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摘要 目的 研究严重急性呼吸综合征冠状病毒2（SARS-CoV-2）膜蛋白对宿主细胞mRNA前体（pre-mRNA） 3'非翻译区

（UTR）加工的影响。方法 本研究以人肺上皮细胞系A549为模型，利用瞬时转染在细胞内过表达SARS-CoV-2膜蛋白；利

用RNA-Seq测序技术及生物信息学分析方法，系统性描绘宿主细胞选择性多聚腺苷酸化（alternative polyadenylation，APA）

事件；Metascape数据库对发生显著APA变化的基因进行功能富集分析；RT-qPCR验证靶基因3'UTR长度变化；蛋白质免疫

印迹（Western blot）检测目的蛋白表达水平。结果 SARS-CoV-2膜蛋白外源表达后宿主细胞内共813个基因发生显著APA

变化。GO和KEGG分析显示，差异APA基因广泛参与有丝分裂细胞周期、调节细胞应激等生物过程，涉及病毒感染和蛋

白质加工等。从中进一步筛选出AKT1基因，在 IGV软件中显示3'UTR延长；RT-qPCR验证AKT1基因的3'UTR长度变化趋

势；Western blot结果显示AKT1蛋白磷酸化水平增加。结论 SARS-CoV-2膜蛋白潜在影响宿主 pre-mRNA的 3'UTR加工，

其中参与多种病毒性生物过程的AKT1基因 3'UTR延长，且其编码的蛋白质功能在细胞内被激活。
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严重急性呼吸综合征冠状病毒 2 （severe acute

respiratory syndrome coronavirus 2，SARS-CoV-2），

引发的新型冠状病毒肺炎（COVID-19）疫情仍然

在全球范围内广泛传播，严重危害人类健康。SARS-

CoV-2是一种有包膜包被的单链 RNA 病毒，具有

极高的传染性［1］。SARS-CoV-2编码4种结构蛋白，

包括 S （spike）、M（membrane）、E（envelope）、N

（nucleocapsid），其中M蛋白是一个跨膜蛋白，拥有

两个跨膜结构域，是SARS-CoV-2编码的结构蛋白

中最丰富的蛋白质，并且与多种病毒功能相关［2］。

M 蛋白具有高度保守的特性，因此适合作为

COVID-19治疗的药物靶点［3］。现有研究表明，M

蛋白可以通过干扰宿主细胞应对病毒感染的重要细

胞生物过程中关键因子的表达和功能，以帮助病毒

逃避宿主免疫反应的攻击或者影响宿主细胞的存

活［4-5］，但是其中具体分子机制仍需进一步阐明。

Banerjee等［6］研究发现，SARS-CoV-2编码的

蛋白质可通过与宿主 RNA 的相互作用，从转录、

转录后、翻译和翻译后调控等多个层面调控宿主基

因表达，破坏这些重要的细胞功能可以抑制宿主抗

病毒因子的产生和功能。转录后调控包括选择性剪

接 和 选 择 性 多 聚 腺 苷 酸 化 （alternative

polyadenylation，APA），APA 是一种通过对 pre-

mRNA 3'端进行加工、调控基因的表达及功能的机

制［7］。pre-mRNA 3'端加工可以发生在 3'非翻译区

（untranslated regions，UTR）或者编码区，主要包

括两个步骤，即切割和聚腺苷酸化［8］。大约 70%

的人类 pre-mRNA 上有多个 polyA 位点，由 pre-

mRNA 上的序列元件和 APA 调控因子相互作用决

定选择不同位置的polyA位点，由此产生具有不同

3'UTR长度的mRNA亚型。mRNA的稳定性、定位

和翻译效率很大程度受 3'UTR 长度影响，因为

3'UTR 存在一系列特殊的序列元件，如 miRNA 和
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RNA 结合蛋白位点［7-10］。近期，有研究发现，

COVID-19患者大多数基因发生动态APA事件且呈

现3'UTR缩短，并且这些基因富集于抗病毒免疫反

应中，揭示了APA在SARS-CoV-2调节宿主抗病毒

免疫反应中的作用［11］。但目前关于SARS-CoV-2编

码的蛋白质对宿主 pre-mRNA 3'端加工影响的研究

甚少。深入研究SARS-CoV-2编码的蛋白质对宿主

pre-mRNA 3'UTR加工的影响，有利于阐明病毒致

病机制，以及制定针对性治疗策略。

本研究利用 RNA-Seq 和生物信息学等方法，

分析 SARS-CoV-2 膜蛋白对宿主细胞 pre-mRNA

3'UTR加工的影响，以及发生APA事件的基因表达

和功能的变化。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞系与质粒

本研究使用的人肺上皮细胞 A549 和过表达

SARS-CoV-2 膜蛋白质粒 pcDNA3.1-M-3×flag 来源

于重庆医科大学感染实验室林永教授课题组。

pcDNA3.1质粒为本实验室保存。

1.1.2 试剂

胎牛血清（以色列BI公司）；DMEM培养基、

胰酶、青霉素链霉素（美国gibco公司）；转染试剂

PEI （美 国 polysciences 公 司）； Trizol （美 国

Thermo 公司）；5×SDS-PAGE 蛋白质上样缓冲液、

脱脂奶粉、RIPA裂解液、蛋白酶抑制剂、50×磷酸

酶抑制剂、化学发光液（北京碧云天公司）；反转

录试剂盒（美国 abcam公司）；蛋白质预染marker

（美国 proteintech 公司）；SYBR （美国 Thermo 公

司）；AKT1、Phospho-AKT1 （Thr450） 抗体 （成

都正能生物公司）；β-actin 抗体（美国 Proteintech

公司）；anti-flag抗体（美国Bethyl公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

A549细胞培养使用含有10%胎牛血清、1%双

抗（青霉素-链霉素）的DMEM培养基，在细胞培

养箱内37℃，5% CO2培养。

1.2.2 瞬时转染

提前 24 h 以每孔 3.5×105个细胞的数量将细胞

种至六孔板内。在细胞状态良好，并且生长至40%

密度时开始转染。首先将六孔板内细胞的完全培养

基换成无血清无双抗的基础培养基。将转染试剂

PEI和质粒稀释液混合，室温孵育15 min后逐滴加

入各孔内，6~8 h后换成完全培养基继续培养。

1.2.3 蛋白质免疫印迹（Western blot）实验

用含有1%蛋白酶抑制剂、2% 50×磷酸酶抑制

剂的 RIPA 裂解液，冰上裂解细胞 30 min，加入

5×SDS-PAGE 蛋白质上样缓冲液，95℃高温变性

10 min。电泳时分别使用70 V和110 V恒压跑浓缩

胶和分离胶；在冰水浴中，使用 100 V 恒压，

100 min的条件转膜。用 5%脱脂牛奶封闭 2 h。按

照相应分子质量切下条带，4℃孵育一抗过夜。次

日根据一抗种属孵育二抗。在化学发光成像系统上

对蛋白质条带进行曝光成像。

1.2.4 RT-qPCR实验

按照反转录试剂盒说明书步骤将提取好的

RNA 反转录成 cDNA。RT-qPCR 采用 10 µl 体系，

SYBR 5 µl，正向引物 0.4 µl，反向引物 0.4 µl，

cDNA 2 µl，H2O 2.2 µl。每个基因设置 3 个复孔。

最后结果分析采用 2-ΔΔCt计算相对定量。RT-qPCR

引物如表1所示。

1.2.5 生物信息学分析

RNA-Seq 测序由北京诺禾致源公司完成，在

Illumina 平台上进行。使用工具包 APAlyzer［12］对

RNA-Seq 数据进行分析，得到发生 APA 事件的基

因。本研究主要分析3'UTR区域APA，使用每个基

因 3'UTR 上第一个和最后一个多聚腺苷酸化位

点［12］。每个基因 3'UTR的APA可以由一个相对表

达量（relative expression，RE）分数表示，此相对

表达量分数计算式为 log2 （RDaUTR/RDcUTR），

其中 RDcUTR 代表在终止子到 3'UTR 上第一个

polyA位点的区域内匹配的序列数比上这段区域的

长度，RDaUTR代表在 3'UTR上第一个 polyA位点

到最后一个polyA位点的区域内匹配的序列数比上

这段区域的长度。一个基因在两个样本之间的差异

Table1 Primers for RT-qPCR

Gene

SCV2-M

AKT1-d

AKT1-p

GAPDH

Primer sequence

F: 5'-GTGATCCTTCGTGGACATC-3'

R: 5'-GTTGCCAATCCTGTAGCG-3'

F: 5'-TGGGACAGAGGAGCAAGGTT-3'

R: 5'-GCGACAGCGGAAAGGTTAAG-3'

F: 5'-CCACCTGACCAAGATGAC-3'

R: 5'-CTCTCAAATGCACCCGAG-3'

F: 5'-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTA-3'

R: 5'-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3'

d, the distal region of 3'UTR of the gene; p, the proximal region of

3'UTR of the gene; F, forward primer; R, reverse primer.
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用 RE 差 异 （RE difference， RED） 来 表 示［12］。

APAlyzer 的输出结果包括 4 列，分别是“gene

symbol”、“RED”、“P-value”、“APAreg”。 在

“APAreg”中定义了 3 种类型，“UP”表示实验组

aUTR读数丰度至少比对照组高5%，且“P-value”<

0.05，“DN”表示实验组 aUTR 读数丰度至少比

对照组低5%，且“P-value”<0.05，“NC”表示剩余

的基因。“UP”表示3'UTR延长，“DN”表示3'UTR

缩短（https://bioconductor.org/packages/release/bioc/

vignettes/APAlyzer/inst/doc/APAlyzer.html）。使用 R

语言 ggpubr软件包绘制发生APA事件的基因的火

山图。使用 deepTools 将得到的 bam 文件转换

bigWig格式文件［13］，在 IGV软件（2.11.1）里进行

可视化。Matescape数据库［14］进行功能富集分析。

1.2.6 统计学分析

使用Excel、GraphPad 8.0、R 4.1.3软件进行统

计分析。所有数据以均数±标准差（x±s）表示，两

组间的差异显著性统计使用 t 检验统计学方法，

P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 构建外源表达SARS-CoV-2膜蛋白细胞模型

利用瞬时转染技术分别将 pcDNA3.1质粒和带

3×flag 标签的 SARS-CoV-2 M 蛋白表达质粒转入

A549细胞内，转染后 24 h收取细胞提取总蛋白质

和总RNA，使用Western blot和RT-qPCR技术检测

M蛋白（图1a，b）和M蛋白的mRNA（图1c）表

达情况。结果显示，M蛋白及M蛋白的mRNA在

A549细胞中表达，说明该模型成功，可进行后续

实验。

2.2 筛选发生APA事件的基因

将上述收取的 RNA 进行 RNA-Seq 高通量测

序，对原始数据进行处理，使用R软件包APAlyzer

描绘宿主细胞APA事件［12］。将APA在实验组与对

照组中的差异程度量化为RED的变化，RED>0且

定义为“UP”的基因则为 3'UTR延长，RED<0且

定义为“DN”的基因则为 3'UTR缩短。以P<0.05

和 |RED|>0 为条件，筛选显著发生 APA 事件的基

因。共筛选出 813 个发生 APA 事件的基因，其中

3'UTR延长的基因有 444个，3'UTR缩短的基因有

369个。绘制发生APA事件的基因的火山图，图中

红点表示“UP”即 3'UTR 延长的基因，蓝点表示

“DN”即3'UTR缩短的基因（图2）。图中纵轴尺度

调整为 0~20，标注 P 值排序前五的基因。结果显

示，M 蛋白外源表达后影响宿主细胞 pre-mRNA

3'UTR加工，且多数基因3'UTR延长（54.6%）。

2.3 差异APA基因的GO和KEGG分析

对差异 APA 基因进行功能富集分析，以 P<

0.01作为显著富集阈值，图中选取Top10的富集项

进行展示，横坐标代表富集项的显著性，纵坐标为

富集项的 ID和名称，红色标注的条目代表本文感

兴趣的条目或者已有研究报道M蛋白在其中发挥

作用。结果显示，3'UTR延长的差异APA基因广泛

参与有丝分裂细胞周期、调节细胞内应激、mRNA

加工等生物过程（图3a），涉及病毒感染、内质网

上蛋白质加工等信号通路（图 3b）。3'UTR缩短的

差异APA基因参与核糖核蛋白复合物的生物合成、

mRNA 代谢过程、细胞内蛋白质运输等生物过程

Fig. 1 Construction of a cell model for exogenous expression of SARS-CoV-2 M protein
(a) Expression of M protein; (b) grayscale analysis of M protein; (c) mRNA expression level of M protein. ***P < 0.001, ****P < 0.000 1, n=3.
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Fig. 3 GO and KEGG analysis of differential APA genes
(a) Biological process of genes with 3'UTR lengthening; (b) signaling pathway of genes with 3'UTR lengthening; (c) biological process of genes with

3'UTR shortening; (d) signaling pathway of genes with 3'UTR shortening. Entries marked in red indicate which we interest in or has been reported.

Fig. 2 Screen genes with APA events
Red dots indicate genes with 3'UTR lengthening, blue dots indicate genes with 3'UTR shortening, and grey dots indicate genes with no significant

change. The horizontal dashed line indicates y=-lg0.05, and the vertical dashed line indicates x=0. RED indicates relative expression difference.
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（图 3c），涉及内质网上蛋白质加工、细胞周期、

凋亡等信号通路（图3d）。总体来说，SARS-CoV-2

M 蛋白影响宿主细胞内与细胞增殖存活、应对病

毒感染、基因表达调控以及蛋白质合成加工相关生

物过程的基因的3'UTR加工。

以上富集项发现 AKT1 （AKT serine/threonine

kinase 1）基因包含在多种生物学过程及信号通路，

包括细胞周期的调控、细胞内定位的调控、病毒感

染等（表 2）。其所编码的蛋白质AKT1是丝氨酸/

苏氨酸蛋白激酶 （serine threonine protein kinase，

AKT） 家族中的一员，是磷脂酰肌醇 3 激酶

（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K） /AKT信号通

路中的核心因子，发挥抑制凋亡、促进细胞增殖、

参与免疫和炎症反应的作用［15-16］。有研究发现，

AKT1在 SARS-CoV-2感染的动物模型及患者肺部

样本呈现被激活状态，并且介导抑制宿主细胞的

自噬［17］。

2.4 AKT1基因的3'UTR延长

本文使用 IGV软件查看AKT1基因 3'UTR的变

化。根据polyA位点相对于编码区的位置，靠近编

码区的 polyA位点定义为近端 polyA位点，简称近

端，远离编码区的 polyA位点定义为远端 polyA位

点，简称远端。图中 d 表示远端（distal），p 表示

近端 （proximal），红色箭头指示 M 蛋白实验组

AKT1 基因的 3'UTR 上 polyA 位点由近端向远端移

动 （图 4a）。如图 4b 所示，分别在 AKT1 基因的

3'UTR区的近端和远端设计引物。利用RT-qPCR技

术，以远端作为参照，计算得出近端相对远端的

RNA表达水平（图4c）。如图中所示M蛋白实验组

proximal/distal相比于对照组降低（P<0.01），说明

AKT1 mRNA 3'UTR远端的RNA表达水平高于近端

的 RNA 表达水平，表示在实验组中 AKT1 mRNA

的3'UTR延长。

2.5 AKT1蛋白表达水平及磷酸化情况

Western blot法检测AKT1的蛋白质表达、功能

活化即磷酸化情况 （磷酸化位点为 Thr450）（图

5a）。在过表达M蛋白实验组AKT1蛋白表达水平

无明显变化，而 AKT1 磷酸化水平升高，说明

AKT1 被激活。以 β-actin 为内参，对 Western blot

结果进行半定量分析，计算M蛋白实验组p-AKT1

与pcDNA3.1对照组p-AKT1相对蛋白质表达水平，

AKT1磷酸化水平明显升高（P<0.01）（图5b）。

Table2 GO and KEGG enrichment of differentially APA genes with 3'UTR lengthening

GO/Pathway name

Regulation of cellular

localization

Regulation of cell

cycle process

Regulation of cellular

response to stress

Human papillomavirus

infection

Gene number

37

32

30

17

Lg (P-value)

-10.0813195101

-7.9390053882

-6.4809678733

-5.0394529169

Gene name

AKT1, ANXA2, BAD, BCL2L1, ZFP36L1, CDK9, CRKL, CTNNB1, DHX9, ECT2,

ACSL3, IPO5, PPP1R12A, PCNT, PIK3R2, PTPN9, PTPN14, SUPT6H, RAB7A,

SNX3, HGS, HMGN3, BAG3, HUWE1, BCAP31, CCT5, PTPN23, EHD2, CENPQ,

GOPC, RTN4, NLGN2, RHOU, GLIS2, DCLK2, CNPY4, PIM3

AKT1, APP, BCL2L1, ZFP36L1, CDC27, CTNNB1, DDB1, ECT2, EIF4G1, H2AX,

KIF11, FOXO4, NPM1, PKN2, RBL2, RRM2, AURKA, KLF4, FEM1B, PLK4,

PHB2, KANK2, SND1, RACGAP1, MRNIP, TRIAP1, CHMP1B, RPRD1B, NABP2,

ABRAXAS1, PSRC1, KNSTRN

AKT1, APP, BAD, BCL2L1, CDK9, CTNNB1, DHX9, EIF4G1, ENO1, FOXM1,

GRINA, H2AX, NBR1, NFE2L2, NPM1, DPF2, ATXN7, SMARCC2, YBX3, KLF4,

FEM1B, BCAP31, LPCAT3, SERINC3, TXNDC12, MRNIP, TRIAP1, TERF2IP,

SUPT20H, ABRAXAS1

AKT1, ATP6V1B2, ATP6V1E1, ATP6AP1, BAD, CTNNB1, GNAS, RBPJ, LAMA5,

LLGL1, PIK3R2, PKM, PXN, RAF1, RBL2, SOS2, BCAP31
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3 讨 论

SARS-CoV-2仍在全球肆虐横行，危害人类生

命健康。感染SARS-CoV-2后将会引发宿主产生过

度的炎症反应，导致患者肺部严重损伤，进而引起

呼吸衰竭是患者死亡的重要原因［18］。因此深入探

索其致病机制，以及制定更好地治疗策略刻不

容缓。

已有研究报道SARS-CoV-2编码的蛋白质可通

过与宿主RNA的相互作用，从转录、转录后、翻

译和翻译后调控等多个层面调控宿主基因表达，如

NSP16 抑制宿主 RNA 剪接、NSP1 抑制 mRNA 翻

译，以及 NSP8 和 NSP9 阻断蛋白质的运输，破坏

这些重要的细胞功能可以抑制宿主抗病毒因子的产

生和功能［6］。作为转录后调控中一种重要的机制，

APA通过对 pre-mRNA进行加工，产生不同 3'UTR

长度的mRNA 亚型，影响基因或蛋白质的表达和

功能［7］。但目前尚未有研究探讨SARS-CoV-2编码

蛋白对宿主pre-mRNA 3'UTR加工的影响。

本研究针对SARS-CoV-2编码蛋白中表达丰富

且高度保守的 M 蛋白，分析 M 蛋白对宿主细胞

pre-mRNA 3'UTR加工的影响。结果发现，M蛋白

外源表达后影响宿主细胞 pre-mRNA 3'UTR 加工，

且多数基因3'UTR延长。此结果与An等［11］的研究

结果相悖，但是An等的研究结论是利用COVID-19

患者外周血样本的RNA-Seq数据分析得出，由于

样本以及病毒感染的完整性不同可能导致了结果的

差异性。此外，本文研究发现参与多种病毒性生物

过程及信号通路的关键调控因子AKT1的3'UTR加

工受到影响，但是其蛋白质水平并未发生改变。根

据目前已有文献报道，APA 不仅仅影响基因的表

达，大约一半的人类基因使用 APA 生成 3'UTR 长

度不同的mRNA转录本，同时产生相同的蛋白质，

但是蛋白质的功能和定位被改变［19］。因此，APA

能够在不改变氨基酸序列的情况下，促进蛋白质功

能的多样性。AKT1的3'UTR长度改变对其功能的

影响仍需进一步探索。另外，本文发现在表达

SARS-CoV-2 M蛋白的细胞内AKT1蛋白功能被激

活。有研究报道，在 SARS-CoV-2 感染后，发现

AKT1被激活，进而导致AKT/mTOR/HIF-1信号通

路失调［20］、宿主细胞自噬受到抑制［17］、促炎趋化

因子被激活上调［21］。PI3K/AKT/mTOR信号通路也

被报道参与肺损伤、肺纤维化以及免疫细胞的发育

等［22-24］。因此AKT1在SARS-CoV-2感染中具有重

要意义，仍需进一步探索M蛋白影响AKT1 3'UTR

加工的机制。

Fig. 4 3'UTR lengthening of AKT1 gene
(a) The change of 3'UTR length of AKT1 gene. d, distal; p, proximal; the red arrow indicates the migration of polyA sites. (b) Primers design diagram.

(c) Validation of 3'UTR change of AKT1 mRNA.**P<0.01, n=3.

Fig. 5 Protein expression level and phosphorylation of
AKT1

(a) Expression of AKT1 and p-AKT1 protein; (b) grayscale analysis of

p-AKT1 protein. **P<0.01, n=3.



·1872· 2022；49（10）生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

4 结 论

本研究发现SARS-CoV-2 M蛋白在肺上皮细胞

系A549内外源表达后影响宿主细胞中与细胞增殖

存活、应对病毒感染、基因表达调控以及蛋白质合

成加工相关的基因pre-mRNA 3'UTR加工，验证了

其中参与多种病毒性生物过程及信号通路的关键调

控因子AKT1的 3'UTR变化，及其蛋白质功能被激

活。本研究为更加深入理解SARS-CoV-2的致病机

制提供了研究基础。

致谢 感谢重庆医科大学感染实验室林永教授惠赠

本研究所需的重要实验材料。
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Effects of SARS-CoV-2 Membrane Glycoprotein on Host
Pre-mRNA 3' Processing*

OUYANG Xin, ZENG Xian-Yan, GU Bin, LOU Zhe-Qi, HUANG Jin, TAN Zheng-Zong,

YU Qian, CHE Yu, QIAN Yu-Zhou, ZHU Yong**

(Department of Life Science, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract Objective To investigate the effect of SARS-CoV-2 membrane protein on the processing of the 3'

untranslated region (UTR) of the mRNA precursor (pre-mRNA) in host cells. Methods Based on the cell model

of human lung epithelial cells A549, over-expression of the SARS-CoV-2 membrane protein was performed. The

RNA-Seq high-throughput sequencing technique and bioinformatics methods was employed to analyze the

systematic characterization of alternative polyadenylation (APA) events in host cells. Genes with significant APA

events were uploaded to the Metascape database for functional enrichment analysis. In addition, alternative 3'UTR

length of genes with APA events was verified by RT-qPCR. Then the target protein expression level was detected

by Western blot. Results A total of 813 genes that were significant dynamic APA events in host cells that over-

expressed SARS-CoV-2 membrane protein. These genes were enriched in cell biologicial processes such as the

mitotic cell cycle and regulation of cellular response to stress. We further screened AKT1, which encodes a critical

regulator involved in the above biological process, showing a 3'UTR lengthening in IGV software. RT-qPCR

verified the trend of 3'UTR length changes of AKT1. Western blot showed the increased level of phosphorylated

AKT1 protein in over-expressed group of M protein. Conclusion SARS-CoV-2 membrane protein potentially

affects the 3' processing of host pre-mRNAs. AKT1, which is involved in a variety of viral biological processes,

with 3'UTR lengthening, and its protein function was activated intracellularly.
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