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湖南省武岗市洞口县狂犬病流行病学研究
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·现场调查·

【摘要】 目的 分析2003—2004年间在湖南省武岗市与洞口县发生的狂犬病并探讨局部地区

流行的因素。方法 对狂犬病进行个案调查，用直接免疫荧光法检测犬脑组织中的狂犬病毒抗原，用

RT—PCR法扩增N基因片段，测定核苷酸序列并构建系统发生树进行遗传特征分析。结果 自

1991—2002年武岗市与洞口县仅各报告1例人狂犬病，但2003—2004年间，分别报告30例人狂犬

病。62例狂犬病患者中6l例被犬所伤，l例被猫所伤。在有完整记录的50例患者中，平均潜伏期为

44．18天。其中7例(14％)狂犬病患者的潜伏期≤15天，16例(32％)潜伏期≤20天。在疫点周围采

集的99只犬脑组织中，13只犬脑组织狂犬病毒抗原阳性，阳性率为13．13％。将w913与Dkl3株病

毒的部分N基因核苷酸序列与已报道中国病毒株比较，发现2株病毒与广西及安徽的毒株有最高的

同源性，构建的系统发生树也分在同一分支。用全N基因核苷酸序列分析发现，wgl3与Dkl3毒株

全为I型狂犬病毒，2株病毒之间的同源性为99．4％以上。比较分析2株病毒N基因编码的氨基酸

序列，发现包括第Ⅳ抗原位点区在内的多个氨基酸位点发生了氨基酸的替代。结论 引起武岗市与

洞口县的狂犬病流行的病毒不是新型狂犬病毒，犬饲养量大与病毒携带率高是狂犬病暴发的直接

原因。

【关键词】狂犬病；流行特征；N基因；遗传特征
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【Abstract】 objective To study the human rabies cases occurred in 2003 and 2004 in wugang and

I)ongkou areas in Hunan province， and to explore the possible factors causing the epidemics．】Ⅵethoib

Each case of rabies was investigated． Brains of the canines were coUected， and direct immunofluorescence

assay was used to detect rabies virus antigen in the brains． N gene was amplified by RT—PCR，and then

sequenced．The phyologenetic trees were∞nstructed to study the genetic characters of rabies virus．R鹤ults

From 1991 to 2002，only one of the human rabies case was occurred in the area of Wugang or Dongkou but

30 cases of human rabies were reported in the same areas in 2003 2004． Among 62 cases， 61 were

att“buted to dog bites，and one was reported to be bitten by a cat． Median incubation period was 44．18

days for the 50 cases with clear historv re∞rds．However，it was noticeable that 7(14％)and 16(32％)of

the 50 cases developed the disease within 15 days and 20 days after the exl)osure．A total of 99 dOg brains

were examined for rabies viral antigen by IFA，and 13(13．13％)showed positive．Data from the sequences

of partial N gene on 2 isolates of the rabies virus showed that they had high homology with the known

isolates from Guangxi and Anhui． The phylogenetic tree constmcted with the entire N gene sequence

showed the two isolates were rabieS vims and the homology of nucleotides sequences between the two

iSolates were 99．4％． They also had 86．1％一89．1％ nucleotide sequence identity with vaccine strains，

CTN，aG and PV．When comparing the deduced amirlo acid sequences of the two iS01ates，some amino acid

residues，including the residues in the antigenic siteⅣ，were substituted． C蚰clusion The virus caused

the outbreak in Wugang andDongkou did not seem to be anew type of rabies virus．The increasing number

of dogs and the high rate of dogs carrying the virus might be responsible for the rabies outbreaks．
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狂犬病是狂犬病毒引起的人兽共患传染病，主

要经犬类等动物传播给人类u’⋯。20世纪80年代

中国狂犬病流行严重，90年代一度得到有效控制；

然而近年来，我国狂犬病不但出现了第三次流行高

峰，而且出现了一些新的流行特征b’4|，严重威胁着

人民的生命安全¨o。自199l一2002的8年间，湖南

省武岗市与洞口县仅分别报告1例人间狂犬病病

例，但近两年出现流行。为此，我们对洞口县与武岗

市进行了现场流行病学调查，对其流行特征、流行因

素，以及当地流行的狂犬病毒遗传特征进行了分析。

资料与方法

1．流行病学调查：病例资料来自2003—2004年

发生在湖南省武岗市和洞口县的狂犬病病例。依据

国家标准GB／7014—1997“狂犬病诊断标准及处理原

则”，病例的确诊主要根据l临床症状和流行病学动物

接触咬伤史。接到狂犬病病例报告后，武岗市与洞

口县疾病预防控制中心(疾控中心)对每一病例进行

个案调查，中国疾控中心传染病所与湖南省疾控中

心进行了复核调查。周边地区疫情资料由省疾控中

心疫情室提供。在疫点地区捕杀犬只，取头部，开颅

后采集全部脑组织标本，一70℃保存备用。

2．狂犬病毒抗原检测：采用直接免疫荧光法检

测犬脑组织中的狂犬病毒抗原。剪取部分犬脑海马

回组织，冷冻切片，加丙酮固定于载玻片上，用PBS

及蒸馏水先后漂洗并吹干后备检。加抗狂犬病毒免

疫荧光抗体，于37℃温育1 h，用PBS漂洗吹干后，

荧光显微镜下镜检。抗狂犬病毒免疫荧光抗体购自

美国CENToCoR公司。直接免疫荧光检测阳性的

标本用RT—PCR法扩增N基因上400 bp长的特异片

段进行复核，RT—PCR的方法及所用的引物参照文

献[6]。

3．病毒RNA的提取：参照GIBCo／BRL公司的

TRIzol RNA提取试剂使用说明书进行。取0．1 g阳

性脑组织，加入1000肚l TRIzol试剂，充分研磨后

一70℃过夜。取出后加氯仿200“1，混匀静置5 min，

4℃15 000 r／min离心5 min。取上清，加等体积的异

丙醇，于一20℃放置lO min，4℃15 000 r／min离心

10 min，弃上清，加80％乙醇1000扯l，4℃

15 000 r／min离心10 min，弃上清，用20“1无RNA

酶的去离子水溶解，一70℃保存备用。

4．RT—PCR及其产物的纯化和回收：用RHNl

引物反转录N基因片段的cDNA，用两对引物扩增

全N基因片段。引物的序列出处见表1。引物由大

连宝生物技术有限公司合成。

表1 测序用引物

使用RHNl引物及AMV逆转录酶于42℃

90 min逆转录合成cDNA。用Taq酶与RHNl与

N8为外引物及N7与RHN3为内引物扩增N基因

片段。PCR的反应条件：94℃变性5 min，进入循环

94℃1 min，37℃1 min，72℃3 min，扩增10个循

环，然后是94℃1 min，52℃1 min，72℃3 min，20个

循环。第二次PCR的反应条件是：94℃变性5 min，

进入循环94℃1 min，52℃1 min，72℃1．5 min，共

扩增20个循环。

上述PCR扩增产物经用凝胶回收试剂盒回收。

方法简述如下：在紫外灯下切下含有目的DNA片

段的琼脂糖凝胶，用纸巾吸尽凝胶表面液体，切下凝

胶条带并切碎，按400肚l／100 mg胶重量加入结合缓

冲液。于56℃完全溶化凝胶。将融化的胶溶液转

移到UNIQ一10柱中，室温放置2 min。于室温离心

l min(4800 r／min)。取下UNIQ一10柱，弃废液，将

UNIQ一10柱放回收集管中，加入500”l洗液，

10 000 r／min于4℃离心30 s，该步骤重复一次后；将

uNIQ—10柱置于新的1．5 ml离心管上，加入30肚l洗

脱液于柱膜中心，室温静置2 min后，10 000 r／min离

心1 min，收集DNA置一20℃保存备用。

5．克隆和测序：将上述纯化的N基因片段克隆

到pMDl8一T载体，连接后的产物转化到JMl09感受

态细胞中。挑选阳性克隆，送大连宝生物技术有限

公司进行序列测定。

6．系统发生分析：文件转换使用DNASTAR。

使用MEGA3(3．1)软件以邻位相连法(NJ)构建系

统发生树。分析采用500个多序列组(replicates)。

研究中用于比较分析的其他狂犬病毒N基因序列

来自于GenBank(表2)，中国株的部分N基因核苷

酸序列(1094～1384)参照文献[9]。

结 果

1．武岗市与洞口县狂犬病的流行情况：武岗市
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与洞口县相邻，地处湖南省西南部，隶属于邵阳市，

总人口分别为73．10万人、78．75万人。自1991—

2002年间，武岗市于1998年报告1例狂犬病，洞口

县于2002年报告l例狂犬病。但2003年武岗市与

洞口县分别报告狂犬病7例与22例，发病率分别为

0．096／10万与0．279／10万；2004年分别报告狂犬病

23例与8例，发病率分别为0．315／10万与0．102／

10万。

表2 研究中的相关比较毒株及来源

在西北部与洞口县相接壤的洪江市与溆浦县自

1991—2003年无疫情，但2004年分别报告3例与

18例；会同县仅于1991—1992年间报告3例，随后

至2004年无病例报告。自1991—2003年，在南部

与武岗市与洞口县接壤的城步县无疫情，绥宁县仅

于1991年报告1例狂犬病，但两县2004年分别报

告2例与3例狂犬病。然而自199l一2001年期间，
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在东南部与武岗市接壤的邵阳县虽然无病例，新宁

县仅于1991年报告1例狂犬病，但2002—2004年

两县均有疫情报告，邵阳县共报告48例，新宁县报

告27例；在北部相接壤的隆回县于1992～1993年

各报告1例狂犬病，2002—2004年报告20例狂犬

病。另外，上述疫区的病例在公路沿线分布较多。

2．流行病学特征：

(1)患者的年龄与职业分布：2003与2004年报

告的有清楚个案记录的50例狂犬病患者中，男性

35例，女性15例。年龄分布从2～78岁。其中：≤

14岁少年儿童占32％，大部分患者的年龄在15～64

岁之间，占58％，≥65岁占10％。从患者职业分布

看，33例为农民，有9例散居儿童和8例学生，占

34％。

(2)暴露程度：50例狂犬病患者中，咬伤部位在

头面部的有9例，在上肢的有19例，在下肢的有17

例，多处混合伤的有5例(表3)。39例为Ⅲ度暴露

(单处或多处破皮肤的咬伤或抓伤，黏膜被舔或唾液

污染)，占78％；11例为Ⅱ度暴露(轻咬裸露的皮肤，

轻度的抓伤或擦伤但未出血，舔到有破口的皮肤)，

占22％。

表3 狂犬病患者不同部位暴露后的潜伏期

注：括号外数据为患者例数，括号内数据为构成比(％)；*包

括头面部、上肢、下肢等两处或以上

(3)暴露后的预防处理：50例狂犬病患者中，39

例未进行任何的伤口处理，11例仅进行简单的清

洗。19例接种疫苗，50例均未注射抗狂犬病毒血清

或人抗狂犬病毒免疫球蛋白。在接种疫苗的19例

中，12例在暴露后能及时接种疫苗，其余的7例均

未及时接种疫苗，甚至1例患者在暴露后的第53天

才接种疫苗。

(4)潜伏期：50例患者中潜伏期最长的为120

天，最短为3天(为3岁男性儿童，头面部多处被深

度咬伤)，平均为44．18天。不同暴露部位的潜伏期

见表3。从表3可见7例狂犬病患者的潜伏期≤15

天(14％)，24例的潜伏期≤30天(48％)，潜伏期>
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30天且≤90天狂犬病患者共20例(40％)。头面部

受伤患者均在暴露后30天内发病，潜伏期明显低于

其他部位。另外，值得注意的是潜伏期≤20天的病

例有16例，占32％。50例患者的病例的病程最长

的为15天，短的2天，平均为4．7天。

3．犬的饲养量、免疫率及病毒抗原检测：62例

狂犬病患者中，被犬伤害的有61例(98％)，被猫伤

害的有1例。调查显示，近年来在武岗市与洞口县

农村地区犬饲养量大，几乎70％的家庭饲养犬1条

以上，饲养方式以放养为主，很少栓养，主要用于看

家护院。城镇犬饲养量小，且主要为栓养。不完全

统计，武岗市与洞口县的犬饲养量均在10万只以

上。但犬的免疫率很低，不足2％。在引起61例人

狂犬病的犬中，均没有免疫史。

在武岗市与洞口县的疫点周围，分别随机捕犬

82只与17只。取脑组织，采用直接免疫荧光法检

测及RT—PCR法复核后，武岗市82只犬脑组织中共

检测到12只有狂犬病毒抗原与核苷酸阳性，洞口县

的17只犬脑组织中检测到1只有狂犬病毒抗原与

核苷酸阳性，阳性率分别为14．63％与5．88％。

4．2株犬携带病毒的遗传学分析：采用

RT—PCR法直接从武岗市与洞口县阳性犬脑组织

(w913，Dkl3)中扩增狂犬病毒的N基因，并测定出

其基因序列。测序结果发现，2株狂犬病毒的N基

因均由1458个核苷酸组成，只有一个读码框

(ORF)，编码长451个氨基酸的核蛋白前体。这2

株病毒之间核苷酸与氨基酸的同源性分别为99．4％

及99．1％；w913株与中国疫苗株CTN株和aG株，

以及赛诺菲巴斯德维尔博疫苗PV株的核苷酸同源

性(氨基酸)分别为89．4％(98．2％)、86．1％

(95．1％)及87．1％(97．3％)；Dkl3株与中国疫苗株

CTN株和aG株，以及赛诺菲巴斯德维尔博疫苗PV

株的核苷酸同源性分别为89．1％(98．0％)、86．1％

(94．9％)及87．O％(97．1％)。与其他国家地区分离

到的狂犬病毒株的N基因核苷酸序列相比发现，2

株病毒与印度尼西亚的狂犬病毒分离株的同源性最

大，分别为92．8％及93．2％，而与包括印度、日本及

斯里兰卡在内的等其他国家的I型狂犬病毒分离株

同源性相对较小，为89．1％～83．9％之间。

将w913与Dkl3病毒株的N基因氨基酸序列

与已知的工型狂犬病病毒株比较发现，在第22氨基

酸位点，w913株由苯丙氨酸替代异亮氨酸，在第42

氨基酸位点，w913株与Dkl3株均由丝氨酸替代苏

氨酸，在第179位点，Dkl3株由丙氨酸替代缬氨酸

替代，在379位点，w913与Dkl3株均由亮氨酸替

代缬氨酸，在第438位点，Dkl3株由亮氨酸替代苯

丙氨酸。

用全N基因核苷酸序列构建的系统发生树见

图1。由图1可见，武岗市与洞口县犬中携带的2

株病毒均为工型狂犬病毒，而且2株病毒分在了同

一亚支。这2株毒株与中国的疫苗株之一的CTN

株分在同一组内，但与中国的另一疫苗株aG株及

赛诺菲巴斯德维尔博疫苗PV株分在不同的组内，

进化关系较远。值得注意的是，这2株病毒却与印

度尼西亚分离的2株病毒在同一分支，进化关系

最近。

图1 2株狂犬病毒以全N基因核苷酸序列用

NJ法构建的系统发生树

进一步将2株病毒的N基因的部分核苷酸序

列(1094～1384)与中国以前分离的病毒株的核苷酸

序列构建系统发生树(图2)，发现这2株病毒仍分

在一起，而且与在广西病毒分离株(Yuel、Yue2及

Yue3)、安徽病毒分离株(Huai87、Huai69、Hefei、He

County、Hexian、Feidong及Wan西iang)分在同一组
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内，但与所有的疫苗株进化关系较远，均不在同

一组。

图2 2株狂犬病毒以部分N基因核苷酸序列(1094～1384)

用NJ法构建的系统发生树

讨 论

湖南省是中国狂犬病的高发地区，近5年来疫

情呈快速上升趋势¨叫。自1991—2002年，武岗市仅

于1998年报告1例狂犬病，洞口县于2002年报告

1例狂犬病。但在2003与2004年，武岗市与洞口

县先后发生狂犬病的疫情。这与贵州省安龙县在自

1994—2003年的10年间无狂犬病病例报告，而于

2004年出现暴发的流行特征相似Ho。调查分析这

种局部地区在若干年间无病例报告突然出现疫情的

原因，将有助于揭示中国自1998年后狂犬病疫情快

速回升的原因。

犬饲养量大、免疫率低、病毒携带率高是武岗市

与洞口县狂犬病流行的直接原因之一。在武岗市与

洞口县农村调查显示，自90年代以来，出于文化传

统等因素，越来越多的家庭养犬用来看家护院，以至

于至今在武岗市与洞口县的农村地区，约60％～

70％的家庭养犬1只或更多，两县市的养犬总数均

在10万只以上。该地区犬的饲养数量与在贵州调

查的结果相似¨J。另外，养犬量增加的另一原因可

能与我国剧毒类灭鼠药的停止使用有关。据不少农

户反映，在90年代为了灭鼠，剧毒类灭鼠药物使用

普遍，经常出现犬猫等家养动物中毒性非正常死亡，

犬的寿命短，从而使得养犬的数量相对较少，以及也

可能使得狂犬病毒在犬猫等家养动物中的流行强度

降低。
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加强犬的管理，提高犬的免疫率，能有效控制狂

犬病的流行。然而在目前农村地区养犬量不断增加

的同时，不但犬的饲养方式没有改变，而且更缺少登

记注册与免疫犬猫动物等管理措施。我们进一步对

该地区犬中狂犬病毒的流行情况调查发现，在武岗

市与洞口县随机扑杀的犬中，犬脑组织中狂犬病抗

原的检出率高达13％。这一结果与我们在安龙以

及其他学者在我国狂犬病高发疫区犬中狂犬病毒携

带率的研究结果相似¨’11 o。另外，62例病例中的61

例是由犬咬伤发病，进一步说明人感染狂犬病主要

来源于犬。因此，由于在犬饲养量增加的同时缺少

管理，犬免疫率低，使得狂犬病毒在犬中流行严重，

是造成武岗市与洞口县2003—2004年狂犬病流行

的直接原因，这也可能是其他地区近年来狂犬病快

速回升的主要原因。

在1991—2002年的12年间，武岗市与洞口县

仅分别于1998及2002年报告1例狂犬病，表明这

期间该地区除犬等家养动物的饲养量低外，狂犬病

毒流行的强度也应较低。由于自1992—2003年，在

西北部与洞口县相接壤的洪江市、溆浦县、会同县、

城步县及绥宁县无疫情；而位于东部的邵阳县自

2002年，以及与邵阳市东部相接壤的永州、郴州及

衡阳狂犬病流行严重u⋯，因此，造成武岗市及洞口

县狂犬病疫情的另一原因，可能是疫情严重地区的

狂犬病毒扩散的结果，而且进一步向周边地区扩散。

人感染狂犬病病毒后的潜伏期一般为1—3个

月，但也可短至1周，或长达几年¨2。，而且与被动物

咬伤的部位、伤口的严重程度，以及伤口感染病毒的

量等因素有关。胡家瑜等¨31对在1985—2000年间

于上海发生的20例狂犬病病例分析发现，平均潜伏

期为66．37天，咬伤头面部5例的潜伏期平均为41

天，咬伤手指12例的潜伏期平均为59．42天，咬伤足

部2例的平均潜伏期为187天；其他的研究也与胡

家瑜等的调查结果相似¨4I。然而，我们的调查发

现，武岗市与洞口县发生的50例狂犬病患者相应部

位受伤后的潜伏期均明显短于以前的研究结果，但

与我们对2004年安龙县发生的2l例狂犬病调查的

结果一致H o。印度学者也曾报道过潜伏期短的现

象儿5|。由于潜伏期变短，这可能使得暴露后即使及

时接种狂犬病疫苗也起不到保护作用，因此有必要

进一步在更大的范围内调查这一现象的真实性及其

普遍性。

为了进一步研究局部地区狂犬病突然流行及潜
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伏期变短的原因，我们对武岗市与洞口县犬中流行

的各1株病毒进行了遗传学分析。将部分N基因

核苷酸序列(1094～1384)与我国以前分离的毒株比

较旧1，发现目前在武岗市及洞口县流行的狂犬病毒

w913与Dkl3株与流行于广西及安徽地区的毒株

有最高的同源性，分在同一分支。用全N基因核苷

酸序列分析发现，W913与Dkl3毒株全为工型狂犬

病毒，2株病毒之间的同源性为99％以上，且与中国

的疫苗株之一的CTN株分在同一组内。这说明引

起目前武岗市与洞口县狂犬病流行的病毒不是由新

出现的新型狂犬病毒引起。由于我们只进行了2株

病毒的遗传学分析，还有待于进一步及更大范围内

研究证实。

将w913与Dkl3病毒株的N基因氨基酸序列

与以前比较已知的I型狂犬病病毒株比较发现，在

多个氨基酸位点发生了氨基酸的替代，尤其是在第

Ⅳ抗原位点区的379位点，w913与Dkl3株均由亮

氨酸替代缬氨酸。研究表明核蛋白(NP)能调控病

毒的转录与复制。1“17]，用NP免疫能诱导保护性免

疫应答¨8『。因此，是否这些氨基酸位点的变化增加

了病毒的毒力，使潜伏期变短或更有利于病毒的流

行，还有待于进一步的研究。

另外通过N基因同源性比较发现，流行于武岗

市及洞口县的毒株与疫苗株在核苷酸序列有10％～

14％的差异，以及部分氨基酸位点发生了变化，不知

这样的差异是否影响疫苗的保护力。因此，有必要

系统开展狂犬病的分子流行病学研究，分析流行株

与疫苗株之间的差异，以及评价与现有疫苗株抗原

性之间的差异及其对保护力的影响。
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