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要!为研究中国马传染性贫血病毒"

()*+

#弱毒疫苗致弱过程中基因组的进化特征!作者对
()*+

,--+

前病毒

的囊膜基因
&).

进行了分析&使用
./0

方法体外扩增
()*+

,--+

前病毒
-1*

的
&).

!并随机挑取
./0

的阳性克隆

子进行测序和序列比对分析&结果表明!随机挑取的
./0

阳性克隆中!

#2

'

3&

的克隆子在第
#"#45#"3&

位核苷

酸处存在
677

#

67*

"翻译中止密码#的突变&该基因对应的
()*+

穿膜蛋白
89

'%

的氨基酸数在突变株中较未

截短株中减少
"%'

!变成
#%2

个
::

&对
()*+

,--+

进行
;<=><?@ABC>

分析时发现!

()*+

-D+

'%EF

的
89

'%

条带被约

3%EF

的条带取代&由此推测!

()*+

,--+

疫苗株绝大多数病毒颗粒的
89

'%

是截短型&对该代次疫苗株免疫马匹第

"%

和
'&

天体内
()*+

前病毒
-1*

和基因组
01*

的序列进行分析!结果表明该截短毒株具有在体内和体外进行

复制的能力&由于已有研究表明细胞嗜性改变与
89

'%

的截短有关!因此!推断
()*+

,--+

的
89

'%

的截短是其适应

在体外培养的驴胎皮肤细胞上复制传代的结果&综上所述!本研究发现
()*+

,--+

的
89

'%

存在高比例截短突变!

证明该截短突变毒株具有在体内和体外进行复制的能力&但该截短突变是否可通过改变
()*+

,--+

在免疫马体内

的细胞嗜性!进而影响其毒力和免疫原性!还有待进一步验证&

关键词!

()*+

,--+

%

89

'%

%截短

中图分类号!

G4%#$H%2$3

!!!!

文献标识码!

*

!!!!

文章编号!

&3HH!H2H'

"

#&"&

#

&3!&3II!&H

收稿日期!

#&&2!"&!#3

基金项目!国家自然科学基金项目"

3&II"22'

#%中国博士后科学基金一等资助"

#&&2&'%&&34

#

作者简介!马
!

建"

"24"!

#!男!满族!辽宁绥中人!讲师!博士!主要从事病毒分子生物学与免疫学研究!

6<B

$

&'%"!4%23%&#'

!

(!J:KB

$

L

K:@!

J:"24"

!M

:NCC$OCJ$O@

&马建和史楠为共同第一作者

"

通讯作者!周建华!

(!J:KB

$

PK:@NF:

(

FO

!

"#H$OCJ

12314567893:;5989<=6=>1486?@3@A4863/4=93<6

"

1;=4

BC

$0

#

):369<><3:<6

,398D-=6E3

F

-34@8DG3DD?H*:8

C

93:+<48DI948<6?

"

()*+

,--+

#

=>G2<63?3

(

J

5<63)6>379<=5?*63@<8+<45?

"

()*+

#

*99365893:+877<63

Q*PK:@

"

!

#

!

GR)1:@

"

!

D+SK:C!BK@

8

"

!

TR*UDK!

9

K@

8

"

!

P)*17/N<@

8

!

8

:@

8

"

!

D)1VF<!WNK

"

!

XU17SK:@!

8

:@

8

"

!

GR(10C@

8

!YK:@

"

!

TRUZPK:@!NF:

"

"

"

"/0$#(+)$12&

3

4$5+'$#+'

3

+

6

%&#&'()$'

3

7(+#&",)+1+

83

!

9$'5()%&#&'()$'

3

:&;&$'",

<);#(#=#&

!

>,()&;&!"$?&@

3

+

6

!

8

'("=1#='$1-"(&)"&;

!

9$'5()"%&&&"

!

>,()$

%

#/>+11&

8

&+

6

A(1?1(

6

&:&;+='"&

!

0+'#,&$;#B+'&;#'

3

C)(.&';(#

3

!

9$'5()"%&&'&

!

>,()$

#

*A?94879

$

6CK@[<=>K

8

:><>N<

8

<@CJKO<[CBF>KC@C\()*+[:OOK@<=>?:K@=]F?K@

8

:>><@F:>KC@

!

<̂:@!

:B

M

W<]>N<=<

_

F<@O<C\&).K@

9

?C[K?F=C\()*+

,--+

$*\><?:J

9

BK\

M

K@

8

&).K@

9

?C[K?F=-1*C\()!

*+

,--+

A

M

F=K@

8

./0

!

=CJ<

9

C=K>K[<6!*OBC@<= <̂?<=<B<O><]?:@]CJB

M

>C=<

_

F<@O<:@]:@:B

M

W<$

*JF>:>KC@\?CJ677>C67*

!

:

9

?<J:>F?<=>C

9

OC]C@

!

:̂=]<><O><]:>>N<

9

C=K>KC@C\#"#45

#"3&@>C\>N<&).K@#2C\3&?:@]CJB

M

=<B<O><]OBC@<=C\&).$6NK=JF>:>KC@O:F=<=:>?F@O:><]

>?:@=J<JA?:@<

9

?C><K@

"

6Q

!

:B=C><?J<]:=

89

'%

#

:>>N<#H#>N::?<=K]F<>N:>?<=FB><]>NK=JF!



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
'"

卷
!

>:><]

8

B

M

OC

9

?C><K@"%'?<=K]F<==NC?><?>N:@>N< K̂B]

89

'%$)@]<<]

!

<̂O:@=<<>N<A:@]C\

9

?<]KO!

><]>?F@O:><]

89

'% N̂<@()*+

,--+

:̂=:@:B

M

W<]A

M

;<=><?@ABC>$6CK@[<=>K

8

:><>N<=>:>F=C\()!

*+ K̂>N>N<>?F@O:><]

89

'%().(.+

!

>N<&).=<

_

F<@O<C\

9

<?K

9

N<?:BABCC]JC@C@FOB<:?O<BB=

"

.̀!

Q/

#

:==COK:><]

9

?C[K?F=-1*:@]OK?OFB:>K@

8

[K?KC@=K@()*+

,--+

![:OOK@:><]NC?=<= <̂?<:@:!

B

M

W<]$677>C67*JF>:>KC@ <̂?<AC>N\CF@]K@K@><

8

?:><]

9

?C[K?F=-1*:@]>N<

8

<@CJ<C\>N<

OK?OFB:>K@

8

[K?KC@=$6N<:AC[<?<=FB>=K@]KO:><>N:>>N<[K?KC@ K̂>N>N<>?F@O:><]

89
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马传染性贫血病毒"
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#作为反转录病毒科慢病毒属的一员!

在马属动物中引发以反复发热)血小板减少)消瘦为

主要症状的传染 性 疾 病***马 传 染 性 贫 血 病

"

()*

#

+

"

,

&由于该病毒在病原学及致病机理等方面

与同属病毒
R)+

的相似性!作为
R)+

研究的动物

模型一直受到相关领域研究人员的关注&

#&

世纪
I&54&

年代!沈荣显等通过独特的
()!

*+

强毒致弱路线!对
()*+

强毒株进行致弱!获得

了可诱导马匹产生良好免疫保护的
()*+

弱毒疫

苗!包括在 驴白 细 胞 "

QC@CO

M

><!]<?K[<] J:O?C!

9

N:

8

<

!

Q-Q

#上连续传代得到的驴白细胞弱毒疫

苗"

()*+

-D+

#和
()*+

-D+

经驴胎皮肤细胞"

,<>:B

]C@E<

M

]<?J:BO<BB=

!

,--

#连续传代得到的驴胎皮

细胞弱毒疫苗"

()*+

,--+

#

+

#5'

,

&实验室和临床使用

证明!获得的这些弱毒疫苗不仅可以诱导免疫马匹

产生抵抗同源和异源
()*+

致病力毒株攻击的能

力!且未发现毒力回复和垂直传播现象+

3

,

&同时!

()*+

,--+

的免疫效果好于
()*+

-D+

+

'

,

&

阐明
()*+

疫苗株的基因组特征!作为基因功

能研究的基础!有助于明确
()*+

疫苗株毒力弱化

和具有良好免疫原性的机制&

8D

'%

作为
()*+

囊

膜基因
&).

的一部分!编码穿膜蛋白
6Q

&已有研

究提示该穿膜蛋白
6Q

与病毒粒子的复制)介导病

毒粒子和靶细胞的融合)引发宿主细胞
/.(

等均具

有相关性+

%!H

,

&因此!在对
()*+

疫苗株基因组进行

研究时!需要特别关注
8D

'%

&通过基因序列比对分

析!作者发现
()*+

,--+

的
8D

'%

相对于
()*+

-D+

发

生了可造成编码提前终止的基因点突变现象&本研

究中!作者将对该突变现象进行系统阐述!并对该突

变现象的生物学意义作初步探讨&

#

!

材料与方法

#M#

!

试验用动物$细胞和疫苗接种

用于免疫
()*+

,--+

的马匹!购自黑龙江省!遗

传背景和品系不详&接种
()*+

,--+

前!经间隔
"%]

的
#

次免疫琼脂扩散试验确定为
()*

阴性&按照

()*+

,--+

的推荐使用剂量约
"&

%

"

H

6/)-

%&

-匹5"

!

对马匹进行皮下接种&接种后第
"%

)

'&

天分离免疫

马的
.̀ Q/

和血浆样本!用于前病毒
-1*

和
01*

的提取&

()*+

,--+

和
()*+

-D+

由作者实验室保存!

()*+

传代培养用的
,--

和
Q-Q

由作者实验室

制备&

#M!

!

()*+

前病毒
-N*

和
ON*

的提取

体外
()*+

,--+

和
()*+

-D+

前病毒
-1*

提取

自二者的培养细胞
,--

和
Q-Q

&体内感染的
()!

*+

的前病毒
-1*

提取自分离的马
.̀ Q/

+

I

,

&提

取
-1*

使用
aK:

8

<@-@<:=

M

试剂盒"

aK:

8

<@

#&提

取免疫马血浆中病毒
01*

的程序$静脉抗凝血!

#%&&?

-

JK@

5"离心收集血浆%血浆
'bH4&&&

8

超速离心后!使用微量
01*

提取试剂盒"

aK:

8

<@

#

从沉淀中提取
01*

!并用于反转录&

#M%

!

/GO

和
O1H/GO

扩增 前 病 毒
-1*

的
&).

的 引 物!

<@["

$

%c!

77**7*//*//6/**6*6/676676!3c

%

<@[#

$

%c!

6*66**6///*/*766//////667!3c

&采用

#%

#

D./0

反应体系$

"$#JJCBQ

8

/B

#

!

&$%JJCB

]16.=

!引物
<@["

)

<@[#

各
"&

#

JCB

!

"$#%Z D*

E$

F

酶以及
-1*

模板
#

#

D

&

./0

条件$

2'b

预变

性
%JK@

%

2'b"JK@

!

H&b"JK@

!

I#b#$%JK@

!进

行
3%

个循环%最后
I#b"&JK@

&

对提取的
01*

进行
&).

的体外扩增时!需先

对获得的
01*

进行反转录&反转录使用反转录试

4I3
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建等$马传染性贫血病毒疫苗株
()*+

,--+

穿膜蛋白
7.'%

的截短突变

剂盒"

)@[K>?C

8

<@

#!具体操作过程见试剂盒说明!反

转录引物为
<@[#

&之后的
./0

扩增反应同前病毒

-1*

的扩增&

当模板拷贝数较低时还需使用
@<=>!./0

进行扩

增!使用引物的序列如下!外套引物$

<@["

'

<@[#

%内套

引 物$

89

'%!"

$

%c!/**/7*67*767767/*77!3c

%

89

'%!#

$

%c!*7///*6*6///**/**7/!3c

& 内 套

./0

反应体系同
()*+

,--+

前病毒
-1*&).

的扩

增!但扩增时退火温度为
%#b

!延伸时间为
3&=

&

#M$

!

基因克隆$测序和分析

将
./0

和
@<=>./0

产物经小量胶回收试剂盒

"

*Y

M8

<@

#回收纯化!对获得的基因片段进行
6!*

克隆!并转化至感受态细胞
PQ"&2

&随机挑取多个

阳性克隆子用于序列测定和分析&

序列分析使用
-1*=>:?

和
Q<

8

:'$&

等生物分

析软件进行&

#M0

!

P3?9346AD=9

将消化获得的
()*+

,--+

和
()*+

-D+

培养细胞!

分别约
"&

H 个!用
#&&

#

D

细胞裂解液"

;:>=C@

#进

行裂解&将裂解产物加上样缓冲液煮沸
%JK@

后!

用于
;<=><?@ABC>

分析&

;<=><?@ABC>

使用的一抗

为由
()*+

感染马获得的抗
()*+

阳性血清"作者

制备#!二抗为羊抗马
)

8

7

单抗"中山金桥#!使用时

稀释度为
"d%&&

&

!

!

结
!

果

!M#()*+

,--+

和
()*+

-Q+

前病毒
-N*

!"

$0

分析

对
()*+

,--+

和
()*+

-D+

感染细胞的前病毒

-1*

的
&).

进行了
./0

扩增!并分别随机挑取
3&

个阳性
6!*

克隆子进行序列分析&结果表明!

()*!

+

,--+

在囊膜蛋白穿膜亚单位
6Q

对应的
8D

'%

相

对于
()*+

-D+

在
&).

的
##3&

核苷酸位点出现
7

#

*

的高比例突变!突变率为
#2

'

3&

&该突变的出现!

造成
8D

'%

提前出现了
"

个终止密码子
67*

!即出

现过早停止编码突变!将造成
8D

'%

对应的
6Q

蛋

白的截短&截短部位靠近
6Q

蛋白跨膜区的胞浆

区!截短后
6Q

蛋白的胞浆区氨基酸残基数由
##&

变为
HH

"图
"

#&在
()*+

-D+

的
89

'%

上未发现该截

短突变"数据略#&

!M!

!

P3?9346AD=9

结果

()*+

,--+

和
()*+

-D+

培养细胞裂解物的
;<=>!

<?@ABC>

检测结果见图
#

!在
*

泳道中位于病毒核衣

壳蛋白
9

#H

条带的上方约
3%EF

的位置!有明显条

粗竖线示预测的
6Q

截短部位

6N<>NKOE[<?>KO:B=NĈ =>N<

9

?<]KO><]>?F@O:>KC@=K><C\6Q

图
#

!

()*+#$%

编码的囊膜蛋白和囊膜蛋白穿膜亚单位

1;

结构以及预测的
1;

截短部位示意

,<

B

R#

!

()*+36S3D=

C

3

C

4=93<67=:3:A

F

#$%86:923?94579543

=><9?9486?@3@A4863?5A56<9

"

1;

#

带!其大小与预测截短后的
6Q

大小基本相符!提

示
()*+

,--+

的裂解产物中存在截短型
6Q

%而
`

泳

道中则未见该截短型
6Q

对应的条带!主要是完整

型的
6Q

!相对分子质量约为
'%EF

&另外!由于在

*

泳道中也存在完整
6Q

所对应
'%EF

条带!推测

()*+

,--+

中也存在一定量的
6Q

未出现截短的病

毒粒子!这与作者进行的基因测序的结果相一致&

*$()*+

,--+

培养细胞
,--

裂解物%

$̀()*+

-D+

培养细胞

Q-Q

裂解物

*$/B<:[<]()*+

,--+

OFB>F?<O<BB=

%

A$/B<:[<]()*+

-D+

OFB!

>F?<O<BB=

图
!

!

()*+

培养细胞裂解物的
P3?9346AD=9

结果

,<

B

R!

!

P3?9346AD=9=>9237D38S3:()*+75D954373DD?

!M%

!

()*+

,--+

接种后第
#0

天免疫马体内
()*+

前

病毒
-N*

!"

$0

分析

!!

对扩增获得的
8D

'%

片段经
6!*

克隆后!对获

得的阳性克隆进行测序分析&本试验中从免疫的
3

匹马共获得
#'

个前病毒
-1*

8D

'%

片段&该
#'

个基因片段的序列比对结果见图
3

&由图
3

可知!

在
()*+

,--+

免疫马体
.̀ Q/

中提取的前病毒

-1*

的
8D

'%

克隆中!约
"

'

'

出现了
67*

过早停

止编码突变&

2I3



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
'"

卷
!

图
%

!

()*+

,--+

免疫马第
#0

天
/T;G

相关前病毒
!"

$0

基因部分序列的对比分析

,<

B

R%

!

*68D

F

?<?=>923

!"

$0

B

363<6/T;G8??=7<893:

C

4=S<45?-N*>4=@923%2=4?3?89923#092:8

FC

=?9<6=75D89<=6L<92()H

*+

,--+

!M$

!

()*+

,--+

接种后第
$"

天免疫马血浆中游离的

()*+

病毒粒子
!"

$0

分析

!!

免疫第
'&

天!免疫马血浆中游离病毒
8D

'%

的

核酸序列分析结果见图
'

&结果显示!在此时马匹血

浆中的病毒粒子
8D

'%

中!亦出现较高比例的过早停

止编码突变&突变个体占挑取克隆总数的
I

'

"&

&

图
$

!

()*+

,--+

免疫马第
$"

天血浆病毒
ON*O1H/GO

产物序列比较结果

,<

B

R$

!

*68D

F

?<?=>923

!"

$0

B

363<6923

B

36=@3=>9237<475D89<6

B

S<4<=6?&$%&%'>4=@923%2=4?3?89923$"92:8

FC

=?9<6=75D8H

9<=6L<92()*+

,--+

%

!

讨
!

论

分析中国
()*+

减毒疫苗的基因组特征!对于

明确该疫苗毒力弱化和免疫原性增强的机制具有重

要意义&本研究发现!

()*+

,--+

的
8D

'%

相对于
()!

*+

-D+

在病毒基因组的第
##3&

核苷酸位点出现
7

#

*

的突变!形成
67*

!造成编码过早停止&该突

变在
()*+

,--+

前病毒中高比例存在&为确定该截

短突变是否为致死性突变!对接种
()*+

,--+

的
3

匹

马免疫后第
"%

)

'&

天时体内
()*+

前病毒
-1*

和
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!

3

期 马
!

建等$马传染性贫血病毒疫苗株
()*+

,--+

穿膜蛋白
7.'%

的截短突变

01*

进行测定&分析前病毒
-1*

!有助于判断出

现该突变的病毒粒子是否具有对宿主动物进行感染

的能力%而分析循环病毒粒子的基因组
01*

!可帮

助我们判定出现该突变的病毒粒子!是否能够在宿

主动物体内复制并保持该截短突变特性&综合分析

图
#

)

3

的数据!证明存在该突变的病毒粒子既可对

宿主动物进行感染!又具有在宿主体内复制的能力&

但突变体在前病毒
-1*

和
01*

中所占比例并不

相一致&

研究数据表明!免疫后第
"%

天
.̀ Q/

中的前

病毒
-1*

突变个体的比例!明显低于
,--

基因组

中整合的
()*+

,--+

前病毒
-1*

和免疫第
'&

天血

浆中游离病毒粒子基因中突变个体的比例&对此!

作者认为
6Q

截短的病毒粒子在马体内主要靶细

胞巨噬细胞上的复制能力可能有所下降!使得整合

状态的
8D

'%

基因中
6Q

截短突变的个体比例相对

较低&而适应
,--

的
6Q

截短突变的病毒粒子可

能类似
R)+

!具有更强的感染内皮细胞等的能

力+

4

,

!产生较多数量的
6Q

截短突变的病毒粒子&

这些病毒粒子的产生!增加了血浆中
6Q

截短突变

的病毒粒子在所有游离病毒粒子中的比例&由于挑

取克隆进行分析的方法具有一定的不确定性!

6Q

突变型病毒粒子在宿主体内的实际存在状态!还需

进一步的试验予以确证&

对于
()*+

,--+8D

'%

突变的产生原因!作者认

为其可能与细胞嗜性改变有关&有研究表明!

6Q

胞浆区截短突变的
R)+

病毒粒子在体外传代时!表

现出了明显的细胞系依赖性&截短突变可在少数细

胞系!如
Q6'

和
Q4"HH

中传代生长+

25"&

,

!而在原

代细胞"如
.̀ Q/

)巨噬细胞和多数
6

细胞系#上则

不能复制和传代+

25""

,

&在
()*+

的研究中!也有报

道一种包含有截短突变型
6Q

的
()*+

更适合在

犬原细胞系
/\#6R

上生长!而具有全长囊膜的
()!

*+

则适合在马细胞上传代+

"#5"3

,

&因此!

6Q

截短

突变可能作为慢病毒的一种细胞适应性突变而存

在&结合
()*+

疫苗株的细胞嗜性和突变特点!即

巨噬细胞嗜性的
()*+

-D+

的
6Q

未出现截短突变!

而转成
,--

上传代培养后!则产生了该突变!提示

该突变很可能为
()*+

适应在驴胎皮肤细胞生长的

需要&

在
()*+

中!

6Q

蛋白为囊膜蛋白裂解所形成

的病毒粒子的穿膜蛋白+

H

,

!其作用尚未完全明确&

参照其它慢病毒的相关研究+

"'5"H

,

!推测其可能与细

胞内特定蛋白或病毒的基质蛋白
Q*

相互作用!调

控锚定到细胞膜上的病毒囊膜蛋白的水平!并影响

病毒粒子的组装&

PK:

等学者的研究表明!

6Q

存在

截短的
()*+

在宿主动物体内的复制能力比未截短

亲本毒株低
"&

"

"&&&

倍+

H

!

"I

,

&

DFOK̂

等+

"4

,研究发

现!

6Q

胞浆区截短的
G)+

感染性克隆毒在感染猴

体内呈低拷贝复制状态!而回复突变病毒感染的动

物则呈现较高水平的病毒载量和明显的
G)+

临床

症状&以上研究均提示亲本毒株完整的
6Q

在病

毒致病过程中可能起到重要作用&本研究发现的

()*+6Q

的截短!是否会影响其在天然宿主体内

的靶细胞"即巨噬细胞#上的复制能力!还需进一步

的研究&然而!基于慢病毒间的相似性!作者推测经

,--

适应的
()*+6Q

胞浆区的截短!很可能造成

其在巨噬细胞上的复制能力下降&由于巨噬细胞是

()*+

的宿主细胞!对巨噬细胞的破坏是
()*+

致

病的主要原因!截短后的
()*+

在巨噬细胞上复制

能力的进一步下降必将导致病毒毒力的进一步减

弱&该推断提示了
()*+

,--+

能较
()*+

-D+

诱导更

强免疫保护的部分原因!而
()*+

,--+

6Q

截短对疫

苗毒力稳定弱化和诱导坚强免疫保护是否具有贡

献!则还需进一步的试验验证&

$

!

结
!

论

本研究发现
()*+

,--+

的
8D

'%

存在高比例截

短突变!证明该截短突变毒株具有在体内和体外进

行复制的能力&但该截短突变是否可通过改变
()!

*+

,--+

在免疫马体内的细胞嗜性!进而影响其毒力

和免疫原性!还有待进一步验证&
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