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［摘　 要］ 　 反向遗传操作技术已经成为研究瘟病毒属的一条有效的途径。 针对反向遗传技术在瘟

病毒属基因结构和功能研究、致病机制研究和新型疫苗研制中的应用以及瘟病毒属的感染性克隆

策略的选择进行了综述，以期为预防、控制和消灭瘟病毒属病毒提供参考。
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　 　 瘟病毒属（Ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ）属于黄病毒科（Ｆｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ），
包括典型的猪瘟病毒（Ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ，
ＣＳＦＶ）、牛病毒性腹泻病毒 （ Ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ
ｖｉｒｕｓ，ＢＶＤＶ）、绵羊边界病毒（Ｂｏｒｄｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ，
ＢＤＶ） ［１］、非典型的Ｈｏｂｉ样病毒（Ｈｏｂｉ－ｌｉｋｅ ｖｉｒｕｓ） ［２］、
Ｂｕｎｇｏｗａｎｎａｈ 瘟病毒（Ｂｕｎｇｏｗａｎｎａｈ ｖｉｒｕｓ） ［３］ 等。 由

ＣＳＦＶ 和 ＢＶＤＶ 引起的猪瘟和牛病毒性腹泻－粘膜

病给各国畜牧业造成了严重的危害和经济损失［４］。
瘟病毒属病毒的全基因组为单股正链 ＲＮＡ，长度约

为 １２． ３ ｋｂ，两端包含 ５′ 非编码区 （ ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ
ｒｅｇｉｏｎ，ＵＴＲ）和 ３′非编码区（ＵＴＲ），中间是一个大

的开放性阅读框架（ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）；ＯＲＦ
翻译成含约 ３８９８ 个氨基酸残基、分子量约 ４３８ ｋＤ
的多聚蛋白，在病毒和宿主细胞酶的作用下加工成

·７５·



中国兽药杂志 ２０１７ 年 ７ 月第 ５１ 卷第 ７ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

结构蛋白 Ｃ、Ｅｒｎｓ、Ｅ１、Ｅ２ 和非结构蛋白 Ｎｐｒｏ、ｐ７、

ＮＳ２－３（ＮＳ２，ＮＳ３）、ＮＳ４Ａ、ＮＳ４Ｂ、ＮＳ５Ａ、ＮＳ５Ｂ［５］。

反向遗传学通常是在获得生物基因信息的基

础上，建立一个基因组的全长 ｃＤＮＡ 感染性克隆，

对基因有目的地进行定点突变、基因的插入 ／缺失

和基因置换等重组操作，来研究生物基因结构和功

能的策略；其目的是研究病毒的复制，病毒蛋白的

功能，病毒重组的发生率，病毒与宿主相互作用以

及防治病毒策略和研发标记疫苗等［６］。

１　 反向遗传技术在瘟病毒属研究中的应用

１．１　 在瘟病毒属基因组结构和功能研究中的应用

Ｍｏｏｒｍａｎｎ 等通过反向遗传操作技术成功构建了瘟

病毒属 ＣＳＦＶ 的第一个感染性 ｃＤＮＡ 克隆，同年

Ｍｅｙｅｒｓ 等成功构建了 ＢＶＤＶ 感染性 ｃＤＮＡ 克隆，并

都得到了各自的感染性病毒粒子［７－８］。 Ｐａｎｋｒａｚ 等

通过对感染性 ＢＶＤＶ ｃＤＮＡ 克隆的 ３′ＵＴＲ 的茎环

结构引入碱基的缺失，去研究基因 ３′ＵＴＲ 的功能，

发现 ３′ＵＴＲ 调节基因的复制［９］。

Ｍｉｓｃｈｋａｌｅ 等在ＢＶＤＶ－２ ８９０ 株全长ｃＤＮＡ感染

性克隆 ｐ８９０ 的 基 础 上 通 过 基 因 缺 失 构 建 了

ＢＶＤＶ－２ ８９０ 株 Ｃ 蛋白基因的缺失克隆 ｐ８９０△Ｃ，

体外转录后的 ｐ８９０△Ｃ ＲＮＡ 转染细胞，发现病毒

亚基因组的自主复制和病毒蛋白表达，但未获得感

染性病毒粒子；但是把 ｐ８９０△Ｃ ＲＮＡ 转染进能稳

定表达 ＢＶＤＶ－１ 蛋白 Ｃ－Ｅｒｎｓ －Ｅ１ －Ｅ２ 的互补细胞

ＷＴ－Ｒ２，在 ７２ ｈ 后能检测到病毒的自主复制，在转

染后的上清和转染的细胞传代中存在感染性假病

毒粒子 ｖ８９０△Ｃ－ｔｒａｎｓ，但是 ｖ８９０△Ｃ－ｔｒａｎｓ 不能在

没有互补的 ＫＯＰ－Ｒ 细胞上传代［１０］。 Ｇｌａｄｕｅ 等通

过酵母双杂交系统对 ＣＳＦＶ 的 Ｃ 蛋白基因的 ＯＳ９

结合位点进行替换，得到的重组 ＣＳＦＶ 在猪实验没

有发现毒力的改变，但是在细胞培养中能显著降低

病毒复制效率［１１］。

Ｒｉｓａｔｔｉ等通过反向遗传技术构建了ＣＳＦＶ高致

病性Ｂｒｅｓｃｉａ株和减毒疫苗ＣＳ株的嵌合体，又构建了

含ＢＶＤＶ ＮＡＤＬ 株 Ｅ２ 的同源氨基酸序列的 Ｂｒｅｓｃｉａ

突变体去研究 Ｅ２ 糖蛋白的毒力作用，发现在 Ｅ２ 基

因特定位置的氨基酸替换能导致 ＣＳＦＶ 毒力的部

分或完全衰减［１２－１３］。 Ｆａｈｎøｅ 等对 ＣＳＦＶ Ｋｏｓｌｏｖ 株

全长 ｃＤＮＡ 克隆的氨基酸序列重组，并在猪上实现

病毒拯救，发现在 Ｋｏｓｌｏｖ 株 Ｅ２ 蛋白的两个单一氨

基酸（Ｓ７６３Ｌ 和 Ｐ９６８Ｈ）的变化，导致病毒感染猪

时感染能力的衰减，在非结构蛋白 ＮＳ３ 的单一氨基

酸（ Ｄ２１８３Ｇ） 的突变能减少病毒在体外细胞内

生长［１４］。

Ｔｒａｔｓｃｈｉｎ 等在ＣＳＦＶ Ａｌｆｏｒｔ ／ １８７株感染性克隆的

基础上用鼠泛素基因代替 Ｎｐｒｏ基因，得到重组病毒

ｖＡ１８７－Ｕｂｉ，发现 Ｎｐｒｏ对病毒的复制不是必须的［１５］。

Ｍｉｓｃｈｋａｌｅ等构建了ＢＶＤＶ ８９０ 株的全长ｃＤＮＡ感染

性克隆 ｐ８９０ 和缺失克隆 ｐ８９０△Ｎｐｒｏ，得到感染性病

毒粒子 ｖ８９０ＦＬ 和缺失 Ｎｐｒｏ 基因的病毒粒子 ｖ８９０

△Ｎｐｒｏ，发现 ｖ８９０ＦＬ 与亲本毒株生长特性相似；而

ｖ８９０△Ｎｐｒｏ与亲本毒株相比，生长速度明显偏低，表

明 Ｎｐｒｏ蛋白对病毒的复制不是必须的，但能影响

病毒的生长［１０］。 陶洁构建了ＢＶＤＶ ＳＨ－２８株的全

长ｃＤＮＡ感染性克隆，和缺失 Ｎｐｒｏ基因的亚克隆，得

到感染性病毒 ｖＡＳＨ 和缺失 Ｎｐｒｏ 基因病毒 ｖＡＳＨ

△Ｎｐｒｏ，发现 ｖＡＳＨ△Ｎｐｒｏ 的复制速度远低于 ｖＡＳＨ

和亲本病毒；进一步研究发现 Ｎｐｒｏ的过量表达可显

著抑制 ＭＤＢＫ 细胞内抗病毒蛋白 ＯＡＳ、 Ｍｘ１ 和

ＩＳＧＩＳ的表达，而缺失 Ｎｐｒｏ 蛋白后胞内抗病毒蛋白

ＯＡＳ、Ｍｘｌ 和 ＩＳＧ１５ 的表达量显著增加，可能是 Ｎｐｒｏ

影响复制的原因［１６］。

ＮＳ２ 蛋白对病毒 ＲＮＡ 复制和感染性病毒产生

是重要的。 Ｌｉｎｇ Ｌ 等构建了含有海肾荧光素酶 ２Ａ

（Ｒｌｕｃ２Ａ）报告基因的ＣＳＦＶ嵌合ｃＤＮＡ克隆 ｐＡ１８７－

Ｒｌｕｃ，并对 ＮＳ２ 的 Ｎ 端的几个代表性的保守残留序

列进行了基因突变；发现在 ＮＳ２ 的 Ｎ－末端的 ２ 个

天冬氨酸（ＮＳ２ ／ Ｄ６０Ａ 或 ＮＳ２ ／ Ｄ６０Ｋ 和 ＮＳ２ ／ Ｄ７８Ｋ）

的突变导致感染性病毒不能产生，并且在 ＮＳ２１００

处的丙氨酸（ＮＳ２ ／ Ｒ１００Ａ）被精氨酸取代后导致病

毒滴度显著降低。 含有突变病毒基因组 ＲＮＡ 分子

（ＮＳ２ ／ Ａ６０Ｄ、ＮＳ２ ／ Ｋ６０Ｄ 和 ＮＳ２ ／ Ｋ７８Ｄ）的细胞在连

续传代后，产生恢复突变，导致感染性病毒的恢复。

·８５·
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在 ＮＳ２ ／ Ｒ１００Ａ 突变体上游 ＮＳ２ ／ Ｉ９０Ｌ 的突变能恢复

感染性病毒产生。 揭示 ＣＳＦＶ 的 ＮＳ２ Ｎ－末端在调

节病毒 ＲＮＡ 中的新功能，ＮＳ２ 的氨基酸残基在

ＲＮＡ 复制水平上发生作用［１７］。 Ｒｉｓａｇｅｒ 等在大肠

杆菌内对含有 ＣＳＦＶ 全长病毒 ｃＤＮＡ 的细菌人工染

色体（Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，ＢＡＣ）通过进行

靶向重组修饰，添加荧光素酶（Ｒｌｕｃ）报道序列，体

外转录 ＲＮＡ 并通过电穿孔转染细胞。 通过荧光素

酶蛋白表达的积累以及检测胞内的 ＣＳＦＶ ＮＳ３ 蛋白

产生去检测 ＲＮＡ 的翻译和复制。 发现复制子中包

含的病毒 Ｅ２ 编码区对于复制效率是有利的。 用来

自高毒力的 Ｋｏｓｌｏｖ 株或疫苗株 Ｒｉｅｍｓ 的等同序列

取代来自 Ｐａｄｅｒｂｏｒｎ 株的 ＮＳ２ 和 ＮＳ３ 编码区的嵌合

ＲＮＡ，复制被阻断［１８］。

Ｔａｍｕｒａ 等构建了 ＣＳＦＶ 的 ＧＰＥ－疫苗株与高毒

力 Ｅｙｓｔｒｕｐ 株的 ＮＳ４Ｂ 嵌合病毒复制子，发现携带完

整 Ｅｙｓｔｒｕｐ ＮＳ４Ｂ 基因嵌合低毒力 ＧＰＥ－衍生的病毒

在猪中致病性增强。 嵌合 ＧＰＥ－ ＮＳ４Ｂ 复制子的体

外复制效率显著高于在 ＮＳ４Ｂ 中仅携带两个Ｅｙｓｔｒｕｐ

特异性氨基酸的复制子。 发现 ＮＳ４Ｂ 的 Ｎ－末端结

构域可以确定细胞培养中的 ＣＳＦＶ 基因组复制和

在猪中的病毒致病性［１９］。

Ｓｈｅｎｇ Ｃｈｕｎ 等构建了 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株全基因

克隆，并在病毒 ｃＤＮＡ 相应的 ＮＳ５Ｂ、ＮＳ３、ＮＳ５Ａ 位

置进行突变，发现 ＮＳ５Ｂ 上的依赖 ＲＮＡ 的 ＲＮＡ 聚

合酶（ＲｄＲｐ）活性位点的突变能使 ＣＳＦＶ 病毒包装

失败，额外添加 ＮＳ５Ｂ 不能使病毒的可育性恢复，

但 ＮＳ５Ａ 却可以用反式作用因子发挥作用［２０］。 姬

伟等通过对 ＣＳＦＶ 疫苗 Ｃ 株基因组 ＮＳ５Ｂ 分段改造

后，结果发现该病毒复制、包装失败，将 ＮＳ５Ｂ 从基

因组缺失之后额外补充 ＮＳ５Ｂ 同样不能恢复病毒的

可育性。 可能是因为 ＮＳ５Ｂ 上有 ＣＳＦＶ 复制或组装

所需的顺式作用元件，其缺失后导致缺失该基因的

部分不能复制或正常组装到子代病毒［２１］。 Ｒｉｓａｇｅｒ

等用来自 Ｋｏｓｌｏｖ 株的 ＲＮＡ 聚合酶编码序列替换

Ｐａｄｅｒｂｏｒｎ 株 ＮＳ５Ｂ 编码序列能大大增强了复制子

报道蛋白的表达。 相比之下，用 Ｒｉｅｍ ＮＳ５Ｂ 序列替

换显著降低复制子的复制效率［１８］。

１．２　 在瘟病毒致病机制研究中的应用　 Ｔａｍｕｒａ 等

从猪扁桃体分离出的弱化疫苗 ＣＳＦＶ “ＧＰＥ－”株在

传 １１ 代后的ＧＰＥ－ ／ Ｐ－１１病毒存在 Ｅ２ （ Ｔ８３０Ａ）、

ＮＳ４Ｂ （Ｖ２４７５Ａ和Ａ２５６３Ｖ） ３个氨基酸突变位点，用

反向遗传学重建了这３个氨基酸突变的病毒，通过

在猪的感染性实验证实这３个氨基酸取代是致病性

下降的原因，而且 Ｅ２ 中基因的置换影响病毒扩散，

并且 ＮＳ４Ｂ 的改变增强了病毒 ＲＮＡ 的复制［２２］。

Ｗｕ Ｒｄ 等以高毒力 ＣＳＦＶ 的 Ｓｈｉｍｅｎ 株 （ｖＳＭ）

为主干，构建的包含 ＣＳＦＶ 疫苗 Ｃ 株 Ｅ２ 基因的嵌

合病毒（ＣＳＦＶ） ｖＳＭ ／ ＣＥ２，在猪的攻毒实验中出现

毒力的致弱，但是 ｖＳＭ ／ ＣＥ２ 在 ＰＫ１５ 细胞中传了几

代后毒力能被恢复，进一步研究发现，ｖＳＭ ／ ＣＥ２ 第

１１代的突变体ｖＳＭ ／ ＣＥ２－ｐ１１在Ｅ２的Ｔ７４５Ｉ和Ｍ９７９Ｋ

处有 ２ 个氨基酸突变。 通过感染猪的试验表明在

Ｍ９７９Ｋ 氨基酸的置换是致病性改变的主要原因。

体外研究表明，Ｅ２的 Ｔ７４５Ｉ 和 Ｍ９７９Ｋ 能增加感染

性病毒的复制和产生。 同时发现，位于Ｅ２ 蛋白的

７４５ 和 ９７９位置的 ２ 个氨基酸残基对嵌合病毒

（ＣＳＦＶ）ｖＳＭ ／ ＣＥ２ 体外的复制和体内的致病性改变

是重要的［２３］。

Ｖｅｌａｚｑｕｅｚ－Ｓａｌｉｎａｓ等通过基因突变构建了ＣＳＦＶ

强毒株Ｂｒｅｓｃｉａ（ＢＩＣｖ）株Ｅ２基因的４个不同的突变

克隆（ ｐＣＳＦｍ１ ～ ｐＣＳＦｍ４） ，但只有三个克隆产生

了 感 染 性 病 毒 粒 子 （ ＣＳＦｍ２ｖ、 ＣＳＦｍ３ｖ 和

ＣＳＦｍ４ｖ）。 猪感染 ＣＳＦｍ２ｖ 后呈现病毒血症减少和

扩散，但没有显现出任何与猪瘟（ＣＳＦ）相关的临床

症状，原因是在感染猪后，ＣＳＦｍ２ｖ 复制能力与亲本

ＢＩＣｖ 相比严重下降。 动物感染 ＣＳＦｍ２ｖ 后检测到

动物感有病毒血症的减少和扩散，但没有显示任何

猪瘟（ＣＳＦ）相关的临床症状，并能耐受亲本病毒

ＢＩＣｖ 的攻毒［２４］。

Ｔａｍｕｒａ 等通过活减毒 ＣＳＦ 疫苗株 ＧＰＥ－ 的全

长 ｃＤＮＡ 感染性克隆体外拯救了多个含有 Ｎｐｒｏ突变

和缺失 Ｎｐｒｏ 的病毒，并接种猪，发现携带在 Ｎｐｒｏ 的

Ｎ１３６Ｄ 取代的病毒恢复了降解 ＩＲＦ３ 和体外抑制

·９５·
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ＩＦＮ－α ／ β 诱导的能力。 并且在猪中，Ｎｐｒｏ显著降低

淋巴器官中的局部 ＩＦＮ－α ｍＲＮＡ 表达，同时增加循

环中 ＩＦＮ－α ／ β 的量，并增强中等毒性病毒的致病

性。 缺失 Ｎｐｒｏ可以减少毒性和诱导免疫无特定病原

体（ＳＰＦ）的猪［２５］。 Ｌａｍｐ Ｂ 等将以 ＣＳＦＶ ｐ４４７ 株为

模板的 ＮＳ３突变序列插入到 ｃｐ ＣＳＦＶ 复制子克隆

ｐ４４７ｒｅｐ 中，得到 ＮＳ３ 编码区突变的病毒，发现 ＮＳ３

的编码区是瘟病毒属基因组复制和编码的一个关

键组件；ＮＳ３ 编码区突变，并不直接影响病毒基因

组的复制速度［２６］。 Ｆａｈｎøｅ 等在研究 ＣＳＦＶ 高毒力

的 Ｋｏｓｌｏｖ 株时，从感染 Ｋｏｓｌｏｖ 株的猪血液中提取

ＲＮＡ，得到非功能性的 ｃＤＮＡｓ，通过逐步定点突变，

消除非同义突变，得到了与 ＣＳＦＶ 高毒力株 Ｋｏｓｌｏｖ

全部功能性一致的 ＣＳＦＶ 的 ｃＤＮＡ。 通过感染猪的

实验，发现通过功能 ｃＤＮＡ 重组得到的病毒在强毒

力上与亲本病毒（Ｋｏｓｌｏｖ 株）一致，伴随着感染动物

出现明显的临床症状并导致高的死亡率，证明了几

个氨基酸的改变能有效改变病毒的功能，在自然宿

主动物上降低病毒的毒力［１４］。

１．３　 在新型疫苗研制中的应用　 反向遗传操作技

术已经成为研究新型疫苗的实用的工具，如研发标

记疫苗，减毒疫苗，嵌合疫苗等。 Ｈｏｌｉｎｋａ ＬＧ 等构

建了 ＣＳＦＶ 的 ＦｌａｇＴ４ｖ 株的双抗标记疫苗， 在

ＦｌａｇＴ４ｖ 的 Ｅ１ 处插入 １９ｍｅｒ，作为阳性标记，并在

Ｅ２ 处引入单克隆抗体 ＷＨ３０３（ｍＡｂＷＨ３０３）表位的

结合位点作为阴性标记，用于区分天然感染的和接

种的猪，突变 ＦｌａｇＴ４ｖ 在接种猪后的早期（２ ｄ 或

３ ｄ）和后期（２８ ｄ）的猪能 ＣＳＦＶ Ｂｒｅｓｃｉａ 株感染，

ＦｌａｇＴ４Ｖ 在猪中诱导的抗体反应对 Ｆｌａｇ®表位强烈

反应，但不能抑制 ｍＡｂＷＨ３０３ 与代表 ＷＨ３０３ 表位

的合成肽的结合［２７］。 付强等通过构建具有 Ｔ７

ＲＮＡ 聚合酶活性和较好稳定性的 ＭＤＢＫ－Ｔ７ＲＮＡＰ

细胞，构建了 ＢＶＤＶ ＮＡＤＬ 毒株的 Ｅ２ 和 ＮＳ４Ｂ 定点

突变株 ＢＶＤＶ Ｅ２Ｍ 和 ＮＳ４ＢＭ；与亲本 ＮＡＤＬ 株相

比，ＢＶＤＶ Ｅ２Ｍ 和 ＮＳ４ＢＭ ｍＲＮＡ 的复制水平能力

和增殖能力有所下降；并且得到的 ＢＶＤＶ 点突变株

Ｅ２Ｍ 和 ＮＳ４ＢＭ 具有好的遗传稳定性［２８］。

Ｌｉ Ｙｏｎｇｆｅｎｇ 等以高毒性 ＣＳＦＶ 石门株的遗传

背景构建了含有 ＥＧＦＰ 标签和自疫苗株 ＨＣＬＶ

（Ｃ 株）３′ＵＴＲ 的标记嵌合病毒。 标记嵌合病毒与

仅有 ＥＧＦＰ 标签的重组 ＣＳＦＶ 病毒或亲本病毒相

比，有低约 １００ 倍的病毒滴度，更低的病毒基因组

复制水平和更弱的荧光强度。 并且标记嵌合体在

接种的猪后没有显示病毒血症，接种 １５ ｄ 后能免于

致死性 ＣＳＦＶ 攻击［２９］。

高飞等在高致病性猪繁殖与呼吸综合征病毒

（ＰＲＲＳＶ）细胞致弱疫苗株ＨＵＮ４－Ｆ１１２的全长感染

性克隆上，插入 ＣＳＦＶ 疫苗株 Ｃ 株的 Ｅ２ 基因，得到

能表达猪瘟 Ｃ 株 Ｅ２ 蛋白的重组ＰＲＲＳＶ ｖＡ－Ｃ－Ｅ２。

重组病毒 ｖＡ－Ｃ－Ｅ２ 传代过程中至少在 ２０ 代保持

遗传稳定；且发现此突变病毒与亲本病毒 ｖＨｕＮ４－

Ｆ１１２ 在病毒滴度、空斑形态、蛋白表达等方面差异

不显著；在病毒的峰滴度和病毒增殖趋势上相

似［３０］。 董超等在 ＣＳＦＶ 疫苗 Ｃ 株和强毒石门株感

染性克隆的基础上，对两个毒株不同蛋白区段进行

相互置换，构建了一系列重组嵌合病毒，发现非结

构蛋白 ＮＳ２ －ＮＳ４Ｂ 区以及 ＮＳ２ 跨膜区域对猪瘟病

毒的增殖是重要的，在疫苗 Ｃ 株基因组两端的 ＵＴＲ

以及结构蛋白区域能够介导兔体发热反应［３１］。

２　 感染性克隆策略的选择

目前，国内外构建感染性克隆构建方法，主要

有典型的细菌质粒载体重组策略、基于细菌人工染

色体（ＢＡＣ）重组策略和酵母菌的重组策略。 由于

瘟病毒属的基因组对大肠杆菌质粒载体具有毒性，

存在不稳定性，所以典型的瘟病毒属全长 ｃＤＮＡ 克

隆大都需在细菌低拷贝质粒载体中构建，但是重组

克隆质粒在大肠杆菌传代过程中也存在不稳定性。

２．１　 基于细菌人工染色载体的克隆　 ＢＡＣ载体已

经被用于多种病毒全基因感染性克隆的构建，如人

巨细胞病毒（ＨＣＭＶ）等［３２］。 Ｒａｓｍｕｓｓｅｎ等通过 ＲＴ－

ＰＣＲ 扩增与参考毒株基因一致的全长ＣＤＮＡ复制

子，插入到单拷贝的ＢＡＣ载体ｐＢｅｌｏＢＡＣ１１的策略，

构建了４个病毒（ＢＶＤＶ－ＣＰ７、ＢＤＶ－Ｇｉｆｈｏｒｎ、ＣＳＦＶ－Ｃ、

ＣＳＦＶ－Ｐａｄｅｒｂｏｒｎ） 的全长 ｃＤＮＡ 克隆［３３］。 Ｒｉｓａｇｅｒ

·０６·
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ＰＣ 等通过 ＢＡＣ 构建 ＣＳＦＶ 的复制子去分析影响病

毒 ＲＮＡ 复制的因素［１９］。 Ｋａｍｂｏｊ 等通过 ｏｖｅｒ － ｌａｐ

ＰＣＲ 和重组技术在 ＢＡＣ 载体构建了ＣＳＦＶ野生分

离株感染性 ｃＤＮＡ 克隆，通过使用ＣＳＦＶ特异多克隆

血清的 ＦＡＴ 实验和 ＲＴ－ＰＣＲ 对拯救出的 ｖＣＳＦＶ 与

亲本 ＣＳＦＶ 进行分析，发现两者的特性相似［３４］。

２．２　 基于酵母同源重组的克隆　 酵母菌同源重组

的方法已经应用在多种病毒的 ｃＤＮＡ 克隆的构建，

如登革热病毒［３５］。 与其他重组 ＤＮＡ 技术相比，酵

母菌同源重组克隆是一个有效率的和节约成本的

方法，酵母菌同源重组中，需 ＤＮＡ 片段末端含有与

载体末端同源的序列，两者在宿主细胞内经过同源

重组能直接克隆［３６］。 Ａｒｅｎｈａｒｔ 等通过酵母同源重

组在非致细胞病变型 ＢＶＤＶ 的 Ｎｐｒｏ和 Ｃ 蛋白编码

区插入 Ｇｌｕｃ 报告基因，构建全长 ｃＤＮＡ 克隆，得到

能表达 Ｇｌｕｃ 报告基因且能复制的病毒，拯救病毒

在细胞培养中能稳定传 １５ 代以上，与母本的病毒

复制动力学，大小，形态学保持相似性；通过 Ｇｌｕｃ

活性检测证明了报告蛋白能正确表达，表明基因增

加了 ５５５ ｂｐ 后在酵母菌重组中能被简单组装并且

ｃＤＮＡ 克隆能稳定表达［３７］。 Ａｒｅｎｈａｒｔ 等又通过酵母

同源重组技术把 ＢＶＤＶ ＮＡＤＬ 株的两端的 ＵＴＲｓ 和

巴西 ＢＶＤＶ ＩＢＳＰ４ｎｃｐ 株的 ＯＲＦ 的连接起来，成功

得到 ＢＶＤＶ 的嵌合 ｃＤＮＡ 感染性克隆，通过病毒拯

救，得到了能扩增的病毒 ＩＢＳＰ４ｎｃｐ，病毒 ＩＢＳＰ４ｎｃｐ

在复制动力学、大小和形态学上与亲本病毒具有相

似性。 而且病毒 ＩＢＳＰ４ｎｃｐ 能够在细胞培养中能够

稳定传 １０ 代，并且在细胞中能维持其复制能力不

被改变［３８］。

３　 展　 望

随着反向遗传操作技术在基因组操作中的出

现，推进了瘟病毒属病毒研究的发展。 我们就反向

遗传技术在过去和当前在瘟病毒属的研究和应用

展开描述，虽然对病毒的复制和翻译的研究已经有

很多，但是病毒蛋白质的机制研究仍处于起步阶

段。 反向遗传技术可能为瘟病属的急需解决的问

题如疾病防治、致病机制、持续性感染机制、疫苗研

究等提供一个实用的工具。 我们认为关键的是通

过该技术推进瘟病属的病毒毒力、病毒种群适应

性、病毒致病机制，病毒疫苗方面的研究。 通过整

合反向遗传技术、动物实验，设计新颖的宿主细胞

等方法的优点，对下一代疫苗的开发、应对未来瘟病

毒属乃至其他黄病毒科的病毒爆发是至关重要的。
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