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人类及动物 !"# 病毒的反向遗传系统
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（浙江大学动物预防医学研究所，杭州 #/""!6）

摘 要 反向遗传系统可以对 M*N 病毒直接进行遗传操作，为 M*N 病毒的分子生物学研究提供了一种强大的工

具。在过去 !" 年，特别是自 6" 年代中期第一例负链 M*N 病毒感染性克隆构建成功以来，动物 M*N 病毒的分子生

物学研究取得了长足的进展，这很大程度上归功于各种动物 M*N 病毒反向遗传系统的建立。这里系统总结了人

类及动物非反转录 M*N 病毒中各类代表性成员在建立反向遗传系统时的方案设计、遇到的困难及研究者如何克

服这些困难。分类讨论到的代表性病毒种属有脊髓灰质炎病毒、冠状病毒（包括 JNMJ 病毒）、黄病毒、野田村病毒、

流感病毒、传染性法氏囊病病毒以及呼肠孤病毒等。
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M*N 病毒的反向遗传（C3L3CI3 D3=3F;BI）系统，是采用病

毒的遗传材料，在培养细胞或易感宿主中重新拯救（C3IB<3）
出活病毒或类似病毒物质。能够拯救病毒的遗传材料称为

感染性克隆，一般是在细菌质粒中含有整个病毒基因组的

BQ*N 拷贝，使得 BQ*N 本身或从 BQ*N 体外转录所得的 M*N
具有感染性。M*N 病毒的反向遗传系统通过定向修饰病毒

的基因组序列，检测被拯救的人工改造病毒的表型，可以在

体内（ #$ 3#3(）有效地研究病毒基因结构、功能和病毒.宿主相

互作用。自 /650 年第一例 M*N 病毒 O!噬菌体的成功拯救

以来［/］，各类 M*N 病毒的分子生物学研究取得了长足的进

展，这主要归功于各种 M*N 病毒反向遗传系统的建立和发

展。非反转录 M*N 病毒在其复制周期中不存在 Q*N 中间体

阶段，但对它们的操作却必须在 Q*N 水平上进行，这从某种

程度上加大了其研究难度。其中，建立动物（包括人类）M*N
病毒的反向遗传系统比植物 M*N 病毒要困难得多［!］，原因

在于后者的基因组较小，并且复制效率高，取材容易。事实

上直到 6" 年代中期，动物负链 M*N 病毒的拯救才取得根本

意义上的突破［#］。目前，危害人、畜最烈的病毒许多都是

M*N 病毒。由于新的病毒性传染病（如 JNMJ 等）不断出现，

利用反向遗传学方法开展病毒的功能基因组学研究，对有效

防治病毒至关重要。

M*N 病毒的反向遗传系统实质上就是利用感染性克隆

模拟真实病毒粒子感染宿主，并复制、传代的过程。由于动

物 M*N 病毒的种类繁多（正链、负链、双链、分节段、不分节

段），其复制的分子机制差异较大，早期的拯救策略对于结构

复杂的病毒如流感病毒、呼肠孤病毒难以奏效。本文将详细

综述各类代表性动物（包括人类）M*N 病毒反向遗传系统的

最新进展。

$ M*N 病毒反向遗传系统的构建原则和各

类表达体系

目前，对不同的 M*N 病毒反向遗传系统的构建没有固

定的程序，但有基本的构建原则。

一般来说，对长度较小（/%RS 以下）的正链 M*N 病毒，可

以先通过 M2.E1M 扩增出病毒 BQ*N，再拼接成全长，然后体

外转录获得 BM*N，直接转染 BM*N 进入细胞或易感动物拯

救出活病毒。

对于负链 M*N 病毒、基因组长度较大的正链 M*N 病毒

如冠状病毒，一般遵循以下“三步流程”：第一，获得一些在体

外细胞培养系统中自然产生的亚基因组 M*N 成分（I<S.
D3=’:;B M*NJ，IDM*NI）或 QH M*NI（缺损干扰 M*NI），分析与

病毒合成有关的位于病毒基因组上的顺式作用元件。对负

链 M*N 病毒来说，还需要得到负责病毒复制的必要反式作

用蛋白基因。第二，保留病毒基因组上的顺式作用元件和调

控区（一般为病毒基因组两端的非编码区，*1M），而病毒基

因组的部分基因编码区则由报告基因（!.D,(、J9NE、1N2、T7E
等）代替，构建人工的 IDM*NI（或称 :;=;D3=’:3、C3U(;B’=），在

外源性表达体系驱动下转染细胞，通过检测报告基因的表达



而优化条件。这一步的目的是检验病毒拯救的可行性。第

三，用病毒全长基因组 !"#$（即构建感染性克隆）取代人工

%&’#$%，按第二步建立的实验条件实现病毒的遗传拯救。

一般地，在感染性克隆中引入沉默突变，即改变几个不

影响表型的核苷酸使之区别于原有的野生型病毒序列，这称

为遗传标记（&()(*+! *,&%），使得在检测子代病毒时有充分的

证据表明确实是病毒获得拯救而不是受到野生病毒的污染。

转染进细胞的病毒感染性克隆（!’#$ 或含病毒全长基

因组的质粒 "#$）一开始需要外源表达体系启动病毒复制必

要成分（包括病毒的 ’#$ 模板和病毒 ’#$ 聚合酶）的产生；

进而新合成的病毒 ’#$ 聚合酶识别病毒 ’#$ 模板，复制子

代病毒基因组和翻译病毒结构蛋白，组装为病毒颗粒，进入

病毒本身的复制循环，实现病毒的拯救。早期报道对 -!噬

菌体［.］、脊髓灰质炎病毒［/］和植物类病毒（0+12+3）的拯救只需

直接转染病毒基因组 !"#$ 即可，此时“外源表达体系”是细

胞自身的 ’#$ 聚合酶"，它们可以识别病毒基因组上的信

号序列。但这一方法不能推广到其它绝大部分 ’#$ 病毒特

别是动物 ’#$ 病毒上，随后，几种独特的外源表达系统相继

产生。

!"! 体外转录

开始，$4567+%* 等转染雀麦花叶病毒（89:）基因组 !"#$
没有感染性。随之改变策略，先以病毒 !"#$ 为模板体外转

录产生 ’#$，再用体外转录产物接种植物，结果获得成功［;］。

稍后人鼻病毒（14+)20+17%）以同样方法获得拯救，证实它完全

适用于动物 ’#$ 病毒。以体外转录 ’#$ 转染来产生感染性

病毒理论上可避免与 "#$ 转染相关的 ’#$ 体内转录，’#$
拼接，核质穿梭等问题，使得病毒的拯救效率大大提高，这种

方案随后广泛应用于各类 ’#$ 病毒的拯救，特别是基因组

长度小于 .;<= 的正链 ’#$ 病毒。而且，对于不能在体外培

养细胞中复制传代的病毒的拯救，体外转录感染宿主动物是

唯一可行的方法（如丙型肝炎病毒 >?:、戊型肝炎病毒 >@:
等）。

体外转录物的长度应与真实病毒基因组 ’#$ 的长度接

近，在 ;A或 BA端多出非病毒核苷酸对病毒的拯救成败或效率

有重要影响。一般来说，;A端延伸极大地降低感染力，而 BA
端延伸则易于容忍。造成 ;A端延伸的原因是：在 C?’ 扩增

病毒 ;A端 !"#$ 序列时，;A引物前面连上 DE 启动子，使其融

合到病毒序列的 ;A端，所得的病毒 !"#$ 再插入载体中。启

动子和病毒 !"#$ 之间通常插入 . F G 个 H，形成最适的启动

子一致序列，以增强转录效率，这使 ;A延伸似乎无法避免。

对于转录物的 BA端，终止位置常取决于体外转录前的单酶切

位点，但可以通过插入有自我剪切能力的核酶序列（如 >":
的#核酶）来避免病毒 ’#$ 的 BA端延伸。

根据现有报道，帽子结构（IEHJJJH）对病毒 ’#$ 转录物

有最适感染力是必要的，可能由于它能有效启始 ’#$ 的翻

译和抵抗宿主细胞核酸酶，从而增加了转录物的稳定性。另

外，许多 ’#$ 病毒在其基因组 ;A端常带有病毒基因组连结

蛋白（:C&）而不是帽子结构，体外转录物的加帽可模拟 :C&，

在一定程度上部分或全部补偿 :C& 的损失。

与基于 "#$ 转染的系统相比，体外转录法最大的缺点

是病毒拯救效率低。原因是 DE ’#$ 聚合酶的低保真转录造

成转录物群体差异。结果，由于转录产物中存在着不完整的

缺陷病毒拷贝和全长转录物的竞争，使得被拯救病毒感染力

较低甚至不产生感染性克隆。

!"# $%& 聚合酶!（$%& ’() !）表达系统

即早期采用的基本方案：转染重组 "#$ 质粒，直接使用

真核生物 ’#$ J25"启动子去驱动病毒 !"#$ 转录。尽管操

作简易，生物安全要求不高，但由于低效率和没有普适性，仅

适用于基因组长度较短的正链 ’#$ 病毒如脊髓灰质炎病

毒，野田村病毒、甲病毒等。近年来，该系统一般与其它系统

联合使用，如下面提到的 ’#$ J25$系统、甲病毒载体等。启

动子一般选用 ?9: 启动子，另外还有 K:/L 启动子，肌动蛋

白基因启动子等，它们都可被真核生物 ’#$ J25"识别的。

!"* 痘 苗 病 毒+,- $%& 聚 合 酶（..+,-）系 统 及 基 于 ,-
$%& 聚合酶的替代系统

::MDE 系统是目前应用在动物负链 ’#$ 病毒拯救上最

广泛的表达系统。与真核细胞 ’#$ 聚合酶"相比，噬菌体

DE ’#$ 聚合酶（DE J25）可以提高外源基因表达特异性和表

达量。当用重组 DE J25 痘苗病毒（::MDE）和由 DE 启动子驱

动的重组质粒先后转染细胞，::MDE 先在细胞内表达 DE J25，
再由 DE J25 去转录插入 DE 启动子的外源病毒基因组（或反

基因组，需要时还要求共转染含病毒反式作用蛋白基因的重

组质粒），可以实现病毒的高效拯救［B，N］。实验表明该系统的

基因表达量 /LL F NLL 倍于由 ’#$ J25"启动子驱动的重组

质粒。

::MDE 系统的序列设计原则与体外转录法类似，如为维

持病毒基因组长度的精确性，在 BA端通常加上一个 >":#核

酶，使病毒 I’#$ 在细胞内转录时自动切除 BA端下游的非病

毒序列。

但 ::MDE 系统也有局限性：首先，:: 的复制可能干扰被

拯救病毒的产生。:: 在感染时产生细胞病变效应（?C@），

最终会杀死细胞，因此外源基因表达并非一个连续过程，很

可能外源病毒未被拯救，负载的细胞已经破裂；其次，对于在

细胞核内复制的病毒，::MDE 系统无能为力。许多学者寻求

基于 DE J25、但更为安全的替代系统。例如：（.）OC:MDE 系

统［E］：OC: 即禽痘病毒，它只能在禽类及其衍生细胞中复制，

可感染哺乳动物细胞但不能传代和产生子代病毒，因此，一

般也不产生 ?C@，其生物安全及控制要求远小于 ::；OC: 复

制周期长，使得合成外源产物的时间延长。（G）9:$MDE 系

统：9:$ 是一种源自 $)<,1, 的复制缺陷型、有严格宿主范围

限制的 ::，其特点与 OC: 类似，感染细胞后不能产生子代病

毒颗粒，仅作为表达 DE J25 的载体。（B）杆状病毒MDE（8,!M
DE）系统［P］：与上述的 OC:MDE、9:$MDE 系统类似，载体病毒本

身并不能在哺乳动物细胞复制，但可以进行瞬时表达。8,!M
DE 更为优越的地方在于即使在高 9QR 感染下，都不出现

?C@，并且细胞没有显著的形态学改变，生长正常。但其缺
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点是表达水平不如 !!"#$ 系统（用该系统拯救的 %&’(&)(*+, 滴

度甚至低于 -./0 年 %&’(&)(*+, 首次被拯救时的“原始方案”），

并且杆状病毒的嗜细胞性差别很大，对肝细胞更为易感，这

限制 了 123"#$ 系 统 的 进 一 步 应 用。（4）甲 病 毒"#$ 系 统：

562%&) 等报道［.］，非致病型辛德毕斯病毒（789）载体可以顺

利表达 #$ %&’，进而拯救出 :;<6& 病毒。非致病型 789 是为

了克服普通 789 载体在复制时带来 =>? 而发展起来。这类

甲病毒无毒力，已证实可与黄热病毒（@A）、:!、小 B95 病毒

相容，因此在此基础上建立的甲病毒"#$ 系统预料会得到广

泛应用。该系统与 !!"#$ 相比，表达量仍略少，但其非特异

性蛋白背景要低。（C）构建直接表达 #$ %&’ 的细胞系：使得

往此细胞系转染含病毒基因组的重组 D95 就可以拯救出病

毒，但效率较低。

以上 C 种，其共同点都是用某种表达系统取代 !! 去表

达 #$ %&’，使得转染了 D95 的细胞减少甚至杜绝 =>? 的产

生，从而保证所要拯救的病毒能顺利产生。

!"# $%& 聚合酶!（$%& ’()!）表达系统

该系统是在构建流感病毒感染性克隆中发展起来的。

在真核细胞中，B95 %&’!负责 *B95 的转录，其特点是：高效

转录、转录场所在细胞核、转录产物有精确的 CE端和 FE端、没

有加帽和带上 %&’G 5 尾巴的后加工过程。这对在细胞核中

复制的病毒拯救尤为重要。转染含有反义插入的报告基因

=5# 的嵌合流感病毒节段（即病毒编码区被 =5# 取代，两端

9=B 保留，两边再加上 B95 %&’!启动子和终止子）和感染辅

助流感病毒，可以拯救出含有 =5# 节段的嵌合流感病毒。

基于该系统的流感病毒感染性全长 3D95 克隆于 -... 年构

建成功［-H］。最近，该系统又用于拯救乌库病毒（IIJ!，布尼

亚病毒科）［--］和博尔纳（1D!）［-0］的 K(<(6;<&K;。

* 正链 B95 病毒反向遗传系统

*"! 脊髓灰质炎病毒（’()+(,+-./）：无细胞体系的从头合成

%&’(&)(*+,属于小 B95 病毒科（ !"#$%&’("%")’*），在病毒反

向遗传学研究上一直扮演着“创新者”的角色：第一例动物

B95 病毒的拯救就是 %&’(&)(*+,；接着多个实验室通过各种改

进系统优化病毒的拯救条件；通过定点突变阐明 72L(< 活疫

苗致弱的遗传机制；通过构建嵌合的感染性克隆（3M(K;*(3
3’&<;,）研究病毒非编码区的功能等等，对其它 B95 病毒的

拯救和反向遗传学都有着示例性的作用。最近，在无细胞体

系中成功地从头合成 %&’(&)(*+,，再次更新了人们对传统病毒

拯救系统的认识，并在科学界内外引起了广泛争议。

早于 -..- 年，人们就发现，%&’(&)(*+, 在无细胞体系中有

病毒颗粒的自发组装行为。在未感染 %&’(&)(*+, 的 N;’2 细胞

抽提物可以有效翻译病毒 B95，蛋白产物再加入病毒基因组

体外转录的 B95 能自动组装为可复制的病毒粒子，最后拯

救出 %&’(&)(*+,。进一步设想，如果把 %&’(&)(*+, 视作化学式为

=FF0，OC0N4.0，F// 9./，0FC P-F-，-.O >$，CH- 70，F4H的化学超分子，则从头合成

这种超分子无疑是对生命本质认识的一项突破，使得人们对

病毒的生化、遗传特性，复制机制研究可越过细胞膜屏障，直

接在试管中进行。

这一猜想在 0HH0 年得到验证［-F］。首先在试剂公司定购

了平均长度为 O.<Q 的寡聚核苷酸（代表 %&’(&)(*+, 基 因 组

3D95全长），再装配成一些 4HH R OHHL% 的更大的 D95 片段，

然后这些片段再通过重叠部分连成代表 %&’(&)(*+, 基因组的

三个 3D95 克隆（其中之一含 #$ %&’），最后组装为 %&’(&)(*+,
全长 3D95，并在试管中拯救了 %&’(&)(*+,。两只小白鼠被注

射这种人造病毒以后，出现了类似小儿麻痹症的症状。这是

历史上不通过病毒材料，凭借数据库上的基因组信息从商业

公司定购 D95 片段，首次完全依靠化学途径合成病毒，具有

里程碑式的意义。然而结果发表后，许多人担心这会被恐怖

分子利用，在实验室制造其它致命病毒，并廉价生产生物武

器。这提醒人们必须重视病毒遗传拯救的负面影响和生物

安全性。

*"* 冠状病毒：最长 $%& 病毒基因组

冠状病毒是目前已知最大基因组长度的 B95 病毒（0$
R F0SL），也被认为是最难拯救的正链 B95 病毒。冠状病毒

共分三个组别：!组包括猪传染性胃肠炎病毒（#T?!），人冠

状病毒（N=&!U00.?）；"组包括小鼠肝炎病毒（:N!），#组包

括禽传染性支气管炎病毒（81!）。这 4 种动物 B95 病毒都

是目前研究冠状病毒反向遗传的模式病毒。在全长 3D95
感染性克隆获得之前，构建冠状病毒反向遗传系统的策略主

要是以 :N! 为模型的定向重组方法。0HHH 年，第 - 例 #T?!
的全长 3D95 感染性克隆构建成功［-4］，使得近两三年来冠状

病毒反向遗传学成为研究热点。此外，这也意味着其它长度

的 B95 病毒在理论上都可以得到拯救。

实现冠状病毒拯救的难点在于其基因组片段太大，常规

的基因工程质粒不能容纳，需要另找替代载体；此外还存在

“不稳定克隆”问题。5’K2V2< 等采用细菌人工染色体（15=）

来装载全长 #T?! 3D95［-4］；接着，@&+<Q 等尝试分段克隆，并

在体外拼接 #T?! 全长，直接体外转录产生 B95，用 B95 转

染细胞拯救病毒，其优点是简便、直接，避免了不稳定克隆的

出现，他们还发现共转染表达 #T?! 9 基因的质粒可提高

*#T?!的感染力，提示 9 基因有反式激活作用［-C］。#M(;’ 等在

首次拯救 N=&!U00.? 时用了新的克隆策略，直接把 N=&!
3D95 克隆到痘苗病毒载体上，然后再提取感染细胞的重组

!!基因组 D95 进行体外转录，获得感染性 N=&!［-O］；稍后，

#M(;’ 等在此基础上引入了表达 #$ %&’ 的 A>!，与含 81! 全长

3D95 的重组 !! 共转染细胞，直接在体内拯救出 81!［-$］，81!
的拯救也需要 9 基因反式激活。0HH0 年底，@&+<Q 等继 #T?!
后用类似的方案拯救了 :N!，这里 9 基因仍可增强 :N! 拯

救效率［-/］。至此，三个组别的 4 种冠状病毒的感染性克隆

均已获得。

75B7 冠状病毒起初认为不属于已知的三个组别，但最

近有学者认为源自第"组［-.］。在 75B7 病毒 I*L2<( 株全序

列发表后［0H］，@&+<Q 等仅用 0 个月时间拯救出源自该毒株的

含有遗传标记的人工 75B7 病毒［0-］。重组的活病毒与野生

型毒株复制效率相当，都可以被一种蛋白酶抑制剂所抑制。
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!"#! 病毒反向遗传系统的建立对病毒致病的分子机制探

索，疫苗设计和药物治疗有重要意义，并可能为彻底阐明

!"#! 冠状病毒的起源提供一种“病毒重建”的方法。

!"# 黄病毒：不稳定克隆和准种特性

$% 年代大量的正链 #&" 病毒不断拯救出来，然而在黄

病毒科成员上却屡屡碰壁，原因是这些病毒的基因组 ’(&"
亚克隆存在不稳定性，使得病毒感染性克隆不能成功构建。

该问题同时存在于冠状病毒。

所谓“不稳定克隆”，指病毒基因组 ’(&" 全长或部分克

隆在大肠杆菌中倾向于自发重排，接入外源序列，缺失核苷

酸和发生点突变，变异部位严重影响了原来病毒的复制、转

录。造成不稳定克隆的原因有多方面，其机制到今未完全明

确，原因之一是表达的病毒基因产物对大肠杆菌有毒性，结

果不是载有克隆的细菌死亡就是病毒克隆为了存活而产生

适应性突变，造成“! ) "#$% 偏好性选择”（*+,- -./.’0+12）。

为克服不稳定克隆问题，病毒学家陆续提出多种解决方

案。

（3）体外拼接4转录法：体外扩增病毒基因组，拼接为全

长后，不经过 ! ) "#$% 培养而直接体外转录，所得 #&" 转染细

胞从而拯救病毒。显然，这避开了 ! ) "#$% 培养环节。这是

随着长距离 #5678# 产生而发展起来的方案，早期的黄热病

毒（9:），日本脑炎病毒（;<）和登革 = 型病毒（(<&=）就是这

样获救的。冠状病毒 >?@［3$］、5A<@［3B］等也通过这种方法获

得感染性克隆。

（=）选用适当的克隆载体：选用低拷贝数的 ! ) "#$% 载体

可以 得 到 可 接 受 稳 定 性 的 克 隆。这 些 载 体 包 括 C"8 和

DC#E==；另 外 还 需 要 选 择 合 适 宿 主 菌。目 前 普 遍 使 用

DC#E== 和 ! ) "#$% ?C3%3 菌株。(<&F［==］和库宁病毒（GH2I+2
J+KH-）即使用这种克隆方案。最近，肆虐美国的西尼罗!、"
型病毒（L&@）［=E］也通过这种方法获得相对稳定的感染性克

隆。这种以牺牲高产量 (&" 为代价的重组质粒称为“中性

稳定（M.0,-0,*/.）克隆”。另外，由于在 ! ) "#$% 中不稳定的

(&" 序列通常在真核系统中是稳定的，有人用酵母载体来

克隆 (<&= 基因组并拯救；前面提到以 @@ 为载体容纳冠状

病毒 ?81@ 和 NC@，既可满足大片外源基因（组）插入，又能解

决不稳定克隆问题。

（E）插入内含子法：真核生物在 #&" 后加工时要进行

#&" 拼接，删除初始转录 M#&" 的内含子，所以如果在病毒

’(&" 特定部位引入内含子，可能会避免 ! ) "#$% 克隆的不稳

定性，而内含子在真核细胞表达时又被切除，产生与病毒原

来序列相同的 #&"。该方案由 9,M-O’O+P1J 等提出，并在 ;<
拯救中取得成功［=F］。5A<@ 的拯救后来也采用这种策略提

高效率。

（F）最小启子法：通过抑制病毒蛋白的表达而避免不稳

定克隆可以直接在转录水平上进行。在原核生物中，增强子

丧失了在真核生物中特有的位置效应，如果把增强子转移，

则病毒基因在细菌的转录活性极低，使有毒产物的表达水平

降至最少，从而可以有相当稳定的克隆。模式病毒仍是 ;<，

只须把 8>@ 增强子重置于病毒全长 ’(&" 的下游，则可产生

稳定的感染性克隆［=B］。

黄病毒科的丙肝病毒（?8@）是更为极端的例子。除了

不稳定克隆外，?8@ 存在准种特性（QH,-+6-D.’+.-，即 ?8@ 病

毒以极快的速度进化或变异，使得在某个病人体内的存在形

式是由一群相近的但有差别的 ?8@ 突变体组成），这样，用

#5678# 扩增出来的病毒 ’(&" 需要比较多个独立扩增子序

列而确定其一致序列，否则不能反映可存活病毒的真实基因

组。由于 ?8@ 本身在血液中含量极低，对于指定的血样，独

立的 #5678# 也很难进行多次；而且 ?8@ 没有体外细胞培养

系统，这使得 ?8@ 从基因组克隆、’(&" 一致序列确定和感

染性克隆构建都要比其它黄病毒困难。两个小组几乎同时

报道了 ?8@ 的拯救［=R，=S］。他们都要费力地通过定点突变修

改 ?8@ 全长 ’(&" 上与一致序列不同的点突变，同时又要避

免不稳定克隆，最后获得的感染性克隆（对黑猩猩致病）已经

过多次修饰。

!"$ 野田村病毒：病毒%宿主相互作用

病毒作为生物宿主的寄生物，不能脱离宿主系统而单独

存在。必须借助宿主编码产物的帮助。分离并鉴定这些被

“借用”的蛋白，对于认识病毒6宿主相互作用十分重要。在

研究这种相互作用时并没有系统的研究方法，直接纯化与病

毒复制有关的蛋白在技术难度上很大。为了能够有系统地

高效研究这些相互作用，必需寻求可受控背景的宿主系统。

酿酒酵母遗传背景清晰，在遗传方法学上已经成熟，并且其

全基因组已经测出，如果直接把感染高等生物的病毒引入酵

母宿主中加以研究，则分离鉴定宿主基因的进程会大大加快

（只需通过数据库搜索高等生物与酵母相关基因的同源物即

可）。

"/QH+-0 等把野田村病毒科成员 :/1’P O1H-. J+KH-（:?@）

引入酿酒酵母。开始，先转染 :?@ 基因组双节段（#&"3、

#&"=）的体外转录 #&"，结果产生了 :?@ 病毒粒子，并且这

种 :?@ 可在酵母中持续复制。如果用报告基因替换 #&"=
的编码区，可以使这种 :?@6酵母系统获得筛选标志［=$］。接

着，发展到通过引入诱导型表达载体来启动 :?@ #&"3 的复

制，大幅提高表达水平。进一步，含有报告基因的 #&"= 重

组复制子通过转染 (&" 穿梭载体而获得，并且报告基因作

为筛选标志，其表达绝对依赖于 #&"3 的复制，这样 :?@ 酵

母复制系统完全可以受控［=T］，有利于进一步分离宿主基因

和鉴定与 :?@ 复制相关的病毒自身的顺式作用元件。

:?@6酵母复制系统的例子具有重要的研究意义，尽管

其它高等动物 #&" 病毒不一定也能感染酵母，但随着多种

模式生物（果蝇、小鼠、人）的全基因组序列的确定，以及基因

敲除、转基因技术的日益成熟，在更为复杂的宿主背景下研

究病毒6宿主相互作用在将来可望达到。

# 负链 #&" 病毒反向遗传系统

负链 #&" 病毒分两大类（分节段或不分节段）共 S 科，

其中：分节段病毒包括正粘病毒（R U $ 节段）、布尼亚病毒（E
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节段）、沙粒病毒（双节段）；不分节段病毒包括弹状病毒、丝

状病毒、副粘病毒和博尔纳病毒。正粘病毒科和博尔纳病毒

科成员在细胞核中复制，而其它 ! 科病毒在细胞质中复制。

负链 "#$ 病毒成员中许多是危害人类和动物的致命病毒，

如埃博拉病毒、流感病毒、呼吸道合胞病毒、新城疫病毒等。

由于负链 "#$ 病毒在病毒粒子结构上的特殊性，其反向遗

传学研究长期滞后于正链 "#$ 病毒，一直到 %& 年代中期才

取得突破［’］。目前，( 科病毒的代表成员已经构建了感染性

克隆或微基因组（)*+*,-+.)-），为研究及防治这些病毒提供

了强大的分子工具。

!"# 流感病毒（正粘病毒）：负链 $%& 病毒遗传拯救的发展

见证

流感病毒属于正粘病毒科，有 / 个节段。与其它负链

"#$ 病毒的结构类似，其基因组节段与相应的病毒结合组

成核糖核蛋白（"#01）复合体。"#01 作为病毒基因组复制和

转录的“工厂”，一般情况下其中的病毒蛋白与基因组 "#$
紧密结合，这也是单独转染病毒 "#$ 或 23#$ 不能拯救负链

"#$ 病毒的关键原因。

因此，为实现流感病毒包括其它负链 "#$ 病毒的拯救，

必须对 "#01 进行重建。另一方面，由于流感病毒在细胞核

复制，其 "#01 的成分 #0、045、046 和 0$ 蛋白在细胞质翻译

后都要运送到核内与病毒 "#$1 装配，还需要创建特有的表

达系统以构建感染性克隆，这就是前面已提及的 "#$ 7.8!
系统。

5%/% 年 9:;<=-1 等首先用辅助病毒法拯救出含有报告基

因的嵌合流感病毒［’&］，>+?)* 等进一步对流感病毒 #$ 基因

进行了定点突变，也通过辅助病毒法拯救了含突变的流感病

毒，这是第一例对负链 "#$ 病毒进行反向遗传操作，但不是

真正意义上的构建病毒全长感染性克隆［’5］。经过近 5& 年

的努力，#-:)?++ 等率先完成这项工作［5&］。#-:)?+ 的拯救

系统要求并不复杂，仅用到 3#$ 克隆、质粒纯化和 3#$ 转染

技术。总共要转染 56 个质粒，其中 / 个是 "#$ 7.8!系统驱

动的，各编码 / 个流感病毒基因组 "#$ 节段；另外 @ 个由

"#$ 7.8"系统驱动，分别编码 #0，045，046，04 基因，预期在

细胞内表达的产物可体内重建 "#01。结果，大约 5&&& 个细

胞中有一个能产生感染性病毒（/ A 5&( 个病毒B)9）。为进一

步提高转染效率，尽量减少共转染质粒的数量十分必要。

C.DD)?++ 等构建了一种“双义”编码方法，即先在 EFG 启动

子和 7.8;$ 信号间正向插入病毒基因组 23#$，然后在两端反

向加入 "#$ 7.8!启动子和终止子。这样，一种质粒可在表

达病毒蛋白的同时大量转录病毒负链 "#$，共需 / 种质粒转

染细胞即可。该系统产生子代病毒的效率与 #-:)?++ 的方

法相当，被称为 "#$ 7.8!B"系统［’6］。

流感病毒反向遗传学研究由此得到长足的进展。除了

阐明病毒基因和非编码区的功能外，对研究病毒的致病机

制、发展疫苗和构建流感病毒载体也起着关键的作用。最突

出的例子是对 5%%( 年香港爆发的禽流感致人类疾病事件在

分子生物学上作出初步解答［’’］。日本学者采用 #-:)?++ 建

立的系统重现了香港禽流感病毒 C!#5 株致病过程，发现

046 蛋白在 H6( 位 ?? 上的突变使 C!#5 病毒可以感染人体，

而 C$ 蛋白的高效剪切能力就是对哺乳动物致命的直接原

因。

!"’ 其它分节段负链 $%& 病毒：双义编码

5%%H年布尼亚病毒科原型株布尼奥罗病毒（4:+;?)IJ
-K?，4L#，三节段）全长感染性克隆构建成功［(］。尽管病毒由

GGBM( 系统驱动并可以获救，但效率极低。直到现在，也只

有 4L# 获得全长感染性克隆，其它布尼亚病毒如裂谷热病

毒（"GNG）和乌库病毒（LLOG）都只是构建了 )*+*,-+.)-［55］。

LLOG和 "GNG 属于布尼亚病毒科的白蛉属，这一病毒

属与沙粒病毒科有一个共同的特征是基因组有 5 P 6 个节段

（前者：只 有 Q 节 段；后 者：双 节 段 都 是）是 双 义 编 码（?)J
R*1-+1-）的，即这些节段既可正向编码，又可反向编码。以前

人们认为这对构建这类病毒的感染性克隆是一个难点，因为

外源表达系统不能双向启动。而在 LLOG 的例子中，Q 节段

反基因组编码的非结构蛋白 #Q! 对 )*+*,-+.)- 的拯救并不

需要。

最近沙粒病毒科原型病毒———淋巴细胞性脉络丛脑膜

炎病毒（9EFG）的 )*+*,-+.)- 构建成功［’@］。9EFG 基因组的

特殊性在于其双节段都是双义编码，任一节段上、下游的编

码区（不同方向转录）之间隔着一个基因间区域（*+<-K,-+*2 K-J
,*.+，ST"）。把报告基因 E$M 反向置换 Q 节段的 ’U端编码

区，而 !U端编码区删除，仅保留 ST" 和两端 #E"，用 GGBM(
系统表达 9EFG #0、9 蛋白及重组 E$MJQ 节段，可检测到高

效 E$M 活性、亚基因组 E$M )"#$ 和相应的反义 "#$。接

着，换用 "#$ 7.8"系统驱动 9EFG )*+*,-+.)-，同样证实病

毒顺式作用元件包括了 ST"，而 #0、9 蛋白为必需的反式作

用因子。

!"! 不分节段负链（%%(）$%& 病毒：反基因组编码策略

开始，流感病毒体外重建 "#01 再转染细胞的拯救策略

对 ##Q "#$ 病毒并不成功，这可能由于 ##Q "#$ 病毒的基

因组长度一般超过 55VR，使得 "#01 重建的技术难度加大。

直接构建感染性克隆也长期未有突破。Q2W+-88 等发现了关

键所在。他们用 GGBM( 系统表达狂犬病毒（"G）基因组和 #、

0、9 蛋白（这三种蛋白构成 X"#01），开始的实验并不理想，6&
次实验只有 6 次产生感染性病毒。当改变策略———表达反

基因组（正义）而不是基因组 "#$（反义）时，意外地取得了成

功［’］。这是第一篇负链 "#$ 病毒完全从全长 23#$ 克隆中

拯救出来的报道。

使用编码病毒反基因组（正义）的质粒去构建感染性克

隆后来广泛应用到其它 ##Q 病毒上。成功的原因可能是转

录产生的正义全长 "#$ 与提供反式作用因子的 )"#$ 之间

不会形成杂交，否则一旦形成杂交，可能会干扰 X"#01 复合

体的形成或介导由干扰素诱发的病毒抑制效应，从而难以拯

救病毒。然而，后来对仙台病毒和人副流感 ’ 型病毒（均为

副粘病毒科）的拯救可以使用负义的基因组（尽管拯救效率

低于使用正义的）。最近，埃博拉病毒也可用编码基因组的
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!"# 片段拯救［$%］。这一“反基因组编码规则”对流感病毒同

样不适用，这似乎表明“杂交”的解释并不足够。

第一种副粘病毒感染性克隆是麻疹病毒（&’）［$(］。之

后，大量的副粘病毒被拯救出来，这可能是负链 )"# 病毒被

拯救的成员数目最多的一科。

!"# 负责负链 $%& 病毒拯救的反式作用蛋白比较

综合所有报道，比较用于拯救负链 )"# 病毒的各种反

式作用蛋白，发现：病毒 )*)+（, 蛋白），核蛋白 " 和磷蛋白 -
对弹状病毒科、副粘病毒科、博尔纳病毒科的拯救是必需的；

对丝状病毒科（埃博拉病毒），除 ,、"-、’-$%（与 - 蛋白功能

等价）蛋白外，还需要 ’-$. 蛋白；对布尼亚病毒科和沙粒病

毒科，只需 , 和 "- 两种蛋白即可维持其 /0102314/3；流感病

毒需要 " 蛋白和 )*)+ 的三个亚基 -56、-57、-# 蛋白。

反式作用蛋白之间的比例对病毒拯救也很重要。例如，

拯救博尔纳病毒（5!’）/0102314/3 需要精确的 "：- 比例，而

,：- 比例并非关键［67］。有时一些病毒蛋白有反作用，如 ,89
&’ 的一种含有锌指结构的 : 蛋白、5!’ 的 +6. 蛋白对各自

的 /0102314/3 转录和复制起强烈抑制作用［67，$;］

# 双链 )"# 病毒反向遗传系统

在所有双链 )"# 病毒中，反向遗传学研究技术最为成

熟的是噬菌体!(（囊状病毒科），但其研究模式不能套用在

其它两类动物病毒上。对于双 )"# 病毒科（!"#$%&"#"’%(），其

拯救方法类似于正链 )"# 病毒；而呼肠孤病毒科目前还没

有感染性克隆。

#"’ 传染性法氏囊病病毒

鸡传染性法氏囊病病毒（<5!’）是世界范围内危害养鸡

业最严重的几种病毒之一，属于双 )"# 病毒科，其特征是基

因组具有双节段，每节段都是双链 )"#。<5!’ 的大节段（#
节段）上两个相互重叠的阅读框（=)>）分别编码非结构蛋白

’-%（上游 =)>）和多聚蛋白 ’-79?9$（下游 =)>）；较短的 5 节

段编码病毒的依赖于 )"# 的 )"# 聚合酶（)*)+）基因。<59
!’ 是第一种获得感染性克隆的动物双链 )"# 病毒，当时是

用体外转录法拯救的［$@］。该系统的建立随后极大地促进了

<5!’ 分子生物学的基础研究。

考虑到 <5!’ 的双节段基因组长度较短，分别为 $A7BC
和 7A@BC，采用 )"# +4D"系统应该适用于病毒拯救，并且操

作相对简易。另外，本实验室此前对 <5!’ !"# 疫苗的影响

因素作了系统研究，发现 +8< 载体比 +E!"#$ 载体效果要

好［$F］；往 ’3G4 细胞单独转染以 +8< 质粒为骨架的 <5!’ # 节

段可以检测到病毒 )"# 和特异性病毒蛋白的表达。最近，

我们以 +8< 载体为骨架构建 <5!’ 感染性克隆，并在 <5!’ 双

节段 E!"# 重组子上引入沉默突变的遗传标记，转染 ’3G4 细

胞后拯救出人工 <5!’［?.］。

在 <5!’ 反向遗传系统的基础上可以进一步发展减毒活

疫苗或基因缺失疫苗。研究发现 <5!’ ’-% 基因的沉默不影

响病毒复制，甚至使弱毒株丧失毒力［?6］。目前我们正以靶

向缺失 ’-% 基因为目标开发新一代抗 <5!’ 疫苗。

#"( 呼肠孤病毒（$)*+,-./）
呼肠孤病毒粒子由多层壳蛋白组成。最内层的核心颗

粒（E4G3）包裹着由 6. H 67 个 *I)"# 节段组成的基因组，结构

比负链 )"# 病毒的 )"-I 还要复杂。构建 )34J0GKI 感染性克

隆难点也在于病毒核心颗粒结构复杂，基因组节段比流感病

毒还要多；并存在独有的基因组节段（2314/0E I32/31LI，2I）特

异性重分配，即 )34J0GKI 基因组中某些节段比其它节段更倾

向于排斥（或接受）外来的同源基因节段，这对进行 )34J0GKI
的反向遗传操作十分不利，因为很难在其基因组中引入外源

或被修饰的遗传信息。

6FF. 年，)413G 等 构 建 了 一 个 )34J0GKI 感 染 性 )"# 系

统［?7］。该系统与用体外重建 )"-I 转染细胞再感染辅助病

毒拯救流感病毒极为相似。所需的材料 除 了 6. 种 2I 的

II)"#外，还需要辅助病毒，以提供必要的反式作用蛋白。经

过 66 年的努力，)413G 最近又前进了一步：构建可以表达

8#M 的 )34J0GKI 反向遗传系统［?$］。这一步能实现得益于一

项技术改进，即可以除去 6. 个 2I 中的任一特定 2I，这对构建

无选择性表型的人工突变 )34J0GKI 必不可少。此外，还需要

任一 2I 的 E!"# 克隆，在 !"# 水平上进行人工突变、缺失和

插入等反向遗传操作，用以取代被除去的对应 2I )"#。由

于被除去的 2I 上有病毒编码产物可能作为病毒复制和装配

必需的反式作用因子，因此，在被转染的细胞中还需要补偿

性地提供这种蛋白，这通过构建表达该蛋白的转化细胞系获

得。

对 )34J0GKI 重配的分子机制进一步阐明将为构建不依

赖辅助病毒的全长 )34J0GKI 感染性克隆打下基础。由于 )39
4J0GKI 病毒粒子结构的复杂性，最终实现这一目标仍是任务

艰巨，这应该是实现动物 )"# 病毒反向遗传系统全部建立

的最后挑战了。

0 展望

各类动物（包括人类）非反转录 )"# 病毒反向遗传系

统的建立不仅大大促进其分子生物学研究进程，而且具有巨

大的应用价值，例如在此基础上衍生的反向疫苗学；以及通

过构建 )"# 病毒载体作为新型疫苗或进行基因治疗。甲病

毒载体是其中最有发展前景的［F］。

展望将来：

（6）随着拯救技术的发展成熟，反向遗传系统在 )"# 病

毒功能基因组研究上将担当无可替代的作用。病毒的未知

甚至已知基因和 )"# /4L0NI 的实际作用，最终要反映在体内

（ "$ &"&)）研究上。以 O#)O 病毒为例，一些与其它冠状病毒

相比有显著差异的新阅读框 =)>I、未明确功能的蛋白结构

域、组特异性亚基因组 /)"#I 和转录调控序列［6F H 76，??］，都需

要通过构造突变或缺失这些序列的人工病毒来阐明其具体

功能。

（7）应用 )"# 病毒反向遗传系统重现病毒的生活周期

和感染模式，对阐明病毒的起源和致病机制提供一种切实可

行的方法。这方面禽流感病毒 P%"6 株和“6F6@ 西班牙流感
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病毒株”的例子可供借鉴。目前 !"#! 病毒的家猫、雪貂动

物模型已经建立［$%］；从野生动物上分离到的 !"#! 病毒也测

出全序列［$$］；最近又有人重新分析 !"#! 病毒基因组序列，

发现 !"#! 病毒可能是两种未知的哺乳动物前体病毒和禽

类前体病毒的重组杂交体［$&］。将来可结合感染性克隆对病

毒起源和致病性进行调查。

（’）开展病毒拯救的机制研究。直到现在，#(" 病毒的

感染性克隆是如何模拟野生病毒感染的具体机理还没有系

统研究；另外，)*+,*-,./0 的化学从头合成能否推广到其它病

毒甚至进一步合成人工生命［1’］；“自下而上”的微生物或高

等生物基因组或染色体重建能否借鉴病毒的感染性克隆构

建而取得成功［1%，12］；从病毒反向遗传系统延伸到模式生物基

因组背景下的“病毒3宿主反向遗传系统”，等等，都将是富于

挑战性的前沿研究。

（$）正确看待病毒拯救技术的利弊，注意负面影响，因

为致命的病毒作为生物武器也可能以这种方式制造出来。

即使出于生物安全性的考虑，也应该防止“不致病”病毒的流

散和传播。
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