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狂犬病病毒时空进化研究进展
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目前人类正处于传染性疾病全球性危机的境地，任何一

个国家都不可能幸免新老传染病的威胁。之所以不断有新

病原体产生是因为传染病病原体一直在变异，这种变异来源

于对外界环境阻力和免疫压力的反应，通过变异企图突破阻

力进一步扩散或逃过宿主的免疫压力继续生存。因此传染

病的发生和不断流行都与病原体的变异有关，这种变异就是

进化，具体表现在两个方面，一方面病原体空间扩展过程中

受生态因素的影响(如动物种群、气温、植被、河流等)而发生

的不断变异以突破阻力，另一方面病原体在不同宿主之间或

同一宿主内随时间和环境的变化而做出的相应变异以继续

生存。因此传染病发生和流行扩张的原因主要体现在传染

病病原体的时空动态进化过程中，掌握传染病流行的时空动

态进化规律，对预测传染病的发生、发展及新发传染病病原

体的出现都有至关重要作用。下面就传染病病原体尤其是

研究最多的狂犬病病毒的时空动态进化研究进展作一综述。

1．相关概念：传染病病原体的时空动态进化概念出自系

统发生地理学(phylogeography)，该学说源于生物分子种系进

化的研究，是指研究与种系的地理分布原则和过程相关的内

容和方法的科学，其核心是绘制种内系统发生树⋯。将此概

念引入传染病中，就形成了传染病病原体的系统发生地理

学。传染病的系统发生地理学是研究病原体种系的空间和

时间进化模式及它们之间的相互作用关系的科学旧1。关键

是测定不同来源病原体的基因序列，根据序列差异将其进行

空间聚集的分布及传播模式研究来分析其空间动态进化；根

据病原体标本采集时间按序列一致性对病原体种系进行基

因分型和进化分析来研究其时间进化。

2．传染病病原体时空动态进化研究现状：有关传染病病

原体的研究一直在进行，但是病原体进化和流行过程之间的

关系仍不清楚，而这个问题涉及到药物耐药性和病原体毒力

的演变、疫苗研制及新发传染病的出现等问题∞。。因此传染

病病原体的时空动态进化受到广泛关注，成为传染病研究的

热点之一。其中研究最多的是人类病毒性传染病，尤其是

RNA病毒病，因为RNA病毒在人群中比DNA病毒更容易
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引起发病和流行；很多RNA病毒突变率高(<15 kb的病毒

基因组每复制一次就会出现一个错误)，进化快，容易进行空

间和时间变化模式的“实时”观察；病毒群大；传代时间短，导

致其核苷酸置换率比真核生物和DNA病毒高6个数量

级旺。4】。这些使病毒在短时间内即发生大量变异，即便在宿

主内感染不久后也是如此，且很多单链RNA病毒重组率很

低，重组引起的序列改变对进化研究不会产生很大的混杂偏

倚，可以忽略不计H’，适合于系统发生地理学的研究。因此

研究主要集中在RNA病毒类病原体上，如登革病毒、人免疫

缺陷病毒(HIV)、乙型肝炎病毒等，尤其是狂犬病病毒，由于

具备完整的监测资料，相关的研究最深入广泛。

3．狂犬病病毒的时空动态进化研究进展：狂犬病病毒是

一种单股负链RNA病毒，长约12 kb，根据抗原和遗传分型

可分为7个亚型：经典狂犬病毒(RABV)、澳大利亚蝙蝠狂犬

病毒(ABL，v)、Duvenhage病毒(DuVV)、欧洲蝙蝠狂犬病毒

1型(EBLUl)、欧洲蝙蝠狂犬病毒2型(EBLV一2)、莫科拉病

毒(MOKV)和拉哥斯蝙蝠病毒(LBV)，能致人和其他陆栖脊

椎动物感染发病的主要是经典狂犬病毒型旧’5’⋯，且往往发病

很急，病死率高。第二次世界大战后全球曾在动物中出现三

次主要流行，分别在欧洲、美国东部和加拿大。欧洲狂犬病

流行主要和病毒在红狐中传播有关；美国流行则和带有狂犬

病毒变异株的浣熊从佛罗里达迁移到西弗吉尼亚／弗吉尼亚

边界导致病毒扩张有关，从20世纪70年代中期开始，这种

薪的浣熊狂犬病传遍了美国东部，流行了几十年；加拿大的

流行和狂犬病毒在北极狐中扩散有关，扩散到加拿大南部各

省，尤其是到了安大略省后狂犬病病毒从北极狐传给了红

狐口’“。目前狂犬病毒成了重要的世界公共卫生问题，除了

野生动物外，家犬也可传播，在非洲和亚洲，家犬是主要传染

源。可以说狂犬病是最重要的病毒性动物传染病，每年发展

中国家约有3万一5万人死于狂犬病，发达国家在狂犬病防

制中的投入非常大，1997年，美国投入了近3亿美元用于狂

犬病的控制"]。因此世界上对于狂犬病的传播动态非常重

视，对于这种重新出现的公共卫生威胁，完全预防很难，控制

的关键是能预测哪里将出现新的暴发以及病毒如何传播，这

就依赖于对狂犬病时间和空间动力学的了解。

在欧洲和北美洲对狂犬病暴发自40年代起都有详细记

录旧]，包括野生动物中的发病和流行情况也有完整的监测资

料，因此狂犬病病毒成了极有价值的探索生态和进化过程在

宿主和病原体之间相互作用的对象，完整历史资料的积累为

其空间动态进化的研究奠定了基础。对该病毒的时空进化

研究主要在以下三个方面：
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(1)通过空间进化分析探索生态环境和遗传进化的关

系：有人专门研究了狂犬病毒进化和当地环境条件之间的关

系，利用从狐狸中分离的83株狂犬病毒标本，根据限制性位

点多态性和糖蛋白G基因编码序列分成20个不同基因型，

对空间分布情况进行研究，结合地理地图绘制了相应地图。

并用最大似然法(ML)进行系统发生分析，基因序列采用G

基因的1572 bp片段，建立了来自20个不同基因型的系统发

生关系，发现基因序列进化在时间和地理方面具有相当大的

聚集性。研究还提示，序列的地理聚类归因于生态学基

础——病毒群所在地特殊的生长环境。通过对近期疾病暴

发的监测发现变异不总是存在于特异地区，但确实受宿主动

物迁移和生活所在地区特征的影响"’”1。Leslie等"1在此基

础上进一步进行了研究，利用狂犬病在加拿大向安大略东部

和南部流行扩张过程中的病毒进化建立空间分析模型，来阐

述一种世界性的重要病原体的空间分布形式受生态学和进

化动力学的共同作用。其分析所用的资料来源于疾病预防

控制中心(CDC)和加拿大实验室收集的关于狂犬病的长达

30余年的资料，以G基因的1060 bp对原有83株分离病毒

株重新进行测序，又获得了35个不同的序列，加上原有的20

个，用最大似然法对55个标本进行系统发生分析，获得相似

结果"]。并利用地图资料通过数字影像计算了83株样本间

的欧几里德距离(地理距离)，利用Mantd统计方法通过回

归分析确定了地理位置和遗传距离之间的空间联系，两者显

示出了很强的关系(r2=O．90，d厂=44，P<0．001)。研究者

还探索了距离最近共同祖先(Most Recent Common Ancestor，

MRCA)的时间，因为序列变异可用于评估距离MRCA的时

间，用分子时钟法测试分子进化过程，SRDT(Single rate dated

tips)模式获得了估计进化率为(3．64±0．40)×10。4／位点／

年，由此推测狐狸狂犬病毒的最近共同祖先可追溯到1960

年(CI，1958—1963年)‘7 o。在病毒扩散过程中，如果发生新

的病毒变异，则扩散波的前部可反映病毒序列的最近进化，

扩散波的遗传距离可综合反映病毒群的生态和进化史，他们

还通过狂犬病扩散波的遗传距离和距MRCA时间之间的相

互关系测定流行起源，发现安大略省狐狸狂犬病毒并非来自

同一祖先，部分和西部起源支有关，部分起源于东部支，这东

西部地区的栖息地和地形学完全不同。通过狂犬病毒研究

可见遗传进化和空间生态学密切相关，不同生态环境群体遗

传差异是自然选择的结果o“。

(2)通过建立时空分布模型预测疾病传播动态：狂犬病

病毒是一种多宿主寄生的病原体，一旦感染某种动物，则可

能在该动物群中流行几十年，甚至几个世纪‘91。在红狐中的

传播动态研究不少，但其在浣熊中的流行情况则少为人知，

事实上狂犬病在美国东南部的浣熊中至少流行了50多年，

虽然发病率较低，但一直在缓慢流行。有报道在北美近期出

现了一种和浣熊相关的狂犬病毒变异体，导致狂犬病的再次

流行，因此对浣熊狂犬病的研究不断增多，特别是在美国。

Coyne等n¨曾构建了狂犬病群体动力学模型来预测随浣熊

·
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群体数量的变化狂犬病的流行周期，该模型做出如下定量预

测：①狂犬病第一次在动物中的流行周期约48个月；②下一

次流行周期将缩短；③动物中流行的幅度逐渐下降。通过这

个模型可以预测狂犬病在浣熊中流行的时间模式，为了验证

其真实性，Real等归1从cDC获取了大量浣熊狂犬病的资料，

对监测资料进行时间序列分析，发现第一次流行周期的中位

数是45个月(不同地区在41—60个月之问)，流行周期逐渐

缩短，下一个流行周期比上一流行周期短5个月，其他资料

也和预测结果基本吻合。可见该模型的预测能力较强，问题

是该模型虽然可以预测流行周期，但对空间传播动态不适

用。研究者试图建立空间模型，他们收集了康涅狄格州

1991—1996年的监测资料，并开发了不连续事件模拟软件，

假设每个城镇感染发生在一个惟一的时间点上，设一个感染

城镇为i，其感染的临近一个城镇为j，感染率为Ai，城镇j

被感染是因为狂犬病浣熊的迁入，设浣熊狂犬病的迁入率为

卢，，则第j城镇中的感染率为8，，艿，=卢，X，+∑：A。x，(1一

x。)，城镇被感染时x，=1，未被感染时X，=0，则总的感染率

为△=∑．艿，。在此基础上建立了浣熊狂犬病空间传播模型。

而后验证了该模型的预测强度，即用该模型模拟了纽约州

754个城镇浣熊狂犬病首次出现情况u⋯，并和实际发生的感

染比较，发现48个月内模拟结果和实际非常吻合，但48个

月后则有偏差，空间传播比实际发生高30％。原因是模型模

拟的条件前后一致，而实际上前后条件不同，第49个月出现

了两个流行障碍：一个是配发了浣熊狂犬病疫苗，另一个是

空间上遇到了A出rondack山，山上的植物是针叶类森林，不

是浣熊喜欢寄生的落叶类，因此宿主群体密度显著下降。可

见居住环境和森林植物成分的改变对浣熊群体密度和接触

概率产生极大作用，影响了传播动力学旧j。研究还发现较大

的河流如康涅狄格河也能起到阻止传播的作用，导致狂犬病

流行波的不规则性H⋯。事实证明了上述模型的预测能力。

由于狂犬病广泛流行后美国很多地方通过在野生浣熊

中配发带有狂犬病疫苗的鱼粉建立了疫苗带，限制了狂犬病

在俄亥俄州地区的流行，因此从1997—2004年只有散发几例

病例，且都在俄亥俄州东部和南部，但2004年突然在距离疫

苗缓冲带11 km地区监测到狂犬病动物，因此俄亥俄州中部

也面临狂犬病流行的危险。Russell等‘14 o又用随机特异模型

预测了美国俄亥俄州狂犬病的可能空问传播路径，指出不太

会出现狂犬病剧烈传播的景象，但狂犬病浣熊的远距离迁移

可能性不能排除，而且俄亥俄州中部缺乏阻止狂犬病空间传

播的生态障碍如高山、河流等，故狂犬病传播的速度可能比

纽约和康涅狄格州更快，流行速度以其的2．5倍传播，且预测

在33个月内传遍俄亥俄州中部，41个月传遍整个州。这种

每年100 km的传播速度远远高于原先的预计(每年30～

60 km)，这个预测给狂犬病的控制和早期预防敲响了警钟，

必须采取多种措施来预防和控制暴发，如建立新的疫苗带。

此外作者提出早期监测和强有力的干预措施才能控制西部

的流行”1。
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(3)通过时空进化研究了解宿主转化及地区传播过程：

狂犬病毒是一种多宿主感染的病原体，可以在各种陆栖肉食

动物如犬、狐狸、狼、浣熊、臭鼬及蝙蝠等中形成持久传播网，

成了系统发生地理学研究的最具特征的有趣例子。因为不

同宿主可能有不同的传播模式，而且存在动物流行病学区

域，即病毒感染某一动物的情况在地理上局限于某些地区，

而不太会出现一个地区多种感染宿主同时存在的情况。只

要生态条件允许，病毒在某一种宿主中广泛传播是可能

的旧J。在20世纪30年代以前，狂犬病只在犬中存在，主要

在非洲和中东，30年代以后病毒成功传至红狐，先是在欧洲

东北部，逐渐向西南方向播散，在60年代末到达法国。通过

狂犬病病毒群体动力学和分子种系分析就可发现该传播波，

Bourhy等¨纠结合狂犬病毒糖蛋白G基因和核蛋白N基因建

立了系统树。该树显示了狂犬病毒的空间动态传播波，从30

年代欧洲红狐开始，传播到浣熊狗系统树的根部是分离自犬

的病毒，而犬目前仍然是非洲和中东地区的主要传染源L1“。

传染病病原体的时空动态进化研究已成为传染病研究

的热点之一，对传染病的发生、发展趋势的预测和传染病控

制意义较大。狂犬病是一种重要的人畜共患病，其近乎

100％的病死率和不断传播扩散的趋势已引起了全球关注。

我国狂犬病疫情也不容忽视，据国家卫生部门对法定传染病

疫情通报显示，近几年位居病死率榜首的仍是狂犬病，而且

发病数以每年50％甚至60％～70％的速度递增u⋯。而我国

对狂犬病防制的研究仅限于对犬类等的管理，对狂犬病在野

生动物中的发病情况缺乏资料，而狂犬病病毒进化方面的研

究几乎空白。其他传染病病原体时空进化方面的研究也是

刚刚起步，应该加强这方面的研究。
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