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摘　要：提取猪源ＦＭＤＶＣｈｉｎａ９９／Ｓ组织样品总ＲＮＡ，利用设计的引物对，分段进行扩增，获得覆盖全基因组的４

个重叠片段（Ａ、Ｂ、Ｃ和Ｅ），然后用犅狊犿ＢⅠ／犡犿犪Ⅰ、犡犿犪Ⅰ／犅犪犿ＨⅠ、犅犪犿ＨⅠ／犖狅狋Ⅰ、犎狆犪Ⅰ／犓狆狀Ⅰ分别双酶切

Ａ、Ｂ、Ｅ、Ｃ，并纯化回收，依次定向克隆到带有聚合酶Ⅰ的ｐＰⅠｃＤＮＡ３．１（＋）转录载体内，最终得到重组质粒ｐＰⅠ

ＦＭＤＶｃＤＮＡ３．１（＋）；然后对该质粒进行序列测定。结果表明，Ｃｈｉｎａ９９／Ｓ株基因组全基因组序列长８１１６ｎｔ（含

Ｐｏｌｙ（Ｃ）和Ｐｏｌｙ（Ａ）片段），其中５′ＮＣＲ长１０６４ｎｔ，蛋白编码区核苷酸序列为６３１８ｎｔ，编码１个由２１０６个氨基酸

组成的聚合蛋白，３′ＮＣＲ长９３ｎｔ，其后是含有３８个Ａ碱基的Ｐｏｌｙ（Ａ）尾。其中５′ＮＣＲ引入含４１个Ｃ的Ｐｏｌｙ（Ｃ）

片段。将ｐＰⅠＦＭＤＶｃＤＮＡ３．１（＋）用脂质体转染法导入ＢＨＫ２１细胞，传代培养，可以观察到典型的ＦＭＤＶ致细

胞病变效应。利用ＣＰＥ、电镜、动物试验、ＲＴＰＣＲ和序列测定进行检测，结果表明，从该系统中成功拯救出具有感

染性的猪源ＦＭＤＶＣｈｉｎａ９９／Ｓ株重组病毒。
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ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇｆｒａｇｍｅｎｔｓ（Ａ，Ｂ，ＣａｎｄＥ）ｗｅｒｅａｍｐｌｉｆｉｅｄ．ＴｈｅｐＰⅠｃＤＮＡ３．１（＋）ｖｅｃｔｏｒｗｉｔｈＲＮＡ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅⅠａｎｄＡ，Ｂ，Ｃ，Ｅｆｒａｇｍｅｎｔｓｗｅｒｅｄｉｇｅｓｔｅｄｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｓ

（Ａ（犅狊犿ＢⅠ／犡犿犪Ⅰ），Ｂ（犡犿犪Ⅰ／犅犪犿ＨⅠ），Ｃ（犎狆犪Ⅰ／犓狆狀Ⅰ），Ｅ（犅犪ｍＨⅠ／犖狅ｔⅠ）），ａｎｄ

ｔｈｅｎｌｉｇａｔｅｄｔｏｐｒｏｄｕｃｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｏｆｐＰⅠＦＭＤＶｃＤＮＡ３．１（＋）．Ｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｎｕｃｌｅｏ

ｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｇｅｎｏｍｅｏｆｓｗｉｎｅＦＭＤＶＣｈｉｎａ９９／Ｓｓｔｒａｉｎｉｓ８１１６ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｉｎ

ｌｅｎｇｔｈ（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇＰｏｌｙ（Ｃ）ａｎｄＰｏｌｙ（Ａ）ｔｒａｃｔｓ），ａｎｄｔｈｅｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ（ＯＲＦ，６３１８ｎｕｃｌｅｏ
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ｔｉｄｅｓｗｈｉｃｈｅｎｃｏｄｅ２１０６ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ）ｉｓｆｌａｎｋｅｄｂｙａ５′ｎｏｎｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎ（５′ＮＣＲ）ｏｆ１０６４ｎｕ

ｃｌｅｏｔｉｄｅｓ（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ４１ＣｒｅｓｉｄｕｅｓＰｏｌｙ（Ｃ）ｔｒａｃｔ）ａｎｄａ３′ＮＣＲｏｆ１３１ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｔｈｅ

Ｐｏｌｙ（Ａ）ｔａｉｌａｔｌｅａｓｔ３８Ａｒｅｓｉｄｕｅｓ）．ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｏｆｐＰⅠＦＭＤＶｃＤＮＡ３．１（＋）ｗａｓ

ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｉｎｔｏＢＨＫ２１ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｌｉｐｏｓｏｍｅａｎｄｔｙｐｉｃａｌＦＭＤＶｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅｏｂ

ｓｅｒｖｅｄｉｎｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅ．Ｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＣＰＥ，ａｎｉｍａｌｔｅｓｔ，ＲＴＰＣＲａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

ｖｅｒｉｆｉｅｄｔｈａｔＦＭＤＶＣｈｉｎａ９９／Ｓｗａｓｒｅｓｃｕｅｄ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ；ｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｃＤＮＡｃｌｏｎｅ；Ｐｏｌｙ（Ｃ）；ｒｅｖｅｒｓｅｇｅｎｅｔｉｃｓ

　　口蹄疫病毒（Ｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，

ＦＭＤＶ）属小ＲＮＡ病毒科（Ｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｉｄａｅ），口蹄疫

病毒属（Ａｐｈｔｈｏｖｉｒｕｓ），主要引起偶蹄兽发生口蹄疫

（ｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ，ＦＭＤ）。ＦＭＤ是一种烈

性传染病，国际兽疫组织（ＯＩＥ）一直将其列在“Ａ类

动物疫病名单”之首，我国将其列为一类传染病。

ＦＭＤＶ具有高度变异性，其基因组的变异往往影响

到病毒毒力、宿主嗜性以及抗原性等多方面的变

化［１］。ＦＭＤＶ有７个血清型、多种亚型以及“准

种”，因此造成多种变异株的存在，使ＦＭＤ广泛流

行，难以消灭［１２］。其中 Ｏ 型“泛亚（ＰａｎＡｓｉａ）系”

ＦＭＤ于１９９０年在印度暴发，随后迅速席卷了中东

和东欧，继续向东扩散，于１９９９年传入中国大陆，并

波及到中国台湾省、韩国、日本、蒙古和俄罗斯等，于

２０００年末在南非出现。２００１年传入英国，造成大约

１２３亿至１３８亿美元
［３４］的损失，这就是著名的２００１

年英国ＦＭＤ暴发事件，它将ＦＭＤ的暴发推向高

潮。随后它又传播到欧洲大陆［５］。经分析，１９９７年

中国台湾暴发的ＦＭＤ与１９９９年在中国大陆暴发

的ＦＭＤ有明显不同的表型，大陆毒株自然状态仅

感染牛羊，而１９９７年台湾毒株对猪表现高致病

性［６７］。为了从分子遗传学角度探讨这种宿主变异

和毒力变化的分子基础，作者从猪体内分离到１株

Ｏ型ＦＭＤＶ（命名为Ｃｈｉｎａ９９／Ｓ株），其在遗传地位

上与台湾猪源毒在一个进化支，作者拟用它来建立

ＦＭＤＶ的反向遗传操作系统。构建忠实性全长ｃＤ

ＮＡ是ＲＮＡ病毒反向遗传操作的前提，作者借助高

效转录系统［８］构建该毒株的全长ｃＤＮＡ克隆，并对

其进行感染性鉴定，从而为建立ＦＭＤＶ反向遗传操

作系统、研究ＦＭＤＶ致病机理、分子变异机制，以及

研制新型基因疫苗奠定物质基础。

１　材料与方法

１　材料

１．１．１　病毒株、载体和参考序列　猪源Ｏ型ＦＭ

ＤＶＣｈｉｎａ９９／Ｓ株由国家口蹄疫参考实验室采集并

保存。载体ｐＰⅠｃＤＮＡ３．１（＋）含有聚合酶Ⅰ（ｐｏｌｙ

ｍａｓｅ，ｐｏｌⅠ）启动子和终止子序列，为本课题组设

计构建。

　　 参考序列 ＡＪ５３９１３７、ＡＪ５３９１３８、ＡＪ５３９１３９、

ＤＱ４０４１７７、ＤＱ４０４１８０、ＡＹ５９３８３２、ＤＱ９８９３０６、

ＡＹ３９０４３２、 ＥＦ１４９００９、ＥＦ１４９０１０、ＡＦ５１１０３９、

ＡＹ３５９８５４、ＡＦ３０８１５７、ＡＹ５９３８３５、ＡＹ５９３８３３、

ＡＦ０２６１６８、ＥＦ１７５７３２、ＤＱ２４８８８８，均 引 自 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ。

１．１．２　酶和试剂　工具酶（限制性内切酶、Ｔ４连接

酶和ＤＮＡ聚合酶等）和ＲＮＡ提取试剂盒（Ｒｎａｅａｓｙ

ｍｉｎｉｋｉｔ），分别购自大连宝生物工程有限公司和

Ｑｉａｇｅｎ 公 司；ＳＭＡＲＴ
ＴＭ ｃＤＮＡ 末 端 快 速 扩 增

（ＲＡＣＥ）试剂盒和Ａｄｖａｎｔａｇｅ
ＴＭＰＣＲ扩增试剂盒，

均为Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司产品。大肠杆菌ＪＭ１０９购自

Ｐｒｏｍｅｇａ公司。ｐＭＤ１８Ｔ载体和大肠杆菌ＪＭ１０９

为宝生物大连有限公司产品。ＤＭＥＭ 和犊牛血清

分别为美国Ｇｉｂｃｏ公司和 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司产品；Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂盒为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司

产品。

１．１．３　引物设计与合成　根据口蹄疫参考序列

（ＤＱ２４８８８８）和ｐＰⅠｃＤＮＡ３．１（＋）多克隆位点，利

用ＤＮＡＳｔａｒ软件引物设计，组装含有全长ｃＤＮＡ

的重组质粒。全部引物均由宝生物工程大连有限公

司合成。具体引物如表１所示。

１．１．４　实验动物　３日龄乳鼠，由兰州兽医研究所

实验动物中心提供。

１２　方法

１．２．１　Ｏ型ＦＭＤＶＣｈｉｎａ９９／Ｓ株全长构建

１．２．１．１　病毒总ＲＮＡ的提取和ＲＴ：把保存的猪

源 Ｏ 型 ＦＭＤＶ Ｃｈｉｎａ９９／Ｓ株组织样品磨碎，按

Ｒｎａｅａｓｙｍｉｎｉ试剂盒说明书操作步骤提取总ＲＮＡ。

然后按转录试剂盒说明，分别以 Ａｌｏｗ、Ｂｌｏｗ、Ｃ

ｌｏｗ和Ｔｄ（ｔ）进行反转录，ＲＴ体系：总ＲＮＡ１０

４１２
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表１　扩增和构建犉犕犇犞犆犺犻狀犪９９／犛狊狋狉犪犻狀株全长犮犇犖犃所使用的引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉犮狅狀狊狋狉狌犮狋犻狀犵犪狀犱狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵狋犺犲犳狌犾犾犾犲狀犵狋犺犵犲狀狅犿犲狅犳犉犕犇犞犆犺犻狀犪９９／犛狊狋狉犪犻狀

引物Ｐｒｉｍｅｒ 序列 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ａｕｐ ５′ＣＡＡＴＣＧＴＣＴＣＴＧＧＡＴＴＴＧＡＡＡＧＧＧＧＧＣＧＣＴＡＧＧＧＴＣＴＣＡＴＣ３′

Ａｌｏｗ ５′ＡＡＴＧＧＡＴＣＣＡＣＣＣＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＴＧＡＡ３′

Ｂｕｐ ５′ＣＡＡＴＣＧＴＣＴＣＴＣＣＣＧＧＧＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＡＡＧＴＴ３′

Ｂｌｏｗ ５′ＡＧＣＣＣＣＧＣＧＧＡＴＣＣＣＴＧＧＴＣＴＴＴＣＣＡＧＧ３′

Ｃｕｐ ５′ＴＴＧＡＡＡＧＧＧＧＧＣＧＣＴＡＧＧＧＴＣＴＣＡ３′

Ｃｌｏｗ ５′ＡＣＧＧＣＧＴＧＣＡＡＡＧＧＡＧＡＧＧＡＴＡＧＣＣ３′

Ｅｕｐ ５′ＣＡＴＴＧＧＡＴＣＣＴＡＣＴＧＣＴＣＧＴＧＣＧＴＣＴＣＣＣＧＡＴＣＧＡＴＧＣ３′

Ｔｄ（ｔ） ５′ＧＴＣＧＡＣＣＴＣＣＧＡＡＧＴＴＧＧＧＧＧＧＧ（Ｔ）３′

Ｔｄ（Ｔ） ５′ＴＧＴＴＧＴＣＴＡＧＣＧＣＣＧＣＣＣＧＧＡＧＴＡＣＴＧＧＴＣＣＴＣＣＧＡＡＧＴＴＧＧＧＧＧ３′

μＬ，ｄＮＴＰｓ４μＬ，５×缓冲液４μＬ，Ａｌｏｗ 引物１

μＬ，ＡＭＶ逆转录酶１μＬ。４２℃反转录１ｈ，制备第

一链ｃＤＮＡ。

１．２．１．２　ＦＭＤＶ５′端基因的扩增：以 Ａｌｏｗ引物

反转录出的产物为模板，以Ａｌｏｗ和Ａｕｐ为上、下

游引物进行双循环ＰＣＲ
［９］，ＰＣＲ程序：９４℃预变性

２ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５６℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸

１ｍｉｎ，循环１０次；９４℃变性１ｍｉｎ，５７℃退火１

ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环２０次；最后７２℃延伸

１０ｍｉｎ。体系为５０μＬ。将扩增产物命名为Ａ。而

后以Ｂｕｐ和Ｂｌｏｗ为上、下游引物进行扩增，ＰＣＲ

程序为９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性４０ｓ，５０℃退

火４０ｓ，７２℃延伸３ｍｉｎ，３５个循环；最后７２℃延伸

２ｍｉｎ。扩增产物命名为Ｂ。

１．２．１．３　ＦＭＤＶ３′端基因的扩增：以Ｔｄ（ｔ）引物

反转录产物为模板，以Ｃｕｐ和Ｃｌｏｗ为上、下游引

物扩增，ＰＣＲ程序为９４℃预变性２ｍｉｎ，９４℃变性

１ｍｉｎ，５６℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，进行３５

个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物命名为

Ｃ。ＦＭＤＶ的３′末端采用３′ＲＡＣＥ原理进行扩增，

以Ｅｕｐ和Ｔｄ（ｔ）为引物，以该扩增产物的回收产

物为模板，用Ｅｕｐ和Ｔｄ（Ｔ）为引物，进行二次扩

增。扩增采用退火温度降落的双循环ＰＣＲ
［９］，ＰＣＲ

程序：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５８℃退

火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，循环１０次；然后９４℃变

性１ｍｉｎ，５７℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环２０

次；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。将扩增产物命名为Ｅ。

１．２．１．４　ＦＭＤＶ５′端基因的克隆：分别将Ａ、Ｂ进

行纯化回收，用犅狊犿ＢⅠ和犡犿犪Ⅰ酶切 Ａ和载体

ｐＰⅠｃＤＮＡ３．１（＋），然后定向克隆，得到的重组质粒

命名为ｐＰⅠＡｃＤＮＡ３．１（＋）；用犅犪犿ＨⅠ和犡犿犪Ⅰ

酶切Ｂ和质粒ｐＰⅠＡｃＤＮＡ３．１（＋），定向克隆得到

重组质粒，命名为ｐＰⅠＡＢｃＤＮＡ３．１（＋）。然后对其

进行ＰＣＲ、酶切鉴定和序列测定。

１．２．１．５　ＦＭＤＶ３′端基因的克隆：用犅犪犿ＨⅠ和

犖狅狋Ⅰ双酶切ｐＰⅠＡＢｃＤＮＡ３．１（＋）和Ｅ，纯化回收

并进行定向克隆，得到的阳性重组质粒命名为ｐＰⅠ

ＡＢＥｃＤＮＡ３．１（＋）；用 犎狆犪Ⅰ和 犓狆狀Ⅰ双酶切Ｃ

和ｐＰⅠＡＢＥｃＤＮＡ３．１（＋），纯化回收后连接，得到含

有ＦＭＤＶＣｈｉｎ９９／Ｓ全长ｃＤＮＡ 的质粒，命名为

ｐＰⅠＦＭＤＶｃＤＮＡ３．１（＋），全长ｃＤＮＡ分子构建的

技术路线见图１。

１．２．２　ＦＭＤＶＣｈｉｎａ９９／Ｓ株系统发生树分析　以

ｐＰⅠＦＭＤＶｃＤＮＡ３．１（＋）为模板，对 ＦＭＤＶＣｈｉ

ｎａ９９／Ｓ进行全基因组测序。将测序结果与参考序

列进行遗传进化分析，绘制系统发生树，分析Ｃｈｉ

ｎａ９９／Ｓ株与其他毒株的遗传进化关系及遗传位

置。

１．２．３　ｐＰⅠＦＭＤＶｃＤＮＡ３．１（＋）转染ＢＨＫ２１细

胞　在ＢＨＫ２１细胞生长至７０％～９０％单层时，用

ＯＰＴＩＭＥＭＩ培养基清洗细胞，在脂质体Ｌｉｐｆｅｃｔｉｏｎ

２０００的介导下将４μｇｐＰＦＭＤＶｃＤＮＡ３．１（＋）转染

ＢＨＫ２１，３７℃孵育４ｈ后用含有１０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ更换转染培养基。继续培养，观察细胞病变

出现情况，待细胞出现９０％左右病变时收获病毒。

冻融３次后再次接种ＢＨＫ２１细胞，直到病毒能稳

定产生细胞病变效应（ＣＰＥ），得到的病毒命名为

ｐＦＭＤＶ。

１．２．４　拯救病毒的鉴定

１．２．４．１　ＢＨＫ２１细胞病变效应（ＣＰＥ）：转染后４８

ｈ收集细胞，冻融３次后离心取上清，按１０％的比例

接种至８０％～９０％的正常ＢＨＫ单层细胞，观察其

５１２
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图１　全长犮犇犖犃构建示意

犉犻犵１　犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狆狉狅犮犲狊狊狅犳狋犺犲犳狌犾犾犾犲狀犵狋犺犮犇犖犃

细胞病变效应，如果第２代无ＣＰＥ，继续传代，直到

出现典型的ＣＰＥ。

１．２．４．２　动物试验：收集第５代的病变细胞液，冻

融３次，使病毒粒子充分释放，４℃５０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１０～１５ｍｉｎ，除去细胞碎片后，取上清皮下接

种３日龄乳鼠（０．２ｍＬ·只－１），同时设一组空白对

照（接种细胞培养液），观察乳鼠的发病情况。

１．２．４．３　ＲＴＰＣＲ法检测病毒基因组以及对遗传

标记的测定：收集出现细胞病变的培养液上清，反复

冻融３次，用ＲｎｅａｓｙｍｉｎｉＫｉｔ提取病毒ＲＮＡ，用Ｔ

ｄ（ｔ）引物反转录出ｃＤＮＡ第一链，然后用Ｔｄ（Ｔ）和

Ｅｕｐ引物进行ＰＣＲ，用来扩增ＦＭＤＶ的全基因组

３′端序列，并对扩增产物进行序列测定。

１．２．４．４　电镜观察病毒粒子：收集２００ｍＬ病毒

液，反复冻融３次，然后在病毒液中加入１‰ Ｔｒｉｔｏｎ

Ｘ１００室温震摇３０ｍｉｎ；４℃６０００ｒ·ｍｉｎ－１离心

４０ｍｉｎ；取上清液加入８％（ｗ／ｖ）ＰＥＧ６０００和４％

（ｗ／ｖ）ＮａＣｌ，充分搅拌６ｈ；４℃过夜；４℃７０００ｒ·

ｍｉｎ－１离心５０ｍｉｎ；弃上清，沉淀用ｐＨ７．６的ＮＥＴ

缓冲液（１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ，１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＥＤ

ＴＡ，５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ）悬浮至原体积１／５０，

充分匀浆后加２倍体积的三氯乙烯于密闭容器中强

烈震荡５ｍｉｎ使其乳化，然后４℃１００００ｒ·ｍｉｎ－１

离心２０ｍｉｎ；取上清，于４℃４５０００ｒ·ｍｉｎ－１超速

离心３ｈ；弃上清，沉淀用ＮＥＴ缓冲液悬浮，做常规

负染色，置 Ｈ７１００ＦＡ 电子显微镜下观察病毒粒

子。

２　结　果

２１　犗型犉犕犇犞犆犺犻狀犪９９／犛株全长构建

２．１．１　目的基因的扩增　应用所设计的４对特异

性引物，扩增出Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｅ预期基因片段，大小分别

约为３７０、６８０、７２００、１３６０ｂｐ（图２），与预期相符。

测序结果表明，所得到的序列为ＦＭＤＶＣｈｉｎａ９９／Ｓ

株基因。

２．１．２　全长ｃＤＮＡ的拼接及初步鉴定　以重组质

粒ｐＰⅠＦＭＤＶｃＤＮＡ３．１（＋）为模板，分别用引物对

（Ａｕｐ和Ａｌｏｗ）和（Ｂｕｐ和Ｔｄ（ｔ））进行ＰＣＲ，分

别得到３７０和７８００ｂｐ的片段；同时用犅犪犿ＨⅠ对

ｐＰⅠＦＭＤＶｃＤＮＡ３．１（＋）进 行 单 酶 切 鉴 定，用

犅狊犿ＢⅠ／犖狅狋Ⅰ对ｐＰⅠＦＭＤＶｃＤＮＡ３．１（＋）进行双

酶切鉴定，也得到了约８２００ｂｐ的片段（图３）；对

全长ｃＤＮＡ分子进行测序，结果表明，所得序列没

有致死性突变，读码框正确，符合深入研究的要求。

２２　犉犕犇犞犆犺犻狀犪９９／犛株的基因结构和系统进化

树分析结果

　　测序结果显示，序列含有各个基因结构，并且各

个基因的大小与已知相符（表２）。Ｃｈｉｎａ９９／Ｓ株全

基因组序列８１１６ｎｔ，５′ＮＣＲ１０６４ｎｔ，毒株蛋白编

码区核苷酸序列６３１８ｎｔ，编码１个２１０６个氨基酸

的聚合蛋白，３′ＮＣＲ９３ｎｔ，其后是含有３８个 Ａ碱

基的Ｐｏｌｙ（Ａ）尾。其中在５′端３７３处引入了４１个

Ｃ的Ｐｏｌｙ（Ｃ）序列。全序列分析，没有终止突变，开
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　２期 常艳燕等：猪源口蹄疫病毒Ｃｈｉｎａ９９／Ｓ株基因组全长ｃＤＮＡ的构建及其感染性鉴定

Ｍ１．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１．Ａ片段；２．Ｂ片段；３．Ｃ片段；４．Ｅ片段；Ｍ２．λＥｃｏＴ１４Ｉｄｉｇｅｓｔ

Ｍ１．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１．Ａｆｒａｇｍｅｎｔ；２．Ｂｆｒａｇｍｅｎｔ；３．Ｃｆｒａｇｍｅｎｔ；４．Ｅｆｒａｇｍｅｎｔ；Ｍ２．λＥｃｏＴ１４Ｉｄｉｇｅｓｔ

图２　犘犆犚扩增结果

犉犻犵２犜犺犲狉犲狊狌犾狋狅犳犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀

Ｍ１．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１．Ａｕｐ、Ａｌｏｗ鉴定ＰＣＲ；Ｍ２．λＥｃｏＴ１４Ｉｄｉｇｅｓｔ；２．Ｂｕｐ、Ｔｄ（ｔ）鉴定ＰＣＲ；３．

犅犪犿ＨⅠ对全长质粒单酶切鉴定结果；４．犅狊犿ＢⅠ和犖狅狋Ⅰ对全长质粒双酶切鉴定结果

Ｍ１．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１．Ａｕｐ，ＡｌｏｗｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＰＣＲ；Ｍ２．λＥｃｏＴ１４Ｉｄｉｇｅｓｔ；２．Ｂｕｐ，Ｔｄ（ｔ）ｉｄｅｎｔｉ

ｆｉｅｄＰＣＲ；３．Ｓｉｎｇｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｉｎｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｐｌａｓｍｉｄｂｙ犅犪犿ＨⅠ；４．Ｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｉｎｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈ

ｐｌａｓｍｉｄｂｙ犅狊犿ＢⅠａｎｄ犖狅狋Ⅰ

图３　狆犘Ⅰ犉犕犇犞犮犇犖犃３１（＋）的犘犆犚和酶切鉴定

犉犻犵３　犚犲狊狋狉犻犮狋犻狏犲犲狀狕狔犿犲犪狀犱犘犆犚犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狅犳狆犘Ⅰ犉犕犇犞犮犇犖犃３１（＋）

表２　犉犕犇犞犆犺犻狀犪９９／犛基因组结构

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犵犲狀狅犿犲狅狉犵犪狀犻狕犪狋犻狅狀狅犳犉犕犇犞犆犺犻狀犪９９／犛狊狋狉犪犻狀

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

核苷酸 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ １０６４ ６０３ ６３９ ６６０ ６５４ ２０７ ４８ ４６２ ９５４ ４２９ ２１３ ６３９ １４１３ １３１

氨基酸 Ａｍｉｎｏａｃｉｄ ２０１ ２１３ ２２０ ２１８ ６９ １６ １５４ ３１８ １４３ ７１ ２１３ ４７１

放阅读框能够被正确编码，符合深入做下游工作的

要求。

　　系统进化树分析结果显示，ＦＭＤＶＣｈｉｎａ９９／Ｓ

株与１９９７年中国台湾流行的猪源毒株关系较近，形

成同一进化分支。而泛亚系毒株形成另一个进化分

支（图４）。这２个进化分支的毒株与我国流行的Ｏ

型毒株关系较远（图４）。

２３　拯救病毒的鉴定

２．３．１　ＢＨＫ２１细胞的病变效应（ＣＰＥ）　将转染

后４８ｈ收集的细胞上清液连续传代，传至第３代

时，细胞出现圆缩、核致密化等细胞病变，而平行传

代的阴性对照细胞生长良好，说明所构建的全长

ｃＤＮＡ转录本具有感染性（图５Ａ、Ｂ）。
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图４　犉犕犇犞犆犺犻狀犪９９／犛全基因组系统发生树

犉犻犵４　犉犕犇犞犆犺犻狀犪９９／犛犳狌犾犾犵犲狀狅犿犻犮狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲

Ａ．转染后的ＢＨＫ２１细胞；Ｂ．正常的ＢＨＫ２１细胞

Ａ．ＢＨＫ２１ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅｐｌａｓｍｉｄ；Ｂ．ＮｏｒｍａｌＢＨＫ２１ｃｅｌｌｓ

图５　转染犅犎犓２１细胞所产生的犆犘犈　１００×

犉犻犵．５　犆犘犈狅狀犻狀犳犲犮狋犲犱犅犎犓２１犮犲犾犾狊　１００×

２．３．２　动物试验　皮下接种乳鼠，１８ｈ后开始发

病，症状不典型；２４ｈ后，乳鼠出现神经症状，表现

为运动不灵活，用镊子夹尾巴和四肢反应迟钝，叫声

嘶哑；４８ｈ乳鼠出现四肢僵直、呼吸困难等症状，７２

ｈ接种的乳鼠全部死亡，而对照组乳鼠健康，说明所

接种的细胞毒具有致病性。

２．３．３　ＲＴＰＣＲ法检测病毒基因组以及对遗传标

记的测定　从转染后第１代、第２代、第３代的病毒

液中提取总ＲＮＡ，用Ｔｄ（ｔ）反转录出ｃＤＮＡ第一

链，然后用Ｔｄ（Ｔ）和Ｅｕｐ引物进行ＰＣＲ，扩增产

物用琼脂糖凝胶电泳分析。结果表明所扩增的目的

产物与预期大小一致，扩增产物约１６００ｂｐ，说明培

养细胞中有ＦＭＤＶ。

２．３．４　电镜观察病毒粒子　将处理后的病毒液负

染后，置于电子显微镜下观察，看到直径为２０～２５

ｎｍ的ＦＭＤＶ病毒粒子（图６）。

３　讨　论

　　反向遗传学技术是研究ＲＮＡ病毒分子致病机

制的有效途径之一。其核心是将已构建好的全长

ｃＤＮＡ受控于ＲＮＡ聚合酶启动子和终止子之间，

然后通过体内／体外转录过程得到病毒ＲＮＡ，从而

导入到哺乳动物细胞或宿主体内，最终拯救到活病

毒。
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图６　电镜下犉犕犇病毒粒子　５００００×

犉犻犵．６　犈犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅狊犮狉狅狆犲狅犳犉犕犇犞狆犪狉狋犻

犮犾犲狊狊狋狉狌犮狋狌狉犲　５００００×

　　获得忠实性全长ｃＤＮＡ是制备感染性克隆转

录本的关键［１０］。ＦＭＤＶ５′ＮＣＲ具有一段特殊的

Ｐｏｌｙ（Ｃ）序列，其长度从１００到４２０个核苷酸不等，

其含有９０％以上的Ｃ碱基，掺有少量的Ａ和 Ｕ碱

基［１１］。该结构与病毒的感染性密切相关［１２１３］，它是

ＦＭＤＶ具有感染性的重要元件。为了成功构建忠

实性ＦＭＤＶ全长ｃＤＮＡ分子，笔者在利用高保真

ＤＮＡ聚合酶的基础上，采用ＰＣＲ扩增融合方法，将

Ｐｏｌｙ（Ｃ）分２部分直接在引物中合成，然后利用限

制性内切酶消化后连接，最后得到的全长ｃＤＮＡ克

隆中Ｐｏｌｙ（Ｃ）序列含有４１个Ｃ碱基。这足以满足

病毒拯救所要求的Ｐｏｌｙ（Ｃ）长度。而要保证病毒全

长ｃＤＮＡ转录本具有感染性，同时需要使其带有一

定数目的 Ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴
［１４］。Ｇｒｕｂｍａｎ等研究了

Ｐｏｌｙ（Ａ）对感染性的影响
［１５］，初步认为Ｐｏｌｙ（Ａ）的

长度应该满足一个最低阈值，必须具有１５～６０个Ａ

尾，多者达２３０个。但是在实验操作中，获得能够满

足感染性要求碱基长度的Ｐｏｌｙ（Ａ）并不容易。作者

通过ＤＮＡＳｔａｒ软件分析，综合考虑各方面因素
［１６］，

先锁定含有３８个Ｔ碱基的下游引物，按３′端ＰＣＲ

片段扩增程序，扩增出特异目的带，从而用扩增的方

法获得了３８个Ａ的ＦＭＤＶＰｏｌｙ（Ａ）尾，很好地满

足了病毒感染性对Ｐｏｌｙ（Ａ）碱基数的要求。

　　在获得忠实性病毒全长ｃＤＮＡ的基础上，利用

不同的转录系统制备病毒基因组ＲＮＡ来达到拯救

病毒的目的，需采用相对应的措施。作者采取聚合

酶Ⅰ转录系统进行病毒拯救。在该系统的应用中，

需要在病毒基因组５′端引入聚合酶Ⅰ启动子序列，

在３′端引入聚合酶Ⅰ终止子序列（以上均提前构建

于载体中）。ＲＮＡ 聚合酶Ⅰ系统的建立在拯救

ＲＮＡ病毒方面扮演着重要角色。首先，ＲＮＡ聚合

酶Ⅰ是细胞核内含量丰富的酶，它能转录出精确的

ｒＲＮＡ；其次，该酶能在特定的启动子和终止子序列

处启动／终止转录。在２００６年，郑海学等利用聚合

酶Ⅰ系统，首次成功拯救出ＳＶＤＶ
［１７］。同年，Ｆｌａｔｚ

等研究表明聚合酶Ⅰ适合拯救细胞质拯救的病毒，

并成功拯救出负链ＲＮＡ病毒（以ＬＣＭＶ为模型），

证明聚合酶Ⅰ能够转录大约７．６ｋｂ的基因
［１８］。而

ＦＭＤＶ的基因组约８．２ｋｂ，且含有Ｐｏｌｙ（Ｃ）片段，

因此聚合酶Ⅰ对ＦＭＤＶ基因的成功转录首次证明

聚合酶Ⅰ有转录８．２ｋｂ基因（内含４１个Ｃ碱基的

Ｐｏｌｙ（Ｃ）片段）的能力。

　　由于反向遗传学技术使病毒全基因组从ＲＮＡ

经历了ＤＮＡ阶段，从而可以达到从ＤＮＡ水平上进

行体外操作（突变、缺失、插入和替换等）的目的，有

助于研究ＲＮＡ病毒介导的复杂感染过程，成为病

毒分子生物学及应用研究极为有价值的工具。将为

研究ＦＭＤＶ功能基因组学、致病和变异的分子机制

提供一个操作平台，为研制嵌合病毒、基因缺失疫苗

和标记疫苗奠定坚实的基础。
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动物疫情快递

尼泊尔发生高致病性禽流感

２００９年１月１６日，尼泊尔ＭａｉｎａｌｉＰｕｒｕｓｈｏｔｔａｍＰｒａｓａｄ博士向ＯＩＥ通报了高致病性禽流感疫情。疫情

始于２００９年１月８日，于１月１６日确诊。此次疫情是临床发病，病原是 Ｈ５Ｎ１高致病性禽流感病毒，依靠

实验室检测作出诊断，ＶＬＡＷｅｙｂｒｉｄｇｅ（ＯＩＥ参考实验室）的ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和中央疾病调查研究室（国家实

验室）的ＰＣＲ结果均为阳性。疫区位于梅吉大区Ｊｈａｐａ地区的ＮａｇａａｒＮａｇａｒｐａｌｉｋａ村，易感动物为后院家

禽，共涉及１３０００只，其中１４例病例全部死亡，未予销毁，将于１月１７日开始淘汰。感染来源尚不清楚。

尼泊尔采取的控制措施有检疫、国内限制移运、区域化和染疫场区消毒，并禁止免疫，未对动物进行治疗。即

将采取扑杀措施。尼泊尔上一次发生高致病性禽流感是１９９６年１２月。

意大利发生蓝舌病

２００９年１月１５日，意大利ＲｏｍａｎｏＭａｒａｂｅｌｌｉ博士向ＯＩＥ通报了蓝舌病疫情。疫情始于２００８年１２月

９日，于２００９年１月８日确诊。此次疫情不是临床发病，病原是蓝舌病病毒血清型８型，依靠实验室检测作

出诊断，系在监测活动中检出，实验动物疾病研究所（国家实验室）的血清中和试验和ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果均

为阳性。疫区位于皮埃蒙特省ＣＵＮＥＯ地区ＢＵＳＣＡ的养殖场，易感动物是牛，有１４５头易感牛，病例１３

例，未出现死亡，未予销毁。感染来源尚不清楚，可能来自媒介。意大利目前未采取控制措施，未禁止免疫，

未对动物进行治疗。意大利上一次发生蓝舌病是２００９年９月。
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