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摘　 要：２０１９ 年 １２ 月，中国武汉报道了冠状病毒引起的肺炎，其临床症状与 ２００３ 年爆发的严重急性呼吸综合征（Ｓｅｖｅｒｅ Ａｃｕｔｅ
Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＳＡＲＳ）不同，因此推断该病毒可能是冠状病毒的一个新变种。 不同于简单使用全基因组序列的其它研

究，我们于 ２０１８ 年在国际上首次提出分子功能与进化分析相结合的研究思想，并应用于 Ｂｅｔａ 冠状病毒 Ｂ 亚群（ＢＢ 冠状病毒）
基因组的研究。 在这一思想指导下，本研究使用 ＢＢ 冠状病毒基因组中的一个互补回文序列（命名为 Ｎａｎｋａｉ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｐａｌ⁃
ｉｎｄｒｏｍｅ）与其所在的编码区（命名为 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ）对新发布的 ２０１９ 新型冠状病毒基因组（ＧｅｎＢａｎｋ： ＭＮ９０８９４７）进行分析以期

准确溯源，并对 ＢＢ 冠状病毒的跨物种传播和宿主适应性进行初步研究。 溯源分析的结果支持 ２０１９ 新型冠状病毒源自蝙蝠，
但与 ＳＡＲＳ 冠状病毒差异巨大，这一结果与两者临床症状差异一致。 本研究的最重要发现是 ＢＢ 冠状病毒存在大量的可变翻

译，从分子水平揭示了 ＢＢ 冠状病毒变异快、多样性高的特点。 从 ＢＢ 冠状病毒可变翻译中获取的信息可应用于（但不限于）
其快速检测、基因分型、疫苗开发以及药物设计。 另外，我们推断 ＢＢ 冠状病毒可能通过可变翻译以适应不同宿主。 基于大量

基因组数据的实证分析，本研究在国际上首次从分子水平尝试解释了 ＢＢ 冠状病毒变异快、宿主多且具有较强的宿主适应性

的原因。
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　 　 冠状病毒属（Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ）的病毒是具有包膜的

正链 ＲＮＡ 病毒。 由于 ２００３ 年严重急性呼吸综合征

（Ｓｅｖｅｒｅ Ａｃｕｔｅ Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＳＡＲＳ）和 ２０１２
年 中 东 呼 吸 综 合 征 （ Ｍｉｄｄｌｅ Ｅａｓｔ Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
Ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＭＥＲＳ）的爆发，冠状病毒逐渐成为病毒

学领域的一个研究热点。 ２０１９ 年 １２ 月，中国武汉

报道了冠状病毒引起的肺炎，其临床症状与 ２００３ 年

爆发的 ＳＡＲＳ 不同，因此推断该病毒可能是冠状病

毒的一个新变种。 当前，冠状病毒溯源相对比较清

晰：２００３ 年，Ｅｎｓｅｒｉｎｋ 等在国际上首次提出了 ＳＡＲＳ
冠状病毒 （ ＳＡＲＳ Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ， ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ） 来自蝙

蝠，而后通过果子狸传播给人类［１］；再后来的病毒

溯源研究都是根据蝙蝠－果子狸⁃人途径回溯，并重

点研究各种蝙蝠体内的 ＳＡＲＳ 样（ ＳＡＲＳ⁃ｌｉｋｅ）冠状

病毒与已知 ＳＡＲＳ 冠状病毒的进化关系；特别是

２０１３ 年，ＳＡＲＳ 冠状病毒（ＧｅｎＢａｎｋ： ＡＹ２７４１１９．３）被
溯源到中华菊头蝠（Ｒｈｉｎｏｌｏｐｈｕｓ ｓｉｎｉｃｕｓ） ［２］。 尽管已

有足够的冠状病毒基因组数据公开，有关冠状病毒

跨物种传播和宿主适应性方面的研究却一直难以突

破，特别是无法解释冠状病毒变异快、宿主多且具有

较强的宿主适应性等特点。 其中一个最主要原因就

是冠状病毒基因组较大，多个基因功能未知。 例如，
ＳＡＲＳ 冠状病毒基因组（ＧｅｎＢａｎｋ： ＡＹ２７４１１９．３）的

全长是２９ ７５１ ｂｐ，比 ＨＩＶ⁃１ 病毒全长三倍还要多。
另外，冠状病毒基因组注释中基因命名不统一、且大

部分注释的蛋白质序列都来自预测，无实验验证，难
以保证正确性。 高通量测序的迅速发展，使大量冠

状病毒基因组序列得以公开。 然而，当前大部分的

冠状病毒基因组研究都是简单使用全基因组或某个

病毒结构基因的序列，后一种做法主观性较大。 简

单使用全基因组序列进行进化分析和重要功能或致

病位点分析，不仅工作量巨大，而且大量与研究目的

无关的基因组区域会对数据分析产生干扰。 因此，
不同于简单使用全基因组序列的其它研究，我们于

２０１８ 年在国际上首次提出分子功能与进化分析相

结合的研究思想，并应用于冠状病毒基因组的研究。
分子功能与进化分析相结合，即仅使用与特定功能

相关的基因组特征对一定变异范围内的序列进行进

化分析［３］。 这样不仅可以简化进化分析、提高信噪

比，使分析结果更可靠，而且可以用于指导功能实

验。 ２０１８ 年， 南开大学高山等在国际上首次报道了

ＳＡＲＳ 冠 状 病 毒 中 存 在 互 补 回 文 小 ＲＮＡ
（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ Ｓｍａｌｌ ＲＮＡｓ， ｃｐｓＲＮＡｓ）
的现象，并确定了 Ｂｅｔａ 冠状病毒 Ｂ 亚群（ＢＢ 冠状病

毒）与功能相关的两个重要的基因组特征（Ｇｅｎｏｍｉｃ
ｆｅａｔｕｒｅ） ［３］，即一段２２ ｂｐ的互补回文序列（命名为

Ｎａｎｋａｉ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｅ）与其所在的编码区

（命名为 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ）。 在上述研究中，对 Ｎａｎｋａｉ
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｅ 进行突变分析的结果与使

用 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 进行进化分析的结果一致支持 ＳＡＲＳ
冠状病毒的跨物种传播途径是蝙蝠－果子狸⁃人。 在

分子功能与进化分析相结合的研究思想的指导下，
本研 究 使 用 Ｎａｎｋａｉ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｅ 和

Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 对新发布的 ２０１９ 新型冠状病毒基因组

（ＧｅｎＢａｎｋ： ＭＮ９０８９４７）进行分析以期准确溯源，并
对 ＢＢ 冠状病毒跨物种传播和宿主适应性进行初步

研究。

１　 数据与方法

　 　 在前期研究中，我们通过互补回文小 ＲＮＡ 的发

现 从 ＳＡＲＳ 冠 状 病 毒 ＭＡ⁃１５ 株 （ ＧｅｎＢａｎｋ：

７９第 ２ 期 陈嘉源，等：２０１９ 新型冠状病毒基因组的生物信息学分析



ＤＱ４９７００８）中确定了 ＢＢ 冠状病毒中与功能相关的

两个重要的基因组特征，即一段２２ ｂｐ的互补回文序

列与其所在的编码区。 这个编码区 （ ＤＱ４９７００８：
２５６８９－２６１５３）是 ＢＢ 冠状病毒基因组中一段高度保

守的序列， 在已知 ＳＡＲＳ 冠状病毒基因组 （ 如

ＤＱ４９７００８）中只对应一个读码框 ＯＲＦ ３ｂ；但在其它

ＢＢ 冠状病毒基因组中普遍对应多个读码框，因此

ＯＲＦ ３ｂ 无法代表其它 ＢＢ 冠状病毒基因组中的这

段序列。 本研究将 ２２ ｂｐ 的互补回文序列与其所在

的编码区（可能是一个或多个读码框）分别命名为

Ｎａｎｋａｉ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｅ 和 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ。
ＤＱ４９７００８ 和 ２００３ 年爆发的 ＳＡＲＳ 冠状病毒基因组

（ ＧｅｎＢａｎｋ： ＡＹ２７４１１９． ３ ） 含 有 相 同 的 Ｎａｎｋａｉ
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｅ 和 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ，因此在本

研究中唯一代表 ＳＡＲＳ 冠状病毒基因组。 在前期研

究中［３］，我们的研究对象仅限于 ＢＢ 冠状病毒（本研

究亦是如此 ）， 并 进 行 如 下 操 作［３］： 提 取 ＮＣＢＩ
ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中全部 ＢＢ 冠状病毒的完整基因组

（Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ）序列（以下简称病毒序列或序

列）；去除与 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 相似度在０．９９９以上的序列

后，留 下 １１ 条 病 毒 序 列 （ ＧｅｎＢａｎｋ： ＪＸ９９３９８７、
ＪＸ９９３９８８、 ＧＱ１５３５３９、 ＧＱ１５３５４０、 ＧＱ１５３５４２、
ＤＱ０７１６１５、 ＤＱ４１２０４２、 ＤＱ４１２０４３、 ＡＹ５１５５１２、
ＡＹ５７２０３４ 和 ＤＱ４９７００８）用于进一步研究。 本研究

增加一条新发布的 ２０１９ 新型冠状病毒基因组的序

列（ＧｅｎＢａｎｋ： ＭＮ９０８９４７）和一条来自蝙蝠的序列

（ＧｅｎＢａｎｋ： ＭＧ７７２９３４），其 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 与 ２０１９ 新

型冠状病毒 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 相似度最高（９２．５２％）。 另

外，由于本论文接收时 ２０１９ 新型冠状病毒基因组序

列（ＧｅｎＢａｎｋ： ＭＮ９０８９４７）尚未公开，实际使用的是

来自互联网公开的序列（见致谢）。 在本研究中，１３
条序列根据其宿主分为五组用于进一步研究，这五

组 命 名 为 ＳＡＲＳ （ ＤＱ４９７００８ ）、 果 子 狸 Ｃｉｖｅｔ
（ＡＹ５１５５１２ 和 ＡＹ５７２０３４）、 ２０１９ 新型冠状病毒

２０１９⁃ｎＣｏＶ （ ＭＮ９０８９４７ ）、 蝙 蝠 群 体 ｂａｔ２
（ＭＧ７７２９３４）和蝙蝠群体 ｂａｔ１（ＭＧ７７２９３４ 之外 ８ 条

来自蝙蝠的序列）。 在本研究中，进化分析使用软

件 ＰＨＹＬＩＰ ｖ３．６９， 统 计 与 作 图 使 用 软 件

Ｒ ｖ２．１５．３［４］。其它数据处理包括：病毒蛋白质预测

和核苷酸三连子分析只考虑一个起始密码子 ＡＴＧ、
三个终止密码子（ＴＡＡ、ＴＡＧ 和 ＴＧＡ）和正向三个读

码框；蛋白质预测不考虑小于 ２０ 个氨基酸的蛋白

质；最后，考虑四个起始密码子（ＡＴＧ、ＧＴＧ、ＣＴＧ 和

ＴＴＧ）和三个终止密码子重复蛋白质预测和核苷酸

三连子分析以检验结果的可靠性（见结果）。

２　 结　 果

　 　 在经典定义中，ＤＮＡ 回文（ＤＮＡ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｅ）和
ＤＮＡ 互补回文（ＤＮＡ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｅ）序列

都叫做 ＤＮＡ 回文序列，而且大多数情况下，ＤＮＡ 回

文序列的经典定义与我们新定义中的互补回文序列

相同（例如 ＡＴＣＧＣＧＡＴ）。 根据我们的新定义［３］，回
文序列（ＤＮＡ 或 ＲＮＡ）要求序列（一条链）从 ５’到

３’方向与从 ３’到 ５’方向的读取结果相同（例如

ＡＴＣＧＧＣＴＡ）。 回文和互补回文序列应该加以区别，
主要基于三个原因：（１）我们的前期研究发现了回

文和互补回文序列可能具有不同的生物学意义；
（２）在动物病毒基因组中，回文和互补回文序列具

有不同的分布特征；（３）经典定义是从 ＤＮＡ 水平定

义的，我们的定义考虑了单链 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ（特别针

对病毒）情况。 ２００４ 年，Ｃｈｅｗ 等在国际上首次报道

了 ＳＡＲＳ 冠状病毒基因组中较短互补回文序列（新
定义）的分布特征［５］，其主要发现包括两点：（１）在
所有分析的冠状病毒基因组中，长度为４ ｂｐ的互补

回文序列出现频率显著较低；（２）长度为６ ｂｐ的互补

回文序列仅在 ＳＡＲＳ 冠状病毒（而不是所有冠状病

毒）基因组中出现频率显著较低。 因此，该研究的

结论是 ＳＡＲＳ 冠状病毒基因组含有较少的６ ｂｐ互补

回文序列有可能利于该病毒有效规避宿主细胞内的

某些防御机制而有利于病毒存活；该研究同时还发

现了两个较长（１４ ｂｐ 以上）的互补回文序列分别是

ＴＣＴＴＴＡＡＣＡＡＧＣＴＴＧＴＴＡＡＡＧＡ 和 ＴＡＡＡＡＴＴＡＡＴＴＴＴＡ。
但是，仅仅根据概率模型计算得到的此类回文或互

补回文序列数量巨大，绝大部分无法与分子功能

关联，因此没有进一步研究的价值。 直到 ２０１８
年，我们偶然发现了互补回文小 ＲＮＡ 恰好来自这

个 ２２ ｂｐ 的 互 补 回 文 序 列 （ 命 名 为 Ｎａｎｋａｉ
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｅ），特别是发现了根据这个

序列预测的 ＲＮＡ 二级结构在 ＢＢ 冠状病毒基因组

中高度保守（见图 １Ａ）。 ＲＮＡ 水平的证据是将这

个序列与分子功能建立关联的关键［３］ 。 在前期研

究中，我们对 １１ 个 ＢＢ 冠状病毒（见数据与方法）
的 Ｎａｎｋａｉ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｅ 进行突变分析

的结果与使用其所在的编码区 （命名为 Ｎａｎｋａｉ
ＣＤＳ）进行进化分析的结果一致支持 ＳＡＲＳ 冠状病

毒的跨物种传播途径是蝙蝠⁃果子狸⁃人（见图 １Ｂ
红色方框内） ［３］ 。
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图 １　 ２０１９ 新型冠状病毒的起源与可变翻译

Ｆｉｇ．１　 Ｏｒｉｇｉｎ ａｎｄ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ２０１９ ｎｏｖｅｌ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ｇｅｎｏｍｅ

注：Ａ：Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 是 ＢＢ 冠状病毒基因组中一段高度保守的序列，包括一段 ２２ ｂｐ 的互补回文序列（用∗表示）。 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 还包括一个 ８ 或

１１ ｂｐ 的可变区，分别属于两种不同长度（是 ４６５ 或４６８ ｂｐ，用＃表示）的 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ；Ｂ ：进化树构建使用 １３ 条去除可变区的 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ。 使用

多种方法进行进化分析的结果一致，这里只展示邻接（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ Ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）法的结果：２０１９ 新型冠状病毒源自蝙蝠某个群体（蓝色方框内），但
与 ＳＡＲＳ 冠状病毒差异巨大（红色方框内）；用 Ｐ１ 到 Ｐ１７（见图 １Ｃ ）可以对 １３ 个 ＢＢ 冠状病毒进行基因分型（小括号内），其结果与进化分析的

结果一致。 Ｃ ：可变翻译导致从 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 可以预测出至少 １７ 个蛋白质，分别命名为 Ｐ１ 到 Ｐ１７。 这里展示的是使用一个起始密码子 ＡＴＧ 和

三个终止密码子进行蛋白质预测的结果，使用四个起始密码子（ＡＴＧ、ＧＴＧ、ＣＴＧ 和 ＴＴＧ）和三个终止密码子会预测更多的蛋白质，但不改变可

变翻译相关结论。
Ｎｏｔｅｓ：Ａ： Ｔｈｅ ２２⁃ｂｐ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｅ （ｎａｍｅｄ Ｎａｎｋａｉ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｅ） ａｎｄ ｔｈｅ ＣＤＳ （ｎａｍｅｄ Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ） ｈａｖｅ ａ ｈｉｇｈ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ ｂｅｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ｓｕｂｇｒｏｕｐ Ｂ（ＢＢ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ） ． Ａｎ ８－ ｏｒ １１⁃ｂｐ ｌｏｎｇ ｖａｒｉａｂｌｅ ｒｅｇｉｏｎ ｉｎ Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ ｒｅｓｉｄｅｓ ｉｎ ｔｗｏ
ｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ． Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｙｐｅ ｈａｓ ａ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ４６５ ｂｐ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｔｙｐｅ ｈａｓ ａ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ４６８ ｂｐ． Ｂ ： Ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ｈｅｒｅ， ｗｅ ｏｎｌｙ ｓｈｏｗ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＮＪ （Ｎｅｉｇｈｂｏｒ Ｊｏｉｎｉｎｇ） ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ２０１９ ｎｏｖｅｌ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ （ ｉｎ ｂｌｕｅ ｂｏｘ） ｗｉｔｈ
ｌａｒｇｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＳＡＲＳ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ （ ｉｎ ｒｅｄ ｂｏｘ）， ｍａｙ ｏｒｉｇｉｎａｔｅ ｆｒｏｍ ＢＢ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｏｒｓｅｓｈｏｅ ｂａｔｓ． Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ
ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ （ ｉｎ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ） ｏｆ １３ ｖｉｒｕｓｅｓ ｕｓｉｎｇ １７ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （Ｆｉｇ．１Ｃ） ａｃｈｉｅｖｅｄ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ． Ｃ： Ｔｈｅ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ ｎａｍｅｄ ａｓ Ｐ１ ｔｏ
Ｐ１７） ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ ｕｓｉｎｇ ＡＴＧ ａｓ ｔｈｅ ｓｔａｒｔ ｃｏｄｏｎ， ａｎｄ ＴＡＡ， ＴＡＧ ａｎｄ ＴＧＡ ａｓ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎｓ． Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ＡＴＧ， ＧＴＧ，
ＣＴＧ ａｎｄ ＴＴＧ ａｓ ｓｔａｒｔ ｃｏｄｏｎｓ， ａｎｄ ＴＡＡ， ＴＡＧ ａｎｄ ＴＧＡ ａｓ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎｓ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｈａｎｇｅ ａｌｌ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ．

　 　 在本研究中，所有 １３ 条 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ（见数据与

方法 ） 都 含 有 一 个 完 整 的 Ｎａｎｋａｉ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ
ｐａｌｉｎｄｒｏｍｅ 和一个紧邻其 ３＇端的长度为 ８ 或１１ ｂｐ的
可变区（Ｖａｒｉａｂｌｅ ｒｅｇｉｏｎ）。 使用 ＭＮ９０８９４７（２０１９ 新

型冠状病毒）中 Ｎａｎｋａｉ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｅ 预

测的 ＲＮＡ 二级结构仍然能形成稳定的茎环（ Ｓｔｅｍ⁃
ｌｏｏｐ） 结 构， 再 次 验 证 了 Ｎａｎｋａｉ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ
ｐａｌｉｎｄｒｏｍｅ 在 ＢＢ 冠状病毒基因组中的保守性［３］。
Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 中的可变区导致了长度变异（见图 １Ａ）：
ＭＧ７７２９３４（来自蝙蝠）和 ＭＮ９０８９４７（２０１９ 新型冠状

病毒） 的 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 全长为４６８ ｂｐ （含１１ ｂｐ可变

区）；其余 １１ 条序列的 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 全长为４６５ ｂｐ（含
８ ｂｐ可变区）。 由于无法确定每条 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 的可

变区的变异方式，进行进化分析前，１３ 条 Ｎａｎｋａｉ
ＣＤＳ 去除可变区后即可对齐，长度统一到４５７ ｂｐ。使
用多种方法（ＵＰＧＭＡ、邻接法、最大简约法、最大似

然法和贝叶斯法）对 １３ 条 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 进行进化分

析的结果（见图 １Ｂ）一致支持：（１）ＭＮ９０８９４７（２０１９
新型冠状病毒）与 ＭＧ７７２９３４（来自蝙蝠）在进化树

的一个分支内（见图 １Ｂ 蓝色方框内），说明 ２０１９ 新

型冠状病毒源自蝙蝠；（２）２０１９ 新型冠状病毒（见图

１Ｂ蓝色方框内）与 ＳＡＲＳ 冠状病毒（见图 １Ｂ 红色方
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框内）在不同分支，而且距离很大，这一结果与两者

临床症状差异一致；（３） ＳＡＲＳ 冠状病毒的跨物种传

播途径“蝙蝠－果子狸⁃人”（见图 １Ｂ 红色方框内）与
２０１８ 年分析结果完全相同［３］，证明了我们方法的可

靠性。
　 　 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 是 ＢＢ 冠状病毒基因组中一段高度

保守的序列（见数据与方法），靠近其 ３＇端的 ９９ 个碱

基（编码 ３３ 个氨基酸）极端保守，不仅没有起始或终

止密码子突变，也极少有其它突变，具有重要的研究

和应用 （如引物设计） 价值。 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 在来自

ＳＡＲＳ 和果子狸的 ｂｅｔａ 冠状病毒基因组中是一个完

整的读码框，编码蛋白 Ｐ１６（见图 １Ｃ），但在来自其

它宿主的冠状病毒基因组中（不包括 ３＇端的 ９９ 个碱

基）出现了大量的起始或终止密码子突变（见表 １），
并导致 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 出现读码框的多样性，即可变翻

译。 由于去冗余后的完整基因组数据较少，需要从

两个方面排除这些突变是来自测序错误等导致的假

阳性。 一方面，用 １３ 条 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 比对到 ＮＣＢＩ ＮＴ
数据库，看是否有其它冠状病毒序列支持这些突变。
比对结果显示，大部分序列上的突变都能得到 ＮＴ 数

据库中其它数据支持，只有三个例外：ＪＸ９９３９８８ 在

Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 上的三个突变（Ｃ８０Ａ、Ｔ８０Ａ 和 Ｔ２５４Ａ），
ＭＧ７７２９３４（来自蝙蝠）和 ＭＮ９０８９４７（２０１９ 新型冠状

病毒） 在 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 上共有的四个突变 （ Ｔ１８２Ａ、
Ｃ１８２Ａ、 Ｔ２３７Ａ 和 Ｔ２３６Ｇ ） 没 有 其 它 数 据 支 持。
ＪＸ９９３９８８ 代表的病毒类型比较特殊，与其它来自蝙

蝠的病毒差异较大（见图 １Ｂ），这里不做进一步研

究。 另外一方面，统计 １３ 条 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 中核苷酸三

连子出现次数，次数最高的前 １４ 位依次是：ＡＴＧ
（１２３ 次）、ＡＣＴ（１０６ 次）、ＡＡＧ（９８ 次）、ＴＴＧ（８３ 次）、
ＣＡＧ（７７ 次）、ＣＡＡ（７１ 次）、ＧＴＧ（６８ 次）、ＡＡＡ（６６
次）、ＣＴＡ（６５ 次）、ＡＣＡ（６０ 次）、ＴＴＡ（５９ 次）、ＡＴＴ
（５８ 次）、ＣＧＡ（５７ 次）和 ＣＴＧ（５５ 次）。 核苷酸三连

子统计结果显示：前 １４ 位三连子出现次数之和超过

三连子总数一半以上（１ ０４６ 次 ／ ２ ０１６ 次）；６ 个三连

子与起始密码子 ＡＴＧ 只有 ０ 或 １ 个核苷酸的差异；
８ 个三连子与终止密码子（ＴＡＡ、ＴＡＧ 和 ＴＧＡ）只有 １
个核苷酸的差异。 统计结果说明了通过 １ 个核苷酸

突变（点突变）导致起始或终止密码子的丢失和获得

的概率非常高。 根据以上两个方面的分析结果，基
本可以排除 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 中的大量起始或终止密码

子突变是假阳性（见表 １）。

表 １　 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 内起始或终止密码子突变

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｓｔａｒｔ ｏｒ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎｓ ｉｎ Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ

ＰＰ Ｓｔａｒｔ Ａｌｌｅｌｅ Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｓｔｏｐ Ａｌｌｅｌｅ Ｍｕｔａｔｉｏｎ ＡＡ

Ｐ１ １ ＡＴＧ １８３ ＴＴＧ ＼ＴＣＧ ＼ＴＡＧ Ｔ１８２Ａ ＼Ｃ１８２Ａ ６１

Ｐ２ １９０ ＡＴＡ ＼ＡＴＧ Ａ１９２Ｇ ３００ ＴＧＧ ＼ＴＡＧ Ｇ２９９Ａ ３７

Ｐ３ ３６７ ＡＴＧ ４６５ ＴＡＡ ３３

Ｐ４ １ ＡＴＧ ８１ ＴＣＧ ＼ＴＴＧ ＼ＴＡＧ Ｃ８０Ａ ＼Ｔ８０Ａ ２７

Ｐ５ １７８ ＧＴＧ ＼ＡＴＧ Ｇ１７８Ａ ２５５ ＴＴＧ ＼ＴＡＧ Ｔ２５４Ａ ２６

Ｐ６ ２５９ ＡＣＧ ＼ＡＴＧ Ｃ２６０Ｔ ３４５ ＴＴＡ ＼ＴＡＡ Ｔ３４４Ａ ２９

Ｐ７ １ ＡＴＧ １２０ ＴＣＡ ＼ＴＴＡ ＼ＴＡＡ Ｃ１１９Ａ ＼Ｔ１１９Ａ ４０

Ｐ８ １ ＡＴＧ １７１ ＴＴＡ ＼ＴＡＡ Ｔ１７０Ａ ５７

Ｐ９ １ ＡＴＧ ３４５ ＴＴＡ ＼ＴＡＡ Ｔ３４４Ａ １１５

Ｐ１０ １ ＡＴＧ ６９ ＴＣＡ ＼ＴＡＡ Ｃ６８Ａ ２３

Ｐ１１ ９７ ＡＣＧ ＼ＡＴＧ Ｃ９８Ｔ １７１ ＴＴＡ ＼ＴＡＡ Ｔ１７０Ａ ２５

Ｐ１２ ２５９ ＡＣＧ ＼ＡＴＧ Ｃ２６０Ｔ ３５７ ＣＡＡ ＼ＴＡＡ Ｃ３５５Ｔ ３３

Ｐ１３ ３７０ ＡＴＧ ４６８ ＴＡＡ ３３

Ｐ１４ ９７ ＡＣＧ ＼ＡＴＧ Ｃ９８Ｔ ２３７ ＴＧＴ ＼ＴＴＡ ＼ＴＧＡ Ｔ２３７Ａ ＼Ｔ２３６Ｇ ４７

Ｐ１５ ２５９ ＡＣＧ ＼ＡＴＧ Ｃ２６０Ｔ ４６８ ＴＡＡ ７０

Ｐ１６ １ ＡＴＧ ４６５ ＴＡＡ １５５

Ｐ１７ １５５ ＧＴＧ ＼ＴＴＧ ＼ＡＴＧ Ｇ１５５Ａ ＼Ｔ１５５Ａ ２５６ ＴＣＡ ＼ＡＧＡ ＼ＴＧＡ Ｃ２５５Ｇ ＼Ａ２５４Ｔ ３４

注：可变翻译导致从 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 可以预测出至少 １７ 个蛋白质，分别命名为 Ｐ１ 到 Ｐ１７（见图 １Ｃ）。 所有突变均来自 １７ 个预测的蛋白质，ＰＰ 表

示预测的蛋白质（Ｐｕｔａｔｉｖｅ Ｐｒｏｔｅｉｎ）的名称；Ｓｔａｒｔ 一列记录的是起始密码子的第一个碱基的位置；Ｓｔｏｐ 一列记录的是终止密码子的最后一个碱基

位置；Ａｌｌｅｌｅ 一列记录所在位置的密码子的全部类型；Ｍｕｔａｔｉｏｎ 一列只记录导致获得起始或终止密码子的突变，突变格式为“突变前碱基⁃突变

位置⁃突变后碱基”；ＡＡ 表示 ＰＰ 的长度，单位是氨基酸（Ａｍｉｎｏ Ａｃｉｄ）。 这里展示的是只使用一个起始密码子 ＡＴＧ 和三个终止密码子进行蛋白

质预测的结果；使用四个起始密码子（ＡＴＧ、ＧＴＧ、ＣＴＧ 和 ＴＴＧ）和三个终止密码子会预测更多的蛋白质，但不改变可变翻译相关结论。

００１ 生　 物　 信　 息　 学　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 １８ 卷



Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ｎａｍｅｄ ａｓ Ｐ１ ｔｏ Ｐ１７） ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ （Ｆｉｇ．１Ｃ）． Ｔｈｉｓ ｔａｂｌｅ ｏｎｌｙ ｉｎｃｌｕｄｅｓ ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｓｔａｒｔ ｏｒ ｓｔｏｐ
ｃｏｄｏｎｓ ｉｎ １７ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． “ ＰＰ” ｉｓ Ｐｕｔａｔｉｖｅ Ｐｒｏｔｅｉｎ； “ Ｓｔａｒｔ” ｒｅｃｏｒｄｓ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｉｎ ｓｔａｒｔ ｃｏｄｏｎｓ； “ Ｓｔｏｐ” ｒｅｃｏｒｄｓ ｔｈｅ
ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｉｎ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎｓ； “Ａｌｌｅｌｅ” ｒｅｃｏｒｄｓ ａｌｌ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｃｏｄｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ； “Ｍｕｔａｔｉｏｎ” ｏｎｌｙ ｒｅｃｏｒｄｓ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｗｈｉｃｈ ｃａｕｓｅ ｔｈｅ
ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｒｔ ｏｒ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔ “ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｂｅｆｏｒｅ ｍｕｔａｉｏｎ⁃ｐｏｓｉｔｉｏｎ⁃ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｆｔｅｒ ｍｕｔａｉｏｎ”； “ＡＡ” ｉｓ Ａｍｉｎｏ Ａｃｉｄ． Ｔｈｅ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ ｕｓｉｎｇ ＡＴＧ ａｓ ｔｈｅ ｓｔａｒｔ ｃｏｄｏｎ， ａｎｄ ＴＡＡ， ＴＡＧ ａｎｄ ＴＧＡ ａｓ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎｓ． Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ＡＴＧ， ＧＴＧ， ＣＴＧ ａｎｄ
ＴＴＧ ａｓ ｓｔａｒｔ ｃｏｄｏｎｓ， ａｎｄ ＴＡＡ， ＴＡＧ ａｎｄ ＴＧＡ ａｓ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎｓ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｈａｎｇｅ ａｌｌ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ．

　 　 可变翻译导致从 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 可以预测出至少

１７ 个蛋白质（ Ｐｕｔａｔｉｖｅ Ｐｒｏｔｅｉｎ），分别命名为 Ｐ１ 到

Ｐ１７（见图 １Ｃ）。 用 Ｐ１ 到 Ｐ１７ 可以对 １３ 个病毒进行

基因分型 （基于可变翻译的基因分型）， 例如，
ＭＮ９０８９４７ （ ２０１９ 新 型 冠 状 病 毒 ） 可 以 表 示 为

Ｐ１０Ｐ１１Ｐ１２Ｐ１３Ｐ１７。 我们发现基因分型相同或相近

的病毒都在进化树上的同一个分支内（见图 １Ｂ）。
例如，ｂａｔ１ 分支的病毒的基因分型都由三个蛋白质

组成； ＳＡＲＳ 和果子狸分支都是 Ｐ１６； ＭＮ９０８９４７
（２０１９ 新型冠状病毒）和 ＭＧ７７２９３４（来自蝙蝠）都有

Ｐ１０。 根据以上事实，可以得到以下推论：（１）ＢＢ 冠

状病毒（不限于 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 内）存在大量的可变翻

译；（２）ＢＢ 冠状病毒变异快、多样性高，仅仅 １３ 个病

毒即可得到多达 ９ 种基因分型（见图 １ＢＣ）；（３）在

ＳＡＲＳ 冠状病毒从蝙蝠到人传播过程中，Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ
内多个点突变积累才形成 Ｐ１６；（４）在 ２０１９ 新型冠

状病毒从蝙蝠到人传播过程中，Ｐ１５ 只需一个点突

变（Ｃ３５５Ｔ）即形成 Ｐ１２ 和 Ｐ１３，Ｐ１４ 只需两个点突变

（Ｔ１７０Ａ 和 Ｔ１９１Ｃ）即形成 Ｐ１１ 和 Ｐ１７；（５）可变翻译

可用于（但不限于）ＢＢ 冠状病毒的基因分型，用 Ｐ１
到 Ｐ１７ 进行基因分型的结果与用 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 进行

进化分析的结果一致。 （６）ＢＢ 冠状病毒可能通过可

变翻译以适应不同宿主。

３　 结　 论

　 　 本研究证明了我们提出的分子功能与进化分析

相结合的研究思想的可行性与可靠性，对生物大分

子的功能或进化研究具有一定的指导意义，并对病

毒或细菌等病原体的研究提供了新的路线和方向。
因此，本研究除了解决 ２０１９ 新型冠状病毒溯源等具

体问题，更主要贡献是提供了研究思想和方法。
　 　 １）使用 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 溯源分析的结果支持 ２０１９
新型冠状病毒源自蝙蝠，但与 ＳＡＲＳ 冠状病毒差异

巨大；
　 　 ２）从 ＢＢ 冠状病毒可变翻译中获取的信息可应

用于其快速检测、基因分型、疫苗开发以及药物

设计；
　 　 ３）ＢＢ 冠状病毒可能通过可变翻译以适应不同

宿主；
　 　 ４）对 ＢＢ 冠状病毒可变翻译的研究将有助于研

究该病毒的变异、宿主适应性、感染以及致病机制等

问题。

４　 讨　 论

　 　 病毒或细菌等原核生物的可变翻译现象很早就

已经发现，但是其生物学意义尚未清楚，特别是缺乏

基于较大数据的实证研究。 我们在前期研究植物病

毒［６］、昆虫病毒［７］、人病毒［８］、哺乳动物病毒（特别

是非洲猪瘟病毒［９］ ）和布鲁氏菌［１０］ 的过程中，都没

有明显观察到可变翻译现象，特别是 ＢＢ 冠状病毒

Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 中这样大量而集中存在的可变翻译（仅
仅 １３ 个病毒即可得到多达 ９ 种基因分型）极其罕

见。 此次实证研究结果达到了基于可变翻译的基因

分型与进化分析的一致性，是一次较大突破，主要得

益于以下几点：（１）分子功能与进化分析相结合的研

究思想得以应用；（２）有蝙蝠－果子狸－人这一跨物

种传播途径作为方向性指导；（３）无意中发现 Ｎａｎｋａｉ
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｅ 和 Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ；（４）来自多

种宿主（蝙蝠、果子狸和人）的病毒数据，特别是阳性

样本（如来自 ＳＡＲＳ 和武汉肺炎患者）数据的积累。
经典理论认为病毒与宿主共用一套翻译系统，然而

病毒的蛋白质翻译也有其特殊性，导致本研究从

Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 中预测的 １７ 种蛋白质不能提供准确的

序列。 蛋白质序列的准确度不影响本研究的所有结

论和推论，而且为下一步蛋白质、细胞和动物水平的

实验指出方向。
基于可变翻译的基因分型相同的病毒都在进

化树上的同一个分支（同种宿主）内预示了 ｂｅｔａ 冠

状病毒可能通过可变翻译以适应不同宿主（见图

１Ｂ）。 但是，由于目前能获得的病毒数据仅仅来自

少量宿主（蝙蝠、果子狸和人），这一推断的验证还

需要积累来自更多种类宿主的病毒的数据。 我们

推测，病毒通过可变翻译以适应不同宿主作为一种

普遍机制，并不限于冠状病毒或原核生物；真核生

物中某些基因的可变剪接可能也有相似或相近的

生物学功能。
ＢＢ 冠状病毒通过可变翻译产生的多种蛋白质

的致病性研究是一个更为重要的课题。 当前公开的

基因组数据虽然总量很大，但是，实际有效的阳性样

本（有实验或临床记录证明其致病性）种类不足和缺
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乏阴性（临床实验确认的非 ＳＡＲＳ 病毒）样本。 致病

性最明确的 ２０１９ 新型冠状病毒和 ＳＡＲＳ 冠状病毒在

Ｎａｎｋａｉ ＣＤＳ 上各产生五个小蛋白和一个大蛋白（见
图 １Ｃ），并没有显示出蛋白质某个属性（如大小）与
致病性的关系。 在预测的 １７ 个蛋白质中，只有 Ｐ１６
（长度为 １５５ 个氨基酸）和 Ｐ９（长度为 １１５ 个氨基

酸）是大蛋白质（见表 １）；Ｐ１６（来自 ＳＡＲＳ 冠状病

毒）的致病性已知，而 Ｐ９（来自蝙蝠的冠状病毒）未
知。 因此，来自蝙蝠的其它冠状病毒产生的蛋白（如
Ｐ９）未必没有致病性，或许也具有导致 ２０１９ 肺炎或

ＳＡＲＳ 的能力。 本研究预测的 １７ 种蛋白质大小适中

而且差异明显，可以很容易通过蛋白质组或外源表

达等技术进一步验证其致病性。
致谢：感谢新型冠状病毒相关工作人员（省疾控

中心等）的基础性工作，特别复旦大学张永振等公开

的 ２０１９ 新型冠状病毒基因组数据，感谢南开大学生

命科学学院动物系卜文俊、张涛、黄大卫、刘燕强和

贺秉军等各位老师对我们生物信息学研究的长期

支持。
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