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摘要! !目的"通过=DCMLJ技术对纯培养的蜜蜂球囊菌!2"'2=4$0.$ $=+2孢子和球囊菌侵染的蜜蜂

幼虫肠道组织进行测序$10&'6'组装球囊菌的参考转录组$并对其进行功能与代谢通路注释$进而

基于该转录组数据开发球囊菌的 __=分子标记# !方法"首先通过差速离心获得活化的球囊菌孢

子$配制含 ) j)(

* 孢子3GW的饲料饲喂 ?$: 和 + 日龄的意大利蜜蜂!=+2(0))+E0.$ )+*52#+"$幼虫和中

华蜜蜂!=+2"0.$&$ "0.$&$幼虫$通过VHH$G0#"T0_LJ

\Y

':(( 平台同时对上述蜜蜂幼虫肠道及纯化球

囊菌孢子进行深度测序$原始数据过滤后通过\%0#0P&软件组装得到 $#0OL#LM$进而通过cWC_\a比

对D<cVD%$ _]0MMA;%/P$ Z̀ U和 ZFUU数据库对 $#0OL#LM进行功能与代谢通路注释# 利用 YV_C

软件对所有 $#0OL#LM进行 __=搜索$并利用;%0GL%;%LG0L%: 软件设计 __=特异性引物$通过 ;<=

对不同来源的球囊菌 __=位点进行扩增# !结果"本研究共获得 )?+ )2: 2(- 条高质量 %L".M$10

&'6'组装得到 ?' +(@ 个 $#0OL#LM# cWC_\a比对结果显示$'@ 2)+ 个 $#0OL#LM在上述公共数据库中

具有功能和代谢通路注释# 注释到法夫酵母 9$&#4'=4<))'(<"0210&1.'.4'52上的 $#0OL#LM最多$达

+ (:(个# ZFUU注释结果显示$$#0OL#LM可注释到 ))* 个代谢通路$其中富集在核糖体%%08/M/GL'

上的 $#0OL#LM数量最多%:'@'# 所有 $#0OL#LM中共预测到 * @+- 个 __=M$通过 ;<=开发出 : 个球

囊菌 __=分子标记# !结论"本研究成功组装球囊菌的参考转录组$并进行了功能与代谢通路注

释$可为在分子水平深入研究球囊菌提供重要的参考信息# 基于该转录组信息开发的 : 个 __=分

子标记可推动菌株鉴定&基因图谱构建及基因定位等研究#
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':(( NH"P[/%GKC[PL%[0HP%"P0/# /[%"]%L".M! $#0OL#LM]L%L10&'6'"MMLG8HL. ]0P>

\%0#0P&M/[P]"%L"#. "##/P"PL. P>%/$O> cWC_\a"O"0#MPP>LD<cVD%! _]0MMA;%/P! Z̀ U"#. ZFUU

."P"8"MLMK\>LYV_CM/[P]"%L]"M$ML. P/ML"%6> __=M0# "HH$#0OL#LM! "#. ;%0GL%;%LG0L%: M/[P]"%L

]"M$ML. P/.LM0O# MNL60[06N%0GL%M[/%__=H/60K;<=]"M6"%%0L. /$PP/"GNH0[&__=H/600# !G$=+2[%/G
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N%/.$6L. [%/G=DCMLJ! "#. ?' +(@ $#0OL#LM]L%L10&'6'"MMLG8HL.KcWC_\a%LM$HPM0#.06"PL. P>"P

'@ 2)+ $#0OL#LM>"RL[$#6P0/# /%GLP"8/H06N"P>]"&"##/P"P0/#M0# P>L"[/%LGL#P0/#L. N$8H06."P"8"MLMK

C#. P>LG/MP$#0OL#LM"+ (:(# ]L%L"##/P"PL. P/9$&#4'=4<))'(<"0210&1.'.4'52K\>L%LM$HPM/[ZFUU

N"P>]"&"##/P"P0/# %LRL"HL. P>"P"HH$#0OL#LM]L%L"##/P"PL. P/))* GLP"8/H06N"P>]"&M! "G/#O]>06>

%08/M/GL":'@ $#0OL#LM# ]"MP>LG/MPL#%06>L. /#LKV# P/P"H! * @+- __=M]L%LN%L.06PL. [%/G"HH

$#0OL#LM! "#. [0RL__=G"%5L%M]L%L.LRLH/NL. 8&;<="GNH0[06"P0/#K(</#6H$M0/#) V# P>0MMP$.&! "

%L[L%L#6LP%"#M6%0NP/GL/[!G$=+2]"MM$66LMM[$HH&10&'6'"MMLG8HL. "#. "##/P"PL.! N%/R0.0#OM0O#0[06"#P
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H/6"H0Q"P0/#K
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99蜜蜂白垩病"6>"H58%//. .0ML"ML#是一种最具代

表性的蜜蜂真菌病!)@)2 年 Y"MML# 在德国首次报

道白垩病!中国大陆 )@@( 年发生白垩病"梁勤和陈

大福! '((@#!近年来!随着蜂产品贸易的快速发展!

白垩病呈逐年上升的趋势"C0QL# 0#$)K! '((@#* 该

病是由蜜蜂球囊菌!2"'2=4$0.$ $=+2特异性侵染蜜蜂

幼虫而导致!发病时期一般为春季和初夏!虽然不对

蜂群造成毁灭性打击!但却能造成成年蜜蜂数量的

大幅下降!从而严重影响蜂蜜等产品的产量"c"0HL&

"#. c"HH! )@@)% ^//.! )@@-#* 据报道!白垩病可造

成蜂蜜产量下降 :g n2*g"S"O>H/$H0#$)K! '((:#*

近几十年!人们从形态学 " _N0HP/0%! )@::% _5/$!

)@--% C#.L%M/# "#. U08M/#! )@@- #+ 培 养 方 法

"C#.L%M/# "#. U08M/#! )@@-% W"[! '():#+流行病学

"iH/%LM0#$)K! '((:"! '((:8#+增殖方式";vOOLHL%!

'(()% <>/%80yM50! '((2#+发病机理"c"0HL&"#. c"HH!

)@@)% \>L"#P"#""#. <>"#P"]"##"5$H! '((-#+免疫

机制"_P"#HL&0#$)K! '((@% FR"#M"#. _N0R"5! '()(#

及防治策略"T/%#0PQ5&! '(()% \"%N&! '(('% Y/$%".

0#$)K! '((:#等方面对白垩病进行了较多研究并取

得一些重要进展* 然而!目前尚无一种抗真菌药物

被批准用于养蜂生产!一些替代的防治方法!如饲养

管理"C#.L%M/# 0#$)K! )@@*% c"OO0/0#$)K! '((:#等!

虽取得一定效果!但总体并不理想*

本课题组也对球囊菌病原检测等方面进行了一

系列研究!如李江红等"'()'#给人工饲养的意大利

蜜蜂!=+2(0))+E0.$ )+*52#+"$"简称意蜂#幼虫接种球

囊菌孢子!发现 '-f低温处理能够显著提高处于幼

虫到蛹转化期蜜蜂的发病率!摄入的孢子在整个幼

虫期因中肠没有氧气而不生长!幼虫的取食和发育

过程正常!至幼虫期结束进入蛹期后!蜜蜂的中后肠

接通!摄入的孢子伴随蜜蜂的蛹便进入后肠并在此

迅速萌发生长!) n' . 内菌丝即突破体表而导致蜜

蜂死亡%郑志阳等"'())#对健康和患病蜜蜂幼虫血

淋巴进行 _b_A;CUF电泳和蛋白酶+酯酶的活性染

色!发现健康蜜蜂幼虫血淋巴中的蛋白含量丰富!主

要由 ? 种高分子质量的蛋白组成!而患病幼虫血淋

巴中的蛋白含量很少!主要蛋白组分被降解* 由于

基因组信息的缺失!球囊菌在分子水平的研究近乎

停滞* B0#等"'((+#公布了球囊菌 C=_Fi*?(+ 菌

株的基因组序列!为球囊菌的分子研究奠定了基础!

但作者并没有公布基因的位置和功能注释信息*

</%#G"#等"'()'#利用 =/6>L?:? 焦磷酸测序技术

对来自培养基的球囊菌菌丝和来自蜜蜂幼虫感染组

织的球囊菌菌丝进行了转录组测序!功能分析表明

球囊菌的差异表达基因参与了交配类型+细胞内信

号转导和应激反应*

鉴于目前球囊菌参考基因组位置及功能注释信

息缺失的现实!本研究利用 =DCMLJ 技术对纯培养

的球囊菌孢子进行深度测序!同时对球囊菌胁迫的
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意蜂幼虫及中华蜜蜂!=+2"0.$&$ "0.$&$"简称中蜂#

幼虫肠道组织进行测序!通过比对意蜂的参考基因

组和中蜂幼虫肠道的参考转录组过滤掉蜜蜂幼虫肠

道组织的测序数据!将过滤后的测序数据与球囊菌

孢子的测序数据混合!进而 10&'6'组装球囊菌的

$#0OL#LM!并对其进行功能注释与代谢通路注释* 利

用本研究组装得到的球囊菌参考转录组!可对纯培

养的球囊菌与感染肠道内的球囊菌进行差异表达基

因分析!进而通过转录组水平的深入分析揭示球囊

菌胁迫过程中的病原A宿主互作* 本研究将为球囊

菌的分子研究提供重要的参考信息!基于该参考转

录组信息开发出的 : 个 __=分子标记!可用于球囊

菌菌株鉴定+基因图谱构建及遗传多样性等研究*

:;材料与方法

:<:;供试蜜蜂与球囊菌

本研究使用的意蜂幼虫和中蜂幼虫取自福建农

林大学蜂学学院教学蜂场!蜜蜂球囊菌菌株由福建

农林大学蜂学学院蜜蜂保护实验室保存并活化*

:<=;主要实验试剂及仪器

bF;<水购自生工)生物工程 "上海#有限公

司!bD"MLV和 H̀0O/PL7G=DCZ0PMY0.0试剂盒购自

德国 B0"OL# 公司! b&#"HY'-( 磁珠购自美国

V#R0P%/OL#公司!高碘酸钠购自美国 _0OG"公司!bDC

W0O"ML购自美国 \>L%G/公司!=DC0M/=L"OL#P抽提

试剂盒+F7\"J ;/H&GL%"ML及 _$NL%M6%0NP

&

=LRL%ML

\%"#M6%0NP"ML均购自日本 \"Z"="公司!纯化 6bDC

的COL#6/$%PCY;$%La;8L".M购自cL65G"# 美国公

司!6bDC文库构建试剂盒 \%$_LJ

\Y

bDC _"GNHL

;%LN Z0PR'A_LPC购自美国 VHH$G0#"公司! bDC

G"%5L%为日本\"Z"="公司产品* 其他试剂均为国

产分析纯*

恒温恒湿气候箱购自中国宁波江南仪器厂!NT

酸度计购自中国上海仪电科学股份有限公司!超纯

水仪购自中国四川沃特尔水处理设备有限公司!高

速冷冻离心机购自德国FNNL#./%[公司!倒置显微镜

购自中国上海光学仪器五厂!超净工作台购自中国

苏州安泰空气技术有限公司!;<=仪购自美国 c0/

=".公司!凝胶成像仪购自中国上海培清科技有限

公司!超低温冰箱购自中国中科美菱低温科技股份

有限公司*

:<>;蜜蜂幼虫饲养及球囊菌侵染

意蜂幼虫及中蜂幼虫饲料配方参照王倩等

"'((@#的研究报道* * 日龄两种蜜蜂幼虫的成活率

可达 *(g和 @(g以上* 将 ' 日龄幼虫移至 '? 孔板

培养板!置于恒温恒湿培养箱!2:f!*(g相对湿度

"=T#条件下饲养!每 '? > 更换饲料* 2 日龄时!一

组幼虫饲喂含球囊菌孢子的人工饲料"孢子浓度为

) j)(

* 孢子3GW#!另一组饲喂正常人工饲料* 上述

两组均设 2 个生物学重复*

:<A;测序样品的准备

从接菌活化的平板上刮取球囊菌孢子至 F;管

中!按照!L#ML#等"'()2#的方法进行纯化球囊菌孢

子!液氮速冻后迅速转移至超低温冰箱保存备用*

分别剖取上述球囊菌侵染的意蜂幼虫"?! : 和 + 日

龄#肠道与中蜂幼虫"?! : 和 + 日龄#肠道!液氮速

冻后迅速转移至超低温冰箱保存备用*

:<C;$B@7文库构建及?@7&#G测序

首先提取上述各球囊菌侵染肠道样品与球囊菌

纯化孢子样品总 =DC!用带有 H̀0O/".\#的磁珠富

集真核生物 G=DC* 加入 [%"OGL#P"P0/# 8$[[L%将

G=DC打断成短片段!以 G=DC为模板!用六碱基

随机引物"%"#./G>L7"GL%M#合成 6bDC第 ) 链!然

后加入缓冲液+.D\;M+=D"MLT和bDCN/H&GL%"MLV

合成6bDC第 ' 链!在经过 B0"B$065 ;<=试剂盒纯

化并加Fc缓冲液洗脱之后做末端修复+加 N/H&"C#

并连接测序接头!然后用琼脂糖凝胶电泳进行片段

大小选择!最后进行 ;<=扩增!建好的测序文库用

VHH$G0#"T0_LJ

\Y

':(( 进行测序*

:<K;球囊菌参考转录组的 +($)=)组装

对于球囊菌侵染意蜂+中蜂幼虫肠道样品的测

序数据!首先分别比对意蜂参考基因组""MMLG8H&

CGLHq?1:! "MMLG8H&C<_DXA'1(#和中蜂幼虫肠道

参考转录组"本课题组组装!原始数据已上传 D<cV

_=C数据库!_=CD$G$ _=C?:+*')#!将未比对上

的数据与纯化球囊菌孢子测序数据混合* 利用 ;L%H

脚本去除上述混合数据中含有 "."NP/%+D的比例大

于 )(g的和低质量读段 "%L".M#!获得有效读段

"6HL"# %L".M#* 利用软件 \%0#0P&进行球囊菌

$#0OL#LM的 10&'6'组装"缺省值 ZGL%l':#* 长度

短语 '(( 8N 的6/#P0OM和 $#0OL#L将被舍弃* 过滤和

组装以后得到高质量的 $#0OL#L* =DCMLJ 原始数据

已上传D<cV_=C数据库!_=CD$G$ _=C?+?2++*

:<R;M,/3#,#&基本功能注释

利用cWC_\a"FAR"H$Lm)(

,:

#将测序序列比对

D<cVD%! _]0MMA;%/P! Z̀ U和 ZFUU数据库* 通过

cWC_\a将组装出来的 $#0OL#LM序列与 D%数据库
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进行比对后!取每个 $#0OL#L在 D%库中比对结果最

好"F值最低#的那一条序列为对应同源序列"如有

并列!取第一条#确定同源序列所属物种!统计比对

到各个物种的同源序列数量* 基于 D%数据库注释

结果!利用cH"MP'Ù 进行 $#0OL#LM的 Ù 注释!利用

^FÙ 软件进行 Ù 分类*

通过 cWC_\a"FAR"H$Lm)(

,:程序将 $#0OL#LM

序列比对至 D%! Z̀ U! ZFUU和 _]0MMA;%/P蛋白数

据库!最佳比对结果将用于确定 $#0OL#LM的方向*

如果不同库之间的比对结果有矛盾!则按D%! _]0MMA

;%/P! ZFUU和 Z̀ U的优先级确定 $#0OL#LM的序列

方向* 若某一转录本无法比对到上述数据库!利用

F_\M6"#预测 $#0OL#LM的编码区及确定序列方向*

:<Z;HH?分子标记开发

利用软件 YV_C搜索 $#0OL#LM的微卫星标记!

按照以下标准从 $#0OL#LM中查找 __=位点$二核苷

酸重复
#

+ 次!三核苷酸重复
#

: 次!四核苷酸重复

#

:次!五核苷酸重复
#

: 次和六核苷酸重复
#

: 次!

同时分析 __=的基元类型的特征* 根据 YV_C的输

出结果!利用 ;%0GL%;%LG0L%: ";%LG0L%公司!加拿

大#对每一个含有 )+ 8N碱基重复的 __=设计引物*

选取来源于福建福州"iS#和浙江苍山"<_#的

球囊菌样本进行 __=位点鉴定!首先利用真菌=DC

抽提试剂盒=DC0M/=L"OL#P"\"Z"="公司!日本#抽

提球囊菌孢子总 =DC!然后利用反转录试剂盒

_$NL%M6%0NP

&

=LRL%ML\%"#M6%0NP"ML"\"Z"="公司!

日本#进行反转录得到 6bDC!随机选择 '( 对 __=

特异性引物进行 ;<=扩增* ;<=反应体系为 '(

"

W$ 6bDC模板 )

"

W!Y07P$%L)(

"

W!上下游引物

")(

"

G/H3W#各 )

"

W!无菌水补至 '(

"

W%;<=程序$

@?f预变性 : G0#%@?f变性 :( M!::f退火 2( M!

*'f延伸 2( M!共 22 个循环%最后 *'f延伸 )( G0#*

;<=产物经 )g琼脂糖凝胶电泳检测*

=;结果

=<:;?@7&#G数据分析及J,/3#,#&组装

球囊菌纯化孢子与球囊菌侵染蜜蜂幼虫肠道组

织VHH$G0#"测序!共获得 ):) 2)' :-? 条原始读段

"%"]%L".M#!去除含"."NPL%的+含 D比例大于 )(g

的和低质量的 %L".M!共得到 )?+ )2: 2(- 条 6HL"#

%L".M! 各 样 品 6HL"# %L".M数 均 在 '* )?) @-(

"@?12*g#以上!两端 B'("@@g碱基正确率#均在

2 '@' *') )2* "@*1(:g#以上!说明 =DCMLJ 数据

质量良好"表 )#*

将6HL"# %L".M组装为重叠群"6/#P0OM#进一步对

6/#P0OM序列拼接和去冗余处理分别得到 ?' +(@ 个

$#0OL#LM"表 '#!平均长度为 @++ #P!D:( 为 ) ::( #P

"图 )#!说明本研究 $#0OL#LM的组装质量较好* 经

统计!$#0OL#L的数目随着序列长度的增加而减少!

在 2(( n2@@ #P长度范围内数目最多!符合生物体序

列长度分布的基本规律*

图 )9球囊菌的 $#0OL#LM长度分布图

i0O1)9WL#OP> .0MP%08$P0/# /[$#0OL#LM/[!2"'2=4$0.$ $=+2
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表 :;?@7&#G数据统计

(+64#:;HJII+.* '"?@7&#G0+%+ /,%)/&.#&#+.$)

样本

_"GNHL

过滤前%L".M数目

D$G8L%/[%L".M

8L[/%L[0HP%"P0/#

过滤后%L".M数目"百分比#

D$G8L%/[%L".M"[PL%

[0HP%"P0/# "NL%6L#P"OL#

U<百分比

U<NL%6L#P"OL

接头数"百分比#

D$G8L%/[

"."NPL%M"NL%6L#P"OL#

低质量%L".M数"百分比#

D$G8L%/[H/]AJ$"H0P&

%L".M"NL%6L#P"OL#

B'( 百分比

B'( NL%6L#P"OL

C"<ZA) '* 2?+ +)+ ':- -( 2:+ "@?1+?g# :'1-* )') ()( "(1??g# ) 2?) @2' "?1@)g# @*1))

C"<ZA' '- *+' ?+' '* )?) @-( "@?12*g# ::12- )?' '-- "(1:(g# ) ?*? -(- ":1)2g# @*1(:

C"<ZA2 '- +): ?@- '* (+@ ''( "@?1+g# ::1?) )'? )?( "(1??g# ) ?)- :*' "?1@+g# @*1):

C"G\)A) ' :'- -?( ' ?+@ +'' "@*1++g# ?)1@? + :'- "(1'+g# :' +@( "'1(-g# @*1?:

C"G\)A' ' *2* )+- ' +@2 )(+ "@-12@g# ?21(' : ++- "(1')g# 2- 2@? ")1?(g# @*1-:

C"G\)A2 2 ('2 )2' ' @-( '?( "@-1:-g# ?21': : :2' "(1)-g# 2* 2+( ")1'?g# @-1)-

C"G\'A) 2 )*- ''- 2 )'' )?( "@-1'?g# ?'1'- + :+- "(1'(g# ?@ :'( ")1:+g# @*1@@

C"G\'A' ' :?* '(? ' :() -@( "@-1''g# ?21'@ : @'- "(1'2g# 2@ 2-+ ")1::g# @*1*:

C"G\'A2 ' -)? 2+? ' *+- (2? "@-12:g# ?'122 : :)( "(1'(g# ?( -'( ")1?:g# @-1(*

C"G\2A) 2 ''@ :2( 2 )*- @*- "@-1?2g# ??1@) + (-+ "(1)@g# ?? ?++ ")12-g# @*1-@

C"G\2A' ' 2?: 22+ ' ':2 ?)' "@+1(-g# ?'1@: * :++ "(122g# -? 2:- "21+(g# @*1(-

C"G\2A2 2 (:( '*? ' @?' 2@- "@+1?+g# ?21)' * -+' "(1'+g# )(( ()? "21'-g# @*1)@

C"6\)A) ' *@@ (2+ ' *@@ (2+ ")((g# ?'1:+ ( "(g# ( "(g# @*1)?

C"6\)A' 2 )@+ @*' 2 )@+ @*' ")((g# ?'1(' ( "(g# ( "(g# @*1'@

C"6\)A2 2 )-@ @-' 2 )-@ @-' ")((g# ?)1-: ( "(g# ( "(g# @*1(-

C"6\'A) ? )?+ +(? ? )?+ +(? ")((g# ?21'- ( "(g# ( "(g# @-1()

C"6\'A' 2 ?'? +-+ 2 ?'? +-+ ")((g# ??1-+ ( "(g# ( "(g# @*1*'

C"6\'A2 2 +:2 +:( 2 +:2 +:( ")((g# ?:1'- ( "(g# ( "(g# @*1@)

C"6\2A) @ ?:: '2+ @ ?:: '2+ ")((g# ?@12- ( "(g# ( "(g# @-1('

C"6\2A' ? 2@- *++ ? 2@- *++ ")((g# ?:1-' ( "(g# ( "(g# @*1*(

C"6\2A2 + -+@ ((( + -+@ ((( ")((g# ?*1)- ( "(g# ( "(g# @*1@:

表 =;M,/3#,#&组装结果统计表

(+64#=;HJII+.* '"+($)=) +&&#I64* '"J,/3#,#&

基因数目

UL#L#$G8L%

U<百分比

U<NL%6L#P"OL

D:( 数值

D:(

最大长度"#P#

Y"70G$GHL#OP>

最小长度"#P#

Y0#0G$GHL#OP>

平均长度"#P#

CRL%"OLHL#OP>

总碱基数

\/P"H#$G8L%/["MMLG8HL. 8"MLM

?' +(@ :(1()+( ) ::( )' *?( )*@ @++ ?) )@' @2)

=<=;M,/3#,#&注释

利用cWC_\a"FAR"H$Lm)(

,:

#将 $#0OL#LM序列

比对D<cVD%! _]0MMA;%/P! Z̀ U和 ZFUU数据库!

比对结果显示分别有 '? ('*! '? 2))! '( @2) 和 )'

@-2 个 $#0OL#LM能够注释到上述公共蛋白数据库!

有功能注释的 $#0OL#LM数目为 '@ 2)+!占全部

$#0OL#LM的 +-1-g%此外!有 2)1)@g的 $#0OL#LM无

功能注释"表 2#*

表 >;四大蛋白数据库中J,/3#,#&的注释统计

(+64#>;HJII+.* '"+,,'%+%/',/,"'.I+%/','"+44J,/3#,#&/,"'J.-J64/$-.'%#/,0+%+6+&#

所有通用基因

\/P"H$#0OL#LM

D% _]0MMA;%/P Z̀ U ZFUU

注释基因

C##/P"PL. OL#LM

未注释基因

X#"##/P"PL. OL#LM

?' +)( '? ('* '? 2)) '( @2) )' @-2 '@ 2)+ )2 '@?

99注释到D%数据库中 $#0OL#LM的FAR"H$L分布显

示"图 '#!比对到物种序列的 FAR"H$L均小于 )F,

:!其中FAR"H$L小于 )F,)(( 的有 ?21'*g!说明注

释结果可信度较高* 注释基因同源序列的物种分布

统计结果显示!注释基因数最多的物种是法夫酵母

9$&#4'=4<))'(<"0210&1.'.4'52! 其 次 是 白 僵 菌

D0$560.+$ A$22+$&$ b)A: 和伞枝犁头霉 7+"4#40+(+$

"'.<(A+E0.$ !Y=<$i_X$@+-'#"表 ?#*
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图 '9D%"C#! _]0MMA;%/P"c#! Z̀ U"<#和ZFUU"b#数据库中 $#0OL#LM的F值分布

i0O1'9b0MP%08$P0/# /[FAR"H$L/[$#0OL#LM0# ."P"8"MLMD%"C#! _]0MMA;%/P"c#! Z̀ U"<# "#. ZFUU"b#

表 A;M,/3#,#&在各物种分布统计表

(+64#A;B/&%./6J%/','"J,/3#,#&/,0/""#.#,%&-#$/#&

物种 _NL60LM

基因数目

D$G8L%/[$#0OL#LM

法夫酵母9$&#4'=4<))'(<"0210&1.'.4'52 + (:(

球孢白僵菌D0$560.+$ A$22+$&$ b)A: *?:

伞枝犁头霉7+"4#40+(+$ "'.<(A+E0.$ !Y=<$i_X$@+-' +?@

毛霉菌?5"'.$(A+*552 :?'

根瘤菌:4+@'=4$*52+..0*5)$.+2bC̀ Y)@*)@-] :2:

球孢子菌K'""+1+'+102+((+#+2=_ ?''

兹壶菌:'@0))$ $))'(<"+2<_i:: ?(2

副球孢子菌3$.$"'""+1+'+102MN1kH$PQ00k;8() 2@*

皮炎芽生菌D)$2#'(<"0210.($#+#+1+2_WT)?(-) 2-:

青霉菌30&+"+))+5(.5A0&2̂ 0M6/#M0# :?A)':: 22(

=<>;M,/3#,#&的N#,#T,%'4'3*"NT#分类

利用 ^FÙ 软件对可注释到 Ù 数据库的

$#0OL#LM进行分类!结果显示这些 $#0OL#LM主要分

为生物学进程+细胞组分和分子组分 2 个大类!共同

富集在 ?( 个 Ù PL%G上"图 2#!基因富集数最多的

前十个 Ù PL%G分别为细胞进程"6LHH$H"%N%/6LMM#+

代谢过程 "GLP"8/H06N%/6LMM#+催化活动 "6"P"H&P06

"6P0R0P&#+细胞整体"6LHH#+细胞部分"6LHHN"%P#+结合

活性 " 80#.0#O"6P0R0P&#+ 单有机体过程 " M0#OHLA

/%O"#0MG N%/6LMM#+ 细 胞 器 " /%O"#LHHL#+ 定 位

"H/6"H0Q"P0/## 以及大分子复合物 "G"6%/G/HL6$H"%

6/GNHL7#"表 :#*

=<A;M,/3#,#&的8!NN代谢通路注释

对所有 $#0OL#LM进行 ZFUU代谢通路富集分

析!发现共有 * +@? 个 $#0OL#LM注释到 ZFUU数据

库中"图 ?#* 这些 $#0OL#LM分布于 ))* 个已知的代

谢通路中!其中基因富集数最多的 )( 个代谢通路分

别为 核 糖 体 " %08/M/GL# + 氨 基 酸 生 物 合 成
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图 29全部 $#0OL#LM的 Ù 分类

i0O129Ù 6H"MM0[06"P0/# /["HH$#0OL#LM

图 ?9全部 $#0OL#LM的ZFUU代谢通路注释结果

i0O1?9ZFUUGLP"8/H06N"P>]"&"##/P"P0/# /["HH$#0OL#LM
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表 C;基因富集数前 :Y 位的NT%#.I

(+64#C;('-:Y NT$4+&&/"/$+%/','"J,/3#,#&

分类<H"MM 数目D$G8L%

细胞进程<LHH$H"%N%/6LMM + *'@

新陈代谢YLP"8/H06N%/6LMM + +-+

催化活动<"P"H&P06"6P0R0P& + :?2

细胞整体<LHH + )+*

细胞部分<LHHN"%P + )+*

结合活性c0#.0#O"6P0R0P& : 22'

单有机体过程 _0#OHLA/%O"#0MGN%/6LMM : )@:

细胞器 %̀O"#LHHL 2 -:(

定位W/6"H0Q"P0/# ' (+:

大分子复合物Y"6%/G/HL6$H"%6/GNHL7 ' (:*

" 80/M&#P>LM0M /["G0#/"60.M#+ 碳代谢 " 6"%8/#

GLP"8/H0MG#+内质网蛋白加工" N%/PL0# N%/6LMM0#O0#

L#./NH"MG06%LP06$H$G#+剪接体"MNH06L/M/GL#+=DC

转 运 " =DC P%"#MN/%P#+ 嘌 呤 代 谢 " N$%0#L

GLP"8/H0MG#+ 内 吞 " L#./6&P/M0M#+ 氧 化 磷 酸 化

"/70."P0RLN>/MN>/%&H"P0/##和泛素介导的蛋白水解

"$80J$0P0# GL.0"PL. N%/PL/H&M0M#"表 +#*

=<C;HH?分子标记开发

利用 YV_C软件对所有 $#0OL#LM进行搜索!共

预测出 * @+- 个 __=位点!其中三核甘酸 "P%0A

#$6HL/P0.L#重复最多!数目达到 ? '2:!其次是二核

苷酸".0A#$6HL/P0.L! ' :*:# "表 *#* __=基元分析

结果显示!CU3<\的出现频率最高!其次是 C\3C\

和CU<3<\U"图 :#*

表 K;基因富集数最多的前 :Y 个8!NN代谢通路

(+64#K;('-:Y I#%+6'4/$-+%)9+* #,./$)I#,%'"J,/3#,#&/,8!NN0+%+6+&#

代谢通路

YLP"8/H06N"P>]"&

基因富集数

CHHOL#LM]0P> N"P>]"&"##/P"P0/#

代谢通路号

;"P>]"&Vb

核糖体=08/M/GL :'@ 5/(2()(

氨基酸生物合成c0/M&#P>LM0M/["G0#/"60.M ?:@ 5/()'2(

碳代谢<"%8/# GLP"8/H0MG ?:' 5/()'((

内质网蛋白质加工;%/PL0# N%/6LMM0#O0# L#./NH"MG06%LP06$H$G ?') 5/(?)?)

剪接体 _NH06L/M/GL ?(* 5/(2(?(

=DC转运=DCP%"#MN/%P 2-- 5/(2()2

嘌呤代谢;$%0#LGLP"8/H0MG 2*@ 5/(('2(

内吞F#./6&P/M0M 2:) 5/(?)??

氧化磷酸化 7̀0."P0RLN>/MN>/%&H"P0/# 2?2 5/(()@(

泛素介导蛋白水解X80J$0P0# GL.0"PL. N%/PL/H&M0M '-2 5/(?)'(

表 R;球囊菌HH?位点统计

(+64#R;H%+%/&%/$&'"HH?&'"2-*)-64#("# #6'-

统计项目 _P"P0MP06M0PLG 数目D$G8L%

检测序列总数\/P"H#$G8L%/[MLJ$L#6LML7"G0#L. ?' +)(

检测序列总长度"8N#\/P"HM0QL/[L7"G0#L. MLJ$L#6LM ?) )@' @2)

鉴定出的 __=总数\/P"H#$G8L%/[0.L#P0[0L. __=M * @+-

包含 __=的序列总数D$G8L%/[__=6/#P"0#0#OMLJ$L#6LM : '22

含 ) 个以上 __=的序列总数D$G8L%/[MLJ$L#6LM6/#P"0#0#OG/%LP>"# /#L__= ) +):

化合物形成过程中的 __=总数D$G8L%/[__=MN%LML#P0# 6/GN/$#. [/%G"P0/# ) ()'

二核苷酸b0A#$6HL/P0.L ' :*:

三核苷酸\%0A#$6HL/P0.L ? '2:

四核苷酸\LP%"A#$6HL/P0.L +*?

五核苷酸;L#P"A#$6HL/P0.L '+?

六核苷酸TL7"A#$6HL/P0.L ''(

99随机选择 '( 对特异性引物!对来源于福州和苍

山的球囊菌样本进行 ;<=扩增* ;<=产物经 )g

琼脂糖凝胶电泳检测!结果显示!共有 : 对引物"表

-#可在不同来源球囊菌样品中二者都扩增出符合

预期的特异性片段"图 +#!说明这些鉴定出的 __=

位点可作为球囊菌特有的分子标记*
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图 :9不同串联重复单元类型的 __=在总 __=中所占比例统计

i0O1:9b0[[L%L#PP&NLM/[P"#.LG%LNL"P$#0PM/[__=M0# "HH__=M

图 +9不同来源球囊菌 __=位点鉴定

i0O1+9V.L#P0[06"P0/# /[__=MH/600# !2"'2=4$0.$ $=+2M"GNHLM[%/GP]/.0[[L%L#P%LO0/#M0# <>0#"

<_$ 浙江苍山样品 _"GNHLM[%/G<"#OM>"#! S>L40"#O% iS$ 福建福州样品 _"GNHLM[%/Gi$Q>/$! i$40"#1

表 Z;HH?&引物序列

(+64#Z;D./I#.&J&#0/,HH?4'$J&+I-4/"/$+%/',

引物名称

;%0GL%#"GL

引物序列":k,2k#

;%0GL%MLJ$L#6L

预期片段大小"8N#

F7NL6PL. [%"OGL#PM0QL

X#0-Ai

X#0-A=

<<\<<CC\U\C<<C\<C<<<A

\UCUUU\\U\\UC\U<UC\C

'2@

X#0'(Ai

X#0'(A=

U<\\UCCU<U\CC\<<\\<U

<CUU<\U<C<\UUCU\C\<C

'):
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本课题组前期已对球囊菌胁迫的意蜂幼虫和中

蜂幼虫进行转录组研究"未发表数据#!为了揭示球

囊菌胁迫过程中的病原A宿主互作!需要对球囊菌进

行转录组学研究* 虽然球囊菌的基因组早在 '((+

年就已公布"B0# 0#$)K! '((+#!但当时并未公布基

因位置及功能注释信息!导致球囊菌基因功能研究

进展缓慢* 本研究利用 =DCMLJ 技术对纯培养的

球囊菌和球囊菌侵染的蜜蜂幼虫肠道进行深度测

序!之所以同时对后者进行测序!目的是尽可能增大

=DCMLJ数据量!从而提升球囊菌参考转录组的组



) 期 张?楠等$ 蜜蜂球囊菌的参考转录组 10&'6'组装及 __=分子标记开发 ?2999

装质量* 本研究共组装得到 ?' +(@ 个 $#0OL#LM!平

均长度为 @++ #P!D:( 达到 ) ::( #P!较好的测序质

量可为球囊菌的转录组学研究提供可靠的参考信

息!也可以用于验证球囊菌基因组信息* 通过比对

D<cVD%! _]0MMA;%/P! Z̀ U数据库对组装的球囊菌

参考转录组进行功能注释!通过比对 ZFUU数据库

对其进行代谢通路注释!有功能及代谢通路注释的

$#0OL#LM数目为 '@ 2)+"+-1-g#!这些注释将为后

续在分子水平研究球囊菌提供重要的参考信息* 此

外!有 )2 '@?"2)1)@g#个 $#0OL#LM没有功能注释!

填补这些空白有赖于上述公共数据库信息的不断丰

富和完善* 本研究中!球囊菌注释基因数最多的物

种是法夫酵母!后者的分子研究起步较早且较为深

入 " c"LQ"0#$)K! '()'% CH6"s#/0#$)K! '()?%

U$P0o%%LQ0#$)K! '():% WL0R"0#$)K! '():#!已经鉴定

并验证功能的基因信息可作为参考基因在球囊菌中

尝试克隆并进行功能研究*

微卫星标记主要应用于基因连锁与遗传图谱构

建"Y0&"/0#$)K! )@@+#+谱系及发育研究"D06/H"M!

)@@-#+遗传多样性研究"D/%%00#$)K! )@@@#+疾病检

测"TLL0#$)K! '(() # 及品种鉴定 "Y06>"LH"#.

U$0HHL%G/! '((2#等* 目前已知的球囊菌微卫星标

记很少* 本研究利用YV_C软件搜索所有 $#0OL#LM!

共得到 * @+- 个 __=位点!随机挑取 '( 对引物对两

个来源的球囊菌样品中进行 __=扩增!有 : 对引物

能够扩增出特异性片段* 本研究中!__=位点扩增

产物分离采用的是琼脂糖凝胶电泳!此法被部分国

内外研究所采用 "辛业芸等! '((:% S>"#O0#$)K!

'()2% 张鹏飞等! '()+#!琼脂糖凝胶的分辨率低于

;CUF胶!可能会导致杂合体不能有效分离* 但是!

__=M位点鉴定可视为对组装的球囊菌参考转录组

数据信息的应用!后续研究将通过 ;CUF胶电泳进

一步分离 __=M位点扩增产物中可能包含的杂合体*

传统的微卫星标记开发方法费时耗力+效率低下!基

于=DCMLJ数据开发微卫星标记的方法快速高效!

有助于大规模开发球囊菌分子标记!推动球囊菌的

菌株鉴定+基因图谱构建以及基因定位等研究的深

入开展*

白垩病是养蜂生产中的顽疾!尚无有效的防治

方法* 球囊菌参考基因组和转录组信息的缺失导致

严重阻碍该病原的分子研究* 本研究成功组装球囊

菌的参考转录组!并对其进行了功能与代谢通路注

释!将为球囊菌的转录组学研究提供重要的参考信

息!为在分子水平深入研究球囊菌基因奠定基础*

本课题组前期研究中基于趋势分析的结果表明!意

蜂幼虫肠道的球囊菌绝大多数差异表达基因

"bFUM#都表现出上升趋势!而中蜂幼虫肠道的球囊

菌有相当一部分 bFUM表现为下降趋势"未发表数

据#!推测是球囊菌与不同宿主互作的结果!目前正

在对球囊菌bFUM进行深入分析*
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