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【摘要】目的：分析冠状病毒基因中密码子的进化和变异。方法：运用生物信息学方法和生物统计学方法，对新型冠状病

毒（SARS-CoV-2）和非典病毒（SARS）基因中密码子使用的偏好性和密码子的上下文关系进行比较分析。结果：两种病

毒密码子的使用都存在显著的偏好性（RSCU值的变化为0.10~2.67），且偏好使用的密码子（偏爱密码子）和避免使用的密

码子（稀有密码子）基本是一致的；通过相关性分析发现在两种病毒中密码子适应性指数（CAI）与密码子第三位点的

GC 含量（GC3）呈显著的负相关性，但 SARS-CoV-2 的负相关性更强（SARS-CoV-2：R2=0.76，P<0.001；SARS：R2=0.48，

P<0.001），随着 CAI的增大，GC3降低由于 CAI是反映基因表达水平的参数，即高表达基因偏好低 GC3的同义密码子。

比较偏爱密码子和稀有密码子的上下文关系，发现偏爱密码子与稀有密码子各位点的核苷酸组分存在显著差异，这种差

异性表现为在密码子不同位点 GC 和 AT的显著区别，反映了 GC 含量对同义密码子使用偏爱性的约束。结论：SARS-

CoV-2和SARS病毒基因组GC含量、密码子的上下文关系、密码子各位点核苷酸的组分、基因的表达水平是影响密码子

偏爱性的重要因素，研究结果对SARS-CoV-2和SARS病毒基因组的进化和变异的研究具有参考意义。

【关键词】新型冠状病毒；非典病毒；二核苷酸；GC含量；密码子适应性指数

【中图分类号】R318；R373 【文献标志码】A 【文章编号】1005-202X（2023）11-1402-06

Comparative analysis of codon usage in the genomes of SARS-CoV-2 and SARS virus

WANG Fangping1, WANG Zhijian1, SUN Yongping2, AN Zhanhai3

1.Department of Physics, School of Electronic Information and Electrical Engineering, Tianshui Normal University, Tianshui 741001,

China; 2. College of Physics and Electronic Information, Inner Mongolia Normal University, Hohhot 010021, China; 3. Tianshui

Tianjiabing Middle School, Tianshui 741000, China

Abstract: Objective To analyze the genetic evolution and variation of coronavirus. Methods The codon usage bias and the

codon context in the genes of SARS-CoV-2 and SARS virus were compared and analyzed using bioinformatics methods and

biometric methods. Results The codon usage bias was observed in the two kinds of virus, with RSCU value varying from

0.10 to 2.67, and the codons preferred (preferred codons) and avoided (rare codons) were basically the same. The correlation

analysis showed that the codon adaption index (CAI) was negatively correlated with the GC content at the third site of the

codon (GC3) in the two viruses, and that the negative correlation in SARS-CoV-2 was higher than that in SARS (SARS-CoV-

2: R2=0.76, P<0.001; SARS: R2=0.48, P<0.001). GC3 decreased with the increase of CAI which reflected the level of gene

expression, suggesting highly expressed genes preferred the synonymous codons with low GC3. Though the analysis on the

codon context between preferred codons and rare codons, it was found that there were significant differences in the

nucleotide composition between preferred codons and rare codons, which were manifested as differences in GC and AT in

different codon sites, reflecting the constraints of GC content on the synonymous codon usage bias. Conclusion GC content,

codon context, nucleotide composition and gene expression level of SARS-CoV-2 and SARS virus are important factors

affecting codon usage bias. The study has reference significance for the study on the genetic evolution and variation of SARS-

CoV-2 and SARS virus.
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前 言

新型冠状病毒（SARS-CoV-2）是目前已知的

第 7 种可感染人类的冠状病毒，SARS-CoV-2与非

典病毒（SARS）、中东呼吸综合征都属于Beta属冠状

病毒［1-3］。2020年 1月 10日，SARS-CoV-2基因组序列

公开发表［4］，基于病毒的基因组序列，相关的组学研

究也逐渐开展起来，从基因组学研究的角度，解析其

基因组结构［4］、预测蛋白的结构和功能、研究病毒序列

的变异等［5］。SARS-CoV-2 是具有包膜的单股正链

RNA病毒［6］，结构不稳定，复制过程中相对容易发生变

异，国内外科研工作者在病毒基因组的进化和变异［7-8］、

疫苗和药物研发等方面进行广泛的研究［9-10］。如运用

生物信息学方法，分析基因组进化［11］，推测病毒的时间

进化信号［12］，基于比较基因组学研究冠状病毒位点的

平均变异率、重组率［13］。

随着SARS-CoV-2的传播和不断变异，迄今为止

变异的 SARS-CoV-2 主要更新有六大类，分别是

Alpha 变异毒株（编号为 B.1.1.7），特性是攻击免疫；

Beta 变异毒株（编号为 B.1.351），特性是规避疫苗；

Gamma 变异毒株（编号为 P.1），特性是增长迅速，传

染能力是原始 SARS-CoV-2 的两倍；Delta 变异毒株

（编号为 B. 1.617.2）和 Lambda 变异毒株（编号为

C.37）；Omicron变异毒株（编号为B.1.1.529），最突出

的特性是生长迅速，发生的变异最多，仅其表面刺突

蛋白的变异就有32处［14］。Ji等［15］研究发现SARS-CoV-2

基因组序列每个位点的平均变异率约为 10-4个，可以

通过中间宿主发生变异和重组后，感染人类。在传

播和感染过程中，SARS-CoV-2可能同样通过基因组

变异和重组，发生适应性进化［4］。SARS-CoV-2 感染

和传播机制与SARS一样，都是刺突糖蛋白参与受体

结合与宿主特异性识别的，有报道认为 SARS-CoV-2

的刺突糖蛋白是 SARS 与某种未知冠状病毒发生重

组的结果，有助于病毒感染人类［15］。与 SARS 相比，

SARS-CoV-2 的刺突糖蛋白与人类细胞的血管紧张

素 转 换 酶 Ⅱ（Angiotensin Converting Enzyme Ⅱ ,

ACE2）结合的亲和力更高［2, 16］，这或许是SARS-CoV-2

感染力更强的原因之一［17］。分析病毒的进化和变异

是病毒防治和药物研发的首要任务，本研究基于国家

生物技术信息中心（NCBI）中发表的 SARS-CoV-2 序

列，用生物信息学方法，对病毒基因序列中密码子使

用的偏好性进行分析，研究其基因的进化和变异规

律，并讨论这些结果的进化意义，为病毒的分子实验

研究提供理论参考，有助于SARS-CoV-2序列变异的

诠释。

1 资料与方法

1.1 数据资料

本研究采用的SARS-CoV-2和SARS基因组数据

取 自 NCBI 序 列 库 ，SARS-CoV-2 序 列 号 为

MN908947，含 10 个蛋白质编码序列；SARS 序列号

为DQ497008，含14个蛋白质编码序列。

1.2 分析方法

1.2.1 密码子使用偏好性的分析参数 用DAMBE程

序［18］分析 SARS-CoV-2基因的密码子相对使用频率

（RSCU）［19］。该指标可以直观地反映同义密码子使

用偏好性而被广泛应用。RSCU的定义：某同义密码

子使用频数的观察值除以该密码子所编码的氨基酸

的所有简并密码子平均使用时的频数。对于一个给

定的氨基酸 i，其第 j 个密码子的 RSCU 值计算公

式为：

RSCU ij =
Aij

-
A

=
Aij

1

ni
∑
j = 1

ni

Aij

（1）

其中，Aij 是该密码子出现次数的实际观察值，ni 是编

码此氨基酸的密码子简并度，其数值为 1~6。RSCU

值大于 1 表示密码子出现频率大于期望频数［20］，把

RSCU 值大于 1 的密码子定义为偏爱密码子，把

RSCU值小于1的密码子定义为稀有密码子。

1.2.2 密码子适应性指数（CAI） CAI 值是用来描述

基因表达水平的一个精确的参数［21］，它表示一个基

因相对于高表达基因，其密码子使用的相对适应

性［19］。CAI值为 0~1，较高的 CAI值意味着相对于高

表达的参考基因集，目标基因有较高的密码子使用

偏好性和较高的密码子使用模式的相似性［21］。本研

究用DAMBE软件计算SARS-CoV-2不同毒株的CAI

值［18］。

1.2.3 密码子中二核苷酸的相对丰度 rxy 对密码子

（1, 2）、（2, 3）、（3, 1）3 种不同位点的组合，分析每个

位点二核苷酸出现的频数的偏差 rxy：

rxy =
Oxy

Oxy - Exy

（2）

其中，Oxy、Exy分别为二核苷酸 xy 的观察频数和期望

频数。rxy>0 表示二核苷酸 xy 是偏好使用的，反之

亦然。

2 结果与讨论

2.1 密码子使用的偏好性

用 DAMBE 软件计算 SARS-CoV-2 和 SARS 的

RSCU值见表1和图1。通过分析RSCU值可以发现：

RSCU值变化为 0.10~2.67，可以说明两种病毒密码子
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使用都存在显著的偏好性，且两种病毒密码子的相

对使用频率值的分布基本是一致的（表 1），表明其密

码子的偏爱性是相似的。其密码子的使用有如下特

点。如对SARS-CoV-2的61个有义密码子，以下括号

中为 SARS-CoV-2 密码子的 RSCU 值：（1）起始密码

子 AUG（1.00）和密码子 UGG（1.00），终止密码子偏

好UAA（2.40）；（2）在RSCU>1的 27个偏爱的密码子

中，密码子第三位点核苷酸为 U 或 A，而 RSCU 值最

大的一些密码子第三位点为U［AGA（2.67）和终止密

码子例外］：GGU（2.34），GCU（2.18），UCU（1.96），

GUU（1.95），CCU（1.93），ACU（1.78），CUU（1.74）；

SARS-CoV-2和SARS最偏爱密码子第三位点都是核

苷酸 U 或 A；（3）在 RSCU<1 的 32 个稀有密码子中，

有 28 个第三位点是核苷酸 G 或 C。RSCU 值最小的

（稀有密码子）第三位点是核苷酸G，如：UCG（0.10），

GGG（0.11），CCG（0.17），CGG（0.18），ACG（0.20）。

当 RSCU 值增大趋向于 1 时，第三位点 C 居多，如

UAC（0.77），CUC（0.60），UCC（0.46），AUC（0.55）。

从表 1 可以看出，按照 RSCU 值由大到小，密码子第

三位点核苷酸有一个基本变化趋势从U/A，到G/C的

变化趋势，即偏爱密码子第三位点为 U 或 A，而稀有

密码子第三位点为G或C。

密码子

AGA

UAA

GGU

GCU

UCU

GUU

CCU

ACU

CUU

UCA

ACA

UUA

CCA

UGU

AUU

AGU

CGU

GAA

UUU

UUU

CAU

CAA

AAU

AAA

GAU

UAU

GCA

UUG

AUG

UGG

AUA

CAC

氨基酸

Arg

Stop

Gly

Ala

Ser

Val

Pro

Thr

Leu

Ser

Thr

Leu

Pro

Cys

Ile

Ser

Arg

Glu

Phe

Phe

His

Gln

Asn

Lys

Asp

Tyr

Ala

Leu

Met

Trp

Ile

His

SARS-CoV-2

2.67

2.40

2.34

2.18

1.96

1.95

1.93

1.78

1.74

1.65

1.64

1.63

1.59

1.55

1.51

1.45

1.45

1.44

1.41

1.41

1.39

1.39

1.38

1.30

1.28

1.22

1.09

1.07

1.00

1.00

0.92

0.61

SARS

2.09

2.14

1.91

2.05

1.92

1.67

1.67

1.72

1.70

1.76

1.77

1.55

1.04

1.69

1.23

1.70

1.12

1.57

1.06

1.24

1.24

1.29

1.21

1.25

1.06

1.25

1.12

1.11

1.05

1.00

1.00

0.71

密码子

GUA

GGA

AGG

UAC

GAC

GGC

AAG

CUA

AAC

GCG

CAG

CUC

UUC

CGC

GUC

GAG

GCC

AUC

UCC

UGC

ACC

AGC

UAG

UGA

CUG

CCC

CGA

ACG

CGG

CCG

GGG

UCG

氨基酸

Val

Gly

Arg

Tyr

Asp

Gly

Lys

Leu

Asn

Ala

Gln

Leu

Phe

Arg

Val

Glu

Ala

Ile

Ser

Cys

Thr

Ser

Stop

Stop

Leu

Pro

Arg

Thr

Arg

Pro

Gly

Ser

SARS-CoV-2

0.90

0.82

0.80

0.77

0.71

0.71

0.69

0.66

0.65

0.64

0.61

0.60

0.59

0.58

0.56

0.56

0.56

0.55

0.46

0.44

0.37

0.35

0.30

0.30

0.29

0.29

0.29

0.20

0.18

0.17

0.11

0.10

SARS

0.86

0.91

0.99

0.88

0.75

1.00

0.94

0.70

0.75

0.53

0.78

0.85

0.76

0.77

0.69

0.94

0.57

0.63

0.40

0.77

0.54

0.54

0.43

0.43

0.59

0.42

0.47

0.20

0.11

0.18

0.17

0.25

表1 SARS-CoV-2和SARS基因中密码子的RSCU值

Table 1 RSCU values of codons in the genes of SARS-CoV-2 and SARS virus
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2.2 密码子中及密码子上下文二核苷酸的相对丰度

为探讨密码子各个位点上二核苷酸频率分布规

律，对 SARS-CoV-2基因密码子中 3种二核苷酸组合

位点（1, 2）、（2, 3）、（3, 1）分别进行分析，计算各位点

二核苷酸的观察频数与期望频数，并计算偏差 rxy，结

果见表 2。图 2为（3, 1）位点二核苷酸的分布。其中

对表 2中密码子各个位点二核苷酸的观察值Oxy与期

望值 Exy的分布关系作了线性拟合，拟合结果如下：

（1, 2）位点：Exy=0.36Oxy+390，R2=0.35，P<0.001；（2, 3）

位点：Exy=0.75Oxy+153，R2=0.70，P<0.001；（3, 1）位点：

Exy=0.35Oxy+393，R2=0.33，P<0.001。

0 20 40 60 80
密码子

图1 SARS-CoV-2和SARS基因中64个密码子的

RSCU值的分布

Figure 1 Distribution of RSCU of 64 codons in the
genes of SARS-CoV-2 and SARS virus

3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0

RS
CU

值

二核苷酸

AA

AC

AG

AU

CA

CC

CG

CU

GA

GC

GG

GU

UA

UC

UG

UU

（1, 2）位点

Oxy

1 093

717

401

713

551

394

147

506

948

656

576

780

456

461

405

907

Exy

918

588

690

790

588

377

442

506

690

442

519

593

790

506

593

678

rxy

0.19

0.22

-0.42

-0.10

-0.06

0.05

-0.67

0.00

0.37

0.48

0.11

0.31

-0.42

-0.09

-0.32

0.34

（2, 3）位点

Oxy

944

587

430

1 087

813

241

90

1 084

293

242

185

809

685

441

526

1 254

Exy

861

557

411

1 063

557

360

266

687

410

266

196

507

1 063

687

507

1 312

rxy

0.09

0.05

0.05

0.02

0.46

-0.33

-0.66

0.57

-0.29

-0.09

-0.06

0.60

-0.36

-0.36

0.03

-0.04

（3, 1）位点

Oxy

739

661

867

459

671

229

174

437

325

236

309

360

1 179

472

1 610

973

Exy

824

453

611

941

453

249

335

517

610

335

452

697

942

517

697

1 075

rxy

-0.10

0.46

0.43

-0.51

0.48

-0.08

-0.48

-0.15

-0.47

-0.29

-0.31

-0.48

0.25

-0.08

1.31

-0.09

表2 密码子中及两个密码子相邻位点的二核苷酸分布

Table 2 Dinucleotide distribution in codons and adjacent sites of two codons

从拟合结果可以看出：（1）在密码子的3个二核苷

酸位点中，位点（2, 3）相关性最强（决定系数最大，R2=

0.70），即密码子的二核苷酸的期望值Exy与观察值Oxy之

间的线性相关性强，暗示着密码子对（2, 3）位点二核苷

酸的偏好性相对弱；而对密码子（1, 2）和（3, 1）位点的

期望值 Exy与观察值 Oxy之间的线性相关性相对较小

（R2=0.35和R2=0.33），核苷酸组分的偏好性明显高于

（2, 3）位点。（2）在密码子位点（3, 1），r值最大的二核苷

酸是UG、AC、AG、CA，这些组合都含有A或U；反之，

r值最小的，GU、GC、GA和GG，里面都含有G，可见在

二核苷酸

1.5
1.0
0.5
0

-0.5
-1.0

r xy

图2 密码子中（3, 1）位点二核苷酸相对丰度的分布

Figure 2 Distribution of the relative abundance of
dinucleotide in (3, 1) codon sites

SARS-CoV-2
SARS
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密码子（3, 1）位点二核苷酸使用受AT或GC约束，特别

是当第三位点为G时的4种组合（GA、GC、GG、GU）都

是避免的，推测在（3, 1）位点，这4种二核苷酸组合的频

率由上游密码子中的第三位点碱基类型决定。

密码子中二核苷酸的频率分布可以理解为密码子

第二位点的碱基主要决定基因组的氨基酸，因此导致

第二位点组合（2, 3）二核苷酸分布的保守，而第三位点

决定同义密码子的选择，对同义密码子的偏爱性，显示

出了对二核苷酸的偏爱。这是一个值得注意的密码子

二核苷酸分布特点。这种表现的内在因素是值得进一

步探讨的，首先，突变的压力或许对密码子碱基组分有

重要的影响，如SARS-CoV-2的刺突糖蛋白基因序列发

生插入突变，使该病毒的刺突糖蛋白与已报道的其他

Beta冠状病毒的刺突糖蛋白序列间相似性较低［1, 22］。

其次，基因氨基酸和肽链保守性可能是另一个约束密

码子核苷酸组分的因素。最后，基因表达水平的要求

对同义密码子的选择也影响密码子核苷酸组分［23］，由

于全基因组GC含量较低，密码子各位点的GC含量也

是约束密码子选择的一个重要因素［24-25］。

2.3 基因组密码子第三位点的GC含量（GC3）与CAI

的相关性分析

SARS-CoV-2病毒和 SARS病毒编码序列的 CAI

与GC3含量结果见表 3和表 4。可以看出，两种病毒

基因的GC和GC3含量都较低，而基因表达水平相对

较高，为了分析这种相关性，对病毒基因密码子的

GC3和CAI做了线性拟合，拟合结果如下：SARS-CoV-2：

y=-0.65x+0.83，R2=0.76，P<0.001；SARS：y=-0.31x+0.72，

R2=0.48，P<0.001（图 3）。结果显示两种病毒基因的

CAI 和 GC3 都呈显著的负相关性，即随着 GC3 的增

大，基因表达水平降低，即高表达基因更偏好使用低

GC3的同义密码子。GC3含量与基因表达水平之间

的这种关联，反映出基因表达水平影响同义密码子

的选择，而密码子 GC3 含量是影响同义密码子使用

的一个内在因素。两种病毒表现出了共同的特征，

值得注意的是 SARS-CoV-2 的 CAI 和 GC3 负相关性

更强。这或许是冠状病毒进化过程自然选择的约

束，根据 SARS-CoV-2和 SARS基因的 GC3和 CAI之

间的相关性，推测基因表达的调控是影响密码子使

用进化的一个因素。

3 结 论

随着密码子RSCU值从最大增加到最小，密码子

第 三 位 点 核 苷 酸 从 U 到 A，再 到 G、C 的 变 化

（U~A~G~C），可以看出，在这两种病毒基因中，密码

子的单核苷酸频率分布按照密码子位点呈一定的结

构，这个结果显示了偏爱密码子与稀有密码子中核

苷酸的使用有显著区别，偏爱密码子第三位点为U或

A，而稀有密码子第三位点是G或C。结果表明，密码

子第三位点的核苷酸组分与密码子使用偏爱性有相

关性。而进一步比较发现，密码子第三位点核苷酸

的频数差异主要表现在GC含量的约束，推测密码子

第三位点核苷酸是决定密码子偏爱性的重要因素。

有研究显示在细菌中，GC3的结构在原核生物中

有一个共同的特征，基因的碱基含量在染色体上的位

置呈一定的结构化［26］，本研究通过分析SARS-CoV-2同

义密码子使用的偏性，密码子GC3和CAI之间的关联，

得到以下结论：密码子的偏好性和密码子不同位点的

基因名称

QHN73809.1

QHN73810.1

QHN73811.1

QHN73812.1

QHN73813.1

QHN73814.1

QHN73815.1

QHN73816.1

QHN73817.1

GC/%

0.37

0.37

0.39

0.38

0.42

0.27

0.38

0.36

0.47

序列长度

21 291

3 822

828

228

669

186

366

366

1 260

GC3/%

0.27

0.26

0.35

0.33

0.39

0.29

0.39

0.26

0.53

CAI

0.67

0.67

0.62

0.60

0.57

0.60

0.61

0.70

0.50

表3 COVID-19基因名称和长度、基因序列的GC含量、GC3和CAI值
Table 3 Gene name and length, GC content of gene sequence, GC3

and codon adaptive index in SARS-CoV-2

基因名称

AAP41036.1

AAP41037.1

AAP41038.1

AAP41039.1

AAP41040.1

AAP41041.1

AAP41042.1

AAP41043.1

AAP41044.1

AAP41045.1

AAP41046.1

AAP41047.1

AAP41048.1

AAP41049.1

GC/%

0.41

0.38

0.40

0.40

0.40

0.45

0.32

0.40

0.32

0.38

0.40

0.48

0.52

0.54

序列长度

21 222

3 768

825

465

231

666

192

369

135

120

255

1 269

297

213

GC3/%

0.60

0.56

0.33

0.46

0.39

0.31

0.48

0.28

0.39

0.38

0.37

0.30

0.34

0.30

CAI

0.65

0.66

0.63

0.59

0.61

0.57

0.54

0.59

0.63

0.64

0.60

0.58

0.50

0.54

表4 SARS基因名称和长度、基因序列的GC含量、GC3和CAI值
Table 4 Gene name and length, GC content of gene sequence, GC3

and codon adaptive index in SARS
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核苷酸使用有关，在密码子同一位点，偏好密码子和稀

有密码子偏爱的单核苷酸和二核苷酸模式是截然不同

的，这个结果表现为同一位点对GC或AT的偏好与避

免，揭示GC含量的约束。其次，密码子的GC3和CAI

之间呈显著的负相关性，可以推测，基因表达水平影响

着同义密码子的使用，早在1981年，Ikemura［27］发现在

大肠杆菌中基因表达水平与同义密码子使用存在关联，

这里SARS-CoV-2的密码子GC3和CAI之间的负相关

性说明，作为 RNA 病毒的 SARS-CoV-2，其密码子使

用与细菌在某些方面也存在相似的机理。本研究认

为 SARS-CoV-2基因中密码子偏好性的压力，表现为密

码子中的不同位点对单核苷酸和二核苷酸模式的选择，

这与作用在SARS-CoV-2密码子上的核苷酸组成结构

的约束是不可忽视的［11］，病毒基因使用密码子的这种

结构也可能与基因组重新排列或进化速率的增加有

关［28］。本研究从密码子使用的角度研究SARS-CoV-2

的基因序列，为病毒的序列进化和变异提供理论参考，

有助于SARS-CoV-2变异的诠释。
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Figure 3 Relationship between the GC3 of codons and CAI

第11期 王芳平,等 . SARS-CoV-2与SARS病毒基因组中密码子使用的比较

y=-0.31x+0.72

R2=0.48

y=-0.65x+0.83

R2=0.76

-- 1407


