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摘  要：【目的】构建含有 EGFP 报告基因的口蹄疫病毒(FMDV)亚基因组复制子系统。【方法】

利用融合 PCR 方法，将 EGFP 报告基因替换 O 型 FMDV 全长 cDNA 克隆中的前导蛋白 Lb 和结

构蛋白 P1 基因，构建含有 EGFP 报告基因的 FMDV 亚基因组复制子 FMDV-EGFP。复制子质粒

连续转化、测序检验复制子载体的稳定性。Not I 线性化的复制子 FMDV-EGFP 用脂质体介导法

转染表达 T7 RNA 聚合酶的 BSR/T7 细胞后，不同时间段观察 EGFP 荧光表达情况。转染的细胞

用流式、间接免疫荧光、RT-PCR 和 Western blot 检测该复制子载体的自主复制能力和口蹄疫病

毒蛋白的表达情况。【结果】复制子质粒的连续转化及测序表明报告基因可以稳定存在。

FMDV-EGFP 复制子转染 BSR/T7 细胞 3 h 后在荧光显微镜下能够看到绿色荧光，EGFP 荧光信号

随着转染时间的延长逐渐增加，并且荧光信号可持续 6 d 以上。转染 24 h 后的细胞流式分析显示

转染的细胞中有 6.0%发出荧光，说明构建的复制子载体能够有效表达 EGFP 蛋白。另外，间接

免疫荧光、RT-PCR 和 Western blot 方法也检测到该复制子 RNA 在 BSR/T7 细胞中能够进行自主

复制，并且能够表达病毒的非结构蛋白。【结论】含有 EGFP 报告基因的 FMDV 亚基因组复制子

的成功构建为进一步研究病毒复制、翻译机制及筛选抗病毒药物等奠定了坚实的基础。 
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Abstract: [Objective] To construct sub-genomic replicon system of foot-and-mouth disease containing 
EGFP reporter gene. [Methods] Based on the infectious clone of serotype O FMDV, the subgenomic 
replicon FMDV-EGFP was constructed by replacing Lb and P1 gene of FMDV with EGFP reporter 
gene using fusion PCR method. The stability of replicon was detected by a series of transformation and 
sequencing. The replicon linearized with Not I was transfected into BSR/T7 cells expressing T7 RNA 
polymerase using liposome mediation. EGFP expression of different time of transfected cells was 
examined using fluorescence microscopy, the ability of self-replication and expression of protein of 
replicon were detected by flow analysis, immunofluorescence assay, RT-PCR and Western blot. 
[Results] The replicon vector was stable by a serious of transformation and sequencing. After 3 h 
transfection, the EGFP fluorescence could be obviously observed under the fluorescence microscope, 
the level of EGFP protein was increased gradually as transfection time went on. The result of flow 
cytometry analysis showed that 6.0% transfected cells were able to generate fluorescence, indicating 
the effective expression of EGFP protein of replicon vector. In addition, the results of 
immunofluorescence, RT-PCR and Western blot assay demonstrated that the replicon could 
autonomously replicate and express non-structural protein of FMDV. [Conclusion] The construction of 
sub-genomic replicon of FMDV expressing EGFP reporter gene provides a foundation to study viral 
replication and translation mechanism and antiviral drugs. 

Keywords: EGFP, FMDV, Replicon 

口蹄疫(Foot-and-mouth disease，FMD)是猪、

牛、羊等主要家畜和其它家养、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

速度快，发病率高，曾多次在世界范围内发生流行

性暴发，给发病地区的政治、经济造成巨大损失。

因此，世界动物卫生组织(OIE)将其列为必报疫病，

我国将其规定为一类动物传染病。 

FMD 的病原为口蹄疫病毒 (Foot-and-mouth 

disease virus ， FMDV) ，属于小 RNA 病毒科

(Picornaviridae)，口蹄疫病毒属(Aphthovirus)。病毒

基因组约含有 8 500 个核苷酸，由 5′和 3′非编码区

及中间的单一的开放阅读框组成。开放阅读框编码

一个多聚蛋白，该蛋白最终被成熟裂解为 4 种结构

蛋白(VP4、VP2、VP3 和 VP1)和 10 种非结构蛋白

(L、2A、2B、2C、3A、3B1–3、3C 和 3D)。其中，

由 60 个分子构成的结构蛋白聚合成病毒的衣壳，

非结构蛋白则参与调控病毒 RNA 的复制、多聚蛋

白的成熟裂解和宿主蛋白的合成等。 

RNA 复制子(Replicon)是一种源于病毒基因组

的能够自主复制的 RNA 载体，它具有自主复制、

功能蛋白的表达不受细胞影响、表达效率高、安全

性好等优点，近年来已被广泛应用于新型疫苗、导

向载体制备、病毒复制与翻译、病毒致病研究以及

抗病毒药物筛选等方面的研究[1-4]。尽管 FMDV 基

因的非编码区和非结构蛋白中存在一些保守的序

列和二级结构参与病毒的复制和翻译的调控，但它
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们在病毒生活周期中确切的机制仍不完全清楚。鉴

于此，本研究在已经构建的 O 型 FMDV 全长感染

性 cDNA 克隆的基础上，采用融合 PCR 的方法，

将 FMDV 中编码前导蛋白 Lb 和结构蛋白 P1 基因

用 EGFP 报告基因替换，构建含有 EGFP 的 FMDV

复制子 FMDV-EGFP，并验证该复制子载体的自主

复制能力和 FMDV 蛋白的表达情况。该复制子载体

的成功构建为深入研究 FMDV 的复制和翻译机制、

发展疫苗载体及筛选抗病毒药物等提供了有力的

工具。 

1  材料与方法 

1.1  质粒、细胞和主要试剂及仪器 

FMDV O/HN/93的全长质粒 pOZK-K1234和含

该病毒基因 1−5 340 nt 的 pOZK-K123 质粒为中国

农业科学院兰州兽医研究所宿主抗感染与免疫课

题组构建保存[5]。表达 T7 RNA 聚合酶的细胞系

BSR/T7 和 BHK-21 细胞也由中国农业科学院兰州

兽医研究所宿主抗感染与免疫课题组实验室保存。

3A24 单克隆抗体由实验室制备；FITC 荧光标记的

山羊抗鼠二抗 lgG，康为世纪公司；LipofectamineTM 

2000 和 DMEM 细胞培养液，Invitrogen 公司。CO2

恒温细胞培养箱，美国 Thermo 公司；PCR 仪，

Biometra 公司；荧光显微镜，德国 Leica 公司。 

1.2  引物 

根据 EGFP 基因和 O 型 FMDV O/HN/93 株全

基因组序列设计引物(表 1)，并由上海桑尼生物技术

有限公司合成。 

1.3  含有 EGFP 报告基因的亚基因组复制子的

构建 

以 pOZK-K123 质 粒 为 模 板 ， OZ586(+)/ 

OZLaEGFP(−)、OZEGFP2A(+)/OZ4817(−)为引物，

分别扩增 A (612 bp)、B (987 bp)片段。以 pEGFP-N1 

(Clontech) 质 粒 为 模 板 ， OZEGFP2A(+)/ 

OZEGFP2A(−)为引物，扩增 EGFP 基因(741 bp)。

以纯化的 A、B 和 EGFP 基因片段为模板，以

OZ586(+)/OZ4817(−)为引物融合扩增约 2 300 bp

的基因片段。该片段纯化后用 Xba I 和 Sac II 双酶

切后连入 pOZK-K123 质粒中，得到阳性质粒

pOZK-K123-EGFP。该半长质粒用 Spe I 和 Bgl II 双

酶切后连入 pOZK-K1234 中，得到全长质粒

FMDV-EGFP。最后用酶切鉴定和序列测定的方法

验证该全长质粒的正确性。构建示意图如图 1 所示。 

1.4  亚基因组复制子的稳定性分析 

为了检测 EGFP 报告基因在病毒亚基因组复制

子中的稳定性，将构建好的阳性质粒 FMDV-EGFP

在大肠杆菌 DH5α感受态细胞中连续传代，提取第

3、6、9 代质粒后用 RT-PCR 方法扩增 EGFP 报告

基因，送上海桑尼生物技术公司测序。 

1.5  转染 

将构建好的复制子质粒用 Not I 线性化后，用

LipofectamineTM 2000 介导转染生长至 70%−80%的

BSR/T7 细胞，同时设 pOZK-K123 质粒(该质粒中

不含 FMDV 3A、3B、3C、3D 和 3′UTR)为对照。

转染步骤按试剂盒操作手册进行，转染后 5 h 加入 

 

表 1  用于构建表达 EGFP 的 FMDV 复制子所用的引物 
Table 1  Primer used in the construction of FMDV replicon expressing EGFP  

Primer Sequence (5′→3′) 

OZ586(+) ACGGTCTAAGCAGGTTTCCA 

OZLaEGFP(−) TCCTCGCCCTTGCTCACCATTTTCCCTTGTGTTCGTGACA 

OZLaEGFP(+) TGTCACGAACACAAGGGAAAATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 

OZEGFP2A(−) AGCTTGAGGAGGTCGAAGTTCTTGTACAGCTCGTCCATGC 

OZEGFP2A(+) GCATGGACGAGCTGTACAAGAACTTCGACCTCCTCAAGCT 

OZ4817(−) ATTGTAACCGTCGAAGTGGTCA 
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图 1  FMDV 亚基因组复制子的构建示意图 

Figure 1  Diagram of the construction of sub-genomic replicon of FMDV 

 
1 mL 含 8%胎牛血清的 DMEM 完全培养基，置 CO2

培养箱 37 °C 继续培养。细胞转染后 3、6、12 和

24 h 用倒置荧光显微镜观察，记录结果。同时，阳

性质粒转染细胞后记录绿色荧光持续的时间，以检

测绿色荧光蛋白在细胞中持续表达的时间。 

1.6  流式细胞检测 

将转染 24 h 的细胞收集，进行流式细胞检测，

比较复制子载体转染的细胞和对照质粒转染的细

胞的荧光强弱和产生荧光的细胞数量。 

1.7  正负链 RNA 检测 

收集转染 FMDV-EGFP 和 pOZK-K123 质粒

48 h 的 BSR/T7 细胞，提取总 RNA，经 DNase I 消

化后，用扩增 EGFP 的正向和反向引物进行

RT-PCR，检测正负链 RNA。负链 RNA 的检测步骤

为：以正向引物 OZLaEGFP(+)进行反转录得到扩增

模板，并以引物 OZLaEGFP(−)和 OZLaEGFP(+)进

行扩增；正链 RNA 的检测步骤为：以反向引物

OZLaEGFP(−)进行反转录，然后以 OZLaEGFP(−)

和 OZLaEGFP(+)进行 RT-PCR 扩增。 

1.8  间接免疫荧光试验(IFA) 

为进一步鉴定复制子转染细胞后能否表达病

毒特异性蛋白，24 h 时将转染复制子和对照质粒的

BSR/T7 细胞吸弃培养液按常规方法做间接免疫荧

光试验。一抗用 3A24，二抗用 FITC 标记的山羊抗

小鼠的 IgG，同时设正常细胞对照。 

1.9  Western blot 检测 

用 Western blot 的方法也可以检测 24 h 收集的

两种转染细胞样品中是否表达病毒的特异性蛋白，

实验中使用的一抗和二抗与 IFA 实验中的一致。 

2  结果与分析 

2.1  含有 EGFP 报告基因 FMDV 亚基因组复制

子酶切与测序鉴定 

将构建的含EGFP报告基因的FMDV亚基因组

复制子用 Nhe I 和 Hind III 进行酶切鉴定，结果切

出与预期相符的目的片段(图略)。酶切正确的质粒

经序列测定，结果也表明构建的复制子含预期的

基因。 

2.2  荧光显微镜观察 EGFP 蛋白表达 

BSR/T7 细胞转染后 3、6、12 和 24 h 置荧光显

微镜下观察，结果显示复制子转染的细胞 3 h 时即

出现绿色荧光，随着时间的延长(观察至 48 h)，发

出荧光的细胞明显增多，对照细胞中则无可见绿色

荧光(图 2)，证实了构建的 FMDV 复制子载体能够

有效表达外源蛋白 EGFP。 

2.3  亚基因组复制子的稳定性分析 

测序结果与已知的 EGFP 报告基因的序列对比

可知，第 3、6、9 代亚基因组复制子质粒中的报告 

 

 
 

图 2  表达 EGFP 的 BSR/T7 细胞的荧光检测 

Figure 2  Fluorescent detection of the BSR/T7 cells 
expressing EGFP 
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基因没有发生碱基突变、缺失或者插入(图略)，表

明报告基因可以在 FMDV 复制子载体中稳定存在。

通过荧光显微镜观察，转染细胞产生的绿色荧光可

以持续存在 6 d，表明在该转染体系中，瞬时表达

的绿色荧光蛋白能够可见地存在 6 d。 

2.4  流式细胞检测 

24 h 时，将转染 FMDV-EGFP 和 pOZK-K123

质粒的 BSR/T7 细胞进行流式检测(图 3)，结果显示

在质粒 FMDV-EGFP 转染的细胞中有 6.0%的细胞

发出荧光，对照质粒转染的细胞中有 0.1%的细胞发

出荧光(图 3)，表明 EGFP 获得了有效的表达。 

2.5  RT-PCR 鉴定 FMDV 复制子载体复制水平 

48 h 时，收集转染复制子和对照质粒的 BSR/T7

细胞后提取总 RNA，然后用扩增 EGFP 的正、负链

引物进行 RT-PCR，结果显示转染复制子细胞的

RNA 能扩增出与预期相符的 EGFP 的特定片段，而

转染对照质粒细胞的 RNA 未扩增出任何条带(图

4)。表明复制子转染 BSR/T7 细胞的总 RNA 中存在

EGFP 的正链和负链亚基因组 RNA，复制子

FMDV-EGFP 能够自我复制。 

2.6  IFA 检测 FMDV 非结构蛋白的表达 

FMDV-EGFP 和 pOZK-K123 质粒转染 BSR/T7

细胞 24 h 时，以 FMDV 3A 单抗 3A24 为一抗进行

IFA。结果表明转染 FMDV-EGFP 质粒的细胞在 24 h

时可看到明显的绿色荧光，而转染 pOZK-K123 质

粒的细胞则未出现可见的绿色荧光(图略)。说明所

构建的 FMDV 复制子 FMDV-EGFP 在 BSR/T7 细胞

中可以表达 FMDV 的非结构蛋白。 

2.7  Western blot检测FMDV非结构蛋白的表达 

转染 24 h 后，收集 FMDV-EGFP 和 pOZK-K123

质粒转染的 BSR/T7 细胞，裂解煮沸后进行蛋白电

泳。经过转膜、封闭以及一抗、二抗孵育后最终得

出了预期的蛋白条带(图 5)，表明了构建的复制子可

以在转染细胞中进行表达。 

3  结论与讨论 

近些年来，病毒复制子已经成国内外学者研究 
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图 3  质粒 FMDV-EGFP 转染 BSR/T7 后 24 h 的流式细

胞检测 
Figure 3  Detection of flow cytometry of the BSR/T7 cells 
transfected by plasmid FMDV-EGFP at 24 h 
post-transfection 
注：A：对照质粒转染的细胞(Q1+Q2=0.1%)；B：FMDV-EGFP

转染的细胞(Q1+Q2=6.0%). 

Note: A: Cells transfected by control plasmid (Q1+Q2=0.1%); B: 
Cells transfected by plasmid FMDV-EGFP (Q1+Q2=6.0%). 
 
的热点。目前，报道的已经构建成功的复制子有甲

病毒、小 RNA 病毒、黄病毒、冠状病毒、麻疹病

毒、流感病毒等 RNA 病毒的复制子。其中研究最

为成熟的是甲病毒复制子，其作为真核表达载体研

制成功，已经用于商业化生产。病毒复制子载体的

构建主要用于复制子疫苗和病毒基因组的结构和

功能的研究。如 Vander Veen 等[6]将猪流感病毒血凝

素 HA 基因插入复制缺陷型委内瑞拉马脑炎病毒 
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图 4  RT-PCR 检测 FMDV 亚基因组复制子在 BSR/77

细胞中的复制 

Figure 4  Detection of replication of sub-genomic replicon 

of FMDV in the BSR/T7 cells by RT-PCR 

注：1：DL12000 DNA marker；2，4：对照质粒转染细胞中 EGFP

的正、负链引物 RT-PCR；3，5：复制子转染细胞中 EGFP 的

正、负链引物 RT-PCR. 

Note: 1: DL12000 DNA marker; 2, 4: RT-PCR product of EGFP in 
the cells transfected by control plasmid; 3, 5: RT-PCR product of 
EGFP in the cells transfected by replicon plasmid. 
 
(VEEV)载体系统中，小鼠和猪的免疫结果表明高剂

量的该疫苗免疫动物后，不引起 VEEV 的散播，免

疫之后也没有出现毒力返强的现象。Ward 等[7]利用

昆津病毒(KUN)复制子表达由 7 个 HCV 的 CTL 抗

原表位和1个流感病毒的CTL抗原表位构成的多表

位的 RNA，证实了复制子疫苗能够使免疫小鼠产生

细胞介导的免疫反应。Liu 等[4]利用昆津病毒复制子

研究 NS2A 和 NS3 的功能，证实了 NS2A 在病毒组

装和 NS3 在 RNA 复制中的作用，确定了 2 个氨基 
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图 5  Western blot 检测 FMDV 非结构蛋白的表达 

Figure 5  Detection of non-structural protein expression in 

FMDV by Western blot 

注：1：对照质粒转染细胞的 WB；2：复制子转染细胞的 WB；

3：蛋白 Marker. 

Note: 1: WB of cells transfected by control plasmid; 2: WB of cells 
transfected by replicon plasmid; 3: Protein marker. 
 

酸的改变导致病毒的复制和包装受阻。Wang 等[8]

构建的兔出血性病毒(RHDV)复制子系统表明，

5′ NCR 和 VPg 可能在 RHDV 的复制和翻译中发挥

重要作用。 

2000 年，国外学者 McInerney 等[9]率先构建了

表达氯霉素乙酰转移酶(CAT)的 FMDV 复制子载体

系统。2014 年，国内外学者[10-11]又分别构建了表达

报告基因海肾萤光素酶(Rluc)和 EGFP 的 FMDV 亚

基因组复制子。他们的研究为 FMDV 新型疫苗、病

毒复制、以及抗病毒药物筛选等方面的研究奠定了

基础，但是构建出的复制子载体必须用 T7 RNA 聚

合酶体外转录 RNA，然后转染至特定细胞。这样的

操作具有所需试剂盒价格昂贵，操作繁琐，技术要

求高，而且 RNA 在体外易降解的缺点。因此本研

究在前期构建的携带 T7 启动子的 FMDV 的感染性

克隆的基础上改造复制子载体，然后将线化后的复

制子载体质粒直接转染稳定表达 T7 RNA 聚合酶的

细胞系 BSR/T7 细胞，通过 T7 启动子在宿主细胞内

启动载体的转录，从而高效稳定表达外源基因，即

操作方便，也大大提高了成功率和精确性。 

现如今，含有标签蛋白的蛋白重组表达技术已

经广泛应用于生物学各个领域，特别是体内功能研

究和蛋白质的大规模生产。在口蹄疫病毒的研究

中，通过构建融合有标签蛋白的重组质粒，可以深

入研究病毒的复制、翻译机制、发展疫苗载体以及

研制抗病毒药物等。本研究中使用的是 EGFP 标签，

该绿色荧光蛋白标签由 238 个氨基酸构成，相对原

子质量为 27 kD。由于不用破碎组织细胞和不加任

何底物，直接通过荧光显微镜就能在活细胞中观察

到 EGFP 标签蛋白发出的稳定的绿色荧光，从而实

时显示目的基因的表达情况，因此该标签蛋白被誉

为活细胞探针。本研究中选择报告基因 EGFP 替代

FMDV 的前导蛋白 Lb 和结构蛋白 P1 基因，而非选

择常用的萤火虫萤光素酶(LUC)基因或氯霉素乙酰

转移酶 (CAT)基因，就是考虑到载体的稳定性及克

隆操作的难易程度。 
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本研究在已经构建好的 FMDV 感染性克隆的

基础上，应用融合 PCR 方法，构建了表达 EGFP 的

FMDV 亚基因组复制子系统。实验证实该复制子系

统既能有效地在转染细胞中自主复制，又能表达插

入的外源蛋白和病毒的非结构蛋白。构建的 FMDV

亚基因组复制子可以用于以下领域的研究：(1) 

FMDV 复制和翻译调控机制研究：利用含有 EGFP

报告基因的体外复制子模型，构建非结构蛋白和非

编码区缺失突变体，可研究非结构蛋白和非编码区

中与复制和翻译相关的一系列作用元件和关键基

序；(2) 表达 EGFP 的 FMDV 复制子的进一步改进，

有可能作为复制子载体应用于复制子疫苗的研制；

(3) 通过进一步改造筛选可稳定表达复制子的细胞

系，构建基于 EGFP 报告基因复制子技术的抗病毒

药物筛选体系，可用于未来抗 FMDV 药物的筛选

研究。 
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