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综  述                                                               

反向遗传学技术在猪瘟病毒研究中的应用 

刘大飞, 孙元, 仇华吉 
中国农业科学院哈尔滨兽医研究所 兽医生物技术国家重点实验室猪传染病研究室, 哈尔滨 150001 

摘  要: 猪瘟目前在许多国家流行并对养猪业造成巨大损失。虽然常规疫苗(如中国猪瘟兔化弱毒疫苗, 即 C 株)在猪瘟

防控中发挥巨大作用, 但近年来在猪瘟防控中出现的新情况, 如非典型感染、持续性感染及免疫失败等; 同时目前世界

上许多国家正开展的猪瘟扑灭计划使得弱毒疫苗的应用受到很大限制。因此, 加强猪瘟病毒在致病机理、传播机制等方

面的研究以及加快新型猪瘟疫苗的开发是当务之急。近年来, 反向遗传学技术的发展为猪瘟病毒基因功能研究和疫苗制

备方面开辟了新思路。以下回顾了反向遗传操作技术在猪瘟病毒基因功能研究与标记疫苗株构建方面的研究进展, 同时

提出了该领域目前面临的问题, 并对其未来发展方向进行了展望。 
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Applications of reverse genetics in studying classical swine 
fever virus 
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Abstract: Classical swine fever (CSF), caused by classical swine fever virus (CSFV), has been epidemic or endemic in many 
countries, and causes great economical losses to pig industry worldwide. Attenuated vaccines (such as C-strain) have played an 
important role in the control of CSF. Recently some new phenomena appear, such as atypical and persistent infections of CSF, 
immunization failure and so on. Meanwhile, eradication programs have been implemented in many countries, restricting the 
widespread applications of attenuated vaccines. Thus, currently the priority is to strengthen the research in pathogenesis and 
transmission mechanisms, as well as to develop marker vaccines. Recently, the applications of reverse genetics technology open up a 
new way for research of structure and function of CSFV proteins and development of novel vaccines against CSF. This review 
focuses on the progress of applications of reverse genetics in the functional analysis and marker vaccine development of CSFV, and 
also discusses the problems confronted now and prospective aspects in the study of CSFV. 
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猪瘟病毒(Classical swine fever virus, CSFV)属

于黄病毒科瘟病毒属, 为单股正链 RNA 病毒, 同属

的还有牛病毒性腹泻病毒(Bovine viral diarrhea virus, 

BVDV)和绵羊边界病病毒 (Border disease virus, 
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BDV)等成员。病毒基因组约 12.3 kb, 由 3部分组成: 

两端分别为 5′端非编码区 (5′-untranslated region, 

5′-UTR)和 3′端非编码区(3′-UTR), 中间包含一个大

的开放阅读框(Opening reading frame, ORF)。ORF编

码一个由 3898个氨基酸残基组成的多聚蛋白。该多

聚蛋白在病毒感染的宿主细胞内, 受宿主或病毒特

有的蛋白酶的水解作用, 可裂解为 12种病毒特异性

蛋白, 包括 4种病毒结构蛋白(C、Erns、E1和 E2)和

8种非结构蛋白(Npro、p7、NS2、NS3、NS4A、NS4B、

NS5A和 NS5B)。 

猪瘟(Classical swine fever, CSF)是由CSFV引起

的严重危害养猪业的烈性传染病[1-2], 被世界动物卫

生组织(Office International des Epizooties, OIE)列为

须报告动物传染病。该病自 1833年于美国俄亥俄州

首次发现以来, 百余年来其流行几乎遍及全球[3-4]。

疫苗接种是发展中国家防控猪瘟的主要措施。目前

应用最广泛的主要为猪瘟弱毒疫苗, 包括中国猪瘟

兔化弱毒疫苗 (C 株 )、日本 GPE−疫苗和法国的

Thiverval 疫苗。但是, 近年来猪瘟疫苗质量难以保

证(主要是滴度不够和污染 BVDV), 常常造成免疫

失败, 不能有效预防猪瘟; 同时鉴于猪瘟流行和发

病特点的变化, 及适应生猪对外贸易的需要, 一方

面应加强对猪瘟病毒分子流行病学、病毒复制及其

调控等领域的研究; 另一方面研制安全有效、并可

区分动物自然感染与疫苗免疫 (Differentiating 

infected from vaccinated animals, DIVA)的标记疫苗

已势在必行[5]。 

猪瘟病毒属于 RNA病毒, 利用经典遗传学对其

基因组进行操作十分困难, 而反向遗传学技术解决

了这一难题, 为猪瘟病毒的致病机制研究和新型猪

瘟疫苗的研制提供了有效技术平台。以下主要从反

向遗传学技术在猪瘟病毒基因功能研究中的应用及

减毒活疫苗株拯救与标记疫苗株的研制等方面进行

阐述。 

1  反向遗传学技术概述 

反向遗传学技术是指通过构建感染性分子克隆

在DNA水平上进行分子操作, 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

感染性体外转录本。感染性 cDNA 主要是通过

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各 cDNA 片段顺次相连并

克隆于合适的载体中, 获得基因组全长 cDNA 克隆, 

以其转染适当细胞, 全长 cDNA 在细胞内被转录并

包装成感染性病毒粒子。而感染性体外转录本也是

在获得病毒基因组全长 cDNA 基础上, 进行体外转

录, 获得基因组全长 RNA, 用此 RNA 转染适当细

胞以拯救出感染性病毒粒子。获得 RNA 病毒的感

染性分子克隆后, 就可以在 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

结构和功能、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  反向遗传学技术在猪瘟病毒研究中的应

用 

2.1  在猪瘟病毒基因功能研究中的应用 
反向遗传学技术使得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因素、确定病

毒侵入途径和传播机制等。 

2.1.1  致病基因的研究 

通常认为, 猪瘟病毒 Erns具有 RNase 催化活性, 

与致病力有关, 但并非 CSFV 复制所必需。有研究

者通过定点突变技术替换或缺失了 Erns 上其 RNase

活性区中的 346His 和/或 297His 后, 所得到的 RNase

阴性病毒均被致弱, 其中涉及 346His 的所有突变病

毒完全没有致病性(不引起 B 细胞数量减少, 不返

祖), 而仅改变 273位则引起临床症状几天后康复[6]。

但 Freyburg 等[7]则证实这属于个案, 不代表 RNase

阴性病毒的一般特征, 他们用野生型和 RNase 阴性

猪瘟病毒感染猪时, 均发现总白细胞减少, 不同亚

群的细胞数(如 T 淋巴细胞、单核细胞和粒细胞)也

减少。与 B 细胞结果类似, 野生型和 RNase 阴性病

毒在感染初期 , 在细胞数上的变化没有明显差异 ; 

稍后 RNase 阴性病毒感染猪的细胞数则恢复到感染

前的水平, 而野生型病毒感染猪的细胞数则维持在

较低水平。但体内病毒载量存在很大差异, 野生型
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病毒含量很高, RNase阴性病毒含量则低, 致死率低, 

但返祖后其毒力变强。因此推测毒力的强弱与 Erns

编码基因的存在有关。 

猪瘟病毒的 Erns 主要以同源二聚体的形式存在

于病毒粒子和感染细胞中。Tews等研究发现, 将 Erns 

RNase 活性区的 171Cys 突变, 能够抑制同源二聚体

的形成, 从而导致病毒毒力减弱[8]。而 Mayer等的研

究结果与之恰恰相反, 该研究认为存在于猪瘟病毒

Erns基因的突变对猪瘟病毒的毒力影响不大[9]。 

研究表明, 在体内病毒糖蛋白可以影响病毒感

染性[10]、病毒毒力[11]及宿主免疫反应[12]。Risatti等

将猪瘟病毒减毒疫苗株 CS株和强毒株 Brescia株基

因组的相应区域进行替换后, 对构建一系列嵌合病

毒研究表明, 只有包含 CS 株 E2 蛋白的嵌合病毒对

猪体毒力减弱, 因而确定了 E2蛋白是猪瘟病毒毒力

的决定因素之一[13]。同样, 将猪瘟病毒 E1蛋白 C末

端插入 19个氨基酸后构建的重组病毒, 在原代猪巨

噬细胞上的生长特性没有改变, 但其对猪只的毒力

显著下降, 猪接种后不表现临床症状, 与其亲本株

(接种猪 100%死亡)形成明显对比[14]。二者结果均证

实 , 不仅仅流感病毒的糖蛋白可以影响病毒毒力 , 

在猪瘟病毒中这种情况同样存在。 

很多研究表明, 猪瘟病毒的囊膜蛋白在病毒吸

附与靶细胞入侵、抗体产生、诱导保护性免疫反应

及病毒毒力等方面发挥作用。Risatti等研究发现, 存

在于 E2 蛋白中 116 位的 N-糖基化位点在猪瘟病毒

毒力减弱方面发挥重要作用, 而存在于 185 位的 N-

糖基化位点对于病毒活性至关重要[15]。对于同为猪

瘟病毒囊膜蛋白的 Erns, Fernandez-Sainz等研究证实, 

269 位 N-糖基化位点突变(A269Q)将会导致病毒毒

力减弱[16]; 而对 E1 蛋白的 3 个潜在 N-糖基化位点

(N500、N513和 N594)进行修饰后发现: 如果将这 3 个

位点同时突变, 不能获得子代病毒; 如果将 N500 和

N513 同时突变或者单独将 N594 突变, 获得的子代病

毒毒力减弱[17]。这些研究显示, 囊膜蛋白的 N-糖基

化位点与猪瘟病毒毒力具有密切关系。 

Bauhofer 等[18]和 Seago 等[19]研究表明, 猪瘟病

毒的 Npro 能够与干扰素调节因子 3(Interferon 

regulatory factor 3, IRF3)相互作用, 导致 IRF3被蛋

白酶降解, 从而抑制 IFN-α/β的产生。Ruggli 等[20]

将猪瘟病毒整个 Npro 基因删除, 导致病毒在猪体上

毒力减弱。为了深入研究 Npro介导的 IRF3降解作用

在猪瘟病毒致病机理方面所发挥的作用, 该研究组

分别将Npro基因的某几个氨基酸进行替换(这几个位

点的替换可以降低 IRF3 降解作用)。研究结果证明, 

对 IRF3依赖的 IFN-α/β诱导作用的削弱并非猪瘟病

毒毒力所必需[21]。 

2.1.2  病毒复制的研究 

猪瘟病毒 Npro不参与其他结构蛋白和非结构蛋

白的加工, 而其在病毒复制过程中具体的功能目前

也尚不清楚。Tratschin等将 CSFV Alfort/187株 Npro

基因用小鼠泛素基因替换后, 对构建的重组病毒研

究发现, 重组病毒与亲本株在 SK6 细胞中的生长特

性基本一致。据此推测, Npro基因并非病毒体外培养

所必需[22]。 

猪瘟病毒非结构蛋白NS2和NS3是瘟病毒中最

为保守的区域, 在猪瘟病毒与宿主细胞的相互作用

中可能发挥重要作用。Moser 等在其构建的

Alfort/187 株感染性克隆 A187-1 和 A187-CAT 基础

上, 分别删除 p7和 E2等基因构建了一系列突变株。

对突变株进行研究发现, Npro、C、Erns、E1、E2、p7

和NS2等基因并非RNA复制所必需, 只是随着缺失

基因的不同, RNA 复制效率会发生很大变化。包含

完整 NS2-NS3 基因的 RNA 复制子能持续存在于转

染的细胞中继续复制, 但不会对细胞形态和功能造

成破坏; 如果只是 NS2 基因发生缺失, 则病毒复制

效率提高并且会引起细胞病变, 这提示, 虽然 NS2

非 RNA复制所必需, 但具有一定调节功能[23]。 

目前, 有关非编码区与病毒毒力的关系以及其

在病毒减毒机制中的作用方面的研究较少。

Kolupaeva等将猪瘟病毒 IRES功能区Ⅱ区删除后会

降低病毒翻译效率, 但是这种降低只是轻微的[24]。

Moser 等将 Alfort/187 株 5′-UTR IRES 区域插入 44

个核苷酸后, 经体内转录获得的 RNA可以感染猪瘟

病毒的易感细胞, 且重组病毒的复制动力学与亲本

株无差别。有趣的是, 重组病毒经体外细胞培养传代

之后, 插入的 44个核苷中有 29个丢失。经过分析, 研

究者认为是这 44 个核苷酸的插入破坏了病毒复制过
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程中极为重要的“茎-环结构”和“假节结构”[25]。 

2.1.3  病毒进入机制的研究 

猪瘟病毒在体内增殖与体外增殖所产生病毒颗

粒的表面性质存在差异, 这种差异主要是由于体外

培养所用细胞环境单一, 而体内增殖受不同细胞因

子和各种酶的作用而致。Hulst 等研究证实, 猪瘟病

毒在体外细胞培养时 , 主要以硫酸乙酰肝素

(Heparan sulfate, HS)为 Erns结合受体, 而以 HS 为

Erns结合受体的毒株, 在 Erns C端的 476位氨基酸发

生突变[26]。 

研究表明, 瘟病毒的 Erns蛋白的 RNase 活性包

括病毒的复制和致病性两个方面。Erns蛋白在病毒粒

子中以同源二聚体形式存在于囊膜表面, 且二聚体

通过 C 端半胱氨酸连接。为了研究该二聚体在病毒

复制中的功能, van Gennip等[27]将第 438位氨基酸进

行突变(C438S), 突变体只能表达单体 Erns, 表明 438

位半胱氨酸对于同源二聚体的形成是必要的, 该研

究同时发现, 突变体对 HS的亲和力降低。 

2.2  在研制猪瘟病毒减毒活疫苗株中的应用 
目前, 世界范围内用于猪瘟防控的疫苗主要为

C 株, 但该疫苗在生产和应用中存在很多问题, 所

以研制新型疫苗迫在眉睫, 反向遗传学技术为此提

供了高效技术平台。 

之前研究表明, 猪瘟病毒 Npro 基因缺失将导致

病毒毒力下降, 这为猪瘟病毒减毒活疫苗株的构建

提供了新思路。Mayer等分别将 CSFV Alfort/187株

和 Eystrup株 Npro基因缺失后, 发现重组病毒与亲本

株相比, 二者毒力均减弱; 而将它们分别免疫猪只, 

均可诱导猪体产生良好的抗体反应, 并且均能保护

猪只抵抗致死剂量强毒的攻击。该研究表明 , 将

CSFV 株 Npro 基因缺失可达到构建减毒活疫苗的目

的[28]。 

据推测, C 株较石门株毒力减弱的原因可能在

于其 3′端非编码区有 12个核苷酸(CTTTTTTCTTTT)

插入。Xiao等研究发现, 如果删除 C株 3′-UTR插入

的 12个核苷酸, 病毒RNA合成会增加; 相反在石门

株 3′-UTR引入这 12个核苷酸, 会导致病毒 RNA合

成降低。该研究进一步提示可能由于这 12个核苷酸

的插入导致石门株毒力减弱。同时研究发现, 如果

将 C 株 3′-UTR 插入的这 12 个核苷酸删除 , 其

3′-UTR 二级结构将会更加稳定; 相比之下, 引入这

12 个核苷酸的石门株的 3′-UTR 二级结构变得不稳

定 [29]。受此启发 , 王毅等 [30]在石门株感染性克隆

pT7SM 的 3′-UTR 的第 61 位插入此 12 个连续核苷

酸或者用 C株的 3′-UTR替换掉 pT7SM的相应区域, 

得到 2株嵌合病毒 vT7SM3′-+12和 vT7SM3′-239, 与

亲本株相比, 二者病毒滴度均降低 100 倍左右; 感

染和攻毒试验表明, 2株嵌合病毒均对猪只毒力减弱, 

均可诱导猪只产生中和抗体, 并保护猪只抵抗致死

剂量的猪瘟病毒强毒的攻击[31]。该研究开辟了构建

猪瘟病毒减毒活疫苗株的新途径。 

2.3  在猪瘟病毒标记活疫苗株构建中的应用 
与传统疫苗相比, 利用反向遗传学技术构建的

减毒标记疫苗的优点显而易见。标记疫苗不但应具

备稳定、安全和长效等优点, 同时在免疫动物后, 通

过与之相配套的检测方法, 可以将免疫动物和自然

感染动物区分开来。这样一方面可减少在执行猪瘟

扑灭计划时的大量错杀导致的经济损失, 另一方面

又可及早发现感染动物, 以便及时采取措施控制疫

情。目前利用反向遗传学技术在研制猪瘟病毒标记

疫苗方面取得较大研究进展。 

2.3.1  基于猪瘟病毒 C株的标记疫苗株 

由于 C 株具有公认的优良免疫特性, 因而许多

研究者对 C 株进行改造, 期望得到带标记的减毒活

疫苗。Moormann等最先开展了猪瘟病毒感染性分子

克隆和标记疫苗的研究, 该研究组用 Brescia 株 E2

基因 5′端编码主要抗原结构域的序列置换 C 株 E2

基因的相应序列, 得到了抗原性不同于亲本 C 株的

重组病毒 Flc-h6 株。Flc-h6 与亲本病毒在细胞培养

上的生长特性相同, 但可用能区分 Brescia株和 C株

E2蛋白 N端的不同特异性单抗进行鉴别[32]。之后的

兔体和猪体接种试验证实, 该重组病毒仍然保持非

致病性和良好免疫原性。 

Erns具有RNase活性, 改变或缺失RNase的活性

位点可导致病毒毒力减弱。Widjojoatmoajo等构建 2

株感染性 C 株 Erns缺失突变株 FL22 和 FL23。猪只

接种该突变体疫苗后能抵抗致死剂量 Brescia 株强

毒的攻击。由于缺失 Erns, 免疫后检测不到 Erns抗体, 
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因此可用作标记疫苗来鉴别动物是野毒感染与疫苗

免疫[33]。 

由于 E2蛋白能诱导产生中和抗体, 从而导致猪

体能够抵御致死性CSF强毒的攻击, 因而 E2蛋白被

认为是最具免疫原性的糖蛋白[34-35]。很多研究者对

该基因进行修饰, 用于构建疫苗株。van Gennip等分

别将 C株 E2基因的不同区域氨基酸缺失, 构建了 3

株突变株 Flc4、Flc47 和 Flc48。以此 3 个突变株分

别皮内接种猪只, 结果只有 Flc4 能完全保护动物抵

抗 CSFV致死性强毒攻击, 而 Flc47及 Flc48只能提

供部分保护。同时此重组病毒可用基于 E2蛋白的血

清学方法进行鉴别诊断, 因而 Flc4 株具备成为标记

疫苗的潜力[36]。 

2.3.2  基于猪瘟病毒强毒株的标记疫苗株 

许多病毒感染性克隆的构建都以细菌的氯霉素

乙酰转移酶(CAT)作为报告基因 , 如流感病毒等。

Moser等将CAT基因引入CSFV感染性 cDNA中, 产

生的重组克隆 pA187-CAT仍保持感染性, 同时检测

到预期的 CAT-Npro聚合蛋白既保留 CAT基因的活性, 

也保留 Npro基因的蛋白裂解酶活性[37]。 

Frey等将 Alfort/187株的 Erns基因缺失, 构建了

可在 SK6细胞中复制而不能产生子代病毒的猪瘟复

制子颗粒 A187delErns, 并对 A187delErns经皮内注射

和口服两种方式免疫猪只的效果进行评价, 经检测

皮内注射可刺激猪只产生针对猪瘟 E2 基因的特异

性抗体, 但检测不到针对 Erns的特异性抗体, 并且免

疫猪可完全抵御猪瘟病毒 Eystrup株的攻击, 为猪瘟

病毒新型标记疫苗研制开辟了新思路[38]。 

研究表明, E2是猪瘟病毒毒力的决定因素之一, 

已经确定 E2蛋白上的表位 829TAVSPTTLR837是影响

猪瘟病毒毒力的重要位点[13]。Holinka等在此基础之

上, 开展猪瘟病毒减毒标记疫苗株的研究。他们在

Brescia 株感染性克隆中引入“阴、阳双标签”: 即

将猪瘟病毒 E2蛋白的表位(第 829~834位氨基酸)由

TAVSPT突变为 TSFNMD作为“阴性标签”, 在 E1

基因羧基端插入 19 个氨基酸的 Flag 标签作为阳性

标签。该研究既可使猪瘟病毒毒力减弱, 又可达到

DIVA 的目的, 是构建猪瘟减毒标记疫苗的又一尝

试[39]。 

2.3.3  基于嵌合猪瘟病毒的标记疫苗株 

嵌合猪瘟病毒标记疫苗株是在基因组感染性克

隆的基础上, 将不同病毒抗原基因嵌合在一起, 构

建嵌合病毒粒子 , 从而达到构建重组疫苗株的目

的。这样做有以下两方面优点:  

1)开发二价/多价疫苗株: 张淼涛等[40]将猪繁殖

与呼吸综合征病毒(PRRSV) GP5 基因插入 CSFV 

Npro基因的起始密码子 ATG 之后, 构建了重组猪瘟

病毒, GP5基因在重组病毒连续传代 10代后仍然稳

定存在。因而该重组体可望用于开发同时预防 CSF

和 PRRS的二价标记疫苗。 

2)开展猪瘟的鉴别诊断: van Gennip 等[41]分别

用 BVDV 5250株的 E2的 N-端抗原域编码区和完整

Erns 基因替换 C-株的相应区域 , 得到了重组病毒

Flc-9 和 Flc-11。将二者免疫猪只后, 可以抵抗强毒

攻击, 并且可用检测 CSFV的 Erns/E2 抗体的 ELISA

区别 Flc-9或 Flc-11免疫猪与 CSFV野毒感染猪, 也

可用检测 BVDV 的 Erns/E2 抗体 ELISA 区分 CSFV

和 BVDV感染猪。 

Hofmann 等将重组克隆 pA187-CAT 的 5′-UTR

和 IRES 分别用 BVDV 的相应区域替换后, 构建嵌

合 病 毒 vA187CAT-5UTRBVD 和 vA187CAT- 

IRESBVD, 并且同时建立了同时检测 CAT 基因和

5′-UTR的实时定量 RT-PCR方法[42]。同年, Reimann

等[43]将 BVDV CP7株 E2基因用 CSFV Alfort/187株

的 E2基因替换后, 构建了嵌合病毒 CP7-⊿E2PacI。

研究发现, CP7-⊿E2PacI 可以保护猪只免于 CSFV

的致死性感染。免疫动物攻毒试验发现, 该重组病

毒可以完全保护动物免于 CSFV 强毒的攻击。对免

疫后 3 周动物的血清进行 ELISA 检测, 结果只能检

测到针对 CSFV E2蛋白的特异性抗体, 而检测不到

针对 CSFV Erns蛋白的抗体。因而, 该重组病毒是一

株安全、有效的标记疫苗候选株 [44]。受此启发 , 

Wehrle等将 CSFV Riems株(由 C株衍生而来)E2基

因的 3个抗原区单个或者完全用 BDV Gifhorn株相

应氨基酸序列替换后, 发现嵌合病毒 vRiems-ABC- 

Gif 和 vRiems-BC-Gif 可以在 SK6 细胞中传代增殖, 

而且还可通过特异性单抗鉴别诊断野毒感染与疫苗

接种动物。同时 , 以口服和肌注两种方式对
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vRiems-ABC-Gif 的免疫效果进行评价 , 结果表明 , 

口服接种 vRiems-ABC-Gif的猪只部分得到保护, 而

肌注接种的猪只完全得到保护, 并且血清学检测不

到二者产生针对 E2的特异性抗体。该研究为开发标

记疫苗奠定了基础[45]。BDV 与 CSFV 同属瘟病毒, 

因而 Rasmussen等将 BDV Gifhorn株的 E2基因插入

到 pA/CP7- ⊿ E2PacI 中 , 构 建 出 嵌 合 病 毒

CP7-E2gif。用哨兵动物通过水平感染的方式研究疫

苗安全性发现, 该嵌合病毒对易感动物不具有感染

性 , 攻毒保护试验显示 , 该嵌合病毒可以保护猪只

抵抗猪瘟强毒的攻击。该研究的创新之处在于: 一方

面研究者利用瘟病毒之间的血清学交叉反应性构建

出“非猪瘟病毒”疫苗株用于猪瘟的防控; 另一方面

可用针对 BDV E2基因的 IFA与猪瘟鉴别诊断[46]。 

3  结语 

反向遗传学技术为研究猪瘟病毒开辟了新途径, 

利用该技术可以了解病毒生命活动过程中的各种调

控机制[47], 可以很容易地对病毒的复制及致病性分

子机理进行研究, 从而开发相应的抗病毒药物。同

时由于猪瘟病毒属于 RNA 病毒, 较之 DNA 病毒载

体, 其生命活动中不经历 DNA 阶段, 不会整合至

宿主细胞染色体引起低水平表达或基因沉默, 不会

改变宿主的遗传性状等, 这些优势使得猪瘟病毒用

作新型载体成为可能。反向遗传操作技术最具潜

力、最吸引人的应用在于新型疫苗株的筛选, 其优

越性一方面在于可以解决疫苗研制的时效问题, 另

一方面可以通过体外基因修饰的方式, 将决定毒力

的基因删除同时又可引入分子标记以研制标记疫

苗。 

目前, 对猪瘟病毒非结构蛋白的定位已经清楚, 

除 Npro外, 编码其他非结构蛋白序列位于基因组 3′

端 2/3 部分。对主要非结构蛋白(NS3 和 NS5B)结构

与功能进行了深入研究, 但对于猪瘟病毒其他非结

构蛋白的确切功能, 如它们是不是病毒复制酶的成

分? 它们在对抗宿主细胞抗病毒防御中的作用如何? 

E2-p7 对猪瘟病毒在自然宿主适应性方面发挥何种

作用? NS3-4A、NS4B和 NS5A如何相互作用形成复

制复合体? RdRp(NS5B)的晶体结构如何? 非编码区

与病毒复制和毒力的关系如何? 这些都值得深入研

究。 

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践意义, 然而反向

遗传学技术也是一把“双刃剑”, 在有效地利用它

的同时, 应当警惕其可能产生的危害, 加强生物安

全方面的管理, 避免“制造”出对动物生产和人类

健康造成威胁的病毒株。 
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天然免疫, 又称固有免疫(Innate immunity), 是宿主抵抗病毒感染的第一道防线, 也是激活适
应性免疫的基础, 在宿主清除病毒的免疫反应中具有关键作用。本书对抗病毒天然免疫这一生物
医学的热点领域的最新研究成果做了比较深入的介绍, 包括病毒的感染与复制, 宿主限制因子介
导的内源性免疫, 模式识别受体介导的抗病毒天然免疫, 补体系统、NK和 NKT细胞在抗病毒天
然免疫中的作用, 抗病毒天然免疫与适应性免疫的关系及病毒逃逸免疫反应的机制等。 

本书对病毒学、免疫学及细胞生物学等领域的科学工作者、研究生、本科生、感染性疾病防

治领域的医务工作者和相关科技管理人员都具有重要的参考价值。 
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