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摘  要：【目的】测定一株 A 型口蹄疫流行毒株的全基因组序列，并构建其全长感染性克隆。【方

法】参照已公布的 A 型口蹄疫病毒序列设计引物，将分离的口蹄疫病毒株 A/Sea-97/CHA/2014

全基因组分为 4 个重叠的片段进行 RT-PCR 扩增，并对其进行序列测定与分析。利用酶切连接

法将 4 个基因片段依次克隆至 pBlueScript SKhdv 载体中，构建该流行毒株的全长 cDNA 克隆

pQAHN。pQAHN 经 Not Ⅰ线性化后转染表达 T7 RNA 聚合酶的 BSR/T7 细胞，拯救病毒。【结

果】口蹄疫病毒全基因组序列测定结果表明该毒株基因组全长 8 171 bp [不包括 poly(C)区段和

poly(A)尾巴]，开放阅读框为 6 996 bp，编码 2 332 个氨基酸，5′和 3′非编码区分别为 1 091 bp

和 95 bp。VP1 系统发生树分析表明该毒株与 A/GDMM/CHA/2013 毒株亲缘关系最近，相似性

为 99.1%。线化全长质粒转染 BSR/T7 细胞 68 h 后可观察到典型的细胞病变。拯救病毒的间接免

疫荧光、RT-PCR 和序列测定结果表明成功拯救出了具有感染性的 FMDV。拯救病毒与亲本病毒

的噬斑表型及生长曲线试验表明二者具有相似的生长表型和增殖能力。【结论】该研究为我国口

蹄疫病原生态分布、分子流行病学调查以及 A 型 FMD 新型疫苗的研究提供了有益的材料。 

关键词：A 型口蹄疫病毒，全序列测定，全长感染性克隆 
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Abstract: [Objective] Sequencing and analysis complete genome of an epidemic foot-and-mouth 
disease virus of serotype A and construction of its full-length infectious cDNA clone. [Methods] The 
primers were designed according to the published genome sequence of type A FMDV and a total of 
four fragments covering the complete genome of A/Sea-97/CHA/2014 were subsequently PCR 
amplified and sequenced. The four fragments were cloned into pBlueScript SKhdv vector in turn 
with a single restriction sites to construct a full-length cDNA clone of A/Sea-97/CHA/2014 strain. 
The full-length plasmid linearized with Not  Ⅰ and transfected to BSR/T7 cells expressing T7 RNA 
polymerase to rescue the recombinant virus. [Results] The result of sequence analysis showed that 
FMDV A/Sea-97/CHA/2014 strain was 8 171 bp in length [except poly(C) and poly(A)], which 
contains a 5′-UTR with 1 091 bp, a 3′-UTR with 95 bp and a ORF encoding 2 332 amino acids with   
6 996 bp. The phylogenetic tree based on the nucleotide sequences of VP1 gene revealed that the 
A/Sea-97/CHA/2014 strain had a high sequence identity with A/GDMM/CHA/2013 strain (99.1%). 
The full-length plasmid transfected to BSR/T7 cells, apparent CPE were observed after 68 h 
incubation. The harvested virus was verified by IFA, RT-PCR and sequencing. The results indicated 
that infectious FMDV was successfully rescued in vivo. Plaque phenotype and growth curves tests of 
rescue virus and parental virus showed they have a similar growth phenotype and capacity of 
proliferation. [Conclusion] This study provided a useful material for studies of the FMD pathogen 
ecological distribution, molecular epidemiological as well as novel marker vaccines. 

Keywords: Serotype A foot-and-mouth disease virus, The complete genome sequence, Full-length 
infectious clone 

口蹄疫(Foot-and-mouth disease，FMD)是猪、

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，因此世界动物卫生组织(OIE)将其列为必报

疫病，我国规定为一类动物传染病[1]。该病的暴发

和流行将严重危害家畜的生产力和畜产品质量，影

响到一个国家的经济发展、国际贸易、社会稳定

和国际声誉，因此世界各国都十分重视对该病的

防控。 

FMD 的病原为口蹄疫病毒 (Foot-and-mouth 

disease virus，FMDV)，它属于小 RNA 病毒科

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

因组为单股正链 RNA，长约 8 500个核苷酸(bp)，

由 5′非编码区(Untranslated regions，UTR)和一个大

的开放阅读框(Open reading frame，ORF)及 3′-UTR 

3 部分组成[2]。开放阅读框编码一多聚蛋白，该蛋

白经多次裂解后可形成 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、3B2、3B3、3C和 3D)，结构蛋白组成病

毒衣壳，非结构蛋白与病毒复制有关[3]。FMDV存

在 7 个血清型(A、O、C、Asial、SAT1、SAT2 和

SAT3 型)，每个血清型又分为不同的亚型，型间无

交叉保护[4]。另外，FMDV 是 RNA 病毒，具有准

种特性，压力选择会导致病毒在毒力和抗原性方面
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极易发生变异[1]，尤其是结构蛋白 VP1 基因[5]。

FMDV的多型性和易变性给 FMD的防治带来了极

大的困难。 

我国是 FMD的重灾国，O型 FMD在我国流行

已久，且危害最为严重。但近几年来，A 型 FMD

在我国呈现出流行暴发。如 2009年在武汉、上海、

江苏、广西、贵州、山东、新疆等地先后暴发 A型

FMD。2013 年在广州、云南、青海、西藏和新疆     

5个省(自治区)发生 16起 A型 FMD疫情。此外，

2014年至今已报道有 8起 A型 FMD疫情。分子流

行病学分析结果表明，这些 A型 FMD疫情是由来

源于东南亚国家的 A/Sea-97毒株引起，除 2009年

是由 A/Sea-97 G1 分支毒引起外，其余主要由

A/Sea-97 G2分支毒引起[6]。田间流行情况和实验室

感染试验表明 A/Sea-97毒株主要感染牛，也可引起

猪发病，尤其是 A/Sea-97 G2分支毒对猪的致病性

更强，对畜牧业产生的危害更严重。这些 A型 FMD

的暴发不仅增加了我国 FMD 流行形势的复杂性，

更向我国 FMD 的防控工作提出了新的挑战。疫苗

免疫是当前防控口蹄疫最便利、最有效的手段，但

传统灭活疫苗在血清学上无法区分免疫动物与自

然感染动物这一弊端，严重阻碍了我国口蹄疫流行

病学调查及疫病净化。口蹄疫病毒反向遗传学的兴

起，对口蹄疫病毒的疫苗研究起了极大的推动作

用。利用该技术，人们在快速获得纯系病原体的同

时，还可按照自己的意愿改造病原体(如通过修饰或

缺失病毒复制非必需基因)，不但可发展具有鉴别诊

断能力的标记疫苗，而且可同时修饰抗原表位基

因，改善疫苗免疫力及拓展病毒抗原谱，从而更好

地用于疫病预防[7]。另外，面对当前 A型 FMDV的

变异，致使现用疫苗与流行毒株的抗原差异拉大，

已不能够对免疫动物提供完全的预防和保护，从技

术层面看，需筛选与当前流行毒株相匹配的疫苗候

选毒株。因此积极建立流行毒株反向遗传操作平台

及利用该平台进行具有鉴别诊断新型疫苗的研究

对我国口蹄疫的防控乃至净化意义深远。 

鉴于此，本研究对当前流行的一株 A 型  

FMDV A/Sea-97/CHA/2014株进行全序列测定和分

析，并在此基础上构建其全长克隆，通过体内转录

的方法拯救到了重组病毒。该 A型流行毒株感染性

克隆的成功构建为进一步发展具有鉴别诊断的新

型标记疫苗奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  病毒、细胞、菌株及参考序列 

口蹄疫病毒株 FMDV A/Sea-97/CHA/2014由本

实验室分离保存。BHK-21细胞、pBlueScript SKhdv

载体由本实验室保存。大肠杆菌 JM 109 感受态细

胞 购 自 宝 生 物 ( 大 连 ) 有 限 公 司 。

A/GDMM/CHA/2013等参考序列均引自 GenBank。 

1.2  主要试剂和仪器 

限制性内切酶、 Reverse Transcriptase XL 

(AMV)、Prime STARTM HS DNA Polymerase、

dNTPs、Recombinant RNase Inhibitor (RRI)、T4 DNA

连接酶、Triton-100、Agarose Gel DNA Purification 

Kit 均购自宝生物(大连)有限公司；DL10001 DNA 

marker购自 Generay Biotech公司；MEM、DMEM、

胎牛血清、蛋白酶 K、LipofectamineTM 2000 购自

Invitrogen公司；Easy Pure Plasmid Mini Prep Kit购

自 TransGen Biotech； RNeasy Mini Kit 购自

QIAGEN；FMDV A型兔阳性血清由本实验室提供；

FITC 标记的羊抗兔 IgG 二抗购自康为世纪公司。

VersaDoc凝胶成像系统、PCR仪购自Bio-Rad公司；

荧光显微镜购自德国 Lecia公司。 

1.3  引物设计 

根据已经公布的 A 型 FMDV 全基因组序列

(GenBank：KJ754939.1)，将 A/Sea-97/CHA/2014株

全基因组分为 4个重叠的片段，设计合成 4对寡核

苷酸引物，同时设计一对用于引入分子标签的引物

(E系列)，由上海桑尼有限公司合成(表 1)。 

1.4  A/Sea-97/CHA/2014 株基因组全序列的扩

增及序列分析 

按 RNeasy Mini Kit (QIAGEN)说明书操作提取 
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表 1  构建 A/Sea-97/CHA/2014 株全长 cDNA 克隆的

引物 
Table 1  Oligonucleotide primers used for construction 

of a full-length cDNA clone of FMDV 
A/Sea-97/CHA/2014 

引物名称 

Primers 

引物序列 

Sequences (5′→3′) 

长度

Sizes 
(bp) 

A1+ AGATGGCATGCTAATACGACTCACT
ATAGGGTTGAAAGGGGGCGCTAG
GGT 

51 

A1− GGGGGGGGGGGGGGGTGAAAGG
CGGGCT 

28 

A2+ CCCCCCCCCCCCCCCAAGTACTAC
CGTC 

28 

A2− TGTCACCCCTCTAGACCTGG 20 

A3+ GAGGACTTGTACAAACACGA 20 

A3− CCTCCTTAATGGAGTCGTGT 20 

A4+ GTTCAGGAGGTGATTGATCG 20 

A4− ATATGGCGGCCGCTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTTTTTTTTT 

46 

E+ TCAAGCCTGTGGGACCCACACAT
GTCATTG 

30 

E− CAATGACATGTGTGGGTCCCACA
GGCTTGA 

30 

注：+：正向引物，−：反向引物. 引物中的限制性内切酶位点

用下划线标出，T7启动子序列用斜体标出，突变碱基用双下划

线标出. 
Note: +: Represents the forward primer, −: Represents the reverse 
primer. The restriction sites were highlighted by underline. T7 
promoter sequence is italicized. The mutated nucleotides were 
shown in double line. 

 
口蹄疫病毒 A/Sea-97/CHA/2014株的总 RNA，分别

用 A2−，A3−和 A4−作为引物反转录合成 cDNA。

以反转录的 cDNA 为模板，用引物 A1+/A1−、

A2+/A2−、A3+/A3−和 A4+/A4−分别扩增 4个相互

重叠的 DNA片段 A1、A2、A3和 A4。凝胶纯化回

收 A1、A2、A3和 A4片段，置−20 °C备用。以回

收的 A1 和 A2 片段为模板，用引物 A1+/A2−进行

融合 PCR，得 A12片段。凝胶纯化回收 A12片段，

备用。将凝胶回收的 A12、A3、A4 片段送至上海

桑尼生物技术有限公司进行测序。利用 DNAStar

软件将测序结果进行拼接并推导其基因组组成。用

软件 MegAlign 比较分析 A/Sea-97/CHA/2014 株与

其他参考毒株的 VP1 基因序列，采用邻接法

(Neighbour-Joining，NJ)绘制系统发生树，分析该

流行毒株与其他参考毒株的遗传进化关系及遗传

位置。 

1.5  全长质粒构建及鉴定 

将片段 A12、A4分别用 Sph /Ⅰ Xba Ⅰ、Bgl /Ⅱ  

Not Ⅰ双酶切后连入经同样酶切过的 pBlueScript 

SKhdv载体，得到重组质粒 pSK-A12与 pSK-A4。

为了与亲本毒区分，利用融合 PCR对 A3片段引入

1个同义突变作为分子标记(将基因组第 3 040位 C

突变为 A)，将引入突变后的 A3 片段和重组质粒

pSK-A12分别用 Xba /Ⅰ Bgl Ⅱ双酶切消化后，纯化

回收相应的目的片段，连接、转化和筛选阳性克隆，

得到重组质粒 pSK-A123。最后用 Bgl /Ⅱ Not Ⅰ分

别消化重组质粒 pSK-A123和 pSK-A4，纯化回收相

应的目的片段，连接、转化和筛选阳性克隆，得到

含 FMDV A/Sea-97/CHA/2014株全长 cDNA的克隆

pQAHN。酶切鉴定全长质粒 pQAHN，并将鉴定正

确的全长质粒送至上海桑尼有限公司进行测序验

证。A/Sea-97/CHA/2014株基因组全长 cDNA克隆

的构建策略见图 1。 
 

 
 

图 1  FMDV A/Sea-97/CHA/2014 株全长 cDNA 克隆的构建策略 
Figure 1  Schematic diagram of the strategy for construction of FMDV A/Sea-97/CHA/2014 full-length cDNA clone 

 



袁子文等: 一株 A型口蹄疫流行毒株全序列的测定及其全长感染性克隆的构建 2023 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

1.6  病毒拯救 

按 EasyPure Plasmid Mini Prep Kit试剂盒说明

书操作，提取全长质粒 pQAHN，用限制性内切酶

Not Ⅰ将其线化后加入蛋白酶 K (终浓度为 0.25 g/L) 

37 °C温育 30 min后纯化回收，用紫外分光光度计

定量后作为转染样备用。当单层 BHK-21细胞生长

铺满至 70%−90%时，取 2 μg 转染样在 20 μL 

LipofectamineTM 2000的介导下进行转染，同时用等

量脂质体设空白对照。转染后 6 h弃去细胞上清液，

加入 2 mL含 8% 胎牛血清的 DMEM培养基，放置

5% CO2培养箱 37 °C继续培养 72 h后收获病毒。

反复冻融 3次后继续在 BHK-21细胞上传代，直到

病毒能够稳定产生致细胞病变效应 (Cytopathic 

effects ， CPE) 。 将 拯 救 出 的 病 毒 命 名 为

r-A/Sea-97/CHA/2014。 

1.7  拯救病毒的鉴定 

1.7.1  拯救病毒的遗传稳定性分析：将拯救的病毒

在 BHK-21细胞上连续传代，期间观察 CPE并记录

病变的时间，待病毒能够稳定传代后分别提取第 4、

8代病毒总 RNA，采用 RT-PCR方法扩增病毒含分

子标记的基因片段(A3片段)并测序，验证拯救病毒

的遗传稳定性。 

1.7.2  间接免疫荧光检测抗原：利用间接免疫荧光

检测感染的 BHK-21 细胞是否有 FMDV 蛋白的表

达，在生长有 BHK-21单层细胞的六孔板中分别接

种第 4 代的重组病毒和亲本病毒，同时设正常

BHK-21 细胞作为空白对照。5 h 后用 PBS 缓冲液

漂洗 3次，吸干残液后用 4%多聚甲醛固定，30 min

后用 PBS漂洗 3次，每次 5 min。吸干后加入含 0.2% 

Triton-100的 PBS通透 10 min，用 PBS漂洗 3次吸

干残液后滴加 FMDV A型兔阳性血清，置 37 °C恒

温箱中孵育 1 h 后再用 PBS 漂洗 4 次，吸干后加

FITC标记的羊抗兔 IgG，置37 °C恒温箱中孵育1 h。

用 PBS漂洗 4次后滴加甘油封片，用荧光显微镜观

察并拍照。 

1.8  蚀斑表型 

取等体积的第 4 代拯救病毒及亲本病毒做   

10 倍梯度稀释，取 10−1−10−6稀释度的病毒备用。

用 PBS洗涤预先在六孔板中培养的单层BHK-21细

胞，吸取不同稀释度的病毒接种于细胞上，每孔  

200 μL，将接种好病毒的六孔板置于 37 °C 5% CO2

的培养箱中培养，每隔 10 min摇动一次六孔板，1 h

后加入 2 mL Overlay培养液(2×MEM和 1.2%黄芪

胶溶液等体积混匀后加入胎牛血清使其终浓度为

10 mL/L)于5% CO2的培养箱中37 °C静置培养48 h

后弃去培养液，用 PBS洗涤 2−3次，加入预冷的固

定液(50%甲醛+50%丙酮)于−20 °C固定10−30 min，

用结晶紫(2 g/L)染色 30 min，用水冲洗后观察蚀斑

表型并拍照。 

1.9  拯救病毒的一步生长曲线 

取 106 个蚀斑形成单位(Plaque forming unit，

PFU)的第 4代拯救病毒及亲本病毒接种 BHK-21单

层细胞，将其置于 37 °C 5% CO2的培养箱中吸附  

1 h后用 PBS漂洗 3次，等量加入含 2%胎牛血清的

维持液培养，分别在 4、8、12、16、20、24 h后收

获病毒，用 Karber法计算每瓶的半数组织培养感染

量(50% Tissue culture infective dose，TCID50)，每个

时间点做 3个重复，绘制病毒的一步生长曲线，以

比较重组病毒与亲本病毒之间的动态生长特性。 

2  结果 

2.1  A/Sea-97/CHA/2014 株基因组全序列的

扩增 

提取 A/Sea-97/CHA/2014株的总 RNA，分别用

A2−，A3−和 A4−作为引物，反转录合成 cDNA 并

以之为模板，用引物 A1+/A1−、A2+/A2−、A3+/A3−

和 A4+/A4−分别扩增出了预期大小的 A1、A2、A3

和A4片段，以A1、A2片段为模板，用引物A1+/A2−

融合扩增出了 A12片段(图 2)。 

2.2  A/Sea-97/CHA/2014 株的基因结构及系统

进化树分析结果 

测序结果显示 A/Sea-97/CHA/2014株基因组全

长 8 171 bp [不包括 poly(C)序列及 Poly(A)尾巴]，

编码一个 2 332个氨基酸组成的多聚蛋白，其基因

组组成见表 2。 
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图 2  RT-PCR 扩增 A1、A2、A3、A4 片段及 A12 片段

的融合 PCR 
Figure 2  RT-PCR amplification of A1, A2, A3, A4 
fragments and Fusion PCR amplification A12 fragments 
注：1：DL10001 DNA marker；2：A1的 RT-PCR产物；3：A2

的 RT-PCR产物；4：A12的融合 PCR产物；5：A3的 RT-PCR

产物；6：A4的 RT-PCR产物. 
Note: 1: DL10001 DNA marker; 2: RT-PCR product of A1; 3: 
RT-PCR product of A2; 4: Fusion PCR products of A12; 5: 
RT-PCR product of A3; 6: RT-PCR product of A4. 
 

利用分子生物学软件 MegAlign 对比分析

A/Sea-97/CHA/2014株与其他A型 FMDV参考毒株

的VP1基因序列，并采用邻接法(Neighbour-Joining，

NJ)绘制系统进化树(图 3)。分析结果表明，该流行

毒株属于亚洲拓扑型(Asia toptype)东南亚 97 毒株

(Sea-97 strain)，其与 A/GDMM/CHA/2013 处于    

同一分支。核苷酸序列对比结果表明该流行     

毒株与 A/HUBWH/CHA/2009、A/LAO/1/2006、

A/LAO/6/2006 和 A/LAO/36/2003 毒株相似性在

90.6%−92.5%，与我国历史毒株 AF/72 相似性为

78.3%，与 2013 年流行毒株 A/GDMM/CHA/2013

相似性最高，高达 99.1%。 

2.3  全长质粒 pQAHN 的构建及鉴定 

将 A/Sea-97/CHA/2014株全基因分 4个相互重

叠的片段进行 RT-PCR扩增，然后将 4个片段依次

连接到 pBlueScript SKhdv载体上，得到含A/Sea-97/ 
 

表 2  FMDV A/Sea-97/CHA/2014 基因组结构 
Table 2  The genome organization of FMDV A/Sea-97/CHA/2014 

基因组 Genome 5′-UTR L VP4 VP2 VP3 VP1 2A 2B 2C 3A 3B 3C 3D 3′-UTR

核苷酸 Nucleotide 1 091 603 255 654 663 636 48 447 969 459 213 639 1 410 95 

氨基酸 Amino acid  201 85 218 221 212 16 149 323 153 71 213 470  

 

 
图 3  FMDV A/Sea-97/CHA/2014 及参考毒株 VP1 基因系统发生树 
Figure 3  FMDV A/Sea-97/CHA/2014 VP1 genomic phylogenetic tree 

注：括号内的数字为 GenBank序列号；标尺代表序列差异. 
Note: Numbers in parenthese represent the sequences’ accession number in GenBank; The scale bar represents sequence divergence. 
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图 4  重组质粒 pQAHN 的酶切鉴定 
Figure 4  Restriction endonuclease digestion of 
recombinant plasmid of pQAHN 
注：1：DL10001 DNA marker；2：SphⅠ/EcoRⅠ双酶切鉴定
pQAHN. 
Note: 1: DL10001 DNA marker; 2: SphⅠ/EcoRⅠdouble digestion 
of pQAHN. 

 
CHA/2014株基因组全长 cDNA的克隆 pQAHN。该

质粒用 SphⅠ和 EcoRⅠ酶切鉴定，结果得到与预期

大小相符的目的条带(图 4)。对酶切鉴定正确的全长

质粒 pQAHN 进行测序验证，测序结果显示在

pBlueScript SKhdv 质粒载体的 SphⅠ/NotⅠ位点间

成功插入了A/Sea-97/CHA/2014株的全基因组序列。 

2.4  病毒的拯救 

将经 NotⅠ线性化的全长质粒 pQAHN 转染

BSR/T7单层细胞68 h后可出现明显的致细胞病变：

病变的细胞变圆，呈葡萄串样。对照组细胞生长良

好，呈梭形，形态完整，轮廓清晰(图 5)。 

 
 

图 5  FMDV 拯救病毒感染 BHK-21 细胞的致细胞病变

效应 
Figure 5  Cytopathogenic effects of the recombinant 
viruses 
注：A：正常的 BHK-21细胞；B：拯救病毒感染 BHK-21细胞

的 CPE. 
Note: A: Normal BHK-21 cells; B: The CPE of recombinant virus. 

 
2.5  拯救病毒遗传稳定性分析 

将拯救病毒在 BHK-21上连续传代，细胞病变

时间逐渐缩短，病变更加典型，传至第 8代时病变

时间逐渐稳定，90%以上细胞病变时间为 12 h。分

别提取第 4、8代细胞毒，RT-PCR扩增含有分子标

记的 A3片段，测序分析表明分子标记稳定存在(图

略)，表明拯救到的病毒来自构建的感染性克隆，且

能够稳定遗传。 

2.6  间接免疫荧光检测抗原 

取第 4代重组病毒和亲本病毒接种 BHK-21细

胞，以正常 BHK-21细胞作为空白对照，分别对其

进行间接免疫荧光染色，以检测病毒蛋白的表达。

荧光显微镜下观察结果表明在接种亲本病毒及拯

救病毒的 BHK-21 细胞中有绿色荧光产生(图 6A、

B)，而作为空白对照的正常 BHK-21细胞中无特异

荧光产生(图 6C)。表明重组病毒感染的 BHK-21细

胞中有 FMDV蛋白的表达，同时也表明拯救出了具

有感染性的口蹄疫病毒。 
 

 
 

图 6  拯救感染 BHK-21 细胞的免疫荧光检测 
Figure 6  Identification of FMDV infected BHK-21 cells by indirect immunofluorescence assay 

注：A：亲本病毒感染的 BHK-21细胞；B：拯救病毒感染的 BHK-21细胞；C：正常 BHK-21细胞. 
Note: A: BHK-21 cells infected with the parental virus; B: BHK-21 cells infected with the rescued virus; C: Normal BHK-21 cells. 
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图 7  重组病毒与亲本病毒在 BHK-21 细胞上的蚀斑

表型 
Figure 7  Plaque phenotype of the recombinant viruses 
and the parental viruses in BHK-21 cells 
Note: A: A/Sea-97/CHA/2014; B: r-A/Sea-97/CHA/2014. 

 
2.7  蚀斑表型分析 

为了描述病毒的生长特性和复制能力，分别对

重组病毒和亲本病毒进行了蚀斑表型分析。蚀斑实

验表明，重组病毒和亲本病毒均可在 BHK-21细胞

上形成蚀斑，且蚀斑形态大小与亲本病毒相似(图

7)，表明二者具有相似的复制能力。 

2.8  拯救病毒的一步生长曲线 

为了进一步了解重组病毒的生长特性，分别取

同等剂量(106个PFU)的第 4代重组病毒及亲本病毒

接种于 BHK-21单层细胞，做病毒生长曲线分析(图

8)。结果表明，重组病毒与亲本毒株具有相似的复

制能力和增殖特性，均在感染后 16 h达到最高滴度。 

 
 

 
 
 

图 8  重组病毒与亲本病毒的生长曲线 
Figure 8  Growth curve of the recombinant viruses and the 
parental viruses 

3  讨论 

2009−2014 年，我国及周边国家相继发生了多

起 A型 FMD疫情，引起全球的广泛关注。从口蹄

疫病毒的遗传物质入手，明确变异与遗传衍化的关

系，才能深入了解 A型 FMD的疫情，分析疫源，

为我国口蹄疫病原生态分布、分子流行病学等的研

究提供材料[9]。鉴于此，本研究将实验室分离的   

一株 A 型口蹄疫流行毒株进行分段扩增和序列测

定分析。结果表明该毒株基因组全长 8 171 bp [不包

括 poly(C)区段和 poly(A)尾巴]，其中 5′-UTR 和

3′-UTR 分别为 1 091 bp 和 95 bp，蛋白编码区为    

6 996 bp。VP1序列分析表明，该毒株属于亚洲拓

扑型(Asia toptype)东南亚 97毒株(Sea-97 strain)，与

2013年流行毒株A/GDMM/CHA/2013相似性最高，

达 99.1%，属于遗传关系高度密切的同一基因亚型。

由此推测该毒株由 A/GDMM/CHA/2013 毒株衍化

而来。该 A型流行毒株全基因组序列的测定，为深

入分析和研究 FMDV的起源、分子演化，流行病学

追踪等提供了可靠的科学依据，同时也为进一步建

立该毒株的反向遗传奠定了基础。 

RNA 病毒反向遗传操作技术的不断发展，为

RNA 病毒基因组的结构与功能、RNA 病毒的基因

复制与表达调控机理、病毒的分子免疫机制以及新

型疫苗等的研究提供了新的思路和方法。近年来，

特别是在发展动物 RNA 病毒疫苗候选株上展现出

了巨大的潜力，如流感病毒疫苗的研发和应用便是

一个很好的例子[10-12]。我国于 2014年研发了 O 型

FMDV 3A 蛋白优势表位缺失的标记病毒，该病毒

制备的灭活疫苗免疫猪既能够完全保护野生病毒

的攻击，又能用配套的诊断方法与野生性病毒感染

的动物相区分[13]。但到目前为止，还没有关于 A型

FMDV标记疫苗的相关报道，因此为了给我国 A型

FMDV标记疫苗的研发奠定坚实的基础，本研究在

完成了流行毒株 A/Sea-97/CHA/2014全基因组序列

测定的基础上，利用其自身单一酶切位点将 PCR扩

增得到的 4个片段依次克隆至 pBlueScript SKhdv载

体中，构建了其感染性克隆 pQAHN。 
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实验中为了能快速、准确地完成构建并拯救出

FMDV，我们采取如下措施：(1) 使用高保真 Taq

酶分段扩增病毒全基因组，以保证序列的真实性；

(2) 在病毒基因组 5′端上游引入 T7 启动子核心序

列，并将其克隆入剔除了 T7 启动子的载体，在病

毒基因组 3′末端引入 NotⅠ限制性酶切位点，以确

保全长 cDNA能准确转录病毒 RNA；(3) 采用表达

T7 RNA 聚合酶的 BSR/T7 细胞系进行体内转录，

更加高效、简便地完成从病毒全长 cDNA到 FMDV

的拯救。(4) 在构建过程中通过点突变引入了分子

标记(基因组第 3 040位 C突变为 A)作为区分拯救

病毒与亲本病毒的有力证据。 

本研究测定了一株 A 型口蹄疫流行毒株的全

基因组序列，并构建了其基因组全长 cDNA克隆，

通过脂质体转染法将其导入 BSR/T7 细胞进行体内

转录，68 h后可观察到明显的 CPE。将收获的转染

细胞连续传代，仍可观察到明显的 CPE，而且出现

CPE的时间越来越短。对收获的病毒分别用间接免

疫荧光、RT-PCR 和序列测定进行分析，结果证实

构建的 FMDV 的全长 cDNA 克隆具有感染性。拯

救病毒与亲本病毒的蚀斑表型及生长曲线试验表

明二者具有相似的生长表型和增殖能力。该流行毒

株感染性克隆的成功构建为未来 A 型 FMDV 标记

疫苗的研发奠定了基础。 
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