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【摘要】 目的 测定浙江省不同宿主（人、鼬獾、犬）来源的狂犬病病毒街毒株N基因序列，

分析病毒遗传变异特征及其与流行的关系。方法 采用直接免疫荧光试验和反转录聚合酶链式

反应检测狂犬病病毒阳性标本N基因核苷酸序列，利用生物信息学软件分析基因序列和编码蛋

白。结果 共获得浙江省2个人源、5个鼬獾源和11个犬源狂犬病病毒街毒株N基因核苷酸序列，

18个核苷酸和氨基酸序列同源性在89.7%～100.0%和98.4%～100.0%，N蛋白一级结构上绝大部

分为稳定区域，编码基因的核苷酸变异多为无义突变，系统发育分析显示18个街毒株均属于传统

的基因1型。结论 浙江省不同宿主来源狂犬病病毒的流行具有地域性特征，同类宿主动物病毒

株或来自同一县域/相邻县域的毒株在地理位置上最为近缘，但人源株病毒更具有复杂性。浙江

省狂犬病病毒街毒株的流行具有通过犬向鼬獾和人传播，并在犬、鼬獾中跨区域循环传播的特点。
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【Abstract】 Objective To elucidate the characteristics of genetic variability and its
relationship with prevalence，through sequencing and analysis of N gene among street rabies virus
isolated from different hosts（homo sapiens，ferret badger，dog） in Zhejiang province. Methods
Samples were screened and confirmed by direct fluorescence assay and reverse transcript PCR.
Sequences were analyzed using bio-information software. Results Eighteen street rabies virus strains
were identified，including 2 from homo sapiens，5 from ferret badger，and 11 from dog. Similarities of
N gene and N protein were calculated to be 89.7%-100.0% and 98.4%-100.0% respectively.
Mutations occurred in N gene were almost non-sense mutations. In addition，Data from phylogenetic
analysis showed that all these strains could be classified into traditional genotype 1. Conclusion The
prevalence of rabies viruses among different hosts in Zhejiang province had certain regional
properties. Rabies viruses isolated from the same kind of host or from the same/adjacent county/
counties had the closest relationship. However，the characteristics of rabies virus prevalent in homo
sapiens were somewhat complicated. In summary，the transmission of street rabies virus in Zhejiang
province was from dogs to ferret badgers and homo sapiens，and the virus could circulate and
cross-regional transmit among dogs and ferret badgers.

【Key words】 Rabies virus；Host；Gene；Sequencing analyses
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核衣壳蛋白（NP）是狂犬病病毒RNA中最稳定

和高效表达的蛋白，N蛋白基因（N基因）具有高度的

保守性、一致的抗原性和群特异性的特征，不仅可用

于检测狂犬病病毒感染，也可作为分子和抗原性比

较的对象广泛用于狂犬病病毒的分类、分子流行病

学与地域关系的研究［1-3］。本研究测定浙江省狂犬病

病毒街毒株N基因序列，对不同宿主（人、鼬獾［4］、犬）

来源的街毒株进行分子特征分析，探讨不同宿主来

源狂犬病病毒的遗传变异特点及其与流行的关系。

材料与方法

1. 标本来源：18份狂犬病病毒阳性标本来自浙

江省 2008 年 2 月至 2013 年 6 月间狂犬病确诊和疑

似狂犬病患者的唾液及狂犬病疫区和疑似狂犬病

地区伤人犬或行为表现异常的鼬獾和犬的脑组织，

经过直接免疫荧光试验（DFA）检测狂犬病病毒特

异性抗原和RT-PCR检测狂犬病病毒特异性核酸后

获得［4］。其中狂犬病确诊患者（农民，犬伤）唾液标

本2份，分别来自台州市仙居县（P06）和绍兴市嵊州

市（P07）；鼬獾阳性脑组织标本 5份，分别来自丽水

市莲都区（F01）和杭州市淳安县（F02～F05）；犬阳

性脑组织标本 11份，分别来自丽水市松阳县（D01、

D02、D04、D06、D08～D10）、遂昌县（D03）、缙云县

（D11）和景宁县（D23、D24）。结果复核及毒株分离

鉴定由中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所

和武汉生物制品研究所完成。阳性标本 100 μ l

（100 mg）分装至1.5 ml离心管内并加入10倍体积的

RNAlater RNA Stabilization Reagent（QIAGEN，德

国）以稳定标本中的RNA，冻存于-152 ℃低温冷冻

箱（Hair）备用（可长期保存）。

2. 引物设计：根据狂犬病病毒基因 1型中国疫

苗株和流行株 N 基因序列并参考巴斯德疫苗株

（strain Pasteur vaccins，PV/M13215）N 基因序列，通

过 软 件 DNAstar Lasergene 􀳏7.1 PrimerSelect 和

Primer Premier 6.0 设计扩增引物，N-F：ATG TAA

CAC CTC TAC AAT GG；N-R：CAG TCT CYT

CNG CCA TCT［Y＝（C，T）］，预期扩增N基因核苷

酸序列片段为 1 533 bp，扩增位置在 55～1 587 bp

（以PV为准）。

3. 基因扩增：用组织研磨仪 TissueLyser LT

（QIAGEN）有 效 破 碎 和 均 质 RNAlater RNA

Stabilization Reagent 保存的阳性样本。唾液标本

RNA提取用QIAamp Viral RNA Mini Kit（QIAGEN）

试剂；脑组织RNA提取用Trizol（Invitrogen，美国）试

剂。 PCR 扩增用 One Step RNA PCR Kit（AMV）

（TaKaRa，中国大连）试剂，按以下程序进行：50 ℃反

转录 30 min；94 ℃预变性 2 min；94 ℃ 30 s、56 ℃

30 s、72 ℃ 90 s，35个循环；72 ℃再延伸10 min；4 ℃

终止反应。N 基因特异性扩增产物用 1% Certified

Molecular Biology Agarose（BIO-RAD，美国）电泳分

离鉴定，QIAquick Gel Extraction Kit（QIAGEN）切胶

纯化后进行序列双向测定［生工生物工程（上海）股

份有限公司］。所有操作均按照试剂说明书推荐方

法进行。

4. 序列分析：测序后获得的N基因序列和引用序

列（来源于GenBank）用以下生物信息学软件分析：

ATGC、BioEdit 和 GENEDOC 用于序列编辑、剪切、

拼接处理；ClustalX 2.1用于比对多重序列（Multiple

Sequence Alignment）；DNAStar Lasergene 􀳏7.1

MegAlign 进行序列匹配和多重比对（ClustalW 方

法）；Mega 5.0 最大似然法（Maximum Likelihood，

ML，bootstrap＝100）绘制系统发育树；EpiInfoTM 7中

EpiMap地理信息系统（GIS）绘制分布地图。

结 果

1. N基因测序：通过测序引物双向测通后测得

1 533 bp的包含狂犬病病毒N基因全长的产物序列，

以 PV株（M13215）N基因编码区为标准，共获得 18

个不同宿主来源的狂犬病病毒街毒株N基因核苷酸

序列并递交 GenBank（图 1），其中包括 2 个人源序

列、5个鼬獾源序列和 11个犬源序列。N基因开放

读码框（ORF）共 1 353 个核苷酸，编码 450 个氨基

酸，与狂犬病病毒特征相符合。

2. N蛋白抗原位点分析：以PV株氨基酸序列为

标准，多序列比较N蛋白18个氨基酸序列主要抗原

位点的差异情况（图 2），纵轴上的熵表示每一个氨

基酸位点的变异度，熵的数值越高说明该位点越不

稳定［5］。18个序列中第 379位（V→L）均出现差异，

F01～F05 第 90 位（T→N）、第 332 位（A→T）和 P06

第383位（D→N）发生改变。

3. 同源性分析：核苷酸序列多重比对结果显示，

18个狂犬病病毒浙江株核苷酸/氨基酸序列同源性

为 89.7%～100.0%/98.4%～100.0%。与 PV 株同源

性为 86.6%～87.4%/96.9%～97.8%；与国内其他地

区毒株同源性在 84.7%～100.0%/92.2%～99.8%之

间。12 个犬源株序列之间核苷酸和氨基酸同源性

均在99.1%～100.0%之间，同源性较高，与其他犬源

株序列同源性为 87.3%～100.0%/96.2%～99.8%。2
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图1 基于狂犬病病毒N基因构建的系统发育树
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个人源株序列核苷酸和氨基酸同源性差异为 0.4%

和 0.2%，与其他人源株序列比较，P07与Hebei0（H）

差异最小（nt/aa，0.5%/0.2%），P06/P07 与 Wz1（H）/

Wz0（H）次之（nt/aa，0.9%～1.2%/0.3%～0.7%），P06

与Wx0（H）差异最大（nt/aa，12.5%/2.4%）。5个鼬獾

源株序列核苷酸无差异，比较其他动物宿主株序列，

与鼬獾源株差异最小（nt/aa，0.3～1.0%/0.4%），与梅

花鹿、野鼠源株差异最大（nt/aa，12.7%～15.3%/

2.9%～7.8%）；与猪、马、鹿源株序列核苷酸和氨基

酸差异在4.2%～12.7%和0.9%～2.9%之间。

4. 系统发育分析：浙江省18个不同宿主来源的

街 毒 株 均 属 于 狂 犬 病 病 毒 传 统 的 基 因 1 型

（Genotypes 1，RABV），与其他 1 型序列形成独立的

进化分支，人和犬源、鼬獾源病毒株分别在Ⅰ、Ⅱ分

支内，与PV株进化距离均较远（图 1）。13个人、犬

源株共聚类在亚分支Ⅰa，与其他宿主动物源病毒株

进化较远：2个人源株与温州、北京、河北人源分离

株进化关系最近，与江苏、湖南、四川、贵州人源分离

株均较远；11个犬源株与衢州、杭州淳安、安徽犬源

株进化关系最近，并与温州人源株有着非常近的进

化关系。5个鼬獾源病毒株与浙江淳安和江西鼬獾

源株共聚类为一个独立的亚分支Ⅱb，进化关系最

近；与猪、马、鹿株进化关系均较远；与野鼠、梅花鹿

分离株进化关系最远。

以PV株为外群系统发育分析浙江省18个狂犬

病病毒株，显示同类宿主动物病毒株进化距离均最

近（图 3B），鼬獾、犬源株仍分布在各自独立的分支

上，但人源株聚类到犬源株中，P06/P07与D03的进

化关系最近，来自淳安、松阳、景宁、缙云、仙居、嵊州

市（县）（图3A）的毒株均聚类在相同的亚分支上。

讨 论

本研究 18个不同宿主来源的狂犬病病毒街毒

株N基因核苷酸序列的组成和结构均符合传统狂犬

病病毒属N基因特征，N蛋白一级结构上仅有个别

抗原位点发生变异，其氨基酸水平均较为保守，这可

能与N蛋白在病毒粒子中紧密结合基因组RNA且

相互作用有关［6］。浙江分离株N基因序列同源性比

较结果相似，但核苷酸与氨基酸同源性有 10%的差

距，且氨基酸序列变异位点明显少于核苷酸序列，说

明N蛋白编码基因的核苷酸变异多为无义突变。18

个N蛋白抗原位点变异较少，单克隆抗体研究分别

定位于 358～367、76～90、313～337、359～383位氨

基酸的 4个抗原区中仅有NⅣ抗原区 1个位点发生

改变［7］。18 个序列中诱导产生特异性 Th 细胞，于

21～35、384～408、408～418位氨基酸的3个主要表

位均未见差异［8］；具有共同的389位丝氨酸（T）磷酸

化位点［6］和受389位影响的375位次要的苏氨酸（S）

磷酸化位点［9］。

浙江分离株与狂犬病病毒基因1型代表种N基

因遗传进化关系最近，明显区别于其他 6 个基因

型。5个鼬獾源株与杭州淳安、江西鼬獾源株以及

11个犬源株与衢州、淳安、安徽犬源株进化关系最

近，符合其地理位置分布的特点。5个鼬獾株和野

鼠、梅花鹿分离株同属野生动物街毒株，但同源性不

高，进化关系最远，可能与病毒分离自不同地域、不

图2 N蛋白氨基酸序列熵分析
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同宿主有关。2个人源株与鼬獾源株相距较远，与

犬源株关系较为紧密，这与确诊患者有犬伤暴露史，

及犬是我国狂犬病病毒的主要宿主动物，并在狂犬

病的流行过程中扮演着重要的角色有关［10］。

浙江13个人、犬源狂犬病病毒街毒株均与温州

人源株有着非常近的进化关系，表明这些街毒株是

目前浙江省内的优势流行株，但与北京、河北人源株

较近的进化关系也显示出浙江狂犬病病毒株进化关

系的复杂性。13 个病毒株与其他野生宿主动物株

相比在基因结构及进化关系上均存在一定差异，人、

犬源分离株序列同源性均高于野生宿主动物，系统

发育分析同样将其分为 2个独立的亚分支，这可能

是狂犬病病毒在不同地理环境下进化的结果或为其

他选择性压力如适应特异性宿主所致［11］。

浙江人、鼬獾和犬源狂犬病病毒属于同一个基

因型，同类宿主动物病毒株或来自同一县域/相邻县

域的病毒株其进化距离最近，在地理位置上也最为

近缘，并将丽水、台州、绍兴、杭州串联成连续的区

域，符合狂犬病病毒地域性流行的特点［10］。结合浙

江省境内山脉连绵的自然条件，“鼬獾-犬-农民”之

间均有着较多的接触机会，其中淳安县在2002年和

丽水市莲都区在2009年之前均未有鼬獾致人狂犬病

的报道［4，12］，而本文2例确诊患者均为犬咬伤后发病，

说明浙江省狂犬病病毒流行是通过“犬-鼬獾-人”方

式传播，与狂犬病病毒成功从犬向野生动物迁移的

报道一致［13］，并在犬、鼬獾中不断跨区域循环传播。

由于狂犬病病毒的宿主动物很多，野生带毒动

物可使病毒在不同地域间迁移，因此病毒在野生动

物中的传播变得非常重要。分析不同地域和不同宿

主来源狂犬病病毒的分子特征，有助于了解不同时

间、地域和宿主对狂犬病病毒演变的影响［10］，为实施

野生动物免疫策略和进一步控制狂犬病病毒传播提

供技术支持。
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图3 浙江省18株不同宿主动物狂犬病病毒N基因系统发育分析及其地理位置分布

··841


