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摘　要：口蹄疫病毒以“准种”状态生存和演变，具有群体庞大、复制突变率高、繁殖周期短等特征，是

研究物种进化的最好模型之一。利用突变、遗传漂移、重组和基因迁移等多种机制以及在环境压力的作用下，

口蹄疫病毒不断发生适应性进化，种群衍变分化导致其宿主嗜性、毒力、抗原性等表型出现差异，形成了

具有明显区域特征的变异株系，展现出丰富的遗传多样性。现对口蹄疫病毒进化的源动力、进化方式及其

结果进行综述，并对进化所产生的生物学效应进行介绍。
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Advances on evolution of foot-and-mouth disease virus
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Abstract: The understanding of foot-and-mouth disease virus (FMDV) evolution has been marked by the 
recognition of high mutation rates, large population, and short life cycles that make the virus becoming one of the 
best models for studying evolution. FMDV applies different kinds of mechanisms such as mutation, genetic drift, 
shift, recombination and selective pressure from environment to adapt to evolution. The dynamic changes of virus 
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lead to various strains among regions which have significant differences in host tropism, viral virulence and their 
antigens. These characteristics all contribute to abundant FMDV genetic diversity. Here, we summarize the driving 
forces, mechanisms and results of FMDV evolution, especially its biological effects on hosts.
Key words: foot-and-mouth disease virus; quasispecies; genetic variation; evolution

口蹄疫病毒 (foot-and-mouth-disease virus, FMDV)
属于小 RNA 病毒科 (Picornaviridae) 口蹄疫病毒属

(Aphthovirus)，可引起猪牛羊等多种偶蹄家畜和野

生动物发生严重疾病。由于口蹄疫对畜牧业危害巨

大，能够造成严重的经济和社会问题 [1-2]，被世界

动物卫生组织 (OIE) 列为法定报告病种，我国定为

一类动物疫病。

FMDV 是人类最早确认的一种动物病毒 (1897
年，Loeffer 和 frosch)，具有群体庞大、复制突变率

高、繁殖周期短等特征，被认为是研究物种进化的

最好模型之一 [3-4]。FMDV 以“准种 (quasispecies)”
状态生存和演变 [5]，在突变 (mutation)、遗传漂移

(genetic drift)、 重 组 (recombination) 和 基 因 迁 移

(migration) 等多种机制和环境压力作用下，不断进

化，导致病毒适应性、种群大小和种群平衡、瓶颈

事件等准种特性的变化，形成了具有明显区域特征

的变异体 ( 毒株 )，其宿主嗜性、毒力、抗原性等

表型呈现差异 [6-9]，充分展现了准种生物的遗传多

样性 (genetic heterogeneity) 和生命活动内涵 [10-12]。

研究 FMDV 的主要目的是为了防治，同时也

希冀借此探索原始生命的进化理论 [8]。进化和变异

一直是病毒学研究的难点和热点，RNA 病毒准种

理论的阐述为该方向研究提供了新的思路。开展准

种动力学研究，有助于破解 FMDV 进化机制，理

解变异选择过程，预见适应性变异的发生，对发展

控制理论具有重要指导意义 [10-11]。

1　FMDV进化的源动力——准种

FMDV 的准种特性是维持其进化的源动力，表

现为 RNA 复制时的高突变率，产生大量不确定但

又密切相关，呈动态分布的突变和重组体。这些具

有异质性的病毒类群在传播过程中为适应环境不断

演化，形成变异株。

Bachrach[13] 早期研究了 FMDV 的表型差异，

强调在 FMDV 复制过程中频繁出现重组和突变。

他们发现 FMDV 粒子具有不同的特性，包括对热

和酸的不稳定性，以及噬斑形态的差异。有些

FMDV 偶尔能导致病毒性心肌炎、神经病理或糖尿

病等，而有些则不能 [14]。FMDV 在体内可产生宿

主谱改变和毒力变化的 FMDV 突变株 [15]。FMDV
的 7 个血清型 (A、O、C、Asia 1、SAT1、SAT2 和

SAT3) 鉴定以后，人们一直在探求其亚型的分类，

这反映了普遍的观点，即病毒分类特征是由一个基

因组的核苷酸序列及抗原特征来界定的。口蹄疫病

毒、流感病毒及其他病毒具有周期性流行规律，这

是由于突变积累的结果。符合“存在于自然界的相

关毒株是可适应的，它们是从相对漫长的进化过程

中出现的，而不是从一个共同的祖先突变而来”[16]。

病毒适应性或潜在适应性以不同形式不断显现，如

新“型”、新“亚型”，都是准种群体的一部分，但

对其精确分子特征描述是困难的 [17]。

不论 FMDV 的自然株还是一个单一的基因组的

后代都具有遗传多样性 (genetic heterogeneity)，即便

是来自同一个噬斑的病毒 ( 约含有 102~105 个病毒粒

子 ) 也不完全相同。FMDV 的遗传多样性不仅表现

在同一次疫情不同动物个体分离的病毒 [10-12]，而且

在同一动物个体内分离的病毒基因组都有差异 [18]，

由此引导了 FMDV 准种群体结构的提出 [19]。对

FMDV 自然群体的差异性评估发现，不同次疫情的

分离株约有 50~100 个基因差异位点，同次疫情分

离株有 2~20 个差异位点，而单一株的克隆株差异

平均为 0.6~2 个基因位点 [20-21]。FMDV 准种证据的

描述直接来自噬菌体 Qb 早期设计的灵感，通过实

验表明，无论是致细胞病变的感染 [22]，还是形成细

胞持续感染 [23]，单一感染性的 FMDV 基因组都会

迅速进化为复杂的突变复合体。连续细胞培养病毒

传至 30 代后，感染性病毒颗粒的量增加 3 万倍，遗

传差异性估计达到每个基因有 2~8 个碱基替换 [22]。

相对而言，来自一个克隆的大量群体传代，会导致

群体内一致的核苷酸序列差异的变异，每个基因有

14~57 个核苷酸替换 [22]。这些早期的研究数据与最

近比较整个病毒完整序列的数据是一致的，也和细

胞培养中相同起源基因的克隆在长时间细胞毒传代

和持续感染后比较的数据是一致的，如持续感染的

细胞传代 99 和 146 代后每个基因有 30 和 38 个碱基

突变 [24]，致细胞毒性感染的 FMDV 2 个不同的克隆

在大群体中传代 200 次后每个基因有 31 个突变 [25]。

FMDV RNA 通过遗传重组促进准种进化 [26]。
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基因重组在 FMDV 的进化过程中发挥着重要的作

用，主要发生在编码非结构蛋白的基因区段 [27-29]。

非结构蛋白的改变可能会影响病毒的毒力 [30]。结构

蛋白的进化中，尤其是 VP1，对于病毒吸附起主要

作用，有时致病毒感染力改变，主要是通过基因漂

移形成的 [6-8]。2005 年，一个新型 A 型 FMDV 的亚

型 A/IRN/2005 穿过伊朗，向西蔓延到沙特阿拉伯、

土耳其，并在 2007 年到达约旦。2006 年，这一亚

型也在巴基斯坦发现 [30]。2012—2015 年，该毒株

进化成了 8 个亚谱系，在该地区广泛蔓延和流行

(OIE, 2015)。这种特殊的 FMDV 亚型已被证明是高

致死的，能够造成各年龄段的牛的严重疾病

(EUFMD, 2007)。A/IRN/2005 谱系结构和非结构

基因区域经历了两个不同的进化途径 [30]。结构基

因区域进化的起点可能指向 A22 亚型谱系。可以

设想，由于 FMDV 准种结构和复制过程的易于错

配，在变化的环境中，调整有利突变并导致新的

A/IRN/2005 谱系的发生。非结构基因区域的重组，

有可能改变病毒的毒力，也可能参与了这一新谱系

的形成。这一重组病毒可能是起源于 Asia 1 型和

A/IRN/2005 谱系前体共感染亚洲水牛造成的 [30]。

另外一个例子是2011年发现的PanAsia II谱系毒株，

2011—2014 年迅速进化成 7 个亚谱系，在伊朗、以

色列、沙特阿拉伯、土耳其、阿富汗、阿联酋、利

比亚和巴基斯坦等国家广泛流行。PanAsia II 毒株

的进化似乎远离“老”泛亚 (PanAsia I) 毒株，可能

是导致 O1/Manisa 疫苗免疫效果降低的原因。这就

是抗原转移 (antigenic shift) 的结果，是由遗传重组

或基因重排所导致的 [31]。当病毒发生抗原转移

后，会导致难以控制的新疫情 [32]。上述结果表明，

FMDV 进化出不同的准种群体和表现出不同的生物

动力学效应。

2　FMDV的进化及其结果

对于物种而言，进化的结果将是适应、退化甚

至灭绝。对于 FMDV，在自然传播或特定选择压力

下发生适应性进化，导致变异体 ( 株 ) 的出现，变

异产生表型差异，主要表现在抗原性、群体大小、

宿主嗜性和毒力等方面。

2.1　FMDV的自然进化

FMDV 的自然进化是指其在自然传播过程中所

发生的突变与选择，这种突变在病毒感染动物开始

复制时就已发生，也是迈向自然多样性进程的第一

步。病毒核苷酸序列深度测序和比较技术为研究病

毒突变提供了有效手段，该方法不仅能够精确分析

核苷酸和氨基酸序列差异，而且能够明确毒株间

的遗传衍化关系，进而按病毒的流行区域划分遗

传拓扑型，建立以序列比对为基础的疫情追踪溯源

方法 [33]。

研究表明，在同一次疫情中 (C 型 FMDV)，假

设流行起源是从最近的共同祖先衍生而来，计算出

它的进化率为 4 × 10−4~ 4 × 10−2( 每个核苷酸 • 每年

置换数 )[34]。另据对世界许多地区由已鉴定的某毒

株传入而引起疫病爆发的 A、O、C 型病毒序列的

比较分析，估计 VP1 编码区段的进化率约为

10−2( 每个核苷酸 • 每年置换数 )[35]。这些数值比其

感染细胞的进化率高约 104~107 倍。需要强调的是，

FMDV 进化率的变化取决于所研究病毒的基因 ( 或
基因片段 ) 和被比较的各病毒分离物之间跨越的时

间 [34]。在短时期内，可观察到疫病流行的病毒进化

率是恒定的，这种恒定归因于随机采集的来自各感

染动物所形成的准种突变样品 [36]。在较长时期内，

病毒进化率不一定恒定，产生不一样的种群，因对

宿主感染性差异导致种群失衡，其基因组序列也因

突变而不一致 [37]。

RNA 病毒的最高进化率是 7.4×10−2( 每个核苷

酸 • 每年置换数 )，是 FMDV 克隆株在实验性感染

牛时建立的持续感染期间观察到的，难以想象这种

高变异率能够长期持续。对跨越 60 年时间的 C 型

FMDV 的抗原位点的氨基酸序列进化的比较，揭示

了某些位置的氨基酸的交错变化 [38]。这证明即使抗

原位点表面的残基对于氨基酸置换的耐受性是有限

的，FMDV 在自然界的连续进化与其抗原多样性不

成正相关。

2.2　FMDV的抗原变异

探讨 FMDV 遗传多样性 (genetic heterogeneity)
首先是定量抗原差异，鉴定宿主免疫反应中的病毒逃

逸，尤其是针对感染病毒抗体的中和作用逃逸株。抗

原是宿主免疫系统识别和诱导抗体清除病毒感染的靶

标，对于病毒生存和宿主抗病毒感染具有重要意义。

FMDV 的 5 个主要的抗原位点已经被鉴定，每

种抗原位点上一个或几个外部衣壳蛋白 VP1、VP2
和 VP3[38-46]。FMDV 一个主要的抗原位点是线性抗

原位点，位于 VP1 的 G-H 环内，与受体识别位点

RGD模域重叠，是口蹄疫合成疫苗的候选抗原序列。

虽然口蹄疫合成疫苗已取得一定的进展，但从准种

理论的角度，合成疫苗效力无法克服的缺点是因为

FMDV 具有病毒群体多样性、病毒抗原的多样性和
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抗原变异主序列的不可预测性，而合成肽疫苗只能

针对有限的病毒抗原位点。即便合成肽疫苗产生的

抗体能够限制对应位点的病毒，但在群体中，位点

不同的病毒可以逃避免疫并迅速成为优势群体，由

此合成肽疫苗反而有可能加速FMDV的选择 (定向 )
进化，加速病毒变异株的出现，这将增加口蹄疫防

治的复杂化 [47-48]。FMDV 抗原位点的快速进化在自

然界中或在细胞培养中的模仿试验，也是揭示了

RNA 病毒进化机制的一个方面。

在自然进化中，RNA 病毒的进化率是按不同

时间分离的病毒的核苷酸突变数量来衡量的，其范

围是每年每个核苷酸变异率为 10−4~10−1，变异率因

时间间隔和基因区域不同呈现差异 [49]。用克隆的

FMDV 感染牛，形成持续感染牛实验，其进化率高

达每年替换 10−2 个核苷酸，主要发生在 VP1 抗原

位点，导致单克隆抗体 (mAb) 中和活性改变 [50]。

在疫情暴发过程中，病毒 VP1、VP2 和 VP3 编码

区的变异率也能高达每年替换 10−2 个核苷酸，影响

甚至改变 FMDV 抗原位点 [34-36]。对 RNA 依赖的

RNA 聚合酶 3D 进行研究，发现 3D 编码区的进化

率要比 VP1 编码区的低 50%。在 FMDV 感染循环

的初期，VP1 和 3D 编码区的遗传差异性是非常相

似的，从流行病学的角度考虑，它们都来自一个共

同的祖先 [36]。3D 基因区域的保守性并非是由于该

基因低突变性，而是由于体内循环时基因组同义核

苷酸序列在此区域的集中 [36]。

RNA 病毒变异和进化受制于功能性制约

(functional constraints)，尽管具有高突变率，但在功

能性制约的作用下病原体的生物学特性得以维持。

根据这种观点可以推测，高进化率不可能长时间保

持，因为病毒的遗传多样性最终必将向保持病毒本

质和基本特性妥协。支持这一观点的试验是 FMDV 
C 型分子流行病学分析比较显示的结果，自然流行

毒株具有共有序列，在其衣壳表面的可变位点以一

种交换方式长期存在，被两个氨基酸中的一个占据

超过了 60 年 [51]。有一些变异位点在抗原位点上，

随着时间的推移，抗原变异性与有限的氨基酸组合

交替突变相关 [51]。在 BHK-21 细胞系中进行 CS8c1
毒株传代，在 VP1 蛋白的 B-C 环上有两种氨基酸

替换 [25]，在一个低适应性 FMDV 克隆进行传代，

致适应性增加的情况下，在 VP1 的 G-H 环和 3D 上

也观察到两种氨基酸的替换 [52]，这再次表明功能性

制约维持了序列空间。特别重要的是，VP1 的 G-H
环赖氨酸残基的缺失并伴随两个侧翼位点变异而获

得 [52]。这个 G-H 环的结构使得 3 个串联赖氨酸残

基不太可能维持在这样的暴露位点。而对能够形成

牛持续感染和不能形成牛持续感染的毒株进行序列

分析表明，形成持续感染的毒株在 VP2 基因上有两

个固定氨基酸突变 [53]，这与 FMDV 功能维持与基

因变异有何关系仍不清楚，需进一步证实。

功能性制约可能限制，但不会消除单个 FMDV
株或流行病学相关的 FMDV 株的广泛的差异性。

比较来自同一次疫情的 FMDV C1 分离株 ( 属于血

清型 C 的欧洲亚型 1 拓扑型 ) 的 VP1 编码区显示，

这些分离株可分为两类，VP1 有 8 个不同的共有序

列，它们的 VP1 的 G-H 环有 4 个位点的差异 [54]。

为了解决这些同期的病毒相关的生物学之间差异的

问题，按照欧洲药典中描述，制备了这两种病毒的

全病毒灭活疫苗。尽管在VP1的一些位点上有差异，

但用这两个选择的病毒制备的疫苗在补体结合试验

和血清中和试验中是无法区分的。然而，疫苗免疫

应答能够对同源牛病毒完全保护，而对异源猪病毒

只有部分保护 [54]。

以抗原单克隆抗体的反应性来定量抗原距离，

FMDV C 型有两种著名的抗原多样化机制 [55]。一个

是由 VP1 G-H 环的高变区积累氨基酸替换导致抗原

距离逐渐增加，第二个是由突发的抗原变化 ( 如多

表位的缺失 )组成，或是由关键位置的替代所造成 [55]。

抗原变异的渐进 / 突变模式与流感病毒的抗原迁移

/ 抗原漂移相似，都是基于不同的分子基础。FMDV
的抗原变异与发生在 4 个主要抗原区域的任何氨基

酸替换有关，不仅仅只是 VP1 的 G-H 环上的位点

变异决定 [56-57]。

另一个抗原多样性实验，用 46 个 FMDV 田间

株分离株 ( 为 c1 和 c3 亚型 ) 的中和表位，以 24 个

单克隆抗体来组合研究 [58]。这与 Notkins 等 [59] 在

观察柯萨奇病毒 B4 的抗原多样性的结果是一致的。

值得关注的是，24 个不同的抗原组合可以鉴定这些

FMDV 株中和性。而由 10 个非中和单克隆抗体识

别的抗原决定簇在所有分离株中是保守的。FMDV 亚

型之间微妙的差异表明 C3 亚型中和表位是由 C1
亚型衣壳中一个单一的氨基酸替换导致的 [60]。这个

例子也表明，很小的遗传变化尽管不会改变病毒所

在的遗传位置，但可能改变病毒的生物学特性。抗

原多样性经常能揭示出，自然分离的 RNA 病毒或

它们的克隆易与小剂量的单克隆抗体反应。病毒的

型和亚型只是病毒准种深层和基本现象的冰山一

角。这种现象是突变产生、竞争和选择的连续型动
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力学和一些随机事件的综合结果，这又将病毒准种

推向更加复杂、更加多元化 [25]。

2.2.1　无免疫压力的抗原变异

病毒在没有抗体的培养细胞中传代，将会形成

优势的抗原变异。有两种解释：(1) 在病毒的生命

周期中，抗原位点还具有其他潜在功能，而抗原位

点区氨基酸的替代能更好地发挥这些功能，在培养

细胞中的病毒可能受此正向选择的青睐，抗原变异

只是这种选择的次级效应；(2) 抗原位点处在病毒

衣壳表面，与涉及蛋白质 / 蛋白质相互作用衣壳的

内部位点相比，可能受到较少功能性制约 [61-62]。第

二个机制是适用于任何高于平均突变容忍度的病毒

基因组区域，特别是作用于任何无关位点的正向选

择可能会导致“搭便车”的突变而影响抗原位点，

又称为随机变化模式。这两个模式并非相互排斥，

目前的证据表明，在没有免疫压力选择时，这两个

模式都参与了抗原变异 [63]。在 FMDV VP1 的 G-H
环上，抗原位点 1 与整联蛋白受体识别位点 RGD
重叠 [64]，通过 FMDV 在培养细胞中的传代，利用

改变细胞受体分子来选择突变株，该突变株可以不

需要整联蛋白识别域而具有感染性，无需 RGD 以

及周围残基的毒株表现出功能性制约的明显缓和，

而抗原变异的可能性和通过第二机制途径预测的一

样。几种缺失 RGD 基序的有感染性的 FMDV 显示

了其抗原行为显著变化的特点 [49,65]。在没有抗体的

情况下，进行病毒细胞传代，形成了优势基因，在

VP1 的 G-H 环上显示出比其他抗原位点高 20 倍的

突变频率 [66]。尽管有这种突变率的差异型，利用免

疫猪血清分离的抗体中和实验，证明了在 VP1 的

G-H 环外侧含有抗原变异效应位点 [66]。因此，氨基

酸替换的耐受度将调节 FMDV 不同的衣壳位点抗

原改变的程度，不依赖抗体选择而产生。

结构性制约 (structural constraints) 因素可能限

制抗原变异的另一个证据来源于 C 型 FMDV 抗原

位点三维结构。表面残基可以进入抗体，但在抗体

逃逸突变体中，表面残基并没有被替换，这些表面

残基经常参与蛋白质 / 蛋白质的相互作用，而不是

公认的替代导致与抗体不作用 [46]。在单克隆抗体筛

选的逃逸突变株中，病毒蛋白中的一个侧链是氢键

的组氨酸残基被精氨酸取代，这一变化模式表明氢

键是保守的 [46]。另一种是非排外机制 (nonexclusive 
mechanism)，一些属于环的残基能与抗体相互作用，

但对抗原 / 抗体复合物的稳定性没有实质性贡献。

利用抗体进行选择时，在逃逸突变体中没有发现氨

基酸残基的替换。P1前体特异位点的序列分析表明，

病毒逃逸突变株中没有替换，P1 前体分子能维持不

连续的抗原位点 ( 空间依赖性性抗原位点 )，这对

抗原 / 抗体复合物的稳定做出了重大贡献 [67]。

2.2.2　有免疫压力的抗原变异

在用抗体选择时，抗体逃逸的突变毒株中，

VP1 的 G-H 环的氨基酸替换出现在相同位置，但与

无抗体选择时的突变的位置不同 ( 图 1)[61]。这种差

异表明，替换 ( 或几个表位的缺失 ) 导致了抗原特

异性的重要变化，可能会作为抗体正向选择的一个

优势结果出现。然而，激烈的抗原变异是因为 RGD
序列下游相邻位置的两个氨基酸替换 ( 图 1)，这取

决于没有抗体选择时，大量的群体传代，但并不取

决于小量的群体传代 [68-69]。通过反向克隆分析显示，

具有活性的病毒有一个氨基酸替换，而优势病毒包

括两处替代。这个结果表明，含有两处替换易于保

持病毒适应性，并且因为其较低频率的突变谱，可

维持连续感染性包含双突变的足够准种群。这种可

能性不被结构模型支持 [69]。Pandey 等 [70] 在体外利

用 A 型毒株得到类似的结论，也佐证了上述结论。

因此，尽管病毒进化可能被正向的达尔文选择或随

机基因漂移所驱动，而这两大机制可能有利于抗原

修饰的不同进化结果。病毒群体大小也能影响可能

成为优势的突变类型。

2.3　FMDV的群体大小及其突变谱

感染动物中，FMDV 的群体大小直接由毒血症

状态下组织和器官的易染性决定。估计每个动物含

有 109~1012  pfu，而且这可能低估了 FMDV 在生理

温度和适度 pH 值下的易变性，以及体内复制的

FMDV亚群在细胞培养中未产生感染能力的可能 [71]。

病毒群体大小的影响与其他参数相关，这也为病毒

适应性赋予了相关的病毒准种动力学。如一个 10 kb
长度的病毒基因组群体 (FMDV 基因组约 8.3 kb) 有
3 × 104 个可能的单一突变，低于许多病毒的群体大

小。相比之下，哺乳动物基因组单一突变的总数达

1010，高于哺乳动物物种的群体规模。

一个病毒复制群体的大小能影响病毒准种进化

中随机漂移 / 正向选择的相对分布。用特定病毒系

统，如口蹄疫病毒、乙型肝炎病毒和丙型肝炎病毒

等，病毒群体的适应性 (fitness) 变异可被定量，这

与一些普遍的病毒适应的群体效应结论一致 [72]。适

应性是一个有机体对某一环境的适应能力。病毒适

应性的定义是在特定的环境条件下产生后代的相对

能力，实验的程序是由 Holland 等 [73] 发展起来的。
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图中氨基酸序列对应于FMDV C-S8c1衣壳蛋白VP1 G-H环136~159位置。其中的RGD下方划线显示。该序列包含属于抗原位

点1的最少数量残基，根据与合成肽mAb SD6的反应，和逃脱MAb突变的分析[58]。在该序列中间是在未经或者经过在BHK细

胞中多次继代的FMDV C-S8c1中发现的，在无抗体存在的条件下复制病毒的全部置换氨基酸成分。在同一克隆或群体中，

通常是单个置换，不常出现2处或更多处置换。在该序列下方，是在位点1的特异性多克隆或单克隆抗体存在下复制的FMDV 
C-S8c1的全部置换成分。在同一克隆或群体最经常的也是单个置换，少有2处或多处置换。注意到Y-136和R-141的严格保守

性，和G-142、D-143的耐受性，仅在FMDV C-S8c1经BHK细胞多次继代中接受突变。除在该图中认可的变异外(有或没有抗

体选择，和适应BHK细胞的程度)，观察到的全部置换成分可能受病毒群体大小、被分析的克隆和群体总数的影响，如文中

所述。

图1  FMDV一个抗原位点的变异模式[61]

首次研究 FMDV 的适应性是测量了 BHK-21 传代

细胞中的抗原变异株适应性增加，并发现适应性不

涉及抗原修饰的复原 [55]。用多克隆抗体选择低适应

性 FMDV，并能维持其内的抗原变异，同样指出这

些 FMDV 在没有抗体时的进一步传代导致适应性

增加。其他病毒遗传和一些表型标志，如人类免疫

缺陷病毒 1 型 (HIV-1) 对抗病毒抑制剂的耐受性，

这些生物学特征的适应性实验结果与 FMDV 是一

致的 [74]。适应性增加是通过补偿性突变获得，而不

是原始损伤的修复或复原，这构成了病毒隐藏于表

型修饰的传播机制。这种机制最初不大可能发生在

优势基因组中，因为它减少了适应性。

噬菌体 φ6 和水泡性口炎病毒 (VSV) 的研究表

明，相对大量的群体经过反复噬斑对噬斑的传代，

会导致平均适应性的丧失 [75-76]。在噬斑对噬斑的传

代过程中，病毒群体呈周期性的减少，因此，该病

毒将承受一系列严重的群体瓶颈。与此相反，基于

大群体传代的 VSV 的适应性指数上升 [77-78]。基因

瓶颈大小的确立决定着适应性的增加或减少，这依

赖于 VSV 群体的起始适应度 ( 较高的起始适应度，

必须以不太明显的瓶颈维持其适应度 )[78]，这对了

解 RNA 病毒的进化过程非常重要。当 VSV 达到相

对高的适应值时，即使在恒定的细胞培养环境下也

发生随即发生的适应变异 [79]。当用传代群体瓶颈在

大群体传代之间干预时，这个过程模仿了一些横向

病毒的传播，两个大群体传代都无法克服由相关的

单一瓶颈传代干预的适应性降低 [80]。VSV 的这些

结果的强调了，当群体大小发生变化时，解释在应

答选择性限制 ( 例如免疫应答和生理应答，以及一

些抑制剂等 ) 时，病毒适应性变异的困难；在艾滋

病毒感染领域的也是类似的困难 [81]。

FMDV 群体大小对其适应性变异的效应结果与

VSV 中得出的结论是完全一致的 [52,82]。特别令人感

兴趣的是，在反复噬斑 - 噬斑传代中，含有突变的

FMDV 基因组形式与大群体传代中相同病毒克隆的

结果是不同的 [52,83]。绝大多数的氨基酸替代是发生

在衣壳内部位点，与反复瓶颈相关，而与暴露于衣

壳内部或外部表面的位点不相关，并且一些克隆在

第二功能的蛋白质合成起始密码子 AUG 上游有 4
个腺苷酸残基的伸长，可以形成一个不寻常的内部

polyA 片段 [84]。这些准种动力学的观察意味着，与

大群体传代过程相比，在噬斑 - 噬斑的传代中的负

选择效应 ( 消除或保持低适应基因的低频率 ) 不是

很强烈。对于大群体而言，存在较多的竞争和干扰：
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图2  用C-S8c1和C-S8c1 p100毒株获得RGD识别位点区突变模式图，以及获得的mAb SD6逃逸突变株和C-S8c1
抗原位点A突变的特征[5]

多样的 FMDV 基因组和病毒颗粒在细胞内竞争、

宿主结构和病毒复制所需因子的干扰、胞外竞争进

入细胞和病毒颗粒稳定性等。有任何缺陷的基因组

或病毒颗粒的稳定性或复制 ( 尤其在细胞培养环境

下 ) 不适合病毒组装。事实上，FMDV 低适应性克

隆导致内部 polyA 片段的恢复和一系列分散在整个

基因组上突变的获得 [52]。 
在 FMDV 噬斑 - 噬斑筛选情况下，分析同一斑

中的不同病毒，表明有关基因组核苷酸序列的基因

组异质性和适应度 [83-84]。克隆的基因组核苷酸序列能

延迟噬斑 - 噬斑传递，揭示出 FMDV 和 HIV-1 病毒

基因组和表型有不寻常的分布。HIV-1 的 gag 基因的

突变频率比 env 基因的高 3 倍 [85]。而比较大群体病

毒的传代时，发现了相反的结果。在 FMDV 突变体

簇中，这些基因位点通常非常保守，可形成长期噬斑 -
噬斑的传递 [83]。这些不寻常的遗传多样性类型表明，

群体大小和复制动力学的修饰都可以深刻地改变病

毒的进化过程和基因区域的恒定 / 变异过程。

2.4　FMDV宿主嗜性的变异

整联蛋白是 FMDV 一种主要的细胞受体分

子 [86-88]。然而，FMDV 在细胞培养传代中导致了受

体路径的改变，病毒可以用硫酸乙酰肝素 (HS) 作
为替代性受体 [25,89-90]。100 个 FMDV 克隆 (C-S8c1)
在 BHK-21 细胞中的大群体传代，导致了培养细胞

中宿主细胞嗜性扩大，这种表型变异与衣壳表面 6
个氨基酸的替换相关 [25,49,91]。有些细胞系不能被亲

本的克隆 C-S8c1 感染，而能被传代的 FMDV 感染，

能够产生了接近正常病毒的复制能力。传代的

FMDV 获得了使用 HS 和第三种没有鉴定出来的进

入途径的能力。当用肽阻止整联蛋白的识别时，有

趣的是，当 HS 结合作用减弱时，这致使体外筛选

的病毒突变株无法有效地利用 HS，病毒可以再次

利用 RGD 依赖的途径进入细胞 [91]。Borca 等 [92] 进

一步证实，VP3 的第 56 组氨酸 (H) 变成精氨酸 (R)
的生物学特征以及对猪和牛致病性的变化表明，

H56R 突变获得了利用 HS 作为替代性受体的能力。

56H 毒株是热稳定的，并能够对猪和牛产生典型的

临床症状，而 56R 热不稳定，且对猪和牛没有产生

临床症状。

因此，FMDV 基因组中适度数量的突变，可能

允许其利用细胞受体替代进入细胞，甚至进入同一

个类型的细胞 [25,49,91]。使用替代受体后，RGD 序列

变得可有可无，而一定数量的 mAb 逃逸突变株在

RGD 序列有氨基酸替换，伴有剧烈的抗原变异 [65]。

口蹄疫的这些结果加强了早期建立的人类流感病毒

的进化概念，即当表面氨基酸参与了细胞识别和抗

体结合时，将可能发生抗原性和宿主细胞嗜性的协

同进化，这也是病毒与宿主共进化的结果 [49,93]。

2.4.1　抗原位点变异与适应性增加

口蹄疫病毒主要的抗原位点和 RGD 重叠，都

处在 G-H 环内。用一个不相关的 FLAG 序列替代

RGD 周围残基，包括 RGD 的 8 种氨基酸，结果产

生一个有活性的 FMDV，提供了替代的 RGD 序列

试验，使 RGD 可有可无 [49,93]。有活性的 FMDV/
FLAG 嵌合毒株在 BHK-21 细胞的传代，产生了一

个复杂的突变谱。在这个突变谱中，氨基酸替代发

生在 FMDV 的其它抗原位点，呈现出高频率性。

有趣的是，加入亲本 FMDV/FLAG 嵌合毒株的对应

替代的毒株，导致适应性增加，提出了 O 型 FMDV
抗原变异的新机制，而且也强调了突变群体谱系增
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加有利于病毒群体适应性提升 [49,93]。

2.4.2　FMDV的体内适应性、毒力和宿主范围的变化

通过猪接种了一个C型 FMDV的克隆 (C-S8c1)
导致了病毒群体异质性的恢复。用单克隆抗体从病

毒感染 C-S8c1 的动物群体病料中，直接选择出单

克隆抗体抗性突变株 (monoclonal antibody resistant 
mutants, MARM)[94]。分离率大约是 10−5，VP1 基因

具有氨基酸替换，这使得 MARM 的表型与来自细

胞培养的 CS8c1 中的 MARM 相似 [82]。这与细胞培

养中实验结果一致，体内分离出的 MARM 当与猪

的亲本病毒共感染时，显示出选择的劣势 [94]。

感染猪的病毒的多样性也表明，在早期 ( 感染

后 1 d) 收集的血液样品中分离到了一个突变体，它

含有 VP1 蛋白的氨基酸替换 [94]。这些突变体在血

液样本中的比例很低，并没有成为受感染的动物的

优势。然而，当用突变体接种猪时，产生了比

FMDV C-S8c1 更早出现的临床症状。有趣的是，

该突变株的适应性与亲本 C-S8c1 相似，而且这两

种病毒在共感染猪里发生了相当水平的病变 [95]。这

些早期的突变株在动物内缺少优势，是因为突变体

在群体中占有少数，即使它们表现出较高的适应性，

也被平均的准种抑制。这与 de la Torre 等 [96] 首次在

体内其他情况下观察到的结果一致。

通过分析多肽免疫牛的病毒毒力实验，可以理

解自然宿主中的FMDV准种动力学的时空复杂性 [97]。

在单一病灶中，大约有 40% 的 VP1 的共有基因序

列显示出单个的氨基酸替换，替换了 VP1 G-H 环的

3 个碱基。带有这些替代碱基的 FMDV 改变了抗原

特性，该毒株很难用分离到的动物血清中和，这表

明它们在肽接种疫苗的动物中，是通过多肽免疫反

应引起的局部选择的结果 [98]。在 6 个动物中有 3 个

分离出免疫逃逸突变株，并在这 3 个动物上发生症

状，占优势群体的毒株与逃逸突变株以不同比例并

存。此外，病毒 VP1 的 G-H 环的替换影响了细胞

的整联蛋白和病毒的相互作用。这些细胞受体的修

饰是否是使用免疫力实施的正向选择的旁位效应，

它赋予了宿主牛复制的选择优势，仍有待确定。

FMDV 呈现出广泛的宿主，能够感染大多数的

偶蹄动物并导致临床症状，其中包括病毒血症、发

烧和出现病变 ( 水泡发生在口腔、舌头和蹄部为主 )。
针对不同的口蹄疫宿主 ( 牛、猪、羊、山羊 )，症

状的严重程度可能会有所不同，这依赖于物种和感

染的病毒株。没有临床症状并不意味着缺乏 FMDV
复制和繁殖。例如，成年鼠在病毒血症阶段不产生

病变或发烧，但可从血液循环中分离到病毒 [95]。仍

然有许多关于病毒毒力和宿主范围决定因素需要了

解。现有资料表明，RGD 序列三联体与整联蛋白

家族分子的相互作用，对病毒的自然宿主产生临床

症状是非常重要的 [99]。然而，整联蛋白在不同组织

中表达的差异，影响 FMDV 的感染力差异，强调

受体识别是细胞嗜性的决定因素之一 [93]。

近年来，非结构蛋白对 FMDV 毒力和宿主嗜

性的影响已取得研究证据。非结构蛋白 3A 的缺失

与牛 FMDVO 和 C 血清型减毒有关，序列缺失情况

与在鸡胚胎中传代的结果类似 [100]。1997 年从台湾

分离到的毒株含有 10 个氨基酸的缺失，与发生在

鸡胚胎中的缺失传代重叠，与 3A 不同的点突变一

起，有利于变异的 O 型 FMDV 对牛的低致病性 [15]。

在过去 29 年，3A 的改变导致病毒循环中突变体在

这一地区的积累 [101]。有趣的是，这种病毒对猪显

示高的毒力，说明物种特异性往往与 FMDV 毒力

相关，宿主和病毒复杂的相互作用决定了病变和临

床症状的出现。在脊髓灰质炎病毒中，3A 参与了

病毒特异性 RNA 的合成 [102]，但 3A 介导的 FMDV 毒

力改变的生化基础和宿主调控机制仍然不得而知。

对 FMDV 适应豚鼠的分子基础的分析发现，

这种传统的动物模型不仅可以用于研究免疫反应和

疫苗的免疫效果，还为 3A 蛋白在 FMDV 的宿主范

围的作用提供了证据。通过 C-S8c1 病毒在啮齿动

物中的传代和筛选，选择的病毒获得了产生发烧和

病变的能力。从病料中恢复出病毒，揭示了在适应

过程中蛋白质 2C、3A 和 VP1 发生了固定的氨基酸

序列替代。利用反向遗传技术构建嵌合病毒表明，

3A 单一的氨基酸替换 (Q44-R) 就足够 FMDV 对豚

鼠产生病变 [103]。有趣的是，替换 VP1 基因 L147-P，
在适应过程中却成为优势，都改变了抗原的特性和

与细胞整联蛋白相互作用的能力 [49,93]。

利用致死性突变也是抗病毒的一种策略。Agudo
等 [104] 通过利用基因诱变剂病毒唑 (ribavirin) 来进行

抗 FMDV 研究，发现在 RNA 依赖的 RNA 聚合酶中

含有 3 个氨基酸替换 (M296I、P44S 和 P169S)，这些

突变株是对病毒唑的一种适应性突变。Zeng 等 [105] 也

利用基因诱变剂病毒唑来加压筛选，鉴定出 3D 含有

4 个位点替换 (D5N、A38V、M194I 和 M296V)，并

用反向遗传证实了含有 D5N 和 A38V 变异位点的毒

株具有毒力减弱的特征，证明了准种多样性和限制

准种多样性是与病毒致弱相关的，可以作为一种致

弱策略。这些数据也表明，口蹄疫病毒进化和变异
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获得新的适应性是其难以防控和限制的主要内因。

FMDV 出现了与其他小 RNA 病毒一些相似的

细胞和宿主嗜性，就是 FMDV 准种与不同的宿主

相互作用的结果，导致优势病毒亚群复杂的动力学，

这是由不同的选择压力驱动的。其中，需要细胞受

体在不同的靶组织中起始感染，需要最低程度的病

毒复制，以及逃避宿主的免疫反应，已有越来越多

的定量测定来支持这些分析。在选择压下涌现的突

变体，不仅会影响结构蛋白，也影响非结构蛋白和

FMDV 基因组的调控区域。

2.5　持续感染的形成

持续感染 (persistent infection) 是指动物感染病

毒后，机体不能及时清除而保持无症状带毒状态。

在带毒期间病毒持续感染动物可能间歇性向外界排

出病毒，感染周围易感动物。口蹄病毒的持续感染

的界定是通常将感染病毒 28 d 或更长时间后，仍能

分离到活 FMDV 的动物称为 FMDV 带毒动物。持

续感染形成的分子基础是 FMDV 准种和宿主选择

和进化的结果。

Van Bekkum 等 [106] 首次证实从口蹄疫感染的

康复牛咽喉黏液中可分离到感染性 FMDV。非洲水

牛可带毒 5 年，牛最长带毒可达 3.5 年，绵羊和山

羊也能持续带毒，绵羊达 9 个月，山羊达 4 个月 [107]。

目前仍然没有查到猪持续感染的直接证据。Zhang 
等 [53] 在感染 28 d 后的猪的颈和下额的淋巴组织中

检测到病毒核酸，但在咽和软腭部位没有查到核酸，

仍不确定这些淋巴组织能否造成猪的持续感染。动

物畜群中带毒动物的数量取决于畜种、感染次数和

畜群的免疫状态 ( 免疫或非免疫 )。Hedger 等 [108]

和 Gurhan 等 [109] 调查发现，牛感染病毒后带毒比例

为 68%，非洲水牛为 70%、绵羊为 16.8%，一般在

12 个月后带毒比例下降为 5%~12%。英国 Pirbright
研究所实验发现，高滴度病毒感染免疫牛和非免疫

牛，各有 77% 和 78% 发展为带毒者。弱毒疫苗的

使用也可造成 FMDV 持续感染，如接种 O 型弱毒

株 OMII 疫苗可造成 52% 的牛、12% 的羊带毒，这

可能是接种 FMD 弱毒疫苗的最大隐患。

但携带病毒的动物在田间对病毒的散播的作用

仍有争议。唯一的直接的证据是 19 世纪末 20 世纪

初，在津巴布韦 (Zimbabwe) 爆发 FMD 期间，从非

洲水牛到家牛的传播 [110]。迄今为止，还没有实验

室的证据来说明携带病毒的牛或羊能够将病毒传播

给未感染的动物体上。然而，在食道 - 咽部液体存

在的活病毒使得此种传播成为可能，除此，在田间，

宿主动物体内病毒的长期持续感染和复制会导致基

因的变异和进化，从而可能会引起一种新病毒变异

株的产生 [24,50]。而且，Bao 等 [111] 鉴定了从牛 OP 分

离毒株对猪和牛具有感染性和致病性，这间接证明

了持续感染病毒的感染风险。

病毒携带者状况的形成和维持机制不是很清

楚，因为暴露于病毒环境中的动物经过急性感染或

免疫接种后，都会发生持续感染。这似乎是动物的

免疫状态可能会控制病毒复制的水平。Alexandersen
等 [112] 对于在咽部持续感染的形成，提出了两种机

制。一种是 FMDV 能够感染免疫系统的细胞，例

如巨噬细胞，或者其他的免疫系统保护特殊部位，

从而导致了对免疫应答的逃避。Baxt 和 Mason[113]

在猪的外周血液巨噬细胞里检测到了病毒的复制，

并且发现了当这些细胞被 Fc 介导受体吸附呈现为

一种免疫复合物时，病毒仅仅能感染这类细胞。

Pacheco 等 [114] 检测了牛上呼吸道黏膜显著降低的一

些细胞因子 (IP-10、IFN-β、IL-12 和 IL-2) 的 mRNA
水平，与持续感染部位相关。而且，感染会中断且

不能导致新的感染性病毒的产生。Rigden 等 [115] 也

发现了猪牙槽的巨噬细胞也不能支持病毒的复制；

然而，在缺少特异抗体时，病毒结合该巨噬细胞。

而且，病毒通过巨噬细胞的内化作用进入该细胞，

病毒能维持感染性至少 12 h。第二种机制提出，通

过宿主信号，病毒利用宿主的应答来提供有利长时

间持续感染的细胞内环境。

这两种进化机制的分子基础是由 FMDV 准种

和宿主选择进化决定的。FMDV 具有准种特性，即

FMDV 的基因组 RNA 没有单一明确的核酸序列，

而是呈现类群分布。FMDV 感染新宿主时，就只是

类群中一部分变异株生长并复制，结果又产生了新

的准种。如果病毒长期感染和传播，就形成基因高

度异质性的毒株群体。这种异质性基因型病毒复制

可能引起病毒的持续性感染。从这个角度理解，持

续感染是 FMDV 群体经过宿主选择后，形成的新

的表型变异的群体；也可以理解为 FMDV 经过宿

主的选择压力，变异成新表型的群体。

2.6　应对天然免疫应答

持续性感染形成的一个最主要的机制就是能够

逃逸宿主的免疫应答。持续性感染的形成是许多病

毒和宿主因子的共同调控的结果，首先是抑制或突

破天然免疫屏障。口蹄疫病毒感染宿主必须突破天

然免疫系统才能够使得病毒在机体内大量复制、繁

殖和传播，为达到这一目的，口蹄疫病毒进化出能
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利用多种途径抗衡，甚至破坏宿主细胞天然免疫应

答的机制。

口蹄疫病毒 L 蛋白为口蹄疫病毒的一个非结构

蛋白，其在口蹄疫病毒发挥免疫抑制方面有着极为

重要的作用。口蹄疫病毒感染宿主后，其病毒 RNA
编码表达出一个完整的多聚蛋白，其中编码的 3 种

非结构蛋白 Lpro、2A 和 3C 均具有蛋白酶活性，能

剪切多聚前体蛋白形成成熟蛋白 [116]，同时也在拮

抗宿主天然免疫反应过程中发挥着重要作用。L 蛋

白具有类似木瓜蛋白酶的功能，其从多聚蛋白前体

上进行自我切割裂解下来。然后，它可以通过切割

宿主的翻译起始因子 eIF-4G，从而切断宿主依赖性

帽子 mRNA 的翻译，间接促进病毒对宿主细胞内

复制原料的摄取，加快病毒的复制 [117]。L 蛋白被

认为是口蹄疫病毒拮抗宿主天然免疫反应最为重要

的蛋白，因为其可以直接裂解多种天然免疫通路的

节点分子而发挥免疫抑制作用 [117]。L 蛋白可以通

过裂解 NF-κB 蛋白而抑制由 NF-κB 调控的相关细

胞因子和趋化因子的表达，为病毒复制提供有利的

复制和增殖条件与环境。L 蛋白同样可以通过裂解

IRF3 和 IRF7 而拮抗 I 型干扰素的表达 [118]，进而极

大程度地抑制宿主抗病毒蛋白的表达，促进病毒的

复制。L 蛋白还被报道具有去泛素化酶的功能，它

可以抑制 RIG-I、TBK1 等 I 型干扰素通路的重要节

点分子，同样抑制 I 型干扰素的产生，从而发挥免

疫抑制作用 [119]。L 蛋白被报道还可抑制抗病毒蛋

白 RANTES 的表达，而发挥拮抗效应 [118]。而 L 基

因缺失的口蹄疫病毒对宿主干扰素诱导水平、

NF-κB 的表达水平以及相关抗病毒蛋白的表达水平

的抑制能力明显下降，病毒复制水平也显著降低。

由此可见，L 蛋白通过多种途径发挥免疫抑制作用，

有利于促进和保障口蹄疫病毒的快速复制。

3C 蛋白是口蹄疫病毒发挥免疫抑制作用的另

外一个关键蛋白。3C 蛋白在结构上几乎与丝氨酸

蛋白酶原体糜蛋白酶一致 [120]。3C 蛋白的主要功能

是对病毒多聚前体蛋白进行剪切加工，形成成熟蛋

白，而且其在感染的宿主细胞中可以发挥剪切宿主

蛋白的功能，它可以切除组蛋白 H3 的 N 末端 20
个氨基酸，促进病毒复制。L 蛋白被报道可以剪切

eIF4G 阻断宿主细胞蛋白合成，但也有报道在口蹄

疫病毒感染晚期，3C 蛋白能够剪切 eIF4G 和 eIF4A
发挥拮抗作用 [121]。3C 蛋白可以裂解 NF-κB 调节蛋

白 NEMO (nuclear transcription factor kappa B essential 
modulator)，并抑制 NEMO 介导的 I 型干扰素产生，

从而发挥免疫抑制功能，促进病毒复制 [122] ；3C 蛋

白还可以通过拮抗 JAK-STAT 通路发挥免疫抑制作

用，其具体机制为 3C 蛋白通过蛋白酶体和 caspase
非依赖途径降低 KPNA1 蛋白的表达水平，由于

KPNA1 是 STAT1 的核定位信号受体，因此，KPNA1
的下降直接阻断了 STAT1/STAT2 的入核，STAT1/
STAT2 的核定位被阻断后，直接导致了大量抗病毒

蛋白因子表达的抑制，不能有效限制病毒复制 [123]。

除了 L 蛋白和 3C 蛋白，口蹄疫病毒 2C 蛋白

也在免疫抑制方面发挥着拮抗作用，它可以抑制天

然免疫到获得性免疫的过渡，并且可以与 beclin 蛋

白结合，阻止溶酶体与自噬小泡的融合，使得病毒

能够存活下来进行进一步的复制繁殖 [124]。口蹄疫

病毒的多种蛋白都具有抑制天然免疫系统的作用，

而且其抑制机制多种多样，许多机制至今还不是很

清楚，有待于进一步深入研究。但病毒进化出抑制

天然免疫应答的功能，是决定病毒是否能够有效感

染和致病宿主的前提，也是获得性免疫和免疫逃逸

的基础。而宿主天然免疫系统是保守的，对宿主清

除病毒感染具有重要作用，但病毒仍然能够逃逸天

然免疫系统的监视，抑制宿主免疫的进化机制仍然

有待深入研究。

3　结语

FMDV 与其他 RNA 病毒相同，具有高突变率

和准种动力学属性。病毒的分子变异和表型可塑性

研究 [125-126] 为我们描绘了该方向的前景。新一代测

序技术的出现，使确认感染细胞和动物组织中的病

毒突变更加容易，为进一步揭示 FMDV 生命活动

本质提供了新方法，新的发现和新的研究成果指日

可待。然而，需要面对的现实问题是，目前全球仍

有多个区域因流行 FMD 而蒙受巨大损失，尤其是

亚洲和非洲，即使引入欧美防控模式也难奏其效。

频繁发生的局部流行毒株跨区域 (Pool) 传播，加剧

了 FMDV 的变异，致使抗原差异加大、毒力增强、

跨种间感染增多，形成老病未除新病又至的复杂局

面，传统控制理论已不敷其用，需要另辟蹊径。开

展 FMDV 生物学本质及其遗传变异规律的研究，

深入探索病毒感染和病毒清除机制，将为全面创新

FMD 防控理论和技术打下坚实基础。
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