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摘 要：为了在体外精确、简便地测定马传染性贫血病毒（<O2P）的中和抗体和研究不同毒株与受体的亲和性，克隆

了马慢病毒受体 &（<QR&）+)S2 并插入真核表达载体 T+)S23K&（ U ），构建了表达载体 T<QR&。该载体瞬时转染 $93
细胞后，经 0*MV*.? -6EV 和间接免疫荧光（O/2）检测，确认了 <QR& 的表达。在 T<QR& 质粒的基础上，插入 <O2P 疫苗

株前病毒基因组转录调控区 Q5R 以及萤火虫荧光素酶报告基因（QA+）构建了表达载体 T<QR&8Q5R8QA+，并转染 $93
细胞，建立了 <QR&8Q5R8QA+（$938<）细胞系。该细胞系能稳定表达 <QR& 基因，并且能在 Q5R 的调控下表达萤火虫

荧光素酶基因。用 &%%%5WO)(% 的 <O2P 驴胎皮肤细胞疫苗株 )&7P&3 接种该细胞，$!@ 后检测其荧光素酶活性是未

接毒对照的 3K&( 倍。同时用 O/2 检测证明了病毒在细胞内的增殖。<O2P 强毒株 Q$& 的接毒试验显示，<QR&8Q5R
（$938<）细胞的萤火虫荧光素酶活性与该毒株的接毒量在 &%B $ ’ &%B " 稀释范围内呈正相关。该细胞系传 3( 代后，

外源基因的表达特征未发生改变。该细胞系的建立为进一步开展 <O2P 与细胞受体相互作用以及中和抗体评价等

研究奠定了重要基础。

关键词：<O2P；受体；Q5R；荧光素酶；细胞系
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马传染性贫血病毒（<O2P）与和其同科同属的

人类免疫缺陷病毒（YOP）在病毒形态、基因组结构

和抗原特性等方面相似，<O2P 感染马可以作为 YOP
研究的动物模型［&，$］。$% 世纪 "% 年代，中国农科院

哈尔滨兽医研究所研制成功的 <O2P 减毒活疫苗［3］

免疫马后表现出良好的保护性和安全性，是迄今为

止世界上唯一大规模应用的慢病毒疫苗。<O2P 减

毒活疫苗被认为是研究 YOP 疫苗的模型和良好参

照［!］，其免疫保护机制的研究是当前的研究热点。

<O2P 受体的研究是免疫保护机制研究的重要方面

之一。

病毒受体是病毒入侵靶细胞的门户，决定病毒

的宿主范围、组织及细胞嗜性，并且病毒与受体的相

互作用涉及细胞识别、吸附、免疫反应和信号传导等

多方面。Z@:?H 等 $%%( 年发现了 <O2P 的细胞受体

<QR&，该受体属于肿瘤坏死因子（5S/）受体超家族

蛋白，在不含 YOP 辅助受体 W[WR! 或 WWR( 的 <O2P
非感受细胞中表达后，可以支持 <O2P 强毒株和细

胞适应毒株的感染，推测它可能是 <O2P 的唯一受

体［(］。目前研究认为 <O2P 与 <QR& 结合后，在低 TY
环境下（TY !K7 ’ (K3）经由细胞内吞作用进入细胞

内增殖［#］。

在病毒种群中，衣壳或表面蛋白单个氨基酸的

替换已经被证明影响受体识别和细胞嗜性及致病机

制［"］。淋巴细胞脉络丛脑膜炎病毒糖蛋白的单个氨

基酸的取代即可改变它与!8肌营养不良蛋白聚糖

（!8IDMV.EH6D+:?）受体的亲和性；高亲和力的结合会造

成宿主的免疫抑制和病毒的持续性感染，而低亲和

力的结合则导致感染的消除［7］。因此，<O2P 强毒株

及疫苗株与受体亲和性的研究对探讨 <O2P 疫苗免

疫保护机制是非常重要的。此外，虽然细胞免疫在

抵抗病毒感染和控制病毒复制中起主要作用，但高

滴度的中和抗体也起着重要作用［9］。在 YOP 疫苗的

研究过程中发现，高滴度的中和抗体可以产生良好

的保护作用［$］。但在体外精确、快速的测定 <O2P
中和抗体仍是一个比较困难的问题［&%］。



!"#$%#&’(#) 等 在 *++, 年 建 立 了 -./0 1234
--3546(7 细胞系，该细胞系可以用于检测抗 89: 中

和抗体和筛选抑制 89: 药物［,,］。借鉴该细胞系建

立的经验，本试验建立了一个可感染 .9;: 的细胞

系 .63,46<346(7（*=>4.）。长 末 端 重 复 序 列（ %?$@
A#)BC$’% )#"#’A D#E(#$7#，6<3）是 .9;: 前病毒的表达

调控序列，其中含有反式作用位点（<;3）［,*］。病毒

编码的反式激活蛋白（<’A）可以作用于该位点，促进

病毒 基 因 的 表 达［,>］。 萤 火 虫 荧 光 素 酶（ FC)#F%G
%(7CF#)’D#）是从萤火虫中提取的能催化荧光素氧化

发光的一种酶，它的检测十分灵敏、简便，目前荧光

素酶基因在生物工程方面已成为广泛使用的报告基

因［,H］。

已建立的该细胞系能稳定的表达 .9;: 受体

.63, 基因，并且在 .9;: 驴白细胞疫苗株（I6:）前

病毒 6<3 的控制下有条件地促进萤火虫荧光素酶

基因表达。当 .9;: 通过与 .63, 结合进入细胞增

殖时，病毒编码的反式激活蛋白（<’A）能反式激活

6<3，使荧光素酶的表达量明显增加。该细胞系可

以用来在体外精确、简便的测定 .9;: 的中和抗体

和研究不同毒株与受体的亲和性。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 细 胞 与 病 毒：*=> 细 胞 系、8#6’ 细 胞 系 和

.9;: 驴胎皮肤细胞适应毒 I,J:,>（第 ,J 代驴胎皮

肤细胞接 ,* 代毒后维持培养 ,* 天的细胞培养上

清）和强毒株 6*,（6*+ 毒攻毒马后，采集其发热期的

血清）均由本实验室保存，两毒株收集后均 ,*+++)K
BC$，HL，离心 ,+BC$ 后4J+L冻存。

!"!"# 质 粒 和 血 清："7I1;>M,（ N ）、"O6>4P’DC7、
"364-/:、"/I4,J<46<3（6<3 分别来源于 .9;: 驴白

细胞强毒 I;4*5 前病毒和驴白细胞疫苗毒 I6;4,**
前病毒）以及 .9;: 感染马阳性血清均由本实验室

保存。

!"!"$ 主要试剂：8Q3!、.R!"# I1; 聚合酶、各种

限制性内切酶、I1’D#!、2%#$?S 酶、<H I1; 连接酶

及 "/I,J4< 均购自大连宝生物公司；Q%’DBCT /C$C
2CA、<?A’% 31; 2CA 购 于 UB#@’ 公 司、鼠 抗 血 凝 素

（8;）单克隆抗体购自 <9;1O.1 公司；I1; 快速胶

回收试剂盒购自上海华舜生物工程有限公司；预染

蛋白分子量标准购自 V#)B#$A’D 公司；V9<- 标记山羊

抗鼠二抗，V9<- 标记兔抗马二抗及 83Q 标记山羊抗

鼠二抗均购自 !C@B’ 公司；OH,J 购自 /#)7W；/4/6:

3#X#)D# <)’$D7)C"A’D#、 6C"?F#7A’BC$# *+++ 购 自

9$XCA)?@#$ 公司；单报告基因荧光素酶检测试剂盒和

双报告基因荧光素酶检测试剂盒购自上海科端生物

科技有限公司；超敏化学发光试剂购自北京普利莱

因公司。

!"!"% 培养基：*=> 细胞和 8#6’ 细胞培养基均为高

糖 I/./（8G7%?$#），含 ,+Y的胎牛血清（V-!）（天津

灏阳生物科技有限公司）。

!"# 细胞培养

*=> 细 胞 和 8#6’ 细 胞 用 含 ,+Y V-! 的 高 糖

I/./ 培养。".63,46<346(7 质粒稳定转染 *=> 细

胞，获取的细胞株用含 ,+YV-! 和 >++"@KB6OH,J 的

高糖 I/./ 培养。

!"$ 引物设计

根 据 O#$Z’$W 注 册 的 .63, 受 体 序 列

（;[=H+H55），利用 U%C@? \M+ 软件设计引物，上游引

物 Q*+J：5]4-;OOO;;<O;OOOO<-O<O;O4>]，下游引

物 Q,*,5：5]4<OO;<OO;O<-<O;;O-;;O-4>]；这 对

引物用于从马巨噬细胞 31; 中扩增受体 .63, 的编

码区。上游引物 Q>：5]4O-O;;O-<<O;-;<OO;O--
<-<O-O;O4>]，下 游 引 物 QH：5]4O-OO;<--<<;O-;
-;OOO;-O-O<;O<--OOO;-O<-O<;<OOO<;OO-
-<OO-;O-<-<4>]；Q> 和 QH 的 5]端分别引入了酶切

位点 $%&T#和 ’"(8!（分别用下横线表示），用于

构建 .63, 基 因 的 真 核 表 达 质 粒。为 方 便 检 测

.63, 基因的表达产物，在用于扩增 .63, 基因的下

游引物 QH 的 5]末端融入 8; 标签序列。

!"% &’()*& 及测序

按照参考文献［,+］的方法分离马外周血单个核

细胞，体外培养 > 天后按 31; 提取试剂盒说明书操

作，在提取 31; 时加入 I1’D#!去除 I1;。用 /4
/6: 3#X#)D# <)’$D7)C"A’D# 将 31; 反转录为 7I1;，随

后用 Q*+J、Q,*,5 引物，进行 Q-3 扩增。Q-3 产物回

收纯化后连接到 "/I,J4< 载体上，转化后挑单克

隆，经酶切鉴定为阳性的重组质粒送往上海生物工

程技术有限公司完成双向测序。

!"+ 真核表达质粒的构建

!"+"! ".63,48; 质 粒 的 构 建：将 测 序 结 果 与

O#$Z’$W 序列进行比较，序列正确的质粒作为模板，

用 Q>、QH 引物进行下一步 Q-3 扩增。Q-3 产物用

$%&T#和 ’"(8!酶切连接到与经同样酶切处理的

真核表达载体 "7I1;>M,（ N ），构建成真核表达质粒

".63,48;，并经测序验证。

!"+"# ".63,46<346(7 质粒构建：在 ".63,48; 质

,^+,王登峰，张淑琴等：表达马传染性贫血病毒受体和荧光素酶报告基因的 *=> 细胞系的建立 0 K微生物学报（*++^）H（̂\）



粒的基础上进行构建。首先，用 !"#$%& 酶平端化处

理，构建去除 !"#’!位点的质粒 ()*+,-,，然后以此

为基础，构建 ()*+,-(%".（/）-*01 质粒。用 $%&"和

’()"双酶消化带有萤火虫荧光素酶报告基因的质

粒 (2*3-45671，回收在 8.$9:#971 (%".（/）67;$5" 与 *01
之间有 (2*3-45671 质粒多克隆位点的片段 8.$9:#971
(%".（/）67;$5"-*01（,<,=4(）；同时用 $%&> 和 ’()"双

酶切 ()*+,-, 质 粒 并 回 收。将 8.$9:#971 (%".（/）

67;$5"-*01 片段连接到 ()*+,-, 上，获取质粒 ()*+,-
(%".（/）-*01，并用 $%&"和 ’()"双酶切鉴定。最

后，用 *+#"和 !"#,!消化连上 *?+ 的 (@A-,B-*?+
载体，获得 *?+（3CD4(）。同时用 *+#"和 !"#,!消

化 ()*+,-(%".（/）-*01 质 粒，在 8.$9:#971 (%".（/）

67;$5" 与 *01 之间的多克隆位点上打开缺口，连接上

来源于 )>/E 驴白细胞强毒 A/-FG 前病毒和驴白细

胞疫苗毒 A*/-,FF 前病毒的 *?+，构建成两个目的

质 粒 ()*+,-*?+-*01（ A/-FG）和 ()*+,-*?+-*01
（A*/-,FF），均为 BCC<4(。构建的质粒经测序，确定

与设计相符。

!"# 真核转染

转染前一天，用胰酶-)A?/ 混合液消化 F<3 细

胞，加入到 C 孔细胞培养板中，按 *7(%H#195I7$# FDDD
转染试剂盒说明书进行细胞转染。

!"$ %&’(&)* +,-( 和 ./0 检测外源基因 123!450
在 678 细胞中的表达

将 ()*+,-J/ 和K或 ()*+,-*?+-*01 质粒瞬时转

染 F<3 细胞，3G: 后收集细胞，用 L#69#M$ 4"%9 和 >N/
检测外源基因 )*+,-J/ 的表达。一抗为鼠抗 J/
单克隆抗体，二抗 L#69#M$ 4"%9 为 J+O 标记山羊抗小

鼠 >;2 抗体，>N/ 为 N>?P 标记山羊抗鼠 >;2 抗体

为了选择合适的 *?+，用 ()*+,-*?+-*01 质粒

与表达 +#$7""5 荧光素酶报告基因的内参质粒 (+*-
P@E 做瞬时转染，共转染 F<3 细胞和 J#*5 细胞。目

的质粒和内参质粒的比例为 Q：,。转染后 QB:，按照

双报告基因荧光素酶检测试剂盒操作说明检测荧光

素酶活性。

!"9 稳定表达 :123!42;342<=（>20）细胞系的获

取和确认

!"9"! 稳定表达细胞系的构建：用 $-."线性化处

理后的 ()*+,-*?+-*01（A*/）质粒稳定转染 F<3 细

胞。克隆筛选时 2Q,B 用量为 CDD#;KI*，维持时为

3DD#;KI*。

!"9"6 稳定表达细胞株的鉴定：将扩大培养的不同

细胞株，消化后加入到 <C 孔板，F R ,DQ 细胞K（,DD#*

·孔），做 3 个复孔。FQ: 后接种 )>/E A,3E,B，接毒

量为 ,DDD?P>AGD K孔。3=S孵育 ,: 后，弃去上清，用

含 GT NP8 和 2Q,B（3DD#;KI*）的 A@)@ 维持培养。

在接毒 FQ: 后用单报告基因荧光素酶检测试剂盒

（!#$+#5"）检测荧光素酶活性，同时做阴性对照孔。

接毒 3’ 后，接毒组与未接毒组用 )>/E 感染马阳性

血清做间接免疫荧光试验进一步确认病毒在感染细

胞中的增殖。重复该试验 3 次。

!"9"8 )*+,-*?+（F<3-)）细胞接种强毒株后其荧

光素酶活性与接毒量的关系：将获取的 )*+,-*?+
（F<3-)）细胞消化后加入到 <C 孔板，F R ,DQ 细胞

K（,DD#*·孔），做 3 个复孔。FQ: 后，强毒 *F, 以其病

毒原液为基准，将 ,DD#* 用 A@)@ 进行 ,DU , V ,DU =

稀释的病毒接种到 )*+,-*?+（F<3-)）细胞，3=S孵

育 ,:，弃去上清，用含 GTNP8 和 2Q,B（3DD#;KI*）的

A@)@ 维持培养。在接毒 FQ: 后检测荧光素酶活

性，同时做阴性对照孔。重复 F 次。

6 结果

6"! 外源基因 123!450 在 678 细胞中的表达

将构建好的重组质粒 ()*+,-J/ 瞬时转染 F<3
细胞，3G: 后 用 鼠 抗 J/ 单 克 隆 抗 体 进 行 L#69#M$
4"%9，检测外源基因 )*+,-J/ 的表达。在瞬时转染

()*+,-J/ 质粒的 F<3 细胞裂解物样品中可以检测

到 Q<WA5 的特异性条带，而转染 (1AX/3Y,（ Z ）质粒

的 F<3 细胞中无此条带，见图 ,。同时以鼠抗 J/ 单

克隆抗体为一抗，N>?P 标记山羊抗鼠 >;2 抗体为二

抗做 >N/ 检测外源基因 )*+,-J/ 在 F<3 细胞中的

表达。在瞬时转染 ()*+,-J/ 质粒的 F<3 细胞胞膜

上可见绿色荧光，而转染空载体的 F<3 细胞上未见

有绿色荧光，结果见图 F。

图 ! %&’(&)* +,-( 鉴定外源 123!450 基因在 678 细胞中

的表达

N7;[, A#9#197%$ %H )*+,-J/ (M%9#7$ 7$ F<3 1#""6 4. L#69#M$ 4"%9 [

F=D, L/X2 A#$;-H#$;，\J/X2 8:0-]7$ /& )0 [ K12&) 3"2-%("%0%4"2) 5"#"2)（FDD=）Q=（C）



图 ! 鼠抗 "# 单克隆抗体间接免疫荧光鉴定外源 $%&’(
"# 基因在 !)* 细胞中的表达

!"#$% &’(’)("*+ *, -./0123 #’+’ ’456’77"*+ "+ %89 )’::7 ;"(< =+("123

=+(">*?@ >@ A!3（ %BB C ）$ 3： D6=+7,’)(’? ;"(< 5-./0123； E：

D6=+7,’)(’? ;"(< 5)&F39G0G

!+* ,$%&’(%-&(%./ 质粒的瞬时表达和 %-& 的

选择

图 * ,$%&’(%-&(%./（0#(!1、0%#(’!!）瞬时转染 !)* 细

胞和 "2%3 细胞后 %-& 基础转录活性的比较

!"#$ 9 .D/ >=)H#6*I+? =)("J"("’7 "+ %89 =+? 2’.= )’::7 (6=+7"’+(:@

(6=+7,’)(’? ;"(< ’"(<’6 5-./01.D/1.I)（&31%K）*6 5-./01.D/1.I)
（&.310%%）$

用 L’7(’6+ >:*( 确认 5-./01.D/1.I)（&.310%%）

和 5-./01.D/1.I)（&31%K）质粒均能在 %89 细胞中表

达 -./0，其大小和转染 5-./0123 质粒后细胞表达

的一致。转染空载体的 %89 细胞不表达 -./0。标

定内参 /’+"::= 荧光素酶活性，在其一致的情况下比

较萤火虫荧光素酶活性。发现在 %89 细胞中，强毒

株 &31%K 和疫苗株 &.310%% .D/ 的基础活性都比较

高，达到 9G%M C 0BN/.OP7（/.O：6’:=("J’ :"#<( I+"(）和

BGK0 C 0BN/.OP7；在 2’.= 细胞中它们的基础活性都

比较低，分别为 %GMQ C 0BK/.OP7 和 BG9Q C 0BK/.OP7。
结果显示，在 -A3R 非靶细胞中，强毒株 &31%K .D/
的基础活性是疫苗株 &.310%% .D/ 的 N S Q 倍，结果

见图 9。 为 减 少 检 测 本 底，选 择 5-./01.D/1.I)
（&.310%%）质粒建立细胞系进行以下研究。

!+4 稳定表达目的基因细胞系的建立

选取 -A3R1&.310%% 的 .D/ 用以调控萤火虫荧

光素酶基因的表达。用 5-./01.D/1.I)（&.310%%）

质粒转染 %89 细胞，挑选了 NM 个经 NBB!#PT. UV0M
筛选 9 周形成的单克隆，再经过含有 9BB!#PT. UV0M
的培养液中扩大培养，得到 09 个接种病毒后能明显

促进萤火虫荧光素酶基因表达的单克隆。最终在基

础活性相似的 M 株克隆中选取了一株命名为 -./01
.D/1.I)（%891-）进行以下研究。

在 -./01.D/1.I)（%891-）细胞上接 -A3R 皮肤细

胞适应毒 &0MR09，并做不接毒对照，%V< 后检测萤

火虫荧光素酶活性。接毒组与对照组平均萤火虫荧

光酶 活 性 分 别 为 VGQK W BGBM C 0BK/.OP7 和 0GK9
W BG09 C 0BK/.OP7，接毒组萤火虫荧光酶活性是对

照组的 9G0K 倍。经 9 次重复试验，X!BGBB0（图 V）。

接毒 9? 后，接毒组和对照组用 -A3R 感染马阳性血

清做间接免疫荧光试验，确认了病毒进入细胞后病

毒蛋白的表达，结果见图 K。

图 4 检测 $5#6 细胞适应株 0’76’* 接种组与对照组的

$%&’(%-&(%./（!)*($）细胞萤火虫荧光酶活性差异（8 9
*，:!;+;;’）

!"#$V .I)",’6=7’ =)("J"("’7 "+ -./01.D/1.I)（%891-）)’::7 (6’=(’? ;"(<

*6 ;"(<*I( &0MR09（+ Y 9，X!BGBB0）$

图 1 $5#6 感染马阳性血清间接免疫荧光法鉴定 $5#6 在 $%&’(%-&(%./（!)*($）细胞系中的复制（’;; < ）

!"#$K A?’+(",")=("*+ *, -A3R 6’5:")=("*+ "+ -./01.D/1.I)（%891-）)’::7 >@ A!3（0BB C ）$ -./01.D/1.I)（%891-）)’::7 (6’=(’?

;"(< -A3R（3）；-./01.D/1.I)（%891-）)’::7 (6’=(’? ;"(<*I( -A3R（E）=+? I+(6=+7,’)(’? %89 )’::7 (6’=(’? ;"(< -A3R（Z）$

9QB0王登峰，张淑琴等：表达马传染性贫血病毒受体和荧光素酶报告基因的 %89 细胞系的建立 $ P微生物学报（%BBQ）VQ（N）



!"# $%&’(%)&（!*+($）细胞接种强毒株后其荧光

素酶活性与接毒量的关系

为进行中和抗体的检测，病毒受体!荧光蛋白报

告系统必须对接种的病毒量有较宽的线性相关性。

为此，对 "#$%&#’$（()*&"）细胞系接种了 "+,- 强毒

株 #(% 不同稀释倍数的毒量，并设了未接毒的对照

组，(./ 后检测萤火虫荧光素酶活性。在去除对照

组本底后发现，在接种 %00!#%0
1 ( 2 %01 3稀释的强毒

株 #(% 后 "#$%&#’$（()*&"）细胞的萤火虫荧光素酶

活性与接毒量呈现正相关，但接种 %00!#%0
1 % 接毒

组荧光素酶活性反而下降，见图 4。

图 , $%&’(%)&（!*+($）细胞接种 $-./ %!’ 株 !01 后其

荧光素酶活性与该毒株接毒量的关系（2 3 !）

5678 4 9:; <6=:<>? >@A6<:=BC: BA;6D6;? AE&=:>B;:F ;E F6<<:=:G; FEC:C E< "+,-

#(% ;/B; 6G<:A;:F "#$%&#’$（()*&"）A:>>C <E= (. /E@=C（G H (）8

综上所述，获取的 "#$%&#’$ &#@A（()*&"）细胞

系能够支持 "+,- 皮肤细胞适应株和强毒株 #(% 的

进入和增殖，证明该细胞系能稳定表达外源基因

"#$%，并且表达的 "#$% 受体具有生物学功能；与未

接毒对照相比较，接毒组的 "+,- 进入 "#$%&#’$&
#@A（()*&"）细胞并增殖，明显地增强萤火虫荧光素

酶活性。该结果与预计相符，且接种强毒株 #(% 的

不同稀释倍数的病毒时，"#$%&#’$（()*&"）细胞的萤

火虫荧光素酶活性与该毒株的接毒量呈现正相关，

证明 "#$%&#’$&#@A（()*&"）细胞系构建成功。

!周家喜 8 I#, "+,- 与 I&, "+,- #’$ 中启动子区域基础活性与 ’B; 蛋白激活活性的比较 8 中国农业科学院硕士学位论文 8 (00% 8

+ 讨论

在构建 "#$%&#’$&#@A（()*&"）细胞系的过程中，

为了选择合适的 #’$，比较了 "+,- 强毒株和疫苗株

#’$ 在非自然靶细胞上的基础活性。结果发现疫苗

株 I#,&%(( #’$ 的基础活性是强毒株 I,&(J #’$ 基

础活性的 %!4，故选择了疫苗毒 I#,&%(( 的 #’$ 作为

调控荧光素酶转录的启动子元件。以往的研究证明

在 "+,- 的自然靶细胞马（驴）巨噬细胞中，疫苗株

#’$ 的基础活性要比强毒株的稍高!。#’$ 是 "+,-

前病毒基因组的表达调控序列，在 ()* 细胞和 K:#B
细胞中强毒的复制能力是否会比疫苗毒的强？哪些

因素决定了这种差异？这些问题有待进一步探讨。

用传统方法测定 "+,- 中和抗体较为困难，主

要因为 "+,- 强毒只感染其靶细胞马（驴）单核细

胞，并且在单核细胞中增殖缓慢，造成最终的检测困

难且不准确，此外马（驴）单核细胞的体外分离培养

难度也较大。利用细胞适应毒测定 "+,- 中和抗体

是国外较常用的方法，但该方法不能够真实的反映

感染马体内中和抗体的变化。为在体外精确简便的

测定我国的 "+,- 疫苗株免疫马后其体内中和抗体

的变化情况，建立了 "#$%&#’$（()*&"）细胞系。在

"#$%&#’$（()*&"）细胞接种强毒株 #(% 后，在 %01 ( 2
%01 3稀释倍数范围内，其荧光素酶活性与 #(% 的接

毒量呈现正相关，但接种 %01 % 稀释的接毒组其荧光

素酶活性反而下降。试验所用的强毒株 #(% 是人工

感染强毒 #(0 马匹的发热期的血清，由于稀释倍数

低，马血清含量过高，而对细胞有一定的毒性。

目前，"#$%&#’$&#@A（()*&"）细胞系已经传 *J
代，未发现外源基因的表达发生有变化。利用该细

胞系可以在体外检测中和抗体的滴度，这在很大程

度上节省了时间和降低了成本，而且比用观察半数

细胞感染量（’L+IJ0）或测定反转录酶活性来确定中

和抗体滴度的传统方法得到的结果更为精确。此外

如果用抑制性药物使进入细胞的病毒只进行单轮复

制［%J］，可以利用该细胞系比较在相同条件下接毒后

荧光素酶活性，研究不同病毒毒株与受体亲和性的

关系。

致谢 感谢哈尔滨兽医研究所马建博士生和东北农

业大学林耀智博士生在研究过程中给予的指导和技

术支持。
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