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摘　要：Ｈ５Ｎ１病毒是一种对人高致死性的流感病毒亚型。为探索 Ｈ５Ｎ１病毒高毒性原因，对 Ｈ５Ｎ１病毒感染

细胞开展了病毒源小ＲＮＡ研究。结果显示，Ｈ５Ｎ１感染细胞中病毒源小ＲＮＡ比例高；Ｈ５Ｎ１病毒小ＲＮＡ的分

布没有末端偏好；病毒源小ＲＮＡ中存在１条定位于颈环结构的ｓＲＮＡ；Ｈ５Ｎ１病毒ＮＳ１蛋白５个关键氨基酸缺

失可能与 Ｈ５Ｎ１、Ｈ１Ｎ１小ＲＮＡ谱的差异有关。它们为揭示 Ｈ５Ｎ１病毒的高致死性机制提供了重要遗传基础，

为高致死性流感的预防提供了参考靶点。

关键词：流感病毒；Ｈ５Ｎ１；Ｈ１Ｎ１；小ＲＮＡ

中图分类号：Ｒ３７３．１　　　　文献标识码：Ａ　　　　文章编号：１６７２ ７５５Ｘ（２０１８）０２ ００７０ ０５

收稿日期：２０１８ ０３ ２０

作者简介：藏新源（１９９１—），男，江苏连云港人，硕士研究生，主要从事生物信息学研究。

通信作者：张长青（１９７４—），男，山西运城人，教授，博士，主要从事园艺生物信息学研究。

王进（１９６３—），女，江苏盐城人，教授，博士，主要从事生物信息学研究。

犛狋狌犱狔狅狀狋犺犲犛犿犪犾犾犚犖犃犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犘狉狅犳犻犾犲狅犳犐狀犳犾狌犲狀狕犪犞犻狉狌狊犎５犖１

ＺＡＮＧＸｉｎｙｕａｎ
１，２，ＬＩＸｉｈａｎ１

，２，ＺＨＡＮＧＣｈａｎｇｑｉｎｇ
３，ＷＡＮＧＪｉｎ１

，２

（１．ＮａｎｊｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎａｎｊｉｎｇ２１００２３，Ｃｈｉｎａ；

２．ＮａｎｊｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＳｔａｔｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＰｈａｍａｃｅｕｔｉｃａｌＢｌｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｎａｎｊｉｎｇ２１００２３，Ｃｈｉｎａ；

３．ＪｉｎｌｉｎｇＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｎａｎｊｉｎｇ２１１１６９，Ｃｈｉｎａ）

犃犫狊狋狉犪犮狋：Ｈ５Ｎ１ｖｉｒｕｓｉｓａｈｉｇｈｌｙｌｅｔｈａｌｓｕｂｔｙｐｅｏｆｈｕｍａｎｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓ．Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｅｘｐｌｏｒｅ

ｔｈｅｃａｕｓｅｓｏｆＨ５Ｎ１ｓｈｉｇｈｖｉｒｕｌｅｎｃｅ，ａｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｍａｌｌＲＮＡｐｒｏｆｉｌｅｆｒｏｍｖｉｒｕｓｗａｓｃａｒｒｉｅｄ

ｏｕｔａｇａｉｎｓｔｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＨ５Ｎ１．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｈｉｇｈｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｓｍａｌｌＲＮＡｉｎＨ５Ｎ１

ｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｓＲＮＡｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍ Ｈ５Ｎ１ｄｏｎｏｔｈａｖｅｔｈｅｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｔｏｌｏｃａｔｅｏｎｔｈｅ

ｔｅｒｍｉｎａｌｏｆｔｈｅＲＮＡｓｅｇｍｅｎｔｏｆｔｈｅｖｉｒｕｓ．Ｔｈｅｒｅｗａｓ１ｓＲＮＡｌｏｃａｔｅｄｉｎａｓｔｅｍｌｏｏｐｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．

ＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｓｍａｌｌＲＮＡｆｒｏｆｉｌｅｓｂｅｔｗｅｅｎＨ５Ｎ１ａｎｄＨ１Ｎ１ｍａｙｒｅｌａｔｅｔｏａｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆ５

ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｏｆＨ５Ｎ１．Ｔｈｅｓｅｒｅｓｕｌｔｓｐｒｏｖｉｄｅａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｇｅｎｅｔｉｃｂａｓｉｓｆｏｒｒｅｖｅａｌｉｎｇｔｈｅｈｉｇｈｌｙ

ｌｅｔｈａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＨ５Ｎ１ｖｉｒｕｓ，ａｎｄｐｒｏｖｉｄｅａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｆｏｒｔｈｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆｈｉｇｈｌｙｌｅ

ｔｈａｌｉｎｆｌｕｅｎｚａ．
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流感病毒是常见的呼吸道致病病原体，有Ａ、Ｂ、Ｃ三种亚型。流感病毒是负链ＲＮＡ病毒，有８个基因片

段，一般编码ＰＢ２、ＰＢ１、ＰＡ、ＨＡ、ＮＰ、ＮＡ、Ｍ１、Ｍ２、ＮＳ１、ＮＥＰ１０种蛋白
［１］。根据病毒表面的血细胞凝集素

ＨＡ和神经氨酸酶ＮＡ的抗原特征将流感病毒分为不同亚型，现在共发现１８个ＨＡ和１１个ＮＡ亚型
［２］。

Ｈ５Ｎ１病毒在１９９７年被首次报道，是一种高致死性的流感病毒亚型。截至２０１４年７月２７日，Ｈ５Ｎ１
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病毒已经在１６个国家造成了６６７例感染，其中３９３例死亡
［３］。Ｈ５Ｎ１病毒相比于 Ｈ１Ｎ１会诱发更多的炎

性细胞因子表达，尤其是干扰素β和细胞凋亡因子α，而过量炎性细胞因子的表达是引发患者急性呼吸窘

迫综合征（ＡＲＤＳ）的重要原因
［４］。

近年来，小ＲＮＡ（ｓＲＮＡ）的作用日益受到关注。病毒来源的小ＲＮＡ譬如病毒编码的 ｍｉＲＮＡ可以

靶向宿主基因和病毒自身基因，在宿主细胞内创造一个更适合病毒增殖的环境［５］，同时宿主ｍｉＲＮＡ也可

以靶向作用病毒的转录本来抵御病毒的感染［６７］。因此在病毒与宿主细胞构成的复杂基因调控系统中，

小ＲＮＡ具有广泛而重要的作用。本研究试图通过分析比较Ｈ５Ｎ１病毒感染中的小ＲＮＡ谱，在全基因组

尺度上研究Ｈ５Ｎ１病毒来源ｓＲＮＡ的表达特征，从小ＲＮＡ角度认识Ｈ５Ｎ１高毒性的分子机制。

１　数据来源与方法

１．１　犎１犖１、犎５犖１病毒感染 犕犇犆犓细胞的小犚犖犃测序数据

分别以Ｈ１Ｎ１（毒株 Ａ／Ｎａｎｃｈａｎｇ／１６Ａ／１９９９，简称 ＮＣ９９）和 Ｈ５Ｎ１（毒株 Ａ／Ｊｉａｎｇｓｕ／１／２００７，简称

ＪＳ０７）病毒感染 ＭＤＣＫ细胞，得到 Ｈ１Ｎ１感染组、Ｈ５Ｎ１感染组和 ＭＯＣＫ组（未感染组）样本。然后对三

组样本进行ｓｏｌｅｘａ小ＲＮＡ测序。

１．２　犎１犖１（犖犛１敲除）病毒感染犃５４９细胞的小犚犖犃测序数据

该数据来源于ＧＥＯ数据库（编号ＧＳＭ２３７５０６１）。敲除 Ｈ１Ｎ１（毒株Ａ／ＰｕｅｒｔｏＲｉｃｏ／８／３４，简称ＰＲ８）

病毒犖犛基因片段的５７至５２８位碱基后，以该毒株（简称ＰＲ８ｄｅｌＮＳ１）感染Ａ５４９细胞，然后对样本进行

小ＲＮＡ深度测序。该处理称为Ｈ１Ｎ１ｄｅｌＮＳ１组。

１．３　测序数据分析

对测序结果进行质控，包括去接头，去除低质量序列和含Ｎ序列后，使用Ｂｏｗｔｉｅ１
［８］软件，以病毒的基

因组为模板进行同源比对分析。用 Ｍｉｒｄｅｅｐ２
［９］软件预测 Ｈ５Ｎ１病毒基因组中潜在的 ｍｉＲＮＡ前体式的

茎环结构，并对预测出的小ＲＮＡ用Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ
［１０］软件进行靶点预测。

１．４　犖犛１蛋白序列比对

使用ｃｌｕｓｔａｌＸ２
［１１］软件对本研究中涉及到的三个毒株和毒株 Ａ／Ｖｉｅｔｎａｍ／１２０３／２００４（Ｈ５Ｎ１）的ＮＳ１

蛋白序列进行序比对，分析 Ｈ５Ｎ１病毒ＮＳ１蛋白的特性。

２　结果与分析

２．１　病毒感染细胞小犚犖犃测序分析

图１　受流感病毒感染细胞中病毒源的小犚犖犃所占的比例

分别以Ｈ１Ｎ１病毒和 Ｈ５Ｎ１病毒感染 ＭＤＣＫ

细胞，并对两组感染细胞和一组 ＭＤＣＫ细胞测序

分析。结果发现，病毒来源的ｓＲＮＡ（简称病毒源

ｓＲＮＡ）在三组细胞中存在的比例存在差异。如图１

所示，Ｈ５Ｎ１组与Ｈ１Ｎ１ｄｅｌＮＳ１组中都产生了大量

的病毒源ｓＲＮＡ，分别为１．７％和１．４２％。Ｈ１Ｎ１

ｄｅｌＮＳ１组病毒源ｓＲＮＡ的表达量明显高于 Ｈ１Ｎ１

野生型组。Ｈ５Ｎ１组中病毒源ｓＲＮＡ 亦较 Ｈ１Ｎ１

明显升高，暗示了Ｈ５Ｎ１组中病毒源ｓＲＮＡ的高比

例可能与 Ｈ５Ｎ１的ＮＳ１蛋白特性有关。

２．２　病毒源狊犚犖犃的基因分布

鉴于功能性ｓＲＮＡ长度多集中于２２ｎｔ附近
［１２］，笔者进一步比较了 Ｈ５Ｎ１组和 Ｈ１Ｎ１ｄｅｌＮＳ１组中

２０～２５ｎｔ长的病毒源ｓＲＮＡ在流感病毒８个基因片段的分布。

如图２所示，Ｈ５Ｎ１组和Ｈ１Ｎ１ｄｅｌＮＳ１组中，病毒源ｓＲＮＡ在８个基因片段均有分布，且在犖犃基因

上分布较少。但Ｈ５Ｎ１组中病毒源ｓＲＮＡ更倾向于分布在基因片段内部，而 Ｈ１Ｎ１ｄｅｌＮＳ１组中则更倾

１７
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向于分布在基因片段两端１５０ｎｔ内。它们分别占到了病毒源ｓＲＮＡ的７６．１％和６６．７％，表明 Ｈ５Ｎ１组

和Ｈ１Ｎ１ｄｅｌＮＳ１组中病毒源ｓＲＮＡ存在大量的个体差异。

（ａ）

（ｂ）

图２　狏狊犚犖犃在病毒基因组上的分布

注：（ａ）为 Ｈ１Ｎ１ｄｅｌＮＳ１组病毒源ｓＲＮＡ在病毒基因组上的分布；（ｂ）为 Ｈ５Ｎ１组病毒源ｓＲＮＡ在病毒基因组上的分布。蓝色为来自

于病毒正链的ｓＲＮＡ，红色为来自于病毒负链的ｓＲＮＡ。图ａ犖犛基因纵坐标为其它图的１０倍。

２．３　病毒源狊犚犖犃中的犿犻犚犖犃预测

已有报道，病毒源ｓＲＮＡ能通过ＲＮＡ干涉机制发挥抗病毒作用
［１３］，所以，为识别病毒源ｓＲＮＡ中的

功能性ｓＲＮＡ，笔者首先从Ｈ５Ｎ１组中筛选出了表达丰度在前１０的ｓＲＮＡ（表１）。

分析１０条ｓＲＮＡ在流感病毒基因片段上的分布发现，它们集中在犖犘、犘犅１、犘犃、犕４个基因片段

上，其中犘犅１基因片段和犖犘基因片段上各有４条ｓＲＮＡ，其它两个基因片段则各１条。分析它们的基

因位置发现，７条ｓＲＮＡ位置在基因片段内部，３条在基因片段两端１５０ｂｐ内。它们的读体测序数均超过

了９００次。

进一步利用 Ｍｉｒｄｅｅｐ２软件对高丰度ｓＲＮＡ基因组位置两边序列进行颈环结构预测发现，ｓＲＮＡ１处

于一个颈环结构之中（图３）。该颈环结构位于Ｈ５Ｎ１病毒的犖犘基因片段负链上，对应着图２ｂ中犖犘基

因片段负链上的最高峰位置。进一步预测ｓＲＮＡ１的靶基因发现，犆犔犆犖６（氯离子电压门控通道基因）、

犆犚犘（Ｃ反应蛋白基因）和犞犐犔１（绒毛蛋白基因）均可成为其调控靶点。

图３　狊犚犖犃１序列在基因组中包含于犿犻犚犖犃前体式的颈环结构

２７
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表１　犎５犖１病毒感染中高表达的狏狊犚犖犃

名称 基因 位置 链 读体次数 序列

ｓＲＮＡ１ 犖犘 ｍｉｄｄｌｅ － ２９３３ ＣＵＣＵＣＧＵＵＣＵＣＵＧＡＵＡＵＧＵＧＧＣＡＵＣ

ｓＲＮＡ２ 犘犅１ ｍｉｄｄｌｅ － ２３８２ ＣＡＡＵＵＵＣＣＡＵＣＧＵＵＵＣＡＡＧＡＣＡＣＧ

ｓＲＮＡ３ 犖犘 ｍｉｄｄｌｅ ＋ ２０４６ ＡＡＵＧＧＡＣＣＣＣＡＧＧＡＵＧＵＧＣＵＣ

ｓＲＮＡ４ 犘犃 ｍｉｄｄｌｅ ＋ １６９９ ＡＵＵＧＵＡＧＡＡＣＣＵＧＧＣＧＡＵＣＣＧＡＡＵ

ｓＲＮＡ５ 犕 ｔｕｒｍｉｎａｌ ＋ １６４１ ＣＡＧＡＡＵＧＣＵＧＵＧＧＡＵＧＵＵＧＡＣＧ

ｓＲＮＡ６ 犘犅１ ｍｉｄｄｌｅ － １５３５ ＡＡＵＵＣＣＣＣＵＵＵＧＡＣＵＣＧＵＡＵＵＧ

ｓＲＮＡ７ 犖犘 ｔｕｒｍｉｎａｌ ＋ １２５１ ＡＡＣＣＣＧＡＵＣＧＵＧＣＣＵＵＣＣＵＵＵＧＡＣ

ｓＲＮＡ８ 犖犘 ｍｉｄｄｌｅ ＋ １１９４ ＧＡＡＵＧＧＡＣＣＣＣＡＧＧＡＵＧＵＧＣＵＣＵＣ

ｓＲＮＡ９ 犘犅１ ｔｕｒｍｉｎａｌ － １０２０ ＵＣＡＡＧＡＡＡＡＧＵＡＡＡＧＵＣＧＧＡＵＵＧ

ｓＲＮＡ１０ 犘犅１ ｍｉｄｄｌｅ － ９５５ ＡＡＧＡＵＵＵＣＵＡＵＡＧＵＧＵＵＧＧＣＣ

　注：ｔｕｒｍｉｎａｌ表示ｓＲＮＡ序列来自基因片段末端１５０ｎｔ区域，ｍｉｄｄｌｅ表示来自非末端１５０ｎｔ区域。

２．４　犎５犖１病毒的犖犛１蛋白分析

已有研究报道，犖犛基因具有减弱流感病毒致病能力的作用
［１４］，故推测 Ｈ５Ｎ１病毒的高毒性与其独

特的犖犛基因有关。为此，笔者在蛋白层次上，分析了 Ｈ５Ｎ１病毒和 Ｈ１Ｎ１病毒不同毒株间ＮＳ１序列差

异（图４）。结果发现，Ｈ５Ｎ１病毒在ＮＳ１蛋白的８０～８４位保守性地缺失了５个氨基酸残基，而这５个氨

基酸残基位置正是前人报道的ＲＮＡ结合结构域与效应子结构之间的连接区域
［１５］。可见，Ｈ５Ｎ１病毒中

ＮＳ１蛋白氨基酸的缺失与其高致病性存在着功能上的关联。

图４　不同流感病毒毒株的犖犛１蛋白的序列比对结果

３　结论与讨论

病毒源ｓＲＮＡ通过ＲＮＡ干涉机制发挥抗病毒作用的研究早在１０年前就已经开始
［１３］，然而在很多种

病毒感染的细胞中都难以检测出显著量的病毒源ｓＲＮＡ
［１６］。最近研究发现，Ｈ１Ｎ１病毒的ＮＳ１蛋白会显

著抑制宿主Ｄｉｃｅｒ酶的功能，但删除犖犛基因片段使其ＮＳ１蛋白丧失功能后，病毒源ｓＲＮＡ的量会显著增

加［１２］。所以推测本研究中发现的Ｈ５Ｎ１病毒感染细胞中病毒源ｓＲＮＡ高丰度现象与发现的ＮＳ１蛋白关

键氨基酸缺失现象相关，前者可能是后者功能缺失的表现。另外，埃博拉病毒编码的ＶＰ３５蛋白可以通过

抑制Ｄｉｃｅｒ的功能有效地抑制病毒源ｓＲＮＡ的产生
［１２，１７］，而其对Ｄｉｃｅｒ功能的抑制是通过与Ｄｉｃｅｒ的辅助

蛋白ＴＡＲＢＰ２和ＰＲＫＲＡ的蛋白质互作来实现的
［１７］。在ＩｎｔＡｃｔ

［１８］数据库中检索ＮＳ１蛋白与宿主蛋白

的互作关系，发现ＮＳ１与ＴＡＲＢＰ２和ＰＲＫＲＡ的互作关系有多次报道。所以，ＮＳ１对病毒源ｓＲＮＡ的抑

制功能很有可能也是通过与ＴＡＲＢＰ２和ＰＲＫＲＡ的作用抑制了Ｄｉｃｅｒ功能来实现的。而 Ｈ５Ｎ１病毒的

ＮＳ１蛋白因为在两个结构域的连接部位缺少了５个氨基酸残基，有可能影响了两个结构域的相对位置，

进而影响了ＮＳ１和ＴＡＲＢＰ、ＰＲＫＲＡ的蛋白质互作。

Ｈ１Ｎ１ｄｅｌＮＳ１中，病毒源ｓＲＮＡ主要分布在基因片段两端１５０ｎｔ范围内，这主要与病毒基因片段末

端的双链ＲＮＡ切割有关。而在 Ｈ５Ｎ１病毒中，虽然基因片段末端双链依然是重要的小ＲＮＡ来源，但病

毒基因组的其它位置通过折叠成颈环结构等方式对病毒源ｓＲＮＡ产生的贡献较之更大。我们推测，病毒

基因片段末端产生的小ＲＮＡ或许是病毒基因片段失去了ＮＳ１保护后的被动产物，而 Ｈ５Ｎ１病毒可能在

协同进化中，获得了更为主动地产生小ＲＮＡ的功能。

３７
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另外，ＮＳ１对流感病毒的致病力至关重要。Ｈ１Ｎ１病毒的犖犛基因片段重组到Ｈ５Ｎ１病毒基因组上，

Ｈ５Ｎ１病毒的致病性会明显下降
［１４］。故推测，本研究发现的 ＮＳ１蛋白关键氨基酸缺失现象极可能是

Ｈ５Ｎ１病毒高毒性关键性机制。
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