  结果与分析 

2.1  中华蜜蜂工蜂中肠 piRNA 的数量和表达量 

在 Ac7 和 Ac10 组中分别鉴定到 534 和 495 个

piRNA，包括 602 个非冗余 piRNA；两组的共有

piRNA 数目为 427 个，特有 piRNA 的数目分别

为 107 和 68 个。进一步分析发现 Ac7 组中表达

量最高的是 piR-ace-992993，其次为 piR-ace- 

338826 和 piR-ace-361874；Ac10 组表达量最高

的前 3 位分别是 piR-ace-410371、piR-ace-267432

和 piR-ace-992993（表 2）。 

2.2  中华蜜蜂工蜂中肠 piRNA 的长度分布和首

位碱基偏向性 

Ac7 和 Ac10 组中 piRNA 的长度分布均介于

24-34 nt；其中，分布在 27 nt 的 piRNA 数量最

多（104 和 95 个），分布在 28 nt 的 piRNA 数

量次之（90 和 82 个）（图 1：A）。此外，上

述两组中 piRNA 的首位碱基均表现出碱基 C 倾

向（图 1：B，C）。 

2.3  中华蜜蜂工蜂中肠中 piRNA 的表达验证 

Stem-loop RT-PCR 扩增结果显示，随机选取

的 7 个 piRNA 均能扩增出单一、清晰的特异性

条带，大小约为 100 bp（图 2），与预期的扩增

产物长度相符，表明这些 piRNA 在中华蜜蜂工

蜂中肠中确实存在表达。进一步的 RT-qPCR 验

证结果显示，2 个 DEpiRNA 的表达变化趋势与

sRNA-seq 测序结果完全一致，证明本研究获得

的转录组数据真实可靠。 

2.4  DEpiRNA 的靶 mRNA 分析 

在 Ac7 vs Ac10 比较组中筛选到 2 个

DEpiRNA，共靶向 472 个 mRNA。GO 功能注释

结果表明，144 个靶 mRNA 共富集到 26 个功能

条目，其中生物学进程类 10 个，主要包括细胞

过程、生物调节、代谢过程和生物合成等；分子

功能类 9 个，主要涉及结合活性、催化活性、信

号转导活性和分子转导活性等；细胞组分类 7 个，

主要包括细胞、细胞器、细胞膜和突触等（图 3：

A）。KEGG 通路富集分析显示，107 个靶 mRNA

共注释到 167 条信号通路，主要包括赖氨酸降

解、磷酸肌醇代谢、丙酮酸代谢以及多种信号转

导通路（图 3：B）。 

 
表 2  中华蜜蜂 7 日龄和 10 日龄工蜂中肠中 piRNA 的表达量（前 10 位） 

Table 2  The expression levels of piRNAs in the midgut of Apis cerana cerana 7-and 10-day-old worker (Top 10) 

7 日龄 7-day-old 10 日龄 10-day-old 

piRNA 编号 piRNA ID 
每百万转录本数 

Transcripts per million (TPM)
value 

piRNA 编号 
piRNA ID 

每百万转录本数 
Transcripts per million (TPM)

value 

piR-ace-992993 1 907.33 piR-ace-410371 1 412.67 

piR-ace-338826 1 791.00 piR-ace-267432 1 371.00 

piR-ace-361874 1 790.67 piR-ace-992993 1 300.67 

piR-ace-912809 1 764.33 piR-ace-1125230 1 269.67 

piR-ace-326296 1 762.00 piR-ace-805822 1 269.67 

piR-ace-361873 1 728.67 piR-ace-930874 1 235.00 

piR-ace-397987 1 677.33 piR-ace-361874 1 231.67 

piR-ace-969859 1 673.33 piR-ace-338826 1 227.33 

piR-ace-326295 1 645.33 piR-ace-912809 1 213.33 

piR-ace-251649 1 645.33 piR-ace-361873 1 199.67 
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图 1  Ac7 和 Ac10 组中 piRNA 的长度分布（A）和首位碱基偏向性（B，C） 

Fig. 1  Length distribution (A) and first base bias (B, C) of piRNAs in Ac7 and Ac10 groups 

Ac7 和 Ac10 分别表示 7 和 10 日龄工蜂中肠。下图同。 

Ac7 and Ac10 represent midguts of 7- and 10-day-old workers, respectively. The same below. 

 

 
 

图 2  中华蜜蜂工蜂中肠中 7 个 piRNA 扩增产物的琼脂糖凝胶电泳 

Fig. 2  Agarose gel electrophoresis for the amplified products from 7 piRNAs  
in the midguts of Apis cerana cerana workers 
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图 3  中华蜜蜂 Ac7 vs Ac10 比较组的工蜂中肠中 DEpiRNAs 的靶 mRNA 功能和通路注释 

Fig. 3  Function and pathway annotation of mRNAs targeted by DEpiRNAs in the midguts of  
Ac7 vs Ac10 comparison group of Apis cerana cerana workers 

A. DEpiRNAs 的靶 mRNA 的 GO 数据库注释；B. DEpiRNAs 的靶 mRNA 的 KEGG 数据库注释。 

A. GO database annotation of target mRNAs of DEpiRNAs; B. KEGG database annotation of target mRNAs of DEpiRNAs. 
 

2.5  中华蜜蜂工蜂中肠中 DEpiRNA-靶 mRNA

的调控网络 

调控网络分析结果显示，DEpiRNA 的 27 条

靶 mRNA 涉及 Wnt、Notch、mTOR、AMPK、

Hippo、TGF-beta 和 Hedgehog 7 条发育相关信号

通路，其中 XM_017056336.1、XM_017056337.1、

XM_017056338.1 和 XM_017056339.1 等 9 个靶

mRNA 可同时注释到 Wnt 和 Notch 信号通路；

XM_017052745.1 可同时注释到 Wnt 和 Hippo 信

号通路（图 4）。 

此外，DEpiRNA 的 11 条靶 mRNA 涉及内

吞作用、溶酶体、JAK-STAT 和 FoxO 信号通路

等 8 条免疫应答相关途径，其中 XM_017050636.1、

XM_017054127.1 、 XM_017054128.1 、

XM_017056318.1 、 XM_017049981.1 和

XM_017060159.1 可以注释到吞噬体、溶酶体等

3 条细胞免疫相关通路；XM_017050440.1、

XM_017058556.1 、 XM_017059772.1 、

XM_017062705.1 和 XM_017062706.1 可以注释

到 PI3K-Akt、JAK-STAT 和 FoxO 信号通路等 5 条

体液免疫相关通路。XM_017058556.1 可以同时

注释到 MAPK、PI3K-Akt、JAK-STAT 和 FoxO

信号通路（图 5）。 

2.6  DEpiRNA 的 RT-qPCR 验证 

在 Ac7 vs Ac10 比较组中筛选出 2 个

DEpiRNA，分别为 piR-ace-1216942（log2FC = 

14.29, P = 4.44 × 10﹣4）和 piR-ace-752152（log2FC =

﹣1.70, P = 3.46 × 10﹣2）。RT-qPCR 检测结果显

示上述 2 个 DEpiRNA 的表达趋势与测序数据中

的表达趋势一致（图 6），证实了本研究所用转

录组数据的可靠性。 

3  讨论 

本研究在中华蜜蜂 7 和 10 日龄工蜂成虫中

肠中分别鉴定到 534 和 495 个 piRNA，去冗余后

共鉴定到 602 个 piRNA，这为持续开展 piRNA

调控工蜂中肠发育及应答病原侵染的功能和机
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制研究提供了必要资源。前期研究中，本团队在

中华蜜蜂工蜂幼虫肠道中鉴定到 621 个 piRNA

（Long et al.，2022）。通过比较发现有 448 个

piRNA 同时在工蜂成虫中肠和工蜂幼虫肠道中

表达，而分别有 154 和 230 个 piRNA 在工蜂成

虫中肠和工蜂幼虫肠道中特异性表达。以上结果

表明少数 piRNA 在中华蜜蜂工蜂成虫中肠和工

蜂幼虫肠道中发挥时间特异性调控作用。进一步

分析发现，有 70.93%的 piRNA 为 7 和 10 日龄工

蜂中肠所共有，特有 piRNA 占比分别为 17.77%

和 11.30%，推测上述特异性表达的 piRNA 在工

蜂中肠发育的不同时间点也发挥特殊作用。 

结构特征分析结果显示，上述鉴定到的

piRNA 的长度主要介于 24-34 nt，与家蚕（Kawaoka 

et al.，2008a）、斑马鱼 Danio rerio（Houwing  

et al.，2007）和白纹伊蚊 Aedes albopictus（Liu  

et al.，2016）等动物的 piRNA 长度分布相似。此

外，中华蜜蜂 piRNA 的首位碱基偏向于 C，这与

生殖细胞中 piRNA首位碱基偏向U的经典特征不

同，但与 Vourekas 等（2015）报道的小鼠体细

胞 piRNA 的碱基偏向性一致。这一结果提示中

华蜜蜂中肠 piRNA 可能通过非经典的生物发生

途径产生，其具体的生成机制有待进一步研究。

本研究中，通过 stem-loop RT-PCR 扩增出随机选 
 

 
 

图 4  中华蜜蜂 Ac7 vs Ac10 比较组的工蜂中肠中发育相关信号通路的差异表达 piRNA 与靶 mRNA 的调控网络 

Fig. 4  Regulatory network between differentially expressed piRNA and target mRNAs involved in development-relevant 
signaling pathways in the midguts of the Ac7 vs Ac10 comparison group of Apis cerana cerana workers 
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图 5  中华蜜蜂 Ac7 vs Ac10 比较组的工蜂中肠中免疫相关信号通路的差异表达 piRNA 与靶 mRNA 的调控网络 

Fig. 5  Regulatory network between differentially expressed piRNA and target mRNAs involved in immune-relevant 
signaling pathways in the midguts of the Ac7 vs Ac10 comparison group of Apis cerana cerana workers 

 

 
 

图 6  piR-ace-1216942（A）和 piR-ace-752152（B）的 RT-qPCR 验证 

Fig. 6  RT-qPCR verification of piR-ace-1216942 (A) and piR-ace-752152 (B) 

图中数据为平均值±标准差；ns 表示差异不显著（P > 0.05，独立样本 t 检验）； 

**表述差异极显著（P < 0.01，独立样本 t 检验）。 

Data are presented as mean±SD；ns represents non-significant difference (P > 0.05, independent sample t-test),  

** represents extremely significant difference (P < 0.01, independent sample t-test). 
 

择的 7 个 piRNA 的目的片段，说明它们在工蜂

中肠中真实表达（图 2）。该结果一定程度证明

了本研究中鉴定到的 piRNA 的可靠性。后续研

究将通过更高深度的小 RNA 测序和长读长测序

技术，结合生物信息学分析，系统鉴定中华蜜蜂

基因组中的 piRNA cluster，明确 piRNA 基因在
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基因组中的分布特征，进一步验证 piRNA 鉴的

准确性。 

在黑腹果蝇 Drosophila melanogaster（Kotov 

et al.，2019）、家蚕（Sakai et al.，2016）和秀

丽隐杆线虫 Caenorhabditis elegans（Zhang et al.，

2018）等物种中，piRNA 已被证实能通过靶向

mRNA 调控基因表达，进而调节重要生物学过

程。本研究中，Ac7 vs Ac10比较组中的DEpiRNA

（piR-ace-752152）可靶向 472 条靶 mRNA，涉

及 26 个 GO 条目，包括细胞进程、代谢过程、转

运活性和催化活性等。另外，这些靶 mRNA 还

涉及 167 条 KEGG 通路，包括氮代谢、氨基酸的

生物合成和鞘脂代谢和等 22 条物质代谢通路，柠

檬酸循环、丙酮酸代谢和糖酵解/糖异生等 10 条

能量代谢通路。这表明 piR-ace-752152 可通过上

述功能条目和通路潜在调节中华蜜蜂工蜂中肠

的物质和能量代谢。本研究仅使用 TargetFinder

软件进行 piRNA 靶基因预测，可能存在一定的

假阳性。后续研究将结合 RNA 免疫共沉淀测序

（RIP-seq）等实验技术，进一步验证 piRNA 与

靶 mRNA 的真实结合关系，明确其调控机制。 

Wnt 信号通路是调控细胞增殖、分化、自我

更新以及胚胎发育的核心通路，在肠道上皮的发

育和稳态维持中发挥着不可替代的作用（Steinhart 

and Angers，2018）。Hippo 与 Notch 信号通路

之间存在紧密的交互调控，共同参与肠道干细胞

的增殖与分化过程，维持肠道上皮的完整性和功

能平衡 (Hong et al.，2020)。此外，本研究还发

现 piR-ace-752152 的靶基因 XM_017058556.1

同时参与 JAK-STAT 和 MAPK 两条关键免疫信

号通路。综合以上结果推测，piR-ace-752152 可

能通过靶向调控这些信号通路中的关键基因，

参与中华蜜蜂工蜂中肠的细胞免疫和体液免疫

反应。 

昆虫缺少获得性免疫，主要通过天然免疫抵

御病原微生物入侵，昆虫天然免疫又分为细胞免

疫和体液免疫（Khan et al.，2023）。研究表明

piRNA 参与埃及伊蚊 Aedes aegypti（Blair，2019）、

家蚕（Feng et al.，2021）和西方蜜蜂（Sun et al.，

2023）的免疫应答过程。溶酶体在处理和呈递抗

原到 T 淋巴细胞中起关键作用（Watts，2022）。

细胞内吞作用广泛参与机体的免疫防御和细胞

介导运动（Cossart and Helenius，2014）。本研

究中，分别有 1 和 4 个靶 mRNA 注释到溶酶体

和内吞作用。JAK/STAT 信号通路参与肿瘤、表

皮创伤、机械应激和寄生蜂感染的全身免疫反

应，同时可以促进损伤肠道上皮的修复作用（Yu  

et al.，2022）。Geng 等（2016）研究发现 JAK/STAT

信号通路参与家蚕对球孢白僵菌 Beauveria 

bassiana 的免疫应答过程。MAPK 信号通路可以

调节昆虫宿主中氨基肽酶和其他中肠基因的差

异表达，从而减少苏云金芽孢杆菌毒素对小菜蛾

Plutella xylostella 的毒力效应（Guo et al.，2020）。

本研究发现，靶 mRNA（XM_017058556.1）涉及

JAK-STAT 和 MAPK 信号通路。上述结果表明

piR-ace-752152 通过调控靶基因表达潜在参与工

蜂中肠的细胞和体液免疫。 

piRNA 最经典的功能是调控转座子活性。本

研究鉴定的中华蜜蜂中肠 piRNA 可能同样具有

抑制转座子转座、维持体细胞基因组稳定性的作

用。后续研究将系统注释中华蜜蜂基因组中的转

座子，分析中肠 piRNA 对转座子的靶向调控关

系，明确 piRNA 在维持中肠基因组稳定性中的

作用。在蜜蜂病害防控方面，piRNA 可以作为新

型分子靶标，通过过表达或敲降特定 piRNA 增

强蜜蜂对病原的抵抗力；也可以开发基于 piRNA

的 RNAi 技术，用于蜜蜂病毒和寄生虫的防治。

在蜜蜂遗传改良方面，piRNA 参与调控蜜蜂的生

长发育和繁殖性能，通过对 piRNA 的调控可以

改良蜜蜂的经济性状，培育优良品种。本研究鉴

定的参与发育和免疫调控的 piRNA，为这些应用

提供了重要的候选分子。近期，本团队成功建立

蜜蜂个体水平的 piRNA 过表达和敲降技术体系

（Sun et al.，2023）。下一步的工作重点是针对本

研究初步验证的 7 个 piRNA 进行过表达和敲降

研究，以探究它们在中华蜜蜂工蜂中肠发育及免

疫应答过程中的调控功能和作用机制。 
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