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专论与综述 

诺如病毒反向遗传系统的研究进展与应用 
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摘  要：诺如病毒是导致人类急性胃肠炎的主要食源性致病原，由于变异快且缺乏稳健的体外细胞

培养体系及小动物感染模型，限制了我们对该病原体的深入研究。近年来，可培养鼠源诺如病毒的

发现、人源诺如病毒肠道细胞培养体系的开发，以及诺如病毒反向遗传操作体系的构建为系统研究

该病原提供了有力工具，加深了我们对其复制机制、致病机理、病毒-宿主相互作用等的了解。本文

主要综述了反向遗传学技术用于诺如病毒研究的工作进展，并讨论了该技术在诺如病毒分子病毒学

研究、药物筛选和疫苗制备中的应用及发展前景，以期为诺如病毒防控策略的制定及药物靶点的挖

掘提供有益参考，推进我国食品安全风险防控工作。 
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Abstract: Norovirus is the main foodborne pathogen of human acute gastroenteritis. Due to its rapid 
mutation and lack of a robust cell culture system and small animal infection model, thus hinders our in-depth 
study of this pathogen. In recent years, the discovery of culturable murine norovirus, the establishment of 
human norovirus intestinal enteroids cell culture system, and the construction of reverse genetic operation 
system of norovirus have provided favorable tools for the systematic study of the pathogen, and deepen our 
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understanding of its life cycle, replication mechanism, pathogenic mechanism, virus-host interaction, and so 
on. In this paper, we reviewed the progress of reverse genetics in norovirus research and discussed the 
application and development foreground of reverse genetics technology in norovirus molecular virology 
research and vaccine preparation, aiming to provide new strategies for virus prevention and exploring new 
drug targets against norovirus, and further promoting the food safety risk prevention and control in our country.  

Keywords: norovirus, reverse genetics, gastroenteritis, infectious clones 
 
 

诺如病毒(Norovirus，NoV)是导致人类急性胃

肠炎的主要病原体，具有传播迅速、易变异等特点。

全球每年超过 20%的食源性疾病由 NoV 引起，感

染人次高达 6.84 亿，导致 20 多万人死亡，是当前

普遍关注的公共卫生安全问题[1-2]。目前尚未批准

有效疫苗或抗病毒药物用于预防或治疗 NoV 感

染。我国是 NoV 流行的主要地区之一，近年来，

我国 NoV 的发病率呈逐年上升趋势。本课题组通

过对贝类、地表水、临床样本等的长期监测，证实

了 NoV 是我国广东地区冬季散发性胃肠炎的主要

致病原[3-5]。长期以来，对 NoV 的研究主要受限于

标准的体外细胞培养系统的缺乏；此外，由于受体

识别等因素带来的物种特异性，导致人源 NoV 缺

乏合适的小动物感染模型，严重限制了对其感染、

复制机理、致病机制及病毒-宿主相互作用等的研

究，并阻碍了其有效疫苗和抗病毒药物的研发。过

去几十年里，研究人员尝试利用人源原代免疫细胞

和永生化细胞在体外培养人源 NoV，但均未成功。

2016 年， NoV 的体外培养取得突破性进展 ，

Ettayebi 等首次在干细胞衍生的非转化人类肠道单

层细胞培养系统中成功培养出了多种人源 NoV 毒

株[6]，使 NoV 体外研究成为可能。然而，由于该

系统构建过程的复杂性，目前还未得到广泛应用。

虽然 NoV 已被证明可在黑猩猩、猪和牛等大型动

物体内复制，然而这些动物模型在临床症状、肠道

生理以及对 NoV 的敏感性方面都与人类存在明显

差异，加之伦理学等方面的原因，因此在应用上仍

存在一定的局限性。近年来，研究人员相继构建的

新型 NoV 反向遗传操作体系为系统研究该病原提

供了有力工具，加深了对其复制周期、致病机制及

病毒-宿主相互作用等的了解。基于反向遗传学操作

技术，目前已经能成功拯救出具有感染性的 NoV，

实现了人源 NoV 的体外增殖。本文主要综述了反

向遗传学技术用于 NoV 研究的工作进展(表 1)，并 
 

表 1  诺如病毒反向遗传系统及病毒拯救效率统计 
Table 1  Summary of norovirus reverse genetics system and virus rescue efficiency 

Virus strain Method Promoter Helper virus Transfected cells Viral yield References

GI.1 NoV Plasmid transfection T7 MVA HEK293T 8.5×104 virion from 12 T-75 flasks [7] 
GII.3 U201 NoV Plasmid transfection T7 MVA HEK293T 1.32 g/cm3 [8] 
GI.1 NoV In vitro transcription T7 / Huh7 and BHK21 2.6×1011 g.e./µg-RNA 

and 8.0×108 g.e./µg-RNA 
[9] 

MNV-1 Plasmid transfection T7 FPV BHK21 5×104 TCID50 per 35 mm dish [10] 
MNV Plasmid transfection pol II / HepG2 103 PFU/mL [11] 
MNV-1 In vitro transcription T7 / Raw 264.7 4.5×105 TCID50 per 35 mm dish [12] 
MNV-3 Plasmid transfection T7 FPV BSR-T7 6.3×103 TCID50/mL [13] 
MNV In vitro transcription T7 / BSR-T7 1×106 TCID50/mL [14] 
MNV Plasmid transfection T7 FPV BSR-T7 1×104 TCID50/mL [14] 
GII.3 U201 NoV Plasmid transfection EF-1 / COS7, HEK293T,

Huh7, Caco-2 
8.0×104,1.4×104, 2.4×102 and  
1.3×101 copies per 106 cells, respectively 

[15] 

MNV-1 CW1 Plasmid transfection T7 / BSR-T7 2.6×103 PFU/mL [16] 
GII.4 Sydeny NoV Plasmid transfection CMV / Caco-2 Not reported [17] 

Note: HEK293T: Human embryonic kidney 293T cells; Huh7: Human hepatocellular carcinoma cell line; BHK21: Baby hamster kidney 
fibroblast cells; HepG2: Human hepatocellular carcinoma cell line G2 cells; Raw 264.7: Mouse leukemia cells of monocyte macrophage; 
BSR-T7: Baby hamster kidney cells expressing T7 RNA polymerase; COS7: African green monkey kidney cell; Caco-2: Human 
colorectal adenocarcinoma cells; MVA: Modified vaccinia ankara; FPV: Fowlpox virus; PFU/mL: Plaque forming units/mL; g.e.: 
Genome equivalents; /: The system does not require the presence of the helper viruses 
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讨论了该技术在 NoV 疫苗制备和抗病毒药物开发

中的应用及发展前景，以期为 NoV 防控策略的制

定及药物靶点的挖掘提供有益参考，推进我国食品

安全风险防控工作。 

1  基于反向遗传学系统的诺如病毒体外拯救 

反向遗传学技术能实现在 DNA 水平上对

RNA 病毒基因组的体外操作，可从基因水平上探

索病毒毒力，是研究 RNA 病毒基因表达调控机制、

进化机理、特定蛋白结构与功能、致病机制等的重 

要方法，在抗病毒药物筛选和疫苗制备等领域具有

十分广泛的用途(图 1)。目前，利用反向遗传学技

术已成功拯救出多种动物 RNA 病毒，其构建策略

包括病毒全长 cDNA 克隆载体的构建、体外转录、

细胞转染及拯救病毒的表型鉴定等。现有的 NoV

反向遗传系统主要可分为 T7 RNA 聚合酶体内转

录系统、T7 RNA 聚合酶体外转录系统、稳定表达

T7 RNA 聚合酶的哺乳动物细胞系体内转录系统

及真核细胞启动子体内转录系统。 

 

 
 

图 1  诺如病毒反向遗传学系统的应用 
Figure 1  Application of norovirus reverse genetic systems (created with BioRender.com) 
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1.1  T7 RNA 聚合酶体内转录系统 

体内转录是指直接将含有全长或分段病毒

cDNA 序列的质粒转染至合适细胞系，使其在胞内

直接转录复制，进而装配出感染性的子代病毒[18]。

T7 RNA 聚合酶体内转录系统即通过辅助质粒或辅

助病毒(如牛痘病毒、禽痘病毒)表达的 T7 RNA 聚

合酶在细胞中产生具有感染性的子代病毒。2005 年，

Asanaka 等利用该方法首次实现了对 GI.1 型人源

NoV 的体外拯救[7]，从 12 个 T-75 培养瓶中共回收

到了约 8.5×104 个病毒颗粒。此后，采用相同的方

法实现了 GII.3 型人源 NoV 的拯救[8]，然而用该方

法产生的病毒密度低于临床样本中的病毒密度，并

且牛痘病毒的使用导致了细胞病变，因此不适用于

病毒拯救。在后来的研究中，Chaudhry 等发现牛

痘病毒也会抑制鼠诺如病毒(Murine Norovirus，

MNV)的复制，相比之下，基于 T7 RNA 聚合酶的

禽痘病毒系统可成功用于正链、负链及双链 RNA

病毒的拯救；2007 年，Chaudhry 等将 MNV 的全

长 cDNA 转染到预先用禽痘病毒(FPV-T7)感染过

的细胞中，第一次在体外拯救出了 MNV，并且发

现 FPV-T7 的感染对 MNV 的复制无有害影响[10]，

该系统随后被用于分析 NoV 生命周期的许多方

面。Bailey 等利用该系统构建了 MNV 减毒毒株的

感染性 cDNA 克隆突变体，对拯救病毒的序列分

析发现 MNV 衣壳蛋白第 296 位谷氨酸到赖氨酸的

替换足以恢复病毒毒力，首次鉴定出了影响 MNV

毒力的病毒编码因子[19]。Simmonds 等将该系统与

生物信息学相结合，发现 MNV 亚基因组启动子区

和 3′端 RNA 结构的破坏会导致 MNV 复制能力的

完全丧失，而对 RNA 二级结构进行修复后病毒感

染性可得到恢复，证明了 RNA 二级结构在病毒复

制中发挥重要的生物学功能[20]。 

依赖辅助病毒的体内病毒拯救法效率不高，因

为拯救出的病毒还需经过复杂耗时的步骤才能从

辅助病毒中分离出来，而且辅助病毒导致的宿主细

胞病变还会影响拯救病毒的增殖，从而限制了该系

统的应用。此外，感染性克隆的构建复杂且困难，

需要考虑多种因素，如质粒拷贝数、宿主菌的选择、

培养温度、插入物的大小和启动子选择等。因此，

在后来的研究中，该系统应用较少。 

1.2  T7 RNA 聚合酶体外转录系统 

T7 RNA 聚合酶体外转录系统是构建由 T7 启

动子控制的病毒全长 cDNA 克隆，并在全长 cDNA 

3′端引入限制性酶切位点用于体外转录，以获得病

毒 RNA[21]。由于正链 RNA 病毒基因组可直接作

为 mRNA 翻译病毒蛋白，因此只需将 RNA 转录本

直接转染敏感细胞即可自行组装出感染性的病毒

粒子。构建该系统时，获得高保真的病毒全长

cDNA 至关重要。此外，由于天然 NoV 基因组    

5′端存在帽状结构，该结构对病毒的感染性具有重

要作用，而体外转录所得 RNA 5′端无帽状结构，

因此，通过这种策略产生的 RNA 还需要在体外转

录体系中添加帽子类似物，以使病毒 RNA 获得感

染性。1995 年，Sosnovtsev 等利用该方法在猫肾

细胞中拯救出了感染性的猫杯状病毒[22]，证明了

帽状类似物的添加可替代 VPg 蛋白建立感染，这

一发现加速了杯状病毒反向遗传学系统的发展。

2010 年，Yunus 等在对体外加帽过程及鼠巨噬细胞

系(Raw 264.7)的电转条件进行优化后，建立了一种

高效拯救 MNV 的方法，每 6×106 个细胞的病毒产

量可达 109 TCID50
[12]。2012 年，Arias 等利用该系

统也成功拯救出了感染性 MNV[14]。 

T7 体外转录系统的应用为体外获得感染性的

病毒粒子提供了有力工具，可用于研究突变对病毒

复制及宿主致病能力的影响，具有十分重要的意

义。然而，由于体外加帽效率较低的原因，部分

RNA 转录本会缺少 5′帽子结构或出现帽状类似物

与 RNA 错误结合的情况，从而导致 RNA 翻译效

率低下，难以获得子代病毒。此外，未加帽的 RNA

转录本还会在细胞内诱导干扰素产生，这也会对病

毒产量产生重大影响。总体而言，该系统的病毒拯

救效率较低、耗时耗力，需要昂贵的体外转录试剂

及帽状类似物，所得 RNA 转录本的感染性较亲本

毒株弱，操作过程中极易受到污染而降解，因此感
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染性病毒的拯救不易成功。 

1.3  稳定表达 T7 RNA 聚合酶的哺乳动物细胞

系体内转录系统 

通过构建稳定表达 T7 RNA 聚合酶的哺乳动

物细胞系，在细胞内直接驱动感染性 cDNA 克隆

的转录及复制，也可以得到感染性的子代病毒。

Arias 等于 2012 年通过质粒转染的方法，发现 MNV 

RNA 可直接在表达 T7 RNA 聚合酶的细胞中产生[14]。

2015 年，Sandoval-Jaime 等将包含 MNV 全长的

cDNA 质粒转染到表达 T7 RNA 聚合酶的细胞中，

也获得了感染性 MNV[16]。 

该系统的应用可以使 T7 RNA 聚合酶基因在

不同靶细胞内高水平表达，能有效促进大量 RNA

在体内转录且能表达较大的外源基因，使病毒拯救

更加便利、有效。由于病毒基因组直接在细胞内转

录，可避免 RNA 降解，保证了 RNA 转录本的正

确性，并且获得的 RNA 更加稳定、感染性较强。

但前提是要获得可稳定表达 T7 RNA 聚合酶的动

物靶细胞系，而该细胞系的构建过程比较耗时，需

要经过复杂的构建、筛选及检验过程。稳定表达

T7 RNA 聚合酶靶细胞系的获得将大大提高病毒

拯救效率，只需将质粒转染至合适细胞系，即可实

现一步法快速拯救。因此，目前不同 RNA 病毒的

拯救大多采用此方法，表现了其广泛的应用前景。 

1.4  真核细胞启动子体内转录系统 

真核细胞中广泛分布着 RNA 聚合酶 I、II，在

构建 RNA 病毒全长 cDNA 克隆时，可在载体中引

入真核细胞特异识别的启动子替代 T7 启动子，直

接驱动病毒基因组在胞内转录。通过这种策略构建

的病毒 cDNA 不再需要体外转录，可直接导入宿

主细胞；在体内产生的病毒转录本可充当信使

RNA，利用宿主细胞的翻译系统表达病毒蛋白[23]。

虽然真核细胞 RNA 聚合酶启动外源基因转录的功

能不如 T7 RNA 聚合酶强大，但其具有校正功能、

广泛的细胞适应性、可避免体外长时间操作 RNA

等优点。2007 年，Ward 等开发了一种 RNA 聚合

酶 I 启动子驱动的 MNV 反向遗传学系统[11]，然而

用该系统得到的病毒产量不足 FPV-T7 系统的十分

之一。2014 年，Katayama 等成功构建了由 EF-1α 启

动子驱动的人源 NoV GII.3 反向遗传学系统，该系统

随后被证明也适用于其他人源NoV 及MNV的拯救，

表明了其较高的稳定性及通用性 [15]。2018 年，

Oliveira 等构建了在巨细胞病毒(CMV)启动子控制

下的人源 NoV GII.4 悉尼亚型的感染性 cDNA 克隆

和含 GFP 报告基因的复制子系统，转染人结肠癌

(Caco-2)细胞后病毒结构蛋白得到了表达；然而，

研究人员发现 GFP 基因的插入通过一种未知机制

对病毒结构蛋白的合成产生了负面影响[17]。 

尽管真核聚合酶拯救系统操作简单，但其转录

能力有限，转录本存在被剪切的风险，病毒拯救效

率不高，因此没能广泛应用于各类 RNA 病毒的拯

救，但其在基因组较小的正链 RNA 病毒拯救中应

用较多。与从粪便中或 MNV 反向遗传学系统中回

收的病毒相比，现有的人源 NoV 反向遗传学系统

回收病毒的效率均较低。此外，虽然已证实 NoV

可在人类来源的 B 细胞系及干细胞衍生的非转化

人类肠道单层细胞培养系统中进行复制，然而因其

仅支持少量病毒株的复制且培养条件苛刻等，较难

广泛用于 NoV 的连续传代，仍然存在一定的局限

性，目前未能得到广泛应用。因此，仍需开发稳健

的 NoV 体外细胞培养系统，以充分配合反向遗传

学系统，阐明 NoV 的相关生物学问题并促进其有

效疗法的开发。 

2  诺如病毒反向遗传学系统的应用 

2.1  病毒基因组结构与功能研究 

NoV 反向遗传系统是研究病毒基因组结构与

功能的有力工具，可用于确定病毒蛋白功能、新型

开放阅读框、转录调控序列，病毒的毒力及致病性

等。Sandoval-Jaime 等发现 NoV 基因组 5′端结构

的完整性对病毒拯救具有重要影响，缺失 5′非编码

区的载体无法拯救出病毒粒子[16]。Robinson 等利

用反向遗传学系统证明了 MNV 持久株 CR6 非结

构蛋白 NS1/2 的裂解对 MNV 持久感染肠上皮细胞

至关重要，而且 NS1/2 的裂解可促进细胞凋亡[24]。
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此外，MNV 的 VPg 蛋白被证明可通过与宿主翻译

因子相互作用来介导病毒基因组的翻译[25-26]。长期

以来，NoV 亚基因组 RNA 合成的机制一直未被深

入阐明，Yunus 等通过构建 MNV 的感染性克隆，

发现 MNV 负链 RNA 上存在的保守茎环结构对

MNV 的复制至关重要，茎环序列区的氨基酸替换

会导致其复制能力的显著下降，进一步的体外实验

表明该茎环结构可作为 MNV 的亚基因启动子起

始病毒 RNA 的合成[27]。McFadden 等[28]发现，与

人源 NoV 相比，MNV 亚基因组还编码额外的开放

阅读框 4，其翻译后产生的蛋白主要定位于线粒体

并且可拮抗先天免疫应答，是 MNV 毒力和感染力

的重要决定因子。Yen 等[29]对 GII.4 型人源 NoV

非结构蛋白NTPase 的生物学功能进行了系统表征，

发现其 N 端的 179 个氨基酸序列在病毒复制和致病

过程中发挥多种作用，如介导囊泡形成、内质网共

定位及诱导细胞凋亡等。前期研究中，本课题组开

发了一种细菌表面展示系统，基于该系统发现 NoV 

P 蛋 白 可 以 特 异 性 识 别 并 结 合 组 织 血 型 抗 原

(Histoblood Group Antigen，HBGA)，体现了该系统

在捕获并分离人源 NoV 受体中的广泛应用前景[30]。 

2.2  病毒宿主相互作用研究 

了解病毒宿主间的相互作用有利于了解病毒

的致病机制，可为疫苗开发及抗病毒药物研发提供

一定思路。病毒通过劫持宿主防御系统及调节细胞

内环境的稳态，从而在宿主细胞内进行基因组复

制、增殖并导致机体致病。相应地，细胞也通过各

种防御机制来检测、摧毁及清除病毒，如通过调节

细胞内信号通路来抵抗病毒感染。Chang 等利用人

源 NoV 复制子系统证明了外源干扰素 IFN-α 可有

效抑制 NoV 的体外复制[9]。Peterson 等[31]研究发

现 III 型干扰素基因 Ifnl2 和 Ifnl3 的破坏可间接导

致 III 型干扰素受体受损，从而阻止干扰素信号表

达。Mears 等[32]研究了 Ifit1 蛋白在控制 MNV 感染

中的作用，证明了 Ifit1 是 MNV 感染期间的一种

抗病毒因子，其不能直接抑制病毒翻译，但 Ifit1

可通过增强鼠巨噬细胞中的干扰素反应来限制 

MNV 的复制。Lin 等[33]研究了 NoV 与宿主间的相

互作用机制，研究结果显示在病毒感染人肠道细胞

后，IFN-β 的表达没有改变，IFN-λ、ISG-15 及

ISG-45 的表达在感染后显著升高，这凸显了 IFN-λ

信号在 NoV 与宿主间相互作用中的重要作用。病

毒与宿主细胞的相互作用对 RNA 病毒的复制至关

重要。宿主细胞中存在对病毒感染及复制具有促进

或抑制作用的宿主细胞因子，现已发现的影响

NoV 复制的宿主细胞因子主要包括组织血型抗原

(HBGA)[34]、细胞蛋白 La、多聚嘧啶区结合蛋白

(PTB)及 polyA 结合蛋白(PABP)[35]等。与 MNV 复

制相关的宿主因子包括唾液酸、糖脂、糖蛋白[36]、

DDX3、La、PTB[37-38]、polyC 结合蛋白(PCBP)、

异质核糖核蛋白 A1 (hnRNPA1)[39]、信号转导和转

录激活因子 1 (STAT1)[40]、干扰素调节因子 3 

(IRF3)[41]等。此外，病毒对宿主细胞信号通路的破

坏也可实现其在宿主细胞中的有效复制，基于人源

NoV 复制子系统，研究人员发现复制子细胞的胆固

醇和碳水化合物的生物合成途径都有所改变[42]。

Arthur 等[43]利用 NoV 复制子系统研究了影响病毒

复制的宿主因子，发现 III 型干扰素在抑制 NoV 体

外复制中起重要作用，而且干扰素 λ 受体 IFNLR1

的缺失会增强 NoV 的复制。 

2.3  病毒致病机制研究 

以病毒的 cDNA 体外转录来获得拯救病毒是

研究 RNA 病毒致病机制的有效手段。将病毒序列

与反向遗传学技术结合可用于研究病毒致病性。

2006 年，Chang 等建立的 NoV 复制子系统被广泛

用于研究外源干扰素及药物对病毒复制的影响，研

究发现 NoV 对 IFNα、IFNγ、利巴韦林、霉酚酸等

物质较为敏感[44]，核苷类似物 2C 甲基胞苷处理可

抑制病毒的体外复制[45]。Lee 等[46]发现 MNV 的

NS1 蛋白的分泌对于 MNV 感染引起的肠道发病机

制和抵抗内源性 IFN 至关重要。研究人员发现有

些人群不易感染 NoV，是因为他们体内缺乏一种

功能性岩藻糖基转移酶，该酶的缺乏导致机体不能

正确表达岩藻糖基聚糖及 HBGA 受体[47]。CD300
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受体家族被证明参与了许多疾病的致病过程，并参

与病毒逃逸机制。此外，病毒的细胞趋向性也是决

定病毒致病机制的重要因素，MNV 感染簇状细胞，

但不感染其他肠上皮细胞类型，这是因为簇状细胞

特异性表达了 MNV 受体 CD300lf[48]。NoV 的附着

和侵袭与 HBGA 有关，Zhang 等[49]从生菜中分离

到了一种可特异性捕获 NoV 的 HBGA 类物质，发

现其作为 NoV 的关键配体在病毒感染中发挥重要

作用。 

2.4  抗病毒药物筛选 

复制子系统是重要的病毒反向遗传学研究手

段，能实现病毒的体外高效复制，为一些难培养病

毒的研究提供有效的解决方案。例如，HCV 的研

究工作同样曾长期受制于缺乏合适的体外细胞培

养体系，但 Lohmann 等[50]在 1999 年提出的亚基因

组复制子系统，解决了 HCV 病毒难以体外复制的

难题，被公认是 HCV 研究的里程碑事件，为 HCV

致病机制及抗病毒药物研究提供了重要条件。

Chang 等替换人源 NoV 病毒复制子系统中的衣壳

蛋白建立的稳转细胞系，已广泛应用于抗病毒药物

筛选工作[9]，基于该方法证明了胆固醇水平在 NoV

复制中的重要作用[42]。 

NoV 复制子系统已广泛应用于抗病毒化合物

的评价并加速了抗病毒感染药物的研究进程。蛋

白酶已被证明是抗 NoV 病毒的有效靶点，Kitano

等[51]利用 MNV 反向遗传学系统研究了病毒蛋白

酶抑制剂 Rupintrivir 对病毒复制的影响，研究发

现，病毒蛋白酶中单一 I109V 替代的重组 MNV

株对 Rupintrivir 的敏感性降低，从而证明了 NoV

蛋白酶的突变可导致耐药突变体的产生。Chang  

等[52]成功构建了 NoV 3C 样蛋白酶的抑制剂，利用

NoV 复制子评估了其抗病毒活性，结果表明基因组

P1 区谷氨酰胺替代物的加入对抑制剂抑制病毒复

制至关重要。Van Dycke 等证明了 7-去氮-2′-碳-甲

基腺苷可直接作用于 NoV 的 RdRp 而抑制其体外

复制[45]。 

2.5  疫苗研制 

NoV 极易发生变异，目前尚未批准有效疫苗

或抗病毒药物用于预防或治疗 NoV 感染，几乎所

有的 NoV 候选疫苗都是由病毒样颗粒(VLP)产生

的亚单位疫苗，目前已有 2 种 VLP 疫苗进入临床

试验阶段。利用反向遗传学技术，可直接对病毒基

因组进行片段缺失、置换、定点突变等操作，通过

获救病毒的表型变化推断相关基因操作的影响，可

用于确定 RNA 病毒的毒力基因，促进减毒病毒或

改进的可用疫苗的发展，也可用于开发嵌合疫苗或

多价疫苗[53]。基于对病毒基因组感染性 cDNA 克隆

的改造，以获救病毒作为载体表达外源基因可用于

研制分子标记疫苗和嵌合体疫苗。Lee 等在 2019 年

发表的论文首次提出了 MNV NS1 疫苗，他们发现

单独用 NS1 接种疫苗可有效地保护小鼠不受 MNV

感染，表明了其作为疫苗的潜在效果；然而由于

NSI 区域保守度较低，因此该区域可能面临巨大的

进化压力，影响 NSI 作为疫苗抗原的稳定性[46]。 

3  展望 

反向遗传学技术能实现在 DNA 水平上对 RNA

病毒基因组进行体外操作，在 RNA 病毒复制、感

染、致病机制、追溯病毒起源、药物筛选及疫苗

开发等方面有着十分广泛的用途。此外，反向遗

传学技术还可用于构建靶向病毒载体及研发基因

工程疫苗，在基因治疗及病毒致弱等方面具有巨

大潜力。近年来，中外研究学者利用该技术对

NoV 开展了大量的研究工作，基于反向遗传学技

术，目前已经能成功拯救出具有感染性的 NoV，

实现了 NoV 的体外增殖。然而，与从粪便中或

MNV 反向遗传学系统中回收的病毒相比，目前所

有的人源 NoV 反向遗传系统的病毒回收效率均较

低。由于缺乏适用于测试 NoV 候选疫苗的标准动

物模型及细胞培养体系，迄今尚无批准的 NoV 有

效疫苗及抗病毒药物。当前，NoV 的研究仍然存

在很多尚未解决的问题，如人源与动物源 NoV 复

制的相关性、病毒感染细胞的详细过程、先天免
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疫及适应性免疫在抵抗 NoV 感染中的作用、病毒

基因组翻译和复制所必需的细胞蛋白的功能及宿

主细胞因子的作用等。与人源 NoV 结构蛋白 VP1

的深入研究相比，非结构蛋白在病毒复制周期、

发病机制和宿主免疫反应中的作用还未被深入阐

明。此外，在疫苗研制方面，目前可用的候选疫

苗是否能够预防所有的异源 NoV 毒株及最常见的

可引起疫情暴发的 NoV 突变株、疫苗是否对所有

年龄组有效以及疫苗在免疫缺陷患者体内诱导的

保护时间的长短等问题仍然急需解决。NoV 反向

遗传系统取代了传统的感染模型，为体外感染提

供了一个平台，可实现 NoV 在体外培养细胞中的

有效复制，在 NoV 致病机制研究和疫苗开发方面

发挥着极大的作用。因此，未来仍需开发更加稳

健的 NoV 新型反向遗传学系统，配合现有的 NoV

研究手段，以深入阐明 NoV 的相关生物学问题，

推进 NoV 防控策略的制定，为设计安全有效的抗

NoV 药物和开发灭活及减毒 NoV 疫苗提供平台。 
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