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研究报告                                                               

携带 FMDV 前导蛋白基因逆转录病毒载体的构建及其

在牛肾细胞中的表达 

丛国正, 周建华, 高闪电, 独军政, 邵军军, 林彤, 常惠芸, 谢庆阁 
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: 以口蹄疫病毒株 OA/58 RNA 为模板, 反转录并扩增目的 cDNA。通过分子克隆技术将前导蛋白编码序列 Lab

与逆转录病毒载体 pBPSTR1 连接, 将构建正确的重组载体命名为 pBPSTR1-Lab。通过分别利用不同浓度的嘌呤霉素和

四环素来确定最佳筛选浓度和最佳调控浓度, 结果显示嘌呤霉素的最佳筛选浓度为 3 μg/mL, 四环素的最佳调控浓度为

1 μg/mL。利用 pBPSTR1-Lab 和包装质粒 pVSV-G 双质粒瞬时转染 Gp2-293 包装细胞来获得重组逆转录病毒。利用重

组逆转录病毒来感染牛肾细胞, 并连续筛选 12 天来获得阳性克隆。通过除去四环素来诱导目的基因在牛肾细胞中表达, 

发现牛肾细胞病变死亡。经过 PCR 和蛋白质免疫印迹证实稳定表达前导蛋白的牛肾细胞系已经建立, 为今后研究前导

蛋白致病机理提供了平台。 
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Construction of Recombinant Retroviral Vector Carrying Lab 
Gene of Foot-and-mouth Disease Virus and Its Expression in 
Bovine Kidney (MDBK) Cells 
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Abstract: In this study, foot-and-mouth disease virus (FMDV) strain OA/58 RNAs were used as templates for RT-PCR. By the 
molecular cloning, the Lab gene encoding leader protease called Lpro were cloned in retroviral vector pBPSTR1 to obtain reconstruction 
retroviral vector termed pBPSTR1-Lab. At different concentrations of puromycin and tetracycline respectively in the cell culture 
mediums, the growth of bovine kidney cells (MDBK) showed that the optimal puromycin resistant selection concentration was     
3 μg/mL and tetracycline regulatory concentration was 1 μg/mL. Pseudotyped retroviral virus particles were produced by transiently 
co-tansfecting GP2-293 cells with a retroviral vector DNA and VSV-G plasmid. Then MDBK cells were infected by pseudotyped 
retroviral virus and were continually seeded in the medium at the optimal tetracycline regulatory concentration and puromycin selection 
concentration for 12 days to obtain puromycin resistant colonies whose genomes contained the Lab gene. After tetracycline removal, 
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synthesis of Lpro induced severe morphological changes in the puromycin resistant MDBK cells. PCR and Western blotting proved 
that a stable MDBK cell line inducibly expressing the Lab gene under the control of tetracycline was obtained. The experiment might  
provide a basis for studying that Lpro of FMDV plays an important role in MDBK cell pathogenesis. 

Keywords: Foot-and-mouth disease virus, Lpor, puromycin; tetracycline, pBPSTR1 

FMDV 属于微 RNA 病毒科, 口疮病毒属, 其

基因组为正链单股 RNA, 它既是转录中的 mRNA, 

又是负链合成的模板, 长度约为 8500 个核苷酸。当

FMDV 侵入宿主细胞内, FMDV 基因组中唯一的开

放阅读框翻译一多聚蛋白质。这一多聚蛋白质经过

前导蛋白(leader protease, Lpro)、2A 和 3Cpro 三次裂

解, 最终裂解为四种结构蛋白和若干非结构蛋白。

前导蛋白是 FMDV 基因组编码的第一个蛋白质 , 

前导蛋白具有自我剪切功能, 可从多聚蛋白中自动

裂解下来, 形成具有活性的蛋白酶 [1]。在七个血清

型 FMDV 基因组中对应的前导蛋白编码区均存在

两个内部起始密码子(AUG), 它们起始编码的多聚

蛋白裂解后形成两种前导蛋白, 分别是 Lab 和 Lb。

虽然两种前导蛋白已经在体外感染的细胞中检测

到, 但体内试验证实 Lb 是被首选合成的。在对其

定性的研究过程中, 前导蛋白被鉴定为一种木瓜蛋

白酶类家族中的巯基蛋白酶[2]。前导蛋白是以二聚

体复合物的形式存在并发挥功能的, 它利用二聚体

复合物中的 Cys-His 基序来切宿主细胞的翻译起始

因子 eIF4G, 发挥其封闭宿主蛋白合成的生物学功

能 [3−5]。 

目前, 国外针对 FMDV 前导蛋白的研究主要依

靠反向遗传学技术来使 FMDV 基因组中缺失编码前

导蛋白的核苷酸序列来间接证明前导蛋白是 FMDV

毒力的重要决定因素 [6]。国内 , 马江涛等 [7]已将

FMDV 3ABC 非结构蛋白利用基因重组技术成功地

在昆虫细胞中实现了表达, 这表明已有科研人员的

目光集中到 FMDV 的各种结构成份和相应的生物学

功能上来。但对前导蛋白与宿主细胞病变之间关系

的研究, 还没有相关技术平台建立的报道。本研究

将 FMDV OA/58 毒株的前导蛋白编码序列定向插入

逆转录病毒载体 pBPSTR1, 借助这一逆转录病毒载

体 pBPSTR1 中的四环素调控系统[8]和嘌呤霉素筛选

系统 [9]来获得了稳定可诱导表达前导蛋白的牛肾细

胞(MDBK)。这将为体外研究 FMDV 前导蛋白对宿

主细胞的毒理作用奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  病毒、转化菌、载体与试剂 
FMDV OA/58 株由国家口蹄疫参考实验室种毒

保藏中心保存。逆转录病毒载体 pBPSTR1、包装载

体 pVSV-G、包装细胞 Gp2-293 及猪口蹄疫标准品

阳性血清由本室保存。小型质粒提取试剂盒和大量

质粒超纯提取试剂盒购自博大泰克公司 , pGEM-T 

easy 载体及连接酶购自 Promega 公司。E. coli JM109

转化菌、RNA PCR Kit (AMV) Ver. 3.0、EcoR I 酶、

BamH I 酶、Not I 酶、Ex TaqTM、PCR 片段凝胶回收

试剂盒和组织基因组提取试剂盒均购自大连宝生物

工程有限公司。RNeasy Mini Kit 购自 Qiagen 公司。

脂质体转染试剂盒 Lipofection Reagent 2000 购自

GIBCO 公司。嘌呤霉素、无水四环素和 Polyberne

购自 Sigma 公司。低分子量预染蛋白质 Marker 和

HRP 标记羊抗猪 IgG 购自北京鼎国生物科技有限公

司产品。其它试剂均为国产和进口分析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  引物的设计与合成 

以 FMDV OA/58 前导蛋白编码序列为参考 , 

借助 Oligo 6 引物设计软件设计了引物 L1 和 L2。在

上游引物 L1 的 5′端引入 Not I 酶切位点(Lab 基因带

有起始密码子和 Kozak 序列); 下游引物 L2 中引入

了 BamH I 酶切位点(两酶切位点由下划线标注)。L1、

L2 由大连宝生物工程有限公司合成。 
L1: ACGCGGCCGCCATGGACACAACTGATTG 
L2: AAGGATCCTCACTTGAGCCGCTTCTGAAC 

1.2.2  FMDV OA/58 RNA 的提取和 Lab 基因的克隆

与鉴定 

含有 FMDV OA/58 病毒株的病理组织经研磨后, 

参考 RNeasy Mini Kit 操作说明提取总 RNA, 所有器

皿和试剂均经 0.1%的 DEPC(焦碳酸二乙酯)水溶液

去 RNase 处理。参考大连宝生物公司 RNA PCR Kit 

(AMV) Ver. 3.0 说明书操作。采用 PCR技术从 cDNA
中扩增 Lab 基因, 其中扩增程序为 94°C 5 min, 94°C 

1 min, 55°C 1.5 min, 72°C 1 min, 循环 30 次, 72°C 延
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伸 10 min。1%琼脂糖电泳回收 PCR 产物。将纯化

的 PCR 产物和 pGEM-T easy 载体于 16oC 水浴进行

过夜连接反应, 转化感受态细胞 E. coli JM109, 均

匀涂布于含有 X-gal, Amp 和 IPTG 的 LB 琼脂平板

上, 挑取白色单菌落。按照小型质粒试剂盒说明书

提取质粒, 并进行酶切和 PCR 鉴定, 将初步鉴定为

阳性的重组质粒(pGEM-T easy-Lab)送往上海生工

测序。 
1.2.3  Lab 基因逆转录病毒载体的构建 

分别利用 Not I 和 BamH I 分步单酶切含有

OA/58 Lab 编码序列的 pGEM-Teasy-Lab 重组质粒和

逆转录病毒载体 pBPSTR1。通过两次琼脂糖凝胶

DNA 提取试剂盒回收得到目的片段和线性化的

pBPSTR1。将纯化的 OA/58 Lab 编码序列回收产物

与具有 Not I 和 BamH I 粘性末端的 pBPSTR1 载体

于 16°C 水浴进行过夜连接反应, 转化感受态细胞  

E. coli JM109, 均匀涂布于含有 X gal, Amp 和 IPTG

的 LB 琼脂平板上, 挑取白色单菌落。将初步鉴定为

含有阳性质粒的大肠杆菌菌液利用小型质粒提取试

剂盒提取质粒。利用 Not I 和 BamH I 双酶切和 PCR

的方法进行鉴定。若符合设计要求则将其送往大连

宝生物公司进行测序, 并将测序正确的重组载体命

名为 pBPSTR1-Lab。 

1.3  嘌呤霉素筛选浓度及四环素调控浓度的测定 
将细胞汇合度达到 80%的 MDBK细胞分别利用

1 μg/mL、2 μg/mL、3 μg/mL、4 μg/mL、5 μg/mL、

6 μg/mL、7 μg/mL、8 μg/mL、9 μg/mL 和 10 μg/mL

的嘌呤霉素连续进行 12 d 的筛选, 将在规定时间内

的能将 MDBK细胞全部杀死的最小浓度确定为最佳

筛选浓度。此外, 通过脂质体 2000 将质粒 pBPSTR1- 

Lab 转染入细胞汇合度达到 80%的 MDBK 细胞中, 

并分别利用 0.25 μg/mL、0.5 μg/mL、0.75 μg/mL 和

1 μg/mL 的四环素来调控转染后的 MDBK 细胞以确

定最佳调控浓度。 

1.4  双质粒瞬时转染包装细胞 Gp2-293 及重组逆

转录病毒的收获 
将生长状态好的包装细胞 Gp2-293 按照 106 个

细胞的规模培养于 100 mL 细胞瓶中, 使其在含 5% 

CO2、37°C 的环境中培养 24 h 后, 将汇合度达到 80%

的 GP2-293 包装细胞用于转染。各取 5 μg pVSV-G

和 pBPSTR1-Lab, 20 μL 脂质体分别利用优化培养基

溶解 5 min, 然后将它们混合共同作用 20 min。将 1 

mL 混合物铺于 GP2-293 包装细胞上作用 6 h。将此

混合液从 GP2-293 包装细胞上清除并填充无抗性完

全培养液 20 mL 连续培养 72 h, 然后收获含重组逆

转录病毒的上清液置于−80°C 冻存备用。 

1.5  重组逆转录病毒感染 MDBK 细胞及抗性筛

选阳性细胞 
取生长良好的 MDBK 细胞以 106 个细胞数接种

于 100 mL 细胞瓶, 按照常规细胞培养的方法培养

18 h, 此时细胞汇合度达到 60%。将适量 Polyberne

和 10 mL 含有重组逆转录病毒的液体加入 MDBK 细

胞中持续感染 6~8 h 后更换含有四环素的完全培养

基, 并且在 24 h 后加入嘌呤霉素进行抗性筛选。此

后每天更换一次含有嘌呤霉素和四环素的完全培养

液, 持续 12 d 来筛出阳性细胞。同时将未被重组逆

转录病毒感染的 MDBK 细胞作为阴性对照一同筛

选。待 12 d 左右出现抗性克隆后, 利用有限稀释法

挑取单克隆。当单克隆扩大增殖后, 将部分冻存, 其

余继续传代以备检测。 

1.6  稳定细胞系的相关检测 
1.6.1  Lab 基因整合的 PCR 检测 

利用组织 DNA 提取试剂盒提取由单克隆扩大

培养的 MDBK 细胞 DNA(具体方法参考试剂盒的操

作说明进行), 用 FMDV OA/58 Lab 基因的特异性引

物扩增 Lab 基因, 同时设未感染重组逆转录病毒的

MDBK 细胞作为阴性对照。扩增引物参照 1.2.1, 扩

增条件参照 1.2.2, 扩增模板为提取的 MDBK 细胞基

因组。 

1.6.2  诱导前导蛋白表达的显微镜观察 

将培养液中的四环素去掉, 以 106 个细胞置于

100 mL 细胞瓶中培养, 并每隔 12 h 显微镜观察 1 次。

同时, 将正常未感染的 MDBK 细胞作为阴性对照。 

1.6.3  Lab 基因转录水平的检测 

将 1.6.2 中死亡的细胞收集起来, 参考 RNeasy 

Mini Kit 操作说明提取总 RNA, 并反转录成 cDNA, 

参考 1.2.1 和 1.2.2 进行操作。同时, 将正常未感染

的 MDBK 细胞作为阴性对照。 

1.6.3  诱导表达前导蛋白的 Western blotting 鉴定 

将诱导表达前导蛋白而死亡的细胞收集并裂解

收集蛋白, 参考分子克隆实验指南的相关要求和步

骤进行 Western blotting 鉴定。 
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1.6.4  Lab 基因在 MDBK 细胞中整合稳定性的 PCR

检测 

   利用组织 DNA 提取试剂盒提取重组 MDBK 细胞

DNA(具体方法参考该试剂盒的操作说明进行), 用

Lab 基因的特异性引物扩增 Lab 基因, 同时设未感染

细胞作为阴性对照。扩增所需的模板为不同代次的重

组 MDBK 细胞, 即第 1、5、10、20、30 代细胞。同

时, 将第 30 代细胞除去四环素诱导表达前导蛋白, 而

后收集死亡的细胞进行进行前导蛋白的 Western  

blotting 检测。 

2  结果 

2.1  FMDV OA/58 Lab 基因的 PCR 扩增 
FMDV OA/58 Lab 基因的 PCR 扩增产物在 1%

琼脂糖凝胶中可见到一条 600 bp 的特异性条带, 这

与预期大小一致(图略)。 

2.2  重组质粒 pBPSTR1-Lab 的鉴定 
重组质粒 pBPSTR1-Lab 的 PCR 及双酶切鉴定

结果表明: PCR 可以扩增 600 bp 的片段(图略); 双酶

切可以从载体中切出 600 bp 的片段(图略)。这些结

果与预期结果吻合。同时测序结果证明 Lab 基因插

入的位置、大小、碱基序列及开放阅读框都无误。 

2.3  筛选浓度及调控浓度的确定 
通过连续 12 天的嘌呤霉素筛选, 发现 3 μg/mL

为 MDBK 的最小致死浓度。通过利用不同浓度的四

环素抑制 pBPSTR1-Lab 在 MDBK 细胞中的瞬时表

达发现 0.25 μg/mL、0.5 μg/mL 和 0.75 μg/mL 的细

胞均有不同程度的细胞死亡, 而 1 μg/mL 的细胞正

常生长无细胞死亡, 由此可以确定 1 μg/mL 的四环

素可以有效抑制 pBPSTR1-Lab 的表达。 

2.4  Lab 基因整合的 PCR 检测结果 
从单克隆扩大培养的细胞中可以扩增出与  

600 bp 大小相符的片段, 但设立的阴性对照没有扩

增出条带(图略)。 

2.5  诱导前导蛋白表达的显微镜观察结果 
在除去四环素培养重组 MDBK 细胞的 24 h 后, 

细胞开始发生病变, 48 h 后细胞全部脱落, 而阴性对

照形态正常(见图 1)。 

2.6  Lab 基因转录水平的检测结果 
从死亡细胞中所提取的 RNA 经过反转录为 cDNA

后, 可以扩增出大约 600 bp 的目的片段(见图 2)。 

 
图 1  MDBK 细胞的形态变化(×400) 

Fig. 1  Shape change of MDBK cells 
A: negative control; B, C, D: the shape changes of reconstruction MDBK cells at 24 h, 36 h and 48 h 

 

 
图 2  RT-PCR 检测 Lab 在 MDBK 细胞中的稳定表达 
Fig. 2  Identification of Lab stable expression in MDBK cells  

by RT-PCR 
M: DNA marker DL2000; 1: result of Lab gene transcription in 

integration MDBK cells; 2: negative control 
2.7  Lab 基因表达产物的 Western blotting 检测 

Western blotting 检测结果显示, Lab 表达产物能

与猪口蹄疫标准品阳性血清结合, 并在 NC 膜上产

生特异性反应条带 (图 3)。这能进一步证实 , 在

MDBK 细胞中表达的 Lab 蛋白具有免疫活性。 

2.8  Lab 基因在 MDBK 细胞中整合的稳定性 
筛选出的第 1、5、10、20、30 代整合的 MDBK

细胞均可扩增出 600 bp 大小相符的条带, 而所设同

批次对照没有扩增出条带(图 4)。同时, 将第 30 代整

合和 MDBK 细胞除去四环素诱导表达前导蛋白时, 

细胞发生病变。将死亡的第 30 代细胞收集, 并参考
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2.7 的方法进行 Lab 基因表达产物的 Western blotting
检测(图 5)。 

 

图 3  Western blotting 检测 Lab 表达产物 
Fig. 3  Analysis of Lab expression products  

by Western blotting 

 

图 4  Lab 的整合鉴定结果 
Fig. 4  Analysis of Lab integration 

M: DNA marker DL2000; 2: the first generation of integration 
MDBK cells; 4: the 5th generation of integration MDBK cells; 6: the 
10th generation of integration MDBK cells; 8: the 20th generation of 

integration MDBK cells; 10: the 30th generation of integration 
MDBK cells; 1, 3, 5, 7, 9: negative control 

 

图 5  Western blotting 检测 Lab 表达产物 
Fig. 5  Analysis of Lab expression products  

by Western blotting 
 

3  讨论 

目前, 对于外源基因的表达以原核细胞表达相

对比较成功 , 但该表达系统存在一些缺点 , 即表达

具有生物活性的蛋白酶类(如前导蛋白等)更是存在

着表达产物与天然蛋白分子结构的差异性, 这显然

不利于对 FMDV 前导蛋白功能、活性、作用机制等

方面的研究。因此, 在哺乳动物细胞中表达外源基

因就应运而生, 而利用真核表达载体表达外源基因

又是一种新思路。当前使用的多数真核表达载体(如

pEGFP、pcNDA3.1 等)转染细胞后是以附加体的形

式存在, 随着细胞系的传代可能丢失。逆转录病毒

载体因其具有传统载体所不具有的独特魅力已经成

为哺乳动物细胞表达领域研究的热点。逆转录病毒

载体借助包装载体表达形成的蛋白衣壳进入靶细胞

后能够随机整合到细胞染色体中, 可以在宿主细胞

自身的调控下稳定传代, 从而建立起的细胞系能稳

定地分泌表达外源基因。本实验运用的外源基因转

移技术是在包装细胞系 GP2-293、逆转录病毒表达

载体 pBPSTR1 和包装载体 pVSV-G 的基础上设计

的。此项技术产生的重组逆转录病毒能扩大所感染

宿主细胞的范围, 这是由于假病毒衣壳表面糖蛋白

VSV-G 通过与细胞膜上的脂偶联和细胞膜融合调控

病毒的进入[10]。重组逆转录病毒可感染 MDBK 细胞, 

同时 Lab 基因在该细胞中通过诱导可以稳定表达, 

表达的前导蛋白作用细胞后使细胞整体出现相对比

较一致的病变状态, 并且其表达产物可被猪口蹄疫

标准阳性血清所识别。这说明该表达系统在哺乳动

物细胞中表达 Lab 基因是切实可行的。 

由于前导蛋白是一种毒性蛋白酶, 能将瞬时转

染后过量表达前导蛋白 MDBK 细胞率先杀死, 常

量表达前导蛋白的细胞只是形态发生明显病理变化

并不致死, 而低量表达前导蛋白的细胞形态正常。

这显然无法满足研究前导蛋白对细胞致死机制的要

求。这就需要给 MDBK 细胞安装上一个可以调控前

导蛋白表达的开关系统。逆转录病毒载体 pBPSTR1

是一种可由四环素调控的质粒, 它能通过细胞培养

液中四环素的有无使整合到 MDBK 细胞染色体中

Lab 基因的表达随研究人员的意志而表达。当细胞

培养液中存在四环素时, 四环素通过被动运输进入

细胞内作用于外源基因上游的四环素调控元件, 这

使得 Lab 基因无法表达。反之, 当四环素不存在于

细胞培养液中 , 四环素调控元件正常转录 , 使处其

下游的 Lab 基因也能正常转录, 最终翻译为有功能

活性的前导蛋白。因为表达前导蛋白的 MDBK 细胞
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源于一个单克隆细胞的扩大培养, 所以全部细胞的

转录活性、表达活性等方面基本相同, 可相对比较

一致地表现出被前导蛋白作用后的细胞状态。这为

下一步利用不同检测手段来揭示前导蛋白的毒性机

理奠定了基础。 
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