
前 言

自2019年12月以来，由新型冠状病毒（SARS-CoV-2）

感染导致的COVID-19迅速传播，不仅出现异常巨大

的医疗危机，也给许多国家带来极大的经济负担［1-2］。

对于目前的治疗策略与药物开发方案，无论是针

对病毒还是宿主细胞，其原理主要是通过阻断

SARS-CoV-2 中的 S 蛋白与宿主受体之间的相互作

用，从而抑制病毒入侵宿主细胞［3-6］。SARS-CoV-2的

复制和人体组织对病毒的巨大免疫反应被认为是

COVID-19发病机制的两个重要阶段［6］。然而，目前

还很少有研究通过消除感染细胞与正常细胞之间的

代谢差异实现对SARS-CoV-2复制进程的抑制。

新陈代谢是生物体最基本的特征，是一切生命

活动的基础［7-8］。目前，通过代谢分析寻找目标靶点

的方式已受到关注。研究表明，一些内源性疾病，如

癌症，通过代谢重编程的方式［9-12］，抑制细胞正常的

代谢活动，然后转向疾病发展的异常代谢活动［13-15］，

支持自身的恶性增长。目前已存在一些方法，在系

统生物学和重建细胞特异性基因组尺度代谢网络模

型（GEMs）的帮助下［16-19］，分析癌细胞的代谢变化，从

而识别潜在的目标靶点。

作为没有完整细胞结构的亚微观粒子，病毒仅

由遗传物质和蛋白质外壳组成［20-21］。由于病毒没有

代谢机制和酶系统，因此必须侵入宿主细胞并利用

其代谢系统产生自身生存、增殖、入侵等生命活动所
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需的各种物质。实验结果证明了这种依赖性，表明

病毒感染后宿主细胞的代谢通量发生了相当大的变

化［22］。对于人体细胞而言，在被病毒入侵后，其代谢

活动会受到影响，向有利于病毒生存和增殖的方向

发展，从而引发疾病（图 1a）。相应地，代谢重编程引

发的细胞代谢差异被认为对病毒至关重要（图 1b）。

探索病毒入侵后宿主细胞代谢系统的变化，寻找抑

制病毒复制的药物靶点（图 1c），为宿主免疫系统和

临床治疗争取时间，是应对病毒性疾病的一个可能

的发展方向（图1d）。

图1 SARS-CoV-2入侵宿主细胞引发代谢重编程

Figure 1 Metabolic reprogramming induced by SARS-CoV-2 invasion of host cells

b

da c

a：细胞通过其代谢网络（绿色方框）进行正常的代谢活动。病毒入侵细胞后，修改宿主细胞的代谢网络，利用异常的宿主代谢网络（橙色方

框）进行自我复制；b：相对于正常细胞的代谢网络（绿色方框），病毒入侵后的代谢网络（橙色方框）发生变化，而上调部分（蓝色方框，“DELTA”

网络）对于病毒的复制至关重要；c：“DELTA”网络中某些通路的活性通过基因敲除的方式受到抑制，使这部分网络的生产能力趋于0；d：通

过抑制“DELTA”的活性，抑制病毒在宿主细胞中的复制，从而为免疫系统的反应和临床治疗争取时间，免疫细胞完成异常细胞的清除

基因表达数据反映的是直接或间接测量得到的

基因转产物 mRNA 在细胞中的丰度，蕴含着基因活

动的信息，可以反映细胞当前的生理状态、基因表达

的改变情况以及基因之间的相关性等信息，在医学

临床诊断、疾病发生机制等方面有重要的作用［23］。

利用高通量杂交序列和基于测序技术的分子生物学

实验已经非常普及，早期常用 cDNA微阵列［24］以及寡

核苷酸芯片［25］的方式来获取基因表达数据。目前，

基于第二代测序的 RNA-seq技术所得到的基因表达

数据，其通量更高、成本更低、噪声更少［26］，在识别差

异表达的基因方面也更加准确［27］。相关技术的成

熟，为我们从基因表达数据出发，分析 COVID-19 宿

主细胞的代谢差异提供数据支持。

当前已有的基于 GEMs 和基因表达数据对

SARS-CoV-2入侵宿主细胞的代谢分析研究，一部分

是 通 过 构 造 病 毒 的 生 物 质 函 数（Virus Biomass

Objective Function, VBOF）并基于 VBOF 重建感染

SARS-CoV-2的宿主细胞代谢网络模型［28-29］。在重建

的模型上，进行代谢分析以及基因敲除等工作；还有

一部分研究是分别构造正常宿主细胞与SARS-CoV-2

感染后宿主细胞的代谢模型［30-31］，通过通量变异性分

析（FVA）或通量采样的方式来分析感染前后宿主细

胞代谢系统的变化［32-33］，从而关注正常细胞与感染细

胞通量差异较大的代谢通路与子系统。而当前很少

有研究基于两者的代谢差异进行代谢网络模型的重建，

通过限制差异代谢网络发挥作用，来抑制SARS-CoV-2

在宿主细胞中的复制进程。

本文中，笔者提出一种通过代谢差异分析抑制

SARS-CoV-2病毒复制进程的靶点预测方法，总体流

程如图2所示。从基因表达数据出发，分析SARS-CoV-2
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病毒感染细胞与正常细胞的代谢差异，并在Recon3D

的基础上［34］，重构病毒入侵宿主细胞后发生变化的

代谢系统的差异代谢网络，命名为“DELTA”网络。

利用单基因敲除和毒性测试寻找基因靶点，通过抑

制靶点基因的表达来限制“DELTA”网络发挥作用。

在不影响宿主细胞正常代谢活动的前提下，抑制病

毒的复制，为宿主免疫系统和临床治疗争取时间。

该方法具有通用性，适用于现有的病毒性疾病的控

制与治疗。

图2 基于代谢差异网络预测SARS-CoV-2靶点的方法流程图

Figure 2 Flowchart of SARS-CoV-2 target prediction using metabolic differential network
流程的输入是病毒的生物量合成反应和上调基因的集合，输出是潜在的靶点基因

1 数据与方法

1.1 数据集

SARS-CoV-2主要感染的是人类的肺部组织，笔

者从 NCBI 基因表达综合数据库（GEO）下载了肺部

组织的 read count 转录组数据［22］。这其中包括了感

染与未感染 SARS-CoV-2 的肺部组织样本。对于每

个数据集，笔者根据是否感染SARS-CoV-2将其分为

感染组和正常组，一些数据集中的样本感染时间和

感染组织有所不同，如 GSE186460 感染样本的感染

时间为 24 h 和 48 h，所以笔者以 GSE186460_24 和

GSE186460_48 这样的命名方式来对各组数据进行

区分。笔者从 12个数据集中筛选出 20组肺部数据。

每个数据集的样本分布情况如表1所示。

数据集

GSE147507

GSE148697

GSE160435

GSE163959

GSE171430

GSE171524

GSE182297

GSE182917

GSE183533

GSE186460

GSE190193

GSE197962

数据来源

人肺上皮细胞

HPSC衍生的肺类器官

人肺上皮细胞

人肺部组织

肺泡细胞

冷冻肺

肺解剖组织

人肺部组织

死亡患者与正常人肺部组织

肺上皮细胞（感染时间分为24 h和48 h）

肺上皮细胞（感染时间分为24 h和72 h，感染细胞分为肺

组细胞，近/远端肺泡细胞）

肺部培养细胞（感染毒株分别为原始株，alpha和beta）

正常样本数

3

3

5

10

2

7

2

3

10

5

3

2

感染样本数

3

3

5

10

2

20

2

11

31

4

6

5

表1 数据集样本分布

Table 1 Sample distribution of the dataset
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1.2“DELTA”网络构建

1.2.1 SARS-CoV-2的VBOF重建 对于SARS-CoV-2

病毒生物质函数的重建，与当前大多数研究一

样［28-29, 35］，笔者使用 Aller等［36］方法，从病毒的基因序

列和蛋白质序列出发，考虑病毒的核苷酸、氨基酸组

成以及能量供应等所需成分。在巴尔的摩分类系统

中，SARS-CoV-2 属于第 4 组分类（Group IV, positive-

sense single-stranded RNA viruses），这些病毒通过互

补的阴性 ssRNA 复制其阳性单链 RNA（+ssRNA）基

因组，因此 SARS-CoV-2 的基因组拷贝数（Cg）为 1。

对于蛋白质拷贝数，笔者引用Delattre等［37］研究。

1.2.2 差异表达分析 差异表达分析采用生物学显著

性方法处理基因表达值，通过对感染细胞与对照细

胞表达值的统计分析，找出两者差异具有统计学意

义的基因。在本研究中，笔者使用 Limma 工具包提

供的 voom函数对 read count值进行归一化［38-39］，并调

整数据分布，以实现微阵列数据等差异表达分析。

笔者比较各组感染样本和正常样本的基因表达数

据，以 |logFC|>1.0 和 P 值<0.05 作为基因表达显著差

异的阈值。

1.2.3 特异性代谢网络重构 笔者利用目前最完整的

人类基因组规模的代谢网络模型 Recon3D来重建特

异性“DELTA”网络［34］。Recon3D中包含2 248个代谢

基因，10 600个代谢反应和 5 835个代谢物，并提供基

因 -蛋白 -反应之间的关联信息 GPRs（Gene-Protein-

Reaction）。

笔 者 使 用 COBRA Toolbox 3.0 提 供 的

addReaction函数［40］，向Recon3D中添加 SARS-CoV-2

的 VBOF，并命名为 Recon3D_SARS2。对于每个数

据集，从差异上调表达的基因中筛选出代谢相关的

基因，并通过 GRPs 映射到代谢反应中，产生在感染

细胞中相对正常细胞更加活跃的反应集。为了保证

生成的“DELTA”网络能够进行 SARS-CoV-2 生物质

的合成，笔者在上述反应集中加入 VBOF，将其作为

核 心 反 应 集 。 最 后 ，使 用 FASTCORE 算 法 在

Recon3D_SARS2 上 重 新 构 建 差 异 代 谢 网 络

“DELTA”［41］。

1.3 靶点基因的识别与预测

本研究中，潜在靶点基因的识别分为单基因敲

除和毒性测试这两个步骤。

关于单基因敲除，笔者利用 RAVEN工具箱提供

的 removeGenes 函数模拟基因敲除的情况［42］。将

VBOF作为“DELTA”网络的代谢目标，VBOF的通量

越大，说明“DELTA”网络发挥的作用越大，感染细胞

相对于正常细胞所发生代谢重编程的程度越高，越

有利于SARS-CoV-2的复制。在敲除实验中，笔者每

次删除一个“DELTA”网络中的基因，然后计算敲除

该基因后 VBOF的通量。敲除后 VBOF通量为 0（或

接近0）的基因被认为是“DELTA”网络的必要基因。

若基因缺失会影响正常组织代谢，则不可以将

其作为候选靶点。因此，需要进行毒性测试实验。

笔者在 Metabolic Altas 上下载 83 个正常组织细胞的

代谢网络模型［43］，在这些代谢网络上，依次敲除

“DELTA”网络的必要基因，若敲除后的模型仍能完

成包括能量和氧化还原、内部转化、底物利用等预定

义的人体 56 项代谢任务，则认为该基因对正常细胞

是没有毒性的，可以预测为 SARS-CoV-2 的靶点

基因。

2 结 果

2.1 差异表达基因

笔者分别对来自人肺宿主细胞的 20组数据进行

差异表达分析。差异表达基因分布如图 3a所示。可

以看到，各组数据中差异表达基因的数目差异较大，

这与SARS-CoV-2入侵的反应程度、感染时间等因素

息息相关。此外，在大多数组中，显著下调的基因数目

相较显著上调的基因更多，这可能意味着SARS-CoV-2

感染宿主细胞后，进行代谢重编程的方式更多地表

现为抑制正常细胞的表达。

尽管如此，不同组数据的差异表达基因还是表

现出了一些共性。AQP9、B3GNT3 基因在超过一半

组中显著上调表达，它们与小分子的运输过程息息

相关。AQP9 基因编码的蛋白质允许通过广泛的非

充电溶质传递，还可以刺激尿素运输和渗透性水的

渗透性，与细胞膜的形成有关。已有研究表明AQP9

促进肺癌细胞的增殖［44］，这与病毒借助宿主细胞进

行增殖的原理类似。

2.2“DELTA”网络模型

笔者将 20组肺宿主细胞数据经过差异表达分析

得到的的差异上调基因，在 Recon3D_SARS2背景网

络的基础上，利用 FASTCORE算法获得重构的 20个

“DELTA”网络，反映肺宿主细胞感染SARS-CoV-2后代

谢系统发生变化的部分。

与包含 2 248 个代谢基因、10 601 个代谢反应的

Recon3D_SARS2模型相比，重构的 20个“DELTA”网

络模型平均包含 1 127个代谢基因和 2 554个代谢反

应。笔者通过差异分析的方式消除了部分原发组织

的代谢特征，“DELTA”网络模型的规模显著减小，使

其更好地反映感染细胞相较于正常细胞，代谢系统

显著上调的部分。20 个“DELTA”网络模型的基因、

反应和代谢物规模如图 3b 所示。其中，除 VBOF 外

的 6 个代谢反应为 20 个“DELTA”网络模型所共有，
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这些反应涉及核苷酸转化、氧化磷转化、转运反应等

多种反应类型。6 个代谢反应的详细信息如表 2

所示。

2.3 靶点基因与关键代谢物识别

从代谢模型中删除一个基因可能会对整个代谢

系统的生长造成巨大的干扰，也可能几乎没有影响。

为了分析影响“DELTA”网络目标的基因，笔者对 20

个“DELTA”网络分别进行单基因敲除实验。敲除后

影响“DELTA”网络目标的基因被认为是该网络的必

要基因［45］。之后，笔者还需要进行细胞毒性测试。

因为如果基因的缺失会影响正常组织的代谢，则不

能将其视作潜在靶点。20个“DELTA”网络的必要基

因和靶点基因规模如图 3c 所示。笔者从 Metabolic

Atlas［43］下载 83个正常细胞代谢网络模型，并检查这

些模型中基因缺失对56个预定代谢任务的影响。

结果表明，在不同“DELTA”网络模型中，一些关

键基因在调控 SARS-CoV-2 引起的代谢系统变化上

存在共性。通过分析这种共性，我们预测得到具有

普适性的抑制 SARS-CoV-2 复制的基因靶点。靶点

的统计分析表明，PLPBP 在 19 个模型中被预测为有

效的基因靶点，其调控的反应将 L-丙氨酸转化为

D-丙氨酸。GSE148697组数据对应的“DELTA”网络

是唯一没有将 PLPBP 预测为靶点基因的模型，分析

其靶点基因集，发现靶点基因 SLC36A1 调控的反应

负责 D-丙氨酸的合成。此外，通过比较人体生物质

合成函数 biomass_reaction 和 SARS-CoV-2 生物质合

成函数 VBOF，发现人体 biomass合成反应包含了 38
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图3“DELTA”网络重构与分析

Figure 3 "DELTA" network reconstruction and analysis

1

2

3

4

5

6

h2o［m］+ppi［m］→ h［m］+pi［m］

o2［e］→

adp［c］+gdp［c］→ atp［c］+gmp［c］

o2［e］→ o2［c］

h2o［m］+h［m］+atp［m］→ adp［m］+pi［m］+h［i］

h［m］+ficytC［m］+q10h2［m］→ q10［m］+focytC［m］+h［i］

表2 20个“DELTA”网络共有的代谢反应

Table 2 Metabolic reactions shared by 20 "DELTA" networks
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种代谢物，VBOF中包含 25种代谢物，其中 24种代谢

物是二者所共有的（图 3d），D-丙氨酸是 VBOF 中唯

一一种独特代谢物。因此认为 D-丙氨酸是推动

SARS-CoV-2 复制的关键代谢物，抑制 D-丙氨酸的

生成可以抑制病毒在宿主细胞中的复制，而不会影响

正常细胞的代谢，在未来SARS-CoV-2药物研究的发

展上有巨大潜力。

2.4 抗SARS-CoV-2靶点适用于当前存在的变异株

目前，世界卫生组织（WHO）将 SARS-CoV-2 的

变异分为两类［46］：令人担忧的变异株（VOC）和值得

关注的变异株（VOI）。VOC具有较高的公共卫生风

险和危害，其名称及谱系分别是 alpha（B.1.1.7）、beta

（B.1351）、gamma（P.1）、delta（B.1.617.2）以及 omicron

（B.1.1.529）［39］。对于上述 5 种 SARS-CoV-2 变体，笔

者从GenBank数据库中分别随机下载 10个样本的基

因序列及其对应的蛋白质序列，选取的都是完整并

且高质量的序列［47］。笔者计算了各变种突变序列的

VBOF，并将其化学计量系数的平均值与野生型的化

学计量系数进行比较，变种与野生型之间的差异如

图 4所示［48］。笔者发现，几种变体VBOF与野生型的

系数差异主要集中在 ATP 和 ADP 上。omicron 是具

有代表性的变体，除了 ATP 和 ADP 系数之外，其

VBOF 中几种氨基酸的化学计量系数也相对变化较

大（赖氨酸、谷氨酸、谷氨酰胺、天冬氨酸），这与其突

变位点更多有关。但总的来说，几种变体的VBOF与

野生型相比，化学计量系数差异很小。

此外，笔者对每种变体选择多个样本进行序列

比对，筛选出突变位点较多的蛋白质，结果如图 5a~

图 5e所示。可以看出，S是所有变体中突变位点最多

的蛋白质，与之前的突变体相比，omicron的突变位点

数量显著增加，尤其是S（图5f）。

笔者从 BioGRID 数据库中下载了 SARS-CoV-2

的 30 种蛋白质与人类基因之间的相互作用数据，并

提取了其中与人类代谢相关基因的部分［49］。根据实

验系统进行分组，提取了与 S 蛋白相互作用得分前

30% 的 Recon3D 基因，共 23 个。对于重建的 20 个

“DELTA”网络，笔者在每个网络中进行 23 次基因敲

除实验，依次单个敲除 S 蛋白关联的 23 个基因。然

而，敲除前后“DELTA”网络中 VBOF 的通量几乎完

全相同。因此我们可以认为 S蛋白关联基因的存在

与否对SARS-CoV-2生物量的合成是没有影响的，即

S的突变对VBOF的影响是比较小的，病毒的突变不

会对目标的预测结果造成太大影响。

3 讨论与结论

SARS-CoV-2病毒入侵人体宿主细胞后，会控制

宿主细胞的代谢活动向有利于自身复制的方向发

展。在这项研究中，笔者根据感染SARS-CoV-2病毒

前后肺宿主细胞的基因表达数据，分析感染SARS-CoV-2

病毒的宿主细胞与正常细胞之间的代谢差异。通过

确定 SARS-CoV-2 病毒入侵后人类宿主细胞代谢发

生的变化，预测可靠的靶点，达到抑制病毒复制进程

的目的。结果显示，D-丙氨酸是SARS-CoV-2复制进

程中的关键代谢物，在治疗COVID-19方面具有很高

的潜力。调控D-丙氨酸生成反应的基因PLPBP几乎

在所有肺宿主细胞模型中都被预测为有效的靶点

基因。

根据 Renz 等［28-29］研究以及 VBOF 的构建过程，

可以知道 D-丙氨酸对 SARS-CoV-2 自身蛋白质外壳

的合成具有重要作用。一些生物学实验也提到了血

液中的 D-丙氨酸水平对病毒感染程度存在影响，尤

其在暴发性感染期间 D-丙氨酸的消耗量急速增加，

说明此阶段病毒需要消耗大量的 D-丙氨酸，来维持

自身的代谢活动和复制进程［50］。目前为止，D-丙氨

酸在降低病毒含量及治疗 COVID-19 方面的生物学

机制仍不清楚，需要进行进一步的研究。但当前的

研究和实验都表明，D-丙氨酸是SARS-CoV-2复制进

程中的关键代谢物，在设计COVID-19治疗方案上具

有很高的潜力。

为了验证本文方法对 SARS-CoV-2 变体的适用

性，笔者计算各个变体和野生型的 VBOF，发现它们

之间的化学计量系数差异很小。分别使用不同变体
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Figure 4 Differences in VBOF coefficients
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与野生型的VBOF进行靶点预测，结果显示所预测的

靶点基因一致，一定程度上说明变体VBOF上的微小

系数差异对靶点预测结果几乎没有影响。此外，笔

者对几个变体进行了序列比对分析。结果表明，突

变主要集中在 S，且 S关联的基因对“DELTA”网络中

VBOF的合成是没有影响的，这意味着 S中某些位点

的突变对 VBOF的影响较小。因此，本文方法，包括

使用的 VBOF，仍然适用于当前所有 SARS-CoV-2 的

变体。

由于没有完整的细胞结构，病毒必须依靠宿主

细胞的代谢系统来完成自身的生命活动。 在本文

中，笔者提出的方法不仅适用于 COVID-19，而且对

其他病毒性疾病也具有应用价值。目前，本文方法

考虑病毒在宿主中复制时的代谢特征，关注病毒入

侵细胞前后引起的代谢变化。在未来的工作中，笔

者将尝试考虑更多的信息，例如动力学，以不断提高

重构的“DELTA”网络的准确性。
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