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浙江省野生动物鼬獾狂犬病毒全基因组
序列测定分析

雷永良王晓光柳付明 陈秀英叶碧峰梅建华兰进权唐青

·实验室研究·

【摘要】 目的测定浙江省分离的2株野生动物鼬獾狂犬病毒株全基因组序列，从分子水平

进行遗传变异特征分析，了解狂犬病毒在浙江省的流行和变异情况。方法RT-PCR测定鼬獾狂

犬病毒株全基因组核苷酸序列，并进行基因序列和编码蛋白相似性比较及种系发生分析。结果

测序获得2株鼬獾狂犬病毒全基因组核苷酸序列信息：基因组全长ll 923 nts，leader长58 nts，由5

个编码区组成：NP(1353nts)、PP(894nts)、MP(609鹏)、GP(1575 nts)、LP(6386nts)，N-P-M-G间

隔序列长2、5、5 nts；眦基因间伪基因缈长423 nts；trailer长70 n乜。核酸BLAST及多序列比对显

示，浙江省鼬獾狂犬病毒株全基因组序列的组成和结构符合弹状病毒科狂犬病毒属特征；鼬獾病

毒株负链RNA基因组5个基因编码氨基酸的长度没有变异，编码区基因没有发生重组，编码蛋白

仅表现较少的序列变化，多数只发生碱基的替代；中国病毒株之间特别是同种动物狂犬病毒之间

各个基因区域核苷酸与氨基酸序列相似性最高，鼬獾狂犬病毒基因组序列相似性在氨基酸水平明

显高于核苷酸水平，蛋白质编码基因的核苷酸变异大多属于同义突变。结论鼬獾狂犬病毒与研

究中选择的代表性疫苗株或者街毒株的变异位点和变异类型相似，多序列相似性比较和Ⅳ基因种

系发生分析显示，鼬獾狂犬病毒均属于基因1型，具有中国地域性特点，2株野生动物鼬獾狂犬病

毒极有可能是存在于自然界中固有的街毒株。
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【Abstract】 Objective Based on sequencing the full-length genomes of two Chinese

Ferret-Badger．we analyzed the properties ofrabies viruses genetic variation in molecular level to get

information on prevalence and variation of rabies viruses in Zhejiang，and to enrich the genome

dambase of rabies viruses street s仃ains isolated from Chinese wildlife．Methods Overlapped

fragments were amplified by RT-PCR and full-1舶gm genomes wcl"e assembled tO analyze the

nucleotide and deduced protein similarities and phylogenetic analyses of the N genes from Chinese

Ferret-Badger，sika deer，vole，dog．Vaccine strains were then determined．Results The two

fIlll．1ength genomes wet@completely sequenced to find out that they had the S81TIO genetic structure

with 11 923 nts including 58 nts．Leader．1353 nts-NP，894 nts．PP，609 nts—MP，1575 nts-GP，6386

nts．LP．and 2，5。5 nts．intergenic regions(IGRs)，423 nts．Pseudogene-like sequence(缈)，70

nts—Thiler．Conclusion The two full-length genomes were in accordance with the properties of

R／mbdov／r／dae l_：rssa virus by blast and multi．sequence alignment．111e nuclcotide and RRIIno acid

sequences among Chinese strains had the higllest similarity，especially among animals of the same

species．Of出e two full．1ength genomes，me similarity in amino acid leve】was dramatically higher

than that in nucleotide level．SO that the nucleotide mutations happened in these two genomes were

most probably as synonymous mutations．Compared to the referenced rabies viruses，the lengths of
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the five protein coding regions did not show any changes or recomMnation，but only with a few—point

mutations．It was evident that the five proteins appeared to be stable．The variation sites and types of

the two ferret badgers genomes were similar tO the referenced vaccine or street strains．The two strains

were genotype 1 according to the multi—sequence and phyiogenetic analyses，which possessing the

distinct geographyphic characteristics of China．All the evidence suggested a CUe that these two ferret

badgers rabies viruses were likely tO be street virus that already circulating in wildlife．

【Key words】 Rabies virus；Chinese Ferret-Badger；Full—lengm genome；Sequencing and

analyses

狂犬病是自然疫源性人兽共患传染病，许多种

哺乳动物都与全世界狂犬病的维系和传播有关¨】。

家养、无主或未驯服的犬是人狂犬病的主要储存宿

主[引，但是伴随着家犬狂犬病计划免疫政策的实施，

犬狂犬病发病率逐渐下降，其他宿主动物的重要性

则相对上升，而且大量的家犬免疫可能会导致狂犬

病毒向野生动物转移，因此狂犬病毒在野生动物中

的携带和传播变得非常重要。目前野生动物鼬獾

(Chinese Ferret-badger／Melogale moschata)在浙江省

人狂犬病流行中的作用正逐渐突显阻5‘，应用单克隆

抗体以及核酸序列分析等技术已经证实狂犬病毒的

变异普遍存在哺】，且不同毒株之间在核苷酸和氨基

酸序列上的变异明显，因此有必要进行鼬獾狂犬病

毒街毒流行株基因组序列测定分析。本研究共获得

浙江省2株鼬獾狂犬病毒(F02、F04)全基因组序列

信息，从分子水平对病毒进行遗传变异分析，了解野

生动物狂犬病毒在浙江省的流行和变异情况，以丰

富我国野生动物狂犬病毒街毒流行株的基因信息。

材料与方法

1．标本来源：本研究标本来自浙江省疑似狂犬

病鼬獾的脑组织，在负压生物安全二级实验室内直

接剖开鼬獾头颅，取脑组织待检，经过DFA检测狂

犬病毒特异性抗原和RT-PCR检测狂犬病毒特异性

核酸确定阳性脑组织标本，冻存于一70℃备用。

2．引物设计：根据狂犬病毒基因1型病毒亚洲

地方株并参考巴斯德株(PV，M13215)全基因组序

列，利用软件DNAStar和Primer Premier 5．0设计扩

增狂犬病毒全基因组核苷酸序列引物(表1)。

3．RT-PCR：Trizol(Invitrogen，美国)试剂抽提

阳性脑组织标本细胞总RNA，用随机引物pd(N)。

(TaKaRa，大连)、Ready．To—Go@You—Prime First．

SWand Beads(GE，美国)反转录得到cDNA；用

GoTaq@Green Master Mix(Promega，美国)进行PCR

扩增，反应体系参照试剂盒说明书；PCR扩增的特异

性片段1％琼脂糖(OXOID，英国)凝胶电泳分离，用

QIAquiek Gel Extraction Kit(QIAGEN，德国)切胶回

收并进行序列双向测定(上海生工生物工程技术服

务有限公司)。

4．序列分析：用生物学软件分析处理测序得到

的狂犬病毒基因序列和引用序列：ATCG、BioEdit、

表1狂犬病毒基因组扩增及测序用引物序列

引物 序列(5’一3’) 嚣穗位置
3’F GTACCTAGACGCTTAACAAC 3’499 1～499

3’R AAGACCGACTAAGGACGCA=r

NF ATGTAACACC’rcTACAAr-GG N 1533 55-1587

NR CAGTCTCYTCNGCCATCT

PF GAACCAYCCCAAAYⅪGAG P lool 15∞～25∞

PR rrC戌门mm(玎GGTGrrGC
^／伍AAAAACRGGCAACACCACT M 64l 2479—3119

MR TCCTCYAGAGGTA矾，ACAAGTG

G1F TGGTGTATAACATGR AYTC G 1097 3000_4096

GlR ACCCJ虹G下YCCRTCATAAG

G2F TGG久n阿lGTGGATKAAAGAGGC G 1542 3995—5536

G2R GAGTn呵AGRTTGTARTCAGAG

LIF TGGRGAGGTyl-ATGA：rGACCC L 726 5430—6155

LlR CAGCAnqAGTGTRTAGTrrcTGTC

L2F GGTCGATTATGATAAKGC A：mGG L 704 5885～6588

L2R TrGACAOACCCTTTCGATA^=rC

L3F 0GATCAATTCGACAAC觚ACATG L 550 6473_7024

L3R AAGTCTTCATCHGGCARTCCTCC

L4F AGACTAGCTTCHTGGYTGTCAG L 708 6882_7589

L4R TACrrrGGTTCTTGTGTTCCTG

L5F AGTGllTGGA=rrGAAGAGAGTGTT L 662 7337—7998

L5R GAAAGACTGCCTGCACTGAC』^T

L6F AATAGTCAACCTCGCCAA：]FATA A：】rG L 767 7879—8645

L6R GGATCTCTGAGTTGTAGAAGG√蛆TC

L7F CCGAGTCAATCA：rrGGATTG，钮'AC L 621 8517—9137

L7R GAA=IACCCTCCrrCGCTGTATCTG

L8F GAGAAGGTCACCAATGTTGp(rG L 1045 8958—100眈

L8R AGA：rCC^Y^RCCAGTCArrCTC

L9F ACATAATGCTCAGAGAACCGT L 503 9眈0一10B笼

L9R CCATTCTG从CA：rCCTACCTT
L10F TGTTCAGAATGGGTCTGCTCT L 501 10311—1吣ll

L10RTGCA=rCoCAAATAATGAG(汀

Ll lF AT。L^T11屯}C℃ATGCAGAAGT L 524 10797，ll珈
L1lR—LTGATA(妃CACl．兀AGACAGAGT

L12F G11-ACAGAGGGGAACTCTGTCT L 386 112醛一-11670

L12RTCTTCACTATCTrGTA AATC从CCT
5’F TGGAarCAGGTTGAm'ACAAG觚^0T 5’ 293 11640—11932

5’R ACGC’九AACAA觚AAACAACAAAAAT

注：F为正向引物，R为反向引物；引物参考巴斯德株(PV，M13215)

 



GENEDOC进行编辑处理；ATCG、SeqMan进行序列

拼装，ClustalX 1．82进行多重序列比对；MEGA 3．1

软件用Neighbor-Joining(NJ，replications--1000)

Method绘制种系发生树，通过DNAStar中MegAlign

软件进行序列联配和多序列比对。26个全基因组

参考序列除6个为狂犬病毒基因2—7型(GT2一

GT7)序列外，其他20个均为基因1型(GTl)狂犬病

毒，参考序列来源于GenBank(图1)。

结 果

1．鼬獾狂犬病毒全基因组序列组成：经过序列

测定拼接后，获得2株鼬獾狂犬病毒(Accession No：

F02：FJ712195；F04：FJ712196)全基因组核苷酸序

列：基因组全长11 923个核苷酸(nts)，37端到57端

包含5个开放阅读框(ORF)，依次排列N、P、M、G和

￡基因。各个基因起始信号AACA和聚腺苷酸化信

号Poly(A)尾信号AAAAAAA以及各个基冈编码区

的起始密码子ATG和终止密码子TAA(或TAG／

TGA)均与其他序列一致(表2)。3 7端Ⅳ基因上游

有一段58个核苷酸的先导保守不翻译序列

(1eader)，5’端￡基因下游有一处70个核苷酸的非翻

译区(trailer)，leader近N末端(ACG CTT AAC

AAC)和trailer近C末端(TTT GTTAAG CGT)的12

个核苷酸序列完全保守，且其中11个核苷酸完全反

向互补；在N．P．M．G问有2、5、5个核苷酸的间隔序

列，在大多数狂犬病毒序列中，间隔区通常为：CT、

CAGGC和CTATT，比较发现：N-P基因间隔区F02

为TT，F04为TC；P-M基因间隔区除CTNl8l为

CATGC外，其他基因l型序列完全一致：肛G基因间

隔区F02、F04、CTNl81、8764THA为CTTTT；C,-L基

因间有423个核苷酸的伪基因州表3)。

2．蛋白功能位点序列比较：以Pv株氨基酸序列

作为对照，对鼬獾狂犬病毒株与引用毒株多序列比

较各编码蛋白氨基酸水平上的差异，找到鼬獾病毒

F02、F04株在不同结构域存在的氨基酸变化，NP：抗

原位点第332位为T，第373位为S；PP：特定的蛋白

激酶磷酸化丝氨酸位点第63～“位和第162、210、

271位均为P、S、S、S、S，与胞浆动力蛋白(dynein)轻

链LC8作用区域第143—148位区域为DRXTQT；

MP：保证病毒装配和芽生功能的结构域第35～38

位为PPEY；GP：潜在的糖基化(表4)氨基酸第37—

39位为N．L．S，第319。321位为N．K．T，第247—

249位为(F02：R．E．T；F04：D-E—T)；LP：保守序列Ⅲ

区第729～73l位均为GDN。

3．序列相似性比较：将浙江省鼬獾狂犬病毒与

巴斯德株(PV)、中国梅花鹿(DRV)、野鼠(MRV)狂

犬病毒株以及中国犬狂犬病毒街毒株(BD06)全基

因组序列的各个蛋白区域核苷酸和氨基酸序列分别

比较。鼬獾狂犬病毒与这些病毒全基因组核苷酸序

列表现出较高的相似性，差异在1．7％。16．7％之间，

图l基于狂犬病毒基因组全序列』v基因的种系发生分析

NC 003243I GT7

EFl57977 I GT6
EFl57976 I GT5
EU293119 I GT4
EU293110 I GT2

NC_006429I GT3

一一一一～一～一一一一一～一一一一～一一一一

 



表2 F02、F04编码基闪转录翻译起止信号序列
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表3 F02、F04基因间隔区序列及位置

中国病毒株之间各个基因区域核苷酸与氨基酸序列

相似性最高：F02与F04序列的相似性最高(98．1％)，

5个编码蛋白仅表现较少的序列变化：NP(nt／aa，

2．2％／I．3％)、PP(nt／aa，0％／0．3％)、MP(nt／aa，0．8％／

1．5％)、GP(nt／aa，0．3％／0．6％)、妒(nt：0．5％)、LP(nt：

2．7％)；F02与CTNl81相似性次之(92．5％)，与

DRV、MRV、PV株的相似性最低(表5)。

4．种系发生分析：对浙江鼬獾狂犬病毒基因序

列与来源于GenBank中的不同国家地区代表不同基

因型的20株基因1型序列以及其他6个基因型序列

进行基于狂犬病毒基因组全序列Ⅳ基因的种系发生

分析(图1)，结果显示，鼬獾狂犬病毒基因序列与其

他基因l型序列形成独立的进化分支，同属于基因1

型，与中国疫苗株CTNl81和犬街毒株BD06共同聚

类为一个分支，与CTNl81在种系进化上最为近缘，

与DRV、MRV、其他国家野生动物狂犬病毒(浣熊、

狐狸、蝙蝠)以及疫苗株进化关系均比较远。

讨 论

核酸BLAST及多序列比对显示浙江省鼬獾狂

犬病毒株全基因组序列的组成和结构符合弹状病毒

科(Rhabdoviridae)狂犬病毒属(Lyssa virus)特征，

F02、F04基因组序列全长ll 923 nts，(A+U)％丰富

(F02：55．03％；F04：54．83％)，从功能上分为先导

RNA、编码区、非编码区和间隔区4个部分。核苷酸

和氨基酸序列相似性比较结果类似，在氨基酸水平

明显高于核苷酸，蛋白质编码基因的核苷酸变异大

多属于同义突变。鼬獾狂犬病毒株负链RNA基因

组5个基因编码氨基酸的长度没有变化，各个基因

起始信号和Poly(A)尾信号以及各个基因编码区的

起始、终止密码子也与其他序列一致，病毒编码区基

表4部分狂犬病毒GP抗原位点与糖基化位点比较

F02一F04 97．8(98．7) 100．0(99．7) 99．2(98．5) 99．7(99．4) 99．5 97．3 98．1

F02-PV 87．1(96．5)82．2(90．3)84．7(94．1)84．5(92．4) 74．5 84．7 84．0

F02-CTNl81 93．2(97．3) 92．7(96．0) 95．4(97．5) 93．4(96．0) 90．3 92．0 92．5

F02-B06 91．8(98．7)87．4(92．6) 91．1(95．I)88．K93．3)83．9 89．1 88．9

F02-DRV 85．1(92．O) 82．4(88．9)84．7(92．6)83．2(89．3) 75．7 84工83．3

F02-MRV 87．2(96．9)82．K89．3)85．9(93．6)84．3(89．7) 76．4 84．2 83．7
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因没有发生重组，研究也表明狂犬病毒进化过程中

没有基因组重组变异证据的存在，点突变和纯选择

作用是狂犬病毒进化的主要动力[7]。

鼬獾狂犬病毒株与本研究选择的代表性引用街

．毒株以及来自街毒的减毒株的变异位点和变异类型

相似，对分离的街毒株进行抗原位点和其他功能位

点变异分析，能够更详细地掌握病毒的变异规律，而

且能够找到筛选疫苗免疫或者分析免疫失败的直接

证据，对分离的街毒株进行主要抗原位点和淋巴细

胞表位的变异分析是非常必要的¨]。鼬獾病毒株5

个编码序列与以往报道的一致，F02、F04在编码区

的变异多数只发生碱基的替代，仅个别功能位点存

在着差异，非编码区的变异除碱基的替代还发生了

碱基的插入和缺失，所以非编码区的变异显著p】。

单克隆抗体分析NP有4个空间位置明显区别的抗

原位点NI—NW[10】，其中NI、NⅡ未见变化；NⅢ第332

位、NⅣ第373位氨基酸发生碱基的替代。特定的PP

蛋白激酶磷酸化丝氨酸位点n¨和中部与细胞胞浆内

LC8相互作用区域均高度保守n引。MP中高度保守

并富含脯氨酸的结构域(L．Domains)PPxY是保证病

毒的装配和芽生功能的结构基础n引，出现在MP第

29—44位氨基酸序列中，鼬獾狂犬病毒符合这一结

构特点。GP与中和抗体结合的主要部位和细胞外区

域糖基化氨基酸位点均未见变化¨引。RNA依赖的

RNA聚合酶(RNA．dependent RNA polymerases，

RdRp)特有的GDD基序是酶的活性中心n引，而第二

个G相对并不保守，在鼬獾病毒LP保守序列Ⅲ区第

729—731位GDN基序在比较的所有狂犬病毒株的

LP氨基酸序列中是绝对保守的n引。

多序列相似性比较显示各个编码基因核苷酸与

氨基酸序列相似性均比较高，特别是同种动物狂犬

病毒之间序列相似性最高，与资料报道亚洲是基因

l型狂犬病毒主要流行区域¨7’1引，且进化较为保守，

在全球范围内l型病毒核苷酸与氨基酸的相似性均

比较高的论断相同。Smith等n叫分析有限的基因序

列证明不同毒株间的流行病学关系可以从其核苷酸

序列中反映出来，并且病毒不同序列问的差异程度

与它们的亲缘关系远近有关，中国狂犬病毒相互间

较为一致的变异规律体现了中国地域性分布特点，

在进化上最为近缘。

NP是狂犬病毒稳定和高效表达的蛋白，其氨基

酸序列是5个结构蛋白中最保守的，由于不同型别

及毒株的NP序列存在较高的保守性、相似性和高度

一致的抗原性，目前hiP抗原性及其基因序列已作为

狂犬病毒分型的重要依据啪】，因此本研究选用Ⅳ基

因构建种系发生树，浙江鼬獾狂犬病毒街毒株均属

于基因l型，中国病毒株与其他国家地区病毒株区

别明显，具有中国地域特点，鼬獾狂犬病毒与犬街毒

株(BD06)具有较近的亲缘关系，由于鼬獾作为野生

动物生活在自然界中，其感染自然疫源性疾病的可

能性较大，推测鼬獾狂犬病毒可能是存在于自然界

中固有的街毒株，也是中国的优势流行株，并出现从

鼬獾到犬从的传播过程，进一步使得狂犬病毒从野
生动物传播扩散到家养动物甚至人。
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