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狂犬病病毒致病机制研究概况
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狂犬病病毒(RV)是一种高度嗜神经性病毒，由RV引

发的狂犬病通常是一种急性致死性神经系统损伤性疾病。

Rv通过周围神经末梢和中枢神经系统(CNS)的神经元进行

病毒的复制和传播。绝大多数狂犬病例CNS病理学表现为

急性脑脊髓炎，常常没有显著的显微镜下改变，脑部可以轻

度肿胀，脑膜和脑实质血管轻度充血并伴有少量炎症细胞浸

润，这也是其他急性病毒性脑炎常见的共同表现。狂犬病脑

炎更为独特的是病理学改变不明显，即便是长潜伏期病例也

是如此，提示RV在神经系统以外的器官长期存在或潜伏期

中缺乏宿主的免疫反应。

在感染细胞中，RV基因组单股副链RNA转录成5个单

顺反予mRNA，瑚RNA在细胞浆中进一步翻译成为5种病毒

结构蛋白，即核蛋白(N)、磷蛋白(P)、基质蛋白(M)、糖蛋白

(G)、RNA聚合酶(L)，基因组RNA同时也转录为全长的与

RNA分子的互补链，作为基因组RNA复制的子代模板。新生

的病毒N、P和L在细胞浆中与子代RNA分子装配形成螺旋

状基因组核衣壳蛋白(RNPs)，M与RNPs结合形成紧密盘绕

的RNA——蛋白质骨架，使得RNPS成为从浆膜或感染细胞

内质网芽生的子代病毒粒子。来自细胞膜的G包裹芽生的子

代病毒完成了病毒从浆膜最终的装配和释出。RV在体内的

移行可以分为三个阶段，首先从咬伤部位侵入，在伤口附近的

横纹肌细胞内小量增殖，然后从横纹肌细胞侵入邻近的神经

末梢，最终必须进入cNs才可能引起狂犬病的症状。

1，病毒在咬伤部位侵入：体外实验已经证实肌肉表面的

烟碱样乙酰胆碱受体(nAChR)、神经细胞黏附分子(NCAM)

和P75嗜神经受体(p75NTR)结合Rv和／或促进RV进入细

胞。此外，细胞膜的其他成分，如神经节苷脂，可能也参与

Rv的侵入，但有关这些分子的体内作用目前所知甚少。

培养感染有Rv的肌细胞时，病毒复制前或复制后都发

现病毒抗原与nAChR出现在同一位置，用nAChR的配体对

细胞进行预处理后，细胞感染明显减少Ho。放射物质标记的

RV直接附着在亲和层析纯化的nAChR已经得到证实，病毒
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与受体的结合饱和后可以抑制50％a一银环蛇毒素(AchR的

一种高亲和配体)结合或接近位于受体的nAChR结合处。

病毒一受体相互反应的分子基础可能是由于蛇神经毒素同

nAChR结合部位的氨基酸序列和RV G的相应区段(189～

214)的氨基酸序列高度同源。来自RV G和同源的银环蛇

毒素的2个相应肽段被合成，并且用于测试与n一银环蛇毒素

竞争结合nAChR的能力，结果发现2个肽段竞争性与a一银环

蛇毒素结合，其亲和力可以与其相应的类胆碱能配体相比。

这些发现表明RV G相应区段与znChR或靠近受体的

nAChR结合部位相互反应。RV与nAChR或其他神经元蛇

神经毒素蛋白的结合与病毒的嗜神经特性有关。

N洲(CD56)主要在成熟肌细胞和神经肌结合处以三
种异构体形式表达。Thoulouze等瞳1发现对RV敏感的细胞

系的表面表达NCAM(CD56)，而抵抗RV感染的细胞系则相

反；与Rv共同辅育的细胞其表面NCAM的表达将减少，硫

酸乙酰肝素(NCAM的配体)或抗NCAM的抗体处理过的敏

感细胞感染RV的能力将大大降低，这些均支持NCAM有可

能是RV的受体。

稳定表达p75NTR的BSR细胞能够结合可溶性RV G

(Gs)和表达RV G的昆虫细胞。RV G结合p75NTR的能力

依赖于G抗原第Ⅲ区段330位赖氨酸和333位精氨酸的存

在，目前已知G抗原第Ⅲ区段控制RV侵入成年鼠的运动和

感觉神经元。表达p75NTR的BsR细胞可以允许非适应感

染BSR细胞的狐狸分离的RV感染，而神经生长因子(NGF)

则降低这种感染。在感染的细胞中，p75NTR可以与RV G

结合，并且可以与抗RV G的单抗发生共沉淀，因此推测

口75NTR是RV的受体口o。

由于体外不同宿主来源的广泛的非神经元细胞均可被

Rv感染，一定还存在着绝大多数细胞表面都具有的受体。

RV致病性与G蛋白序列之间的关系通过比较不同G蛋白

基因构建的重组病毒的致病性得到证实：减毒疫苗株SAD

(street alabama dufferin)通过周围组织途径感染几乎不致病，

将SAD株G蛋白替换为高致病性CVS(challenge virus

strain)株G蛋白，SAD则恢复毒力并且重组的病毒致病性增

强，但与CvS原始株相比，病程延长，表明除了G蛋白还有

其他影响因素¨1。已经证实G基因缺失的RV丧失了在细

胞培养和感染鼠的传播能力¨1。然而，尾部缺失C末端或切

去顶端的重组RV也显示减毒‘6J，这种重组RV细胞培养的

感染滴度降低了6～10倍，表明完整的尾部结构对于G蛋白

整合成为病毒粒子是重要的。

有关病毒与受体结合的区域和在受体上结合位点的阐
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明有助于发展相应病毒感染的治疗策略，特别是感染CNS

或通过基因漂移侵入免疫系统的病毒病的治疗，这种治疗策

略包括发展能够通过血脑屏障或抑制病毒结合的抗病毒药

物的发展和应用。

2．病毒侵入神经元：RV是一种适宜于神经系统的致病

原，被感染的动物咬伤后，RV通过神经肌结合处的运动神经

元或神经束的感觉神经进入神经系统，然后从一个神经元进

入下一个，沿着脊髓进人脑和唾液腺，动物唾液腺分泌病毒

并且可以通过撕咬将病毒传播给下一个宿主。因此，保持神

经网络的完整性对于病毒的传播非常重要。RV成功侵入神

经系统是基于被感染的神经元存活的基础上一个危险策略，

这种策略包括避免病毒引起的细胞凋亡和对感染发生反应

的侵入CNS的T细胞的破坏⋯。

神经肌结合处接种病毒后很快在肌肉组织运动神经元

末梢发现病毒抗原，德克萨斯红标记的a一银环蛇毒素结合的

rAChR会和病毒一起准确定位在神经肌结合处的病毒密集

处和神经末梢；30 min时RV及其示踪剂在神经纤维和神经

胞体明显密集；60 min时神经末梢、神经纤维、神经胞体均表

现RV及示踪剂密集共存。这一发现表明神经肌结合处是

病毒入侵神经元的主要部位，病毒与核内体示踪剂共同定位

于神经末梢说明病毒早期定位于核内体，神经纤维和神经胞

体内病毒同示踪剂随着时间进行性增加是与病毒从运动神

经末梢逆向胞饮运输相一致的。

通过比较用高致病性嗜神经CVS株和仅限于脑部侵入

的减毒巴斯德株(PV)感染鼠的后肢，结果CVS株侵入脊髓

和脑并致动物死亡，PV株仅限于脊髓且被感染的动物存活。

RV侵入神经元导致三种结果：嗜神经RV不仅避免引起神

经元的死亡，还使移行到受感染神经系统的T细胞因细胞凋

亡而被杀死，最终限制了受感染神经系统的炎症反应。即保

持神经元网络、限制炎症反应、破坏因感染反应而侵入CNs

的T细胞，这对于RV侵入神经元并进一步将病毒传播给其

他动物是必须的№J。用RV固定毒感染啮齿动物模型进行

研究，发现RV可以短暂孵育后不经过神经元内复制而直接

侵入周围神经。高度易感乳地鼠模型研究也显示神经肌和

神经腱的早期感染口j，但这些部位的感染还未证实与自然状

况的长潜伏期有关。

3，病毒进入中枢神经系统：当感染发展到了脊髓或脑干

的神经元，RV沿着神经结合处通过快速轴索传播方式扩散

到整个cNs。Rv已经被作为神经解剖示踪物，用于跟踪啮

齿类动物和灵长类动物连接神经元突触间的循环，这些体内

研究已经证实RV的突触运输只发生在逆行方向u⋯。

G蛋白对于神经元之间经突触的传播非常重要¨“，Yan

等用不同的RV株以及重组的RV，包括囊状胃炎病毒G构

建的重组RV，立体定位接种到猫的海马回，感染7 d后检测

RV G，确定Rv的分布能力，结果所有重组病毒的分布都与

G来源的原始病毒相似，随后又证实了用RV G作为外膜蛋

白的慢病毒通过促进逆向轴索运动的方式加快了将基因转
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移至神经元的速度。

Rv P蛋白，尤其是P蛋白143～147位氨基酸，与相对

分子质量(M，)lOx 103细胞浆动力蛋白轻链(LC8)反应强

烈¨⋯。LC8是细胞浆动力蛋白和肌浆球蛋白的主要成分，神

经轴索中基于肌动蛋白的囊状运动对于RV在CNS中的扩

散非常重要。P与LC8发生反应的保守部位氨基酸序列如

果发生缺失突变，同时G的333位精氨酸发生替换，则表现

出鼠的神经毒力降低‘1⋯。有趣的是P蛋白与LC8结合的部

位变异后，通过肌肉接种途径将病毒感染乳鼠时，病毒则保

留原始的致病性。这表明LC8在幼鼠中是一种非依赖性的

将病毒从周围神经传播至cNS。狂犬病潜伏期的长短取决

于病毒从外周神经到达CNS的运动，街毒实验显示绝大多

数长潜伏期是由于病毒保持在接种的部位或附近的缘故。

4．病毒在神经系统内的复制和扩散：在啮齿动物模型

中，Rv一但感染CNS神经元，病毒沿神经解剖通路或快速

轴索运动方式迅速扩散。体外培养的猫背根神经结细胞显

示，RV以每天100～400 mm的速度快速轴索运动¨“。用

CVS株神经元示踪研究，显示RV的传播只发生在逆向轴索

运动，经突触间的传播也只见于逆行方向。在臭鼬动物模型

研究中发现绝大多数病毒芽生发生在突触膜或相连的树突

浆膜上，核周体浆膜上很少看到病毒芽生H“。绝大多数病

毒粒子的一部分吞噬在相邻轴索末端的壳膜内，表明病毒在

神经元之间的轴索突触间传播，偶尔也可以发现病毒粒子在

细胞间隙中。小鼠足掌接种CVS株后，早期发现病毒在脑

干背盖和深部小脑核，随后，感染扩散到小脑普肯野氏细胞

和间脑神经元、基底神经节和大脑皮质，RV对海马回锥状神

经元显著易感。

5．神经系统受损和功能紊乱：狂犬病一般以严重的神经

病学症状和死亡为特征。大量感染Rv的动物和体外感染

的试验研究已经证实，神经传导的异常包括乙酰胆碱、复合

胺和了一氨基一∞一丁酸(G』蟠A)u⋯。在RV感染的细胞培养中还

显示离子通道功能障碍Ⅲ1。通过完整细胞芯片(patch—

clamp)技术，观察RV感染的鼠神经瘤(NA)细胞的生长，显

示感染导致了电压依赖性钠离子通道减少和钾离子通道修

复能力降低，因此可能使感染的神经元因过度放电而产生突

触间电压，最终导致功能受损。

Rv CvS株可以引起猫的前列腺肉瘤细胞、NA细胞和

鼠胚胎海马回神经元的程序性细胞死亡¨“，在成年鼠中还

观察到强神经毒变异株较低神经致病株感染海马回神经元

细胞72 h后产生更少的程序性细胞死亡。明显的神经元程

序性细胞死亡可以在CVS株感染的不同年龄的鼠脑中观察

到，而免疫反应被抑制的成年鼠感染后则不产生程序性细胞

死亡，用减毒PV株感染的已经麻痹的小鼠证实了不能排除

免疫反应在程序性细胞死亡中的作用H⋯。Guigoni和

Coulon【2州在CVS感染的纯化猫脊髓运动神经元原代培养

中，经过7 d时间并没有观察到程序性细胞死亡，而粗制的原

代脊髓神经元感染后存活时间不超过2 d。体外培养的感染
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有病毒的细胞，程序性细胞死亡并非与感染病毒的动物中所

观察到的相一致，用CVS株接种动物外围神经并不呈现接

种后脑内神经元明显的程序性细胞死亡。

有可能改变RV致病性的一个特别因素是避免细胞凋

亡的能力。RV引发细胞凋亡的可能性与病毒减毒的程度相

关H。。病毒减毒的表型与病毒中和抗体的显著上升是一致

的，这可能与RV感染后刺激细胞毒性T淋巴细胞反应，从

而导致内源性佐剂的释放和改变树突状细胞的成熟以及抗

原的表达有关旧“。受细胞凋亡影响的减毒在周围神经表现

更为明显，通过细胞凋亡阻断初次感染的细胞或阻断包括病

毒通过神经轴索长距离移动的细胞内的传导机制可以防止

CNS的感染。RV引发的细胞凋亡至少与2种病毒蛋白成分

有关，即G和M。通过诱导表达和重组RV系统可以证实减

毒ERA株来源的G与致病性CVs株来源的G相比可以更

有效的引起细胞死亡幢“。虽然，神经致病性Rv阻碍细胞凋

亡产生的机制还不清楚，神经致病性RV通过前细胞凋亡因

子以及保持病毒基因表达超过临界水平的方法防止细胞死

亡，从而保证维持神经网络的完整性，这对病毒传播也是重

要的。

人狂犬病的临床表现可以分为狂躁型和麻痹型心⋯，后

者几乎总是与蝙蝠或犬的变异株相关。在对RV G、N和P

蛋白研究的基础上尚未发现与狂躁或麻痹型狂犬病有关的

病毒特异基因型。观察两种临床表现，显示RV抗原在CNS

的分布区域相似心⋯，主要在脊髓、脑干和基底神经节。狂躁

型狂犬病周围神经连续电生理研究显示脊髓前角细胞功能

障碍比“，这些患者在出现昏迷之前不表现四肢障碍；但麻痹

型狂犬病显示为周围神经明显的炎症和脱髓鞘改变，而非脊

髓前角细胞功能障碍幢⋯。

2001年Prosniak等。2川用鼠研究发现RV固定毒的感染

导致正常脑中90％的基因下调，只有1．4％的基因上调，下调

的基因包括细胞代谢、蛋白合成及生长分化的基因，明确这

些改变是否具有重要的生物学意义将极具挑战性。

6．病毒感染后宿主的免疫保护和病毒潜伏机制：感染

RV后机体的免疫反应对于病毒的致病性和抗病毒保护作用

至关重要，也将直接关系到潜伏期的长短。

用缺失了B和T淋巴细胞、或缺失了B淋巴细胞、cD8+

细胞毒性T淋巴细胞、√p干扰素(IFN一一p)受体、IFN一7受体

或C3和C4补体基因的小鼠，研究细胞和体液免疫在Rv从

CNS清除中的作用和临床症状的发展怛引。结果用减毒Rv

鼻饲感染小鼠后，不同遗传背景的正常成年鼠13 d后发展为

短暂的以降低体重和减少食欲为特征的疾病，21 d时完全恢

复；缺失B和T或仅缺失B淋巴细胞的小鼠则发展为进行性

疾病并且死于感染；缺失CD8+T淋巴细胞、IFN受体或C，

和C4补体基因的小鼠与有相应基因背景的小鼠相比在临床

表现上没有差别。但是，正常对照小鼠直到感染后8 d，病毒

和病毒RNA才可以检测出来；而基因缺失小鼠中，除了缺失

C3和c。基因的小鼠，病毒感染可以持续2l d。被感染的动

物特异性RV抗体的产生结合脑的炎症反应组织学观察，显

示感染2l d后病毒的清除与感染早期(8 d)CNS明显的炎症

反应和快速(10 d)产生大量的病毒中和抗体相关。因此，病

毒中和抗体和炎症反应对于病毒的清除是必需的。

用表达可溶性a—TNF构建的重组RV[SPBN—TNF—a

(+)]或非可溶性膜结合的a—TNF构建的重组Rv[SPBN—

TNF-a(一)MEM]，研究RV感染小鼠CNS后a—TNF的作

用拉⋯。通过感染的鼠神经瘤细胞观察生长曲线，结果显示

SPBN—TNF—d(+)的扩散和复制显著少于SPBN—TNF—a(一)

MEM或携带无活性的sPBN—TNF—Q(一)。鼻饲感染SPBN—

TNF．a(+)与(一)的鼠脑相比，病毒传播显著减少；sPBN—

TNF—a(+)感染的鼠无一死于RV的感染，而SPBN—TNF．R

(一)感染的鼠则80％死亡。SPBN—TNF—a(+)感染的鼠脑

病毒传播的减少与CNS炎症反应相伴随，炎症反应包括T

淋巴细胞浸润和小神经胶质细胞活性增强。这一研究结果

提示n—TNF在脑部发挥直接的和通过炎症反应问接的抗

RV保护作用。

分别用蝙蝠街毒株RV和实验室减毒株接种小鼠脑部，

用小鼠基因组芯片观察和比较致病性、特别是炎症反应和基

因表达嵋⋯，结果实验室减毒株感染的鼠显示广泛的炎症反

应，而街毒感染的小鼠很少或几乎没有炎症反应；此外，减毒

株感染的鼠诱导表达的基因包括先天性免疫反应和抗病毒

反应的免疫，特别是与IFN一√B信号传导通道和炎症化学因子

有关的免疫反应。IFN一√8信号传导通道，许多干扰素调节基

因，如信号传导激活诱导子和干扰素调节因子以及效应因

子，这些基因的大多数在街毒感染的小鼠中均未发生上调。

研究表明减毒株激活宿主的先天和抗病毒免疫反应，而街毒

则逃避宿主的先天和抗病毒免疫。

狂犬病几乎毫无例外地被认为是致死性疾病，但目前已

经认识到动物有时可以存活下来，重要的是带病毒状况是否

可以发生，即宿主动物看起来是健康的，但唾液腺分泌感染

性病毒。Fekadu。3¨报道了5只犬分泌Rv时问长达72个

月。有关RV感染斑点土狼的研究改变了有关Rv致病性发

生自然变异的观点b“，在这项研究中，跟踪观察斑点土狼

9—13年，从未发现过临床狂犬病；其中37％血清中和抗体

阳性，对其中的6只反复检测发现血清中和抗体阳性中的一

半变为阴性。这些动物有较高频率的口咬接触，可以生存超

过4年。虽然没有从唾液中分离到病毒，几乎半数血清阳性

者RT—PCR检测唾液中RV RNA阳性。这项研究结果与一

直以来RV杀死绝大多数受感染个体的观点有所不同。

自然情况下，人和动物暴露后可以经历长短不同的潜伏

期。到目前为止，有关潜伏期研究的最好的动物实验是用加

拿大臭鼬分离的毒株，用臭鼬作实验动物观察潜伏期发生的

变化。3⋯：接种病毒后62—64 d用RT—PCR检测病毒RNA，发

现病毒RNA存在于接种部位肌肉中，而脊髓神经节或脊髓

检测不到，出现临床症状前免疫组化研究显示接种部位神经

纤维有感染∞“。无暴露历史狂犬病例的绝大多数被认为是
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由于没有意识到或忘记了被咬，RV变异的分子特征表明这

种情况在美国更常见于蝙蝠∽“，对这些蝙蝠的试验研究表

明，这种病毒在低于正常体温(34℃)情况下复制良好，并且

存在于皮肤的不同类型细胞中，包括成纤维细胞和上皮细

胞，较来自狼的街毒有着更高的复制能力b“。因此，这种蝙

蝠RV可能已经适宜皮肤局部的有效复制，从而解释了这种

变异的成功。

2004年美国1例治愈的暴露于蝙蝠的狂犬病例，分析其

存活的原因之一是所感染的病毒是低致病性RV，虽然该病

例治愈成功的原因并不十分清楚，仍然让人们看到了希

望‘3“。研究并了解狂犬病的致病机制，探索治疗途径，是狂

犬病研究面临的巨大挑战。
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