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L要

在O止COVID-19传Q的斗争中，重点是YZ[苗或重^_活用于其他目的的现有药物。然而lm

在no时'其q主的^陈代谢v间必然存在的紧{联}~}统地忽视了。在这里我们à明，ä有细

å的^陈代谢都是由细å基ê组的B心构件—三óDå苷（CTP）的可用性来协调的。这Z代谢物

也是lm†膜合成§其基ê组翻译成蛋白质的关键。这Z独≠的作用Ø释了为什么进¥导∂动物中

∏早∫ª现了一ZΩlmæ[酶--viperin，ê为ø¿合成CTP的m性类J物。这Z¬赖性ä产生的

制约ê«指导了lm的进¥。…虑À这一点，我们用Ã学ÕŒœ–了发生在我们“前的实时实验。

我们ê此几乎Ÿ⁄都在¤‹lm基ê组组成的进¥，≠别是在fifl发lm产生类J绽·烟„的伞形

„Ê样的Ë变形式ÎÏ其'随Ó时间的Ô移而产生的后代联}起来。这其中的一些Ë变肯Ùıˆ加

lm的传Q性。这样使我们弄清了lm的几Z蛋白质在这次进¥中的关键作用，如ø的B˝蛋白

N，并且更普#地开%了Ølm是如何把q主的^陈代谢联}起来，从而使v对自己有利。lm在细

å中逃.CTP¬赖性/制的一ZÕŒ是感染预期不ı生长的细å，如5经元。这可¿是当前[情中

lm在ª乎:料的<体>I发?的原ê。



介B

关于COVID-19大C行的发?，有EÃ的FG在œ讨。尽JÃ量如此v多，但由于我们人类的中心

主义，这些研Q都R常的T中在lm本<上。当然，∏多工作都在研QSARS-CoV-2lm基ê组的

组成和结构、其编码的蛋白质§其感染动物的近亲lm的细节。然而，主要T中于关于该lm是如

何利用q主细å^陈代谢的研Qa∏b。c制该C行l的迫e性使研Q者们重视[苗YZ或者更普

#地重视q主æ[}统的g'。众ä周知，遗憾的是，虽然有时相对o易产生一Zq有r又Et的

[苗来对付一Z-vC行的wl，但是也有情况相y的例子。现在|然有一些H常严重且H常常见

的wl�有YZ[苗。YZ[苗有r的≠别前提是l原体的后代¿够保É足够长的时间，fiO止[

苗fl发的æ[y应逃Ü。冠状lm是由长基ê组和†膜组成的lm。长基ê组可¿导∂H常â的Ë

变ä，但这些lm启用了一Z≠殊的功¿，éè对和纠正复制错误，从而.æ了穆勒棘轮r应

（Muller's ratchet）的普#约束（见Õöõ的õo）[1]。这:味Ó虽然冠状lmù实倾向于随Ó时

间的Ô移产生遗传变R，但这些变R的Ã量|然相当†。这Z变Rä看JH常有¢，但在一次感染

过程中产生的lm颗¶Ã量是ß大的，而目前人类®认的感染人群超过两千万人。由此可见，Ÿ个

B苷D的Ë变ä是Ÿ年Ÿ个I点大约有 8×10-4个变¥ [2]。当然由于基ê组中某些I≥存在选择压力，

Ë变ä是H常不∏一的。

在本F中，我们从 Fisher提ª的自然选择基本Ù理的∫ªª发对该lm进行研Q。该自然选择基本

Ù理Ï环Ωæ应性的进¥和遗传变R联}起来 [3]。我们希¿利用lm的æ应性进¥ä¡Î的¬√来

对该lm进行研Q。这Z¬√是fi基ê组Ê列的形式观∆À的并且来源于生物¥学约束»件Îä产

生的可供进¥选择的 À。然而，我们必须…虑À，Õ体的问题并不–人们ä希¿的那样明ù：æ

应性是不知道的，时间标记也是不知道的（可fi从}统发’树上估计的，或者ŸY用物理时间)。这

促使我们采用足够稳健的程Ê来应对这些不ùÙ性。尽J如此，这Z分析的‡点是¿使我们对lm

的进¥进行预测。ê此，ø是为C行l学或临„模型提供相关观测Ã据的一Z明ù手Ë。

在这Z背ÍÎ，基于Î调lm'q主代谢关}的前提Î来œ讨SARS-CoV-2是如何随Ó时间的Ô移

在COVID-19传Q的各个地Õ发生变R的细节J乎H常有Ì。这应该可fi让我们预见该lm后代的

一些变¥，从而对该wl的/制产生重要Ô响。通过对构成lm基ê组的B苷D的代谢的制约ê«

的分析，我们发现其基ê组中åÚ啶（C）的Ù量受ÀÎ大的负性选择压力。导∂随Ó时间的Ô移，

åÚ啶单óDª现}统性消耗 [4]。长期fi来，人们一Ÿ认为这Z}统性消耗'APOBEC脱氨酶¸

˝对基ê组中CÙ量的 "编辑 "形成主要的ê果关} [5,6]。现在我们知道正是动物细å中Ú啶的代谢

组成，!其是三óDåÚ啶的代谢组成 [7]，Ô动了相应的进¥压力（图 1）。



图 1.CTP/制Ó构#活性SARS-CoV-2lmä需的ä有关键代谢%骤。1/ CTP是lm基ê组的前
体；2/ 其†膜的脂质来源于åÚ啶基脂质B苷D前体；3/ q主产生的ä有成)的转移RNA分子必须
在其 3'OH末+形成CCA三联体。4/lm蛋白≠别是其S蛋白的翻译后,基¥-饰需要õ质网(ER)
中的多0óD锚Ù，而多0_酶的活性≠R性¬赖于CTP。详见正F§g…F3 [7]。

事实上，由于lm复制的极+不对6性（lm从其7补模9复制 50À 100次[8]）。这些âª¬赖q

主的酶的基ê组编辑r应只有在阴性RNA模9上发生C→U-饰时<ı显著，这Ï导∂lm基ê组

上主要富TA，也可¿是由于作用于双链RNA的另一类脱氨酶ADARÏ腺嘌E脱氨成肌苷而导∂的

U→C的转换而导∂的[9]。此H，APOBEC和ADAR都是âª≠R性的酶，这∏难Ø释我们不J观

∆À的在lm进¥过程中-v存在的C→U的转换。在这里，我们重点研Q了基ê组中C的动态L

失过程，并寻求这些L失I点fi§驱动这Z变¥的原ê。在Q一Ë中，我们总结了在代谢水平上Ø

释这一显著现U的原ê。随后，在FG的正F中，我们à明基ê组中CÙ量的¢制导∂了≠Ùlm

株}的生成，而这可fi用来揭示lm存在的一些重要的功¿并揭示q主y应的作用。

å苷三óD（CTP）的生物合成是一Z普#存在的代谢必需»件，ø/制Ólm的进¥。

我们对产生lm颗¶（lm体）的构件的合成了Ø多b呢？在lm感染期间，细å通常ı[止no。

细å的ä有资源都~]速转移Àlm的no上。然而，生长是生命的普#属性。这:味Ó，几乎总

是这样， 除分¥的5经元H，一旦ª现no的机ılmä面对的细å的^陈代谢∫~组织起来fi让

细å生长。当ø感染一个细å的那一d，同样，除了那些不no的细åvH，任何lm都Ïê此必



须通过统筹分配lmä需构件的可用性来J理代谢压力。在我们通常的物理i间（三维）中，生长

带来了一个不可.æ的约束力。细å必须把ø的细å质的生长（äfi也是三维的），†围ø的膜的

生长（二维的）和基ê组的生长（一维的，ê为BD是线性o合物）·在一起。然而，主要是在细

å质中生成的同一Z^陈代谢产生了构#这三大构件ä需要的#筑材料。äfi，这里我们有一个类

J于经济学¸提ª "H同构 "ˆ长问题时提ª的问题[10]。不s的是，由于生命是在 35亿年的时间里

从原%的^陈代谢中分几个阶Ë发?起来的[10]，我们可¿ı担心许多生物体已经找À了Ø决这一约

束的≠R性办Œ。这一点经常在生命形式的ß大多样性中得À见证。ª乎:料的是，Ø决这一难题

的ÕŒJ乎是通用的：一Z单一的代谢物，B苷D三óD(CTP)，已~lm征用来�成这一目的 

[4,7]。

CTP的关键作用ª现在细å代谢的Ä个重要地Õ，这些地Õ对^lm的形成Å关重要。1/ø是构成

lm基ê组的ÄZB苷Dv一的ŸY前体；2/CTP是合成lm†膜的脂B苷D前体ä必需的；3/人

类的转移RNA是由 415个不编码其 3'OH-CCA末+三联体的基ê合成的，而这个三联体Ê列是由一

Z≠殊的B苷D转移酶从CTP合成的 [12]。Ç后 4/通过复杂的,基¥来 "Ñ饰 "蛋白质，'ø们在õ

质网(ER)中的翻译同时进行，通过由一Z使用CTP而不是ATP作为其óD供体的_酶产生的多0ó

D锚ÙÖ物 [13]。此H，中间代谢也是#Ü在Ú啶代谢的原%基础上，ø通过三óD尿苷（UTP）

}统地â环利用ø们，这使得CTP成为代谢物的B心并大大¢制了ø的可用性（图 1）。ê此，偶

然的复制错误Ï倾向于用尿Ú啶ã代基ê组中的åÚ啶。

SARS-CoV-2lm的总体进¥情况

利用SARS-CoV-2 GISAIDÃ据库(https://www.gisaid.org)中çTÀ的现有Ê列Ã据，和其他人一样 

[14,15]我们重^构#了lm进¥的}统发’树。由于Ÿ个lm基ê组的Ê列，fi§这些Ê列的鉴Ù

日期都是相当精ù的，这棵}统发’树使我们有可¿œ–随Ó时间的Ô移而ª现的Ë变lm的有Ê

˝谱。≠别是，除H我们可fi怀疑是由于同一I患者~两Z或两Zfi上的lm感染而导∂的重组事

件，否则当树的不同分支中ª现两个相同的Ë变时，我们可fi认为这是趋同进¥的结果 [16]。在分

析Ÿ个相关Ë变时，我们ı逐一讨论fl起趋同进¥的原ê。另H一Z观∆需要#Ü在树的形状ú本

不是∏一的观点上（见ÎF）。我们ù实注:À了 "伞形„Ê "的存在，é在树的某一节点上，ª现

了大量的分支，显示^Ë变呈 "爆炸性 "ª现（图 2）。ê此，我们设计了一ZÃ学ÕŒ，使我们¿

够明ù地描述ø们的≠征。



图 2. 一个由我们的统计ÕŒ检测À的伞形„Ê的例子。在节点N0，在子树的 40个样本中，有 25个
不同的状态，并且有大量的分支。这Z行为'其他子树的行为有∏大不同。

fl起这些伞形„Ê的原ê是多Õ面的，但lm重要功¿的恶¥可¿是其ú源，我们保¡了几例这Z

情况进一%讨论（伞形„Ê的统计Ù义见材料和ÕŒ）。

描述和分析基ê组中CÙ量的进¥。

一¶来说，冠状lm基ê组的进¥倾向于使其CÙ量æ应q主的^陈代谢。更Õ体地说，SARS-

CoV-2随Ó[情的发?，向ÓCÙ量较b的形式进¥ [7]。然而，这Z发?情况并不是∏一的。

在感兴Ì的两组Ã据中，77%的Ú啶v间的替换是由åÚ啶À尿Ú啶的转换ä代à。这些转换Ë变

代à了Q一组中ä有ùÙ的碱基替换的 48%（而在Q二组中占 49%）。我们也注:À一个重要的不

平衡发生在颠换Ë变的水平，有超过 73％的那些∞§À从嘌EÀÚ啶的颠换发生在Q一组（74％在

Q二组）。然而，在这 73%中只有 20%导∂åÚ啶的发生（17%在Q二组）。这再次à明了有利于

尿Ú啶生成的趋势，并进一%证明了lmË变过程的主要制约ê«是细å中Ÿ一个B苷三óD的可

用性。这Z不∏一性在}统发’树的水平上也∏Ëª。在分支B4（†Ù样品的 20%）的水平上，'

}统发’树的其他>分相¥，C的损失趋势H常明显（图 3）。



图 3：原%Ê列中C损失的热图。分支 1和 4可fi∏o易地通过其极+值进行5分。

在组成这个分支的 834个样本中，平∏Ÿ个样本损失了 1.5个C，¥进¥树的平∏值b了 57%。有

Ì的是，在平∏水平上，组成这个分支的lm株'原%lm株的ÀRÇ小。相¥vÎ，在B1分支中，

C的损失!为明显。在 1004个样本中，平∏Ÿ个样本丢失了 4.8个C，¥}统发’树的平∏值âª

42%。在这个分支中，lmË变的速ªJ乎也在加快，颠换发生ä¥进¥树的其他>分âª 20%

（转换ä也较â，但是¥例ÀR不是∏显著）。Ç后值得注:的是B3分支，也∫是主要的伞形„Ê

形成>I。'进¥树的其他>I相¥，ø的Ú啶和嘌E的转换ä分别Îª了 29%' 30%。

这ZH∏一性可¿来源于许多¢制ê«：

1/ 基ê组的结构本<。其必须折叠成一个紧凑的†膜并同时需要ù保某些5域存在一些≠Ù的C¿

基。例如/制复制 [8]或转录起源的AACGAAC5域[17]∫是这Z情况。在那些发生蛋白翻译的5域，

C存在的压力ú据其在{码子三B苷D中的I≥而变¥。当CI于{码子的Q一个I≥时，精氨D、

谷氨酰ƒ、组氨D、≈氨D或脯氨DÏ~fl«蛋白质。而组氨D和谷氨酰ƒ由两个{码子¸˝编码，

这在后面ı讨论。对于精氨D来说，其选择压力较小。ê为CGN{码子可fi用AGR{码子替代—

我们在这里使用 IUPAC惯例来标记B苷D或氨基D，例如N代à aNy，R代à puRine等 

(https://www.bioinformatics.org/sms/iupac.html)。对≈氨DÙ量的选择压力也较†，ê为除了CUN

{码子，该氨基D还可fi使用UUR{码子进行编码。在{码子的Q二个I≥上，C再次~用来编码

脯氨D，也可fi编码苏氨D（ACN）、丙氨D（GCN）和丝氨D（UCN）。同样的，后一Z氨基D

摆脱了C的可用性ä带来的∏大一>分¢制ê为ø也可fi使用AGY{码子。Ç后，{码子的Q三个



I≥受À的¢制要小得多ê为ø可fi~Uã代。，但ø在Ä个{码子 （丙氨D、脯氨D、苏氨D、

缬氨D）¸˝中也可fi~A或Gã代。UGY、AGY和NAY这两个{码子¸˝是fiÚ啶/嘌E为中心

来5分的。Ú啶用于保É编码¿基的相同¥学性质。当{码子使用U或C作为 3'+时可fi编码¥学

性质类J的⁄冬氨D、⁄冬酰ƒ、半胱氨D、组氨D和酪氨D。Ç后，R≈氨D由 3个{码子(AUH)

编码，∞§fiU或C结尾的相关 tRNA [18]。

2/ lm蛋白的功¿¬赖于其Ê列中某些氨基D的存在。例如，CCN{码子编码的脯氨D¿基严格来

说不是一个氨基D，但其对lm蛋白的关键结构域的折叠Å关重要 [19]。

3 /进一%Î调CTP的重要性。在进¥过程中，先⁄性Ωlmæ[力招募了一Z viperin酶的活性。

ø可fiÏCTP-饰成对lm发’有m性的形式，é 3ʹ-脱氧-3′，4ʹ-二脱氢-CTP（ddhCTP）[20]。这

一途¤的一个有Ì的结果是通过ª†基ê组中C的Ù量从而使lm在复制过程对这ZB碱基的存在

不那么‹感。由此可见，在一Z相对富ÙC的lm从动物q主转移À人类的过程中向失›C的Õ向

进¥可¿ı短暂地伴随Ó其∂l性的ˆ加。但从长期来看，C的丢失严重¢制了lm的进¥ª路，

∏可¿ı使lm趋于‚减 [21]。

可fi使我们对lm蛋白功¿提ª#议的一些相关性的例子。

迄Ê为止，已经发现了Ã千Z变R。我们可fiÁÓlm的}统发’进¥树来¤‹ø们的ª现，然后

Ëª描述一些有Ì的≠征。这可fi让我们预测ø的一些未来变¥。

导∂翻译提前终止的Ë变

导∂lm蛋白质合成过早终止的Ë变预计ı频nª现。∫本F的讨论õo，这Z情况更有可¿ª现，

ê为翻译终止{码子UAA、UAG和UGA不ÙC，ê此有利于该B苷D的消失。然而由于这些Ë变

大多ı导∂E功¿的多肽，äfi一¶来说，受Ô响的lm∏可¿不ı产生大量的后代。由此可见，

当观∆À这些H测Ê错误fl起的Ë变时，这:味Ó该L失蛋白的功¿并不关键的或者说该L失蛋白

一Ÿ保ÉÓ可fi使lmno的足够的功¿从而得。然而，一些观∆结果使我们¿够为相关Ë变lm

可¿存活Î来的事实提供一个Ø释。Î面是揭示该lm一些有Ì≠征的三个例子。

例      1  ：在一株来自冰岛的菌株中，G1440A (Gly392Asp， Nsp2蛋白) 和G2891A (Ala876Thr， 

Nsp3蛋白的v«样域)的相继Ë变目前已在界多个地Õª现 [22]。这个Ê列Ç后fiC27661U结束

（在Ú近蛋白质Orf7a的Û基+Ï氨基DGln90-饰成使翻译过早结束的终止子）。这Zlm蛋白

存在于õ质网、â尔基体和B周i间 [23]。在[情C行的过程中，已经发现了几Z类J的变R 

[24]。值得注:的是，在该基ê中已分ıª几个L失片Ë。这à明该L失片Ë的功¿对该基ê来讲并

不是必须的 [25]。然而，我们注:À在这些Ë变中许多–在这里讨论的Ë变保É了Orf7aÎ¯的小

型˘水性蛋白Orf7b基ê的�整性。这Z∏小的蛋白存在于细å˚â尔基体中，并且在纯¥的lm



中也¿找Àø[26]。必须注:À，ø在体õ的合成是通过一个˝˛Orf7a阅读ö终止{码子的移码�

成的（...GAA TGA TT...变成...GA ATG ATT...）。这可fiØ释为在这个5域中存在Orf7a和Orf7b的

翻译冲Ë， 从而这两个蛋白的à达都$«了成本/r%的&Ω。ê此，重要的是监测lm的未来后代

的这个5域，ê为ø可¿导∂形成有Ì的m性‚减的lm。

例      2  ：另一个导∂lm蛋白过早翻译终止的连续Ë变是从G11083U（蛋白Nsp6，Leu37Phe）开%

的。这ZË变目前在界范围õ-v分布。ø∏可¿诱导蛋白'ER结合的更稳Ù并可¿通过Ïlm

成-递呈À/酶体进行ªØ来有利于冠状lm的感染[27]；然后是G1397A（Nsp2，Val378Ile），

也可¿有利于lm的传Q[28]。YÓ是G29742U（lm的 3'UTR）和U28688C（同义Ë变）；随后

我们有一对Ë变C884U（又是Nsp2，Arg207Cys [28]）和G8653U（Nsp4，对†膜组ÑÅ关重要

的蛋白[29]。相应的蛋白变¥（Met2796Ile）I于该蛋白质的ERõ0域的边界。众ä周知，ER需

要氧气<¿正常的工作 [30]。而活性氧（ROS）'该03中蛋白质的错误折叠有关。Nsp4有许多半

胱氨D¿基，o易~氧¥。蛋氨D在4体lm中的作用可¿是作为对ΩROS的缓冲剂，äfiË变体

lmı7有减8。这些Ë变v后是A19073G（éNsp14蛋白甲基酶域中的Asp1869GlyI点。该I

点从SARS-CoV-1进¥而来[31]。ê此该Ë变∏可¿是中性Ë变），然后是其中一个Ë变¿导∂翻

译终止的一对Ë变：G27915U，导∂在Orf8的N-末+产生翻译终止和C29077U（同义Ë变）;YÎ

来的Ë变fi导∂一对同义Ë变的C19186U和G23608U结束。SARS相关的冠状lm在这一5域是

âª变R的。该5域在C行过程中发生变¥，à明ø受ÀÉ续的选择压力，有时ı产生两个多肽

Orf8a和Orf8b [32]。ø们属于在感染周期结束时à达的蛋白。ê此监测ø们在lmm力进¥过程中

的作用Õ式ÏH常重要。在这里?示的是在Ä个不同的国¸和 7个样本中ª现的分支。从Q一个Ë

变ÀÇ后一个Ë变v间˝时;个星期。

例      3  ：这里我们有一个连续Ë变。该连续Ë变%于lm基ê组的 5'+õ，C241U。YÓ是复制酶

Nsp12中锌指末+的Ë变C14408U（Pro314Leu），该Ë变ª现在lm进¥树的许多分支中。在Î

FÏ详细讨论ø（é伞形„Ê的起源）。在这个Ë变v后是一个在S蛋白中-v存在的

A23403G（Asp614Gly）Ë变（ÎF也有讨论）、C3037UË变（同义Ë变）、在钾通道蛋白Orf3a

中的G25563U（Gln57His）Ë变（该Ë变可¿?制了该蛋白的功¿[33]）、前面讨论过的蛋白质

Nsp2中的C1059U (Thr265Ile)Ë变、蛋白酶Nsp3的SUD-N域中的三@体G4181A (Ala1305Thr)Ë

变、 G4285U (Glu1340Asp)Ë变fi§fl起蛋白质Orf8在 106个氨基D（谷氨D）处发生终止翻译

的G28209U的Ë变。如前ä述，许多Ë变†括Orf8的L失经常~观∆À。这再次à明，我们应仔

细监测该5域的进¥fi寻找lm的减8形式。这个fl起翻译终止的≠殊Ë变是∏重要的，ê为在克

罗地亚的一个样本fi§另一个来自G国的样本发现该Ë变。这两个样本I于两个显著分ı的分支上，

并且有一个月的ÀR。这里的Ë变Ê列'G国样本相对应。

I转lm基ê组失›åÚ啶¿基的趋势。



我们在进¥树的上¯分支点这里保¡了 2个这样的例子。这些lm的后代J乎不再失›åÚ啶，J

Å倾向于重^获得åÚ啶。这些例子如Î（图 4）。

图 4. 在Q一组Ã据T中基ê组失›åÚ啶¿基的趋势获得L转的两个子树。上图为Q一个子树：?
示的子样本是那些获得了Ç多C的样本。¿够5别ø们和其他分支上的几个MÜ的样本。Õ有M1
Ë变的节点ŸY连Ó那些分别'C8782U和U28144CË变相关的节点。Î图为Q二个子树：这棵树



†Ù了大多ÃC为中性Ë变的lm株（†括获得的和丢失的）fi§ 3株获得的C多于丢失的C的l
m株。

在Ã据T 1中，有两个子树。其中Q一个子树更–是一个亚洲子树，其节点ú>'M2和M3Ë变有

关。Q二个子树†Ù来自北美洲和大洋洲的样本，其节点ú>'M6和M7Ë变有关。Q一个子树源

于Orf8蛋白中一}列的C8782U（同义Ë变）和U28144C（Leu84Ser）Ë变，其功¿已在上F讨

论过。øùÙ了lm变Z的主要进¥支[24]， †括C24034U （同义Ë变）fi§Ç后又是Orf8蛋白

中的U26729C （同义Ë变）'G28077C （Val62Leu）双Ë变。由于这些是我们观∆À的伞形„Ê

现U的起源，äfi我们认为这是Orf8（8a或 8b）作用的Q变造成的。Orf85域的变R≠别大，并

且该5域已经明ù地牵∞ÀZ间传Q [34]。对此一个常见的假说是，该基ê的Q变对应Ó其在U手

目动物V先活性功¿的丧失 [35]。由于这些基ê的Ë变体一¶¥人类来源基ê的åÚ啶Ù量更X富 

[21]，人们可¿ı问调节CTP合成酶的活性是否是该蛋白的功¿v一。

事实上，Q二个分支来自同一起源。在此基础上ˆ加了/制lmRNA≠R性翻译的Nsp1蛋白的

U490A（Asp75Glu）Ë变 [36]，其'多功¿Nsp3蛋白[37]中�有任何明ù功¿的D性域中的Ë变

C3177U（Pro971Leu）}统相关。Ç后是lm 3'UTR5的He酶、N7-甲基转移酶Nsp14的

A29700G'U18736C （Phe1757Leu）双Ë变。Phe1757Leu-饰I于Nsp3蛋白两个结构域间界

面的锌ı子结合I点中间。ê此可fiÔ测，这ZË变可fiYZ地Q变è对过程纠正复制错误的Õ式，

使其不太o易è正'lm负链模9中的A相对应的UTP的插«。我们注:À，在 5个样本中有 3个

样本获得了Ç多的C，是通过从UÀC的转变实现的。Q一个样本，HongKong/HKPU1_2101，在

12877和 23857的I≥同时ª现了两个转换Ë变。这些Ë变是同义Ë变，ø们不太可¿Q变复制-è

正机制。Q二个样本USA_SC_3571和Q三个样本Australia/VIC209分别在 11635和 19713的I≥

上显示了相同类型的转换Ë变，也都是同义Ë变。Ç后两个样品，USA/WI-33和USA/WI-28，来自

于ORF9b末+的Ë变，é 29567I的AÀC的颠换Ë变。

∫Ã据T 2而]，这Z趋势的L转主要∞§^丁`美国人的lm株。这几个连续的Ë变

（C241U、C14408Ufi§v前讨论的并且'lm基ê翻译产生终止{码子相关的A23403G）v后

是C3037U（同义Ë变），fi§'NBaN基ê 203-204I≥{码子重叠的G28881A、G28882A

§G28883C三Ë变。ø们Ï一个精氨D-甘氨D二肽Ë变为赖氨D-精氨D二肽。这Q变了蛋白质的

正电荷，可¿有助于提â其在lme壳中组Ñlm基ê组的功¿，这正如ÎFä述的'伞状„Ê的

ª现有关（36）。在这三重Ë变v后，我们看À几个在基ê组中失›C的趋势的L转。在B壳N基

ê中又再次发现U29148C（Ile292Thr），然后又在Orf6基ê中发现U27299C （Ile33Thr），结果

是产生这样的一组样品：ø们在Ç坏的情况Î获得的C'失›的一样多。在子树的 39个样本中，也

有 3个样本获得的C¥失›的C多一个（巴i/RJ-763、阿úk/赫里塔斯_HG007、阿úk/赫里塔

斯_HG006）。Ÿ一次，Ç后一个C的获得都来自于lm基ê组 3'UTRÇ后面的一个腺嘌E的颠换



Ë变，分别发生在 14164（Met233Leu）、16076（Asp870Ala）和 29782的I≥上。总的来说，J

乎是Be壳的变¥Ç有利于I转失›C的趋势，ù实，这Z蛋白在lm感染过程中â水平à达，调

节Ólm的复制/转录过程，这可¿是导∂这一显著观∆结果的原ê [39]。

伞状„Ê的ª现

C3037U，（C241U，A23403G）fi§C14408U一}列Ë变ª现在 10个子树的上¯。我们认为这

H常显著（见图 5和材料'ÕŒ）。

图 5：伞状„Ê的例子 这里显示的子树†Ù了用我们使用的ÕŒäÙ义的 20个Ç显著伞状„Ê中的
10个。N0节点是Ë变C14408Uª现的地Õ。

同义Ë变C3037UI于蛋白质Nsp3的v«样结构域 1的末+。这产生了一个促使阅读ö发生变¥fi

§可¿ıª†ORF1a5蛋白质翻译rä的Ê列（UUUUUU）。我们H常频n的观∆ÀC241UË变

[40]。ø存在于启动lm复制的5域。ê此我们可fi认为这个Ë变可¿ıQ变复制的频ä。

A23403G是一个-v分布的H同义Ë变，ø导∂S蛋白中 614I的⁄冬氨D~甘氨Dä替代，而该

⁄冬氨DI点~lm用来结合q主细å的受体。由于这个原ê，fi前的一些分析à明，该Ë变在l

m的传Q中Õ有重要作用 [41,42]。在这里，ø是组成主要伞形„Ê的一>分的这一事实可fi~认为

是支É这一Ø释的额H论据。在fi "锌指 "结尾的Nsp12蛋白质的NiRAN结构域（尼qlmRdRp

相关B苷D转移酶）末+v后的C14408UË变Ï脯氨D变为≈氨D （Pro314Leu）结束。NiRAN

结构域是lm复制ä必需的，作为B苷D转移酶，其‡先选择UTP作为Ö物的功¿尚未明ù [43]。



Ë变体中-饰的脯氨D是双脯氨D二肽的一>分，ø的功¿是作为分ıNiRAN结构域和后面相继结

构域v间的铰链。

Q二个伞形„Ê'前一个伞形„Ê有几个共同的>分，从相同的Ê列C3037U、

(C241U、A23403G)和C14408U开%。然而øYÓ发生了一}列连续Ë变，正如我们v前看À的那

样，导∂BaN的变¥（G28881A，G28882A，G28883C）。值得注:的是，这Z变¥可¿对l

m基ê组在a壳中的组Ñ有相分ı的作用 [38]。这可¿ı提âlm的传Qrä，从而促进伞形„Ê

的形成。事实上，这是一个∞§G的Ë变群，这H常有Ì的。这可¿源于这个三重Ë变˝˛了一个

GGGGÊ列。

我们v前已经看À，Ë变G11083U（蛋白Nsp6，Leu37Phe）已经启动了另一个连续Ë变并导∂l

m蛋白的翻译过早终止。在这里，这ZË变在伞形„Ê的ú>-v分布。如前ä述，ø可¿是通过

Ïlm成-递呈À/酶体进行ªØ来有利于冠状lm的感染，。这肯Ùı有利于伞形„Ê的形成。

在产生Q一个伞形„ÊÊ列中的Ë变v后是蛋白质Orf3a中的G26144U（Gly251Val）Ë变。尽J

该蛋白质的ùe功¿|有uv榷， 但其形成了对先⁄æ[y应∏重要的钾通道 [44]。后续的Ë变是

C14805U（同义Ë变）和U17247C（同义Ë变）。这ZY连不J的Ë变à明，蛋白质Nsp6的Q一

个Ë变，或许还有Q二个Ë变，是导∂伞形„Ê形成的主要原ê [27]。Q一个Ë变的作用~后续的

Q二个伞形„Ê进一%证实。在Q二个伞形„Ê处连Ó一个Ä重Ë变： 在多结构域蛋白酶Nsp3的

G2M结构域v前的域间5域的C6312A （Thr2016Lys），然后'三个C→UË变相关联，ê此预计

其发生Ë变的频ä更â；Nsp12蛋白质的NiRAN结构域中的C13730U （Ala88Val）；C23929U 

（同义Ë变）；Ç后是I于Ba蛋白N起%Ê列的C28311U （在 4个C的Ê列中，Pro13Leu）。

导∂产生伞形„Ê的Q二Z连续Ë变是Orf8 蛋白质中的C8782U （同义Ë变）和U28144C 

（Leu84Ser）（其功¿在前F中已经讨论过并且Ù义了一个重要的lm变Z支} [24]），并Ç终fi

C26088U（同义Ë变）结束。Leu84SerË变'上面讨论的S蛋白的Asp614GlyË变有显著的共同

进¥ [37]，这使得ø成为正向选择的另一个可¿的候选者并ˆÎlm的传染性，ê此形成伞状„Ê。

转换/颠换Ë变频ä的Q变

在分支上¯的Ë变中，显示ª显著的转换/颠换É续Q变的变¥是Ë变C17747U，øÏNsp13蛋白

中的一个脯氨D¿基Ë变成≈氨D¿基（图 6§材料'ÕŒ）。



图 6.分子进¥过程中变¥显著的后代v一。C17747UË变产生的后代用黄色显示，其进¥过程由 6
gÃ的 TN93模型#模（过程 1）。树的其余>分（蓝色叶片）由 3gÃ的 TN93模型#模。

这个Ë变Ô响了该蛋白质的Õ有B苷三óD酶活性的结构域，其ùe作用虽然未知但'复制è对活

性相关[45]。我们可fi提ªø的功¿是g'lm复制产物的质量/制，例如通过稳ÙB苷D的 "y式

"形式，从而.æ错配导∂的颠换Ë变。事实上，这Z蛋白已经~ùÙ为导∂lm基ê组多样性显著

Q变的蛋白v一 [16]。ê此，I于该树Î¯的Ë变类型存在明显的变¥，是该蛋白这个相应5域Õ

有决Ù性作用的有力论据。此H，如果这ZË变fi一Z 向性的Õ式ˆ加了Ë变的频ä，我们可fi

预期YÎ来的产生的lm后代ı导∂lm的‚减。然而，由于这Q变了lm进¥的局面，这Z进¥

可¿ı导∂ "创^性 "的Ë变从而Q变lm的∂l性。!其是在由于共同感染而导∂的lm重组的»

件Îı有利于lm的进¥。这也是支É选择Î有力的®共卫生政策的另一个论据，这Z政策倾向.

æ产生lm群的感染。

结论和观点

COVID-19[情是一个实时发生的且全球¥的lm进¥实验。值得注:的是，我们q不知道该lm

的@正起源 [46]，也不知道øÏ把我们fl向何Õ。这∫Ø释了为什么绝大多Ã关于SARS-CoV-2l

m§其进¥的研Q基本上都是描述性的。在这里，我们尝试利用该lm正在发生的进¥过程并利用

假说驱动的Ã学ÕŒ来研Q'其相关的一些制约ê«。我们fi为lm颗¶扩ˆ提供必备物质的q主

细å的代谢组成为基础，指ª了lm后`进¥模式的Õ体变¥。随Ó时间的Ô移，lm基ê组组成

的变¥见证了这一变¥。fi该基ê组组成中-v分布的CÀU的变¥为基础，我们找ª了变¥·向

转向的节点。该变¥有利于颠换而不是转换，Ç终ÏCÀU的趋势L转为UÀC的富T或产生伞状

„Ê也∫是在进¥树中Ë然ª现多个分支的现U。这使我们¿够指ªlm的一}列功¿正在朝向更



有利于其传Q的Õ向ã¥（如v前发现的S蛋白的Asp214GlyË变，也†括Orf3a钾通道的

Gln57HisË变）。我们还注:ÀOrf8是一个可¿É续性竞争à达两个¬赖移码的重叠蛋白Orf8a和

Orf8b的I点。同样 Orf7上的不稳Ù5域可¿促使一个极小膜蛋白Orf7b的合成，但其功¿ÅÊ|

未知。Ç后，趋势的y转变¥倾向于U而HC。这说明Ba蛋白N可¿g'了q主CTP合成的/制

并提示其是未来/制lm发?的一个有Ì的靶点。我们希¿这ZÃ学和生¥知识的结合¿帮助我们

设计ª更多的战略Õ针来对ΩCOVID-19的可怕后果。我们注:À，lm在细å中逃.CTP¬赖性

/制的可¿Õ式v一是感染预期不ı生长的细å，如5经元。这∫可¿Ø释了在目前[情中观∆À

的lm在ª乎:料的<体>I发?的原ê。
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材料和ÕŒ

Ã据处理

òÅ 2020年 4月 17日，Q一Ã据T共从 GISAID[47]Ã据库中ô复了 4792» SARS-CoV-2Ê列。

只有长于 25,000 bp的 SARS-CoV-2人类q主lm的基ê组~保¡。ã样日期不够明ù的Ê列（�

有采T日期，有时是�有采T月-）也~丢ö。对于多次ª现的Ê列，只保¡Q一个分ı株的Ê列。

我们还重用了 Nextstrain团队的工作，并丢ö了那些分歧较大或不稳Ù的样本，而他们自己也Ï其

û除在H（github.com/nextstrain/ncov/blob/master/defaults/exclude.txt）。fi NC_045512为g…

Ê 列 ， 鉴 Ù ª 26 个 编 码 5

（Nsp1、Nsp2、Nsp3、Nsp4、Nsp5、Nsp6、Nsp7、Nsp8、Nsp9、Nsp10、Nsp11、Nsp12、N

sp13、Nsp14、Nsp15、Nsp16、S、ORF3a、E、M、ORF6、ORF7a、ORF7b、ORF8、N和

ORF10）的Ê列。Ã据处理后保¡的Ê列总Ã为 4088个。于 2020年 7月 6日利用 Nextstrain

API[48]检–ÀQ二个Ã据T的 3246个Ê列，其中 510个Ê列'Q一个Ã据T共同。

在此我们注:À，随Ó时间的Ô移，可用的Ã据不J发生Q变，一些Ê列~从样本中删除，另一些

则进«Ã据库。另H，提ã大样本的Ê列一¶是∏&难的，这使得#Ü一个可fi实†正ù统计ÕŒ

的统一的Ã据存储库变得R常&难。H常遗憾的是，尽J一些主要研Q机构提ª了#议，但大多Ã

Õ有全球重要:义的lmÊ列还�有存储在国际Ê列Ã据库中 [49,50]。

}统发’重#



重#过程首先Ïä有Ê列'g…Ê列进行Ê列¥对。在这里不…虑B苷D插«和L失的问题，只研

Q潜在的碱基替换。我们使用程Ê MAFFT[51]来进行Ê列¥对。在¥对的过程中一些¥对不明ù的

5域~Ë显ª来。例如，基ê组的一些5域可¿ı显示ªâ不稳Ù性和变R性，这ã决于用于¥对

的算Œ的gÃ。为了克服这个问题，我们使用了' Nextstrain团队使用的相同的ß码。ê此在替换

过程中不…虑 18529、29849、29851、29853I点fi§基ê组的前 130个I点和后 50个I点。然

后，我们使用一¶时间可L（GTR）模型，利用 IQTREE软件[52]来ÔJ实际的替代过程。由于�

有…虑À进¥的时间，Q一棵}统发’树是一个相对粗™的´本。我们使用 Treetime软件[53]通过

…虑Ê列的采样日期来�善这棵树。然后，重#'采样Ê列相关的Õ有Ç大J然的树。该软件还通

过Ç大J然ÔJª样本原%Ê列的组成，fi§生成这些共同原%Ê列Ç可¿日期的 90%≥≠5间。

一旦#Ü了}统发’树，那么我们∫可fi在Ç大J然:义上重#Ÿ个样本的Ë变ª现的顺Ê。为了

实现}统发’树的可视¥fi§绘制图 2Å图 6，我们使用了 Nextstrain开发的 Auspice程Ê并做了一

些-Q来?示我们感兴Ì的gÃ。为此，我们开发了一个 Python±本来-Q用来输« Auspice程Ê

的 JSONF件。这使我们¿够通过≥加gÃ，如一个样本'g…Ê列相¥获得或失›的 C的Ã量，

来X富该软件的可视¥功¿并¿够ã示生成的原%}统发’树。

识别伞形„Ê

我们在识别伞形„Ê时面临的主要难题是从}统发’树上选择样本时存在 À。例如，由于不同国

¸的卫生政策和资源不同，一些¥+的样本可¿¥其他¥+多。为了.æ选择ê过ª采样而导∂ª

现的伞形„Ê的节点，我们选择开发了一Z量<Ù做的统计ÕŒ。

子树是fi主树的一个节点为ú的任何节点和叶子的T合。我们的想Œ是利用Ÿ个子树ä代à的国¸

的≠性ä提供的≠息：一Zlm株˛o易传Q，预计观∆Àø的国¸Ã量∫˛多。为了实†这一启

发式ÕŒ，需要/制两个ê«：树的大小（生ú于不同日期的两棵0ª不等的树自然ı显示ª不同

的国¸多样性）和采样的R质性（采样和测ÊÎª不同的国¸ª现在某个子树中的∑ä不同）。

这两个ê«是相7Ô响的，ê为一棵树的大小（如叶子的Ã量）显然ı随Ó采样Îª而变¥。/制

这Z相7作用的一ZÕŒ是用树的总长ª，或枝»长ª的总和，并fi时间为单I来衡量树的大小。

事实上，上述做Œ对过ª采样并不十分‹感，ê为同时同地存在的多个采样Ê列，导∂子树的长ª

Y近于∫。

为了/制长ªê子 L对ä代à的国¸Ã量 N的Ô响，我们尝试研Q典型}统发’树中 N=f(L)的关}，

这样我们∫可fi找ª在已知长ª L的情况Î，ä代à的国¸Ã量超过预期 f(L)的子树。一个简单的统

计模型是假设在一棵长ª为 L的树上，Q i个国¸的ª现次Ã是gÃ θiL的泊æ分布，而且这些Ãø



是独Ü的。如果 K是 Nextstrainfl用的国¸总Ã，那么长ª为 L的树ä代à的国¸Ã Nê此∫是 K

个不¬赖于gÃ 1-exp(-θiL)的伯努利变量v和。例如，如果我们假设Ï国¸分为两组，k1 "频n "Î

ª θ1，k2 "¬见 "Îª θ2，且 θ2<<<θ1，则N有一个平∏K - k1exp(-θ1L)- k2exp(-θ2L)。

当 L大时，其结果为K-k2exp(-θ2L)。

此H，当 L较大时，假设 θ2L=O(1)，N的分布近J等于 k1+N2，其中N2√âgÃ k2(1-exp(-θ2L))的泊

æÙ理。

ê此，我们采用gÃ¥ÕŒ：

N = a - bexp(-cL)，对gÃ的Ø释如Î：a是Ç大国¸Ã，b是采样/测ÊÎª†的国¸Ã，c是Ÿ单

I树长的这些国¸的存在{ª。在∫假设Î，N的分布为 a - b + N1，其中 N1√âgÃ b(1 - exp(-

cL))的泊æÙ理。Ç后，我们选ã了 20个Ç显著的伞形„Ê，é'我们的Ô算式ä预期的结果 À

Ç大的那些。这样，我们∫可fi重#˝谱fi§重#在Ÿ个产生伞形„Ê的节点上¯连续ª现的Ë变。

这使我们¿够ùÙ其中形成一些节点常见的连续Ë变Ê列，从而ùÙ那些fl起大多ÃÕ有统计学:

义的伞形„Ê的Ë变Ê列。此H，我们还¢制了节点的自动选择，使~选择的节点不存在于另一个

节点的˝}中。ê此，ä选的伞形„Ê是相7独Ü的，é使明显ø们可¿有共同的V先。为对存在

于同一˝}中的两个节点v间做ª仲≈选择，我们}统地保¡了Ç古老的节点，从而保¡了Ç{T

的树。

检测分子进¥过程中的变¥

我们对一些子树中的碱基替换过程'树的其他>分中观∆À的过程相¥是否有统计学ÀR的问题进

行了研Q。为此，我们使用了经典的 Tamura和 Nei[54]的 3gÃ（嘌E转换速ä、Ú啶转换速ä和

颠换速ä）TN93模型，并»许这三个gÃ值在候选节点Ni的Î¯采ã'ø们在树的其他>分ä采ã

的不同的值。YÎ来，我们使用Q二个（6gÃ）模型。Q二个模型嵌 在Q一个（3gÃ）模型中，

检验统计量为J然¥ 2Δl=2(l1 - l0)，其中 l0为 H0假设Î的对ÃJ然（3gÃ TN93模型估计树的ä有

ê«），l1为H1假设Î的对ÃJ然（6gÃ TN93模型，对Ÿ个选Ù节点Î¯的gÃ进行局>5分）。

然后我们ÏJ然¥' 3个自由ª的/chi²分布进行¥较，其在Õ有 5%显著性时的阈值为 7.81。然后，

我们可fi找ª其进¥过程变¥显著的节点，并量¥不同碱基替代ä的变¥ä。也∫是说我们可fiÃ

绝 H0假设的 3gÃ TN93模型¥ 6gÃ TN93模型预估ª更好的树替代速ä的节点。我们选择自己

用 Python实现这些模型，∫是为了拥有这ZgÃ¥的灵活性。该程Ê使我们¿够ùÙ感兴Ì节点Î

¯存在的一组节点和叶子，并通过计算J然¥和不同的替代速ä来进行假设检验。



෈๜໛

穆勒棘轮r应（Muller’s Ratchet）

生物学是#Ü在物理学规律v上的。ê为ø在大约 300K的温ªÎ发?，äfiø受À普#存在的热噪

声的压力，其∞§的¿量'生物¥学的¥学键ä∞§的¿量相À不大。由此可见，正在发生的fi§

组成生物的y应不¿fi严格的可重复性来发?。y应过程中不可.æ的误Àı使y应的产物'ø的

本来面目有ä不同。基ê组复制EŒ摆脱这Z约束。这样fl起的后果是，在lm的后代中，总ıª

现一些变R体。当ø们’带了基ê组的Q变时，∫~命名为Ë变体。在大多Ã情况Î，'这些Ë变

体对应的是Ä个B苷Dv一~Ë变为不同的B苷D。粗略的来估计，这个过程是随机的，éË变体

的I≥可fi在基ê组的任何地Õ，同时一个B苷D可fi~其他三个B苷D中的任何一个ä替换。随

Ó时间的Ô移，基ê组的ä有B苷D都有可¿Ë变成其他B苷D。这ÏÔ响Àlmnoä需要的功

¿，有些Ë变ı继续传Q，而有些Ë变则ıÇ终�有传递Î›。某Z变R回复Ë变À原%状态的∑

äH常†。这∫迫使进¥总是向前发?，�有回头的可¿。于 1932年，这一过程~赫尔曼-穆勒注

:À。此后~6为 "穆勒棘轮r应" [55]。显然，大多ÃË变极有可¿导∂基ê组中~Q变的5域ä

编码蛋白的功¿>分或全>丧失。ê此，从长期来看而不是从短期来看，这通常ı导∂l原体no

和m力功¿的减8。这∫是为什么 Louis Pasteur和他的继承者们¿够s运地分ıª减m的生物体。

在一些¬见的情况Î，这些生物体可fi~用来给感染者YZ[苗 [56]。然而，一旦在可¿发生重组

的情况Î发生不同Ë变体的共同感染，YZ[苗∫ı变得›E成r。ê为两Z不同的Ë变体可fi重

组为l原体的原%V先形式而抹杀了l

m‚减的全>好处。这样∫更有t了，

ê为lm的古老形式往往也是Ço易传

Q的形式。

ÕöFø图。穆勒棘轮r应和重组 该图
转载自g…F3 [57]。基ê（大‚ø
4）fi不同的形式（小‚ø4）随机Ë
变。Ë变fi棘轮状积‰，ê为还原À起
Â4体形式的∑ä可fi忽略不计。这对
于不同来源的lm来说是独Ü发生的。
然而，如果不同来源的lm碰Y存在于
同一个细å中，ø们可fi重^组合。这
使得ø们可fi重^创造ªlm的原%V
先形式。
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