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摘要： 反向遗传学技术作为解析病毒基因功能、 阐明致病机制及开发新型疫苗的重要研究工具， 在现代微生物学基础研究及应用领域发挥着重

要作用。 环状聚合酶链式反应 （ＣＰＥＲ） 作为该技术的一种重要方法， 目前已被广泛应用于多种正链 ＲＮＡ 病毒的体外拯救。 特别是 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２
疫情暴发后， 亟需建立高效、 快速的反向遗传学平台以用于病毒生物学特性研究及疫苗药物研发。 ＣＰＥＲ 技术因其操作简便、 构建周期短等优势，
迅速成为人工构建冠状病毒基因组的关键技术之一， 显著推动了该技术在病毒研究中的应用。 本文系统阐述 ＣＰＥＲ 技术的基本原理， 总结近年来

该技术在多种 ＲＮＡ 病毒研究中的实际应用情况， 以期为病毒致病机制研究、 相关诊断技术开发、 疫病防控及抗病毒药物筛选等工作提供技术

参考。
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　 　 反向遗传学技术是一种通过操纵基因组的核酸序

列来研究基因功能的方法。 与之相对， 经典遗传学则

主要借助杂交等技术手段改变生物性状与表型， 由此

推断基因的功能， 其研究路径遵循由表及里的逻辑。
随着 ２０ 世纪中期分子遗传学及分子生物学技术的逐

步发展， 在分子水平上对基因进行精准操作得以实
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现。 反向遗传学便是依托这一技术背景发展起来的研

究策略： 该策略在已知基因序列的基础上， 通过定点

突变、 插入、 缺失等定向修饰手段对基因进行改造，
再按照特定顺序进行组装， 最终获得具有生命活性的

个体， 进而探究上述基因序列的改变对表型及功能产

生的影响。 该研究策略与经典遗传学 “从表型到基

因” 的传统方向相反， 因而被称为反向遗传学， 其

相关技术方法统称为反向遗传学技术。 反向遗传学技

术经过迭代发展， 新型技术不断涌现， 环状聚合酶链

式反应 （ｃｉｒｃｕｌａｒ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ＣＰＥＲ）
便是其中具有代表性的一种， 作为一种高效的反向遗

传学工具， ＣＰＥＲ 主要用于正链 ＲＮＡ 病毒的研究。
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正链 ＲＮＡ 病毒中包括很多对人和公共卫生造成严重

威胁的病毒， 如黄病毒科 （Ｆｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ） 中的日本脑

炎病毒 （Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ， ＪＥＶ）， 猪瘟病毒

（ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ， ＣＳＦＶ）， 冠状病毒科 （Ｃｏｒｏｎａ⁃
ｖｉｒｉｄａｅ） 的新型冠状病毒 （ ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ２， ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２） 以及小 ＲＮＡ
病毒科 （Ｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｉｄａｅ） 的口蹄疫病毒 （ ｆｏｏｔ －ａｎｄ －
ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ， ＦＭＤＶ） 等［１］， 而 ＣＰＥＲ 技术的

问世为研究正链 ＲＮＡ 病毒的基因组构建、 疫苗开发、
病毒与宿主相互作用机制研究及病毒变异机制等提供

了更多的可能。
传统上， 正链 ＲＮＡ 病毒的拯救首先是将病毒的

基因组 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡ 并将其克隆至质粒载体

中， 以构建包含病毒基因组全长 ｃＤＮＡ 的感染性克

隆， 随后将此感染性克隆转染至易感细胞， 利用细胞

内的转录与翻译系统表达病毒蛋白， 并复制病毒基因

组， 最终在细胞内完成病毒粒子的装配， 并释放出具

有感染性的子代病毒， 从而实现病毒的复制与扩增。
传统的反向遗传学方法为正链 ＲＮＡ 病毒研究提供了

重要工具， 但其应用可能受到制约， 如某些病毒基因

作为外源基因会对细菌或酵母产生毒性， 导致质粒表

达活性降低， 或病毒基因的插入造成宿主发生隐蔽转

录 （ｃｒｙｐｔｉｃ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ） 等问题。 为解决上述技术

瓶颈， 现有研究尝试从多个方向对反向遗传系统进行

优化， 例如： （１） 使用低拷贝数载体系统以降低外

源基因表达， 从而减轻其对宿主细胞的毒性； （２）
对病毒基因组中非必需基因进行缺失或突变， 以降低

隐蔽转录的发生［２－３］等方法。 然而， 由于技术本身的

复杂性或病毒种属依赖性， 上述优化在 ＲＮＡ 病毒研

究中的普适性与有效性仍需进一步验证。
ＣＰＥＲ 是一种基于聚合酶链式反应 （ＰＣＲ） 的反

向遗传学技术， 该技术通过直接在体外组装病毒基因

组 ｃＤＮＡ， 形成环状 ＤＮＡ 作为模板来实现病毒基因

组在体外的无缝组装， 规避传统细菌克隆依赖， 从而

直接生成具有感染性的重组病毒， 突破了传统的反向

遗传学技术的限制， 更为高效。 目前， ＣＰＥＲ 技术已

被广泛用于研究黄病毒科成员———西 尼 罗 病 毒

（Ｗｅｓｔ Ｎｉｌｅ ｖｉｒｕｓ， ＷＮＶ）， 寨卡病毒 （ Ｚｉｋａ ｖｉｒｕｓ，
ＺＩＫＶ）， 黄热病毒 （ｙｅｌｌｏｗ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ， ＹＦＶ）， 登革病

毒 （Ｄｅｎｇｕｅ ｖｉｒｕｓ， ＤＥＮＶ） 及 ＪＥＶ 的关键毒力因子鉴

定及致病机制解析［４－１１］， 并可能用于其他 ＲＮＡ 病毒

研究［１２］。 本文通过对 ＣＰＥＲ 技术的发展历程、 工作

原理、 应用现状、 与其他反向遗传技术的比较以及展

望进行全面综述， 系统阐释了 ＣＰＥＲ 技术在病毒基因

功能解析、 入侵机制探索等基础研究方面的应

用［１３－１４］， 并 为 新 型 病 毒 防 控 技 术 的 开 发 提 供

参考［１２］。

１　 反向遗传学技术在病毒研究中的应用

反向遗传学技术的出现为 ＲＮＡ 病毒的研究带来

了革命性的变化， 该技术通过构建病毒的感染性克

隆， 从基因水平对病毒进行操作， 从而深入研究病毒

的生物学特性、 致病机制、 疫苗研发、 抗病毒药物筛

选等诸多方面。 当前， 病毒反向遗传学技术发展迅

速， 已形成多种方法并行的技术格局， 主要包括以下

几类： 基于靶向 ＲＮＡ 同源重组的反向遗传学， 基于

细菌 人 工 染 色 体 （ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，
ＢＡＣ） 的反向遗传学， 基于体外连接的反向遗传学，
基于酵母系统的转化偶联重组技术 （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ， ＴＡＲ） 的反向遗传学， 依赖

辅助病毒的反向遗传学以及基于 ＣＰＥＲ 的反向遗传学

等［１５］。 对于基因组较小的 ＲＮＡ 病毒， 如流感病毒、
ＣＳＦＶ、 ＦＭＤＶ 等， 其经典反向遗传学技术路径是将

病毒基因组全长 ｃＤＮＡ 克隆至质粒载体， 通过转染使

重组质粒进入宿主细胞， 并借助质粒启动子驱动病毒

基因组 ＲＮＡ 的转录与翻译， 进而完成病毒结构蛋白、
非结构蛋白的表达与病毒粒子的装配， 最终实现感染

性病毒的拯救。 该技术在流感病毒领域的应用最为广

泛， 目前临床使用的 Ｈ５Ｎ１ 禽流感疫苗即采用该技术

平台构建， 主要通过对高致病性毒株进行定点突变，
修饰其关键毒力位点， 从而获得具有致病性减弱疫苗

株。 人用季节性流感病毒疫苗则借助 ＰＲ８、 Ｘ３１ 等标

准毒株骨架， 通过替换血凝素 （ＨＡ） 和神经氨酸酶

（ＮＡ） 糖蛋白基因， 可快速匹配当前流行毒株的抗

原特性， 实现疫苗株的及时更新。 该策略显著提升了

针对流感病毒的防控效果［１６］。
基因组较大的 ＲＮＡ 病毒 （如冠状病毒科成员），

如果采取同流感病毒相同的策略， 用常规质粒载体构

建可能出现重组或基因组断裂， 因此通常使用基于

ＢＡＣ 或酵母人工染色体 （ ｙｅａｓｔ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，
ＹＡＣ） 的反向遗传学系统， 借助同源重组或 Ｇｉｂｓｏｎ
组装等无缝克隆技术， 将病毒全长 ｃＤＮＡ 高效整合到

细菌或酵母人工染色体中， 并利用大肠杆菌或酵母等

宿主微生物系统进行扩增与保存。 随后从细菌或酵母

中提取经验证正确的重组载体， 经脂质体转染或电穿

孔技术导入哺乳动物宿主细胞后， 借助细胞内转录翻

译系统， 启动病毒基因组的复制与表达， 经过特定时

间培养后收获具有感染性的病毒颗粒［１７］。 ２０００ 年

Ａｌｍａｚａｎ 等［１８］使用 ＢＡＣ 方法首次将人工构建的猪传

染性胃肠炎病毒 （ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ，
ＴＧＥＶ） 的全长 ｃＤＮＡ 克隆到 ＢＡＣ 上， 拯救获得重组

ＴＧＥＶ。 通过对重组 ＴＧＥＶ 基因组序列进行鉴定， 并
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对重组病毒的生长特性和致病力进行分析发现， 该病

毒基因组序列与构建到 ＢＡＣ 中的 ｃＤＮＡ 序列一致，
生长特性及致病力也与亲本毒株一致。 而该病毒在置

换了 １ 株能在肠道高滴度增殖且致病力强的 ＴＧＥＶ 刺

突蛋白基因后， 在肠道的增殖能力和致病性上较亲本

毒株都得到了提高， 与置换毒株一致， 证明刺突蛋白

可影响 ＴＧＥＶ 在肠道的增殖及对猪的致病力。 Ｚｈａｎｇ
等［１９］则开发了基于 ＢＡＣ 的 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 复制子系

统， 该系统为抗病毒药物筛选及病毒－宿主相互作用

机制研究提供了有效平台。 针对冠状病毒基因组 ３′
端 １ ／ ３ 区域 （主要编码结构蛋白） 的功能解析， 基

于靶向 ＲＮＡ 同源重组的反向遗传学技术则提供了一

种高效的研究策略。 该技术通过设计与靶序列具有同

源性的引导 ＲＮＡ （ ｈｏｍｏｌｏｇｙ － ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ＲＮＡ， ｈｒＲＮＡ）， 借助宿主细胞内的 ＲＮＡ 依赖性 ＲＮＡ
聚合酶复合物等修复机制， 实现 ｈｒＲＮＡ 与病毒基因

组间的特异性同源重组， 从而能够精确引入定点突

变、 缺失或插入， 进行病毒功能性研究。 Ｌｉ 等［２０］ 成

功建立了基于靶向 ＲＮＡ 重组的猪流行性腹泻病毒

（ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ， ＰＥＤＶ） 反向遗传学

平台， 通过构建 ＰＥＤＶ 感染性克隆， 为病毒蛋白功能

解析与减毒疫苗研发提供了关键技术支撑。 总之， 反

向遗传学技术在 ＲＮＡ 病毒研究中具有不可或缺的作

用， 其在病毒基因功能解析、 致病机制探索、 疫苗开

发及抗病毒药物筛选等多个研究方向均提供了关键技

术支持。

２　 ＣＰＥＲ 技术的发展历程与原理

分子克隆技术是分子生物学的基础， 可分为序列

依赖和非序列依赖两大类［２１］。 ２０ 世纪 ８０ 年代 ＰＣＲ
技术诞生后， 为体外核酸扩增提供了技术基础和思

路， 科学家们开始探索基于聚合酶的各种核酸操作技

术， ＣＰＥＲ 技术的基本原理在这一时期逐渐形成， 在

２１ 世纪初， ＣＰＥＲ 技术正式被 Ｑｕａｎ 等［２１］提出， 其旨

在通过一种具有链置换活性的 ＤＮＡ 聚合酶， 以环状

ＤＮＡ 为模板进行扩增， 从而产生重组 ＤＮＡ 分子。
２０１３ 年 Ｅｄｍｏｎｄｓ 等［８］ 首次提出将 ＣＰＥＲ 作为一种不

依赖细菌载体操作的体外重组体系， 实现了黄病毒科

病毒感染性 ｃＤＮＡ 的高效快速组装。 此后， 研究人员

发现 ＣＰＥＲ 技术可以快速生成携带特定突变或缺失

的重组黄病毒， 为研究病毒蛋白功能、 病毒与宿主相

互作用以及致病机制等提供了有力工具。 随后几年，
ＣＰＥＲ 技术的应用范畴从黄病毒科延伸至多种 ＲＮＡ
病毒研究领域。 该技术在冠状病毒等病原体研究中展

现出在病毒基因组操作与功能解析方面的重要潜

力［８］。 在 ２０２１ 年， Ａｌｂｅｒｔｏ 等［７］利用 ＣＰＥＲ 方法建立

了一种新型的基于 ＰＣＲ 的 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 反向遗传系

统， 这一系统比以往的方法更简单、 更快， 通过将病

毒的 ｃＤＮＡ 片段进行组装， 然后将 ＣＰＥＲ 反应混合物

直接转染到 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中培养， 成功地在 ＨＥＫ
２９３Ｔ 细胞中合成了具有感染性的 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 病

毒， 这为研究新冠病毒的基因功能、 病毒复制机制以

及疫苗研发等提供了重要平台。 在 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 的

研究 中， 基 于 ＣＰＥＲ 技 术， 研 究 者 可 高 效 解 析

ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 特定突变的生物学特性， 并通过构建携

带特定突变的重组病毒， 系统性比较其与亲本病毒在

复制能力、 致病性等表型特征上的差异。
ＣＰＥＲ 是一种用于高效扩增环状 ＤＮＡ 模板的感

染性克隆组装技术， 它无需依赖传统 ＢＡＣ 系统中烦

琐的全长 ｃＤＮＡ 质粒组装及大肠杆菌转化步骤［８］。 该

技术核心设计包括： １） 针对病毒基因组设计一系列

特异性引物， 相邻引物间含 ２０ ｂｐ 左右同源重叠序

列； ２） 引入特殊设计的 Ｌｉｎｋｅｒ 序列实现病毒 ５′ＵＴＲ
与 ３′ＵＴＲ 的有效连接， 该序列包含以下关键功能元

件： 核酶 （ ｒｉｂｏｚｙｍｅ ） 编码区、 特异性间隔序列

（ｓｐａｃｅｒ）、 多聚腺苷酸信号 （ｐｏｌｙＡ ｓｉｇｎａｌ） 以及可选

择的 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ型启动子 （如 ＣＭＶ 启动子） 或

ＲＮＡ 聚合酶Ⅰ型启动子。 这些元件的协同作用确保

了病毒基因组在宿主细胞内的准确环化与高效表达。
具体操作流程为： 首先通过 ＰＣＲ 分别扩增病毒基因

组片段获得片段大小相近、 前后片段有相互重叠的多

条 ＰＣＲ 产物； 随后将等摩尔浓度的片段与 Ｌｉｎｋｅｒ 共

同加入包含链置换 ＤＮＡ 聚合酶的体外重组反应体系，
通过重叠序列介导的同源重组实现病毒基因组序列的

体外环化； 最后， 将环状 ＤＮＡ 转染给易感细胞进行

病毒拯救， 并对产生的重组病毒进行检测鉴定。 这一

技术避免了传统反向遗传学平台中必需的体内重组、
细菌克隆筛选或体外转录等中间环节［２２－２５］。

３　 ＣＰＥＲ 技术在病毒研究中的应用

ＣＰＥＲ 凭借其自身的特点和优势， 在黄病毒科、
冠状病毒科等威胁人与动物健康的病毒研究中发挥了

重要作用。
３􀆰 １　 ＣＰＥＲ 技术在正链 ＲＮＡ 病毒拯救与研究中的

应用

３􀆰 １􀆰 １　 对黄病毒科病毒的拯救与研究

传统的反向遗传学系统用于拯救黄病毒和冠状病

毒， 对操作人员的技术要求高且耗时长， 在一定程度

上阻碍了对病毒的研究。 ２０１３ 年， Ｅｄｍｏｎｄｓ 研究团

队［８］首次将 ＣＰＥＲ 技术应用于黄病毒科西尼罗河病毒

亚型的昆津病毒 （Ｋｕｎｊｉｎ ｖｉｒｕｓ， ＫＵＮＶ） ＮＳＷ－ＡＵＳ ／
２０１１ 的拯救。 通过构建病毒基因组的 ｃＤＮＡ 片段并
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利用定点 ＰＣＲ 诱变技术， 研究团队获得 Ｅ 蛋白

Ｓ１５６Ｆ、 ＮＳ５ 蛋白 Ｒ４７Ｇ 及 ＮＳ５ 蛋白 Ｖ４９Ｉ 三种特异性

氨基酸位点突变的拯救病毒， 并验证了拯救病毒与亲

本病毒在基因组及表型上的不同。 这一研究首次验证

了 ＣＰＥＲ 技术可用于黄病毒的拯救， 标志着黄病毒学

研究方法学的革新， 为高致病性虫媒病毒的快速遗传

操作与疫苗开发奠定了技术基础。
随后在 ２０２３ 年， Ｄｏｎｇ 等［２６］ 通过优化 ＪＥＶ 减毒

疫苗株 ＳＡ１４－１４－２ 的基因组结构， 在 ＪＥＶ ＳＡ１４－１４－
２ 的全长基因组上游引入巨细胞病毒立即早期启动子

（ＣＭＶ ｐｒｏｍｏｔｅｒ）、 丁型肝炎病毒核酶 （ＨＤＶｒ） 及多

聚腺苷酸化信号 （ＰｏｌｙＡ）， 构建真核表达调控单元；
同时， 针对基因组第 ２ ２９１ 位点实施 Ｇ→Ａ 同义突变，
特异性消除 ＩＩＳ 型限制性内切酶 ＳａｐＩ 的识别位点， 以

避免后续试验中的非特异性酶切干扰； 最后通过

ＣＰＥＲ 技术将线性病毒 ＤＮＡ 片段组装为环状基因组

后转染至 Ｖｅｒｏ 细胞， 成功获得具有典型噬斑形态与

复制活性的 ＪＥＶ ＳＡ１４－１４－２ 拯救病毒， 避免了构建

全长感染性克隆和转化宿主的步骤， 建立了标准化黄

病毒科病毒体外重构技术平台。 Ｄｏｎｇ 等［２６－２７］ 进一步

利用该技术框架， 构建了表达绿色荧光蛋白 （ＧＦＰ）
的库蚊黄病毒 （Ｃｕｌｅｘ ｆｌａｖｉｖｉｒｕｓ， ＣｘＦＶ） 重组报告毒

株， 其荧光信号在有限传代周期内 （≤３ 代） 可检测

到， 为病毒入侵机制解析及抗病毒药物高通量筛选提

供了可视化追踪工具［２８］。 这些研究验证了 ＣＰＥＲ 技

术可用于黄病毒科病原体反向遗传学， 并为高致病性

黄病毒的基因功能研究与疫苗开发建立了高效、 可扩

展的技术平台。
３􀆰 １􀆰 ２　 对冠状病毒科及其他正链 ＲＮＡ 病毒的拯救与

研究

Ｔｏｒｉｉ 等［２９］ 于 ２０２１ 年基于 ＣＰＥＲ 技术建立了

ＳＡＲＳ－ＣｏＶ － ２ 的高效反向遗传学系统。 研究者以

ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ ／ Ｈｕ ／ ＤＰ ／ Ｋｎｇ ／ １９－０２０ 毒株为模板， 通

过分段扩增策略将其约 ３０ ｋｂ 的基因组拆解为多个片

段， 经体外重组反应快速拼接为完整基因组环状

ｃＤＮＡ， 并在转染 ＨＥＫ２９３Ｔ－３Ｐ６Ｃ３３ 细胞系后 ２ 周内

成功获得高滴度重组病毒。 为拓展病毒功能研究工

具， 该团队进一步构建了携带 ＧＦＰ 或 ＨｉＢｉＴ 荧光素

酶标签的重组病毒。 定量分析显示， ＧＦＰ 标记病毒

在感染后 ３６ ｈ 的最高病毒滴度显著低于野生型病毒

（ＷＴ） 在 ４８ ｈ 的峰值滴度； 而 ＨｉＢｉＴ 标记病毒则维

持与 ＷＴ 相似的复制动力学曲线， 证实小分子 ＨｉＢｉＴ
标签对病毒增殖干扰极小［９］， 提示其可作为药物高

通量筛选及体内外感染模型构建的理想工具。 该技术

仅用 ７ ｄ 即可快速构建携带特定突变的疫苗候选株，
为解析 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 增殖与致病分子机制开辟了新

途径。
２０２１ 年， Ａｌｂｅｒｔｏ 等［７］ 利用 ＣＰＥＲ 技术成功构建

了 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２， 罗斯河病毒 （Ｒｏｓｓ ｒｉｖｅｒ ｖｉｒｕｓ， 简称

ＲＲＶ， 披 膜 病 毒 科 Ｔｏｇａｖｉｒｉｄａｅ ）， 小 鼠 诺 如 病 毒

（ｍｕｒｉｎｅ ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ， 简称 ＭＮＶ， 杯状病毒科 Ｃａｌｉｃｉｖｉｒｉ⁃
ｄａｅ） 及人类诺如病毒 （ｈｕｍａｎ ｎｏｒｏｖｉｒｕｓｅｓ， ＨｕＮｏＶｓ）
的感染性克隆， 系统验证了该技术对多科属 ＲＮＡ 病

毒的普适性。 针对 ＨｕＮｏＶｓ 的拯救， 研究团队直接从

患者粪便样本中提取病毒总 ＲＮＡ， 通过 ＣＰＥＲ 技术

成功获得具有复制活性的病毒颗粒， 证实该技术可绕

过传统体外培养限制， 实现从临床样本至感染性病毒

的转化。 此外， 通过 ＣＰＥＲ 构建的 ＳＡＲＳ － ＣｏＶ － ２
Ｄ６１４Ｇ 刺突蛋白突变体及携带 ＺｓＧｒｅｅｎ 荧光报告基因

的重组病毒， 在至少连续 ３ 次传代后仍保持基因组稳

定性， 为活病毒动态示踪、 中和抗体效价检测及抗病

毒药物高通量筛选提供了可靠工具。 此项研究确立了

ＣＰＥＲ 作为多种正链 ＲＮＡ 病毒反向遗传学的标准化

平台地位， 显著提升了对新发病毒性传染病的应急研

究能力。
３􀆰 ２　 ＣＰＥＲ 技术在单股负链 ＲＮＡ 病毒拯救与研究中

的初步探索

　 　 尽管 ＣＰＥＲ 技术在正链 ＲＮＡ 病毒研究中已日趋

成熟， 但其应用范围并未止步于此。 研究人员正尝试

将这一平台拓展至基因组结构与复制机制更为复杂的

病毒类别， 例如单股负链 ＲＮＡ 病毒。 呼吸道合胞病

毒 （ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｃｙｔｉａｌ ｖｉｒｕｓ， ＲＳＶ） 为单股负链 ＲＮＡ
病毒， 可感染婴幼儿、 老年人及免疫缺陷人群， 并造

成严重下呼吸道症状， 是公共卫生安全领域的重大威

胁［３０－３１］。 ２０２５ 年， Ｍａｓａａｋｉ 研究团队［３２］ 选择 ＲＳＶ 作

为模式病原体， 将 ＲＳＶ 基因组 （属单股负链 ＲＮＡ 病

毒） 拆分为 １􀆰 ２ ～ ２􀆰 ５ ｋｂ 的片段， 通过 ＣＰＥＲ 技术与

含 Ｔ７ 启动子的连接子序列进行体外重组， 成功构建

环状全长病毒 ｃＤＮＡ 克隆。 鉴于 ＲＳＶ 基因组 ＲＮＡ 在

宿主细胞中不具备直接翻译功能， 研究者将上述环状

ｃＤＮＡ 与包含编码 ＲＳＶ Ａ２ 株和 Ｂ 株的病毒核衣壳蛋

白 （Ｎ）、 磷蛋白 （ Ｐ）、 ＲＮＡ 依赖的 ＲＮＡ 聚合酶

（Ｌ） 和 Ｍ２－１ 基因的辅助质粒共转染至 ＢＨＫ ／ Ｔ７－９
细胞， 利用 Ｔ７ 启动子驱动病毒基因组转录， 最终实

现重组 ＲＳＶ 的高效拯救。 此项工作创新性地建立了

基于 ＣＰＥＲ 技术的 ＲＳＶ 反向遗传学研究体系， 为单

股负链 ＲＮＡ 病毒的遗传操作系统优化提供了新策略。
该方法通过简化病毒基因组组装与拯救流程， 显著提

升重组单股负链病毒制备效率， 在病毒复制机制解

析、 减毒疫苗构建及抗病毒药物筛选等领域展现出重

要应用潜力［３３］。 但需指出的是， 目前该技术仅在

ＲＳＶ 模型中完成验证， 是否能应用于其他单股负链
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ＲＮＡ 病毒的拯救仍需通过系统试验评估。
表 １ 对近年来 ＣＰＥＲ 技术在病毒研究中的应用情

况进行了总结。

表 １　 ＣＰＥＲ 技术在病毒研究中的应用

病毒科 病毒名称 核心操作 研究意义 文献

黄病毒科 ＫＵＮＶ 构建病毒基因组 ｃＤＮＡ 片段， 定点 ＰＣＲ 诱

变获特定氨基酸突变体

首次验证 ＣＰＥＲ 适用于黄病毒反向遗传学，
为虫媒病毒研究与疫苗开发奠基

［８］

黄病毒科 ＪＥＶ、 ＣｘＦＶ 优化 ＪＥＶ 基因组 （引入调控元件＋同义突

变）， ＣＰＥＲ 组装环状基因组； 构建 ＣｘＦＶ－

ＧＦＰ 报告株

建立黄病毒体外重构平台， 提供病毒机制

解析、 药物筛选的可视化工具， 验证 ＣＰＥＲ
普适性

［２６］

黄病毒科 波瓦桑病毒 （ＰＯＷＶ） 构建 ＰＯＷＶ ＮＳ１ 糖 基 化 位 点 突 变 体

（Ｎ８５Ｑ、 Ｎ２０８Ｑ、 Ｎ２２４Ｑ） 及 ＮＳ１ － ＧＦＰ１１
报告病毒

明确 ＮＳ１ 突变对病毒复制 ／ 毒力的影响， 建

立反向遗传系统， 助力减毒活疫苗设计

［３４］

冠状病毒科 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 分段 扩 增 基 因 组， ＣＰＥＲ 拼 成 全 环 状

ｃＤＮＡ； 构建 ＧＦＰ ／ ＨｉＢｉＴ 标签重组病毒

建立 ＳＡＲＳ － ＣｏＶ － ２ 高效反向遗传系统，
ＨｉＢｉＴ 标签干扰小， 可用于药物筛选与疫苗

研究

［２９］

冠状病毒科

披膜病毒科

杯状病毒科

ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２
ＲＲＶ
ＭＮＶ、 ＨｕＮｏＶｓ

直接用 ＨｕＮｏＶｓ 临床样本构建感染性克隆；
构建 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 突变 ／ 荧光重组株

验证 ＣＰＥＲ 对多科正链 ＲＮＡ 病毒普适性，
提升新发传染病应急研究能力

［７］

黄病毒科

小 ＲＮＡ 病毒科

ＨＣＶ、 ＢＶＤＶ－１
ＨＡＶ、 ＥＭＣＶ

改良 ＣＰＥＲ： 用 ＲＮＡ 聚合酶Ⅰ启动子替代

Ⅱ， 优化共培养体系； 针对Ⅰ、 Ⅱ、 Ⅲ类

ＩＲＥＳ 病毒优化

实现多 ＩＲＥＳ 类型病毒拯救 （ 含临床标

本）， 构建报告病毒， 为抗病毒药物评估提

供工具

［３５］

黄病毒科 朝阳 病 毒 （ 昆 虫 特 异

性）、 嵌合寨卡病毒

将 ＣＭＶ 启动子更换为 ＯｐＩＥ２－ＣＡ 启动子，
将 ＣＰＥＲ 技术拓展至蚊虫细胞

首次在蚊虫细胞中拯救该类病毒， 扩展黄

病毒 ＣＰＥＲ 拯救技术的应用场景

［３６］

副黏病毒科 ＲＳＶ 分段扩增 ＲＳＶ 基因组， ＣＰＥＲ 重组环状

ｃＤＮＡ， 与辅助质粒共转染细胞

建立 ＲＳＶ 的 ＣＰＥＲ 反向遗传体系， 简化单

股负链病毒拯救流程 （目前仅 ＲＳＶ 验证）
［３２］

４　 ＣＰＥＲ 技术与其他反向遗传技术的比较

反向遗传学技术通过操纵病毒基因组研究其功

能、 复制机制及开发疫苗和抗病毒药物。 随着技术发

展， 多种方法已被提出， 这些技术在操作流程、 适用

范围、 效率及保真性上存在显著差异。
当前主流反向遗传学技术因其设计原理不同， 适

用于不同的研究场景 （表 ２）。 ＣＰＥＲ 常用于快速组

装环状 ＤＮＡ 模板。 其核心优势在于对大基因组 ＲＮＡ
病毒的高效兼容性， 长片段高保真 ＤＮＡ 聚合酶可一

次性扩增长达 ４０ ｋｂ 的 ＤＮＡ 片段， 并通过体外延伸

反应实现多位点突变的精准引入， 为病毒适应性进化

研究提供灵活的技术平台。 然而， ＣＰＥＲ 技术仍存在

亟待优化的局限性： 首先， 其高度依赖高保真聚合酶

以控制碱基错误率， 且引物重叠区需严格设计 （≥
２０ ｂｐ 同源序列） 以避免嵌合体形成； 其次， 体外延

伸反应中环状 ｃＤＮＡ 的合成效率受多重因素制约， 并

且残留线性 ＤＮＡ 片段可能干扰后续转染效率。 尽管

存在上述挑战， ＣＰＥＲ 凭借其快速迭代能力与免克隆

特性， 已在 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 变异株构建［２９］、 黄病毒属

功能基因组解析［２６］等领域成为不可替代的工具。
然而， 其他反向遗传学技术在特定研究场景中仍

具不可替代性： ＢＡＣ 系统因外源基因组的超稳定性，
仍是大型 ＤＮＡ 病毒 （如疱疹病毒科成员） 功能研究

的金标准［３７］； 酵母转化偶联重组 （ＴＡＲ） 技术作为

目前大片段 ＤＮＡ 组装领域效率最高的技术平台， 其

核心优势体现在对超长 ＤＮＡ 序列 （ ＞１００ ｋｂ） 的精

准组装能力［３８］。 此外， 不同技术平台的保真性也存

在差别。 Ｙｕｒｉ 团队［４６］ 为评估 ＣＰＥＲ 与 ＢＡＣ 反向遗传

学系统的基因组构建准确性， 以 ＳＡＲＳ － ＣｏＶ － ２
Ｗｕｈａｎ ／ Ｈｕ－ １ ／ ２０１９ 毒株为模型， 分别通过 ＢＡＣ 和

ＣＰＥＲ 技术独立构建 ５ 批次拯救病毒。 通过对 １０ 份

拯救病毒样本进行深度测序， 统计分析频率＞１０％的

核苷酸置换事件， 发现在使用 ＢＡＣ 系统时所有 ５ 批

次病毒储备液中均未检测到频率＞１０％的非必需核苷

酸置换； 使用 ＣＰＥＲ 系统时 ４ ／ ５ 批次样本中检出 ３～５
个频率＞１０％的非目标突变， ３ 批次样本中进一步发

现 ４ 个频率＞２０％的高频置换位点。 上述数据表明，
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ＣＰＥＲ 技术构建病毒基因组的保真性低于 ＢＡＣ 系统，
在采用 ＣＰＥＲ 技术时应严格控制试验条件， 并通过多

批次独立试验及深度测序验证突变背景， 以降低技术

依赖性误差对病毒表型研究的干扰。

表 ２　 ＣＰＥＲ 技术与其他反向遗传技术的比较

技术名称 核心原理 应用的病毒 优势 局限性 参考文献

ＣＰＥＲ 通过设计重叠引物分段

ＰＣＲ 扩增病毒基因组，
利用 ＤＮＡ 聚合酶延伸能

力连接为环状 ＤＮＡ 模

板， 直接转染宿主细胞

猫杯状病毒 ＳＨ ／ ２０１４ 株

与 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 的拯救

兼容大基因组 （如 ３０ ～
４０ ｋｂ）、 快速、 多位点、
精准突变

依赖高保真聚合酶； 引

物设计严格； 线性 ＤＮＡ
残留干扰转染效率

［２９， ３９］

基于体外连接的

反向遗传学

体外连接病毒 ｃＤＮＡ 片

段组装完整基因组， 通

过体 外 转 录 生 成 感 染

性 ＲＮＡ

黄热病病毒与 ＴＧＥＶ 分段连接， 突破基因组

尺寸限制

操作复杂； 大基因组片

段 （ ＞ １０ ｋｂ ） 连 接 效

率低

［４０－４１］

基于靶向 ＲＮＡ
同源重组的技术

利用宿主 ＲＮＡ 修复机

制， 通过 ｈｒＲＮＡ 与病毒

基因 组 重 组 定 向 引 入

突变

鸡传染性支气管炎病毒

（ＩＢＶ） 与小鼠肝炎病毒

（ＭＨＶ） Ｓ 基因嵌合病毒

无需体外转录或克隆；
研究冠状病毒基因组下

游 １ ／ ３ 区域的关键工具

重组效率依赖宿主细胞

类型 （如 Ｖｅｒｏ Ｅ６）； 同

源片段长度限制 （＜３ ｋｂ）

［４２］

ＴＡＲ 技术 通过酵母同源重组将病

毒亚基因组片段与 ＴＡＲ
载体组装为 ＹＡＣ， 转染

哺乳动物细胞拯救病毒

ＭＥＲＳ－ＣｏＶ、 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－

２　
高效 重 组 （ １４ 片 段 ／
２５０ ｋｂ）； 快速周期 （ １
周左右）； 毒性序列耐受

性强

酵母培养与 ＹＡＣ 纯化耗

时 （２ ～ ３ 周）； 成本高；
重组效率依赖酵母生理

状态

［４３－４４］

ＢＡＣ 技术 病毒基因组分步克隆至

ＢＡＣ 载体， 转染哺乳动

物细胞生成感染性病毒

ＴＧＥＶ 全长 ｃＤＮＡ 克隆与

ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－ ２ 复制子系

统构建

外 源 序 列 高 稳 定 性；
ｃＤＮＡ 克隆的无限扩增；
适用范围广

基因组需分步组装 （≤
８ ｋｂ）； 质粒回收率低；
试验周期较长 （ ２ 个月

以上）

［１８， ４５］

　 　 综上， ＣＰＥＲ、 ＢＡＣ、 ＴＡＲ 等技术均为重要的反

向遗传体系。 在实际研究中， 技术选择需综合权衡病

毒基因组特性、 核心研究目标 （快速构建、 高保真、
超大片段组装） 以及实验室技术储备与资源配置，
以期在操作效率、 技术难度与结果可靠性之间达成最

优平衡。

５　 展望

ＣＰＥＲ 技术作为一项革命性的反向遗传学技术，
凭借其不依赖质粒克隆、 快速及免克隆筛选的特性，
已在 ＲＮＡ 病毒的功能解析、 疫苗研发及抗病毒药物

筛选中展现出显著优势， 尤其在研究 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２
等新发病的致病机制等方面中发挥了关键作用。 然

而， 随着病毒学研究需求的日益复杂化， ＣＰＥＲ 技术

的进一步优化与应用扩展仍面临诸多挑战与机遇。
目前存在的挑战主要涉及 ２ 个方面： 一是理论层

面， 通过 ＣＰＥＲ 技术拯救获得的病毒群体并非单克隆

来源， 其原因在于聚合酶介导的突变引入， ＣＰＥＲ 技

术只是通过桥接退火片段之间的间隙来使环状 ＤＮＡ
的量加倍［５］， 但是在使用 ＰＣＲ 进行体外合成 ＤＮＡ 片

段时可能会引入不可预测的突变； 其次， ＣＰＥＲ 技术

还可能存在生成环状病毒基因组 ｃＤＮＡ 的效率较低、
ＰＣＲ 体系中各因素的变化可能导致 ＤＮＡ 不稳定等问

题。 二是技术层面， 传统 ＣＰＥＲ 方法在环化效率、 细

胞系适配性等方面存在局限。 例如， 在构建 ＳＡＲＳ－
ＣｏＶ－２ 感染性克隆时， 传统 ＣＰＥＲ 方法存在两大主

要局限： 首先， 体外延伸反应合成的环状 ｃＤＮＡ 常残

留交错切口， 导致其在哺乳动物细胞中的转录效率降

低； 其次， 病毒复制依赖的宿主细胞特异性因子可能

未被充分满足， 尽管 ＨＥＫ ２９３ 来源的细胞系因其高

转染效率而被广泛应用于多种病毒家族的反向遗传学

系统， 但由于 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 具有独特的细胞嗜性，
且病毒进入与复制过程高度依赖特定宿主细胞因子的

协同作用， 利用 ＨＥＫ ２９３ 细胞系进行病毒拯救时往

往效率较低。
针对这些挑战， 相应的优化策略也在积极探索

中。 例如， 为了提高 ＣＰＥＲ 技术的效率和稳健性，
Ｌｉｕ 等［４７］通过三步关键性优化显著提升 ＣＰＥＲ 技术的

实用性： １） 在标准 ＣＰＥＲ 流程中引入 Ｔａｑ ＤＮＡ 连接

酶切口密封步骤； ２） 为进一步确保 ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ
转录终止效率并防止其在连接区发生通读， 研究人员

对原有载体结构进行了优化， 即将位于多聚腺苷酸信
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号与 ＣＭＶ 增强子 ／启动子之间的 “间隔” 序列替换

为人 α２ 珠蛋白基因来源的功能性 Ｐｏｌ ＩＩ 转录暂停信

号［４８］； ３） 采用 Ｖｅｒｏ Ｅ６ － ＴＭＰＲＳＳ２ 细胞取代 ＨＥＫ
２９３ 细胞进行转染。 由于 Ｖｅｒｏ Ｅ６－ＴＭＰＲＳＳ２ 细胞表

达 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 进入宿主细胞所必须的 ＡＣＥ２ 及关

键侵入辅助蛋白酶跨膜丝氨酸蛋白酶 ２ （ＴＭＰＲＳＳ２），
可支持病毒的高效进入和复制［４９］。 另外， Ｖｅｒｏ 细胞

因先天缺乏产生 Ｉ 型干扰素 （ＩＦＮ） 的能力， 使其成

为一个独特的细胞平台［５０］， 这一特性恰好为那些因

基因修饰而缺失了固有免疫拮抗功能的减毒重组病毒

提供了理想的扩增环境。 试验数据显示， 优化后流程

可在 ７２ ｈ 内完成 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 病毒拯救， 较传统

ＣＰＥＲ 方法 （通常需 ５ ｄ） 缩短至少 ２ ｄ。 基于优化的

ＣＰＥＲ 技术， 可系统性解析重组病毒的基因功能及其

关键残基在病毒复制、 致病性与免疫逃逸中的作用机

制， 该技术还可拓展至其他病毒相关机制研究。
针对正链 ＲＮＡ 病毒翻译机制的多样性， Ｔａｍｕｒａ

等［３５］基于病毒基因组对 ５′帽结构的依赖性差异， 对

ＣＰＥＲ 技术进行了定向优化。 通过整合内部核糖体进

入位点 （ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｅｎｔｒｙ ｓｉｔｅ， ＩＲＥＳ） 介导的

翻译路径及 ＲＮＡ 聚合酶Ⅰ （ＲＮＡ ｐｏｌ Ⅰ） 启动子－终
止子基因盒， 成功构建了非 ５′帽子依赖性正链 ＲＮＡ
病毒的高效反向遗传学平台。 该平台利用 ＩＲＥＳ 直接

招募宿主核糖体启动翻译， 并通过 ＲＮＡ ｐｏｌ Ⅰ基因盒

实现病毒基因组在细胞核内的精准转录， 突破了传统

方法对 ５′帽结构及帽结合复合物的依赖性， 这一平

台为不依赖 ５′帽结构的正链 ＲＮＡ 病毒的拯救与功能

研究提供了高效且普适的策略。
此外， ＣＰＥＲ 技术与其他前沿技术的结合将极大

拓展其应用维度， 如探索 ＣＰＥＲ 技术与 ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９
等基因编辑技术的结合， 有望为实现病毒基因组的精

准编辑和高通量功能研究开辟新的路径。 尽管目前尚

无研究直接整合两者， 但 ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９ 与其他反向

遗传学平台， 如 ＴＡＲ［５１］、 ＢＡＣ［５２］ 的联合已获得初步

成功， 也有望与 ＣＰＥＲ 技术联合应用， 为病毒致病机

制解析、 减毒疫苗研发及抗病毒药物高通量筛选提供

兼具速度与精度的解决方案。
总之， ＣＰＥＲ 为构建 ＲＮＡ 病毒的反向遗传学技术

平台提供了便捷高效的通用方案， 其高保真基因操作

特性可系统解析病毒关键生物学特性， 如复制调控、
宿主适应性等， 并为新型疫苗研发策略的创新设计提

供理论支撑； 基于该技术建立的快速病毒拯救体系，
可显著提升对动物健康及公共卫生领域新发病毒性疫

病的应急响应能力， 从而提升生物安全防控体系的科

学性与时效性。
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