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柔嫩艾美耳球虫孢子发育阶段虫体抑制性消减文库的构建
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摘 要 为了分离鉴定柔嫩艾美耳球虫（?#7%*#+ /%$%,,+）孢子发育阶段虫体的差异表达基因，分别以柔嫩艾美耳球虫未孢子化
卵囊和孢子化卵囊为驱动组、子孢子为实验组，或未孢子化卵囊为驱动组、孢子化卵囊为实验组，利用抑制性消减杂交（EEL）
技术，构建了 !个子孢子 2H+9消减文库和 &个孢子化卵囊 2H+9消减文库。随机从 "个 2H+9消减文库中分别挑取 G$个克
隆，经 FN1鉴定 !个子孢子 2H+9消减文库的重组率都为 _#‘，孢子化卵囊 2H+9消减文库的重组率为 _M‘。从每个文库中
随机挑取 G$个克隆测序，并进行同源性比较分析，结果显示：从孢子化卵囊 2H+9消减文库中获得了 &"个单一有效序列，其中

M个 PE=与已知蛋白同源性很高；从 !个子孢子 2H+9消减文库中共获得了 K$个单一有效序列，其中 _个 PE=与已知蛋白同
源，其余可能为柔嫩艾美耳球虫的新基因。这些结果为分离柔嫩艾美耳球虫新功能基因和进一步探索防治球虫病的方法提

供了理论基础。
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鸡球虫病是由几种艾美耳球虫寄生于鸡肠道所

引起的一种危害极其严重的全球性寄生虫病，严重

危害鸡的生长发育，据报道全世界每年饲养的鸡因

球虫病造成的损失大约 AB亿美元［C］。目前，鸡球虫
病的控制主要还是依赖于抗球虫药，但随着鸡球虫

抗药性问题的日趋严重以及人们对食品安全的日益

关注，人们期待用更理想的方法来替代抗球虫药物

的使用。球虫活疫苗的应用提供了一种替代药物控

制鸡球虫病的技术手段，但活疫苗不可避免地存在

保存难、散毒及潜在的致病威胁等缺点，未能在鸡场

得到广泛使用，所以目前迫切需要寻找新的防治手

段来控制球虫病。从长远看，无论是用药物、疫苗，

还是两者交替结合使用来控制球虫病，挖掘、发现鸡

球虫新的作用靶标非常重要，对新靶标的研究将为

新型疫苗的研制和新药的筛选提供理论基础。

鸡球虫生活史比较复杂，各发育阶段虫体基因

表达都存在一些差异，到目前为止国内外已克隆和

分离了不同发育阶段虫体的一些基因片段，有的基

因全长序列已被克隆和测序，功能也初步得到了研

究，其中一些基因已被证明是某个发育阶段所特有

的，如入侵相关蛋白（D57%)"’5EF-!%,-. G$’,-"5）基
因［H，A］等。虽然国内外的研究者已对各发育阶段的

差异基因作了一些初步的探索，但尚没有全面地对

差异基因进行系统地研究分析，而这些发育阶段的

差异基因可能与鸡球虫的入侵、生长、发育和增殖等

有关。全面系统地分离鉴定鸡球虫不同发育阶段的

差异表达基因，并探讨其功能，有可能为鸡球虫病免

疫预防和新治疗药物的研究开发提供理论基础，寻

找到控制鸡球虫病的有效作用靶标。柔嫩艾美耳球

虫（! 8 "#$#%%&）是一种分布广、在几种鸡艾美耳球虫
中致病性最强的球虫，是研究鸡球虫病的一种模式

物种。为了全面系统地分析 ! 8 "#$#%%& 孢子发育阶
段差异表达基因、本研究采用抑制性消减杂交技术

（33I）首次构建了柔嫩艾美耳球虫子孢子与孢子化
卵囊和子孢子与未孢子化卵囊两个消减 /<=9 文
库，构建了孢子化卵囊与未孢子化卵囊的消减 /<=9
文库，为进一步筛选 ! 8 "#$#%%& 主要发育阶段的差
异表达基因、研究其功能奠定了基础。

) 材料与方法
)*) 材料
柔嫩艾美耳球虫（! 8 "#$#%%&）卵囊，编号：J993

HCCCCKBC，由中国农业科学院上海兽医研究所保存
提供。

)*+ 主要试剂
提取总 F=9的试剂 4$"@’!购自 D57",$’0-5公司。

L!"0’,-M!F ;F=9 N"5" O", 和 PD9:+"/?!F >-! 2M,$%/,"’5
?", 购 自 PD9>2= 公 司。 GJFE3-!-/,4N /<=9
3+#,$%/,"’5 ?", 和 9.7%5,%0-4N /<=9 GJF O", 购自
JQL=42JI 公司。*>2NE4E-%)& 7-/,’$ 购自 G$’;-0%
公司。

)*, 方法
)*,*) 柔嫩艾美耳球虫未孢子化卵囊、孢子化卵
囊、子孢子的制备：卵囊的制备和纯化参照蒋建林［R］

等的虫体纯化方法略做修改。取 RS保存的 ! 8
"#$#%%& 孢子化卵囊接种 CR日龄无球虫鸡，接种后第
T天，杀鸡取盲肠，收集未孢子化卵囊。收集的未孢
子化卵囊一部分纯化后液氮保存备用；另一部分放

入 HUVW的重铬酸钾溶液中于 HTS X ABS培养箱中
进行孢子化，待卵囊孢子化后，再纯化收集孢子化卵

囊，收集的孢子化卵囊一部分液氮保存备用，另一部

分用于收集子孢子。参照宋翠萍等［V］建立的方法进

行子孢子的制备，在操作过程中作了相应的修改。

将纯化的孢子化卵囊，用玻璃匀浆器破碎卵囊，GY3
洗涤离心后收集孢子囊，收集的孢子囊用 GY3悬浮
后加入 VW X CBW的鸡胆汁和 BUHVW X CW的胰蛋
白酶，混匀后 RBS消化直至 ZBW的子孢子溢出，离
心收集含子孢子的粗提掖，GY3 悬浮后，依次用 >A
漏斗和 >R 漏斗抽滤，收集滤液离心洗涤后即获得
所需的子孢子，纯化的子孢子收集后液氮保存备用。

)*,*+ 柔嫩艾美耳球虫未孢子化卵囊、孢子化卵囊
和子孢子总 F=9的提取和 ;F=9的分离：取纯化的
未孢子化卵囊、孢子化卵囊和子孢子，按 4$"@’!试剂
盒说明书操作，分别提取 ! 8 "#$#%%& A个阶段虫体的
4’,%! F=9，紫外分光光度计测定其浓度并分析其纯
度，符合要求后用于分离 ;F=9。;F=9的分离按照
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!"#$%&’(!) *)+, -#.# /#&说明书操作，用同样的方法
测定 *)+,的浓度。
!"#"# 抑制性消减杂交：利用 0"%.&’12 公司的 30)4
5’"’1&6- 17+, 589&:;1&#%. <#&通过抑制性消减杂交的
方法构建 ! = "#$#%%& > 个不同发育阶段的抑制性消
减文库。在实验过程中，分别以未孢子化卵囊的

17+,作为 7:#?’:（驱动组），孢子化卵囊的 17+,作
为 6’@&’:（实验组），或以未孢子化卵囊的 17+,作为
7:#?’:（驱动组），子孢子的 17+, 作为 6’@&’:（实验
组）或以孢子化卵囊的 17+,作为 7:#?’:（驱动组），
子孢子的 17+,作为 6’@&’:（实验组）。具体实验步
骤按照试剂盒说明书操作。

!"#"$ 柔嫩艾美耳球虫孢子发育阶段 17+, 消减
文库的构建及文库的扩增和保存：用 AB,C8#1<!) D’"
E(&:;1&#%. <#&对消减杂交后的第二次 30)扩增产物
进行纯化回收，具体步骤参照说明书，回收后的 30)
扩增产物分别与 FDE-464’;@G ?’1&%:在 6H 7+,连接
酶作用下于 HI连接过夜。取连接产物 JK!L转化
新鲜制备的大肠杆菌 M-JKN 受体菌，涂含 O4$;" 和
B36D的氨苄青霉素 LP固体平板后过夜培养，全部
白色菌落用甘油保存。每个消减文库随机挑取过夜

培养的白色菌落 QK个于 LP（含氨苄青霉素）液体培
养基中过夜培养，用 FDE-464’;@G ?’1&%:两端的通用
引物进行 30)扩增，观察文库的重组率以及插入片
段的大小和分布范围。

!"#"% 阳性克隆的序列测定及同源性分析：分别从
柔嫩艾美耳球虫孢子发育阶段 >个 17+,消减文库
中，随机挑取 QK个阳性克隆送上海博星基因芯片有
限责任公司进行测序，测序结果在 D’.P;.<上进行
同源性分析比较（ 2&&F：RRSSS= .19# = ."*= .#2 = $%?R
PL,56）。

& 结果

&"! ! ’ "#$#%%& 未孢子化卵囊、孢子化卵囊和子孢
子 ()*+, -./的提取
用 6:#T%"试剂提取了 > 个阶段的 6%&;" )+,，经

紫外分光光度计测定 ’(UVK R’(UWK的比值均大于

JXN，符合纯度要求。在甲醛变性凝胶电泳上，可见
明显的 UW5和 JW5两个条带（如图 J 所示），表明提
取的 6%&;" )+,质量良好，可用于后续实验。
&"& 双链 01./的合成和 ’(&!酶切效率的分析

! = "#$#%%& 未孢子化卵囊、孢子化卵囊、子孢子
总 )+,经反转录后合成 17+,，使用的反转录引物
带有 )*&"酶切位点，因此合成的双链 7+, >Y端带

有一个 )*&"酶切位点。经 )*&"酶切后，方可与带
有同样 )*&"酶切位点的 ,Z;F&%: J和 ,Z;F&%: U)连
接。合成的双链 17+,经 )*&"酶切后，经 J[琼脂
糖凝胶电泳分析，结果合成的 Z@ 17+,经酶切后片
段大小分布在 KXJ \ UXK<9，说明酶切比较完全（如图
U所示）。

图 J ! = "#$#%%&孢子发育阶段虫体总 )+,的提取
]#$=J B@%";&#%. %^ &%&;" )+, ^:%* @F%:%$%.G @&;$’ %^ ! = "#$#%%&
J：&%&;" )+, %^ @F%:%T%#&’@；U：&%&;" )+, %^ 8.@F%:8";&’Z %%1G@&@；>：

&%&;" )+, %^ @F%:8";&’Z %%1G@&@=

图 U 双链 17+,及双链 17+,经 )*&"酶切
]#$=U 7%89"’ @&:;.Z@ 17+, ;.Z Z%89"’ @&:;.Z@

17+, ;^&’: )*&" Z#$’@&#%.
J：Z@ 17+, %^ @F%:8";&’Z %%1G@&@；U：Z@ 17+, %^ @F%:8";&’Z %%1G@&@ ;^&’:

)*&" Z#$’@&#%.；>：Z@ 17+, %^ 8.@F%:8";&’Z %%1G@&@；H：Z@ 17+, %^

8.@F%:8";&’Z %%1G@&@ ;^&’: )*& " Z#$’@&#%.； Q： 7+, @#T’ *;:<’:@
（7LUKKK，̂:%* 8F &% Z%S.：UKKK9F，JKKK9F，_QK9F，QKK9F，UQK9F，

JKK9F）；V：Z@ 17+, %^ @F%:%T%#&’@；_：Z@ 17+, %^ @F%:%T%#&’@ ;^&’: )*&

" Z#$’@&#%.=

&"# 消减文库的构建和鉴定
利用 FDE-464’;@G ‘’1&%: 与纯化的二次消减

30)产物连接，转化大肠杆菌 M-JKN受体菌，涂板后
>_I过夜培养，将培养的单克隆菌挑出后，置 NV 孔
细胞培养板培养后于 a _KI保存，获得柔嫩艾美耳
球虫 >个孢子发育阶段的抑制性消减文库。从保存

_KKJ韩红玉等：柔嫩艾美耳球虫孢子发育阶段虫体抑制性消减文库的构建



的文库中分别随机挑取 !" 个克隆，利用 #$%&’(’
)*+,-.的引物进行 /01分析，结果孢子化卵囊与未
孢子化卵囊、子孢子与未孢子化卵囊、子孢子与孢子

化卵囊的抑制性消减文库的重组率分别为 234、
254、254（如图 6所示）。

图 6 6个消减文库部分重组质粒的 /01鉴定
789:6 /01 8;*<,8=8+>,8-< -= .*+-?@8<><, #A>B?8;B =.-? ,C.** BD@,.>+,8)* +EFG A8@.>.8*B
&：?>.H*. EIJ"""（EIJ"""，=.-? D# ,- ;-K<：J""" @#，L""" @#，M!" @#，!"" @#，J!" @#，L"" @#）；

L N L5：,C* ,K- BD@,.>+,8)* +EFG A8@.>.8*B -= B#-.-O-8,*B；LM N JP：,C* BD@,.>+,8)* +EFG A8@.>.Q -= B#-.DA>,*; -++QB,B:

!"# 阳性克隆序列分析及同源性比较
从孢子化卵囊的消减文库中随机挑取的 !" 个

克隆经测序 D<89*<*归并后获得了 L6个单一有效序
列，RIGS(T同源性检索后发现，有 3个单一序列与
已知的蛋白同源性很高（见表 L），其余 ! 个单一序
列没有发现同源蛋白，可能为柔嫩艾美耳球虫的新

基因，已知的同源蛋白主要为柔嫩艾美耳球虫微线

蛋白和 (GP抗原蛋白等。从 J个子孢子的消减文库
中测序 L"" 个克隆后获得了 P" 个单一有效序列，
RIGS(T同源性比较后发现，有 2单一序列与已知的
蛋白有一定的同源性（见表 J），这些同源蛋白主要
为疟原虫的丝氨酸U苏氨酸磷酸酶、钙依赖性蛋白激
酶、柔嫩艾美耳球虫 S%1/VFL蛋白等，其余的 6L个
%S(可能为柔嫩艾美耳球虫的新基因。

表 $ 孢子化卵囊消减文库部分克隆基因与 %&’()’*同源序列比较结果
+),-& $ ./01)234/’ /5 4/0& 6-/’&4 3’ 47,82)6839& 6:;< -3,2)23&4 /5 41/27-)8&=

//6>484 ,> 4&?7&’6& @/0/-/A3B)83/’ 3’ %&’()’*
0A-<* W-?-A-9-DB #.-,*8<B 0A-<* <D?@*.

RXL’G"L
RXL’G"5
RXL’G"2
RXL’R"J
RXL’R"!
RXL’%"6
RXL’%"5
RXL’$"3

&D+8<’>BB-+8>,*; BD.=>+* #.-,*8<（&GS/）［!"#$%&’(’)% *"+,-］
. : /0&011% ?1FG =-. >+8;8+ ?8+.-<*?* #.-,*8<
&8+.-<*?* #.-,*8< #.*+D.B-. %,?8+’L［. : /0&011%］
S?>AA C*>, BC-+H #.-,*8< JL［!’2’$1%)( 3’&4--］
(GP ><,89*< #.-,*8<［. : /0&011%］
. : /0&011% ?1FG =-. BD.=>+* ><,89*< L6
/D,>,8)* /EV’A8H* #.-,*8<［!’2’$1%()% 3’"4--］
WQ#-,C*,8+>A #.-,*8<，*Y#.*BB*;［!’2’$1%()% 3’&4--］

J
LM
M
L
3
P
L
L

表 ! 子孢子两个消减文库部分克隆基因与 %&’()’* 同源序列比较结果
+),-& ! ./01)234/’ /5 4/0& 6-/’&4 3’ 8C/ 47,82)6839& 6:;< -3,2)23&4 /5 41/2/B/38&4 ,> 4&?7&’6& @/0/-/A3B)83/’ 3’ %&’()’*

0A-<* W-?-A-9-DB #.-,*8<B 0A-<* <D?@*.
ZRL’G"3 S*.8<*U,C.*-<8<* #C-B#C>,>B*B［5’1%"’)’&%( B#:］ 3
ZRL’W"M 0>A+8D?’;*#*<;*<, #.-,*8< H8<>B* J（/70E/[J）［5 : 6%1*-$%"+)］ J
ZRL’W"3 WQ#-,C*,8+>A #.-,*8< /7I"36"K［5 : 6%1*-$%"+) 6EM］ L
ZRL"’G"P 0A*>)>9* #-AQ>;*<QA>,8-< B#*+8=8+8,Q =>+,-.，BD@D<8,［!70-10"-% %&&%1%/% S,.>8< G<H>.>］） L
ZRL"’R"P WQ#-,C*,8+>A #.-,*8< *J"LM@"2，,?#""P!［. : /0&011% B,. : W-<9C,-<］ L
ZRL"’%"! S#C8<9-?Q*A8<U AQB-+C-A8<*#C-B#C-A8#8;’#C-B#C-A8#>B* 0’.*A>,*;［51%()’4-+) #’01--］ L
ZXL"’G"5 0QB,>,C8-<8<* @*,>’BQ<,C>B*（S*.8<* BDA=CQ;.>B*）（R*,>’,C8-<>B*） L
ZXL’R"M S%1/VFL #.-,*8< #.*+D.B-.［. : /0&011%］ 6
ZXL"’E"2 GR0 ,.><B#-.,*.，BD@B,.>,*’@8<;8<9 #.-,*8<［8’"40/011% %9-+) L2MF］ L
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! 讨论
!!"技术是一种广泛用于分离两个密切相关

#$%样品之间差异表达基因的方法，建立在抑制
&’(基础上，结合了均一化和消减的方法［)］。均一
化步骤的目的在于使目标群体中 #$%片段丰度均
等化；消减步骤的目的在于排除了两个群体中的共

有序列。该技术与其他差异基因筛选技术相比，具

有高度特异性、高度灵敏性、速度快、效率高等优点，

已成功用于细胞分化、发育、再生、衰老等的研究中

和分离不同组织器官之间、同一种株不同发育阶段

以及受外界因子作用而差异表达的基因等方面，主

要集中在医学等相关领域的研究。该方法在寄生虫

学研究中的应用还不是很多，文献报道也很有限，但

已经陆续有了一些报道，至今主要集中在几种危害

严重的寄生虫研究上，如疟原虫［*］、利氏曼原虫［+］、

血吸虫［,］和球虫［-.］等。寄生虫的生活史比较复杂，

需经过几个不同发育阶段来完成整个循环过程，每

个阶段的虫体有不同的形态特征，具有不同的生活

环境，同时也都有其特异或差异基因的表达。到目

前为止，寄生虫学者已利用该技术发现了一些危害

较为严重的寄生虫的不同发育阶段差异表达基因，

如 /01234567389等［--］利用 !!"技术分析了疟原虫子
孢子在按蚊卵内和唾液腺内的差异表达基因，为分

析疟原虫入侵宿主细胞、激发期特异免疫应答以及

了解其特定的生化过程具有重要作用。运用 !!"
技术寻找寄生虫不同生活史阶段的差异表达基因，

研究基因结构和功能关系，寻找与寄生虫生长发育

密切相关的基因；或者寻找寄生虫用药前后的差异

表达基因，研究其抗药性的产生机制，将为防治寄生

虫病提供一定的理论依据。

!!"技术在使用过程中需注意样本的选择：选
取的两个样本应具备可比性，两者具有相同的或相

似的遗传背景及生活环境，才能筛选出表型密切相

关的差异表达基因。本研究选择的样本为 ! :
"#$#%%&生活史的三个不同发育阶段，其遗传背景相
同，只是生活环境不同，因此，可利用该技术筛选不

同发育阶段虫体的差异表达基因。

总 ($%不能直接用于此法的检测，因为大量的
;($%存在，使得 4#$%能有效合成。与其他差减杂
交方法一样，!!"法也需要一定量的完整的 <($%，
其起始量只需 - = >!?，远远低于 ##(@A&’(和 4#$%
差减杂交。在 !!"技术中还需要注意杂交时间，第
一步杂交时间一般为 ) = ->5，不能超过 ->5，如果杂
交时间大于 ->5，几乎所有的单链分子彼此都会互

相结合，因而无法在第二步杂交过程中形成双链。

如果时间过短，@6316;单链尚未完全均等化，一些稀
有表达的差异基因就会被丢失。在第二步杂交反应

中，杂交时间一般为 -> = >B5，以使浓度较低的单链
4#$%通过延长杂交时间也能形成双链杂交体。因
此，根据文献资料，本研究选择第一次杂交时间为

-.5，第二次杂交时间为 >.5。从最终构建的消减
4#$%文库质量可以发现，所选择的杂交时间是可
行的。

本研究从孢子化卵囊 4#$%消减文库中分离丰
度最高的基因为微线蛋白基因。微线蛋白位于顶复

器门寄生虫的微线上，是由虫体入侵宿主细胞过程

中分泌的，在寄生虫与宿主细胞的黏附过程中起重

要作用［->］。在分离到的微线蛋白中以微线蛋白 >
（C1/D’A>）的丰度尤为高，微线蛋白 > 是一个 E.8#
的酸性蛋白，由 @F<6GH［-I］在柔嫩艾美耳球虫子孢子
和裂殖子的微线内发现，并且发现该蛋白只在柔嫩

艾美耳球虫孢子化阶段和裂殖生殖阶段虫体的表面

表达。在入侵宿主细胞过程中，该蛋白集中在虫体

入侵的顶端，由虫体与宿主相互接触面分泌，在入侵

过程中或入侵后，迅速散布在整个感染细胞的表面，

当子孢子进入细胞后 -5，就没有在宿主细胞的表面
检测到该蛋白，说明该蛋白在虫体入侵宿主细胞的

过程中起重要作用。(H0J等［-B］在对柔嫩艾美耳球
虫微线基因的研究中发现，微线基因的表达是在卵

囊孢子化 ->5时才被检测到，持续表达至 >B5，但在
未孢子化卵囊中未检测到微线基因的表达。

从子孢子 4#$%消减文库中获得丰度最多的同
源蛋白为疟原虫丝K苏氨酸磷酸酶。丝K苏氨酸蛋白
磷酸酶是一种调节蛋白质可逆磷酸化的酶蛋白，在

细胞代谢、#$%复制、基因转录、($%剪接、信号转
导、细胞分化及凋亡、癌基因转化等细胞活动过程中

发挥重要作用。早期的研究表明疟原虫在细胞内的

发育受宿主和寄生虫蛋白磷酸化的调节。L9 等［-E］

从恶性疟原虫分离了一个丝K苏氨酸磷酸酶（&M&&N）
基因，研究表明这一基因只在有性生殖阶段—红内

期表达，说明该蛋白可能参与疟原虫的有性生殖。

#FO3FJ等［-)］发现 &M&&N只在疟原虫裂殖体、环状体
和滋养体阶段表达，其中滋养体最高，裂殖体最低。

这些结果显示：丝K苏氨酸蛋白磷酸酶是受疟原虫不
同发育阶段调控的。目前，虽然还没有球虫丝K苏氨
酸磷酸酶的有关报道，但 ! : "#$#%%& 和疟原虫都是
顶复器门原虫，因此，球虫的丝K苏氨酸蛋白磷酸酶
可能也在球虫某些阶段特异表达，且参与了子孢子

的入侵、增殖等生长发育的调控。这些结果进一步

,..-韩红玉等：柔嫩艾美耳球虫孢子发育阶段虫体抑制性消减文库的构建



证明我们利用 !!"技术构建的 #$%&消减文库可用
于分离鉴定不同发育阶段的差异表达基因，利用该

技术获得的 ! ’ "#$#%%& 孢子化卵囊和子孢子阶段虫
体特异性表达或高表达基因，对探讨这些差异表达

基因在球虫的入侵、生长、发育和增殖中的作用将有

重要意义。
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中国科学院微生物研究所期刊 BCCS年联合征订启事
中国科学院微生物研究所期刊联合编辑部共编辑出版《微生物学报》、《生物工程学报》、《微生物学通报》和《菌物学报》四

种学术期刊，均为中国自然科学核心期刊，分别被美国化学文摘（U&）、生物学数据库（[1‘!1!）、生物学文摘（[&）、医学索引
（/-K*#?, 13K-\）、俄罗斯文摘杂志（&T）以及 %U[1、U&[1等 BC多种国内外重要检索系统与数据库收录。刊登内容包括普通微生
物学，工业 、农业、医学、兽医微生物学，病毒学，免疫学，菌物学（真菌、粘菌、卵菌、地衣等）研究领域的科研成果以及基因工

程、细胞工程、酶工程、生化工程、组织工程、生物制药、生物信息、生物芯片等生物工程研究的新发展、新成果、新技术。读者

对象为基础医学、农林牧渔、生命科学领域的科研与教学人员、以及卫生防疫（检疫监察部门）、生物工程公司、环境保护、企业

厂矿等单位。发行范围涵盖教育、科研、工业、农业、医药、环境、食品保健等领域。

BCCS年起，《微生物学报》、《生物工程学报》、《微生物学通报》分别由原来的双月刊变更为月刊，《菌物学报》由原来的季刊
变更为双月刊，具体如下：

《微生物学报》（1!!% CCC( G NBCF，U%(( G (FFE_]）为月刊，全年 (B期，国内邮发代号 B G ECD，国外发行代号：[/NY。BCCS年
定价 EE元，全年 NNC元。
《生物工程学报》（1!!% (CCC G OCN(，U%(( G (FFS_]）为月刊，全年 (B期，国内邮发代号 SB G (O，国外发行代号：[/ENCS。BCCS
年定价 NE元，全年 YSC元。
《微生物学通报》（1!!% CBEO G BNED，U%(( G (FFN_]）为月刊，全年 (B期。国内邮发代号 B G S(Y，国外发行代号：[/D(O。BCCS
年定价 DS元，全年 EYN元。
《菌物学报》（1!!% (NYB G NDYB，U%(( G E(SC_]）为双月刊，全年 N期。国内邮发代号 B G DFF，国外发行代号：]YBO。BCCS年
定价 SC元，全年 DSC元。
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