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摘要 马传染性贫血病毒(EIAV)减毒疫苗是世界首例慢病毒疫苗，但其作用机理尚不明了．研究发现，EIAV 疫苗株
EIAVFDDV12的跨膜蛋白 gp45在马体内发生高频率 261W位点翻译终止突变，使该蛋白质 C端出现 154个氨基酸的截短．为了
探讨该截短对 EIAV疫苗株生物学特性的作用，以 EIAV弱毒疫苗株感染性克隆为骨干，构建了 gp45截短型感染性病毒株，
检测该截短突变对 EIAV疫苗株在体外培养的马外周血单核细胞由来的巨噬细胞(MDM)、驴MDM和驴胎皮细胞(FDD)中的
复制．实验结果表明，gp45截短型毒株在马和驴 MDM中复制能力比未截短型毒株显著降低(P < 0.01)，特别是在马 MDM
中此差异更明显．相反，截短型毒株在 FDD中的复制能力则显著高于未截短型毒株(P < 0.01)．此外，结果显示 gp45截短型
毒株在马 MDM中的低水平复制降低了 EIAV对其靶细胞诱导的凋亡．以上结果提示，EIAV疫苗的 gp45截短型毒株是适应
在体外 FDD细胞中传代致弱的变异，该变异导致疫苗株在 EIAV体内主要靶细胞巨噬细胞中复制能力的降低，导致毒力进
一步减弱．
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诱导对人免疫缺陷病毒(HIV)为代表的慢病毒
保护性免疫，目前仍是病毒免疫学亟待解决的中心

目标之一．虽然存在与宿主染色体整合和回复突变

等潜在安全因素，弱毒毒活疫苗是目前唯一能诱导

保护性免疫的慢病毒疫苗类型[1-2]．充分了解慢病

毒弱毒疫苗诱导的必要条件和保护性免疫特性，将

对研发安全有效的慢病毒疫苗提供重要借鉴．猴免

疫缺陷病毒(SIV)或 SIV/HIV 嵌合病毒 SHIV 感染
猴是研究 HIV疫苗的主要动物模型．迄今，试验
采用的 SIV/SHIV弱毒疫苗均基于重组 DNA 技术
改造的病毒感染性克隆而构建，只能诱导对亲本或

高度同源病毒感染的保护性免疫[3-4]．

马传染性贫血病毒(EIAV)，是一种巨噬细胞嗜
性的慢病毒，可以引起马属动物持续性感染和呈慢

性疾病．我国科学家沈荣显等于 20世纪 70年代研
制出 EIAV弱毒疫苗，并成功地控制了马传染性贫
血病(EIA)在中国的流行．作为首例成功应用的慢
病毒疫苗，EIAV /马提供了一个有意义动物模型，

用以研究和评价保护性相关的免疫应答以及影响疫

苗诱导保护性免疫的主要因素．根据国内外和我们

已发表的研究结果，慢病毒的复制能力和对靶细胞

的细胞毒性是影响诱导机体建立有效免疫应答的重

要因素之一[5]．

慢病毒抗原的高度变异是机体难以建立特异性

免疫的主要原因．慢病毒的抗原变异主要发生在病

毒的囊膜蛋白(Env)，与宿主免疫反应关键靶位．
有关 env 基因变异与抗原属性的研究表明，氨基酸
序列的数个残基的变化既可引起抗体和 CTL特异
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1.2 方法

1.2.1 重组质粒构建．将分别带有酶切位点 Nru玉
和 Xho玉的引物 P1和 P2，对 pLG3-8质粒包含突
变点的 1 054 bp序列进行 PCR扩增．PCR产物通
过琼脂糖凝胶电泳回收后，插入 pMD-18T 载体，
质粒命名为 pMD-1054．利用设计突变引物 M1和
M2对 pMD-1054全质粒序列进行 PCR，得到突变
质粒 M-pMD-1054．用 Nru玉和 Xho玉双酶切后，
重新插入 pLG3-8质粒,构建成突变质粒M-pLG3-8.
1.2.2 质粒转染及重组病毒获得．用 Endo-Free
Plasmid Mini Kit(Omega公司)提取质粒 M-pLG3-8.
经分光光度计测定质粒浓度后，用 Lipofectamine
2000(Invitrogen 公司 )按使用说明书转染 FDD 细
胞．转染 10～12天后收集重组病毒，反复冻融 3

次后，继续在 FDD 细胞上传代． 用 Reverse
Transcriptase Assay Colorimetric Kit(Roche 公司)按
产品说明书检测培养病毒细胞上清中反转录酶活

性．将 FDD细胞按 2伊105/ml接种 6孔细胞培养板,
将获得的重组病毒接种到 6孔板内．培养 10天后，
用甲醛固定，加入 1∶100稀释的 EIAV马阳性血
清反应 1 h，PBST洗 3遍后，加入 1∶5 000稀释
的 FITC 标记兔抗马 IgG(Sigma 公司)．PBST洗 3
遍后，在荧光显微镜下检测与 EIAV马阳性血清反
应的含有 EIAV细胞．
1.2.3 重组病毒序列测定．病毒接种细胞，37℃培
养 10 天后收集病毒，用 Qiaamp Viral RNA Mini
Kit(Qiagen公司)提取病毒 RNA，-80℃保存备用．
用 gp45Up 和 gp45Down 引物进行 RT-PCR 扩增

Primers Sequence(5忆→3忆) Positions in proviral genome of EIAVFDDV12

P1 CCGCCAGTCGCTACCTGAGGAAAAG 7 297～7 321

P2 GCCAAGCTAGGCCTATAATTAACCC 8 372～8 392

M1 AGTTCTCCAGGAACAACTGAAATGGCGAATC 7 429～7 459

M2 TCAGTTGTTCCTGGAGAACTTCCGCATGTTGG 7 417～7 448

gp45Up ATGTCTTATATCGCTTTGACAGAA 6 734～6 757

gp45Down TGTTACATGAGATGTAGCTGGATTT 7 870～7 894

gp90Up CCACCAGAGTGTTGTGGAAAGGTGA 5 022～5 046

gp90Down TGCCCCATGATTCATTCCA 6 975～6 985

性的体外检测结果发生明显变化，也可以引起体内

针对持续性感染的免疫发生改变[6-7]．EIAV的 env
基因转录后经过单拼接产生了约 4.2 kb的 mRNA，
合成后的糖蛋白前体再经蛋白酶裂解为表面蛋白

(SU, gp90)和跨膜蛋白(TM, gp45)．跨膜蛋白 gp45
虽较 gp90相对保守，但仍是决定病毒与细胞受体
的结合以及中和抗体产生的重要病毒结构蛋白[8-9].
本实验室前期研究发现， EIAV 疫苗株

EIAVFDDV12前病毒 DNA gp45基因出现翻译提前终
止突变，30个克隆中有 29个在病毒基因组 env 的
第 2 230核苷酸位点出现 G→A的突变(数据未发
表)．该突变的产生造成 gp45基因区提前出现了一
个终止密码子 TGA，即在 261W位点翻译终止突
变，使该蛋白质跨膜区 (transmembrane domain，
TM)之后的胞浆内片段 C端出现 154个氨基酸残基
的截短，造成截短后 gp45糖蛋白的胞浆区氨基酸
残基数由原来的 220 减少到 66． 此外，将
EIAVFDDV12免疫 15天马外周血单个核细胞(peripheral
blood mononuclear cells，PBMC)中前病毒 DNA 测

序结果显示，gp45截短突变的几率为 6/24．而在
第 40天血浆中游离病毒 RNA 测序结果显示，该
突变的几率为 20/30．为了探讨 gp45 的 C端截短
对 EIAV疫苗株生物学特性的作用，本研究进一步
以 EIAV弱毒疫苗株 EIAVFDDV12感染性克隆为骨干，

构建了 C端截短型感染性病毒株，检测该截短突
变对 EIAV在体外培养的马外周血单状核细胞由来
的巨噬细胞(MDM)、驴 MDM和驴胎皮细胞(FDD)
中的复制特性．

1 材料与方法

1.1 材料

EIAV 弱毒疫苗驴皮肤细胞适应株 EIAVFDDV12

全基因克隆质粒 pLG3-8，驴胎皮细胞(FDD)由中国
农业科学院哈尔滨兽医研究所大动物病研究室慢病

毒课题组保存并提供．本实验所用到的引物序列见

表 1，由 Invitrogen公司合成．细胞凋亡检测使用
Annexin V-FITC apoptosis detection kit玉(BD公司)，
流式细胞仪为 Beckman FC500．

Table 1 Primers used in this test
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Fig. 1 Reverse transcriptase (RT) activity
of the gp45鄄truncated EIAV strain

EIAV的 gp45序列，用 gp90Up和 gp90Down引物
扩增 EIAV的 gp90序列．RT-PCR产物经琼脂糖凝
胶电泳回收后，与克隆载体 pMD-18T连接，转化
大肠杆菌 JM109感受态细胞，每个样品挑取 10个
克隆，送 Invitrogen公司测序．
1.2.4 重组病毒的 Western blot．将细胞培养上清
中的病毒经 30 000 r/min超离 1 h浓缩后，悬浮于
1伊SDS-PAGE上样缓冲液，煮沸 5 min，然后进行
SDS-PAGE．将泳动分离后的蛋白质转印至硝酸纤
维素膜上，用 5%脱脂乳 4℃封闭过夜．用含 0.5%
Triton X-100的 PBS(PBST)洗 3遍后，加入 1∶200
稀释的 EIAV 马阳性血清中 37℃孵育 1 h．PBST
洗涤 3 遍，加入 1∶5 000 稀释 HRP 标记兔抗马
IgG抗体 37℃孵育 1 h后，PBST洗涤 3遍，加入
ECL超敏发光液(北京普利莱基因技术有限公司)，
作用 5 min，用富士 LAS-3000发光成像分析仪进
行分析．

1.2.5 病毒定量(蚀斑单位法)．将制备的病毒液进
行 10倍系列稀释后，接种至 24孔培养板的 FDD
细胞中(细胞密度 > 80%)，每稀释度设 4个复孔，
每孔 100 滋l．37℃孵育 1 h 后，加入 500 滋l 含
0.8%甲基纤维素的细胞培养维持液．培养 8天后，
用 3.7%甲醛浸泡过夜， 1% Triton X-100 破膜
30 min，然后用含 5%脱脂乳的 PBST封闭 1 h．用
1∶200 稀释的马 EIAV 阳性血清检测病毒蚀斑，
每孔加血清 200 滋l，室温孵育 1 h．经 PBST洗 3
遍后，加入 1∶3 000稀释的 HRP标记兔抗马 IgG
抗体(Sigma公司)室温反应 1 h．最后用 PBST洗 3
遍，加入 NBT/BCIP底物作用 30 min 显色，加蒸
馏水终止反应，进行蚀斑计数．

1.2.6 马和驴外周血白细胞由来的巨噬细胞

(MDM)分离和培养． 取健康马或驴的抗凝血
200 ml，置三角瓶内自然沉降 1 h后，吸取上层白
细胞层，1 000 r/min 离心 10 min 后，用 PBS 洗
2遍，最后用含 50%牛血清的 1640培养液稀释至
2伊107个 /ml, 接种到细胞培养瓶中．37℃培养 24 h
后，用 PBS洗掉未贴壁细胞，用冷生理盐水洗脱
贴壁细胞(以巨噬细胞为主)，按 2伊103细胞每微升

每孔接种到 96 孔细胞培养板中，再培养 24 h，
PBS洗掉未贴壁细胞，加细胞维持液继续培养．
1.2.7 病毒体外复制动力学测定．将病毒液稀释到

约 1 000 PFU/ml，接种到 FDD 细胞、马 MDM或
驴 MDM的 96孔细胞培养板中，每稀释度设 4个
复孔，每孔加病毒 20 滋l．37℃孵育 1 h 后，吸弃

病毒液，PBS洗 2遍，然后加细胞维持液 100 滋l，
同时设阴性对照孔．每隔 24 h分别取 4孔培养液
上清，-20℃保存．根据细胞状态，9～12 天取
样．所有样品-20℃保存备用，最后同一时间测定
反转录酶活性，以检测病毒复制状态．

1.2.8 病毒诱导的马MDM凋亡检测．将病毒液稀
释到约 1 000 PFU/ml，接种到 6 孔细胞培养板的
马 MDM中，每稀释度设 2个复孔，每孔加病毒
500 滋l．37℃孵育 1 h后，吸弃病毒液，PBS洗 2
遍，然后加细胞维持液 100 滋l，同时设阴性对照
孔．第 5天、第 7天、第 9天将细胞用生理盐水消
化下来，1 000 r/min离心 10 min，用 PBS洗 2遍，
然后用 1伊结合缓冲液将细胞稀释到 1伊106个 /ml，
取 100 滋l 加入流式管中，再加入 5 滋l Annexin
V-FITC和 5 滋l PI，温柔混匀避光室温作用 15 min，
加入 400 滋l 1伊结合缓冲液，用流式细胞仪进行
检测．

2 结 果

2.1 重组病毒复制的检测

应用点突变，在 EIAV 弱毒疫苗株 EIAVFDDV12

感染性克隆 EIAVFDDV3-8的 gp45基因 2230位点处引
入翻译终止密码，使表达的 gp45在 C端缺失 154
个氨基酸残基片段．截短型 gp45突变重组病毒质
粒转染细胞后，检测病毒中反转录酶活性，以判断

重组感染性克隆病毒在感染细胞中的复制．图 1可
见，转染后病毒传到第六代时，反转录酶活性急剧

升高，表明 gp45 截短型重组病毒拯救成功，在
感染细胞中大量复制．将该重组病毒命名为

EIAVFDDV-TM36．应用 EIAV阳性马血清进行的 EIAV
感染细胞间接免疫荧光检测显示，感染重组病毒的

FDD细胞内可见明显特异性绿色荧光，而未感染
病毒组细胞内未见荧光信号 (图 2)．此外，经
RT-PCR扩增后 gp45片段检测，其片段大小及核
苷酸序列正确．
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Fig. 3 Detection of truncated gp45 by Western blot
1: Protein markers; 2: pLG3-8 (truncated-gp45); 3: pLG3-8 (intact type

gp45); 4: Mock-transfected cells.

Fig. 2 Indirect immune fluorescence assay of FDD
cells infected with empty vector (a) or the molecular

clone of EIAV with the truncated gp45 gene (b)

2.2 重组病毒截短型 gp45表达的鉴定
将收集的重组病毒 EIAVFDDV-TM36用超速离心进

行浓缩后，经 SDS-PAGE将各病毒蛋白在凝胶中
展开，应用 EIAV阳性血清进行 Western blot，检
测病毒中 gp45的表达状态．图 3的结果显示，重
组病毒 gp45蛋白的分子质量为 36 ku左右，明显
小于正常 EIAV对照中未发生截短的 gp45．

2.3 gp45截短型重组病毒的复制动力学分析
为检测 gp45截短对病毒复制的影响，将 gp45

截短型重组病毒 EIAVFDDV-TM36和未突变的 EIAVFDDV3-8

感染体外原代培养的 EIAV 靶细胞马 MDM 和驴
MDM，比较其在这些细胞中的复制动态．由于
EIAVFDDV是经 FDD细胞多次传代的 FDD细胞适应
株，对 gp45截短型重组病毒在该细胞株中的复制
特性是否发生改变亦进行了检测．病毒的复制用病

毒反转录酶活性高低表示，以更好反应具有生物活

性病毒的复制情况．图 4实验结果显示，gp45截

短型毒株在马MDM和驴MDM中复制能力比未截
短型毒株显著减弱．当未截短型病毒在马MDM中
的复制第 7天达到顶峰时，截短型病毒的复制水平
仅为未截短型病毒的 25%～30%(图 4a)．两种病毒
在驴MDM细胞中的复制早期差异不显著，但到了
第 5天，未截短型病毒则开始明显高于截短型病
毒，直至第 8 天．截短型和未截短型病毒在马
MDM和驴MDM中整个复制测试期间的组间差异
亦非常显著(P < 0.01)．相反，gp45截短型毒株在
FDD细胞中的复制能力 则明显高于未截短型毒株

(图 4c)，组间差异极显著 (P < 0.01)．
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Fig. 4 Replication of EIAV truncated鄄gp45 strain
EIAVFDDV鄄TM36 and the intact鄄type gp45 strain

EIAVFDDV3鄄8 in cells of equine MDM (a)，
donkey MDM (b) and FDD (c)

* Indicates statistically significant (P < 0.05), ** Indicates P < 0.01.
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3 讨 论

慢病毒的跨膜蛋白是一个相对保守的结构组

织，包括一个胞外功能区域(Ecto-domain)，一个跨
膜区(membrane spanning domain，MSD)和一个特
异的长 C端胞浆内区(intracytoplasma domain, CD).
慢病毒跨膜蛋白与病毒组装、病毒囊膜在细胞表面

的表达、病毒与细胞的融合、诱导细胞病变和凋亡

密切相关联，还可能与钙离子通道有关[10-11]．EIAV
跨膜蛋白 gp45的大多数免疫显性表位置于 N端，
特别是胞外功能区域至穿膜锚区的免疫原性较强，

在该区域内己确定了多个免疫显性表位．相反，

Fig援 6 Comparison of the early apoptosis of equine MDM
induced by EIAV truncated鄄gp45 strain EIAVFDDV鄄TM36 and

the intact鄄type gp45 strain EIAVFDDV3鄄8 in different
days post infection

*P < 0.05. : EIAVFDDV-TM36; : EIAVFDDV3-8.

Fig. 5 Comparison of cytotoxicity of equine MDM induced by EIAV truncated鄄gp45 strain EIAVFDDV鄄TM36

and the intact鄄type gp45 strain EIAVFDDV3鄄8 in different days post infection (DPI)
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2.4 病毒诱导的马MDM凋亡分析
病毒动力学分析显示，未截短病毒接种到马

MDM上第 7天复制水平到达高峰，第 9天复制水
平开始下降，而截短型病毒种到马MDM上前 5天
复制水平较低，之后呈缓慢上升趋势，为了分析截

短型病毒和未截短病毒在其靶细胞———马巨噬细胞

复制差异原因，进行了病毒诱导马 MDM凋亡试

验．结果表明，gp45未截短型病毒在马 MDM中
的复制显示出较明显的细胞毒性，表现为各期的细

胞凋亡(图 5)，特别是早期凋亡(Annexin V阳性但
PI阴性)明显高于 gp45截短型病毒(P < 0.05，图 6).
而凋亡出现的高峰期(接毒后第 7天)与 gp45未截
短型病毒在马MDM中复制的高峰期相应，提示了
二者间的因果关系．
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gp45 的 C 端与免疫马血清的反应弱而不稳定，
C端片段 p20几乎没有或有仅检测到微弱和不确定
的免疫原性[12]．

EIAV 疫苗研究的早期实验结果证实，EIAV
弱毒疫苗株 FDD细胞适应株 EIAVFDDV12在诱导保护

性免疫的效果和毒力弱化方面，均优于其前代驴白

细胞适应弱毒株 EIAVDLV125(未发表结果)．本研究显
示，gp45截短型重组病毒 EIAVFDDV-TM36在其适应性

细胞 FDD细胞上复制能力明显高于未截短型病毒，
在感染早期差异尤其显著(图 4c)．该结果与其亲本
毒株 EIAVFDDV12中存在高比例 gp45截短型病毒颗
粒的发现提示，gp45 C端 154氨基酸片段的缺失
有助于 FDD细胞适应株 EIAVFDDV12在该类细胞中

的复制．由于已报道 gp45的 C端片段免疫原性较
差，因此推测其缺失不影响疫苗株 EIAVFDDV12的免

疫应答诱导能力．

本研究结果显示， gp45 截短型重组病毒
EIAVFDDV-TM36在原代培养的主要宿主靶细胞马MDM
细胞上复制能力明显低于未截短型(图 4a)．推测这
种 gp45截短型在 EIAV体内主要靶细胞巨噬细胞
中复制能力的降低可使血浆病毒载量下降，是疫苗

株 EIAVFDDV12的毒力进一步弱化的可能原因．慢病

毒跨膜蛋白MSD的序列变化可以改变该蛋白质与
细胞膜脂质双分子层相互作用和流动性，而降低病

毒与受体的结合．Waheed等[13]的研究表明，HIV
跨膜蛋白 MSD截短降低病毒的复制是因为降低其
在膜的流动性．同时，该研究观察到 C端的截短
并不能补偿由于MSD核心区域保守残基的缺失引
起的复制缺陷．HIV跨膜蛋白 gp41的 C端截短可
以诱导膜蛋白表面单位 gp120和 gp41外功能区构
象发生变化，使 HIV感染性克隆 pNL4-3构建的近
野生型跨膜蛋白截短株的感染性降低近 70% [14]．

对于病毒在不同细胞中复制能力研究中还发

现，在马 MDM 中 gp45 未截短型毒株 EIAVFDDV3-8

复制能力于接种后第 7天达到高峰，第 8天就开始
呈下降，与截短型毒株 EIAVFDDV-TM36复制动力曲线

明显不同．我们的实验结果表明，该现象是由于病

毒诱导细胞凋亡造成的．截短型毒株对于诱导马

MDM凋亡，特别是早期凋亡的能力，明显低于未
截短型病毒．病毒调节靶细胞凋亡的方式主要有诱

导细胞凋亡和抑制细胞凋亡两种，而这两种方式并

不绝对独立，如某种病毒的一种蛋白质抑制细胞凋

亡，其另一种蛋白质则可能诱导细胞凋亡，只是分

泌的时间不同，处于不同的感染阶段而已．已有报

道，EIAV在病毒感染初期抑制细胞凋亡，直到产
生有活性的病毒粒子，在感染后期则诱导细胞凋亡

来释放病毒粒子，进一步感染其他细胞[15]．HIV感
染患者体内 CD4+ T细胞严重衰歇就是因其囊膜糖
蛋白 gp120通过 NF-资B依赖 procaspase 8介导的诱
导细胞凋亡所致 [16]．Micoli等 [17]试验证明，HIV-1
gp160 C端点突变可以减低病毒诱导细胞凋亡，但
不影响病毒复制能力．Meng等[18]研究表明，EIAV
Env区胞浆末端截短可以增加病毒通过线粒体介导
的细胞凋亡和坏死．以上研究说明慢病毒跨膜蛋白

与其诱导凋亡能力密切相关．

Shacklett等在 SIV早期研究中，构建了包括多
重 ICD突变簇在内的 SIV突变体 SIVmac-M4．实
验表明，每个突变体克隆在体外复制能力都降低，

至少部分影响了病毒囊膜稳定性和 /或病毒粒子组
装．体内接种 SIVmac-M4(对青年和幼年恒河猴存
在潜在致病性)的青年和幼年恒河猴一年半后未出
现临床症状[19]．将接种 SIVmac-M4的猴用致病株
SIVmac251攻击时，这些动物与对照组相比，病毒
载量明显减少且疾病进程延缓，猴体内 SIV特异
性 CD8+ T 细胞反应明显升高 [20]．这些发现证实

ICD是 SIV猴体内致弱的一个位点，提示在研究病
毒与其免疫保护的相关性方面，该区域可能比 SIV
的 nef基因更有用．
本研究构建的 EIAV跨膜蛋白 gp45截短型突

变株引入的终止密码子正是在 ICD区．实验结果
表明该 gp45截短突变明显降低了该病毒在病毒巨
噬细胞中的复制效率，与 SIVmac-M4体外实验结
果相一致．本研究结果提示，EIAV 疫苗的 gp45
截短型突变毒株的多量出现是该疫苗株适应在体外

FDD细胞中传代致弱的结果．由于 EIAV致病毒株
在马属动物体内的主要靶细胞是巨噬细胞，

EIAVFDDV12的跨膜蛋白截短株在体外培养 MDM细
胞中的复制能力和细胞毒性明显降低，可能是疫苗

株致弱和产生诱导免疫保护能力的重要原因之一．
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Abstract Equine infectious anemia virus (EIAV) vaccine is the first successfully applied lentiviral vaccine, but
its mechanism on inducing protective immunity is not clear. Previous studies found that the EIAV vaccine strain
EIAVFDDV12 transmembrane protein (gp45) had a high-frequent translational terminating mutation at the site of
261W, resulting in a truncation of 154 amino acid residues at the C-terminus. To explore the biological meaning of
the gp45 truncation, a gp45-truncated molecular clone was constructed by using an infectious clone of EIAVFDDV12

as the backbone. Replications features of the gp45-truncated EIAV and its prototype virus were analyzed and
compared in cultivated monocyte-derived macrophages (MDM) of equine and donkey and fetal donkey dermal
cells (FDD). Results showed that the replication capacity of the gp45-truncated EIAV in equine and donkey MDMs
was significantly decreased compared to the untruncated gp45 EIAV(P < 0.01), especially in the horse macrophages.
In contrast, the truncated EIAV replicated significantly faster than the untruncated EIAV in FDD cells (P < 0.01).
In addition, the reduced replication of the gp45-truncated EIAV in equine MDM led to a significant decline of
cytotoxicity of the host cells when compared with the gp45 untruncated EIAV (P < 0.05). These results suggest that
the truncation of the 154-residue C-terminus of the EIAV gp45 glycoprotein was an adaptation to the attenuation of
the EIAV vaccine strain in FDD cells. This truncated mutation reduces the replication of the vaccine strain in
macrophages, the primary in vivo target cell of EIAV, which leads to a further attenuation of the vaccine.

Key words equine infectious anemia virus, gp45 transmembrane protein, truncated mutation, replication,
apoptosis
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