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摘要：【目的】旨在成功建立 FMDV C57BL/6 小鼠的实验感染模型。【方法】采用体内和体外循环适应

传代的方法，选取一株对 C57BL/6 小鼠不敏感 FMDV O/HK/CHA/99 MF4，将其在 C57BL/6 小鼠（体

内）和胎猪肾原代细胞 FPK (体外)进行多次循环适应传代。【结果】成功获得一株对 C57BL/6 小鼠敏感

的 FMDV O/HK/CHA/99 MF4C5 株。【结论】本研究成功建立了 FMDV 突变株感染 C57BL/6 小鼠的实

验动物模型，为未来 FMD 疫苗效力的评估和致病性相关的研究奠定了基础。 
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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)

引起猪、牛、羊等主要家畜和野生偶蹄动物感染

的一种急性、热性、高度接触性传染病。该病传

播迅速、发病率高，我国规定为一类动物传染病。

该病的暴发和流行严重危害家畜的生产力和畜产

品质量，影响发病地区的经济发展、国际贸易和

社会稳定。因此，100 多年来该病一直是全世界兽

医学家关注的焦点。 

国际兽医卫生组织规定 FMD 疫苗效力的有

效性评估必须在猪和牛等靶动物上进行。但该方

法存在非免疫的猪、牛等纯净动物来源困难、试

验成本高、难以操作等一系列问题。因此，FMDV

实验动物模型的研究越来越受到人们的关注。20

世纪 30 年代，研究者发现一些 FMDV 接种豚鼠

后能引起和猪、牛感染相似的临床症状，在趾部、

舌面和唇部出现水泡性组织病变，至此，人们将

豚鼠作为 FMDV 研究的一种模型动物，用于病毒 

致病性及疫苗免疫效力的评估[1–3]。但是，到目前
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为止，豚鼠遗传学和免疫系统等方面还不完全清

楚，且一些 FMDV 毒株不易在豚鼠体内引起激发

性病变而受到应用的限制[4]。相比豚鼠，近年来的

研究发现，一些 FMDV(C1 C-S8c1、SAT1、Asia1 

Shamir 和 A/Arg/01)对 C57BL/6 小鼠是非常敏感

的，它们均可导致该品系小鼠出现典型的临床症

状和死亡[4–6]，而一些对 C57BL/6 小鼠不敏感的

FMDV，如 O/Jincheon/SKR/2014、A/Malaysia/97

和 Asia1/MOG/2005，通过在 C57BL/6 小鼠和原代

细胞(新生山羊舌上皮细胞 ZZ-R)的多次适应传

代，也能引起 C57BL/6 小鼠发病和死亡[7]。自此，

C57BL/6 小鼠也逐渐被作为一种实验动物模型，

用于 FMDV 疫苗效力和致病性等的研究[8–9]。但到

目前为止，有关 FMDV 株感染 C57BL/6 小鼠动物

模型的研究仍鲜有报道。因此，本研究通过 FMDV

在 C57BL/6 小鼠和 FPK 原代细胞的循环传代，试

图建立 FMDV 的实验感染模型，从而为 FMDV 致

病分子机制和新型疫苗的开发奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  病毒、细胞、动物 

不能引起 C57BL/6 小鼠出现临床症状的 FMDV 

O/HK/CHA/99 第 4 代乳鼠毒(O/HK/CHA/99 MF4)

和胎猪肾原代细胞 FPK 由中国农业科学院兰州兽

医研究所宿主抗病毒感染与免疫生物学团队分离

保存。8 周龄 C57BL/6 小鼠购自中国农业科学院

兰州兽医研究所动物厂。 

1.2  FMDV 的传代 

FMDV O/HK/CHA/99 MF4 鼠毒 12000 r/min

离心 10 min，取上清后脚掌皮下接种 8 周龄

C57BL/6 小鼠(n=10)，0.1 mL/只。接种 48 h 后小

鼠眼眶采血、分离血清并过滤。过滤后的所有血

清接种单层长满的 FPK 细胞。当约 95%以上 FPK

细胞出现细胞变圆时，收集病变细胞，反复冻融 3

次后，12000 r/min 离心 10 min，取上清以 1/10 体

积的病毒接种量再次接种至单层长满的 FPK 细

胞，约 95%以上 FPK 细胞出现细胞病变后，如上

收集病毒，再接种 C57BL/6 小鼠进行循环传代。

C57BL/6 小鼠和 FPK 细胞的循环传代重复 9 次(传

代详情见图 1)。其中将病毒在 FPK 细胞上第 2 次

传代收集的病毒标记为循环的代次(Cn)，如第 5

轮循环在 FPK 细胞上第 2 次传代的病毒，标记为

O/HK/CHA/99 MF4C5。整个循环传代过程中同时

设立对照小鼠，接种 PBS，0.1 mL/只。为了检测

FMDV 在未出现临床症状小鼠体内的复制情况，

将小鼠体内分离的血液用 RNAasy Mini Kit 提取

细胞总 RNA，用 FMDV 3D 特异的引物(RQ1 

CAAACCTGTGATGGCTTCGA，RQ3 CCGGTAC 

TCGTCA/TGGTCCA) 和 探 针 (FAM-CTCTCCTTT 

GCACGCCGTGGGAC-BHQ) RT-PCR 实时荧光定

量检测接种的 FMDV 在小鼠体内 RNA 的拷贝数。 

 
图 1.  获取致 C57BL/6 小鼠发病 FMDV 的策略 

Figure 1.  Strategy of obtaining lethal FMDV for C57BL/6 adult mice. 
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1.3  FMDV 蚀斑表型和一步生长曲线 

为了比较分析循环传代引发 C57BL/6 小鼠出

现 临 床 症 状 和 死 亡 的 FMDV O/HK/CHA/99 

MF4C5 和传代前病毒 O/HK/CHA/99 MF4 的生物

学特性，我们对这 2 个病毒的蚀斑表型和一步生

长曲线进行分析。将 O/HK/CHA/99 MF4C5 和

O/HK/CHA/99 MF4 两个 FMDV 分别作 10 倍系列

稀释，然后将不同稀释度病毒按照文献报道的方

法做蚀斑表型分析，并计算每个病毒的噬斑形成

单位(PFU)[10]。将 106 PFU/mL 的两病毒分别接种

到长满的单层 BHK-21 细胞(25 mL 培养瓶，约 106

个细胞)，吸附 1 h 后弃病毒液，用 PBS 洗 3 次，

加 5 mL MEM 基础培养基，并置于 CO2 培养箱继

续培养。于接种后 4、8、12、16 h 分别收取感染

细胞，反复冻融 2 次后在 BHK-21 单层细胞上按

照常规方法测定病毒的滴度(PFU/mL)，并绘制病

毒的一步生长曲线。 

1.4  FMDV 对乳鼠的致病性 

为 了 检 测 FMDV O/HK/CHA/99 MF4 和

O/HK/CHA/99 MF4C5 对乳鼠的致病性，将两病毒

用 PBS 缓冲液(pH=7.6)进行 10 倍系列稀释，取

10–4–10–8 稀释度的病毒液皮下接种 2 日龄乳鼠，    

0.2 mL/只，每个稀释度接种 4 只，设 2 个空白对

照。接种后每日观察乳鼠的发病和死亡情况，连

续观察 1 周，并记录，用 Reed-munch 法计算病毒

对乳鼠的 LD50。 

1.5  FMDV 对 C57BL/6 小鼠的致病性 

为了检测传代病毒 O/HK/CHA/99 MF4C5 和

O/HK/CHA/99 MF4C9 对 C57BL/6 小鼠的致病性，

我们将两病毒用 PBS 缓冲液(pH=7.6)进行 10 倍系

列稀释，取 10–1–10–5 稀释度分别脚后掌皮下接种

8 周龄 C57BL/6 小鼠，每个稀释度接种 5 只，    

0.1 mL/只，对照小鼠接种 PBS。连续观察 7 d，根

据小鼠的发病情况，用 Reed-Munch 法计算两

FMDV 对 C57BL/6 小鼠的 LD50。 

1.6  FMDV 基因组全序列的测定和编码氨基酸的

比对分析 

为了比较分析循环传代过程中 FMDV 编码氨

基酸的差异，收集不能引起 C57BL/6 小鼠出现临

床症状的突变株(O/HK/CHA/99 MF4 和 O/HK/ 

CHA/99 MF4C3)以及致 C57BL/6 小鼠出现临床症

状和死亡的 FMDV(O/HK/CHA/99 MF4C5 和 O/ 

HK/CHA/99 MF4C9) ， 用 RNeasy Mini Kit 

(QIAGEN)提取细胞总 RNA，然后用合成的引物

(表 1)对其进行 RT-PCR，扩增每个病毒 5 个重叠

的 DNA 片段。扩增片段经凝胶纯化回收后送西安

奥科生物技术有限公司进行序列测定。测定的病

毒全基因序列用软件 MegAlign 比较分析。 

2  结果和分析 

2.1  FMDV 的传代 

FMDV O/HK/CHA/99 MF4 前 3 轮循环传代接

种的 C57BL/6 小鼠，在 48 h 内看不到任何明显的

精神沉郁、行动迟缓、毛发直立、运动失调的临 

表 1.  RT-PCR 所用引物 

Table 1.  Primers used for RT-PCR 

Primer Primer sequence (5′3′) Fragment

HK1F TTGAAAGGGGGCGCTAGGGT 
HK1 

HK1R GGGGGGGGGGGGTGAAAGGCGGGCTTC

HK2F TCGACGATAAAGGGCTGTGACC 
HK2 

HK2R GGTCAGCCGTCTTTGGGTCAGT 

HK3F ACCGCTACGACCAGTACAAGGTAC 
HK3 

HK3R TGGCGAATATGTCATTGATGTCAC 

HK4F ATCATGCTGGCTGACACCGGTCTT 
HK4 

HK4R CTGTCTTCCCGTCGAGTATGAGCT 

HK5F AGAGACCTCTGAAAGTGAGAGCCA 
HK5 

HK5R T18GAATAGAGGAAACGGGAAAAGC 
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床症状和死亡，但实时荧光定量的结果表明接种

的 FMDV 在小鼠体内进行了有效地复制。循环传

代至第 4 轮时，在 48 h 内有 3 只小鼠出现精神沉

郁、行动迟缓、毛发直立、运动失调等症状，传

至第 5 轮时，在 48 h 内，1/2 以上的小鼠出现不同

程度的临床症状，且有 1 只小鼠死亡。继续循环

传代至第 9 轮，48 h 内全部接种小鼠均出现典型

的临床症状，并有 2 只小鼠发生死亡，且第 1 只

小鼠出现死亡的时间比第 5 轮循环中出现死亡的

时间缩短了 10 h (表 2)。而所有接种 PBS 的小鼠

在整个实验过程中未出现任何 FMDV 的临床症状

和死亡。这些结果表明对 C57BL/6 小鼠不敏感的

FMDV，可以通过在体内和体外的多次循环传代

引起小鼠出现典型 FMD 临床症状和死亡，而且随

着传代次数的增加，FMDV 对小鼠的致病力也逐

渐增强。 

表 2.  FMDV O/HK/CHA/99 MF4 在 C57BL/6 小鼠和 FPK 细胞中传代结果 

Table 2.  The results of passage of FMDV O/HK/CHA/99 MF4 in C57BL/6 mice and FPK cell 
Passage number Clinical symptoms Viremia Mice with clinical symptoms Dead mice Time of the first mice died/h

Cycle 1 – Y 0 0  
Cycle 2 – Y 0 0  
Cycle 3 – Y 0 0  
Cycle 4 + Y 3 0  
Cycle 5 + Y 5 1 46 
Cycle 6 ++ Y 7 1 46 
Cycle 7 +++ Y 7 1 45 
Cycle 8 +++ Y 8 2 40 
Cycle 9 +++ Y 10 2 36 

+: Clinical symptoms were observed in 48 h post-inoculated; ++: Severe clinical symptoms were observed in 48 h post-inoculated; 

+++: Very severe clinical symptoms were observed in 48 h post-inoculated; Y: Emergence of viremia. 

2.2  蚀斑表型和一步生长曲线 

用 常 规 方 法 分 别 对 FMDV O/HK/CHA/99 

MF4 和 FMDV O/HK/CHA/99 MF4C5 进行了蚀斑

表型和一步生长曲线分析。结果表明，适应前和

适应后病毒 FMDV 均可在 BHK-21 细胞上形成蚀

斑，且蚀斑形态大小相同(图 2-A)。一步生长曲

线也表明 2 个病毒 FMDV 和 BHK-21 细胞上具有

相 似 的 复 制 能 力 。 说 明 FMDV O/HK/CHA/99 

MF4 通过在体内和体外的循环适应并没有改变

其蚀斑表型和病毒的复制特性。 

2.3  FMDV 对乳鼠的致病性 

将 FMDV O/HK/CHA/99 MF4 和 FMDV 

O/HK/CHA/99 MF4C5 不同稀释度病毒分别接种 2 

日龄乳鼠，其中 FMDV O/HK/CHA/99 MF4C5 10–3  

 

图 2.  FMDV 蚀斑表型和一步生长曲线 

Figure 2.  The plaque phenotype and one-step growth 
curves of FMDVs. A: the plaque phenotype of FMDVs; 
B: one-step growth curves of FMDVs. 
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至 10–7 接种的乳鼠在 40 h 内全部死亡，而接种

FMDV O/HK/CHA/99 MF4 10–3 至 10–6 的小鼠在接

种后 48 h 内全部死亡。剩余乳鼠和对照乳鼠连续

观察 1 周均未出现任何 FMD 临床症状和死亡。统

计乳鼠的死亡情况，计算 O/HK/CHA/99 MF4 和

FMDV O/HK/CHA/99 MF4C5 对乳鼠的 LD50，分

别为 106.5 和 107.5。结果说明 FMDV O/HK/CHA/99 

MF4 经体内和体外循环传代后，对乳鼠的致病力

明显增强，这可能是传代适应的 FMDV 致 C57BL/6

小鼠出现临床症状和死亡的原因。 

2.4  FMDV 对 C57BL/6 小鼠的致病性 

选取循环适应传代的第 5 和第 9 轮 FMDV，

检测其对 C57BL/6 小鼠的致病性。结果测得适应

5 轮和 9 轮后的 FMDV 对 C57BL/6 小鼠的 LD50

分别为 102.8 和 105.1，表明增加 FMDV 在小鼠和原

代细胞中的循环传代次数，能够增强 FMDV 对

C57BL/6 小鼠的致病力。两病毒接种 C57BL/6 小

鼠后死亡情况见图 3。 

2.5  FMDV 全序的测定和编码氨基酸的比对分析 

循环传代前和循环适应后第 3、5 和 9 代

FMDV 进行核苷酸序列的测定，结果表明第 3 代

病毒发生 2 个核苷酸(VP3 C123T，2C C278T)的

突变，第 5 代病毒发生了 6 个核苷酸的突变(VP4 

G189A，VP2 C309T，VP3 C123T+C294T，VP1 

G37A+C168G，2C C278T)，第 9 代 FMDV 发生

了 7 个核苷酸的突变(VP4 G189A，VP2 C309T，

VP3 C123T+C294T ， VP1 G37A+C168G ， 2C 

C278T)。利用 MegAlign 分子生物学软件对测定

FMDV 的编码氨基酸进行比对分析，结果表明第

3 代病毒发生了 1 个氨基酸(2C A93T)的突变，第

5 代和第 9 代病毒均获得了 2 个氨基酸的突变

(VP1 A13T 和 2C A93T)。传代病毒核苷酸和氨基

酸的变化详情见表 3。循环传代病毒核酸的变化

主要发生在结构蛋白 VP4、VP2、VP3、VP1 和

2C 区域，而氨基酸的变化仅发生在 VP1 和 2C 蛋

白上。这些氨基酸的变化是否导致 FMDV 对小鼠

致病力的增强有待进一步研究。 

 

图 3.  FMDV 感染 C57BL/6 小鼠的存活率 

Figure 3.  The survival of C57BL/6 mice infected with FMDVs. A: The survival of C57BL/6 mice infected with 
FMDV O/HK/CHA/99 MF4C5; B: The survival of C57BL/6 mice infected with FMDV O/HK/CHA/99 MF4C9. ●: 
106 TCID50; □: 105 TCID50; ◇: 104 TCID50; ★: 103 TCID50; ▼: 105 TCID50; △: 104 TCID50; ■: 103 TCID50; ○: 102 

TCID50; ◆: 101 TCID50. 
 
 
 
 
\ 
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表 3.  传代 FMDVs O/HK/CHA/99 MF4 核酸和氨基酸的变化 

Table 3.  Change of nucleotides and amino acids of serial passage of FMDVs O/HK/CHA/99 MF4 
Gene  (O/HK/CHA/99 MF4C3) (O/HK/CHA/99 MF4C5) (O/HK/CHA/99 MF4C9)

Nucleotide Amino acid Nucleotide Amino acid Nucleotide Amino acid 

VP4 – – G189A – G189A – 
VP2 – – C309T – C309T – 
VP3 C123T – C123T – C123T – 
 – – C294T – C294T – 
VP1 – – G37A A13 T G37A A13 T 

     C168G  

2C C278T A93T C278T A93T C278T A93T 
 

3  讨论 

实验动物模型在各种病毒疫苗的研究中具有

重要的作用，利用动物模型可对疫苗的安全性、

免疫原性以及保护效力进行评估。因此，寻求一

种经济、方便、操作简单和来源充足的 FMDV 动

物模型备受研究者的关注。对于 FMDV 来说，除

豚鼠和乳鼠动物模型外[5–6]，C57BL/6 小鼠模型一

直未能建立。推测可能是因为许多的 FMDV 株不

能引起 C57BL/6 小鼠发病[5–6]。直到 2016 年，韩

国 学 者 发 现 一 些 不 引 起 C57BL/6 小 鼠 发 病 的

FMDV (O Jincheon/SKR/2014、A Malaysia 97 和

Asia1 MOG/2005)，通过在 C57BL/6 小鼠体内(1

次)+胎新生山羊舌上皮细胞(ZZ-R)传代(2 次)，共

5 轮循环传代后，3 个病毒均可引起 C57BL/6 小

鼠出现典型的 FMDV 临床症状和死亡，但其机制

仍不清楚。另外他们也发现 C57BL/6 模型动物对

FMDV 疫苗效力的评价结果与在靶动物上取得的

结果一致。因此，他们认为应用 C57BL/6 小鼠可

以有效地评估 FMDV 疫苗的效力[7]。 

为了在本实验室成功建立 FMDV 的 C57BL/6

小鼠模型，用于低成本、简单、有效评估 FMD 疫

苗的效力以及一些病毒致病机制的探索，本研究

选取一株不引起 C57BL/6 小鼠发病的 FMDV 

O/HK/CHA/99 的第 4 代乳鼠毒 (O/HK/CHA/99 

MF4)，在 C57BL/6 小鼠和 FPK 原代细胞之间循环

适 应 传 代 。 结 果 我 们 成 功 获 得 一 株 能 够 引 起

C57BL/6 小鼠发病和死亡的 FMDV 突变株。该突

变株随着传代次数的增加，对小鼠的致病力也逐

渐增强(如相比第 5 轮传代病毒，第 9 轮传代病毒

对 C57BL/6 小鼠的 LD50 增加了约 100 倍)。我们

的结果说明，对 C57BL/6 小鼠不敏感的 FMDV，

可以通过在 C57BL/6 小鼠体内和体外细胞的循环

传代而引起 C57BL/6 小鼠发病和死亡，且随着传

代次数的增加，病毒的毒力也逐渐增强。但传代

FMDV 对 C57BL/6 小鼠致病力的增强与病毒在细

胞上的复制没有直接的相关性。 

为 了 未 来 揭 示 传 代 前 和 传 代 后 FMDV 对

C57BL/6 致病性差异的分子机制，我们对传代前

和传代后第 3、5 和 9 代病毒的编码氨基酸进行了

比对分析，发现第 3 轮传代病毒获得 1 个氨基酸

的突变(2C A93T)，第 5 轮和第 9 轮病毒均获得 2 

个氨基酸(VP1 A13T 和 2C A93T)的突变。这与韩

国 学 者 的 报 道 相 似 ， O/Jincheon/SKR/2014 、

A/Malaysia/97 经过 5 轮循环传代也获得了多个氨

基酸的突变，但 Asia1 MOG/2005 经过 5 轮循环

传代只发生了 1 个核苷酸的变化，没有氨基酸的

突变[7]。但至今为止，无论是韩国学者还是本研
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究，对于传代病毒致病性发生改变的机制仍不清

楚，是否由于传代过程中获得氨基酸突变所致，

还是可能存在其他未知的机制，有待未来进一步

的研究。 

本研究通过在 C57BL/6 小鼠和 FPK 原代细胞

的多轮循环传代，成功建立了 FMDV 的 C57BL/6

小鼠模型，为未来 FMD 疫苗效力的评估和病毒致

病机制的研究奠定了基础。 
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Passage of a type O foot-and-mouth disease virus in mice and 
cell and analysis of its complete sequence 
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Abstract: [Objective] To successfully establish the C57BL/6 mice experimental infection model for 

foot-and-mouth disease virus. [Methods] The foot-and-mouth disease virus O/HK/CHA/99 MF4 strain, which is 

insensitive to C57BL/6 mice, was selected and continuously passaged in C57BL/6 mice (in vivo) and fetal pig 

kidney cells (in vitro). [Results] We successfully obtained a foot-and-mouth disease virus mutant (O/HK/CHA/99 

MF4C5), which was sensitive to C57BL/6 mouse. [Conclusion] This study successfully established C57BL/6 mice 

model for a foot-and-mouth disease virus mutant strain, which lays a foundation for the evaluation of the efficacy 

of foot-and-mouth disease vaccine and the study on pathogenicity in the future. 

Keywords: Foot-and-mouth disease virus, mice, cell, cyclic passage, analysis of complete sequence 
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