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专论与综述 

附属蛋白：冠状病毒不容忽视的一类蛋白 
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摘  要：冠状病毒(Coronaviruses，CoVs)是基因组最大的一类单股正链 RNA 病毒，多数可以跨物种

传播并感染人类，是当前引起重大公共卫生事件、严重威胁人类健康的病原之一。病毒基因组全长

约 25−31 kb，编码多个非结构蛋白、结构蛋白(S、E、M、N)及附属蛋白。对于大多数冠状病毒来说，

附属蛋白虽然是病毒复制的非必需蛋白，但往往在病毒的致病过程中发挥重要作用，是冠状病毒重

要的功能蛋白。该类蛋白位于病毒基因组的 3′端，由位于基因起始位置的转录调控序列(Transcription 

Regulating Sequence，TRS)调控其 mRNA 的转录，而且蛋白编码序列的密码子使用偏爱性对蛋白翻

译也产生重要影响。附属蛋白具有跨膜蛋白的属性和独特的蛋白转运基序，后者对该类蛋白跨膜区

的形成、拓扑学结构及蛋白的细胞内运输过程起决定性的作用，从而直接影响附属蛋白的功能。本

文首先总结了冠状病毒最新的分类及基因组结构；然后从附属蛋白的种类、功能、蛋白转运基序、

拓扑学结构及密码子使用偏爱性等方面系统概述了相关研究进展，并对下一步的研究方向进行了展

望，为更加全面地认识冠状病毒附属蛋白的生物学特性提供重要参考。 

关键词：冠状病毒，附属蛋白，细胞内转运，拓扑学，密码子使用偏爱性 
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Accessory proteins: a type of protein that cannot be neglected in 
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Abstract: Coronaviruses (CoVs) are a group of positive-sense, single-stranded RNA viruses with the 
largest genome, most of which can spread across species and infect humans. Some of the pathogens in the 
group are causing major public health problems and seriously threatening human health. The full-length 
genome of the viruses is about 25−31 kb in length, encoding multiple nonstructural, structural proteins (S, 
E, M, and N) and accessory proteins. For most coronaviruses, their accessory proteins are not 
indispensable for viral replication, but they are often involved in pathogenesis in hosts and act as 
functional proteins. These accessory protein genes are located at the 3′ end of the viral genomes. 
Expression of these genes can be regulated at transcription level by the transcription regulating sequence 
(TRS) which locates at the beginning of the genes or at translation level by the codon usage bias of the 
protein-coding sequences. The accessory proteins belong to trans-membrane protein and carry unique 
protein transport motifs. These characters play decisive role for the formation of unique topological 
structures and intracellular transport of the proteins, thus directly affect their functions. A summary of the 
latest classification and genome structure of coronaviruses was made in the beginning of the article; then 
roles, categorization, protein transport motifs, topological structures and codon usage bias of the accessory 
proteins were discussed individually and prospects of research in the field were foreseen as well, aiming to 
help understand the biological characteristics of this category of proteins. 

Keywords: coronaviruses, accessory proteins, cellular transport, topology, codon usage bias 

冠状病毒 (Coronaviruses，CoVs)是 20 世纪  

30 年代首次被发现的一类有囊膜的单股正链 RNA

病毒[1-2]。CoVs 广泛存在于自然界中，主要感染

哺乳动物和鸟类，并存在跨种传播的风险，是

对人类和动物构成重大健康威胁的一类病原。

在不到 20 年的时间里先后出现了 3 种与 CoVs

感染相关的人类致命疾病：2002 年的严重急性

呼吸综合征(Severe Acute Respiratory Syndrome，

SARS)、2012 年的中东呼吸综合征(Middle East 

Respiratory Syndrome，MERS)和 2019 年的新型

冠 状 病 毒 肺 炎 (Coronavirus Disease 2019 ，

COVID-19)。这 3 种疾病分别由人畜共患性的冠

状病毒——严重急性呼吸综合征冠状病毒(Severe 

Acute Respiratory Syndrome Coronavirus ，

SARS-CoV)、中东呼吸综合征冠状病毒 (Middle 

East Respiratory Syndrome Coronavirus，MERS-CoV)

和严重急性呼吸综合征冠状病毒-2 (Severe Acute 

Respiratory Syndrome Coronavirus 2，SARS-CoV-2)

引起[3]。 

冠状病毒基因组除了编码结构蛋白和非结构

蛋 白 外 ， 还 编 码 一 些 亚 群 特 异 性 的 附 属 蛋 白

(Accessory Proteins)。这些附属蛋白在不同冠状病

毒亚群中的数量、位置和大小各不相同。随着人

们对冠状病毒的重视程度不断加强，近年来有关

其附属蛋白的研究也取得了一些进展，但还有不

少领域尚未被揭示，甚至来自不同国家和地区的

研究人员对同一种冠状病毒附属蛋白功能的研究

结果还存在相互矛盾的地方，因此，只有更加全

面地了解附属蛋白的生物学特性，才能更进一步地

阐明冠状病毒的传播规律和致病机制。 
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基于目前相关的研究进展，本文针对冠状病

毒最新的种类划分、基因组结构、附属蛋白的种

类及功能、拓扑学结构及密码子使用偏爱性等方

面的研究进展进行了详细的介绍和概括，以期为

相关研究提供参考。 

1  冠状病毒的分类 

冠状病毒属于套式病毒目(Nidovirales)冠状病

毒科(Coronaviridae)冠状病毒属(Coronavirus)，是

一类具有囊膜的单股正链 RNA 病毒，广泛存在于

自然界中[2]。病毒粒子是一个平均直径约 100 nm

的球形颗粒，包被在一个双层膜中，称为囊膜。

棘突蛋白 (Spike Protein，S)、膜蛋白 (Membrane 

Protein，M)、包膜蛋白(Envelope Protein，E)和核

衣壳蛋白(Nucleocapsid Protein，N)构成病毒粒子的

主要结构，其中 S 蛋白末端插入囊膜中，N 蛋白与

基因组 RNA 构成核糖核蛋白(Ribonucleoprotein，

RNP)位于病毒粒子内部[4] (图 1)。 

冠状病毒可感染包括人类在内的多种哺乳动

物和鸟类，引起急慢性呼吸道疾病和消化系统疾

病[4]。根据高度保守的 ORF1ab 编码区和血清学特

点，冠状病毒可分为 4 个属：α、β、γ 和 δ 冠状病

毒[5]。α 和 β 冠状病毒主要感染哺乳动物，而 γ 和   

δ 冠状病毒主要感染鸟类[6] (图 2)。根据属内遗传距

离，α冠状病毒可分为2个亚群(α-1亚群和α-2亚群)[7]：

α-1 亚群包括犬冠状病毒(Canine Coronavirus，

CCoV)、猫冠状病毒(Feline Coronavirus，FCoV)、

猪传染性胃肠炎病毒(Transmissible Gastroenteritis 

Vi ru s ， T GE V )和 猪 呼 吸 道 冠 状 病 毒 ( P o r c i n e 

Respiratory Coronavirus，PRCV)等；α-2 亚群包括

菊头蝙蝠冠状病毒 HKU2 (Rhinolophus Bat 

Coronavirus HKU2，Rh-BatCoV HKU2)、水貂冠状

病毒(Mink Coronavirus，MCoV)、人冠状病毒

229E (Human Coronavirus 229E，HCoV-229E)、人

冠状病毒 NL63 (Human Coronavirus NL63，

HCoV-NL63)和猪流行性腹泻病毒(Porcine Epidemic 

Diarrhea Virus，PEDV)等。β 冠状病毒的基因组最

长，可分为 4 个亚群(A、B、C 和 D 亚群)[8-9]。其中

人冠状病毒 HKU1 (Human Coronavirus HKU1，

HCoV-HKU1)、人冠状病毒 OC43 (Human Coronavirus 

OC43，HCoV-OC43)、猪血凝性脑脊髓炎病毒

(Porcine Hemagglutinating Encephalomyelitis，

PHEV)、鼠肝炎病毒(Mouse Hepatitis Virus，MHV)

和牛冠状病毒(Bovine Coronavirus，BCoV)等属

于 A 亚群；SARS-CoV、SARS-CoV-2 和菊头蝙

蝠冠状病毒 HKU3 (Rhinolophus Bat Coronavirus 

HKU3，Rh-BatCoV HKU3)等属于 B 亚群； 

 

 
 
图 1  冠状病毒粒子结构示意图 
Figure 1  Schematic diagram of coronavirus structure  
注：S：棘突蛋白；M：膜蛋白；E：包膜蛋白；N：核衣壳蛋白 

Note: S: Spike protein; M: Membrane glycoprotein; E: Envelope protein; N: Nucleocapsid protein 
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图 2  冠状病毒的分类、代表性毒株与主要宿主 
Figure 2  Classification, representative strains and the main host of coronaviruses 
注：拉丁文数字(I−XII)代表对应的宿主动物 

Note: The Latin numbers (I−XII) represent the corresponding host animals 
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MERS-CoV 属于 C 亚群；D 亚群有果蝠属冠状病

毒 HKU9 (Rousettus Bat Coronavirus HKU9 ，

Ro-BatCoV-HKU9)。γ 冠状病毒主要指的是鸡和

火 鸡 的 冠 状 病 毒 ， 如 鸡 传 染 性 支 气 管 炎 病 毒

(Infectious Bronchitis Virus，IBV)和火鸡冠状病毒

(Turkey Coronavirus，TCoV)，它们分别引起鸡和火

鸡的传染性支气管炎和腹泻[10]。此外，γ 冠状病毒还

有白鲸冠状病毒 SW1 (Beluga Whale Coronavirus 

SW1，BWCoV SW1)。δ 冠状病毒的基因组最短，

主要包括猪 δ 冠状病毒(Porcine Deltacoronavirus，

PDCoV)、夜莺冠状病毒 HKU11 (Bulbul Coronavirus 

HKU11，BuCoV HKU11)、鸭类冠状病毒 HKU20 

(Wigeon Coronavirus HKU20，WiCoV HKU20)、麻

雀冠状病毒 HKU17 (Sparrow Coronavirus HKU17，

SpCoV HKU17) 和 文 鸟 冠 状 病 毒 HKU13 (Thrush 

Coronavirus HKU13，ThCoV HKU13)。上述病毒中感

染人的冠状病毒有 7 种(图 2)，分别是：HCoV-229E、

HCoV-OC43 、 HCoV-NL63 、 HCoV-HKU1 、

SARS-CoV 、 MERS-CoV 以 及 当 前 全 球 流 行 的

SARS-CoV-2[7]，这些病毒都是 α 或 β 冠状病毒。 

2  冠状病毒的基因组结构和转录调控序列 

冠状病毒的基因组是一个长约 25−31 kb 的单

股正链 RNA 基因组，包含一个 5′端帽子结构和 

一个 3′多聚 Poly(A)尾。编码冠状病毒非结构蛋白

(Nsp)的复制酶基因(ORF1a、ORF1ab)占据了基因

组全长的 2/3，约 20 kb，剩余 10 kb 左右的基因编

码 4 种主要的结构蛋白(S、E、M 和 N)和数量不等

的附属蛋白，它们大部分都位于病毒基因组的   

3′端，其中 S 蛋白和 M 蛋白是病毒囊膜的主要蛋

白成分(图 1)。S 蛋白(150 kD 左右)是一个跨膜糖

蛋白，一些冠状病毒的 S 蛋白具有蛋白酶依赖特

性，在病毒成功感染细胞之前需要先被宿主细胞

或环境中的多种蛋白酶，如弗林蛋白酶、胰蛋白

酶、组织蛋白酶、跨膜丝氨酸蛋白酶或人呼吸道

胰 蛋 白 酶 样 蛋 白 酶 等 切 割 成 2 个 独 立 的 亚 基

(Subunit) S1 和 S2[11-12]。S1 亚基负责和细胞受体

结合，S2 亚基介导病毒和细胞的膜融合[13-14]。最

近有研究表明 S2 亚基是决定 S 蛋白胰蛋白酶依赖

特性的关键区域[15]。M 蛋白(25−30 kD)在病毒粒

子装配中发挥重要作用，其含有 3 个跨膜结构   

域 [16-17]，也是病毒囊膜中含量最丰富的结构蛋

白。E 蛋白(8−12 kD)也是一个跨膜蛋白，基因序

列变异较大。该蛋白具有离子通道活性，参与病

毒粒子的包装和释放[18-19]。N 蛋白(43−58 kD)是

唯一存在于核衣壳中的病毒蛋白，具有拮抗 I 型干

扰素的功能，并参与病毒的包装和出芽过程[20-22]。

此外，N 蛋白还由 2 个独立的结构域组成，即 N 末

端结构域(N-Terminal Domain，NTD)和 C 末端结构

域(C-Terminal Domain，CTD)，这 2 个结构域都能

在体外结合 RNA，从而保护 RNA 不被破坏。通常

情况下 N 蛋白通过非共价键将病毒 RNA 包裹起

来形成核衣壳。此外，β 冠状病毒属的一些亚群

(Group A)基因组还编码另外一种蛋白——血凝素

酯酶(Hemagglutinin-Esterase，HE)，该蛋白编码

区位于 ORF1b 和 S 基因之间，具有乙酰酯酶活

性 [23]，能与细胞表面的血凝素受体结合，并与

S 蛋白共同作用，以实现功能平衡和最佳的病毒粒

子亲和力[24]。 

每个结构基因或附属基因的起始位置是该

基因的转录调控序列(Transcription Regulating 

Sequence，TRS)。已知冠状病毒的 mRNAs 通过不

连续转录机制产生，这一过程受到 TRS 的调控，

TRS 包含一个高度保守的核心序列(Core Sequence，

CS)，与病毒基因组中的序列和前导序列的 3端

相 似 性 较 高 。 研 究 表 明 ， 各 种 属 冠 状 病 毒 的

TRS 序列大部分是相同的，如：α 冠状病毒属的

转录调控序列为 CUAAAC[9,25]；β 冠状病毒属的  

4 个亚群中 A 亚群的 TRS 是 CUAAAC，其余亚

群病毒的 TRS 为 ACGAAC[9]；γ 冠状病毒属的

TRS 为 CUUAACAA，δ 冠状病毒属的 TRS 为

ACACCA[9,25]。在长期遗传进化过程中，有些属

内病毒的 TRS 也可能引入特定突变[25]。如 α 属 
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HCoV-NL63 的 TRS 为 CUMAAC (M 为 A 或 C)。

此外，一些种属的 TRS 与其本属的 TRS 不一致，反

而与其他种属的 TRS 相近。例如，β属 HCoV-OC43

的 TRS 是 UYYAAAC ， 其 与 β 冠 状 病 毒 属

ACGAAC 差别较大，更类似于 α 冠状病毒属的

TRS (CUAAAC)[25]。 

3  冠状病毒编码的附属蛋白种类和功能 

不同种属的冠状病毒编码数量不等的附属蛋

白，即使处在同一种属的不同病毒之间，其附属

蛋白的数量也各不相同(图 3)，并且功能各异。根

据目前的研究报道，冠状病毒附属蛋白主要在 5 个

方面发挥作用(表 1)。 

(1) 能整合进病毒粒子中，发挥结构蛋白的

作用。这种作用主要存在于 α、β和 δ冠状病毒属

的 部 分 附 属 蛋 白 中 。 如 在 α 冠 状 病 毒 属 中

HCoV-NL63 的附属蛋白 ORF3 在细胞内主要定位

在内质网-高尔基中间体(ER-Golgi Intermediate 

Compartment，ERGIC)中，通过蔗糖密度梯度离

心后发现该附属蛋白和 HCoV-NL63 的其他结构

蛋白(M 蛋白和 N 蛋白)共同出现在纯化的病毒粒 

 

 
 
图 3  冠状病毒的基因组结构与编码蛋白 
Figure 3  Genomic structure and coded proteins of coronaviruses 



司伏生等: 附属蛋白：冠状病毒不容忽视的一类蛋白 3901 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 1  各种属冠状病毒附属蛋白的种类、亚细胞定位及其主要功能 
Table 1  Categories, subcellular localization and functions of the accessory proteins of various coronaviruses 
Genus Virus species Accessory 

proteins 
Subcellular location Features and functions References

α HCoV-229E 4a, 4b ER-Golgi Intermediate 
Compartment (ERGIC) 

4a: Forms an ion channel and promotes virus 
replication 

[26] 

HCoV-NL63 ORF3 Plasma membrane and 
ERGIC 

N-glycosylated at the N-terminus, incorporates 
into virions and functions as structural protein 

[27] 

FIPV 3a, 3b, 3c, 7a, 
7b 

Golgi ORF3: Promotes virus replication; 7a: Functions 
as type I interferon antagonists 

[28-29] 

PEDV ORF3 Plasma membrane and 
Golgi 

Forms an ion channel and promotes virus 
replication, causes autophagy, inhibits apoptosis 
and type I interferon response 

[30-34] 

TGEV 3a, 3b, ORF7 N. A. ORF7: Attenuates virulence and inhibits apoptosis [35] 

β HCoV-OC43 2a, HE (2b), 
5a (ns12.9), 4, 
7b 

Plasma membrane and 
cytoplasm 

Inhibits host antiviral response elements, blocks 
the activation of antiviral signal pathway or has 
ion channel activity to promote virus replication 

[25,36-37] 

MERS-CoV 3, 4a, 4b, 5, 
8b 

4a: Cytoplasm and 
ERGIC; 4b: Nucleus 

4a and 4b: Functions as type I and III interferon 
antagonists; ORF5: Promote the type I interferon 
production and reduce the virulence; 8b: 
Functions as type I interferon antagonists and 
inhibits the innate immune signaling pathway 

[38-42] 

MHV 2a, HE (2b), 
4, 5a 

N. A. ORF2, 5a and 8b: Inhibit type I interferon response [43] 

SARS-CoV 3a, 3b, 6, 7a, 
7b, 8a, 8b, 9b 

3a: Plasma membrane and 
Golgi; 3b: Nucleus; ORF6 
and 7a: Endoplasmic 
Reticulum (ER) and 
ERGIC; 7b: Golgi; 8a: ER; 
8b: Cytoplasm and 
nucleus; 9b: Cytoplasm 

3a: Forms an ion channel and promotes virus 
replication, incorporates into virions and 
functions as structural protein, promotes virus 
replication; 3b: Inhibits type I interferon response; 
ORF6: Incorporates into virions to enhance 
virulence; 7a and 9b: Incorporate into virions and 
induce apoptosis; 8a: induces apoptosis; 8b: 
Inhibits type I interferon response 

[44-49] 

SARS-CoV-2 3a, 3b, 6, 7a, 
7b, 8, 9b, 9c, 
10 

3a: Plasma membrane and 
Golgi; ORF6 and 7a: Golgi; 
ORF9: Cytoplasm and 
nucleus; 7b, 8 and 10: ER 

3a: Forms an ion channel and induces apoptosis; 
6, 8 and 9b: Functions as type I interferon 
antagonists; Function of other accessory proteins 
has not been reported 

[22,50-54] 

γ IBV 3a, 3b, 5a, 5b N. A. All: Not necessary for virus replication, but 
reduce the virulence after deletion; Specifically, 
3a and 5a: Inhibit type I interferon response; 3b: 
Involves in the pathogenesis 

[55-57] 

δ PDCoV HKU15 6, 7, 7a ORF6: ER and ERGIC ORF6: Incorporates into virions, inhibits type I 
interferon response and promotes virus 
replication; ORF7: Regulates host protein 
expression; 7a: Inhibits IFN-β production and the 
host innate immune signaling pathway 

[58-62] 

BuCoV HKU11 6, 7a, 7b, 7c N. A. N. A.  

Note: N. A. means not available 
 

子中，表明该蛋白可参与病毒粒子的装配过程，

发挥病毒结构蛋白的作用[27]。同样地，β 冠状病

毒属中 SARS-CoV 的附属蛋白 3a、7a 和 9b 以及    

δ 冠状病毒属中 PDCoV 的附属蛋白 ORF6 都被证

实能整合进纯化的病毒粒子中，具有结构蛋白的

属性[44,48,62]。 

(2) 能影响病毒复制，与病毒毒力密切相关。

这类作用也主要存在于 α、β 和 δ 冠状病毒属的部

分附属蛋白中。如 α 冠状病毒属中的 HCoV-229E

基因组编码一个附属蛋白 4a，病毒感染细胞后其

定位在细胞的 ERGIC 中，该蛋白的缺失虽不影响

其对细胞的感染能力，但病毒的复制能力显著下 
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降[26]。对 TGEV 附属蛋白 ORF3 的研究表明，该蛋

白敲除后对病毒在细胞内的复制能力无影响[63]，但

是会显著影响病毒的毒力[64]。与 TGEV 类似，FIPV

的附属蛋白 ORF3 敲除后虽然不影响其体外复制

能力，但其感染巨噬细胞的能力显著下降[28]，并

且能显著降低病毒的毒力[65]。MERS-CoV 的 ORF5

蛋白通过促进 I 型干扰素的生成和激活先天性免

疫通路导致病毒致病能力下降[40]。β 冠状病毒属

中 SARS-CoV 的附属蛋白 3a 也可促进病毒的复

制，进一步研究发现该作用是通过离子通道活性

来实现的[66]。δ 冠状病毒属中 PDCoV 的附属蛋白

ORF6 是通过抑制 I 型干扰素的产生来促进病毒

的复制[60]。 

(3) 具有离子通道活性并形成跨膜蛋白，能调

节病毒粒子的释放。这种作用主要存在于部分    

α 和 β 冠状病毒属的附属蛋白中。如 α 冠状病毒属

中 HCoV-229E 基因组编码的附属蛋白 4a 是一个  

3 次跨膜蛋白，具有钾离子通道活性，进一步研究

表明该离子通道活性与其促进病毒复制的作用直

接相关[26]。PEDV 附属蛋白 ORF3 已被证实也是 

一个具有钾离子通道活性的多次跨膜蛋白，并通过

该特性调节病毒粒子的产生、包装和释放[30]。β 冠

状病毒属中 HCoV-OC43 的 5a 蛋白(又称为 ns12.9)

是个跨膜蛋白，也具有钾离子通道活性；研究表明

该离子通道活性能促进病毒粒子的产生和释放，并

对病毒粒子的完整性产生重要影响，体内试验表明

缺失该蛋白的重组病毒对小鼠的致病性显著降低，

表明该蛋白也影响病毒的毒力 [37]。此外，由于

SARS-CoV 和 SARS-CoV-2 具有较近的亲缘关系，

二者附属蛋白 3a 的功能也非常相似：都是 3 次跨

膜蛋白，具有钾离子通道活性，能够调节病毒粒子

的生成并促进病毒的释放[66-67]。 

(4) 影响细胞周期、自噬及细胞凋亡。这类作

用主要存在于部分 α 和 β 冠状病毒属的附属蛋白

中。如 α 冠状病毒属中 PEDV 编码的 ORF3 附属

蛋白可延长细胞周期的 S 期，有助于双膜囊泡

(Double-Membrane Vesicle，DMV)的形成，从而促

进病毒的增殖[68]。研究证实，该蛋白通过上调葡

萄糖调节蛋白 78 (Glucose Regulated Protein 78kD，

GRP78)的表达和激活 pERK-eIF2α 信号通路来触

发细胞的内质网应激反应(ER Stress)；同时，ORF3

蛋白通过诱导细胞自噬标志蛋白 LC3-I 向 LC3-II

的转变而促进细胞自噬[31]。本团队最近的研究表

明，ORF3 蛋白不但能够促进 PEDV 在 Vero 细胞

上的增殖 [69]，而且能延缓细胞病变的形成，对

PEDV 诱导的细胞凋亡产生明显的抑制作用，进一

步研究证实这种作用是通过该蛋白抑制 Caspase-3

的切割活化来实现[32]。然而不同属冠状病毒附属

蛋白在细胞凋亡方面的作用并非完全相同，β 冠状

病毒属，如 SARS-CoV 和 SARS-CoV-2 的附属蛋

白 3a 主要是促进细胞凋亡的发生，其作用机制是

通过促进细胞凋亡蛋白 Caspase-3/8/9 和 tBid 的切

割活化引起细胞色素 C (Cytochrome C)向线粒体

外释放，从而促进凋亡小体的形成，最终引起外源

性细胞凋亡[45,50]。此外，SARS-CoV 的 3a 蛋白还

可通过 p38 丝裂原活化蛋白激酶(p38MAPK)途径

激活线粒体死亡途径来促进细胞凋亡的发生[70]。 

(5) 拮抗宿主抗病毒天然免疫反应，抑制 I 型

干扰素的产生。这类作用最为普遍，存在于 4 个冠

状病毒属的附属蛋白中。如：α 冠状病毒属中 FIPV

的 7a 蛋白[29]；PEDV 的 ORF3 蛋白[34]；MERS-CoV

的 4a、4b 和 8b 蛋白[38-39,41-42]。此外，MERS-CoV

的 ORF5 蛋白较为特殊，该蛋白可促进 I 型干扰素

的生成，从而造成病毒毒力致弱[40]。β 冠状病毒属

中 MERS-CoV 的 4a 和 8b 蛋白[38,41]、MHV 的 ORF2

和 5a 蛋白[43]、SARS-CoV 的 3b 和 8b 蛋白[48-49]以

及 SARS-CoV-2 的 ORF6、ORF8 和 9b 蛋白[22,52-54]、

都可抑制 I 型干扰素的产生。γ 冠状病毒属中 IBV

基因组编码的附属蛋白为 3a、3b、5a 和 5b，研究

表明，这些蛋白能够拮抗 I 型干扰素的产生，在宿

主抗病毒天然免疫方面发挥重要作用[55-57]。δ 冠状

病毒属中 PDCoV 的 NS6 (ORF6)和NS7 (ORF7)是最

先鉴定出来的 2 个附属蛋白[9,71]，随后 NS7a 被鉴定

出来[72]。研究表明，PDCoV 附属蛋白 NS6 的表达
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能显著抑制仙台病毒诱导的干扰素 β (Interferon-β，

IFN-β)的产生和转录因子 IRF3 及 NF-κB 的激活，

并 且 NS6 通 过 与 维 甲 酸 诱 导 基 因 (Retinoic 

Acid-Inducible Gene，RIG)和黑色素瘤分化相关基

因 5 (Melanoma Differentiation-Associated Gene 5，

MDA5)相互作用来拮抗 IFN 的产生，从而阻止它

们与双链 RNA (Double-Stranded RNA，dsRNA)的

结合[60]。 

由此可以看出，冠状病毒附属蛋白的功能纷繁

复杂，不同功能之间又有着密切的关联，一种作用

往往是通过另外一种功能来实现。因此，要想对附

属蛋白的功能进行系统解析，应综合考虑多方面的

因素来进行研究。 

4  冠状病毒附属蛋白的细胞内转运信号 

(基序) 

冠状病毒编码多个结构蛋白、非结构蛋白及

附属蛋白，病毒成功感染细胞并复制后，这些蛋

白表达在细胞的不同位置，随后利用不同的机制

与宿主细胞蛋白相互作用，在病毒入侵、复制或

者维持病毒的感染方面发挥作用。理论上，冠

状病毒与细胞受体结合并成功感染细胞后，病

毒首先在内质网 -高尔基中间体 (ERGIC)内包装

并完成出芽[73]。在此过程中，病毒蛋白在内质网

(Endoplasmic Reticulum，ER)内合成后利用自身

编 码 的 转 运 信 号 或 基 序 向 ERGIC 、 高 尔 基 体

(Golgi)和细胞外膜转运。如 SARS-CoV 的 S 蛋白

是在感染细胞的分泌途径中合成，其包含一个 N 末

端信号序列，介导新合成的蛋白向内质网转运，

在内质网内蛋白质被折叠并被富含甘露糖的碳水

化合物修饰；当蛋白运输到高尔基体时，大多数

高甘露糖碳水化合物被加工成复杂的聚糖 [74]。    

S 蛋白内还有一个内质网转运基序促进 S 蛋白在

ERGIC 和高尔基体内的聚集[75]。还有研究表明，

PEDV 的 S 蛋白 C 末端存在 YxxØ (x 可以是任何

氨基酸残基，Ø 是具有较大疏水性、侧链较大的

氨基酸残基)和 KVHVQ (KxHxx)这 2 个转运基

序，其中 YxxØ 是入胞(Endocytosis)信号，KxHxx

是内质网驻留信号，两者相互协同调控 S 蛋白在

细胞膜上的表达，是影响 PEDV 毒力的关键因素

之一[76]。 

同样地，对于冠状病毒附属蛋白来说也存在

类似的细胞内转运信号(基序)，这些转运信号是

决定附属蛋白在不同的细胞器或者细胞结构驻留

或转运的关键。如 SARS-CoV 3a 蛋白的 C 末端有  

2 个胞内蛋白转运基序：YxxØ 和双酸性基序

(ExD，x 是任一氨基酸残基)，这 2 个氨基酸基序

在 3a 蛋 白 向 细 胞 膜 表 面 转 运 以 及 随 后 入 胞

(Endocytosis) 方 面 发 挥 重 要 作 用 [77] 。 此 外 ，

SARS-CoV 3a 蛋白的 YxxØ 基序能调节 S 蛋白内

化并阻止其在细胞表面的表达 [78]。6a 蛋白含有

YSEL (氨基酸 49−52)和酸性氨基酸基序，其中

YSEL 基序促进与 6a 蛋白相互作用的靶蛋白的内

化，而酸性氨基酸基序引导蛋白从内质网输出[79]。

SARS-CoV 7a 的氨基酸 97−117 具有高度的疏水性

并横穿细胞膜，C 末端的最后 5 个氨基酸(KRKTE)

形成经典的内质网驻留信号(KKxx 或 KxKxx，其

中 x 是任一氨基酸残基)；当该基序从 KRKTE 突变

为 ERETE 时，7a 蛋白不能逆向转运到内质网，只

能在高尔基体内积累，导致其在高尔基体内被蛋

白酶快速水解[80]。SARS-CoV 9b 的氨基酸 46−54

基序(LRLGSQLSL)是一个核输出信号，已知该氨

基酸基序通过核输出蛋白-1 (Exportin-1)借助能量

依赖机制运输蛋白[80]。对 SARS-CoV-2 来说，附

属蛋白 3a 的细胞内转运基序是 YxxØ 和 SDG[50]。

研究表明，野生型 3a 蛋白能够在细胞膜上表达，

但 YxxØ 基序中的 Y→A 突变导致 3a 蛋白不能向

细胞膜转运[50]，说明 YxxØ 参与 3a 蛋白的细胞膜

转运。进一步的功能研究表明，野生型 3a 蛋白可

以显著诱导细胞凋亡的发生，但 YxxØ 和 SDG 基

序中 Y→A 突变或者 S/D→A 突变都能显著降低 

3a 蛋白诱导细胞凋亡的水平，表明上述氨基酸基

序在附属蛋白诱导细胞凋亡过程中的作用非常关
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键[50]。FIPV 的附属蛋白 7b 定位在高尔基体，其

C-端的 KTEL 氨基酸基序是该蛋白在高尔基体驻

留的重要信号，T→D 突变后能使 7b 在内质网驻

留[81]。本团队对 PEDV 附属蛋白 ORF3 的研究结

果表明，ORF3 蛋白通过拮抗 Caspase-3 的切割活

化来抑制 PEDV 诱导的细胞凋亡[32]。进一步研究

发现，该附属蛋白的细胞内转运基序是 YxxØ 和

ExD，经定点突变证实 ORF3 蛋白 C 末端 YxxØ 氨

基酸基序(170YLAI173)是影响 ORF3 蛋白细胞内转

运的关键基序，并决定其在细胞膜上的表达[33]。

有关 SARS-CoV-2 附属蛋白 3a 的细胞内转运基序

(YxxØ 和 SDG)调控细胞凋亡的过程提示人们：

PEDV 附属蛋白 ORF3 的细胞内转运基序(YxxØ 和

ExD)是否也参与调控 PEDV 诱发细胞凋亡的过

程？若是则该转运基序的调控机制与 SARS-CoV-2

的 3a 蛋白有何异同？这值得人们在现有基础上进

行深入探索。 

5  冠状病毒附属蛋白的拓扑学结构 

研究表明，很多冠状病毒的附属蛋白是多次

跨膜蛋白，能够整合到成熟的病毒粒子中，参与

病毒粒子的包装和释放，并对病毒的复制产生影

响。如 SARS-CoV 3a 蛋白有胞外 N 端和胞内 C 端

结构，是一个 3 次跨膜蛋白，能够形成四聚体结

构和钾离子通道，调节 SARS-CoV 病毒粒子的释

放[66,82]，诱导细胞凋亡[45,83] (表 1)。PEDV 附属蛋

白 ORF3 是一个 4 次跨膜蛋白，也能够形成四聚

体结构和钾离子通道，调节 PEDV 病毒粒子的生

成 ； 定 点 突 变 结 果 表 明 ， 其 第 4 个 跨 膜 区

(Transmembrane Domain，TMD) YxxØ 氨基酸基

序(170YLAI173)中 Y→A 突变可导致钾离子通道活

性显著降低 [30]。我们团队的研究结果进一步证

实，该位点(Y→A)突变导致 ORF3 蛋白不能向细胞

膜转运[33]。据此推测，Y170A 中酪氨酸(Try)位点

对钾离子通道的形成起决定性作用，并且该离子

通道的形成影响 ORF3 蛋白向细胞膜的转运。

SARS-CoV-2 的 3a 蛋白也是一个 3 次跨膜蛋白，该

蛋白某些氨基酸位点的突变可导致蛋白二级结构

的改变[84]或者抗原表位的丢失[85]，从而造成某些

功能的丧失[67]。此外，研究证实 3a 蛋白氨基酸的

突变还与 SARS-CoV-2 的全球流行传播[86]以及高感

染率和高死亡率有关[87]。上述结果表明附属蛋白

的拓扑学结构与其功能紧密相关，深入解析附属

蛋白的拓扑学结构可为理解此类蛋白与病毒其他

蛋白或宿主蛋白的相互作用提供重要参考，并为

进一步明确冠状病毒的发病机制奠定基础。 

6  冠状病毒附属蛋白的密码子使用偏爱性 

不同生物在基因翻译过程中，特定密码子的

使用频率高于其他同义密码子的现象称为密码子

使用偏爱性(Codon Usage Bias，CUB)，又叫同义

密码子使用偏性。在实际应用中，通过对不同物种

或者已知基因的同义密码子使用偏爱性进行预测

和验证，有针对性地在表达蛋白时通过添加对应

的转运 RNA (Transfer RNA，tRNA)，以克服因

密码子使用偏爱性而导致的异源蛋白表达量低的

问题[88]。研究表明，冠状病毒的密码子使用偏爱

性在不同宿主或环境中受到不同选择压力的影

响。如对 MERS-CoV 的研究表明，该病毒基因

组能够较为均衡地使用各个同义密码子，遗传突

变和自然选择双重压力决定了 MERS-CoV 密码

子的使用模式[89]。SARS-CoV-2 基因组同样具有

相对较低的密码子使用偏爱性，来自不同国家的

SARS-CoV-2 分离株的密码子使用模式也略有不

同，其整体密码子使用偏性与蝙蝠冠状病毒(如 Bat 

Coronavirus RaTG13，BatCoV RaTG13)相似[90]，这

种现象也是由遗传突变和自然选择共同决定的。 

值得说明的是，上述研究都是对冠状病毒基

因组密码子整体使用偏爱性的报道，单个基因的

密码子使用偏爱性可能与基因组全长的密码子使

用偏爱性存在一定差异。就其附属蛋白密码子使

用偏爱性来说相关的研究还很少，目前的报道表

明，α冠状病毒属成员中 PEDV 附属蛋白 ORF3 的

密码子使用偏爱性较低，这在一定程度上提示
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ORF3 基因的相对多变性。进一步对碱基组成与

密码子使用偏爱性的相关性分析表明，遗传突变

对 PEDV ORF3 蛋白密码子的使用模式有较大影

响；中性分析表明，在密码子使用偏爱性方面，自

然选择压力比遗传突变具有更显著的影响；该研究

还发现疏水性和芳香性因素也影响 ORF3 蛋白的

密码子使用；由于所选择基因序列的局限性，该研

究结果只适用于回答 PEDV 中国分离株 ORF3 蛋

白的密码子使用偏爱性，其是否也能解释其他国

家和地区 PEDV 毒株 ORF3 蛋白的密码子偏爱性

问题有待进一步的研究[91]。截至目前，该报道是

对 PEDV ORF3 蛋白密码子使用模式最全面的分

析，相关结果对 ORF3 蛋白表达条件的优化和其

他冠状病毒附属蛋白密码子使用偏爱性的研究具

有重要的参考价值。 

7  结语与展望 

在过去 20 年的时间里自然界先后出现了 7 种

感染人类的冠状病毒，其中包括 2 种 α 冠状病毒

HCoV-229E 和 HCoV-NL63；5 种 β 冠状病毒

HCoV-OC43、HCoV-HKU1、SARS-CoV、MERS- 

CoV 及 SARS-CoV-2 (图 2)。由于冠状病毒对人类

健康的长期持续威胁，详细了解冠状病毒的生物

学特征和传播规律并采取针对性的措施控制其流

行传播，对全球公共卫生安全和经济稳定发展具有

重要意义。 

自 2003 年 SARS 暴发以来，冠状病毒的相

关研究开始引起各国重视。尤其是 2019 年底

SARS-CoV-2 的全球流行传播，促使多国政府投

入巨大的资源进行应急科研攻关，短时间内人们

对冠状病毒的致病机制以及重要结构蛋白的生物

学功能研究取得了显著进展。然而，随着各项研

究工作的稳步推进，一些研究的瓶颈问题开始浮

现，如单纯对冠状病毒结构蛋白或者非结构蛋白

功能的研究已不能完全阐明病毒的致病机制。随

着研究方法的改进，一些新的附属蛋白被鉴定出

来，但其相关功能研究尚未引起足够的重视。人们

要想全面系统地了解冠状病毒的生物学特性，对

附属蛋白的功能解析也应提到新的高度。经过多

年的研究，虽然人们对冠状病毒附属蛋白的功能有

了一定程度的了解，但是认识水平还非常有限，

并且有的冠状病毒附属蛋白的体外表达和检测还

存在较大困难[92]，这对进一步解析其功能造成了

一定障碍。此外，学术界对有些病毒附属蛋白的

种类划分还存在争议[93-94]，一些新的蛋白鉴定方

法有待经过验证后推广使用[95]，蛋白拓扑学研究大

多还停留在生物信息学的预测方面，其结构生物学

研究尚未引起足够重视，对其密码子使用偏爱性的

了解也非常有限，一些新发现的附属蛋白其稀有氨

基酸位点的错义突变是否影响病毒的毒力[96]，这

些都是今后病毒学领域应当聚焦的热点。 

鉴于以上存在的问题，关于冠状病毒附属蛋白

的相关研究应集中在以下几个方面：(1) 把生物信

息学技术和分子生物学技术结合起来进行附属蛋

白的鉴定，在生物信息学预测的基础上利用分子克

隆和基因工程手段进行功能实验，验证预测结果；

(2) 加强附属蛋白密码子使用偏爱性的研究，明确

相关附属蛋白常用密码子组成，在此基础上优化蛋

白的表达条件和表达体系，提高表达效率，为抗原

制备和检测方法的建立奠定基础；(3) 附属蛋白的

拓扑学研究方面，在蛋白二级结构预测的基础上，

通过单克隆抗体技术和蛋白纯化与结晶，对附属蛋

白的拓扑学结构进行精准解析；(4) 附属蛋白转

运基序的研究方面，在明确其转运氨基酸基序的

基础上，应加强造成表型差异的相关分子机制研

究。随着人们对该类蛋白相关研究重视程度的加

强，相信上述领域会不断拓展，通过借助于附属

蛋白的深入研究，人们对冠状病毒的认识会上升

到新的高度。 
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