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共表达口蹄疫病毒衣壳前体蛋白 P1-2A 基因和 
蛋白酶 3C 基因牛肾细胞株的筛选及稳定性 

李炯，刘艳红*，刘湘涛，尚佑军，刘俊林，安芳兰，殷宏* 
(中国农业科学院兰州兽医研究所，家畜疫病病原生物学国家重点实验室，农业部畜禽病毒学重点开放实验室，  

国家口蹄疫参考实验室，兰州 730046) 

摘要：【目的】筛选稳定表达口蹄疫病毒衣壳蛋白的牛肾细胞（Madin-Darby bovine kidney，MDBK）

株。【方法】采用聚合酶链式反应（Polymerase chain reaction，PCR）方法从重组质粒 pMD-P1-2A

和 pMD-3C 中分别扩增口蹄疫病毒衣壳前体蛋白 P1-2A 基因和蛋白酶 3C 基因，将两基因依次插入

逆转录病毒载体 pBABE-puro。重组逆转录病毒载体 pBABE-puro/P1-2A-3C 和 pVSV-G 质粒载体用

脂质体介导共转染 GP2-293包装细胞。产生的重组逆转录病毒感染 MDBK细胞后使用嘌呤霉素筛选

抗性细胞。利用克隆环套取法得到单克隆细胞。经间接免疫荧光和酶联免疫吸附测定（Enzyme-linked 

immunosorbent assay，ELISA）方法检测MDBK细胞中衣壳蛋白的表达，并在电镜下观察口蹄疫病毒空衣

壳。【结果】成功筛选到稳定表达口蹄疫病毒衣壳蛋白的 MDBK 细胞株，衣壳前体蛋白 P1-2A 在蛋白酶

3C裂解作用下正确组装成空衣壳。【结论】该研究为口蹄疫亚单位疫苗的研制提供了实验材料。 
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口蹄疫（Foot-and-mouth disease,FMD）是猪、

牛、羊和野生偶蹄动物的一种急性、烈性传染病[1]。

该病传播速度快、感染率高，一旦爆发将给发病国家

和地区的畜牧业和进出口贸易造成巨大损失。疫苗注

射是控制该病的有效手段。传统的灭活疫苗在 FMD
的防控中发挥着主导作用，但其安全性存在一定缺

陷，因此研究更为安全、有效的新型疫苗迫在眉睫。

近年来基因工程疫苗的研究发展迅速，并逐渐成为

FMD疫苗研究的热点[2~6]。 
亚单位疫苗是基因工程疫苗的一种，由于其只含

有病原体的一部分，不会引起动物发病，安全性很高，

所以成为基因工程疫苗研究的热点之一 [6~8]。选择何

种病毒抗原及如何有效、持续性的获得抗原是疫苗研

究中首要解决的问题。口蹄疫病毒（Foot-and-mouth 

disease virus,FMDV）空衣壳由 VP0、VP1和 VP3各
60个拷贝组成，其不含病毒核酸，无感染能力。实验
表明空衣壳不仅能诱导机体产生免疫反应，而且能诱

导产生与全病毒相似的特异性中和抗体[9]，因此其成

为疫苗研究的候选抗原之一。逆转录病毒载体具有将

目的基因高效转染细胞，并稳定表达的优点[10]。如能

利用该载体转移 FMDV 抗原基因，并筛选到稳定表
达抗原基因的细胞株，就能解决疫苗研究中抗原持续

性获取的问题，这必将为成功研制口蹄疫亚单位疫苗

奠定良好的基础。 
最早 Cone[11]和 Karlsson[12]等用逆转录病毒载体

实现了人珠蛋白基因的正确表达，1990 年美国科研
人员使用逆转录病毒载体进行了第一例人类基因治疗

并取得成功[13]。在兽医领域科研人员已经使用该载体进
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行了禽流感、新城疫、马立克氏病、猪瘟、伪狂犬病、

猪水泡病等病原相关基因的表达研究[14~19]，但利用该载

体进行 FMDV抗原基因表达尚未见报道。 
本实验旨在利用逆转录病毒载体，将 FMDV 衣

壳前体蛋白 P1-2A基因和蛋白酶 3C基因转入 MDBK
细胞,筛选稳定表达 FMDV 衣壳蛋白的细胞株，希望
通过培养转基因细胞株来获得空衣壳，为进一步研制

口蹄疫亚单位疫苗提供材料。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要材料：A型 FMDV重组质粒 pMD-P1-2A、
pMD-3C、逆转录病毒载体 pBABE-puro、pVSV-G载
体、MDBK细胞、GP2-293包装细胞、JM109菌株均
为本实验室构建或保存；A 型 FMDV 阳性抗原由马
军武副研究员惠赠。 
1.1.2  主要试剂和仪器：工具酶购自美国 Promega
公司，质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒和基因组 DNA

提取试剂盒购自美国 OMEGA 公司，细胞培养基

DMEM 和胎牛血清购自美国 HyClone 公司，脂质体
Lipofectamine™2000 和 opti-MEM 培养基购自美国

Invitrogen公司,FITC-羊抗兔 IgG、HRP-兔抗豚鼠 IgG
购自美国 Sigma公司。其它试剂均为国产分析纯。PCR
仪为英国 Techne公司 TC312型 PCR仪，荧光显微镜
为日本 Olympus公司 BX51TF型显微镜，酶标仪为美
国 Bio-rad公司 680型酶标仪。 
1.1.3  引物：表 1为本研究中所用的引物。 

1.2  重组逆转录病毒载体 pBABE-puro/P1-2A-3C 的

构建[20] 
根据逆转录病毒载体 pBABE-puro的多克隆位点

及已知的 FMDV P1-2A、3C 基因的核苷酸序列，分

别设计引物，引物序列见表 1。该引物由大连宝生物

工程有限公司合成。 

用 P1-2A的上、下游引物，以重组质粒 pMD-P1-2A
为模板，扩增带有相应酶切位点的 P1-2A 基因；用 3C
的上、下游引物，以重组质粒 pMD-3C为模板，扩增带 

 

表 1  本文研究所用引物 
Table 1  The primer used in this study 

Primer Sequences(5′→3′) Product size/bp 
P1-2A Forward: CGCGGATCCBamH IGCCACCATGGkozakGCGCCGGACAATCCA 2361 

 Reverse: CCGGAATTCEcoR ICATGTCCTCCTGCATCTTGC  
3C Forward: CCGGAATTCEcoR IAGTGGTGCTCCGCCGACCGACT 639 

 Reverse: CCGGAATTCEcoR ICTCGTGATGAGGCTCGGGGTC  
VP1 Forward: CTGTTGAGAACTACGGTGGTG 582 

 Reverse: TCCGTTTGTGTCTGTCTTGCG                         
 

有相应酶切位点的 3C 基因。P1-2A 基因经过酶切纯化
后首先插入经 BamHⅠ和 EcoRⅠ酶切处理的 pBABE- 
puro载体，然后再将重组的 pBABE-puro-P1-2A质粒用
EcoRⅠ酶切，5′端去磷酸化处理后与 3C基因连接。用
该产物转化大肠杆菌 JM109，挑选单个菌落，提取质粒。
用酶切方法鉴定重组质粒，得到的阳性质粒命名为

pBABE-puro/P1- 2A-3C。 

1.3  假型逆转录病毒的包装 
利用脂质体介导法将重组的逆转录病毒载体

pBABE-puro/P1-2A-3C 和 pVSV-G 载体共转染 GP2- 
293包装细胞。转染前使 GP2-293包装细胞的生长密
度达到 1～2×106 细胞（培养皿直径为 60 mm）。具体
方法见美国 Clontech公司操作指南。 

1.4  假型逆转录病毒感染MDBK细胞及单克隆细胞的

筛选 
感染前 20 h将 MDBK细胞低密度传至 60 mm培

养皿中，重组病毒液中加入聚凝胺（Polyberne）使其

终浓度为 8 μg/mL。将上述病毒液 5 mL加到已弃去
原培养基的 MDBK细胞上，感染 4 h后去除病毒液，
加入含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基继续培养。待
细 胞 长 至 70%~80% 融 合 度 时 加 入 嘌 呤 霉 素      
（2.5 μg/mL）进行抗性筛选,每 24 h换液一次，连续
筛选 10∼14 d。同时设正常的 MDBK细胞作为阴性对
照。将筛选到的抗性细胞进行稀释传至新培养皿中，

每日观察细胞，待单克隆细胞长至一定数量后，用克

隆环套取后扩大培养。 

1.5  间接免疫荧光检测MDBK细胞中衣壳蛋白的表达 
在细胞培养皿中放置盖玻片，按常规方法培养

MDBK单克隆细胞。当细胞融合度达到 80%时，收集盖
玻片,具体方法参照文献[21]。同时设感染 pBABE-puro
病毒的 MDBK细胞作阴性对照。 

1.6  双抗体夹心 ELISA 检测 MDBK 细胞中衣壳蛋白

的表达 
取 1×108 单克隆细胞，PBS溶液漂洗 3次，4℃，
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1000×g离心 5 min。将细胞沉淀用细胞裂解液裂解，

离心后取上清。分别以 A 型 FMDV 阳性抗原、

pBABE-puro 病毒感染的 MDBK 细胞裂解物和正常

MDBK 细胞裂解物作为阳性和阴性对照,具体方法参

照文献[22]。 

1.7  细胞连续传代后衣壳蛋白基因的稳定整合及表达

检测 
由于 FMDV 衣壳蛋白是由 VP0、VP3、VP1 各

60 个拷贝组成，因此可根据扩增 VP1 片段来鉴定衣
壳蛋白基因在 MDBK 细胞中的稳定整合。扩增不同
代次 MDBK细胞基因组中整合的 VP1基因。 

从确定阳性细胞克隆之日起，每隔 3 d传一代，连
续传代至 35代。分别选取第 2代、第 5代、第 15代、
第 25代、第 35代细胞，收取细胞裂解物，用 ELISA方
法检测MDBK细胞中衣壳蛋白稳定表达，方法如上。 

1.8  病毒空衣壳的电镜观察 
收获 MDBK单克隆细胞，PBS溶液漂洗 3次后，

细胞沉淀用细胞裂解液裂解。离心得到的上清液浓缩

后用于电镜观察。 

2  结果 

2.1  重组逆转录病毒载体的构建 
重组质粒 pBABE-puro/P1-2A-3C 经酶切后的片

段与预期大小相符，说明含有衣壳前体蛋白基因

P1-2A 和蛋白酶 3C 基因的逆转录病毒表达载体

pBABE-puro/P1-2A-3C 构建成功。测序结果显示：

P1-2A-3C 片段长 3000 个核苷酸，编码 1000 个氨基

酸。分析测序结果 P1-2A-3C 的读码框正确，主要抗

原位点处的氨基酸未发生突变。 

2.2  表达 FMDV 衣壳蛋白的 MDBK 单克隆细胞筛选 
重组逆转录病毒感染 MDBK 细胞后，用嘌呤霉

素进行抗性细胞筛选。筛选 10−14 d后，非表达抗性

基因的细胞陆续死亡，而抗性细胞则能贴壁生长，并

有单个细胞集落长出。挑选生长状态良好的细胞克

隆，用克隆环套取后扩大培养。 

2.3  单克隆 MDBK 细胞中衣壳蛋白表达结果 
通过间接免疫荧光方法染色，在荧光显微镜下观

察。结果显示感染 pBABE-puro/P1-2A-3C 逆转录病

毒的 MDBK 细胞出现了特异荧光，而感染 pBABE- 

puro 逆转录病毒的 MDBK 细胞只有微弱的荧光背景

（图 1）。表明衣壳蛋白在 MDBK细胞中得到了表达。 

收获经感染和未感染的 MDBK细胞，用双抗体  

 
 

图 1  间接免疫荧光检测衣壳蛋白的表达(200×) 
Fig. 1  Detection of the capsid protein expression by indirect im-
munofluorescent assay(200×). A: 5th generation MDBK cells infected 
by pBABE-puro/P1-2A-3C recombinate virus; B: 5th generation 
MDBK cells infected by pBABE-puro recombinate virus. 
 

夹心 ELISA 法检测衣壳蛋白的表达。结果显示从感
染 pBABE-puro/P1-2A-3C 逆转录病毒的 MDBK细胞
得到的裂解物光密度（Optical density，OD）值随倍
比稀释度的增加逐渐下降，其变化规律与 FMDV 标
准抗原的 OD 值变化规律相同。表明衣壳蛋白在

MDBK细胞中表达。而在感染 pBABE-puro逆转录病
毒的 MDBK细胞和未感染的 MDBK细胞裂解物中未
检测到衣壳蛋白的表达（图 2）。 
 

 
 

图 2  双抗体夹心 ELISA 检测衣壳蛋白的表达 
Fig. 2  Detection of the capsid protein expression by sandwich- ELISA 
 

2.4  细胞连续传代后衣壳蛋白基因的稳定整合及表达

结果 
分别提取第 2代、5代、15代、25代、35代MDBK

细胞基因组 DNA，扩增 VP1 基因。结果显示所筛选的
MDBK 单克隆细胞第 2 代、5 代、15 代、25 代、35 代
细胞基因组中均扩增出大小约为 580bp 的片段，而正常
的MDBK细胞基因组中未扩增出条带(图略)。表明衣壳
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蛋白基因在所筛选的MDBK单克隆细胞中稳定整合。 
分别收获第 2代、5代、15代、25代、35代 MDBK

细胞，用双抗体夹心 ELISA 法进行检测，结果显示
各代细胞中均有衣壳蛋白的表达（图 3）。 

.  
 
图 3  不同代次细胞中衣壳前体蛋白稳定性表达 
Fig. 3  Stable expression of capsid precursor protein in screened cell 
strain of various passages. 
 

2.5  FMDV 空衣壳的电镜观察 
将 MDBK 单克隆细胞裂解后，浓缩裂解产物进

行电镜观察。结果显示感染 pBABE-puro/P1-2A-3C
逆转录病毒的 MDBK 细胞裂解物中出现类似的病毒
空衣壳，大小约为 30 nm。说明 FMDV衣壳前体蛋白
P1-2A 在 3C 蛋白酶的作用下裂解为成熟的结构蛋白
并正确组装成空衣壳(图 4)。 
 

 
 
图 4  电镜观察 MDBK 细胞中形成的空衣壳(80000×) 
Fig. 4  The morphology observation the empty capsid by the 
electron microscope(80000×). 

3  讨论 

FMDV属于小 RNA病毒科口蹄疫病毒属，其基
因组读码框由 L 基因、P1 结构蛋白基因、P2 和 P3
非结构蛋白基因以及起始密码子和终止密码子组成。

读码框编码的多聚蛋白经过初级裂解形成 L-P1-2A、

2BC、P3 三种前体蛋白[23]。16 个氨基酸的多肽 2A
能催化 P1-2A从 2B处裂解[24]，次级裂解由蛋白酶 3C
完成，3C蛋白酶能使 P1-2A裂解成 VPO、VP3和 VP1，
同时 3C蛋白酶还能裂解宿主细胞的组蛋白 H3，阻断
宿主细胞的转录[25]。小 RNA 病毒组装的细节尚不清
楚，但在病毒感染细胞及体外翻译实验中可以获得几

种中间体，它们包括：由 VPO、VP3 和 VP1 各一个
拷贝组成的 5S原体，5个拷贝 5S原体组成的 12S五
聚体，12 个拷贝 12S 五聚体组成的 70S 空衣壳。由
于衣壳前体蛋白 N端的十四烷酰化及 3C蛋白酶的裂
解作用将影响空衣壳的组装和稳定性[26]，因此本研究

选择了 F M D V  P 1 - 2 A 基因和 3 C 基因。 

逆转录病毒载体由于其基因转移技术的相对成

熟而在人类免疫缺陷病毒、乙肝病毒、流感病毒、严

重急性呼吸综合征冠状病毒等重要病原的研究中被

广泛使用 [27~30]。逆转录病毒载体系统包括两部分:一
是带有包装信号φ及相关序列的逆转录病毒载体；二

是能提供病毒结构蛋白但缺乏包装信号的包装细胞。

常用的逆转录病毒载体来源于 Moloney 小鼠白血病
病毒，通过切除其中三个病毒结构蛋白基因序列 pol、
gag和 env，保留其中的长末端重复序列和包装信号φ

而成为复制缺陷型病毒，因此它不具备感染能力。它

必须与一种经过改造的含有辅助病毒基因组的包装

细胞重组后，才能产生具有感染能力的新的病毒。但

传统的逆转录病毒载体系统存在一些缺点：如病毒滴

度低、可感染的宿主范围小等。利用水疱性口炎病毒

G蛋白(vesicular stomatitis virus G，VSV-G)代替逆转
录病毒自身 env 基因编码的外膜糖蛋白来包装病毒
可以扩大病毒感染宿主的范围和增加病毒的感染效率。 

本研究根据逆转录病毒载体的特点，将 FMDV
衣壳前体蛋白 P1-2A 基因和蛋白酶 3C 基因转移至
MDBK 细胞中，筛选稳定表达衣壳蛋白的细胞株.结
果显示成功筛选到了稳定表达衣壳蛋白的 MDBK 细
胞株，并在电镜下观察到了正确组装的病毒空衣壳。

但我们筛选到的细胞株中抗原蛋白的表达量低于

FMDV感染细胞中抗原蛋白的表达量，这可能与我们
挑选的单克隆细胞数较少有关。提示在今后进行类似

的研究中，必须挑选足够数量的单克隆细胞。在研究

中我们利用嘌呤霉素来筛选抗性细胞，一个筛选周期

要 14 d 左右，筛选周期较长，工作量较大。如能在
载体中引入更为直观的筛选标记，如绿色荧光蛋白，

就能加快筛选周期，减少工作量。本研究首次利用逆

转录病毒载体进行FMDV抗原基因的转移并成功筛选到
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稳定表达衣壳蛋白的MDBK细胞株，为下一步口蹄疫亚
单位疫苗的研究提供了实验数据和前期材料。 
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Screening and stability of Madin-Darby bovine kidney cell strain 
co-expressing the capsid precursor protein P1-2A gene and the  

protease 3C gene of Foot-and-mouth Disease Virus   

Jiong Li, Yanhong Liu*, Xiangtao Liu, Youjun Shang, Junlin Liu, Fanglan An, Hong Yin*  
(State Key Laboratory of Veterinary Etiological Biology, Key Laboratory of Animal Virology of Ministry of Agriculture, National Foot-and-Mouth 

Disease Reference Laboratory, Lanzhou Veterinary Research Institute of Chinese Academy of Agricultural Science, Lanzhou 730046, China) 

Abstract: [Objective] To screen the Madin-Darby bovine kidney[CO1] cell strains for stable expression of capsid protein 
of foot-and-mouth disease virus (FMDV[CO2]). [Methods] We obtained two genes coding for capsid precursor protein 
(P1-2A) and protease (3C) of FMDV by PCR from recombinant plasmids pMD-P1-2A and pMD-3C.The recombinant 
retroviral vector pBABE-puro/P1-2A-3C was constructed by inserting P1-2A gene and 3C gene into pBABE-puro. Both 
the recombinant plasmid pBABE-puro/P1-2A-3C and the plasmid pVSV-G were co-transfected into packaging cells 
GP2-293 by liposome-mediated transfection method. As a result, the recombinant pseudovirus was produced. The pseu-
dovirus infected the interesting target cell MDBK. The infected MDBK cells were selected by puromycin(2.5 μg/mL) for 2 
weeks. The monoclonal cells were selected using cloning rings. The expression of capsid protein was detected by indirect 
immunofluorescence and sandwich-ELISA. The empty capsids of FMDV were observed under electron microscope. [Re-
sults] The capsid protein of FMDV was expressed in MDBK cells. The expression levels in screened cell strains of various 
passages showed no significant difference. [Conclusion] The MDBK cell strains for stable expression capsid protein of 
FMDV were successfully screened, which laid a foundation of development of FMDV subunit vaccine. 
Keywords: retroviral vector; FMDV; capsid protein; MDBK cell 
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