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马传染性贫血病毒弱毒疫苗致弱及免疫保护机制研究进展
王雪峰，张相敏，林跃智，杜　承，王晓钧*

(中国农业科学院哈尔滨兽医研究所，兽医生物技术国家重点实验室，哈尔滨 150069)

摘　要：马传染性贫血病毒(equine infectious anemia virus, EIAV)弱毒疫苗是中国科学家在20世纪70年代研

制成功的世界上首例慢病毒疫苗，是迄今为止唯一在临床大规模应用的慢病毒弱毒疫苗。EIAV弱毒疫苗的

成功应用不仅消除了该疫病对马业的威胁，而且在学术上突破了慢病毒不能免疫的理论。该疫苗克服了灭

活疫苗免疫原性差的难点，能有效地提供对同源和异源毒株的免疫保护。因此，在分子水平上阐明EIAV弱

毒疫苗的减毒机理和免疫保护机制对于研究慢病毒免疫保护具有极其重要的科学意义。作者所在的研究团

队多年来一直从事EIAV弱毒疫苗的致弱机理及其诱导免疫保护机制的研究，解析了EIAV弱毒疫苗及其强毒

株的基因组进化特征、揭示了疫苗致弱规律和疫苗有效组成、提出了“EIAV弱毒疫苗可能起源于EIAV准种

的一个小分支”的假说；发现EIAV弱毒疫苗可有效激活天然免疫和特异性免疫，早期诱导的高水平细胞免

疫与免疫保护呈正相关；证明了疫苗株的抗原多样性组成是其诱导保护性免疫应答的关键因素。相关研究

成果拓展了慢病毒疫苗研究理论和实践认知，可为其他慢病毒尤其是HIV-1免疫原的设计以及免疫保护理论

提供有价值的参考。
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Research progress on attenuation and immune protection mechanism of
an attenuated equine infectious anemia virus vaccine

WANG Xue-Feng, ZHANG Xiang-Min, LIN Yue-Zhi, DU Cheng, WANG Xiao-Jun*
(State Key Laboratory of Veterinary Biotechnology, Harbin Veterinary Research Institute, 

Chinese Academy of Agricultural Sciences, Harbin 150069, China)

Abstract: The attenuated equine infectious anemia virus (EIAV) vaccine developed by Chinese scientists in the 
1970s is the first lentiviral vaccine that was approved safe and effective after being applied country-widely and 
provided a wonderful model for the study of protective immunity to lentiviruses. The successful application of 
attenuated EIAV vaccine not only eliminates the threat to the horse industry, but also breaks the theory that 
lentivirus cannot be immunized. The vaccine overcomes the difficulty of poor immunogenicity of inactivated EIAV 
vaccine and can effectively provide immune protection against homologous and heterologous strains. Therefore, 
elucidating the mechanism of attenuation and immune protection of the attenuated EIAV vaccine at the molecular 
level is of great scientific significance for studying the vaccinology of lentivirus. In an in-deep study on the 
attenuation and induced immune protection mechanism of attenuated EIAV vaccine in recent years, we revealed the 
pattern of virus attenuating and the effective composition of vaccine, and proposed that the attenuated EIAV vaccine 
may originate from a small branch of EIAV quasispecies. It was found that EIAV vaccine could activate innate and 
adaptive immunity effectively, and the induced high level of cellular immunity in the earlier phases was positively 
correlated with immune protection in vaccine-inoculated horses. It was proved that the antigen diversity 
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composition of vaccine strains is the key factor to induce protective immune response. Relevant research results 
have expanded the theories and practical cognition of lentivirus vaccine research, and may provide valuable 
reference for the design of other lentiviruses, especially HIV-1 immunogens, and immune protection theories.
Key words: equine infectious anemia virus; vaccine; lentivirus; immune; quasispecies

马传染性贫血(equine infectious anemia, EIA)简
称马传贫，是由马传染性贫血病毒(equine infectious 
anemia virus, EIAV)引起马属动物(马、驴和骡)以发

热、贫血、出血、黄疸、消瘦、水肿和心脏衰弱等

一系列症状为特征的传染性疾病，是马属动物的主

要传染病。EIA是新中国成立之后危害养马业的最

重要的传染性疾病之一。20世纪50年代末，EIA在

我国大范围暴发流行，给我国国民经济造成巨大

损失。近年来，我国马传贫发生已得到整体控制，

但是在欧洲和南美洲以及亚洲的日本等国家仍有

流行和发生[1-8]。世界动物卫生组织(英语：World 
Organization for Animal Health；法语：office 
international des épìzooties, OIE)将EIA列入《OIE疫
病、感染及侵染名录》，我国将其列为二类动物疫

病。在国务院颁布的《国家中长期动物疫病防治规

划(2012—2020)》中提出，到2020年全国消灭马传

染性贫血。

EIAV与人类免疫缺陷病毒(HIV-1)和猴免疫缺

陷病毒(SIV)等病毒同属反转录病毒科慢病毒属成

员，它们在病毒形态、基因组结构、复制分子机

制、免疫机理等方面十分相似[9]。由于慢病毒具有

抗原变异快、病毒基因组可以整合到宿主染色体等

特点，国外有学者曾预言“慢病毒病无法免疫”。

20世纪70年代，我国科学家沈荣显等[10]利用经典的

细胞生物学方法，通过体外细胞长期培养传代获得

了马传染性贫血驴白细胞弱毒疫苗，该疫苗在我国

大部分地区推广使用后控制了EIA的发生。2001
年，在中国工程院开展的我国20世纪重大工程技术

成就的评选中，“马传染性贫血病驴白细胞弱毒疫

苗”成为全国动物医学领域四大科学成就之一。

EIAV弱毒疫苗的研制成功不仅为我国马传贫防控起

到了重要作用，而且突破了慢病毒不可免疫的理

论，成为慢病毒疫苗研究中成功的范例。马传染性

贫血弱毒疫苗已克服了慢病毒抗原高度变异、免疫

原性差和抗原漂移的难点，可为包括人类艾滋病在

内的慢病毒病免疫研究提供重要借鉴。作者的研究

团队长期以来以EIAV弱毒疫苗为研究对象，从慢病

毒致弱过程的基因组进化、 天然免疫的激发、免疫

应答的诱导以及病毒与宿主相互作用等方面进行了

系统的研究
[11-24]。 本文将对EIAV弱毒疫苗致弱与免

疫保护机制相关的最新研究进展进行综述。

1　EIAV弱毒疫苗的创制历史

EIAV弱毒疫苗的原始种毒(辽毒)来源于辽宁省

的一匹亚急性自然感染马，辽宁省兽医研究所将该

毒株在马体传代3代后引入哈尔滨兽医研究所，后

者继续在马体传代至16代后毒力进一步增加，将其

命名为EIAVLN40(图1)。研究人员曾用EIAVLN40病毒

接种22匹马，发病潜伏期平均为14.1天、发病率

100%，平均24.9天死亡、死亡率81.1%。但是

EIAVLN40感染驴发病率低于10% (有实验显示只有

5.8%的驴出现典型的马传贫症状)[25]。

从1962年到1969年，哈尔滨兽医研究所的科研

人员历时8年将EIAVLN40在驴体连续传代120多代，

使病毒毒力进一步增强，获得了马传贫驴强毒

(EIAVDV117)(对马和驴致死率均可达100%)[25]。

我国科学家分别在1965年和1967年用马白细胞

和驴白细胞体外培养EIAV获得成功。在此基础上，

哈尔滨兽医研究所的科研人员将EIAVDV117在驴白细

胞进行体外连续培养驯化，随着培养代次的增加，

病毒毒力逐渐下降，60代前的病毒接种马或驴仍有

50%以上的发病率或致死率。110代后的病毒接种

马或驴不出现任何马传贫症状，而且可以产生良好

的免疫保护效果，110代后的病毒即为后来的马传

贫驴白细胞弱毒疫苗。经过大量的试验摸索，将制

备马传贫驴白细胞弱毒冻干疫苗的种毒控制在

121~130代病毒，我们将马传贫驴白细胞弱毒疫苗

统一简写为E I AV D LV 1 2 1。该疫苗对同源强毒株

(EIAVLN40)和异源强毒株(包括分离于新疆和云南的

毒株以及美国、阿根廷和古巴的毒株)的保护率均

在80%以上。1975年，哈尔滨兽医研究所成功研制

了马传贫驴白细胞弱毒疫苗，之后在黑龙江和山西

进行试点免疫。1977年，在全国范围内逐渐扩大马

传贫驴白细胞弱毒疫苗的应用，累计免疫接种马属

动物6千万匹以上[25]。

驴白细胞弱毒疫苗的制备需要采集大量驴外周
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血分离培养白细胞，此过程容易混入EIAV或其他致

病因子，而且驴白细胞的培养需要使用100%的牛

血清。为适应工业化疫苗生产的生产工艺、降低生

产成本、提高疫苗质量，哈尔滨兽医研究所的科研

人员从1980年开始寻找一种继代细胞作为培养间

质，通过对驴胎皮肤细胞、驴胎淋巴细胞和驴胎胸

腺细胞等二倍体细胞进行筛选，发现驴胎皮肤细胞

更适合制备EIAV弱毒疫苗[26]。在此基础上，将驴白

细胞弱毒疫苗第123代病毒在驴胎皮肤细胞继续传

代15代后建立了马传贫驴胎皮肤细胞弱毒疫苗，其

中第8~15代次病毒免疫马匹的保护率可达90%以

上，疫苗生产要求将种毒控制在8~15代，我们统一

将马传贫驴胎皮肤细胞弱毒疫苗简写为EIAVFDDV13。

该疫苗在6个省进行了临床试验，接种马属动物近

万匹，用强毒攻击从现地购入的免疫马匹，保护率

可达91.6% (11/12)[25]。

实际上在EIAV弱毒疫苗研制过程中，老一辈

科学家曾尝试了多种方法，但是只有EIAVLN40在

“马体→驴体→驴白细胞”的方案获得了成功。原

军兽医大学将辽毒在马白细胞和骡子白细胞中进行

驯化，均未获得成功。在37℃条件下，将辽毒在马

白细胞上连续驯化培养了230代，用第200代病毒对

马进行试验，未见病毒致弱倾向；在42℃条件下连

续培养100多代对马的毒力稍有减弱，但以强毒攻

击未见保护作用；原黑龙江省兽医研究所将分离于

黑龙江省的EIAV毒株(黑毒)通过逐步降低培养温度

的方法，在驴白细胞中连续培养100多代次，病毒

毒力变化不稳定，免疫效果不理想。哈尔滨兽医研

究所将EIAVLN40在马白细胞中培养85代次，病毒毒

力呈逐渐减弱趋势，但保护效果不佳[25]。这些现象

表明，在EIAV弱毒疫苗创制过程中，种毒的选择及

其驯化培养方法是疫苗成功的关键因素。

此外，国外以EIAV美洲毒株EIAVWyoming研制的

灭活疫苗只能抵抗同源毒株的攻击，不能保护异源

毒株的攻击[27]。以囊膜蛋白构建的亚单位疫苗免疫

马匹后不仅不能保护马匹应对致病毒株的攻击，反

而会加重发病症状[27]。利用基因工程方法，使EIAV
附属蛋白S2表达缺失[28]，构建的弱毒株(EIAVD9)可
对同源致病毒株产生100%的保护，但是对异源毒

株缺乏保护。而且随着攻毒株与弱毒株在囊膜蛋白

的差异增加，保护率逐渐降低，当囊膜差异在13%
时，其保护率只有25%[29]。

2　EIAV弱毒疫苗致弱的分子机制

2.1　EIAV弱毒疫苗致弱过程中病毒基因组进化特征

EIAV是基因组结构比较简单的慢病毒，其编

码3个结构蛋白(Gag、Pol和Env)和3个附属蛋白

(Tat、S2和Rev)[30]。非编码区长末端重复序列(long 
terminal repeat, LTR)位于前病毒DNA的两端，作为

启动子调控病毒的转录。囊膜蛋白Env是病毒的主

要免疫原(成熟的Env被切割成表面蛋白gp90和跨膜

蛋白gp45，二者以非共价键的方式结合形成Env复
合体，包裹于病毒粒子表面)，其变异是影响疫苗

保护效果的主要因素[31]。研究表明，Env、LTR和

S2是病毒的主要变异区，也是影响病毒毒力的主要

因素[32]。

在马传染性贫血弱毒疫苗制备过程中，随着病

毒在体外传代培养代次的增加，病毒毒力逐渐减

图1  EIAV弱毒疫苗制备路线图
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弱。我们分析了马传染性贫血弱毒疫苗致弱过程中

7个关键代次病毒的前病毒基因组序列，这7个病毒

株包括两个强毒株(EIAVLN40和EIAVDV117)、两个疫苗

株(EIAVDLV121和EIAVFDDV13)以及EIAVDV117在体外驴

白细胞中连续传代第 3 4代 ( E I AV D LV 3 4)、 6 2代
(EIAVDLV62)、92代(EIAVDLV92)病毒株(EIAVDLV34和

EIAVDLV62仍具有较强的致病性，EIAVDLV92基本丧失

了致病性)，上述各毒株代表了EIAV从“强毒株-弱
毒株-疫苗株”的致弱过程 [12]。遗传演化分析显

示，随着传代，致弱病毒基因组不断进化(图2)，表

明EIAV在体外培养过程中病毒基因组的进化过程并

非是随机的，而是有选择性的定向进化。

在EIAV弱毒疫苗致弱过程中，病毒基因组的

变异大部分集中在强毒株和疫苗株之间的差异位

点 [12,33]。这些变异位点在致病毒株和弱毒株之间的

突变频率存在显著差异，提示这些位点在病毒毒力

减弱和诱导保护性免疫反应中起着重要的作用。

需要特别指出的是，EIAV具有典型的病毒准种特

征[12,34]。准种是病毒的存在形式，它强调病毒以群

体的形式存在，而这个群体中的不同变异体在环境

的影响下处在动态变化之中，主要表现为在机体免

疫压力或选择压力下病毒优势准种(变异体)的转

换[35]。在EIAV弱毒疫苗制备过程中，随着病毒的传

代，具有疫苗株特征的变异体在各病毒株中所占比

例逐渐增加[12]。因此，EIAV弱毒疫苗的致弱过程主

要表现为具有疫苗株特征的病毒准种不断富集和扩

增的过程。

强毒株EIAVLN40是来源于该病毒感染马匹后的

第一个发热点的分离株[25]，病毒准种复杂性较低，

基因组序列高度一致。EIAVLN40感染马匹后，病毒

准种优势序列会随着疾病状态的改变而发生变化，

但是病毒基因组的变异仍主要集中在强毒株和疫苗

株之间的差异位点。通过对EIAVLN40感染马匹后

gp90、S2和LTR的进化分析发现，在感染早期(半个

月内)或无症状期，病毒的优势序列具有疫苗株特

征性的突变位点，而且准种复杂性增加，呈现低病

毒载量的特点；在发热期，会再次恢复到以EIAVLN40

序列为主的病毒优势准种，准种复杂性降低，呈现

高病毒载量的特点[13,36-37]。实际上，来源于发热点

的EIAVLN40准种中仍含有极少量的疫苗株特征性变

异体[20]。由此推测，EIAV在体外培养适应过程中，

受驴白细胞特定天然免疫选择压力的长期筛选，存

在于EIAV准种内具有疫苗株特征性的病毒准种获得

优势扩增并且定向进化，形成独特的疫苗特性，即

“EIAV弱毒疫苗可能起源于EIAV准种进化的一个

小的分支”(图3)。

图2  EIAV弱毒疫苗基因组进化特征
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2.3　EIAV弱毒疫苗致弱的关键因素

EIAV弱毒疫苗包括EIAVDLV121和EIAVFDDV13，疫

苗株的亲本强毒株包括马源强毒株EIAVLN40和驴源

强毒株EIAVDV117。对上述4个毒株基因组分析显

示，疫苗株与强毒株在基因组的各个基因均存在一

系列稳定突变，其中影响EIAV毒力的主要基因s2、
env和LTR是基因组变异率最高的区域[33]。

S2在EIAV复制过程中的生物学功能尚不清

楚，其缺失突变会使强毒株丧失致病性[38]，但是不

影响病毒在体外的复制[39-40]。EIAV疫苗株在S2存在

3个保守的突变位点，但是在EIAVFDDV13感染性克隆

(pLGFD3-8)的基础上将S2进行回复突变并不会增加

病毒毒力[41-42]。

LTR是慢病毒的启动子，它是影响病毒嗜性和

毒力的关键因素之一[32,43]。EIAV疫苗株LTR的变异

主要集中在U3区和R区。在U3区存在多个重复序列

的插入突变、缺失突变以及点突变，使得LTR上细

胞因子结合位点的类型和位置发生改变[13]。体外实验

显示，疫苗株LTR的转录活性显著高于强毒株[13, 44]。

但是，对疫苗株的LTR进行回复突变并不会增加病

毒在体外和体内的复制能力及致病性[45]。

EIAV囊膜蛋白(Env)是病毒的主要免疫原，与

诱导中和抗体的产生密切相关[46]。Env与细胞受体

ELR1相结合而起始病毒入侵细胞过程[47]。Env也具

有对抗宿主限制因子Tetherin而帮助病毒释放的作

用 [48]。EIAV弱毒疫苗的env基因变异主要集中在

gp90[12]。体外中和实验表明，强毒株的Env对中和

抗体敏感性显著低于疫苗株，即疫苗株对中和抗体

更加敏感 [49]。糖基化修饰是慢病毒Env的共有特

征，通常认为病毒Env糖基化位点的变化是病毒免

疫逃逸的重要方式[50]。疫苗株在gp90的193S/N和

237N/K突变引起潜在糖基化位点 191NSSN 194和
237NNTW240缺失。所以，EIAV强毒株的糖基化位点

数平均在19个以上，而疫苗株只有17个[12]。另外，

疫苗株有部分克隆存在246N/K突变，引起潜在糖

基化位点246NETW249的缺失。在疫苗株感染性克隆

pLGFD3-8的基础上对上述三个位点进行单独或联

合回复突变发现，单独回复突变193或237位点可显

著减弱病毒对血清的中和敏感性，而单独回复突变

246位点则不会减弱；对193、237或193、237和246
位点同时突变后病毒的中和敏感性进一步降低[51]。

因此，EIAV疫苗株糖基化位点的缺失可能会使病毒

暴露出更多免疫识别区，从而能更加敏感地刺激机

体产生包括中和抗体在内的免疫反应。另外，Shen
等[52]发现，在pLGFD3-8基础上对Env (103Y/H、

193N/S、236-/N和237K/N)和Gag (100T/A、103S/T
和408N/D)联合回复突变后，病毒毒力增加，表明

上述位点与EIAV毒力变化密切相关。参照EIAV弱

毒疫苗env的变异特点对HIV-1的env进行相应的突

变和改造，结果表明突变后的HIV-1 Env诱导的中

和抗体广谱性和效价显著增加[53-54]。

EIAV弱毒疫苗在马属动物体内连续传代不发

生返祖和垂直传播的现象 [55]。在疫苗免疫马外周

血中，病毒载量仅维持在102~105 copies/mL，显著

低于EIAV强毒感染发病马血浆中病毒载量大于107 

copies/mL的阈值水平[22,56]。通过连续注射地塞米松

对疫苗免疫马匹或强毒隐形感染马进行免疫功能抑

制，疫苗株病毒在免疫马体内持续呈现相对稳定的

低拷贝复制状态，而强毒感染马的病毒载量显著增

加，并发病[57]。这些现象表明弱毒疫苗具有稳定的

生物学特性和良好的安全性。

3　EIAV弱毒疫苗诱导免疫保护的相关因素

如何诱导针对慢病毒的有效免疫保护一直是免

疫学领域的研究热点之一，也是慢病毒研究的难

点。大多数EIAV感染马最终能控制住病毒的复制，

变为隐性感染状态；隐性感染马在受到免疫抑制后

或在应激状态下会重新发病[58]，这表明机体免疫系

统具有控制EIAV复制的能力。早期研究发现，部分

EIAV感染马耐过后能抵抗病毒的再次感染。哈尔滨

图3  EIAV弱毒疫苗起源和筛选假说
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兽医研究所对53匹马传贫耐过马和127匹马传贫耐

过驴再次攻毒，发现分别有79.2%和83.5%的动物可

以抵抗强毒攻击；接种小剂量EIAVDV117的耐过驴对

EIAVDV117再次攻毒的耐过率平均为88.3%[25]。这些

现象表明，EIAV感染后宿主可以建立有效的保护性

免疫，这为疫苗的研发建立了信心。

3.1　特异性免疫应答反应在EIAV弱毒疫苗诱导免

疫保护中的作用

EIAV弱毒疫苗免疫马匹(或驴)后，建立免疫保

护所需的时间比较长(6个月)，但是免疫一经建立，

可以长期持续(最长测至45个月)。研究显示，用

EIAVDLV121免疫驴后，在第15、30、45天攻毒时几

乎与对照驴同样出现典型的EIA发病特征，在第60
天攻毒的免疫保护率在3/4；用EIAVDLV121免疫马，

在3个月时攻毒的保护率是33%，在6个月是71.4%，

在10个月是87.5%[55]。这些现象表明长期建立的特

异性免疫应答反应在马传贫弱毒疫苗免疫保护中发

挥主要作用。

早期研究发现，马传贫弱毒疫苗免疫后中和抗

体(主要针对Env)出现较晚，但持续时间较长，在

免疫后40~60天开始出现，第180天达到高峰，以后

可持续维持，并很少变动，这与疫苗产生的保护性

反应一致；而其他结合性抗体(主要针对p26和Env)
出现的早，但下降的快，其变化规律与保护性反应

不一致[55]。后续研究发现，EIAV弱毒疫苗株和强毒

株诱导特异性体液免疫应答均存在缓慢的成熟过

程，但是抗体产生的时间、滴度和性质存在明显差

别[56,59-60]。疫苗免疫马在免疫后3个月内，Env和p26
特异性抗体滴度均显著高于强毒感染马，随时间延

长差异逐渐消失，而且Env抗体的亲和力在免疫后3
个月内显著高于强毒感染马，但是p26抗体的亲和

力在整个观测期统计学无差异。另外，疫苗免疫马

Env抗体的构象依赖性水平显著高于强毒隐性感染

组[56]。用EIAV疫苗株的感染性克隆(pLGFD3-8)衍
生病毒免疫马匹后，能诱导产生特异性的gp90、
p26 结合抗体以及中和抗体，而且 gp90 特异性抗体

和中和抗体可持续稳定存在[60]。对中和抗体的研究

显示，疫苗免疫马血清的中和活性显著高于强毒感

染马；中和抗体在疫苗免疫后3个月明显增加；中

和抗体对强毒株的中和能力显著低于疫苗株[18,49]。

动物实验显示，免疫保护马匹的中和抗体水平要显

著高于未保护马匹[18,22]。这提示中和抗体在EIAV弱

毒疫苗诱导免疫保护中发挥重要作用。与中国EIAV
弱毒疫苗不同，基于EIAVWyoming制备的灭活疫苗和

亚单位疫苗以及非结构基因缺失型弱毒株在免疫马

匹后均未发现中和抗体的变化，与免疫保护没有相

关性；在非结构基因缺失型弱毒株免疫马匹后1个
月左右，Env特异性抗体滴度迅速增加，并持续稳

定存在，而Env抗体的亲和力和构象依赖性呈现逐

渐上升的趋势，在免疫后5~6个月趋于稳定；比较

免疫保护效果依次递减的3个弱毒株EIAVUK∆S2、
EIAVUK∆S2/DU和EIAVUK∆S2发现，它们在体内的

复制水平呈现依次递减的特征，而且诱导Env特
异性抗体的滴度和构象依赖性呈现依次降低的趋

势[27-28,61]。

用EIAVDLV121的不同蛋白刺激免疫马淋巴细胞

进行细胞免疫活性试验，结果显示淋巴细胞对完整

病毒及gp90的反应性明显高于其他蛋白，表明gp90 
含有刺激淋巴细胞免疫活性的主要因素 [55]。用

EIAVDLV121免疫马匹2个月后即可检测到淋巴细胞增

殖反应，第6个月时淋巴细胞EIAV特异性刺激指数

达到3，CTL杀伤效果也达到 30%以上。在4匹免疫

马中有3匹马的CD8+T细胞数呈明显上升趋势，有1
匹有所下降，而该马匹在攻强毒后出现发热，这提示

CD8+T细胞可能在免疫保护中发挥一定的作用[62-63]。

Lin等[56]对疫苗株和强毒株激活的特异性免疫应答

的比较分析发现，疫苗免疫马病毒特异性CD8+T淋
巴细胞比例显著高于同期的强毒感染马；疫苗免疫

马在免疫后1~2个月就可以检测到病毒特异性的

CD4+T淋巴细胞的增殖，并缓慢上升，维持3个月

后达到稳定平台期。强毒株感染马在感染后也诱导

产生病毒特异性T淋巴细胞的增殖，但出现时间较

晚(2~3个月)，增殖能力弱于疫苗免疫马；病毒特异

性CD4+T淋巴细胞的增殖水平均明显高于CD8+T淋
巴细胞；在免疫初期，CD4+T和CD8+T淋巴细胞明

显上升的马匹能产生有效的初次免疫应答，而所有

的发病马在发病期间表现为淋巴细胞的减少和功能

的损伤。整体上，疫苗株能更早、更有效地诱导机

体产生特异性细胞免疫应答(CD4+、CD8+增殖水平

和分泌 IFN-γ的能力)，且病毒特异性细胞免疫应答

的水平与免疫保护效率呈正相关。 
此外，强毒株和疫苗株感染马体后都可激活细

胞因子应答，但是二者在诱导细胞因子上调程度上

具有显著差异，强毒感染马特异性高表达致炎因子

(IL-1β、IFN-α、IL-8和CXCL10)，疫苗免疫马IFN-γ
的表达水平是强毒的几百倍。在疫苗免疫马外周血

单核细胞PBMC中，IFN-γ、IL-2和IL-12的表达量

显著高于强毒感染马，并在强毒攻毒后继续升高[21]，
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提示疫苗免疫可增强机体IFN-γ、IL-2和IL-12依赖

的抗病毒作用。

3.2　非特异性免疫应答反应在EIAV弱毒疫苗诱导

免疫保护中的作用

疫苗株和强毒株感染体外培养的马巨噬细胞

后，对细胞因子和趋化因子表达谱分析发现，疫苗

株以诱导IFN-γ、IL-2 和IFN-β等免疫因子为主，而

强毒株以诱导TNF-α和IL-1α等炎性因子为主[64]。疫

苗株感染后可引起宿主细胞内可溶性病毒受体

sELR1和TLR3等表达上调，并诱导了针对强毒株感

染的明显抵制作用[24]。对疫苗株和强毒株在诱导多

种天然免疫限制因子(A3Z3、IFITM3、SAMHD1、
SLFN11、TRIM5α、Tetherin和Viperin)表达差异的

研究中发现，在体外二者均能诱导上述天然免疫限

制因子上调表达，但是疫苗株比强毒株诱导表达更

多的A3Z3、SAMHD1、SLFN11、TRIM5α和
Tetherin；在体内，疫苗株免疫马的7种限制因子均

上调表达，而强毒株感染马仅A3Z3、IFITM3和
Tetherin为上调表达[65]。

蛋白质组学分析发现，在疫苗株和强毒株感染

巨噬细胞后，有447个细胞蛋白发生差异表达，疫

苗株感染细胞的NADH脱氢、氧化磷酸化和ATP生
成都受到了抑制；疫苗株感染细胞的线粒体膜电位

下降、通透性增加、线粒体内膜中的细胞凋亡因子

释放到细胞质中，激活了“内源性”细胞凋亡；强

毒株感染细胞以糖酵解代谢模式为主，细胞转化为

M1促炎型，分泌促炎因子；疫苗株感染细胞以三

羧酸循环为主，糖酵解被抑制，细胞转化为M2抑
炎型，分泌抑炎因子；强毒株感染细胞的线粒体分

裂加剧，而疫苗株感染细胞的线粒体融合增多[16,66]。

3.3　EIAV基因组进化与疫苗免疫保护的关系

EIAV弱毒疫苗在长期的体外传代致弱过程

中，病毒基因组的多样性呈逐渐上升的趋势，特别

是env基因多样性增加最为明显[12,67]。通过比较具有

env基因多样性的不同的疫苗株和感染性克隆株在

免疫保护的差异，发现env基因高度多样性的疫苗

株的免疫保护效率明显优于基因组多样性较低的感

染性克隆病毒，而且env基因的多样性与免疫保护

呈显著的正相关性，env相关的特异性抗体滴度、

亲和力、中和抗体与env多样性程度呈伴随性相

关 [18]。这些结果提示免疫原(env)多样性是EIAV弱

毒疫苗诱导免疫保护的关键因素。

EIAV强毒株在感染马匹后存在明显的优势病

毒准种转换现象，感染早期(2周)的优势病毒准种与

疫苗株优势病毒准种具有相同或相似的基因组特

征[13,36-37]，主要免疫原Env具有相同的潜在糖基化位

点特征[36]。实际上，在HIV-1的感染过程中也存在

类似的现象。在HIV-1感染早期，主要以能够感染

巨噬细胞和树突状细胞的R5嗜性病毒准种为主，而

在疾病进程中对CD4+T细胞有高度感染性的X4嗜性

病毒准种逐渐转变为优势病毒[68-69]。虽然尚不能确

定EIAV感染过程中优势病毒准种的转换是否与病毒

图4  EIAV弱毒疫苗免疫保护模型
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细胞嗜性变化有关，但是中和试验表明免疫保护马

匹的血清，特别是免疫后3~6个月的血清对疫苗株

或疫苗株样的Env具有明显的中和活性[18,22,70]。由此

推测，疫苗免疫马在疫苗免疫成熟期可以建立有效

的免疫应答反应，特别是中和抗体可以有效地中和

强毒感染早期的病毒准种，从而阻断强毒株的感染

过程，达到免疫保护的效果(图4)。 

4　结语

当前，HIV-1疫苗研发仍未有突破，确定有效

的免疫原和有效的保护性免疫应答反应是其主要的

挑战[71-73]。马传贫弱毒疫苗作为唯一成功应用的慢

病毒弱毒疫苗，我们系统分析了EIAV弱毒疫苗及其

强毒株的体内体外进化规律，从准种的角度提出了

“EIAV弱毒疫苗可能起源于EIAV准种进化的一个

小的分支”的科学假设，发现EIAV感染过程中存在

优势病毒准种的转换，证明了疫苗Env多样性是影

响其免疫保护效果的关键因素；系统评价了EIAV弱

毒疫苗激发天然免疫和诱导特异性免疫应答反应的

特点，发现中和抗体和病毒特异性细胞免疫应答的

水平与免疫保护密切相关。上述研究结果丰富了慢

病毒及其免疫的基础理论，希望能为其他慢病毒疫

苗的研制提供参考。我们将继续深入研究EIAV弱毒

疫苗诱导免疫保护的分子机制，特别是中和抗体在

免疫保护中的作用机制。
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