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【摘要】 目的 了解云南省保山市发生2例狂犬病患者的流行病学特点，根据病原分子生物学

特征分析可能的传染来源。方法采用狂犬病个案调查表进行流行病学调查，采集狂犬病死者脑组

织标本，用直接免疫荧光试验(DFA)检测狂犬病病毒抗原，用RT—PCR法检测狂犬病病毒核酸，测定狂

犬病病毒P、M和_N基因全序列并根据其同源性比较及系统进化树进行分子流行病学分析。结果

2006年7月保山市隆阳区发生1例人问狂犬病，2007年4月腾冲县发生1例狂犬病。2例患者犬伤

暴露程度均为Ⅲ度。2例死亡病例均采集到脑组织(编号为CYN0601H和CYN0701H)，经DFA和

RT．PCR两种实验室方法检测确诊为狂犬病病毒阳性。CYN0601H和CYN0701H与国内外狂犬病病

毒的P、M和N基因核苷酸和推导氨基酸序列同源性分析显示，CYN0601H和CYN0701H与泰国分

离株的同源性最高。系统进化分析显示，2株病毒标本亲缘关系很近，同属于狂犬病病毒基因1型，

且与泰国病毒株有较近的亲缘关系。结论从病原学和病毒分子水平证实云南省保山市2例患者均

为狂犬病，保山市狂犬病病毒流行株可能为境外传人，应加强云南省边境地区狂犬病防制工作。
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【Abstract】 Objective To understand the epidemiological features of two rabies cases in Baoshan city

year 2006 and 2007 and to analyze itS source of infection．Methods Questionnaires were USed to do the

epidemiologieal survey on each of the rabies cases．Brain timue samples of rabies patients were toilet tO

detect the rabies virus by direct immunofluorescence assay(DFA)and RT—PCR assay．Homology and

phylogenetic tree were analyzed。based on the whole nucleotide and deduced amino acid sequence of P，M

and N gene of rabies virus followed by molecular epidemiological analysis．Results In July 2006，one

human rabies case was identified in Longyang district，and another one in Tengchong county in Baoshan

city in 2007．The degrees of exposure of these two patients was all at degreeⅢ．Two brain tissue samples

among the dead patients(No．CYN0601H and CYN0701H)were confirmed positive by both DFA and RT-

PCR assay．The homology analysis of P，M and N gene sequences among CYN0601H，CYN0701H and

other rabies strains isolated from other provinces and other counties．showed that the samples in Baoshan

city shared the highest homology with the strains in Thailand．Phylogenetic analysis indicated that the two

samples were very dose and all belonged to genetype 1 Lyssavirus，with the closest relationship between

samples in Baoshan city and strains in Thailand．Conclusion It WSS confirmed on the viILlS molecular level

that the two patients in Baoshan city were both suffered from rabies．The prevalent strains in Baoshan city

was probably imported from foreign country，suggesting that prevention and control measures on rabies

virus in the boarder areas of Yunnan should be strengthened．
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狂犬病是由弹状病毒科中的狂犬病病毒引起的

一种自然疫源性疾病，可引起人和多种动物致死性

的中枢神经系统感染。近几年云南省狂犬病发病数

逐渐上升，疫区面积不断扩大，2005年滇西德宏州

首次发生该病流行，随后该州陇川和梁河县相继发

生，表明滇西地区疫情在扩散。以往，滇西保山市无

狂犬病记载，2006年和2007年该市隆阳区和腾冲

县先后发生3例人间狂犬病，为核实诊断和了解狂

犬病病毒流行株的分子特征，我们对其中2例儿童

患者进行流行病学调查和病毒分子生物学检测。

材料与方法

1．流行病学调查：采用全国狂犬病监测方案的

个案调查表进行调查。

2．标本采集：由于病例1和病例2症状不典型，

为核实诊断，征得死者家属同意，分别于病例死亡后

15和17 h进行尸体解剖，每例均获得大脑、小脑和

脑干组织各2份。标本分别放入螺口冻存管，并立

即冻存于液氮罐中，待检。病例1和病例2脑组织

标本的编号分别为CYN0601H和CYN0701H。

3．狂犬病病毒抗原检测：采用直接免疫荧光试

验(DFA)检查脑组织中的病毒抗原。分别取大脑、

脑干和小脑组织进行印片，干燥后冷丙酮(4"C)固定

10 min，用荧光素标记抗狂犬病病毒单克隆抗体染

色，37℃湿盒30 min，PBS振洗2次，蒸馏水振洗1

次，90％甘油封片，荧光显微镜观察结果。

4．RT—PCR法检测：以TRlzol试剂(Invitrogen

公司)提取细胞总RNA，经Ready—To-Go You．Prime

First—Strand Beads(Amersham Bioseienee公司)试剂

盒反转录得到cDNA。巢式PCR法扩增狂犬病病

毒特异N基因片段(引物由中国疾病预防控制中心

病毒病预防控制所脑炎室提供)，1％琼脂糖凝胶检

测扩增产物。

5．P、M、N基因序列扩增及测序：以狂犬病病

毒磷蛋白(P)、膜基质蛋白(M)和核蛋白(N)基因特

异性引物(由中国疾病预防控制中心病毒病预防控

制所脑炎室提供)扩增其序列，PCR产物纯化

(QIAquick PCR Purification Kit，QIAGEN公司)后

送测序公司双向测序。

6．序列分析：用BioEdit、Clustal X 1．8对获得的

核苷酸序列进行编辑比较，DNAStar中MegAlign

进行序列同源性分析，用MEGA 3．1软件NJ

(Neighbor-Joining)法进行系统进化树分析。

结 果

1．流行病学调查：

[病例1] 男性5岁，保山市隆阳区潞江镇顿

东村，无外出史。2006年7月11日被本村一农户

的6月龄犬咬伤左眼上、下眼睑及前额，有伤El和出

血，伤口暴露程度均为Ⅲ度。当日到当地卫生院诊

治，伤口仅清创消毒(不规范，未做清洗)和接种狂犬

病疫苗，7月25日接种狂犬病疫苗第4剂，未完成

全程免疫即发病。7月24日患儿自诉左眼伤口疼

痛。7月25—27日相继出现发热(37．5～39．5℃)、

呕吐、头痛、怕光、嗜睡、烦躁、自言自语和抽搐等。7

月27日转到保山市人民医院就诊，抢救无效死亡。

该患儿恐水症状不明显。潜伏期14 d，病程4 d。伤

人病犬未注射过狂犬疫苗。该犬同期还咬伤另外3

人，咬伤部位分别为左上臂、左小臂和左下肢大腿，

均及时接种狂犬病疫苗，至今未发病。该犬于7月

11日下午被处死深埋。

[病例2] 男性2岁半，保山市腾冲县曲石乡

红木村谢家寨人，无外出史。患儿于2007年3月中

下旬(具体时间家长记述不清)被家中自养的犬抓、

咬伤头面部(鼻梁至上唇)，有流血，伤口暴露程度均

为Ⅲ度。自行处理伤口但不规范，未注射狂犬病疫

苗。2007年4月11日患者突然出现发热和烦躁

等，次日出现高热(39．5℃)、抽搐等，到曲石乡卫生

院医治，14日转入腾冲县人民医院，主要症状为频

繁抽搐、烦躁、颈项强直、角弓反张、呕吐，有恐惧感，

但患儿意识清楚。恐水、怕光，怕声症状不明显。15

日病情加重，经抢救无效死亡。推测潜伏期约15～

20 d，病程4 d。

2．狂犬病病毒抗原及核酸检测：经DFA检测，

CYN0601H的大脑、脑干和小脑组织标本均为阴

性；CYN0701H的小脑和脑干组织标本为阳性，大

脑组织标本为阴性。RT—PCR法检测CYN0601H的

脑干和小脑2份组织标本均为阳性，CYN0701H标

本的大脑、脑干和小脑组织均为阳性。

3．P、M和N基因核苷酸和氨基酸序列同源性

分析：CYN0601H和CYN070lH标本P基因全序

列同源性分析显示(表1)，两者具有极高的同源性

(核苷酸序列同源性为99．1％，氨基酸序列同源性为

99．0％)。CYN0601H和CYN0701H病毒核苷酸序

列与泰国流行毒株(HM208和HM65株)的同源性

较高(95．6％～96．4％)，而与我国宁夏流行株

 



(CNX8601和CNX8511)的同源性仅为86．496～

87．0％，与日本流行株(RCHL和Nishigahara株)的

同源性为82．8％～83．7％，与中国疫苗株(aG和

CTN株)核苷酸同源性为83．996～87．2％，与法国

疫苗株(PV和PM株)和美国疫苗株ERA株为

83．1％～84．2％，与国际标准攻击毒株CVS株为

83．4％～83．9％。氨基酸序列同源性普遍高于相应

的核苷酸序列的同源性。CYN0601H和

CYN0701H病毒氨基酸序列与泰国流行毒株的同

源性最高(98．0％～98．3％)。

CYN0601H与CYN0701H的M基因全序列同

源性也很高(核苷酸为99．8％，氨基酸为99．5％)。

CYN0601H和CYN0701H与泰国流行毒株

(8743THA株)的M基因核苷酸及氨基酸序列同源

性均较高(95．4％和97．5％)，而与我国宁夏流行株

(CNX8601和CNX8511)的同源性为89．0％～

89．7％和95．6％～96．1％，与日本流行株(RCHL和
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Nishigahara株)为84．496～86．0％和91．696～

93．1％，与中国疫苗株(aG和CTN株)为86．5％～

90．5％和93．1％～96．1％，与法国疫苗株(PV和

PM株)为85．1％～87．2％和92．6％～94．1％，与美

国疫苗株ERA株为85．2％～85．4％和93．I％，与国

际标准攻击毒株CVS株为86．0％～86．2％和

93．1％(表2)。

CYN0601H标本得到N基因全序列。

CYN0601H与泰国人分离株HM88核苷酸同源性

最高(95．7％)，而与我国广西(GX091，GX01)、贵州

(Guizhou A101)、江苏(Jiangsu Wxl)、湖南

(Hunan Xx33)毒株和我国疫苗株CTN及印度尼

西亚(印尼)(SC02—90)、墨西哥(V920)毒株的核苷

酸同源性均低于90％。CYN0601H与10株国内国

际狂犬病病毒的N基因氨基酸同源性在93．3％～

96．7％之间，依然与泰国人分离株同源性最高，而与

墨西哥毒株同源性最低(表3)。

裹l 云南省保山市2株狂犬病病毒P基因核苷酸和推导氨基酸序列同源性分析

毒株
CNX CNX CYN CYN 8743

CTN RCHL Ni．shi- aG ERA PV CVSPM8601851 1 0601H 0701H THA gahara

注：同表1
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衰3 云南省保山市2株狂犬病病毒N基因核苷酸和推导氨基酸序列同源性分析

注：同表1

4．系统进化树分析：根据CYN0601H和

CYN0701H脑组织标本中狂犬病病毒P、M和N蛋

白基因测序结果，与GenBank中收录的狂犬病病毒

基因1～7型毒株的核苷酸序列构建系统进化树。

结果显示：CYN0601H和CYN0701 H标本与来自泰

国(HM208、HM65株和8743THA株)、中国宁夏

(CNX8601和CNX8511)和国际标准攻击毒株(CVS

株)以及中国(aG和CTN株)、法国(PV和PM株)

和美国(ERA株)疫苗株等狂犬病病毒P和M蛋白

基因序列在同一分支上，同属于狂犬病病毒中的基

因I型，其中与来自泰国患者和犬的狂犬病病毒进

化距离最近(图1、2)。此外，CYN0601H标本的N

基因序列与我国贵州(Guizhou A101)、广西

(GX091、GX01和GX09)、湖南(Hunan Xx33)和江

苏(Jiangsu．Wxl)以及泰国(HM88和D23)、印尼

(SC02．90)犬类流行毒株N基因序列也在同一分支

上，同样属于狂犬病病毒中的基因I型，同样与泰国

患者和犬的狂犬病病毒进化距离最近(图3)。

讨 论

近年来我国狂犬病疫情快速回升，已成为日益

严重的公共卫生问题¨’2 o。云南省近几年狂犬病发

病数也逐渐上升，疫区范围不断扩大，因此分析其流

行特征，掌握流行病毒株的分子生物学特征，是制定

防制措施的基础。云南省狂犬病主要分布在滇东北

和滇东南与四川、贵州和广西省区毗邻地区，而滇西

地区以往未发生过狂犬病¨o。2005～2007年滇西

各地相继发生该病。从狂犬病疫情报告看，以往云

南省乃至全国报告的狂犬病病例几乎均为临床诊断

病例，缺乏实验室检测依据。本研究对保山市2例

标本名称 分离宿主年代 国家GenBank号
HM208 人 2003 泰国 AY257987

HM65 人 2003 泰国 AY257984

CYN0601H 人 2006 中国 EU004787

CYN0701H 人 2007 中国 EU004788

CTN疫苗株 一 一DQ646874
CNX8601 犬 1986 中国DQ646873
CNX851 1 犬 1985 中国DQ646872

CVS Challenge Virus Standard X57783

PM 疫苗株 一 一DQ099525
ERA 疫苗株 一 一 EF206707

PV 疫苗株 一 一 M13215

aG疫苗株 一 一DQ646875
RC-IIL 疫苗株 一 一 AB009663

Nishigahara实验室株一 一 AB044824

Australian bat lyssavirus AF369372

European bat lyssavirus 2 AF049121

European bat lyssavirus l AF049 ll 3

Duvenhage virus AF049120

Lagos bat virus AF049119

Mokola virus AF369378

圈l MEGA 3．1软件NJ方法构建P基因核苷酸序列种系发生树
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(汀3

 



标本名称 分离宿主 年代 国家GeaBank号
Nishigahara实验室株 一 一AB044824
RC．HL疫苗株 一 一 AB009663

aG 疫苗株 一 一DQ490077

PV 疫苗株 一 一 M13215

ERA 疫苗株 一 一 EF206707

PM 疫茁株 一 一DQ099525
CVS ChaIlenge Virus Standard D10499

CNX860l 犬 1986 中国DQ490075

CNX85 l l 犬 1985 中国DQ490074

CTN 疫苗株 一 一DQ490076

8743THA 犬 2003 泰国AY540348

CYN0601H人 2006 中国EU00475 1

CYN0701H人 2007 中国 EU004752

Lagos bat virus
AY540349

M0kOla virus
AY540347

圈2 MEGA 3．1软件NJ方法构建M基因核苷酸序列种系发生树

标本名称 分离宿主
Guizhou A10I犬

GX091 犬

GXOl 犬

cTN 疫苗株

CYN060lH 人

HM88 人

D23 犬

SC02—90 犬

Jiangsu_Wxl 犬

Hunan_Xx33 犬

GX09l 犬

GX09 犬

GXOl 犬

V920 蝙蝠
Auslralian bat lyssavirus

European bat lyssavirus 2

European bat lyssavirus 1

Duvenhage virus

Lagos bat virus

Mokola virus

年代国家(地区)GenBank号
2004 贵州DQ666289

一 广西DQ8661lO

一 广西DQ866105
-——·—— AF367863

2006 云南 一

一 泰国 AY219002
～ 泰国 AY218996

2002 印尼 ABl54243

2006 江苏DQ666321
2004 湖南DQ666318

一 广西 DQ866llO

一 广西DQ866109

· 广西DQ866105
1993 墨西哥AY877435

AF006497

U22846

U22844

U22848

U22842

U22843

田3 MEGA 3．1软件NJ方法构建N基因核苷酸序列种系发生树

狂犬病患儿进行狂犬病病毒抗原、核酸和基因序列

测定分析，结果从病毒分子水平证实这2例均为狂

犬病，此为云南省首次报告的狂犬病实验室确诊病

例，具有重要意义。

RT．PCR及基因测序是病毒分子流行病学研究

的常用方法H】。本次狂犬病病毒基因序列分析发

现，保山市隆阳区和腾冲县2例死亡儿童之间的病

毒基因序列同源性较高；与国际基因库中的狂犬病

病毒基因序列比较，该2例的病毒基因序列与泰国

流行株的同源性较高，而与我国其他省区犬类流行

株的同源性较低。系统发生树分析显示，2例患儿

的N基因与泰国毒株形成了一个分支，结果提示保

山市2起狂犬病疫情的流行毒株来源相同，均为境

外传人。

一般认为，血清抗体或唾液病毒核酸的检测，可
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作出狂犬病实验室确诊病例的诊断，然而，由于狂犬

病患者病程短，很难从血清中查到抗体，因此，检测

患者血清中的抗体在狂犬病诊断上意义不大。虽然

狂犬病患者分泌的唾液中存在狂犬病病毒，但在整

个发病期间并非每次排出的唾液中都含有病毒，因

此从患者唾液中检测狂犬病病毒核酸的阳性率不

高，单纯靠唾液核酸检测作出诊断也有不足。由于

狂犬病引起全脑炎，用RT—PCR法从死者脑组织中

检测狂犬病病毒核酸具有快速、特异等优点。本次

CYN0701H的狂犬病病毒抗原和核酸检测均为阳

性，二种方法相符，而CYN0601H的核酸检测为阳

性，DFA抗原检测为阴性，表明DFA的检出率可能

受到组织细胞新鲜程度和实验条件等的影响较大，

因此对脑组织的检测不能仅凭DFA结果作出诊断。

狂犬病病毒的基因组为单股负链不分节段的

 



RNA，全长约12 kb(11～15 kb)。由基因组的3’端

至5’端依次排列着N、NS、M、G、L 5个结构基因，

各基因的序列长度分别为1424、991、805、1675和

6475个核苷酸，分别编码N、P、M、G和L蛋白。N

蛋白基因相对恒定，点突变较少，而且与狂犬病病毒

的型别有关”1。本次对死者脑组织首先采用N基

因核酸检测，2例标本均获得阳性结果，认为可用该

法确诊狂犬病。

Bourhy等哺1通过测定狂犬病病毒属中具有代

表性的病毒分离物N基因的序列，将狂犬病病毒区

分为6个基因型：基因1型(狂犬病病毒，RABV)、2

型(拉各斯蝙蝠病毒，LBV)、3型(莫科拉病毒，

MOKV)、4型(杜文海洛病毒，DUVV)、5型(欧洲

蝙蝠狂犬病病毒I，EBLV．I)、6型(欧洲蝙蝠狂犬病

病毒2，EBLV．2)。Skerratt掣7’从澳大利亚的蝙蝠

中分离出狂犬病病毒的基因7型(澳大利亚蝙蝠狂

犬病病毒，ABLV)。de Mattos等¨1(2001)也证明狂

犬病毒基因型和血清型基本一致，N基因核苷酸序

列的同源性用于狂犬病病毒基因分型是可靠的。本

次2例患儿分离病毒的N、P和M基因序列均与国

际基因库中的基因1型病毒同源性较高，种系发生

树也与1型病毒同在一个分支，而与其他基因型距

离较远，均为RABV感染。结果认为，无论检测N、

P或M基因序列，均可对狂犬病病毒进行基因

分型。
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第二届全国儿童伤害防治研讨会暨世界防止虐待儿童日
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第二届全国儿童伤害防治研讨会暨世界防止虐待儿童日宣传大会定于2008年11月18—20日在广东省深圳市召开。

会议主题：关爱儿童，远离伤害，携手托起明天的太阳。主办单位：中华预防医学会伤害预防与控制分会、深圳市疾病预防控

制中心、《中华流行病学杂志》编辑部、《疾病控制杂志》编辑部、第四军医大学西京医院儿童医学中心、西安博爱儿童虐待防治

救助中心。征文内容：儿童伤害的调查研究、儿童伤害发生的环境及社会因素、儿童伤害的治疗实验研究、群体儿童伤害的预

防及应急干预、儿童急性中毒的诊治、自然灾害对儿童的伤害及其救治、儿童伤害后心理障碍的诊治、儿童虐待的临床研究和

分析、儿童忽视的临床研究和分析、儿童摇荡综合征的临床研究和分析、儿童权利与儿童伤害的研究、留守／流浪儿童的健康问

题与干预、安全社区与儿童伤害干预项目的效果评价。征文要求：①论著包括题目、作者、单位、摘要、关键词、材料与方法、结

果、讨论、参考文献(不超过10条)，其中题目、作者、单位、摘要、关键词和图表同时用中英文；必须附单位证明；②摘要按目的、

方法、结果、结论四段式撰写；③作者简介包括姓名、出生年、性别、籍贯、学位、职称、主要研究方向；④出席会议并希望在医学

期刊刊出稿件者，请注明“要求发表”；已发表或不需发表的稿件，请注明“只交流不刊出”；⑤请同时邮寄纸质稿和电子版，写明

联系电话、传真号码、邮箱地址。截稿日期：只交流不发表的稿件于2008年10月10日之前送达。稿件寄送：第四军医大学西

京医院儿科张国成主任，邮寄地址：710032西安市长乐西路15号，电话：029—84775395，传真：029．84773306，Email：

zhangguoct638@sina．oDm会议费用：会务费每人800元(学生凭有效证件减半)，食宿费及差旅费自理。需要学分证书者另

交30元证书工本费。
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