
2011 年 4 月
第 21 卷 第 4 期

中国比较医学杂志

CHINESE JOURNAL OF COMPARATIVE MEDICINE
April，2011

Vol. 21 No. 4

［基金项目］国家十一五科技重大专项课题 (2009ZX10004-402，2008ZX10001-015-10)。

［作者简介］丛喆，硕士，副主任技师，从事实验动物病毒分子生物学和模型研究工作。

［通讯作者］魏强，教授，博士导师，研究方向:实验动物病毒学。E-mail: weiqiang0430@ sohu. com

檵檵檵檵檵檵

檵檵檵檵檵檵

殝
殝殝

殝

。

传染病专题

SHIV1157ipd3N4 中国恒河猴细胞适应株静脉感染
中国恒河猴有效浓度的确定
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【摘要】 目的 确定 SHIV1157ipd3N4 静脉途径感染中国恒河猴的有效病毒浓度，明确 SHIV1157ipd3N4 感染实

验猴体内病毒复制和免疫损伤情况。方法 10 只正常中国恒河猴分成 6 组，分别用 10 倍系列稀释的病毒液 1 mL 静

脉感染，测定血浆病毒载量，CD4 + /CD8 +，CD4 + T 淋巴细胞绝对数，分析感染后恒河猴体内病毒复制和免疫损伤情

况。结果 5TCID50 /mL 以上浓度的 SHIV1157ipd3N4 能通过静脉途径感染中国恒河猴。结论 该实验的成功进行为

SHIV /中国恒河猴疾病及评价模型的建立奠定了良好的基础，为今后使用此模型评价抗病毒药物或疫苗提供了条件。
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Titration of a SHIV1157ipd3N4 Stock by Intravenous Inoculation
of Chinese-Origin Rhesus Macaques
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Faculty of Medicine，The University of Hong Kong，Hong Kong 999077，China)

【Abstract】 Objective To determine the viral concentration of SHIV1157ipd3N4 to infect Chinese-origin rhesus

macaques intravenously， and to clarify the viral replication and immunological impairment in the monkeys after

SHIV1157ipd3N4 inoculation. Methods 10 Chinese-origin rhesus macaques were used in this study. Firstly，all the

monkeys were screened by serological test to ensure that they were free of SIV，SRV，and STLV. Then they were infected

with 1 mL of 10-fold serial dilution of SHIV1157ipd3N4 separately. Finally to make blood routine examination and measure

the viral loads of the monkeys by real-time RT-PCR. Results More than 5 TCID50 /mL of SHIV1157ipd3N4 can infect the

Chinese-origin rhesus macaques i. v. successfully. Conclusions Our findings of this study provide a firm basis for

establishing a SHIV1157ipd3N4 infection model of Chinese rhesus macaques intravenously. This model would be very useful



for HIV-1 subtype C vaccine and pathogenesis studies.
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R. M. Ruprecht 以 SHIVKB9为骨架构建了表达

HIV-1 C 亚型 env 的 SHIV-1157i，并经静脉途径感
染印度恒河猴得到 SHIV1157ipd3N4［1，2］。它所具有
高度复制能力的、CCR5 受体嗜性、经黏膜传播这些
特性，使它在研究 HIV 感染和发病机制及评价 AIDS
候选 疫 苗 的 功 效 方 面 具 有 重 要 的 现 实 意 义。
SHIV1157ipd3N4 能通过静脉途径成功感染印度恒
河猴，黏膜途径感染印度恒河猴、猪尾猴和中国恒
河猴
［3 － 4］，但其静脉感染中国恒河猴的有效浓度、疾

病进程及所引发的病毒免疫指标有哪些变化，与黏

膜途径感染引起的变化又是否相同呢? 本研究旨

在明确 SHIV1157ipd3N4 在中国恒河猴体内感染的
有效浓度及在病毒学和免疫学等方面的变化，为今

后此模型在我国的应用奠定基础。

图 1 10 倍系列稀释 SHIV1157ipd3N4 静脉感染中国恒河猴外周血病毒载量结果
Fig. 1 The viremia ( viral RNA copies /mL plasma) in the Chinese-origin rhesus macaques infected intravenously

with 10-fold dilution of SHIV1157ipd3N4

1 材料和方法

1. 1 实验动物
中国恒河猴 10 只，购自北京协尔鑫生物资源研

究所［SCXK(京)2005-2005］，用商品化膨化饲料饲
养，体重 3 ～ 5 kg。经间接免疫荧光法( IFA)检测排
除相关慢病毒(SIV、SRV-1，2，5、STLV-1)感染。
1. 2 病毒
感染毒株为 SHIV1157ipd3N4，本实验室扩增制

备，批号为 20090706。中国恒河猴 PBMCs 滴定
TCID50滴度为 5 × 102 TCID50 /mL。
1. 3 分组设计及感染方法

10 只恒河猴随机分为 6 个剂量组，由 10 － 1
至

10 － 6，分别经后肢静脉感染稀释好的病毒液 1 mL。
G1005V、G1006V、 G1007V ( 10 － 1， 50TCID50 )，

G1008V、G1009V 、G1010V ( 10 － 2，5TCID50 )，

G1011V、G1012V、G1013V ( 10 － 3，0. 5TCID50 )，

G1014V(10 － 4，0. 05TCID50)。
1. 4 样品采集和指标测定
在感染前和感染后 7、14、21、28、42、56、70 及

84 d 采集 EDTA 抗凝血 4 mL，分别测定血常规、血
浆病毒载量、CD4 + /CD8 +、CD4 +

细胞绝对数和血浆

结合抗体水平。
1. 5 SHIV1157ipd3N4 感染恒河猴外周血病毒载
量的检测

TRIzol 法 提 取 血 浆 中 病 毒 RNA，Quantitect
SYBR Green RT-PCR Kit (Qiagen，204243) 测定血
浆病毒 RNA 载量［5］。
1. 6 SHIV1157ipd3N4 感染恒河猴 CD4 + T 细胞绝
对数检测

测定外周血中 CD4 + /CD8 +
比值，根据血常规

结果，计算出 CD4 + T 细胞绝对数［6］。
1. 7 SHIV1157ipd3N4 感染恒河猴外周血总结合
抗体滴度检测

恒河猴血浆样品灭活后系列稀释，用“人类免
疫缺陷病毒抗体诊断试剂盒(酶联免疫法)”(生物
梅里埃，A4 4284018-86)检测交叉性体液免疫反应，
高于 Cut-off 值的最大血浆稀释度定义为 SHIV 特异
性总结合抗体滴度

［7］。

2 结果

2. 1 SHIV1157ipd3N4 静脉感染恒河猴外周血病
毒载量结果

50 TCID50感染猴中 G1005V 和 G1007V 均在感
染后 7 d 就检出血浆病毒载量，G1006V 也在 14 d
阳转。5 TCID50感染猴 G1008V、G1009V、G1010V 的
血浆病毒载量则均出现在感染后 14 d。

6 只感染猴高峰期的载量都在 105 ～ 107 copies /
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mL 之间，42 d 后载量水平均有所下降，但随后反
弹。0. 5 TCID50 和 0. 05 TCID50 感染猴 G1011V、
G1012V、G1013V、G1014V 在实验期间未出现血浆
病毒载量。
2. 2 SHIV1157ipd3N4 静脉感染恒河猴 CD4 + /
CD8 +
比值结果

50 TCID50感染猴 G1005V、G1006V、G1007V 在
感染后 21 d 均有下降，随后反弹。5 TCID50感染猴

中除 G1010V 外，G1008V 和 G1010V 也在 21 d 下
降并反弹。G1009V 则不降反升，但它在 56 d 有一
次大幅下降，但也仍然在 1 以上。0. 5TCID50 和

0. 05TCID50 感 染 猴 G1011V、G1012V、G1013V、
G1014V 在实验期间基本保持恒定(图 2)。
2. 3 SHIV1157ipd3N4 静脉感染恒河猴 CD4 +

细胞

绝对数结果

各剂量组之间在 CD4 + T 细胞绝对数上变化基
本相同。感染猴中除了 50 TCID50感染猴 G1007V
和 5 TCID50感染猴 G1008V 在实验后期有升高外，
其它 4 只在整个实验期间基本保持水平。未感染的
4 只实验猴则整体呈现逐渐上升的趋势(图 3)。
2. 4 SHIV1157ipd3N4 静脉感染恒河猴外周血总
结合抗体滴度测定

50 TCID50感染猴 G1005V 和 G1007V 的抗体在
感染后 21 d 就出现了，另一只感染猴 G1006V 也在
28 d 阳转。与此同时，5 TCID50 感染猴中只有

G1009V 在 21 d 抗体阳性，其它两只感染猴 G1008V
和 G1010V 抗体阳转时间为 42 d。42 d 以后，6 只
感染猴之间的抗体水平逐渐接近了。0. 5 TCID50和

0. 05 TCID50 感 染 猴 G1011V、G1012V、G1013V、
G1014V 在实验期间未检出抗体(图 4)。

图 2 10 倍系列稀释 SHIV1157ipd3N4 静脉感染中国恒河猴外周血 CD4 + /CD8 + T 淋巴细胞比值

Fig. 2 The changes of CD4 + /CD8 + ratio of T lymphocytes in the Chinese-origin rhesus macaques infected intravenously

with 10-fold dilution of SHIV1157ipd3N4

图 3 10 倍系列稀释 SHIV1157ipd3N4 静脉感染中国恒河猴外周血 CD4 + T 淋巴细胞绝对数
Fig. 3 The CD4 + T cell counts (per l blood) in the Chinese-origin rhesus macaques infected

intravenously with 10-fold dilution of SHIV1157ipd3N4

图 4 10 倍系列稀释 SHIV1157ipd3N4 静脉感染中国恒河猴外周血总结合抗体滴度
Fig. 4 The titers of Ab in the Chinese-origin rhesus macaques infected intravenously

with 10-fold dilution of SHIV1157ipd3N4
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3 讨论

SHIV1157ipd3N4。具有高度复制能力、CCR5
受体嗜性和经黏膜传播的特性，使它在研究 HIV 感
染和发病机制及评价 AIDS 候选疫苗的功效方面具
有重要的现实意义。
本实验室利用中国恒河猴 PBMCs 制备了一批

SHIV1157ipd3N4 的细胞适应株，本研究旨在明确该
批次 SHIV1157ipd3N4 细胞适应株静脉途径感染中
国恒河猴的有效浓度及在病毒学和免疫学等方面

的变化，为今后此模型在我国的应用奠定基础。
本次研究中，我们使用中国恒河猴 PBMCs 对病

毒的毒力进行了滴定。根据滴定的结果，使用 4 个
10 倍系列稀释的病毒剂量感染中国恒河猴，通过其
血浆病毒载量、CD4 + /CD8 +

比值及 CD4 +
细胞绝对

数的测定，来确定该病毒感染中国恒河猴的感染剂

量范围及感染情况。由于动物数量有限，为了明确
剂量效应关系，我们采取了 10 倍系列稀释病毒的策
略，拉大了各组之间的病毒剂量范围。并且对可能
感染的实验组，各使用了 3 只实验猴，理论上不能被
感染的 10 － 4

稀释度，只用了一只实验猴。结果证
明，我们这样安排是可行的。10 － 1

到 10 － 2
的感染

猴，即 50 TCID50到 5 TCID50 SHIV1157ipd3N4 感染
的实验猴均成功建立了系统性感染，而 10 － 3

和 10 － 4

的感染猴则没有被感染。根据病毒滴定的结果，1
mL 10 － 3

和 10 － 4
稀释度的病毒液中只含有 0. 5

TCID50和 0. 05 TCID50的病毒，理论上不可能感染动

物，因此目前这个结果和病毒滴定的结果是相符合

的，从另一个侧面也证明了病毒滴定的准确性。
与 SHIVSF162p3静脉感染猴结果略有不同，各不同

剂量组阳性猴的病毒、免疫等各项指标没有显示出
很明显的量效关系，除高剂量组(50 TCID50 )的血浆

病毒载量出现得比低剂量组(5 TCID50 ) 略早几天

外，载量的峰值及持续时间都没有依照病毒浓度的

高低，有相应的变化。各组感染猴高峰期的载量都
在 105 ～ 107 copies /mL 之间，CD4 + /CD8 +

的变化也

基本相同。与未感染猴不同的是，绝大多数感染猴
在感染高峰期还是有一个 CD4 + /CD8 +

的下降，虽

然过程很短暂，与此同时，各组之间外周血 CD4 + T
细胞的绝对数的变化趋势相同，均没有明显的下

降。这点也符合之前的报道，对于 CCR5-SHIV 来
说，CD4 + T 细胞的减少主要发生在外周免疫器官，
如肠道的派氏淋巴结等，而在外周血中这种变化不

明显。
本研究中，我们还注意了静脉感染早期外周血

中总结合抗体滴度的变化和攻毒剂量之间的关系。

结果表明，高剂量组(50 TCID50 )的抗体出现得比低

剂量组(5 TCID50 )略早几天，且抗体水平增长得要

快一些，但到了感染后期这种差距就消失了，基本

都稳定在一个水平上了。这也说明，在感染早期，
机体体液免疫的水平和消长与攻击病毒的剂量有

一定的关系，一旦建立了系统性感染，这种区别就

不存在了。
SHIV1157ipd3N4 能通过静脉途径成功感染印

度恒河猴，黏膜途径感染印度恒河猴、猪尾猴和中
国恒河猴，但其静脉感染中国恒河猴的有效浓度、
疾病进程及所引发的病毒免疫指标有哪些变化，与

黏膜途径感染引起的变化又是否相同呢? 本研究

旨在明确 SHIV1157ipd3N4 在中国恒河猴体内感染
的有效浓度及在病毒学和免疫学等方面的变化，为

今后此模型在我国的应用奠定基础。
总之，通过本次静脉感染中国恒河猴研究，我

们成功滴定了本批次 SHIV1157ipd3N4，掌握了
SHIV1157ipd3N4 在恒河猴体内的消长规律，今后可
根 据 具 体 的 实 验 目 的 选 择 合 适 剂 量 的

SHIV1157ipd3N4 建立静脉感染模型，进行 AIDS 疫
苗评价。
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