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摘要： 本研究旨在解析东方蜜蜂微孢子虫 Ｎｏｓｅｍａ cｅｒａｎａｅ 的长链脂肪酸辅酶 Ａ 连接酶 （ ｌｏｎｇ ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ＣＯＡ
ｌｉｇａｓｅ） 基因 ＬＣＦＡＬ ２ 的分子特性， 鉴定东方蜜蜂微孢子虫和其他物种的 ＬＣＦＡＬ ２ 蛋白的保守基序和结构域并进行

系统进化分析， 以期丰富东方蜜蜂微孢子虫 ＬＣＦＡＬ ２ 的信息， 为深入开展相关功能研究提供基础。 通过 Ｅｘｐａｓｙ 网

站上的相关软件预测和分析 ＬＣＦＡＬ ２ 的理化性质、 跨膜螺旋域、 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 ＬＣＦＡＬ ２ 蛋白的保守基序。 采用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件预测东方蜜蜂微孢

子虫和其他物种 ＬＣＦＡＬ ２ 的结构域。 通过 Ｍｅｇａ １１. ０ 软件构建东方蜜蜂微孢子虫和其他物种的 ＬＣＦＡＬ ２ 的系统进

化树。 结果表明， 东方蜜蜂微孢子虫 ＬＣＦＡＬ ２ 含有 １ ８３６ 个核苷酸， 可编码 ６１１ 个氨基酸， 分子式为

Ｃ３１４５Ｈ４９８５Ｎ８１３Ｏ９０４Ｓ２３， 分子量约为 ６９. ３９ ｋＤａ， 脂溶系数为 ９６. ８２， 等电点为 ８. ７９， 平均亲水系数为 － ０. １６１； 不含

跨膜螺旋域和典型信号肽； 包含 ２７ 个丝氨酸酸化位点， １４ 个酪氨酸酸化位点及 ２３ 个苏氨酸磷酸化位点； 包含

２４０ 个 α⁃螺旋， １２４ 个延长链， ４８ 个 β⁃转角及 １９９ 个无规则卷曲； 可同时定位于细胞核、 细胞质和线粒体； 另外，
ＬＣＦＡＬ ２ 及其模板 ５ｍｓｔ. １. Ａ 之间的同源性为 ２１. ４４％ 。 东方蜜蜂微孢子虫与蜜蜂微孢子虫 Ｎｏｓｅｍａ ａｐｉｓ 等 ９ 个物种

的 ＬＣＦＡＬ ２ 中均含有 ６ 个相同的保守基序。 东方蜜蜂微孢子虫、 管孢属微孢子虫 Ｔｕｂｕｌｉｎｏｓｅｍａ ｒａｔｉｓｂｏｎｅｎｓｉｓ、 蜜蜂

微孢子虫、 巨蟹肠孢菌 Ｅｎｔｅｒｏｓｐｏｒａ cａｎcｅｒｉ、 烟粉虱 Ｓｐｒａgｕｅａ ｌｏｐｈｉｉ、 毕氏肠细胞虫 Ｅｎｔｅｒｏcｙｔｏｚｏｏｎ ｂｉｅｎｅｕｓｉ、 东方赤孢

子虫 Ｈａｍｉｌｔｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ ｔｖａｅｒｍｉｎｎｅｎｓｉｓ 和褶皱臂尾轮虫 Ｂｒａcｈｉｏｎｕｓ ｐｌｉcａｔｉｌｉｓ 的 ＬＣＦＡＬ ２ 均包含 ＡＦＤ＿ｃｌａｓｓ＿Ｉ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ
结构域。 东方蜜蜂微孢子虫 ＬＣＦＡＬ ２ （ＸＰ＿０２４３３１７９５. １） 与蜜蜂微孢子虫 ＬＣＦＡＬ ２ （ＥＱＢ６１６７７. １） 聚为一支， 进

化距离最近。 研究结果明确了东方蜜蜂微孢子虫 ＬＣＦＡＬ ２ 的分子特性， 并揭示 ＬＣＦＡＬ ２ 可能是亲水性蛋白、 胞内

蛋白和非跨膜蛋白， 东方蜜蜂微孢子虫与蜜蜂微孢子虫的 ＬＣＦＡＬ ２ 之间的亲缘关系最近， ＬＣＦＡＬ ２ 在东方蜜蜂微

孢子虫和其他微孢子虫中具有较高的保守性。
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Ｅｎcｅｐｈａｌｉｔｏｚｏｏｎ cｕｎｉcｕｌｉ， Ｓｐｒａgｕｅａ ｌｏｐｈｉｉ， Ｅｎｔｅｒｏcｙｔｏｚｏｏｎ ｂｉｅｎｅｕｓｉ， Ｈａｍｉｌｔｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ ｔｖａｅｒｍｉｎｎｅｎｓｉｓ ａｎｄ
Ｂｒａcｈｉｏｎｕｓ ｐｌｉcａｔｉｌｉｓ. ＬＣＦＡＬ ２ （ＸＰ＿ ０２４３３１７９５. １） ｉｎ Ｎ. cｅｒａｎａｅ ａｎｄ ＬＣＦＡＬ ２ （ＥＱＢ６１６７７. １） ｗｅｒｅ
ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ｏｎｅ ｃｌａｄｅ， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｗａｓ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｓｔ. Ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｎ. cｅｒａｎａｅ ＬＣＦＡＬ ２， ａｎｄ ｕｎｃｏｖｅｒ ｔｈａｔ ＬＣＦＡＬ ２ ｍａｙ ｂｅ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｎ. cｅｒａｎａｅ ＬＣＦＡＬ ２
ａｎｄ Ｎ. ａｐｉｓ ＬＣＦＡＬ ２ ｉｓ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｔ， ａｎｄ ＬＣＦＡＬ ２ ｉｓ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｉｎ Ｎ. cｅｒａｎａｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ
ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｉｄｉａ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｎｏｓｅｍａ cｅｒａｎａｅ； ｌｏｎｇ ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ＣＯＡ ｌｉｇａｓｅ （ＬＣＦＡＬ ２）； ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ；
ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ； ｐｈｙｌｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ

意大利蜜蜂 Ａｐｉｓ ｍｅｌｌｉｆｅｒａ ｌｉgｕｓｔｉcａ （简称意

蜂）， 是一种优良的西方蜜蜂 Ａｐｉｓ ｍｅｌｌｉｆｅｒａ 亚种，
具有优越的采集和造脾能力， 在养蜂生产中广泛

使用 （曾志将， ２００９）。 东方蜜蜂微孢子虫 Ｎｏｓｅｍａ
cｅｒａｎａｅ 特异性侵染成年蜜蜂的中肠上皮细胞， 可

引起宿主的细胞凋亡和免疫应答抑制， 消化系统

紊乱， 记忆受损和寿命缩短， 导致的微孢子虫病

给养蜂生产造成较大损失 （Ｂｕｒｎｈａｍ， ２０１９）。 目

前， 东方蜜蜂微孢子虫广泛感染世界各地的饲养

蜂群 （梁勤和陈大福， ２００９）。 虽然东方蜜蜂微孢

子虫的参考基因组 （Ｐｅｌｉｎ ｅｔ ａｌ. ， ２０１５） 和全长转

录组均已公布， 但转基因操作技术体系的缺失导

致相关基因功能研究较为滞后。
脂肪酸辅酶 Ａ 连接酶 （ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ＣｏＡ ｌｉｇａｓｅ，

ＦＡＬ） 也 称 脂 酰 辅 酶 Ａ 合 成 酶 （ ａｃｙｌ⁃ＣｏＡ
Ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ， ＡＣＳ） 在真核细胞中广泛存在， 催化

长链脂肪酸转化为酰基辅酶 Ａ， 在脂质生物合成、
能量合成及基因表达调控等方面起到重要作用

（Ｄｏｎｇ ｅｔ ａｌ. ， ２０１２）。 Ｓｕｎｇ （２００７） 等研究发现用

脂肪酸辅酶 Ａ 连接酶家族的抑制剂 Ｔｒｉａｃｓｉｎ Ｃ 处理

后， 细胞的生长受到抑制， 且细胞凋亡显著增加。
Ｔｅｎａｇｙ （２０１９） 等发现在培养基中加入 Ｔｒｉａｃｓｉｎ Ｃ
后， ３ 种马拉色菌 Ｍａｌａｓｓｅｚｉａ ｓｐｐ. 的生长受到抑制

且这种抑制与 Ｔｒｉａｃｓｉｎ Ｃ 呈剂量依赖关系。 然而，
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东方蜜蜂微孢子虫的 ＬＣＦＡＬ 研究迄今仍然缺失，
相关信息匮乏。

前期研究中， 笔者团队测定了东方蜜蜂微孢

子虫侵染意大利蜜蜂工蜂的过程中 ｎｃｅ⁃ｍｉＲ⁃１５３３８
及其靶基因 ＬＣＦＡＬ ２ 在的表达谱， 发现二者均呈

持续下降的表达趋势 （未发表数据）。 本研究对东

方蜜蜂微孢子虫孢子中的 ＬＣＦＡＬ ２ 基因进行表达

验证， 进而分析 ＬＣＦＡＬ ２ 蛋白的分子特性， 并对

东方蜜蜂微孢子虫和其他物种的 ＬＣＦＡＬ ２ 进行系

统进化分析， 以期丰富东方蜜蜂微孢子虫 ＬＣＦＡＬ ２
的基本信息， 并为深入开展 ＬＣＦＡＬ ２ 的功能研究

提供依据。

１　 材料与方法

１. １　 ＬＣＦＡＬ ２ 基因的生物信息学分析

根据前期预测出的东方蜜蜂微孢子虫 ＬＣＦＡＬ ２
序列， 利 用 ＮＣＢＩ 网 站 上 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ. ｎｃｂｉ.
ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ ／ ） 的 ＯＲＦ 工具对 ＬＣＦＡＬ ２ 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 ＬＣＦＡＬ ２ 的理

化性质、 亲水性和三级结构。 采用 ＳｉｇｎａｌＰ ４. １
Ｓｅｒｖｅｒ、 ＮｅｔＰｈｏｓ ３. １ Ｓｅｒｖｅｒ、 ＴＭＨＭＭ 和 ＳＯＰＭＡ 等

软件预测信号肽、 磷酸化位点、 跨膜结构域及二

级结 构。 通 过 ＰＳＯＲＴ Ⅱ 软 件 （ Ｓｅｄａｇｈａｔ⁃Ｎｅｊａｄ
ｅｔ ａｌ. ， ２０２１） 进行亚细胞定位预测。
１. ２　 ＬＣＦＡＬ ２ 蛋白的保守基序和结构域预测

使用ＭＥＭＥ 软件 （Ｂａｉｌｅｙ ａｎｄ Ｅｌｋａｎ， １９９４） 预

测东方蜜蜂微孢子虫 Ｎｏｓｅｍａ cｅｒａｎａｅ、 蜜蜂微孢子

虫 Ｎｏｓｅｍａ ａｐｉｓ、 东方赤孢子虫 Ｈａｍｉｌｔｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ
ｔｖａｅｒｍｉｎｎｅｎｓｉｓ、 肠 脑 炎 微 孢 子 虫 Ｅｎcｅｐｈａｌｉｔｏｚｏｏｎ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓ、 兔 脑 炎 微 孢 子 虫 Ｅｎcｅｐｈａｌｉｔｏｚｏｏｎ
cｕｎｉcｕｌｉ、 巨蟹肠孢菌 Ｅｎｔｅｒｏｓｐｏｒａ cａｎcｅｒｉ、 毕氏肠细

胞 虫 Ｅｎｔｅｒｏcｙｔｏｚｏｏｎ ｂｉｅｎｅｕｓｉ、 烟 粉 虱 Ｓｐｒａgｕｅａ
ｌｏｐｈｉｉ、 管孢属微孢子虫 Ｔｕｂｕｌｉｎｏｓｅｍａ ｒａｔｉｓｂｏｎｅｎｓｉｓ、
褶皱臂尾轮虫 Ｂｒａcｈｉｏｎｕｓ ｐｌｉcａｔｉｌｉｓ。 ＬＣＦＡＬ ２ 的保

守基序， 参数为： 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。 通过

ＮＣＢＩ Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎｓ Ｓｅａｒｃｈ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ ／ ｃｄｄ） 对 ＬＣＦＡＬ ２ 蛋白的结构

域， 再使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件进行分析。

１. ３　 ＬＣＦＡＬ ２ 蛋白的系统进化分析

采用 Ｂｌａｓｔ 工具将东方蜜蜂微孢子虫 ＬＣＦＡＬ ２
氨基酸序列比对到 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 ＬＣＦＡＬ ２。 通过 Ｍｅｇａ １１. ０
软件 （Ｔａｍｕｒａ ｅｔ ａｌ. ， ２０２１） 对东方蜜蜂微孢子虫

和上述其他物种的 ＬＣＦＡＬ ２ 构建系统进化树， 选

择默认参数。

２　 结果与分析

２. １　 ＬＣＦＡＬ ２ 蛋白的分子特性

ＬＣＦＡＬ ２ 共含有 １ ８３６ 个核苷酸， 可编码

６１１ 个 氨 基 酸 （ ＭＥＫＲＴＮＫＮＫＦＧＥＩＳＨＴＮＦＬＥＮＩＥＣ
ＬＱＮＧＳＫＴＬＬＥＶＦＳＳＴＣＱＫＹＥＮＫＮＦＬＧＴＩＫＤＮＫＬＩＷＱＴ
ＦＳＥＩＮＩＫＩＱＫＬＳＴＦＬＮＳＩＬＱＥＮＡＩＦＧＩＦＳＶＮＲＹＥＷＩＶＳＥ
ＬＡＧＹＭＳＮＣＩＮＣＰＬＹＳＴＦＧＰＤＡＶＮＬＩＩＮＥＴＥＭＴＶＣＣＶＳ
ＧＤＫＡＥＳＬＬＤＩＬＬＳＳＫＫＨＦＬＫＤＩＩＩＦＤＤＤＦＮＲＥＮＥＦＬＤＬ
ＥＩＮＶＨＹＩＳＱＩＦＬＥＴＥＩＮＬＲＳＮＫＬＤＬＮＳＬＡＴＩＣＹＴＳＧＴＳＧ
ＩＰＫＧＶＱＩＴＨＫＮＦＩＡＮＩＳＡＦＦＲＧＱＴＫＮＥＭＹＲＶＳＤＳＥＶＹ
ＬＳＹＬＰＬＡＨＩＭＥＲＩＶＶＨＶＩＴＳＶＧＧＳＩＧＦＹＲＧＮＰＫＫＩＥＳＤ
ＹＬＩＶＲＰＴＦＩＩＡＶＰＲＶＬＮＩＦＫＱＫＩＥＥＧＶＡＥＲＧＫＬＳＫＦＩＦＮ
ＩＡＬＫＩＫＭＷＬＱＣＲＧＳＶＫＣＷＰＬＤＳＬＩＦＮＫＩＳＮＫＦＧＧＲＩＫ
ＡＣＬＣＧＳＡＡＬＳＨＮＶＬＴＦＬＫＡＴＭＳＭＲＩＦＱＧＹＧＱＴＥＴＴＧ
ＡＴＴＬＣＰＬＤＧＤＮＦＤＮＶＧＩＰＹＰＳＣＫＩＫＬＳＰＶＤＧＨＤＫＹＳＧ
ＥＬＬＶＫＧＤＮＶＴＫＧＹＦＫＲＰＥＬＮＡＥＬＦＴＥＤＮＷＬＫＴＧＤＩＡ
ＲＦＹＮＧＶＦＫＩＩＧＲＴＫＤＲＦＫＴＧＨＧＥＹＩＥＰＥＫＩＥＴＬＬＴＧＧＬ
ＩＱＤＩＩＩＴＴＬＫＧＹＤＫＬＬＡＬＶＶＣＥＫＥＧＩＱＥＫＥＶＬＤＹＬＩＫＫ
ＧＮＫＬＶＤＤＫＫＭＮＲＹＥＩＰＳＨＩＩＬＬＫＫＧＦＤＴＦＤＧＧＫＬＬＳＰ
ＴＡＫＫＩＲＶＫＩＥＫＦＦＹＥＤＩＫＲＡＬＳＫＫ）。 ＬＣＦＡＬ ２ 的分

子式为 Ｃ３１４５Ｈ４９８５Ｎ８１３Ｏ９０４Ｓ２３， 分子量约为 ６９. ３９ ｋＤａ，
脂溶系数为 ９６. ８２， 等电点为 ８. ７９。 ＬＣＦＡＬ ２ 中含

量最高和最低的氨基酸分别为异亮氨酸和色氨酸

（表 １）； 包含 ７１ 个负电荷氨基酸， 其中天冬氨酸

和谷氨酸分别有 ３０ 和 ４１ 个； ８２ 个正电荷氨基酸，
其中精氨酸和赖氨酸分别有 ２１ 个和 ６１ 个 （表 １）。

ＬＣＦＡＬ ２ 的平均亲水系数为 － ０. １６１， 亲水氨

基酸数量比疏水氨基酸多 （图 １⁃Ａ）， 说明其可能

为亲水性蛋白。 在 ＬＣＦＡＬ ２ 中不存在跨膜螺旋域

（图 １⁃Ｂ）， ＬＣＦＡＬ ２ 中不存在典型的信号肽， 说明

其可能为胞内蛋白 （图 １⁃Ｃ）。 另外， ＬＣＦＡＬ ２ 含

有 ６４ 个磷酸化位点， 包括 ２７ 个丝氨酸磷酸化位

点， １４ 个酪氨酸磷酸化位点及 ２３ 个苏氨酸磷酸化

位点 （图 １⁃Ｄ）。
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表 １　 ＬＣＦＡＬ ２ 蛋白的氨基酸组成

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＬＣＦＡＬ ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

氨基酸

Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ
数量

Ｎｕｍｂｅｒ
频率 （％ ）
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

氨基酸

Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ
数量

Ｎｕｍｂｅｒ
频率 （％ ）
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

丙氨酸 Ａｌａ ２１ ３. ４０ 亮氨酸 Ｌｅｕ ６１ １０. ００

精氨酸 Ａｒｇ ２１ ３. ４０ 赖氨酸 Ｌｙｓ ６１ １０. ００

天冬酰胺 Ａｓｎ ３９ ６. ４０ 蛋氨酸 Ｍｅｔ ９ １. ５０

天冬氨酸 Ａｓｐ ３０ ４. ９０ 苯丙氨酸 Ｐｈｅ ３６ ５. ９０

半胱氨酸 Ｃｙｓ １４ ２. ３０ 脯氨酸 Ｐｒｏ １６ ２. ６０

谷氨酰胺 Ｇｌｎ １４ ２. ３０ 丝氨酸 Ｓｅｒ ４０ ６. ５０

谷氨酸 Ｇｌｕ ４１ ６. ７０ 苏氨酸 Ｔｈｒ ３６ ５. ９０

甘氨酸 Ｇｌｙ ４３ ７. ００ 色氨酸 Ｔｒｐ ５ ０. ８０

组氨酸 Ｈｉｓ １０ １. ６０ 酪氨酸 Ｔｙｒ ２１ ３. ４０

异亮氨酸 Ｉｌｅ ６３ １０. ３０ 缬氨酸 Ｖａｌ ３０ ４. ９０

ＬＣＦＡＬ ２ 含 有 ２４０ 个 （ ３９. ２８％ ） α⁃螺 旋，
１２４ 个 （２０. ２９％ ） 延长链， ４８ 个 （７. ８６％ ） β⁃转
角， １９９ 个 （３２. ５７％ ） 无规则卷曲 （图 ２⁃Ａ）。
ＬＣＦＡＬ ２ 三级结构的模板为 ５ｍｓｔ. １. Ａ， ＬＣＦＡＬ ２

与 ５ｍｓｔ. １. Ａ 之间的同源性为 ２１. ４４％ （图 ２⁃Ｂ）。
此外， 预测 ＬＣＦＡＬ ２ 同时定位于细胞质、 线粒体

和 细 胞 核， 占 比 分 别 为 ５２. ２０％ 、 ２１. ７０％
和 １７. ４０％ 。

图 １　 ＬＣＦＡＬ ２ 的亲水 ／疏水性 （Ａ）、 跨膜螺旋域 （Ｂ）、 信号肽 （Ｃ） 和磷酸化位点 （Ｄ）
Ｆｉｇ. １　 Ｈｙｄｒｏｐｈｙｌｉａ ２ （Ａ）， ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ （Ｂ）， ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ （Ｃ） ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ （Ｄ） ｏｆ ＬＣＦＡＬ ２
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图 ２　 ＬＣＦＡＬ ２ 的二级结构 （Ａ） 和三级结构 （Ｂ）
Ｆｉｇ. ２　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ （Ａ） ａｎｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ （Ｂ） ｏｆ ＬＣＦＡＬ ２

２. ２　 ＬＣＦＡＬ ２ 蛋白的保守基序与结构域分析

在东方蜜蜂微孢子虫的 ＬＣＦＡＬ ２ 中鉴定到

６ 个保守基序： ｍｏｔｉｆ １， ｍｏｔｉｆ ２， ｍｏｔｉｆ ３， ｍｏｔｉｆ ４，
ｍｏｔｉｆ ５ 和 ｍｏｔｉｆ ６； 类似地， 在蜜蜂微孢子虫、 东

方赤孢子虫 （ ＴＢＵ１５８４３. １）、 肠脑炎微孢子虫、
兔脑炎微孢子虫、 巨蟹肠孢菌、 毕氏肠细胞虫、
烟粉虱、 管孢属微孢子虫和褶皱臂尾轮虫的

ＬＣＦＡＬ ２ 蛋白中也鉴定到上述 ６ 个保守基序

（图 ３）， 说明 ＬＣＦＡＬ ２ 在东方蜜蜂微孢子虫和其

他 ９ 个 物 种 中 高 度 保 守。 东 方 赤 孢 子 虫

（ＴＢＵ２０３５４. １） 中不含保守基序 ６。 此外， 东方蜜

蜂微孢子虫、 管孢属微孢子虫、 蜜蜂微孢子虫、
巨蟹肠孢菌、 烟粉虱、 毕氏肠细胞虫、 东方赤孢

子虫、 褶皱臂尾轮虫的 ＬＣＦＡＬ ２ 含有 ＡＦＤ＿ｃｌａｓｓ＿Ｉ
ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ 结构域； 在兔脑炎微孢子虫、 肠脑炎微

孢子虫的 ＬＣＦＡＬ ２ 含有 ＦＡＡ１ 结构域。
２. ３　 ＬＣＦＡＬ ２ 蛋白的系统进化分析

搜索结果显示， 东方蜜蜂微孢子虫含有 １ 个

ＬＣＦＡＬ ２， 蜜蜂微孢子虫、 肠脑炎微孢子虫、 巨蟹

肠孢菌、 肠细胞虫、 烟粉虱、 管孢属微孢子虫和

褶皱臂尾轮虫也含有 １ 个 ＬＣＦＡＬ ２， 而东方赤孢子

虫和兔脑炎微孢子虫均含有 ２ 个 ＬＣＦＡＬ ２ （表 ２）。
系统进化分析结果显示， 东方蜜蜂微孢子虫、 蜜

蜂微孢子虫、 肠脑炎微孢子虫、 兔脑炎微孢子虫、
巨蟹肠孢菌和毕氏肠细胞虫的 ＬＣＦＡＬ ２ 聚为一个

大支， 而东方赤孢子虫、 烟粉虱和管孢属微孢子

虫的 ＬＣＦＡＬ ２ 聚为另一个大支 （图 ４）； 东方蜜蜂

微孢子虫 ＬＣＦＡＬ ２ （ＸＰ＿０２４３３１７９５. １） 与蜜蜂微

孢子虫 ＬＣＦＡＬ ２ （ＥＱＢ６１６７７. １） 聚为一支， 进化

距离最近 （图 ４）。 以上结果说明东方蜜蜂微孢子

虫与蜜蜂微孢子虫的 ＬＣＦＡＬ ２ 亲缘关系最近，
ＬＣＦＡＬ ２ 在不同微孢子虫中具有较高的保守性。

表 ２　 东方蜜蜂微孢子虫与其他 ９ 个物种的 ＬＣＦＡＬ ２ 概览

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ＬＣＦＡＬ ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ
Ｎｏｓｅｍａ ｃｅｒａｎａｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｔｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ

物种

Ｓｐｅｃｉｅｓ
数量

Ｎｕｍｂｅｒ

ＮＣＢＩ 序列号

ＮＣＢＩ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

东方蜜蜂微孢子虫

Ｎｏｓｅｍａ cｅｒａｎａｅ
１ ＸＰ＿０２４３３１７９５. １

蜜蜂微孢子虫 Ｎｏｓｅｍａ ａｐｉｓ １ ＥＱＢ６１６７７. １

东方赤孢子虫

Ｈａｍｉｌｔｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ ｔｖａｅｒｍｉｎｎｅｎｓｉｓ
２

ＴＢＵ１５８４３. １；
ＴＢＵ２０３５４. １

肠脑炎微孢子虫

Ｅｎcｅｐｈａｌｉｔｏｚｏｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓ
１ ＸＰ＿００３０７３７７１. １

兔脑炎微孢子虫

Ｅｎcｅｐｈａｌｉｔｏｚｏｏｎ cｕｎｉcｕｌｉ
２

ＣＡＤ２５８０８. １；
ＣＡＤ２５８１０. ２

巨蟹肠孢菌

Ｅｎｔｅｒｏｓｐｏｒａ cａｎcｅｒｉ
１ ＯＲＤ９５０８８. １

毕氏肠细胞虫

Ｅｎｔｅｒｏcｙｔｏｚｏｏｎ ｂｉｅｎｅｕｓｉ
１ ＥＥＤ４４４５６. １

烟粉虱 Ｓｐｒａgｕｅａ ｌｏｐｈｉｉ １ ＥＰＲ７７７７９. １

管孢属微孢子虫

Ｔｕｂｕｌｉｎｏｓｅｍａ ｒａｔｉｓｂｏｎｅｎｓｉｓ
１ ＴＵＢＲＡＴＩＳ＿１９２３０

褶皱臂尾轮虫

Ｂｒａcｈｉｏｎｕｓ ｐｌｉcａｔｉｌｉｓ
１ ＲＮＡ３５２８４. １
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图 ３　 东方蜜蜂微孢子虫和其他 ９ 个物种 ＬＣＦＡＬ ２ 的保守基序和结构域

Ｆｉｇ. ３　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄｏｍａｉｎｓ ｉｎＬＣＦＡＬ ２ ｉｎ Ｎｏｓｅｍａ cｅｒａｎａｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｎｉｎｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

图 ４　 邻接法构建基于 ＬＣＦＡＬ ２ 的东方蜜蜂微孢子虫与其他 ９ 个物种的系统进化树

Ｆｉｇ. ４　 Ｐｈｅｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｎｏｓｅｍａ cｅｒａｎａｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｎｉｎｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＬＣＦＡＬ ２ ｂｙ ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ
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３　 结论与讨论

目前， 东方蜜蜂微孢子虫的 ＬＣＦＡＬ ２ 研究缺

失。 本研究中， 生物信息学分析结果显示， 东方

蜜蜂微孢子虫的 ＬＣＦＡＬ ２ 含有 １ ８３６ 个核苷酸， 编

码 ６１１ 个氨基酸， 分子式为 Ｃ３１４５ Ｈ４９８５ Ｎ８１３ Ｏ９０４ Ｓ２３，
分子量约为 ６９. ３９ ｋＤａ， 脂溶系数为 ９６. ８２， 等电

点为 ８. ７９， 说明该氨基酸为碱性氨基酸； 平均亲

水系数为 － ０. １６１， 亲水氨基酸数量比疏水氨基酸

多 （图 １⁃Ａ）， 说明 ＬＣＦＡＬ ２ 可能为亲水性蛋白；
不含跨膜结构域 （图 １⁃Ｂ）， 说明 ＬＣＦＡＬ ２ 可能不

是跨膜蛋白； 不存在典型的信号肽， 说明 ＬＣＦＡＬ ２
可能是胞内蛋白 （图 １⁃Ｃ）； 主要定位于细胞质，
进一步说明 ＬＣＦＡＬ ２ 可能在细胞质中发挥功能。
以上结果丰富了东方蜜蜂微孢子虫的 ＬＣＦＡＬ ２ 的

基本信息， 为进一步开展相关研究提供了理论

依据。
本研究发现东方蜜蜂微孢子虫 ＬＣＦＡＬ ２ 中含

有 ６ 个保守基序 （ｍｏｔｉｆ １， ｍｏｔｉｆ ２， ｍｏｔｉｆ ３， ｍｏｔｉｆ ４，
ｍｏｔｉｆ ５ 和 ｍｏｔｉｆ ６）， 上述 ６ 个保守基序同样存在于

蜜蜂微孢子虫、 东方赤孢子虫、 肠脑炎微孢子虫、
兔脑炎微孢子虫、 巨蟹肠孢菌、 毕氏肠细胞虫、
烟粉虱、 管孢属微孢子虫和褶皱臂尾轮虫的

ＬＣＦＡＬ ２ 中 （图 ３）， 表明 ＬＣＦＡＬ ２ 在上述物种中

较为保守。 此外， 在东方蜜蜂微孢子虫和蜜蜂微

孢子虫等 ８ 个物种中 均 鉴 定 到 ＡＦＤ ＿ ｃｌａｓｓ ＿ Ｉ
ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ 结构域， 表明 ＬＣＦＡＬ ２ 在上述 ８ 个物种

中具有较高的保守性。 ＡＦＤ＿ｃｌａｓｓ＿Ｉ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ 属

于非核糖体肽合成酶 Ａ 结构域， 负责催化 ＡＴＰ 形

成 （李根， ２０１７）。 推测东方蜜蜂微孢子虫 ＬＣＦＡＬ ２
具有催化 ＡＴＰ 形成的功能， 参与能量合成。

东方蜜蜂微孢子虫与蜜蜂微孢子虫是感染蜜

蜂的两种主要微孢子虫， 互为姐妹种 （梁勤和陈

大福， ２００９）。 本研究中， 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的 ＬＣＦＡＬ ２ 聚

为一支， 进化距离最近， 表明二者的 ＬＣＦＡＬ ２ 亲

缘关系最近 （图 ４）， 符合客观事实。 研究表明

ＬＣＦＡＬ ２ 参与真核细胞的增殖、 分化 和 凋 亡

（Ｔｏｍｏｄａ ｅｔ ａｌ. ， １９９１； Ｘｕ ｅｔ ａｌ. ， ２０１１ ）。 推测

ＬＣＦＡＬ ２ 在东方蜜蜂微孢子虫与蜜蜂微孢子虫侵染

蜜蜂宿主的过程中发挥功能， 值得进一步探究。
下一步拟建立东方蜜蜂微孢子虫侵染意大利蜜蜂

工蜂或中华蜜蜂 Ａｐｉｓ cｅｒａｎａ cｅｒａｎａ 工蜂的模型

（Ｐａｌｄｉ ｅｔ ａｌ. ， ２０１０）， 并通过饲喂特异性 ｄｓＲＮＡ 或

ｓｉＲＮＡ 对处于侵染过程的东方蜜蜂微孢子虫 ＬＣＦＡＬ ２
进行 ＲＮＡｉ， 以探究 ＬＣＦＡＬ ２ 的分子功能。
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