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摘要：马传染性贫血病毒（equine infectious anemia virus, EIAV）驴强毒株 DV 是一株经过驴体传代获

得的而具有超强毒力的毒株，对马和驴均可 100％致死。用 PCR 方法分段扩增了 DV 其前病毒基因，将包含全基因

片段的 3个基因克隆以限制性内切酶消化后顺次连接克隆到 pLG338 上，命名为 pD70344。将此克隆体外转染驴胎

皮肤细胞和驴白细胞，连续盲传 3代并以反转录酶活性测定，RT-PCR 鉴定其病毒活性，透射电镜观察发现细胞培

养物中存在大量典型病毒粒子，证明获得了 1 株具有感染性的 EIAV 病毒粒子，命名为 pD70344V。经序列测定确

认了本试验首次构建了 1株完全来源于 EIAV 强毒基因的感染性分子克隆，将此克隆病毒接种驴，可以引起典型的

马传贫症状并导致试验动物死亡。该分子克隆的建立为进一步考察病毒的毒力与基因的关系提供了良好的平台。 
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Development of a Molecular Clone of Chinese Equine Infectious 
Anemia Virus Donkey Adapted Strain 
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Abstract: An equine infectious anemia virus donkey adapted strain (designated as DV), which has lethal virulence to horse and 

donkey, was obtained through serials passaging in donkeys in vivo used a wide-type EIAV isolate. Three fragments covering entire 
genome of DV were amplified by PCR techniques from DV infected donkey leucocyte culture. The full-length genome was cloned 
into a low-copy number vector pLG338 using molecular clone strategies and a recombinant plasmid (designated pD70344) was 
obtained. pD70344 was used to transfect fetal donkey dermal cell culture in vitro and passaged in donkey leucocyte cells. The 
supernatants of passages were tested to be positive by reverse transcriptase activity (RT) assay and EIAV special RT-PCR. 
Cytopathogenic effects were observed by 5-6 days post infection in donkey leukocyte infected with the pD70344 derived virus. 
EIAV-like virions were also observed by electronic microscope in donkey leukocyte passages. And sequence analysis of this derived 
virus shows highly coincident with original DV strain. Tow donkeys were inoculated with this virus and developed typical equine 
infectious anemia symptom. These results showed that a pathogenic infectious molecular clone of EIAV DV was obtained, and it has 
provided an important tool for evaluating of gene function on EIAV attenuation. 
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马传染性贫血病毒（equine enfectious anemia virus, 
EIAV）是反转录病毒科慢病毒属的成员之一。主要引

起马属动物一种以反复发热、贫血、消瘦等为症状的

慢性进行性疾病，称之为马传染性贫血（equine 

infectious anemia, EIA, 简称马传贫）。EIAV 一般对马

致病力高，在驴引起发病的报道很少见。中国科学家

在 20 世纪 70 年代利用一株对马高致病力的 EIAV 毒

株经过多次驴体传代，使之适应了驴体，获得了一株
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对驴有高致病力的毒株——驴强毒（donkey adapted 
EIAV, DV），这一毒株经过体外驴白细胞多次传代，

研制成功了马传染性贫血驴白细胞弱毒疫苗[1,2]，这一

疫苗是迄今为止世界上惟一大规模应用的慢病毒疫

苗。驴强毒的显著特点是对驴和马均具有高度致死性，

试验接种驴或马均可引起快速发病并在短期内死亡，

死亡率 100%，这是在自然分离的 EIAV 毒株很难见到

的特性。体外构建的感染性分子克隆为反向遗传操作

提供了有力手段[3]，已经有研究利用基因替换的感染

性分子克隆证实了 env 和 3′LTR 对病毒的毒力有直接

的影响[4,5]，Gag p9 蛋白 51 个残基中仅 N 末端 31 个

氨基酸在转染马细胞中与复制能力相关[6]。但迄今为

止尚没有构建成功一株基因完全来源于高致病力毒株

的分子克隆。本试验中笔者扩增并克隆了驴强毒株的

全长基因，并利用基因转染技术在体外获得了感染性

病毒粒子，为进一步阐明病毒毒力与基因的关系提供

了良好平台。 

1  材料与方法 
1.1  病毒和细胞 

马传染性贫血病毒驴强毒株（DV），病毒滴度约

每毫升 106个感染剂量（对驴），二倍体驴胎皮肤细胞

（FDD）均由哈尔滨兽医研究所疫病研究室保藏。驴

外周血白细胞由健康试验用驴静脉血分离。试验用驴

经检测 EIA AGID 抗体阴性，并无疱疹病毒污染。 

1.2  质粒和菌株 

pGEM-T easy vector（Ampr）购买于 Promega 公

司，马传贫感染性分子克隆 EIAVUK 和低拷贝质粒

pLG338（Ampr）由 NIH 提供，菌株 E. coli DH5α由

哈尔滨兽医研究所疫病研究室保藏。 
1.3  引物 

EIAV 全基因扩增所用到的引物见表 1，由上海生

物工程公司合成。 

 

表 1  基因克隆所用到的引物 

Table 1  Primers used for gene clone 

引物 
Primer 

序列 
Sequence 

位置 
Position 

LTR-F5 TGT GGG ATT AAT ATA AGA TTC T 1-19 
LTR-R5 TGT TAG ATC TTG AAA ACA AGA C 320-303 
PR40 GAT GTG AAT ATA CCA TGT CTG 3523-3503 
P732 ACC GCA ATA ACC GCA TTT GTG ACG 115-138 
Ev-Fa CTG GAA TTC GTC GAC AGC AGA GGA GAA CTT ACA G 398-418 
Ev-Ra CAG ACT CGA GCA GGG ACT CAG ACC GCA GAA TC 8168-8150 

参照毒株为本实验室测定的马传贫弱毒疫苗序列（专利号 1271015，未发表） 
The sequence of EIAV DV was used as references (unpublished) 

1.4  EIAV 驴强毒全基因组的克隆 

将驴强毒株接种于健康的驴白细胞培养物，待细

胞出现明显病变后，用 TNE（0.1mol·L-1 Tris-HCl, pH 
8.0）将细胞悬浮，用 Qiagen Genomenic DNA Kit
（Qiagen）按说明书提供的方法提取细胞基因组

DNA。首先用引物 LTR-F5/LTR-R5 扩增 LTR 321 bp
基因，克隆到 pGEM T easy vector 上获得质粒

pT_LTR，利用载体两端 EcoR I 位点将该目的基因亚

克隆到低拷贝载体 pLG338-(将 pLG338 上 Mlu I 位点

缺失后)上获得了质粒 pLG_LTR；使用 Expand TM 
Long Template PCR System （ BOEHRINGER 
MANNHEIM）分别扩增包含 gag 的 3.5 kb 片段和包

含 pol-env 及部分 3′LTR 的 7.7 kb 片段并分别克隆于

pGEM T easy vector上获得质粒pT_3.5 K和pT_7.7 K。

SacⅡ和 Hind Ⅲ酶切 pT_3.5 K，回收 2.5 kb 的酶切片

段；SacⅡ和 Hind Ⅲ酶切 pT_7.7K, 回收 8.5 kb 的酶

切片段；连接 2.5 kb 和 8.5 kb 的酶切片段，获得质粒

pT_8.0 K；利用 Mlu I 酶切 pT_8.0 K，回收 8.0 kb 的

酶切片段；Mlu I 酶切 pLG_LTR，CIAP 处理；将 8.0 kb
的 Mlu I 酶切片段和 Mlu I 酶切的 pLG_LTR 连接，转

化 DH5α，EcoR I 酶切和 P26、GR11 引物 PCR 鉴定，

并使用与载体多克隆位点紧邻的 T7 启动子序列作为

引物测序进一步鉴定插入方向后，获得了全长基因组

克隆，命名为 pD70344，构建过程如图 1。 
1.5  EIAV 全长基因组克隆的序列测定和分析 

用双脱氧法测定了 pLG_D中克隆的EIAV全长基

因序列，利用生物学软件包 GCG 等进行 ORF 的分析

和翻译，确认序列正确拼接。 
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图 1  EIAV D 株全基因克隆的构建 

Fig. 1  Strategy of construction of a full length genome clone of EIAV DV 

 

1.6  转染 

用 Winzard PureFection Plasmid DNA Purification 
System (Promega 公司) 制备纯化质粒 pD70344 和

EIAVUK （阳性对照），取 5～10 µg 纯化的质粒采用

DOTAP Liposomal Transfection System（Roche 公司）

按照说明书进行转染驴胎皮肤细胞（90% MEM, 10%
小牛血清，培养面积5 cm×5 cm，单层细胞生长至70%
汇合度），培养物经 72～96 h 取上清转移至体外培养

的驴白细胞培养物中继续培养（100%牛血清），待 5～
7 d 后收获病毒并连续在健康驴白细胞培养物中传代，
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同时设立阴性对照（空载体 pLG338）和正常细胞对

照，阳性对照采用参考质粒 EIAVUK。 
1.7  病毒粒子鉴定 

1.7.1  反转录酶(RT)活性测定  取上述转染和病毒

盲传细胞培养上清，4℃ 2 000 ×g 离心 30 min，取

上清于 4℃ 100 000 ×g 离心 30 min，弃净上清，沉

淀物于-70℃冻存，用于反转录酶活性的测定。用非放

射性反转录酶检测试剂盒（Boehringer Mainnheim 公

司）按其提供的说明书检测反转录酶含量。 
1.7.2  培养物中病毒 mRNA 的表达检测  取细胞培

养物上清 1 ml，分别接种 FDD 细胞和 DL 细胞培养，

待各自发生细胞病变后收集培养物上清，按照

QIAamp Viral RNA Mini Kit 说明书提取病毒 RNA。用

针对 EIAV 囊膜基因 env 的 EV-R62（5′ TGTATT 

GCTGCCTTGTTGTC 3′, 6197-6217）为引物逆转录成

cDNA。以此为模板进行 PCR，引物为 EV-F88（5′ 
GGTTCATTTCCTGGGTGTAG 3′,5694-5713）/ EV- R62。  
1.7.3  电镜检查  转染产物经驴白细胞上传数代后，

待细胞出现明显病变时，收取细胞培养物制备切片，

通过透射电子显微镜观察是否存在 EIA 病毒粒子。 
1.8  动物感染试验   

 将鉴定的病毒粒子细胞培养物接种敏感动物驴，

以第 4 代细胞培养物接种 2 头健康驴，每只动物 4 ml
静脉注射，在注射前后采取血样进行 PCR 检测，病理

学检查，同时监测体温及临床症状。 

2  结果与分析 
2.1  EIAV 驴强毒全基因组的克隆和序列测定  

采用巢式 PCR 分别成功扩增了 DV116 前病毒

DNA 的 321 bp、3.5 kb 和 7.7 kb 3 个片段，并分别克

隆到pGEM-T easy vector上, 上述质粒克隆包含了DV
的全长基因，所有克隆基因经序列测定后拼接得到

DV 株的全序列，DV 株前病毒 DNA 全长共 8 236 个

核苷酸，编码 1～316 位为 5′ LTR，gag 基因起始于 458
位终止于 1 915 位，pol 基因起始于 1 732 位终止于 5 
112 位，env 基因起始于 5 308 位终止于 7 899 位，3′LTR
位于 7 920～8 236 位，核苷酸序列分析显示全基因中

包含正确的结构基因 gag、pol、env 和辅助基因的 tat、
rev、S2 读码框架。按照方法 1.4 中所述分别进行酶切、

连接、克隆，获得了正向插入低拷贝载体 pLG338 上

的全基因克隆 pLGD70 344，该克隆进行序列测定以

确定其连接点序列的正确性。 
2.2  转染后细胞培养物中病毒粒子的鉴定 

从转染和传代的细胞培养物上清中抽取样本进行

反转录酶活性测定（RT），结果显示，从第 2 代开始，

pD70344 转染组和阳性对照 EIAVUK 组细胞培养上清

中均显示较强反转录酶活性试验阳性，并从第 2 代开

始活性逐渐增强，到第 4 代已经出现较强的 RT 活性

（表 2）。说明细胞培养物中有反转录酶的表达，提示

病毒复制的存在和病毒粒子的形成。用 RT-PCR 法对

第 3 代细胞培养物上清进行检测，可以获得特异性的

预期大小约 500 bp 的条带，序列分析显示与转染用克

隆序列完全一致。细胞培养物观察显示，驴白细胞可

在接种后 5～10 d 出现明显的细胞病变效应，表现为

细胞变圆或呈梭形，部分细胞脱落，如图 2。将第 4
代培养物用透射电镜技术观察，在培养物中可发现直

径 100 nm 左右的带有囊膜的典型的马传贫病毒粒子，

如图 3。说明已经获得了来源于 pD70344 质粒的感染

性分子克隆株（命名为 pD70344V）。 
 

表 2  转染后细胞上清的反转录酶（RT）活性 

Table 2  Reverse transcriptase activity in supernatants of cell 
culture 

 第 1 代  
Passage 1 

第 2 代  
Passage 2 

第 3 代  
Passage 3 

第 4 代  
Passage 4 

pD70344 ＋/－  ＋＋＋ ＋＋＋ 
EIAVUK ＋/－ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ 
pLG338 vector － － － － 
Cell control － － － － 

 

2.3  试验动物感染试验 

接种pD70344VF4的2头驴（编号03008和03009）
分别在接种后的第 7 天和第 12 天体温升高到 40℃以

上，并持续稽留，体温升高后血小板急剧下降。其中

03008 号驴于发热后 5 d 进行迫杀，解剖，取不同脏器

进行病理学检测。解剖眼观所见为全身各器官组织大

面积渗出性、出血性炎症，局部有坏死。另一头驴

03009 号于发热后 18 d 自然死亡，解剖结果是以急性

败血症导致各器官衰竭为表征的病理变化。而对照组

2 匹驴无任何临床变化。2 头试验驴在发热初期采集的

外周血经病毒分离鉴定都可分离到典型的马传染性贫

血病毒粒子。说明 pD70344VF4 大剂量接种驴体后可

引起急性发病，并可导致死亡。这一点完全继承了其

亲本毒株 DV116 的致病特性。动物体温见图 4。 

3  讨论 

 马传染性贫血病是严重危害马属动物（马、骡、

驴）的疾病之一，在世界上广泛存在。与包括人获得
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A. 正常状态 DL 细胞培养； B. DL 细胞被衍生病毒感染后细胞病变 

A. Normal donkey leukocyte culture; B. CPE occurred on donkey leukocyte culture after infected with EIAV 
 

图 2  pD70344 衍生病毒在 DL 细胞上 CPE 现象 

Fig. 2  CPE occurred on donkey leukocyte culture after infected with EIAV 

 

 
 
图 3  感染性克隆衍生病毒感染驴白细胞的电镜观察 

Fig. 3  Virion under electron microscope on donkey leukocyte 

cell culture infected by virus deriverd from molecular 

clone pD70344 
 
性免疫缺陷病毒（HIV）在内的其它慢病毒一样，其

免疫和疫苗学研究一直是科学界的难题。中国早在 20
世纪 70 年代运用经典的疫苗学方法，通过异种动物传

代和体外细胞培养致弱的方法培育成功了马传贫弱毒

疫苗。该疫苗经过长时间大规模现地应用被证明是安

全有效的，从而成为世界上第一个成功应用的慢病毒

疫苗[1]。自然界 EIAV 虽然能感染驴，但在驴一般不引

起典型的马传贫病程，多为隐性感染。在疫苗研制过

程中，驴体适应成为一个非常重要的阶段。把一株对

马高致病力的 EIAV 毒株 LN（对驴只能感染但临床症

状不明显）经过驴体多次传代，使之对驴的致病力明

显升高，直至 终获得了对驴可急性发病并引起 100%
驴死亡的强毒力毒株 DV，这一毒株对马同样具有致

死性毒力，是一株超强毒力的马传染性贫血病毒株。 
EIAV 全基因组长约 8.2 kb，是慢病毒中基因组

为精简的病毒。构建感染性分子克隆是研究病毒基因

和蛋白功能的有效手段。但迄今为止，很少有全部基

因来自于高致病力毒株的感染性分子克隆构建成功的

报道，这也许是高致病力毒株不易适应体外培养环境

所造成的。已知的几株致病力感染性分子克隆其基因

均为弱毒基因框架下的强毒基因替换的嵌合克隆[4,5]。

本试验中笔者首次获得了全部基因来源于致病性

EIAV 毒株 DV 的感染性分子克隆，是首次获得的基因

组全序列全部来源于一株致病性强毒株的分子克隆，

并且该克隆毒株接种驴体后可以引发典型的马传贫病

程，导致试验动物死亡，说明该毒株是一株高致病力

的毒株。这一克隆的构建与先前构建的弱毒疫苗感染

性分子克隆[7,8]组成了良好的马传贫病毒基因组功能

评价的平台，为进一步研究马传贫病毒基因和功能的

关系奠定了基础。 
 中国马传贫弱毒疫苗致弱系统是研究马传贫病

毒毒力致弱和免疫保护的良好模型。中国已经构建了

弱毒疫苗感染性分子克隆[7,8]，并在此基础上构建了强

弱毒部分基因替换或定点突变的感染性嵌合克隆，研 

A B 
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图 4  试验动物体温表 

Fig.4  Temperatures of experimental infected animals 

 
究发现 env 和 3′LTR 是决定病毒毒力重要基因，env
基因上 4 个点的联合突变可以造成病毒毒力的改   
变[9,10]，此外还构建了一系列结构基因定点突变（待

发表）和 LTR 突变的嵌合克隆[11]，以进一步研究病毒

毒力和基因的关系。 
 在转染中笔者还尝试了直接转染驴白细胞的策

略，驴白细胞中单核－巨噬细胞是 EIAV 的靶细胞，

但白细胞体外培养转染过程中对转染试剂的毒性比较

敏感，未能获得较好的转染效果。笔者选取了均一性

较好的二倍体驴胎皮肤细胞作为转染目的细胞，将转

染后的上清再转移到驴白细胞中继续培养，有效获得

了病毒粒子。而转染后继续在皮肤细胞中的传代却未

能检测到病毒粒子的复制，这一结果推测该分子克隆

衍生毒在皮肤细胞中的复制能力较差，可能与细胞受

体缺乏或复制某一环节受阻有关，这一问题值得继续

探讨。 
 

致谢：感谢谷守林研究员在病毒粒子的电镜观察中给予

的帮助。低拷贝载体 pLG338 和感染性分子克隆 EIAVUK由美

国 NIH 惠赠。 
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