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［摘　 要］ 　 小反刍兽疫（ＰＰＲ）是由小反刍兽疫病毒（ＰＰＲＶ）引起的山羊、绵羊等小反刍动物的急

性、高度接触性传染病。 反向遗传学是在获得生物基因信息的基础上，对基因进行突变、缺失等操

作，进而研究基因变化对表型的影响。 本文综述了包括 ＰＰＲＶ 在内的单股负链 ＲＮＡ 病毒反向遗传

学的最新研究进展，以期为 ＰＰＲＶ 及同科属病毒的反向遗传操作系统的建立提供新的思路。
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　 　 小反刍兽疫（Ｐｅｓｔｅ ｄｅｓ ｐｅｔｉｔｓ ｒｕｍｉｎａｎｔｓ， ＰＰＲ）

是由小反刍兽疫病毒 （ Ｐｅｓｔｅ ｄｅｓ ｐｅｔｉｔｓ ｒｕｍｉｎａｎｔｓ

ｖｉｒｕｓ， ＰＰＲＶ）引起山羊、绵羊等小反刍兽的一种急

性、热性、接触性传染病，是 ＯＩＥ 法定报告的动物传

染病，我国规定为Ⅰ类动物疫病［１］。 据 ＦＡＯ 推测，

全球约有 ６２． ５％的小反刍动物受到小反刍兽疫的
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威胁，特别是非洲、亚洲和中东地区。 ２００７ 年 ７ 月

我国西藏地区首次发生疫情，２０１３ 年 １１ 月新疆地

区再次发生，随后疫情遍布全国大多数省份。 据不

完全统计，全球每年因 ＰＰＲ 导致的经济损失高达约

３０ 亿美元，目前主要采用疫苗免疫接种对 ＰＰＲ 进

行预防，２０１５ 年 ＯＩＥ、ＦＡＯ 联合启动了《全球小反刍

兽疫控制与根除策略》，提出了到 ２０３０ 年在全球消

灭 ＰＰＲ 的目标［２］。

１　 小反刍兽疫病毒概述及复制特征

小反刍兽疫病毒属于副粘病毒科（Ｐａｒａｍｙｘｏｖｉ⁃

ｒｉｄａｅ）麻疹病毒属（Ｍｏｒｂｉｌｌｉｖｉｒｕｓ），同属成员还包括

麻疹病毒（Ｍｅａｓｌｅｓ ｖｉｒｕｓ， ＭＶ）、牛瘟病毒（Ｒｉｎｄｅｒ⁃

ｐｅｓｔ ｖｉｒｕｓ， ＲＰＶ）、犬瘟热病毒（Ｃａｎｉｎｅ Ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ｖｉ⁃

ｒｕｓ，ＣＤＶ）、海豹瘟热病毒（Ｐｈｏｃｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ｖｉｒｕｓ，

ＰＤＶ）、鲸麻疹病毒（Ｃｅｔａｃｅａｎ ｍｏｒｂｉｌｌｉｖｉｒｕｓ，ＣＭＶ）、

海豚麻疹病毒（Ｄｏｌｐｈｉｎ ｍｏｒｂｉｌｌｉｖｉｒｕｓ，ＤＭＶ） ［３ － ４］。

通过基因序列比对，可将 ＰＰＲＶ 分为四个基因型，

但 ＰＰＲＶ 只发现一个血清型，其中基因 Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ 型

主要流行于非洲，而我国小反刍兽疫流行毒株属于

基因Ⅳ型。 ＰＰＲＶ 是单股负链不分节段有囊膜的

ＲＮＡ 病 毒， 绝 大 多 数 ＰＰＲＶ 的 核 苷 酸 总 数 为

１５９４８ ｎｔ，ＲＮＡ 链从 ３’至 ５’依次分布着 Ｎ － Ｐ － Ｍ

－ Ｆ － Ｈ － Ｌ ６ 个基因，共编码 ６ 种结构蛋白，即核

衣壳蛋白（Ｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｎ）、磷蛋白（ Ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏ⁃

ｔｅｉｎ，Ｐ）、基质蛋白 （Ｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎ， Ｍ）、融合蛋白

（Ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｆ）、血凝素蛋白（Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ ｐｒｏ⁃

ｔｅｉｎ，Ｈ）、大蛋白（Ｌａｒｇｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｌ），此外 ＰＰＲＶ Ｐ 基

因有两个重叠的开放性阅读框（ＯＲＦ）可编码病毒

结构蛋白 Ｐ 和非结构蛋白 Ｃ、Ｖ 蛋白［５］。

ＰＰＲＶ 复制过程中其病毒粒子中单链核糖核

苷酸（ｓｓＲＮＡ）不能直接用作转录和复制的模板，

只有当基因组 ｓｓＲＮＡ 与核蛋白结合形成核衣壳

复合物（ＲＮＰｓ）以后，才能被 ＲＮＡ 依赖的 ＲＮＡ 聚

合酶识别并作为转录的模板转录成正链 ＲＮＡ，以

此作为 ｍＲＮＡ 翻译 ＰＰＲＶ 复制所需蛋白，与此同

时，以正链 ＲＮＡ 为模板生成负链的病毒基因

组 ＲＮＡ。

与麻疹病毒属其它成员一样，ＰＰＲＶ 基因组也

遵循“六碱基原则”，即病毒基因组长度为 ６ 的倍

数。 但有研究表明，在微突变的 ＰＰＲＶ 微型基因组

中插入或敲除一到两个核苷酸，ＰＰＲＶ 也能正常复

制［６］，ＰＰＲＶ 的这一独特特征有别于其它严格遵守

“六碱基原则”的麻疹病毒。

２　 反向遗传学概述及研究进展

广义的反向遗传学指从生物基因组及所含生

物信息出发，在获得生物基因信息的基础上，通过

对基因的操作，如定点突变、插入、缺失、置换等，进

行生物基因结构和功能的研究。 目前，反向遗传技

术已经成为推动植物学、动物学、微生物学研究发

展的最前沿科学之一。

狭隘的反向遗传学是指对微生物的反向遗传

操作和研究，目前已有很多病毒的反向遗传操作系

统被建立起来，用以研究病毒的生命周期，了解病

毒复制过程中的机制，创新了新型疫苗的研究手

段，开创了病毒学研究的新局面。

由于基因组结构相对简单，反向遗传学在 ＲＮＡ

病毒的研究中应用最为广泛，其核心是建立病毒的

感染性克隆，即病毒的人工构建。 了解病毒的基因

组结构特点和表达调控模式是开展 ＲＮＡ 病毒反向

遗传学研究的基础［７］。 随着分子生物学的发展，这

项技术随后也应用于 ＤＮＡ 病毒的研究，病毒 ＤＮＡ

可以直接进入细胞合成感染性病毒粒子。 １９７６ 年

研究人员通过在体外转染突变过的猴空泡病毒 ４０

（Ｓｉｍｉａｎ ｖａｃｕｏｌａｔｉｎｇ ｖｉｒｕｓ ４０ ｏｒ Ｓｉｍｉａｎ ｖｉｒｕｓ ４０，

ＳＶ４０）ＤＮＡ 实现了“体外拯救” ［８］。 １９７８ 年，科学

家们将 ＱＢ 噬菌体全长 ｃＤＮＡ 克隆到载体上并转染

大肠杆菌，成功拯救出具有感染性的子代噬菌

体［９］。 这一突破性进展为其他 ＲＮＡ 病毒的反向遗

传学研究奠定了基础。 １９８１ 年，脊髓灰质炎病毒

（Ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓ，ＰＶ）感染性克隆的成功构建拉开了动

物 ＲＮＡ 病毒反向遗传学研究的序幕［１０］。

相对于 ＤＮＡ 病毒和正链 ＲＮＡ 病毒，负链 ＲＮＡ

·３８·



中国兽药杂志 ２０２２ 年 ２ 月第 ５６ 卷第 ２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

病毒的反向遗传学研究比较滞后。 由于其基因组

ＲＮＡ 不是复制、转录和翻译的模板，必须与核衣壳

蛋白、ＲＮＡ 依赖性 ＲＮＡ 聚合酶等形成核糖核蛋白

复合物（ＲＮＰｓ），才能进行正常的复制，完成病毒粒

子的包装，而这在体外是难以实现的。 除此之外，

构建负链 ＲＮＡ 病毒的全长 ｃＤＮＡ 必须明确基因组

末端序列。 综上所述，体外拯救具有感染性的负链

ＲＮＡ 病毒存在一定难度［１１ － １２］。 直到 １９８９ 年，

Ｌｕｙｔｊｅｓ Ｗ 等成功拯救出一种嵌合的流感病毒，打

开了负链 ＲＮＡ 病毒反向遗传学研究的大门［１３］。

３　 ＰＰＲＶ 反向遗传学研究进展

关于 ＭＶ、ＲＰＡ、ＣＤＶ 的反向遗传操作系统的研

究早已见诸报道［１４ － １６］，而 ＰＰＲＶ 反向遗传操作系

统的建立则相对较晚。 ２００７ 年 Ｂａｉｌｅｙ Ｄ 等人［１７］ 构

建了小反刍兽疫病毒微型基因组系统，这一体系证

实了 ＰＰＲＶ 反向遗传操作系统的可行性，并且证明

了 ＰＰＲＶ 不像其他副粘病毒一样严格遵守“六碱基

原则” 。 微型基因组一般保留病毒的顺式作用元

件和调控区（一般为病毒基因组两端非编码区），多

使用 ＧＦＰ、ＣＡＴ、Ｘ － ｇａｌ 等报告基因代替中间编码

区，而且都是将报告基因反向连入启动子下游，以

避免非特异性表达。 ＰＰＲＶ 体外拯救基本元件包括

反基因组转录全长 ｃＤＮＡ 载体以及三个反式作用

辅助病毒蛋白：核衣壳 Ｎ，磷蛋白 Ｐ 和大蛋白 Ｌ。

Ｙｕｎｕｎｓ 等人建立了 ＰＰＲＶ 体外转录系统，该系统可

以在体外持续地转录出病毒所有蛋白的 ｍＲＮＡ，并

表现出梯度转录特性，与病毒自然感染细胞的情况

相似［１８］。 翟军军［１９］ 构建了 ＰＰＲＶ 全长 ｃＤＮＡ 克

隆，进行了 ＰＰＲＶ ＤＮＡ 疫苗的研发和免疫学研究。

直到 ２０１２ 年，Ｈｕ 等人［２０］通过 ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ 启动子

驱动病毒全长基因组转录的方式，第一次成功地从

ＰＰＲＶ 全长 ｃＤＮＡ 克隆中拯救出了能稳定表达绿色

荧光蛋白（ＧＦＰ）的重组病毒，其体外复制能力与亲

本病毒相当。 ２０１５ 年 Ｍｕｎｉｒａｊｕ Ｍ 等人［２１］也成功拯

救出 ＰＰＲＶ，该拯救系统采用人工合成的质粒，包含

全长 ＰＰＲＶ 反基因组序列和增强型绿色荧光蛋白

（ＥＧＦＰ）基因序列。 该研究通过插入 ＥＧＦＰ 基因获

得了阳性标记的重组病毒，通过突变 Ｈ 基因上 Ｃ７７

位点获得了阴性标记的重组病毒，为 ＰＰＲＶ 鉴别感

染和免疫（ＤＩＶＡ）标记疫苗的研发提供了新的思路

和方法。 在上述两个成功拯救 ＰＰＲＶ 的系统中，亲

本毒均为 ＰＰＲＶ Ｎｉｇｅｒｉａ ７５ ／ １ 疫苗株，被拯救的重

组 ＰＰＲＶ 病毒与亲本毒在 Ｖｅｒｏ 细胞上的生长曲线

没有明显差别且产生相同的细胞病变（ＣＰＥ）。 Ｈｕ

等人重组 ｒＰＰＲＶ － ＧＦＰ 病毒通过病毒中和试验

（ＶＮＴ）可以更快速、更高通量地检测 ＰＰＲＶ 中和抗

体效价。 Ｍｕｎｉｒａｊｕ Ｍ 等用重组病毒候选疫苗（ ｒＰ⁃

ＰＲＶ － Ｃ７７）与亲本毒疫苗同时免疫山羊，都对致死

剂量的 ＰＰＲＶ 攻击提供了完全保护。 ２０１９ 年 Ｌｉｕ Ｆ

等人［２２］ 也建立了 ＰＰＲＶ 反向遗传系统，拯救的

ＰＰＲＶ 能在体外高效表达 ＥＧＦＰ。 研究通过检测表

达 ＥＧＦＰ 的细胞比例，比较了 ＢＨＫ２１、Ｆ８１、ＭＤＢＫ、

ＲＫ１３、ＭＤＣＫ、ＰＫ１５、Ｖｅｒｏ 和 ＧＴ 等 ８ 个哺乳动物细

胞系对拯救病毒的易感性，最终确定 Ｖｅｒｏ 最易感，

ＰＫ１５ 最不易感。

研究者根据副粘病毒基因组遗传稳定的特点，

常利用反向遗传技术制备重组副粘病毒载体疫苗

和 ＤＩＶＡ 疫苗，已成为当今疫苗研发的重要方向。

胡倩倩等人［２３］ 构建了能够表达蓝舌病毒 ＶＰ５ 和

ＶＰ７ 蛋白的重组 ＰＰＲＶ，接种山羊可诱导产生针对

ＢＴＶ 和 ＰＰＲＶ 的抗体。 Ｙｉｎ Ｃ 等人［２４］ 构建了能够

表达口蹄疫病毒 ＶＰ１ 蛋白的重组 ＰＰＲＶ（ ｒＰＰＲＶ ／

ＶＰ１），ｒＰＰＲＶ ／ ＶＰ１ 接种山羊后对口蹄疫病毒的攻

击产生明显的保护，结果表明 ｒＰＰＲＶ ／ ＶＰ１ 可作为

ＰＰＲＶ 和 ＦＭＤＶ 活载体疫苗的候选株。 虽然已有

成功建立的 ＰＰＲＶ 反向遗传系统，但至今未有公

开报道拯救出的 ＰＰＲＶ 应用在 ＰＰＲ 的防控和疫病

的根除。

４　 ＰＰＲＶ 拯救策略

４． １ 　 副粘病毒反向遗传操作系统的分类　 目前，

副粘病毒反向遗传操作系统主要分为两种：一种是

基于 Ｔ７ ＲＮＡ 聚合酶建立的反向遗传操作系统，另

·４８·
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一种是基于 ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ 建立的反向遗传操作系

统。 两个操作系统的建立都必须以转录出精确的

全长序列为基础。 研究表明，负链 ＲＮＡ 病毒在体

外进行拯救的过程中，病毒基因组前导序列和尾部

序列的突变会影响 ＲＮＡ 的转录和复制，两端的非

编码区在病毒的转录和复制中起着关键性作用。

研究人员构建副粘病毒基因组全长 ｃＤＮＡ 克隆时，

为避免外来核苷酸在体外转录过程中插入 ＲＮＡ 模

板的 ５’端和 ３’端，会在两端引入具有自我剪切功

能的核酶序列。 比如在病毒序列 ５’端和 ３’端分别

引入丁肝核酶（ＨＤＶＲＺ）和锤头状核酶（ＨＨＲＺ），

两种核酶转录完成后，可分别在 ５’首端碱基之前

和 ３’末端碱基之后发生特异性剪切，从而得到完

整且准确的基因组末端序列［２５ － ２６］，此方法在拯救

负链 ＲＮＡ 病毒中应用较为广泛。

Ｔ７ ＲＮＡ 聚合酶是一种依赖 ＤＮＡ 的 ＲＮＡ 聚合

酶，其对噬菌体 Ｔ７ 启动子序列具有高特异性，能够

特异性地转录位于 Ｔ７ 启动子下游的的 ＤＮＡ。 在副

黏病毒的反向遗传学研究中，通常在病毒基因组

ｃＤＮＡ 的 ５’端插入 Ｔ７ 启动子，这就要求宿主细胞

提供 Ｔ７ ＲＮＡ 聚合酶以配合转染质粒在细胞内转

录。 因此需要筛选出能稳定表达 Ｔ７ ＲＮＡ 聚合酶

的特定细胞系，或者利用重组的 Ｔ７ ＲＮＡ 聚合酶痘

苗病毒提前感染宿主细胞获得外源性 Ｔ７ ＲＮＡ 聚

合酶。 以上策略操作复杂且转染细胞易受干扰，尤

其对拯救具有严格细胞适应性的病毒而言影响

更大。

为了解决上述问题，研究人员开发了一个基于

人巨细胞病毒（ＣＭＶ）启动子的系统，即在病毒基

因组 ｃＤＮＡ 的 ５’端插入 ＣＭＶ 启动子代替 Ｔ７ 启动

子，利用真核细胞自身表达的 ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ 直接

识别 ＣＭＶ 启动子。 ＣＭＶ 系统的优点是避免产生

由于引入外源性 Ｔ７ ＲＮＡ 聚合酶而引起宿主细胞

发生 ＣＰＥ，或由于增加了共转染质粒的数量而降低

系统性能的问题。 由于 ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ 位于细胞核

的核质内，最初认为驱动 ＣＭＶ 启动子的 ＲＮＡ 聚合

酶 ＩＩ 系统用于拯救核复制病毒效果会更好。 而后

研究表明 ＣＭＶ 系统也可用于拯救其他非核复制病

毒，如 ２０１１ 年 Ｌｉ 等人将 ＮＤＶ 的 Ｉ 系苗 Ｍｕｋｔｅｓｗａｒ

毒株全长序列分别置于 Ｔ７ 启动子和 ＣＭＶ 启动子

后，都获得了具有感染性的病毒粒子，并且采用

ＣＭＶ 启动子拯救系统的拯救效率显著高于前

者［２７］。 至于采用 Ｔ７ 启动子还是 ＣＭＶ 启动子主要

取决于实验室现有的条件，目前市场已有成熟稳定

表达 Ｔ７ ＲＮＡ 聚合酶的细胞系，在极大提高病毒拯

救效率的同时也避免了由于引入外源 Ｔ７ ＲＮＡ 聚

合酶辅助拯救病毒而引起的 ＣＰＥ 的难题。

４． ２　 参考 ＮＤＶ 的拯救策略 　 在传统的副粘病毒

反向遗传学研究中，病毒拯救依赖于将含有病毒基

因组全长序列的质粒分别与三个含有 Ｎ、Ｐ 和 Ｌ 基

因独立克隆的辅助质粒共转染真核细胞。

下面将从副粘病毒科 ＮＤＶ 反向遗传学最新研

究进展中分析可能用于拯救 ＰＰＲＶ 的策略，有望促

进 ＰＰＲＶ 反向遗传技术的发展。 ２００８ 年 Ｇａｏ 等

人［２８］在基于 ＲＮＡ 聚合酶 Ｉ 系统之上，将 ＮＤＶ 弱毒

株 Ｂ１ 株三个外部基因和三个内部基因克隆到带有

Ｔ７ 启动子的转录载体上，然后将两个含有全长序

列的转录载体和三个辅助质粒共转染细胞，拯救出

的重组 ＮＤＶ 生长特性与亲本毒一致。 副粘病毒基

因组大小为 １５ ～ １６ｋｂ，构建全长 ｃＤＮＡ 克隆时容易

发生突变，如果能将全长基因组分节段克隆到两个

质粒进行转录将提高病毒拯救效率。 Ｇａｏ 等人［２８］

的研究为 ＰＰＲＶ 拯救提供了一条新思路。 ２０２０ 年

Ｗａｎｇ Ｎ 等人［２９］建立了一种简单可靠的 ＮＤＶ 反向

遗传操作系统，研究构建的一个 ＮＤＶ 基因组全长

质粒采用 Ｔ７ 启动子驱动，其他三个辅助质粒系统

采用 ＣＭＶ 启动子驱动，同时构建了一个不使用辅

助病毒就能够增强表达 Ｔ７ ＲＮＡ 聚合酶的质粒，通

过五个质粒共转染成功拯救出重组 ＮＤＶ 病毒。

２０１７ 年 Ｌｉｕ 等人［３０］开展了双质粒拯救系统的

研究，双质粒系统是一种新方法，其创新点在于构

建了一个辅助质粒，其中包含了可编码三个病毒复

·５８·
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制所需蛋白（Ｎ、Ｐ 和 Ｌ）的翻译盒，每个翻译盒都有

一个合适的启动子（Ｔ７ 或 ＣＭＶ）和终止子（Ｔ７Ｔ 或

Ｐｏｌｙ － Ａ ｔａｉｌ），根据拯救策略的不同，可选择性地使

用或不使用外源性 Ｔ７ ＲＮＡ 聚合酶。 另外，研究人

员还构建了病毒全长反基因组的质粒，将其与辅助

质粒共转染到细胞中，拯救出感染性病毒。 与传统

的四质粒系统相比，双质粒系统具有更高的拯救效

率，并且适用于四质粒系统无法拯救的病毒［３０ － ３１］。

除了以上多质粒拯救系统外，还有基于单质粒

的拯救系统。 单股负链 ＲＮＡ 病毒的反向遗传操作

系统的建立依赖于含有病毒基因组全长 ｃＤＮＡ 的

质粒和含有病毒复制相关基因的辅助质粒进行共

转染。 Ｐｅｅｔｅｒｓ Ｂ［３２］提出了一种新的拯救策略，即利

用单个质粒拯救 ＮＤＶ，无需使用辅助质粒。 这种方

法是将 Ｔ７ 或 ＣＭＶ 启动子序列插入或替换病毒复

制基因的亚基因组 ＲＮＡ 的非编码区，位置的选择

应确保编码病毒复制必要蛋白的亚基因组 ＲＮＡ 转

录，从而形成 ＲＮＰｓ 复合物，同时还要避免干扰病毒

基因组中增强下游基因表达的基本元件。 由于病

毒复制策略的相似性，单质粒系统理论上也可适用

于大多数非节段负链 ＲＮＡ 病毒。

目前，对已经拯救出的 ＰＰＲＶ 反向遗传系统进

行分析，科研人员均采用四质粒拯救体系，其中 Ｈｕ

等人采用 ＣＭＶ 启动子对病毒进行拯救，直接将质

粒转染到 ＰＰＲＶ 易感细胞中，完成病毒组装释放；

而 Ｍｕｎｉｒａｊｕ Ｍ 和 Ｌｉｕ Ｆ 等人则采用 Ｔ７ 启动子对病

毒进行拯救，将质粒转染到改造过带有 Ｔ７ 聚合酶

的真核细胞系中，完成病毒的组装。 ＰＰＲＶ 反向遗

传技术的应用大多集中在将一段外源基因插入

ＰＰＲＶ 基因组中，做成基因联苗。 由于 ＰＰＲＶ 反向

遗传操作系统尚不成熟，病毒拯救困难。 因此，建

立稳定可靠的 ＰＰＲＶ 反向遗传操作系统对研究其

致病机制十分重要。

５　 展　 望

通过反向遗传操作技术，将病毒 ＲＮＡ 转换为

ＤＮＡ，在 ＤＮＡ 分子水平上对病毒基因组进行研究

改造，可应用于 ＤＩＶＡ 疫苗和抗病毒药物的研发，

具有广阔的前景。 未来基于 ＰＰＲＶ 的反向遗传学

平台，一方面可以解析 ＰＰＲＶ 致病机理、免疫逃逸

机制、病毒复制机制等病毒学问题；另一方面还可

以开发更加安全、有效的新型疫苗，为临床防治该

病提供较好的理论基础和技术平台。
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［５］ 　 Ｈｏｒｉｋａｍｉ Ｓ Ｍ， Ｈｅｃｔｏｒ Ｒ Ｅ，Ｓｍａｌｌｗｏｏｄ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ Ｓｅｎｄａｉ ｖｉｒｕｓ

Ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｓ ｔｈｅ Ｌ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ｖｉｒａｌ ＲＮＡ ｓｙｎ⁃

ｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｏｌｏｇｙ， １９９７， ２３５： ２６１ － ７０．

［６］ 　 Ｂａｉｌｅｙ Ｄ， Ｃｈａｒｄ ＬＳ， Ｄａｓｈ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｖｅｒｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ｆｏｒ ｐｅｓｔｅ －

ｄｅｓ － ｐｅｔｉｔｓ － ｒｕｍｉｎａｎｔｓ ｖｉｒｕｓ （ ＰＰＲＶ）： ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｉｅｓ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓ Ｒｅｓ， ２００７， １２６： ２５０ － ５．

［７］ 　 刘光清． 动物病毒反向遗传学［Ｍ］． 北京：科学出版社， ２０１４．

Ｌｉｕ Ｇ Ｑ． Ａｎｉｍａｌ Ｖｉｒｕｓ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ［Ｍ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｓｃｉｅｎｃｅ

Ｐｒｅｓｓ， ２０１４．

［８］ 　 Ｇｏｆｆ Ｓ Ｐ， Ｂｅｒｇ Ｐ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｂｒｉｄ ｖｉｒｕｓｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＳＶ４０

ａｎｄ ｌａｍｂｄａ ｐｈａｇｅ ＤＮＡ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｕｌ⁃

ｔｕｒｅｄ ｍｏｎｋｅｙ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， １９７６， ９： ６９５ － ７０５．

［９］ 　 Ｔａｎｉｇｕｃｈｉ Ｔ， Ｐａｌｍｉｅｒｉ Ｍ， Ｗｅｉｓｓｍａｎｎ Ｃ． Ａ Ｑｂｅｔａ ＤＮＡ － ｃｏｎｔａｉ⁃

·６８·
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ｎｉｎｇ ｈｙｂｒｉｄ ｐｌａｓｍｉｄ ｇｉｖｉｎｇ ｒｉｓｅ ｔｏ Ｑｂｅｔａ ｐｈａｇｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ

ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｈｏｓｔ ［ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ］ ［Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ （Ｐａｒｉｓ） ． １９７８

Ｎｏｖ － Ｄｅｃ；１２９ Ｂ（４）：５３５ － ６．

［１０］ Ｒａｃａｎｉｅｌｌｏ Ｖ Ｒ， Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ Ｄ． Ｃｌｏｎｅｄ ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ

ＤＮＡ ｉｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｉｎ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｃｅｌｌｓ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ． １９８１ Ｎｏｖ

２０；２１４（４５２３）：９１６ － ９．

［１１］ Ｐｅｋｏｓｚ Ａ， Ｈｅ Ｂ， Ｌａｍｂ Ｒ Ａ． Ｒｅｖｅｒｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ －

ｓｔｒａｎｄ ＲＮＡ ｖｉｒｕｓｅｓ： ｃｌｏｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｉｒｃｌｅ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ

Ｓ Ａ． １９９９ Ａｕｇ ３；９６（１６）：８８０４ － ６．

［１２］ Ｗａｌｐｉｔａ Ｐ， Ｆｌｉｃｋ Ｒ． Ｒｅｖｅｒｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ － ｓｔｒａｎｄｅｄ ＲＮＡ

ｖｉｒｕｓｅｓ： ａ ｇｌｏｂａｌ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ ［ Ｊ］ ． ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｌｅｔｔ． ２００５

Ｍａｒ １；２４４（１）：９ － １８．

［１３］ Ｌｕｙｔｊｅｓ Ｗ， Ｋｒｙｓｔａｌ Ｍ， Ｅｎａｍｉ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ｅｘｐｒｅｓ⁃

ｓｉｏｎ， ａｎｄ ｐａｃｋａｇｉｎｇ ｏｆ ｆｏｒｅｉｇｎ ｇｅｎｅ ｂｙ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ．

１９８９ Ｄｅｃ ２２；５９（６）：１１０７ － １３．

［１４］ Ｒａｄｅｃｋｅ Ｆ， Ｓｐｉｅｌｈｏｆｅｒ Ｐ， Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｃｕｅ ｏｆ ｍｅａｓｌｅｓ

ｖｉｒｕｓｅｓ ｆｒｏｍ ｃｌｏｎｅｄ ＤＮＡ［Ｊ］ ． ＥＭＢＯ Ｊ． １９９５ Ｄｅｃ １；１４（２３）：

５７７３ － ８４．

［１５］ Ｂａｒｏｎ ＭＤ， Ｂａｒｒｅｔｔ Ｔ． Ｒｅｓｃｕｅ ｏｆ ｒｉｎｄｅｒｐｅｓｔ ｖｉｒｕｓ ｆｒｏｍ ｃｌｏｎｅｄ ｃＤ⁃

ＮＡ［Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ． １９９７ Ｆｅｂ；７１（２）：１２６５ － ７１．

［１６］ Ｇａｓｓｅｎ Ｕ， Ｃｏｌｌｉｎｓ Ｆ Ｍ， Ｄｕｐｒｅｘ Ｗ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ

ｒｅｓｃｕｅ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ｖｉｒｕｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ． ２０００ Ｎｏｖ；

７４（２２）：１０７３７ － ４４．

［１７］ Ｂａｉｌｅｙ Ｄ， Ｃｈａｒｄ Ｌ Ｓ， Ｄａｓｈ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｖｅｒｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ｆｏｒ ｐｅｓｔｅ －

ｄｅｓ － ｐｅｔｉｔｓ － ｒｕｍｉｎａｎｔｓ ｖｉｒｕｓ （ ＰＰＲＶ）： ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｉｅｓ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓ Ｒｅｓ． ２００７ Ｊｕｎ；１２６（１ － ２）：２５０ － ５．

［１８］ Ｙｕｎｕｓ Ｍ， Ｓｈａｉｌａ Ｍ Ｓ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ Ｐｅｓｔｅ ｄｅｓ ｐｅｔｉｔｓ ｒｕｍｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｏｌ Ｊ． ２０１２ Ｄｅｃ

５；９：３０２．

［１９］ 翟军军． 小反刍兽疫病毒全长 ｃＤＮＡ 的构建及 ＤＮＡ 疫苗的免

疫学研究［Ｄ］． 中国农业科学院，２０１２．

Ｚｈａｉ Ｊｕｎｊｕｎ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｌｌ － ｌｅｎｇｔｈ ｃＤＮＡ ｏｆ Ｐｅｓｔｅ ｄｅｓ

ｒｕｍｉｎａｎｔｓ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＤＮＡ ｖａｃｃｉｎｅ ［Ｄ］．

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， ２０１２．

［２０］ Ｈｕ Ｑ， Ｃｈｅｎ Ｗ， Ｂｕ Ｚ，ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｃｕｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｅｓｔｅ ｄｅｓ

ｐｅｔｉｔｓ ｒｕｍｉｎａｎｔｓ ｖｉｒｕｓ： ｃｒｅａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ＧＦＰ － ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ

ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｐｉｄ ｖｉｒｕｓ ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｒｅｓ． ２０１２

Ｊｕｎ ２；４３（１）：４８．

［２１］ Ｍｕｎｉｒａｊｕ Ｍ， Ｍａｈａｐａｔｒａ Ｍ， Ｂｕｃｚｋｏｗｓｋｉ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｃｕｅ ｏｆ ａ

ｖａｃｃｉｎｅ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ｐｅｓｔｅ ｄｅｓ ｐｅｔｉｔｓ ｒｕｍｉｎａｎｔｓ ｖｉｒｕｓ： Ｉｎ ｖｉｖｏ ｅｖａｌｕａ⁃

ｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ｓｔａｎｄａｒｄ ｖａｃｃｉｎｅ［ Ｊ］ ． Ｖａｃｃｉｎｅ． ２０１５

Ｊａｎ ９；３３（３）：４６５ － ７１．

［２２］ Ｌｉｕ Ｆ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｌｉ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｃｕｅ ｏｆ ｅＧＦＰ － ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｓｍａｌｌ

ｒｕｍｉｎａｎｔ ｍｏｒｂｉｌｌｉｖｉｒｕｓ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ

ｍａｍｍａｌｉａｎ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｔｏ ｉｔｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓ Ｒｅｓ． ２０１９ Ｆｅｂ；

２６１：６０ － ６４．

［２３］ 胡倩倩． 表达 ＧＦＰ 或 ＢＴＶ 结构蛋白的小反刍兽疫疫苗株的

构建及生物学特性硏究［Ｄ］． 南京农业大学，２０１２．

Ｈｕ Ｑｉａｎｑｉａｎ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ａ

ｓｍａｌｌ ａｎｉｍａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｖａｃｃｉｎｅ ｓｔｒａｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＧＦＰ ｏｒ ＢＴＶ ｓｔｒｕｃ⁃

ｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ［Ｄ］． Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１２．

［２４］ Ｙｉｎ Ｃ， Ｃｈｅｎ Ｗ， Ｈｕ Ｑ， Ｗｅｎ Ｚ， Ｗａｎｇ Ｘ， Ｇｅ Ｊ， Ｙｉｎ Ｑ， Ｚｈｉ Ｈ，

Ｘｉａ Ｃ， Ｂｕ Ｚ． ［Ｊ］２０１４ Ｊｕｎ ４；４５（１）：６２．

［２５］ Ｍｅｙｅｒ Ｍ， Ｍａｓｑｕｉｄａ Ｂ． ｃｉｓ － Ａｃｔｉｎｇ ５＇ ｈａｍｍｅｒｈｅａｄ ｒｉｂｏｚｙｍｅ ｏｐ⁃

ｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ ＲＮＡｓ［Ｊ］ ．

Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ． ２０１４；１０８６：２１ － ４０．

［２６］ Ｃａｒｄｅｎａｓ － Ｇａｒｃｉａ Ｓ， Ａｆｏｎｓｏ Ｃ Ｌ． Ｒｅｖｅｒｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ｏｆ Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ

Ｄｉｓｅａｓｅ Ｖｉｒｕｓ［Ｊ］ ． Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ． ２０１７；１６０２：１４１ － １５８．

［２７］ Ｌｉ ＢＹ， Ｌｉ ＸＲ， Ｌａｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｃｕｅ ｏｆ Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ

ｆｒｏｍ ｃｌｏｎｅｄ ｃＤＮＡ ｕｓｉｎｇ ａｎ ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ＩＩ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ［ Ｊ］ ．

Ａｒｃｈ Ｖｉｒｏｌ． ２０１１ Ｊｕｎ；１５６（６）：９７９ － ８６．

［２８］ Ｇａｏ Ｑ， Ｐａｒｋ Ｍ Ｓ， Ｐａｌｅｓｅ Ｐ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｎｅｗ⁃

ｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ ｗｉｔｈ ａ ｓｅｇｍｅｎｔｅｄ ｇｅｎｏｍｅ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ［ Ｊ］ ． ２００８

Ｍａｒ；８２（６）：２６９２ － ８．

［２９］ Ｗａｎｇ Ｎ， Ｈｕａｎｇ Ｍ， Ｆｕｎｇ Ｔ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｒａｐｉｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ

ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｖｉｒｕｓ ｖａｃｃｉｎｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｂｙ ａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎ

ｏｆ ａ Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ＶＩＩ ｖｅｌｏｇｅｎｉｃ ｉｓｏｌａｔｅ ｕｓｉｎｇ ａ ｓｉｍｐｌｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｃｌｏ⁃

ｎｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｖｅｔ Ｓｃｉ． ２０２０ Ｓｅｐ １７；７：６４８．

［３０］ Ｌｉｕ Ｈ， Ａｌｂｉｎａ Ｅ， Ｇｉｌ Ｐ，ｅｔ ａｌ． Ｔｗｏ － ｐｌａｓｍｉｄ ｓｙｓｔｅｍ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ

ｔｈｅ ｒｅｓｃｕｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｕｓｅｓ ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃｓ： Ｔｈｅ

ｅｘａｍｐｌｅ ｏｆ ｒｅｓｃｕｉｎｇ Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｖｉｒｕｓ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｏｌｏｇｙ． ２０１７

Ｓｅｐ；５０９：４２ － ５１．

［３１］ Ｌｉｕ Ｈ， ｄｅ Ａｌｍｅｉｄａ Ｒ Ｓ， Ｇｉｌ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎ⁃

ｃｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ ｒｅｖｅｒｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ｓｙｓｔｅｍｓ． Ｊ

Ｖｉｒｏｌ Ｍｅｔｈｏｄｓ［Ｊ］ ． ２０１７ Ｎｏｖ；２４９：１１１ － １１６．

［３２］ Ｐｅｅｔｅｒｓ Ｂ， ｄｅ Ｌｅｅｕｗ Ｏ． Ａ ｓｉｎｇｌｅ － ｐｌａｓｍｉｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ｓｙｓ⁃

ｔｅｍ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｓｃｕｅ ｏｆ ｎｏｎ － ｓｅｇｍｅｎｔｅｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ － ｓｔｒａｎｄ ＲＮＡ ｖｉｒｕ⁃

ｓｅｓ ｆｒｏｍ ｃｌｏｎｅｄ ｆｕｌｌ － ｌｅｎｇｔｈ ｃＤＮＡ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ Ｍｅｔｈｏｄｓ［ Ｊ］ ．

２０１７ Ｏｃｔ；２４８：１８７ － １９０．

（编 辑：陈 希）
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