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河南省两株狂犬病毒核蛋白和糖蛋白
基因的序列分析

·261
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熊成龙 郝宗宇 卢思奇 李明慧 王海峰 孙建伟 张彦平 zhen F．Fu 张永振

【摘要】 目的分析河南省2株狂犬病毒核蛋白及糖蛋白的基因序列，了解狂犬病毒街毒株与

人用及兽用狂犬病疫苗株间的差异。方法 以免疫荧光法检测2004年采自河南省的100只犬脑标

本，取阳性犬脑组织悬液接种鼠脑分离病毒。以RT—PCR法扩增病毒核蛋白及糖蛋白全基因，克隆测

序后进行遗传学分析。结果 分离到2株狂犬病毒，分别命名为Henan Hbl与Henan sql，序列分析

表明2株病毒均为基因1型狂犬病毒，2株病毒的N基因与G基因核苷酸的同源性分别为99．3％和

98．9％，氨基酸的同源性分别为98．7％和98．4％。2株病毒与CTN疫苗株同源性较高，N基因与G

基因的核苷酸同源性分别为89．1％和85．6％～85．7％，氨基酸同源性分别为97．6％～98．0％和

92．3％。与已知的基因1型狂犬病毒相比，2株病毒与印度尼西亚从犬中分离到的2株病毒同源性

最高，N基因与G基因核苷酸同源性分别为92．1％～93．2％和91．9％～92．1％，氨基酸同源性分别

为97．5％～98．6％和96．0％～96．2％。Henan Sql株病毒在糖蛋白关键的毒力位点333位由w替换

了R。系统发育分析表明Henan Hbl与Henan sql与印度尼西亚株、疫苗株cTN、中国分离株，以及

泰国与马来西亚分离株进化关系最近，而与疫苗株3aG、PV、ERA及攻击毒CVS株等进化关系较远。

结论2株狂犬病毒是基因1型狂犬病毒，但无论是N基因还是G基因的核苷酸序列，以及推导出

来的氨基酸序列与已知的1型狂犬病毒株及疫苗株均有一定的差异。

【关键词】 狂犬病毒；N基因；G基因；遗传特征
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【Abstract】 objective To analyze the genetic characte“stics of two rabies virus isolates from Henan

province and to compare their relations hip with known rabies virus isolates and vaccine strains． Methods

Rabies viral antigens were detected in 100 canine brains by immunofluorescence assay method． Rabies virus

was iSolated throu曲inoculating the suspensions of positiv色brains into suckling mice． N gene and G were

amplified by RT—PCR and sequenced． Phylogenetic trees were constructed for the analysis on genetic

characteristics of rabies virus． Results Two rabies virus strains were isolated(Henan Hbl and Henan

!蛔1)．Data from sequential comparison revealed that the nucleotide and amino acid identities of N and G

gene between the two is01ates were 99．3％and 98．9％，and 98．7％and 98．4％respectively．The two

isolates were more closely related to CTN，with the homogeny of N gene and G gene as 89．1％ and

85．6％一85．7％at the nucleotide level．but 97．6％一98．0％ and 92．3％ at the amino acid level

respectively，than to other vaccine strains． When comparing with other known viruses including Chinese

isolates， the two stains shared closer identity with the isolates from Indonesia，and the rates of homogeny of

N and G gene were 92．1％一93．2％and 91．9％一92．1％at the nucleotide level，97．5％一98．6％and

96．O％一96．2％at the amino acid 1evel，respectively．Data fmm the deduced amino acid sequences revealed

that sOme amino acid residues including the residues in the N and(；antigenic sites were substituted in the

two isolates． Furthemore，phylogenetic analysis showed that the two isolates were also more cbsely related
to the strains from Indonesia and vaccine strain CTN than to anv other known street viruses and vaccine

strains．Conclusion Both Henan Hbl and Henan Sql belonged to genotype 1．However，the N and G

gene diveI冒ed from known street viruses and vaccine strains at either nucleotide level or amino acid 1evel．

【Key words】 Rabies virus；N gene；G gene；Genetic characteristics

基金项目：国家“十五”科技攻关课题资助项目(2003BA712A08—02，2004BA718803)

作者单位：102206北京，中国疾病预防控制中心传染病预防控制所(熊成龙、李明慧、张永振)；河南省疾病预防控制中心(郝宗宇、王海峰、

孙建伟、张彦平)；首都医科大学基础医学院(卢思奇)；university of Georgia，Athens usA(zhen F．Fu)

通讯作者：张永振，Email：yongzhenzhang@sohu．com

 



主堡煎鱼疸堂盘查!!!!生!旦笙垫鲞箜!塑堡垒也』垦2ii!坐i!!!坠!!!!!!!!!∑!!：!!!堕!：!

狂犬病毒属于弹状病毒科狂犬病毒属，是不分

节段的单股负链RNA病毒，基因组由37端至5 7端

依次排列着N、P、M、G和L 5个病毒的结构基因，

分别编码核蛋白(NP)、磷蛋白(NSP或PP)、基质蛋

白(MP)、糖蛋白(GP)和转录酶大蛋白(LP)。近年

来，我国狂犬病不但出现了第三次流行高峰，而且局

部地区还出现了若干年无疫情后突然暴发，以及潜

伏期变短等新的流行特征¨“4J，已构成严重的公共卫

生问题。我国虽是狂犬病流行最严重的国家之一，

但对狂犬病的病原学研究甚少。为此我们对河南省

2株狂犬病毒进行了遗传学分析，揭示与其他街毒

株、人用及兽用疫苗株的关系，为有效控制狂犬病提

供科学依据。

材料与方法

1．标本采集：于2004年7月在河南省淮滨县和

商丘市捕犬，取脑组织，用免疫荧光法检测狂犬病毒

抗原。荧光标记的抗狂犬病毒核蛋白单克隆抗体购

自美国CENTOCoR公司。

2．病毒分离：取较强阳性的犬脑样品0．3 g，加

含青霉素(500 U／m1)与链霉素(2 mg／m1)的PBS

(pH值7．4)研磨成10％悬液，颅内接种2—4日龄昆

明鼠，每只乳鼠注射10～30肛l。连续观察21 d。

3．RT—PCR：按照试剂使用说明书，用TRIzol试

剂(Invitrogen)从发病乳鼠的脑组织中提取总

RNA。RT—PCR所用引物N7’5o、304¨o、P1¨。、

P4963[8I、P3294[⋯、SDXBA"1由大连TaKaRa公司

合成。以N7及Pl引物使用AMV逆转录酶于

42℃90 min逆转录合成N、G基因的cDNA。以引

物N7与304扩增N基因。用引物P1与P4963对

G基因进行第一轮扩增，用引物P3294与SDxBA

对G基因进行第二轮扩增。PCR的反应条件：94℃

预变性5 min，94℃1 min，37℃1 min，72℃3 min，

扩增10个循环，94℃1 min，52℃1 min，72℃

3 min，扩增20个循环。PCR产物经1％琼脂糖凝

胶电泳后，用PCR产物纯化试剂盒(大连宝生物)纯

化回收，回收后的产物连接于pMDl8一T Vector(大

连TaKaRa)，转化至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。

4．DNA序列分析：文件转换使用Clustal w软

件包。用MEGA3(3．1)软件以邻位相连法(NJ)构

建系统发育树。分析用500个序列组。研究中用于

比较分析的其他狂犬病毒N与G基因序列来源于

GenBank，见表1。

表1 研究中使用的狂犬病毒核蛋白及糖蛋白基因序列

结 果

1．病毒分离：在商丘市和淮滨县分别捕犬80只

及20只。在100只犬脑中检测出狂犬病毒抗原阳

性5份，取2份阳性最强的样品接种后，2窝乳鼠分

别于第8天、第13天发病。发病当日处死，无菌取

脑，免疫荧光检测均为阳性，2株狂犬病毒分别命名

为Henan Hbl与Henan Sql。
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2．N基因的遗传特征：克隆测序2株病毒的N

基因发现，2株病毒的N基因全长1424 bp，含有一

个开放读码框(ORF)，起始于71 nt，终止于1424 nt，

编码450aa的核蛋白。2株病毒的N基因核苷酸与

氨基酸序列的同源性分别为99．3％和98．7％(表

2)，与表1中l型狂犬病毒株核苷酸同源性为

83．8％～93．2％，推导的氨基酸同源性为94．5％～

98．6％。2株病毒与印度尼西亚街毒株SN0l一23及

Sw01—11的核苷酸及氨基酸的同源性最高，分别为

92．1％～93．2％和97．5％～98．6％。与疫苗株相

比，CTN疫苗株与2株病毒的核苷酸同源性最高，

均为89．1％，与其他疫苗株及CVs的核苷酸同源性

在84．4％～87．9％之间；2株病毒的氨基酸同源性

与HEP—Flury最高，为98．0％～98．2％，与cTN次

之，为97．6％～98．O％，与其他疫苗株及CvS的氨

基酸同源性在94．5％～97．3％之间。2株病毒与基

因2～7型狂犬病毒N基因核苷酸序列的同源性低

于78．0％、氨基酸序列同源性低于93．3％。

将推导的2株病毒N蛋白氨基酸序列与已知

的基因1型狂犬病毒株比较发现，Henan Hbl在以

下氨基酸位点发生了替换：42S、165T、378V、379L、

397S、447T，其中378V、379L、397s替换发生在核

蛋白的抗原区；Henan Sql发生替换的氨基酸位点

有：42S、157Y、334T、379L、397S，其中379L和397S

替换出现在核蛋白的抗原区。与疫苗株相比，2株

病毒均至少有7个氨基酸不同于疫苗株。其中与疫

苗株有差异的第378与379位氨基酸位于核蛋白的

抗原N工区，第397位氨基酸位于核蛋白的一个Th

细胞表位。
‘

3．G基因的遗传特征：Henan Hbl与Henan

Sql的G基因全长均为1575 bp，编码524个氨基酸

的糖蛋白前体。2株病毒间的G基因核苷酸与氨

基酸序列的同源性分别为98．9％和98．4％(表3)。

2株病毒与其他基因1型狂犬病毒在膜外区、穿膜

区和膜内区核苷酸的平均差异分别为3．5％、

12．0％、22．6％，膜外区基因的同源性高于穿膜区和

膜内区；G基因与其他基因1型狂犬病毒核苷酸同

源性范围为75．5％～92．1％，推导的氨基酸序列同

源性为85．8％～96．2％。2株病毒与印度尼西亚街

毒株SN01—23同源性最高，核苷酸及氨基酸同源性

分别为91．9％～92．1％和96．0％～96．2％。其次是

中国宁夏街毒株CNX8511及CNX8601，核苷酸同

源性分别为90．3％～90．4％，氨基酸的同源性均为

94．7％。但与中国另外2株街毒株CGx89一l及

CHll一BK的核苷酸及氨基酸的同源性较低，分别为

83．8％～86．7％和92．7％～94．7％。2株病毒同疫

苗株相比，核苷酸与氨基酸同源性最高的是CTN

疫苗株，其核苷酸同源性分别为85．6％和85．7％，氨

基酸同源性均为92．3％。与其他人用及兽用疫苗株

的核苷酸同源性在80．4％～83．1％之间，氨基酸同

源性在87．7％～91．1％之间。2株病毒与基因2～7

型狂犬病毒G基因的核苷酸序列的同源性低于

72．7％、氨基酸序列同源性低于82．6％。

将推导的Henan Hbl与Henan Sql G蛋白的膜

外区氨基酸序列与其他l型狂犬病毒株比较发现，

Henan Hbl株发生了如下氨基酸替换：9G、33K、

128S、156G、168C、204G、243I、249I、253S、264H、

289T、318S、332I、382H、427I，其中128S、156G、

168C、249I、253S、264H共6处变异出现在糖蛋白的

抗原区；Henan Sql发生了如下氨基酸替换：128s、

156G、168C、204G、2431、249I、253S、264H、279E、

280G、289T、332I、333W、382H、427I，其中128S、

156G、168C、249I、253S、264H，279E、280G替换出

现在糖蛋白的抗原区，而204位氨基酸位于糖蛋白

的AchR结合部位。另外值得注意的是，在333位

关键的毒力位点，Henan Sql的R被w所取代。在

247N潜在的糖基化位点，Henan Hbl与Henan Sql

为D，失去了形成N糖苷所需的酰氨基。

2株病毒糖蛋白膜外区氨基酸序列与我国人用

疫苗株CTN的差异相对较小，分别有30和29个氨

基酸不同，其中333、336、349差异位点位于糖蛋白

的GⅢ抗原区，247、249、253、264、273、278、279、280

差异位点位于线性表位GV区。

4．系统发育分析：用N基因构建的系统发育树

见图1。Henan Hbl及Henan Sql与印度尼西亚2

株街毒株sN01—23及sw01—11的系统发育关系最

近，4株泰国街毒株次之，中国人用疫苗株CTN再

次之。Henan Hbl及Henan Sql与其他亚洲国家如

韩国、印度、巴基斯坦，以及日本的一些街毒株进化

关系较远。值得注意的是，2株病毒均与中国的另

一疫苗株3aG、法国巴斯德疫苗株PV，以及兽用疫

苗株ERA等进化关系极远。

用G基因构建的系统发育树(图2)与用N基因

分析的结果一致，2株病毒与印度尼西亚SN01—23株

进化关系最近，其次是中国宁夏分离株CNx8601

与CNX8511。虽然与中国街毒株CGx89—1
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及疫苗株CTN、马来西亚分离株MALl一HM，以及

泰国分离株HM65、HM88、THAl—HM、8743THA分

在同一组内，但进化关系相对较远。值得注意的是，

我国较早的分离株CHIl—BK及疫苗株3aG与CVS

攻击毒株，欧美及日本疫苗株PV、SAD B19、ERA、

RC—HL等进化关系最近，分在同一组内。

!丝

图1 狂犬病毒核蛋白基因系统发生树

．Q：丝．

图2 狂犬病毒糖蛋白基因系统发生树

讨 论

河南省位于我国狂犬病高发地区向低发地区的

过渡地带¨0I。早在20世纪50年代河南省狂犬病

流行严重u¨。近年来狂犬病疫情上升迅速，2004年

全省报告狂犬病130例，比2003年增加了2．83倍。

因此，研究流行于河南省的狂犬病毒遗传特征对于

中国狂犬病毒的病原学及分子流行病学研究具有重

要意义。

狂犬病毒N基因相对保守，常用于狂犬病毒的

基因分型及分子流行病学研究拍’钆¨¨3。Henan Hbl

与Henan Sql株和表l中基因l型狂犬病毒N基

因核苷酸同源性为83．8％～93．2％，氨基酸同源性

为94．5％～98．6％。2株病毒G基因核苷酸及氨

基酸的同源性也与基因1型狂犬病毒的最高。因

此，依照狂犬病毒的分型标准【9’12 J，2株病毒为基因

l型狂犬病毒。

N基因与G基因的序列分析结果显示，Henan

Hbl与Henan Sql与印度尼西亚分离株、中国宁夏

分离株、CTN疫苗株、广西分离株，以及马来西亚分

离株及泰国分离株的同源性较高，进化关系较近。

这说明该类狂犬病毒可能在中国不但流行广泛，而

且也意味着与流行于东南亚国家的狂犬病毒可能来

源于同一祖先。这与我们近期在其他地区得到的结

果一致"’4'14J。但Henan Hbl及Henan Sql与印度

尼西亚病毒株的同源性最高，进化关系最近，而与我

国宁夏分离株、广西分离株，CHll一BK分离株，以及

CTN和3aG疫苗株同源性相对较低，进化关系较

远。这表明我国狂犬病毒的进化关系较为复杂。

对Henan Hbl及Henan Sql与疫苗株进行糖蛋

白和核蛋白基因的遗传学分析发现，2株病毒与

CTN疫苗株的核苷酸及氨基酸同源性较高，而与其

他疫苗株的同源性较低，系统发育关系也较远；推导

的氨基酸序列表明，2株病毒在核蛋白上与疫苗株

有5个以上氨基酸的差异，在糖蛋白的膜外区也有

29个以上氨基酸的差异，另外在247位潜在的糖基

化位点与疫苗株也有差异。以上结果不难看出，在

我国流行的类似于Henan Hbl及Henan Sql的狂犬

病毒，用cTN疫苗株生产的狂犬病疫苗可能有较

好的保护效果，但对于用3aG与PV等疫苗株生产

的人用狂犬病疫苗，及用ERA疫苗株生产的兽用狂

犬病疫苗是否具有CTN株生产的疫苗一样的保护

效果还有待于进一步研究。

糖蛋白不但是保护性抗原，能诱导机体产生抗

狂犬病毒的中和抗体，而且与狂犬病毒的毒力及致

病性密切相关¨⋯。最近的研究表明糖蛋白上氨基

酸的变化能导致病毒致病性的改变⋯一，甚至一个氨

基酸的替换即可以改变病毒的毒力及致病性¨8。。

近年来，在我国的不同疫区相继出现了局部地区在

长达10年无疫情后突然出现的狂犬病暴发流行，以

及潜伏期变短等新的流行特征心‘4。，这表明中国部分

地区流行的狂犬病毒的毒力与致病性可能增强。

在本研究中，对2株病毒的糖蛋白氨基酸序列
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与已知的1型狂犬病毒株比较发现，2株病毒在膜

外区的不同氨基酸位点各自发生了15处氨基酸替

代，甚至是关键的毒力位点333位也发生了氨基酸

替换。核蛋白上氨基酸序列也与街毒株相比发生了

至少5个氨基酸替换。因此，这些氨基酸位点的变

异是否增加了病毒的毒力与致病性，导致潜伏期变

短等新的流行特征出现还有待于进一步的研究。

综上所述，我们从河南省犬中分离的2株狂犬

病毒，无论是N基因还是G基因核苷酸序列，以及

其推导出来的氨基酸序列与已知的街毒株或疫苗株

均有一定的差异，现在还不清楚这种差异的普遍性

以及对病毒抗原性及致病性的影响。因此，有必要

在更大范围系统地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遗传关系、抗原性之

问的差异，以及对疫苗保护力的影响。
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杭州市西湖区2005年免疫相关传染病疫情分析

张艺 朱美娣钱晨颖

2005年杭州市西湖区共发生各类免疫相关传染病暴发疫情

13起，这些疫情在流行病学上呈现出一些新的特点，分析如下。

1．流行概况：2005年全区共报告各类疫情13起，涉及病

种3种，其中乙、丙类传染病病种各1种，非法定传染病病种

1种。共计报告病例17l例，平均罹患率为7．41％，无死亡病

例报告，发病人数超过10例的疫情有7起，其中最多一起水

痘暴发疫情达38例。在全年暴发疫情中，水痘发病最多达

10起(占76．92％)，风疹2起，麻疹1起。

2．流行病学特征：①时间分布：除7、8、11、12月份外，各

月均有疫情发生，其中以4月份为疫情的高发月，共4起

(30．77％)。疫情持续时间最长24 d，最短4 d。②地区分布：

全区13个乡镇街道疫情波及9个地区，主要集中在三墩镇

(3起)、龙坞镇(2起)、蒋村乡(2起)；学校暴发疫情12起(幼

儿园3起、小学7起、大学2起)，厂矿单位1起。③人群分

布：病例的职业分布以在校学生为主，共计165例，占

作者单位：310024杭州市西湖区疾病预防控制中心

·巴斯德医苑·

96．49％，工人6例，占3．51％。年龄分布，最大25岁，最小5

岁。每起疫情平均年龄分布7岁以下组5起，占38．46％；14

岁以下组10起，占76．92％。

3．讨论：2005年杭州市西湖区发生免疫相关传染病疫情

累计13起，低于2004年57起，同比下降了77．19％。疫情

构成以呼吸道传染病为主，其中又以水痘占到第一位。同时

呈现出以学校为高发地的特点，这与学校中人员密度高，教

室环境设计不合理，缺乏有效的监测报告手段，疫苗应急接

种开展困难等因素有关。鉴于此，我们认为卫生部门必须与

教育等部门加强协作与配合，一方面教育部门应进一步改善

教学条件，建立健全疫情报告网络体系，加大传染病防制知

识宣传力度，严格落实控制措施。另一方面疾病预防控制部

门应及时制定有效的预防接种控制方案，争取政府支持，在

教育部门的协助下实施应急接种工作，迅速建立免疫保护屏

障，控制疫情蔓延。
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