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狂犬病病原学特点及分型研究
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狂犬病病毒属于弹状病毒科(Rhabd。viridae)狂犬病病毒

属(LaSsavirus)，能感染人类引起人的狂犬病，表现为急性、进

行性、几乎不可逆转的脑脊髓炎，因其有恐水的临床特征，又

称恐水症(hydrophobia)。狂犬病病毒主要通过破损的皮肤

或黏膜侵入人体，经神经末梢上行进入中枢神经系统导致致

死性的感染。野生动物是狂犬病病毒的主要储存宿主，此外

犬、猫和家畜既是储存宿主又是人狂犬病的主要传染来源，

人的感染主要由于接触了携带病毒的犬或其他动物所致。

狂犬病病毒是导致狂犬病的根本原因，随着单克隆抗体分析

病毒抗原位点及病毒基因组测序分析等技术在狂犬病病毒

研究领域的应用和发展，对狂犬病病毒结构和功能的认识也

逐渐深入，从而也促进了对狂犬病流行、分布以及病毒致病

机理等诸多方面的研究和了解。

1．狂犬病病原的发现经过与生物学分类位置：在中国

医学文献上很早就对狂犬病有记载，古称“疯狗病”。到了18

世纪，狂犬病曾一度在欧洲流行猖獗。由于没有防治的办

法，死亡率极高；因此，造成了极大的恐惧。1881年法国巴斯

德将从自然界病兽中直接分离的病毒命名为街毒(street

virus)，他把街毒稀释后在兔脑内传代，把感染的兔脑脊髓干

燥，以氢氧化钾处理减毒，把这样改变了的病毒称作固定毒

(fixed vims)。固定毒经过上百次传代制造成功了狂犬病减

毒活疫苗，并于1885年首次给一个被狂犬咬成重伤的儿童

治疗，使这个儿童痊愈康复¨1。1903年，Negri在狂犬病患者

尸体的脑部和实验动物中观察到神经细胞胞浆内的包涵体

(Negri小体)，建议将其作为狂犬病的诊断指标之一∞o。虽

然发现历史已有100多年，但该病毒的结构和形态一直到20

世纪60年代才弄清楚。1962年狂犬病病毒首次在电镜下被

发现旧1，一年后，对病毒的形态与结构特征进行了描述。随

后，在鸡胚组织、神经组织中增殖成功了狂犬病病毒⋯，从而

促进了对狂犬瘸病毒及其生物学、免疫学和病理学特征的迸

一步认识。
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狂犬病病毒属于弹状病毒科，分两个属：水泡性口炎病

毒属(Vesiculo virus)和狂犬病病毒属，此外还有未定属的植

物弹状病毒。该病毒中能感染人类、构成对人类威胁的只有

狂犬病病毒，也是狂犬病病毒属的典型种。从感染动物或病

例中发现的病毒称野毒或街毒，街毒经过系列传代适应特定

宿主后称固定毒∞o。

2．狂犬病病原结构：狂犬病病毒外形似一颗子弹，长约

】80 nm，直径75 nm，一端为半球形，另一端扁平。病毒粒子

由感染细胞浆膜表面芽生形成，如同其他弹状病毒一样，一

个双层脂膜构成病毒颗粒的完整外壳，表面嵌有10 nm长的

由病毒糖蛋白构成的包膜突起如钉状覆盖了除平端外的整

个病毒表面。来自宿主细胞浆膜的脂质外壳的内侧是膜蛋

白，亦称基质蛋白。膜蛋白内侧为病毒的核心，即核衣壳，由

核酸和紧密包围在外面的核蛋白所构成。

狂犬病病毒基因组是不分节段的单股负链RNA，相对

分子质量(M，)约4．6×106，大小为12 kb左右，其中91％的

核苷酸参与编码5种已知的结构蛋白，即糖蛋白(GP)、包膜

基质蛋白(M，P)、衣壳基质蛋白(M，P)、核蛋白(NP)和转录

酶大蛋白(LP)。它们的M，分别为(70、25、40、50、170)×

103【“。基因组RNA与180个NP分子结合成核糖核蛋白

(RNP)的紧密结构，这种结构使RNA受到良好的保护而不

被降解，同时也为基因组的复制和转录提供了一个适宜的结

构基础。RNP与LP、M．P共同组成毒粒核心。LP和M。P

是RNA转录与复制所需的主要活性蛋白质，与RNP结合构

成完整的狂犬病病毒核衣壳，在功能上具有全部转录与复制

活性的一种复合物，可以独立完成基因组RNA的转录与复

制。这也解释了负链RNA病毒基因组RNA不具有感染性

的现象。M，P是狂犬病病毒最小的结构蛋白，连接病毒外膜

及膜上GP和核衣壳。GP是一种典型跨膜糖蛋白，能诱导产

生中和抗体和刺激细胞免疫，是有效的保护性抗原，也是狂

犬病病毒与细胞受体结合的结构，并与病毒毒力直接

有关‘“。

3．狂犬病病毒致病决定基因：狂犬病病毒具有严格的嗜

神经特性，动物实验显示，不同动物对狂犬病病毒的易感性

与动物机体的乙酰胆碱受体含量呈正相关。该病毒在组织

培养的细胞上增殖，一般都需要一段适应阶段，经过细胞连

续传代，除了发生对细胞适应性的改变，提高病毒增生滴度，

还经常伴有其他一些生物学特性的改变；如病毒毒力的减

弱、表面糖蛋白发生改变等等。自然界中，不同地域、不同生

物种系中狂犬病病毒的致病性不完全相同，病毒接种动物后

引起的症状表现也不一样。
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虽然狂犬病病毒在体内是严格嗜神经性的，但在体外也

能感染非神经组织细胞，并且繁殖良好睛1。Superti等凹1发现

细胞膜上的某些脂和糖类也与狂犬病病毒的吸附有关。体

外抗烟碱药物处理小鼠背根神经节细胞可以部分抑制病毒

对神经节细胞的感染H“，因此也有入认为烟碱型受体也有

可能与狂犬病病毒入侵有关。减毒和高神经毒狂犬病病毒

其细胞嗜性有所不同n“，高神经毒病毒株如cVS高度嗜神

经，而ERA减毒株也感染非神经细胞。已经证实神经瘤细

胞表面存在着特异性狂犬病病毒GP附着点¨“，若GP 330

位的LySine被mginine取代则会明显降低GP和神经瘤细胞

之间的相互作用，体外试验也证实了这一点¨⋯。比较一些

抗原变异株发现在GP最主要的抗原区GⅢ一些特殊位点

(如第330、333、338等)上发生氨基酸替换。此外GP本身还

具有独立的细胞毒活性¨“。

Kissi等H纠比较了6个不同基因型代表毒株的N基因序

列，发现有两个区域的同源性水平低于平均数：1080～1278

核苷酸(共199个碱基)区域和位于99～405核苷酸之间的区

域，这也是变异最大的区域。在同～基因型中(基因I型)的

不同毒株(共54株)之闾核苷酸水乎的平均差异是9．6％，种

系发生树可以将其分为至少11个不同的基因谱系，这些谱

系与这些毒株的地理位置和感染的宿主种类直接相关。进

一步研究高变异区的400个核苷酸和完整的N基因绘制的

种系发生树可以准确定出每一谱系的病毒感染的宿主和地

理分布范围。到目前为止，在所有研究的狂犬病病毒中有一

个共同特征，既NP基因以及与其相邻的非编码区共有三个

高变异区：编码NP的氨基末端和羧基末端，中间为高度保

守区域n6’”’，这与确幽的研究结果相一致；第三个区域既变

异最大的区域是N基因mRNA 3’端非编码区、N—M1基因间

区和M1 mRNA 57端非编码区并且包括转录信号。这种高

变异率还存在于G—L间区¨⋯。在狂犬病病毒基因组非编码

区核苷酸的高度变异与对这些区域的不严格要求和无意义

变异有关。但是，这种碱基的替换并非随意的，无论是对编

码区或非编码区分析基础之上得出的种系发生相似性也支

持这种观点¨”，提示这种选择压力同样对病毒结构有所

要求。

4．狂犬病病毒血清学分型：传统意义上，在狂犬病病毒

屑内只有一个血清组，即血清I型(典型的狂犬病病毒)。血

清I型病毒包括全球各地主要的原型株和实验株，以及多种

动物分离株。进～步通过多克隆抗体血清中和试验、补体固

定试验和交叉中和试验等血清学反应，发现狂犬病病毒和随

后发现的与该病毒类似的狂犬病相关病毒有所区别[2⋯，狂

犬相关病毒包括Mok01a virus(MOKV)、Lagosbat virus

(LBv)、Duvenhage virus(DUV)，这些病毒分离自世界不同地

区并且来自广泛种类的宿主动物¨“，其中除了LBV，所有这

些病毒均可致人疾病。由动物制备的多克隆抗体血清学反

应显示狂犬病病毒和3种狂犬病相关病毒均属于狂犬病病

毒属的成员。MOKv、LBV和DuV病毒的核衣壳蛋白抗原
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和4种狂犬病固定毒均有很好的交叉反应性，包括明确定义

为狂犬病病毒血清型的HEP株。因此，这3种非洲来源的

病毒MOKv、LBV和DUV可能是狂犬病病毒的变异株，与

其亲代病毒有着相同的关系，在血清学反应基础上进一步分

类为：斑清Ⅱ型LBV，首先从尼日利亚蝙蝠脑中分离得到，后

从中非共和国的蝙蝠中分离得到；血清Ⅲ型MoKV，首先从

尼日利亚莉鼯中分离，以后在非洲一些国家的人、野生动物

和家养动物中分离出；血清Ⅳ型DUV，首先从南非狂犬病患

者中分离到，以后从南非和中欧的蝙蝠中分离得到。随后，

selimov等(2"从乌克兰蝙蝠分离出2株狂犬病病毒，经单克

隆抗体分析，其抗原结构与从俄罗斯分离到的其他狂犬病病

毒相似，但二者之间又有差别，从而促进了定名为(European

Bat Lyssaviruses，EBL)EBLl和EBL2的另一种新的血清

型——血清V型(欧洲蝙蝠狂犬病病毒)的建立。

5．狂犬病病毒单克隆抗体分型：最初的狂犬病病毒与

狂犬病相关病毒的识别是通过抗狂犬病病毒核衣壳蛋白单

克隆抗体进行的。此外．这类单克隆抗体还可以识别这类病

毒中存在的诸多变异株忆“。虽然MOKV分离株与LBV分

离株相比更为密切相关，3种MOKV变异株和5种LBV变

异株通过单抗分析仍然可以被鉴别出来。此外，在这2种病

毒群中有少数变异株显示出一些特别的变异与特别的宿主

种类和地理区域相关。因此，应用抗独特型单抗反应谱可以

作为测定一些特别的变异与宿主动物种类的关系的方法。

抗狂犬病病毒NP和GP特异性单克隆抗体分析显示，

分离自不同宿主动物或不同地理位置的狂犬病病毒之间存

在着相当大的抗原差异，并且证明这种差异既存在于NP中

也存在于GP中阻⋯。在抗狂犬病病毒核衣壳蛋白单抗反应

基础上可以清楚地区分狂犬病病毒和狂犬病相关病毒拉“。

与以往血清学分型所不同的是用抗狂犬病病毒核衣壳蛋白

单抗还可以在同一血清型内进行进一步的分组，通过这种方

法不仅可以识别毒株的类型，还可进一步分析毒株传播的宿

主动物和地理位置，从而有可能找到流行来源的线索。

狂犬病病毒间的差异同样表现在与抗狂犬病病毒GP单

抗的独特反应中，由于抗狂犬病病毒GP单克隆抗体具有中

和活性可以特异性与该病毒表面GP结合，产生中和作用。

不同地理位置或不同宿主分离到的狂犬病病毒的GP可能存

在着抗原性差异，病毒在不同细胞基质中传代也会影响GP

抗原决定族，用特异性抗GP单克隆抗体进行中和实验则会

产生不同的中和效果。用这种方法对大量毒株的分析和研

究已经认识到一些狂犬病街毒在GP抗原结构上与疫苗株有

明显不同阻6'2“，并且疫苗免疫的失败与疫苗株和街毒株间抗

原差异的程度有关。

Smith和磁ng心引用抗狂犬病病毒核衣壳蛋白单抗

(MAb．RNPs)对来自不同地区的427株狂犬病病毒进行分

析，根据反应类型不同将其分组，这种分组与宿主动物的种

类和地理分布有关，并且这种反应类型的不同长时期保持稳

定。进一步比较发现无论是主要宿主动物或少数其他动物
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分离的毒株，或将毒株经细胞或动物传代，其反应类型仍然

保持不变。

蝙蝠狂犬病被认为是非常独立的，很少成为陆地动物狂

犬病的传染来源。但一些资料表明感染的蝙蝠偶尔也可将

狂犬病病毒传人陆地动物。例如北美一些无陆地动物狂犬

病流行的地区偶然会有陆地动物患狂犬病或蝙蝠患狂犬病

的报道，这些地区的动物患狂犬病可能是接触了感染的蝙蝠

造成的。比较24株从这些地区分离毒株的单抗反应类型表

明其中的23株来自蝙蝠，流行病学调查证明其中一匹患狂

犬病马和一头患狂犬病牛接触过感染的蝙蝠；剩余的1株分

离自纽约一只犬，该犬来自非洲，用抗病毒核蛋白单抗进行

分析表明，分离的毒株完全不同于以往从纽约分离的毒株，

却与非洲分离栋反应一致。由此可以看出拢核衣壳蛋自单

抗反应类型上的差异与病毒的宿主和地理上的差异相一致。

应用这一原理，这些单抗在流行病学中也很有用，可以显示

给定毒株的地理位置和与之相关的宿主动物；提供狂犬病病

毒株的遗传信息¨⋯，以及对人和家养动物潜在的暴露来

源⋯1，这对狂犬病的流行病学研究和控黼有重要指导意义。

单克隆抗体分型早已显示分离自不同地区或不同宿主

的动物狂犬病病毒存在着相当大的抗原差异，但在一定地理

区域内的一种动物中传播的狂犬病病毒，其基因结构相对

稳定。

6．狂犬病病毒基因分型：NP基因首先被用于狂犬病病

毒基因分型，其原因有几个方面：第一，绝大多数狂犬病病毒

以及狂犬病相关病毒的鉴定是根据抗狂犬病病毒核衣壳蛋

白单克隆抗体反应特点进行的，因此将NP作为基因和抗原

分类的工具；第二，由于核衣壳蛋白引发的免疫反应可以抵

抗不同型狂犬病病毒的感染b⋯；第三，NP基因的保守性并

因此可以方便地用于比较经过相对长时间进化的病毒分离

物¨⋯。正是这样的工作使得狂犬病病毒在原有的抗原分型

基础上实现了基因分型新的分类方法。NP基因对狂犬病病

毒进行基因分型的最初，是通过设计特异性弓；物用PcR扩

增NP基因作为一种简单的诊断方法，进一步扩大到NP基

因核苷酸测序基础上的准确基因分型。代表所有6个基因

型狂犬病病毒分离物的NP基因序列可以用于提供足够的

信息来鉴定分离物为独特基因型中的一个。从比较的观点，

孩衣壳蛋白曷其不同的结构以及作为决定宿主范舀的可能

性，使得狂犬病病毒NP基因结构用于进化分析和遗传变异

研究。

Bourhy等【161对已经报告的狂犬病病毒属各个血清型中

具有代表性的分离物，包括：PV株和狐狸分离株(血清I

型)、LBV(血清Ⅱ型)、MoKV(血清Ⅲ型)、DUv(血清j、『型)、

2种欧洲蝙蝠狂犬病病毒(血清V型，EBLl和EBL2)，通过

NP基因的测序和比较，首次进行了狂犬病病毒基因分型的

分析。在NP基因序列同源性分析基础上，将狂犬病病毒分

为6个基因型，基因型1、2、3、4与相应的血清型对应，EBLl

和EBL2构成了血清V型，但基因结构上又相互区别成为2

个独立的基因型，即基因5型和6型。这种基因分型结果和

原有的抗原分型是一致的，但更具有说服力和更为敏感，而

且也提供了一个好的评估预值用于将狂犬病病毒分离物从

基因1型到独特遗传谱系的分类，如果病毒分离物的NP基

因核苷酸和氨基酸序列同源性分别低于80％和92％，分离

物将属于不同的基因型。该研究还显示NP中氨基末端400

个核苷酸编码区域和核蛋白基因(N)一磷蛋白基因(P)非编码

区域的93个核苷酸也可以用来确定主要病毒谱系的地理分

布，这与NP全基因序列研究结果一致。因此当大量标本需

要快速分析时，可以用这两个短的高变区域进行快速种系发

生分析。

1996年澳大利亚蝙蝠新分离的狂犬病病毒(ABLv)¨⋯，

通过交叉中和实验帮盘清学实验表弱ABLV和狂犬病病毒

抗原性相似∞⋯，但ABLV的N、P、M和G基因序列与其他狂

犬病病毒进行分析比较，结果表明ABLv与其他狂犬病病毒

核苷酸水平上的差异足以将其归属于一个独立的基因型(基

因7型)”⋯。进一步对24个ABLV和6个基因型的狂犬病

病毒的GP基因核苷酸序歹Ij种系发生分析显示，ABLV是一

个独立的狂犬病病毒种类”“。

7．狂犬病病毒遗传谱系分类：Badrane等¨副根据病毒一宿

主间反应、GP基因种系发生分析，将狂犬病病毒属的病毒分

为两个遗传谱系。遗传谱系I的病毒由世界范围内分布的

基因】型以及4型、5型(EBLl)、6型(EBL2)和7型组成，遗

传谱系Ⅱ的病毒由分离自非洲的基因2型(LBv)和3型

(MOKV)组成。继续研究免疫学和致病性特点以r解这种

遗传谱系分类的生物学意义，发现遗传谱系I的病毒(基因1

型和EBLl)通过脑内或肌肉注射途径感染鼠显示有致病性，

而遗传谱系EI的病毒(LBV和MOKv)只有脑内接种途径感

染鼠才会致病；GP毒力关键决定位点(333位R残基)在遗

传谱系Ⅱ的病毒发生了自然替换，从而导致了其致病性的减

弱。在每一个遗传谱系内，GP膜外区氨基酸序列至少有

74，O％的一致性，并且抗GP病毒中和抗体显示有交叉中积

作用。在不同遗传谱系之间，序列间一致性低于64．5％并且

没有交叉中和作用，从而解释了传统的狂犬病疫苗(遗传谱

系I)不能有效保护遗传谱系Ⅱ的病毒的攻击。因此，狂犬

病病毒这种遗传谱系的差异较以往血清学分型和基因分型

稻比更为深入地反应了病毒的生物学祷性。

在核衣壳蛋白水平，狂犬病病毒之间有着广泛的抗原交

叉反应，主要是由于NP的序列保守，氨基酸序列同源性达

78．O％(MoKV和EBLV一2)至93．O％(DUVV和EBLV一1)，

因此人们可以使用类似的免疫荧光诊断试剂检测狂犬病病

毒属的病毒。携带主要抗原部位的GP的胞外段更加易变，

同～遗传谱系内的狂犬病病毒之间能够交叉中和(胞外段的

氨基酸序列同源性>74．0％)，但不同遗传谱系之问的狂犬

病病毒无交叉中和反应(胞外段的氨基酸序列同源性<

62、0％)伸“。N基因编码病毒内部蛋白，调节病毒的转录积

复制，是适应宿主的重要调节因素。G基因编码病毒外部蛋
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白，对于病毒的致病性和病毒与细胞受体的反应非常重要，

因此对于决定宿主范围可能更为重要。

近几年又先后分离到与已经鉴定的7种基因型狂犬病

病毒不同的新的基因型狂犬病病毒，如Aravan病毒

(ARAv)、Irkut病毒(IRKV)和西高加索蝙蝠病毒

(wcBv)旧⋯，提示狂犬病病原学研究仍然面临新的挑战，狂

犬病的传播和流行也将面临诸多新的问题。面对新病原的

不断出现和新流行的潜在危险，更深入地开展狂犬病病原学

研究会对狂犬病的预防控制起到重要的指导作用。
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