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罗湖病毒（TiLV）是一种新出现的高致病性病毒，对全球重要的食用鱼——罗非鱼

造成严重疾病，特别是在中低收入国家。自2014年首次发现以来，TiLV已传播至

亚洲、非洲和美洲，感染种群死亡率高达90%。目前尚无针对TiLV感染的治疗方

法、有效药物或商业化疫苗，这对全球罗非鱼水产养殖和粮食安全构成严重威

胁。科学界对TiLV的了解极为有限，在其复制机制、致病机理以及病毒基因和蛋

白功能方面存在重大知识空白。推进此项研究的一个主要障碍是缺乏TiLV的反向

遗传学系统（RGS）。RGS是一种可以从克隆的cDNA生成感染性病毒的基础工

具，对于病毒学、详细研究病毒生物学、宿主-病原体相互作用以及疫苗开发至关

重要。缺乏针对TiLV的此类系统严重阻碍了理解该病毒和开发应对措施的努力。

为TiLV创建RGS的具体挑战包括：使用标准方法在易感鱼细胞中回收感染性病毒

的困难；对某些系统所需的鱼类RNA聚合酶I启动子完全缺乏了解；大多数TiLV蛋

白功能未知；以及操作其十分段RNA基因组的技术复杂性。本专利解决了实验室

中生成和操作TiLV的可靠方法这一关键未满足需求，这是开发诊断方法、治疗药

物和疫苗以控制这种毁灭性疾病必不可少的第一步。

技术

本发明首次公开了用于罗湖病毒（TiLV）的基于质粒的反向遗传学系统（RGS）。

核心创新是一种完全从克隆cDNA拯救重组TiLV的方法，克服了此前与这种十分段

RNA病毒相关的难以逾越的挑战。该技术涉及构建一套十个双向表达质粒。每个

质粒包含一个TiLV基因组片段的cDNA，该cDNA插入特定的启动子序列之间：巨

细胞病毒（CMV）启动子（用于RNA聚合酶II驱动的mRNA合成）和人类RNA聚

合酶I启动子（用于病毒基因组RNA合成）。这种双向设计允许在同一转染细胞内

同时产生病毒mRNA（用于蛋白质翻译）和病毒基因组RNA。一个关键的技术突

破是确定了合适的细胞培养系统。发明人发现，将哺乳动物Vero E6细胞与鱼类来

源的E11细胞（来自线纹鳢）共培养，创造了一个既有利于质粒转染效率又支持

后续TiLV复制的环境。该方法需要用全套十个质粒转染这种共培养物，然后在约

28°C下孵育细胞，从而产生感染性重组TiLV颗粒。此外，本发明扩展了该系统以

工程化报告基因标记的TiLV。通过将一个小型报告标签序列（如HiBiT、GFP）整

合到病毒片段的开放阅读框中，同时保留关键的末端包装信号，该系统可以生成

易于在体外和体内追踪和定量的病毒。该RGS还能够通过混合来自不同TiLV毒株

的质粒来创建重配病毒，从而促进病毒进化和片段功能的研究。该系统的开发是

通过解决具体问题来指导的：使用Vero E6细胞解决了缺乏鱼类Pol I启动子数据的

问题；双向质粒设计通过提供所有病毒成分规避了TiLV蛋白功能未知的问题；而

共培养/转染优化则管理了十分段基因组的复杂性。
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用于罗湖病毒（TiLV）的基于质粒的反向遗传学系统

提供了首个用于罗湖病毒（TiLV）的反向遗传学平台，能够从克隆DNA生成感

染性病毒。
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应用

克服了包括未知病毒蛋白功能和缺乏已识别的鱼类特异性聚合酶启动子在内的

重大技术障碍。

能够对TiLV进行精确的基因操作，允许创建重组、重配和报告基因标记的病

毒。

报告基因标记的病毒（如HiBiT标记）为实时监测细胞培养和动物模型中的病毒

感染提供了强大、可量化的工具。

该系统通用且稳健，已通过成功拯救多种病毒毒株和稳定传代的报告病毒得到

证实。

提供了在分子水平上研究TiLV基因功能、复制机制和致病机理的直接方法。

为高通量筛选抗病毒化合物和评估候选疫苗奠定了关键基础。

基础病毒学研究： 阐明TiLV的复制周期、致病机理和宿主-病毒相互作用。

疫苗开发： 作为平台，用于生成针对TiLV的减毒活疫苗、灭活疫苗或亚单位疫

苗候选物。

抗病毒药物发现： 能够使用报告病毒进行高通量筛选文库，以识别TiLV复制抑

制剂。

诊断工具开发： 提供特征明确的病毒储备和特定工具（如报告病毒），用于改进

和验证诊断检测方法。

病毒进化研究： 通过受控生成重配病毒，促进病毒遗传学、重配潜力和新毒株

出现的研究。

致病性研究： 允许创建具有特定突变的病毒，以研究毒力决定因素和组织嗜

性。
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