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　 　 【摘要】 　 目前已知可以感染人类的冠状病毒(coronavirus)有 7 种,其中 Beta 冠状病毒属( beta
 

coronavirus)有

5 种。 人冠状病毒 OC43(human
 

coronavirus
 

OC43,HCoV-OC43)、人冠状病毒 HKU1(human
 

coronavirus
 

HKU1,HCoV-
HKU1)感染呈现季节性特征, 症状轻微。 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)感染后迅速在人与人之间

传播,病毒流行对公共卫生安全和国民经济造成严重威胁。 核酸检测是鉴别、诊断和排查病毒感染患者的关键检

测方法之一,但核酸阳性并不意味着病毒具有传染性,需要探索一种快速反应病毒复制能力的检测方法作为补充。
研究证实 Beta 属冠状病毒在细胞复制过程中产生的亚基因组(subgenomic

 

RNA,sgRNA)可以作为判断病毒活性的

指标。 本文对 Beta 属冠状病毒亚基因组的检测应用等进行综述,旨在建立亚基因组检测方法,优化病毒检测方式,
完善实验室动物模型创建及药物疫苗有效性评价体系,助力开展实验研究。
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　 　 【Abstract】　
 

Five
 

of
 

seven
 

coronaviruses
 

that
 

cause
 

respiratory
 

disease
 

in
 

humans
 

were
 

beta-coronaviruses.
 

HCoV-
OC43

 

and
 

HCoV-HKU1
 

show
 

seasonal
 

transmission
 

and
 

cause
 

mild
 

symptoms
 

after
 

infection.
 

SARS-CoV,
 

MERS-CoV
 

and
 

SARS-CoV-2
 

spread
 

rapidly
 

from
 

person
 

to
 

person,
 

which
 

posed
 

a
 

serious
 

threat
 

to
 

public
 

health
 

security
 

and
 

national
 

economy.
 

Nucleic
 

acid
 

testing
 

is
 

the
 

key
 

test
 

to
 

identify,
 

diagnose
 

and
 

screen
 

people
 

infected
 

by
 

virus,
 

but
 

the
 

positive
 

of
 

viral
 

loads
 

does
 

not
 

mean
 

the
 

virus
 

is
 

contagious. It
 

is
 

urgenly
 

to
 

explore
 

a
 

rapid
 

detecting
 

method
  

for
 

virus
 

replication
 

as
 

a
 

supplement
 

to
 

judge
 

virus
 

activity.
 

Studies
 

have
 

confirmed
 

that
 

the
 

subgenomes
 

produced
 

by
 

beta-coronaviruses
 

during
 

cell
 



replication
 

can
 

be
 

used
 

as
 

indicators
 

for
 

judging
 

viral
 

activity.
 

This
 

paper
 

reviews
 

the
 

detection
 

and
 

application
 

of
 

subgenomes
 

of
 

beta-coronavirus,
 

aiming
 

to
 

establish
 

subgenome
 

detection
 

method
 

,
 

optimize
 

virus
 

detection
 

method
 

,
 

perfect
 

experimental
 

animal
 

model
 

creation
 

and
 

drug
 

or
 

vaccine
 

effectiveness
 

evaluation
 

systems
 

and
 

help
 

to
 

carry
 

out
 

experimental
 

research.
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　 　 冠状病毒的传播和流行给人类带来了巨大的

威胁,全球仅因 SARS-CoV-2 感染死亡的人数已超

过 6000000 人,迅速判断病毒传染性在疫情防控及

药物研发中具有重要意义。 病毒片段或失活的病

毒同样可以通过核酸检测到病毒基因组,因此核酸

检测阳性并不意味着病毒具有传染性。 病毒培养

是目前公认判断病毒的复制能力检测方法,但病毒

培养检测耗时长,需要在生物安全三级实验室中进

行,对人员操作技术要求高。 有研究表明冠状病毒

在复制过程中产生的亚基因组可以反应病毒的复

制能力。

1　 亚基因组简介

1. 1　 亚基因组的发现

　 　 20 世纪 90 年代,研究者发现植物雀麦草花叶

病毒(brome
 

mosaic
 

virus,BMV)可在其负链基因组

RNA 内部特定位点上启动合成一节较短的 mRNA,
用于外壳蛋白的表达,这一短 mRNA 被称为亚基因

组,随后在烟草花叶病毒 ( tobacco
 

mosaic
 

virus,
TMV)感染的叶片中也检测到亚基因组的存在[1-3] 。
大部分正链 RNA 病毒进入细胞开始复制时,均需产

生亚基因组来作为结构蛋白和辅助蛋白合成的模

板。 相比于动物病毒,植物病毒基因组小,复制效

率高,产生亚基因组的比例也更高,更易研究亚基

因组的复制机制[2] ,因而对植物病毒亚基因组合成

机制的研究更为广泛。 但对植物病毒亚基因组的

研究通常集中在对病毒结构、转录机制以及进化关

系等方向[4-7] ,应用比较局限。 冠状病毒子代蛋白

的产生也通过合成亚基因组的策略来完成,但由于

具体机制不清或应用范围较窄,近几年对于冠状病

毒亚基因组的研究和应用才逐渐兴起。
1. 2　 亚基因组的作用

　 　 无论是植物病毒还是动物病毒产生的亚基因

组,均可在作为翻译模板、调控基因复制、参与病毒

重组等几个方面发挥作用。 绝大多数亚基因组

RNA 在病毒复制周期中起着类似 mRNA 的翻译模

板作用,但在鸡舍病毒(flock
 

house
 

virus,FHV)中发

现,亚基因组 RNA3 产生缺陷时,FHV 病毒无法对

病毒基因组中的 RNA2 进行翻译,即亚基因组 RNA
可以调控病毒基因的复制[8] 。 对大麦黄矮病毒

(barley
 

yellow
 

dwarf
 

virus,BYDV)的研究中也发现,
其亚基因组 RNA2( sgRNA2)的积累可以抑制病毒

RNA 依赖的 RNA 聚合酶 ( RNA-dependent
 

RNA
 

polymerase,RdRp ) 的翻译从而调控 BYDV 的复

制[9] 。 此外,有研究表明亚基因组 RNA 会参与病毒

的基因重组并使其获得新的特性[10-11] 。 亚基因组

在病毒复制中的作用可能并不限于以上几个方面,
需要进一步探索亚基因组的作用从而对病毒的特

性有更加全面的掌握。
1. 3　 亚基因组的产生方式

　 　 亚基因组的合成模型有内部起始模型、提前终

止模型、前导启动转录模型和不连续转录模型[1] ,
不同的产生方式使亚基因组具有不同的结构,但其

结构都相当于被截短的基因组。
(1)内部起始模型:在合成病毒 RdRp 之后,以

正链的 RNA 为模板合成全长负链 RNA,负链 RNA
用作基因组合成以及亚基因组合成的模板,因此负

链 RNA 上包括两种启动子,一种位于 3’附近,用于

合成子代病毒的正链基因组 RNA,另一种位于内

部,是亚基因组的启动子 ( subgenomic
 

promoter,
SGP)。 SGP 的活性受病毒 RNA 序列和二级结构的

影响。 合成亚基因组时,RdRp 结合于 SGP 并直接

生成正链亚基因组。 Miller 等[5] 最早在 BMV 病毒

中证实了内部起始模型的成立,随后发现其他植物

病毒如 TMV、 BYDV、 大麦条纹花叶病毒 ( barley
 

stripe
 

mosaic
 

virus,BSMV)等也通过这种方式完成亚

基因组的产生[12-13] ,部分正链 RNA 动物病毒如辛

德毕 斯 病 毒 ( sindbis
 

virus, SV ) 和 杯 状 病 毒 科

(caliciviridae)病毒的亚基因组也通过内部起始的方

式合成[14-15] 。
(2) 提前终止模型:在合成 RdRp 后,病毒在

RdRp 作用下合成负链 RNA 的过程中遇到终止信号

使合成终止,产生负链亚基因组,再以此为模板合

成正链亚基因组,而不将正链基因组转至全长负

链。 此模型的另一种机制为 RdRp 合成全长负链

后,在以负链为模板合成亚基因组的过程中遇到终
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止信 号 使 合 成 终 止。 研 究 表 明 环 曲 病 毒 属

(toroviruses)、乙型野田村病毒属( betanodaviruses)
等病毒采用提前终止的方法合成亚基因组[16-17] 。

(3)前导启动转录模型:合成全长负链后,以负

链为模板合成亚基因组,遇到 5’前导序列之后的前

导 转 录 调 控 序 列 ( leader-transcription
 

regulating
 

sequences,TRS-L)后停止,跳跃至目的亚基因组上

游的体转录调控序列 ( body-transcription
 

regulating
 

sequences,TRS-B),然后沿着 5’-3’的方向继续合成

亚基因组[1] 。
(4)不连续转录模型:与前导启动转录模型的

区别在于不连续转录模型不生成全长负链,而是直

接利用正链基因组合成负链亚基因组,合成过程中

遇到目的亚基因组上游的 TRS-B 时暂停,TRS-B 促

进负链 RNA 向 5’端的 TRS-L 移位从而促进负链亚

基因组的合成[11,18] ,再以此为模板合成正链亚基

因组。
前导启动转录模型和不连续转录模型的关键

是病毒基因组中的转录调控序列 ( transcription
 

regulating
 

sequences,TRS),这两种模型最初被提出

用于解释套式病毒目( nidovirales)下病毒的亚基因

组的产生,但随着研究的不断深入,研究者普遍认

为套式病毒目下病毒通过不连续转录模型完成亚

基因组的合成[11,19] 。
上述 4 种被广泛认可的模型大多产生具有相同

3’末端的亚基因组,通过产生亚基因组来完成子代

病毒复制的策略可能是由于病毒的大小有限,基因

的表达需要与其他基因共享顺式作用元件[2] ,这一

策略也实现了病毒基因在数量和时间上的差异表

达[1] 。 冠状病毒在分类地位中为套式病毒目下成

员,其亚基因组的合成也是通过不连续转录来完

成的。

2　 Beta 属冠状病毒及其亚基因组

　 　 Beta 冠状病毒属与 Alpha 冠状病毒属( alpha
 

coronavirus )、 Gamma 冠 状 病 毒 属 ( gamma
 

coronavirus) 同 属 于 套 式 病 毒 目 下 冠 状 病 毒 科

(coronaviriade)冠状病毒亚科(coronavirinae)。 已知

可以感染人类并引起呼吸道疾病的 7 种冠状病毒

中,有 5 种属于 Beta 冠状病毒属: HCoV-OC43、
HCoV-HKU、 SARS-CoV、 MERS-CoV 和 SARS-CoV-
2[20-21] 。 HCoV-OC43、HCoV-HKU1 感染主要引起常

见的自限性上呼吸道疾病, SARS-CoV、 MERS-CoV

和 SARS-CoV-2 的感染可发展为严重的、甚至危及

生命的呼吸道疾病和肺部损伤[22] 。 Beta 冠状病毒

属成员均为单正链 RNA 病毒,病毒颗粒中的核衣壳

蛋白(nucleocapsid
 

protein,N)形成的螺旋衣壳与基

因组 RNA 组成复合体,其外包被囊膜,囊膜上的主

要蛋白有纤突蛋白( spike,S)、膜蛋白( membrane,
M)和包膜蛋白(envelope,E)。

冠状病毒是已知的 RNA 病毒中基因组最大的

病毒,病毒 5’非翻译区(untranslated
 

region,UTR)之

后的 开 放 阅 读 区 1ab ( open
 

reading
 

frame
 

1ab,
ORF1ab)占据了基因组将近 2 / 3 的长度,ORF1ab 下

游为结构蛋白、辅助蛋白合成相关的基因组,基因

组的末端为 3’
 

UTR。 研究表明所有冠状病毒的基

因组都具有 5’-复制酶-S-E-M-N-3’这样一段固定的

结构[23] 。
冠状病毒与宿主细胞膜结合进入细胞后,以正

链基因组 RNA 为模板,依赖宿主中的酶对 ORF1a
和 ORF1ab 进行翻译,产生 pp1a 和 pp1ab 这两个大

的多肽,剪切拼接后形成病毒的复制酶蛋白。 正链

基因组在复制酶的作用下产生全长负链基因组,并
以此作为子代基因组合成的模板。 子代病毒的产

生还需要结构蛋白和辅助蛋白的作用,但与复制酶

蛋白不同的是,结构蛋白和辅助蛋白的合成以亚基

因组为模板。 包括 Beta 冠状病毒属在内的所有套

式病毒目下的病毒都采用“不连续转录模型”完成

亚基因组的合成[24] 。
冠状病毒正链亚基因组主要由 5’ 前导序列、

TRS 和目的蛋白基因到 3’polyA 尾的序列三部分组

成。 研究已经证实冠状病毒 mRNA 的翻译依赖于

5’端的帽结构[25] ,且 5’前导序列可以保护亚基因

组序列, 有利于病毒亚基因组和相关蛋白的积

累[26-27] 。 TRS 是亚基因组不连续合成时跳跃的关

键位点,由核心序列、5’和 3’的侧翼序列三部分构

成[28] ,其中最关键的是核心序列,核心序列是一段

高度保守的序列,SARS-CoV 与 SARS-CoV-2 的核心

序列均为 5’-ACGAAC-3’ [29-31] ,MERS-CoV 的核心

序列为 5’-AACGAA-3’ [32] , HCoV-OC43 和 HCoV-
HKU1 的核心序列为七聚体 5’-UCUAAAC-3’ [21] 。
除了最小的亚基因组外,其余的亚基因组都包含多

个开放阅读框(open
 

reading
 

frame,ORF),但在翻译

时只有靠近 5’端的 ORF 被翻译。 因此,尽管大多

数亚基因组在结构上是多顺反子,但在功能上是单

顺反子[1] 。 除了作为翻译模板外,目前并未发现冠
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状病毒亚基因组在其他调控病毒基因复制等方面

的作用。
冠状病毒在包装成子代颗粒时选择性的包装

RNA 分子,对于基因组 RNA 的选择是通过一种指

定选择性包装的 RNA 元件来实现的,但在亚基因组

RNA 中没有发现这种元件,因此亚基因组 RNA 不

会被整合到成熟的病毒颗粒中[24] 。

3　 Beta 冠状病毒亚基因组的检测

　 　 此前关于动物病毒亚基因组的研究主要针对

黄病毒属 ( flavivirus)、 丙型肝炎病毒 ( hepatitis
 

C
 

virus,HCV ) 和戊型肝炎病毒 ( hepatitis
 

E
 

virus,
HEV)等,且大部分的研究集中在亚基因组相关的

分子机制[33-34] 、药物对亚基因组的作用[35] 等方面,
很少应用于复制能力检测。 SARS-CoV-2 爆发后,核
酸检测无法准确反应病毒活性,而病毒培养需要在

高等级生物安全实验室进行且等待结果时间长,对
于亚基因组的检测可以快速、灵敏分析病毒活性,
逐渐成为研究热点。

研究者已通过测序等手段证实了 SARS-CoV-2
亚基因组的存在。 Kim 等[36] 通过边合成边测序技

术(sequencing
 

by
 

synthesis,
 

SBS)和基于纳米孔的直

接 RNA 测 序 ( nanopore-based
 

direct
 

RNA
 

sequencing, DRS) 两种互补的方法测定了 SARS-
CoV-2 的基因组和亚基因组,证实了 SARS-CoV-2 使

用 TRS 介导的模板转换机制进行不连续转录来产

生亚基因组。 结果显示,SARS-CoV-2 可以产生 9 种

不同的亚基因组,其中 N 亚基因组是表达最丰富的

转录本,其次是 S、ORF
 

7a、ORF
 

3a、ORF
 

8、M、E、
ORF

 

6 和 ORF
 

7b。 Doddapaneni 等[37] 研究表明,通
过捕获富集的方法,无需进行培养就可以从患者样

本中获得全长基因组和亚基因组读数。
亚基因组的检测与病毒培养之间的相关性已

经得到证实。 Kim 等[38] 对 20 个 COVID-19 患者的

189 个样本进行病毒载量以及亚基因组检测,并进

行细胞培养。 结果显示病毒培养阳性和亚基因组

检测阳性的平均持续时间分别为出现症状后

(11. 39±10. 34) d 和(13. 75±11. 22) d(P< 0. 437),
而病毒载量阳性平均持续时间为出现症状后

(22. 85±11. 83)d(P<0. 001),与病毒培养结果之间

有显著统计学差异,从而提示病毒亚基因组检测特

异性强于病毒载量的检测。 Perera 等[39] 收集了新

冠感染患者感染后 70 d 内的上呼吸道样本进行检

测,结果显示样本亚基因组的检测阳性和病毒培养

结果阳性持续时间一致,表明亚基因组结果与病毒

培养具有高度的相关性,可以通过检测亚基因组快

速判断病毒活性。 Dagotto 等[40]对感染 SARS-CoV-2
的恒河猴的病毒载量以及亚基因组进行连续监测,
结果显示,对病毒载量的检测无法区分输入的病毒

和体内新复制合成的病毒,而对于亚基因组的检测

更适合测定体内活跃复制的病毒。
亚基因组的常规检测可以通过微滴式数字

PCR ( droplet
 

digital
 

PCR, ddPCR ) 进行。 Oranger
等[41]建立了通过 ddPCR 测定 SARS-CoV-2

 

N、S 亚

基因组的方法。 ddPCR 是第三代 PCR 技术,灵敏度

高、特异性强,不依赖于标准曲线和内参基因就可

以对目的片段进行绝对定量,但检测成本较高,不
适用于快速大批量的检测。 实时荧光定量 PCR
(real-time

 

quantitative
 

PCR,RT-qPCR) 技术成熟稳

定、结果可靠、灵敏度和特异性也较高,通过 RT-
qPCR 检测亚基因组是目前大多数研究中使用的方

法。 Wölfel 等[29] 最先建立了 RT-qPCR 检测 SARS-
CoV-2

 

亚基因组的方法,研究者收集了新冠感染初

期患者痰液、唾液和粪便标本对标本中亚基因组复

制情况进行检测,结果显示痰液标本中亚基因组复

制明显,从而推测在感染初期病毒主要在上呼吸道

进行复制。

4　 亚基因组检测的应用

　 　 亚基因组是病毒进入细胞开始复制时才产生

的,且亚基因组检测与病毒培养结果具有高度的相

关性,所以亚基因组成为判断活病毒复制能力的检

测指标之一。 SARS-CoV-2 大流行的情况下,对于新

冠病毒亚基因组的检测被广泛开发,目前新冠病毒

亚基因组检测已经应用于样本检测、动物模型评

价、药物 / 疫苗有效性评价等多个方面[42-43] 。
4. 1　 亚基因组检测在临床检测中的应用

　 　 Casagrande 等[44] 对新冠死亡患者的角膜进行

病毒载量、亚基因组检测以及免疫组化等研究,从
而评价角膜移植时 SARS-CoV-2 传染的可能性。
Truong 等[45]研究免疫功能低下的人群感染 SARS-
CoV-2 后病毒亚基因组的变化,以判断病毒传染性

的变化。 亚基因组检测与病毒活性高度相关,临床

上可与病毒载量等指标结合判断患者体内病毒复

制情况,助力研究者深入分析病毒感染人体后的复

制情况,从而帮助改进隔离政策、缓解资源紧张。
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4. 2　 亚基因组检测在动物模型中的应用

　 　 已有研究者在动物模型评价中通过亚基因组

的检测来判断病毒复制情况。 Haddock 等[46] 研究

猪对新冠病毒的易感性实验中,发现个别样本中有

核酸阳性的情况,但亚基因组的检测均为阴性,说
明偶有的核酸阳性为病毒核酸片段残留,结合病理

证实了 3 周龄的“约克猪” 不是新冠的易感动物。
Falach 等[47] 研究肺损伤是否影响 CD-1 小鼠对

SARS-CoV-2 易感性时,检测分析不同组别小鼠肺组

织的病毒载量、亚基因组含量等指标,证实了预先

造成肺损伤会使 CD-1 小鼠对 SARS-CoV-2 敏感,表
现出严重的肺部损伤和高死亡率。 另外, Carroll
等[48] 利用仓鼠模型评价 SARS-CoV-2 突变株 B.
1. 427 / 1. 429 与 B. 1 的致病力差异时,也通过检测

咽拭子的亚基因组来评价病毒的复制能力。
动物模型是探索新冠病毒病理学、免疫学、传

播途径和发病机制的重要一环,也是疫苗和药物从

实验室走向临床中不可或缺的一部分,对于疫情防

控有着重要意义。 通过亚基因组检测与病毒载量、
病理图片等结果综合分析,可以更好的判断病毒在

动物体内复制情况,完善实验室动物模型评价体

系,助力疫情防控工作。
4. 3　 亚基因组检测在药物 /疫苗有效性评价中的

应用

　 　 亚基因组的检测也被应用于药物、疫苗有效性

评价中。 截至 2022 年 3 月 2 日,共 10 种新冠疫苗

列入 世 界 卫 生 组 织 ( World
 

Health
 

Organization,
 

WHO)发布的紧急使用清单中[49] , 其中 Moderna
 

mRNA-1273 和 ChAdOx1
 

nCoV-19 ( AZD1222) 两种

疫苗前期对动物保护作用的研究中,研究者通过检

测支气管肺泡灌洗液或肺组织样品中病毒亚基因

组 以 评 价 病 毒 复 制 能 力[50-52] 。 评 价 mRNA
 

BNT162b2 疫苗完全接种后对 SARS-CoV-2 感染的

保护作用时,采集人员鼻咽拭子和唾液样品并进行

病毒基因组和亚基因组病毒 RNA 检测[53] 。 此外,
样本中亚基因组检测也用于反应抗体 DH1052、瑞
德西韦等[54-55]是否可以抑制新冠病毒的复制。

Sia 等[56]研究证明了病毒高载量与具备传染性

之间没有必然联系,因此仅通过检测病毒载量无法

准确判断病毒复制能力,也就无法准确衡量药物或

疫苗治疗效果,通过亚基因组检测可以提高活病毒

的检出率,从而有助于判断药物疫苗治疗对病毒复

制的抑制效果,完善实验室药物、疫苗评价体系,助

力药物、疫苗开发工作。

5　 总结与展望

　 　 SARS-CoV-2 已持续流行 2 年,未来一段时间内

也将 与 人 类 共 存。 控 制 2019 冠 状 病 毒 病

(coronavirus
 

disease
 

2019,COVID-19)大流行的一种

有效策略是开发快速识别和隔离 SARS-CoV-2 感染

者的高精度方法。 研究者们利用多种技术检测其

亚基因组以便于快速判断病毒活性,对于疫情防控

有着积极意义。 未来可以尝试利用反转录重组聚

合 酶 介 导 恒 温 扩 增 技 术 ( reverse
 

transcription
 

recombinase
 

add
 

amplification, RT-RAA) 快速扩增,
并与侧向流试纸条结合( lateral

 

flow
 

dipstick,LFD)
使结果可视化,开发可行的 SARS-CoV-2 亚基因组

快速诊断方法对于节约资源和改进隔离政策将发

挥重要作用。
此外,病毒的亚基因组不仅是蛋白合成的模

板,还在病毒复制和重组中发挥一定作用,可以作

为抗病毒的潜在作用靶点。 亚基因组检测的发展

需要继续对亚基因组产生的机制进行更为深入的

研究,目前对于 Beta 属冠状病毒亚基因组产生过程

中涉及到的长距离 RNA-RNA 相互作用的元件、亚
基因组的代谢周期及其在病毒感染和发病机制中

的各种作用尚有待阐明。 亚基因组的检测可以深

入探索相关分子机制,有利于制定有效的病毒预防

策略,同时可以完善实验室动物模型创建及药物疫

苗有效性评价体系,助力研究者快速高效开展实验

研究,对于疫情防控有着重要意义。
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