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摘  要 : 伴随着对口蹄疫病毒 (FMDV) 蛋白结构功能的深入研究，发现 FMDV 能够表达外源基因片段。通过

对 FMDV 的基因进行改造和修饰研究，进而实现了不同应用目的，如提高病毒滴度、引入标记、提高免疫应

答、降低致病性等。文中主要从 FMDV 接受外源基因插入位点角度来介绍现阶段关于 FMDV 表达外源基因相

关进展。 
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Abstract:  With the progess in studying gene structure and function of foot and mouth disease virus (FMDV), FMDV can 

综  述 
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express exogenous genes in different sites. Through transforming and modifying FMDV can achieve different application 

purposes such as improving virus titer, introducing tag, improving immune responses, and reducing pathogenicity. From the 

perspective of FMDV receiving inserted exogenous gene, this paper mainly describes the latest relevant developments of 

FMDV’s expression to exogenous gene. 

Keywords:  foot and mouth disease virus, exogenous gene, insertion site 

口蹄疫 (Foot and mouth disease，FMD) 是

由口蹄疫病毒 (Foot and mouth disease virus，

FMDV) 引起的一种高度传染性疾病，主要感染

偶蹄动物 (主要是牛、猪和羊等)。不仅对畜牧养

殖业造成严重的经济损失，也对畜产品的国际贸

易带来巨大的负面影响[1-2]。 

FMDV属于小 RNA病毒科口蹄疫病毒属，

有 7种血清型，包括 A、O、C、Asia 1和 SAT 1、

2和 3。FMDV基因组为单股正链 RNA，病毒基

因组由 8 500个碱基左右组成，RNA被衣壳包裹，

其正二十面体衣壳由 4 种结构蛋白 VP1-VP4 各

60 份拷贝构成。FMDV翻译成 1个多聚蛋白，

该多聚蛋白被蛋白酶裂解成结构蛋白  (VP1、

VP2、VP3和 VP4) 和非结构蛋白 (L、2A、2B、

2C、3A、3B、3C和 3Dpol)[2]。目前反向遗传学

技术在 FMDV 研究中应用广泛，国内外很多学

者利用反向遗传学在 FMDV 基因组上插入外源

基因的方法来研究 FMDV 的复制和感染过程，

并在这一方面取得了较大的进展。 

在病毒上引入标记，然后检测标记来确定

病毒不同时期的状态是研究病毒中常用的方

法，同时也有在病毒上引入外源基因将病毒作为

载体用于应用研究。因此病毒能够接受外源基因

插入的位点是首要解决的问题。接下来我们从现

阶段 FMDV 能够表达外源基因的区域来进行详

细介绍。 

1  前导蛋白 L 区引入外源基因片段  

FMDV 的前导蛋白 L 蛋白具有木瓜样蛋白

酶特性。FMDV可以识别两种密码子，因而具有

两种编码产物 Lab 和 Lb。两种形式的蛋白酶均

能够降解宿主细胞的翻译起始因子 eIF4G，从而

抑制宿主“帽子”依赖性的 mRNA 翻译，导致

宿主表达干扰素的水平降低，进而抑制宿主免疫

应答[3]。由于 L蛋白在 FMDV逃避宿主免疫方面

的特性，L蛋白对于 FMDV的重要性不言而喻。

1995年 Piccone等[4]发现 FMDV L蛋白的基因在

病毒复制过程中并不是完全必需的，当保留了编

码 L蛋白序列 Lab和 Lb的 AUG之间的 84 nt碱

基就能保持病毒的活性。在 1996 年 Brown 等[5]

在研究 L 蛋白缺失 FMDV 毒力时，通过感染牛

发现 L 蛋白缺失的病毒致病性相比原毒有所下

降。Piccone等[6]在 2010年成功拯救出 3株含有

外源片段的 L蛋白缺失重组 FMDV，后续的动物

实验证实了 L 蛋白在参与感染过程的重要性。

2011年 Piccone等[7]在 L蛋白的 Lab和 Lb之间

引入了一个含有酶切位点的氨基酸序列，然后在

该 位 点 依 次 引 入 流 感 病 毒 血 凝 素 

(Hemagglutinin，HA)、Flag和 TC标签，构建了

3 株重组病毒 (图 1)。在成功拯救出病毒后，在

细胞水平检测到了重组病毒中外源片段的表达。

这证明了编码 L 的蛋白区域具有携带和表达外

源片段的能力。对 L区进行反向遗传操作也是降 
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图 1  FMDV 全基因及构建质粒简图[7] 

Fig. 1  Schematic diagram of the FMDV genome and plasmids used in this study[7]. 

 
低致病性提高生物安全性的重要途径，作者研究

团队利用突变 L 基因抑制天然免疫的功能性位

点，获得了对宿主动物无致病性、不排毒以及免

疫应答快的重组 FMDV。 

2  VP1 区引入外源基因 

FMDV 的 VP1 表面存在一个被高度保守的

Arg-Gly-Asp (RGD) 修饰的环状结构，经研究发

现这个特殊的环状结构能够被细胞表面的 αν 整

联蛋白的家族受体 (ανβ1、ανβ3、ανβ6 和 ανβ8) 

所识别[8-11]。研究表明多种血清型的 FMDV VP1

的 G-H 环结构同时也是一个抗原位点[9,12-13]。

VP1 的 G-H 环状结构可以利用胰蛋白酶水解的

方法除去，在除去 VP1 的 G-H 环结构后导致

FMDV的毒力下降了许多[13-14]。 

2012年 Wang等[15]在研究 VP1的 G-H环结

构对 FMDV复制的影响时，在 Asia 1型 FMDV

上 G-H环状结构中插入了 O型 FMDV的保护性

中和表位，获得的重组病毒具有诱导产生两种血

清型中和抗体的能力。同年Lawrence等[16]在VP1

的 G-H 环结构上成功插入了一个 Flag 标签 

(DYKDDDDK)。因为 G-H 环是一个柔性的环状

结构，为了最小限度地影响 VP1 的空间构型，

Lawrence 对插入 Flag 的序列进行了调整，将

DKYDDDDK替换成 DYKDDDDK。蚀斑实验表

明 VP1 插入标签后 FMDV 的毒力下降。通过免

疫荧光反应，检测到 Flag和 VP1的表达。 

Seago等[17]在 2012年研究 VP1 G-H环结构

发生改变对 FMDV特性影响时，在 RGD下游即

VP1 的 155–156 位氨基酸中插入了 HA 和 Flag

标签。含有标签的重组病毒可以利用主要的整连

蛋白受体，重组病毒的蚀斑与亲本病毒相似，但

毒力也存在一定程度的下降。VP1 的 G-H 环状

结构的上游和下游均存在插入位点，用于表达外

源片段。由于 G-H环状结构对 FMDV比较重要，

可能影响到病毒抗原性和吸附能力，所以此区域

能接受外源片段的大小值得探索。 

3  VP1区与 2A蛋白区之间引入外源基因 

FMDV 的 2A 蛋白具有自我剪切功能。在
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FMDV复制的过程中，2A蛋白从 C端开始将大

部分的衣壳蛋白从非结构蛋白上切下，再由 3C

蛋白酶进一步对多聚蛋白进行水解。鉴于 2A的

特性，有学者一直尝试利用这种特性在此位置进

行反向遗传操作。 

2013 年 Seago 等[18]在 VP1 区末端 2A 蛋白

前，插入了大分子的标记荧光蛋白。其构建了 2

株重组病毒引入 720 nt 的绿色荧光蛋白 (Green 

fluorescent protein，GFP) 和 933 nt的海肾荧光素

酶 (Renilla luciferase，RL)。Seago等实验的最初

目的是在此区域表达 GFP和 RL，但是重组病毒

感染山羊上皮细胞的结果显示，3 代以后细胞就

不再出现病变了，也无法通过共聚焦观察到 GFP

和 RL的荧光。为了进一步研究此区域能接受外

源基因的大小，Seago等在原位点处插入了外源

片段构建了 6 株重组病毒 (外源片段大小依次

为 105 nt、204 nt、303 nt、417 nt、504 nt和    

609 nt)。实验结果显示插入外源片段小于 300 nt

的病毒能够稳定传代并能从中检测到插入基因，

蚀斑实验也显示出了与亲本病毒相近的毒力。这

说明在此 VP1末端和 2A蛋白区之间，FMDV能

够容纳较大的外源片段，这对 FMD 研究是一个

新的突破。 

4  3A 蛋白区引入外源基因 

FMDV与其他小 RNA病毒不同，它有更长

的 3A 蛋白。研究发现 3A 蛋白是使用物理方法

与细胞内膜结合，但在 FMDV 感染细胞和复制

的过程中 3A 非结构蛋白的功能并没有被很好认

识[19-20]。然而在 3A蛋白发生变化时，这些变化

都会导致宿主的特异性、适应性或毒力发生改

变[21-23]。如 Taiwan97 毒株是因为 3A92-102 位

氨基酸缺失导致对牛的致病性下降。2012年 Li

等[24]用 Flag 标签和编码单纯性疱疹病毒 (HSV) 

D 蛋白的抗原表位 (QPELAPEDPED)，替换了

3A中第 92~102位氨基酸，并且成功拯救出两株

重组口蹄疫病毒。实验结果显示重组病毒的毒力

和复制动力学与原毒相近。经检测发现在口蹄疫

病毒 3A 处替换的 FLAG 与 HSV 抗原表位都能

够持续稳定地表达。 

5  3B 蛋白区引入外源基因 

FMDV具有 3个相似但不完全相同的 3B蛋

白 (3B1-3) 或 VPg (VPg1-3)，长度在 23–24 个氨

基酸左右。FMDV 3B蛋白对病毒感染力影响不

大，但分离的野毒都完整地保留了 3B 结构，这

一结构有可能与 FMDV 进化过程中选择压力有

密切关系[25]。也有实验证明 3B3是 FMDV 3Dpol

最有效的底物[26]。Falk和 Pacheco[27-28]的研究表

明，当 FMDV存在 3B3时才具有感染性，若仅有

3B1或 3B2则会导致病毒失活。2010年Arias等[29]

在研究 3B 的缺失与突变与细胞病变关系时，构

建了 4株仅有单一 3B拷贝的重组病毒，其中还

包含 2株由 3B1和 3B2重组的嵌合病毒 (图 2)。

结果显示不含 3B3结构以及未保留 3B3末端 9 位

氨基酸的 2株重组病毒无法稳定复制。这个实验

精确定位了 3B3结构中对于 FMDV 复制有影响

的氨基酸，从而证明 3B3结构对于 FMDV复制的

重要性。 

2010年 Pacheco等[30]在研究 3B与 FMDV培

养特性和对牛的致病性实验中构建了 5株重组病

毒。其中 3 株是在 3B1、3B2和 3B3分别随机地

插入了 19 个氨基酸的序列，另外 2 株在保留了

3B3 后删除了部分序列。5 株重组病毒均拯救成 
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图 2  嵌合 VPg 的构建简图[27] 

Fig. 2  Schematic representation of the constructions 
with one copy of VPgs[27]. 

功，然后对其毒力、复制能力以及各项生物学特

性进行了检测，最后与亲本病毒进行比较，发现

重组病毒的各项生物指标与亲本病毒基本保持

一致。2012年 Uddowla等[31]在研究 FMD负标记

疫苗的时候，对 FMDV 全长 cDNA 克隆进行了

多点突变和片段的缺失。其中包含在 3B2的部分

氨基酸进行缺失后替换，构建了多株重组病毒，

并且成功拯救出了构建的 FMDV。动物实验发现

构建的重组病毒并没有产生稳定的中和抗体，同

时诱导的抗体没有产生预期的交叉保护现象，但

不同毒株诱导的抗体可以区分。 

鉴于 3B 的特殊结构，这一区域一直是

FMDV反向遗传操作的区域。该区域作为 FMDV

载体的插入位点是值得深入研究的。作者所在团

队正在进行 3B 不同位置插入大片段基因的研

究，如果突破将进一步推进 FMDV 表达插入基

因大小的问题。 

6  展望 

FMDV 基因序列上存在多个位点可以稳定

表达插入的外源基因，在利用反向遗传学进行操

作时，病毒的可控性很高。FMDV感染细胞时细

胞病变快，复制滴度高，使得 FMDV 能够高效

表达外源基因。这两点说明 FMDV 具有病毒载

体的潜质。但 FMD作为病毒载体面临两个问题：

第一是毒株的安全性；第二是病毒能够表达外源

基因的大小。这两点限制了口蹄疫病毒作为病毒

载体的应用。 

FMDV容易变异，这对 FMD的防控十分不

利，所以要将 FMDV 作为载体，稳定的弱毒株

是关键。目前许多学者都在尝试将 FMDV弱化，

不仅能够作为载体，如果毒株稳定性强可以直接

制成弱毒苗疫苗。致弱的 FMDV 载体是未来研

究的一个热点方向。有研究通过对病毒基因组进

行改造在保证其活性的前提下降低其毒力，如 L

蛋白的 SAP 结构突变毒株，发现感染动物后无

临床症状也没有排毒带毒现象，并能产生有保护

性的抗体[3,32-33]。目前我们实验室利用反向遗传

技术已经成功构建了病毒滴度高、抗原匹配性

好、免疫保护力强的疫苗株[34]。目前现阶段有关

FMDV表达外源基因的报道大都是小片段标记。

Seago 等[18]的研究为 FMDV 表达大的外源片段

方面带来了新的突破，但现阶段关于 FMDV 作

为载体插入大片段仍不成熟，尚不能在技术水平

达到其他病毒载体的水平 (如：如腺病毒、杆状

病毒和痘病毒等)。因此 FMDV 基因组承载外源

片段的能力也是 FMDV研究的又一重点。 

国内外一直致力于 FMDV 的研究，旨在有

效控制 FMD 的流行。通过引入外源基因对

FMDV进行改造可以解决很多现阶段 FMD防控

的问题。如：我国控制 FMD 的主要手段是通过
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免疫灭活疫苗，由于在实际防控中 FMD 疫苗的

多次免疫会造成感染抗体与疫苗免疫抗体难以

区分的问题。我们在 FMDV 基因组引入标记，

然后配套相关标记检测试剂，在理论上是完全可

以鉴别野毒感染抗体和免疫抗体。未来可以在

FMDV中引入一些免疫因子的基因，如：树突状

刺激因子的基因，这能改善免疫原性提高免疫效

果。还借助 FMDV的复制滴度高，在 FMDV上

引入外源基因进行高效表达。在 FMD 疫苗株上

导入其他病原的主要抗原基因生产出双价苗，能

达到一苗防两病的效果，同时简化养殖场的免疫

程序。 

FMDV 插入外源基因的研究是十分具有潜

力的，无论是应用研究还是基础研究都能使用到

相关技术，这为 FMDV研究提供了一个新思路。 
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