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摘要 负链RNA病毒是一类动植物上的重要病原, 不仅危害人类、哺乳动物的健康, 而且严重威胁家禽和农作物

的安全生产. 病毒反向遗传学体系是一种从cDNA克隆拯救病毒的现代病毒学分子操作技术, 对于研究病毒侵染循

环、致病机制和寄主相互作用至关重要. 尽管动物负链RNA病毒反向遗传学体系的构建在20多年前就已取得成

功, 但植物负链RNA病毒的反向遗传学体系直到近年才有所突破. 我国和美国科学家通过各种创新手段, 相继成

功构建了多种不分节段和分节段植物负链RNA病毒的反向遗传学体系, 为植物负链RNA病毒的进一步深入研究提

供了关键的技术体系, 开启了植物负链RNA病毒研究的新时代. 本文系统地回顾了植物负链RNA病毒反向遗传学

体系的发展现状和最新研究进展, 并对该领域未来发展方向和应用前景进行了探讨.
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负链RNA(negative-stranded RNA, NSR)病毒包括

严重危害人类的病毒, 如埃博拉病毒(Ebola virus,
EBOV)、狂犬病病毒(rabies virus, RV)、甲型流感病

毒(influenza A virus, FLUAV)和裂谷热病毒(Rift Valley
fever virus, RVFV). 这些病毒可导致人类相当高的发病

率和死亡率, 严重威胁人类和动物的安全, 并造成极为

巨大的经济损失[1,2]. NSR病毒也包括对农业生产有重

要影响的植物病毒, 如正番茄斑萎病毒属病毒(ortho-
tospoviruses)、纤细病毒属病毒(tenuiviruses)和弹状病

毒(rhabdoviruses), 它们会造成严重的农作物病害, 对全

球粮食安全构成重大威胁[2~7]. NSR病毒可分为23个科

(Arto-, Borna-, Filo-, Lispi-, Mymona-, Nyami-, Para-
myxo-, Pneuma-, Rhabdo-, Sun-, Xinmo-, Arena-, Cruli-,
Fimo-, Hanta-, Leishbu-, Mypo-, Nairo-, Peribunya-,
Phasma-, Phenui-, Tospo-和Wupedeviridae), 前11个含有

单分子基因组RNA, 即不分节段基因组; 后12个分别含

有2~8条负链基因组RNAs, 即分节段基因组[8].

1 病毒反向遗传学体系发展历程

病毒反向遗传学体系是一种从全长cDNA克隆拯

救病毒的分子操作技术, 是研究动植物病毒基因功能

及病毒复制、转录、移动、包壳、粒体装配和致病机

制等病毒基础生物学问题必不可少的关键技术体系,
同时也是研发动物病毒疫苗的重要技术工具.

Racaniello和Baltimore[9]于1981年率先成功建立了

动物正链RNA病毒反向遗传学体系, 奠定了病毒侵染

性克隆技术体系的新纪元. 他们将脊髓灰质炎病毒(po-
l iov i rus )基因组RNA的cDNA插入细菌表达载体

pBR322, 转染哺乳动物细胞后产生了具有侵染性的脊

髓灰质炎病毒, 证实正链RNA病毒的全长RNAs转染真
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核细胞可表达病毒蛋白, 进而使病毒能够在细胞内复

制. Ahlquist等人[10]于1984年以雀麦花叶病毒(brome
mosaic virus, BMV)为研究对象, 借鉴动物正链RNA病

毒的研究经验, 构建病毒全长侵染性cDNA克隆, 并进

行体外转录接种大麦拯救了有侵染性的BMV, 成功建

立了第一个植物正链RNA病毒的反向遗传学体系.
近30多年以来, 反向遗传学体系得到了快速发展,

为动植物病毒分子生物学研究作出了巨大的贡献. 相

对于正链RNA病毒, 负链RNA病毒进行遗传操作的难

度相对较大, 主要原因包括: (1) 无核衣壳包裹的病毒

基因组RNA(genomic RNA, gRNA)和互补的反基因组

RNA(antigenomic RNA, agRNA)没有侵染性; (2) 在病

毒形成复制或转录所需的互补的agRNA模板时, 需要

病毒RNA复制酶(RNA dependent RNA polymerase,
RdRp)的参与; (3) 最小的侵染单元必须包括病毒

gRNA、agRNA和复制相关的核心蛋白, 即核酸核蛋白

复合体(ribonucleoprotein complex, RNPs); (4) 在病毒复

制和粒子包装时需保证基因组RNA 5′和3′非编码区序

列的准确性; (5) 病毒编码的复制酶RdRp蛋白分子量

大, 在细胞内表达量低; (6) 负链RNA病毒的gRNA和

agRNA不能直接作为mRNA进行翻译, 必须有病毒的

RNA聚合酶和核衣壳蛋白等的共同作用下才能进行复

制和转录形成病毒侵染所必需的蛋白; (7) 对于分节段

负链RNA病毒来说, 选择何种启动子表达病毒的gRNA
或agRNA也是一个挑战[7,11,12].

对于负链RNA病毒来说, 建立反向遗传学体系首

先需要构建一种称为微型基因组反向遗传学体系[13,14],
此体系可以验证复制复合体核心蛋白是否能够有效启

动病毒的复制和转录过程. 在这个微型复制子体系中,
将报告基因反向插入到病毒基因组并加入病毒复制和

转录必需的病毒蛋白, 带有报告基因的病毒基因组在

病毒蛋白的帮助下可进行复制、转录和翻译. 在此基

础上, 再构建基于全长侵染性克隆的反向遗传学体系,
从全长基因组cDNA拯救获得具有活性的负链RNA病

毒[7,12~14].

2 不分节段负链RNA病毒反向遗传学体系

2.1 动物不分节段负链RNA病毒

单分子负链RNA病毒目(Mononegavirales)家族成

员被分为奥托病毒科(Artoviridae)、波纳病毒科(Bor-
naviridae)、丝状病毒科(Filoviridae)、李氏蜘蛛病毒科

(Lispiviridae)、真菌单股负链RNA病毒科(Mymonaviri-
dae)、尼亚米病毒科(Nyamiviridae)、副黏病毒科(Para-
myxoviridae)、肺病毒科(Pneumaviridae)、弹状病毒科

(Rhabdoviridae)、阳光病毒科(Sunviridae)和新城蚊子

病毒科(Xinmoviridae). 其基因组仅由1条负链RNA组

成, 该类病毒可侵染人类、野生动物和农作物并造成

严重的危害, 而建立其反向遗传学体系进而拯救该类

病毒的侵染性克隆极其困难[15~17]. 为了建立负链RNA
病毒反向遗传学体系, 起初很多课题组试图获得侵染

性的重组单股负链RNA病毒, 但是都没有成功拯救病

毒全长侵染性克隆. 研究人员通过不断地尝试, 证实侵

染性的辅助病毒或质粒表达蛋白可以实现病毒微型基

因组的包壳. 这一成果推动了负链RNA病毒反向遗传

学体系的研究进程, 同时也揭示负链RNA病毒反向遗

传学体系相比正链RNA病毒的具有更大的难度[18~25].
在牛痘病毒(vaccinia virus, VV)系统中, 利用T7启动子

和T7 RNA聚合酶同时表达水泡性口炎病毒(vesicular
stomatitis virus, VSV)核蛋白N、磷蛋白NS和复制酶L
促进缺陷型干扰的VSV(defective interfering VSV, VSV-
ID)病毒RNA的高效快速复制[26], 而当从cDNA中共表

达VSV编码的所有的病毒蛋白N、NS、L、基质蛋白

M和糖蛋白G时可支持VSV-ID病毒颗粒的复制、装配

和芽殖[23]. Pattnaik等人[27]于1992年通过T7启动子驱动

产生的VSV-ID RNA和5个病毒蛋白共表达, 成功获得

了VSV-ID病毒. 基于VV T7 RNA聚合酶系统, Schnell
等人[24]将狂犬病毒(rabies virus, RV)反基因组序列插到

T7启动子的下游, 并在其3′末端融合丁型肝炎病毒(he-
patitis delta virus, HDV)核酶(ribozyme, RZ)序列[28], 表
达全长RV cDNA的重组载体pSAD L16与RV N、R和L
共转染BSR细胞, 由重组的VV表达T7 RNA聚合酶, T7
启动子驱动产生全长RV RNA, 最后成功拯救了RV侵

染性克隆[24], 由此证明通过从病毒cDNA中表达RV正

义反基因组RNA是取得突破的关键点, 至此Schnell等
人[24]于1994年成功建立第一个动物负链RNA病毒侵染

性克隆反向遗传学体系.
自RV侵染性克隆体系成功建立之后, 有一系列的

负链RNA病毒建立了反向遗传学体系, 成功的例子包

括Rhabdoviruses和Paramyxoviruses被拯救, 如VSV、
麻疹病毒(measles virus, MV)、牛瘟病毒(rinderpest
virus, RPV)、仙台病毒(sendai virus, SeV)、人类呼吸

道合胞病毒(human respiratory syncytial virus, hRSV)
等[29~33]. 不少成功建立的负链RNA病毒反向遗传学体
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系是基于病毒正义基因组RNA的表达策略, 而一些科

学家尝试了依赖于病毒反义基因组RNA表达策略也可

以拯救SeV、EBOV和人类副流感病毒3型(human para-
influenza virus type 3, hPIV3)[34~36], 但是这种方法拯救

病毒的效率相对较低.

2.2 植物不分节段负链RNA病毒

植物NSR病毒严重威胁着花卉、蔬菜和农作物的

安全生产, 每年造成极为严重的经济损失[7,37,38]. 大部

分植物NSR病毒都是通过节肢动物媒介昆虫传播, 可

以在虫体内循回增殖, 加速了该类病毒病害的流行与

发生[37,39~41]. 已知100多种Rhabdoviruses可以侵染植物,
根据其在侵染植物和介体中复制场所不同而分为两个

属, 在细胞质内复制的细胞质弹状病毒属(Cytorhabdo-
virus)和细胞核内复制的细胞核弹状病毒属(Nucleor-
habdovirus)[12,38]. 由我国科学家领导的研究团队在前人

的基础上, 通过多年的不懈努力, 率先在国际上建立了

上述两类植物不分节段NSR病毒的反向遗传学体系,
极大地推动了该类病毒的基因功能和病毒基础生物学

问题研究.
2.2.1 Nucleorhabdovirus反向遗传学体系

近20多年以来, 因植物NSR病毒反向遗传学体系

的缺乏一直制约着植物不分节段NSR病毒基础生物学

问题的研究. 苦苣菜黄网病毒(sonchus yellow net virus,
SYNV)是属于Nucleorhabdovirus的模式病毒, 在寄主细

胞核中复制, 美国加州大学伯克利分校Andrew Jackson
和浙江大学李正和课题组[2,42]以SYNV为研究对象, 首

先成功建立了世界首例植物不分节段NSR病毒微型基

因组反向遗传学体系. 他们利用35S启动子(RNA聚合

酶II)驱动产生SYNV反基因组RNA, 在基因组两末端

分别添加锤头核酶(hammerhead, HH)和HDV的核酶切

割产生精确的病毒RNA序列, 并构建携带DsRed和
reGFP报告基因的病毒微型基因组报告载体, 在核衣壳

N、磷蛋白P和复制酶L的共同作用下微型基因组可以

进行复制与转录, 并产生绿色和红色荧光. 基于微型基

因组复制体系, 他们进一步发现病毒复制所需的5′端前

导序列和3′端尾随序列以及N、P和L蛋白对于病毒的

复制与转录都是必需的, 但锤头核酶HH对其来说却并

不是必需的, 添加病毒RNA沉默抑制子(viral suppres-
sors of RNA silencing, VSRs)P19、HcPro和γb可以提

高报告基因的表达效率[42]. 基于SYNV微型基因组体系

的基础, 李正和课题组[2]于2015年又成功建立了基于

SYNV全长侵染性克隆的反向遗传学体系, 携带SYNV
全长基因组植物表达载体pSYNV经35S启动子驱动产

生全长的SYNV反基因组RNA, 并与N、P和L和VSRs
在本氏烟叶片中共表达(图1(a)), 成功实现病毒在模式

植物本氏烟上的系统侵染. 通过优化核心蛋白N、P和
L表达模式, 将三者串联插入同一个载体获得重组载体

NPL, 发现pSYNV、NPL和VSRs共表达时拯救SYNV
侵染性克隆的效率显著增加, 若再额外表达高浓度的

L, 其效率会更高, 证明减少表达载体数和提高L浓度

均可以提高拯救SYNV侵染性克隆的侵染率. 为了实现

病毒的可视化, 该课题组在SYNV全基因组中的N和P
序列之间插入GFP报告基因, 可以示踪SYNV在植物细

胞和全株中的侵染. 进一步研究也发现, SYNV编码的

非结构蛋白sc4是SYNV移动必不可少的, 而糖蛋白G是

SYNV病毒粒体形态建成必需的[2].
近年来, 李正和课题组继续深入研究和拓展了

SYNV反向遗传学体系基础理论和应用研究. 基于

SYNV微型基因组体系, 发现HH 3′末端切割位点序列

为UUCCUAUAGUC时, 微型基因组报告基因GFP和
RFP荧光表达量明显高于切割位点序列为CCGGG
UUC和CCGGGUC. 进一步发现当不加HH序列时, 由

35S启动子直接驱动生成5′末端加帽的微型基因组

RNA, 报告基因表达量最高, 同时也证明了35S启动子

驱动产生加帽的病毒基因组RNA可以提高拯救SYNV
全长侵染性克隆效率[43]. 该课题组借助SYNV反向遗传

学体系在载体构建策略和基因功能等方面也取得了一

系列的进展, 发展了在酵母细胞-大肠杆菌-农杆菌中的

穿梭载体一步法快速构建策略, 明确了SYNV的基质蛋

白M可以诱发病毒排阻效应, 建立了研究移动蛋白

(movement protein, MP)功能的植物不分节段NSR病毒

微型基因组体系, 发现了植物弹状病毒MP的独特性且

可以支持植物正链RNA病毒的移动[43~45].
2.2.2 Cytorhabdovirus反向遗传学体系

大麦黄条点花叶病毒(barley yellow striate mosaic
virus, BYSMV)属于Cytorhabdovirus中的成员之一, 该

病毒在寄主细胞质内复制和成熟[39], 自然条件下由灰

飞虱持久性传播, 可以侵染26种禾本科植物, 造成严重

的农作物产量损失[5,46,47]. 中国农业大学王献兵课题

组[48]采用与SYNV相似的策略, 于2019年首次在植物

细胞质弹状病毒的反向遗传学体系研究中取得了突破,
成功建立了BYSMV微型基因组和全长侵染性克隆体

系. 他们利用35S启动子驱动产生BYSMV反基因组
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RNA, 在N和P位置分别插入报告基因GFP和RFP, 在基

因组5′和3′末端分别融合2×35S启动子序列和核酶HDV
RZ, 成功构建了病毒微型基因组报告载体, 并与核衣壳

N、磷蛋白P、复制酶L和3个VSRs(P19、HcPro和γb)
在本氏烟叶片中共表达, 微型基因组可以进行复制与

转录, 并产生绿色和红色荧光. 在BYSMV反基因组的

N和P中间插入报告基因RFP, 获得了由35S启动子驱动

产生BYSMV全长反基因组RNA的表达载体(图1(b)),
在N、P、L和3个VSRs在本氏烟中共表达后可以产生

少量具有活性的成熟病毒颗粒, 其浸润叶也可检测到

RFP荧光, 在模式植物本氏烟中BYSMV可以从cDNA
中被成功拯救[49].

拯救的BYSMV如何实现在自然寄主大麦中建立

反向遗传学体系是必须解决的重要科学问题. 王献兵

图 1 植物不分节段和分节段负链RNA病毒反向遗传学系统. 苦苣菜黄网病毒(a)、大麦黄条点花叶病毒(b)、番茄斑萎病毒(c)和玫瑰莲座丛病

毒(d)的反向遗传学体系示意图
Figure 1 Reverse genetics system for the nonsegmented and segmented plant negative-strand RNA viruses. Schematic diagram of the reverse genetics
system of sonchus yellow net virus (a), barley yellow striate mosaic virus (b), tomato spotted wilt virus (c) and rose rosette virus (d), respectively
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课题组进一步通过系统深入地研究最终攻克了这一难

题. 由于传毒介体灰飞虱不能直接取食模式植物本氏

烟, 该课题组采取了一种非常巧妙的方法, 将本氏烟中

拯救的BYSMV用优化的磷酸盐缓冲液充分研磨, 抽提

富集BYSMV后显微注射灰飞虱, 并用健康的水稻幼苗

饲喂注射后的灰飞虱, 10 d后可以检测到灰飞虱表达

RFP荧光, 结果表明拯救的BYSMV可以在介体昆虫灰

飞虱体内循回增殖. 进一步将获毒的灰飞虱转接健康

的大麦幼苗, 发现拯救的BYSMV可以侵染大麦幼苗,
报告基因RFP也可以在大麦中表达[49]. 最终该课题组

成功建立了在本氏烟 -灰飞虱 -大麦 -玉米等中的

BYSMV全长基因组反向遗传学体系, 为寄主植物-病
毒-介体昆虫三者互作研究提供了强有力的分子操纵

工具.
进一步研究发现, BYSMV全长基因组可以同时携

带GFP、RFP和CFP三种不同颜色的报告基因在植物

和昆虫介体中共表达, 实现了该病毒在细胞内的多重

标记. 当GUS和RFP同时插入BYSMV全长基因组时,
二者均可以在小麦、大麦和玉米系统侵染叶和根中表

达, 为研究禾本科植物的基因表达模式提供了一个关

键的病毒分子操作体系. 该课题组还发现, BYSMV可

以同时插入RFP、Cas9和sgRNA发展为基因编辑载体,
可以对转基因16c本氏烟浸润细胞中的GFP基因进行了

编辑[49]. 由此可知, BYSMV反向遗传学体系, 在细胞内

不仅可以同时表达多色报告基因, 也可以表达大蛋白

Cas9, 将为病毒示踪和禾本科基因编辑等方面提供新

的理论和分子工具.

3 分节段负链RNA病毒反向遗传学体系

3.1 动物分节段负链RNA病毒

沙粒病毒目(Arenavirale)、布尼亚病毒目(Bunya-
virale)和正黏病毒目(Orthomyxovirale)是主要的分节段

负链RNA病毒[50,51]. 其中Bunyavirale病毒是一种典型

的三节段负链RNA病毒[1,51], 基因组包括RNA-S、-M
与-L, 采用反义或双义编码策略, 以病毒gRNA或agR-
NA为模板进行复制和转录, 其转录通过一种特有的

“抓帽切割”和“引物重配”机制完成[50,52], 且病毒的结构

蛋白由基因组的反向开放阅读框编码. 相对于不分节

段负链RNA病毒, 分节段负链RNA病毒的反向遗传学

体系更具有挑战性. Elliott实验室[53]最早建立了首个布

尼亚动物病毒微型基因组反向遗传学体系, 他们将正

布尼亚病毒科(Orthobunyovirus)的布尼亚韦拉病毒(Bu-
nyamwera virus, BUNV)的S负链基因组置于T7启动子

下游, 并将报告基因CAT替换S基因组反向编码的核衣

壳N, 通过体外转录后将病毒RNA转染已经表达S和L
基因组上蛋白的细胞, 成功地在转染的细胞中检测到

CAT活性; 进一步对参与转录和复制的蛋白的鉴定表

明, 病毒的复制酶RdRp和核衣壳N对于微型基因组的

复制是必需的[53]. Lopez等人[54]则利用修饰后的噬菌体

T7 RNA聚合酶强启动子Φ10表达含报告基因CAT的
RVFV S负链微型基因组, 发现L编码的复制酶RdRp和
S编码的核衣壳N对于复制与转录是必需的, 而NSs则
不是必需的. Bridgen和Elliott等人[55]进一步将T7启动

子驱动的携带报告基因GFP的S微型基因组载体转染

到细胞内部, 并由病毒载体在细胞内表达T7 RNA聚合

酶来起始病毒微型基因组RNA的转录, 成功建立了质

粒来源的微型基因组反向遗传学体系. 奥罗普切病毒

(Oropouche virus, OROV)是流行于南美洲并导致发

热、呕吐、寒战等致病症状的布尼亚病毒, Elliott课题

组[56]利用T7启动子对其成功建立了微型基因组反向遗

传学体系.
RNA聚合酶I(Pol I)驱动的转录产物, 5′端没有帽子

结构而3′端没有poly(A)尾巴, 因此这种类型的启动子

也被用来构建白蛉病毒科尤尤库尼米病毒(Uukuniemi
virus, UUKV)的微型基因组反向遗传学体系. 将报告基

因CAT或GFP插入到病毒M基因组5′和3′非编码区之间,
再将其导入表达有核衣壳N、复制酶RdRp和非结构蛋

白NSs的细胞中可以成功表达报告基因, 单独导入报告

质粒则并不能发生转录, 转录活性依赖于N和RdRp共
同作用, 而进一步测试表明NSs并不是必需的[57]. Flick
等人[58]利用Pol I对克里米亚-刚果出血热病毒(Crim-
ean-Congo hemorrhagic fever virus, CCHFV)的S基因组

进行反向遗传学报告体系的构建, 当在野生型病毒的

帮助下它可激活报告基因GFP或CAT的表达.
Elliott课题组[55]于1996年率先成功地建立了布尼

亚韦拉病毒全长cDNA的反向遗传学体系. 通过T7启动

子驱动正链的3条基因组RNAs的质粒共转染细胞, 由

VV病毒载体表达T7 RNA聚合酶, 并同时用病毒载体

表达病毒3条链上的核衣壳N、复制酶RdRp和糖蛋白

Gn/Gc, 成功拯救了具有侵染活性的布尼亚韦拉病毒.
Elliott实验室[13]进一步优化这一体系, 在细胞体内组成

型表达T7 RNA聚合酶,发现在用病毒表达T7聚合酶时,
除了需要RdRp和N外, 还必须有糖蛋白Gn/Gc存在时才
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可以实现有活性病毒的拯救, 而优化的体系只要5个质

粒, 甚至发现不用辅助质粒表达N和RdRp, 只表达3条
基因组的质粒也可以成功实现病毒的拯救. Blakqori与
Weber[59]基于Elliott研究组优化的体系对同一个科中的

拉克罗斯病毒(La Crosse virus, LACV)成功实现了病毒

的拯救, 发现仅转染3个质粒即可实现病毒的侵染, 但

是和其他病毒不同, 拉克罗斯病毒在转染时若加入辅

助质粒则会抑制有侵染活性的病毒产生. 使用类似的

策略, Ikegami等人[60]对RVFV的全长基因组也进行了

拯救, 发现额外添加病毒编码的蛋白不是必需的, 且共

表达NSs反而抑制有活性的病毒产生. Ogawa等人[61]利

用Pol I启动子的特点对正布尼亚病毒科阿卡班病毒

(Akabane virus, AKAV)进行了拯救, 虽然Pol I启动子

在细胞核内产生RNA, 但是对于在细胞质中复制的布

尼亚目病毒也同样起作用. 而Billecocq等人[62]也用Pol
I启动子的策略对RVFV全长基因组成功实现了拯救,
发现N和RdRp对于形成有活性的病毒是必需的, 而糖

蛋白Gn/Gc则不是必需的. 发热伴血小板减少综合征病

毒(severe fever with thrombocytopenia syndrome virus,
SFTSV)是一种2009年在中国首先出现的新型蜱虫传

布尼亚病毒. Elliott课题组[63]使用T7启动子也成功建立

了该病毒的微型基因组复制体系, 并对其进行了全长

基因组的成功拯救.
正黏病毒科的甲型流感病毒含有8条负链基因组

RNAs. Neumann等人[64]用Pol I启动子驱动8条基因组

RNAs产生, 与Pol II启动子驱动表达核衣壳NP、复制

酶PA、PB1和PB2的质粒共转染细胞成功拯救了有活

性的病毒. 随后同科的含有6条负链基因组RNAs的索

戈托病毒(Thogoto virus, THOV)也使用Pol I启动子驱

动产生6条基因组RNAs, 发现与病毒编码蛋白NP、
PA、PB1、PB2、M和GP共转染细胞, 通过12个质粒

在同一个细胞内起作用实现了有活性的病毒的拯

救[65]. 沙粒病毒科的淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒

(lymphocytic choriomeningitis virus, LCMV)是二节段

负链/双义RNA病毒, 包含S和L两条基因组RNA. Flatz
等人[66]用Pol I驱动S和L基因组RNAs表达, 与Pol II启
动子驱动的最小病毒侵染组分核衣壳NP和复制酶L共
转染到细胞内,成功拯救了有活性的病毒,也建立了Pol
I-Pol II双启动子驱动的从cDNA中拯救负链RNA病毒

反向遗传学体系的有效策略.
截至目前, 动物病毒分节段负链RNA病毒的反向

遗传学体系得到了迅速发展, 为该类病毒复制、转录

和病毒粒体成熟所需的顺式作用元件和病毒反式作用

蛋白的研究开辟了新的途径. 另外, 在病毒基因组上引

入特定的突变位点就能分析在自然条件下感染的病毒

在体内所出现的突变表型, 这对于在细胞和分子水平

上了解病毒-宿主互作的复制、转录、包壳和致病分

子机制作出了巨大贡献. 这些反向遗传学体系的建立,
为研究人员提供了病毒学研究的新型的强有力的技术

手段, 同时这些体系的发展也为用于疫苗和基因治疗

为目的动物病毒载体改造铺平了道路[13,14,67].

3.2 植物分节段负链RNA病毒

3.2.1 Orthotospovirus反向遗传学体系

反向遗传学体系在动物分节段负链RNA病毒已经

取得了突破, 但是在植物分节段负链RNA病毒方面一

直是该领域的一个难题. 全世界很多课题组尝试建立

植物分节段RNA病毒的反向遗传学体系, 然而都以失

败而告终. 番茄斑萎病毒(tomato spotted wilt virus,
TSWV)是布尼亚病毒目正番茄斑萎病毒属(Orthotos-
povirus)的一个代表种, 该病毒包含S、M和L三条基因

组RNAs, 可编码6个病毒蛋白, 自然条件下由农业害虫

西花蓟马传播, 严重威胁重要经济作物的安全生产, 每
年给全球造成近10亿美元损失[7,37,68~70]. 2017年, 日本

的Ishikawa课题组[71]通过优化编码序列氨基酸密码子

合成了TSWV编码的复制酶RdRp和核衣壳N两个基因

序列. 为使RdRp和N蛋白在酵母细胞更好地表达, 将S
负链基因组中的反向编码的N用报告基因YFP替换, 并

构建了铜离子诱导性启动Cup1驱动的微型基因组, 与

Cup1驱动的优化型RdRp和N在酵母细胞内共表达, 发

现TSWV S微型基因组RNA在细胞内可以复制, 但是

没有转录活性. 近期, 南京农业大学陶小荣课题组[7]通

过近10年不断攻坚, 率先在植物分节段负链RNA病毒

反向遗传学体系取得了重要的创新性成果. 该课题组

首先明确了驱动TSWV基因组RNA的合适的启动子,
发现先前在建立动物负链RNA病毒反向遗传学体系研

究中报道的T7启动子在植物细胞内均不能驱动生成有

活性的TSWV微型基因组RNA, 而属于Pol II的35S启动

子在植物细胞内可以驱动病毒基因组RNA生成. 接着

通过优化合成RdRp全长基因序列, 实现了将近330 kD
病毒复制酶在植物中成功表达. 在此基础上, 将S负链

基因组RNA中的NSs和N分别用报告基因mCherry和
eGFP替换获得微型基因组报告载体, 基因组5′和3′末端

分别融合锤头核酶HH和HDV核酶RZ负责切割生成精
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确的基因组RNA, 并与N、优化型RdRp和VSRs在模式

植物本氏烟叶片中共表达, 成功建立了TSWV S微型基

因组复制体系. 将M负链基因组中反向编码的Gn/Gc基
因用报告基因eGFP替换, 保留移动蛋白NSm序列不变,
建立了病毒微型基因组复制的移动体系.在拯救TSWV
全长侵染性克隆时, 发现过表达病毒复制酶RdRp会强

烈地干扰病毒拯救, 导致野生型基因组M RNA无法被

拯救, 同时发现表达该病毒自身的抑制子NSs干扰基因

组S RNA的拯救等一系列问题. 该课题组通过一系列

的优化 , 用2×35S驱动的野生型正链S基因组RNA
(S(+))、优化型负链M基因组RNA(M(-)opt)、优化型正链

L基因组RNA(L(+)opt)和3个VSRs(P19-HcPro-γb)共浸润

本氏烟叶片(图1(c)), 最终成功从全长cDNA侵染性克

隆拯救出TSWV[7]. TSWV反向遗传学系统的建立提供

了对该病毒的侵染和致病机制进行深入系统的研究的

关键体系, 为植物分节段负链RNA病毒未来的进一步

深入研究奠定了良好的基础.
3.2.2 Emaravirus反向遗传学体系

欧洲花楸环斑病毒属(Emaravirus)包含9种植物分

节段负义单链RNA病毒, 其基因组由4~8条负链RNAs
组成, 玫瑰莲座丛病毒(rose rosette virus, RRV)是该属

的一个代表成员, 含有7条基因组RNAs, 给美国的玫瑰

及其产业造成严重的危害和经济损失[41,72,73]. 美国

Verchot课题组[73]于2019年在植物中成功拯救了有活性

的RRV. 研究人员首先通过生物合成互补正链基因组

agRNA1~4, 并从病毒感染玫瑰逆转录生成的cDNA中

克隆取得agRNA5~7, 分别插入植物双元表达载体而获

得在35S启动子驱动下可以生成病毒7条基因组RNAs
的质粒, 各基因组的3′末端从35S启动子起始第一位表

达, 病毒5′末端融合到HDV RZ核酶序列. 为了建立

RRV微型基因组复制体系, 将agRNA5中的P5用报告基

因iLOV替换获得微型基因组agR5-iLOV报告质粒. 当

与表达复制酶RdRp的agRNA1和核衣壳N的agRNA3在
本氏烟叶片中共表达可以检测到iLOV生成的绿色荧

光, 这一体系具有复制和转录活性, 成功建立了病毒微

型基因组反向遗传学体系. 为了建立RRV全长基因组

反向遗传学体系, 将表达agRNA1-7的7个质粒共浸润

模式植物本氏烟和拟南芥叶片, 成功在植物中实现了

有活性的病毒的拯救, 进一步用喷枪喷射法将携带病

毒全长基因组的农杆菌导入寄主植物玫瑰中, 并成功

拯救了有活性的病毒. 进一步研究发现, agRNA4可以

表达移动蛋白P4, 当agRNA1-4四个质粒在细胞内共表

达时也可以拯救获得有侵染活性的病毒[72,73].
为了建立RRV携带报告基因的反向遗传学体系监

测病毒的侵染和传播, 在正链基因组agRNA2中的Gn/
Gc序列3′末端融合报告基因iLOV获得报告载体agR2-
iLOV, 将agR1、agR3~4和agR2-iLOV等4个质粒, agR1-
4、agR6-7和agR5-iLOV等7个质粒或agR1、agR3~7和
agR2-iLOV等7个质粒在本氏烟中共表达(图1(d)), 均可

以实现有侵染活性的病毒的拯救[72]. Verchot课题组建

立的RRV反向遗传学体系这一新的技术平台, 为研究

病毒侵染机制和病害防控提供了强有力的分子工具.

4 未来展望

病毒反向遗传学体系是研究病毒基因功能、重组

和改造病毒基因组的一种极为重要的分子遗传操纵技

术体系. 近20年来, 植物负链RNA病毒反向遗传学体系

一直是领域内难以攻克的难题. 随着分子生物学技术

的迅速发展和研究技术的不断提升, 我国科学家相继

在负链RNA病毒反向遗传学体系取得了一系列的重要

突破, 首次在世界上成功建立了植物不分节段和分节

段负链RNA病毒的反向遗传学体系. 在未来的研究中,
建立的植物负链RNA病毒反向遗传学体系将助力病毒

基因功能、复制、转录、移动、粒体装配及致病机制

等病毒基础生物学问题的研究, 并为病毒与寄主互作

以及寄主抗病提供崭新的病毒示踪体系, 进一步推动

我国在植物负链RNA病毒研究领域走在国际同行的前

列. 此外, 这些反向遗传学体系也可应用于研发弱毒疫

苗、表达外源蛋白和基因编辑等工具, 为病毒有益化

研究提供方法和策略, 未来还可能为研究病毒基因组

的表观修饰提供帮助, 并有助于作物品种抗病性鉴定

等工作的开展.
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Advances in reverse genetics system of plant negative-strand
RNA viruses
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Negative-strand RNA (NSR) viruses contain not only medical important animal pathogens but also agricultural important
plant pathogens. These NSR viruses cause deadliest diseases in humans, livestocks and agronomic crops and pose great
threat to the health of human being and food security worldwide. The virus reverse genetics system is an important
molecular genetic technology to study viral gene functions in virus infection cycle, disease pathology and virus-host
interactions. For animal-infecting NSR viruses, the reverse genetics system has been established for more than twenty
years. In contrast to the well-established reverse genetics systems for animal-infecting NSR viruses, establishment of such
system for the plant-infecting NSR viruses turned out to be an extremely challenge work. Many research groups throughout
the world have tried to use the similar strategies used for animal NSR viruses to establish reverse genetics systems for
plant-infecting NSR viruses in the last twenty years but none of groups have succeeded. The absence of the reverse genetics
system posed a major obstacle to molecular genetic manipulation and subsequent investigation of gene function and disease
pathology for plant-infecting NSR viruses. Recently, big breakthroughs have been made in the establishment of the reverse
genetics systems for plant NSR viruses by scientists from China and America, respectively. The systems were recently
established for both nonsegmented and segmented plant NSR viruses. The reverse genetics system for a nonsegmented
plant NSR virus was firstly developed for sonchus yellow net virus (SYNV), a non segmented nucleorhabdovirus NSR.
Using the similar strategies as SYNV, barley yellow striate mosaic virus (BYSMV), a nonsegmented cytorhabdovirus NSR,
was then succeeded in the establishment of reverse genetics system. The first reverse genetics system for a segmented plant
NSR virus was developed using tomato spotted wilt virus (TSWV), a tospovirus with tripartite negative-stranded/
ambisense RNA genomes. The reverse genetics system was also recently developed for rose rosette virus (RRV), an
emaravirus with seven negative-sense mono-cistronic RNA genomes. The establishment of the reverse genetics system for
plant NSR viruses typically involves two steps. The first step requires the construction of a mini-genome replication
system. The viral genomic or antigenomic RNAwas flanked by hammerhead and ribozyme to generate exact viral 5′ and 3′
end, and driven by 35S promoter. The mini-replicon construct was co-expressed with the constructs expressing
nucleocapsid (N) protein, phosphoprotein (P; essential for rhabdovirus) and viral RNA-dependent RNA polymerase
(RdRp). For the segmented plant NSR viruses such as TSWV, codon optimization and removal of intron-splicing sites of
RdRp sequence are critical for the expression of a functional RdRp from 35S-driven constructs in planta. The second step
involves the rescue of virus entirely from full-length infectious cDNA clones in plant. The recombinant virus can carry
green fluorescence protein (GFP) gene reporter and infect Nicotiana benthamiana plant systemically. The establishment of
reverse genetics for different plant-infecting NSR viruses now provided powerful systems to investigate all aspects of virus
infection cycle and disease pathology. The recent breakthroughs of reverse genetics systems have opened a new era for the
investigation of plant-infecting NSR viruses in the future.

plant negative-strand RNA virus, reverse genetics system, virus infectious clone, virus rescue
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