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摘要：【目的】构建含有精氨酸I甘氨酸I天冬氨酸（RSE）受体结合位点口蹄疫病毒（JTEU）D>@=04’.426@<=4+,,3
株的全长感染性 BE/D 克隆。【方法】采用定点突变方法，构建 D>@=0 型 JTEU 含有预期突变的全长 BE/D 克

隆 8JTEUIRSE。8JTEUIRSE 重组质粒经 .(# - 线化后，与表达 F# R/D 聚合酶的真核质粒 8BE/DF#V 共转染

CWXI+0 细胞，进行 JTEUIRSE 病毒拯救。【结果】序列测定结果表明成功构建了 JTEU 含有 RSE 受体位点

的 D>@=04’.426@<=4+,,3 全长 BE/D 克隆。共转染试验获得拯救病毒，对拯救的病毒分别进行序列测定、间接

免疫荧光、电子显微镜观察和乳鼠致 病 性 分 析，表 明 成 功 拯 救 了 含 有 RSE 受 体 结 合 位 点 的 D>@=04’.426@<=4
+,,3 株 JTEU。【结论】该试验为进一步研究含有 RSE 和 REE 受体结合位点 + 个拯救病毒生物学特性的差

异奠定了基础。
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口 蹄 疫 病 毒（ J::7I=<YIT:(76 E@>G=>G U@;(>，

JTEU）是一个重要的动物病原，属于小 R/D 病毒科

（V@B:;<=Z@;@Y=G），口 蹄 疫 病 毒 属，主 要 感 染 猪、牛、羊

等主要畜种及其它家养和野生偶蹄动物，易感动物

多达 #, 余种。口蹄疫病毒颗粒包括衣壳和 R/D 两

部分，其中衣壳由结构蛋白 UV0、UV+、UV$ 和 UV! 各

1, 个分子 组 成。结 构 蛋 白 UV0 暴 露 在 病 毒 颗 粒 的

表面，含有一 个 高 度 易 变 的 SIW 环，该 环 上 不 仅 含

有病毒主要的抗原位点，而且含有一个高度保守的

RSE 基序［0I$］，该基序是病毒与细胞受体相结合起始

感染 的 关 键 位 点。JTEU 的 RSE 受 体 识 别 位 点 在

田间分离株中是高度保守的［!］，但在抗原压力 或 环

境选 择 压 力 下，包 括 细 胞 培 养 传 代，RSE 基 序 也 会

发生变化［3 % "］。如 JTEU 2I.&B0 株在细胞上连续传

代 0,, 次后，产生 RSS 代替 RSE 的突变株，该变异

株可以感染其亲本病毒不能感染的细胞，扩大了病

毒的宿 主 嗜 性［0,］。JTEU D+!2;( 在 牛 体 上 连 续 "
次传代后，产 生 0 株 含 有 .SE 受 体 结 合 位 点 变 异

株［00］，该变异 株 在 CWX 细 胞 上 形 成 浑 浊 的 噬 斑 表

型，并且仅利用!"#1 蛋白作为受体。但该变异株经

过在细胞上连续传代后，病毒回复了 RSE 受体结合

位点，在细 胞 形 成 清 晰 的 噬 斑，并 能 利 用!"#0、!"#$
和!"#1 作为受体，扩大了受体利用范围。本研究是

基于 含 有 RSE 受 体 位 点 的 JTEU D>@=04’.426@<=4
+,,3 田间分离株，经 CWX 细胞上连续传代后产生了

含有 REE 细胞结合位点的变异株，该变异株在细胞



上生长 良 好 无 法 与 与 亲 本 病 毒 区 别。 为 了 研 究

!"#$% 型 &’()*+,( 和 &’()*+(( - 株 人 工 拯 救 病

毒在生物学特性上的差异，本研究利用体外定点突

变技术成功构建了含有 +,( 受 体 位 点 的 全 长 感 染

性克隆，为这 - 种病毒的毒力及宿主嗜性的进一步

研究奠定了基础。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 质粒和细胞株：&’() !"#$%./0.12#3$.-445 株

全长感染性克隆的重组质粒 6&’()*!，为兰州兽医

研究所基因与分子标识组构建保存，789 细胞为本

实 验 室 保 存。 表 达 :; +<! 聚 合 酶 的 真 核 质 粒

6=(<!:;> 由英国伦敦大学 (? @ A$BCD" 惠赠。

! "! "# 工 具 酶 与 主 要 试 剂：限 制 性 内 切 酶、

>?#ED0:!+:’ 80 (<! >FCGED?$"D、H<:> 等 购 于

:$9$+$ 公 司；IJ#K12$3BD +! L#B2M3#3B 0#MD*(#?D=MDH
’JM$BD3D"#" 9#M 购于 0M?$B$BD3D 公司，>C$"E#H ’#H# 9#M
为 IN!,A< 产品；L#6FOD=M$E#3D:’-444 为 N3P#M?FBD3 产

品；Q6M#*’A’ N ’DH#JE 为 ,N71Q 产品。

! "# 引物设计

根据已 构 建 的 !"#$%./0.12#3$.-445 株 的 全 基 因

组序列（,D37$3K 登录号为 (I%5R5-;），设计 - 条 突

变 引 物：+,(MJ%：5S*,!!:11:1,1,,1,:,,:,!:1
::,11,11 *TS，+,(MJ-：5S*,,1,,1!!,!:1!11!1
,11,1,!,,!::1*TS由上海桑尼生物技术有限公司

合成。

! "$ 突变全长质粒的快速构建

以 提 取 的 全 长 质 粒 6&’()*! 为 模 板，用

IJ#K12$3BD +! L#B2M3#3B 0#MD*(#?D=MDH ’JM$BD3D"#" 9#M
配置 54!L 反应体系。5!L %4 U ?D$=M#F3 VJOOD?，%!L
H<:> E#W，% X5!L YJ#K"FCJM#F3 ?D$BD3M，%!L YJ#K"FCJM#F3
C#B2M3#3B A3ZGED，上 下 游 引 物 +,(MJ% 和 +,(MJ- 各

%!L（%44 3B.!L），6&’()*! 模板 4 X5!L（约 -5 3B），

补加无核酸酶的去离子水至 54!L。反应条件：[5\
- E#3，[5\ -4 "，R4\ %4 "，R]\ R E#3，-4 个 循 环，

R]\延伸 5 E#3。反应结束后，加入 -!L !"# N 酶，轻

混后 T;\作用 %4 E#3，反应液用琼脂糖凝胶电泳鉴

定大 小，鉴 定 正 确 后 转 化 ^L%4*,FCH 超 级 感 受 态。

过夜培养后，挑取单克隆接种于 5 EL L7 培养液中，

次日提取质粒，琼脂糖凝胶电泳、酶切鉴定及序列测

定。构建的阳性重组质粒命名为 6&’()*+,(。

! "% 质粒共转染

用 IN!,A< >C$"E#H ’#H# 9#M 制备纯化构建的重

组质 粒 6&’()*+,( 和 6=(<!:;>。 质 粒 6&’()*
+,( 用 $%&"线 化 后，加 入 蛋 白 酶 9（ 终 浓 度 为

4 X-5!B.!L），T;\温育 T4 E#3 后，加入醋酸钠（终浓

度为 4 XT EFC.L）和 - 倍体积的无水乙醇，_ ;4\过夜

沉淀后离心，灭菌水溶解沉淀作为转染模板。单层

789*-% 细胞生长至 ;4‘ a ]4‘ 时用于转染。转染

时各取 -!B 线化的 6&’()*+,( 和 6=(<!:;> 质粒，

由 L#6FOD=M$E#3D:’ -444 介 导 转 染 789*-% 细 胞。 同

时设立脂质体对照和正常细胞对照。转染后 R 2 吸

去 细胞上清，加入 - EL 含 ]‘胎牛血清的 (’A’ 培

养基置 T;\ 1Q- 培养箱继续培养，;- 2 后收获细胞，

反复冻融 T 次后连续在 789*-% 上传代，至出现典型

细胞病变（1>A），收集病毒样品 _ ;4\保存备用。

! "& ’()*+,-) 拯救病毒的鉴定

! "& "! +:*>1+ 检测病毒基因组：按 +<D$"G ’#3# 9#M
说明书，从第 - 代细胞毒中提取总 +<!，然后用 +:*
>1+ 方法扩增含有突变碱基的特 定 片 段，并 将 >1+
产物纯化后送上海桑尼生物技术公司测序。

! "& "# 间接免疫荧光检测病毒抗原：将转染的第 %
代细胞上清接种置有载玻片上的 789 细胞，-b 2 后

收取载有接种细胞的载玻片，按常规方法做间接免

疫荧光，一抗为 !"#$% 型 &’() 兔阳性血清，二抗为

加 &N:1 羊抗兔 NB,，同时设正常细胞对照。

! "& "$ 电镜检查：将收获的第 - 代 细 胞 毒 在 789*
-% 细 胞 中 大 量 扩 增 后，将 病 变 细 胞 和 培 养 液 共

-44 EL反复冻融 T 次后按常规方法加 7AN 灭活，灭

活的病毒液 b\ %%444 U B 离心 b4 E#3 除去细胞碎

片。然后再将收集的病毒上清于 b\ %T5444 U B 超

速离心 T 2，沉淀加 544!L <A: 缓冲液重悬，负染后

电镜观察。

! "& "% 乳鼠致病力试验：将第 - 代拯救 &’()*+,(
和 &’()*+(( 病毒分别用 >70 缓冲液 %4 倍系列稀

释，分别取 %4 _ 5 至 %4 _ ] %4 倍系列稀释的病毒液经皮

下接种 - 日龄乳鼠，每个稀释度接种 b 只，接种剂量

为 -44!L.只，连续观察 ; H。空白对照组 b 只乳鼠

只接种 >70 缓 冲 液，观 察 乳 鼠 死 亡 情 况 并 记 录，用

+D$H*’JD3=2 法计算 L(54 。

# 结果

# "! 体外突变扩增

以 提 取 的 重 组 质 粒 6&’()*! 为 模 板，用

IJ#K12$3BD +! L#B2DM3#3B 0#MD*(#?D=MDH ’JM$BD3D"#" 9#M
成功扩增出约 %- KV 的目的带，大小与预期相符（图

%）。

bb[ >#3B2J$ L# DM $C @ . ’(&) *+(,%-+%.%/+() 0+#+()（-44[）b[（;）



图 ! 定点突变 "#$ 结果

!"# $% &’( )*+,"-".)/"01 2345,/ 0- 4"/367"23./37 *5/)#3134"4 $ % 8 &’(

+2075./4 0- 9 8:!; /3*+,)/3；< 8 &’( +2075./4 0- %!; /3*+,)/3；=$ :996

%<999 >+ ?@A *)2B32 $

% &% 突变重组质粒的鉴定

提取的 +!=?C6(D? 质粒经 !"#"和 $%&7#酶

切得到与预期相符合的目的带（图 <）。序列测定结

果也说 明 成 功 构 建 了 !=?C A4")%EFGE’H"1)E<99: 株

含有 (D? 受体位点的全长克隆。

图 % 重组质粒 ’()*+,$-* 酶切电泳图

!"# $ < I731/"-".)/"01 0- 23.0*>"1)1/ +,)4*"7 +!=?C6(D? J"/H

234/2"./"01 31KL*3 7"#34/"01 $ % 8 MH3 +,)4*"7 +!=?C6(D? 7"#34/37 J"/H

!"# I；< 8 MH3 +,)4*"7 +!=?C6(D? 7"#34/37 J"/H $%&7#；=$ :996

%<999 >+ ?@A *)2B32 $

% &. 质粒共转染

线化 的 +!=?C6(D? 和 +.?@AMN& 质 粒 共 转 染

OPQ6<% 细胞 N< H 后，没有出现 ’&R。转染细胞裂解

上清传至第 < 代，:S H 后细胞出现典型 ’&R，细胞变

圆，成葡萄串状分布。对照组细胞生长良好。将出

现 ’&R 的细胞培养物连续传代，细胞病变出现的时

间缩短，病变更加典型（图 T）。

图 . ()*+,$-* 拯 救 毒 在 /01,%! 上 引 起 的 致 细 胞 病

变效应 #"2
!"# $T ’&R 0..52237 01 OPQ6<% .5,/523 "1-3./37 J"/H 234.537 !=?C6

(D? $（ A）：’&R 0..52237 01 OPQ6<% .5,/523 "1-3./37 J"/H 234.537

!=?C6(D?；（O）：@02*), .3,,（%99 U ）$

% &3 拯救病毒的鉴定

% &3 &! 拯救 !=?C6(D? 部分序列的测定：收集产生

病变的第 < 代细胞及其培养上清提取 (@A 进行 (M6
&’(，分别 用 特 定 引 物 扩 增 出 含 有 (D? 基 序 的 约

<V99 >+ 的片段，与预期大小一致。片段测序结果表

明拯 救 病 毒 含 有 (D? 受 体 识 别 基 序 ’DMDDMDAM
（图 V）。

% &3 &% 间接免疫荧光检测病毒抗原：将接种转染上

清 <V H 后的 OPQ6<% 的和 正 常 OPQ6<% 细 胞 用 免 疫

荧光染色，结果接种细胞在 <V H 后可见绿色特异性

荧光（图 :6A），而 正 常 对 照 细 胞 无 可 见 荧 光（图 :6
O），说明接种转染上清的细胞中有 !=?C 的蛋白存

在（图 :）。

% &3 &. 电 镜 观 察：电 镜 下 可 以 观 察 到 直 径 约 为

<: 1*、球形的 !=?C 病毒粒子，这与 !=?C 特有 的

形态结构一致（图 S）。

% &3 &3 乳 鼠 致 病 力 试 验：接 种 拯 救 !=?C6(D? 和

!=?C6(?? 的乳鼠在接种 TS H 后，高浓度接种乳鼠

有部 分 表 现 典 型 的 呼 吸 困 难、后 肢 麻 痹 等 症 状。

V< H后各有 一 只 接 种 乳 鼠 死 亡，对 照 乳 鼠 正 常。最
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图 ! 部分测序结果

!"# $% &’( )*+, +(-./, 01 -(2.(34( $ &’( 5*-( "3 506 7(30,(- ,’( -",(87"+(4,(7 9.,*#(3(-"- $（:）：&’( -(2.(34( 01

)!;<= ,(9)/*,(；（>）：&’( -(2.(34( 01 +(-4.-(7 ?"+.- $

图 " 拯救病毒感染 #$%&’( 细胞的免疫荧光检测

!"# $@ A7(3,"1"4*,"03 01 !;<= "3 "31(4,(7 >BC8DE 4(//- 5F "37"+(4, "99.301/.0+(-4(34(（DGG H ）$（:）：>BC8DE 4(//-

"31(4,(7 I",’ ,’( +(-4.(7 ?"+.-；（>）：J0+9*/ >BC8DE 4(//- $

图 ) 拯救病毒粒子的电镜观察

!"# $ K L/(4,+03 9"4+0#+*)’- 01 3(#*,"?(/F -,*"3(7 !;<= )*+,"4/(-（5*+ M

EGG 39）$

后根据统计结果，计算出拯救 !;<=8NO< 的 P<@G 为

EGK ，!;<=8N<< 的 P<@G 为 EGKQ@ ，二 者 在 致 病 力 上 存

在差异，但差异不显著。

* 讨论

本文采用体外定点突变方法，快速构建了口蹄

疫病毒含有 NO< 受 体 位 点 的 全 长 感 染 性 克 隆。该

方法是以待突变的质粒为模板，用含有突变碱基的

两条引物进行一次 RSN 扩增，扩增产物经甲基化酶

!"# A 处理后，直接转化感受态细胞，就可得到含有

预期突变的质粒。该方法与传统的重叠 RSN 相比，

不受待突变基因上突变点相对位置的影响，不需多

步扩增和多步克隆实验，大大减少了传统定点突变

的工作量，简化了实验操作步骤，提高了效率。

反向遗传操 作 技 术 就 是 通 过 构 建 动 物 NJ: 病

毒的感染性分子克隆，在 <J: 水平上对病毒基因组

进行定向修饰，如核苷酸序列的突变、缺失、插入等，

从而对 NJ: 病毒 的 致 病 机 理、病 毒 结 构 与 功 能、宿

主嗜性和 <J: 疫 苗 等 的 研 究 提 供 了 新 手 段。口 蹄

疫病毒为单 股 正 链 NJ: 病 毒，借 助 感 染 性 克 隆 技

术可在 <J: 水平上实现对该病毒基因组的人工操

作，然后通过拯救病毒的表型变化来判定这些基因

操作的效果，从而 可 对 拯 救 病 毒 毒 力、病 毒 的 宿 主

嗜性等进行研究。本试验旨在借助已建立的 !;<=
的反向遗传操作技术平台，即含有 N<< 受体识别位

点的 !;<= :-"*ETUVTS’"3*TDGG@ 的全长感染性克隆，

在 <J: 水平上对 N<< 基序内的其中一个碱基进行

突变（:8O），造 成 口 蹄 疫 病 毒 细 胞 识 别 位 点 的 变 化
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File: 0



（!""#!$"），从而通过这些受体位点不同的突变株

可能引起的抗原性的变化和细胞受体利用的多样性

来阐述这些突变株致病的分子机制。

口蹄疫病毒是 !%& 病毒，在病毒复制过程中具

有高的突变率，从而产生了复杂的准种。当外界条

件变化时，它会迅速的从准种种群中选择变异株来

适应新的环境。口 蹄 疫 病 毒 !$" 受 体 识 别 位 点 在

田间分离株中是高度保守的，但其他外界条件变化

时（如在 ’() 细胞上连续传代和动 物 上 感 染）会 产

生不同的抗原变异株，这些变异株包括在 !$" 基序

附近和内部氨基酸的替换。新突变株的产生可能引

起病毒结合受体的改变，最终导致宿主嗜性和病毒

毒力的变化。*+", 利用多种整联蛋白（!-".、!-"/、

!-"0 和!-"）作为受体［01 2 03］，但 *+", 在细胞上连续

传代后，衣壳表面的一些氨基酸发生变化，从而导致

突变株能 够 与 硫 酸 乙 酰 肝 素（(4）相 互 作 用 感 染 细

胞，使病毒 与 细 胞 结 合 的 受 体 发 生 变 化［0/ 2 05］，导 致

该突变株对牛的致病力减弱。*+", 6#4780 株在细

胞上连续传代，在病毒衣壳蛋白发生 / 个氨基酸替

换，这个变异株 对 ’() 细 胞 的 致 病 力 增 强，可 以 感

染 6(9 和 )#3/1 细胞［07 2 0:］，并且不再以整联蛋白和

(4 作 为 受 体。*+", &;<=0>?4>6@<A=>1BB3 株 经 细 胞

上连续传代后产生含有 !"" 受 体 识 别 位 点 的 突 变

株，为了 研 究 该 毒 株 在 衣 壳 蛋 白 内 氨 基 酸 的 替 换

（!""#!$"）所造成的基因工程病毒的毒力，宿主范

围和 受 体 的 应 用 的 差 异，本 研 究 以 自 主 构 建 的

*+", &;<=0>?4>6@<A=>1BB3 株 含 有 !"" 受 体 结 合 位

点的的全长 感 染 性 8"%& 克 隆 为 骨 架，成 功 构 建 了

含 有 !$" 受 体 识 别 位 点 的 *+", &;<=0>?4>6@<A=>
1BB3 株的全 长 质 粒 C*+",#!$"。线 化 的 重 组 质 粒

C*+",#!$" 与表达 D5!%& 聚合酶的质粒共转染得

到拯救病毒。拯救的病毒经序列测定、间接免疫荧

光、电子显微镜观察和乳鼠致病性分析，结果证实成

功构建了含有 !$" 受体识别位点的 *+", &;<=0>?4>
6@<A=>1BB3 株全长感染性克隆。该感染性克隆的成

功构建为进一步研究含有 !$" 和 !"" 受体位点的

1 个拯救病毒的生物学特性差异奠定了基础。
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