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流感病毒 (influenza virus, IV)属正黏病毒科，
流感病毒属，为分节段单股负链 RNA病毒．病毒
基因组约 13.6 kb，由大小不等的 8个独立片段组
成．8个片段编码流感病毒的 2类蛋白：结构蛋白
(PB2、PB1、PA、HA、NP、NA、M1、M2)和非
结构蛋白(NS1、NS2)．核蛋白(NP)高度保守[1]，具

有型特异性，根据其抗原性不同，可将流感病毒分

为 A、B、C三型．A型流感毒除可感染人外，还
可感染许多其他种属的动物，如马、猪、禽类、海

豹等，并且可引起人类 /畜禽流感大流行，血凝素
(HA)和神经氨酸酶(NA)是流感病毒 2种主要表面
抗原，具有亚型特异性，根据 HA和 NA的不同，
A型流感病毒又可分为不同亚型，目前己鉴定出
16种 HA和 9种 NA亚型[2, 3]，而水禽特别是野生

水禽是所有 16个 HA亚型和 9个 NA亚型的自然
宿主和贮存宿主．

流感一旦暴发，不仅会对禽类造成严重危害，

给养殖业造成毁灭性打击，而且严重威胁人类健

康．为了更好地防控流感，应加强对流感病毒在分

子流行病学、病毒复制及其调控、病毒治疗与预防

等领域的研究，其中流感病毒复制及其调控机制是

揭示流感病毒感染性与致病性机制，研究有效治疗

与预防措施的基础．但由于流感病毒属于 RNA病
毒，因而利用经典遗传学对其基因组进行操作十分

困难，严重影响了对流感病毒进行深入研究的进

度，而发展起来的反向遗传学技术解决了这一困扰

研究者多年的难题，为流感病毒的基础研究提供了

有力的武器．

虽然一些抗病毒药物在流感的防制中发挥一定

作用，但由于流感病毒极易发生变异，因而极易导

致耐药毒株的出现，所以疫苗免疫始终被认为是预

防流感的最佳措施．目前已被广泛接种的流感疫苗

主要是来自于鸡胚培养的全病毒灭活苗．传统的全

病毒灭活疫苗制备工艺简单，安全性好，抗原组分

齐全，免疫原性强，不会出现毒力返强和变异危

险．同时也存在以下缺点：一是免疫畜禽不仅产生

针对于表面蛋白 HA和 NA的抗体，而且产生针对
流感病毒内部蛋白M1和 NP的抗体，利用常规的
血清学方法不能区分出免疫家禽和自然感染家禽，

对流感病毒流行病学监测造成干扰；二是由于依靠

鸡胚增殖病毒，使得其成本比较高；三是病毒增殖

后鸡胚残体的处理只能采用焚烧的办法，在增加成

本的同时，又会对环境造成污染．反向遗传学技术

建立与发展，使得流感病毒分子生物学研究得以迅

速开展，尤其在流感病毒疫苗株的构建方面，为流

感疫苗的不断完善奠定基础．本文主要从反向遗传

学技术最新研究进展，及其在流感病毒基因功能研

究中的应用，与重组病毒的拯救以及重组疫苗株的

构建等方面进行阐述．
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1 反向遗传学技术概述

反向遗传学是相对于经典遗传学而言的．经典

遗传学是从生物的性状、表型到遗传物质来研究生

命的发生与发展规律．反向遗传学则是在获得生物

体基因组全部序列的基础上，通过对靶基因进行必

要的加工和修饰，如定点突变、基因插入 /缺失及
基因置换等，再按组成顺序构建含生物体必需元件

的修饰基因组，让其装配出具有生命活性的个体，

研究生物体基因组的结构与功能，以及这些修饰可

能对生物体的表型、性状有何种影响等方面的

内容．

反向遗传学技术(reverse genetics)是指通过对病
毒的 cDNA进行操作，从而研究病毒结构与功能
的方法．感染性分子克隆包括感染性 cDNA 和感
染性体外转录．构建感染性 cDNA就是通过反转
录 -聚合酶链反应(RT-PCR)扩增 RNA病毒基因组
的 cDNA片段，然后利用其限制性酶切位点，将
cDNA片段顺次相连并克隆于合适的载体，获得基
因组全长 cDNA 克隆，以其转染适当细胞，全长
cDNA在细胞内转录并包装成感染性病毒粒子．而
感染性体外转录本也是运用常规克隆方法获得病毒

基因组全长 cDNA，在体外进行转录，获得基因组
全长 RNA，用此 RNA转染适当细胞以获得感染性
病毒粒子．获得 RNA病毒的感染性分子克隆后，
就可在 DNA水平上通过突变、缺失、插入和互补
等手段来研究 RNA病毒的基因复制和表达，RNA
的自发重组和诱导重组，RNA病毒与宿主的相互
作用(如病毒细胞间的传递机制)等，也可进行抗病
毒策略研究，还可用于构建新的病毒载体．

2 流感病毒反向遗传学技术发展历史

流感病毒为负链 RNA病毒，其病毒基因组无
信使功能并且无感染性，因而其拯救的难度较之正

链 RNA/DNA病毒有所增加．但是在研究者们不懈
努力下，流感病毒的反向遗传学技术得到了很好发

展且日渐成熟，其发展过程主要经历以下几个

阶段：

2援1 借助辅助病毒拯救流感病毒

核蛋白转染法：1989年 Luytjes首次报道了从
克隆的 cRNA产生 vRNA并且拯救出流感病毒．
方法是采用 T7RNA聚合酶体外转录系统，重组质
粒的构建策略是将流感病毒 NS基因的编码区用报
告基因的编码区(CAT基因)取代，但是保留着含有

流感病毒启动子成分的 5忆端和 3忆端非编码区，
T7RNA聚合酶启动子序列和一个限制性内切酶位
点序列构成了病毒的 3忆端，基因排列的顺序为
NS-CAT-NS，首先构建的质粒进行体外转录，然
后从病毒粒子中纯化的聚合酶和 NP蛋白混合进而
构成 RNP复合体．体外产生的 vRNA进而转染经
辅助病毒感染的真核细胞，新产生的子代病毒含有

编码 CAT基因的流感病毒样 RNA 和 8个流感病
毒 vRNA．虽然该系统首次实现了流感病毒基因的
定点突变，但是该系统所产生的子代病毒绝大多数

都是辅助病毒，必须提供强有力的筛选方法方能有

效应用．如必须提供温度敏感性，宿主范围限制，

或者药物抗性这样的辅助病毒．由于该项技术操作

起来非常复杂，现已被淘汰．

RNA聚合酶玉法：1994年 Neumann等建立一
种新的拯救流感病毒方法．新系统采用 RNA聚合
酶玉代替 T7RNA聚合酶进行细胞内合成流感病毒
的 vRNA.与其他 RNA转染方法相比 RNA聚合酶玉
系统不需要进行体外的 RNA转录、蛋白质纯化、
体外 RNP重新合成和 RNP转染．使用 RNA聚合
酶玉法较 RNP转染法要方便得多，然而这两种方
法都是辅助病毒依赖性系统．病毒拯救的效率低，

而且需要强筛选系统来区分辅助病毒与重组病毒．

2援2 由克隆的基因拯救流感病毒

反义 RNA 聚合酶玉法，即 17(或 12)质粒系
统：Neumann等(1999年)建立全部从克隆的 cDNA
拯救出流感病毒的方法．由于从克隆的 cDNA拯
救流感病毒效率非常高，使得将突变引入任一位点

成为可能．同时，由于这一方法是非辅助病毒依赖

性的，从而消除了对选择压力的依赖．另外，该技

术只需要分子生物学实验室的 DNA克隆、纯化和
转染等常规技术，有利于其推广应用．

单向 RNA 聚合酶玉 /域转录系统，即 cRNA
法：Hoffmann等(2000年)报道了从流感病毒反基
因组互补 RNA (cRNA)产生流感病毒的新方法．编
码 8 个互补 cRNA 的 cDNA 被克隆于 RNA 聚合
酶玉启动子和终止子之间，外侧为聚合酶域启动子
(人巨细胞病毒极早期启动子)和多聚腺苷酸信号(来
自牛生长因子)，质粒转染进入细胞后指导 RNA聚
合酶玉合成 cRNA．试验结果表明，从反基因组
RNA同样可以高效地拯救出流感病毒．
双向 RNA 聚合酶玉/域转录系统，8 质粒系

统：Hoffmann等(2000年)为了克服流感病毒 17质
粒转染系统在构建和转染方面的不便，建立了拯救
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流感病毒的 8质粒系统．该系统的优点是一方面不
需要构建专门的蛋白质表达质粒，另一方面大大减

少了为拯救病毒而构建质粒的数量，同时使得反向

遗传学系统产生流感病毒的时间和成本也随之缩短

和降低．另外，该系统对转染效率低的细胞系非常

有用，因而目前应用最为广泛．

双向 RNA聚合酶玉/域转录系统，3/4质粒系
统：Neumann等(2005年)对 8质粒系统作了进一步
改进，建立了拯救流感病毒的 3/4质粒系统．众所
周知，理论上流感病毒的拯救同时需要 vRNA 的
转录与聚合酶蛋白、核蛋白的表达，而该系统只有

vRNA转录而无聚合酶蛋白、核蛋白的表达．对于
其发生机制还不清楚，有待进一步研究．虽然该系

统进一步减少为拯救病毒而构建的质粒的数量，但

是由于该系统要求同时把多个基因组片段克隆到同

一载体上，因而给克隆过程带来了困难，同时由于

构建的转录子的分子质量较大，会降低转染的成功

率．鉴于以上原因，目前该系统应用还不是很

广泛．

Crescenzo-Chaigne等(2007年)为突破当时反向
遗传学技术的研究与应用只限于 A、B型流感病毒
的局限，首次建立了 C型流感病毒的反向遗传学
操作平台．该系统在对病毒诱变研究和开发新型的

表达载体方面有重要的意义．

3 流感病毒反向遗传学技术应用

3.1 在流感病毒基因功能研究中的应用

经典遗传学研究思路是从表型改变到基因特征

研究，研究周期漫长．加之流感病毒亚型多，变异

频率高，重组 /重排现象严重，因而对新出现毒株
很难进行及时有效的研究，很难迅速掌握变异株的

生物学特性，这就有可能延误流感防控的最佳时

间．反向遗传学技术则恰恰相反，研究者可以通过

对病毒基因组进行操作来快速定位病毒的致病力因

素、确定病毒传播途径和传播机制等，为有效防控

流感争取了时间．

3.1.1 突变对宿主致病力影响的研究．

Seo等[4]将 1997年香港 H5N1亚型流感病毒人
体分离株的 NS基因替换到 PR/8株后，明显增强
了对猪的致病力，而起关键作用的是 NS1蛋白 92
位的谷氨酸，由于该氨基酸的存在使该病毒能逃脱

IFN 和 TNF-琢 的抗病毒效应．2000 年以来很多
H5N1 亚型禽流感病毒分离株在 NS 基因的第
263～277位之间发生碱基缺失．龙进学等[5]为利用

反向遗传学技术对这一缺失现象的生物学意义展开

研究，以 WSN(H1N1)内部基因为骨架，与构建
A/D/SD/04(H5N1)株和 A/D/YZ/04(H5N1)株 NS 突
变表达载体组合后进行病毒拯救．重组 4株病毒平
均鸡胚繁殖效价(HA)、鸡胚的平均死亡时间(MDT)
和鸡胚半数感染量(EID50)均无显著差异．但在致
病力方面，NS基因缺失的毒株明显高于未发生缺
失的毒株，说明 H5N1亚型禽流感病毒 NS基因在
263～277位核苷酸发生缺失后不影响其在鸡胚中
的繁殖性能，但提高了病毒对鸡的致病力．

Horimoto等[6]试图将未做任何修饰的 B型流感
病毒的 HA基因重组到 A型流感病毒中，但未获
成功．而将 A型流感病毒 HA基因非编码区与 B
型流感病毒 HA编码区或者某单个位点、或者跨膜
区等组合后，可以表达出完整的 B型流感病毒 HA
蛋白或者嵌合的 A/B HA蛋白．该嵌合的 A/B HA
蛋白与 A型流感病毒的其他片段共转染 COS-7细
胞后，拯救的嵌合病毒对鼠的致病力减弱．

近年来，猪流感在猪群中的流行日渐严重．鉴

于猪流感在“禽 - 猪 - 人”之间的特殊地位和作
用，因而对它的研究也越来越引起世人关注．

Sol佼rzano等[7]利用反向遗传学技术将野生型猪流感

病毒 A/Swine/Texas/4199-2/98株的 NS1蛋白截短，
获得重组猪流感病毒．对该重组病毒进行研究发

现，由于 NS1蛋白的变异导致猪体内 琢/茁干扰素
的合成能力降低，而且对猪的致病力也有所减弱，

说明 NS1蛋白是猪流感病毒的毒力因素之一．
3.1.2 突变、删除或替换对病毒复制能力影响的

研究．

Massin等[8]构建了功能性核糖核蛋白在细胞内

重组的遗传操作系统，并且发现禽源的聚合酶复合

体在哺乳动物细胞上具有冷敏感性，而人源流感病

毒的聚合酶复合体没有这一特性．通过进一步研究

发现，PB2蛋白 627位氨基酸是在哺乳动物细胞中
进行复制时的冷敏感决定因素，该位点单个氨基酸

的变化(E627K)，提高了病毒复制能力．杨涛等
(2007 年)利用反向遗传学技术将 A/Goose/Dalian/
3/01(H9N2)毒株的 PB1、PA、NP、M、NS基因和
人流感病毒 A/PR/8毒株的 PB2基因作为内部基因
与猪流感病毒 A/Swine/Henan/S4/01(H3N2)毒株的
HA、NA基因进行重组，成功拯救出了具有高度
细胞适应性毒株 rH3N2 株，重组后的病毒接种
MDCK 细胞血凝价可以达到 1 ∶512． 而将
A/Goose/Dalian/3/01 (H9N2)毒株的 6个内部基因与
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A/Swine/Henan/S4/01(H3N2)毒株的 2个表面基因重
组，重组后的病毒接种 MDCK细胞后血凝价只能
达到 1∶64，说明该重组病毒无高产特性，进一步
证实 PB2基因在病毒复制方面发挥着重要作用．
研究指出，A、B型人流感病毒呈交替流行的

趋势，但是并未发现二者之间发生基因重组．

Flandorfer等[9]通过构建分别包含嵌合 HA/NA基因
的重组病毒对这一现象进行研究．研究结果显示，

嵌合有 HA基因的重组病毒在 MDCK细胞上生长
滴度不高，且不能形成空斑，但经过连续传代之

后，此现象发生明显改变．序列分析发现，由于

HA基因 545(H545Y)位突变，引起嵌合 NA基因的
重组病毒在 MDCK细胞上生长滴度是野生型毒株
的十分之一．该研究证实，A、B型流感病毒之间
未发生基因重组的原因可能是嵌合基因的存在影响

病毒的复制能力．

流感病毒变异频繁，但主要集中在 HA 和
NA．最近常有报道，H5N1亚型禽流感病毒 NA茎
部 15～20个氨基酸缺失，这种缺失对禽流感病毒
生物学特性是否造成影响及有何影响尚未得到系统

研究．王曲直等 [10]利用反向遗传学技术构建了 5
株重组 H5N1/PR8流感病毒，这 5株重组病毒 NA
茎部的 20个氨基酸被删除或突变．研究发现，NA
茎部氨基酸缺失的重组毒株解凝速度和能力明显弱

于没有缺失的毒株，而且前者感染 MDCK细胞形
成的空斑直径明显大于后者，提示我们，NA茎部
缺失的这 20个氨基酸在病毒复制和传播过程中起
着十分重要的作用．Lugovtsev 等 [11]分别通过对

B/Victoria/504/2000、B/Beijing/184/93 株 HA 蛋白
抗原表位区之外的氨基酸进行如下替换，(R162M)
和(G141E)，获得了重组的 B型流感病毒．研究发
现 2株重组病毒的复制能力显著增加，推测该区域
可能临近受体结合区，为 B型流感病毒基因功能
研究奠定基础．

3.1.3 突变对病毒传播机制影响的研究．石火英

等[12]将禽流感 A/Chicken/Guangdong/SS/94(H9N2)株
(SS/94 株 )的 HA 基因或 NA 基因，分别与
A/Chicken/Shanghai/F/98(H9N2)株 (F/98 株)的其他
几个基因片段组合(即 SS/94株 HA与 F/98株其余
7个片段、SS/94 NA与 F/98其余 7个片段、SS/94
HA、NA 与 F/98 其余 6 个片段 )，拯救出 3 株
H9N2亚型禽流感病毒．本研究结果证实，3株重
组病毒都不经粪便接触传播，只有按照第一种组合

方法获得重组的 H9N2亚型 AIV能通过气溶胶途

径传播，说明中国大陆 1998年爆发的 H9N2亚型
禽流感获得气溶胶传播途径特性的分子机制可能是

病毒的 NA基因发挥了重要作用．
3.1.4 突变对病毒耐药性的研究． a．离子通道抑
制剂金刚烷胺类药物作用靶点为流感病毒 M2蛋
白，通过干扰M2离子通道活性，抑制病毒脱壳．
流感病毒对金刚烷胺类药物易产生耐药性，并且金

刚烷胺类药物对 B型流感病毒缺乏活性[13]．临床试

验表明，应用金刚烷胺后M2跨膜区中的 4个氨基
酸位点 26、27、30和 31最易产生突变[14]．并且不

同亚型病毒突变位点与频率不同：H3N2 亚型
(S31N)，H1N1亚型(V27A)，前者的突变频率高于
后者．Ozaki 等 [15]用 12 质粒系统，将 A/WSN/33
(H1N1)株 M2 蛋白跨膜区 5 个氨基酸进行突变
(L26F、V27A、A30T、S31N、G34E)，获得 7 株
重组流感病毒，其中 1株是未作任何修饰用作对
照，另外 5株M2蛋白分别含有 1个突变位点，最
后 1株在M2蛋白 27位和 31位同时引入突变．用
空斑减少试验检验 7个毒株对金刚烷胺的敏感性，
发现突变株均对金刚烷胺产生抗性，且单个位点突

变的重组病毒 IC50(50% inhibiting concentration)明显
高于对照毒株，而双位点突变株则比相应的单个位

点突变株低．b．神经氨酸酶抑制剂 (zanamivir、
oseltamivir)，它们通过干扰病毒 NA保守的唾液酸
结合位点，抑制病毒的复制．由于 C型流感病毒
缺少真正的 NA，所以这两个药物仅对 A、B型流
感病毒有效．与离子通道抑制剂相比，流感病毒对

该类药物产生耐药性的频率相对较低，但并不意味

着不会发生耐药性．研究者从接受过 oseltamivir治
疗的成人和儿童分离出的 A型流感病毒中，已鉴
别出 H3N2 亚型 (R292K、 E119V)、 H1N1 亚型
(H274Y)及 B 型流感病毒(D198N/E、R152K)等几
处不同的单点突变[16～18]．Abed等[19]利用反向遗传

学系统将 H1N1 亚型流感病毒 NA 基因氨基酸
(H274Y)、(E119Q)突变后，构建了 2 株重组流感
病毒．神经氨酸酶抑制试验和空斑减少试验显示：

与野生型毒株相比，274位突变株对 oseltamivir的
抵抗力明显增加，但对 zanamivir 比较敏感，而
119位突变株对二者的抵抗力都不是很高．Cheam
等[20]研究发现，HA基因单位点氨基酸突变可减少
B 型流感病毒对 zanamivir(90 倍 )和 oseltamivir (7
倍)的敏感性．Yen等[21]在流感病毒 N2中引入突变
(E227D、E276D)，研究重组病毒发现：前者由于
病毒稳定性不够或者酶活性不高，无法确定其对
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zanamivir 和 oseltamivir 的敏感性，而后者对
zanamivir(160倍)和 oseltamivir(15倍)的敏感性都有
所降低．Hui-Ting等(2007年)将 H1N1亚型流感病
毒 N1 基因 2 个位点的氨基酸突变 (E227D、
E276D)，发现前者明显降低对 zanamivir 敏感性
(126倍)，而后者变化不明显．
3.1.5 基因突变对宿主范围影响的研究．

目前，研究已经证实禽流感病毒 PB2基因 627
位总是谷氨酸(E)，而人流感病毒则总是赖氨酸(K).
Hatta等[22]利用反向遗传学技术，对 1997年突破种
间障碍直接感染人的 H5N1亚型禽流感病毒香港分
离株 2个不同亚群(按照对小鼠致病性分为高 /低
致病性亚群)研究发现：PB2基因 627位单个氨基
酸的变化(E627K)可以显著增强 H5N1亚型禽流感
病毒对小鼠的毒力，从而揭示了 H5N1亚型禽流感
病毒对人致病的分子机制，而导致这种转化的机制

可能与组成 PB2的第 199位氨基酸丝氨酸(S)的突
变有关[23]．Yao等[24]利用反向遗传操作系统对两株

H7 AIV进行重组比较，发现将 PB2基因 362～581
位氨基酸替换，可使重组病毒更易感染哺乳动物细

胞，证明该区域含有促进病毒在哺乳动物细胞上复

制的重要氨基酸．此外，还推测 PB2上 647、701
以及 482位的氨基酸也起着决定宿主范围的作用．
Li等[25]利用反向遗传学技术，首次发现流感病毒

PB2基因 701位的氨基酸变化(D701N)，可以导致
本来对哺乳动物无感染性的 H5N1亚型流感病毒突
破中间屏障感染人或其他哺乳动物，甚至有致死的

能力．

众所周知，H5N1亚型禽流感病毒对家鸭无致
病性，但最近越南发生 H5N1亚型禽流感病毒感染
并导致家鸭死亡的病例．Hulse-Post等[26]利用反向

遗传学技术对 A/Vietnam/1203/04(H5N1)研究发现：
PA (T515A)和 PB1(Y436H)突变是导致这一现象发
生的关建因素，但其在自然界中的致病机制还不是

很明确．

研究推测 NS1蛋白可能是 H5N1亚型禽流感
病毒对哺乳动物致病力的一个决定因素．Li等[27]利

用反向遗传学技术证实这一推测的可靠性，并且发

现起关键作用的是该蛋白质第 149位氨基酸．Jiao
等(2007年)在对流感监测中发现 2株对小鼠致病力
存在显著差异的 H5N1亚型禽流感病毒．利用反向
遗传学技术对 2个毒株的 8个基因片段分别进行单
基因替换研究证实：NS基因 42位氨基酸变异是
H5N1亚型禽流感病毒对哺乳动物致病力又一决定

因素．

3.2 在流感病毒重组疫苗株构建中的应用

目前，世界范围内用于流感防控的疫苗主要为

全病毒灭活油乳剂疫苗，理想的灭活疫苗种毒株应

该具备以下 4方面的条件：a．良好的抗原针对性，
即疫苗株病毒应该具有和流行病毒相一致的抗原

性；b．高度生物安全性，疫苗株病毒对鸡和其他
动物以及人不应具有致病性；c．高度鸡胚 /细胞
生长适应性，疫苗株应该在鸡胚 / 细胞上有效复
制，所制备的疫苗抗原含量高，可以确保免疫效

果；d．疫苗的应用不会干扰禽流感的疫情调查和
流行病学监测．反向遗传学技术的发展为理想疫苗

的研制奠定基础．

Horimoto等[6]拯救了 1株 HA基因嵌合的重组
流感病毒，该重组病毒对鼠的致病力减弱．用其免

疫鼠，可使其获得对 B型流感病毒很好的免疫保
护力．Liu 等 [28]以 A/PR/8/34 株内部基因为骨架，
利用 8质粒系统构建了 rH5N3株，其中 HA基因
来自于 A/Goose/HK/437.4/99(H5N1)，但在其裂解
位点处的碱性氨基酸被删除掉，NA 基因来自于
A/Duck/Germany/1215/73(H2N3)．该病毒灭活后免
疫鸡，可诱导产生高的抗体滴度．Song 等 [29]对

PB1 和 PB2 基因突变产生温度敏感变异株
A/Guinea Fowl/Hong Kong/WF10/99 (H9N2)．对该
毒株的 PB1 基因修饰，使其致病性进一步减弱，
以该毒株为骨架通过替换该 HA、NA分别构建了
2株重组疫苗株 H7N2和 H5N1，2 个重组疫苗株
分别对野生 H7N2 亚型流感病毒和高致病性的
H5N1亚型流感产生很好的免疫保护力．

Neumann等[30]将 A/WSN/33(H1N1)流感病毒的
8个片段克隆到载体 pTM1(含有 Pol玉启动子和终
止子，保证 vRNA的转录)和 pCAWS(含有 Pol域启
动子和终止子，保证蛋白质的表达)中，构建下述
几种质粒：pTM-Pol玉-WSN-PB2-PB1-PA-HA-NP-
NA-M-NS ( 玉 )， pTM-Pol 玉 -WSN-HA-NA ( 域 )，
pTM-Pol 玉 -WSN-PB2- PB1 -PA-NP-M-NS ( 芋 )，
pC-Pol域 -WSN-PB2-PB1-PA(郁 )，pC-Pol域 -WSN
-NP ( 吁 )， (pCAWS-PB2、 pCAWS-PB1、 pCAWS-
PA、 pCAWS-NP) (遇 )， (pPol 玉 -WSN-PB2, -PB1,
-PA, -HA, -NP, -NA, -M, -NS)(喻)．将以上质粒经相
应组合后分别转染细胞，结果证实多种组合均成功

拯救出流感病毒．我们推测如果同时把流感病毒的

8个片段克隆到含有 Pol玉和 Pol域的双向转录表达
载体中，也应该可以拯救出流感病毒，该研究为流
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感疫苗株的筛选奠定基础．

与传统疫苗相比，利用反向遗传学技术构建的

疫苗的优点显而易见，但是不足之处还在于构建的

重组疫苗免疫动物后，利用常规的血清学方法仍不

能区分出免疫动物和自然感染动物，干扰病毒流行

病学监测，标记疫苗的出现克服这一弊端．所谓标

记疫苗，就是用一种疫苗给动物免疫后，通过与之

相配套的血清学检测方法，可以将免疫动物和自然

感染动物区分开来 [31]，该策略也称之为 DIVA
(differentiating infected from vaccinated animals)策
略．以下主要对反向遗传学技术在流感病毒 DIVA
苗构建中的研究进展作一总结：

a．异源 NA标记：2004年，H5N2、H7N2亚
型低致病性禽流感给美国养殖业造成巨大经济损

失，但未发现 H5N1、H7N8亚型的流行．Lee等[32]

分别构建了 N1和 N8标记的 rH5N1和 rH7N8疫苗
株，接种 SPF鸡后攻毒，结果表明该重组疫苗可
对鸡提供很好的免疫保护力，其免疫效果与亲本株

H5N2、H7N2制备的疫苗效果相当．同时利用神
经氨酸酶抑制试验和间接 ELISA方法对 NA 进行
检测又可用以区分自然感染．刘明等(2006年)利用
反向遗传学技术构建了重组 H5N3亚型禽流感高产
疫苗株，其 6 个内部基因来源于高产 A/Goose/
Dalian/3/01 (H9N2)株，HA 基因来源于 A/Goose/
HLJ/QFY/04(H5N1)株，且缺失了 HA 蛋白连接处
的 5 个连续碱性氨基酸，NA 则来源于 A/Duck/
Germany/1215/73(H2N3)株．由于 N3亚型在国内很
少见，因而用其进行标记后可以建立相应的血清学

方法进行鉴定．用该重组疫苗免疫鸡，能诱导鸡体

产生高滴度的 HI抗体，且抗体在很长时间内保持
在一个较高的水平，而且该重组病毒 8个片段全部
来源于禽类，其安全性大大提高．同时该疫苗株可

以在 MDCK细胞中大量增殖[33]，避免了常规的鸡

胚增殖方法，使操作简便，成本降低，为细胞培养

灭活疫苗的大规模生产奠定了基础．

b． 对 NA、 HA 进行修饰后用作标记：
Castrucci 等 [34]将淋巴细胞脉络丛脑膜炎病毒

(LCMV)的细胞毒性 T 细胞表位插入 A/WSN/33
(H1N1)病毒 NA基因的颈部，所产生的重组病毒免
疫后能够对 LCMV的攻击提供有效的保护．这表
明对于流感病毒 NA基因进行修饰，构建重组流感
病毒是可行的．Li等(2004年)利用反向遗传学技术
去除 HA裂解位点的多个连续碱性氨基酸，并且将
鼠肝炎病毒(murine hepatitis virus, MHV)S2糖蛋白

的优势 B细胞表位 5B19插入 NA基因颈部，以替
换野生型 NA基因颈部的 49～67位氨基酸，构建
了 1株低致病力的、高度鸡胚适应的 H5N1亚型禽
流感病毒标记疫苗株 H5N1/PR8-5B19．该重组病
毒多次传代后毒力不返强，且其分子标记 5B19序
列可稳定遗传．该标记疫苗对鸡加强免疫一次之

后，用原核表达系统表达的该表位作为包被抗原进

行 ELISA检测，发现所有的 10只鸡均可检测到抗
体，因此可用该方法对自然感染的畜禽和接种该重

组疫苗的畜禽进行鉴别，该疫苗的研制为有效防控

H5N1亚型高致病性禽流感奠定了基础．

4 结 语

反向遗传学技术为研究流感病毒开辟了全新的

思路，利用该技术可以从分子水平上研究病毒生活

史，可以很容易地对病毒的复制及致病性分子机理

进行研究，同时还可用于流感标记疫苗的研制．该

技术目前已经被广泛应用，且发挥了巨大作用，相

信不久的将来该项技术会得到进一步发展和不断完

善，为流感防控开创新的局面．

反向遗传操作技术最具潜力、最吸引人的应用

还是在于流感疫苗株的筛选，其优越性一方面在于

可以解决流感大流行发生时疫苗生产的时效问题，

因为传统疫苗株的筛选大约需要 3～4个月，而反
向遗传学技术可将时间缩短至 1～2周．这样为流
感大流行时争取时间，可以使尽可能多的人得到免

疫保护．另一方面我们可以通过体外基因修饰的方

式，将决定毒力的基因突变掉同时又保持了病毒的

抗原性，这样获得的重组疫苗株可以被所有疫苗生

产厂家应用，不需要更高级别的生物防护．但同时

我们必须看到流感病毒反向遗传学技术是一把双刃

剑，在有效地利用它的同时，应当高度警惕，不能

忽视以下问题：a．构建的体外转录本比野生型病
毒的感染性可能还要强，因而不要盲目地构建不可

预知的新病毒病；b．只对少数感染性克隆进行了
测序，一般推测感染性分子克隆的序列与亲本病毒

的序列相同，在体内的命运与亲本病毒相同，其实

并不尽然；c．感染性转录本是具有生物活性的人
工合成分子，就像野生型病毒 RNA的拷贝，在病
毒复制中也可发生 RNA的重组和基因修饰(例如由
于病毒复制酶造成的错配而发生点突变)，因而我
们应时刻保持警惕以避免构造出对人类健康造成威

胁的流感病毒株；d．反向遗传学技术的出现在病
毒功能研究及疫苗研制等方面有着巨大的理论与实
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践意义，但也使人为制造病毒成为现实，这使流感

病毒作为生物武器变得轻而易举，因此在科学利用

该技术为人类造福的同时也应加强该技术在生物安

全方面的管理，防患于未然．
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Abstract For the characteristics of numerous subtypes and frequent variations of influenza virus, it brings great
difficulty to influenza in the prevention and control. Thus, the most pressing matter of the moment is to reinforce
the research in pathogenesis and transmission mechanism, as well as to develop new type vaccines. Recently, the
development of reverse genetics technique breaks a new path for influenza virus in research of function analysis
and preparation of vaccines.
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