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Abstract：Equine infectious anemia virus full-length-gene chimeric clone derived virus, vLGFD9-12, 
was inoculated into healthy horses. Over an observation period of 150 days, all inoculated groups 
showed no overt abnormal symptoms. The results from routine blood assays showed that the counts of 
WBC and HGB had no obvious changes between vLGFD9-12 group and its parental virus pLGFD3-8. 
Low levels of viral RNA in the plasma of vLGFD9-12- and pLGFD3-8-infected horses was detected, 
The results from cytolytic T lymphocyte (CTL) and lymphocyte proliferation assay (LPA) showed that 
all inoculated animals had similar changes on virus-specific CTL responses and virus-specific 
lymphocyte proliferation activity. These results provide an important foundation for further study on 
mechanism of attenuation of the EIAV and the protective immunity against EIAV. 
Keywords：Equine infectious anemia virus; Derived virus; Long terminal repeat  
 
摘要：将已构建的马传染性贫血病毒 LTR 强弱毒嵌合克隆衍生毒 vLGFD9-12 体内接种健康试验马，在 150d 观察期

内，各组试验动物体症均未见异常。血液学分析发现，vLGFD9-12 嵌合克隆衍生病毒与亲本弱毒疫苗株的白细胞与

血红蛋白含量总体上没有明显的规律性的变化。在动物外周血中均检测到一定的病毒 RNA 拷贝数，但拷贝数较低。

二者在诱导 EIAV 特异性淋巴细胞增殖功能和特异性细胞毒性杀伤反应中，亦具有相似的变化趋势和效应。本项研

究为进一步确定我国马传贫弱毒疫苗株毒力致弱及免疫保护的分子机制奠定了重要的分子生物学基础。 

关键词：马传染性贫血病毒；衍生病毒；LTR 

中图分类号：S852.65             文献标识码：A      文章编号：1003-5125(2006)03-0244-05 
 
马传染性贫血病毒（Equine infectious anemia 

virus, EIAV）引起马属动物的一种急性烈性传染病，

以贫血、持续感染、反复发热为特征。与人免疫缺

陷病毒（HIV-1）同属反转录病毒科慢病毒属的重

要成员，二者病毒基因组包括三个结构基因gag、

pol、env，此外还有几个小开放阅读框架，及基因

组两端的长末端重复序列（Long terminal repeat, 
LTR）。LTR含有两类调节序列，一类是与细胞转录

因子相互作用的上游序列，一类是被病毒自身编码

的反式激活蛋白tat所识别的下游序列（TAR）。Pay-
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ne[1~3]等在亚基因组水平对低毒力毒株的部分序列

进行替换发现env基因和LTR区对于EIAV的致病性

至关重要，明确EIAV LTR的变异对于指导病毒的复

制和病毒致病性具有重要的意义。 
我国于上世纪70年代在世界上首次培育成功了

马传贫病毒弱毒疫苗[4,5]，该疫苗是将一株人工驯化

的具有致死毒力的强毒株DV经过体外驴白细胞连

续传代致弱的。为此，我们对该弱毒疫苗传代过程

中不同代次毒株LTR进行了序列测定和分析[6]，针对

序列分析结果，在LTR U3区选取特定的酶切位点对

EIAV非编码区LTR基因进行了部分替换。将替换的

全基因克隆转染驴胎皮肤细胞（FDD）并以驴白细

胞（DL）传代，用逆转录酶活性检测、RT-PCR方法

及Real-time RT-PCR验证其感染性。结果发现，其衍

生病毒感染上述两种细胞均出现明显的细胞病变；

细胞培养上清可检测到RT酶活性和RT-PCR阳性。电

镜下可见大量典型的EIAV颗粒，证明获得了LTR强
弱毒嵌合克隆衍生病毒vLGFD9-12[7]。该嵌合克隆全

长质粒从5'LTR U3区147 bp至3'LTR U3区146 bp及
其间的gag、pol、env基因完全来源于EIAV驴胎皮肤

细胞疫苗株全基因感染性克隆pLGFD3-8[8]，而外侧

部分LTR来源于高致病力的感染性克隆pD70344[9]。

出现相对于原先弱毒感染性分子克隆的多处突变，

最为明显的是E-box的丢失、GATA基序的增加。本

文将此嵌合克隆衍生病毒vLGFD9-12接种试验动

物，通过体内动物试验对该嵌合克隆生物学特性进

行了研究，获得一些有效数据，为EIAV的免疫保护

机制的研究提供了一定的理论依据。 

1  材料和方法 
1.1  实验材料 

EIAV LTR 强弱毒嵌合克隆衍生毒 vLGFD9 
-12[7]；EIAV驴胎皮肤细胞弱毒疫苗株 pLGFD3-8[8]；

EIAV 驴强毒株 D[9]；驴胎皮肤细胞 FDD、驴白细

胞 DL 均由哈尔滨兽医研究所慢病毒研究组提供。 
试验用马购自黑龙江省非马传贫疫区，经两次

琼脂扩散试验（AGIP）检测 EIAV 抗体为阴性，并

无疱疹病毒污染。 
1.2  引物 

针对 gag 区设计特异性引物和探针，用于病毒

载量 Real-time RT-PCR 检测:RT1 (AGGAATTCT 
GGGAGACTCTTTGAC)/RT2(ACTCGAGGTGCTT
TACATTGACT)；探针 probe（TCAGCCGGATGTC 
CCTCACT）。 
1.3  试验动物分组及样品采集 

5匹健康试验马根据接种毒株不同，将其分成3
组，第1组为健康对照组（2#马）；第2组为阳性对

照组，为接种弱毒疫苗株pLGFD3-8组（15#和17#
马）；第3组为接种LTR嵌合克隆衍生毒vLGFD9-12
组（20#和30#马）。接种途径均为皮下，接种剂量

均为5mL×105TCID50。接种后前3个月每隔15d静脉

无菌采集动物全血、血清样品，3个月后每隔30d采
集，共持续5个月。 
1.4  临床症状的观察 

试验期，试验马每日2次测温，并进行临床症

状观察，正常体温为38℃左右，体温超过39℃认为

EIAV引起的发热。 
1.5  琼脂扩散试验 

采集试验动物全血，分离血清，按照国际标准

方法进行抗体琼脂扩散试验检查[10]。 
1.6  外周血血液学分析 

定期颈静脉无菌采集试验马肝素抗凝全血，采

用日本光电株式会社MEK-6318K血液分析仪测定

外周血白细胞数，红细胞数，血红蛋白、血小板数。 
1.7  外周血 T 淋巴细胞数的测定 

取100µL全血，加入鼠抗羊CD4/CD8 IgG1单克

隆抗体，终浓度为20μg/mL，混匀，室温放置15min，
用含5％胎牛血清的PBS洗涤3次，加入羊抗鼠

IgG1-FITC多克隆抗体，终浓度为8μg/mL，混匀，

室温放置15min，弃上清，加500μL固定液，染色细

胞用流式细胞计数仪进行分类计数。 
1.8  血浆病毒载量测定 

按照QIAamp Viral RNA Mini Kit（QIAGEN）

说明书提取血浆病毒RNA，以其作为模板，加入特

异性引物RT1/RT2和探针，在RT酶的作用下，用7700
型Real-time PCR仪监测整个PCR进程，通过已建立

的标准曲线分析待测样本中游离RNA的拷贝数，观

察病毒在外周血中的复制情况。 
1.9  外周血单个核细胞的分离 

采集肝素抗凝全血，用淋巴细胞分离液分离外

周血单个核细胞（PBMC），用1640完全培养液悬浮

细胞，37℃培养。 
1.10  EIAV 特异性淋巴细胞增殖反应 

用0.1%BSA/PBS悬浮PBMC，离心弃上清；加

入250μL 0.3% BSA/PBS悬浮细胞；加250μL CFSE
溶液至上述细胞悬液，放置染色10min；加血清终

止染色后洗涤细胞3次；用完全培养液RPMI悬浮细

胞，分装于24空板。每批细胞设四个复管，一个为

阴性对照管，三个为测定管。病毒刺激组是采用

DLV126疫苗毒作为刺激源，阳性对照采用浓度为
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250ng/mL非特异刺激物植物凝集素PHA，阴性对照

为 马 血 清 ， 于 37 ℃ 培 养 5d 后 收 获 细 胞 ，

0.1%BSA/PBS洗涤细胞两遍，细胞沉淀用200µL 
0.1%BSA/PBS缓冲液和200μL 1%多聚甲醛溶液悬

浮，流式细胞仪分析。 
1.11  EIAV 特异性杀伤性淋巴细胞功能检测 

分离PBMC，效应细胞、靶细胞分瓶培养。于

效应细胞培养瓶中加入EIAV活病毒来刺激活化T细
胞，活化5-7d；靶细胞培养的第5d，将培养物1分为

2，一瓶加入蛋白，一瓶不加做对照细胞，蛋白的

用量是20μg/mL，于37℃孵育4-5h；用CFSE对靶细

胞和对照细胞进行染色；加入血清终止染色，加入

400μL 1640培养液，离心收集细胞；染色细胞和效

应细胞沉淀分别用0.5mL的全培养液悬浮，计数；

按照20：1的效靶比配制CTL反应体系，反应在37
℃进行5-6h，每个反应分别做靶细胞杀伤反应和对

照杀伤反应，每个反应做复管。上流式细胞仪检测

靶细胞的减少比例，评估CTL杀伤的能力。 

2  结果和分析 
2.1  接种动物的临床反应 
 马传染性贫血的主要特征是持续感染、反复发

热和贫血。试验动物接种后观察6个月，在实验中，

各组实验马临床表现均未见异常，均没有体温升高

现象。 
2.2  琼脂扩散试验 
 在接种后第3个月，在各组试验动物中均有抗

原抗体特异性结合现象产生，与标准阳性反应对

比，各试验动物接种组抗原抗体反应呈弱阳性。 
2.3  外周血血液学分析 

在观察期内，对血液样品进行分析显示，各组

试验动物白细胞与血红蛋白含量总体上没有明显

的规律性的变化。弱毒疫苗克隆衍生毒的接种并没

有造成白细胞数和血红蛋白含量的明显降低或上

升。LTR嵌合克隆衍生毒接种马在接种后一个月内

白细胞总数有明显的降低，一个月后两指标的变化

未见到非常明显的变化，均在正常范围之内，白细

胞总数为5.0-11.0×109/L、血红蛋白量为80-140g/L。
在整个观察期内，各接种组血小板计数均大于100
×109/L，数值基本维持在正常范围100-150×109/L
之间。血小板和体温的变化曲线见图1。 
2.4  外周血 T 淋巴细胞数的测定 

按照1.7所述方法处理不同时间采集的外周血

样品，通过流式细胞计数仪检测外周血T淋巴细胞

亚群数，绘制出时间－CD4+/CD8+T细胞曲线如图2。

由图2-2 CD4+/CD8+T细胞变化曲线来看，LTR嵌合

克隆接种组在接种后CD4+T细胞水平高于健康对照

组，弱毒疫苗克隆衍生毒组在接种后CD4+T细胞水

平基本与健康对照组一致；而二者CD8+T细胞水平

都明显低于健康对照组。CD8+T细胞水平的高低与

免疫水平呈正相关，即CD8+T细胞水平越高，诱发

机体产生的免疫保护反应能力越强，我们推测LTR
嵌合克隆衍生毒接种组同弱毒疫苗克隆衍生毒一

样，亦能诱导机体产生特异性的免疫保护反应。 

 

 

 
图 1  试验动物外周血血小板和体温变化曲线 

Fig.1  Curve of platelets counts and body temperature of 
inoculated-animals 

 

2.5  外周血病毒 RNA 载量的测定 
测定外周血 EIAV 载量结果显示，阴性对照组

2#马载量为阴性；弱毒疫苗克隆衍生毒接种组 15#
马呈阶段性低水平的复制，大部分时间很难检出，

最高水平也仅达到 102 拷贝/mL。17#马在病毒接种

的最初阶段病毒载量接近 103 拷贝/mL，二周之后基

本维持在 0-102 拷贝/mL 之间；LTR 嵌合克隆衍生

毒接种组在接种后 2 个月内均未检测到病毒载量，
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在接种后第 60 天，测得两匹马病毒 RNA 拷贝数分

别为 224、210 拷贝/mL，其后病毒 RNA 拷贝数基

本保持在 0-102 拷贝/mL 之间。从病毒载量来看，

弱毒疫苗克隆株保持了弱毒株的毒力特点，且复制

水平比较低，LTR 嵌合克隆衍生毒同弱毒疫苗克隆

毒复制水平相似，在马体内的复制水平也很低。 

 

 
图 2  接种试验动物 CD4+/CD8+T 淋巴细胞数 

Fig.2  CD4+/CD8+ subsets of T lymphocytes of inoculated- 
animals 
 

2.6  EIAV 特异性淋巴细胞增殖实验 
在接毒 2 个月以后，各组淋巴细胞增殖能力均迅

速加强。弱毒疫苗克隆衍生毒接种组在第 4 个月达到

一个相对高点，达 30％以上，其后略有下降。LTR
嵌合克隆衍生毒接种组在观察期内淋巴细胞增殖能

力一直呈上升趋势。通过数据显示，二者都能诱导马

体产生一定水平的细胞免疫反应，且具有类似的变化

趋势和时间特点。在各组之间观察到一定的反应水平

的差异，即疫苗克隆衍生毒接种组增殖水平高于 LTR
嵌合克隆衍生毒接种组，我们推测疫苗克隆衍生毒能

更好地诱导机体的淋巴细胞增殖，达到更高一些的免

疫保护水平。各组增殖变化趋势见图 3。 
2.7  EIAV 特异性杀伤性淋巴细胞功能检测 

各试验马接种病毒后，马体在一个月后均开始

产生病毒特异性的CTL反应，且一直呈上升趋势，

在接种后2-3个月时候，达到一个比较高的杀伤效

应，高达30％以上，其后略有下降，杀伤效率一般

维持在20％~30％之间。弱毒疫苗克隆衍生毒接种

组与LTR嵌合克隆衍生毒接种组试验马CTL变化趋

势比较相近。在接种后相同时间内，弱毒疫苗克隆

衍生毒组的CTL杀伤效应略高于LTR嵌合克隆衍生

毒组，但差异不显著，二者在CTL杀伤能力上具有

相似的功能。各组杀伤变化趋势见图4。 

 
图 3  接种试验动物淋巴细胞增殖功能分析 

Fig.3  Analysis of lymphocyte proliferation activity of inoculated- 
animals 

 

 
图 4  接种试验动物淋巴细胞 CTL 杀伤功能分析 

Fig.4  Analysis of CTL responses of inoculated-animals 
 

3  讨论 
自 1983 年人类发现 HIV-1 以后，世界范围内

广泛开展了对 EIAV 分子生物学的研究并取得了很

多成果，尤其是反向遗传技术的发展为慢病毒的研

究提供了新的思路。到目前为止，已经构建了多个

EIAV 感染性克隆用于病毒各基因功能及其与病程

之间关系的研究[11~13]。我国具有独立知识产权的

EIAV 弱毒疫苗致弱系统，这一疫苗培育系统中不

同于其他 EIAV 毒株和衍生毒，它们包含了毒力由

强到弱，免疫原性逐步提高的关键信息，但对其致

病机理及其免疫机制尚不十分清楚。本实验室已经

成功构建了弱毒疫苗感染性分子克隆 pLGFD3-8[7]、

强毒株感染性分子克隆 pD70344[8]，这就为马传贫

乃至慢病毒免疫机理研究提供了绝佳的研究系统。

本研究构建的 LTR 强弱毒嵌合克隆 pLGFD9-12 以

上述强、弱毒感染性分子克隆为亲本，在 LTR U3
区特定位置引入强毒株 pD70344 LTR 部分基因，来

考察 LTR 部分基序的改变对病毒的复制及毒力的

影响，为进一步在分子水平上阐明我国 EIAV 疫苗

株的复制机制、减毒机理提供一定的理论依据。 
本研究将 LTR 嵌合克隆 vLGFD9-12 衍生毒体

外皮下接种试验马，在观察期内并没有引起试验马

发病，临床体温及体征均正常；通过血液学分析，

并没有引起试验马贫血症状，红细胞、白细胞及血

小板数也在正常范围内波动；测得接种后试验动物

外周血中病毒载量较低，结果同弱毒疫苗克隆株相

似。说明 LTR 嵌合病毒保持了亲本弱毒疫苗克隆株
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的特性，对马不能引起急性发病，仅 LTR 某个基序

的改变不能导致病毒毒力的变化，这与 Payne 等的

研究结果一致，Payne 等研究发现，LTR 不是唯一

的致病因素，env 基因的变异对 EIAV 的致病也起着

重要的作用[12,14]。因反转录病毒 LTR 是在病毒的调

节蛋白和细胞转录因子的共同作用下发挥其对病

毒转录的调控作用，即病毒的致病力是在一个特定

背景下多个因素共同作用的结果，我们仅改变了个

别转录调节因子基序不能引起病毒复制、毒力上的

改变，应在此嵌合克隆的基础上进一步构建某些与

病毒复制、致病力相关基序改变的感染性分子克

隆，深入研究明确与病毒致病力相关的基因。 
本研究建立了流式细胞术结合荧光标记方法

检测马淋巴细胞增殖功能和马的细胞毒性T淋巴细

胞杀伤作用的测定方法。CFSE（sμccinimidyl ester of 
carboxyflμorsecein diacetate）荧光标记物可自发地

与细胞表面或细胞内蛋白成份中的赖氨酸侧链以

及其他氨基酸的侧链氨基形成稳定的不可逆的结

合。细胞分裂时，标记的 CFSE 可以非常平均地分

配到子代细胞之间，在流式细胞仪检测时，可以以

荧光强度的半数衰减的次数来判定细胞群体在增

殖过程中连续分裂的代次数。可检测的细胞分裂次

数主要受限于两方面因素：即未标记细胞的自发荧

光强度以及标记细胞群体的体积大小的均一性程

度。目前对EIAV CTL反应的检测都是通过采用 51Cr
释放的办法来上清中 51Cr 的放射量[15]。我们采用荧

光标记结合流式细胞术达到取代 51Cr的目的是完全

可行的，在生物安全性方面具有很大的意义。 
本试验主要注重考察 LTR 嵌合克隆衍生病毒

vLGFD9-12 毒力的问题，发现体内生物学特性与亲

本弱毒疫苗感染性克隆有很大的相似性。评价该嵌

合克隆衍生毒或疫苗弱毒感染性克隆的免疫原性

需进行攻毒试验，用标准 EIA 攻毒方案进行动物实

验，以明确 LTR 嵌合病毒在免疫特性上与亲本弱毒

疫苗感染性克隆的关系，但因时间有限，并没有进

行攻毒试验，我们后续将进一步进行深入研究。 
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