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摘要    构建了两种口蹄疫病毒(foot-and-mouth disease virus, FMDV)基因组全长 cDNA克

隆 pTA/FMDV 和 pCA/FMDV, 利用体外转录和体内转录方法制备感染性病毒, 并对其抗

原性, 乳鼠毒力(LD50)和病毒生长动力学等生物学特性进行了分析. 为了鉴别野毒与重组

病毒, 利用融合 PCR 技术在两种全长 cDNA 基因组内分别引入了几个点突变(pTA/FMDV: 
T1029G, pCA/FMDV: A174G, A308G, T1029G)作为遗传标记. 结果表明, 两种重组病毒对

3 日龄乳鼠均表现致病性. 但是由 pTA/FMDV 合成的感染性体外转录本 RNA 的毒力较弱

(10−6); 而与 pCT7RNAP 质粒共转染的 pCA/FMDV 体内拯救病毒的毒力较强(10−7.5), 并在

BHK-21 细胞上表现出与野毒相似的生长特性. 这一结果表明, 在 FMDV 的拯救过程中, 
以 pCT7RNAP 为基础的体内拯救系统相比体外转录方法更为简便、实用. 该系统为利用

反向遗传操作技术深入研究 FMDV 的分子致病机制及其准种特性等奠定了良好的基础. 
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口蹄疫(foot-and-mouth disease, FMD)是由口蹄

疫病毒(foot-and-mouth disease virus, FMDV)引起的, 
主要以感染猪、牛、羊等偶蹄家畜为主的一种烈性传

染病[1,2]. 该病的发生会给疫情所在国家或地区造成

惨重的经济损失 . FMDV 属于小 RNA 病毒科

(Picornaviridae)口蹄疫病毒属(Aphthovirus)[3~5], 病毒

基因组为单股正链 RNA, 长度约为 8500 个核苷酸, 
主要由包括 S 片段、poly(C)区段、3~4 个假节、顺式

作用复制元件(cis-acting replication element, CRE)、内
部核糖体进入位点(internal ribosome entry site, IRES)
在内的长度约为 1200 个核苷酸的 5′非编码区

(non-coding region, NCR)[6~11] 、一个大的可读框 
(open reading frame, ORF)以及约 90 个核苷酸的 3′ 
NCR 3 部分组成. 基因组的 5′ 端连接一种小蛋白

VPg, 3′ 端为一 poly(A)尾巴[12]. ORF 编码病毒多聚蛋

白, 它们依赖自身编码的蛋白酶裂解形成 12~13 种成

熟蛋白[3,13].  
目前, 利用反向遗传操作技术构建全长 cDNA克

隆并拯救感染性病毒已成为深入研究 FMDV 的一种

重要手段[14]. 在制备 FMDV 感染性克隆的过程中, 
必须考虑两个关键性的技术环节: 首先是如何获得足

够长的 poly(C)区段, 这一“瓶颈”问题随着 DNA 合成
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技术的不断发展现已得到解决[15]; 其次是如何制备

忠实、完整的全长基因组 RNA. 目前, 利用体外转录

方法已成功拯救了 O, A, SATⅡ等血清型在内的多株

FMDV 感染性克隆[14~27], 但该方法存在诸多缺点, 如
体外合成RNA的不均一性和不稳定性, 以及与野毒相

比重组病毒的复制能力偏低、感染性较弱等[28~31]. 
本研究利用体内转录方法替代体外转录方法成

功实现了 FMDV的拯救. 首先构建表达T7 RNA聚合

酶的真核表达载体 pCT7RNAP, 并将 FMDV 全基因

组置于 T7 启动子下游构建全长重组质粒 pCA/FMDV, 
通过质粒共转染技术将 pCT7RNAP和 pCA/FMDV 导

入宿主细胞, 借助 T7RNAP 的转录活性在体内完成

FMDV 基因组全长 cDNA 到 RNA 的过程, 进而获得

了重组病毒. 这一方法将为深入研究 FMDV 的抗原

性、毒力、发病机理, 尤其是 FMDV 的分子致病机制

及其准种特性等提供了有力的技术支持. 

1  材料和方法 

1.1  细胞、毒株和质粒 

BHK-21 细胞(含抗生素和 10%新生牛血清的 

DMEM 培养基); 覆盖 A 型 FMDV A/AKT/58 株全基

因组重叠片段的阳性重组质粒, 由国家口蹄疫参考

实验室保存 ; pGEM-T 载体为 Promega 公司产品 , 
pCDNA3.1(+)载体购自 Invitrogen 公司.    

1.2  全长 cDNA 克隆的构建 

以覆盖 FMDV A/AKT/58株全基因组的 7个重叠

片段的阳性重组质粒分别为模板, 用 LA Taq DNA 聚

合酶 (TaKaRa)扩增各个目的基因片段 . 利用融合

PCR 技术构建 5′半分子和 3′半分子. 随后用 BssHⅡ

/NotⅠ消化 5′半长 cDNA 克隆和 3′半长 cDNA 分子, 

构建全长重组质粒 pTA/FMDV. 利用特异性引物对, 
以 pTA/FMDV 为模板扩增 SCnL 片段, 与 pGEM-T

载体相连 , 得到 pSCnL, 再将 XbaⅠ/NotⅠ释放的

pTA/FMDV 片段插入 pSCnL 质粒组装成新的全长

cDNA; 随后利用 NheⅠ/NotⅠ将该全长 cDNA 克隆

到 pCDNA3.1(+)载体中, 构建 pCA/FMDV 全长重组

质粒 (图 1). 并对 pTA/FMDV (T1029G)和 pCA/ 
FMDV(A174G, A308G, T1029G)进行序列测定.

 

 

图 1  A 型 FMDV A/AKT/58 株全长 cDNA 克隆的构建策略 
(a) 以保存的阳性重组质粒为模板, 利用特异性引物对经 PCR 扩增获得的覆盖 FMDV A/AKT/58 株全基因组的 7 个片段; (b), (c) 利用融

合 PCR 技术构建的 5′半长 cDNA 和 3′半长 cDNA; (d) 借助 BssHⅡ/NotⅠ将 3′半长 cDNA 分子插入 5′半长 cDNA 后组装的全长 cDNA 重

组质粒 pTA/FMDV; (e) 以 pTA/FMDV 为模板, 利用特异性引物对经 PCR 扩增所得到的 SCnL 片段; (f) 由 pSCnL 和 pTA/FMDV 借助 

XbaⅠ/NotⅠ组装的重组质粒, 经 NheⅠ/NotⅠ消化所释放的片段与 pCDNA3.1(+)连接所构建的全长 cDNA 重组质粒 pCA/FMDV 
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1.3  pCT7RNAP 的构建及 pTA/FMDV 体外转录
本的制备 

利用特异性引物对(T7-上游: 5′-CAAGCTTHindⅢ

CCACCKozakATGAACACGATTAACATCG-3′; T7-下游: 
5′-TACGAATTCEcoRⅠTTACCGAACGCGAAGTCCG 
ACTC-3′)从 BL21(DE3)中扩增 T7 RNA 聚合酶基因, 
利用 HindⅢ/EcoRⅠ将其克隆到 pCDNA3.1(+)载体中, 

获得阳性重组质粒 pCT7RNAP. 利用 NheⅠ/NotⅠ消

化 pTA/FMDV, 经蛋白酶 K 处理、酚/氯仿抽提后, 乙
醇沉淀. 根据 RiboMAXTM Large Scale RNA Produc-
tion System(Stratagene)操作手册进行体外转录, 转录

产物纯化(Ambion)后, 用 1%甲醛变性凝胶进行电泳

检测. 

1.4  转染和病毒拯救 

单层 BHK-21 细胞在 6 孔板(Costar)中生长至

60%~90%时用于转染. 按照操作说明, 各取 5 g 由

pTA/FMDV 制备的 RNA 转录本和 NotⅠ线化的

pCA/FMDV(与 pCT7RNAP 质粒共转染), 由 Lipofect- 
amine 2000TM(Invitrogen)介导转染 BHK-21 细胞. 转
染后 6 h 吸去细胞上清, 加入含 10%新生牛血清的

DMEM 培养基, 置 CO2 培养箱中 37℃继续培养至 72 
h 后收获病毒. 反复冻融 3 次, 随后在 BHK-21 细胞

上连续传至第 6 代. 

1.5  RT-PCR 检测 

为了鉴定重组病毒的基因组序列 , 用 RNeasy 
mini kit (Qiagen)按操作说明书从转染的BHK-21细胞

中提取总 RNA, 利用特异性引物对, RT-PCR 分别扩

增重组病毒的 5′NCR 和 3′NCR 区段, 并将 PCR 产物

送寄 TaKaRa 公司进行序列测定.  

1.6  间接免疫荧光 

利用间接免疫荧光检测 BHK-21 细胞中有无

FMDV 蛋白的表达[32]. 将附于盖玻片上的细胞用含

3.7%多聚甲醛的 PBS(pH 7.5)固定 10 min, PBS 洗涤; 

加入 FMDV 感染的阳性血清(1︰100 稀释), 37℃孵育

45 min 后, PBS洗涤 3 遍; 加入 FITC标记二抗, 37℃孵

育 30 min, PBS洗涤 3遍; 最后, 在荧光显微镜下观察. 

1.7  电子显微镜检查 

病毒悬液经 BEI 灭活后, 加入 0.1% Triton X-100

和终浓度为 20 mmol/L 的 EDTA(pH 8.0), 在 4℃条件

下 8000 r/min离心 30 min以去除细胞碎片; 取上清液

于 4  45000 r℃ /min 离心 3 h, 沉淀重悬于 NET 缓冲液

中, 点样 5 μL 置 H-7100FA 电子显微镜下, 80 kW 观

察病毒粒子. 

1.8  重组病毒的动态生长曲线及其乳鼠毒力实验 

单层 BHK-21细胞接种 0.1倍体积的重组病毒液, 
吸附 1 h 后, 吸去病毒液, 加入新鲜培养基. 不同时

间点取样, 测定病毒滴度[14]. 
10 倍系列稀释重组病毒液, 皮下注射 3 日龄乳

鼠, 每一稀释度接种 5只, 0.2 mL/只. 观察 72 h, 根据

乳鼠死亡情况利用 Reed-Muench 法[33]计算 LD50. 

2  结果 

2.1  全长 cDNA 克隆的构建及其序列测定 

利用融合 PCR 技术和单一限制性内切核酸酶位

点 , 成功构建了 FMDV A/AKT/58 株的两种全长

cDNA克隆pTA/FMDV和pCA/FMDV. 序列测定结果

表明, 病毒基因组由 8194 个核苷酸组成(包括 17 个 C
的 poly(C)区段), T7 启动子置于基因组全长 cDNA 的

5′端, 3′端为 21 个核苷酸的 poly(A)尾巴和两个限制性

内切核酸酶位点(NdeⅠ和 NotⅠ). 并在 pTA/FMDV 

(T1029G)和 pCA/FMDV(A174G, A308G 和 T1029G)
中成功引入了可作为遗传标记的点突变. 

2.2  体外转录本的制备和转染 

以NheⅠ/NotⅠ线化的pTA/FMDV重组质粒为模

板, 制备 RNA 体外转录本, 转录产物甲醛变性琼脂

糖凝胶电泳结果如图 2 所示. 体外转录本和 NotⅠ线

化的 pCA/FMDV(与 pCT7RNAP 质粒共转染)转染

BHK-21 细胞后 , 可见明显的致细胞病变效应

(cytopathic effects, CPE), 与野毒无明显区别(图 3). 

2.3  重组病毒的 RT-PCR 鉴定 

为了证明拯救的重组病毒并非野毒污染以及相

互污染所致, 提取病毒总 RNA, 利用 RT-PCR 方法分

别扩增遗传标记所在 5′ NCR 片段以及 3′ NCR 片段, 
测序结果不仅排除了三者相互污染的可能而且进一
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步说明重组病毒基因组 RNA 是完整的. 

2.4  重组病毒间接免疫荧光检测 

实验结果显示, pTA/FMDV 体外转录本转染和

pCT7RNAP 质粒与 NotⅠ线化的 pCA/FMDV 共转染

的 BHK-21 细胞以及野毒感染的 BHK-21 细胞均表现

强烈的绿色荧光信号, 而正常的 BHK-21 细胞无免疫

荧光产生, 表明重组病毒感染的 BHK-21 细胞中有

FMDV 蛋白的表达(图 4). 

2.5  重组病毒的电子显微镜观察 

为了进一步证实转染实验的结果, 通过电子显

微镜可观察到有大量直径约为 20~30 nm 的 FMDV 粒

子存在(图 5). 
 

 
图 2   pTA/FMDV 体外转录本 

M: 分子质量标准, 0.24~9.5 kb RNA Ladder(Invitrogen); 泳道 1: 
DV A/AKT/58 基因组 RNA; 泳道 2: A/FMDV 体外转录本 

 

 

图 3  重组病毒感染 BHK-21 细胞后所引起的 CPE 
(a) 正常的 BHK-21 细胞; (b) 仅转染 Lipofectamine 2000TM 试剂

的 BHK-21 细胞; (c) pTA/FMDV 体外转录本转染的 BHK-21 细胞;  
(d) NotⅠ线化的 pCA/FMDV 与 pCT7RNAP 质粒共转染的 

BHK-21 细胞 

2.6  病毒生长曲线的绘制及其乳鼠毒力实验 

为了比较重组病毒与野毒之间的动态生长特性, 
制作病毒生长曲线, 结果如图 6 所示, pCA/FMDV 与 
pCT7RNAP 质粒转染的重组病毒与野毒表现相似的

致病力, 而 pTA/FMDV 体外转录本 RNA 拯救的重组

病毒的病毒滴度较野毒偏弱. 乳鼠毒力实验结果表

明, pCA/FMDV 体内转录制备的重组病毒的 LD50 为

10−7.5, 野毒的 LD50为 10−7.0, 而 pTA/FMDV 体外转录

获得的重组病毒的 LD50 仅为 10−6. 
 

 

 

图 4  间接免疫荧光检测结果 
(a) 野毒感染的BHK-21细胞(阳性对照); (b) 正常的BHK-21细胞; 
(c) pTA/FMDV 体外转录本转染的 BHK-21 细胞; (d) NotⅠ线化 

的 pCA/FMDV 与 pCT7RNAP 质粒共转染的 BHK-21 细胞 
 

 
 

图 5  电子显微镜下的 FMDV 粒子(80000×) 
(a) 阳性对照(野毒); (b) pCA/FMDV 重组病毒粒子; (c) 阴性对照; 

(d) pTA/FMDV 重组病毒粒子 
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图 6  病毒生长曲线 
病毒接种 BHK-21 细胞后, 分取 9 个时间点的样品,  

测定病毒滴度(TCID50) 

3  讨论 
通过体外合成和/或体内转录的方法构建感染性

克隆, 对于研究 RNA病毒的分子致病机制及其复制、

确定毒力相关因子以及寻找抗病毒策略(如研制新型

重组疫苗)等具有非常重要的意义[14,16,30~32,34~36]. Ta-
niguchi 等人[37]利用反向遗传操作技术手段成功获得

首例病原重组体模型—— Qβ 噬菌体. 尽管第一例动

物 RNA 病毒感染性克隆——脊髓灰质炎病毒

(poliovirus, 小 RNA 病毒科成员)[38]是通过体内转录

的方法来完成的, 但在早期大量 RNA 病毒感染性克

隆的构建还是依赖于大肠杆菌 RNA 聚合酶体外转录

系统 . 如肝病毒 (Hepatovirus)[39]、肠道病毒 (Enter- 
ovirus)[40,41] 、 鼻 病 毒 (Rhinoviruses)[42] 和 心 病 毒

(Cardioviruses)[30,43,44]等. Zibert 等人[16]构建了第一株

FMDV(O1K)感染性克隆 , 随后 Rider 等人 [15] 和

Rensburg 等人 [17]又成功构建了 FMDV A12 株和

ZIM/7/83 株 (SATⅡ型 )感染性克隆 . 通过构建的

FMDV 感染性克隆, 研究者阐明了如 poly(C)长度与

FMDV 毒力的关系[15]、3A 突变与病毒的宿主嗜性改

变有关[24,25,27]以及 RGD 基序(motif)在病毒侵染宿主

细胞过程中发挥重要作用[18,19]等问题. 
然而, 在构建 FMDV 感染性克隆的过程中, 仍

存在以下影响因素: (1) 点突变. 在 RT-PCR 过程中, 
由于反转录酶和 DNA 聚合酶的保真性不高导致点突

变的频繁发生, 进而影响到转录本的感染性(多为致

弱甚至无感染性)[45,46]. 如 FMDV O1K 株 βG-βH 环中

发生点突变会影响病毒与宿主细胞的吸附[16]. 也有

少数人为引入的点突变是为了鉴别全长 cDNA 与野 

毒基因组. 本实验, 为了对重组病毒进行相互区分并

与野毒鉴别, 利用融合 PCR 技术在全长 cDNA 克隆

中引入了点突变 . (2) 足够长度的 poly(C)区段和

poly(A)尾巴 . poly(C)位于 5′NCR 中 , 长度约为

100~420 个 C 残基, 3′端偶尔有 U 残基的掺入, 其精

确的生物学功能还不清楚[47]. 尽管目前对于 poly(C)
区段的长度与 FMDV 的毒力是否有关仍无定论. 但
是, 人们一致认为要获得 FMDV 感染性克隆, poly(C)
区段是必需的. 由于 FMDV poly(C)区段形成了非常

牢固的二级结构导致无法通过 RT-PCR获得其真实序

列, 但反转录过程是成功的. 本实验通过融合 PCR技

术获得了 17 个 C, 发现该长度的 poly(C)对于 FMDV 
A/AKT/58 株感染性克隆是足够的. poly(A)尾巴可能

在 FMDV 感染性中具有重要作用, 对于转录本来讲

必须满足其最小阈值, 有报道[48]认为 poly(A)的长度

与其感染性正相关 . 然而 , 对 A 型 FMDV 来讲 , 
poly(A)序列的长度少于 10 个碱基时病毒的感染性与

具有大约 40 个 A 的 FMDV 感染性相同. 本实验中, 
FMDV A/AKT/58 株全长 cDNA 中含有 21 个 A, 该重

组病毒对 BHK-21 细胞和乳鼠均具有感染性. (3) 非
病毒核苷酸的影响. 基因组末端冗余核苷酸往往会

对病毒转录本的感染性产生负效应[31]. 一般认为全

长转录本 5′端冗余对感染性的影响较大, 即使只带

有 1 到 2 个非病毒核苷酸, 转录本的感染性也会降低

甚至丧失. 然而, Zibert 等人[16]也有报道在 FMDV 的

5′端带有很长的非病毒核苷酸对转录本的感染性无

太大影响, 而且 Klump 等人[49]还发现在 B3 型柯萨奇

病毒 (coxsackievirus B3, CB3)的 5′端带有两个额外

残基(GG)甚至能增强病毒的感染性. 相比之下, 病毒

转录本 3′端额外序列对感染性的影响较小, 即使 3′

端带有一段 30 个核苷酸的冗余序列仍具有感染性. 
本文所构建的两种感染性克隆中, pTA/FMDV 体外转

录本的 5′端带有 3 个额外核苷酸(GGG), pCA/FMDV

的 5′端带有 8个非病毒核苷酸, 两者在 3′端均带有长

达 12 个的非病毒核苷酸. 实验结果表明, 该冗余并

未对重组病毒的感染性产生太大的影响. (4) 体外转

录本 RNA 的不均一性. 不完全 RNA 转录本、完全

RNA 序列中的突变、合成 RNA 的降解等都会影响体 
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外 RNA 转录本的转染效率和重组病毒滴度. 这些不

利因素对重组 FMDV 感染性的影响在本实验中也部

分得到证实. 
利用体内转录的方法来拯救重组 FMDV 可能更

加高效、简便, 体内制备病毒的 RNA 转录本减少了

RNA 的降解, 不需要昂贵的体外转录试剂并避免了

繁琐的操作，简化了实验步骤. 已知一些动、植物病

毒全长 cDNA 依赖载体辅助系统在体内完成转录过

程, 并成功拯救出了感染性 RNA, 这些载体辅助系

统包括 VV/T7, Vac/T7, FPV/T7, MAV/T7, Bac/T7 和

AAV/T7 系统, 依赖 polⅠ系统和依赖 polⅡ反向遗传

系统等[50~57]. 本实验结果表明, 与体外 RNA 转录本

相比, 尽管 NotⅠ线化的全长 cDNA 质粒在其 5′端带

有更多的非病毒核苷酸 , 线化的 pCA/FMDV 与

pCT7RNAP 共转染 BHK-21 细胞后仍能获得感染性

FMDV, 而且该重组病毒对细胞和乳鼠的致病力较前

者强约 10 倍. 由此看来, 通过建立表达 RNA 聚合酶

(包括 T7/SP6 RNA 聚合酶, polⅠ和 polⅡ)的 BHK-21

细胞系来完善反向遗传操作手段直接从全长 cDNA 拯

救 FMDV 感染性克隆, 选择足够容纳量的转录/表达

载体保证全长 cDNA 克隆在宿主菌中的稳定性, 以及

在 FMDV RNA 转录本的 5′端和 3′端连接锤状核酶和

丁型肝炎核酶, 来对病毒基因组末端的非病毒序列进

行精确剪切, 都有助于提高 FMDV 感染性克隆的拯救

效率. 该方法为未来研究 FMDV 的分子致病机制及其

准确特性等提供良好的、更为有力的技术支持.
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