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猴痘病毒密码子偏爱性变迁分析*
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【摘要】 目的 了解猴痘病毒(mpox)密码子使用偏爱性特点,探讨影响其密码子使用偏爱性的主要因素。 方法 从

NCBI数据库中下载1
 

260条mpox全基因编码序列,选择包括6种突变明显的蛋白编码序列(包括3个毒力基因和3个

膜蛋白),运用软件CodonW、EMBOSS、IBM
 

SPSS
 

Statistics
 

26和SigmaPlot
 

14.0进行数据分析和绘图分析。 结果 
mpox

 

6种蛋白ENC取值范围为40.65~52.24,CAI均值为0.64±0.03。ENC-plot、中性绘图及PR2-plot分析表明突

变为影响 mpox密码子偏爱性的主要因素。基于密码子使用偏爱性的聚类分析显示6种蛋白聚类相似,其中2003-2016
毒株和标准株Zaire-96-I-16聚为一类,2017-2021和2022至今的毒株聚为一类。 结论 mpox

 

6种蛋白密码子主要受

突变的影响,其偏爱性有增加趋势。2017年以后的毒株密码子偏爱性发生较大改变,需要进一步加强监测。
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【Abstract】 Objective To
 

understand
 

the
 

codon
 

usage
 

preference
 

of
 

monkeypox
 

virus
 

(mpox)
 

and
 

explore
 

the
 

main
 

factors
 

affecting
 

the
 

codon
 

usage
 

preference. Methods A
 

total
 

of
 

1
 

260
 

full-length
 

mpox
 

gene
 

coding
 

sequences
 

were
 

downloaded
 

from
 

the
 

NCBI
 

database,including
 

6
 

protein
 

coding
 

sequences
 

with
 

obvious
 

mutations
 

(including
 

3
 

virulence
 

genes
 

and
 

3
 

membrane
 

proteins).
 

Software
 

CodonW,EMBOSS,IBM
 

SPSS
 

Statistics
 

26
 

and
 

SigmaPlot
 

14.0
 

were
 

used
 

for
 

data
 

analysis
 

and
 

plot
 

analysis. Results The
 

ENC
 

values
 

of
 

the
 

six
 

mpox
 

proteins
 

ranged
 

from
 

40.65
 

to
 

52.24,and
 

the
 

mean
 

CAI
 

value
 

was
 

0.64±0.03.
 

ENC-plot,neutral
 

plot
 

and
 

PR2-plot
 

analysis
 

showed
 

that
 

mutation
 

was
 

the
 

main
 

factor
 

affecting
 

the
 

codon
 

preference
 

of
 

mpox.
 

Clustering
 

analysis
 

based
 

on
 

codon
 

usage
 

preference
 

showed
 

that
 

the
 

six
 

proteins
 

clustered
 

similar.
 

The
 

2003-2016
 

strains
 

clustered
 

with
 

standard
 

strain
 

Zaire-96-I-16,and
 

the
 

2017-2021
 

and
 

2022-present
 

strains
 

clustered
 

together. Conclusion The
 

codons
 

of
 

the
 

6
 

mpox
 

proteins
 

were
 

mainly
 

affected
 

by
 

mutations,and
 

their
 

preference
 

tended
 

to
 

increase.
 

The
 

codon
 

preference
 

of
 

the
 

strains
 

after
 

2017
 

has
 

changed
 

greatly,and
 

it
 

is
 

necessary
 

to
 

strengthen
 

the
 

monitoring.
【Key

 

words】 mpox;codon
 

preference;evolution

***猴痘病毒(mpox)感染引起人猴痘(human
 

mpox,

HMPX),该病自2022年5月以来在多个非地方性流

行地区和国家暴发。截至2023年7月,已有113个国

家和地区报告了超过8.8万例 HMPX实验室确诊病

例和150例死亡病例[1]。国内相继报告了多例猴痘确

诊病例,其中,仅2023年6月新增106例确诊病例。

mpox属于痘病毒科正痘病毒属,是一种包膜双

链线性DNA病毒,其基因组长度约为197
 

kb,共编码

200多种蛋白[2-3]。在目前的疫情中,mpox可能主要

通过密切接触传播[4]。mpox目前包括分支Ⅰ(刚果

盆地进化分支)和分支Ⅱ(西非进化分支)。分支Ⅰ病

毒感染患者临床症状相对较重,死亡率也更高[5]。

2022年疫情的演化支被认为是分支Ⅱ[6]。
密码子偏爱性是指生物在长期进化过程中对同义

密码子使用频率有所不同,从而形成的与其自身相适

应的一套常用密码子[7]。密码子偏爱性在外源蛋白的

表达和分子进化研究中尤为重要。基于密码子偏爱性

设计的基因表达载体可提高 mpox基因的表达水平,
这对探索物种进化和提高外源基因表达具有重要意

义,也能为开发新型抗mpox疫苗提供一定参考。
本研究筛选的6个蛋白编码基因分别为 mpox毒

力候选基因及经分析有较高变异率的 基 因,其 中

B10R、B19R、D10L为西非和刚果盆地分支的毒力候
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选基 因[8];B2R、B21R、G10R 是 包 膜 蛋 白,且 均 在

2022年mpox中出现新变体[9]。分析各蛋白密码子

使用偏爱性可以帮助了解其进化特点,为 mpox重组

疫苗和多表位疫苗的研发提供依据。

材料与方法

1 材料

1.1 基因序列 mpox蛋白基因编码序列(coding
 

DNA
 

sequence,CDS)下载自 NCBI(https://www.
ncbi.

 

nlm.nih.gov/labs/virus/)。

1.2 分 析 工 具  Codon
 

W 软 件 以 及 EMBOSS
 

(https://
 

www.bioinformatics.nl
 

emboss-explorer)
 

子程序CAI(codon
 

adaptation
 

index)和CUSP(Create
 

a
 

codon
 

usage
 

table),用于对目的基因密码子偏爱性

计算;IBM
 

SPSS
 

Statistics
 

26和SigmaPlot
 

14.0,用
于数据分析和绘图分析。

2 方法

2.1 密 码 子 相 对 适 应 度 (codon
 

adaptation
 

index,

CAI)分析 CAI用来衡量单个密码子的相对适应度

值[9],取值在0~1之间,若该值越接近于1,则表示其

适应性越强;反之则越弱。

2.2 有 效 密 码 子 数 (effective
 

number
 

of
 

codon,

ENC)分析 ENC指密码子偏离随机选择的程度,也
是衡量同义密码子不均等使用偏好程度的关键性指

标,取值在20~61之间,若该值等于20,则表示完全

偏倚;若等于61,则表示完全无偏倚[10]。

2.3 相对同义密码子使用度(relative
 

synonymous
 

codon
 

usage,RSCU)分析 RSCU用于检测基因中所

有同义密码子使用模式的变化。若该值小于1,表明

该密码子的实际使用频率小于其他同义密码子;若该

值大于1,表示该密码子的实际使用频率大于其他同

义密码子;若该值等于1,表示该密码子没有偏爱

性[11]。

2.4 ENC-plot优先密码数绘图分析 ENC-plot用

来分析ENC与GC3之间的分布关系。若基因位于标

准曲线附近则表明该基因的密码子偏爱性主要受到突

变的影响;若基因位于标准曲线较远的位置,则表明该

基因密码子偏爱性主要受自然选择的影响[12]。

2.5 中性绘图分析 中性绘图分析是通过对密码子

1、2位和第3位碱基的相关性进行分析,用于研究对

密码子偏爱性产生直接影响的主要因素[13]。以GC12
为纵坐标,GC3为横坐标绘图,回归系数越接近于0,
说明GC12与GC3相关性不显著,1、2、3位碱基组成

不同,密码子使用完全受自然选择的影响;回归系数等

于1,密码子使用完全受突变因素的影响。

2.6 PR2-plot绘图分析 PR2偏倚分析主要是为了

避免密码子的第3位碱基A与T以及C与G之间的

线性突变不平衡。以 A3/(A3+T3)为纵坐标,G3/
(G3+C3)为横坐标绘制散点图,以A=T且G=C为

中点,各散点代表其基因方向和偏倚程度[14]。

2.7 对应分析 对应分析(Correspondence
 

analysis,

CA)用于分析同义密码子使用偏爱性产生的主要原

因。运用CodonW进行基于RSCU值的对应分析,将
每个样本中所有基因区别分布在一个59维的向量空

间中,每个点代表一个同义密码子,通过分析前两轴的

相关性解释密码子使用的偏爱性[15]。

2.8 聚类分析 基于密码子偏爱性的聚类分析将

mpox各 蛋 白 绘 制 树 状 图,分 析 各 蛋 白 特 征 相 似

性[16-17]。

结 果

1 ENC、CAI分析

mpox
 

6个蛋白的ENC分析如图1,各蛋白ENC
分布范围为40.65~52.24(45.81±2.89),均大于35,
表明 mpox

 

6个蛋白基因组密码子使用偏爱性均较

弱。对各蛋白 ENC值作进一步分析,2022年至今

B10R
 

(t=33
 

269.178,P <0.05)和 B19R
 

(t=
92

 

406.804,P<0.05)
 

2种蛋白 ENC值较标准株

Zaire-96-I-16大,说明其密码子偏性减弱;而B2R
 

(t=
30

 

794.288,P<0.05)、B21R
 

(t=162
 

100.768,P<
0.05)、G10R

 

(t=38
 

650.573,P<0.05)和D10L
 

(t=
13

 

364.984,P<0.05)
 

4种蛋白ENC值相较标准株

Zaire-96-I-16减小,表明其密码子偏性增强。

图
 

1 mpox
 

6个蛋白基因组ENC值比较

Fig.1 Comparison
 

of
 

ENC
 

values
 

for
 

the
 

six
 

protein
 

genomes
 

of
 

mpox

2 RSCU分析

RSCU 分 析 如 表1。2022年 至 今 B2R、B21R、

B19R、D10L分别有11、29、7、6个密码子较Zaire-96-
I-16株RSCU值增大,10、22、6、3个密码子较Zaire-
96-I-16株RSCU值小,其密码子使用偏爱性整体上有

增强的趋势,与ENC分析结果一致。
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表
 

1 新发 mpox与Zaire-96-I-16株6个蛋白相对密码子使用度
(RSCU)的比较

Table
 

1 Comparison
 

of
 

the
 

relative
 

codon
 

usage
 

(RSCU)
 

of
 

the
 

six
proteins

 

between
 

the
 

new
 

mpoxand
 

the
 

Zaire-96-I-16
 

strain
氨基酸
AA

密码子
Codon B2R B21R G10R B10R B19R D10L

Phe UUU ↓ ↑ ↓
UUC ↑ ↓ ↑

Leu UUA ↓ ↓
UUG ↓ ↑
CUU ↑
CUC ↑ ↑
CUA ↑ ↑
CUG ↑

Ile AUU ↑ ↓ ↓ ↓
AUC ↓ ↓ ↓
AUA ↓ ↑ ↑ ↑

Val GUU ↓ ↓
GUC ↑ ↓
GUA ↑ ↑
GUG ↑ ↑

Ser UCU ↑ ↓
UCC ↓ ↓ ↓
UCA ↑ ↑ ↑ ↑
UCG ↓ ↑
AGU ↑ ↑ ↑
AGC ↓ ↓

Pro CCU
CCC ↑
CCA ↑ ↑ ↑ ↓
CCG ↓ ↓ ↓

Thr ACU ↓ ↑ ↑
ACC ↓ ↑
ACA ↓ ↓ ↓
ACG ↑ ↑ ↑ ↑

Ala GCU ↑ ↑ ↓
Ala GCC ↑ ↑

GCA ↑ ↑
GCG ↓ ↓ ↑

Tyr UAU ↑
UAC ↓

His CAU ↓ ↓
CAC ↑ ↑

Gln CAA
CAG

Asn AAU ↑ ↓
AAC ↓ ↑

Lys AAA ↑
AAG ↓

Asp GAU ↓ ↑
GAC ↑ ↓

Glu GAA ↓ ↓
GAG ↑ ↑

Cys UGU ↑ ↓ ↓
UGC ↓ ↑ ↑

Arg AGA ↑ ↑
AGG ↑ ↓

Arg CGU ↑
CGC ↓ ↓
CGA ↑ ↓
CGG ↓ ↓

Gly GGU ↑
GGC ↓ ↓
GGA ↑
GGG ↑

  注:Trp、Met(RSCU=1)和终止密码子(UAG、UAA、UGA)未列入
表中;↑表示新发 mpox(2022年以后的毒株)较标准株Zaire-96-I-16

 

RSCU值增大;↓表示新发mpox(2022年以后的毒株)较标准株Zaire-
96-I-16

 

RSCU值减小。

3 ENC-Plot分析

以GC3s 为横坐标,ENC为纵坐标绘制散点图,分
析mpox密码子使用模式受自然选择或是突变的影

响,结果如图2。其中图2A显示,B2R、B21R和G10R
基因位于曲线附近,说明其蛋白编码基因ENC值与

标准曲线较接近,表明其密码子偏爱性可能主要受突

变作用的影响;B10R多数基因位于标准曲线附近,部
分基因远离曲线,说明该蛋白基因受自然选择和突变

作用 双 重 影 响,但 受 突 变 作 用 影 响 为 主;B19R 和

D10L基因分布于曲线下方较远位置,ENC与预期存

在较大差异,说明其基因受突变作用的影响的同时,也
受到自然选择作用的较大影响。

  A 6种蛋白 CDS总 ENC-plot分析图 B~G 分别为 B2R、
B21R、G10R、B10R、B19R和D10L

 

6个蛋白不同年份ENC-plot分析图
(红色表示Zaire-96-I-16株,蓝色表示2003-2016毒株,橙色表示2017-
2021毒株,绿色表示2022年以后的毒株)。

图
 

2 mpox
 

6个蛋白基因ENC-plot分析

A Total
 

ENC-plot
 

analysis
 

of
 

CDS
 

of
 

six
 

proteins B-G Show
 

the
 

ENC-plot
 

analysis
 

of
 

six
 

proteins
 

B2R,B21R,G10R,B10R,B19R
 

and
 

D10L
 

in
 

different
 

years,respectively.
 

Red
 

shows
 

Zaire-96-I-16
 

strains,blue
 

shows
 

strains
 

from
 

2003
 

to
 

2016,and
 

orange
 

shows
 

strains
 

from
 

2017
 

to
 

2021.
 

2022
 

to
 

date
 

strains
 

are
 

indicated
 

in
 

green.
Fig.2 ENC-plot

 

analysis
 

of
 

the
 

six
 

mpox
 

protein
 

genes

4 中性绘图分析

为了进一步研究对mpox密码子偏爱性产生直接

影响的主要因素,以GC3s为横坐标,GC12为纵坐标

绘制散点图并分析其线性回归关系,结果如图3,回归

斜率分别为:B2R
 

1.30、B21R
 

1.23、G10R
 

1.29、B10R
 

1.45、B19R
 

1.60、D10L
 

1.33,均接近1,说明GC12与

GC3显著相关。表明mpox
 

6种蛋白均主要受突变压

力影响。

5 PR2-plot绘图分析

当A、U和G、C使用频率相同时,密码子偏爱性

完全受到突变的影响[7]。进一步对 mpox进行PR2-

plot绘图分析,结果如图4,碱基主要分布于A3/(A3
+U3)=0.5和G3/(G3+U3)=0.5的区域,总体说
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明mpox6种蛋白密码子偏爱性主要受到突变因素的

影响,与中性绘图分析结果一致。

  注:●表示Zaire-96-I-16株;○表示2003-2016毒株;▼表示2017-
2021毒株;△表示2022年以后的毒株。

图
 

3 mpox
 

6个蛋白中性绘图分析

Notes:● denotes
 

Zaire-96-I-16;○denotes
 

the
 

2003-2016;▼
Denotes

 

2017-2021;△Indicates
 

the
 

strains
 

from
 

2022
 

onwards.
Fig.3 Analysis

 

of
 

neutral
 

plots
 

of
 

six
 

mpox
 

proteins

  注:●表示Zaire-96-I-16株;○表示2003-2016毒株;▼表示2017-
2021毒株;△表示2022年以后的毒株。

图
 

4 mpox
 

基因PR2-plot绘图分析

Notes:● denotes
 

Zaire-96-I-16;○denotes
 

the
 

2003-2016;▼
Denotes

 

2017-2021;△Indicates
 

the
 

strains
 

from
 

2022
 

onwards.
Fig.4 PR2-plot

 

analysis
 

of
 

the
 

mpox
 

gene

6 对应分析

运用CodonW对不同年份mpox
 

全基因组进行基

于RSCU值的对应分析,结果如图5,第一轴(Aixs
 

1)、第二轴(Aixs
 

2)分别解释了44.10%和32.67%的

变异。各基因组分散分布,提示彼此存在较大差异,各
基因组密码子使用偏爱性差异较大。参照吴炜倩

等[18]的方法将Aixs
 

1相应值与CAI、CBI、Fop、ENC
和GC3s进行相关性分析(Pearson相关分析),结果显

示Aixs
 

1与GC3s和ENC相关(r值分别为0.556和

0.590,均P<0.01),与CAIP、CBI和Fop相关(r 值

分别为0.952,0.961,0.937,均P<0.01),说明碱基

组成是影响mpox密码子使用模式的主要因素。

7 聚类分析

基于密码子偏爱性对 mpox
 

6种蛋白进行聚类分

析,结果如图6,6种蛋白上的密码子偏爱性聚类分析

结果一致。其中2003-2016流行株和标准株Zaire-96-
I-16聚为一类,2022年以后的流行株与2017-2021流

行株聚为一类。说明2022年疫情的 mpox演化支与

2017-2021年关系更为密切。

图
 

5 mpox不同年份全基因组基于RSCU值的对应分析

Fig.5 Correspondence
 

analysis
 

based
 

on
 

RSCU
 

values
 

for
 

the
 

whole
genome

 

of
 

mpox
 

in
 

different
 

years

图
 

6 不同年份 mpox
 

6种蛋白聚类分析

Fig.6 Cluster
 

analysis
 

of
 

mpox6
 

proteins
 

in
 

different
 

years

讨 论

mpox为包膜双链线性DNA病毒,其基因组长度

巨大,约为197
 

kb,共编码200多种蛋白[2-3]。病毒基

因组序列长度和基因含量与广谱寄主范围呈正相关,
与致病性呈负相关[18]。研究认为,mpox刚果盆地进

化支较西非进化支具有更大的基因组和含量,这可能

是刚果盆地进化支毒力较低的原因[19]。与 mpox同

为正痘病毒属的天花病毒(Variola
 

Virus,VARV)其
每年每个基因组仅出现1~2个核苷酸突变[20],而

2022年暴发的mpox,该数字则增加到每个基因组有

46 个 单 核 苷 酸 多 态 性 位 点 (single-nucleotide
 

polymorphisms,SNPs)[21],为2018-2019流行株的6
~12倍,这些变化可能与突变和病毒适应能力变化相

关[22]。研究认为,mpox的突变现象不仅会加快了其

进化速度,而且使病毒的传播能力增强,也增加了猴痘

疫苗的研发难度[23]。
本研究筛选了mpox变异较大的6个基因,包括3
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个毒力候选基因(B10R、B19R、D10L)和3个包膜蛋白

(B2R、B21R、G10R)。相关分析显示,mpox6种蛋白

ENC值均大于35,说明 mpox密码子使用偏爱性较

低。RSCU 分 析 显 示,新 发(2022年 以 后 的 毒 株)

mpox
 

6个蛋白总体密码子偏爱性较标准株Zaire-96-
I-16增加,这可能进一步减弱 mpox在宿主体内的复

制能力。
另外,自然选择和碱基突变等因素共同作用导致

同义密码子使用偏爱性产生,突变作用和正向选择作

用越强,产生的高频密码子越多;反之,选择作用越强,
高频密码子越少[24]。本研究中ENC-plot、中性绘图

及PR2-plot分析结果均提示 mpox6种蛋白密码子使

用模式主要受突变选择作用影响,与 mpox
 

ITR(反向

末端区域)的同义密码子使用偏爱性分析[24]相一致。
基于6种蛋白密码子偏爱性的聚类分析显示,

2003-2016流行株和标准株Zaire-96-I-16聚为一类,
提示早期流行株与标准株接近;而2022年以后的流行

株与2017-2021流行株聚为一类,说明2022年疫情的

mpox演化支与2017-2021流行株关系更为密切。同

时也提示2017年以后 mpox发生了较大改变。鉴于

牛痘病毒前 三 代 疫 苗(Dryvax、ACAM2000、MVA-
BN)的安全性、产生的副作用及对进化支的交叉免疫

效果都不尽如人意[25-28],因此仍需进一步加强猴痘疫

苗的研发。
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