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摘  要: 反向遗传学操作技术在口蹄疫病毒(FMDV)病原学基础研究领域的应用, 使得人们能够

在基因组整体水平上研究病毒基因的功能。得益于反向遗传学系统的不断完善和发展, 目前人们

对 FMDV 分子病原学也有了更加深入的认识和理解。本文结合实验室在 FMDV 反向遗传学方向

上所开展的探索性研究工作, 综述了国内外利用反向遗传学操作技术在研究 FMDV 分子致病机

制、病毒毒力与变异的关系、病毒复制的影响因素、新型 FMD 基因疫苗的研制等领域所取得的

进展, 展望 FMDV 反向遗传学研究新动向。 
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Abstract: Usage of reverse genetic techniques in the research area of the fundamental etiology of 
foot-and-mouth disease virus (FMDV), has resolved the issue about the function of viral gene of FMDV on 
genomic integer level. At present, a further recognition and apprehension for the molecular etiology of 
FMDV based on the development in reverse genetics was made. Combined with the research work in our 
labs, we reviewed international advances about the molecular pathogenic mechanism, the relationship be-
tween virulence and variation in the genomes, influencing factors for the viral replication, and the develop-
ment of new-type gene vaccine of FMD in this article, and propose the potential research aspects in reverse 
genetics of FMDV in the future. 
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1  口蹄疫与口蹄疫病毒 

口蹄疫(Foot-and-Mouth Disease, FMD)是由口
蹄疫病毒(Foot-and-Mouth Disease Virus, FMDV)引 

起的一种急性、热性、高度接触传染性的动物疫病。

感染对象是猪、牛、羊等主要畜种及其他家养和野

生偶蹄动物, 易感动物多达 70余种。该病虽然致死
率不高(<5%, 幼畜除外), 但可引起动物生产性能 
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下降, 会造成惨重的经济损失, 严重危害畜牧业乃

至整个国民经济的持续健康发展, 素有 “政治经济

病”之称。鉴于 FMD 可造成巨大经济损失和社会影

响, 世界动物卫生组织(OIE)将该病列入 OIE疾病名

录, 我国政府也将 FMD 排在 14 个一类动物传染病

的第一位[1]。 

FMDV隶属于小 RNA病毒科(Picornaviridae)口

蹄疫病毒属(Aphthovirus), 有 O、A、C、SATⅠ、SAT

Ⅱ、SATⅢ、AsiaⅠ等 7个血清型, 各型之间无交叉

免疫保护。病毒基因组为长度约为 8500个核苷酸的

单股正链 RNA, 主要分为 3 个部分：5′非翻译区

(5′-Untraslated Region, 5′-UTR; 包括 S、poly(C)、

PKs、CRE、IRES)、一个大的开放阅读框架(Open 

Reading Frame, ORF)、3′非翻译区 (3′-Untraslated 

Region, 3′-UTR)。FMDV 基因组无帽子结构, 而是

在其 5'端连接一种由病毒自身编码的 VPg 蛋白, 3′

端为一 poly(A)尾巴。ORF编码病毒多聚蛋白, 它们

依赖于自身编码的蛋白酶(L、2A、3C)及少数的宿主

因子, 经过 3 级裂解后, 形成 3~4 种病毒结构蛋白

(VP0或 VP4, VP2、VP3、VP1)和 8~9种非结构蛋白

(Lab, Lb、2A、2B、2C、3A、3B、3C和 3D)[2]。 

2  反向遗传学在口蹄疫病毒研究中的应用 

所谓反向遗传学(Reverse Genetics)是相对经典

遗传学而言的, 与经典遗传学从生物的表型、性状

到遗传物质来研究生命的发生与发展的思路相反 , 

反向遗传学则是直接从生物的遗传物质入手, 来阐

述生命发生的本质现象, 与之相关的各种技术统称

为反向遗传学技术(Reverse Genetic Techniques)。它

是通过构建 RNA 病毒的感染性分子克隆(包括感染

性 cDNA和感染性体外转录本), 按照人们的研究方

向和目的, 在DNA分子水平上对病毒基因组进行体

外操作, 即将病毒 RNA 反转录成 cDNA, 由含病毒

基因组 cDNA的质粒获取 RNA病毒, 观察其表型变

化, 从而研究病毒结构与功能。 

目前利用反向遗传学技术人们不仅成功获得了

FMDV 的感染性分子克隆, 而且应用该项技术在研

究 FMDV分子致病机制、病毒毒力与变异的关系、

病毒复制的影响因素、新型 FMD基因疫苗的研制等

领域也取得了令人瞩目的成就。现就 FMDV的反向

遗传学相关研究进展做如下概述。 

2.1  揭示 FMDV 的分子致病机制 
FMDV 与宿主细胞的吸附是病毒蛋白与细胞膜

表面特定蛋白(受体)特异性结合的过程, 它是病毒
穿入细胞致使细胞感染的先决条件。目前, 已鉴定
了两类 FMDV 受体, 即硫酸乙酰肝素(Heparan Sul-
fate, HS)粘蛋白和整联蛋白。FMDV 通过 HS 结合
可刺激机体免疫防御必需的树突细胞产生特异性免

疫反应[3]; 而整联蛋白主要识别 VP1 G-H 环上的精
氨酸-甘氨酸-天冬氨酸(Arg-Gly-Asp, RGD)基序, 在
FMDV感染的初始阶段, RGD通过与整联蛋白形成
稳定的复合体介导病毒与细胞受体结合[4]。1997年, 
Leippert 等在 O1K 株基因组全长 cDNA 分子 RGD
基序内部及其附近引入定点突变, 体外转录后转染
BHK-21 细胞, 结果发现在 RGD 基序内部发生定点
突变的体外转录本在转染细胞后, 不能产生感染性
病毒粒子, 而在 RGD 附近区段发生突变的转录本
RNA 则能够产生感染性病毒粒子; 他们还利用表达
田间分离株 P1 蛋白的 RNA 和在 RGD 基序内部发
生点突变的 RNA进行共转染试验, 结果产生出具有
感染性的病毒粒子, 从而也佐证了 FMDV RGD 基
序在病毒吸附过程中具有重要作用[5]。值得一提的

是, 最近南非学者发现一 SATⅠ型田间分离株在保
守的 G-H环的 RGD上游存在第 2个 RGD基序, 但
它并不具有作为 BHK-21 细胞的受体结合位点的 
功能[6]。刘在新发现 FMDV Akesu/58牛源分离株的
细胞受体结合位点为丝氨酸 -甘氨酸 -天冬氨酸
(Ser-Gly-Asp, SGD)基序[7]。有研究表明, RGD利用
αVβ1或 αVβ3整联蛋白与细胞受体结合, 这比 SGD
基序仅通过与 αVβ6 整联蛋白结合表现更高的毒 
力[8]。αVβ6在 FMDV病原学和流行病学中具有非常
重要的地位 , 它不仅存在于牛体由于自然感染
FMDV 而产生病变部位的上皮细胞中, 而且在气管
上皮细胞、口腔、胃肠道、肾脏、汗腺、毛囊鞘以

及蹄冠等部位都有表达, 因而就有可能因为病原的
粘附而导致疾病的发生[9]。 

2.2  阐明 FMDV 变异与毒力的关系 
1990年, Zibert等构建了第 1株 FMDV感染性

分子克隆, 并且通过实验提出, 要维持病毒的毒力, 
poly(C)区段的长度至少要保持 35 个 C 以上[10]。到

了 1993 年, Rieder 等 [11]构建了数个 A12 株全长
cDNA, 分别含有不同长度的 poly(C)(2、6、16、25、
35个C), 发现这些 cDNA转录本显示相似的感染性, 
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只含有 2个 C时, 也可以稳定地增殖, 但含有 6个 C
以上的病毒在细胞上生长速度则更快些, 并且能很
快达到类似于野毒的病毒滴度, 随着连续的传代后, 
发现 poly(C)序列长度也能够迅速延长, 恢复到类似
野毒的 poly(C)序列长度。将这些感染性 FMDV 接
种 7 日龄乳鼠, 发现含有短的 poly(C)(仅有 2 个 C)
的基因工程毒与含有较长 poly(C)(75-140 个 C)的病
毒以及野生型毒株(185个 C)在毒力上没有显著的差
异。本实验室构建的 OH/99 株感染性分子克隆
(poly(C)序列长度为 29个 C)具有与自然毒株相似的
感染性[12]。据此分析, poly(C)区段最小必需长度可
能与构建感染性分子克隆的策略有关。全长 cDNA
中非病毒基因组核苷酸序列的存在有可能影响病毒

的感染性 [13]。O1K 株的感染性分子克隆在插入

poly(C)区段时, 其上下游的非翻译区都引入了外源
核苷酸, 而 A12株及 OH/99株的感染性分子克隆则
是利用病毒基因组的自然酶切位点将合成的 poly(C) 
区段插入全长 cDNA 分子中的, 因此后者所构建的
感染性分子克隆的感染性要比前者更强。 

L 蛋白也是 FMDV 的一个主要的毒力相关因
子。FMDV L 蛋白是一种半胱氨酸蛋白酶, 以二聚
体形式存在, 其作用方式类似于木瓜蛋白酶, 酶活
性中心是 Cys51、His148和 Asp164。它能抑制 IFN-β 
mRNA 的产生和阻断宿主细胞的翻译, 限制宿主的
先天性免疫反应[14]。Leu143决定其分子内切割的特

异性[15]。体外试验研究表明 Lb(从第 2个 AUG开始

编码)是翻译的主要产物, 第 2 个起始密码子是产生
活病毒所必需的。缺失 Lb 基因的 cDNA 侵入细胞
后其功能由其它半胱氨酸蛋白酶来代替。但是缺失

包括第 1 个起始密码子在内的 Lab 基因所产生的活
病毒对细胞的致病性比野生病毒要低 , 这主要是
Lab 蛋白可以通过裂解 eIF4G 关闭宿主蛋白合成所
造成的; 而缺失包括第 2个起始密码子在内的 Lb基
因则不能产生活病毒[16]。 

1997年, Sa-carvalho等把 O1K株编码衣壳蛋白
的 cDNA序列插入 A12株的全长 cDNA分子中, 通
过不断增加衣壳蛋白基因的长度, 来分析嵌合病毒
在细胞中的生长情况及其毒力变化, 发现 FMDV 基
因组上第 2134(VP2)和 3056(VP3)位氨基酸是吸附
HS所必需的, 在体外通过与 HS结合选择出的 O型
FMDV 毒株对自然宿主致病性减弱 [17]。1998 年 , 

Baranowski 等用 C 型 FMDV 的衣壳蛋白基因替换
O1K株感染性分子克隆的衣壳蛋白基因构建了一种
嵌合病毒, 并用定点突变技术对其实施突变, 将嵌
合病毒在细胞培养物中连续传代, 表明组织适应性
病毒对 HS的亲和力提高, 但是在 CHO细胞中表达
高毒力的 FMDV, 并不需要结合在细胞表面的 HS。
缺乏粘多糖的 CHO 细胞所产生的病毒的毒力与野
生型 CHO细胞所产生的病毒的毒力相同甚至更高。
嵌合病毒中发生的一些氨基酸置换(VP3的第 173位
和 VP1的第 144位)与其对 HS的亲和力下降相关。
这些置换在 BHK-21 细胞中对病毒的毒力仅有微弱
影响, 但在CHO细胞中则可使病毒的感染性完全丧
失[18]。2003年, 我国学者赵启祖在 FMDV A12株感
染性分子克隆的基础上用 O/CHA/90 株的衣壳蛋白
编码基因替换 A12株的衣壳蛋白基因构建了嵌合病
毒。以之转染细胞并连续传代, 发现在二十面体病
毒粒子的五重轴附近的氨基酸决定了病毒的宿主范

围并且影响病毒在猪体内的致病性。这些氨基酸残

基包括位于第 108~174 位的芳香性氨基酸, 位于
VP1基因的第 83~172位的带正电荷的氨基酸。为了
探讨这些氨基酸是否参与了病毒非整联蛋白依赖性

的细胞结合活动, 将嵌合病毒VP1基因中的RGD基
序替换成 KGE序列, 通过细胞传代, 发现含有 KGE
序列的嵌合病毒在细胞培养物中的生长对 HS 不具
有依赖性, 将其中的一种嵌合病毒感染猪, 发现该
病毒表现微弱的致病性, 并能在猪体内维持 KGE序
列[19]。同年, Baranowski等将 FMDV裸 RNA直接注
射乳鼠也表现感染性, 有趣的是, VP1 衣壳蛋白中
L147P 突变导致该突变体转录本对 BHK-21 细胞不
表现感染性 [20]。有研究表明：在实验条件下 , 
O/TW/97株 FMDV在自然宿主猪体传代过程中发生
毒力致弱现象, 而 VP1 的氨基酸并未发生改变。这
一结果暗示在 FMDV 自然进化过程中, 病毒存在某
种必需的毒力恢复机制[21]。 

我国台湾省曾在 1997 年暴发 FMD, 该病毒分
离株只感染猪而不感染牛, 序列分析发现其 3A 蛋
白在第 93~102 位发生了 10 个氨基酸的缺失, 利用
反向遗传学技术证明这种缺失与病毒对牛的致病力

减弱有一定关系[22]。随后 Knowles等对该地区早期
(1970)的 O 型毒株序列的分析结果表明, 这些毒株
在 3A 基因上存在相同位置的缺失, 依据它们在牛
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源细胞上的生长特性, 推测 3A 基因上的核苷酸序
列缺失可能与这些病毒对猪源细胞的嗜性有关[23]。

Nunez等通过对 FMDV在对豚鼠适应过程中的遗传
变异分析表明, 在 3A 中的氨基酸取代：Q44R明显
使得 FMDV具有了对豚鼠的致病性。此研究的结果
暗示在 3A 蛋白上一个或少数几个氨基酸发生病毒
准种范畴内的替换, 就有可能导致病毒对新的动物
宿主的适应性[24]。最近韩国学者发现一株 3A 蛋白
完整的 FMDV 分离株(O/SKR/AS/2002)在猪体感染
试验中病毒表现出高毒力 ,  而对牛的致病性较 
弱[25]。这一结果提示我们, FMDV 宿主嗜性改变这
一现象的发生并非单独的 3A 蛋白缺失就能够解释
的, 而有可能是 FMDV基因组在其分子进化过程中, 
病毒准种特性赋予其多个基因联合作用的一个复杂

性问题[26]。 

2.3  探讨影响 FMDV 复制的因素 
FMDV RNA进入宿主细胞后, 首先利用细胞的

翻译起始因子和核糖体合成病毒蛋白。当病毒蛋白

合成到一定水平时, 启动 RNA 复制。在此过程中, 
病毒 RNA 编码的 L 蛋白主要负责关闭宿主细胞的
蛋白合成系统。2000年, McInerney等研究发现缺失
Lb 编码序列和 P1 94%的编码序列(衣壳蛋白前体)
对于病毒 RNA的复制没有明显的影响, 这说明 L蛋
白对于 FMDV 复制并非必需的。他们还发现, 在这
些 FMDV 感染的细胞中, 缺乏缺陷型粒子的产生, 
这主要是由于这些 FMDV 复制子的包装效率极 
低[27]。有研究发现将小 RNA 病毒的 2A 插入单一
ORF mRNA 中, 可导致核糖体发生跳跃, 形成连接

2A 上游和下游序列的两个蛋白[28]。而病毒非结构

蛋白 2B和 2C或者是 2BC前体能够抑制分泌蛋白由
内质网向高尔基体的运输, 影响诱导信号分子的分

泌并延迟宿主获得性免疫反应[14]。 

非结构蛋白 3A 在病毒复制过程中也具有非常
重要作用：在复制起始时与宿主细胞成分发生互作, 
并诱导细胞内膜增生, 这是病毒RNA复制的一个前
提条件, 并可作为宿主细胞受 RNA 病毒感染的标 
志[29]。Knowles等构建了含有缩短了 3A的 O/TW/97
株, 研究发现该突变株在牛细胞中仅能产生少量的
RNA, 而且这种病毒在 BHK-21细胞中 RNA的合成
量也有一定程度的减少, 即其 RNA 的复制能力减 
弱[23]。刘光清等对多株 FMDV全基因组序列的比较 

分析结果发现, 某些猪源嗜性毒 3A 缺失的同时在
其基因组的 PKs部位存在 42-44个核苷酸的缺失[30]; 
而且, 基于 VP1 基因所绘制的系统发生树也在提醒
我们, 三者在 FMDV 的分子进化过程中具有某种相
同的趋化进程。另外, FMDV的 3C蛋白(酶)在多聚
蛋白前体以及 RNA 复制过程中也扮演极其重要的
角色, 其活性中心为 Cys163、His46 和 Asp84[31]。

在病毒 RNA复制的起始阶段VPg发生尿苷酸化, 3C
蛋白的这些催化位点是必需的[32]; 而且, 3C 蛋白通
过剪切组蛋白 H3可能影响宿主细胞的转录[14]。 

2004 年, van Rensburg 等构建了 SAT2 疫苗株
ZIM/7/83 的基因组全长感染性分子克隆, 并利用盒
式交换策略构建 SAT2/A12 嵌合病毒 , 研究发现
ZIM/7/83的非结构蛋白与 A12的 5'-UTR不相容[33]。 

另外, FMDV的 3′-UTR也含有病毒复制所需要
的一些重要元件, 替换或缺失该区域都将使病毒复
制功能受到损害或丧失, 尤其一些关键核苷酸的点
突变会严重影响病毒生活周期的正常进行, 它与病
毒基因组的体外翻译效率有关。甚至某些药物如

2’-C-甲基胞苷亦可抑制 FMDV RNA的合成[34]。有

研究表明, 将 FMDV O1K株的 3′-UTR缺失 74个碱
基后, 并不能重新获得 FMDV, 同时用 SVDV 的
3′-UTR 替换 FMDV 3′-UTR 也不能得到嵌合病 
毒[35]。另外, 应用双顺反子进行表达研究发现, 含
有 3′端序列的 FMDV RNA与第 2个顺反子连接, 对
IRES介导的翻译有很强的刺激作用, 但对帽依赖性
翻译过程没有影响。值得一提的是, 对于 poly(A)和
3′-UTR 对 IRES 介导的翻译的影响似乎是两个独立
的事件, 因为 3′-UTR单独就可以提高 IRES的活性, 
在细胞中 Lb 蛋白酶诱导的宿主蛋白翻译关闭的条
件下, IRES的活性可以提高 6倍以上[36]。poly(A)在
病毒 RNA复制过程的重要作用体现在：该结构能够
结合 PABP(Poly(A)Binding Protein), 在没有其它病
毒或宿主蛋白存在的情况下, 有助于形成一座桥梁
与病毒基因的 5'端结合[37]。另外, 末端的 A 残基可
以作为模板与作为引物的 3B-pUpU杂交, 以合成病
毒的负链 RNA。 

2.4  研制新型 FMD 基因工程疫苗 
1995年, Mckenna等首先尝试 FMD感染性分子

克隆疫苗研究, 他们在 FMDV A12株感染性分子克
隆的基础上构建了缺失 RGD基序的 FMDV, 用其免 
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疫牛获得了较好的免疫效果[38]。两年后 Ward 等也

在感染性分子克隆的基础上构建了缺失细胞吸附位

点编码序列的基因工程毒, 将其导入实验动物体内, 

动物表现了较强的免疫应答, 所产生的中和抗体可

保护实验动物免受强毒的攻击[39]。同年, Leippert在

FMDV 基因组 RGD 基序内部及其附近设计点突变, 

致使病毒的致病性丧失, 接种动物后, 能激发免疫

反应, 但是并不能抵御第二轮感染的发生[5]。后来, 

Almeida 等人分别构建了一种缺失 L 蛋白酶编码序 

列的嵌合病毒和一种缺失了 RGD 基序的嵌合病毒, 
研究发现前一种嵌合病毒毒力偏弱, 但在猪体中仍
能检测出毒性, 而后者在猪体中没有毒性, 但接种
猪后, 并不能产生足够的免疫力对抗野毒感染[40]。

Chinsangaram 等人还利用基因工程技术, 将 FMDV 
A12 株感染性分子克隆的前导蛋白酶编码序列 L 基
因缺失后利用该病毒分别作为活疫苗和化学灭活苗

接种动物发现, 作为活苗接种后, 动物不表现临床
症状, 没有散毒的危险, 能刺激机体产生中和抗体, 
并能为动物提供部分免疫保护作用; 作为化学灭活
苗接种动物后 , 动物也能产生高水平的中和抗体 , 
抵御野毒的侵袭[41]。最近, Fowler 等以 A12-119 毒
株为模板, 以 O/C型的相应区段替换其 VP1 G-H环
制备标记疫苗, 利用嵌合病毒制备的灭活疫苗能够
对猪体产生完全保护, 在牛体接种疫苗后可诱导中
和抗体的产生, 并在免疫后 21 d仍可完全保护动物
免受病毒的攻击[42]。但是, 我们也获得了一株 RGD
基序发生突变的 FMDV田间分离毒的感染性分子克
隆, 该基因工程毒对 BHK-21 细胞和实验动物表现
很强的致病力。所以说, 当前利用反向遗传操作技
术制备 FMDV 基因工程疫苗仍然存在许多盲点, 距
离真正的临床应用还有很长的路要走。 

3  结语 

以上有关 FMDV反向遗传学的科研成果多为国
外科学工作者完成的, 而我国开展 FMDV 反向遗传
学的研究工作相对较晚。2001 年, 受国家重点基础
研究发展计划项目 (973)(G1999011901)资助 , 在项
目首席科学家谢庆阁研究员的指导下, 开启了国内
FMDV 反向遗传学研究的先河。2004 年, 刘光清等
利用反向遗传学操作技术成功构建国内第一例

FMDV感染性分子克隆[43]。目前, 在新“973项目”

(No. 2005CB23201)资助下, 启动了 A型和 AsiaⅠ型
反向遗传学研究工作, 现已完成对其代表性毒株之
一 Asia1/JS/CHA/2005全基因组序列的测定[44]。 

随着国内学者对该领域认知的不断深入, 并受
国外同行的启发[39], 我们也开始着手解决制约深入
开展 FMDV反向遗传学研究的“瓶颈”问题之一 —

转录系统。为了化解由全长 cDNA 到 RNA 这一转
录过程体外操作易形成不完全转录本、拯救效率低、

试验重复性差以及所获得的基因工程毒毒力偏低等

诸多缺点, 通过构建表达原核RNA聚合酶的真核细
胞系或是利用宿主细胞本身所具有的聚合酶系统 , 
可简化试验操作步骤, 实现体内转录并提高拯救效
率和 FMDV毒力, 为完善 FMDV反向遗传操作技术
平台奠定坚实的物质基础。2007 年, 郑海学等利用
鼠源聚合酶Ⅰ系统成功完成 FMDV 的体内拯救, 这
不仅证明了聚合酶Ⅰ可在细胞质中转录长度为 8.2 
kb的 FMDV全长 cDNA, 也标志着国内 FMDV反向
遗传学研究又上了一个新的台阶[45]。 

FMDV 反向遗传学的未来研究方向将主要包括

以下内容：①更加深入而全面地鉴定 FMDV基因组

所编码蛋白的结构和功能; 阐明遗传网络和蛋白质

作用路径的组织方式, 确定它们如何在病毒侵染宿

主细胞的过程中发挥作用提供一定物质基础。②寻

求对 FMDV 基因组的可遗传变异的详细理解, 进一

步探讨 FMDV的进化变异及其机制。③确定 FMDV

基因组中真正与病毒复制有关的基因和毒力相关基

因; 此项工作在未来应用研究战略方面, 对于研制

开发成熟而实用的新型 FMD 基因工程疫苗也有重

要意义。 
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