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摘要:【目的】信号淋巴激活分子( SLAM 又称 CD150)为犬瘟热病毒(Canine distemper virus，CDV)的细胞受
体。本研究目的在于建立稳定表达犬瘟热易感动物貉 SLAM 基因的 Vero 细胞系，用于犬瘟热诊断及 CDV
强毒株的快速分离。【方法】从重组质粒 pMD-18-T-rSLAM 扩增 rSLAM 基因编码区，通过分子克隆技术构建
真核表达质粒 pIRES2-EGFP-rSLAMhis。将该质粒转染 Vero 细胞后，经 EGFP 荧光观察、G418 抗性压力和单
细胞克隆化及 RT-PCR 筛选表达 rSLAM 阳性细胞系。应用获得细胞系对临床犬瘟热病例进行病毒分离，对
分离得到 CDV 进行 RT-PCR 鉴定及动物回归试验。【结果】经过 RT-PCR 和免疫组化试验证实，本实验筛选
获得一株能稳定表达 rSLAM 的 Vero 细胞系———Vero-rSLAM。该细胞系接种 CDV 阳性样品 36 － 48h 即可产
生典型 CDV 致细胞融合病变，而其亲本 Vero 细胞接种至 6d 均无可见细胞病变出现。应用 Vero-rSLAM 细
胞系从狐狸、貉犬瘟热阳性病料中分离获得了 3 株犬瘟热病毒。其中犬瘟热病毒 LN(10) f1 株对易感狐狸、
貉均可产生致死性感染。【结论】成功建立了稳定表达 rSLAM 的 Vero 细胞系，用它分离的 CDV 对本动物保
持较强的毒力。
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犬瘟热 ( Canine distemper，CD) 是由副粘病毒
科(Paramyxoviridae)麻疹病毒属(Morbillivirus)的犬
瘟热病毒(Canine distemper virus，CDV)感染引起的
多种动物共患传染病。其中犬科、鼬科、猫科等肉食
兽最为易感，感染后死亡率为 30% － 80%［1 － 2］。近
年来随着我国毛皮动物(水貂、狐狸和貉)养殖业的
快速发展和养殖密度的增大，犬瘟热在各地毛皮动

物养殖场广泛流行，已成为威胁毛皮动物养殖业发
展的“头号杀手”［3 － 4］。

CDV 分离技术是犬瘟热诊断和病毒致病性研
究的重要手段。由于 CDV 囊膜对外界环境的抵抗
力弱，且病毒体外分离培养时缺乏敏感细胞系。造
成 CDV(尤其强毒株)分离成功率较低，严重阻碍了



Jianjun Zhao et al． / Acta Microbiologica Sinica(2012)52(12)

对 CDV 病原生物学及致病机制的研究［5］。Tatsuo
等(2001)证实 CDV 可利用犬信号淋巴细胞激活分
子(SLAM 又称 CD150)作为感染宿主动物的细胞受
体［6］。Seki 等(2003)应用建立的稳定表达犬 SLAM
的 Vero 细胞系(Vero-DST)较 Vero 和 B95a 细胞更
快速且敏感地从犬瘟热病犬体内分离到病毒，分离
得到的犬瘟热强毒滴度稳定并具有明显 CPE［7］。
Ohishi 等(2010)通过对麻疹病毒属病毒(包括 MV、
RPV、PPRV、CDV 和 CMV)及其特异宿主(人、牛、绵
羊、犬和海豚) SLAM 分子结构研究证实，不同麻疹
病毒属病毒对宿主动物交叉感染性与动物 SLAM 基
因的遗传关系远近相关［8］。赵建军等 (2010)分别
克隆了犬瘟热易感动物狐狸、貉和水貂 SLAM 基因，
并证实该 3 种 SLAM 可分别作为 CDV 感染宿主动
物的细胞受体［9］。王君玮 (2009)等研究显示，狐
狸、貉感染 CDV 临床症状及病理变化较水貂更为明
显［10］。推测 CDV 对不同动物 SLAM 亲和力不同是
造成该差异的重要原因之一。

本研究旨在建立一种能稳定表达貉 SLAM 的
Vero 细胞系，该细胞系不仅可用于犬瘟热诊断及病
毒强毒株分离，还可以用于不同宿主来源的 CDV 对
该细胞系敏感性研究。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 细胞、病毒和动物:克隆有貉 SLAM 基因的
重组质粒 pMD18-T-rSLAM［9］、Vero 细胞均有本实验
室保存。2010 年采集自河北、吉林和辽宁省 3 份狐
狸和貉 CDV 阳性病料(上海快灵生物技术公司免疫
胶体金试纸条检测)由本实验室保存于 － 80℃ 冰
箱。实验用 6 － 8 月龄健康易感狐狸和貉(CDV 中
和抗体小于 1∶ 8)由中国农业科学院特产研究所毛
皮动物实验基地提供。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:Xho I 和 EcoR I 限制性内
切酶、T4DNA 连接酶和 Ex Taq 酶等均购自 TaKaRa
公司;真核表达载体 pIRES2-EGFP 由中国农业科学
院哈尔滨兽医研究所仇华吉研究员惠赠;Midiprep
High-pure 质粒提取试剂盒购于 Invitrogen 公司，转
染试剂 FuGENE HD 购自 Roche 公司，G418 购自
Amersco 公司，DMEM 培养基购自 GIBCO 公司。组
氨酸单抗购自 Novagen 公司，免疫组化试剂盒 SP

Kit ( Mouse ) 购 自 北 京 博 奥 森 生 物 技 术 公 司。
DMI4000B 倒置荧光显微镜为德国徕卡公司产品。
1. 2 重组表达载体 pIRES2-EGFP-rSLAMhis 的构
建
1. 2. 1 PCR 扩增:以克隆有貉 SLAM 基因的重组
质粒 pMD18-T-rSLAM 为模板，以 P1 /P2 为扩增上、

下游引物(P1:5'-CCG CTCGAG GCCACCATGGAT

TCCAGGGGCTTCCTC-3';P2:5'-CCG GAATTC TCA

GTGATGGTGATGGTGATGGCTCTCTGGGAACGTCAC-
3’，方框内为限制酶切位点，加粗部分为 Kozak 序
列，下划线部分为 6 个组氨酸 (6 × His)标签基因)
进行 PCR 扩增。PCR 反应体系为:模板 1 μL(0. 2
ng /μL)，上下游引物各 1μL(20 pmoL /μL)，Ex Taq
酶 0. 3 μL(5 U /μL)，dNTP(各 2. 5 mmol /L) 2 μL，
10 × PCR Buffer 2. 5 μL，ddH2O 补足 25 μL。扩增程
序为:95℃ 5 min;95℃ 30 s，62℃ 1 min，72℃ 1 min，
35 个循环;72℃ 10 min。
1. 2. 2 载体的构建:PCR 产物通过 1%琼脂糖凝胶
回收后，经 Xho I 和 EcoR I 双酶切后与同样酶切的
pIRES2-EGFP 载体连接，转化大肠杆菌 DH5α 感受
态细胞，挑取菌落培养后提取重组质粒经酶切鉴定
阳性重组质粒。阳性重组菌大量培养后经试剂盒纯
化质粒使其达到可转染用标准。
1. 3 G418 筛选浓度的确定

生长状态良好的 Vero 细胞经胰酶消化，按 1 ×
104个 /孔铺 96 孔板，第 2 天铺满后吸除 DMEM 细胞
培养液，用无血清 DMEM 培养液洗细胞一次，每排
孔加入含有不同浓度梯度 G418 的 DMEM 筛选培养
基(浓度依次为 0、200、300、400、500、600、700、800、
900 和 1000 μg /mL)，每个梯度设 8 个重复。每 3 d
更换一次筛选培养基，连续培养 10 d，每天观察细胞
死亡情况，以第 10 天细胞全部死亡的最低 G418 浓
度为最适筛选浓度。
1. 4 Vero 细胞转染及克隆筛选
1. 4. 1 细胞转染:将 pIRES2-EGFP-rSLAMhis 重组
质粒用无血清 DMEM 培养液适当稀释后，参照转染
试剂 FuGENE HD 说明书，转染长成 Vero 细胞单
层的 6 孔 Vero 细胞培养板，并设置未转染质粒对照
孔。将转染后细胞板在 37℃、5% CO2培养箱中培
养 48 h，经倒置荧光显微镜观察 EGFP 蛋白表达情
况。
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1. 4. 2 表达 EGFP 阳性细胞克隆的筛选:转染
Vero 细胞培养 3d 更换含 800 μg /mL G418 的
DMEM 筛选培养基，每 3 d 换新的筛选培养基，连续
培养 10 d。每天观察细胞的生长状态并标记 EGFP
绿色荧光表达细胞簇位置，待对照孔细胞 90%以上
死亡，用胰酶消化存活 Vero 细胞簇，按 1:30 的稀释
倍数传入 100 mm 细胞培养皿。如此连续克隆阳性
Vero 细胞 3 次，筛选 3 － 5 株稳定表达 EGFP 的 Vero
细胞 G418 抗性克隆株。将该 Vero 细胞克隆株更换
为 400 μg /mL G418 的 DMEM 维持培养基连续传代
10 次以上，按常规方法冻存、复苏 2 次观察其传代
稳定性。
1. 4. 3 rSLAM 基因转录及蛋白表达检测:选取 1
株 EGFP 表达水平较高的 Vero 细胞克隆株第 F10、
F15 和 F20 代提取 mRNA，经 OligodT-18 引物反转
录后，应 用 引 物 对 P3 /P4 ( P3: 5'-CCCTGGGAA
GTTGGGAAGCAGTTTG-3'; P4: 5'-GATGACACCAA
CGATACCCCCTAAG-3')对 rSLAM 基因 mRNA 进行
检测;应用组氨酸单抗对 Vero 细胞克隆株进行免疫
组化试验验证 rSLAMhis 融合蛋白表达情况，同时设
置未转染的 Vero 细胞做阴性对照。
1. 5 Vero-rSLAM 细胞系遗传稳定性分析

按以下方法对 Vero-rSLAM 细胞 F10、F15 和
F20 代及其亲本 Vero 细胞进行染色体众数及染色
体畸变率分析:将细胞系传代 24 h，加秋水仙素至终
浓度 0. 2 μg /mL，再培养 4 h 后收集细胞;应用 8 mL
的 0. 075 mol /L KCl 在 37℃低渗 20 min;1000 × g 离
心收集细胞;加新配制固定液(甲醛 3 ∶ 冰醋酸1) 6
mL，室温 15 min，离心弃上清，重复固定 1 次;最后
加适量固定液滴片，75℃烘烤 2 h，取出凉至室温，经
0. 25%等渗胰酶浸润消化 10 － 15 s，冲洗凉干，滴加
新配制的 5% Giemsa 染色液滴于玻片，作用 30 min，
冲洗，凉干后进行 G 显带，在油镜下观察计数染色
体数目。
1. 6 细胞生长曲线测定

Vero-rSLAM 细胞经胰酶消化后按 104个 /孔铺
一 24 孔细胞培养板，连续培养细胞至 6 d，每培养
24 h 取 2 孔细胞计数取平均值。同时设其亲本
Vero 细胞对照，根据计数结果绘制细胞一步生长曲
线。
1. 7 CDV 分离与 RT-PCR 鉴定

取 3 份狐狸和貉 CDV 阳性组织病料(脾脏和肺

脏)分别用无菌 PBS( pH 值 7. 4)按 1 ∶ 10( g /mL)比
例研磨匀浆成悬液。将悬液冻融 2 次后，于 4℃、
8000 × g 高速离心机离心 20 min，取上清用 0. 22 μm
滤器过滤除菌后置 － 80℃备用。将处理上清按 1 ∶
100(V /V)比例接种长成单层的 Vero-rSLAM 细胞，
吸附 1 h 后更换为含 2%胎牛血清、400 μg /mL G418
的 DMEM 维持液培养 5 － 6 d，同时设置正常 Vero
细胞病毒分离对照。每天观察 Vero-rSLAM 和 Vero
细胞状态，待 60%以上细胞出现 CPE 时收获病毒。
将分离病毒连续传代 2 － 3 代后，应用检测 CDV N
基因的 RT-PCR 方法进行病毒核酸鉴定，试验方法
按参考文献［11］进行。
1. 8 CDV 分离株动物接种试验

选择 CDV LN(10) f1 株第 4 代，进行狐狸、貉攻
毒试验。每种动物设攻毒组 3 只，对照 1 只。采用
皮下注射攻毒方式，攻毒剂量为 4 × 102. 39 TCID50 /
只，对照组皮下注射 Vero 细胞。每天测定动物直肠
体温，观察记录动物状态。动物死亡前采集外周血
分离血清测定 CDV 中和抗体效价，动物死亡后剖检
尸体观察主要组织脏器病变，同时无菌采集其脾脏、
肺脏应用 Vero-rSLAM 细胞系进行 CDV 再分离。

2 结果

2. 1 pIRES2-EGFP-rSLAMhis 表达载体构建结果
以质粒 pMD18-T-rSLAM 为模板，按方法“1. 3”

PCR 扩增获得 1100 bp 大小目的片段，与预期大小
相符合。构建得到真核表达质粒 pIRES2-EGFP-
rSLAMh 经 Xho I 和 EcoR I 双酶切后生成大小约为
1100 bp 和 5300 bp 两条带(图略)，表明真核表达质
粒构建成功。
2. 2 G418 最适浓度测定结果

Vero 细胞加不同浓度 G418 培养液后，从第 2
天筛选组均有少量细胞死亡。筛选至 10 d，200 μg /
mL 组 40%细胞死亡，600 μg /mL 组 90%细胞死亡，
超过 800 μg /mL 各组细胞均全部死亡，确定 Vero 细
胞对 G418 最适筛选浓度为 800 μg /mL。
2. 3 Vero 细胞系转染及筛选结果

pIRES2-EGFP-rSLAMh 质粒按“1. 5”方法转染
Vero 细胞后，依据荧光显微镜下 EGFP 蛋白表达情
况(图 1-B)，经 G418 抗性连续筛选 EGFP 表达阳性
Vero 细胞克隆 3 次，最终获得 3 株 EGFP 稳定表达
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抗性细胞克隆株。该细胞连续传 10 代以上，按常规
方法冻存、复苏 2 次后，荧光显微镜观察表明 Vero

细胞克隆株 EGFP 蛋白能稳定表达(图 1-C)。

图 1 pIRES2-EGFP-rSLAMh 质粒转染 Vero 细胞后 EGFP 瞬时及稳定表达
Fig． 1 EGFP gene expression in Vero-rSLAM cells by fluorescence microscope． A:Vero cells

untransfected; B: Vero cells transfected; C: The F10 passage of Vero cells transfected stably．

2. 4 rSLAM 基因转录及蛋白表达结果
选取 1 株稳定高表达 EGFP 的 Vero 细胞克隆

株 F10、F15 和 F20 代进行 rSLAM 基因 mRNA 的
RT-PCR 检测，结果显示该 Vero 细胞克隆株 3 个不
同代次均扩增得到 655bp 特异阳性条带，而其亲本
Vero 细胞扩增结果为阴性(图略)。证实 rSLAM 基
因在该 Vero 细胞克隆株的不同 3 个代次的中均发
生了基因转录。基于组氨基酸单抗的免疫组化试验
同样证实该株细胞 rSLAMhis 融合蛋白在 Vero 细胞
中的表达(图 2)。将该表达 rSLAM 的 Vero 细胞克
隆株命名为 Vero-rSLAM 细胞。

图 2 免疫组化试验对 rSLAMh融合蛋白表达的检测结果
Fig． 2 rSLAMh fusion protein expression in Vero-rSLAM cells based

on His McAb Immunohistochemistry assay． A: Vero cells; B: Vero-

rSLAM cells．

2. 5 Vero-rSLAM 细胞系遗传稳定性分析结果
分别选择 Vero-rSLAM 细胞 F10、F15 和 F20

代及其亲本 Vero 细胞 100 个中期分裂相细胞在油
镜(10 × 100)下计数染色体数目，结果显示 3 个不
同代次的 Vero-rSLAM 细胞与其亲本 Vero 细胞染

色体众数分布一致主要集中在 54 ± 2 范围，所占
比率为 46% － 57%，而染色体断裂、双着丝粒染色
体及环状染色体畸变率 低于 5%。证实 Vero-
rSLAM 细胞系在细胞学上具有较高的遗传稳定
性。
2. 6 Vero-rSLAM 细胞系一步生长曲线

Vero-rSLAM 细胞系连传 10 代，经冻存 /复苏 2
次，细胞生长传代依然稳定。Vero-rSLAM 细胞系生
长曲线表明，该细胞系与其亲本 Vero 细胞生长特性
基本一致。但细胞增殖总数略高于后者。Vero-
rSLAM 细胞系传代 3d 进入对数生长期，5d 进入细
胞生长平台期(图 3)。

图 3 Vero-rSLAM 细胞系和 Vero 细胞系一步生长曲线
Fig． 3 Growth curve of the Vero-rSLAM cells and Vero cells．

2. 7 CDV 分离及 RT-PCR 结果
Vero-rSLAM 细胞分别接种 3 份病料后 36 － 48h

开始出现 CPE，LN(10) f1 株接毒细胞在 36h 即出现
明显的细胞融合性合胞体，JL(10) r1、HeB(10) f1 株
接毒细胞在 48h 开始形成明显 CPE。而同样接种 3
份病料的正常 Vero 细胞接毒至 6d 均未出现特异性
CPE(图 4)。分离病毒连续传 2 － 3 代后，RT-PCR
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均扩增病毒培养物均获得 335bp 大小 CDVN 基因片 段，与预期大小符合，证实该 3 株病毒为 CDV。

图 4 Vero 细胞和 Vero-rSLAM 细胞接种犬瘟热病毒后 CPE 图
Fig． 4 CPE of Vero and Vero-rSLAM cells inoculated by CDV positive samples． A: Vero inoculated with LN(10) f1 (72hpi) ; B ～ D: Vero-

rSLAM cells inoculated with LN(10) f1 (36hpi)，JL(10) r1(48hpi) and HeB(10) f1 (48hpi)，respectively．

2. 8 LN(10) f1 分离株动物致病性试验结果

图 5 犬瘟热病毒 LN(10) f1 株攻毒狐狸、貉后体温

变化图
Fig． 5 Rectal temperature of foxes and raccoon dogs inoculated

by CDV LN(10) f1 strain． A: Foxes; B: Raccoon dogs．

3 只狐狸攻毒后 3 － 4dpc 体温开始升高，在 5 －
6dpc 体温达到最高 (超过 40℃ )，随后体温略有下
降，2 只狐狸(#1、#3)14 － 17dpc 体温又重新上升并
稽留 3d。#1 和 #2 号狐狸分别于攻毒后 19dpc 和
18dpc 死亡，#3 狐狸于攻毒后 22dpc 剖杀观察病变。
对照狐狸试验全程体温、精神状态均未见异常 (图
5-A)。3 只攻毒狐狸试验过程中均可见足垫增厚、
干裂，出血性肠炎，眼、鼻脓性结膜炎等典型犬瘟热
症状。剖检可见明显膀胱出血点，脾脏梗死等病变。

3 只貉攻毒 4 － 5dpc 体温开始升高，在 5 － 6dpc
体温达到最高(超过 40℃ );随后#2、#3 貉体温下降
至 39℃以下。3 只貉相继于攻毒后 11 － 13dpc 发病
死亡，对照貉试验全程体温、精神状态均未见异常
(图 5 － B)。3 只攻毒貉发病症状、剖检病变与狐狸
类似，但较狐狸病变程度更为严重。

攻毒狐狸、貉死亡前血液 CDV 中和抗体测定结
果显示，6 只动物犬瘟热中和抗体水平均不高于 1∶ 8
(表 1)，证实由于 CDV 强毒感染侵害动物免疫系
统，造成动物无法产生针对 CDV 有效的免疫反应。
而攻毒动物组织在 Vero-rSLAM 细胞系上病毒分离
结果显示，所有攻毒动物 CDV 分离均呈阳性 (表
1)，病料在接种 Vero-rSLAM 细胞 24 － 48h 均可产生
明显 CPE。

表 1 攻毒动物血清 CDV 中和抗体测定及病毒分离结果
Table 1 Serum Neutralizing antibody and CDV virus isolation

results of challenged foxes and raccoon dogs

Animal Number Neutralizing antibody Virus isolation
Fox 1 1∶ 4 +

2 ＜ 1∶ 2 +
3 1∶ 8 +

4 * ＜ 1∶ 2 ND
Raccoon dog 1 ＜ 1∶ 2 +

2 1∶ 4 +
3 1∶ 4 +

4 * ＜ 1∶ 2 ND

4* = control animal; “ND”= Not been done

3 讨论

对 CDV 分离及体外培养主要依靠 3 类细胞:肺
巨噬细胞、淋巴细胞等原代细胞，MDCK 和 Vero 传
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代细胞系，EB 病毒转化的 B95a 细胞系［5］。大量应

用结果表明以上细胞在分离 CDV(尤其强毒株)时

均存在不足之处:(1)作为原代细胞的肺巨噬细胞

和淋巴细胞，其在制备、培养及病毒传代存在较高的

技术要求;(2) B95a 在操作时具有分泌 EB 病毒的

危险，对生物安全防范要求较高，(3)CDV 强毒株在
MDCK 或 Vero 细胞上需盲传数代才能适应，因此在

适用过程中容易造成毒力减弱。近年来，随着
SLAM 作为麻疹病毒属病毒感染受体的证实，其在

病毒分离及病毒与受体相互作用机制研究方面已得

到广泛应用［12 － 16］。目前，国内外研究人员已分别建

立了稳定表达犬 SLAM 的 Vero 和 CRFK 细胞系，并

将其用于 CDV 强、弱毒株分离和增殖特性研

究［17 － 19］。而最近麻疹病毒属受体家族的成员又得

以丰富:Muhlebach 等 ( 2011 年 ) 和 Pratakpiriya 等
(2012)相继证实在神经元细胞和上皮细胞中表达

的连接素 Nectin4 分子可分别作为麻疹病毒和 CDV

的受体，该研究结果合理解释了 CDV 在宿主体内对
SLAM 表达阴性细胞(如消化道和膀胱上皮细胞、神

经元等)的广泛感染的分子机理［20 － 21］。在国内，对

鸡胚成纤维细胞(CEF)和 Vero 细胞上 CDV 未知受

体的鉴定也有所突破:Chen 等 (2011 年)应用病毒

铺覆蛋白印迹技术( VOPBA)证实分别在 CEF 和
Vero 细胞上低水平表达的分子量大小为 57 kDa 和
42 kDa 膜蛋白可作为 CDV 识别该两种细胞的受

体［22］。

本研究在先前克隆并鉴定犬瘟热易感狐、貉和

水貂 SLAM 作为 CDV 感染受体的基础上［9］，选择貉
SLAM( rSLAM)作为构建稳定表达 Vero 细胞系的靶

基因。考虑到 rSLAM 须作为膜蛋白供 CDV H 蛋白

识别，在构建表达载体时保留了 rSLAM 本身的信号

肽和跨膜区。鉴于 SLAM 表达量与 CDV 感染滴度

成正相关［23］，本研究在 rSLAM 基因上游引入了能

增强蛋白翻译功能的 Kozak 序列。基于 IRES 翻译

起始的 rSLAM 和 EGFP 非融合性双元表达载体，虽

然表达载体与 Vero 细胞基因组随机重组后 EGFP

蛋白的表达无法直接反映 rSLAM 基因表达量，但借

助其表达的强绿色荧光有助于细胞克隆的挑选纯

化。因本实验室未获得针对 SLAM 蛋白特异的单克

隆或多克隆抗体，本研究于 rSLAM 基因序列下游引

入了融合表达 6 个 His 标签的基因序列，可用针对

组氨基酸标签的单抗进行 rSLAMhis 融合蛋白的免

疫学检测。荧光显微镜观察和免疫组化试验分别证

实了 EGFP 基因和 rSLAMhis 融合蛋白在 Vero-

rSLAM 细胞系中的稳定表达。通过对 Vero-rSLAM

细胞系第 10、15 和 20 代分别提取细胞总 RNA 后应

用 rSLAM 特异引物进行 RT-PCR 试验，证实 rSLAM

在 3 个不同代次的 Vero-rSLAM 细胞系中均发生了

基因转录。对以上 3 个代次 Vero-rSLAM 细胞的染

色体众数及畸变率计算结果表明 3 个不同代次的
Vero-rSLAM 细胞与其亲本 Vero 细胞一致，染色体

众数分布主要集中在 54 ± 2 范围，且染色体畸变率

低于 5%。证实 Vero-rSLAM 细胞系在细胞学上具

有较高的遗传稳定性。Vero-rSLAM 细胞系与其亲

本 Vero 细胞系一步生长曲线测定结果表明两者生

长特性基本一致，但在生长密度上前者略高于后者。

推测可能是由于 G418 压力作用导致 Vero-rSLAM

细胞生长密度增加。

对 3 份狐狸、貉临床犬瘟热阳性病料病毒分离

试验的结果与 Nakano 等 ( 2009 ) 研究结果一致:

Vero-rSLAM 细胞系在接种 3 份 CDV 阳性样品 36 －

48h 均产生明显合胞体 CPE，而接种 Vero 细胞系 6d

无特异 CPE 出现［19］。证实 2 种不同宿主源 CDVH

蛋白均能特异识别在 Vero-rSLAM 细胞膜上表达的
rSLAMhis 融合蛋白，且 rSLAM 蛋白 C 端 6 × his 标

签的引入并未影响病毒 H 蛋白与 rSLAM 的结合。

Seki 等(2003)和仁超等(2011)分别建立的表达犬
SLAM 的 Vero-DST 细胞在接毒 24 h 即形成 CDV 典

型 CPE，病毒分离敏感性比本研究建立的 Vero-

rSLAM 细胞系高［7，24］。其原因可能是: ( 1 ) 不同
CDV 毒株对不同动物受体的亲和力有所差异，(2)

样品接种时活病毒量差异。为评价 Vero-rSLAM 细

胞系分离的 CDV 对动物致病性，选取狐源 CDVLN

(10) f1 株对同日龄的狐狸、貉进行平行攻毒试验。

在相同攻毒剂量下，攻毒貉在病程、病变及死亡率
(3 /3)上均明显严重于狐狸(2 /3)。攻毒动物濒死

前血清 CDV 中和抗体测定结果均为阴性(≤1:8)，

动物病变组织 CDV 再分离试验均呈阳性 (表 1)。

表明该强毒株感染动物导致其免疫产生了对 CDV

的免疫抑制，符合 CDV 感染动物临床病理学的报
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道［10］。攻毒试验结果表明该分离株对动物较强的

毒力，同时验证了貉感染犬瘟热的高发病率和死亡
率［4］。作为同为犬科动物的犬、狐狸和貉，其 SLAM

基因序列具有较高的相似性 ( 大于 98. 6% )，与
CDVH 蛋白相互作用的 8 个关键氨基酸完全保

守［8 － 9］。如排除病毒在感染动物体内对酶复制系统

利用差异的影响，推测 CDV 与不同 SLAM 亲和力差
异可能导致动物对犬瘟热易感程度的差别。因此表

达不同动物 SLAM 的表达细胞系建立，不仅对犬瘟
热诊断及病毒分离有着重要意义，还为该病毒与受

体作用机制的研究提供了平台。
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Establishment and application of a Vero cell line stably
expressing raccoon dog SLAM，the cellular receptor of
canine distemper virus
Jianjun Zhao1* ，Ruxun Yan2，Hailing Zhang1，Lei Zhang1，Bo Hu1，Xue Bai1，
Xiqun Shao1，Xiuli Chai1，Xijun Yan1，2* ，Wei Wu1，2

1 Division of Preventive Veterinary Medicine，Institute of Special Economic Animal and Plant Sciences，Chinese Academy
of Agricultural Sciences，Changchun 130112，China
2 Jilin Teyan Biotechnological Co． Ltd，Changchun 130122，China

Abstract:［Objective］ The signaling lymphocyte activation molecule ( SLAM，also known as CD150 )，is used as a
cellular receptor by canine distemper virus (CDV) ． Wild-type strains of CDVs can be isolated and propagated efficiently
in non-lymphoid cells expressing this protein． Our aim is to establish a Vero cells expressing raccoon dog SLAM( rSLAM)
to efficiently isolate CDV from pathological samples． ［Methods］ A eukaryotic expression plasmid，pIRES2-EGFP-
rSLAMhis，containing rSLAM gene fused with six histidine-coding sequence，EGFP gene，and neomycin resistance gene
was constructed． After transfection with the plasmid，a stable cell line，Vero-rSLAM，was screened from Vero cells with
the identification of EGFP reporter and G418 resistance． Three CD positive specimens from infected foxes and raccoon
dogs were inoculated to Vero-rSLAM cells for CDV isolation． Foxes and raccoon dogs were inoculated subcutaneously LN
(10) f1 strain with 4 × 102. 39 TCID50 dose to evaluate pathogenicity of CDV isolations． ［Results］The rSLAMh fused gene
was shown to transcript and express stably in Vero-rSLAM cells by RT-PCR and Immunohistochemistry assay． Three CDV
strains were isolated successfully in Vero-rSLAM cells 36 － 48 hours after inoculation with spleen or lung specimens from
foxes and raccoon dogs with distemper． By contrast，no CDV was recovered from those CD positive specimens when Vero
cells were used for virus isolation． Infected foxes and raccoon dogs with LN(10) f1 strain all showed typical CD symptoms
and high mortality (2 /3 for foxes and 3 /3 for raccoon dogs) in 22 days post challenge． ［Conclusion］Our results indicate
that Vero-rSLAM cells stably expressing raccoon dog SLAM are highly sensitive to CDV in clinical specimens and the CDV
isolation can maintain high virulence to its host animals．
Keywords: canine distemper virus，raccoon dog，signaling lymphocyte activation molecule (SLAM)，vero cells
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