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中文摘要

传染病的暴发 （ ｏｕｔｂｒｅａｋ ） 和流行 （
ｐ
ａｎｄｅｍ ｉｃ ） 严重威胁着人类的健康和生

存 。 在全球化 （
ｇ

ｌｏｂａｌ ｉｚａｔｉｏｎ ） 和工业化 （ ｉｎｄｕｓｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ） 背景下 ， 疾病的传播

和流行异常迅速 。 而新病原出现的速度也似乎超过了过去的任何时期 。

野生动物在人兽共患病 （ ｚｏｏｎｏｓｉ ｓ
） 的发生 、 传播和流行中发挥重要作用 。

对野生动物所携带病原进行检测 、 分离与鉴定 以及论证其与疾病的相关性 ， 成为

当前传染病研宄的
一个新的热点 。

随着技术的发展 ， 现代分子生物学方法在病原的发现和鉴定 中发挥越来越重

要的作用 。 以宏基因组学 （ｍｅｔａ
ｇｅｎｏｍｉｃｓ ） 和新

一

代测序技术 （ ｎｅｘｔ
－

ｇ
ｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｓｅ
ｑ
ｅｕｎｃｉｎ

ｇ，
ＮＧＳ ） 等为代表的分子生物学方法能够从样本中直接分析 ＤＮＡ 或

ＲＮＡ 遗传物质 ， 在病原鉴定中非常适用 。

２００２ 年和 ２０ １ ２ 年分别暴发的严重急性呼吸综合征冠状病毒 （ ＳＡＲＳ－ＣｏＶ ）

和中东呼吸综合征冠状病毒 （ＭＥＲＳ －ＣｏＶ ）
， 促使广大研宄者密切关注冠状病毒

的生物多样性 、 基因组学和跨物种传播的可能性 ， 尤其是来源于蝙蝠 （第二大哺

乳动物群体 ） 的冠状病毒 。 目 前已知蝙蝠携带有多种多样的病原体 ， 因此在新发

人畜共患病和跨物种传播疾病的监测中 ， 蝙蝠是优先关注的对象 。

本研宄通过泛冠状病毒 ＲＴ－ＰＣＲ 筛选 （ ｐａ
ｎ
－

ｃｏｒｏｎａｖｉｒａｌｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ） 和新
一

代

测序技术 ， 从棕果蝠 （ＡｏｕｓｅＷ ｉｗ ／ｅｓｃ ／ｉｅｎａＭ／／／ ） 的直肠拭子样本中 鉴定 出
一种新型

蝙蝠冠状病毒 ， 将其命名为果蝠冠状病毒 ＧＣＣＤＣ １ （Ｒｏｕｓｅｔｔｕｓｂ ａｔｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ

ＧＣＣＤＣ １
，
Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ｈＲｏ－Ｂ ａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １在基因组结构和组成上与

果蝠冠状病毒 ＨＫＵ９（ Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＨＫＵ９ ） 类似 ， 但是序列和进化分析表 明

Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 是
一种新型蝙蝠冠状病毒 。 更为 引人注意的是 ， 在病毒基

因组的 ３

’

末端整合有
一

个独特的基因一ｐ ｌ Ｏ 基因 ， 这个基因在所有 已知的冠状

病毒中都找不到 同源序列 ， 序列和进化分析表明可能来源于
一

个古老的蝙蝠正呼

肠孤病毒 。 亚基因组 ｍＲＮＡ 和细胞水平试验表明 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 的 ｐ ｌＯ 基

因与正呼肠孤病毒的 ｐ
ｌ Ｏ基因

一

样是
一

个功能基因 。 在病毒复制周期中 ， ｐ
ｌＯ 基

因可能能够促进病毒在细胞与细胞之间转移 。 这株病毒的发现是单股正链 ＲＮＡ

１
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病毒与双股分节段的 ＲＮＡ 病毒之间跨科重组的第
一

次报道 。 对该冠状病毒的进

一

步研究能够深入了解病毒间异源重组的机制 。

蝙蝠冠状病毒 ＨＫＵ９（ Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶ ＨＫＵ９ ） 是
一种重要的 Ｂｅｔａ 冠状病毒 ， 系

统进化上与 ＭＥＲ Ｓ
－

ＣｏＶ 隶属于同
一个属 。 对蝙蝠进行监测的数据表明 ＢａｔＣｏＶ

ＨＫＵ９ 在蝙蝠群体中广泛流行 ， 因此有必要对这个病毒跨越种间屏障的潜在可能

性进行研究 。 冠状病毒 ｓ
ｐｉｋｅ 蛋 白 中的受体结合结构域 （ Ｒｅｃｅ

ｐｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇ
ｄｏｍａｉｎ ，

ＲＢＤ ） 识别宿主受体以介导病毒侵入 ， 因此是决定病毒趋向性和传播能力 的关键

因子 。 本研究 中 ， 通过
一

系列生物物理和 晶体学方法对 ＢａｔＣｏＶＨＫＵ９ 假定的

Ｓ
ｐ
ｉｋｅ 蛋 白 ＲＢＤ 进行 了研究 。 表面等离子体共振结果表明 ＨＫＵ９－ＲＢＤ 既不结合

ＳＡＲＳ－ＣｏＶ的 受体血管紧张素转化酶２（Ａｎｇ ｉｏｔｅｎｓｉｎ－ＣｏｎｖｅｒｔｉｎｇＥｎｚｙｍｅ２ ，

ＡＣＥ２ ）
， 也不结合 ＭＥＲＳ－ＣｏＶ 的受体 ＣＤ２６ 。 我们进

一

步解析了ＨＫＵ ９－ＲＢＤ 的

分子结构 ， 分析显示该分子结构 由一个核心和一个外部亚结构域组成 。 核心亚结

构域的折叠形式与其他 Ｂｅｔａ冠状病毒 ＲＢＤ 的相似 ， 而外部亚结构域在结构上具

有独特的特点 ， 仅 由
一

个单
一

的螺旋组成 ， 这
一

结构解释 了ＨＫＵ９
－ＲＢＤ 不与

ＡＣＥ２ 和 ＣＤ２６ 结合的原 因 。 通过比较 目 前己知的所有 Ｂｅｔａ 冠状病毒 ＲＢＤ 结构 ，

我们进一步提出 同源的亚结构域插入结合模式 ， 核心亚结构域和外部亚结构域通

过这
一

模式锚定在
一起 。 通过对 ＨＫＵ９ －ＲＢＤ 的结构解析及其与其他 Ｂ ｅｔａ 冠状病

毒的 ＲＢＤ 比较 ， 对于阐 明 Ｂｅｔａ 冠状病毒受体结合特性及进化规律具有重要参考

价值 ， 对于评价 ＨＫＵ９ 病毒的跨种传播潜力具有重要提示作用 。

关键词 ： 新发传染病 ； 果蝠冠状病毒 ＧＣＣＤＣ １
； 异源跨科重组 ；

融合相关小跨

膜蛋 白 （ ＦＡＳＴ ）
； 亚基因组 ｍＲＮＡ

；

２
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骗蝠宿主 中新病毒发现及蝙蝠冠状病毒 Ｈ Ｋ Ｕ９ 受体的探索
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引言

冠状病毒是有囊膜的单股正链非节段的 ＲＮＡ 病毒 。 根据国际病毒分类委员

会当前的命名法则 ， 冠状病毒科分为 ４ 个属 ， 即 Ａ ｌ

ｐｈａ 、 Ｂｅ ｔａ 、 Ｇａｍｍａ（分别对

应于 以前的 １ 、 ２ 和 ３ 群 ） 和 Ｄ ｅ ｌ
ｔ ａ 冠状病毒属 。 同 时 ， Ｂｅ ｔａ 冠状病毒属在进化

上又可进
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步分为 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 和 Ｄ ４ 个不同的群 （如 图所示 ） 。
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冠状病毒在 自然界 中广泛存在 ， 能够引起鸟类 、 动物和人类感染 ， 引起不同

严重程度的呼吸道 、 胃 肠道 、 泌尿生殖道 、 肝脏和神经系统疾病 ， 或不表现出 临

床症状 。 自 １ ９３ ７ 年从鸡体 内分离得到的第
一个动物冠状病毒——传染性支气管

炎病毒 ， 研宄人员相继鉴定 出各种各样的哺乳动物和人类冠状病毒 。 迄今 ， 从野
９





中 国疾病预防控制中心病毒病预防控制所傅士论文


鸟 、 蝙蝠 、 人类和其他动物中分离鉴定到的冠状病毒累计至少有 ９０ 种 。 其中 ，

至少有 ６ 种可以感染人类并导致疾病 。 在这些冠状病毒中 ， Ｂｅｔａ 冠状病毒由于其

致病能力和跨物种传播的潜力尤为突 出 ， 多次造成全球范 围 内人类感染的大流

行 。 ２ ００２
？

２００３ 年 ，

一 种代表 性 的 Ｂｅｔａ 冠 状 病毒——ＳＡＲＳ 冠状病 毒

（ ＳＡＲＳ －ＣｏＶ ）
， 首先在中 国 出现并迅速向其他国家蔓延 ，

至少造成 ８０００ 人感染

和 ８００ 人死亡 。 ２０ １ ２年 ， 另
一

种 Ｂｅｔａ冠状病毒——ＭＥＲＳ 冠状病毒 （ＭＥＲＳ －ＣｏＶ ） ，

首先在沙特阿拉伯 出现 。 尽管全球范围 内努力控制 ＭＥＲＳ 冠状病毒的传播 ， 该

病毒仍然在中东 、 欧洲 、 北美和亚洲等多个国家扩散 。 直至 ２０ １４ 年 ７ 月 ３ 日 ，

共造成 ９４ １ 例感染和 ３ ４７ 例死亡 。 同时 ，
２００６ 年香港大学袁国勇及其同事在

一

个 呼吸道疾病的 病人 中 鉴定 出
一

种能够 引 起人类感染的冠状病 毒——ＨＣｏＶ

ＨＫＵ １ 。 这些意想不到 的因 Ｂｅｔａ 冠状病毒所引起的疫情暴发给全球公共卫生带来

严重威胁 。

值得注意的是 ， 目前的证据表明大部分 （ 即使不是所有 ） 人类冠状病毒来源

于蝙蝠 。 ２０ １ ３ 年 ，
Ｇｅ 等从云南省中华菊头蝠的粪便样本中分离到

一

株活的 ＳＡＲＳ

样冠状病毒 （ ｂａｔＳＬ－ＣｏＶ－ＷＩＶ ｌ ） 。 这项研宄是迄今 ＳＡＲＳ 冠状病毒来源于蝙蝠的

最强证据 ， 并且研宄结果证明 ＳＡＲＳ 冠状病毒在跨物种感染中无需中 间宿主 。 而

多层次的证据表明单峰驼在 ＭＥＲＳ 冠状病毒的传播中 ， 可能是作为中 间宿主而

存在 ， 蝙蝠可能是 ＭＥＲＳ 冠状病毒的 自然宿主 。 因此 ， 在新发人兽共患病和跨

物种传播疾病的监测中 ， 蝙蝠是优先关注的对象 。 蝙蝠携带的冠状病毒所造成的

突发感染促使病毒学家将研宄重点放在蝙蝠冠状病毒生物多样性和基因组上 。

同样从上图可以看出 ， Ｂ ｅｔａ 冠状病毒的 ４ 个群中 ， Ａ、 Ｂ 、 Ｃ３ 个群中均有

病毒成员能够引起人类疾病 。 唯独 Ｄ 群 中 的蝙蝠冠状病毒 ＨＫＵ９ 是否具有感染

人的潜在可能性 ， 目 前尚未可知 。 从系统进化上看 ， Ｂａ ｔＣｏＶ ＨＫＵ９ 与 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ

相对较为接近 。 ＢａｔＣｏＶ ＨＫＵ９ 是
一

种重要的 Ｂ ｅｔａ 冠状病毒 ， 对蝙蝠进行监测的

数据表明 ＢａｔＣｏＶ ＨＫＵ９ 在蝙蝠群体中广泛流行 。 因此 ， 有必要对这个病毒跨越

种间屏障的潜在可能性进行研宄 。

１ ０
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第一章 果蝠冠状病毒 ＧＣＣＤＣ１ 鉴定及其特征性 Ｐ １０基因的起源和

功能研宄

冠状病毒是有囊膜的单股正链非节段的 ＲＮＡ 病毒
，
基因组大小介于 ２ ６

？

３２

ｋｂ 之间 ， 是 ＲＮＡ 病毒中基因组最大的
一种⑴ 。 根据国际病毒分类委员会当前的

命名法则 ， 冠状病毒科分为 ４ 个属 ， 即 Ａｌ
ｐ
ｈａ 、 Ｂ ｅｔａ 、 Ｇａｍｍａ（分别对应于 以前

的 １ 、 ２ 和 ３ 群 ） 和 Ｄｅｌ ｔａ 冠状病毒属 ［
２

－

５
］
。 同时 ， Ｂｅｔａ冠状病毒属在进化上又可

进
一

步分为 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 和 Ｄ 共 ４ 个不 同的群 ［
２

１

。

冠状病 毒基因组 复 制和 ＲＮＡ 合成 的机制非常独特 ， 包括 聚合 酶跳跃

（
ｐ
ｏ ｌ
ｙ
ｍｅｒａｓｅ

ｊ
ｕｍｐ ｉｎ

ｇ 

） 、 模板选择 （ ｔｅｍｐｌａｔｅｓｅｌ ｅｃｔｉｏｎ ）和不连续延伸 （ ｄｉ ｓｃｏｎｔ ｉｎｕｏｕｓ

ｅｘｔｅｎｓ ｉｏｎ ）［
６

＿

９
］
。 因此 ， 冠状病毒重组和突变的频率很高 ， 以适应新的宿主和生

态位 （ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｎｉｃｈｅ ）
［

１ Ｇ ， １ １

］
。 通过对相关的冠状病毒基因组序列进行仔细审查 ，

可以发现重组热点散布于整个基因组中 ［
１ ２

］

。 不同冠状病毒的 ｓ
ｐ

ｉｋｅ基因之间的重

组 ， 能够转变病毒粒子表面蛋 白的抗原性 ， 从而为病毒 的免疫逃避 （ ｉｍｍｕｎｅ

ｅｓｃａｐｅ ） 提供有效策略 。 而基因组 ３

’

末端存在
一些调节序列 （ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ

ｓｅｑ
ｕｅｎｃｅ ）

和附加基因 （ ａｃｃｅｓ ｓｏｒ
ｙｇ

ｅｎｅ ）
，
在这个区域的重组 ， 能够改变病毒的复制能力 ［

１ ３
］

。

在 ＯＲＦ ｌ ａｂ和 ｓ
ｐ ｉｋｅ基因之间 、 ｓｐ ｉｋｅ 基因与 Ｅ 基因之间 ， 以及基因组的其他区域 ，

能够发现其他的重组位点 。 重组是冠状病毒的
一个有效的遗传工具 ， 以确保冠状

病毒的遗传稳定性和 多态性 ［
１ ３

］

。

冠状病毒是 自然界中广泛存在的病毒之
一

。 冠状病毒能够感染很 多种动物 ，

引起不同严重程度的呼吸道 、 胃 肠道 、 泌尿生殖道 、 肝脏和神经系统疾病 ， 或不

表现出 临床症状 。 传染性支气管炎 （ Ｉｎｆｅｃｔ ｉｏｕｓ ｂｒｏｎｃｈ ｉｔ ｉｓ ｖｉｒｕ ｓ
，

ＩＢＶ ） 是 １ ９３ ７ 年

从鸡体 内分离得到 的第
一

个动物冠状病毒 ［
１ ４

］

。 随后 ， 研究人员相继鉴定 出各种

各样的哺乳动物和人类冠状病毒 ， 如 鼠肝炎病毒 （Ｍｕｒｉｎｅ ｈｅ
ｐ
ａｔ ｉｔｉ ｓｖｉ ｒｕｓ

，
ＭＨＶ ） 、

猪流行性腹泻病毒 （ Ｐｏｒｃｉｎｅｅ
ｐ

ｉｄｅｍ ｉｃｄｉａｒｒｈｅａｖｉｒｕｓ ， ＰＥＤＶ ） 、 猫冠状病毒 （Ｆｅｌｉｎｅ

ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ
， ＦＣｏＶ ） 、 人冠状病毒

２２９Ｅ（Ｈｕｍａｎｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ２２９Ｅ ， ＨＣｏＶ
－

２２９Ｅ ）

和人冠状病毒ＯＣ４３（ Ｈｕｍａｎ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ＯＣ４３
，
ＨＣｏＶ－ＯＣ４３ ） 等 ［

１ ５
－

１ ８
］
。 ２００３年

严重急性呼吸道综合症 （ Ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｒｅｓｐ
ｉｒａｔｏｒｙｓｙ

ｎｄｒｏｍｅ
， ＳＡＲＳ ） 暴发之前 ，

１３
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公共卫生界很少注意冠状病毒科成员 ， 因为它们 （ ＨＣｏＶ－２２９Ｅ 和 ＨＣｏＶ－ＯＣ４３ ）

仅 引起人类温和 的呼吸道疾病 。 严重急性呼吸道综合症在中 国首次出现 ， 并迅速

向 ２９ 个国家和地区扩散 ， 在世界范围 内感染了８０９６ 人并导致 ７７４ 人死亡 （致死

率为 ９ ． ５％ ）［
１ ９

］

。 ＳＡＲＳ 冠状病毒的爆发 ， 及其对全球医学和公共卫生的巨大影

响 ， 激发 了研究人员对冠状病毒和相关研究的广泛关注 ， 特别是冠状病毒的生物

多态性 、 基因组学和跨物种传播的可能性及机制等 。 迄今为止 ， 从野鸟 、 蝙蝠 、

人类和其他动物中分离鉴定到的冠状病毒累计至少有 ９０ 种 。 在这些病毒中 ， 某

些冠状病毒在核苷酸和氨基酸序列上表现出显著的多态性 ， 表明存在不同 的基因

型 ， 如 人 冠 状 病 毒 ＨＫＵ １（ＨＣｏＶ－ＨＫＵ ｌ） 、 蝙 蝠 冠 状 病 毒 ＨＫＵ３

（Ｒｈ－Ｂ ａｔＣｏＶ
－ＨＫＵ ３ ） 和蝙蝠冠状病毒ＨＫＵ９（ Ｒｏ －ＢａｔＣｏＶ ＨＫＵ９ ） 等 。

在所有分离或鉴定的冠状病毒中 ，
至少有 ６ 种可 以感染人类并导致疾病 。 目

前的 证据表 明 ， 大部分 （ 即使不是所有 ） 人类冠状病毒来源于蝙蝠 。 分子钟

（ｍｏｌ ｅｃｕｌａｒｃｌｏｃｋ ） 分析表明ＨＣｏＶ－

２２９Ｅ和ＧｈａｎａＢ ｔ
－ＣｏＶＧｒ

ｐ ｌ具有共同的祖先 ，

早在 １ ６８ ６
－

１ ８００ａｄ 存在于非洲蹄蝠中 ［
２ Ｇ

，
２ １

］

。 ２０ １ ３ 年 ， Ｇ ｅ 等从云南省 中华菊头蝠

的粪便样本中分离到
一

株活的 ＳＡＲＳ 样冠状病毒 （ ｂａｔＳＬ－ＣｏＶ－ＷＩＶ ｌ ） 。 这项研宄

是迄今 ＳＡＲＳ 冠状病毒来源于蝙蝠的最强证据 ， 并且研宄结果证明 ＳＡＲＳ 冠状病

毒在跨物种感染中无需 中间宿主［
２２

］

。 ２０ １ ２ 年 ， 另
一

种新型冠状病毒 ， 中东呼吸

综合征冠状病毒 （ＭｉｄｄｌｅＥａｓｔｒｅｓｐ
ｉｒａｔｏｒｙ

ｓｙｎｄｒｏｍｅｃｏｒｏｎａｖ ｉｒｕｓ ， ＭＥＲＳ
－ＣｏＶ ） 在

沙特阿拉伯爆发 ［

２ ３ ＿２５
］

。 多层次的证据表 明单峰驼仅仅是作为 中间宿主而存在 ， 而

蝙蝠可能是 ＭＥＲＳ 冠状病毒的 自然宿主 ［

２Ｍ８
］

。 蝙蝠携带的冠状病毒所造成的 突

发感染促使病毒学家将研究重点放在蝙蝠冠状病毒生物多样性和基因组上 。 迄

今 ， 从不同种类和地理位置的蝙蝠中至少分离或鉴定出 ３ ９ 种冠状病毒 。

本研宄中 ， 我们从云南西双版纳采集的蝙蝠样本中 鉴定 出
一

种新型冠状病

毒 ， 并暂 时将之命名 为果＿冠状病毒 ＧＣＣＤＣ １（ Ｒｏｕｓｅｔｔｕ ｓｂａｔｃｏｒｏｎａｖ ｉｒｕｓ

ＧＣＣＤＣ １
，

Ｒｏ－Ｂ ａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ ） 。 基因组序列分析表明 ，

Ｒ ｏ
－Ｂ ａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １

是 Ｂｅｔａ 冠状病毒属 Ｄ 群中的
一

个新成员 ， 与果蝠冠状病毒 ＨＫＵ９ （Ｒｏ－Ｂａ ｔＣｏＶ

ＨＫＵ９ ） 在基因组结构和组成上具有相似的特点 。 有意思 的是 ， 在 Ｒｏ－Ｂａ ｔＣｏＶ

ＧＣＣＤＣ １ 基因组 ３

’

末端 ， Ｎ 基因下游相邻位置上有
一

个独特的 ｐ
ｌ Ｏ 基因 。 序列

和功能分析表明 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 的 ｐ ｌ Ｏ 基因来源于膜融合正呼肠孤病毒 ，

１ ４
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细胞水平上的研究结果表明该基因与膜融合正呼肠孤病毒的 ｐ ｉｏ 基因在合胞体

形成中发挥相 同的作用 。 因此 ， 我们推测 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ 是 由
一个古老的

冠状病毒和
一

个膜融合正呼肠孤病毒在远古时期混合感染了单
一

细胞产生的重

组病毒 。 鉴于冠状病毒是单股正链非节段的 ＲＮＡ 病毒 ， 而膜融合正呼肠孤病毒

是双股分节段的 ＲＮＡ 病毒 ， 这两种病毒之间的重组事件在 自然界中非常罕见 。

因此 ， 我们的发现是单股和双股 ＲＮＡ 病毒之间跨科重组的第
一

次报道 ， 在病毒

学中具有突出 的理论意义 。

１ ． １ 材料和方法

１ ． １ ． １ 实验材料

１ ． １ ．１ ． １ 酶及主要试剂

１ ） 核酸提取试剂盒 ：
ＲＮｅａｓｙＭ ｉｎｉ Ｋｉ ｔ（德国 Ｑｉ ａ

ｇ
ｅｎ ）

２
）
反转录酶 ： Ｓｕｐ

ｅｒｓ ｃｒｉ
ｐ

ｔＩ ＩＩＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐ ｔａｓｅ（ Ｃａｔ ．Ｎｏ
．１ ８０８０

－

０９３ ， 美

国Ｉｎｖ ｉｔｒｏｇｅｎ ）

３
）
聚合酶 ： ＴａｑＤＮＡ ｐ

ｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ Ｔａｋａｒａ ， 日本 ）

４
）５

’

－ＲＡＣＥ 试剂盒 ： ５
’
－

ＦｕｌｌＲＡＣＥＫｉｔ（ ＣｏｄｅＮｏ ．６ １ ０７ ， 日 本Ｔａｋａｒａ ）

５
）ＤＮＡ 回收试剂盒 ： 天根 ＤＮＡ 回收试剂盒

６
）
质粒提取试剂盒 ： 天根小量质粒提取试剂盒

７
）
病毒运输液 ： Ｅ ａｒｌｅ

’

ｓｂａｌ ａｎｃｅｄｓａ ｌｔｓｏｌｕｔ ｉｏｎ（美国Ｉｎｖ ｉｔｒｏｇ
ｅｎ

）
，５％ＢＳＡ ，

５００００
ｎｇ／ｍｌ万古霉素 ， ５００００

｜

ａ
ｇ
／ｍ ｌ丁胺卡那霉素 ， １ ００００ｕｎｉ ｔｓ／ｍｌ制霉

菌素

８
）
引物 ： 由擎科新业和北京华大公司合成 。

１ ． １ ．１ ．２ 主要仪器

１
）
小型台式离心机 （美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ）

２
）ＰＣＲ仪 ： Ｂ ｉｏ

－Ｒａｄ ， 东胜创新

１ ５
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３
）Ｂ ｉｏｆＵｇｅ 台式冷冻高速离心机 （ 德国Ｈｅｒａｅｕ ｓ ）

４
）
高速冷冻离心机 （ 日本ｈｉｍａｃ ＣＲ ２ １Ｇ ） 、

５
）－

２０

°

Ｃ低温冷柜 （德国 Ｓ ＩＥＭＥＮ Ｓ ）

６
）－

８０

°

Ｃ低温冷柜 （德国Ｈｅｒａｅｕｓ ）

７
）ＢＬ３ １ ０赛多利斯电子天平 （德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ ）

８
）
电子天平 （上海ＨＥＮＧＰＩＮＧ ＪＡ３ １ ００２ ）

９
）ｐ

Ｈ酸度计 （美国ＨＡＮＮＡ Ｈ Ｉ２２ ３ ）

１ ０
）
凝胶成像系统 （美国Ｂ ｉｏ

－ＲＡＤ ）

１ １
）
恒压恒流电泳仪 （美国Ｂ ｉｏ－ＲＡＤ ）

１ ２
）
超净工作台 （北京哈东联 ）

１ ３
）
高压灭菌锅 （ 日本ＴＯＭＹ Ａｕｔｏ ｃｌ ａｖｅＳ Ｓ

－

３２５ ）

１ ４
）
紫外分光光度计 （ 日 本ＨＩＴＡＣＨ Ｉ Ｖ－

１ ８ ００ ）

１ ５
）Ｍ ｉｌ ｌｉＱ ｐ

ｌｕｓ超纯水系统 （美国Ｍ ｉ ｌｌ ｉｐｏｒｅ ）

１ ６
）
恒温水浴锅 （北京精科华瑞 ）

１ ７
）ＤＹＹ ＩＩＩ

－

３ １Ａ 型电泳槽 （北京六一仪器厂 ）

１ ． １ ．１ ．３ 主要溶液配制

１
）５

＞＜ 甲酚红 ＰＣＲ 上样缓冲液 ： ０ ． ０４％甲酚红 ， ６０％蔗糖

先配制 ５ｘ 甲酚红 ＰＣＲ 上样缓冲液 。 甲酚红在 ６０％的蔗糖中很难溶解 ，

需要加热后 ， 再过夜搅拌 。 可配成 ５００ｍＬ ， 分装到 ５０ｍＬ 离心管中 ， 存放

于 ４
°

Ｃ 。 如果是直接用作 ＰＣＲ 产物上样缓冲液 ， 最好是过滤
一

下 。 如果用来

配制如下的 ２
ｘ
ＰＣＲＭ ｉｘ ， 可暂不过滤 。

２
）２ ＞＜ ＰＣＲＭｉｘ配制

１ ０ｘＢｕｆｆｅｒ１ ０ｍＬ

ｄＮＴＰ
（
２ ．
５ｍＭ

）８ｍＬ

１ ６
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ＤＭＳＯ５ｍＬ

５ ｘ 甲酚红 ＰＣＲ 上样缓冲液２０ ｍＬ

ＰＣＲ水７ ｍＬ

５０ｍＬ

配制好之后 ， 以 ０ ．２２（油性 ） 小滤器过滤 ， 再进行分装 ， 每管 ｌ ｘｎＬ

冻存于 －

２０

°

Ｃ 备用 。

３
）ＬＢ 培养基

（
１Ｌ

）

胰蛋 白胨１０
ｇ

酵母提取物５
ｇ

ＮａＣｌ １ ０ｇ

加入 ９００ｍＬ 去离子水 ， 摇动容器直至溶质溶解 ， 用 ５ＭＮａＯＨ 调 ｐ
Ｈ

至 ７ ． ０
， 定容至 １ Ｌ

， 高压灭菌 ，
４

°

Ｃ 存 。

４
）ＬＢ 固体培养基 ：

胰蛋 白胨

酵母提取物０ ． ５％
（
Ｗ／Ｖ

）

ＮａＣ ｌ１％
（
Ｗ／Ｖ

）

琼脂粉１ ． ５％
（
Ｗ／Ｖ

）

５
）Ａｍｐ （

氨苄青霉素钠盐）
贮存液 （

１ ００ｍｇ／ｍＬ
）

溶解 ｌ
ｇ 氨苄青霉素于 １ ０ ｍＬ 灭菌水 ， 过滤除菌 ，

－２０

°

Ｃ分装备用 。 使用

时 １ ００ｍＬ培养液中加 １ ００
ｎＬ（

即 １ ： １ ０００ 倍稀释 ）
， 最终浓度为 １ ００ 吨／ｍＬ 。

６
）Ｏ ． ｌ Ｍ Ｃ ａＣｋ ：０ ． ５ ５

ｇ
ＣａＣ ｌ２ 溶于 ５０ ｍＬ 蒸馏水中 ， 高压灭菌 。

７
）ＩＰＴＧ（异丙基硫代 －

Ｐ
－Ｄ －半乳糖苷 ）

在 ８ｍＬ 蒸馏水中溶解 ２
ｇ ＩＰＴＧ 后 ， 定容至 １ ０ｍＬ ，０ ．２２

ｐ
ｍ 过滤除菌 ，

分装成 ｌ ｍＬ ，
－ ２０

°

Ｃ 保存 。

１． １ ．１ ．４ 常用设计分析软件

１
）
序列 比对和分析 ？

？

Ｃ ｌｕｓｔａ ｌＸ ２ ． １ 、 ＤＮＡＳｔａｒ１ ２ ．０、 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴ Ｉ１ １
． ５ 、 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ

Ｒ９ 、 ＣＬＣＧｅｎｏｍ ｉｃｓＷｏｒｋｂｅｎｃｈ８ 。

２
） 引物设计 ： Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍ ｉｅｒ５ 。

１７
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３
） 进化分析 ： ＭＥＧＡ７ 、 Ｐｈｙ

ＭＬ 。

４
） 图片编辑处理软件 ：

Ａｄｏｂ ｅＰｈｏｔｏｓｈｏｐ
ＣＳ６ 。

１ ． １ ．２ 实验方法

１ ． １ ．２ ． １ 引物设计

我们从 Ｇ ｅｎＢａｎｋ 中下载了冠状病毒的全部序列 ， 尤其是全基因组序列 。 将

ＯＲＦ ｌ ａｂ 中 的 ＲｄＲｐ 序列提取出来后 ， 去除重复和测序质量不好的序列 （如序列

中存在 Ｎ 及其他的简并碱基 ）
；
将核苷酸序列翻译成氨基酸序列后 ， 进

一

步去除

重复序列 ， 最后保留大约 ４００ 条氨基酸序列 ， 经比对后从中找出最为保守的氨基

酸基序 ， 手工设计简并的通用引物 （ 设计方法见第六章 ） ， 经合成后用于样本中

冠状病毒的筛查 。

１ ．１ ．２ ．２ 样本釆集

在当地疾控中心工作人员和村民的协助下 ， 我们在云南西双版纳地区的某个

山洞里捕获了大约 ３００ 只蝙蝠 ， 经物种鉴定为棕果蝠 。 其中 ， ２００ 只蝙蝠解剖后

采集了肺脏 、 肝脏 、 肠道组织和肛拭子 ， 部分蝙蝠采集了脑部组织 ， 另有 １ ００

只蝙蝠仅采集了肛拭子 。 所有组织分别存放于 ２ ｍＬ 细胞冻存管中 ， 肛拭子浸泡

于 １
．
５ｍＬ 含有多种抗生素 （ ５００００｜

＿
ｉｇ／ｍｌ 万古霉素 ，

５０ ０００ 吨／ｍｌ丁胺卡那霉素
，

１ ０００〇 １１１＾３／１１１ １ 制霉菌素 ） 和 ５％ ８ ３八 的病毒运输液中 。 所有标本分类包装在纱

布袋中后立即存放于液氮 ， 并经干冰运输寄送回实验室 ， 存放于 －

８０

°

Ｃ 低温冰箱

中 ， 直至需要检测时取出 。 本研宄通过了 中 国疾病预防控制 中心病毒病预防控制

所的伦理及动物福利和使用委员会的审查 。

１ ．１ ．２ ．３ＲＮＡ提取

使用 Ｑ ｉ ａｇｅｎ 核酸提取试剂盒按照说明 书中介绍的方法进行核酸提取 ：
１ ） 将

冻存于－

８０

°

Ｃ低温冰箱中 的肛拭子样本取 出后 ， 按照顺序排列好 ， 置于 ４

°

Ｃ冰箱中

过夜解冻
；
２ ） 在超净 台 中小心取出冻存管中 的棉拭子 ， 取 １００

ｇＬ 肛拭子样本加

入到 ６００
ｐＬ 病毒裂解液中充分裂解 ， 随后加入 ７００

ｐＬ７０％的乙醇终止裂解反应 ；

３ ） 将病毒裂解液分两次结合到微量吸附柱中 ， 每次 ７００ｐ
Ｌ ， 以 １２０００ｇ

短暂离

心
；
４ ） 以 ７０％的乙醇洗涤两次后 ， 将微量吸附柱置于干净的收集管 中 以 １ ２０００ ｇ

１ ８
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离心 ２ 分钟 ， 去除残余的 乙醇 ； ５ ） 将吸附柱置于 １ ．５ ｍＬ 离心管中 ， 加入 ６０ ｐＬ

无 ＲＮＡ 酶的去离子水 ， 室温放置 ２ 分钟 ， 充分溶解 ， 最后 １ ２０００ｇ 离心 ２ 分钟

洗脱 ＲＮＡ ；６ ） 提取的 ＲＮＡ 经测定浓度后立即用于下
一

步反转录试验或存放于

－

８０

°

Ｃ低温冰箱中 。

１ ．１ ．２ ．４ 反转录

以
Ｉｎｖ ｉｔｒｏｇ

ｅｎ公司 的Ｓｕｐ
ｅｒｓ ｃｒｉｐｔ Ｉ ＩＩＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓ

ｐ
ｒ ｉｔａｓｅ（Ｃａｔ ．Ｎｏ ．

１ ８０８０
－

０９３ ）

或其他公司 的类似产品 ，
按照操作手册中 的步骤进行 。

１
）
反转录体系准备 ：

ｌＯ ｍＭ ｄＮＴＰＭ ｉｘ１ＨＬ

Ｒ ａｎｄｏｍ
ｐｒｉｍｅｒｓ１ｊ

－ｉＬ

总ＲＮＡ８
＾Ｌ

共１０ｊ
ｉＬ

２
）６ ５

°

Ｃ５ 分钟加热混合物 ， 然后于冰上放置至少 １ｍｉｎ 。

３
） 取出 ＰＣＲ 管 ， 短暂离心后加入如下试剂 ：

１０
ｘ
ＲＴｂｕｆｆｅｒ２

ｐＬ

２ ５ｍＭＭｇＣｂ４
｜
ｉＬ

０ ． １ Ｍ ＤＴＴ２
＼
ｉＬ

ＲＮａｓｅＯＵＴ
？

（
４０Ｕ／＾Ｌ ）１ｐＬ

Ｓｕ
ｐ
ｅｒｓｃｒｉ

ｐ
ｔ

？
 ＩＩ ＩＲＴ

（
２００Ｕ／

＾
ｉＬ

）１＾
ｉＬ

４
）
轻柔混合反应体系 ，

２５
°

Ｃ５ 分钟 。

５ ）５０

°

Ｃ６０ 分钟 ， 进行反转录反应 。

６
）７０

°

Ｃ１ ５ 分钟灭活 。

１ ． １ ．２ ．５ 半巢式 ＰＣＲ 检测

１
） 第

一

轮 ＰＣＲ

反应体系 ：

２ｘＰＣＲＭｉｘ１ ０
ｐＬ

引物
ｐ

ａｎＣｏＶｓ
－ＯＦ１ ． ２

＾
ｉＬ

引物ｐ
ａｎＣｏＶｓ

－ＯＲ １ ． ２
 ｜
ｉＬ

ｃＤＮＡ２
叫

１９
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ｒＴａ
ｑ０ ．６

 ｜

〇．Ｌ

Ｈ２Ｏ５

总体积２０
ｐ
Ｌ

反应条件 ：

９ ５

°

Ｃ１ ０ｍ ｉｎ

９４
〇

Ｃｌ ｍｉｎ
＇

ｊ

４４
°

Ｃ１ｍ ｉｎ５个循环

７２
°

Ｃｌ ｍ ｉｎ．

９４ 

°

Ｃ１ｍｉｎ
＇

ｉ

５４
°

Ｃ１ｍｉｎ？３ ０个循环

７２
°

Ｃｌ ｍｉｎ．

７２ 

°

Ｃ５ｍｉｎ

４
°

Ｃ̄

２
）
第二轮 ＰＣＲ

反应体系 ：

２ｘＰＣＲＭ ｉｘ１ ０
ｐＬ

引物ｐ
ａｎＣｏＶ ｓ

－

ＩＦ１ ． ２

引物
ｐ

ａｎＣｏＶｓ
－

ＯＲ１ ．２
＾

ｉＬ

第
一

轮产物５
ｐＬ

ｒＴａ
ｑ０ ．６

 ｜

ｉＬ

Ｈ ２Ｏ２
＼

ｘＬ

总体积２０
ｐ
Ｌ

反应条件 ：

９５


°

Ｃ １０ ｍｉｎ

９４
°

Ｃ１ｍ ｉｎ
＇

ｉ

４８ 

°

Ｃｌ ｍ ｉｎ
Ｐ

５个循环

７２ 

°

Ｃ１ｍ ｉｎＪ

９４

°

Ｃ１ｍｉｎ
＇

５８ 

°

Ｃ１ｍｉｎ？３０个循环

７２

°

Ｃ１ｍｉｎ．

７２ 

°

Ｃ５ｍｉｎ

４
°

Ｃ̄

２０
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第
一

轮和第二轮 ＰＣＲ 产物经凝胶电泳确认后 ， 如果扩增片段大小与预期相

符 ， 即可将 ＰＣＲ 产物送公司进行测序 。

表 １ ． １ 冠状病毒通用引物及测序引物

引物 ｜

序列

检测 ｜
ｐａｎＣｏＶｓ

－ＯＦ５
，
－ＴＧＴＴＡＴＴＧＧＡＡＣＣＡＣＧＡＡＧＴＴＹＴＡＹＧＧＮＧＧＮＴＧ －

３

’

ｐａｎＣｏＶｓ
－

ＩＦ


５ 

’
－ＧＴＴＴＴＧＴＴＣＴＴＡＴＧＧＧＴＴＧＧＧＡＴＴＡＹＣＣＮＡＡＲＴＧＹＧＡ－

３

’



ｐａｎＣｏＶｓ
－ＱＲ


５ 

’

－ＴＡＧＴＡＧＣＡＴＣＴＣＣＧＣＴＧＣＴＡＧＴＮＣＣＮＣＣＮＧＧＹＴＴ－

３

，

测序ｐａｎＣｏｒｏｎａ
－

ｓｅｑ
－

ｌ Ｆ５ 

＾ＴＧＴＴＡＴＴＧＧＡＡＣＣＡＣＧＡＡＧ－

Ｓ

＇



ｐａｎＣｏｒｏｎａ
－

ｓｅｑ
－２Ｆ５

’
－ＣＴＴＡＴＧＧＧＴＴＧＧＧＡＴＴＡ－

３

’





ｐａｎＣｏｒｏｎａ
－

ｓｅｑ
－Ｒ５

，
－ＧＣ 

ＡＴＣＴＣＣＧＣＴＧＣＴＡＧＴ－３ 

’



１ ． １ ．２ ．６ 片段延伸及分析

将返回 的 ＰＣＲ 产物测序结果提交到 ＧｅｎＢ ａｎｋ 中 以 ｔｂ ｌａｓｔｘ 进行比对分析 ， 经

确认测得的序列与 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＨＫＵ９ 同源性最髙 ； 将 Ｒｏ
－ＢａｔＣｏＶＨＫＵ ９ 全基因

组序列共 ８ 条全部下载 ，
经比对后按照文献的方法以测得的序列为中心往两端延

伸进行 引物设计 ， 以扩增 ＲｄＲ
ｐ 中 ８ １ ６ ｂ

ｐ 的序列 ， 测序后并做进
一

步分析 ， 经初

步确认这株病毒为新型冠状病毒 ， 并暂时将之命名为 ＲｏｕｓｅｔｔｕｓｂａｔＣｏｒｏｎａｖｉｒｕ ｓ

ＧＣＣＤＣ １（ Ｒｏ
－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ ） 。

１ ． １ ．２ ．７新
—

代测序 （Ｎｅｘｔ－ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅ
ｑ
ｕｅｎｃｉｎｇ ， ＮＧＳ ）

经确认为新型冠状病毒的样本 （样本号为 ３４５ 和 ３ ５６ ） 重新提取核酸后 ， 将

核酸 寄送 至深圳 华大基 因 研 究 院 ， 采用 ＩｏｎＰｒｏｔｏｎ 平 台 进行新
一

代 测序

（Ｎｅｘｔ
－

ｇｅｎｅｒａｔ ｉｏｎｓｅ
ｑ
ｕｅｎｃｉｎｇ ， ＮＧＳ ） 。 新

一代测序得到的原始数据 ， 以Ｒｏ
－ＢａｔＣ ｏＶ

ＨＫＵ９ 为参考序列进行拼接 ， 得到部分位置上存在 ｇａｐ 的近似全长基因组序列 。

１ ．１ ．２ ．８Ｇａｐ 修补与序列校正

以得到的近似全长基因组序列为模板进行引 物设计 ， 将 ３４６ 和 ３ ５６ 号样本

ＲＮＡ 反转录后进行 ＰＣＲ 扩增 ， 扩增产物进行 Ｓａｎｇ
ｅｒ 测序以补齐所有 ｇａｐ ， 并对

ＮＧＳ 测序得到的所有碱基逐
一

校对以修正其中可能存在的错误 。 引物序列如下 ：

表 １ ． ２
ｇａｐ修补与序列校正引物

引物名称｜

引物序列｜

引物名称 ｜

引物序列

Ｃ〇Ｖ －ＧＷ－

０ １ ０ＦＴＣＴＡＣＣＧＴＣＴＴＧＣＴＡＡＴＧＣ０Ｖ
－

ＧＷ－

Ｏ８ＯＦＡＴＣＣＴＧＴＣＴＴＣＴＴＴＧＣＴＣＴ

２１





中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所博士论文


ＣｏＶ －ＧＷ－

Ｏ ｌ ＯＲＴＧＮＧ ＣＷＧＧ ＲＴＣＲＣＣＤＡＣＡＣ０Ｖ－ＧＷ－

Ｏ８Ｏ ＲＴＧＴＣＧ ＴＣ ＡＣＣ ＣＡＣＴＡＣＴＣ

ＣｏＶ －ＧＷ－

Ｏ ｌ Ｉ ＦＣＧＧＴＧＧＣＧ ＧＧＴＴＴＴＡＴＧＴＴＡＣ０Ｖ－ＧＷ －

Ｏ８ Ｉ ＦＣＴＴＧＴＣＴＡＣＡＣＴＡＴＧＧＣ ＡＣＴＧ

ＣｏＶ －ＧＷ－

Ｏ ｌ Ｉ ＲＴＣＡＴＡＲＴＴＡＧＴＲＣ ＡＣＡＴＲＣＴＣ０Ｖ－ＧＷ －

Ｏ８ Ｉ ＲＧＴＣＴＴＡＡＣＡＧＣＡＴＴＴＴＣＣＴＣ

ＣｏＶ －ＧＷ－Ｎ０２Ｏ ＦＴＡＡ ＡＣＧＡＧＴＹＭＧＧＧＧＴＷＣＣ 〇Ｖ －ＧＷ－ ０９０ ＦＡＴＧＧ ＴＴＡＧＧＴＧＣＴＧＡＴＧＡ

ＣｏＶ －ＧＷ－Ｎ０２ＯＲＡＧＣＣＴＣＡＧＡＣ ＡＴＡＡ ＡＧＡＣＣｏＶ －ＧＷ－

０９Ｏ ＲＧ ＣＧＴＴＴＡＴＡＧＣＣＴＴＧＴＴＡ

Ｃ〇Ｖ －ＧＷ－Ｎ０２ ＩＦＴＴＴＧＴＨＧＴＷＡ ＡＲＣＧ ＣＣ ＡＴＡＣＣｏＶ －ＧＷ－

〇９Ｉ ＦＧＣＴＣＡＧＧＡＴＧＧＣＡＴＴＣＴＡＣＡ

Ｃ〇Ｖ －ＧＷ－

Ｎ ０ ２ ＩＲＧＴＧＣＴＴＣＣＧ ＣＡＧＡＴＡＧＴＴＧＴＣ〇Ｖ －ＧＷ－

０ ９Ｉ ＲＡＧＣＴＴＧＧＴＣＧＧＡＡ ＡＣＡ ＡＧＴＣ

Ｃ ｏＶ －ＧＷ－ ０ ３ＯＦＧＣＴＴＴＴＧＴＴＡＣＴＡＡＴＧＴＴＧＣｏＶ －ＧＷ－

Ｉ ＯＯ ＦＴＴＡＴＧ ＧＧ ＴＧＧＧＴＴＣＣＴＧＴ

ＣｏＶ －ＧＷ－

０ ３ＯＲＲＧＣＮ ＡＣＶＧＧ ＹＡＡＹＴＣＡＣＣＣｄＶ －

ＧＷ
－

！ ＯＯＲＴＣＴＴＧＡＡＴＡＧＡＧＣＴＧＴＴＴＧＴＣ

Ｃ〇Ｖ －ＧＷ－

０ ３Ｉ ＦＡＴＴＧＴＡＣＴＡ ＣＣＣ ＡＴＣＴＧＣＴＡＣｏＶ －ＧＷ－

ｌ Ｏ ｌＦＧＴＴＧＡＣ ＡＧＡ ＡＧＴＣＣＧＡ ＧＣＡＴ

Ｃ〇Ｖ －ＧＷ－０ ３ ＩＲ １ＫＶＭＡＣＡ ＴＴＲＣＡ ＲＴＴＣＣＡ ＲＡＡＣｏＶ －ＧＷ－

ｌ Ｏ ＩＲＣＴＣＣＡＣＴＧＴＧＡ ＡＡＣＣＡＡＡＴＡ

Ｃ〇Ｖ －ＧＷ－

０ ３１ ＦＡＴＴＧ ＴＡＣＴＡ ＣＣＣ ＡＴＣＴＧＣＴＡＣｏＶ－ＧＷ－

ｌ
ｌ ＯＦＴＧＴＣＡＣＡＧＴＧＧＧＴＴＴＣＧＴ

Ｃ〇Ｖ－ＧＷ－

０ ３ ＩＲ２ＴＴＲＣＣＴＡＹＡＴＡ ＨＣＣＣＣＡＹＴＧＣｏＶ－ＧＷ－

ｌ ｌ ＯＲＧＣＡＡＧＧＡＣＣＡＴＣＴＴＴＴＣＡＡ

ＣｏＶ－ＧＷ－Ｓ０ ４ＯＦＴＴＴＡＧＴＧＴＴＧＡＣＣ ＣＴＧＡ ＡＧＣＣｏＶ－ＧＷ －

ｌ ｌ ＩＦＡＧＡＣＴＣＡ ＣＴＡＡＣＴＧＧＧ ＡＡＡＴ

ＣｏＶ－ＧＷ－

Ｓ０４Ｏ ＲＧＴＡＴＣＴＣＧＣＡＧＴＴＧＴＴＧＴＴＧＴＣｏＶ
－

ＧＷ
－

ｌ Ｉ ＩＲＧＴＡＧＡＡＡＴＧＡＴＡＧＧＡＣＡＡＧＣ

Ｃ〇Ｖ
－

ＧＷ
－

Ｓ０４ Ｉ ＦＴＧＴＡＧＡＴＧＣＣ ＡＣＡＴＴＧＡＧＣＣｏＶ－ＧＷ －

１
４０ＦＴＧＴＡＴＣＣＴＧＣＴＧＴＴＣＧＴＧ

Ｃ〇Ｖ －ＧＷ－

Ｓ０４ Ｉ ＲＧＴＣＡＧＣＣ ＡＴＡＧＴＧＴＡＴＴＴＡＧＣｏＶ－ＧＷ－

Ｉ ４０ＲＣＴＧＣＴＴＴＧＴＡＡＣＣＴＴＣＴＧＡＧ

ＣｏＶ－ＧＷ－

０４ＯＦＴＧＣＡＣＲＴＧＴＴＡＹＴＴＹＧＧＴＧＴＣｏＶ－ＧＷ－１ ４
１ＦＴＣＣＴＡＡＧＣＣＡＴＣＣＧＡＧＣＡＡＣ

ＣｏＶ－ＧＷ－ ０４ＯＲＴＴＧＡＧＴＡＴＣＴＣＧＣＡＧＴＴＧＴＣｏＶ－ＧＷ－

１ ４ Ｉ ＲＧＡＣＣＡＡＡＴＡＡＧＣＣＡＴＣＣＡＡＧ

Ｃ〇Ｖ －ＧＷ－

０４ Ｉ Ｆ １ＴＴＡＴＧＡＲＴＡＴＧＴＣＧＴＴＡＧＹＴＣＣｏＶ－ＧＷ－

１ ５０ ＦＴＡＡＲＣＡＹＡ ＡＴＴＧＧＡＡＴＴＧ

Ｃ〇Ｖ －ＧＷ －

０４ Ｉ ＲＡＣＧＣＴＧＣＣＧＴＧ ＡＧＡＴＧＴＧ ＡＧＣ〇Ｖ －ＧＷ－

１ ５０ＲＡＷＡＹＴＴＲＴＴＡＧＣＡＡＡＲＣＡ

Ｃ〇Ｖ －ＧＷ－

０４Ｉ Ｆ２ＴＣＷＴＧＧＣ ＡＧＧＣ ＲＣＴＴＡＴＧＹＴＷＡＡＣ ｏＶ －ＧＷ－

１ ６０ ＦＣ ＡＧＡＡＴＧＴＴＴＣＹＴＧＧＴＷＴＧ

Ｃ〇Ｖ－ＧＷ－０ ４
Ｉ ＲＡＣＧＣＴＧＣＣＧＴＧＡＧＡＴＧＴＧＡＧＣｏＶ －ＧＷ－

１ ６０ＲＧＣＣＴＡＡＴＴＡＴＡＧＣＧＡＧ ＴＧ

ＣｏＶ －ＧＷ－０ ５ＯＦＣＡＴＴＧ ＡＧＴＡＣＣＣＣＡＴＴＡＴＣＴＣｏＶ －ＧＷ－

１ ６Ｉ ＦＴＧＧＧＴＫＧＧＴＧＡＡＧＡＤＧＧＴＧＣ

ＣｏＶ－ＧＷ－

〇５〇ＲＡＧＴＤ ＳＴＡＴＴＡＣＧＣＣＡＲＡＡＣｏＶ－ＧＷ－

１
６０ＲＧＣＣＴＡ ＡＴＴＡＴＡＧ ＣＧＡＧＴＧ

Ｃ〇Ｖ－ＧＷ－０ ５ ＩＦＧＣＴＡＴＡＡＧＡＧＴＴＣＣＴＧＧＣＧＴＴＧＣｏＶ－ＧＷ－

１ ８０ＦＴＧＣＧＴＣＴＣＣＴＡＣＴＧＣＴＴＴＴＡ

Ｃ〇Ｖ －ＧＷ－

０ ５ ＩＲＴＣ ＤＧＣＡＣＴＣＣＡ ＩＧＡＲＴＧＹＴＣＣｏＶ－ＧＷ－

１ ８０ＲＧＣＣＴＣＴＴＡＧＧＧＴＣＣＴＴＴＣＡＣ

Ｃ０Ｖ －ＧＷ－

Ｏ ６ＯＦＡＴＴＴＴＡＧＴＡＧ ＣＧＡ ＴＧＴＧＧＣｏＶ－

Ｓ ｌ
－ＯＦＡＴＴＣＡＧＣＡＣＴＡＡＣＣＡＴＡＡ

Ｃ０Ｖ －ＧＷ－

Ｏ６ＯＲＴＣＡＧＡＧＣＣＴＴＡ ＡＴＧＧＴＡＧＣｏＶ－

Ｓ ｌ

－ＯＲＣＴＡ ＧＡＣＡ ＧＣＣＣＡＴＡＡＧＡＣ

Ｃ０Ｖ－ＧＷ－

Ｏ６ Ｉ ＦＴＴＧＣＧＡＴＧＧＴＴＴＡＴＧＴＡＧＴＡＧＣｏＶ－

Ｓ ｌ

－

ＩＦＣＧＡＴＴＴＡＣＡＧＣＧＡＴＴＣＴＣＡＣ

Ｃ０Ｖ－ＧＷ－

Ｏ６ Ｉ ＲＡＧＴＧ ＴＴＡＴＴＴＴＣＣ ＡＧＧＡＴＧＣＴＣｏＶ－

Ｓ ｌ
－

ＩＲＴＴＡＣＣＡＡＴＡＧＧＣＡＴＴＴＣＡＣ Ａ

ＣｏＶ－ＧＷ－

０７ＯＦＣＣＡＧ ＴＡ ＧＣＣＴＴＡＧＡＴＴＴＧＡＣｏＶ－

Ｓ２
－Ｏ ＦＣＡＡＡＧＧＣＴＡＡＣＧＡＴＡＣＡＣ

ＣｏＶ－ＧＷ－

０７ＯＲＴＧＴＴＴＴＧＧＧＡＴＴＴＧＴＡＧＣＣ ｏＶ－

Ｓ２
－ＯＲＴＴＡＣＡＡＡＡＧＡＣＡＣＣ ＡＣＧＡ

Ｃ〇Ｖ－ＧＷ－

０７ Ｉ ＦＴＴＣ ＡＡＧＴＧＣＧＴＡＡＴＧＧＣ ＴＡＴＧＴＣ ｏＶ－

Ｓ２
－

ＩＦＧＴＧＴＣＡＧＴＧＣＣＣＡＴＴＴＣＡＧＴ

Ｃ〇Ｖ－ＧＷ－

０７Ｉ ＲＣＡＧＣＧＴＧＧＴＧＧＴＴＧＧＴＡＧＡ ＴＣｏＶ－

Ｓ２
－

Ｉ ＲＣＧＣＡＡＡＧＴＴＧＴＣ ＡＧＣＡＧＴＡＧ

１ ． １ ．２ ．９３
，

－ＲＡＣＥ和５
，
－ＲＡＣＥ

通过将８株Ｂ ａｔＣｏＶ ＨＫＵ９ 、 ４株Ｂａ ｔＣｏＶＨＫＵ４和４株Ｂ ａｔＣｏＶＨＫＵ５全基

因组序列 比对后进行上游引 物设计 （ＣｏＶ－Ｎ３Ｒ－

ＯＦ ）
， 并与 Ｏ ｌｉ

ｇ
ｏｄＴ 组合后 ＰＣＲ

扩增 Ｒｏ －Ｂ ａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ 基因组 ３

’

末端序列 ， 将获得的片段进行测序 ， 在测得

的序列的基础上重新设计特异性 引物 （ＣｏＶ－Ｎ３Ｒ－ＯＲ ｌ 和 ＣｏＶ－Ｎ３Ｒ －ＯＲ２ ） ， 以对

２ ２





蝙蝈宿主中新病毒发现及编蝠冠状病毒 ＨＫＵ９ 受体的探索
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其他样本 （ 尤其是 ３ ４６ 和 ３ ５６ 样本 ） 中的冠状病毒 ３

’

末端进行扩增并测序 。

表１ ．３３
’
－ＲＡＣＥ

引物

１ 丨物名称 丨

弓
丨物序列

ＣｏＶ－Ｎ３Ｒ－ＯＦ


ＴＡＴＴＧＣＣＴＧＧＴＧＴＣＴＡＴＣＣＣ


ＣｏＶ－Ｎ３Ｒ－ＯＲ ｌ



ＴＴｔＴＴＴＴＴＴＴＴＴＧＣＡＡＡＴＣｃｔ


ＣｏＶ－Ｎ３Ｒ－ＯＲ２


ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＧＣ


从 ＮＧＳ 拼接的数据看 ， 检测到的新型冠状病毒 ５
’

末端序列不完整 。 我们根

据已经测得的序列设计下游特异性引 物 （ＣｏＶ－

５Ｒａｃｅ－

ＯＲ 和 ＣｏＶ－

５Ｒａｃｅ
－

ＩＲ ） ， 使

用 Ｔａｋａｒａ 公司 的 ５

’

－ＲＡＣＥ 试剂盒 ， 按照试剂盒说明书对基因组 ５

’

末端进行快速

扩增 。 ３５６ 号样本的 ５
’

末端成功扩增 ， 得到的片段克隆到 Ｐ
ＭＤ １ ８ －Ｔ 载体中后进

行测序 。 所用引物序列如下 ：

表 １ ．４５
’ＲＡＣＥ 引物

．

引物名称 ｜

引物序列

５

，

ＲＡＣＥＯｕｔｅｒ ＰｒｉｍｅｒＣＡＴＧＧＣＴＡＣＡＴＧＣＴＧＡＣＡＧＣＣＴＡ


试剂盒

ＣｏＶ－ ５Ｒａｃｅ－ＯＲ


ＡＣＡＡＡＴＧＴＡＴＴＧＣＧＧＴＧＧＴＴ


５ 

’

ＲＡＣＥ Ｉｎｎｅ ｒＰｒｉｍｅｒＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＣＡＧＣＣＴＡＣＴＧＡＴＧ 

ＡＴＣＡＧＴＣＧＡＴＧ


ＣｏＶ－５Ｒａｃｅ－

ＩＲ


ＧＡＧＴＡＣＣＧＣＣＡＣＧＡＣＣＧＡＡＧ


试剂盒

１ ． １ ．２ ．１０ 序列分析和注释

得到病毒的全基因组序列并将全部碱基逐
一仔细校对之后 ， 需要对整个基因

组序列进行注释 。 首先我们将 Ｒｏ －ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １３ ４６ 和 ３ ５６ 基因组与 ８ 株

Ｂ ａｔＣｏＶ ＨＫＵ９ 全基因组序列进行比对 ， 将 ＯＲＦ ｌ ａｂ 、 Ｓ 、 ＮＳ ３ 、 Ｅ 、 Ｍ 和 Ｎ 各开

放阅读框在基因组中所处的位置分别标示出来 。 因 ＣＣＤＣ １３４６ 和 ３ ５６ 基因组 ３

’

末端与 ＢａｔＣｏＶ ＨＫＵ９ 基因组 ３

’

末端存在较大差异 ， 经序列比对并在 Ｇｅｎｂａｎｋ 上

进一步比对之后 ， 对这部分的各 ＯＲＦ 分别标示为 ＮＳ ７ａ 、 Ｎ Ｓ７ｂ 和 ＮＳ７ｃ 。 其中 ，

Ｎ 基因和 ＮＳ７ａ 基因之间存在
一

个独特的基因 ， 经 ｔｂ ｌａｓｔｘ 比对之后发现与正呼肠

孤病毒的 ｐ
ｌ 〇 基因存在

一

定同源性 ， 暂时将之命名为 ｐ
ｌ 〇 基因 。

随后 ， 将Ｒｏ
－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １３４６和３ ５６基 因组序列与ＳＡＲＳ －

Ｃ ｏＶ 、

ＨＣｏＶ－ＨＫＵ ｌ 、 ＩＢＶ 、 Ｔｕｒｋｅｙ
ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ（ＴＣｏＶ ） 、 Ｂ ｏｖｉｎｅｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ（ＢＣｏＶ ） 、

ＭＨＶ和ＰＥＤＶ全基因组序列比对 ， 根据３Ｃ －

ｌ ｉｋｅ
ｐ

ｒｏｔｅａｓｅ和
ｐ

ａ
ｐ
ａｎ－

ｌｉｋｅ
ｐ

ｒｏｔｅａｓｅ

等蛋 白酶识别的特征序列 ， 将 ＯＲＦ ｌ ａｂ 中所编码的 １ ６ 个非结构蛋 白所处的位置

２３
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分别标示出来 ， 并标示出病毒基因组的 ５
’

ＵＴＲ 和 ３
’

ＵＴＲ 序列 。 同时 ， 根据 Ｂｅｔａ

冠状病毒属成员尤其 ＳＡＲＳ －ＣｏＶ 前导序列 （ Ｌｅａｄｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ ） 和各基因间的转录

调节序列 （ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ
ｙ

ｓｅ
ｑ
ｕｅｎｃｅ

，
ＴＲＳ ） ， 将Ｒｏ －ＢａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ 

１ ３４６

和 ３ ５６ 前导序列和各基因之间的 ＴＲＳ 分别标示出来 。

１ ．１ ．２ ．１ １
ｐｌ Ｏ 基因旁侧序列重新扩增及测序

因 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 基因组中存在
一

个未知来源的 ｐ
ｌ Ｏ 基因 ， 经序列分

析这个基因可能来 自于正呼肠孤病毒 。 为 了明确是否存在 ＰＣＲ 扩增或序列拼接

出现错误的可能 ， 我们根据这个 ｐ
ｌ 〇 基因的旁侧序列重新设计了引物 ， 对冠状病

毒检测呈阳性的 ３ ３ 份样本重新 ＰＣＲ 扩增并进行测序分析 ， 以鉴定片段的连续性

和 ｐ ｌ Ｏ 基因的存在与否 。 同时 ， 重点扩增 ３４ ６ 和 ３ ５６ 这两份样本 ， 将扩增得到 的

ＰＣＲ 产物克隆到 ｐＭＤ １ ８
－Ｔ 载体中后进行测序 。 所用 的 引物序列如下 ：

表 １．５
ｐ

ｌ Ｏ 基因连续性和完整性及旁侧序列鉴定引物

、物名称 ｜

引物序列

ＣｏＶ－

Ｉｎｄｅｌｓ
－

ｌＯＦＴＡＡＡＣＴＡＧＧＣＡＣＴＧＡＣＧＡＣＣ


ＣｏＶ－

Ｉｎｄｅｌｓ
－

ｌＯＲＧＡＡＡＴＧＣＧＧＧＡＴＡＧＡＣＡＣＣ


ＣｏＶ－

Ｉｎｄｅｌｓ
－

ｌ ＩＦＡＣＣＴＧＧＣＴＴＡＡＣＴＡＴＣＧＴＧＧ


ＣｏＶ －

Ｉｎｄｅ ｌｓ
－

ｌ ＩＲＴＡＴＧＣＡＧＣＧＧＡＣＴＡＣＡＴＴＣＧ


ＣｏＶ －Ｉ ｎｄｅ ｌｓ
－２ＱＦＧＡＣＣＴＧＡＧＡＴＴＴＧＡＧＧＧＴＴ


ＣｏＶ －Ｉｎｄｅ ｌｓ
－２ＱＲＧＣＡＧＴＡＧＧＡＧＡＣＧＣＡＴＡＧＴＴ


ＣｏＶ －

Ｉ ｎｄｅ ｌ ｓ
－２ ＩＦＧＣＧＡＡＧＡＣＧＧＧＧＡＴＡＣＡＡＴＣＧ


ＣｏＶ －

Ｉｎｄｅ ｌｓ
－２ ＩＲＧＴＣＴＧＡＣＡＧＣＣＧＣＣＧＡＣＡＡＴＡ


经过两轮 ＰＣＲ 扩增之后 ， 片段 １ 扩增的长度应为 １ ８６０ ｂｐ
， 理论上应该覆盖

部分 Ｎ 基因 、 全部 ｐ ｌ Ｏ 基因 、 ＮＳ７ａ 基因 、 ＮＳ７ｂ 基因和部分 Ｎ Ｓ７ｃ 基因 ；
片段 ２

扩增长度应为 ２ １ １０ｂｐ ， 理论上应该覆盖 Ｍ 基因末端 、 全部 Ｎ 基因 、 ｐ ｌ Ｏ 基因及

大部分 ＮＳ７ａ 基因 。

１ ． １ ．２ ． １２ 亚基因组扩增及测序

鉴于冠状病毒在其生活周期中 ， 能够通过不连续的转录方式合成
一组嵌套

（ｎｅｓｔｅｄ ） 的亚基因组 ＲＮＡ（ ｓｕｂｇ
ｅｎｏｍｉｃＲＮＡ ， ｓｇＲＮＡ ） 以使基因组 ３

’

端基因

得到表达 。 在这组亚基因组 ＲＮＡ 中 ， ５
’

末端约 ８０ｂ
ｐ 的序列

一

致 ， 均来源于病

毒基因组 ５

’

末端的前导序列 。 因此 ， 我们根据冠状病毒亚基因组形成的机制 ， 绘

２４
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制 出 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ 的 ９ 个亚基因组结构图 。 然后 ， 根据基因组和亚基因

组的前导序列设计上游引物 ， 以 ３

’

端基因序列为基础设计下游引物 ， 进行 ＰＣＲ

扩增 ， 并对扩增产物进行测序 ， 以检测样本中 Ｒ〇－ＢａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ 亚基因组的

存在情况 。 所用 引物序列如下 ：

表 １ ．６ 亚基因组扩播与鉴定引物

、物名称｜

引物序列

ＴＲＳ
－

５ＵＴＲ－ＯＦＧＣＧＴＧＣＧＴＧＣＡＡＴＣＡＡＣＴ


ＴＲＳ －

５ＵＴＲ－

ＩＦＧＡＴＴＣＧＴＣＴＴＧＴＡＣＧＡＴＴＣＡＣ


ＴＲＳ －

Ｓ
－ＯＲ


ＣＡＡＧＧＡＧＣＣＣＧＴＣＡＡＡＧＡ


ＴＲＳ
－

Ｓ
－

ＩＲ


ＡＧＣＧＧＴＡＣＴＧＡＧＡＣＡＴＡＧＧＴＡＧ


ＴＲＳ －ＮＳ ３
－ＯＲＴＣＴＧＴＣＣＡＧＣＡＧＣＡＡＡＡＴＡＧ


ＴＲＳ －ＮＳ３
－

ＩＲ


ＡＣＣＧＣＡＡＡＧＴＴＧＴＣＡＧＣＡＧＴ


ＴＲＳ －Ｅ－ＯＲ


ＴＡＧＴＡＧＣＴＣＴＴＣＣＴＧＴＴＣＧ


ＴＲＳ －

Ｅ
－

ＩＲ


ＴＧＴＴＧＧＣＴＴＡＣＡＣＡＣＴＧＡＧＧ


ＴＲＳ －Ｍ－ＯＲ


ＡＡＣＣＣＴＣＡＡＡＴＣＴＣＡＧＧＴＣＡ


ＴＲＳ －Ｍ－

ＩＲ


ＧＣＣＡＣＡＴＡＡＴＧＧＡＣＧＡＧＡＴＡ


ＴＲＳ
－Ｎ －ＯＲ


ＣＡＧＣＣＴＧＣＧＧＴＧＧＴＡＡＡＴ


ＴＲＳ －Ｎ －ＩＲ


ＣＡＴＡＧＣＧＡＣＣＡＧＴＣＣＣＡＧＴ


ＴＲＳ －

ｐ ｌ Ｏ－ＯＲＣＧＣＧＴＧＧＴＣＡＡＡＧＡＡＡＴＡＡＧ


ＴＲＳ
－

ｐＫＭＲ


ＧＧＴＡＧＧＴＣＴＴＣＴＴＣＧＣＴＴＧＧ


ＴＲＳ
－ＮＳ７ａ

－ＯＲＡＧＣＧＴＡＡＡＧＣＣＧＣＴＧＧＴＧ


ＴＲＳ
－ＮＳ７ａ－

ＩＲＣＡＡＣＣＴＧＣＴＣＣＡＧＡＣＣＡＣＡＴ


ＴＲＳ－ＮＳ７ｂ
－ＯＲＣＣＴＡＧＣＡＡＣＧＣＧＡＣＣＣＴＣ


ＴＲＳ－ＮＳ７ｂ
－

ＩＲＴＣＴＴＡＣＴＣＣＣＴＣＣＡＡＣＴＴＣＡＣ


ＴＲＳ
－ＮＳ ７ｃ －ＯＲＴＴＣＡＴＧＧＧＴＧＧＣＴＣＴＴＣＣ


ＴＲ Ｓ
－ＮＳ７Ｃ －

ＩＲＡＡＣＴＡＡＡＡＧＧＴＡＧＧＧＴＴＴＡＴＧＧ


ＰＣＲ 扩增时 ， 如果第
一轮能够扩增 出预期大小 的条带 ， 即直接进行 Ｓａｎ

ｇ
ｅｒ

测序并同时克隆后测序 ；
如果第

一

轮扩增不理想 ， 则进行第二轮扩增后再进行测

序 。

１ ． １ ．２ ． １３ 冠状病毒来源与正呼肠孤病毒来源 ｐ
ｌＯ 基因和蛋白 比较

我们将同
一样本中 同时得到的 Ｒ〇－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ｐ ｌ Ｏ 基因和正呼肠孤病

毒 ｐ ｌ Ｏ 基因 ， 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中能够找到的其他正呼肠孤病毒 ｐ ｌ Ｏ 基因在核苷酸和

氨基酸水平上进行比较 ， 以分析相互之间的同源性及重要氨基酸位点的变异 。

１丄２ ．１４Ｒｏ
＿ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １

ｐｌＯ基因的克隆及 ｐ
ｌ Ｏ亚基因组构建

２５
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我们根据推测和测序得到的 ｐ
ｉ ｏ 亚基因组结构 ， 人工拼接构建出

一

个 ｐ
ｉ ｏ

亚基因组 ， 克隆到 ＰＣＤＮＡ３ ． ０ 衍生载体中 。 重组质粒转染到细胞中 后 ， 反转录得

到的 ｍＲＮＡ 将与病毒 自然感染细胞产生的 ｐ ｌ Ｏ 亚基因组完全
一

致。

１ ． １ ．２ ．１ ５
ｐ ｌ Ｏ 蛋白抗血淸制备

我们使用ＰＦＡＭ ［
３９

＾ＩｎｔｅｒＰｒｏＳ ｃａｎ
［
４Ｑ

］对Ｒｏ
－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ｐ ｌ Ｏ蛋 白所属 的

蛋 白 家族进行预测 ， 使用 ＴＭＨＭＭ ［
４ １

］

、 ＴＭ
ｐ
ｒｅｄ 和 Ｐｒｅｄｉ ｃｔＰｒｏｔｅｉｎ［

４２
］进行跨膜结构

域预测 。 胞外结构域 （从第 ２ 个到第 ３７ 个氨基酸 ） 和胞质结构域 （胞 内 的 ３ ３

个氨基酸 ） 多肽经人工合成后 ， 分别与钥孔血蓝蛋 白 （ ＫＬＨ ， ｋｅｙｈｏ ｌ ｅｌ ｉｍ
ｐ
ｅｔ

ｈｅｍｏｃｙａｎ ｉｎ ） 耦联 ， 并与佐剂混合 。 混合好后的抗原对小 鼠后腿肌肉 内注射 ， 每

条肽免疫 ５ 只小 鼠 ， 每只 小 鼠免疫 ２０
＠ 偶联的多肽 ， １ ４ 天后 以相同 的肽进行加

强免疫 ， 加强免疫后 ７ 天捕杀小 鼠 ， 收集血液以分离血清 。 血清 中抗体滴度以

ＥＬ ＩＳＡ 方法测定 。

表 １ ．７
ｐ
ｌ０ 合成多肽

＾？

成肽名称 ｜

合成肽序列

ＧＣＣＤＣ ｌ
－

ｐ ｌＯＮＧＤＣＮＧＭＷＳ ＩＦＧＳＴＮＣＮ ＳＡＫＮＴＡＧＧＮＬＥＡＴＮＶＬ ＩＴＹＧ


ＧＣＣＤＣ ｌ
－

ｐ ｌ ＯＣＫＦＫＡＳＱＡＫＫＴＹＲＫＥＬＩＳＬＴＴＲＱＩＹＡＰＰＲＥＩＳＨＶ


１ ． １ ．２ ．１ ６ 合胞体形成试验

在感染了 禽类或蝙蝠来源的正呼肠孤病毒的细胞中 ， 合胞体的形成依赖于

ｐ
ｉ ｏ 蛋 白 ， ｐ ｉ ｏ 蛋白 由基因组 Ｓ １ 片段的第

一个 ＯＲＦ 所编码 。 以前的研究证明 ｐ
ｉ ｏ

蛋 白 的氨基酸残基可以分为绝对保守 、 高度保守 、 中度保守和不保守的氨基酸 。

序列和进化分析表明 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 的 ｐ ｌ Ｏ 基因是一个正呼肠孤病毒来源

的基因 。 同时 ， 可比较的序列分析表明即使 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ 的 ｐ
ｌ Ｏ 蛋 白的

重要氨基酸和基序的主体依然存在 ， 但是在所有 ２８ 个所谓的绝对保守氨基酸中 ，

存在 ８ 个氨基酸的差异 （包括两个氨基酸缺失 ） 。 因此 ， 有必要研究在 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶ

ＧＣＣＤＣ １ 的生活周期中 ， ｐ ｌ Ｏ 基因所发挥的潜在作用 。

为了研究 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 编码的 ｐ ｌ Ｏ 蛋白 是否与其他的禽类和蝙蝠来

源的正呼肠孤病毒编码的 ｐ
ｌ Ｏ 蛋 白

一

样发挥相同的作用 ， 我们将 ｐ
ｌ Ｏ 基因克隆到

ｐＣＡＧＧＳ 载体中 。 重组质粒经 ＰＥＩ 转染到 ＢＨＫ－

２ １ 细胞中 ， 分别于 ２４ 、 ３６ 和 ４ ８

２６
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小时通过 Ｗｒｉｇｈｔ
－Ｇｉｅｍｓａ 染色的方法和间接免疫荧光试验 ， 对细胞与细胞之间的

融合进行观察 ， 以观察合胞体形成与否 。 同时 ， 将 Ｐｕｌａｕ病毒 （

一

种蝙蝠正呼肠

孤病毒 ［
４ ３

” 的 ｐ ｌＯ 基因克隆到 ｐＣＡＧＧＳ 载体中 ， 转染到细胞中 以作为阳性对照 。

以
ｐ
ＣＡＧＧＳ 空载体转染的细胞作为阴性对照 。

不同来源的基因组中 ， 包括人类 、 动物 、 细菌甚至病毒 ， 整合有
一

些假基因

或沉默基因 。 换而言之 ， 这些基因可能在生活周期中不转录或不表达 。 前面的试

验证明在 Ｒｏ
－

ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 的复制周期中 ， ｐ ｌ Ｏ 基因能够从基因组中转录 ，

检测到的 ｐ
ｌ Ｏ 亚基因组 ＲＮＡ 是 明显的信号 。 然而 ， 由于我们暂时没有分离到病

毒 ， 目前没有有效的手段去判断 ｐ
ｌ 〇 基因能否表达 。 因此 ， 我们将推测得到的

ｐ ｌ Ｏ 亚基因组克隆到 ＰｃＤＮＡ３ ．０ 衍生载体中 。 理论上 ， 重组质粒转染细胞中后转

录出 的 ｍＲＮＡ ， 与病毒感染细胞中的 ｐ ｌ Ｏ 亚基 因组 ｍＲＮＡ 完全
一

致 。 同样按照

上面描述的方法 ， 将重组质粒转染到 ＢＨＫ－

２ １ 中后 ， 采用 Ｗｒｉｇｈｔ
－Ｇｉ ｅｍｓａ 染色的

方法和间接免疫荧光试验 ， 对细胞合胞体形成情况进行观察 。 Ｐｕ ｌａｕ 病毒 ｐ ｌ Ｏ 基

因重组质粒转染后的细胞仍然用作阳性对照 ， 以 Ｐ
ＣＤＮＡ３ ． ０ 空载体转染的细胞作

为阴性对照 。

１ ． １ ．２ ．１ ７Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １
病毒ｐｌ Ｏ蛋白突变分析

由于 Ｒｏ
－Ｂ ａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 的 ｐ ｌ Ｏ 蛋白是在有囊膜病毒中 的第

一次报道 ， 我

们试图如 以前报道中呼肠孤病毒的 ｐ ｌ Ｏ 蛋 白
一样确定 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 病毒

ｐ ｌ 〇 蛋 白 中的关键氨基酸 ［
４４ ， ４ ５

］

。 在合胞体形成试验中 ， ６ 个不同的突变体质粒均

以聚 乙亚胺 （ ＰＥＩ ） 转染 ６ 孔板 中 的 ＢＨＫ －

２ １ 单层细胞 ， 每种质粒转染两孔 ， 每

孔转染 ２ 微克质粒 ， 同时 以野生型的 ｐ
ｌ Ｏ 作为阳性对照 ， ｐＣＡＧＧ Ｓ 空载体作为

阴性对照 。孵育 ５ 小时后更换成含 １ ０ ％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 完全培养基继续培养 。

转染的细胞在指定的时间 （ ２４ 、 ３６ 和 ４８ 小时 ） 以多聚 甲醛固定 ， 用 Ｗｒｉ
ｇ
ｈｔ

－Ｇｉｅｍｓａ

染色 ， 对合胞体形成情况进行观察 。

１ ． １ ．２ ．１ ８ 进化分析

为了确定 Ｒｏ
－

ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 在冠状病毒中的进化关系和分类地位 ， 我们

选择 ＲｄＲ
ｐ ，

ｓ
ｐ

ｉｋｅ 和 Ｎ 蛋 白进行分析 。 对于冠状病毒而言 ， ｐ
ｌ Ｏ 基因是一个

“

外

来
”

基因 。 目 前除了 Ｒｏ
－ＢａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ １

，
在其他的冠状病毒中没有发现相关基

２７
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因 ， 而序列分析表明 Ｒｏ－Ｂ ａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌｐ ｌ Ｏ 基因与禽类和蝙蝠来源的正呼肠

孤病毒的 ｐ
ｌ 〇 基因同源 。 因此 ， 对 Ｒ〇－ＢａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ 的 ｐ

ｌ Ｏ 蛋 白 同样进行进

化分析 。 进化树构建首先使用 ＭＵＳＣＬＥ 软件进行序列 比对 ， 然后用 ＧＢ ｌｏｃｋｓ 软

件从比对的蛋 白序列中提取保守结构域 ， 使用 ＰｒｏｔＴｅｓｔ 软件进行模型计算 最

后使用 ＰｈｙＭＬ 软件包以最大似然法进行构建 ［

４７
］

， 模型选择为 ＬＧ＋Ｇ ， Ｂ ｏｏｔｓｔｒａ
ｐ

值设定为 １ ０００ 。 最后 ， 进化树以 ＨｇＴｒｅｅ 和 ＭＥＧＡ７ 进行显示和注释 ［
４８］

。

１ ． １ ．２ ． １９ 病毒培养

冠状病毒检测呈阳性的肛拭子悬浮液 ， 高速离心之后取上清 ， 以 ＤＭＥＭ （含

２ 倍工作浓度的抗生素 ） ５ 倍稀释后接种到前
一

天铺设的 ２４ 孔 ＶｅｒｏＥ６ 、 ＢＨＫ－

２ １ 、

ＭＤＣＫ、 Ａ５４９ 、 ＨＥｐ
＿２ 和蝙蝠细胞株的单层细胞上 ， 孵育 １ 小时后更换成含 ２％

ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 新鲜培养基 ， 维持培养 ３ 天 。 每天观察细胞状态和可能的病变情

况 。 每个样本盲传三代 。 每代培养物收获后重新接种到新准备的单层细胞上 ， 继

续培养 。 同时 ， 取收获的培养上清和细胞沉淀 ， 分别提取核酸 ， 以通用引 物对可

能存在的病毒复制进行检测 。

１ ．１ ．２ ．２０ 正呼肠孤病毒病毒分离 、 检测及 ｐ
ｌ Ｏ 基因扩增

我们将 ３ ３ 份冠状病毒检测呈阳性的样本接种 ＣａＣＯ－２ 细胞 （人结肠直肠腺

癌细胞 ）
， 尝试进行冠状病毒分离 。 同时使用冠状病毒和正呼肠孤病毒通用 引物

检测病毒在细胞中的増殖情况 。盲传三代之后 ，
正呼肠孤病毒检测呈阳性的样本 ，

进
一

步使用正呼肠孤 ｐ ｌ 〇基因引物进行扩增 ， 以检测和鉴定 ｐ ｌ 〇基因 的存在与否 。

正呼肠孤病毒通用 引物和 ｐ ｌ〇 基因扩增所用 引物分别如下 ：

表 １ ．８
Ｐ１ ０ 基因扩增与鉴定引物

引物名称 ｜

引物序列

ＯｒｔｈｏＲｅｏ
－ＯＦ


ＣＢＡＴＹＡＴＧＣＣＮＨＴＤＡＡＹＧＴ


ＯｒｔｈｏＲｅｏ
－ＯＲＣＣＲＴＣＲＴＣＮＣＣＹＴＧＲＣＡＮＡ


ＯｒｔｈｏＲｅｏ－

ＩＦ


ＡＧＹＧＣＮＧＴＮＡＴＹＧＡＲＡＡＲＧＴ


ＯｒｔｈｏＲｅｏ
－

ＩＲ


ＴＣＣＡＴＣＡＴＮＧＴＲＣＴＲＴＴＲＴＴＮＧＣ


Ｏｒｔｈｏｒｅｏ －

ｐ ｌ Ｏ－

ｌＦＴＣＧＴＧＣＴＧＣＴＴＡＴＴＴＴＴＧＴＴＣＴＹＲＤＫＴＧＴＣＧＭＴＡＴＧ


Ｏｒｔｈｏｒｅｏ
－

ｐ ｌ Ｏ
－

ｌＲＡＧＧＡＴＧＧＴＣＴＡＧＴＧＧＧＡＴＧＴＣＮＡＣＲＴＴＲＡＴＲＴＡＲＴＡ


Ｏｒｔｈｏｒｅｏ
－

ｐ

１ ０
－

２ＦＴＣＧＴＧＣＴＧＣＴＴＡＴＴＴＴＴＧＴＴＣ


Ｏｒｔｈｏｒｅｏ
－

ｐ ｌ Ｏ－２ＲＡＧＧＡＴＧＧＴＣＴＡＧＴＧＧＧＡＴＧＴＣ


２ ８
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１ ．２ 结果

１ ．２ ． １ 蝙蝠样本检测

本研究中 ， 我们采用半巢式 ＰＣＲ 总共检测了１ １ ８ 份棕果蝠肛拭子样本 ， ＰＣＲ

扩增的是 ＲｄＲｐ 基因 中最保守的区域 。 第
一轮 ＰＣＲ 检测 ，

３ １ 份 （ ２６％ ） 样本呈

冠状病毒阳性 ， 而第二轮 ＰＣＲ 能检测出 ４７（ ４０％ ） 份阳性样本 。 对扩增得到的

ＰＣＲ 产物直接进行 Ｓａｎ
ｇ
ｅｒ 测序 。 测序结果经 ｔｂｌａｓｔｘ 比对 ， 很明确这些序列是冠

状病毒序列 ， 与 Ｂｅｔａ 冠状病毒属 Ｄ 群中的棕果蝠冠状病毒 ＨＫＵ９（Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶ

ＨＫＵ９ ） 最为接近。

１ ．２ ．２ 细胞培养与病毒分离

冠状病毒检测呈阳性的肛拭子悬液样本 ， 我们尝试用 多种细胞系对这株冠状

病毒进行分离 ， 包括ＶｅｒｏＥ６ 、 ＢＨＫ－

２ １ 、 ＭＤＣＫ 、 Ａ５４９ 、 ＨＥ
ｐ
－

２ 、 ＣａＣｏ－

２和蝙

蝠细胞系 ， 病毒分离结果显示不成功 。 单层细胞用 阳性样本接种后 ， 盲传三代 ，

在细胞系上没有检测到明显的细胞病变 。 同时 ， 对每代的培养上清和细胞均进行

收集 ， 然后使用针对 ＲｄＲｐ 基因的特异性引物进行 ＲＴ
－

ＰＣＲ ， 以检测细胞培养中

病毒复制与否 。 很遗憾 ， 结果同样为阴性。

１ ．２ ．３ 病毒命名及全基因组测序

从 ３４６ 和 ３５６ 原始样本中重新提取的 ＲＮＡ ， 使用 ＩｏｎＰｒｏｔｏｎ 平台进行二代

测序 ， 得到近似全长基因组序列 。 根据以往文献中提供的简洁方法 ［
４ ９

］对 ＲｄＲｐ 部

分序列 （
一个 ８ １ ６ｂ

ｐ
的片段 ） 进行序列分析 ， 结果表明这株病毒可能是

一种新型

冠状病 毒 。 因此 ， 暂时将之命 名 为棕果蝠冠状病 毒 ＧＣＣＤＣ １（ Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶ

ＧＣＣＤＣ １ ）３４６株和３５６株 。

进一步 ， 我们使用
一整套涵盖整个病毒基因组 的引 物进行扩增 ， 并采用

Ｓａｎｇ
ｅｒ双脱氧法进行测序 ， 将 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １３４６ 株和 ３５６ 株基因组序列

中存在的 ｇ
ａ
ｐ补齐 ， 同时对二代测序拼接得到的全基因组中 的每

一个碱基进行确

认和校正 ， 尤其是 ＮＧＳ 数据中那些信息比较模糊的碱基。 最后 ， 采用 ５

’

－和 ３

’

－

末端快速扩增得到 Ｒｏ
－

Ｂａ ｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ １３５６ 株基因组的 ５

’

和 ３

’
－末端 。不巧的是 ，

２９
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Ｒｏ
－Ｂ ａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ １３４６ 株基因组 ５

’

末端扩增不成功 。 因此 ， 下面的分析仅集中

在 Ｒｏ －Ｂ ａｔＣｏＶ Ｇ ＣＣＤＣ ｌ３ ５ ６ 株的全基因组上 。

１
．
２

．
４ 病毒全基因组分析

除了３

’

末端的 ｐｏ ｌｙ


Ａ 尾 ， Ｒｏ－ Ｂ ａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 基因组包含 ３ ０
，

１ ２９ 个碱基 ，

Ｇ／Ｃ 含 量为 ４５ ．

４％ 。 基 因 组序列 比对进
一

步证 明 Ｒｏ －Ｂ ａｔＣｏＶＧＣＣ ＤＣ １ 与

Ｒｏ －Ｂ ａｔＣｏＶＨＫＵ ９ｓ 在进化上更为接近 ， 核苷酸同源性为 ６６ ． ６％ － ６７ ．４％ 。 同 时 ，

从序列 比对和注释上可以看出 Ｒｏ －ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 在基因组组成和结构上与蝙

蝠冠状病毒 Ｒｏ －Ｂ ａｔＣ ｏＶＨＫＵ９ 相似 。 主要开放阅读框 （ ０ＲＦ ） 的数量和顺序上

均为 ：
５

’

－ｒｅｐ ｌ ｉｃａ ｓｅＯＲＦ ｌ ａｂ－ｓ
ｐ

ｉｋｅ
－Ｎ Ｓ３－ｅｎｖｅ丨ｏｐｅ（

Ｅ
）

－ｍｅｍｂｒａｎｅ（
Ｍ

）

－

ｎｕｃ ｌ ｅｏｃａｐ ｓ ｉｄ
－

（
Ｎ

）

－ ３
’

， 紧接着是编码非结构蛋 白 的辅助基因 （ 图 １
．
１ ） 。

ＧＡＡＡＡＴＡＡＡＡＡ ＣＴＡＡＴＴＣＣＧＴＧＣＧＴ ＧＣＡＡＴＣＡＡＣＴｎＴＣＣＣＣＣＴＣＣＡＴＴＣ ＧＴＣＴＴＧＴＡＣＧＡＴＴＣＡＣＴＣＴ ＣＴＡＡ ＣＣＡＡＣ

？

 ？

？

？
Ｌｅａｄｅｒ ｓｅｑｕ ｅｎｃｅ

？

？

５

ｖ
ｉｌＴ Ｒ＾

￣

ＯＲ Ｆｌ ａ■

１■關＾＾ＮＳ ７ ｂ
［
＾ｆ３

？

ＵＴＲ
－

ｐ
〇

ｌ
＞
Ａ

．

？

＊

Ｐ Ｌ２ ｐｒｏ
？

？Ｓ^
？

？

个


Ｈ ｃ ｌ ｉ ｃａ ｓ
ｅ Ｎ ｃ ｎ ｄｏＵ

＼ ？＊

１Ｍ
［

３
－

呷 

Ａ ｜

７

｜

８

ｈ ｜

ｌ

ｔｆｒｒ＾Ｕ
ａｄｒ ｐ３Ｃ Ｌ

ｐ
ｒ 〇ＪＪ｜．

； ｓｅ
ｇ
ｍｅ ｎ ｔＳ Ｉ

Ｒ ｄＲ ｐ Ｅｘ ｏＮＯ－ＭＴ

趣
？
參

：幾ｉｆ
Ｒｏｕｓｅｔｔｕｓ ｌｅｓｃｈｅｎａｕｌｔｉＣｏ ｒｏ ｎ ａ ｖ ｉｒｕ ｓＯｒ ｔｈ ｏ ｒ ｅｏｖ ｉ ｒｕｓ

图 １ ． １ 蝙蝠冠状病毒 Ｒｏ－Ｂａｔ ＣｏＶ ＧＣＣＤＣ １ 基 因 组组成 。 非结 构基 因和推测 的 成 熟结构 蛋 白 、

结构 基 因 、 ５
’

－和 ３

’

－ＵＴＲ 分别 以黄 色 、 深蓝 色和浅蓝 色标示 。 特征性 ｐ ｌ Ｏ 基 因 以红 色 表示 。

ｐ ｌ Ｏ 基 因 的潜在 来源 以虚箭 头和 问 号标示 。 先导序列 （ ｌｅ ａｄｅｒｓｅｑｕｅｎ ｃ ｅ ） 和先导转录调 节序

列 （ ＴＲＳ） 直 接 以 核 苷 酸 表 示 。 编 幅 （
， 棕 果 培 ） 用 来 表 示

Ｒｏ －ＢａｔＣｏＶＧＣ ＣＤＣ ｌ 发现的物种 来源 。 冠状病毒 （ ｃｏｒｏｎａｖ ｉｒｕｓ ） 粒子 用 来说 明 本研究 中 发现

的病毒 。 正呼肠孤病毒粒子 （ ｏｒｔｈｏ ｒｅｏｖ ｉ ｒｕｓ ） 和基 因 组 的 Ｓ １ 片 段用 来演示 ｐ ｌ Ｏ 的 可能来源 。

在 Ｂ ｅ ｔａ 冠状病毒属所有成员 中 ， 第
一

次是在 Ｒｏ －Ｂ ａｔＣｏＶＨＫＵ９ 中 发现 Ｎ 基

因下游存在编码非结构蛋 白 的辅助基 因 ， 随后在其他蝙蝠冠状病毒 ， 如肯尼亚棕

果幅冠状病毒 （ Ｒｏ－Ｂ ａｔＣ ｏＶＫｅｎｙａ ） 、 肯尼 亚黄毛 果幅冠状病毒 （ Ｅ ｉ
－Ｂａ ｔＣｏＶ

Ｋｅｎｙａ
） 、 菲律宾蝙幅冠状病毒 （ ＢａｔＣｏＶＰ ｈ ｉ

ｌ
ｉｐｐ

ｉｎｅ ｓ ） 等的基因组 ３

’

末端 同样发

现存在编码非结构蛋 白 的辅助基因 。 Ｒｏ
－Ｂ ａｔＣｏＶＨＫＵ９ 基因组的这个区域存在两

３０





蝙蝠宿主中新病毒发现及蝙蝠冠状病毒 Ｈ ＫＵ９ 受体的探索


个开放阅读框 ：
Ｎ Ｓ７ａ和

Ｎ Ｓ７ｂ
；
Ｒｏ

－ＢａｔＣｏＶ Ｋｅｎｙ
ａ

和Ｅｉ

－ＢａｔＣｏＶＫｅｎｙａ的这个区

域存在两个阅读框 ： ＯＲＦｘ 和 ＯＲＦｙ ； 而在 ＢａｔＣｏＶ Ｐｈ ｉｌｉ
ｐｐ

ｉｎｅｓ 的这个区域 ， 存在

三个阅读框 ， 分别命名为 ＮＳ７ａ 、 ＮＳ ７ｂ 和 ＮＳ ７ｃ 。 然而 ， 和这些冠状病毒不同 ，

Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ 基因组对应的区域中 ， 基因组成很复杂 ， 很明 显在这个区

域上存在 ４ 个开放阅读框 。 Ｂ ｌａｓ ｔｘ 搜索结果表明 ， 从第二到第 四个开放阅读框编

码 的非结构蛋 白在氨基酸水平上与上述蝙蝠冠状病毒存在
一

定 的 同源性 （表

１ ．９ ） 。 因此 ， 这三个开放阅读框按照传统的规则分别命名为 Ｎ Ｓ７ａ 、 ＮＳ７ｂ 和 ＮＳ７ｃ 。

Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 基因组中 ， 或许最与众不同的特点是在 Ｎ 基因和 Ｎ Ｓ７ａ 基

因之间 ， 存在
一

个 ２７６ 个核苷酸的完整 ＯＲＦ 。 与前面描述的 Ｎ Ｓ７ａ 、 Ｎ Ｓ ７ｂ 和 ＮＳ７ ｃ

不同 ， 通过 ｂ ｌａｓ ｔ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库 比对 ， 在 目 前所有己知的冠状病毒中 ， 找不

到这个阅读框的 同源序列 。 但是 ， 令人惊奇的是 ， 这个小的阅读框所编码的蛋 白

与禽类或蝙蝠来源的膜融合正呼肠孤病毒基因组 Ｓ １ 片段的第
一

个阅读框编码的

ｐ
ｌ 〇 蛋 白有 ３０％？５４ ． ９％的氨基酸同源性 ， 而膜融合正呼肠孤病毒是属于呼肠孤

病毒科的双链 ＲＮＡ 病毒 。 因此 ， 根据编码蛋 白 的分子量 ， 暂时将这个阅读框标

记为 ｐ ｌ 〇 。

表 １ ．９Ｒｏ －ＢａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ １ 与 Ｒｏ－Ｂ ａｔＣｏＶＨＫＵ９及其他相关冠状病毒基因组 ３
，

末端辅助

基因比较

Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ１ｓｔｒａｉｎ ３５６
 （

ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ／ｃｏｖｅｒ）



ＮＳ７ａ


ＮＳ７ｂ


ＮＳ７ｃ


ＩＮＳ７ａ４０％ （
８７％

）

Ｒｏ －ＢａｔＣｏＶ ＨＫＵ９－

１





ＮＳ７ｂ


５ ３％（
９９％

）

ＮＳ７ａ
Ｒｏ －ＢａｔＣｏＶＨＫＵ９－２




ＮＳ７ｂ


３０％
（
９０％

）

ＮＳ７ａ３３％（９０％）

Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＨＫＵ９－ ３
１



ＮＳ７ｂ


３２％
（
９９％

）

ＮＳ７ａ３２％
（
９ １％）

Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＨＫＵ９－４




ＮＳ７ｂ


３２％
（
９５％

）

ＮＳ７ａ
Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＨＫＵ９－ ５

－

１





ＮＳ７ｂ


ＮＳ７ａ
Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＨＫＵ９ －

５
－２




ＮＳ７ｂ


ＮＳ７ａ３３％（９ ０％）

Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＨＫＵ９－

１ ０
－

１

＾



ＮＳ７ｂ


３２％（ ９９％）

ＮＳ７ａ４２％（
９ １％）

Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＨＫＵ９ － １ ０
－２
１



｜
ＮＳ７ｂ ｜

^
３６％（

９９％）

３１
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

０ＲＦ７ｘ

￣

＾｜１

Ｅｉ
－Ｂａ ｔＣｏＶＫｅｎｙａ


０ＲＦ７ｙ２９％（
８５％

）

０ＲＦ７ｘ４０％
（
８７％）

Ｒｏ－Ｂａ ｔＣｏＶＫｅｎｙ ａ




ＯＲＦ７ｙ


５２％（９９％ ）

ＮＳ ７ａ３５％
（

８８％
）

Ｂａ ｔＣｏＶＰｈｉ ｌ ｉｐｐｉｎｅｓＮＳ ７ｂ




ＮＳ７ｃ


２９％（
８ ５％ ）

Ｒｏ－Ｂａ ｔＣｏＶ ＨＫＵ９ 和 Ｂａ ｔＣｏＶ Ｐｈｉ ｌ ｉｐｐｉｎｅｓ 的 Ｎ 基因 下游
，
有 两个 ＯＲＦ

， 分别命名 为 ＮＳ７ａ 和

ＮＳ ７ｂ ，
Ｅ ｉ

－Ｂａ ｔＣｏＶＫｅｎｙａ 和 Ｒｏ
－ＢａｔＣｏＶＫｅｎｙａ 的 Ｎ 基 因下 游的两个 ＯＲＦ 分别命名 为 Ｎ Ｓ７ｘ

和 ＮＳ ７ｙ 。 Ｒｏ
－ＢａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ 的 Ｎ 基因 下游有 ４ 个 ＯＲＦ

， 其 中 ＯＲＦ２？４ 根据序列 同 源性

和传统的命名 方法 ，
分别命名 为 ＮＳ７ ａ 、 Ｎ Ｓ７ｂ 和 ＮＳ ７ｃ 。 氨基酸同 源性通过 ｂ ｌａｓｔｐ 确定 。 本

分 析 中 使 用 的 病 毒 序 列 分 别 为 ： Ｒｏ－Ｂａ ｔＣｏＶＨＫＵ９ ：Ｒｏｕｓｅ ｔｔｕ ｓｂａ ｔｃｏｒｏｎａｖｉｒｕ ｓＨＫＵ９

（
ＮＣ

—

００９０２ １
，

ＥＦ０６５５ １ ４
，

ＥＦ０６５５ １ ５
，

ＥＦ０６５５ １６
，ＨＭ２ １ １ ０９８

，
ＨＭ ２１ １ ０９９

，
ＨＭ２Ｕ １ ００

，

ＨＭ２ １ １ １ ０ １
） ；
Ｂａ ｔＣｏＶ

Ｐｈｉ ｌ ｉｐｐｉｎｅｓ ：Ｂａ ｔｃｏｒｏｎ ａｖｉ
ｒｕｓＰｈ ｉ ｌ ｉｐｐｉｎｅｓ／Ｄｉ ｌｉｍａｎ ｌ ５２ ５Ｇ２／２００ ８

（
ＡＢ５４３ ５６ １

） ；

Ｅ
ｉ

－Ｂａ ｔＣｏＶＫｅｎｙａ ：Ｅ ｉｄｏｌｏｎｂａｔｃｏ ｒｏｎａｖ ｉｒｕｓ／Ｋｅｎｙａ／ＫＹ２４ ／２００６（
ＨＱ７２ ８４８２ ）；Ｒｏ

－Ｂａ ｔＣｏＶＫｅｎｙａ ：

Ｒｏｕｓｅｔｔｕｓｂａｔｃｏｒｏｎ ａｖ ｉｒｕｓ／Ｋｅｎｙａ／ＫＹ０６／２ ００６
（
ＨＱ７２８４８ ３

）
．

通过与 Ｒｏ－Ｂ ａｔＣｏＶＨＫＵ９ 基因组进行比对 ， 并根据 Ｂｅｔａ 冠状病毒转录调节

序列 （ ＴＲＳ ， ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｉｏｎｒｅ
ｇ
ｕｌａｔｏｒｙ

ｓｅ
ｑｕｅ

ｎｃｅ ） 的共有核心序列信息 ， 对Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶ

ＧＣＣＤＣ １ 的各个开放阅读框 、 先导序 歹！

Ｊ （ ｌｅａｄｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ
） 、 先导 ＴＲＳ（ Ｌ－ＴＲＳ

，

ｌｅａｄｅｒＴＲＳ ） 和单个基因 的 ＴＲＳ（ Ｂ －ＴＲＳ ， ｂｏｄｙ
ＴＲＳ ）

， 以及这些元件在基因组中

所处的位置进行 了预测和标示 。 氨基酸序列分析表明 Ｒｏ－Ｂ ａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 的

ｒｅｐｌ ｉｃａｓｅ 、 Ｓ 、 Ｅ 、 Ｍ 和 Ｎ 蛋 白与 Ｒｏ
－

ＢａｔＣｏＶＨＫＵ９ 基因组编码的相应蛋 白具有

很高的同源性 ， 而与ＳＡＲＳ
－ＣｏＶ 、 ＳＡＲＳｒ－Ｒｈ－Ｂ ａｔＣｏＶ ＨＫＵ３ 、 ＭＥＲＳ

－ＣｏＶ 、 Ｂ ａｔＣｏＶ

ＨＫＵ４ 和 ＢａｔＣｏＶＨＫＵ５ 编码 的相关蛋 白 的 同源性较低 （表 １ ．１ ０ ） 。 由于在

ＳＡＲＳ－ＣｏＶ 、 ＢａｔＣｏＶ ＨＫＵ３ 、 ＭＥＲＳ
－ＣｏＶ 、 ＢａｔＣｏＶ ＨＫＵ４和

ＢａｔＣｏＶＨＫＵ ５
基因

组中不存在 ＮＳ ３ 编码基因 ， 因此在这个蛋 白上不存在可比性 。 值得注意的是 ，

与 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＨＫＵ９ 相比较 ，
Ｒｏ－Ｂ ａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 的 Ｎ 蛋 白是 ３

’

末端截短的 （ 下

面将提供进
一步的信息 ） 。 在 Ｒｏ－Ｂ ａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ １ 和 Ｒｏ－Ｂ ａｔＣｏＶＨＵ９ 基因组中 ，

某些 ＯＲＦ 与前面的 ＯＲＦ 存在部分重叠 ， 如 ｓ
ｐ

ｉｋｅ 基因与前面 ＯＲＦ ｌ ａｂ 重叠 ， 但

是其他的 ＯＲＦ 可能不重叠 。 这导致每个 ＯＲＦ 的 ＴＲＳ 所处的位置 ， 以及 ＴＲＳ 核

心序列与起始密码子之间的距离不
一

样 。 有些 ＴＲＳ 位于上游 ＯＲＦ 内部 ， 而其他

的位于基因间隔序列之间 （ ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｓｅ
ｑ
ｕｅｎｃｅ ） 。 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 的 ＴＲＳ 核

心序列是５
’
－ＡＣＧＡＡＣ

－

３

’

， 与ＳＡＲＳ
－ＣｏＶ和Ｂ ａｔ

－

ＳＡＲＳ－ＣｏＶＨＫＵ３（ Ｂ群 ） 、

Ｂａｔ －ＣｏＶＨＫＵ４
和Ｂａｔ

－ＣｏＶＨＫＵ５（ Ｃ群 ）
， 以及Ｂａｔ

－ＣｏＶＨＫＵ９（Ｄ群 ） 的ＴＲＳ

３２





蝙蝙宿主 中新病毒发现及蝙蝠冠状病毒 Ｈ ＫＵ９ 受体的探索


核心序列一致 。 根据 ＴＲＳ 的位置 ， 相应地很容易鉴定出先导序列位于基因组 １
？

７８ 核苷酸碱基 （图 １ ． １ ） 。 同样值得注意的是 ，

ｐ
ｌ 〇 基因的 ＴＲＳ 位置很特别 ， 并

且与共有核心序列 比较 ， 存在
一

个核苷酸的差异 （表 １ ． １０ ） 。 虽然在 Ｎ 基因和 ｐ
ｌ Ｏ

基因之间存在 ３ ５ 个核苷酸的间隔序列 ， ｐ ｌＯ 的 ＴＲＳ 依然延伸到 Ｎ 基因的编码序

列之中 ， 与 ｐ ｌ Ｏ 基因的起始密码子之间间隔 了９７ 个碱基 （表 １ ．１ ０ ） 。

通过进
一

步比对Ｒ〇
－Ｂ ａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 、 ＳＡＲＳ －ＣｏＶ 、 ＨＣｏＶ－ＨＫＵ ｌ 、 ＩＢＶ 、

ＴＣｏＶ 、 ＢＣｏＶ 、 ＭＨＶ 和 ＰＥＤＶ 的全基因组序列 ， 能够预测 ＯＲＦ ｌ ａ 和 ＯＲＦ ｌｂ 之

间的核糖体移码位点 （ｆｒａｍｅｓｈｉｆｔｓ ｉｔｅ ） 。 同时 ， 根据 ３ＣＬ
ｐ
ｒｏ 和 ＰＬ

ｐ
ｒｏ 的识别模

式和剪切位点 ， 能够预测复制酶中 ｎｓｐ ｌ

？

ｎｓ
ｐ

ｌ ６ 共 １ ６ 个非结构蛋 白的大小及其

在基因组 中的位置 （表 １ ． １１ ） 。 以前的研宄表明 ， ３ＣＬ
ｐ
ｒｏ 的特异性剪切位点的

Ｐ １ 位置 ， 仅由谷氨酰胺 （Ｑ ） 残基 占据 。 然而 ， 在 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ 基因组

的 １ ２６４２ 位置上 ， 显而易见是
一个 Ｔ 而不是 Ａ 或 Ｇ ， 这

一

位置上的核苷酸突变

导致一个错义突变 ， 使得谷氨酰胺变成了组氨酸 。 更有意思的是 ， 在这个位点的

上下游序 列中 （
－

２ ７３
？ ＋ １ ９２ ） ， 未出现编码谷氨酰胺的密码子 。 同样的情形在

Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶ ＨＫＵ９ 基因组的对应区域中也可以观察到 。 因此 ， 数据表明在这一区

域中 ＬＨ
｜

ＡＧ 是 ３ＣＬ
ｐ
ｒｏ 潜在的替代剪切位点 ，

从而将复制酶剪切成 ＮＳＰ９ 和

ＮＰ Ｓ １ ０ 非结构蛋 白 。 相似的现象在 ＮＳＰ １ ０ 与 ＮＳＰ １ ２ 之间的剪切位点上也可 以看

到 ， ＣＡＧ 密码子突变成 ＣＡＣ ， 从而导致 Ｑ转变成 Ｈ 。

３３
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

蝙蝈冠状病毒 ＨＫＵ９ 受体的探索及编蝠宿主中新病毒发现


表１ ． １ １Ｒｏ
－ＢａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ １中

ｐｐ
ｌａ／ｐｐ

ｌａｂ蛋白剪切位点预测

＊ ＊

１？ＰＯＲＦｌａ／ＯＲＦｌｂ 氨 蛋 白大小 （
ａａ）

￣￣

剪切位点 Ｃ－末端 功能
ｂ

基酸位置

ＮＳＰ１Ｍ
＊

－Ｇ
１ ７４１ ７４ＲＧ

｜

ＧＮ未知

ＮＳＰ２Ｇ
ｌ ７５

－Ｇ
７７ ２５９ ８ＧＧ

｜

ＧＫ未知

ＮＳＰ３Ｇ７ ７３
－Ｇ ２６ ５３１ ８８ １ＶＧ

｜

ＧＮＡＤＲＰ
，ＰＬ２ｐｒｏ

ＮＳＰ４Ｇ
２ ６５４

－

Ｑ
３ １４７４９４ＬＱ ｜

ＡＧＨｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｄｏｍａｉｎ

ＮＳＰ５Ａ
３ １ ４８

－

Ｑ
３４５ ３３０６ＬＱ ｜

ＳＲ３ＣＬ ｐ
ｒｏ

ＮＳＰ６ｓ
３ ４５４

－

Ｑ
３７４ １２ ８８ＩＱ ｜

ＳＮＨｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｄｏｍａｉｎ

ＮＳＰ７ｓ
３ ７４２

－

Ｑ
３８ ２４８３ＬＱ ｜

ＡＶ未知

ＮＳＰ８ａ３ ８２ ５
－

Ｑ
４０２ ４２００ＬＱ ｜

ＮＮＰｒｉｍａｓｅ

ＮＳＰ９Ｎ
４０２ ５

－Ｈ
４ １ ３６１ １ ２ＬＨ

｜

ＡＧ未知

ＮＳＰ１ ０ａ
４ １ ３ ７

－Ｈ
４２７ ５１ ３ ９ＬＨ

｜

ＡＮ未知

ＮＳＰ１ １ａ
４２７ ６

－

Ｓ
４２ ８９１ ４未知 （

ＯＲＦ ｌ ａ末端短

肽 ）

ＮＳＰ１２Ａ４２７ ６
－

Ｑ
５ ２０７９３ ２ＬＱ ｜

ＳＶＲｄＲ
ｐ

ＮＳＰ１３Ｓ
５ ２０ ７

－

Ｑ
５ ８０ ８６０ １ＴＱ ｜

ＳＡＨＥＬ
，ＮＴＰａｓｅ

ＮＳＰ１ ４ｓ
５ ８０９

－

Ｑ
６３ ３８５ ３ ０ＬＱ ｜

ＳＬＥｘｏＮ
，
ＮＭＴ

ＮＳＰ１ ５ｓ
６３３ ９

－

Ｑ
６６８０３４２ＬＱ ｜

ＳＫＮｅｎｄｏＵ

ＮＳＰ１ ６Ｓ
６６８ １

－Ｖ６９７３



２９３


Ｏ－ＭＴ


ａ ： 本分析 中 使用 的病毒序列 为ＳＡＲＳ－ＣｏＶ
，ＮＣ

＿

００４７ １ ８
；ＨＣｏＶ ＨＫＵ ｌ

，ＮＣ
＿

００ ６５ ７７
；
ＩＢＶ

，

ＮＣ
＿

００ １ ４５ Ｉ ；ＴＣｏＶ ，

ＮＣ
＿

０ １ ０８００ ；ＢＣｏＶ
，ＮＣ

＿

００３０４５
；ＭＨＶ ，ＮＣ

＿

００ １ ８４６和ＰＥＤＶ
，

ＮＣ００３４３６
；ｂ ：ＡＤＲＰ

，ＡＤＰ－

ｒｉｂｏｓｅ１
－

ｐｈｏ ｓｐｈａｔａｓｅ ；ＰＬ２ｐｒｏ ，ｐａｐａｉｎ－ｌ ｉｋｅ ｐ ｒｏ ｔｅａｓｅ２ ；
３ＣＬ ｐｒｏ ，

ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｎｓｐ５ｐｒｏｔｅａｓｅ ；ＨＥＬ ，ｈｅ ｌｉｃａｓｅ ；ＮＴＰａｓｅ ，ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｔｒｉｐ
ｈｏｓｐ

ｈａｔａｓｅ ；ＥｘｏＮ ，

ｅｘｏｒｉｂｏｎｕｃ ｌｅａｓｅ
；
ＮＭＴ，Ｎ７ｍｅｔｈｙ ｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

；
ＮｅｎｄｏＵ，ｅｎｄｏｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ；ＯＭＴ，

２
５



－Ｏ －ｍｅｔｈｙ ｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ 〇

根据国际病毒分类委员会定义的冠状病毒分类标准 ［
｜

，
２９

］

， 选取复制酶中 ７ 个

独立的保守结构域后与其他 Ｂｅｔａ 冠状病毒相应的保守结构域进行序列比对 ， 氨

基酸同源性显示在表 １ ． １２ 中 。 将这 ７ 个结构域串联在
一起作进一步氨基酸同源

分析 ， 结果表明 Ｒｏ－Ｂ ａｔＣｏＶ ＧＣ ＣＤＣ ｌ 与 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶ ＨＫＵ９ 之间这些结构域的氨

基酸同源性为 ８４ ．４％？ ８４ ． ８％
， 明显低于 ９０％的 门槛值 （表 １ ．１ ２ ） 。 因此 ， 数据表

明 ， 本研宄 中鉴定到的 Ｒｏ
－ＢａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ １ 在 Ｂｅｔａ 冠状病毒中 ， 明显是一种新

型冠状病毒 。

表 １ ． １２Ｒｅｐｌｉｃａｓｅ 中 ７ 个保守的结构域的氨基酸同源性比较及 Ｒｏ －ＢａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ１ 物种定

义

Ｃｏｒｏｎａｖ ｉｒｕｓＣＣＤＣ１ａｍ ｉｎｏａｃｉｄｉｄｅｎ ｔｉｔｙ
（％ ）

ａ

ｓ ｔｒａｉｎ ３５６ＨＫＵ９ｓ
ｂＳＡＲＳ

－ＣｏＶｃＨＫＵ３ ｓ
ｄＭＥＲＳ－

ＣｏＶ
ｅ

ＨＫＵ４ｓ
ｆＨＫＵ５ｓ

？

ＡＤＲＰ６５ ．８
－

６８ ．３４ ８．８４９ ．４ 

－

５０ ．
０４５ ．０４２ ．５

－ ４３ ． １３ ９
．
４

３５





中国疾病预防控制 中心病毒病预防控制所傅士论文


ＮＳＰ５ （３ＣＬ ｐｒｏ）８３ ． ３
－

８４ ．３５２ ．３５２ ．０
－

５２ ． ３４９ ． ２４９ ． ８４９ ． ５
－

４９ ． ８

ＮＳＰ１ ２（ＲｄＲｐ）８９ ．８

－

９０ ．３７２ ．３７２ ． ３
－

７２ ．４６９ ． ７７０ ．

１ 
－

７０ ． ２７０．５
－

７０． ６

ＮＳＰ１ ３（Ｈｅｌ
，
ＮＴ Ｐａｓｅ）９０ ．８

－

９ １
．５７３ ．７ ７３ ．７

－

７４ ． ０７２ ．７７３ ． １７２ ． ９
－

７３ ． １

ＮＳＰ１ ４（Ｅｘ ｏＮ， 
ＮＭＴ）８２ ．

１
－

８２ ．８６ １
．４６ １

．８
－

６２ ．

１６ １
．
１６０ ．

１６０． ７

ＮＳＰ１５
（Ｎｅ ｎｄｏＵ）７０ ．９

＿

７３ ． ３４９ ．７４９ ．４
－

４９ ． ７４６ ． ６４６ ． ０４７ ． ５
－

４７ ． ８

ＮＳＰ１ ６ （ＯＭＴ）８０ ．
１

－

８４ ．２６３ ． ８６３ ．
１

－

６３ ． ５６ １
．８６２ ．

１６２ ． ５

Ｃｏｎｃａｔｅ ｎａ ｔｅ ｄ８４ ．４
－

８４ ． ８６４ ． ４６４ ．４
－

６４ ． ６６２ ．４６２ ． ３
－

６２ ． ４６２ ． ５
－

６２ ． ６

ｄｏｍ ａｉｎｓ

ａ ： 按照文献 中所作的介绍 ［

２９
］

，
使用 ＭＥＧＡ６

［
５Ｃ）

４ｉ：件采用 ｐ ａ ｉ
ｒｗ

ｉ
ｓｅ ｄｅｌ

ｅ ｔ ｉｏｎ 方法计算氨基酸 同

源性 ； ｂ ： 使 用的病毒序列 为ＮＣ
＿

００９ ０２ １
、
ＥＦ０６５ ５ １４ 、 ＥＦ０６５ ５ １ ５ 、 ＥＦ０６５ ５ １ ６ 、 ＨＭ２ １ １ ０９８ 、

ＨＭ２ １ １ ０９９ 、 ＨＭ２ １ １ １００ 、 ＨＭ２ １ １ １ ０ １
；
ｃ ： 使 用 的病毒序列 为 ＮＣ

＿

００４７ １ ８
；ｄ ： 使 用 的病毒序

列为ＤＱ０２２３ ０５ 、 ＤＱ ０８４ １ ９ ９ 、 ＤＱ０８４２ ００ 、 ＧＱ １
５３ ５３９ 、 ＧＱ １ ５３５４０ 、 ＧＱ １ ５３５４ １

、 ＧＱ １ ５３ ５４２ 、

ＧＱ １ ５ ３５４３ 、 ＧＱ １ ５３５ ４４ 、 ＧＱ １ ５３５４５ 、 ＧＱ １ ５３５４６ 、 ＧＱ １ ５３５ ４７ 、 ＧＱ １ ５３ ５４８
；ｅ ： 使 用的 病毒

序列 为ＮＣＪＭ ９８４３
；ｆ ： 使 用 的病毒序列 为 ＮＣ

＿

００９０ １ ９ 、 ＥＦ０ ６５５０６ 、 ＥＦ０６５５ ０７ 、 ＥＦ０６ ５５０８
；

ｇ
： 使用 的病毒序列 为ＮＣ

＿

００９０２０ 、 ＥＦ０６５５ １０ 、 ＥＦ０６ ５５ １ １ 、 ＥＦ０６５５ １ ２ 。

１ ．２ ．５ 进化分析

为了确定 Ｒ〇 －ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 在冠状病毒中 的进化位置 ， 以 ＲｄＲｐ 、 ｓ
ｐｉｋｅ

和 Ｎ 蛋 白序列为基础构建了系统进化树 。 鉴于 ｐ
ｌ Ｏ 基因是冠状病毒中 的

一

个
“

外

来”基因 ， 目 前除了本研宄中的 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ
， 在其他冠状病毒中没有发

现相关序列 。 然而 ， 序列分析表明 Ｒｏ－Ｂ ａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 的
ｐ

ｌ Ｏ 基因与禽类和蝙

蝠来源的正呼肠孤病毒的 ｐ
ｌ Ｏ 基因同源 。 因此 ， 我们从 Ｇｅｎｂａｎｋ 中提取所有能

够得到的 ｐ ｌ 〇 蛋 白序列并构建了进化树 。 从构建的 ＲｄＲｐ 、 Ｓｐｉｋｅ 和 Ｎ 蛋 白进化

树上来看 ，
Ｒｏ－Ｂａ ｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 、 Ｅｉ

－Ｂ ａｔＣｏＶＫｅｎｙａ 、 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＫｅｎ
ｙ
ａ和

Ｒｏ－Ｂａ ｔＣｏＶＨＫＵ９ 同属于 Ｂｅｔａ 冠状病毒属 中 Ｄ群成员 。相对于 Ｅ ｉ

－ＢａｔＣｏＶ Ｋｅｎｙａ

占据
一个独立的进化枝 （ ｃ ｌａｄｅ ） ， Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 、 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＫｅｎｙ

ａ和

Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＨＫＵ９ 会聚于另外一个进化枝上 ， 共有
一

个单一进化源祖先 。 同时 ，
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ＨＫＵ９ 相分离 ， 形成独立的谱系 （ ｌｉｎ ｅａ
ｇ
ｅ ） （ 图 １ ．２ ） 。 最后 ，
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－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １

最突 出 的
一

个特点是在基因组 ３

’

末端 ， Ｎ 基因的下游旁侧 ， 存在
一

个 ｐ
ｌ Ｏ基因 。

系统进化分析表明 ，

ｐ
ｌ Ｏ 与蝙蝠来源的正呼肠孤病毒同源蛋白更为接近 ， 而不是

禽类来源的正呼肠孤病毒同源基因 ， 这
一

结果与我们发现 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １

的宿主是一致的 （ 图 １ ．３ ） 。
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１ ． ２ ．６ 呼肠孤病毒 ｐ
ｌ Ｏ 基因重组到 Ｒｏ

－Ｂ ａ ｔＣｏＶＧＣＣＤＣ ｌ 基因组中的证据

如前所述 ， 冠状病毒是无节段的 、 单股正链 ＲＮＡ 病毒 ， 而呼肠孤病毒是有

节段双股 ＲＮＡ 病毒 ［ ｜ ］

。 正呼肠孤病毒相关基因插入到冠状病毒的基因组中 ， 这

一现象在 自然界 中非常罕见 。 任何关于是否存在 ＤＮＡ 聚合酶错误扩增或 ＮＧＳ

数据不精确拼接的怀疑都是合理和谨慎的 。 因此 ， 我们进
一

步仔细审查 了ＮＧ Ｓ

原始数据 ， 将那些在序列上游覆盖 Ｎ 基因和 Ｐ
１ ０ 基因连接处 ， 下游覆盖 ｐ ｌ 〇 基

因和 ＮＳ７ａ 基因连接处的所有读长 （ Ｒｅ ａｄｓ ） 都提取出来 ， 并 ｍ ａｐｐ ｉ ｎｇ 到全基因

组中 （ 图 １ ．４ ） 。
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图 １
．
４
ｐ

ｌ Ｏ 基 因 旁侧序 列连续性与完整性 。 从 ＮＧ Ｓ 原 始数据 中 ， 将所有 与 ｐ
ｌ Ｏ 序 列相 关的

Ｒｅａｄｓ 提取 出 来 ， 然后 ｍａｐ 到全 基 因 组 中 ，
可 以 清晰地看 到在 ｐ ｌ Ｏ 上有

，
有
一

系 列 Ｒｅ ａｄ ｓ 復

盖 Ｎ 基 因和 ｐ
ｌ Ｏ 基 因 的连接处

； 同 样 ，
在 ｐ

ｌ Ｏ 基 因 的下游 ，
可 以看 到 一 系 列 Ｒ ｅ ａｄｓ 覆盖 ｐ

ｌ Ｏ

基 因和 ＮＳ ７ａ 的连接处 。 说明 ｐ
ｌＯ 基 因是基 因组 中 的插入基因 。

同时 ， 我们设计了两对特异性引物 以确认 ｐ
ｌ 〇基因上下游序列的完整性和连

续性 。 琼脂糖凝胶电泳结果显示 ＰＣＲ 产物是完整的片段 ， 与预期的长度相符 。

扩展产物随后克隆到 Ｐ
ＭＤ １ ８

－Ｔ 载体中 ， 并对重组质粒进行测序 。 序列分析结果

表明 ， 这些测得 的序列与 ＮＧＳ 数据及之前确认试验中 ｓａ ｎｇｅ ｒ 测序的结果
一

致 。

如测序峰图 中显示 ， 测得的序列连续地从 Ｎ 基因延伸 、 基因 间隔序列 、 整个 ｐ
ｌ Ｏ

基因 、 然后跨过基因 间隔序列和 ＴＲＳ ， 最后进入 Ｎ Ｓ７ａ 基因 （ 图 １ ．５ａ ） 。 同时 ，

如果图 １ ． ５ｂ 中显示的 ， ｐ ｌ Ｏ 的 ＴＲＳ 位于 Ｎ 基因 的编码序列 中 ， 核心序列为 ５
’

－

ＡＣＡＡＡＣ
－３

’

， 其中
一

个碱基与很多冠状病毒的 ＴＲＳ 共有核心序列存在
一

个核苷

酸的差异 。
ｐ

ｌ 〇 基因 的 ＴＲＳ 与起始密码子之间 的 间 隔序列为 ９７ 个氨基酸 ，
比先

导 ＴＲＳ 和 Ｏ ＲＦ ｌ ａｂ 之间的 间隔序列短 ， 但是 比其他所有基因之前的间 隔序列要

长 。 序列分析进
一

步表明 Ｎ 基因下游基因 的 ＴＲＳ 所在的位置存在
一

定 的差异 （ 图
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图 １
．
５ 重组 的 ｐ

ｌ Ｏ 基因 及其 ＴＲＳ 鉴 定 。 ａ）
“

外来
”

ｐ ｌ Ｏ 基因 的确认 。 获得的序列 涵盖 了 上游

Ｎ 基 因和 ｐ ｌ Ｏ 基因 之间 的连接点
，
下游 ｐ ｌ Ｏ 基 因和 ＮＳ７ ａ 基 因之间 的连接点

，
直接以测序峰

图 显示 。 Ｎ 基 因和 ｐ
ｌ Ｏ 基 因之 间的 间 隔序 列长 度 以数字表示 ； 基 因 间 隔序 列 中

，

ＮＳ ７ａ 基 因

的 ＴＲＳ 以 红 色箭 头标记。 ｂ
） ｐ ｌＯ 基 因 的 ＴＲＳ 鉴定 。 Ｎ 基 因编码序 列 中 ｐ ｌ Ｏ 基 因 的 ＴＲＳ 序列

直接 以測 序峰 图标示 。 ｐ ｌ Ｏ 基 因起始 密码子 与 ＴＲ Ｓ 之 间的距 离 以数字表示 。 Ｎ 基 因 及其下

游基 因之 间的 间 隔序列
，

以数字表 示 。 Ｎ 基 因 的下游基 因 的 ＴＲＳ 以红 色箭 头标示 。
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图 １
．
６ 各病毒基 因 组 中 Ｎ 基因 下游基因 间 隔序列 的长度及下游基 因 ＴＲＳ 的位置 。 Ｎ 表示 为

ｎｕｃ ｌ ｅｏｃａｐｓ
ｉｄ基因

，

ＴＲＳ为 转录调节序列 （ ｔｒａｎ ｓｃｒｉｐ
ｔ ｉ ｏｎｒｅｇｕｌ ａ ｔｏｒｙ

ｓｅｑｕｅｎｃ ｅ ）
，

Ｎ
和ＴＲＳ之 间

的数字 为 间 隔序列 的长度 。

值得注意的是 ， Ｒｏ －Ｂ ａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 的 Ｎ 基因 ３
’末端是截短的 （ 图 １ ．７ ） 。

“
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来
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ｐ
ｌ Ｏ 基因的插入破坏 了Ｎ 基因的开放阅读框 ， 导致在 ３

’

末端截短 了８ 个氨基

酸 ， 同时在邻近区域缺失两个氨基酸 。
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图 １ ．
７ Ｎ 基 因 Ｃ 末端核苷酸和 氨基酸序列 比对 。 结 果可 见 Ｒｏ －Ｂａ ｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ 的 Ｎ 基 因 ３

’

末端是截短的 。

１
．
２

．７Ｒ ｏ
－Ｂａ ｔＣ ｏＶＧＣＣＤＣ １亚基因组结构

在冠状病毒的复制周期中 ， 有
一

个重要特点是形成巢式亚基因组 ｍＲＮＡｓ 。

以前的研究证明亚基因组 ｍＲＮＡ 的合成通过模板转换和不连续延伸的机制来进

行 ， 而这
一

机制依赖于先导 ＴＲ Ｓ 和 内部 ＴＲＳ 之间 、 以及 ＴＲＳ 旁侧序列之间 的
一

定程度的同源性 ［
７

］

。 本研究 中 ， 我们已经将 Ｒｏ
－Ｂ ａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 的先导 ＴＲＳ 和

内 部 ＴＲＳ 在基因组中 的位置标示出来 （ 图 １ ．８ａ ） 。
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ｍＲＮＡＪ ｕｎｃ ｔ ｉｏ ｎ

图 １ ． ８Ｒｏ
－Ｂ ａ ｔＣｏＶＧＣＣＤＣｌ 亚基因 组结构 。 ａ

）
Ｒｏ － Ｂ ａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ ｌ 基 因 组 图示 。

基 因 组以

黑 色 线 条表 示 。 ＯＲＦ ｓ 、
５

’

－ＵＴＲ 和 ３

’

－ＵＴＲ 分别 以黄 色和灰 白 色箭头 表示 。 Ｌｅ ａｄｅｒ ＴＲＳ 和各

基 因 ＴＲＳ 以红 色小三 角 标示 。 Ｌｅａｄ ｅｒ ＴＲＳ 和各基 因 ＴＲＳ 在基 因 组 中 的 位置分别 以蓝 色和红

色箭 头标示 。 ｂ
）
可能的转 录的 亚基 因组 ｍＲＮＡ 结构 。 亚基 因组 以 黑 色 长方形 表示 ，

前 导序

列
＿

以蓝 色 方盒表示 。 正 向和反向 引 物 的位置 分别 以 Ｆ 和 Ｒ 标示 。 在每个亚 基 因 组 ｍＲＮＡ 前

有两 个数字 。 斜线右侧的 黑 色数字表示 用这对 引物理论上能扩增得 到 的 片 段数
，

而 斜线 左侧

的红 色数字 表示在这个试验 中 实 际得到 的 片 段数
，

对应 于琼脂糖凝胶上每个泳道上的红 色箭

头标示的 条带数 。 ｃ
）
亚基 因组 ｍＲＮＡ ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶 电泳 。 每条泳道 中 最 下面 一 条 以

４２





蝙螭宿主中新病毒发现及蝙蝠冠状病毒 ＨＫＵ９ 受体的探索


红色箭头标示 的条带 为每个亚基 因 组 ｍＲＮＡ 特异扩增的 条 带 。 其他标示 出 来的条带 为 图

５ ． ３ｂ 中 这条亚基 因组 ｍＲＮＡ 之上的亚基 因 组 ｍＲＮＡ 扩增产 物 。 ｄ
）
检测得到 的亚基 因 组

ｍＲＮＡ 中 ｍＲＮＡ 的连接处信息 。 ＴＲＳ ｓ 和融合位点 以黑 色方框 突 出标示 。 ｐ ｌ Ｏ 基 因 ＴＲＳ 与

其他 ＴＲＳ 之 间 的偏差 以黄 色方块突 出 。 图 中对前导序列和 ＣＤＳ 分别进行 了标示 。 基 因 间 隔

序列直接以数值表示 。

自 然界中 ， 动物宿主的呼吸道或消化道 内容物中可能存在大量所谓的
“

过路

病毒 （
ｐ
ａｓｓｅｎ

ｇ
ｅ ｒ ｖｉｒｕｓ ）

”

或
“

旁观者病毒 （ ｂｙｓ
ｔａｎｄｅｒ ｖｉｒｕ ｓ ）

”

。 在这些样本 中 ， 尤

其是在 胃肠道样本中发现某些病毒的核酸片段 ， 并不代表样本采集的动物是这些

病毒的储存宿主 （ ｒｅｓｅｒｖｏｉ ｒ ） 。 相反 ， 这些片段很可能来 自于动物摄入但是没有消

化完全的食物 。 从 目 前的知识看 ， 尚未有直接证据表明冠状病毒能否作为过路病

毒或旁观者病毒而存在 。 然而 ， 从相反的角度来看 ， 如果能从样本中检测到亚基

因组 ｍＲＮＡ ， 很显然这将是冠状病毒在宿主中复制的强有力证据 。 因此 ， 我们

根据ＴＲＳ和Ｒｏ
－ＢａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ的转录机制 ， 描绘了Ｒｏ

－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １的９

个亚基因组 ， 包括 Ｓ 、 ＮＳ ３ 、 Ｅ 、 Ｍ 、 Ｎ 、
ｐ

ｌ Ｏ 、 ＮＳ ７ａ 、 ＮＳ７ｂ 和 ＮＳ７ｃ
， 每个亚基

因组 ５
’端包含

一

个共有的先导序列 （ 图 １．８ｂ ） 。 同时 ， 设计了
一套引物 以探宄肛

拭子样本中这些亚基因组 ｍＲＮＡ 可能存在的情况 。 上游引物设计在共有先导序

列上 ， 而下游 引物设计在各 自 的基因上或位于基因的下游 （图 １ ．８ ｂ ） 。 将扩增得

到的 ＰＣＲ 产物进行琼脂糖凝胶电泳 ， 如图所示 ， 最下面以红色箭头标记的条带

为特异性针对每个亚基因组 ｍＲＮＡ
， 并且与期望长度相符 。 而其他额外扩增的

条带同样与理论上相兼容 。 如同 Ｅ基因泳道 中显示的
一

样 ，
上面的条带表示 ＮＳ ３

亚基因组在这个 ＰＣＲ 反应中同时被扩増了 出来 。 Ｓ 亚基因组的扩增情形有些复

杂 。 因为整个 ＯＲＦ ｌａｂ 片段太长 （ ２ １ ４４９ｂｐ
）

， 受这个试验中使用 的 ＤＮＡ 聚合酶

扩增效率的限制 ， 使用针对先导序列和 Ｓ 基因的引物 ，
ＯＲＦ ｌ ａｂ 亚基因组的扩增

不可能成功 。 每个泳道上最下面的条带经克隆后测序 ， 而其他条带纯化之后直接

测序 。 由于 ＮＳ７ｃ 亚基因组的特异性扩增产物没有成功克隆到载体中 ， 因此第
一

轮 ＰＣＲ 产物作为巢式 ＰＣＲ第二轮反应的模板重新扩增 ， ＰＣＲ 产物如同图中所示 ，

确认后克隆到载体中并进行测序 （ 图 １ ．８ｃ ） 。 测序结果表明样本中 的 Ｌ －ＴＲＳ 和

Ｂ－ＴＲＳ 的共有核心序列 、 先导序列和内部融合位点 （ ｆＵｓｉｏｎ ｓ ｉｔｅ ） ， 以及亚基因组

ｍＲＮＡ 的合成模式 ， 与理论预测及图 １ ．８ｂ 中所演示的完全相符 ， 尤其是 ｐ
ｌ Ｏ 基

因的 Ｂ －ＴＲＳ 及其亚基因组 （ 图 １ ．８ｄ和图 １ ．９ ） 。 因此 ， 样本中 ｐ ｌＯ 亚基因组的存

在证明 ｐ
ｌ Ｏ 基因是 Ｒｏ

－ＢａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ １ 基因组中的一个完整基因 。

４３
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图 １
．
９ 亚基 因 组测序 图 。 从 图 中 可 以看 出 各 亚基 因 中 的 ｆｉｉ ｓ ｉｏｎｓ ｉ ｔｅ 和 ＴＲ Ｓ 序 列 及位置 。 图 中

黑 色 圆点 表示 省略的序 列 。

１ ．２ ．８
ｐ

ｌ Ｏ 基因是
一

个功能基因

如同上面提到的
一

样 ， 正呼肠孤病毒是分节段的双股 ＲＮＡ 病毒 ， 基因组中

包含 １ ０ 个独立的片段 。 根据病毒感染时细胞能否形成合胞体 ， 正呼肠孤病毒可

以分为膜融合正呼肠孤病毒和非膜融合正呼肠孤病毒 ［
５ １

］

。 禽类和蝙蝠来源的正

呼肠孤病毒 ， ｂｒｏｏｍｅ 呼肠孤病毒 （ ｂｒｏｏｍｅ ｒｅｏｖ ｉｒｕｓ
，
Ｂ ｒｏＶ ） 、 爬行动物呼肠孤病

毒 （ ｒｅｐ
ｔ ｉ ｌ ｉａｎｒｅｏｖｉｒｕｓ ，

ＲＲＶ ） 、 树蜂呼肠孤病毒 （ ｂ ｕｓｈｖｉｐｅｒｒｅ ｏｖ ｉ ｒｕｓ ） 和狒拂呼肠

孤病毒 （ ｂａｂ ｏｏｎｏｒｔｈｏｒｅｏｖ
ｉ
ｒｕｓ ， ＢＲＶ ） 属于膜融合正呼肠孤病毒 ， 而哺乳动物呼

４４
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肠孤病毒 ， 包括新近发现的食虫蝠哺乳动物呼肠孤病毒 ， 猪呼肠孤病毒等属于非

膜融合正呼肠孤病毒 。 在禽类和蝙蝠来源的正呼肠孤病毒中 ， 合胞体的形成依赖

于 Ｓ １ 片段第
一

个 ＯＲＦ 编码的蛋白 ， 称为 ｐ ｌ Ｏ 。

以前的研宄证明 ， 来源于禽类和蝙蝠正呼肠孤病毒的 ｐ
ｌ Ｏ 蛋白 中 的氨基酸残

基可分为绝对保守 、 高度保守 、 中度保守和不保守氨基酸 ［ ５２ ］

。 前面的序列分析

表明 Ｒｏ
－Ｂ ａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ 的 ｐ ｌ Ｏ 基因是

一

个正呼肠孤病毒相关基因 。 然而 ， 蛋

白序列比对显示 ， 与禽类和蝙蝠来源的正呼肠孤病毒的 ｐ
ｌ Ｏ 蛋 白 比较 ， Ｒｏ －Ｂａ ｔＣｏＶ

ＧＣＣＤＣ １ 的 ｐ ｌ Ｏ 蛋 白 中 ， 即使重要氨基酸和基序的主要部分仍然保留 ， 在 ２８ 个

所谓的绝对保守的氨基酸中 ， 有 ８ 个氨基酸存在差异 （ 包括 ２ 个氨基酸的缺失 ） 。

其他次要的氨基酸未予考虑 （ 图 １
．
１ ０

） 。 鉴于此 ， 有必要研究 Ｒｏ－Ｂ ａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １

的 ｐ ｌ 〇 基因是否与禽类和蝙蝠正呼肠孤病毒的同源基因
一样发挥相 同 的作用 。 将

Ｒ ｏ
－Ｂ ａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 的 ｐ

ｌ Ｏ 基因克隆到 ｐＣＡＧＧＳ 载体 （ 图 １
． １ １ａ ） 并将重组质

粒转染到 ＢＨＫ －

２ １ 细胞后 ， Ｗｒｉｇｈｔ
－Ｇ ｉｅｍｓａ 和免疫荧光染色可以观察到细胞合胞

体形成 ［
５ ３

］

（ 图 １ ． １ １ｂ ） 。 因此 ， 结果表明保守氨基酸的改变不影响 Ｒｏ－Ｂ ａｔＣｏＶ

ＧＣＣＤＣ １ 的
ｐ

ｌ Ｏ基因合胞体形成能力 （ 图 １ ．
１ １ｂ ） 。 同时 ， 试验结果表明 ｐ ｌ Ｏ 基

因 中绝对保守氨基酸的保守性并不绝对。
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中 国疾病预防控制 中心病毒病预防控制所博士论文


图 １ ． １ ０ 不 同 宿主病毒来源 的 ｐ ｉ ｏ 蛋 白 氨基酸序列 比对 。 胞外结构域 （ ｅｃ ｔｏｄｏｍａｉｎ ） 中 的基

序 ： ＨＰ ： 疏水块 （ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｐａｔｃｈ ） ；ＣＭ ： 保守基序 （ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｍｏｔｉｆ） ；
胞 内结构域

（ ｅｎｄ ｏｄｏｍ ａｉｎ ） ：
ＰＢ

： 多 聚碱性 氨基酸 （ ｐｏ ｌｙｂ ａｓ ｉ ｃ ）
；
中 间 的跨膜结构域 （ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｄ ｏｍａｉ ｎ ）

分 别 以黄 色 方块标示。 ４ 个保 守的半胱 氛酸残基都 已标示 出 来 。 胞外结构域 中 的 两个半胱氨

酸形 成分子 内 二硫键 。 Ｒｏ
－Ｂ ａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ 病毒 ｐ ｌ Ｏ 蛋 白 中 与呼肠孤病毒 ｐ ｌ Ｏ 蛋 白 中绝对

保守 氨基酸不 同 的 氨基酸
，

以红 色星号标示 。

不同来源的基因组 ， 包括人类 、 动物 、 细菌和病毒 ， 整合有某些假基因或沉

默基因 ［
５４

］

。 换而言之 ， 这些基因在生命周期 中可能不被转录或翻译 。 前面 的试

验结果证明 ｐ
ｌ 〇 基因在 Ｒｏ－Ｂ ａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ 的复制周 期中 ， 能从基因组中转录 ，

检测到的 ｐ
ｌ 〇 亚基因组是 明显 的信号 。 然而 ， 由 于病毒分离暂时不成功 ， 目前 尚

无有效措施去判断 ｐ ｌ 〇 基因能否表达 。 因此 ， 我们人工构建了 一个质粒 ， 重组质

粒转染细胞后转录出 的 ｍＲＮＡ 与 Ｒｏ － ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 感染的宿主细胞中 的 ｐ
ｌ Ｏ

亚基因组 ｍＲＮＡ
—

致 （ 图 １
．
１ １ｃ ） 。 当将质粒转染到 ＢＨＫ－ ２ １ 细胞中后 ， 使用

Ｗｒｉ ｇｈ
ｔ
－Ｇ ｉ

ｅｍ ｓａ 和免疫焚光染色 ， 再
一

次观察到合胞体形成 （ 图 ｌ ． ｌ ｌ ｄ ） 。 因此 ，

间接证据表明 ｐ
ｌ Ｏ基因是 Ｒｏ

－Ｂ ａｔＣｏＶ ＧＣＣＤ Ｃ １ 复制周期中 的功能基因 。
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图 １ ． １ １Ｒｏ－Ｂａ ｔＣ ｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌｐ ｌ Ｏ 基因合胞体形成和功 能分析 。 ａ

）
以

ｐＣＡＧＧＳ 载体 为 基础

的 ｐ ｌ Ｏ 基因 瞬时表达质粒的构 建 。 ｂ） ｐ
ｌ ０ 瞬 时表 达和合胞体形 成 。 上 ：

ＢＨＫ－２ １ 细胞 中转染

了Ｐｕ ｌａｕ 病毒 ｐ
ｌ Ｏ 基 因 重组质粒 、 Ｒｏ－Ｂ ａ ｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ｐ ｌ Ｏ 基 因重 组质粒和空 ｐＣＡＧＧＳ 载

体后
，

以 Ｗｒ
ｉｇｈｔ

－Ｇ
ｉ
ｅｍｓ ａ 染 色观察合胞体的形成 ； 下 ： ＢＨＫ－ ２ １ 细胞以上述 同 样的 方 法转 染 了

质 粒后 ， 间 接免疫荧光观察合胞体的形 成 。 ｃ ） ｐ ｌ ０ 基 因 亚基 因组构建 。 推测的 ｐ
ｌ Ｏ 亚基 因组

构建 到 ｐｃＤＮＡ ３ ．０ 衍生载体 中 ，
重组 质粒转染 到 细胞 中 后 ，

能够转录 出 ｐ ｌ Ｏ 亚基 因 组 ｍＲＮＡ 。

ｄ
）
重 组 ｐ ｌ Ｏ亚基 因 组质粒转染 、ｐ ｌ Ｏ 基 因表 达和合胞体形成 。 上 ： ＢＨＫ－ ２ １ 细胞 中转染 了

Ｐｕ ｌａｕ

病毒 ｐ
ｌ Ｏ 基 因 重组质粒 、

Ｒｏ －Ｂａｔ ＣｏＶ ＧＣＣＤＣ １

ｐ
ｌ Ｏ 亚 基 因 组 重组质 粒和空 ｐ ｃＤＮＡ ３ ． ０ 载体后

，

４６
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以 Ｗ ｒ ｉｇｈｔ
－Ｇ ｉｅｍｓａ 染 色观察合胞体的形成 ； 下 ：

ＢＨＫ－２ １ 细胞 以上述同样 的方 法转 染 了 质粒

后
， 间接 免疫焚光观察合胞体的 形成 。 （Ｗｒ ｉｇｈｔ

－Ｇ ｉｅｍ ｓａ 染 色 ： 染 色 的单 层 细胞以 Ｏ ｌｙｍｐｕｓ

ＩＸ５ １ ＦＬ＋ＤＰ７ ０ 显微镜观察和进行 图 片 拍摄 ，
放大倍数 为 １ ０〇 ｘ

，

比例尺 为 ２ ０〇
ｎ
ｍ

；
间接免疫

荧光染 色 ： 染 色的单层细胞以 Ｎ
ｉｋｏｎＤ ＩＡＰＨＯＴ－ＴＭＤ 显微镜观察和进行 图 片 拍摄

，
放 大倍数

为 ２ ０〇ｘ
，

比例 尺 为 ５〇 ｎｍ ） 。

同时 ， 值得注意的是 ， 以 Ｒ〇
－Ｂ ａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ｐ ｌ Ｏ 蛋 白的抗体对转染 了

Ｐｕｌａｕ ｖ ｉｒｕｓ ｐ
ｌ Ｏ 基因的 ＢＨＫ－

２ １ 细胞进行染色 ， 能观察到形成的合胞体 ， 结果表

明针对 Ｒｏ－Ｂ ａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ

ｐ
ｌ Ｏ 蛋白 的抗体与 Ｐｕ ｌａｕｖｉ ｒｕｓ

ｐ ｌ Ｏ 蛋 白有交叉反应 。

序列分析和抗原性预测结果表明 ， 两种来源的 ｐ ｌ 〇 蛋 白存在相似的抗原表位 （ 图

１ ． １ ２ ） 。 因此 ， 抗体染色和 合胞体形成进
一步证明 Ｒ ｏ －Ｂ ａｔＣ ｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ 的 ｐ ｌ Ｏ 基

因来源于
一

株古老的正呼肠孤病毒 。
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图 丨
．
１ ２Ｒｏ－Ｂ ａ ｔＣ ｏＶＧＣＣＤＣ ｌ 与 Ｐｕｌ ａ ｕｖ ｉ ｒｕｓｐ ｌ Ｏ 基 因 序列 比对及抗原 性分析 。 胞外 结构域

（ｅｃ ｔｏｄｏｍａｉｎ ） 中的基序 ： ＨＰ ： 疏水块 （ｈｙｄｒｏｐ
ｈｏｂ ｉｃ

ｐａ
ｔｃｈ ）

；
ＣＭ ： 保守基序 （ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｍｏ ｔｉｆ） ；

胞 内 结 构 域 （ ｅｎｄｏｄｏｍａ ｉ
ｎ ） ：
ＰＢ

： 多 聚 碱 性 氦 基 酸 （ ｐｏ ｌ ｙｂａｓ ｉ
ｃ ）

；
中 间 的 跨 膜 结 构域

（ ｔ ｒａｎ ｓｍｅｍｂｒ ａｎｅｄｏｍａ ｉ ｎ ） 分别 以黄 色 方块标示 。 ４ 个保守 的半耽氦酸残基都 已标示 出 来 。

胞外结 构域 中 的两 个半胱 氨酸形 成分子 内 二硫鍵 。 各箭 头指 向的暗 红 色 方块 为 ｐ ｌ Ｏ 蛋 白 中 可

能的抗原 表位 。

由 于 Ｒｏ －Ｂ ａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 的 ｐ
ｉ ０ 蛋 白是在有囊膜病毒 中 的第

一

次报道 ， 我

们对 Ｒｏ －ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 病毒 ｐ ｌ Ｏ 蛋 白 中 的保守氨基酸进行 了突变 ， 以确定这

些氨基酸是否如 同 以前的报道中呼肠孤病毒 ｐ ｌ〇 蛋 白 中的相应氨基酸
一

样在细

胞与细胞融合及合胞体形成中 发挥重要作用 ［
４４

，
４５

］

。 值得注意 的是 ， 所有这些 ｐ
ｌ Ｏ

４７
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蛋 白 的突变体 ， 在 ＢＨＫ －２ １ 细胞中均不能形成合胞体 （图 １ ． １ ３ ） ， 这
一

结果与 以

前正 呼肠孤病毒 ｐ
ｌ Ｏ 蛋 白突变体试验 中观察 到的 现象相

一

致 。 结果表 明 ，

Ｒｏ
－ Ｂ ａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ 病毒的 ｐ ｌ Ｏ蛋 白在功能上与 ＦＡＳＴ 蛋 白

一

样依赖于传统上保

守的结构域 ［
４４ ， ４５

］
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图 １ ． １ ３Ｒｏ－Ｂ ａ ｔＣ ｏＶ Ｇ ＣＣＤＣ ｌ 病毒 ｐ ｌ Ｏ 蛋 白 的膜融合功能依赖 于传统的保守 氨基酸 。 ａ ）

ｐ ｌ Ｏ

蛋 白 组成 及 突 变体 。 替换 和 插 入 的 氨 基酸 分别 以 黄 色 和 绿 色 方 块标 示 。 胞 外 结 构 域

（ ｅｃ ｔｏｄｏｍａｉｎ ） 中 的基 序 ：
ＨＰ

：
疏水块 （ ｈｙ

ｄｒｏｐ
ｈｏｂ ｉ ｃ

ｐａ
ｔｃｈ ）

；
ＣＭ ： 保守基序 （ ｃｏｎｓｅ ｒｖ ｅｄｍ ｏ ｔ ｉ ｆ）

；

胞 内 结 构 域 （ ｅｎｄｏ ｄｏｍａ ｉｎ ） ：ＰＢ ： 多 聚 城性 氨 基 酸 （ ｐｏｌｙｂ ａｓ ｉ ｃ） ； 中 间 的 跨 膜 结 构 域

（ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎ ｅｄｏｍａ ｉ ｎ ） 分别 以黄 色 方块标示 。 ４ 个保守的半耽氛酸残基都 已标示 出 来 。

胞外 结 构域 中 的 两 个半胱氛酸形 成分子 内 二硫键 。 ｂ ） 瞬时表达及和合胞体形 成 。 ＢＨＫ －２ １

单层 细 胞分别 以 重 组 的野 生型 ｐ
ｌ Ｏ 基 因 、 ６ 个 不 同 的 突 变体和 ｐＣＡＧＧＳ 空 载体转 染 。

（Ｗｒ ｉ ｇｈ ｔ
－Ｇ

ｉ
ｅｍｓａ 染 色 ： 染 色的 单层细胞 以 Ｏｌｙｍｐｕｓ ＩＸ５ １ ＦＬ＋ＤＰ７０ 显微镜观察和进行 图 片 拍

摄
，
放 大倍数 为 １ ０〇 ｘ

，

比例 尺 为 ２０〇
ｎｍ ）

１ ．３ 讨论

以前发现的冠状病毒只 引 起人类温和的呼吸道疾病 ， 因此在公共卫生中通常

受到忽视。 ２００２ 年 ＳＡＲ Ｓ－Ｃ ｏＶ
［

１ ５－ １ ８
］

和 ２０ １ ２ 年 ＭＥＲＳ
－ＣｏＶ

［
２ ３ ＿ ２５

］的爆发 ， 引起研宄

人员对冠状病毒生物多样性 、 自然宿主和潜在致病性的研宂 的极大兴趣 。 因此 ，

越来越多的冠状病毒从人类和各种各样的动物中鉴定或分离 出来 ， 尤其是在蝙蝠

群体中 。 本研究中 ， 我们从棕果蝠中鉴定到
一

株冠状病毒 ， 这株病毒属于 Ｂ ｅｔａ

冠状病毒 Ｄ 群成员 ， 基因组组成和结构上与 Ｒ〇 － ＢａｔＣ〇Ｖ ＨＫＵ９ 相似 。 根据国际

４８
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病毒分类委员会的标准 ［

１

］
， Ｒｏ－Ｂ ａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ 很明 显是一种新型冠状病毒 。 系

统进化分析进
一

步证明 Ｒｏ－Ｂａ ｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 有别于 Ｒｏ－Ｂ ａｔＣｏＶＨＫＵ９ 和其他相

关的冠状病毒 。 然而 ， Ｒ〇－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 最突 出的特点是在基因组的 ３

’

末端

编码
一

个 Ｐ １ ０ 蛋 白 ， 这个 ｐ
ｌ Ｏ 蛋 白从各个方面来看是从正呼肠孤病毒获得的

一

个

功能 。

重组是冠状病毒进化和多样性的
一个重要策略 。 在冠状病毒 ＲＮＡ 复制 中 ，

同源重组事件频繁发生 ［

５５
，

５６
］
。 然而 ， 目 前记录在案 的异源重组方面值得注意的

实例 ， 仅存在于带有 ＨＥ 基因的 Ｂ ｅｔａ 冠状病毒 Ａ 群成员 中 ｔ
５４

，
５＇ＨＥ 基因序列和

进化分析表明 ， 这些冠状病毒可能是
一个古老的冠状病毒与 Ｃ 型流感病毒在混

合感染时 ＲＮＡ 重组的结果 （ Ｃ 型流感是
一

种基因组分节段的负链 ＲＮＡ 病毒 ） 。

另有观点认为冠状病毒的 ＨＥ 基因可能是从宿主 ＲＮＡ 中捕捉到的 。 已经报道

的其他罕见的跨科之间的重组 ， 包括鸡传染性贫血病毒 （ ｃｈｉｃｋｅｎｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓａｎ ｅｍ ｉａ

ｖｉｒｕｓ ， Ｃ ＩＡＶ ）
［

５９
］

， 袋狸乳头瘤癌病病毒１型 （ｂ ａｎｄｉｃｏｏｔ
ｐ

ａ
ｐ ｉｌｌｏｍａｔｏ ｓｉ ｓｃａｒｃｉｎｏｍａｔｏｓ ｉｓ

ｖｉｍｓ ｔ
ｙｐｅ

 １ ， ＢＰＣＶ １ ）［
６ Ｑ

］

， 以及马立克 氏病病毒 （Ｍａｒｅｋ
’

ｓｄ ｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ ，
ＭＤＶ ）

和禽痘病毒 （ ｆｏｗ ｌ
ｐ
ｏｘｖｉｒｕｓ

，ＦＰＶ ） 与各种禽反转录病毒之间的重组病毒 。 本研

宄中 ， 序列 、 系统进化和功能分析证明 Ｒｏ
－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 的 ｐ

ｌ Ｏ 基因来源于

一个古老的正呼肠孤病毒 。 Ｒｏ －ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 和正呼肠孤病毒的 ｐ ｌ Ｏ 基因之

间的分歧 ， 可能是随着各 自 的病毒独立进化轨迹的结果 。 鉴于此 ， 我们的研宄是

第
一

次观察到单股正链 ＲＮＡ 病毒和双股分节段的 ＲＮＡ 病毒之间的跨科重组 。

但是 目前 ， 尚未有关于重组发生的直接的明确证据 ， 因此从现有的重组机制上还

很难进行解释 。

膜融合和非膜融合正呼肠孤病毒之间最显 著的区别 ， 在于是否存在基因组的

Ｓ １ 片段编码的小蛋 白 ， 这个蛋 白称为膜相关小跨膜蛋白 （ ｆＵｓ ｉｏｎ
－

ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｓｍａｌ ｌ

ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐ

ｒｏｔｅ ｉｎ
，ＦＡＳＴ ） 。 如同 以前的综述文章中所描述的 ， ＦＡＳＴ 蛋 白是

唯
一

己知的非囊膜呼肠孤病毒融合蛋 白 ， 能够介导细胞－细胞 （而不是病毒－细胞

之间的膜融合 ）
， 并诱导合胞体形成［

５ １
］

。 值得注意的是 ， 合胞体形成能够提高病

毒在细胞之间的扩散 ［
６ １

］

。 因此 ，
ＦＡＳＴ 蛋 白是膜融合正呼肠孤病毒的毒力因子 。

目 前 ， 整个 ＦＡＳＴ 家族有 ６ 个成员 ， 包括禽类和蝙蝠来源的正呼肠孤病毒编码的

ｐ
ｌ 〇 蛋白 ， 布鲁姆病毒 （ｂｒｏｏｍｅｖｉｒｕｓ ） 、 爬行动物呼肠孤病毒 （ ｒｅ

ｐ ｔｉｌ ｉａｎ ｒｅｏｖｉｒｕｓ ）

４９
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和 树蜂呼 肠 孤病 毒 （ ｂｕｓｈｖｉ
ｐ
ｅｒｒｅｏｖｉｒｕｓ ） 、 沸沸 正 呼 肠孤 病 毒 （ ｂａｂｏｏｎ

ｏｒｔｈｏｒｅｏｖｉｒａｓ ） 分 别编码 的 ｐ
ｌ ３ 、 ｐ ｌ ４ 和 ｐ ｌ ５ 蛋 白 ， 以及水生 呼肠 孤病 毒

（ ａ
ｑ
ｕａｒｅｏｖｉｒｕｓｅ ｓ ） 编码的 ｐ

ｌ ６ 和 ｐ２２ 蛋 白 。 有趣的是 ， 本研究 中 ， 我们从新鉴定

到 的有囊膜的冠状病毒 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 基 因组中发现了
一

个特别 的 ｐ ｌ Ｏ 基

因 。 据我们所知 ， 这是第
一次发现有囊膜病毒编码 ＦＡＳＴ 蛋 白 ， 可 以暂时将之定

义为 ＦＡＳＴ 家族中 的第七个成员 。

通常 ， 重组病毒会从病毒居群 （
ｐ
ｏ
ｐ
ｕｌ ａｔｉｏｎ ） 中丢失 ， 除非获得的遗传性状

能提高病毒的复制能力或在某些微环境中 的适应性 ［
５ ８

］

。 与非膜融合正呼肠孤病

毒比较 （如哺乳动物正呼肠孤病毒 ）
， 以前报道膜融合正呼肠孤病毒感染人时 ，

能够 引 起严重肺炎Ｎ
－

６４
１

， 进
一

步暗示 ｐ
ｌ 〇 是

一

个重要的致病因子 。 遗憾的是 ， 本

研究中从细胞培养上未能成功分离 Ｒｏ－Ｂａ ｔＣｏＶＧ ＣＣＤＣ １ 病毒 。 因此 ， 很难确定

ｐ
ｌ Ｏ 基因在 Ｒｏ －Ｂ ａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 生活周期中 的作用 。 但是 ， 细胞水平上的功能

分析表明 ， 冠状病毒 ｐ
ｌ 〇 基 因与那些正呼肠孤病毒

一

样 ， 可以在转染的细胞 中诱

导合胞体形成 ， 因此可能对病毒在细胞与细胞之间的扩散有利 。 故此 ， 我们能够

假设 ｐ
ｌ Ｏ 蛋白能够提高 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 的传播潜力 。 然而 ， 毒力是一个双

刃剑 。 如果
一

个毒力过强的病原将其所侵染的宿主全部杀死 ， 对病毒居群本身的

存续反而是不利的 。 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 通过获得 ｐ
ｌ Ｏ 基因的增强 了 自 身的毒

力 ， 因此可以推测 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 中具有
一

个必不可少的有效的措施以 降

低病毒的复制能力 ， 这从复制酶聚蛋 白 （ 冠状病毒的
一

个多功能蛋 白 ） 的 自 身蛋

白酶剪切上可 以得到
一

些提示 。在 Ｒｏ－Ｂ ａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ １ＯＲＦ １
ａｂ 编码的复制酶蛋

白序列中 ，
Ｎ ＳＰ９／ＮＳＰ １ ０ 和 ＮＳＰ １ ０／ＮＳＰ １ ２ 两个 ３ＣＬ

ｐ
ｒｏ 剪切位点的 Ｐ １ 位置 ， 从

常规的 Ｑ 突变成了Ｈ ，不可避免地损害 了蛋 白裂解效率和 ＮＳＰ９ 、Ｎ ＳＰ １ ０及 Ｎ ＳＰ １ ２

的释放。 由于 ＮＳＰ １ ２ 是一种典型的 ＲＮＡ 聚合酶和复制转录复合物 （ＲＴＣ ） 的核

心
， 而 ＮＳＰ １ ０通常起到分子开关的作用 ， 与其他多种 ＮＳＰ 蛋 白相互作用形成复

合物 ， 因此通过降低这些关键原件的剪切和释放 ， Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 的复制

能力可能会受到抑制 。 当然 ， 因为从样本中未能分离到病毒 ， 目前还没有直接的

证据 。 但是 ， 有趣的是 ， 在 ＨＣｏＶ ＨＫＵ ｌ 和 ＨＣｏＶ ＮＬ６３ 的复制酶聚蛋 白 中的 ，

ＮＳＰ １ ３ ／ＮＳＰ １４ 剪切位点上可以观察到相似的情形 。 为 了证实上述假设 ， 下
一

步

研究的重点应当放在病毒分离 、 感染性克隆的构建 、 ｐ ｌ 〇 基因的敲除和 ／或剪切位

５０
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点 回 复突变后对 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶ ＧＣＣＤＣ ｌ 的毒力和致病性的影响上 。

系统进化上不 同的 病毒种类或毒株 ， 可 以在某些蝙蝠群体 中共 同 流行

（ ｃｏ－ｃｉｒｃｕ ｌａｔｉｎｇ ）
［ ６５

＿

６８ ］

。 当不同的病毒在单
一

宿主的同
一

组织或细胞中感染时 ，

共感染 （ ｃｏ
－

ｉｎｆｅｃｔ ｉｏｎ ） 使得病毒重组 （ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ） 成为可能 。 在这项研宄 中 ，

虽然 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 病毒分离失败 ， 但是我们从 ５ 份直肠样本 （样本号为

５４ 、 ３２２ 、 ３ ５６ 、 ３ ７５ 和 ４００ ） 中成功地分离到
一

株正呼肠孤病毒变异株 。 之前的

试验 中 ， 己经确认所有这些样本为 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 阳性 ， 并且 已经对

Ｒｏ －Ｂ ａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １ 冠状病毒特异性的 ｐ
ｌ Ｏ 基因进行鉴定和测序 。 对这些样本

中的正呼肠孤病毒 ｐ ｌＯ 基因 ， 随之进行了扩增 以直接测序 。 序列分析表明 ， 这两

种病毒虽然在同一个宿主中共感染 ， 但是它们各 自携带的 ｐ ｌ Ｏ 基因存在差异 ， 进

一

步暗示 ｐ ｌ Ｏ 基因是随着各 自 的病毒在独立的轨迹上进化 。 此外 ， 以前有研宄报

道表明 ２００３ 年 ＳＡＲＳ 爆发时 ， 从同
一

个病人中分离到哺乳动物正呼肠孤病毒 （ 非

膜融合 正呼肠孤病毒 ）
网

。 冠状病毒和呼肠孤病毒共感染现象 ， Ｒｏ －ＢａｔＣｏＶ

ＧＣＣＤＣ １ 重组病毒的发现 ， 引起了对远古 （ ？ ） 重组事件发生的兴趣 。 将来的研

宄应当放在共感染试验上 ， 在某些蝙蝠细胞系上使用
一

株与 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＧＣＣＤＣ １

或 Ｒｏ－ＢａｔＣｏＶＨＫＵ９ 类似的冠状病毒及本研究中分离到的正呼肠孤病毒进行重

组试验 。 重组事件的重现将为揭示冠状病毒异源重组的微妙机制提供机会 。

５ １
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第二章 蝙蝠冠状病毒ＨＫＵ９ｓｐｉｋｅ蛋白推测的受体结合结构域 ： Ｂｅｔａ

冠状病毒受体结合基序的进化

冠状病毒是一种大的有囊膜的正链 ＲＮＡ 病毒 ， 在 自然界中广泛存在 ， 能够

引起鸟类 、 动物和人类感染 ［
１

］
。 分类学上 ， 这些病毒隶属于尼多病毒 目冠状病毒

科 ［
１

， 弋 自 ２０ 世纪 ３０ 年代从鸡体 内分离到第一种冠状病毒——传染性支气管炎

病毒 ［
７Ｑ

］

， 目 前可 以将冠状病毒已经分为 ４ 个属 ， 即 Ａ ｌｐｈ
ａ 、 Ｂｅｔａ 、 Ｇａｍｍａ［

２
］和 Ｄｅｌｔａ

冠状病毒属 ［
４

， ５ ］

。 在这些冠状病毒 中 ， Ｂｅ ｔａ 冠状病毒 由于其致病能力和跨物种传

播的潜力尤为突 出 ， 多次造成全球范围内人类感染的大流行 ［
１ ９ ， ７ １ ］

， 并且在许多

种类的蝙蝠中广泛存在和传播 ［
５ ， ２６

，
７２

，
７３

］

， 因此医学和公共卫生界对这类病毒极其

关注 。 ２００２
？

２００３ 年 ，

一种代表性的 Ｂｅｔａ 冠状病毒——ＳＡＲＳ 冠状病毒 ， 首先

在中 国出现并迅速向其他国家蔓延 ［
１ ５ ＿

１ ８
］

， 至少造成 ８０００ 人感染和 ８００ 人死亡 ［
１
９

］

。

２０ １ ２ 年 ， 另
一种 Ｂ ｅｔａ 冠状病毒——ＭＥＲＳ 冠状病毒 ［

２３增先在沙特阿拉伯 出现 ［

２４ ，

２５
］

。 尽管全球范围 内努力控制 ＭＥＲＳ 冠状病毒的传播 ， 该病毒仍然在中东 、 欧

洲 、 北美和亚洲等多个国家扩散 。 目 前至少造成 ９４ １ 例感染和 ３４７ 例死亡 〖
７

１ ］

。

同时 ， ２００６ 年香港大学袁国勇及其同事在
一

个呼吸道疾病的病人中鉴定出 一种

能够引起人类感染的冠状病毒 ： ＨＣ〇Ｖ ＨＫＵ ｌ
［
７４

］
。 这些意想不到的 因 Ｂｅｔａ 冠状病

毒所引起的疫情暴发给全球公共卫生带来严重威胁 ， 并导致巨大的社会经济学破

坏 。

系统进化上 ， Ｂｅｔａ 冠状病毒可进
一步划分为 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 和 Ｄ 共 ４ 个群 ［ １ ２

］

。

ＳＡＲＳ 冠状病毒是一种典型的 Ｂ 群成员 ， 而 ＭＥＲＳ 冠状病毒 归属于 （： 群 ［
７５

１

。 尽

管隶属于不 同的群 ， 这两种冠状病毒可能具有相似的跨物种传播路线 ： 从各 自 的

自然宿主跳跃到
一个适应性的 中间宿主 ， 最后感染人类 。 目前的证据很清楚地表

明 ＳＡＲＳ 冠状病毒来源于蝙蝠 ｔ
２２

，
７２

，

＇ 经在果子狸 中适应后 因与人类密切

接触而感染人类 。 同样 ， 有证据表明导致 ＭＥＲＳ 流行的中间宿主是骆驼 ［
３５ ， ７８

］

，

但是鉴于 ＭＥＲＳ 冠状病毒与其他许多蝙蝠来源的冠状病毒 （如 Ｂ ａｔＣｏＶ ＨＫＵ４ 、

ＨＫＵ５
［
２６， ２７

］和那些在中东 、 非洲 、 欧洲及亚洲分离鉴定到的病毒 ［
２ ８ ＿３３

］

） 在进化上

关系非常密切 ， 普遍认为当前 ＭＥＲＳ 的流行是 Ｂｅｔａ 冠状病毒中 另一个从蝙蝠到

人类的跨物种传播事件 。 值得注意的是 ， 最近两个独立 的研究报道 ，
Ｂ ａｔＣｏＶ

５３





中 国疾病预防控制中心病毒病预防控制所博士论文


ＨＫＵ４ 能够识别 ＭＥＲＳ冠状病毒的受体 ＣＤ２６
［
３ ６

］以作为其侵入细胞的功能性受体

［
３ ７

－ ３ ８

１ 表明 ＢａｔＣｏＶ ＨＫＵ４ 具备感染人类的潜在适应性 。 Ｂｅｔａ冠状病毒中持续发

生这些不可预知的跨越种间屏障的事件 ， 促使我们将重点集中在针对这个属 的其

他成员的研究上 ， 以揭示这类病毒与跨物种传播相关的特点 。

冠状病毒的 Ｓ
ｐ

ｉｋｅ（ Ｓ ） 蛋 白 ， 位于病毒粒子的囊膜表面 ， 功能上介导受体识

别和膜融合 ［
１
］

， 因此是决定病毒特定物种趋向性的关键因素 。 在大多数情况下 ，

冠状病毒的 Ｓ 蛋 白能够被剪切成 Ｓ １ 和 Ｓ２ 亚单位 ， 具有受体结合能力 的部分位

于 Ｓ １ 亚单位中 ［
１

］

。 Ｂ ｅｔａ 冠状病毒直接参与受体识别的受体结合结构域通常位于

Ｓ １ 蛋 白 的 Ｃ 末端 ， 如 ＳＡＲＳ 冠状病毒 ［
７９

］

、 ＭＥＲＳ 冠状病毒 ［８ （ ） ’ ８ １
］和 ＢａｔＣｏＶ ＨＫＵ４

等 ［
３火 在某些罕见情况下 ， 如 鼠肝炎病毒 ＭＨＶ 的 ＲＢＤ 经鉴定位于 Ｓ １ 的 Ｎ 端

部分 ［
８ ２

］
。 我们 以前的研宄证明 ＭＥＲＳ 冠状病毒的 ＲＢＤ 结构具有

一

定的特点 ， 是

一

个由 核心和外部亚结构域组成的相对独立的实体 ［
８（）

］

。 从拓扑结构上看 ， 外部

亚结构域是在核心亚结构域的两个折叠所形成的支架中插入的
一

个结构域 ， 表现

为一个扁平的 ４ 股折叠形成的 Ｐ 片层与 ＣＤ２６ 受体相互接触 在 ＳＡＲＳ 冠状病

毒 ＲＢＤ 中 ， 核心和外部亚结构域具有类似的拓扑排列 ， 形成结构上的功能单位

以识别受体 ［
７９

］

。 然而 ，
ＳＡＲＳ 冠状病毒 ＲＢＤ 在外部亚结构域上相对比较独特 ，

是
一个 以回环为主的表面折叠 以识别人类 ＡＣ Ｅ２ 分子作为其功能受体［

８ ３
］

。 这些

现象表明 ，

Ｂｅｔａ 冠状病毒的这个同源 ＲＢＤ 区域是该群病毒成员在受体适应和跨

物种传播中的决定因素 。

蝙蝠冠状病毒 ＨＫＵ９（Ｂ ａｔＣｏＶ ＨＫＵ９ ） 是
一

种典型的 Ｄ 群 Ｂ ｅｔａ 冠状病毒 ［
７３

］

，

该病毒于 ２００７ 首次在蝙蝠中发现 虽然 目 前该病毒 尚未分离成功 ， 但是在很

多种类的蝙蝠中都能检测到 Ｂ ａｔＣｏＶＨＫＵ９ 的基因组 ［
６８

，
？８火 虽然研宄人员对其

跨物种传播的可能性存在
一

定 的担忧 ， 但是 ＢａｔＣｏＶ ＨＫＵ９ 的 Ｓ 蛋 白尤其是同源

ＲＢＤ 区域的特点仍然未知 ， 而这将是理解蝙蝠冠状病毒 ＨＫＵ９ 致病性的必不可

少的步骤 。 此外 ， ＨＫＵ９－ＲＢＤ 的原子结构也应该是整个 Ｂ ｅｔａ 冠状病毒属进化拼

图中的
一

个有机部分 。 值得注意的是 ，
ＭＥＲＳ 和 ＳＡＲＳ 冠状病毒 ＲＢＤ 具有共同

的保守核心结构 ， 但是表面折叠不
一

样以识别不 同 的受体 ［
７ ９

，
８ （）

］
。 Ｂ ｅｔａ 冠状病毒

的序列特点表明亚结构域的这种排布方式可能存在于整个 Ｂ ｅｔａ 冠状病毒属 中 ，

而与病毒种类无关 。 在针对 Ｂ ａｔＣｏＶ ＨＫＵ４ 的研究中 ， 我们得到的数据进
一

步支

５４





蝙蝠宿主中新病毒发现及编蝠冠状病毒 Ｈ ＫＵ９ 受体的探索


持这一概念 ，
Ｂ ａｔＣｏＶ ＨＫＵ４ 的 ＲＢＤ 结构与 ＭＥＲＳＲＢＤ 的结构相当

一

致 ［
３７

１

。 在

当前这项研究中 ， 我们报告了ＨＫＵ９
－

ＲＢＤ 的结构和功能特点 。 与预期的
一

样 ，

解析的结构中包含
一

个核心亚结构域 ， 这个结构域与其他己经解析的 Ｂｅｔａ 冠状

病毒 ＲＢＤ 结构中 的
一

样 。 同时还存在
一

个外部亚结构域 ， 而这个外部结构域主

要 由
一

个 ａｌ
ｐ
ｈａ 螺旋组成 。 这个独特的结构特点充分解释了在表面等离子体共振

试验中 Ｂ ａｔＣｏＶＨＫＵ９ 的 ＲＢＤ 不与人的 ＣＤ２６ 和 ＡＣＥ２ 结合的原因之所在 。 通

过比较 目 前能够得到 的所有 ＲＢＤ 结构 ， 我们进一步揭示外部亚结构域锚定到核

心亚结构域中 的相互作用 的详细模式 ， 而这种相互作用在所有 Ｂｅｔａ 冠状病毒

ＲＢＤ 中 具有相似的模式 。 我们相信 ， 在 Ｂｅｔａ冠状病毒进化中所保留 下来的 ， 除

了核心亚结构域折叠上的保守性 ， 核心／外部亚结构域之间 的相互作用模式则代

表了Ｓ 蛋 白 中 另
一

种结构特点 。 因此 ，
我们的研宄进

一

步支持这
一

概念 ： Ｂ ｅｔａ

冠状病毒 Ｓ 蛋 白起源于共同的祖先 ， 而 ＲＢＤ 外部结构域上的进化呈现分歧以适

应不同 的受体 ， 因此为潜在的跨物种传播作好准备 。

２ ． １ 材料和方法

２ ． １ ．１ 实验材料

２． １ ． １ ． １ 细胞系 、 菌株及载体

ｐＦａｓｔＢａｃ
？

ｌ质粒 、 ＭＡＸＥｆｆｉｃｉｅｎｃｙ？ＤＨ １ ０ＢＡＣ？Ｃｏｍ
ｐ
ｅｔｅｎｔ五 ＿ｃｏ ／／感受态

细胞 、 昆虫细胞系 Ｓｆ９ 、 Ｓ ｆ２ １ 细胞和 Ｈ ｉｇｈ５ 细胞均购 自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司 。

２ ． １ ． １ ．２ 本文中所用到的主要生化试剂及耗材

表 ２ ． １ 主要生化试剂及耗材列表
＂

试剂名称ｍ ｜

用途

ＰｆｉｉＤＮＡ 聚合酶及 ｂｕｆｆｅｒ 、 ＴａｑＤＮＡ 聚 合酶及 ＴａＫａＲａＰＣＲ 扩增

ｂｕｆｆｅｒ 、 ｄＮＴＰ


ＤＮＡ 产物纯化回收试剂盒


ＴＩＡＮＧＥＮ


ＤＮＡ 产物 回收

限制性内切酶ＴａＫａＲａ
￣￣

酶切

Ｔ４ ＤＮＡ ｌ ｉｇａｓｅ


ＴａＫａＲａ


ＤＮＡ连接


胰蛋 白胨 、 酵母提取物
＾

ＯＸＯＩＤ大肠杆菌培养

质粒小量快速提取试剂盒
＿

ＴＩＡＮＧＥＮｉ粒提取

ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ 、 ｌｋｂｌａｄｅｒＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 、 ？ＪＤＮＡ／
 ｜
ＴａＫａＲａ鉴定核酸分子量

５５
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

Ｈｉｎｄ
ＩＩＩ ＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ

Ａｍｐ ｉｃ ｉ
ｌ ｉｎ 氨节青霉素


中诺药业


抗性筛选


Ｋａｎａｍｙｃｉ
ｎ 卡那霉素Ｓ ｉｇｍａ抗性筛选

Ｇ ｅｎ ｔａｍｉｃｍ 庆大霉素Ａｍｒｅｓｃｏ抗性筛选

Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ 四环素Ａｍｒｅｓｃｏ抗性筛选

Ｂｌｕｏ
－Ｇ ａｌＩｎｖｉ ｔｒｏｇｅｎ蓝白斑鉴定

ＩＰＴＧ


ＢＤ


蓝白 斑鉴定


Ｉｎｓｅｃｔ
－ＸｐｒｅｓｓｍｅｄｉｕｍＬｏｎｚａ昆虫细胞培养

Ｆｕｎｇｉ
ｚｏｎｅ？ Ａｎ ｔｉｍｙｃｏｔｉ ｃ ，ｌ ｉｑｕ ｉ

ｄＩ ｎｖｉ ｔｒｏｇｅｎ抗真菌

Ｐｅｎｉｃ ｉ ｌ ｌｉｎ
－Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃ ｉｎ ，ｌｉｑ

ｕ ｉｄＩ ｎｖｉ ｔｒｏ ｇｅｎ抗细菌

Ｃｅ ｌ ｌｆｅｃｔｉ
ｎｄ）Ｉ ＩＲ ｅａｇｅｎｔＩｎｖｉ ｔｒｏｇｅｎ细胞转染

Ｇ ｒａｃｅ
’

ｓＩ ｎｓ ｅｃ ｔＣｅ ｌ ｌＣｕ ｌ ｔｕｒｅＭｅｄ ｉ
ｕｍ，Ｉｎｖｉ ｔｒｏｇ

ｅｎ细胞转染

Ｕｎｓｕｐｐ ｌ
ｅｍｅｎｔｅｄ

￣

ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ 低分子量标准蛋 白上海生工鉴定蛋 白分子量

预染蛋 白 ＭａｒｋｅｒＦｅｒｍｅｎ ｔａ ｓＷｅｓ ｔｅｒｎ 条带指示剂

小鼠抗 Ｈ ｉｓ 单抗康为世纪Ｗｅｓｔ ｅｒｎ 

—

抗

辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ ） 偶联的羊抗鼠 Ｉ
ｇ
ＧＳ ａｎｔａｃｒｕｚ


Ｗｅｓｔｅｒｎ 二抗

Ｓｕ
ｐ
ｅｒＳ ｉｇ

ｎａｌ？ＷｅｓｔＰ
ｉ ｃｏＣｈｅｍ ｉ ｌｕｍ ｉｎ ｅｓｃｅｎｔＴｈｅ ｒｍｏＷｅ ｓｔ ｅｒｎｂ ｌｏｔ显色

ｓｕｂ ｓｔｒａ ｔｅ

Ｈｙｂｏｎ
ｄＥＣＬ Ｎ ｉ ｔｒｏ ｃｅ ｌ ｌｕｌｏｓｅＭｅｍｂｒａｎｃｅ硝酸纤维ＡｍｅｒｓｈａｍＷｅｓｔ ｅｒｎ转膜用

素膜


镇亲和层析柱 Ｈ ｉｓＴｒａｐ
ＨＰＧＥｈｅａｌｔｈｃａｒｅ亲和层析

分子筛Ｓｕｐｐｅｒｄｅｘ

ＴＭ
２００１ ０／３０ＧＬＧＥｈｅａｌｔｈｃａｒｅ凝胶层析

超滤浓缩管 （Ｍｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒ
ｅＣｅｎ ｔｒｉｃｏｎ）Ｍ ｉｌ ｌ ｉｐｏｒｅ蛋白浓缩

ＢＣＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｓｓａｙ
ＫｉｔＰ ｉｅｒｃｅ蛋白浓度测定

■

蛋白结晶试剂盒
＾

Ｈａｍｐ ｔｏｎ 、 ＭＤ晶体筛 及优化

细胞培养板／盘｜
Ｃｏｍ ｉｎｇ ｜

细胞培养

２ ． １ ．２ 主要实验仪器

表 ２ ．２ 主要实验仪器列表

ｉ器名称 ｜

公司
＂

基因扩增仪ｉ ｏ
－Ｒａｄ ； 东胜创新

生物安全柜 （ ＢＨＣ－

１ ３６０Ｉ Ｉ ）



北京东联哈尔仪器制造有限公司
＂

超净工作台ｉ京半导体设备
一

厂

Ｃ〇 ２恒温培养箱Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃ ｉｅｎｔｉ ｆｉｃ
＂

立柜式摇床
￣

北京东联哈尔仪器制造有限公司

４

°

Ｃ冷库 （ ＣｏｌｄＲｏｏｍ ）



ＡＫＴＡ ＦＰＬＣ／Ｐｕｒｉｆｉｅｒ／Ｅｘｐ ｌｏｒｅｒ蛋白纯化仪ＧＥ ｈ ｅａ ｌ ｔｈｃａｒｅ

抽滤装置Ｖａｃｕｕｂｒａｎｄ

ＢＬ３ １ ０ 赛多利斯 电子天平Ｓａｒｔｏｒｈｉｓ

ｐＨ计Ｍ ｅｔ ｔｌｅｒ

３７

°

Ｃ恒温培养箱｜Ｈ ｅｒａｅｕｓ

５６





编蝙宿主 中新病毒发现及編蝠冠状病毒 Ｈ ＫＵ９ 受体的探索


常温离心机Ｔｈｅｒｍｏ ， Ｂｅｃｋｍａｎ

－

８０ 

°

Ｃ低温冰箱Ｈｅｒａｅｕｓ

高速冷冻离心机Ｔｈｅｒｍｏ ， Ｂｅｃｋｍａｎ

高压灭菌锅


ＴＯＭＹ ＳＳ－

３２５
＿

电热恒温水浴锅上海博迅实业有限公司医疗设备厂
胃

润旋混合器Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ

Ｍｉ ｌ ｌ ｉＱｐ ｌｕ ｓ超纯水系统Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ

凝胶成像系统


Ｂ ｉｏ
－Ｒａｄ


＇

脱色摇床
＾

江苏海门其林贝尔仪器制造有限公司

电泳成套设备Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ
胃

电磁炉美的

显微镜


Ｏｌｙｍ ｐｕｓ


酶标仪ＭＤＳ

晶体柜
￣

ｊ＾ＮＹＯ
̄

２ ． １ ．３ 实验方法

２ ． １
．３ ．

１ 质粒构建

本试验中 ， 对商品化的 ｐＦ
ａｓ ｔＢ ａｃ ｌ 载体进行了改造 ， 在载体中插入 了

一个 ｇｐ６７

Ｎ 末端信号肽编码序列 ［
８ ７

］

。 然后 ， 将需要表达的 ＨＫＵ９
－ＲＢＤ（对应于 Ｓ 蛋 白的

Ｓ３ ５５
－Ｎ５２ １位置 ， ＧｅｎＢ ａｎｋ ：ＥＦ０６５５ １ ３ ）

，
ＭＥＲＳ －ＲＢＤ （对应于Ｓ蛋 白 的Ｅ３ ６７

－Ｙ６０６

位置 ， ＧｅｎＢ ａｎｋ ：ＪＸ８ ６９０５０ ） ， ＳＡＲＳ －ＲＢＤ（应于Ｓ蛋 白的Ｒ３０６－Ｆ５２７位置 ，

ＧｅｎＢａｊｉｋ ： ＮＣ
＿

００４７ １ ８ ）
， 人ＣＤ２６ Ｃ对应于Ｓ３９－Ｐ７６６位置 ， ＧｅｎＢａｎｋ ：ＮＰ００ １ ９２６ ）

和人 ＡＣＥ２（对应于 Ｓ １ ９
－Ｄ６ １ ５ 位置 ， ＧｅｎＢａｎｋ ：ＢＡＪ２ １ １ ８０ ） 分别通过 ＥｃｏＲＩ 和

Ｘｈｏ ｌ 酶切位点构建到改造后的 ｐＦ
ａｓｔＢａｃ ｌ 载体中 。 在每个蛋 白的 Ｃ 末端 ， 融合

了
一

个 ６ ｘＨ ＩＳ 标签 ， 以方便后续的蛋 白纯化 。 为 了制备与 鼠 Ｉ
ｇＧ Ｆｃ 片段 （ ｍＦｃ ）

融合的蛋 白 ，

ＭＥＲＳ －ＲＢＤ 、 ＳＡＲＳ －ＲＢＤ 和 ＨＫＵ９
－ＲＢＤ 的编码序列与 ｍＦｃ 的序列

进行融合 ， 然后分别克隆到 ｐ
ＣＡＧＧＳ 载体中 。

２ ． １ ．３．２ 蛋白表达与纯化

根据指导手册 ， 通过 Ｂａｃ－

ｔｏ －Ｂａｃ 杆状病毒表达系统制备用于晶体和 ＳＰＲ 分

析的蛋白 。 简而言之 ， 经测序确认后的质粒转化到 ＤＨ ｌ Ｏ Ｂａｃ 感受态细胞中 ， 以

重组产生 Ｂａｃｍｉｄ 。 经篮白斑筛选鉴定出 阳性的重组 Ｂａｃｍｉｄ 后 ， 提取 Ｂａｃｍｉｄ 并

转染到 ｓｆ９ 细胞中 ， 制备杆状病毒种毒 。 Ｓ ｆ９ 细胞进
一

步用来增殖杆状病毒 ， 最

后用 Ｈ ｉ
ｇ
ｈ５ 细胞来表达蛋白 。

５ ７
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

感染了病毒的 Ｈ ｉ

ｇ
ｈ５ 细胞 ， ４８ 小时后收获 。 每种蛋 白 各接种和收获了４ 升

Ｈｉｇｈ５ 细胞培养物 。 细胞培养物 以 ６５００ 转 ／分钟 （ ｒｐｍ ） 离心 ９ ０ 分钟取上清以去

除细胞碎片 。 收集的上清经 ０ ．２２ｐｍ 滤膜抽滤后 ， 过夜挂 Ｈ ｉｓＴｒａ
ｐ
Ｈ
ｐ 柱 （

ＧＥ

Ｈｅａｌ ｔｈｃａｒｅ
）

。 对于ＭＥＲＳ
－ＲＢＤ 、 ＳＡＲＳ －ＲＢＤ 、 人ＣＤ２６和人ＡＣ Ｅ２ ，Ｈ ｉｓＴｒａ

ｐ
Ｈ
ｐ

柱中结合的蛋 白 以含咪唑的 ２０ｍＭＴｒｉ ｓ
－盐酸和 １ ５０ｍＭ 氯化钠的缓冲液 （

ｐＨ

８ ． ０ ） 进行洗脱 ， 咪唑浓度分别为 ２ ０ｍＭ 、 ５０ｍＭ 、 ３００ｍＭ 和 １Ｍ 。 洗脱物以

ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ 确定之后 ， 将 ３００ｍＭ 咪唑的洗脱物汇集起来浓缩后以 Ｓｕｐｅｒｄｅｘ

？
２００

柱 （ ＧＥＨｅａ ｌｔｈ ｃａｒｅ ） 进
一步纯化 。 对于 ＨＫＵ９

－ＲＢＤ 蛋 白 ， 由于 ＨＫＵ９
－ＲＢＤ 的等

电点经预测为 ｐ
Ｈ８ ． １ ， 因此结合的蛋白 以含咪唑的 ２０ｍＭ ＨＥＰＥＳ 和 １ ５０ｍＭ 氯

化钠的缓冲液 （ ｐＨ７ ． ０ ） 进行洗脱 ， 咪唑浓度分别为 ２０ｍＭ 、 ５０ｍＭ、 ３００ｍＭ

和 １Ｍ 。 洗脱物经 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 确定后 ， 将 ５０ｍＭ 和 ３００ｍＭ 咪唑的洗脱物分别

汇集于 １ ０Ｋｄ 的透析袋中 ， 于 ５ 升 ２０ｍＭ ＨＥＰＥＳ 和 １ ５０ｍＭ 氯化钠的缓冲液 （

ｐ
Ｈ

７ ． ０ ） 中过夜透析 。 透析物浓缩后以 Ｓｕ
ｐ
ｅｒｄｅｘ

？
２００ 柱 （ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ ） 进一步纯

化 。 每种蛋 白各 自保存在用来纯化该种蛋 白的缓冲液中 。

为了在哺乳动物细胞表达系统中制备ｍＦｃ融合蛋 白 ， 重组的ｐＣＡＧＧＳ质粒经

Ｓ ａｎｇｅｒ测序确认后 ， 以ＥｎｄｏＦｒｅｅ质粒大提试剂盒 （北京天根 ） 进行质粒提取 。 提

取的质粒以ＰＥＩ（ Ｐｏ ｌｙ
ｓｃｉｅｎｃｅｓ公司 ） 转染２９３Ｔ细胞 ， 每个Ｔ７５细胞培养盘中转染

５０
ｎｇ质粒。 质粒转染混合物在细胞上孵育 ５小时后 ， 弃去细胞培养液 ， 转染的细

胞以ＰＢ Ｓ洗涤两次 ， 然后 以新鲜的 不含血清的培养基代替 。 转染后的细胞维持３

天 ， 无菌收获上清并补加等量的不含血清的培养液 ， 继续维持４天 。 每个蛋 白两

次收获的上清汇集在
一

起 ， 使用浓缩杯进行浓缩 ， 然后加入２倍体积２ ０ｍＭ的磷

酸钠 （ ｔｒｉ ｓｏｄｉｕｍ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｐ

Ｈ７ ． ０ ， 以磷酸调节ｐ
Ｈ值 ） 。 混合物过夜流过５毫升的

ＨｉＴ ｒａ
ｐ
ＰｒｏｔｅｉｎＡＨＰ预装柱 （ ＧＥＨｅａｌ ｔｈｃａｒｅ ） 以结合 目 的蛋 白 。 结合了蛋 白的

ｆｆｉＴ ｒａｐＰｒｏｔｅｉｎＡ 柱 以 ２０ｍＭ的磷酸钠去除杂蛋 白 后 ， 以 １ ００ｍＭ 的 甘氨酸

（ ｇ ｌｙｃｉｎｅｐＨ３ ．０
， 以盐酸调节ｐ

Ｈ值 ） 洗脱 目 的蛋 白 ， 每个洗脱物 Ｅ
ｐｐｅｎｄｏｒｆｌ

１

中

均预先加入 １ ００或２００微升 １ＭＴｒｉ ｓ
－ＨＣ ｌ（

ｐ
Ｈ９ ． ０

， 以盐酸调节ｐ
Ｈ值 ） 。 每管洗脱

物经ＳＤＳ －ＰＡＧＥ确认后 ， 将含有 目 的蛋白 的部分汇集在
一

起并进行浓缩 ， 浓缩后

的蛋 白经缓冲液交换存放在ＰＢＳ（ ｐＨ７ ． ０ ） 中 以用于进
一

步的试验 。

２ ．１ ．３．３ 表面等离子共振试验

５ ８
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ＢＩＡｃｏｒｅ试验在２５

°

Ｃ条件下使用 ＢＩＡｃｏｒｅ
？
３０００机器或

Ｂ ＩＡｃｏｒｅＴ １ ００ 和ＣＭ５

芯片 （ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ ） 进行 。 对于所有的试验 ， 均使用 ＨＢ Ｓ
－

ＥＰ 缓冲液 （ １ ０ｍＭ

ＨＥＰＥＳ ， ｐＨ７
．
４

，
１ ５０ｍＭＮａＣ ｌ

，
加入Ｔｗｅｅｎ ２０至终浓度０ ．００５％） ， 试验中用到

的所有缓冲液 ， 需要预先进行超声以去除气泡 。 实验之前 ， 将所有蛋 白提前置换

到 ＨＢ Ｓ
－ＥＰ 缓冲液中 。

首先 ， 昆虫细胞中表达的 ＨＫＵ９
－ＲＢＤ 、 ＭＥＲＳ

－

ＲＢＤ 和 ＳＡＲＳ －

ＲＢＤ 蛋 白在

ＢＩＡ ｃｏｒｅ３０００ 机器上进行表面等离子共振试验 （ ＳＰＲ ） 试验 。 本实验中 ， 牛血清

白蛋 白 （ ＢＳＡ ） 作为阴性对照 ， ＨＫＵ９
－ＲＢＤ 、 ＭＥＲＳ－ＲＢＤ 和 ＳＡＲＳ －ＲＢＤ 分别固

定到 ＣＭ５ 芯片上 ， 每个通道固定 １ ０００ 个反应单位 （ ＲＵ ， ｒｅ ｓ
ｐ
ｏｎｓｅｕｎ ｉｔｓ ） 。 然后 ，

人 ＣＤ２６ 和 ＡＣＥ２ 蛋白 ，
以梯度浓度 （ Ｇｒａｄｉ ｅｎｔｃｏｎｃｅｎ ｔｒａｔｉｏｎ ｓ ） 流过芯片表面 。

其中 ， 人 ＣＤ２６ 蛋 白依次流过的浓度为 ： ０ ，１ ９ ．５
？

５０００ ｎＭ
；
人 ＡＣＥ２ 蛋 白依次

流过的浓度为 ： ０
，
３９
？

６２５ｎＭ 。 每次循环之后 ， 芯片表面以 １ ０ｍＭ 的氢氧化钠

进行短暂处理 ， 以对芯片进行再生。 蛋 白之间的解离常数 （Ｋｄ 值 ） 以 Ｂ ＩＡｃｏｒｅ

软件中的 ＢＩＡｅｖａｌｕａｔｉｏｎ 软件进行分析 。

为了排除 ＨＫＵ９－ＲＢＤ 在低 ｐ
Ｈ下 ＣＭ ５ 芯片表面固定时可能造成的蛋 白失活

（ｎｏｎｆｕｎｃ ｔｉｏｎａｌ 或 ｉｎａｃｔ ｉｖａｔｅｄ ） ， 或者在昆虫表达系统中蛋白上丢失了某些重要的

翻译后修饰这些可能性 ， 我们在哺乳动物细胞系统中表达纯化了ｍＦｃ 融合的

ＨＫＵ９
－ＲＢＤ 、 ＭＥＲＳ－ＲＢＤ和ＳＡＲＳ －ＲＢＤ蛋白 ， 并在Ｂ ＩＡｃｏｒｅＴ １ ００机器上使用

捕获表面等离子共振方法 （ ｃａｐ
ｔｕｒｅｄ ＳＰＲｍｅｔｈｏｄ ）对 ＨＫＵ９ －ＲＢＤ与 ＣＤ２６ 或 ＡＣＥ２

的结合能力进行了测试 。 ＣＭ５ 芯片首先用抗鼠的抗体在 ＦＣ １ 和 ＦＣ ２ 通道上进行

固定 ， 然后在 ＦＣ２ 通道上注入 ｍＦｃ 融合的 ＲＢＤ 蛋 白 以进行捕获 ， 而 ＦＣ １ 通道

用作对照 。 随后 ， 注入人 ＣＤ２６ 或人 ＡＣＥ２ 蛋 白 以检测其结合反应 。 固定的抗

鼠抗体以 １ ０ｍＭ 的甘氨酸 （
ｐ
Ｈ１ ．７ ）（ＧＥＨ ｅａｌｔｈｃａｒｅ ） 进行再生 。

２ ． １ ．３ ．４ 晶体生长

蛋白结晶试验 以坐滴液相扩散法进行 。 １ｐＬ 蛋白与 １ｐ
Ｌ 池液混合后 ， 与 ２００

Ａ 池液进行气相平衡 ，
静置于 ４

°

Ｃ 单晶培养间 。 初筛以商业化的结晶试剂盒进

行 。 最终得到的可衍射的 ＨＫＵ９
－ＲＢＤ 晶体是在 ０ ． １Ｍ 柠檬酸三钠 、 ｐＨ７ ．０ 、 １ ２％

ＰＥＧ２０
，
０００ 的条件下生长 ， 蛋 白浓度为 ２ ．２ｍ

ｇ
／ｍＬ 。 衍生的晶体通过含有 １ｍＭ

５９
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

ＫＡｕＢｒ４
＊

２Ｈ２０（溴金酸钾 ） 的池液中 ４
°

Ｃ 浸泡 ４８ 小时得到 。

２ ．１ ．３ ．５ 数据收集和结构解析

在防冻液 （含有 ２０％ｖ／ｖ 甘油 的池液 ） 中短暂浸泡之后 ， 所有晶体于液氮中

快速冷却 。 原始晶体 （波长 ： １ ． ０３９０６Ａ ） 和金原子衍生晶体 （波长 ： １ ．０３９０６Ａ ）

的衍射数据均在上海同步辐射光源 ＢＬ １ ７Ｕ 生物大分子晶体学光束线站收集 。 所

有数据均以 ＨＫＬ２００ ０ 软件包进行处理 ［
８８

］

。

ＨＫＵ９
－ＲＢＤ 结构通过 ＳＡＤ 进行解析 。 根据 Ａｕ－

ＳＡＤ 数据通过 ＳＨＥＬＸＤ ［
８９

］

确定了金原子的位置后 ， 对确定 的位置进行优化 ， 并 以 ＰＨＡＳＥＲ 软件包 ［
９（）

］的

ｐｈａｓｉｎｇ 模块对相位进行计算 。 进一步采用电子云密度图对真实的空间位置进行

约束 ［
９

｜ ］

。 通过 ＰＨＥＮＩＸ 软件包中 的 Ａｕｔｏｂｕｉ ｌｄ 构建初始模型 ｔ
９２

］

。 其他丢失的残

基通过 ＣＯＯＴ 手工添加 ［
９３

］

。 最终的模型使用 ＰＨＥＮＩＸ 软件包中的 ｐｈ
ｅｎｉｘ ．ｒｅ ｆｉｎｅ

采用能量最小化 、 等 向性优化和溶剂模拟进行优化Ｐ２
］
。 最终模型的立体化学质

量采用 ＰＲＯＣＨＥＣＫＴ 进行评估 ［
９４

］

。 表 １ ． １ 中列 出 了数据收集和优化统计数据 。

所有结构图 以 Ｐｙ
Ｍｏｌ 软件生成 （ ｈ ｔｔ

ｐ ： ／／ｗｗｗ ．ｐｙｍｏ
ｌ

． ｏｒｇ ） 〇

表 ２ ．３ 数据收集和优化统计
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ａ
ｌ ｌｏｗｅｄ５ ． ３６

ｏｕｔ ｌ ｉｅ ｒｓ０ ． ００

ａ

括号中给出最外层分辨率的数值 ；

ｂ
Ｒ ｎ＾

ｇ
ｅ
＝Ｓ，Ｉ：ｈｋ ｌ ｜ Ｉ

ｉ

—

＜ Ｉ＞
 ｜

／Ｉ
，
Ｓ ｈｋ山 ，

Ｉ
，
指的是观察密度而＜１＞指的是多种测量方法的平均密度 ；

ｃＲ
ＷＯＴｋ

＝Ｓ
 １ １ 

Ｆ
。卜 Ｉ

Ｆ
ｃ

｜ 丨

／Ｅ
Ｉ
Ｆ

。
！

，

Ｆ
。 和 Ｆ ｃ 分别指的是数据和模型中的结构 因子振幅 。 Ｒ ｆｒｅｅ 是

Ｒ 因子的
一

个子集 （
５％

） ， 对优化计算前被选择的 ， 并没有包括在优化中 ；

ｄ
Ｒ ａｍａｃｈａｎ ｄｒａｎ

ｐｌｏｔ ｓ使用ＰＲＯＣＨＥＣＫ程序生成 。

２ ． ２ 结果

２ ．２ ． １ＨＫＵ９－ＲＢＤ 的表达与纯化

过夜结合 Ｈ ｉｓ ｔｒａｐ
ＨＰ 的 Ｈ ＩＯＪ９

－ＲＢＤ 蛋 白 ， 以不同咪唑浓度的缓冲液 （ ２０ｍＭ

Ｈ ＥＰＥＳ ， １ ５ ０ ｍＭ ＮａＣ ｌ ， ｐＨ ７ ． ０ ） 从Ｈ ｉｓ ｔｒａｐ ＨＰ洗脱下来 ， 结果如 图
２

．
１ 。

 ￣

 Ｓ ６ １ ：
？

３ Ｄ １ｉ ｉ —Ｓｎ
－

Ｖ Ｉ
￣￣

－

？ｒ ？ ｅ
－

１


—￣̄

欲

队ｌ 〇ｍＭ２ ０ｍＭ５ ０ｍＭ ３０ ０ｍＭ １Ｍ

Ｉ ＨＯｋＤ

１ｌ ３５ｋＤ
ｌ ＯＯｋＤ

７ ５ｋＤ

６３ ｋＤ

４８ ｋＯ

１３ ＳｋＯ

２ ５ｋＤ

Ｉ １７ １０）

炫

」
？
？ｃ ＇ Ｋ？ｅｓ ｓ：

？
ｅ ： ？ ｃａ ｃ

图 ２ ． １ＨＫＵ９ －ＲＢＤ 蛋 白 Ｈ ｉ ｓ ｔ ｒａ ｐ ＨＰ 纯化及 ＳＤＡ －ＰＡＧＥ 电泳鉴定 。 Ｈ
ｉｓ ｔ ｒａｐ 中 结合的 蛋 白分

别 以１ ０ｍＭ 、 ２ ０ｍＭ
、

５０ｍＭ 、 ３ ００ｍＭ和１Ｍ
咪唑浓度的 缓冲 液 （ ２０ｍＭＨＥＰＥＳ

，１ ５０ｍＭ

６ １



中国疾病预防控制 中心病毒病预防控制所博士论文


ＮａＣ ｌ
， ｐＨ ７ ．０ ） 进行洗脱 。 蛋 白 质 分子量标准 为 ：

１ ８０ ｋＤ 、
１ ３５ ｋＤ 、 ｌ Ｏ Ｏ ｋＤ 、 ７５ ｋＤ 、 ６３ ｋＤ 、

４８ ｋＤ
、 ３ ５ ｋＤ 、 ２５ ｋＤ 、 １ ７ ｋＤ和ｌ ｌ ｋＤ 。

５ ０ｍＭ 和 ３ ００ｍＭ 咪挫的洗脱物汇集后上 Ｓｕｐ
ｅｒｄｅｘ２ ００

ｐｇ 层析柱进行纯化 ，

结果如 图 ２
．
２ 。 从 ＳＤＳ

－ＰＡＧＥ 结果看 ， 纯化出来的蛋 白较纯 ， 无需离子交换进
一

步纯化 ， 可直接用作后续试验。



＞ ■ ？ ？
： ：： ｃ ｓｅ 

？

＞ ？＇ ？ ；
￣－

ｔ ｒ

Ｍ ２：

Ｍ ｌ２３ ４５６７８９１ ０ Ｉ Ｉ ／＼

炫！ ｉ＿ ． …

ｒ Ｉ

：Ｊ Ｌ





０

ｍ ：
ｉ 儿 丨

， ｕ －

丨丄 ｉｍｕｍ＃

ＫＫＫＫ＇
〇 ｅｗ

图２ ．
２ＨＫＵ ９－ＲＢＤ蛋 白Ｓｕｐ ｅｒｄ ｅｘ２ ００

ｐｇ
纯化及ＳＤＡ－ＰＡＧＥ电泳鉴定 。 从Ｓｕｐｅ ｒｄｅｘ２０ ０

ｐｇ

层析柱 中 出 峰后 的样品
，
每管均进行收集

，
并进行 ＳＤ Ｓ

－ＰＡＧＥ 电泳鉴 定 。 所使 用 的蛋 白 质

分子量标准 为 ：
１ ８０ ｋＤ

、
１ ３ ５ ｋＤ

、
１ ００ ｋＤ

、
７５ ｋＤ

、
６３ ｋＤ 、

４８ ｋＤ
、

３ ５ ｋＤ
、

２ ５ ｋＤ、
１ ７ ｋＤ和

１ １ｋＤ ＝

２． ２ ．２ＨＫＵ ９Ｓｐ ｉｋｅ 蛋白结构特征及 ＨＫＵ ９－ＲＢＤ 序列特点

通过
一

系列的生物信息学方法 ， 我们对 Ｂ ａｔＣ ｏＶＨＫＵ９ 的 Ｓ 蛋 白序列特点进

行 了分析 。 Ｂ ａｔＣｏＶ ＨＫＵ９ 的 Ｓ 蛋 白全长为 １ ２７４ 氨基酸 ， 具有冠状病毒 Ｓ 蛋 白 的

典型特点 （ 如在 Ｓ２ 亚单位中 ， 存在特征性的 ７ 个氨基酸的重复序列 １ 和 ２ ）
， 但

是预测到将 Ｓ 蛋 白剪切加工为 Ｓ １ ／ Ｓ２ 亚单位的 ｆｏｒｍ 类蛋 白酶剪切位点 。 通过比

较全长 Ｓ 蛋 白 ， 可以发现 Ｂ ａｔＣｏＶＨ ＫＵ ９ 与其他 Ｂ ｅ ｔａ 冠状病毒的 Ｓ 蛋 白 的氨基

酸同源性相当有限 （与 ＭＥＲＳ－Ｃ ｏＶ Ｓ 、 ＨＫＵ４ Ｓ 和 ＳＡＲＳ
－Ｃ ｏＶ Ｓ 的 同源性分别为

２７ ．
９％ 、 ２８ ．０％和 ３０ ．

４％ ） 。 然而 ， 如图 ２ ．３ 中所示 ， 我们可以通过核心亚结构域

中的特征性半胱氨酸残基对 ＲＢＤ 所在的区域进行推断 。 在 目 前所有能够得到的

ＲＢＤ 结构 中 ［
３ ７ ， ７ ９ ， ８ Ｇ ， ９５

］

， 这些半胱氨酸残基能形成 ３ 个保守的二硫键以稳定核心

的折叠 。 ＨＫＵ９ －ＲＢ Ｄ 位于 Ｓ 蛋 白 中 ３ ５５
？

５ ２ １ 残基之间 的区域 。 同其他 ＲＢＤ 序

列 比较 ，
ＨＫＵ９

－ＲＢＤ 在核心亚结构域 的长度上与其他 ＲＢＤ 的核心亚结构域基本

６２
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匹配 ， 但是外部亚结构域大大缩短了 。
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图 ２ ．３ＨＫＵ９ －ＲＢＤ 序列特点 。 （
Ａ

）
Ｂａ ｔＣｏＶＨ ＫＵ９Ｓ 蛋 白 结构模式 图 。 结构域元件通过序列

比对或生物信 息学预测 来确 定 。 信号肽 （
ＳＰ

）
、 跨膜结构域 （

ＴＭ
） 与 七 个氦 基酸 的 重 复 单 元 １

和 ２（ＨＲ １ 和 ＨＲ２ ） 分 别通过 Ｓ ｉｇ ｎａ ｌＰ４ ．０ 服务 器 、 ＴＭＨＭＭ 服 务 器和 Ｌｅａｍｃｏ ｉ ｌ
－ＶＭＦ 程序

进行预測
；

Ｎ 末端结构域 （ＮＴＤ ） 和 ＲＢＤ 分别通过与 鼠肝 炎病毒 Ｓ 蛋 白 ＮＴＤ 和 ＭＥＲＳ －ＲＢＤ

序列 比对推导得到 。 Ｓ １ ／Ｓ２ 之间 ｆｅｉｎ 样蛋 白 酶潜在剪切位点 未能确定 ， 因 此以 问号标记 。 （Ｂ
，

Ｃ ）ＨＫＵ９ －ＲＪＢＤ
、

ＳＡＲＳ －ＲＢＤ 、 ＭＥＲＳ －ＲＢＤ 和 ＨＫＵ４－ＲＢＤ 序 列 以结构 为 基础的比对 。 箭 头

和螺旋线分别表示片 层和螺旋 。 这些二级结构如 图 ２ ． ３ 中 阐 明 的
一样进行标记 。 结构 中 形成

３ 个二硫键的保守半胱氛酸 以 阿拉伯 数字 １
？

３ 标记 。 ４ 个 ＲＢＤ 结构 中核心 亚结构域保守 ，

但是外部亚结构域在结构 上不相 关 。 因 此我们将序列分别 表示 出 来 。 将外部亚结构域锚定到

核心亚结构域上的两 个元 件 以 黑 色 方盒进行突 出标示 。
（
Ｂ

）核心亚结构域序列 。 （Ｃ）外部 亚结

构域序列 。

２ ． ２ ．３ＨＫ Ｕ ９
－Ｒ ＢＤ与ＳＡ ＲＳ

－Ｃ ｏＶ及Ｍ ＥＲＳ
－Ｃ ｏＶ受体的结合情况

为 了检测 ＨＫＵ ９ －ＲＢＤ 能否与 ＳＡＲＳ －ＣｏＶ 的受体 ＡＣＥ２
［
８ ３

１或 ＭＥＲＳ －ＣｏＶ 的受

体 ＣＤ ２６
ｔ

３ ６
］反应 ， 我们在 昆虫细胞中分别制 备 了ＨＫＵ ９ －ＲＢＤ 和受体胞外结构域 ，

并对这些蛋 白进
一

步纯化 。 然后 以固定 ＲＢＤ 蛋白 、 流过 ＡＣＥ２ 或 ＣＤ ２６ 的方式

通过表面等离子共振试验 （ ＳＰＲ Ｂ ＩＡ ｃｏｒｅ ） 鉴定配体／受体之间的相互作用 。 与 以

前研究 中报道的类似 ［
３ ７

，
８（ ）

］

， 我们能够观察到 ＳＡＲ Ｓ－ＲＢ Ｄ 与 ＡＣＥ ２ 之间结合 （
ＫＤ

＝
０ ． ２６５

｜

ｉＭ ） （ 图
２

＿
４ Ａ ）

，ＭＥＲＳ －ＲＢＤ与ＣＤ２ ６之间结合 （ ＫＤ
＝

５ ２ ．８ ｎＭ ）
（图

２
＿
４

６３
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

Ｂ
）

。 结合动力学证实 了我们测试 系统是完善的 。 然而 ， 在 同样 的条件下 ，

ＨＫＵ９
－ＲＢＤ 与 ＡＣＥ２（ 图 ２ ．４Ｃ ） 和 ＣＤ２６（ 图 ２ ．４Ｄ ） 均不作用 。 为 了排除

ＨＫＵ９－ＲＢＤ 在低 ｐ
Ｈ 下 ＣＭ ５ 芯片表面固定时可能造成的蛋白失活 （ｎｏｎｆｕｎｃｔ ｉｏｎａｌ

或 ｉｎａｃｔ ｉｖａｔｅｄ ） ， 或者在昆虫表达系统中蛋 白上丢失 了某些重要的翻译后修饰这

些可能性 ， 我们在哺乳动物细胞系统中表达纯化了ｍＦｃ 融合的 ＨＫＵ９ －ＲＢＤ 、

ＭＥＲＳ －ＲＢＤ 和 ＳＡＲＳ
－

ＲＢＤ 蛋 白 ， 并在 ＢＩＡｃｏｒｅＴ １ ００ 机器上使用捕获表面等离子

共振方法 （ ｃａｐ ｔｕｒｅｄＳＰＲ ｍｅｔｈｏｄ ） 对其与 ＣＤ２６ 或 ＡＣＥ２ 的结合能力进行了测试 。

在 同样的条件下 ， 未能检测到 ｍＦｃ 融合的 ＨＫＵ９－ＲＢＤ 蛋 白与 ＡＣＥ２ 或 ＣＤ２６ 之

间 的结合反应 （ 图 ２ ．４Ｇ ）
， 而 ｍＦｃ 融合的 ＳＡＲＳ

－ＲＢＤ 能够很好地结合 ＡＣＥ２（ 图

２ ．４Ｅ ） ，
ｍＦｃ 融合的 ＭＥＲＳ

－

ＲＢＤ 能够很好地结合 ＣＤ２６（ 图 ２ ．４Ｆ ） 。 因此 ， 我们

可以推定 Ｂ ａｔＣｏＶＨＫＵ９ 既不利用 ＳＡＲＳ
－ＣｏＶ 的受体 ， 也不利用 ＭＥＲＳ －ＣｏＶ 的

受体侵入细胞 。 更确切地说 ，
Ｂ ａｔＣ〇Ｖ ＨＫＵ９ 必然利用

一

个独特的细胞受体进入

细胞 ， 只是这个受体尚未为可知 。

６４
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图 ２ ．４ 表 面等 离 子共振试验 （ ＳＰ 丨 ｉ ） 鉴定 ＨＫＵ９－Ｒ Ｂ 丨 ） 的特性 。 ＲＢＤ 蛋 白 以昆 虫细胞表达 系

统进行表达
，
在 Ｂ ＩＡｃｏ ｒｅ３ ０００Ｒ 系 统上 ＲＢＤ 蛋 白 固 定在 ＣＭ５ 芯 片 上

，

以 梯度 浓度 的人 ＡＣＥ２

或 ＣＤ ２６ 进行结合测试 。 图 中 显示 了 记录的动 力 学属性 ： （Ａ ）
人 ＡＣＥ ２ 与 ＳＡＲＳ－ＲＢＤ

；
（ Ｂ ）

人ＣＤ ２６与Ｍ ＥＲＳ －ＲＢＤ ：（ Ｃ ） 人ＡＣＥ２与ＨＫＵ ９－ＲＢＤ
：
 （Ｄ ） 人ＣＤ ２６与ＨＫＵ９

－ＲＢＤ 。 图

中 可 清晰地显示 ＨＫＵ ９
－Ｒ ＢＤ 既不结合 ＡＣ Ｅ２

，
也不结合 ＣＤ ２６ 。 而 ＳＡＲＳ －ＲＢＤ 和 ＭＥＲ Ｓ －ＲＢＤ

能够结合各 自 的受体 。 随后
， 我们 在哺乳动物细胞 （ ２９ ３Ｔ ） 系 统 中 表达和纯化 了ｍＦｃ 融合

的 ＨＫＵ ９－ＲＢＤ 蛋 白
，
并在 Ｂ ＩＡｃｏｒｅＴ １ ００ 上使 用 捕获 ＳＰＲ 的方 法测试 ＨＫＵ９ －ＲＢＤ 与 ＣＤ ２ ６

或 ＡＣＥ２ 的结合能 力 。 抗鼠抗体 固 定在 ＣＭ５ 芯 片 上并对 ｍＦｃ 融合的 ＲＢＤ 蛋 白进 行捕获 （ ３

ｐｇ／ｍＬ６０ 秒 ） ， 然 后 进行人 ＡＣＥ２ 或 ＣＤ ２６ 结合试验 ： （ Ｅ ）ｍＦｃ 融 合的 ＳＡＲ Ｓ－ＲＢＤ

（ ＳＡＲＳ
－ＲＢＤ －ｍＦｃ ） 不结合 ＣＤ２６ 但是能很好地结合 ＡＣＥ２

；（Ｆ ）ｍＦ ｃ 融合的 ＭＥＲ Ｓ －ＲＢＤ

（ ＭＥＲＳ －ＲＢＤ －ｍＦｃ） 不 结 合 ＡＣＥ２ 但 是 能 很 好地 结 合 ＣＤ ２６
；（Ｇ）ｍＦ ｃ 融 合 的

ＨＫＵ９ －ＲＢＤ
（

ＨＫＵ９ －ＲＢＤ －

ｍＦｃ ）
既不结合ＡＣＥ２也不 结合ＣＤ ２６ 。

６５
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２
．
２

．
４ＨＫＵ ９－ＲＢＤ 晶体生长条件

我们使用 了尽可能多 的试剂盒对 ＨＫＵ９ －Ｒ ＢＤ 晶体的生长条件进行 了筛选 。

结果发现在 ４

°

Ｃ ， Ｃ ｒｙｓ ｔａｌＳｃｒｅ ｅｎ２ 试剂盒＃２ ８ 溶液中 ， 晶体生长较好 ，
＃２８ 溶液

所包含的成分为 １ ． ６Ｍ 柠檬酸钠 ， ｐＨ 为 ６ ． ５ 。 但是晶体生长条件需要进
一

步优

化 。 最终得到的可衍射的 ＨＫＵ９ －ＲＢ Ｄ 晶体是在 ０ ． １Ｍ 柠檬酸三钠 、 ｐ
Ｈ７ ．０ 、 １ ２％

ＰＥＧ２ ０
，

０００ 的条件下生长 ， 蛋 白浓度为 ２ ．２ｍｇ
／ｍＬ 。

２ ． ２ ． ５ 重原子结合试验

由于 ＨＫＵ ９
－ＲＢＤ 氨基酸序列上与 目 前己知的所有冠状病毒 的 ＲＢＤ 的 同源

性很低 （ ＜ ３ ０％ ） ， 难以对收集到 的 ＨＫＵ ９ －Ｒ ＢＤ 衍射数据进行解析 。 因此 ， 需要

将 ＨＫＵ ９ －Ｒ ＢＤ 晶体与重原子结合 ， 以确定相位 。 ＨＫＵ ９
－ＲＢＤ 与重原子结合 的情

况如 图 ２
．
５ 所示 。

ｌ ｌ

ｇ
Ａｕ４４２４ ４８４５０

Ｓ＞？ ７１
２ １

．

＾３＾４ｆｅ ＩＮ２ ３ ５６ ７ ８＾１ ０ Ｉ Ｉ１ ２７８＼９１ ０Ｉ Ｉ １ ２Ｌ＞１ ４ Ｉ Ｓ １６  １ ７ １ ８ ＇

：ＮＪ
５ｆ ， ７

Ｘ ＊

）１ ０ １ １ １

２
Ｉ

’

，
１ ４

■■■■Ｉ
图 ２ ．５ ＨＫＵ ９－ ＲＢＤ 晶体重原子 结合试验。 Ｈ

ｇ 、
Ａ ｕ 、

４４２
、
４４ ８ 和 ４ ５ ０ 为 不 同 的重金属试剂 ，

各 图 片 中 的数字 编号 为 不 同 的试剂 条件
，

Ｎ 为 未加重金属试剂 的原始蛋 白 样品 。

结果可见 ， 可结合重原子有 Ｈ ｇ ：３ 、 ７
；Ａｕ

：２ 、 ３ 、 ４ 、 ６ ；４４ ２ ：８ 、 ９ 、 １ １
；

４４ ８
： １ １ 、 １ ２ 、 １ ６

；
４ ５ ０

：２ 。 因此 ， 后续试验中我们选择 了Ａｕ ２ 进行重原子结合 。

２ ． ２ ． ６ＨＫＵ ９ －Ｒ ＢＤ晶体结构

为了 了解 ＨＫＵ ９ －Ｒ ＢＤ 的结构特点 ， 我们采用 晶体学方法对其进行 了研究 。

通过对 ＨＫＵ ９ －ＲＢＤ 蛋 白进行表达和结 晶 ， 我们成功得到 ＨＫＵ ９－Ｒ ＢＤ 蛋 白 晶体 ，

收集到
一

套 ２ ． １ Ａ 的数据 ， 并通过单波长反常散射法对结构进行了解析 。 解析的

结构 ， 其 Ｒｗｏｒｋ 和 １１＆ 。值分别为 ０ ． １ ７７２ 和 ０ ． ２ １ ９８ ， 在晶体不对称单位中包含有
一

个单
一

的分子 。 从电子密度上可清晰地看到 １ ７６ 个连续的 ＨＫＵ９ －Ｒ ＢＤ 残基 ， 即

从 Ｓ３ ５ ５ 残基到 Ａ ５２ ０ 残基 ， 这些氨基酸折叠成
一个紧凑的结构 。 如同其他 ＲＢＤ

结构
一

样 ， 这个紧凑的结构进
一

步可以分为两个亚结构域 ［
３７

，％８ Ｇ］

。 核心亚结构

域由 ８ 个 ｐ 折叠和 ６ 个螺旋 （ ａ 或 ３
ｉ ｏ ） 组成 。 ５ 个长的折叠 （

（

３ｃ ｌ
－

（

３ｃ５ ） 以反平

６６
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行方式排列 ， 组成核心亚结构域的核心－中心 （ ｃｏｒ ｅ
－ｃ ｅｎｔｅｒ ） 。 这个 ｃｏｒｅ－ｃｅ ｎｔｅｒ 片

层进
一步被表面的螺旋和 回环包裹 。 值得注意的是这 ６ 个螺旋 （Ｈ １

－Ｈ ６ ） 散在分

布于两个片层表面 ， 因此导致核心亚结构域在整体上呈球状折叠 。 在 ｃｏｒｅ －ｃｅｎ ｔｅ ｒ

片层 的
一

个侧面 ， 外部亚结构域如同
一

个帽子覆盖在核心亚结构域上 ； 而在远端

对面的
一

边 ，
三个小的折叠组成

一

个平行的核心－外周 （ ｃｏｒｅ
－

ｐｅｒ ｉｐｈｅｒａ ｌ ） ， 使得

ＨＫＵ９－ ＲＢＤ 的 Ｎ 末端和 Ｃ 末端充分接近。 与预期的
一

样 ， 特征性的半胱氨酸残

基在核心亚结构域中形成三个二硫键 ， 进
一

步从内部稳定 了核心结构 。 在这三个

二硫键中 ， 两个 （ Ｃ３５７／Ｃ３８ １和Ｃ４ １ １ ／Ｃ５ １ ７ ） 位于核心－外周 （ ｃｏ ｒｅ－
ｐ
ｅｒｉｐｈｅｒａｌ ）

中 ， 有助于 ＲＢＤ－末端的取向 ；

一

个 （ Ｃ３ ９９／Ｃ４ ５ ２ ） 位于 ｃ ｏｒｅ
－

ｃ ｅｎ ｔｅｒ 中 ， 连接 ｐｃ
２

和 Ｐｃ
４ 折叠 。 总体而言 ， 在结构中观察到的核心亚结构域的残基边界与从序列比

对结果中推导出 来的相当
一

致 。

ＨＫＵ９ － ＲＢＤ 外部结构域由 Ｌ４５ ８ 到 Ｖ４９９ 共 ４２ 个残基组成 。 这些氨基酸从

ｃｏｒｅ
－

ｃ ｅｎｔｅｒ 片层 的 Ｐ
ｃ４ 折叠延伸出来 ， 首先 以回环的形式沿着核心亚结构域延伸

形成
一个夹子样结构 ， 然后折叠回来形成

一个溶剂暴露的 ａ 螺旋 ， 最后继续往前

进入核心 Ｐｃ５ 折叠 。 我们观察到 的这个 ＨＫＵ ９－ＲＢＤ 表面结构与 ＳＡＲＳ－ ＲＢＤ 和

ＭＥＲＳ
－ＲＢＤ 中 的结构差异非常显著 ， ＳＡＲＳ －ＲＢＤ 和 ＭＥＲＳ －ＲＢＤ 中 的外部结构

域完全没有任何螺旋成份 ［
７９

，８ Ｇ］

。 ＨＫＵ ９
－ＲＢＤ 独特的表面折叠能够很好地解释为

什么其不与 ＡＣＥ２ 或 ＣＤ２ ６ 结合 。

Ｎ －

ｔｅｒｍ ｉ ｎ ｕｓ

图 ２ ．６ＨＫＵ９ －ＲＢＤ 晶体结构 。 核心和外部亚结 构域分别 以 品 红色 和绿 色表 示 。 核心亚结 构

６ ７
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域进一步 分为 中 心 区 域 （核心 －中 心 ） 和外周 区 域 （核心－外周 ）
，
在 图 中 均做 了 突 出显示 。

核心－

中 心 的 片 层和螺旋分别标记为 ｐ
ｃ ｌ

－

ｐｃ５ 和 Ｈ １
－Ｈ６

；
而核心 －外周 的 片 层标记为 Ｐｐ ｌ

－

ｐｐ３ 。

二硫键和 ＲＢＤ 的末端均做 了 标记 。 在 图 中 右侧 ，
核心亚结构域 以表面显示的 方式呈现 出来 ，

以 突 出 外部亚结构域在顶部位置如同
一个帽子 。

２ ．２．７Ｂｅｔａ 冠状病毒中 ＲＢＤ 核心亚结构域的结构保守性

此前 已经相继报道 了三种 Ｂｅｔａ 冠状病毒的 ＲＢＤ 结构 ， 包括一种 Ｂ 群

（ ＳＡＲＳ
－ＲＢＤ

［
７９

］

） 和两种Ｃ群 （ＭＥＲＳ －ＲＢＤ ［
８Ｇ

＿ ＨＫＵ４
－ＲＢＤ ［

３ ７
］

） 冠状病毒的

ＲＢＤ 结构 。 这些结构表明在 Ｂｅｔａ 冠状病毒的核心折叠中存在
一个种间保守的结

构 ［
８ （）

］

。 ＢａｔＣｏＶ ＨＫＵ９ 是 Ｂｅｔａ 冠状病毒 Ｄ 亚群中的
一

个代表性成员 ［
７３

］

。 因此 ，

我们将 目前已知的 ＲＢＤ 结构与本研宄中解析的 ＨＫＵ９
－

ＲＢＤ 结构进行了 比较 。

与预期
一

样 ， 核心亚结构域具有很高程度的相似性 。 对核心结构域进行叠合 ，
均

方根方差值 （ＲＭＳＤ ） 在 ０ ．６６ 到 ２ ．８２Ａ 之间 ， 表明在四种 ＲＢＤ 中核心折叠相当

一致 ， 虽然在这个区域序列同源性很低 。 在 ｃｏｒｅ－ｃｅｎｔｅｒ 片层中我们可以看到最为

保守的部分 ， 由 ５ 个折叠所形成的支架元件和单
一

的折叠间二硫键在所有结构中

总是存在 。 然而 ， 在 ｃｏｒｅ－ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ 区域 ， 我们能够注意到构成折叠的部分存在

一

些细小的差异 。 在 ＨＫＵ９
－ＲＢＤ 中 ， 包含了３ 个短的 ｐ 折叠 ， 排列成

一

个小的

平行 Ｐ 片层 ； 在 ＳＡＲＳ
－ＲＢＤ 和 ＭＥＲＳ

－ＲＢＤ 中保留 了 两个这样的折叠
；
而

ＨＫＵ４
－ＲＢＤ 中在这个区域缺乏任何可检测到的折叠元件 。 尽管折叠 的方式存在

差另 ！
Ｊ

， ＲＢＤ 的 ｃｏｒｅ
－

ｐ
ｅｒｉ

ｐ
ｈｅｒａｌ ｓ 表现出相似的方向性和 同样的排列组合 以使其 Ｎ

末端与 Ｃ 末端结构域充分接近 。 ｃｏｒｅ
－

ｐ
ｅｒ ｉ

ｐ
ｈｅｒａｌ 中 ， 另外的特点在于这个区域存

在两个二硫键 ， 结构和拓扑上这两个二硫键在这四个 ＲＢＤ 结构中均保守 。

相对于核心的保守性 ， 这 ４ 种 ＲＢＤ 的外部亚结构域在结构上存在分歧 。

ＨＫＵ９ －ＲＢＤ 的表面区域是
一

个单
一

的 Ｈ １

’

螺旋 ； 而在 ＳＡＲＳ－ＲＢＤ 中以 回环为主 ，

但是包含两个额外的小的 Ｐ
折叠

；
ＭＥＲＳ －ＲＢＤ 和 ＨＫＵ４ －ＲＢＤ 的外部亚结构域相

互之间很类似 ， 主要是由 ４ 个 卩 折叠组成的刚性 卩 片层 。在这些外部亚结构域中 ，

尽管存在 结构上 的 不相关性 ， 但是拓扑上很 明显 是等 同 的 ， 都是在 两个

ｃｏｒｅ
－

ｃｅｎｔｅｒ 折叠中插入了 

一

个结构域 。

６８
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工


 ｃｏ ｒｅ
－

ｐｅｒｉ ｐ ｈｅ ｒａ ｌ

ｆ
＇


——

？￡ｌ／


ｉｎ ｒＳ



ＭＥＲＳ ．ＲＢ ＤＩＨＫＵ ４－ＲＢＤ

图 ２ ／７ 所有 Ｂｅｔ ａ 冠状病毒 ＲＢＤ 拓扑结构比较。 包括 ＨＫＵ ９
－ＲＢＤ

，ＳＡＲＳ
－ＲＢＤ

，

ＭＥＲ Ｓ－ＲＢＤ

和 ＨＫＵ４ －ＲＢＤ 共 ４ 个结构 ，

以 相似 的方 向 并且平行地展示 。 在核心－ 中 央 、 核心 －外 周和外

部亚结构域 ，
黄 色 圈 出 突 出显示这些结构域 。 同时

，
对全部 ４ 种 ＲＢＤ 结构 中 的核心－ 中 央和

核心－外周 片 层以 及外部元件的拓扑排列均 进行 了 描画 。

２ ． ２ ．８ 同源相互作用模式将外部亚结构域锚定在核心亚结构域上

通过对所有能够得到 的 ＲＢＤ 结构进行叠合 ， 在外部亚结构域中我们意想不

到地发现了两个主要元件 ， 这两个元件能够很好地 比对重叠在一起 。 第
一

个元件

横跨７个氨基酸残基 （ ＨＫＵ９ －ＲＢＤ ：Ｙ４６４－ Ｆ４７０ ， ＳＡＲＳ－ ＲＢＤ
：
Ｙ ４３ ８－Ｒ４４４ ，

ＭＥＲＳ－ＲＢＤ
：
Ｙ４ ９７－Ｃ ５０３ ，Ｈ ＫＵ４ －ＲＢＤ

：
Ｙ５ ０ １

－Ｃ ５ ０７ ） ， 然后沿着核心亚结构域

表面 向 前延伸 ， 嵌入在 Ｈ２ 和 Ｈ ６ 螺旋之间 。 第二 个元件包含 ８ 个氨基酸

（ ＨＫＵ９ －ＲＢＤ
：Ｐ４７ １

－

Ｑ ４７８ ，ＳＡ ＲＳ －ＲＢＤ
：Ｋ４４ ７

－Ｄ４ ５４ ，Ｍ ＥＲ Ｓ
－ＲＢＤ ：Ｌ５ １ ７

－

Ｓ５２４

和 ＨＫＵ４
－ＲＢＤ

：
Ｙ ５２２ －

Ｓ５ ２９ ） ， 以
一

个弯 曲 的 回环延伸 ， 覆盖在核心亚结构域的

Ｈ６ 螺旋上 。 有意思的是 ， 这两个元件以马鞍状跨于核心螺旋之上 ， 将外部亚结

构域锚定在核心亚结构域上 。 因此 ， 我们有必要对这个核心／外部结构域交界处

的氨基酸之间相互作用 的细节作进
一

步探究 。

６９
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

我们对这两个元件中 的每
一

个残基的侧链方 向和亚结构域之间的相互作用

进行了仔细观察 。 为 了方便分析和 比较 ， 对这两个元件中 的氨基酸都指定了一个

位置标记 （元件 １ 中的氨基酸分别 以 ａ－
ｇ标记 ， 元件 ２ 中的氨基酸分别 以 ａ－ｈ 标

记 ） 。 在元件 １ 中
， 所有 ４ 种 ＲＢＤ 中 的 ａ残基都是一个不变的酪氨酸 。 这个氨基

酸将其庞大的侧链指向核心亚结构域 ， 提供很强的疏水接触 。 ＨＫＵ９
－

ＲＢＤ 在这

个位置上存在
一

个额外的侧链 Ｈ键 。 ｂ 残基远离核心表面向外延伸 ， 这个位置的

氨基酸保守性很低 。 但是这个残基总是通过提供
一

个主链 Ｈ 键促成亚结构域的

锚定 。 在 ｂ 残基之后 ， 氨基酸在 ｃ 位置上更好的面向核心 ， 而在 ｄ 位置上与核心

表面平行伸展 。 在这两个位置上 ， 能各 自观察到多个范德华接触和保守的主链 Ｈ

键 。 在 ＳＡＲＳ
－ＲＢＤ 中 ， 能看到细微的差异 ， ｃ 残基往外延伸至庞大的溶剂区 。 元

件 １ 中剩余的三个 ｅ 、 ｆ和 ｇ 位置上的氨基酸 ， 远离核心亚结构域并且完全暴露

于溶剂中 ， 因此对核心／表面之间的相互作用所起的作用很小 。

在元件 ２ 中 ，
ａ 和 ｄ 残基方向上与核心亚结构域表面平行 。 这

一

构型允许氨

基酸提供非极性的范德华接触以加强核心／外部亚结构域之间的结合 。 ｄ位置上的

氨基酸具有一定程度的保守性 ， 在这个位置上脯氨酸更为有利 ， 以方便回环转角 。

在这两个位置之后 ， ｂ 和 ｅ将它们的侧链插入到核心亚结构域的两个表面口袋中 。

在 ｂ 位置上 ， 通常保守性地为疏水性并且侧链是中等大小的氨基酸 （Ｖａｌ／Ｉ ｌｅ／Ｌｅｕ ） 。

这个残基容纳在浅的非极性 口袋中 ， 产生强的堆积力 以结合核心和外部亚结构

域 。 此外 ， 这个残基同时为亚结构域的结合提供一个主链 Ｈ 键。 对于 ｅ 残基 ，

容纳其的 口袋深而且大 ， 因此在这个位置上的残基变化较大 （在 ＨＫＵ９ －

ＲＢＤ 和

ＨＫＵ４ －ＲＢＤ上是Ｇ ｌ
ｙ

， 在ＳＡＲＳ
－ＲＢＤ上是 Ｐｈｅ ， 而在ＭＥＲＳ

－ＲＢＤ是Ａｓｎ ） 。 在４

种 ＲＢＤ 中 ， 这个 ｅ 残基总是通过主链原子与核心亚结构域形成 Ｈ 键 ， 但是也可

能提供侧链 Ｈ 键相互作用 （ 如在 ＭＥＲＳ－ＲＢＤ 中 ） 或多个范德华接触 （在

ＳＡＲＳ －ＲＢＤ 中 ） 。 在这个区域中 ｇ 残基位置上 ， 能够进一步观察到额外 的核心／

表面相互作用 ， 残基方向上与核心亚结构域平行或指向核心亚结构域 ， 因此通过

疏水性或侧链 Ｈ 键相互作用促成亚结构域之间的结合 。 同样让人感兴趣的是 ，

在元件 ２ 中上述这些重要的表面残基经常 由位置 ｃ 、 ｆ和 ｈ 的氨基酸残基穿插相

间 ， 而 ｃ 、 ｆ和 ｈ 位置上的氨基酸是溶剂暴露的并且很少与核心结构域相互作用 。

７０
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图 ２
．
８ 同 源 亚结构域间 氦基酸 的相 互作 用 促使外部亚结构域锚定于核心亚结构域 。 （Ａ ）Ｂ ｅｔ ａ

冠状病毒 ＲＢＤ 结构之 间的 叠合 （ＨＫＵ ９－ＲＢＤ 为绿 色
，

ＳＡＲＳ－ＲＢＤ 为 黄 色
，
ＭＥＲ Ｓ－ＲＢＤ 为

蓝 色
，

ＨＫＵ４ －ＲＢＤ 为 青 色
）
显示结构上能够很好的重 叠 ，

突 出 显示 出外部元件 。 这两个元件

中 ，
元件 １（ ｅ ｌｅｍｅｎｔ１ ） 和元件 ２（ ｅ ｌｅｍｅｎｔ ２ ） 分别有 ７ 个和 ８ 个 氨基酸

，

在亚结构域间 相 互

作 用 中
，
主要参 与核心亚结构域的 Ｈ２ 和 Ｈ ６ 螺旋。 为 了 方便 比较

，
元件 中残 基依照顺序各

自 分配给一个位置 标记 （ ａ
－

ｇ 用 于元件 丨 ， ａ
－

ｈ 元件 ２ 。 （Ｂ ） 元件 中 残基 的特性及在亚结 构域

间 结合所起的作 用 。 两个外部元件 以 ｃ ａｒｔｏｏｎ 的形 式展示 ，
而核心亚结 构域 以 ｓ ｕｒｆａ ｃｅ 方 式

显示 。 在每个位置上
，
每个残基以 各 自 位置 、 氦基酸名称和编号 、 相互作 用 的模 式／方 式 以

及侧链 方 向 的 方 式来标记 。 对于相 互作 用糢 式 ，

疏水或 范德华 力 相互 作 用 以 圆 圏 Ｐ 表 示
，

侧 链氩鍵 以 圆 圈 Ｓ 表示
，

而 主链氩鍵 以 圆 圈 Ｍ 表示 》 侧链方向 以箭头 表示 。 （Ｃ ） 对 （ Ｂ ）

中 的 亚结构域 间 的 相互作 用进行总 结 。 对 ４ 种 ＲＢ Ｄ 中 元件的 序列进行比对 并列 举 出 来 。

‘ ‘

＋
”

表示某种相 互作 用 类型在这个位置 上通 常 能够观察 到 ，
表示 相互作 用 方式对某些 ＲＢＤ

是特定的 ，
而 不是存在 于所有 ４ 中 ＲＢＤ 结构 中 。 箭 头 标示 出 侧链的方 向 。

总之 ， 四个冠状 ＲＢＤ 结构在亚结构域之间 的结合上呈现出 同源的氨基酸相

互作用模式 。 这种结合主要依赖于外部亚结构域上的两个元件 ， 这两个元件在这

些结构中 的走向相似 。 尽管这些元件在序列上保守性较低 ， 但是大部分情况下 ，

在每个位置上的氨基酸残基的侧链走 向和相互作用模式 （疏水性 、 范德华或氢键

接触 ） 是相似或同源的 。

７ １
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２ ．３ 讨论

大量证据表明 ， 蝙蝠是 自然界中新型冠状病毒及冠状病毒基因的最大的遗传

库 。 大部分 Ｂｅｔａ 冠状病毒从来源上都可追溯至蝙蝠 ， 如最近有研宄在中华菊头

蝠上分离到
一

株活的 ＳＡＲＳ 样冠状病毒 ， 这株病毒能够利用 ＳＡＲＳ 冠状病毒的

ＡＣＥ２ 受体以侵入细胞［
２２

］

， 因此为追溯引起人类感染的 ＳＡＲＳ 冠状病毒的来源提

供 了最强有力的证据 。 此外 ， 两项研宄报道在蝙蝠体 内鉴定 出 的基因片段与

ＭＥＲＳ 冠状病毒的几乎一致Ｐ ８ ， ３ １
］

， 暗示 ＭＥＲＳ 冠状病毒可能也是来源于蝙蝠 。

值得注意的是 ， 最近的研宄报道表明 ＢａｔＣｏＶＨＫＵ４ 通过识别 ＣＤ２６ 分子适应性

地结合人类细胞 ［
３７

］

。 因此 ， 所有这些证据表明 ， 为其他不可预知的蝙蝠来源的

Ｂｅｔａ 冠状病毒可能发生的跨物种传播事件做好准备 ， 是一个很迫切的 问题 。

ＢａｔＣｏＶ ＨＫＵ９ 是
一

种重要的 Ｄ 群 Ｂ ｅｔａ 冠状病毒 ［
７３

］

， 并且已经证明在很多不同种

类的蝙蝠中广泛存在和流行 ［
６ ８ ， ８４

＿８６
］

。 鉴于冠状病毒 Ｓ 蛋 白的 ＲＢＤ在跨越物种屏

障过程中所起的决定性作用 （如 同在其他冠状病毒中结构上所阐 明 的
一

样 ［
３ ７

，
７９

，

８０
］

）
， 我们从结构和功能特点上对同源的 ＢａｔＣｏＶ ＨＫＵ９ 的 Ｓ 蛋 白 ＲＢＤ 进行了描

述 。 从解析的结构中我们可 以看出存在
一

个核心亚结构域 ， 这个结构域与 ＳＡＲＳ 、

ＭＥＲＳ 和 ＨＫＵ４
－ＲＢＤ 中观察到的

一致 ， 但是存在
一

个仅 由
一

个螺旋组成的独特

的外部亚结构域 。 由于 ＲＢＤ 外部亚结构域包含了与受体相互作用的关键基序 （ 即

受体结合基序 ， ＲＢＭ ） ， 因此 ＨＫＵ９
－ＲＢＤ 独特的表面折叠与我们的功能数据是

完全
一

致的 ， 表现为 ＨＫＵ９－ＲＢＤ 与 ＡＣＥ２ 和 ＣＤ２６ 受体不反应 。 至于哪
一

种宿

主分子能够作为 ＨＫＵ９－ＲＢＤ 侵入细胞的功能性受体 ， 有待于进
一

步研究 。 然而 ，

考虑到 ＨＫＵ９
－ＲＢＤ 外部亚结构域中的单一螺旋元件 ， 我们可以推断 ＲＢＭ 应该

位于螺旋中溶剂能够进入的
一

侧 ， 这为将来进行受体的鉴定提供方便 。

值得注意的是 ， 冠状病毒的 ＲＢＤ 不是必须位于 Ｓ １ 亚单位的 Ｃ 末端部分 。

以前的结构和突变分析数据表明 ， ＭＨＶ 的 Ｓ 蛋 白 ＲＢＤ 位于 Ｓ １ 亚单位的 Ｎ 末端

［

８２
，
％

］

。 然而 ， 由 于大多数冠状病毒的 ＲＢＤ 位于 Ｓ １ 亚单位的 Ｃ 末端 ， 如

ＳＡＲＳ
－ＣｏＶ

［
７９

］

、 ＭＥＲＳ －ＣｏＶ＿ 、 ｂａｔＣｏＶ ＨＫＵ４ ［
３ ７

］

、 人冠状病毒
ＮＬ６３

［
９７

］和传染性

胃肠炎病毒 ［９ ８
］等 ， 当前的数据似乎倾向于 Ｃ －ＲＢＤ［

３７ ，７９ ， ８（）
］比 Ｎ－ＲＢＤ 作为受体结

合实体更具有优势 。 有意思的是 ， 目 前所有 Ｂｅｔａ 冠状病毒 Ｃ －ＲＢＤ 结构中 ， 其 Ｎ

７２
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末端和 Ｃ 末端扭转着固定在相 同的
一侧 ， 与外部亚结构域所处的位置相反 。 这

种排列方式导致 Ｓ １ 亚单位的 Ｎ 末端在空间上位于 Ｃ 末端的下面 ， 从而突 出 了

Ｃ－ＲＢＤ 远离病毒包膜 以便于与受体反式相互作用 。 我们 的结 构研宄表 明 ，

ＨＫＵ９
－ＲＢＤ 保 留相同的特性 ， 因此具有更好的机会以作为真正的受体结合实体 。

通过与 ＳＡＲＳ －ＲＢＤ 、 ＭＥＲＳ －ＲＢＤ 和 ＨＫＵ４－ＲＢＤ 这些已知的结构进行比较 ［
３ ７ ，

７９
，
８Ｄ

］

，ＨＫＵ９ －ＲＢＤ 在表面折叠上与这些结构有差异 ， 但是保留 了相似的核心亚

结构域结构 。 最保守的部分位于 ｃｏｒｅ
－ｃｅｎｔｅｒ 片层 ， 由 ５ 个反平行的折叠组成 ， 功

能上作为核心亚结构域的支架 。 空间和结构上 ， 这个片层在所有 ＲＢＤ 结构中都

很保守 。 另外的保守元件包括 ｃｏｒｅ－ｃｅｎｔｅｒ 螺旋和 ｃｏｒｅ －

ｐ
ｅｒｉｐｈｅｒａｌ 。 然而 ， 这些元

件在二级元件组成上可能发生变化 ， 如最近 ＨＫＵ４－ＲＢＤ ［
３７

］＆结构研宄表 明 ， 其

Ｎ末端大部分没有折叠成如同 ＳＡＲＳ －

ＲＢＤ＾和ＭＥＲＳ－ＲＢＤ ｔ
８（）

冲观察到的特征性

螺旋 。 对于 ｃｏｒｅ
－

ｐ
ｅｒｉ

ｐ
ｈｅｒａｌ

， 折叠的数量在不同的结构中存在变化 ， 如 ＨＫＵ４－

ＲＢＤ

没有折叠 ， 而 ＨＫＵ９
－

ＲＢＤ 中存在 ３ 个折叠 。 这对 ＲＢＤ 二级元件的命名增加了

相当大的复杂性 。 如果将结构上变化显著的外部亚结构域同时考虑进去 ， 情形将

更糟糕 。 因此 ， 我们建议对 ｃｏｒｅ
－

ｃｅｎｔｅｒ 中的折叠和螺旋分别命名为
｜

３Ｃ Ｓ
（ｐＣ ｌ

－

ｐＣ
５
）

和Ｈｓ
（
Ｈ ｌ

，
Ｈ２ ． ． ． 等 ） ，

ｃｏｒｅ
－

ｐ
ｅｒｉｐｈｅｒａｌ中 的折叠命名为

Ｐｐ
ｓ

（Ｐｐ
ｌ

， Ｐｐ
２ ． ？ ．等）

， 而表

面元件命名为 １＾
（
１１ １

’

，
１１２

’

． ． ． 等 ）或 ０

’

３ 印 １

’

， ０
２

’

． ． ． 等）
。 这种命名策略能够方便

同源 ＲＢＤ 结构之间进行比较 ， 并且能够反应外部亚结构域在拓扑上是在两个对

等的 ｃｏｒｅ
－

ｃｅｎｔｅｒ折叠之间插入的
一

个亚结构域 。

ＲＮＡ 病毒漫长的进化史 、 高突变率和大量的人工遗传 ，
给病毒的起源研宄

带来很大的困惑 。 由于病毒表面蛋 白常处于巨大的进化压力之下 ， 如果从这些蛋

白来追踪病毒的进化痕迹将更加困难 。 然而 ， 四级结构上的进化记录可能比氨基

酸序列上的更为保守 。 在 Ｂｅ ｔａ 冠状病毒中 ， 不同群成员 间 Ｓ 蛋白 ＲＢＤ 序列同源

性相当有限 。 然而 ， 在 Ｂｅｔａ 冠状病毒 ＲＢＤ 结构中存在几个保守的特点 ： １ ） 保

守的 ｃｏｒｅ －

ｃｅｎｔｅｒ 作为核心亚结构域的支架 ；
２ ） 相似的 ｃｏｒｅ－

ｐ
ｅｒｉ

ｐｈｅｒａｌ ， ＲＢＤ 末

端扭结接近 ；
３ ） 相似的拓扑排列 ， 外部亚结构域插入在两个核心折叠之间 ；

４ ）

亚结构域之间的结合模式具有
一

定同源性 ， 将外部结构域锚定在核心亚结构域

间 。 这些特点表明 Ｓ 蛋白具有共同的祖先 ， 然后发散性地进化为不同的种类 。 在

进化过程中 ， 核心亚结构域在所有结构中均保留 ， 而外部结构域折叠成不 同的结

７３
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构 以结合不同的受体 。 同样值得注意 的是 ， 在 Ｂｅｔａ 冠状病毒 Ｂ 、 Ｃ 和 Ｄ 群成员

中上述核心特点在结构上 已经得到验证 ， 但是 目 前尚未有 Ａ 亚群病毒在这方面

的数据 。 因此 ， 未来有必要对Ａ 亚群成员 中 的对应的 Ｓ 蛋白 ＲＢＤ 结构进行研究 。

７４
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第三章 云南省墨江哈尼族自治县废弃矿洞中不明原因重症肺炎事件

病原学初步调査

重症肺炎是
一

种肺部感染所引起的严重甚至致死性的疾病 ， 通常病情进展迅

速 ， 病死率高达 ３ ０％？ ５０％。

引起重症肺炎的病因很复杂 ， 主要涉及细菌 、 真菌和病毒等 。 其中 ， 细菌包

括肺炎链球菌 （ ＊Ｓ叫ｐ
／ｏｃｏｃｃｕｓ

ｐ
ｎｅｕｍｏｎｉａｅ） 、 嗜肺军团菌 ｐｎｅｕｍｏｐｈｉ ｌａ ） 、

肺炎支原体 （Ａｆｙｃｏｐ／ｏｓｍａ
ｐ
ｎｅｕｍｏｎ ｉａｅ） 、肺炎克雷伯杆菌 （Ａ７ｅ＆ｓ／ｅ ／／ａ

ｐ
ｎｅｕｍｏｎ ｉａｅ ） 、

铜绿假 单胞 杆 菌 （ Ｐｓｅｗｄｏｗ ｃｗａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ） 和 流感 嗜 血 菌 （

ｐ
ａｒａｉ ｎｆｌｕｅｎｚａｅ ） 等 ； 真菌有肺组织胞装菌 （Ｍｓｔｏｐ／ｏｓｗａ ｃａ

ｐ
ｓｕ ｌａｔｕｍ ） 等

； 而常见

的 引 起重 症肺 炎 的病 毒有 严 重急性呼 吸道综合 征冠状病毒 （ Ｓ ｅｖｅｒｅａｃｕｔｅ

ｒｅ ｓ
ｐ

ｉｒａｔｏｒｙｓ
ｙ
ｎｄｒｏｍｅｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ

，
ＳＡＲＳ －ＣｏＶ ） 、 中 东呼吸道综合征冠状病毒

（ＭｉｄｄｌｅＥａｓ ｔｒｅｓｐ
ｉ ｒａｔｏｒｙ

ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ， ＭＥＲＳ－

ＣｏＶ） 、 人冠状病毒ＮＬ６３

（ＨｕｍａｎｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓＮＬ６ ３ ， ＨＣｏＶ－ＮＬ６３） 、 人冠状病毒ＨＫＵ １（Ｈｕｍａｎｃｏｒｏｎａｖ ｉｒｕｓ

ＨＫＵ １ ， ＨＣｏＶ－ＨＫＵ ｌ ） 、 流感病毒 （ Ｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓ ） 、 腺病毒 （Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ） 、 呼

吸道合胞病毒 （Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｓ
ｙ
ｎｃｙｔｉａ ｖｉｒｕｓ ，

ＲＳＶ ） 、 人博卡病毒 （ＨｕｍａｎＢｏｃａｖ ｉｒｕｓ ，

ＨＢｏＶ ）和人偏肺病毒（
Ｈｕｍａｎ ｍｅｔａ

ｐ
ｎｅｕｍｏｖｉｒｕｓ

，
ｈＭＰＶ

）等 。 近年来报道的蝙蝠携

带的正呼肠孤病毒 （ Ｏｒ ｔｈｏｒｅｏｖ ｉｒｕｓ ） 如Ｍｅｌａｋａ ｖ ｉｒｕｓ
［
６２＾ Ｋａｍｐａｒ ｖｉｒｕｓ

［
６３

】

， 引起人

类感染导致的重症肺炎 ， 同样不容小视。 而免疫缺陷疾病导致肺部合并感染其他

病原之后 ， 即使这类病原通常是低致病甚至非致病的 ， 也可能引 起重症肺炎 。

细菌和真菌的检测 ， 通常可以通过扩増基因组中保守的 １ ６ｓＲＮＡ 和 １ ８ＳＲＮＡ

来进行 ， 或者通过针对某种细菌或真菌的特异性方法进行检测 ， 从而对引起疾病

的病因进行初步判断 。 然而 ， 引起重症肺炎的病毒种类繁多 ， 除 了 同
一病毒科或

病毒属成员 ， 病毒之间一般不存在共有的保守序列 。 因此 ， 只能依赖于单个病毒

的检测 。 临床上因检测能力的局限 ， 通常短时间 内很难对病因进行确诊 。

２０ １ ２ 年 ４ 月 ， 云南省墨江哈尼族 自治县的
一个矿工群体在重新清理废弃的

铜矿时暴发重症肺炎 ， 其中 ６ 人感染 ， ３ 人死亡 。 引起这次暴发的原因至今尚未

明 了 。 ２０ １ ４ 年 １ ０ 月 ， 我们在这个废弃的矿洞中捕捉了８ ７ 蝙蝠和 １ 只大鼠 ， 采

７５
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集了各种组织脏器样本 ， 并对其 中可能携带的病原进行 了检测 。

３ ． １ 材料和方法

３ ． １ ． １ 试剂和材料

使用的试剂 、 材料和仪器 ， 同第一章 。

３ ．１ ．２ 样本釆集

在云南省疾病预防控制 中心和当地疾控中心工作人员的协助下 ， 我们在云南

省墨江哈尼族 自治县通关镇的
一

个废弃铜矿里 （Ｎ ２ ３

°

１ ０３６
〃

Ｅ １ ０ １

°

２ｒ２８
〃
） 捕获

了８ ７ 只蝙幅 ， 其中 ８４ 只为中华菊头幅 （及 ／ ｓｉｎｉ ｃｕｓ ）
，

３ 只为亚洲长翼

蝠 （ＭｚＷｏｐｔｅｍｓ ｆｌｉｌ ｉｇｉｎｏ ｓｕｓ ） 。 当天晚上在 山洞里设置捕鼠器 ， 第二天捕获
一

只野

鼠 。 所有蝙蝠处死后采集了肠道 、 肺脏 、 肝脏和脾脏组织 。 由于蝙蝠体型较小 ，

未能采集肛拭子 。 捕获的野 鼠作同样处理 。 所有组织分别存放于 ２ｍＬ 细胞冻存

管中 ， 所有标本分类包装在纱布袋中后立即存放于液氮 ， 运送至云南省疾病预防

控制中心实验室 ， 直至需要检测时取出 。 本研宄通过了 中国疾病预防控制中心病

毒病预防控制所和云南省疾病预防控制 中 心的伦理和动物福利和使用委员会的

审查 。

３ ．１ ．３ 样本处理

将样本分批从液氮中取出 ， 取 出后按照编号排列好 ， 解冻之后取适量组织在

灭菌的手工玻璃碾磨器中碾磨 。 整个碾磨过程在冰上进行 ， 碾磨时先加入少量含

有抗生素 （ ５００００
ｎｇ

／ｍＬ 万古霉素 ， ５００００｜

ｉ
ｇ
／ｍＬ丁胺卡那霉素 ， １ ００００ｕｎｉｔｓ／ｍＬ

制霉菌素 ） 的培养基 ， 充分碾磨之后 ， 将培养基补充至 １ 毫升 ， 转移到灭菌离心

管中 ， ４
°

Ｃ高速离心 １ ０ 分钟 ， 小心吸取上清转移至新的离心管中 。 取上清液 １ ００

ｆ
ｉＬ 用于核酸提取 ， 剩余的立即放入－

８０

°

Ｃ低温冰箱 中保存 。

３ ． １ ．４ 核酸提取

使用 Ｑｉａ
ｇ
ｅｎ 核酸提取试剂盒 ， 按照说明书 中介绍的方法进行核酸提取 ， 具

体步骤同第二章 。 提取好的核酸立即用于反转录试验或冻存于－８０

°

Ｃ低温冰箱中 。

７ ６





编蝙宿主中新病毒发现及蝙蠣冠状病毒 ＨＫＵ９ 受体的探索


３ ．１ ．５ 引物设计

我们从 ＧｅｎＢａｎｋ 中 下载 了 星状病 毒科 （ Ａｆｒｏｖ ｚＷａｅ） 、 博卡病 毒 属

（５ｏｃｏｖ／ｍｓ ） 、 冠状病毒亚科 （ Ｃｏｒｏｎａｖ／ｒ／？ａｅ） 、 丝状病毒科 （尸／７〇咖／￡／￡／￡ ） 、 甲型

流感病毒 （ Ｉｎｆｌｕｅｎｚａｖ ｉｒｕｓＡ ） 、 亨尼 帕病 毒属 麻疫病毒属

和聴腺炎病毒属 的所有序列 ， 根据氨基酸序列

中最保守的部分进行简并引物设计 ； 同时下载了正呼肠孤病毒属 （ＯＭｒｅｏＷｍｓ ）

的所有序列 ， 经序列 比对后找出核苷酸序列 中最保守部分 ， 进行引物设计 。 基于

氨基酸和核苷酸保守序列的简并设计方法参照第六章 。 设计完成的 引物序列如

下 。

表 ３ ． １Ｐａｎ
－ｖｉｒａｌ 筛选简并引物

Ｐｒｉｍｅ ｒｓＰｒｉｍｅｒ
Ｓ ｅ

ｑ
ｕｅ ｎｃｅｓＤｅ

ｇ
ｅｎｅｒ ａｃ

ｙＬｅｎ
ｇ
ｔｈ

ｐ
ａｎＡｓｔｓ

－

ＰＭ
－ＯＦＡＴＴＴＧＡＣＴＧＧＡＣＣＣＧＣＴＡＴＧＡ ＹＧＧＮＡ ＣＮＡＴＨＣＣ９６０Ｆ＋０Ｒ

＝

４３ ３

ｐ
ａｎＡｓｔ ｓ

－

ＰＭ
－ＯＲＡＣＴＴＴＧＡＣＣＴＴＣＴＣＡＧＧＣＴＴＡＡ ＣＣＣＡＣＡＴＮＣＣＲＡＡ８

ｐ
ａ ｎＡｓ ｔｓ －ＰＭ－

Ｉ ＦＧＴＴＴ ＡＧＴＣＡＣＣＣＡＧＣＡＧＡＡＡＣＧＡＧＧＮＡ ＡＹ ＣＣＮＷＳＮ ＧＧ５ １２Ｉ Ｆ＋ＯＲ
＝

２６ ８

ｐ
ａｎＡｓｔ ｓ

－

ＰＭ－ＯＲＡＣＴＴＴＧＡＣＣＴＴＣＴＣＡＧＧＣＴＴＡＡＣＣＣＡ ＣＡＴＮＣＣ ＲＡＡ８

ｐ
ａｎＢｏＶｓ －ＰＭ－ＯＦＧＣＴＴＴＡＣＡＧＣＴＴＴＴＧＴＴＧＡＴＴＣＡ ＲＧＧＮＴＡＹＡＡ ＹＣＣ３ ２ＯＦ＋ＯＲ

＝

５ １ ２

ｐ
ａｎＢｏＶｓ

－

ＰＭ－ＯＲＣＴＧＣＡＡＴＣＴＣＡＧＴＡＧＣＡＧＴＧＡＴＹＴＣＮＣ ＣＲＡＡＮＧＴ６４

ｐ
ａｎＢｏＶｓ

－

ＰＭ－

ＩＦＧＴＴＴＣＧＧＧＡＡＡＣＡＡＡＡＣＡＣＴＧＴＣＴＧＣＴＴＹＴＡ ＹＧＧＮＣＣＮＧ Ｃ６４ＩＦ
＋

ＩＲ
－

１ ３ １

ｐ
ａｎＢｏＶｓ

－

ＰＭ－

ＩＲ２ＧＴＴＴＣＧＴＴＡＡＡＧＡＣＡＡＡＴＣＣＣＴＴＧＴＴＴＡＧＡＴＧ ＲＴＴＮＡＣＲＣＡＮ ＣＣ６４

ｐ
ａｎＣｏＶｓ－ＯＦＴＧＴＴＡＴＴＧＧＡＡＣＣＡＣＧＡＡＧＴＴＹＴＡＹＧＧＮＧＧＮＴＧ６４ＯＦ＋ＯＲ＝２９９

ｐ
ａｎＣｏＶｓ－ＯＲＴＡＧＴＡＧＣＡＴＣＴＣＣＧＣＴＧＣＴＡＧＴＮＣＣＮ ＣＣ

＇

ＮＧＧＹＴＴ

ｐａｎＣｏＶｓ
－

ＩＦＧＴＴＴＴＧＴＴＣＴＴＡＴＧＧＧＴＴＧＧＧＡＴＴＡＹ ＣＣＮＡＡＲＴＧＹＧＡ３２ＩＦ ＋ＯＲ＝ ２２８

ｐ
ａｎＣｏＶｓ－ＯＲＴＡＧＴＡＧＣＡＴＣＴＣＣＧＣＴＧＣＴＡＧＴＮＣＣＮ ＣＣＮＧ ＣｉＹＴＴ１ ２８

ｐ
ａｎＦｉ ｌ

ｏ－ＯＦＡＡＴＴＡＴＡＡＧＴＧＡＴＴＴＡＡＧＴＡ Ｔｍ
＇

ＴＹＡ ＴＨＡＡ Ｒ ＧＡ３ ６ＯＦ＋Ｏ Ｒ＝９８ ５

ｐ
ａｎＦｉ ｌ

ｏ－ＯＲＡＡＡＡＴＡＡＡＴＧＡＡＣＣＣＴＧＡＡ ＫｉＮＡ ＣＲＡＡ Ｎ Ｃ ｉ ｌ Ｙ Ｉ ｔ

＇

６４

ｐ
ａｎＦｉ ｌ

ｏ－

ＩＦＧＴＴＴ ＡＧＣ ＴＡＡＡＧＣＡＴＴＣＣＣＴＡＧＴＡＡ ＹＡＲ ｉ ＡＴ Ｃｉ ＣｉＴＮＣ ｉＴ ８ＩＦ ＋ＩＲ＝ ５０ １ ｂ
ｐ

ｐａ
ｎＦｉ ｌ

ｏ－

ＩＲＧＴＴＴ 
ＴＡＧＡＧＴＴＧＴＴＡＴＡＣＡＴＴＧＡ

＇

ｎＲ １ ＣＮＣＣＣ ＡＰ ＮＡＣ３ ２

Ａ ＩＶ－

ＰＢ １

－

１ ０Ｆ２ＡＴＣＴＧＧＡＣＴＣＣＣＡＧＴＴＧＧＡＧＧＮ ＡＡ ＹＧＡ ＲＡＡ ＲＡ Ａ３ ２ＯＦ＋〇Ｒ＝５ ３ ５

Ａ ＩＶ－

ＰＢ １
－

１ ０Ｒ２ＡＴＣＡＴＣ ＧＧＡＧＧＡＴＴＧＧＡＧＴＣＣＲＴＣＣ Ｃ ＡＣＣ Ａ ＲＨＡ１ ２

Ａ ＩＶ－

ＰＢ Ｉ
－

１ Ｉ ＦＧＴＴＴＴＴＣＴＴＴＣＡＣＡＡＴＣ ＡＣＴＧＧＡＧＡ ＹＡ Ａ ＹＡＣＮ ＡＡ ＲＴＧ３ ２ＩＦ＋ＩＲ
＝

３ ６２

Ａ ＩＶ－

ＰＢ Ｉ
－

１ ＩＲＴＧＴＡＣＴＴＡＧＣＡＴＧＴＴＧＡＡＣＡＴＮＣ ＣＴＡ ＴＣＡ ＴＣ Ａ Ｔ４

ｐ
ａｎＨｅｎ

ｉｐａ
－ＯＦＣＡＴＧＴＡＣＡＴＧＡＴＴＴＧＣＴＡＴＯＧＮＴＴＹＯＴＮＧＡ ＲＧＡ４ＯＦ４〇Ｒ＝８６５

ｐ
ａｎＨｅｎ

ｉｐ
ａ －ＯＲＣＣＣＴＧＴＧＴＴＧＴＣＡＡＴＧＡＡＣＡＣＲＴＣ ＲＴＣＲ丁Ａ ＤＡＴ２４

ｐ
ａｎＨｅｎｉ

ｐ
ａ

－ＯＦＣＡＴＧＴＡＣＡＴＧＡＴＴＴＧＣＴＡＴＧＧ ＮＴＴＹＧ ＴＮＧＡ ＲＧＡ４ＯＦ＋ ＩＲ＝７ ５４

ｐ
ａｎＨｅｎ

ｉｐ
ａ －

ＩＲＧＴＴＴ ＡＧＴＣＡＧＴＣＴＧＴＴＧＡＧＣＣＡＡＧＧＲＴ ＴＤ ＡＴＲＴＣＮ ＡＴ １ ２

ｐａｎＭｏ ｒｂ ｉ ｌ ｌ ｉ

－ＯＦＧＴＴＴ ＡＡＣＡＧＧＧＡＧＴＧＴＣＴＴＣＡＡＣＧＣＮＡＡＹＣＡＲＧＴＮＴＧ４ＯＦ＋ＯＲ＝３ ７２

ｐ
ａｎＭｏ ｒｂ ｉ ｌ ｌ ｉ

－ＯＲＧＴＴＴ ＡＣＣＡＡＧＴＧＣＡＡＡＡＡＣＣＡＧＧＣＣ ＣＡ丁Ｙ丁ＴＹＴＣＤＡＴ４

７７





中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所博士论文


ｐ
ａｎＲｕｂｕ ｌａ

－ＯＦＴＧＡＡＧＡＴＣＴＣＡＧＣＡＴＡＴＴＣＡ ＴＧＡＡ ＲＧＡ ＹＡ ＡＲＧＣ８ＯＦ＋ＯＲ
＝

８ ５ ３

ｐ
ａ ｎＲｕｂｕ Ｉａ

－ＯＲＣＣＡＴＡＡＴＴＴＴＴＧＡＣＡＴＡＡＡＣＣＹ ＴＣ ＤＡ ＴＮＣＣ ＮＣＣ ６

ｐ
ａｎＲｕｂｕ ｌａ

－

ＩＦＧＴＴＴ ＴＴＧＴＧＣＡＴＣＴＴＡＣＴＣＴＣＴＣＡ ＡＲＣｉ Ａ ＲＡ ＡＲＧＡ ＲＡ ！１ ６ ＩＦ＋ ＩＲ
＝

４９８

ｐ
ａ ｎＲｕｂｕ ｌａ

－

ＩＲＧＴＴＴ ＧＣＴＴＣＧＣＡＴＴＡＧＣＣＴＴＡＡＡＴＧＤ ＡＴＣＣＡ ＹＴＣ ＲＡＡ１ ２

ＯｒｔｈｏＲｅｏ
－ＯＦ ＣＢＡＴＹＡＴＧＣＣＮＨＴＤＡＡＹＧＴ４３ ２ＯＦ＋ＯＲ＝６２８

ＯｒｔｈｏＲｅ ｏ
－ＯＲＣＣＲＴＣＲＴＣＮＣＣＹＴＧＲＣＡＮＡ ２５ ６

ＯｒｔｈｏＲｅｏ
－

Ｉ ＦＡＧＹＧＣＮＧＴＮＡＴＹＧＡＲＡＡＲＧＴ２５ ６ＩＦ
＋

ＩＲ＝４ １ ９

Ｏｒｔｈ ｏＲｅｏ
－

Ｉ ＲＴＣＣＡＴＣＡＴＮＧＴＲＣＴＲＴＴＲＴＴＮＧＣ１ ２８

说明 ： 引 物合成时将所有的 Ｎ 替换成 Ｉ（次黄嘌呤 ）
，
能够降低引 物的 简 并率

，

从而提高扩

增效率和检 出 率 。

３ ．１ ．６ 样本检测

提取的核酸经反转录后得到的 ｃＤＮＡ 立即进行 ＰＣＲ反应 。 鉴于需要检测的

病毒较多 ， 实验室中没有足够的机器同时运行 ， 因此 ＰＣＲ 反应体系中添加
一

定

量的优化试剂以使 ＰＣＲ 反应能适应更宽的退火温度范围 。我们
一

般是添加 ５％的

ＤＭＳＯ
， 第

一

轮 ＰＣＲ 时 ， 先进行 ５ 个循环 ， 退火温度为 ４４
°

Ｃ
， 然后进行 ３０ 个循

环 ， 退火温度为 ５４

°

Ｃ 。 第二轮 ＰＣＲ 时 ， 先进行 ５ 个循环 ， 退火温度为 ４８

°

Ｃ ， 然

后进行 ３０ 个循环 ， 退火温度为 ５８

°

Ｃ 。 第
一轮 ＰＣＲ 后 ， 如果得到的条带与预期

相符 ， 即可送交公司进行测序 。 如果第
一

轮 ＰＣＲ 未见预期条带扩增 ， 则取第
一

轮的 ＰＣＲ 产物 ５
卩
Ｌ 作为第二轮反应的模板 ， 继续扩增 。 扩增得到的条带如果与

预期大小相符 ， 同样送交测序公司进行序列测定 。

所有阳性样本均需经过独立的重复试验以避免假阳性 。

３ ．１ ．７ 序列同源与进化分析

测得的序列首先通过 Ｂ ｌａｓｔｎ 进行比对 ， 以确定序列是否为 目标病毒的序列 。

确定之后 ， 从 ＧｅｎＢａｎｋ 中下载相关病毒序列进行同源性分析 。 最后 ， 进行进化

分 析 。 序 列 比 对使用 Ｃ ｌｕ ｓｔａｌＷ 进行 ， 进化 树 构 建使 用 ＭＥＧＡ７ 软件 以

Ｎｅ ｉ
ｇ
ｈｂｏｒ

－

Ｊｏｉｎｉｎ
ｇ 
法建树 ，

Ｂｏｏｔｓ ｔｒａｐ值设定为１ ０００ 。

３ ．２ 结果

３ ．２ ．１ 样本检测

ＰＣＲ 检测与测序结果表明 ，
２ 份样本呈冠状病毒阳性 ：

一份为中华菊头蝠肠

７８





蝙 蝠宿 主中 新病毒发现及蝙蝠冠状病毒 Ｈ Ｋ Ｕ９ 受体的探索


道样本 （ １０ ９－２ ）
， 另

一

份为长翼蝠脾脏样本 （ １ ０ １
－４Ｘ ） （图 ３

．
１ ） 。

１０ １ １ ０２ １ ０３ １ ０４ １ ０５ １ ０６ １０７ １ ０８ １ ０９ １ １０ １ １ １ １１ ２

２＿ｂｐ

…

Ｍ ， ＂

１

；

５０ ＜ ？
ｈ
ｐ ５０ ０ｈ

ｐ

２ ５〇 ｂ
ｐ

＾
＾

ｆ ｌ ＯＯｂ ｐ

图 ３ ． 丨 冠状病毒检測及琼脂糖凝胶电 泳鉴定 。 图 片 上 方的数字 为 试验 中 的顺序号 ；

１ ０９－２ 和

１ ０ １
－４ｘ 分别 为样本编号 ； 红 色箭头 指示 出 与 预期 大 小相 符的 阳性 条带 。 ＤＮＡ 分子 量标准 为 ：

２０００ｂ
ｐ 、 １ ０００ｂｐ 、 ７５０ｂｐ 、 ５００ｂｐ 、 ２ ５０ｂｐ

和１ ０ ０ｂｐ 。

２ 份样本呈博卡病毒阳性 ： 分别为中华菊头蝠肝脏和肺脏样本 １ 份 （ Ｂ １ ３
－

３ ） ，

和中华菊头蝠脾脏样本 １ 份 （ Ｂ １ ２２ －４ ） （ 图 ３ ．２ ） 。

８９９０９ １９２９３９４９ ５９６９７９８９９１ ００１ ７３１ ７４ １ ７５１７６ １
７７ １ ７８１ ７９ １ ８０１ ８ １ １ ８２ １ ８３ １ ８４

２０００ｈ ｐ２０００ｂ
ｐ

ｉ
ｍ ｉ ｉ ｉ ｌ ）

）

）

■
２ ５… ，

ｐ
２５ ＂ ｈ

｜

，

图 ３ ．２ 博卡病毒检測及琼脂糖凝胶 电泳鉴定 。 图 片 上方的数字 为 试验 中 的顺序号 ；

Ｂ １ ３
－

３ 和

１ ２ ２－４ 分别 为 样本编号
；

红 色箭头指示 出 与 预 期 大小 相符 的 阳 性条 带 。 ＤＮＡ 分子量标准 为 ：
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１ １ 份样本呈星状病毒 阳性 ： 分别为 中华菊头蝠肠道样本 ５ 份 （ Ｂ １ １ ０ －２ 、
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２ ） ； 肝脏和肺脏样本３份 （ Ｂ １ ２ －

３ 、 Ｂ １ ２４ －３和

Ｂ４ ３
－

３ ） 和脾脏样本 １ 份 （ Ｂ １ ２４ －４ ） （ 图 ３ ．３ ） 。
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图 ３
．
４ 冠状病毒 系 统进化分析 。 红 色 圆 点表 示本研究 中检测 到 的冠状病毒 ，

蓝 色棱形 为进化

上相 近的冠状病毒 。 进化树 以 ＭＥＧＡ７ 软件采 用 Ｎ ｅ ｉｇｈｂｏｒ
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００１３４ ３ １ ９４ ） 和 ８３〖 （；〇１

＇

〇仙＾〇１５ ＾ １ １＜１１７５加 丨 １１ ＼￥０？８ ８ （０ （
５
６６６３ ３ ９ ） 的 同源性较

高 ， 分别为９４ ．９％和
９２ ． ６％

； 同样 ，
１ ０９

－

２与Ｂ ｔＭ ｆ
－Ａ ｌｐｈａＣｏＶ／ＦＪ２０ １ ２ （ ＫＪ４７３ ７９ ９ ） 、
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（ ＮＣ
＿

０ １ ０４３ ８ ） 的同源性较高 ， 分别为 ９２ ． ６％ 、 ９２ ． ５％和 ９ １ ． ２％ 。 进化分析结果

进
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步显示 １ ０ １
－４Ｘ 和 １ ０９

－

２ ｘ 与这些冠状病毒分离株在系统进化上较为接近 （ 图

３ ．
４ ） 。

序列同源性结果显示 Ｂ １ ３
－

３ 和 Ｂ １ ２ ２ －４ 之间的同源性为 １ ００％ ， 而与其他所有

已知的不 同宿主来源的博卡病毒的同源性最高为 ８ ０ ． ３％（ Ｐｏ ｒｃ
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－

３ 和 Ｂ １ ２２
－

４ 可能为同一毒株 ， 并且可能

是一种新型博卡病毒 。 鉴于扩增和测序得到的有效序列较短 （ １ ３ ０ｂｐ ） ， 包含的

有效信息较少 ， 因此在构建进化树时节点之间的 ｂｏｏ ｔｓ ｔｒａｐ 值不甚理想 （图 ３ ．５ ） 。

后续试验需要进
一

步对这两株病毒进行扩增 ， 并进行序列和进化分析 。
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图 ３
．
５ 博卡病毒 系 统进化 分析。 红 色 圆 点 表示本研 究 中 检测 到 的博卡病毒 ，

蓝 色棱形 为 进化

上相近的蝙培博卡病毒 。 进化树以 ＭＥＧＡ７ 软件采 用 Ｎｅ
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－

ｊ
ｏ ｉｎ ｉ ｎｇ 方法构 建 ，
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－２ 、 Ｂ １ ２ －３ 、 Ｂ １ ２４－２ 、 Ｂ １ ２４－
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３ 、 Ｂ １ １ ０
－２ 、 Ｂ １ ３ ５

－

２ 分别为独立的毒株 （ 图 ３
．
６ ） 。 而与其他宿

主来源的星状病毒序列比对 ， 这几个毒株可能为新型星状病毒 。 系统进化分析进

一

步证实 了这
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结论 。 值得注意的是 ， 本试验中扩增的序列片段较短 （
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２ ８０ ｂｐ
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图 ３
．
６ 星状病毒 系 统进化分析 。 红 色 圆 点表示 本研究 中 检测到 的星状病 毒 。进化树 以 ＭＥＧＡ７

软件采 用Ｎ ｅ ｉ

ｇ
ｈｂｏ ｒ

－

ｊ
ｏ ｉｎ ｉｎｇ方 法构建 ，

ｂ ｏｏｔｓ ｔｒａｐ
值为１ ０ ００ 。

３ ．３ 讨论

２ ０ １ ２ 年 １ １ 月 ， 云南省墨江哈尼族 自 治县通关镇的
一

个废弃的铜矿矿洞中 ，

矿工群体中 暴发重症肺炎疫情 。 其中 ６ 人感染 ， 共造成 ３ 人死亡 。 中 国疾病预防

控制中心 、 云南省疾病预防控制 中心 以及其他医疗机构和相关科研单位采集 了病

人 以及矿洞中蝙蝠 、 老鼠 和环境等样本并进行病原检测和病因分析 。 ４ 名患者咽

拭子和全血标本中 ， ＳＡＲＳ 冠状病毒 、 流行性出血热 、 登革热 （ １
－

４ 型 ） 、 乙型脑

炎及黄病毒 、 甲病毒病原核酸检测均为 阴性 （ 成都军区疾病预防控制 中 心 ）
；

４

名病例和 ４ 名 曾经进入矿洞但未发病人员 的血标本检测结果无异常发现 （广东钟

８ ２
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南山实验室 ）
；
对矿洞 内蝙蝠进行解剖 ， 对蝙蝠粪便进行检测 ， 均未发现异常 （ 中

国科学院武汉病毒学研究所 ）
；
４ 名病例血液标本检测结果显示 ：

４ 人均携带 ＳＡＲＳ

病毒 ＩｇＧ 抗体 ， 其中 出 院 ２ 人的抗体水平较高 ， 住院 ２ 人的抗体水平较低 （ 中 国

科学院武汉病毒学研究所 ） 。 时隔半年之后 ， 金奇实验室再次进入该矿洞采集蝙

蝠和野鼠样本并进行病原检测 ， 从野鼠样本中 ， 得到
一

株 Ｈｅｎｉｐ
ａ－

ｌｉｋｅ ｖｉｒｕｓ 基因

组全长序列 ［

９９
］

。 但是 ， 该病毒与这次疫情暴发之间 的相关性 ， 并未得到论证 。

因此 ， 造成此次疫情暴发的病因 尚未明 了 ， 虽经多方努力 ， 迄今成了
一桩不 了 了

之的悬案 。

２０ １ ４ 年 １０ 月 ， 我们在这个山洞 中采集了８ ７ 只 蝙蝠和 １ 只野鼠 ， 解剖后对

各种脏器组织进行检测 。 从结果看 ， 两份样本为冠状病毒阳性 ， 分别为 Ｂ ａｔＣｏＶ

ＨＫＵ７ 和 Ｂ ａｔＣｏＶＨＫＵ ８ ， 这两种冠状病毒 目 前 尚未有感染人的病例报道 ［
６５

， ＿
。

根据文献初步推测 ， 受体也不是常见的 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ 的 ＡＣＥ２ 和 ＭＥＲＳ －ＣｏＶ 的

ＣＤ２６ 受体 ， 可能是 ＡＰＮ（ Ａｍｉｎｏ
ｐ
ｅ
ｐ

ｔ ｉｄａｓｅ Ｎ ） 受体 。 另有两例为博卡病毒阳性 ，

而博卡病毒最初是从儿童重症肺炎样本中发现 。 同时 ， ９ 份样本为星状病毒阳性 。

星状病毒是
一

种常见的消化道病原 ， 目 前没有任何证据表明星状病毒与肺炎或者

呼吸道疾病相关 。 因此 ， 所发现的病毒与这起疫情暴发是否存在相关性 ， 同样需

要做很多 的后续工作来进行论证 。

对于我们实验室而言 ， 病原 的快速检测还处于探索阶段 ， 平台建立尚未完善 。

目 前 ， 只设计了针对 １ ０ 个科或属 的通用引物 ， 未来需要设计更多的通用 引物并

在实践中尝试和强化 ， 以期涵盖尽可能多 的病毒范 围实现突发疫情 中的快速反

应 。

墨江县废弃矿洞中疫情暴发 ， 有一个细节值得我们注意 。 在此次疫情之前 ，

曾有多人多次进出这个废弃矿洞 ， 但是未有疫情发生 。 这种现象提示我们 ， 有必

要对某些特定的生态环境进行跨年或长期的监测 ， 以 了解特定环境或动物群体中

病原的变异和进化 ， 以及这些变化可能造成的跨物种传播 。

８３
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第二部分 文献综述
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第四章 新发动物源性病原及其对人类的致病性

传染病 （ Ｉｎｆｅｃｔ ｉｏｕｓｄｉｓｅａｓｅ ） 是由病原微生物 （细菌 、 病毒 、 真菌和 寄生虫

等 ） 引起的具有传染性的
一

类疾病 。 在人类社会的发展进程中 ， 传染病的暴发

（ ｏｕｔｂｒｅａｋ ） 和流行 （
ｐａ

ｎｄｅｍ ｉｃ ） 严重威胁着人类的健康和生存以及人类文明 的

繁衍和传承 。 据世界卫生组织 （ＷＨＯ ） 在其发表的 《 １ ９９６ 年世界卫生报告 ： 抵

御疾病 ， 促进发展 》 中 公布的数据可以看出 ， １ ９９５ 年全球死亡的 ５２００ 万人中 ，

有 １ ７００ 万人死于各类传染病
，
约 占死亡总人数的 ３ ３％ ［

１ Ｇ １
］

。 世界卫生组织 ２００４

年的统计数据表明 ， 全球 ５８００ 万死亡人数中 ， 仍然有 ９５０ 万例 由传染性疾病所

引起的 ［

１ （ ）２
］

。 因此 ， 传染病仍然是一个重要的公共卫生问题 。

在全球化 （
ｇ

ｌｏｂａｌ ｉｚａｔ ｉｏｎ ） 和工业化 （ ｉｎｄｕｓ ｔｒａｌ ｉｚａｔ ｉｏｎ ） 背景下
，
跨国旅行和

商务活动 、 国际贸 易等大幅度增加 ， 促使传染病传播的速度 比历史上任何时候都

要快 ， 并且跨地域传播的范围也比历史上任何时期都要广 。

第
一

节 新发传染病概念及分类

传染病不仅传播速度快 ， 而且新病原 出现的速度也似乎超过了过去的任何时

期 。 新发传染病的不断出现给人类带来了新的严重威胁 ， 在发病率 （ｍｏｒｂｉｄｉｔｙ
） 、

死亡率 （ ｍｏｒｔａｌ ｉｔｙ
） 和经济负担 （ ｅｃｏｎｏｍｉｃ ｂｕｒｄｅｎ ） 上造成了沉重的代价 ， 这种

状况在发展中 国家和欠发达地区表现得尤为显著 ［
１ Ｇ ３

］

。 目 前 ， 新发传染病 已经导

致全球约 １ ２００ 万人死亡 ［
１ （）３

１

。 根据世界卫生组织的定义 ， 新发传染病指的是最近

在人群中 的发病率上升 ， 或在不久的将来发病率有上升威胁的传染性疾病 ， 同时

还包括那些在新的地理区域出现或发病率突然上升的传染病 ［

１ Ｑ３
］

。 新发传染病可

以分为以下几种 ：
１ ） 最近在发病率 （ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ） 、 发病 的地理范 围 （

ｇ
ｅｏ
ｇ
ｒａ
ｐ
ｈ ）

或宿主范 围 （ ｈｏｓｔｒａｎｇｅ ） 上大大增加的疾病 ； ２ ） 已知病原新的变异株 （ｎｅｗ

ｖａｒｉａｎｔｓ ） 所引 起的疾病 ；

３ ） 在人群中新出现的疾病 ；
４ ） 在人群中 早己存在 ，

但是以前因技术手段的局限未能检测到病原或被忽视的
一类疾病 。

第二节 近 ３０年来出现的新发传染病

自 １ ９ ８０ 年以来 ， 全球出现的新发病病原约有 ９０ 多种
，
并 以每年新增

一

种或

８７
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多种的态势发展 ， 仅 １ ９９６ 年就发现 了８ 种之 多 （表 ４ ． １ ）
［
１ Ｑ４

－

１ Ｑ７
］

。 同时 ， 从表 ４． １

可以看出 ， 新发传染病的病原组成非常复杂 ， 有细菌 （包括立克次体 、 螺旋体和

无形体 ） 和真菌 、 病毒 （包括朊病毒 ） ， 还有原生动物 （ Ｐｒｏｔｏｚｏａ ） 和寄生虫等 。

而病毒性新病原 多达 ６４ 种 （ 图 ４ ．１ ） 。 其中 ， 主要的病毒性新病原包括 Ｈ ＩＶ 、 丙

型肝炎病毒 、 埃博拉病毒 、 尼帕病毒 、 ＳＡＲＳ 冠状病毒等 。

表 ４
．
１１ ９８０年以来新发现的感染人类的病原 （ 以第

一次报道的年份排列 ）

年份
｜

病原 ｜

病毒科
｜

年份
｜

病原病毒科
｜

年份
｜

病原 ｜

病毒科

Ｍｅｔ
ｏｒｃｈ ｉｓＣｏｒｙｍｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ

２ ０ １ ４ｐ
ａｒｒｏ

ｔ 
ａｄｅｎｏｖｉ

ｒｕｓａｄｅｎ ｏ １９ ９ ６ １ ９ ８ ９

ｃｏｎ
ｊ
ｕｎｃ ｔｉ ｔｓａｍｙｃｏ ｌ

ａ
ｔ
ｕｍ

ｐｈ ｌ
ｅｂｏ ｖｉ

ｒｕ ｓｂｕｎｙ ａＪｕｑ
ｕ

ｉ
ｔ
ｉｂａｖ

ｉ
ｒｕｓｂｕｎｙ

ａ１ ９ ８ ８ Ｐ
ｉ
ｃ ｏｂ ｉ

ｍａｖ
ｉ
ｒｕｓｂ ｉ

ｍ ａ

Ｈ７Ｎ ９ ｉｎ ｆｌ ｕ ｅｎ ｚａＢａｒｍａ ｈＦ ｏｒ ｅｓ ｔ

２ ０ １ ３ｐ
ａｒａｍｙｘｏＥｈ ｒｌｉ

ｃｈ ｉａ ｃａｎ ｉｓ ｔ
ｏ
ｇ
ａ

ｖ
ｉ
ｒ ｕｓｖ ｉ ｒｕ ｓ

Ｎｏ ｖｅ
ｌ
ｃ ｏｗ

ｐ
ｏ ｘｐｏｘｖ ｉ

ｒｕ ｓＢＳＥ
ａ
ｇ
ｅｎ

ｔ
１ ９８ ７Ｓｕ ｉｄｈ ｅｒｐ

ｅｖ
ｉ
ｒｕ ｓ  １ ｈｅｒｐ

ｅｓ

Ａｕ ｓ ｔｒａ ｌ ｉ ａｎｂａｔ

２０ １ ２ＭＥＲＳ －ＣｏＶＣｏ ｒｏ ｎａ ｒｈａｂｄｏＳｅａ ｌｐ
ｏｘ ｖ

ｉ
ｒｕｓｐ

ｏｘ

ｌｙ
ｓｓａｖ ｉｒｕ ｓ

２０ １ １ＳＦＴＳ ｖｉ ｒｕ ｓ
１酬ｂｕｎｙａ
Ａ ｎｄｅｓ ｖ

ｉ
ｒｕｓｂｕｎ ｙ

ａＤｈｏｒｉ ｖｉｒｕｓｏｒ
ｔｈｏｍｙｘｏ

Ｉ

ｑ
ｕ ｉ ｔｏｓＶ ｉ ｒｕｓｂｕｎｙ

ａ１ ９９ ５Ｎ ｅｗ
Ｙｏ ｒｋ

ｖ
ｉ
ｒｕｓｂｕｎ ｙ

ａ １ ９８６Ｒｏ
ｔ
ａｖ

ｉ
ｒｕ ｓ

Ｃｒｅ ｏ

Ｔ
ｉ ｔ ｉｍ ｏｎｋｅ

ｙ

２０ １ ０ａｄ ｅｎ ｏＨ ｅ
ｐ
ａ

ｔ ｉ ｔ ｉ
ｓ

Ｇ
ｖ

ｉ
ｒｕ ｓｆｌ ａｖ

ｉＫｏｋｏｂｅｒａｖ ｉ ｒｕ ｓｆｌ
ａｖ

ｉ

ａｄ ｅｎ ｏｖ ｉ
ｒｕｓ

Ｃ６ｔｅｄ

’

Ｉ
ｖｏ ｉ ｒｅ

２００９Ｌｕ
ｊ
ｏ ｖ

ｉ
ｒｕ ｓＡｒｅｎａｆｉ ｌｏＫａｓｏｋｅ ｒｏ ｖ ｉ ｒｕｓｂｕｎ

ｙ
ａ

Ｅｂｏｌａ ｖ ｉ ｒｕ ｓ

Ｂ ｌ
ａ ｃｋｃ ｒｅ ｅｋｃａｎａｌ

２００ ７Ｋｉ 
ｖ

ｉ
ｒｕ ｓｐ

ｏ ｌｙｏｍａｂｕｎ
ｙ
ａＨ Ｉ

Ｖ
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说明 ： （ １ ） 数据主要来源于文献
， 并进行 了 适 当修改和补 充 ； （ ２ ） 新病原的选择参照

文献 ６ 的要求和标准
，
除 ＳＦＴＳｖ ｉｒｕｓ 外 ， 未包括节肢动物为储存宿主和传播媒介的病原 ；

（ ３ ）

对病毒性病原及其所属的科进行 了标注 ；
（４ ） 布尼亚病毒 白蛉属新亚种发现于 ２００ ９ 年 ，

文

献报道于 ２ ０ １ １ 年 ［
ｉ ｎ８

］

；（ ５ ） 人细小病毒 ４ 型发现于 ２００４ 年 ， 文献报道于 ２００５ 年 ［
１

（
）９

】

。

８９
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中国疾病预防控制 中心病毒病预防控制所博士论文


新发病毒性病原

１６

１ ４

１２

１０

８

６
】

———一一 ■ 数 目

０． １Ｉ． ． ｉ ｌ ｌ． Ｉ Ｉ Ｉ．．ＩＩＩＩ．

图 ４
．
１ 新发病毒性病原组成

说明 ： （ １ ） 双链 ＤＮＡ 病毒 ９ 种 （ 包括痘病 毒 、 疮療病毒 、 多瘤病毒和腺病毒 ）
； 单链 ＤＮＡ

病毒 ３ 种 （ 包括环 病毒和细 小病毒 ） ； 反转录病毒 ６ 种 ；

双链 ＲＮＡ 病毒 ５ 种 （ 包括呼肠孤

病毒和双 ＲＮＡ 病毒 ）
； 单股 负 链 ＲＮＡ 病毒 ２９ 种 （ 包括副枯病毒 、 弹状病毒 、 丝状病毒 、

博 尔纳 病毒 、
正粘病毒 、 布 尼亚病毒和沙粒病 毒 ）

， 其 中 布尼亚病毒 多达 １ ５ 种 ； 单股 负 链

ＲＮＡ 病毒 １ １ 种 （ 包括 冠状病毒 、 披膜病 毒 、 黄病毒和戊型肝炎 病毒 ）
；

（ ２ ） 戊型肝炎病毒

尚未划 归任何病毒科 ；
（ ３ ） 图 中 未列 入朊病毒 。

第三节 新发传染病频发的生态和环境因素

如此众多的新病原不断涌现 ， 其原因是 多方面的 ， 既有病原和宿主等 内在因

素的驱动 ，
比如病毒与宿主之间的相互作用 （ ｉｎｔｅ ｒａｃｔ ｉｏｎ ）

ｆ ｌ Ｋ）

］和共进化 （ ｖ ｉ ｒｕｓ
－ｈｏｓｔ

ｃｏｅｖｏ ｌｕ ｔｉ ｏｎ ）［
１ １ １ ， １ ｜ ２ ］等 ； 同 时还有气候 、 环境 ， 甚至人类的行为 、 习惯等外部因

素的驱使 。 病毒 ， 尤其是 ＲＮＡ 病毒 ， 在其 自 身生活周期 中通常会 自 发地产生基

因 突变 （包括插入 、 缺失 、 转换和颠换等 ） 。 这些基因突变 累积到
一

定程度 ， 其

抗原性就会发生改变 ， 从而产生新 的变异株 ， 如流感病毒的抗原漂移 （ ａ ｎｔ ｉ

ｇｅ ｎ

ｄｒｉ ｆｔ ） 和 Ｈ ＩＶ 的遗传变异 。 而药物 、 抗生素和疫苗的使用或宿主免疫系统的选择

压力 ， 能够加快病原的基因突变和新变异株的产生 。 病毒之间还可以通过基因组

片段的重组 （ ｒｅｃ ｏｍｂ
ｉ
ｎａｔ

ｉ
ｏｎ ） 或重配 （ ｒｅａ ｓｓｏｒｔｍ ｅｎｔ ） 交换遗传信息 。 在共感染

（ ｃｏ
－

ｉｎｆｅｃ ｔ ｉｏｎ ） 或超感染 （ ｓ ｕｐ ｅｒ
ｉｎ ｆｅｃｔ

ｉ
ｏｎ ） 时 ， 两种或多种病毒同 时感染

一个宿

主细胞为病毒之间遗传信息的交换提供 了机会 ， Ｈ ＩＶ 的 Ｂ ／Ｃ 重组株 和流感病

毒的抗原转换 （ ａｎ ｔｉ ｇｅｎｓ
Ｗ ｆｔ ） ［

１ １ ４
］是最典型的例证 。 此外 ， 病毒与细胞基因组之

间也存在遗传信息 的交换 ， 许多病毒基因组中都存在与宿主高度冋源的序列 ， 如

９０
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

某些病毒携带的癌基因 （ ｏｎｃｏ
ｇ
ｅｎｅ ） 与细胞基因组中的原癌基因 （

ｐ
ｒｏｔｏ

－

ｏｎｃｏ
ｇ
ｅｎｅ ）

高度同源 ， 某些病毒编码的细胞因子 （ ｃｅ ｌ ｌｆａｃｔｏｒ） 及其受体的模拟分子 ， 这些均

可视为病毒 －宿主共进化的结果 。

自然界中 ， 产生
一

个全新的病毒往往是不
“

经济
”

的 ， 也极其罕见 。 新病毒基

本上是从感染另
一

种宿主 的病毒演化而来 。 病毒的 跨物种传播 （ ｉｎｔｅｒｓｐ
ｅｃｉｅｓ

ｔｒａｎｓｍ ｉｓｓ ｉｏｎ ） ， 可能因气候因素而导致 。 媒介生物性疾病 （ ｖｅｃ ｔｏｒ
－

ｂｏｍｅ ｄｉ ｓｅａｓｅ ，

又称虫媒传染病 ） 的流 行与 气候变化有密切关系 ［
｜ ｜ ５

］

。 全球气候变暖 （
ｇ

ｌｏｂ ａｌ

ｃｌ ｉｍａｔｅ ｃｈａｎｇ
ｅ ） 改变了虫媒的地区分布 ， 可使原本没有传染病的地区 出现新的疫

情 ， 如登革热的传播 【
１ １ ６“ ｜ ８

］及西尼罗河病毒的迁移 （ ｔｒａｎｓ ｌｏｃａｔ ｉｏｎ ）［
１ １ ９

，
１ ２Ｇ

］

。 气候

的变化 ，
还可以影响啮齿类动物的繁殖率 （ ｒｅ

ｐ
ｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎ ｒａｔｅ ） 、 死亡率 （ｍｏｒｔａｌ ｉｔ

ｙ
）

和群体数量 。 １ ９９３／ １９ ９４ 和 １ ９９ ８／ １ ９９９ 年间美国南部汉坦病毒肺综合征 （Ｈａｎｔａｖｉｒｕｓ

ｐ
ｕｌｍｏｎａｒｙｓ

ｙ
ｎｄｒｏｍｅ ， ＨＰＳ ） 的暴发 ， 据推测和厄 尔尼诺－南方振荡现象 （ Ｅｌ

Ｎｉｆｉｏ －ＳｏｕｔｈｅｍＯ ｓｃｉ ｌｌａｔ ｉｏｎ ， ＥＮＳＯ ） 有关 。 ＥＮＳＯ 带来的丰富降雨加快了植被的生

长 ， 为啮齿类动物提 供 了 丰富 的食物 ， 从而增加 了 啮齿类动物 的群体密度

（
ｐ
ｏ
ｐ
ｕ ｌａｔ ｉｏｎ ｄｅｎ ｓｉｔｙ ）

， 进而增加 了汉坦病毒传播给人的可能性［
１ ２ １ ， １

２２
］

。 另外 ， 暴

雪 、 洪水 、 海平面升高等对自然疫源地的破坏 ， 可使水源性传染病等的发生率升

高和播款。

造成生态环境和动物栖息地破坏的 ， 不仅有极端的气候条件 ， 同时还有人为

的 因素 ， 如垦荒和农业集约化 （ ｉｎｔｅｎｓｉｖｅａ
ｇ
ｒｉｃｕｌ ｔｕｒｅ ） 、 野生动物的捕食等人类的

侵入和都市化 （ ｕｒｂａｎｉｚａｔｉ ｏｎ＾１ ９９８ 年 ， 马来西亚暴发的尼帕病毒 （Ｎ ｉ

ｐ
ｈａ ｖｉｒｕｓ ）

疫情 ， 是由于垦荒和养殖场的建立 ， 侵入了 食果蝙蝠的栖息地 （ ｈａｂ ｉｔａ ｔ ）
， 病毒

从食果蝙蝠跳跃到猪 ， 然后 由猪感染饲养工人从而引 起流行 ［
１ ２３

，
１ ２４

］

。 人类和热带

丛林中野生动物的频繁接触 ， 也增加了新发传染病出现的风险 ［
１ ２ ５

＿

１ ２７ ］

。 通过猎人 、

村民 、 矿工 、 林产品采集者和游客等 ， 人类入侵到以前从未触及的地理区域 ， 加

强了 与其中 自 由生活的动物的接触 。 马尔堡和埃博拉病毒暴发的不时出现 ， 就是

人类与未知的宿主物种密切接触的结果 ［
１ ２８

］

。 有研究表 明 ，
Ｈ ＩＶ 可能是 Ｓ ＩＶｃ

ｐ
ｚ

于 １ ９３０ 年从黑猩猩 （ ｃｈｉｍ
ｐａ

ｎｚｅｅ ） 传染给人类 ， 进而在全世界蔓延 ＳＩＶｃｐ
ｚ

跨物种跳跃的发生 ，
正是由于人类捕食丛林野食 （Ｂｕｓｈｍｅａｔ ） 将之带出非洲丛林

而造成的恶果 ［
１ ３ ＜Ｍ３２

］
。 而 ２００３ 年果子狸所携带的冠状病毒导致 ＳＡＲＳ 的暴发流

９ １
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

行 ， 更是给我们带来了沉痛而又深刻的教训 ［
１ ８ ， １ ３ ３ ， １ ３４

］

。

如上所述 ， 新病原产生的原因非常复杂 。 但是在探宄新发传染病的起源与传

播时 ， 应当将病原 、 宿主和环境当作
一

个生态上的连续统
一

体进行考量 （图 ４ ．２ ）

［

１ ３ ５
］

。 新发传染病的出现与
一系列潜在的偶然因素有关 ， 包括在宿主和病原统一

体中 ， 野生动物 、 家养动物和人类之间 以及他们与病原的相互作用 。 很少有疾病

仅仅感染
一个群体 ， 宿主群体之间 的相互影响 、 病毒与宿主之间复杂的进化关系 ，

为病毒突破物种屏障和新发传染病的出现提供了条件 。 这方面的实例有很多 ， 如

犬瘟热从家养动物传播给野生动物 ， 猫细小病毒跳跃到犬进而在野生犬科动物中

的流行 ； 莱姆病 、 汉坦病毒 、 埃博拉病毒和亨德拉病毒等从野生动物传染给人类
；

流行性乙型脑炎 、 流感等从家养动物传染给人 ； 而狂犬病 ， 在野生动物 、 家养动

物和人类均有不 同程度的流行 。

［ １
３５

］

一个
“

新
”

的病原要突破物种屏障 （ ｓｐｅｃｉｅ ｓ ｂａｒｒｉ ｅｒ ）
， 并在新物种 中 引起流行 ，

虽然与潜在的偶然因素有关 ， 但更是
一

系列事件和因素累积的必然结果 。 其中 ，

储存宿主和
“

受体
”

物种 （ ｒｅｃｉｐ ｉｅｎｔｓｐ
ｅｃｉ ｅｓ ） 的群体密度 （

ｐ
ｏ
ｐ
ｕｌａｔｉｏｎｄｅｎｓ ｉｔｙ ） 以及

他 ／它们之间的接触频率 （ ｃｏｎｔａｃｔｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ） 是影响跨物种传播的生态学上的重

要参数 。 换而言之 ， 只有当病原达到
一

定 的丰度 （ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ） 时 ， 才能
“

侵袭
”

新的物种 ， 并在一定群体的新物种中适应 （ ａｄａ
ｐ

ｔａｔｉｏｎ ）
， 最后可能引 起流行 （ 图

４ ．３ ） 。 而病毒的丰度则 和储存宿主的群体大小和密度 、 迁移 （ｍｏｂｉ ｌｉｔｙ ） 、 迁徙

（ｍ ｉ
ｇ
ｒａｔｏｒ

ｙ
） 和社会行为 （影响储存宿主之间 的接触频率 ） 等有关 。 前面所叙述

的汉坦病毒肺综合征病毒就是对这
一

模型的很好的阐释 。 而禽流感 、 猪流感等引

起人类的感染 ， 更是高密度的宿主群体及人与禽和猪之间高频率的接触的结果 。

９２
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

／
？Ａ

ｆｆ／＼

： ，

和
动物 Ｅｎ）

１Ｓ Ｃ ＩＢＦ． Ｉ Ｄ１

人类ＦＪ ＤＩ４

＼＼

？生物防搡纵

ｙ

ｌ



ｆ

技术和产业
１

图 ４
．
２ 宿主 －病原生态统

一

体 ＂３ ５
ｌ

储存宿主 ＾＿

物种屏障 ＾流行病
＿

ＯＸ“ “

病毒维持ｂ論

多誤—＝疫力

Ｅ
難 易感性

＝胃署

图 ４ ． ３ 病原跨物种传播模式图 。 （ １ ） 图 片 来源 于 ｈ ｔ ｔｐ ｉ ／Ｍ’

ｗｗ ．ｖ
ｉ
ｒｏ ｌ ｏａｖ

－

ｂ ｏｎｎ ．ｄ ｅ／并进行 了 翻译

和编辑
：

（２ ）
“

接触
”

： 可指 与 动物的 直接接触
，

如被咬伤 等 ，
也可指摄 入动物排泄物污 染的

食物
，
还包括吸 入含 有病原 的 气溶胶等 ；

（ ３ ） 中 间 黑 框部分 图 示的是病毒的 复制 周期和在新

物种体 内适应的 过程。

跨越了物种屏障的病原要造成在人群中 的流行 ，
还与病原的致病力和传播模

式 、 群体密度和免疫力 以及群体易感性等 因素有关 （ 图 ４ ．３ ） 。 有学者对病原跨物

种传播的各个阶段 （或称水平 ） 描绘了
一

个更为详尽而直观的模型 （ 图 ４
．
４ ）

［ １ Ｇ５ ，

１ ３ ６ ，１ ３ ７
］

〇

９３





中 国疾病预防控制 中心病毒病预防控制所博士论文


ＡＢ

阶段


对人类的传播

阶段５Ｗ
￣

＊
■

ＷＬＥＶＥＬ ４



贅


丨
．

會
仅来瘅于

ｋＥＰ Ｉ ＤＥＭ Ｉ ＣＳＰＲ ＥＡＤ

阶段 ４ｎ从动物或 

Ｋ期爆 发
＿


＾ ｖＫ

？ Ｉｆ （ 多数酬 ） 从人ＬＥＶＥ Ｌ ３

？！？ＴＲＡＮＳＭ Ｉ ＳＳＩ Ｏ Ｎ

阶段３Ｍ 

—

｜从动物或
＿

，

？
■

个
＿ｆ

＂

＂限体 犮ｔＶＶ


＜ 少 数堝 期 ） 从 人ＬＥＶＥＬ２

＾Ｌ —

？ ４

ＩＮ ＦＥＣＴ ＩＯＮ
阶段 ２Ｃ＾ＴＷｒｎｍ＾■

个？｜？■■ｉＨ

ｆ
－

Ｔ


￣￣１ＴＴ

ＬＥｖｋ ｌ

ＴＴ


＾ＪＥＸ ＰＯＳＵＲ Ｅ

？
段
“动物？ 》嫌 务未发生 ｔＴ ｔｆｆＴＴＴＴＴ

ＲａｂｗｓＥｂ ｏ ｌａＤｅ ｎｇｕ？Ｈ ＩＶ －

１Ｍ

图 ４
．
４ 病原跨物种传播金字塔形图

说 明 ： （ １ ） 图 ４ ．４Ａ 和 ４ ．４ Ｂ 分别 来源于 文献 ［

Ｕ６
］和 ［

１ Ｇ ５
］

；（２ ） 图 ４ ．４ Ｂ 实 际上是文 献 ［

ｌ ｆｌ５
］对文

献 ［

｜ ３ （’

】 的 引 用
，

从 另 一种形 式 来描述 图 ４ ．４Ａ
；
（ ３ ） 图 ４

．

４Ｂ 中 红 色 方块指 生 态学屏 障 （ ｅ ｃｏ ｌｏｇ
ｉ ｃａ ｌ

ｂａ ｒｒｉ ｅｒｓ ） 〇

诚然 ， 诸如 Ｈ ＩＶ／Ａ ［ＤＳ 、 乙型肝炎病毒等 （处于阶段 ５ ） 已经在人类流行并

造成严重公共卫生 问题的病原 ， 始终是我们医疗卫生系统研宄和防控的重点 。 但

是 ， 对于兔热病杆菌 （土拉弗 氏菌 ） 、 布 氏罗得西亚锥虫 （ 引起东非睡眠病 ） 、 尼

帕病毒和西尼罗河病毒等 （处于阶段 ２ ） ， 鼠疫耶尔森 氏菌 、 克 氏锥虫 （ 引起 Ｃ ｈａｇａｓ

ｄ ｉｓｅａ ｓ ｅ
， 查加斯病 ） 、 埃博拉病毒 、 马尔堡病毒和猴痘病毒等 （处于阶段 ３ ） ， 黄

热病 、 登革热 、 布 氏冈 比亚锥虫 （ 引起西非睡眠病 ） 等 （处于阶段 ４ ） 所有这些

以及其他被忽视的病原 ， 同样不容小觑 。 下
一

个带来灾难性爆发和流行的人类疾

病 ， 或许就是来源于这些病原 。

第四节 野生动物在新发传染病跨物种传播中 的作用

近年来 ， 埃博拉 、 西尼罗河热 、 严重急性呼吸道综合征 （ ＳＡＲＳ ） 和高致病

性禽流感等一系 列突 出 的 公共卫生事件 的发生表 明 ， 以野生动物为储存宿主

（ ｒｅ ｓｅ ｒｖｏ ｉｒ ） 的人兽共患病 （ ｚｏｏｎｏｓ ｉ ｓ ） ， 不仅威胁着野生动物 自 身的生存 ， 而且

严重威胁人类的健康 。 野生动物在人兽共患病的发生 、 传播和流行中 的作用 ， 曰

益 引起人们的关注与重视 。 对野生动物所携带病原 的检测 、 分离与鉴定 以及与疾

病的相关性论证 ， 成为当 前研究的
一

个新的热点 。

有学者对 １９４ ０？２００４年间全球的 ３ ３ ５ 例新发传染病进行 了分析 ， 发现 ６０ ． ３％

９ ４
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

的新发传染病是由人兽共患病病原 （ ｚｏｏｎｏｔｉｃ
ｐ

ａｔｈｏｇ
ｅｎｓ ） 造成

，
其中 ７ １

． ８％的病

原来 自野生动物 ［
１ ３ ８

］
。 通过对表 １ 中的病原进行详细分析 ， 同样可 以发现 ８０％的

病原来源于动物 。 另有部分文献综述对感染人类的动物病毒 ［
１ ３ ５

，
１ ３９

１

以及 目 前已经

明确的跨宿主传播 （ ｓ
ｐ
ｅｃｉ ｅｓ

ｊ
ｕｍ

ｐ
） 的病毒进行了 分析 （表 ４ ．２ ） ［

１ Ｑ５ ， １ ４ （Ｍ ４５
］

， 结果

表明人兽共患病原和
一系列宿主载体 （ ｃａｒｒｉｅｒｓ ） 相关 ， 包括有蹄动物 、 食肉动物、

啮齿动物 、 蝙蝠 、 非人灵长类动物 、 鸟类和有袋动物等 。 特别是那些主要分布在

高原 、 热带等特殊气候地理环境 的某些重要野生动物 ， 可携带和传播烈性和 己知

的重要病原体 ， 造成重大公共卫生 问题 。

表 ４
． ２ 跨越了物种屏障并引起流行的病原

＾原丨

原始宿主 ｜

新宿主 丨

年份 丨

地点

Ａ ｕｓｔｒａ ｌ ｉａｎ ｂａｔ ｌ

ｙ
ｓｓａｖ

ｉｒｕｓＦｒｕ ｉ
ｔ ｂａｔ ｓＨｕｍａｎｓ １ ９９６

Ｂａｃｉ ｌ ｌ ｉｕ ｓａｎｔｈｒａ ｃｉ
ｓＣａ

ｔｔｌ
ｅ２００ １Ｕ ＳＡ

Ｂｏｍａ ｄｉ ｓｅａｓｅｖ ｉ
ｒｕｓＨｏ ｒｓｅ ｓ

Ｂｏｒｒｅ ｌ ｉａｂｕ ｒ
ｇ
ｄｏ ｒｆｅｒｉＤｅｅｒ ，


ｍ ｉ

ｃｅＥ ｎｄｅｍｉ
ｃＵＳＡ

ＢＳＥ／ ｖＣＪＤＬｏ
ｐ
ａ
ｔｈ ｉ

ｅ ｓ
Ｃ ａ

ｔ
ｔ
ｌ
ｅＨｕｍａｎｓ １ ９９６ＵＫ
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说明
：

（ １ ） 数据来 源于 文献 ６ 和 ４０
－４５

， 并进行 了 适 当 整理
；

（ ２ ）ＣＣＨ ：
Ｃｒｉｍｅａｎ

－Ｃｏｎｇｏ
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ＶＥＥＶ ：

Ｖｅｎｅｚｕｅｌａｎｅｑ
ｕ ｉｎｅｅｎ ｃｅｐ
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ＤＲＣ ：Ｄ ｅｍｏ ｃｒａ ｔｉｃＲｅｐｕｂ ｌ ｉｃＯｆ Ｃｏｎｇｏ ；

 （３ ） 新 宿主 中

空缺未填写部分 ，
均 指

“

人 类
”

（ｈｕｍａｎｓ）〇

综上所述 ， 随着全球化和工业化发展 、 气候和环境的恶化 ， 新发传染病的不

断出现所带来的公共卫生问题 日益凸显 。 因此 ， 针对新发传染病的监测和控制变

得极为重要 。 鉴于新发传染病病原组成纷繁复杂 ， 影响新病原 出现的因素和机制

变化多样 ；
同时 ， 我国幅员广阔且境内野生动物资源丰富 ， 自然储存宿主种类繁

多 ， 动物源性病原体的携带情况非常复杂 ， 给我们的疾病预防控制工作带来严峻

挑战 。 因此 ， 尽早研究和探索野生动物携带的病原体及其致病性 ， 探究病原的传

播媒介和传播链 ， 阐 明病毒跨种间感染与致病的分子基础 ， 可为应对、 预防和控

制未来可能发生的动物源新发传染病 ， 提供理论和技术支持 。
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 宿主中新病毒发现及蝙钃冠状病毒 ＨＫＵ９ 受体的探索


第五章 蝙蝠与新发传染病

新发传染病 （Ｅｍｅｒ
ｇ

ｉｎ
ｇ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｄｉ ｓｅａｓｅｓ ） 相关病原在全球范围 内不断出现 ，

严重威胁着人类健康 ， 并给公共卫生造成 了沉重的代价 ［

１ ４ ６
］
。 １ ９ ８０ 年 以来 ， 新出

现的病原体至少有 ９０ 多种 ， 并 以每年新增多种的态势发展 【
１ ３ ８ ， １ ４７

］
。

新发传染病的发生 ， 通常是感染
一

种宿主的病原突破 了物种屏障 （ ｓ
ｐ
ｅｃ ｉｅｓ

ｂａｒｒｉｅｒ ） ， 跳跃到另
一

种宿主或群体中并引起感染 。 促使病原跨物种传播的因素

主要分为 自然环境因素和人为因素两大类％
５

，１ ４Ｇ
，

１ ４ ８
Ｉ

。 首先 ， 媒介生物性疾病

（ ｖｅｃ ｔｏｒ－ｂｏｍｅ ｄｉ ｓｅａｓｅ ， 又称虫媒传染病 ） 的流行与气候变化的关系非常密切 ［
１

｜ ５
］

。

全球气候变暖改变了虫媒的地区分布 ， 可使原本没有某些传染病的地 区 出现新的

疫情 ， 如登革热的传播 ［
１ １ ６

＿

１ １ ８
］及西尼罗河病毒的迁移等 ［

Ｕ ９
＇ １ ２Ｇ

］
。 气候 的变化同时

可 以影响啮齿类动物的繁殖率 、 死亡率 、 群体数量和密度 。 研究表明 １９９３
－

１ ９９４

和 １ ９９８
－

１ ９９９年 间美 国南部汉坦病毒肺综合征的暴发与厄尔尼诺 －南方振荡现象

（ Ｅ ｌ Ｎ ｉｆｔｏ
－

Ｓｏｕｔｈｅｍ Ｏｓｃｉ ｌｌａｔｉｏｎ ， ＥＮＳＯ ） 有关 。 ＥＮＳＯ带来的丰富降雨加快了 植被

的生长 ， 为啮齿类动物提供 了丰富的食物 ， 从而增加 了啮齿类动物的群体密度 ，

进而增加了汉坦病毒传播给人的可能性［
１ ２ １ ， １ ２２

］

。 其次 ， 在人为因素中 ， 垦荒和农

业集约化、 野生动物的捕食等人类的侵入及都市化 ， 造成生态环境和动物栖息地

的破坏 ， 同样能够引 起病原的跨物种传播和新发传染病的发生 。 １ ９９８年 ， 马来西

亚暴发的尼帕病毒 （Ｎ ｉ
ｐ
ａｈ ｖｉｒｕｓ ） 感染 ， 是由于垦荒和养殖场的建立 ，

侵入 了食

果蝙蝠的栖息地 ， 病毒从食果蝙蝠跳跃到猪 ， 进而感染词养工人而引起的流行

人类与热带丛林中野生动物的频繁接触 ， 也增加 了新发传染病出现的风险

ｆ
１
２５“ ２＇ 通过猎人 、 村民 、 矿工 、 林产品采集者和游客等 ， 人类侵入到 以前未 曾

触及的地理区域 ， 加强了与其中 自 由生活 的动物的接触 。 马尔堡和埃博拉病毒出

血热的不时暴发 ， 就是人类与未知的宿主物种密切接触的结果 ［
１ ２ ８

］

。 人免疫缺陷

病毒 （ ＨＩＶ ）可能是猿猴免疫缺陷病毒 （ Ｓ ＩＶ ）于 １ ９３０年左右从黑猩猩 （ ｃｈｉｍｐａｎｚｅｅ ）

传染给人类 ， 进而逐渐在全世界蔓延 ［
ｉ ２９

］

。

第
一

节 流感和冠状病毒的跨物种传播

流感病毒和冠状病毒是两种典型的跨物种传播病原体 。特别是进入二十
一

世

９９
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纪以来 ， 这两种病毒不论是在我国还是在全球范围 内都 曾 引起人际感染的爆发甚

至大流行 ， 对其监测的意义比较重大 。 两种病毒的宿主范围都非常广泛 ， 野生动

物 、 家养动物和人类均能感染和发病 。

流感病毒是
一

种多节段的ＲＮＡ 病毒 ， 变异快 ， 不同物种来源的病毒之间的

重组／重配现象频繁发生 。 研宄表明 ， 流感大流行通常与动物流感病毒有着密切

关系 。 引起 １ ９ １ ８年
“

西班牙大流感
”

的Ｈ １Ｎ １流感病毒来源于欧亚大陆的禽流感病

毒 ， 该病毒的 ８个片段全部是禽源 造成 １ ９５７年
“

亚洲大流感
”

以及 １ ９６８年
“

香

港流感
”

的流感病毒的部分基因片段都是来 自于水禽 ［
｜ ５ （） ， １ ５ １

］

。 ２００ ９年以来引起全

球流感大流行的的 甲型Ｈ １Ｎ １流感病毒的部分基因则是由猪源 、 禽源及人源流感

病毒重配的新型流感病毒 ， 其ＰＢ ２和 ＰＡ基因来源于北美禽流感病毒 ，
ＰＢ １ 基因

源于人Ｈ３Ｎ２流感病毒 ，
ＨＡ 、 ＮＰ和ＮＳ基 因源于经典的猪流感病毒 ，

ＮＡ和Ｍ基因

则源于欧洲
“

禽样”猪流感病毒 ［
１ ５ ２？４

］

。

和流感病毒不同 ， 冠状病毒的跨物种传播在动物群体中并不多见 。 但是 ， 从

动物冠状病毒跨物种引起的人类感染往往是高致病性的 。 目前发现感染人类的冠

状病毒２２９Ｅ 、 ＯＣ４３ 、 ＮＬ６３ 、 ＨＫＵ １ 、 ＳＡＲＳ －ＣｏＶ 、 人类肠道冠状病毒４４０８ 以及

最近发现的ＭＥＲＳ－ＣｏＶ中 ， 相当
一

部分为跨物种传播疾病 。 ２００２
？

２ ００３年ＳＡＲＳ

冠状病毒暴发引起的严重急性呼吸道综合征在全球２９个国家和地区造成 ８４２２个

病例并造成 ９ １ ６人死亡 。 最初的研宄表 明 ＳＡＲＳ冠状病毒是 由果子狸传播给人类

的 。 然而 ， 对饲养的和野生的果子狸的研究 ， 结果显示果子狸并非 ＳＡＲＳ 冠状

病毒的 自然宿主 。 在 ＳＡＲＳ冠状病毒的传播中 ， 果子狸可能仅作为中 间宿主而存

在 ， 或称之为病毒增强宿主 。 ２０ １ ２年９月 报道的中东呼吸道综合症 ， 是 由ＭＥＲＳ

冠状病毒引起 。 研宄表明ＭＥＲＳ冠状病毒在骆驼体内 同样能够检测到 ， 骆驼也可

能是作为中 间宿主在病毒的传播中发挥作用 。 最近研宄证实ＭＥＲＳ冠状病毒利用

在哺乳动物中非常保守的ＤＰＰ４（又称为ＣＤ２６ ） 作为功能性受体 。 另有研宄证明

ＭＥＲＳ 冠状病毒能够感染
一

系 列哺乳动物细胞 ， 如人类 、 猪 、 猴子和蝙蝠等物

种来源的细胞 ， 表明ＭＥＲＳ冠状病毒容易在不同物种之间进行传播 。

第二节 蝙蝠的生物学和生态学特性

野生动物在跨物种传播疾病的发生 、 传播和流行中 的作用 日益引 起人们的关

１ ００




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

注与重视 。 有研究对 １ ９４０
？

２００４年间全球的 ３ ３ ５种新发传染病进行分析
，
发现其

中 ７ １
． ８％新发传染病的病原来 自野生动物 ［

１ ３８
］

。 对感染人类的动物病毒 ［
１ ３ ５

，
１ ５ ５

］ 以及

目 前己经明确的跨宿主传播 （ ｓｐｅｃｉ ｅｓｊｕｍｐ ） 的病毒进行的研宄 ［
Ｉ
Ｇ５ ， １ ４（Ｍ ４ ５

］表明人

兽共患病病原与
一

系列宿主载体 （ ｃａｒｒｉｅｒｓ ） 相关 ， 包括有蹄动物 、 肉食动物 、 啮

齿动物 、 蝙蝠 、 非人灵长类动物 、 鸟类和有袋动物等 。 其中 ， 己知有三个 目 的动

物最常将病原传播给人类 ， 即蝙蝠 、 啮齿类动物和非人灵长类动物 。

蝙蝠隶属于翼手 目 （ Ｃｈｉｒｏｐｔｅｒａ ） ， 是唯
一一

类具有飞行能力 的哺乳类动物 。

蝙蝠种类极其丰富 ， 世界范围 内存在的蝙蝠约有 １ ２４０种 ， 占现存的哺乳动物种类

的２０％ ｆ
１ ４６

Ｉ

， 是仅次于啮齿动物的第二大哺乳动物群体 。 翼手 目进
一

步分为大蝙

幅亚 目 （ ） 和小蝙幅亚 目 （Ｍ／ｃｒｏｃ／？＞ｏ／？ ？ｅｒａ ）
， 又称为食果幅和食

虫蝠 ， 共有 １ ９个科 １ ７５个属 。 大蝙蝠亚 目 只有狐蝠科
一

个科 ， 我国有 １科 ５属 ７种 ；

小蝙蝠亚 目包括 １ ８个科 ， 我国有６科２４属 １ ００多种叩
６
］

。

表 ５ ． １ 蝙顧种类、 分布和食性

科 （种类数 目 ）｜

分布｜

食性

斯氏 鼠耳蝠科 （２ ）南非昆虫
＿

凹脸蝠科 （ １ ）泰国 、 缅甸昆虫 、 蜘蛛

鞘尾蝠科 （ ５４ ）
＇

遍布于热带昆虫 、 间或水果

烟蝠科 （ ２ ）＾热带区昆虫

蹄蝠科 （ ９ ）＾ 日热带区和亚热带昆虫
—

假吸血蝠科 （ ５ ）＾ 日热带 区动物和小型脊椎动物

长翼蝠科 （２ ９ ）
￣￣

旧热带区 和亚热带

犬吻蝠科 （ １ １ ３ ）
胃

遍布于热带
￣̄

胃

髯蝠科 （ １ ０ ）３热带区昆虫
￣￣

短尾蝠科 （ ２ ）新西兰
＾

昆虫和其他节肢动物 ； 花蜜或水果

吸足蝠科 （ ２ ）
￣￣

马达加斯加
＂

ＩＩＩ
￣̄

长腿蝠科 （ １ ２ ）ｉ热带 区昆虫

兔唇蝠科 （ ２ ）新热带 区昆虫 ； 鱼
＿

＂

夜凹脸蝠科 （ １ ６ ）１１热带区昆虫 、 蜘蛛 、 蝎子 ； 鱼

叶 口蝠科 （ ２０４ ）新热带区动物和植物

狐蝠科 （ １ ９８ ）＾ 日热带区和亚热带花蜜 、 花粉

菊头蝠科 （ ９７ ）＾ 日热带区和亚热带
^

鼠尾蝠科 （ ６ ）



旧热带区
＾

盘翼蝠科 （ ５ ）新热带区昆虫

蝙蝠科 （ ４５５ ）｜

世界各地｜

昆虫和其他节肢动物 ； 鱼 ； 小鸟

蝙蝠是最古老的哺乳动物之
一

， 现存最早的化石可将蝙蝠的起源追溯至５２５０

１ ０１
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万年前 （Ｍｙａ ， ｍｉ ｌｌ ｉｏｎｙｅａｒ ｓａｇｏ ） ［

１ ５ ７］

， 在大多数现代哺乳动物演化之前 ， 蝙蝠

就 己经进化出 多个种属 ［

１ ５ ８
］
。 与其他类群的哺乳动物比较 ， 蝙蝠在长期的进化过

程中生物学特征上仅有很少的改变 ｔ
ｉ？

ｌ

。 通过对哺乳动物基因组中 的插入逆转录

子 （ ｒｅ ｔｒｏ
ｐ
ｏｓｏｎ ） 进行分析 ［＿

， 以及对蝙蝠与其他多种动物的基因和蛋 白序列进

行 比对和系统进化分析 ， 表明蝙蝠和马亲缘关系最为接近 ， 可能起源于同
一

个最

近的祖先 ［
１ ６ １

］
。

蝙蝠的分布极为广泛 ， 是除人类外分布范围最广的哺乳动物类群 。 大多数种

类的蝙蝠生活在热带和亚热带地区 。 蝙蝠既栖息于 自 然环境 ， 也可寄居于人造环

境 ， 大致可以分为洞穴型 、 房屋型和树栖型 ３类 。 在所有蝙蝠中 ， 超过
一

半种类

的蝙蝠专 门或随机地 以植物 （树林 、 竹林 、 灌木等 ） 作为栖息处 （ｒｏｏｓｔ ｉｎｇ ｓ ｉｔｅｓ ） ，

其他的则栖居于 山洞 、 岩缝 、 矿井 、 坟地 、 桥梁 、 房屋及各种人工建筑物等 ［
１ ６２

］
。

因采食 、 产仔 、 冬眠 以及躲避天敌的捕食等需要 ， 蝙蝠对栖息处的忠诚度较低

（ ｒｏｏ ｓｔ ｆｉｄｅ ｌｉｔ
ｙ

） ， 不同种类的蝙蝠 ， 在不 同季节里会选择不 同的栖息地［ １ ６３
］

。 蝙蝠

属群居动物 ， 多种蝙蝠混居在一起 比较常见 。 群居蝙蝠密度往往很大 ， 如得克萨

斯州南部的一个洞穴中 ， 墨西哥无尾ｆｅｍｅｊｄｃａｎａ ） 在产仔

高峰时 ， 约有２千万只蝙蝠聚集在一起 ， 每平米个体数量达２ ７００只 ［
１ ６４

］

。

蝙蝠的食性广泛 ， 大致有食虫性 、 食肉性 、 食鱼性 、 食血性和食果性等 ５类 。

大蝙蝠体型较大 ， 主要取食水果 ， 故又称食果蝠 ； 小蝙蝠体型较小 ， 身体结构特

化 ， 大部分以捕食昆虫为主 ， 又称食虫蝠。 许多种类的蝙蝠在季节性迁徙时会进

行长距离的飞行 。 据报道 ， 新西兰的
一种小红狐ｆｅ（

ｊ
ＦＶｅｒｏ

／
Ｊ ｉｗ ？ｓｃｃｒｐｗ／ａｍｓ ） 可以

飞行 ３２０ 公里 ； 印度狐蝠 （尸 脱奶 ） 的飞行距离可达２０００公里 ［ １ ６５ 】

。

某些温带蝙蝠的
一个重要特征是它们能够具有蛰眠和冬眠能力 ， 在夏天或气

温较高的时候能进入短暂的 日蛰眠
（
ｄａｉ ｌｙ

ｔｏｒ
ｐ
ｏｒ

）
而在冬季进入季节性冬眠状态 。

在蛰眠和冬眠期间 ， 体温最低能够下降至２
？

５

°

Ｃ
， 基础代谢率维持在很低水平以

节约能量。 哺乳动物中 ， 平均寿命与代谢率／体重的 比值之间存在相关关系 ， 但

蝙蝠是例外 。 在同等大小 、 体重的哺乳动物中 ， 蝙蝠 比大多数其他的哺乳动物的

平均寿命要长 。 小蝙蝠亚 目 中有许多小的温带蝙蝠种群 ，
其个体寿命超过２ ５年 。

有记录的最长寿的是
一

种小棕蝠 ， 寿命长达３５年 。

１ ０２
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对蝙蝠的免疫系统 目 前尚不完全清楚 。 蝙蝠作为最早演化的哺乳动物之
一

，

它们的先天和获得性免疫反应与 目 前 已经进行 了 广泛研究的啮齿类和灵长类动

物的免疫反应可能存在重要差异 。 能够引 起研宄者极大兴趣的
一

个领域是冬眠或

蛰眠时的免疫状态的变化 。 针对其他哺乳动物的研究表明 ， 冬眠能同时影响先天

和获得性免疫系统 。 据认为 ， 蝙蝠的免疫功能在休眠期间也减弱 了 。 冬眠期间明

显的免疫抑制 ， 在宿主的能量保存方面可能是有益的 。 同时 ， 由于大多数病毒在

低温下不能充分复制 ， 建立生产性感染的机会很小 。 目前 ， 蝙蝠免疫学的研宄重

点大多集中在与人类或小 鼠基因 的同源基因上 ， 这些基因在先天免疫中的重要性

己经明 了 ， 包括干扰素 ［
１ ６Ｍ ６８

］
、 细胞因子 ［

１ ６９
］

、 Ｔｏｌ ｌ样受体 ［
１？

］ 以及ＳＴＡＴ １分子 ［
１ ７ １

］

等基因 。 也有对抗体基因的基本结构和功能进行了 研究 ［
１ ７２

］

。 有研宄表明蝙蝠的

免疫反应与那些在蝙蝠之后进化的哺乳动物的免疫反应有
一

些相似之处 。 例如 ，

己经从大的食果蝙蝠 （☆油ｅｗｓ／／ｆｗｒａ／ｕｓ ） 的血清中纯化出免疫球蛋 白Ｇ（ Ｉ
ｇ
Ｇ抗

体 ） ， Ｉ
ｇＡ和 ＩｇＭ［

１ ７３
］

。 在印度狐＿（Ｐｔｅｒｏｐｕｙ ｇ故ａｎｔｅ ｉｔｓ ） 骨髓中鉴定 出 巨嗤细胞 、

Ｂ －和Ｔ－淋巴细胞样细胞以及表达表面Ｉｇ的细胞 。 结果表明 ， 在蝙蝠和其他哺乳动

物中 ， 淋巴发育通常是相似的 ［
１ ７４ ， １ ７５

］
。 虽然和其他的哺乳动物 比较 ， 在这些研宄

的蝙蝠基因 中 ， 某些基因存在细微的差别 ， 但是其生物学意义有待阐明 。

综上所述 ， 蝙蝠具有
一些独特的生物学和生态学特征 ， 而这些特征决定 了它

们是 自然界中很多病毒的理想的储存宿主 ：
１ ） 蝙蝠是最古老的哺乳动物 ， 在蝙

蝠体 内进化的病毒可以利用高度保守的细胞受体 ， 增强其传播病毒到其他哺乳动

物的能力
；
２ ） 蝙蝠是除人类外分布范围最广的哺乳动物类群 ， 遍布世界各地 。

因此 ， 为病毒的存在提供了
一个很大的

“滋生地
”

。 栖息地多样 ， 食性复杂 ， 为了

采食可以飞行很长的距离 ， 并且某些蝙蝠物种能够迁移数百公里到越冬或冬眠的

场所 。 因此 ， 蝙蝠有更多的机会与不同地理位置的其他动物物种及人类进行直接

或间接接触 ， 从而提高 了病毒的跨种间传播的机会 。 ３ ） 多种蝙蝠群居现象很常

见 ， 种群规模大 ， 高密度的种群有利于病毒在不同蝙蝠个体之间传播 ， 从而促使

病毒在整个种群中持续存留 ， 同时又可持续排毒 。 ４ ） 蝙蝠具有超长寿命 ， 某些

种类的寿命长达２５
－

３５年 ， 有助于慢性持续性感染的传播 。 某些蝙蝠物种具有在

冬天冬眠 （ ｈｉｂｅｒｎａｔｉｏｎ ） ， 或者其他季节进入 日蟹眠 （ｄａｉ ｌｙ ｔｏｒ
ｐ
ｏｒ ） 的能力

， 以降

低能量的消耗 。体温和代谢速率的降低 ， 使得蝙蝠体内病毒的增殖变得比较缓慢 ，

１０３





中 国疾病预防控制 中心病毒病预防控制所博士论文


并且机体不会针对病毒产生剧烈的免疫反应 ， 从而延缓了病毒从蝙蝠种群 中清除

的速度 。

第三节 蝙蝠体内携带的重要病原

早在２０世纪 ２０年代 ， 在南美洲和中美洲蝙蝠体 内鉴定出狂犬病毒 ， 研宄者们

就开始意识到蝙蝠可能是某些感染人类的病毒的储存宿主 。 随后 ， 越来越多的病

原发现具有蝙蝠疫源性 ， 其中备受瞩 目 的有亨德拉病毒 、 尼帕病毒 、 丝状病毒 （埃

博拉和马尔堡病毒 ） 和 ＳＡＲＳ冠状病毒等 。 随着病毒检测技术的提高 ， 最近２０年

内 ， 新发现的蝙蝠源性病毒的数量大大增加 。 目前在蝙蝠组织中分离或检测到的

病毒至少有 １ ７３种 ， 分属于２ ８个不 同的病毒科 （表５ ．２ ）
， 其中至少 ６ １种是人兽共

患病毒 ［
１ ７６， １ ７７

］
。

表 ５ ．２ 蝙蝠体内分离到的病毒

＾毒科 丨

财

腺病毒科 ）３

沙粒病毒科 （ Ｊｒｅｗ ａｖ／Ｗｒｆａｅ ） １

星状病毒科 （Ａ／ｒｏｖ／ｒ ｆｒｆａｅ ）Ｍａｎｙ

博尔纳病毒科 （ ）１

布尼亚病毒科 ２２

杯状病毒科 （ Ｃａ ／ｆｃ ｆｖｆｒＷａｅ ）１

圆环病毒科 （ Ｃｚ

＿

ｒｃｏＷｒ ／ｒｆａｅ ）Ｍ ａｎｙ

冠状病毒科 （ ＣｂｒｏｎａｖｚＷａ ｅ ）３２

双顺反子病毒科 （Ｄ ｆｃ加ｒｏＷｒ／ｒｆａｅ ）１

丝状病毒科 ３

黄病毒科 （Ｆ ／ａｖ／ｖｆｒ ｆｉ／ａｅ ）２４

嗜肝病毒种 ５

肝炎病毒科 （ ／／ｅｐｅｖｚＷｒｆａｅ ）１

瘤疫病毒科 （／／ｅｒｐ＾ｓｖ／ｒ ／ｃ／ａｅ ）Ｍａｎｙ

野田病毒科 （ ） １

正粘病毒科 （ ０ｒ ？／ｚ ｃ？／ｎ
＿ｙｘｏｖｆｎ

‘

＜ｉａｅ ）２

乳头瘤病毒科 （Ｐ （３ｐ／／／ｏｗ ｆｌｖｚＷｒｆａｅ ）２

副粘病毒科 （ ＰａｒａｗｙｊｒａｖｚＶ／ｒｆａｅ ） １ ５

细小病毒科 （ Ｐａ ｒｖｏｖｚ
Ｗｄａｅ ）４

小双节段 ＲＮＡ 病毒科 （ ／ＶｃｏＷｒｎ ａｖ ｆｒＷａｅ ）１

小ＲＮＡ 病毒科 （Ｐ ｆｃｏ ｒ／ｉａｖｚＷｒｆａｅ ）６

多瘤病毒科 （ ？Ｐｏ／ｊｏ ／ｎ ａｖ ｚＷｒｆａｅ ） １

痕病毒科 （ ＰａｘｖｆｒＷａｅ ）２

１ ０４





编蝠宿主中新病毒发现及编蝠冠状病毒 Ｈ ＫＵ９ 受体的探索
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呼肠孤病毒科 （ ／？ｅ ｃｍＷｒｆａｅ ）１ ４

逆转录病毒科 ３

弹状病毒科 １ ８

披膜病毒科 （ ｒ〇ｇ
ａｖｚ＞ｉｄａｅ ）６

全病毒科 （ ７ｂｒｉｖ／ｎ

＿

ｉｆｏ ｅ ）１

说明 ：
１ ） 数据来源 ： ＴｈｅＤａｔａｂａｓｅｏ ｆ Ｂａｔ

－ａｓｓｏｃ ｉａｔｅｄＶ ｉｒｕｓ ｅｓ
（
ＤＢａｔＶ ｉｒ） ；２ ） 统计数字不完全

精确 。

虽然 目前研究认为水禽是Ａ型流感病毒主要的 自然储存宿主 ， 但近年来蝙蝠

体 内检测到流感病毒亦受到人们的重视 ［
１ ７８

］

。 １ ９７９年 ， 俄国文献报道从哈萨克斯

坦褐山蝠中分离到流感病毒Ａ／Ｈ３Ｎ２
［

１ ７９
］

。 １ ９ ８ １年 ，
血清学证据表明印度境内 多种

蝙蝠感染Ａ／Ｈ３Ｎ２流感病毒 ［
１ ８ （）

】
。 这些结果表明蝙蝠可能对流感病毒易感 ， 但是流

行病学研究中通常不将其作为 自然界 中
一个有意义 的储存宿主来考虑 。 然而 ，

２００９年 ， Ｔｏｎｇ等在危地马拉的
一

种食果的黄肩蝠 （ ５＾Ｍｒｍ＞ａＭｗ／ｎ ） 体 内检测到 了

一

种新型流感样病毒 ， 并将其命名为Ｈ １ ７Ｎ １ ０ ， 该流感样病毒所有 ８个基因片段与

目前已知的Ａ型流感基因片段都存在明显差异 ［
１ ８ １

］
。 ２０１ ３年 ， Ｔｏｎｇ等再次在秘鲁

的扁吻美洲果幅 中发现
一

种新的流感样病毒Ｈ １ ８Ｎ １ １ ， 基

于重组Ｈ １ ８蛋白 的血清学检测证据表明秘鲁境内 多种蝙蝠感染了 Ｈ １ ８Ｎ １ １流感样

病毒 。 对这两个亚型流感病毒进行深度分析表明流感样病毒在蝙蝠体 内 己经进行

了长期的进化 ［
１ ８２

］

， 同时也说明蝙蝠如果水禽
一样 ， 在 自然界中作为流感病毒的

潜在宿主而存在 。 最近有研究利用重组Ｈ １

？Ｈ １ ８血凝素蛋 白芯片对 １ ００份 ２００９

年？２０ １ ０年 间在加纳采集的黄毛果蝠 （￡Ｗｏ／ｏ？／ ｌｅ ／ｖｗｍ ） 血清进行筛查 ， 初步结

果表明 ３０％的受检血清呈Ｈ９甲型流感阳性 ， 部分血清与Ｈ８和Ｈ １ ２亚型具有一定程

度的交叉反应 。 鉴于Ｈ９流感病毒可引 起人类感染 ， 因此蝙蝠在流感流行中 的作

用和地位 ， 值得我们进一步关注 。

近年来 ， 新型冠状病毒 的爆发和流行也使得人们认识到蝙蝠可能作为某些感

染人类的冠状病毒的 自然宿主具有重要意义 。 目前 ， 大量的研宂证据表明 ， 感染

人类的所有冠状病毒２２９Ｅ 、 ＯＣ４３ 、 ＮＬ６３ 、 ＨＫＵ １ 、 ＳＡＲＳ －ＣｏＶ 、 人类肠道冠状

病毒４４０８以及最近发现的ＭＥＲＳ
－ＣｏＶ可能均来源于蝙蝠 。 对 ＳＡＲＳ冠状病毒的溯

源性研究表明其最可能的潜在宿主是菊头蝠属蝙蝠 ［
７２

，
７６

］

。 在对ＳＡＲＳ冠状病毒溯

源的研宄中 ，
广泛多样性的 ＳＡＲＳ

－

ｌｉｋｅ冠状病毒在不 同地域的不同蝙蝠群体中相

继发现 ， 系统发育分析表明这些病毒分布在不同的蝙蝠进化群／系中 ［
８６，１ ８ ３ ，１ ８４

］

。

１０５
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２０ １ ３年 ，
Ｇ ｅ等的研究为 中华菊头蝠 （菊头蝠科 ） 作为 ＳＡＲＳ冠状病毒在 自然界中

的储存宿主提供了强有力 的证据 ， 并且证明在ＳＡＲＳ冠状病毒的传播中 ， 无需 中

间宿主的存在 ［
２２

］

。 而同一种类的蝙蝠中混合感染两种不 同冠状病毒现象的存在 ，

为重组病毒的产生和冠状病毒多样性提供了生态基础 ［
１ ８ ５

］

。 ２０ １ ２年 ， 中 东国家暴

发的人感染新型冠状病毒病例证实为ＭＥＲＳ冠状病毒感染引 起的 ， 系统进化分析

表明ＭＥＲＳ冠状病毒属于Ｂ ｅｔａ冠状病毒属 ， 与感染扁Ｍｆｅ （ 吵

的蝙蝠冠状病毒ＨＫＵ４和感染伏翼蝠 （Ｐ扭 的ＨＫＵ５极为相似

［
２ ７ ， １ ８６ ］

。 最近 ， 从南非蝙蝠 （蝙蝠科 ） 的粪便中鉴定出
一

株高度相似的ＭＥＲＳ 样

冠状病毒 ［
２ ８

］

， 而对沙特的蝙蝠样本进行筛査和分析 ， 其中
一

只蝙蝠样本中 的病

毒基因片段与来源于病人的病毒基因片段的同源性为 １ 〇〇％ ［
３ １

］

。 这些证据表明蝙

蝠也可能是ＭＥＲＳ冠状病毒的 自然宿主之
一

。 目 前的研宄结果显示 ， 蝙蝠冠状病

毒的多样性比其他动物冠状病毒更为广泛 。 因此有必要对我国蝙蝠可能携带的冠

状病毒以及流感样病毒进行系统检测和进化分析 ， 了解蝙蝠作为相关病毒 自 然宿

主的潜在地位 。

第四节 蝙蝠在疾病根除计划中的作用

作为多种疾病的 自然宿主 ， 蝙蝠是否可能作为人类疾病根除计划中 的潜在残

留的疾病库 ， 有必要对其进行监测 。 １ ９８０年 ， 世界卫生组织宣布在全球范围 内根

除天花 （ ｅｒａｄｉｃａｔｉｏｎ ）
， 这是人类历史上第

一

个根除的疾病 。 天花的根除 ， 为全

球的公共卫生事业带来深远的影响和实践意义 。 借鉴于天花根除的经验 ， 世界卫

生组织正在全球范围 内努力根除脊髓灰质 炎和麦地那龙线虫病 （又称为几 内亚线

虫病 ， ｄｒａｃｕｎｃｕｌ ｉａｓ ｉｓ ／Ｇｕ ｉｎｅａｗｏｒｍ ｄ ｉ ｓｅａ ｓｅ ） 。 ２ ００ ８年 ， 卡特中心国际疾病根除工

作组 （ＷＨＯ的
一

个下属组织 ） 宣布了 另外 ５种潜在可根除的 （
ｐ
ｏ ｔｅｎｔ ｉａ ｌｅｒａｄｉｃａｂｌｅ ）

疾病 ， 以及 ９种不能根除 、 但是疾病或发病条件的某些方面可被消除 （ ｅｌｉｍｉｎａｔ ｉｏｎ ）

的疾病 。 其中 ， 由病毒 引起的有麻疹 、 腮腺炎 、 风疹 、 乙型肝炎和狂犬病 。 脊髓

灰质 炎病毒 、 麻疹病毒 、 腮腺炎病毒和风疹病毒具有
一

些共同特点 ： １ ）无动物宿

主
， 感染与发病仅限于人类 ；

２
）血清型单

一

；
３
）疫苗稳定有效 。 因此 ， 具备根除

的前提条件 。 而乙型肝炎和狂犬病 ， 因传播途径特殊 ， 并且疫苗可靠有效 。 因此 ，

在
一

定国家和地域范围 内可被消除 。

１０６
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但是 ， 在制定疾病根除 ／消除策略和计划时 ， 必须考虑到另外两个方面的因

素 ： １
）
自 然 界非 宿主 动物 中 ， 是否 存在 相 关病毒 ；

２
）
疾病根 除 ／消 除 之后

（
ｐ
ｏｓ ｔ

－

ｅｒａｄｉｃ ａｔｉｏｎ ）
， 是否会发生动物相关病毒跨物种感染人类 。 而蝙蝠极有可

能是这些病毒或相关病毒的在 自然界中 的储存宿主 。 ２０ １ ２年 ， Ｄｒｅｘｌｅｒ等通过二代

测序 ， 在蝙蝠体内 发现了几种未知 的麻疹病毒 。 ２２只非洲黄毛果蝠的脾脏样本中 ，

２ １ 只 检 测 呈 阳 性 高 浓度 的 麻 疹 相 关 病 毒 ［
１ ８ ７

］

。 这 些 蝙 蝠 相 关 麻 疹 病 毒

（ｍｏｒｂｉ ｌｌ ｉ
－

ｒｅｌ ａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ） 是否具备感染人类及其他物种的能力 ， 还有待确定 。 同

时 ， 在这项研宄中 ， 从狐蝠和食虫蝙蝠的脾脏中鉴定 出
一

种病毒 ， 通过对其进行

全基因测序和序列分析 ， 表明这株病毒与人腮腺炎病毒高度相似 （ ９０％以上 ）
，

是同一种病毒 。 对蝙蝠血清进行免疫荧光和交叉反应试验检测 ， 结果表明这株蝙

蝠相关腮腺炎病毒与人类腮腺炎病毒可能属于同
一

个血清型 ［
１ ８ ７

］
。 对于 乙型肝炎

病毒
，

２ ０１ ３年Ｈｅ等通过病毒宏基因组学方法 ， 在緬甸蝙蝠体 内发现了
一

种新的肝

炎病毒 ， 并通过负染电镜方法在蝙蝠肝脏组织中观察到肝炎病毒粒子 。 基因组测

序发现该病毒与 己知的人类 乙肝病毒同源性约为 ６４％ ［
１ ８ ８

】
。 同样是在２０ １ ３年 ，

Ｄｒｅｘｌｅｒ等对 １ １个科５４个种 的蝙蝠的３０ ８０份样本 （来源于７个国家 ） 进行筛查 ， 在

１ ０份巴拿马和加蓬蝙蝠样本中分离到 ３种嗜肝ＤＮＡ病毒 。

一

系列试验表明 ， 这些

病毒在蝙蝠体内具有肝脏组织趋向性 ， 并且能够与人类乙肝病毒抗血清进行交叉

反应 。 全基因组测序和进化分析 ， 结果表明这些病毒与感染人类的乙型肝炎病毒

具有共同的进化祖先 ［
１ ８ ９

］

。 同时
，
蝙蝠也是狂犬病病毒的 自然宿主 ［

１％
］

， 吸血蝙蝠

咬伤和狂犬病之间的相关性已经明确 。 因蝙蝠咬伤所引 起的狂犬病发作和死亡 ，

在南北美 、 欧洲 、 澳洲和非洲时有发生 ， 尤其是在乡村地区 。 因此 ， 在蝙蝠群

体以及疑似其他动物群体中对这些病毒进行筛査 ， 对疾病根除计划的有效实施

具有重要意义 。

１０ ７
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第六章 新病毒发现技术

上个世纪 ， 传统的病毒学方法在病毒发现和病原鉴定中作 出 了显著贡献 ， 如

以组织细胞培养 （ ｔｉ ｓｓｕｅ／ｃｅ ｌｌｃｕ ｌｔｕｒｅ ） 、 电镜形态学 （ ｅｌｅｃ ｔｒｏｎｉ ｃ ｍｉ ｃｒｏ ｓｃｏ
ｐｙ

） 、 血清

学和免疫学为基础的方法 。 随着技术的发展 ， 现代分子生物学方法如聚合酶链式

反应 （ ＰＣＲ ） 、 差 减 杂交 （ ｓｕｂ ｔｒａｃｔ ｉｖｅｈｙｂｒｉｄｉ ｓａｔ ｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑ
ｕｅｓ） 和 芯片分 析

（ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ
） 等在临床病毒实践中发挥着越来越重要的作用 。 新出现的 以宏基

因组学 （ｍｅｔａｇｅｎｏｍ ｉｃｓ ） 为基础的方法能够从临床样本 中直接分析 ＤＮＡ 或 ＲＮＡ

遗传物质 ， 从而避免了繁琐而费时的组织培养和基因克隆 ， 也无需预先知道病原

的背景信 息 ， 因此在病 原鉴定 中 非 常适用 。 近些年 问 世 的新
一

代测序技术

（Ｎｅｘｔ
－

ｇｅｎｅｒａ
ｔ ｉｏｎ ｓｅ

ｑ
ｅｕｎｃｉｎ

ｇ
， ＮＧＳ ）

， 极大地提高了测序的速度和效率 ， 推动 了

病毒诊断的宏基因组方法在临床中 的广泛应用 。 技术的进步 ， 在病原的快速诊断

和疾病的预防控制中发挥越来越重要的作用 。

第
一

节 病毒发现的传统方法和技术

１ ９０７ 年解剖学家 ＲｏｓｓＨａｒｒｉ ｓｏｎ 发明 了组织培养技术 ， 随后 ＫａｒｌＬａｎｄｓ ｔｅｉｎｅｒ

和 ＥｒｗｉｎＰｏｐｐｅｒ 于 １ ９０９ 年利用该技术在动物细胞 中成功增殖脊髓灰质炎病毒

（ Ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓ ）［ １ ９

＼ 在病毒学发展前期 ， 用于病毒检测和发现的有效手段不多 ，

许多病毒都是通过组织细胞培养的方法来发现。 然而 ，

一个多世纪以来 ， 病毒培

养仍然是病毒发现的金标准 ［
１ ９２

］

。

在新病毒发现研究中 ， 组织和细胞培养是获得活病毒的唯
一

途径 。 病毒培养

物的获得能便于对这些病毒进行形态学和生物学特性等方面进行研宄 ，
包括生长

动力学 、 细胞和组织特异性 、 受体利用 、 血清学特性 、 宿主范围 、 致病机制和动

物模型等 ， 这些研宄在疾病因果关系的追溯和论证中能提供很大帮助 。 同时 ， 如

果病毒培养成功 ， 能对诊断技术的建立和完善 ， 以及灭活或减毒疫苗的研发提供

支撑 ［
１ ９３

］

。

尽管病毒培养方法具有很多优势 ， 但是仍然有其局限性 。 这种局限性在丙型

肝炎病毒 （Ｈｕｍａｎ ｈｅ
ｐ
ａｔ ｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ

，
ＨＣＶ ） 的发现上得以充分体现 ［

１ ９４
］

。 虽然 ＨＣＶ

的核酸首次于 １ ９ ８９ 年在血液样本中发现 ， 但是直至十多年后才最终在细胞上培

１０９
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养成功 ［
１ ９３

］

。 新检测到或新发现的病毒 ， 因其生长条件未知 ， 要想将病毒中样本

中分离培养出来 ， 往往只能采取不断尝试的方法对其进行培养 。 培养成功与否 ，

面临的挑战在于能否找到容许病毒侵入和复制的合适细胞系 。 通常前者需要适当

的受体和 ／或辅助受体 ， 而后者需要适当的宿主因子以支持病毒的转录、 复制 、

装配和释放等 ［
１ ９５

１

， 并且在病毒培养的过程中 ， 胞内不能有限制因子存在 。

机体在病毒感染时 ， 在不同的组织器官上能表现出 某些临床症状 ， 这些表观

症状对选择哪些种类的细胞系进行病毒分离具有
一

定的指导意义 ［
１％

］

。 但是实际

操作过程中 ， 应当将样本接种尽可能多 的细胞系 。 通常我们至少选择 ６ 种 以上来

源于不 同组织器官的细胞 ， 并选择尽可能宽的宿主范围Ｐｉ 针对某个特定的病

毒进行分离时 ， 有时 即使偶然选择了适当受体和辅助受体的 易感细胞 ， 新病毒的

分离可能 同样受限于许多其它理化因素 ， 如病毒和细胞表面不理想的静电相互作

用 ， 活病毒在体外可能无法粘附细胞并进
一

步结合细胞表面受体 ［
１ ％

，
１ ９７

１

。 这个问

题通常可以通过对接种物使用 阳离子脂质体和聚合物等进行预处理来加以克服 。

多个实验室的经验证明这种方法能够提高某些病毒的感染性 、ＣＰＥ 和病毒蚀斑的

大小 ［
１ ９６

，１ ９８ ，１ ９９
］

。

在病毒分离试验中 ， 对样本进行胰酶处理 ， 或者在培养的过程中添加
一

定浓

度 的胰酶是我们经常需要考虑 的 问 题 。 甲 苯磺酰 －苯丙氨酸氯 甲 基酮 （ Ｔｏｓｙ ｌ

ｐ
ｈｅｎ

ｙ
ｌ ａｌ ａｎ

ｙ
ｌｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈ

ｙ
ｌｋｅｔｏｎｅ ， ＴＰＣＫ ）处理后的胰酶能够防止 自 身降解。 ＴＰＣＫ

处理的胰酶能够对病毒表面糖蛋 白进行水解剪切并使其激活 ， 从而极大提高它们

在体外的感染性［
１ ％

］

。 对于某些 ＲＮＡ 病毒而言 ， 病毒表面糖蛋 白的剪切是它们进

行细胞结合和融合的先决条件 ， 如冠状病毒粒子表面的 ｓ
ｐ

ｉｋｅ 蛋 白 需要剪切成 Ｓ １

和 Ｓ２ 亚单位之后才具有侵染力 。 近年来美国和 中 国大陆流行的一株新的猪流行

性腹泻病毒 （ Ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌ ｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ） 在猪群中造成严重疾病 。 在分离这株病毒

时 ， 通常需要使用 ＴＰＣＫ－胰酶对样本进行预处理 ［
２（） （） ， ２ （＾

。 同样 ， 在分离流感病毒

的某些毒株时 ， 通常也需要在培养基中 添加
一

定浓度的胰酶
［
２Ｇ２

，
２Ｑ３

］

。

值得注意的是 ， 固有免疫应答 （ ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅ ） 的诱导和激活 ， 阻

碍了病毒在胞内 的转录 、 复制和／或蛋 白合成 ， 是造成病毒培养难 以成功的障碍 。

解决这
一

问题 只能依赖于某些细胞系的使用 ， 使这些先天免疫因子得以抑制 ， 如

１ １ ０
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ｖｅｒｏ 细胞是干扰素缺陷 的 ， 感染了病毒的 ｖｅｒｏ 细胞不会分泌 ａｌｐｈａ 和 Ｂ ｅｔａ 千扰

素 ， 因此适合用于许多病毒的分离培养 ［
２（）４

］

。 为了能够实现更多的病毒在细胞上

分离 ， 未来可以尝试建立更多 的功能缺陷的细胞系 。

鉴于难以找到合适的培养条件 ， 目 前 ９９％的微生物 （包括细菌 、 病毒和真菌

等 ） 在体外难以培养增殖 。 ３Ｄ 细胞培养 （ ３Ｄｉｍｅｎｓ ｉｏｎＣｅｌｌＣｕｌｔｕｒｅ ） 是近年来发

展起来的
一

种新型组织细胞培养技术 ， 能够在形态和功能上模拟组织细胞在体内

的 自 然生长和分化环境 ， 使培养的细胞在体外呈现空间立体方式生长 ， 形成类似

于体内 的组织结构 。 ３Ｄ 细胞培养可用于难培养病毒的体外扩增 ， 同时也可为研

究病毒与细胞 、 病毒与宿主间的相互作用机制提供便利 ［
２Ｇ５

］

。 国 内外有实验室通

过 ３Ｄ 细胞培养技术在体外成功增殖 引起 呼吸道感染的人博卡病毒 （ Ｈｕｍａｎ

ｂｏｃａｖｉｒｕｓ ） 和人冠状病毒ＨＫＵ １（Ｈｕｍａｎｃｏｒｏｎａｖｉｒｕ ｓ ＨＫＵ ｌ ） 等 。

当在细胞培养中所有尝试和努力均告失败时 ， 进行病毒增殖唯
一

可能的途径

是动物接种 （ ａｎｉｍ ａｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ） ，
比较常见的是裸鼠脑 内接种 。 动物接种具有

一

定的优于细胞培养的优点 ： １ ） 不需要复杂的仪器设备 ；
２ ） 能够模拟自然感染途

径 ； ３ ）技术简单并且容易成功 。在一个易于操作和控制的动物模型 （ ａｎｉｍａ ｌｍｏｄｅ ｌ ）

中 ， 如果病毒能够感染 ， 并且接种的病毒能在该动物机体内进行有效复制 ， 针对

该病毒感染 、物种和组织趋向性 以及病毒致病性等方面的研宄就可以很容易进行

［
１ ９３

］

〇

第二节 新病毒发现的分子生物学技术

随着聚合酶链式反应 （ ＰＣＲ ） 及重组 ＤＮＡ 技术的 出现 ， 各种不同的病毒发

现的分子技术得以广泛应用 ， 包括 ｃＤＮＡ 克隆 、 简并 引物 ＰＣＲ（ ＤｅｇｅｎｅｒａｔｅＰＣＲ

Ａｓｓａｙ
） 、 基因芯片 、 差减杂交和代表性差异分析 （Ｒｅ

ｐ
ｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＤｉ ｓ

ｐ
ｌ ａｙ

Ａｓｓａ
ｙ

，

ＲＤＡ ） 、 ＤＮＡ 酶处理－序列非依赖性单 引物扩增技术 （ ＤＮａｓｅ
－

ｓｅ
ｑ
ｕｅｎｃｅ

－

ｉｎｄｅ
ｐ
ｅｎｄｅｎｔ

ｓｉｎｇｌｅ
－

ｐｒｉｍｅｒＡｍ
ｐ ｌｉｆｉｃａｔ ｉｏｎ

， ＤＮ ａｓｅ
－ＳＩＳＰＡ ） 和ｃＤＮＡ扩增片段长度多态性为基础

的 病 毒 发现 （ ＶｉｒｕｓＤｉ ｓｃｏｖｅｒ
ｙＢ ａｓｅｄｏｎｃＤＮＡ－Ａｍ

ｐ
ｌｉｆｉｅｄＦｒａｇｍｅｎｔＬ ｅｎ

ｇｔｈ

Ｐｏｌｙｍｏｒ
ｐ
ｈｉｓｍ ，Ｖ ＩＤＩＳＣＡ ） 等 。 普通和简并引 物 ＰＣＲ 及基因芯片等方法简单而

敏感 ， 但是依赖于己知的核酸序列 ， 仅能鉴定那些与己知病毒密切相关的病毒 ；

差减杂交不依赖于序列 ， 但是技术上非常繁琐 ；
ＤＮａｓｅ －

ＳＩＳＰＡ 和 ＶＩＤ ＩＳＣＡ 同样

ｉｌ ｌ
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

不依赖于 己知序列 ， 随机扩增后可辅 以克隆后测序 ，

一

定程度上受限于测序深度 ，

但是经证明在某些高度差异的病毒的发现中行之有效 。

简并引物 ＰＣＲ检测技术

在扩增和鉴定与 己知蛋 白相关的蛋 白编码基因时 ， 简并引物 ＰＣＲ 检测技术

得到 了广泛应用 ， 例 如鉴定某
一蛋 白家族中 的新成员或来源于不同物种 的 、 功能

上同源的基因时 ， 经常会用到这
一

技术 。 在新病毒发现过程中 ， 这
一

技术也可用

于检测在进化上与 己知病毒相关的新病毒基因组 。 因此 ， 在鉴定某
一

病毒科 、 亚

科或者属 中 的新成员时 ， 简并引物 ＰＣＲ 检测技术非常实用 。

简并引物 ＰＣＲ 检测技术使用 的是混合引 物 ， 这些 引物主要针对病毒编码基

因 中最为保守的氣基酸基序 （ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆ ）
，
包含了这些基序所对应的大部分

或所有的核苷酸序列 。 设计简并 ＰＣＲ 试验时 ， 第
一步是要明确在某

一病毒科或

属的所有成员 中均保守的蛋 白 ， 这一步需要有病毒学知识和经验上的积累 ， 必须

充分 了解这个病毒科成员所编码基因的属性 。 明确了保守蛋 白后 ， 需要对所有能

够得到的氨基酸序列进行 比对 ， 并鉴定 出序列 中的保守模块 （ ｂ ｌｏｃｋ ）
， 通常保守

的五肽 （
ｐ
ｅｎｔａｐ

ｅ
ｐ
ｔ ｉｄ ｅ ） 在简并引物设计 中非常理想 。 简并的核苷酸序列是从氨

基酸序列 中反译 （ ｂａｃｋｔｒａｎｓｌ ａｔｅ ） 得到 的 ， 包含 了编码五肽的所有可能的序列 。

在设计简并 引物时 ， 有一个参数不可忽略－ －简并率 （ ｄｅｇ
ｅｎｅｒａｃｙ ， 引物混合物中

不 同 引物的数量 ） 。 简并率依赖于每个氨基酸 的密码子 （ ｃｏｄｏｎ ） 数量 。 甲硫氨酸

和色氨酸只有
一

个密码子 ， 而亮氨酸 、 丝氨酸和精氨酸有 ６ 个密码子 。 因此 ， 引

物设计时优先选择含有甲硫氨酸或色氨酸的保守肽 ， 而不是含有亮氨酸 、 丝氨酸

和精氨酸的序列 。 简并 引物 ＰＣＲ 的敏感性 （ ｓｅｎｓｉ ｔｉｖｉｔｙ ） 与 引物的简并率成反比 ，

因此为 了 保证 ＰＣＲ 具有足够的灵敏度 ， 引物的简并率应尽可能小于 １ ２８ 。

为了 增加 ＰＣＲ 扩增效率 ， 设计简并引 物时需要在 引 物的 ５
’

－末端加上
一

个非

简并的夹板序列 （ ｃｌ ａｍｐｓｅｑｕｅｎｃｅ
） ， 这样有助于 引物与反应过程中产生的 ＰＣＲ

产物进行退火结合 。 夹板序列的设计通常有两种不同 的策略 ， 使用在线软件

ＣＯＤＥＨＯＰ 进行设计时 ， 依据耙标序列 （ ｔａｒ
ｇ
ｅｔｓｅ

ｑ
ｕｅｎｃｅ ） 旁侧的氧基酸序列进

行简并 ｐｏ６，
２＾

；
而我们手工设计简并 引物时 ， 夹板序列来源于病毒基因中相应位

置上的核苷酸共有序列 （ ｃｏｎｓｅｎｓｕｓｓｅ
ｑ
ｕｅｎｃｅ ）

， 并对个别位置上的碱基根据需要

１
１ ２
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

进行调整 ， 以保证合理的较高的引物 Ｔｍ 值 。 由于夹板序列与病毒基因组模板同

样具有
一

定的 同源性 ， 在 ＰＣＲ 反应开始的几个循环 ， 能够稳定引 物的结合 。 第

一

轮 ＰＣＲ 以较低的退火温度进行 以使简并序列与模板充分退火结合 ， 随后提高

退火温度 以方便 ＰＣＲ 产物的特异性扩增 。
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图 ６ ． １ 基于 Ｒｄ Ｒｐ 蛋白序列的冠状病毒简并引物设计

我们实验室主要对蝙蝠 、 鸟类 、 老 鼠 以及医院呼吸科临床样本进行病毒／病

原 检测 和鉴 定 ， 试 图 从 中 发现新 的病 毒 。 因此 ， 目 前 我们 设计 了 腺病 毒

（ Ａｄｅｎｏｖ ｉ ｒｕ ｓ ） 、 星状病毒 （ Ａ ｓｔｒｏｖ ｉ ｒｕｓ ） 、 博卡病毒 （ Ｂｏｃａｖ ｉ ｒｕｓ ） 、 流感病毒 （ Ｉｎ ｆｌｕｅｎ ｚａ

ｖ ｉ ｒｕ ｓ ） 、 冠状病毒 （ Ｃｏｒｏｎａｖ ｉ ｒｕｓ ） 、 丝状病毒 （ Ｆ ｉ ｌｏｖ ｉ ｒｕｓ ） 、 Ｈ ｅｎ ｉｐａｈ病毒 （ Ｈｅｎ
ｉｐａｖ ｉ

ｒｕ ｓ） 、

麻疫病毒 （ Ｍｏｒｂ ｉ ｌ ｌ ｉｖ ｉ ｒｕｓ ） 、 风疹病毒 （ Ｒｕ ｂｕ ｌ ａｖ ｉ ｒｕｓ ） 和正呼肠孤病毒 （Ｏ ｒｔｈｏｒｅｏｖ ｉｒｕ ｓ ）

等 １ ０ 种病毒科或属的简并 引物 。 随着 以后工作 的开展 ， 将对其他病毒科的简并

引物进行逐渐补充 。 图 ６ ． １ 和表 ６ ． １ 是我们根据冠状病毒 ＲｄＲｐ 序列通过简并策

略设计的通用 引物 ， 通过这套引 物进行半巢式 ＰＣ Ｒ（ ｓｅｍ ｉ
－ｎｅ ｓｔｅｄＰＣＲ ） ， 理论上

可 以检测所有的冠状病毒 （ 当然包括未知 的冠状病毒 ） 。 目前 ， 我们使用这套引

物已经从蝙蝠样本中发现 了
一

株新型冠状病毒 。

１ １３
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

蝙＿宿主中新病毒发现及編緬冠状病毒 Ｈ ＫＵ ９ 受体的探索


点 ， 可用于样本的批量筛选。 但缺点在于对可能检测分析的病原要有足够的背景

知识 ， 相关病毒要有足够的序列信息 。

差减杂交技术

两份核酸样品之间的可以采用差异差减杂交技术来比较。 由于病毒感染后 ，

病毒所携带的核酸会在感染细胞中复制 ， 因此 ， 通过比较感染和未感染细胞中核

酸的差异 ， 就可 以对病毒进行检测和分析 。 差减杂交技术可以用来检测 ＤＮＡ 和

ＲＮＡ 病毒 。 与简并 引物 ＰＣＲ检测技术相比较 ， 这种技术操作起来很困难也很繁

琐 ， 但是其优点在于扩增所使用的引物针对的是已知的接头序列 ， 不需要预先知

道所检测病原的背景知识 ［
２Ｇ８

，
２ＯＴ

］

。

差减杂交技术在实施过程中需要用到两种不 同的样本 ： 测试样本 （ ｔｅｓ ｔｅｒ

ｓａｍ
ｐｌｅ ） 和驱动样本 （ ｄｒｉｖｅｒ ｓａｍ

ｐ ｌｅ ）［
２ Ｇ８

］
。 测试样本中可能包含我们感兴趣的耙

序列 。 测试样本和驱动样本之间进行杂交 ， 使核酸互补链之间进行退火 ， 然后通

过各种策略将测试样本中 的单链分子或样本内 部的杂交子拯救出来 ， 最后通过

ＰＣＲ 的方法扩增和富集 （ 图 ６ ．３ ）
［
２ １ Ｑ

］

。 驱动样本和测试样本之间必须尽可能紧密

匹配 ， 以减少核酸组成的差异 。 对于使用 ＤＮＡ 样品进行差减杂交 ， 驱动样本应

当来 自 同
一

个群体的非感染个体 ； 而在 ｃＤＮＡ 差减杂交中 ， 驱动样本应当和测

试样本来 自相同细胞类型 （在分化的同
一

阶段 ） 。 当核酸的复杂程度低和杂交反

应接近完成时 ， 差减杂交的效果最好 。 体液 （ 如血清 ） 和细胞培养上清 ， 是用于

病毒发现的复杂程度最低的样本［
２ （）８

］

。

在使用差减杂交的方法筛査蝙蝠样本中存在的新病毒时 ， 我们必须意识到虽

然蝙蝠携带了许多不同 的病毒 ， 例如 ＳＡＲＳ－

ｌ ｉｋｅ 冠状病毒和丝状病毒等 ， 但是由

于蝙蝠免疫系统的独特性 ， 这些病毒对蝙蝠并不具有致病性 ， 表观上无法区分感

染和未感染个体 。 所以在选择驱动样本时必须慎重 ， 否则根本无法达到预期的结

果 ， 反而徒费人力物力 。

１ １５
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Ｃｌ ｏｎｅ ａｎｄａｎａｌ ｙｚ ｅ

图 ６ ．３ 差减杂交技术 Ｉ

２％

ＤＮＡ 酶处理－序列非依赖性单引物扩增技术 （Ｄ Ｎａｓｅ －Ｓ ＩＳＰＡ ）

除 非是样本 采集 时病人 处于病 毒 血症 期 ， 通常情 况 下 ，
血清或 血浆

（ ｓｅｒｕｍ／
ｐ ｌ

ａ ｓｍ ａ ） 样本 中 所包含的病毒拷贝数非常低 ， 因此从这类样本中检测或

鉴定新的病毒基因组会存在相当大的技术挑战 。 ２０ ０ １ 年 ，
Ｔｏｂ ｉａｓ Ａ ｌ ｌａｎｄｅ ｒ 及其同

事开创 了
一

种新的病毒检测技术一ＤＮＡ 酶处理－序列非依赖性单引 物扩增技

术 （ ＤＮａｓ ｅ
－

ｓ ｅｑｕｅｎｃ ｅ
－

ｉｎｄｅｐｅｎｄｅ ｎｔｓ ｉｎｇ
ｌｅ

－

ｐｒ ｉｍｅｒａｍｐ
ｌ ｉｆ

ｉｃ ａｔ ｉｏｎ ，ＤＮａ ｓｅ
－

Ｓ ＩＳ ＰＡ ） ， 并

在牛 的血清中克隆到两种新的牛细小病毒 ［
２ ｎ

］

。 ＤＮ ａ ｓｅ －ＳＩ ＳＰＡ 技术的主要依据是

病毒基因组通常被保护在蛋 白衣壳和脂质囊膜 中免受 ＤＮＡ 酶的降解 。 因此 ， 在

提取核酸之前 ， 滤过后的样本使用 ＤＮＡ 酶预先处理以选择性地降解宿主或环境

ＤＮＡ ， 随后将之用于 ＤＮＡ 提取 。 提取后的 ＤＮＡ 以 限制性 内切酶消化并用接头

进行连接 ， 然后使用特异性针对接头序列的单引 物进行扩增 。 最后使用琼脂糖凝

胶电泳对扩增产物进行分析 ， 并将 目 的条带进行克隆和测序 。 ＤＮａ ｓ ｅ－

Ｓ ＩＳ ＰＡ 技术

非常敏感 ， 能够检测到每毫升样本中少于 １ 〇
６拷 贝的病毒基因组 。 因此 ，

一经出

现即为全世界许多实验室所采用 ， 并相继发现 了人博卡病毒 ２ 型 人细小病

毒 ４ 型 ［
Ｉ Ｇ９

］和猪细小病毒 ４ 型 ［
２ １ ３

］等 。 另有实验室对 ＤＮａ ｓｅ－ ＳＩ ＳＰＡ 进行了改进 ， 替

１ １ ６
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

代性地使用简并寡核苷酸引物 （ ＤＯ Ｐ－Ｐｍｎｅ ｒ ） 或随机引物 （ 如图 ６ ．４ ）［
２ ｜ ４

，
２ ｜ ５

］

，

而不是人工接头
；
或者在 ＰＣＲ 扩增之后 ， 直接将 ＰＣＲ 产物进行 ４５４ 测序 ， 而不

是进行繁琐而费时的片段克隆
［
２ １ ６

］

。 这些替代方案很大程度上提高 了新病毒发现

的效率 。

ＡＶ ｉ
ｒａ ｌＲＮＡ

■Ｒｅｖｅ ｒｓｅＴｒａ ｎｓ ｃ ｒ
ｉｐ ｔｉ ｏｎ

古 （

ｕ ｓｉ ｎ
ｇ

ｒａ ｎｄｏｍａｎｄ ３
＇

ｐ
ｒ ｉｍｅｒ ｓ ）

ｒＺＴ．： ．

－

＝３＾—

？Ｓ ｉｎ
ｇ

ｌ ｅ
－

ｔ ．－
＇￣



？



■—

ｂｓｔｒａｎ ｄｅｄ＿

ｃｄｎａＰ


Ｋ ｌｅ ｎｏｗＲｅａ ｃｔｉｏｎ

Ｉ （
ｕ ｓｉ ｎ

ｇ
ｒａ ｎｄｏｍ ａｎｄ５ｐｒ ｉｍｅ ｒｓ ）

Ｄｏ ｕｂ ｌｅ
－

Ｃｓｔ ｒａｎｄ ｅｄ

ｃＤ ＮＡ

１ＰＣＲａ ｎｄＡ －

ｔａ ｉ ｌ ｉｎ ｇ

Ａ—


———
̄

Ａ——


—

ｎ
ＰＣ Ｒ

ｕａｍ
ｐ ｌ ｉ

ｃｏ ｎｓａ

＝ｉ＾—
Ａ

１＝Ａ

ＴＡＣ ｌｏｎ ｉ ｎ ｇｏ ｆ ５ ００
－

１０００ｎｔａｍｐ ｌ
ｉｃｏｎ ｓａ ｎｄｓｅｑｕｅｎ ｃ ｉ ｎｇ

图 ６
．
４ 基于随机引 物的 Ｄ ｎ ａｓ ｅ

－Ｓ ＩＳＰＡ 技术 ｌ

２１ ４
ｌ

以 ｃＤＮＡ 扩增片段长度多态性为基础的病毒发现 （ Ｖ ＩＤ ＩＳＣＡ ）

以 ｃＤＮＡ 扩增片段长度 多态性为基础的病毒发现是 ２ ００４ 年 Ｂｅ ｎＢ ｅｒｋｈｏｕ ｔ 及

其 同事开发的
一

种新的病毒发现方法 ， 具有简单而易 于使用 、 快速而高效等特点

［
２ １ ７

］

。 能够对血清 ／血浆或病毒培养上清等样本中的 ＲＮＡ 和 ＤＮＡ 病毒进行大规模

的筛查 ， 检测的 ＤＮＡ 病毒 的临界值为 １ ０
５ 拷贝 ， 而 ＲＮＡ 病毒的临界值为 １ ０

６

拷

贝 。 通过使用 Ｖ ＩＤ Ｉ ＳＣＡ 技术 ，
Ｂ ｅｒｋｈ ｏｕ ｔ 及其 同事从 ＣＰＥ 阳性的 ＬＬＣ －ＭＫ２ 细胞

培养上清中鉴定出
一

种新的人类冠状病毒 ， ＨＣｏＶ－ＮＬ６３ ［
２ １ ７

，
２ １ Ｓ

］

。

ＶＩＤＩ ＳＣＡ 的主要特点是不需要预先知道基因组序列及相关的背景知识 ， 某

些限制性 内切酶酶切位点 的存在及接头的利用 足以保证 ＰＣＲ 扩增 的顺利进行

［２ ｜ ９］

。 与 ＤＮａ ｓｅ
－

Ｓ ＩＳ ＰＡ 技术
一

样 ， Ｖ ＩＤ ＩＳＣＡ 技术需要对样本核酸进行选择性富集 ，

１ １ ７
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

包括高速离心以去除细胞碎片及线粒体 ＤＮＡ ，核酸提取前对样本进行 ＤＮＡ 酶处

理 以降解宿主基因组 ＤＮＡ ， 使用样品 自 身的 ＲＮＡ 酶降解 ＲＮＡ ， 而病毒核酸特

异性地保护在病毒粒子中 。 提取的核酸经合成为双链 ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ ） 后使用双

限制性酶处理 （ ＨｉｎＰ ｌ
－

Ｉ 和 Ｍｓｅ －

Ｉ 等这类在大部分病毒核酸序列中都存在的 限制

性 内切酶 ） ， 并与人工合成的寡核苷酸接头连接 。 随后进行两轮 ＰＣＲ 反应 ， 第
一

轮使用特异性针对已知 的接头序列的引物 ， 第二轮引物与第
一

轮引物
一

致 ， 但是

在往 ３

’

端往推测的病毒核酸序列延伸了
一

个碱基以进行选择性扩增 （ 图 ６ ． ５ ）
［
２ １

＇

因此在这
一

步 ＰＣＲ 扩增中使用 了 １６ 种 引物组合 。 ＰＣＲ 产物使用琼脂糖凝胶 电泳

进行分析 。 在整个实验过程中 ， 每个样本需要与代表性的阴性样本 （阴性血清 、

血浆或非感染的培养上清 ）进行比较 ， 以鉴定阳性样本或感染材料中的特异条带 ，

最后对这些条带进行测序分析 。 ＶＩＤＩＳＣＡ 技术和 ４５４ 等新一代测序技术联合起

来使用 ， 能够对 ＰＣＲ 产物进行深度分析 ［
２２（

） ，
２２

１
］

。

由于 ＶＩＤＩＳＣＡ 技术是基于普通的限制性 内切酶酶切位点的存在 ， 扩增具有

可重复性 （重复样本中能扩增出相同的片段 ） 并且具有物种特异性 ， ＰＣＲ 产物

能够与背景扩增 区分开来 ；
同 时 ，

ＶＩＤＩＳＣＡ 技术是相对高通量的 ， 在每个

ＶＩＤ ＩＳＣＡ 循环中能够测试多份样本 （大约 １ ０ 份 ） 。 因此该技术在组织 、 血清 、

呼吸道和消化道及细胞培养物等样本的新病毒发现中得到了 广泛应用 。

１ １ ８
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图 ６ ．５ＶＩ ＤＩＳＣＡ 技术示意 图 ［

２ １ ７
］

第三节 宏基因组学和新
一

代测序技术

宏基因组学 （ ｍｅｔａｇｅｎｏｍ ｉ ｃｓ ） 又称为环境基因组学或群落基因组学 ［
２２２

］

。 在

微生物 （细菌 、 病毒和真菌等 ） 研究领域 ，
９９％的微生物到 目 前为止是难以培养

的 。 因此 ， 传统方法对环境或某
一

群体中存在的微生物进行研究存在很大的技术

障碍 。 不 同于 以往的微生物学分析手段 ， 宏基因组学是直接研宄 自然状态下微生

物群落的技术 。 其优点在于不依赖于培养并且也是序列非依赖的 ， 受试对象或样

本中无需任何特定基因 的存在 。 通过分析环境样本 中 的遗传成份 ， 对代谢特性进

行鉴定 、 确定生物表征及发现新的抗生素和酶等 。 宏基因组学作为
一

种研宄微生

物种群生态分布 、 群体遗传特征和基因 间相互作用 的技术 ， 探讨在各种环境条件

下微生物间相互作用和微生物与周 围环境间相互影响的规律 ， 促使我们能够更加

客观而全面地认识微生物世界 。 目 前 ， 宏基因组学的研宄和应用 的范围很广 ， 包

括海洋环境研究 、 植物和农业生物技术 、 人类遗传学和人类疾病的诊断等 。

早期的宏基因组学应用 主要依赖于 ｓｈｏ ｔ
ｇｕｎ 文库 （ ｓｈｏｔｇｕｎ ｌｉｂｒａ ｒ

ｙ
） 的建立 ，

并使用 Ｓ ａｎｇｅｒ 双脱氧测序法对总 ＤＮＡ 成份进行直接测序 。 ｓｈｏｔ

ｇ
ｕｎ 文库 的建立 ，
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

涉及到样本 ＤＮＡ 的剪切 （ ｓ ｈｅａｒｉ ｎｇ ） 、 克隆 （ ｃ ｌｏｎｉｎｇ ） 和筛选 （ ｓｃｒ ｅｅｎ ｉｎｇ ） ， 相对

比较费时 ， 因此
一

定程度上限制 了宏基因组学的应用 。 新
一

代测序平台 的发展 ，

样品 制备 的过程和文库 建立得 到 了 简化 ， 并结合 了 快速 、 自 动化和高通量

（ｍ ｇｈ
－

ｔｈｒｏｕｇｈｐ
ｕｔ ） 等各方面的优点 ， 从而将测序能力提高了 百倍甚至百万倍 ，

也因此推动了宏基因组学的快速发展 ［
２２３

］
。

￣￣

液体或组织样 本

^

超速 离心或匀浆 、 过滤

Ｍ仿 处理

ＤＮＡ ｆｔｆ

ｊ处 

Ｐｆｉ

■

１

ＲＮＡ ＾—ＤＮＡ
／
ＲＮＡ

提取一？ Ｄ ＮＡ

＿

Ｉ １

ｃＤＮＡ 合成
｜

扩增

Ｒｏｃ ｈｅ４ ５４ 、 Ｓｏ ｌｅｘａ ｙＪ ｉＳＯ Ｌ ｉ Ｄ高通 里测序

物估息学分析

^

图 ６ ． ６ 宏基因组学分析流程

一

个宏基因组分析流程通常包含三个基本步骤 ： １ ） 样本准备 ；
２ ） 高通量测

序
；

３ ） 生物信息学分析 。 如图 ６ ． ６ 所示［
２２３

］

。 目 前有几种商业化的高通量测序平

台可供选择 ， 不 同的平台采用不同的测序原理 ， 具有不同的测序速度 、 价格和读

长 ， 如表 ３ 。 宏基因组学发展的瓶颈就在于后期数据分析 。 大部分研究人员不具

有足够的计算资源 （往往需要大型服务器或计算机集群 ） ， 也不具备生物信息学

方面的背景知识和数据分析的能力 ， 面对海量数据时往往感到无所适从 。 因此 ，

在高通量测序获得宏基因组数据后 ， 需要有专业人员对数据进行解读和分析 ， 否

则将沦为一个基因组收集者 （ ｇｅｎｏｍｅ ｃ ｏ ｌ ｌｅｃｔｏｒ ）［
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蝙蟮宿主中新病毒发现及编縞冠状病毒 Ｈ ＫＵ９ 受体的探索
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全文总结

传染病疫情暴发时 ， 公共卫生领域科研人员 需要对 引起疫情暴发的病因进行

快速鉴定 ， 从而为疾病预防控制提供关键信息和技术支撑 。 因此 ， 病原的快速检

测和鉴定在公共卫生领域中意义重大 。 基于简并引 物 ＰＣＲ 的 Ｐａｎ
－

ｖｉｒａｌｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

是
一

种快速诊断技术 。我们实验室 目 前己经设计了１ ０ 种病毒科或属的通用 引物 ，

使用这些 引物 ， 我们从蝙蝠样本中 己经发现了
一

株新型冠状病毒 、

一

株博卡病毒 、

四株星状病毒和
一

株正呼肠孤病毒变异株 。 未来将设计更多病毒科或属 的通用 引

物 ， 以期涵盖更广的病毒范围进行病毒检测和新病毒发现 。

重组现象在冠状病毒成员 中很普遍 ， 也是冠状病毒产生遗传多样性的重要机

制 。 然而 ， 迄今为止所有 已经报道的重组事件均发生在相关病毒序列 的同源重组

上 。 本研究 中 ， 我们发现了
一

株新型蝙蝠冠状病毒 ， 其基因组序列 中插入了一个

功能性的 ｐ ｌ Ｏ 基因 。 多方面的证据表明这个 ｐ ｌ 〇 基因可能来源于
一

个古老的无囊

膜的正呼肠孤病毒 。 这是融合相关小跨膜 （ ｆｕｓｉｏｎ
－

ａｓｓｏｃ ｉａｔｅｄｓｍａｌ ｌ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ
，

ＦＡＳＴ ） 蛋 白在有囊膜病毒中 的第
一次报道 ， 同时也是单股正链 ＲＮＡ 病毒与双股

有节段的 ＲＮＡ 病毒之间重组的第一次报道 。 这些发现将进一步揭示病毒进化的

微妙机制 ， 并且可能为理解冠状病毒异源重组过程提供重要信息 。

冠状病毒基因组复制和 ＲＮＡ 合成的机制非常独特 ， 亚基因组形成是冠状病

毒病毒复制的
一

个重要标志 。 本研究 中 ， 我们通过直接检测样本中 的亚基因组来

判断研宂的冠状病毒在宿主组织细胞中是否复制 ， 以及判断特定的基因在病毒生

活周期 中是否转录 。 同时 ， 通过人工构建亚基因组的方法验证特定基因的功能 。

这是我们在冠状病毒研究方法上的
一

点创新 。

ＳＡＲＳ
－ＣｏＶ 和 ＭＥＲＳ－ＣｏＶ 是两种代表性的跨越 了种间屏障并引起人类感染

的 Ｂｅｔａ 冠状病毒 。 此外 ， 最近的研究结果表明 ， 另外一种 Ｂｅｔａ冠状病毒 ＢａｔＣｏＶ

ＨＫＵ４ 己经适应性地结合人类细胞 。 因此 ， 对其他流行的 Ｂｅｔａ 冠状病毒跨物种

传播的可能性进行研究 ， 是当前一个急切的议题 。 Ｂ ａｔＣｏＶＨＫＵ９ 同样是
一

种 Ｂ ｅｔａ

冠状病毒 ， 在蝙蝠中经常检测到的 。 本研宄中 ， 我们解析了Ｂ ａｔＣｏＶ ＨＫＵ９ 假定

的受体结合结构域的结构并对其功能特点进行了鉴定 ， 这
一

结构域在其他 Ｂｅｔａ

冠状病毒中经证实是受体识别 和跨物种传播 的关键 因子 。 从解析的 ＢａｔＣｏＶ

１３７
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ＨＫＵ９ＲＢＤ 结构我们可以观察到 ， Ｂ ａｔＣｏＶＨＫＵ９ＲＢＤ 结构与其他的 Ｂ ｅｔａ冠状

病毒 ＲＢＤ 结构
一样存在

一

个保守的核心亚结构域 ， 同时还存在
一

个结构上独特

的外部亚结构域 。 在 目 前所有己知 的冠状病毒 ＲＢＤ 结构中 ， 我们进
一

步揭示亚

结构域之间的氨基酸相互作用模式是 同源的 。 这个特点从进化上揭示了Ｂ ｅｔａ 冠

状病毒 ｓ
ｐ

ｉｋｅ 蛋 白和它们在宿主受体使用上的 多态性 。

１ ３ ８
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时光如 白驹过隙 ， 转眼间我的博士生涯即将结束 。 漫漫求学路 ， 南京 、 北京 ，

国 内 、 国外 ，

一路走来 ， 酸甜苦辣个中滋味 ， 感触良深 。 值此博士论文即将完稿

之际 ， 回首 自 己曾经走过的路 ， 满怀感恩之心谨向给予我指导和帮助的老师 、 同

学和朋友们 ， 以及
一

直支持我的家人表达诚挚的谢意 。

首先 ， 要感谢我的导师高福教授 。 四年来高老师对我的谆谆教导 ， 无数次的

启 发 、 鼓励和宽容 ， 令我终生难忘 。 高老师对科学问题超乎寻常的敏感性和前瞻

性 ， 雷厉风行的工作作风 ， 严谨的治学态度和坚持不懈的科学精神 ， 渊博的学识

和诲人不倦的高尚师德 ， 永远是我学习 的榜样 。

感谢我的大学老师——南京农业大学的毛卫华老师 ， 在最关键的时候 ， 帮我

解决了一个大麻烦 。 感谢我的硕士导师姜平教授 曾经的教导 ， 感谢蔡宝祥教授 、

张振兴教授和郑明球教授 、 Ｄｒ．ＶｉｋｒａｍＭｉｓｒａ 、 Ｄｒ．ＡｎｄｒｅｗＰｏｔｔｅｒ和Ｄｒ ．Ｖｏｌｋｅｒ

Ｇｅｒｄｔ ｓ 的授业解惑和启 智明心 。

感谢在异国他乡时 ， 刘永庆老师 、 王道毅博士 、 炎斌博士、 黄彦云博士 、 冯

斯竞 、 吴中勤师姐和朱建中师兄 ，
还有我最亲爱的同学 ＩｒａｎＹｏｕｓｅｆｅｉ 给予的无私

帮助 。

感谢陈继明师兄 、 范伟兴老师 、 魏荣师兄 、 张永强师弟和刘朔师妹 ， 尤其是

田莉莉师妹 ， 在我最艰难的时候施以援手 。 感谢我的大学同学们 ， 心智成熟的那

几年 ， 我们
一

起成长 ， 感谢你们二十年来的支持和鼓励 。

感谢在京的乡亲黄前松 、 黄前柏和大哥黄敬平 ； 初 中和高中 同学费久佳 、 李

儒天 、 徐新创 、 汪承义 、 向杰和王利青 ； 大学铁哥们王卓和胥哲 ； 硕士同学周雪

媚 、 李霆 、 张彦明 、 杨仁全 、 黄耀凌 、 尤华和路复员 ； 师妹张海凤和王永霞 ； 特

别是以前的同事和朋友 ： 李丹地博士 、 徐子乾 、 郝彦玲博士 、 王芙 、 党雪芹 、 欧

阳 晶博士 、 王刚博士和吴小兵教授 。 生活在同
一

座城市 ， 有你们的问候和关心 ，

让我感觉不是孤身
一人在奋斗 。

感谢我的博士同学们 ： 郭小娟 、 朱闻斐 、 高燕 、 陈利娜 、 颜晨 、 李金松 、 刘

洋 、 杨扬 、 谢兴旺 、 许松涛 、 李茂中 （病毒所 ）
；
张帆 、 欧阳

一

非 、 韩海红 、 卢
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士军、 任向楠 、 云春凤 、 沈海涛、 李晨汐 、 赵凯 、 刘辉 （ 营养所 ）
； 刘莎 、 申小

娜、 李辞修 、 王艳 、 刘杰 、 桑少伟 、 张烁 、 李马超 （传染病所 ）
； 刘慧鑫 、 李兰

花、 金艳涛 、 齐金蕾 、 高志云 、 韦华冕、 付晓静 、 赵海 、 焦洋、 姚文荣 、 何璇 （艾

滋病中心 ）
；
邱侠 、 张哲 、 李坤 、 张宝莹 、 武云云 、 张烁 （环境 、 辐射、 职卫所 ）

；

李洪兴 （ 改水中心 ）
； 尹德卢、 余建兴 （ 中心 ） 。 尤其是病毒所的同学 ， 有幸与你

们相识。 同学三年 ，

一起上课、 开题 、 中期考核 、 预答辩 ，

一

起开心地聊天 、 发

牢骚、 聚餐 ， 这份情谊 ， 让人难以忘怀 。

感谢 １ ０ 多年前
一起

“

玩
”

检索 的兄弟们 ： 房云海博士、 朱培元博士 、 曹云

飞博士、 蒋柳明 、 洪旭光博士 、 陈雄 、 周迎春、 李纲 、 辛志宏博士和陆建伟老师。

那时候积累 的文献检索技巧和大学图书馆密码 ， 真的是受益终生 。

感谢当年在 Ｂ ｉ〇 ｌ〇ｖｅｒ和
“

医网琴声
”

网站上结识的战友 ： 张林升大哥、 郭兴中

大哥、 孟建雄老师 、 茅翔老师 、 何有裕博士 、 李欣、 王征博士 、 李云峰博士、 张

柯博士 、 黄志 、 陈小华博士、 刘枫博士、 肖高铿博士和李启辉 。 虽然有些兄弟姐

妹迄今尚未谋面 ， 但是志同道合的
一帮朋友在网站上和微信群里

一

起探讨专业技

术 、 最新进展 以及各种专业软件的用途用法 ， 那种意气相投 ， 没有掺杂任何功利

的交流 ， 算是人生的
一

大快事 。

感谢严景华老师在试验上的指导和帮助 ， 感谢严老师为实验室付出 的辛勤和

汗水 。 感谢齐建勋老师在晶体收集和结构解析 中做出 的辛勤工作 。 感谢王奇慧、

李燕 、 张艳芳和张蔚老师在我试验进展艰难的时候 ， 百忙之中给予的帮助 。 感谢

王亮博士和刘翟教授在进化分析上提供的帮助。 感谢逯光文教授 、 施一教授和

Ｄｔ ．ＥｄｗａｒｄＣ ．Ｈｏｌｍｅｓ 在论文写作上给予的巨大帮助 。 感谢吴燕 、 马素芳 、 吴莹 、

袁菲 、 白玉、 闫群 、 程蒙 、 李雪 、 闫红梅 、 郭翠艳、 黄晓萍 、 马兰清、 赵欣、 仝

舟 、 璩骁、 李世华 、 戴连攀 、 谭曙光和毕钰海等老师和工作人员 ， 是你们辛勤的

工作 ， 为我们实验室创造了
一个 良好的工作环境 。 感谢中 国疾控中心病毒病所实

验室刘军、 赵洪兰和王月 等老师和工作人员 的支持 ， 感谢纪伟 、 全传松 、 徐子乾 、

贾浩、 刘科芳等师妹师弟
一

起在实验室里奋战 。 感谢病毒病所洪涛院士实验室宋

敬东博士 、 邹小辉博士 、 郭小娟博士和屈建国老师在试剂及荧光显微镜的使用上

提供的无私帮助 。 感谢云南省疾病预防控制中心徐闻所长 、 李洪老师 、 周永明 、
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向 以斌和宁德 明老师 ， 勐腊县疾病预防控制中心刘华兴主任和文红华科长 ， 浙江

省疾病预防控制中心张严峻所长、 颜浩博士和楼秀玉师妹 ， 在采样时提供的协助 。

感谢王寒师妹 、 张水军师弟 、 宋豪师弟 、 彭如超师弟 、 刘建伟师弟 、 朱耀华

师弟 、 杨顼师弟 、 徐坤师弟 、 Ｑａｒｉ 、 王飞同学 、 李安同学和 肖进同学 ， 还有病毒

所的蓝佳明师妹和郭小娟 同学 ， 很多时候在
一

起 ， 吃的是饭 ， 聊的是心情 ， 试验

探讨才是副产品 。

感谢赵敏、 袁 圆 、 张贺林 、 徐颖 、 许晓莹 、 仝娇 、 段文倩 、 忤丽丽 、 杨文蔚 、

赵振楠 、 崔樱子 、 李玲慧 、 王敏、 高璟 、 冯磊 、 张潇 、 宛玉花 、 温春霞 、 陈丹青 、

庞立丽、 刘建伟 、 殷立伟 、 张常、 江海海、 苏朝、 刘升、 李海峰 、 尚子方、 朱腾

飞 、 宋健 、 张文亮 、 王旭东 、 牛灵 、 Ｊｏ ｅｌＨａ
ｙ
ｗｏｏｄ 、 ＹｅｍｉＯ ｌａｄｅ

ｊ
ｏ 、 Ｊｏ ｓｅ

ｐｈ Ｏｂａｍｅｓｏ 、

Ｍｏｋ ｉ 、 杨化冰 、 张浩 、 李俊甫 、 胡旭乐 、 杨凡力 、 万涛 、 Ｃｈｒ ｉ ｓｔｏｐｈｅｒＪｏｈｎＶａｖｒｉｃｋａ 、

Ｂ ｏｒｉ ｓＴｅｆｓｅｎ、 刘庆浩、 刘文波 、 郝海邦等众多师弟师妹和同学们在试验中 的陪

伴和帮助 ， 我们相 聚在实验室这个大家庭 ， 共同学习和生活 ， 总是那么地欢乐 。

最后感谢我的父母和亲人 ， 前岳父岳母和外公外婆 ， 你们的理解和支持 ， 永

远是我前进的动力 ！

黄灿平

２０ １ ６年４月 〗 ８ 日

１４２


