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狂犬病病毒浙江街毒株糖蛋白基因
序列分析

王晓光雷永良陈秀英孟胜利唐青
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【摘要】 目的测定狂犬病病毒浙江株(鼬獾源和犬源)糖蛋白(GP)基因组全序列，从分子

水平比较狂犬病病毒浙江株与其他地区代表性街毒株和疫苗株GP之间的差异。方法乳鼠接

种分离狂犬病病毒，RT-PCR反应测定狂犬病病毒浙江株GP基因核苷酸序列，并进行序列和编码

蛋白的比较分析。结果测序获得浙江5株鼬獾源狂犬病病毒和9株犬源狂犬病病毒GP基因序

列，全长1575个核苷酸，编码524个氨基酸。浙江病毒株与其他地区街毒株、疫苗株核苷酸和氨

基酸序列相似性在82．3％～99．9％和85．1％一99．8％之间，种系分析显示浙汀株均为基因l型，GP

编码蛋白无重组，主要抗原位点未出现较大的变异。结论对GP基因一级结构综合分析表明，

在某些区域存在优势抗原表位的可能性较大，可能出现潜在的蛋白质抗原决定簇，浙江株GP基

因变异较小，与国内其他地区流行的代表性街毒株相似，但高于其他疫苗株，在基因结构及种系

进化关系上存在一定的距离。
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【Abstract】0bjective Based on sequencing the genomes of glycoprotein(GP)gene ofrabies

vii'uses isolated in Zhejiang．we analyzed the properties of rabies viruses genetic variation in

molecular level，and to compare with those of other representative vaccine strains and street virus

strains．get the information about rabies viruses variation．Methods Suckling mice against rabies

virus were selected．Overlapped fragments were amplified bv ImPCR and full．1ength genomes were

assembled to analyze the nucleotide and deduced protein similarities and phylogenetic analyses of the

GP genes．Results The fourteen full．1ength genomes were completely sequenced and they had the

sanle genetic structure with 1 575 nts and deduced protein with 524 aa．Genetic analysis revealed that

the nucleotide and amino acid homologies of GP gene from Zhejiang sWains and other vaccine sWains
or street virus strains were 82．3％一99．9％and 85．1％一99．8％．The fourteen strains were genotype l

according to the phylogenetic analyses．The GP amino acids of Zhejiang sWains rabies virus strains

without any recombination occurred in GP and no larger variation appeared in the major antigenic

sites．Conclusion The comprehensive analysis based on the first—level structure of GP demonstrated

that it was possible that some advantageous antigenic epitopes existed in certain areas and potential

antigenic determinants．It was evident that the GP gene of Zhejiang strains appear to be stable and

meir sequence similarity with the representative strains of street virus in China were higher than those

of other vaccine strains．Some differences showed in the genetic structure and evolution relationship

among Zhejiang strains，other street strains in other regions and vaccine strains．
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狂犬病病毒糖蛋白(glycoprotein，GP)在该病毒

的免疫原性或组织嗜性和毒力方面均起着决定性作

用H1，是最有效的保护性抗原‘2]，不仅诱导机体产生

中和抗体实现体液免疫，同时也是机体实现细胞免

疫的良好抗原，其膜外区决定狂犬病病毒的抗原特

性，该区段微小的变化即可能影响到病毒的抗原性，

此外GP也是狂犬病病毒与细胞受体结合的结构，并

与毒力有关，在病毒致病和免疫中起着关键作用。

Zhang等DJ、Yao等㈧曾测定浙江省温州市狂犬病患

者脑组织分离株[Wzl(H)：EU700030]和唾液经乳

鼠脑内接种分离株[wz0(H)：EF556198]GP基冈序

列，其他有关浙江狂犬病病毒GP病原学和基因特点

的分析报道未见述及，尚不清楚当前浙江狂犬病病

毒街毒(street virus)流行株GP的抗原性、结构特征

和遗传变异特点，为此我们对浙汀株(鼬獾源和犬

源)狂犬病病毒GP基因组全序列进行测定分析，从

分子水平比较浙江株与其他地区典型的街毒株和疫

苗株GP之间的差异。

材料与方法

1．标本来源：收集浙江省2008年2一12月发生

狂犬病疫区或疑似发生狂犬病地区外观健康的鼬

獾‘5 3和犬脑组织，经过直接免疫荧光试验(DFA)和

RT-PCR反应检测狂犬病病毒特异性抗原和核酸，共

获得9份阳性犬脑组织和5份阳性鼬獾脑组织。其

中犬来自丽水市松阳县(D01、D02、D04、D06、

D08～D10)、遂昌县(D03)和缙云县(D11)，鼬獾分

别来自丽水市莲都区(F01)和杭州市淳安县临歧

(F02～F03)、汪宅(F04)和文昌(F05)，阳性脑组织

标本冻存于一70℃备用。

2．乳小白鼠接种分离狂犬病病毒：将上述阳性

脑组织研磨后脑内接种1—2日龄乳鼠，当狂犬病症

状不典型时，在接种第1代后取乳鼠的脑组织按前

述方法继续传代。若确定发病乳鼠为狂犬病病毒感

染，则在无菌条件下获得乳鼠脑组织，一70℃冻存。

未发病而存活的小鼠保留至2l d后取其脑组织做酶

联免疫吸附试验(ELISA)和DFA检测。

3．引物∞j与RT-PCR：PCR扩增引物及测序用引

物(上海生工生物工程技术服务有限公司)合成见表

l。通过Trizol(1nvitrogen，美国)试剂抽提狂犬病病

毒阳性脑组织细胞总RNA；用随机引物pd(N)。

(TaKaRa，大连)、Ready-To-Go@You-Prime First-Slrand

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，反应条件见参考文献[6]。

表1 PCR扩增及测序用引物序列

引物 序列c5'-3'， 皇箦扩骺度鐾茎

4．序列测定分析：PCR扩增的特异性片段用l％

琼脂糖(OXOID，英国)凝胶电泳分离，通过

QIAquick Gel Extraction Kit(QIAGEN，德国)切胶回

收并进行序列双向测定(上海生丁生物工程技术服

务有限公司)。测序得到的狂犬病病毒GP基因序列

和引用序列用以下生物学软件处理：ATCG、BioEdit

和GENEDOC用于序列编辑处理；ATCG和SeqMan

用于序列拼装；ClustalX 1．82用于多重序列比对

(multiple sequence alignment)分析；MEGA3 v3．1软

件用于分子进化遗传分析，Neighbor-Joining(NJ，

replications=1000)法绘制种系发生树；用DNAStar

中MegAlign软件进行序列匹配和多重序列比对

(Clustal法)；DNAStar中Protean软件进行抗原表位

优势(antigenicity：Jameson．wblf)、局部亲水性

(hydropathy：Hopp—Woods)、表面可能性(surface

probability：Emini)和柔韧性区域(flexible regions：

Karplus．Schulz)预测分析。引用序列均来源于

GenBank(Accession No与背景信息见图1)。

结 果

1．GP基因测序：5株鼬獾源狂犬病病毒

(Accession No：FJ712193。FJ712194、FJ825133～

FJ825135)和9株犬源狂犬病病毒(Accession No：

FJ712195一FJ712196、FJ825126～FJ825132)GP基

因组全序列已提交GenBank。狂犬病病毒浙江街

毒株GP开放读码框(open reading frame。ORF)共

1575个核苷酸，编码524个氨基酸，符合已研究狂

犬病病毒特征，依据功能不同分4个区段：l～57位

核苷酸为信号肽(signal sequence)，58～1374位为

膜外区(ectodomain)，1375。1440位为跨膜区

(transmembrane domain)．144l～1575位为膜内区

(cytoplasmic domain)。

2．蛋白序列比较：以PV株氨基酸序列作为对

照，多序列比较GP主要功能位点氨基酸水平上的差

异。只含有一个表位的独立抗原位点G I第23l位

(aG、DRV为P，其他为L)以及导致GP抗原性经常
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图1 GP抗原表位优势及亲水性分析(采用Jameson—Wolf，Hopp—Woods方法)

变化的GⅡ位点(34～200区段)34—42位(MRV为

GCTNLSEFS，其他为GCTNLSGFS)、147位(aG为

N，其他为R)、184位(R)和198～200位(Ⅺ认)氨基

酸和GⅢ位点(330～357区段)上330～340位(第

333位CTN为Q，其他均为R)氨基酸变化均较小；对

GP的表达非常重要的细胞外区域糖基化位点

N—x—S或N—x—T(x为任何一种氨基酸)第37—39

位(N—L—S)、第247～249位(F02～F05：R—E—T；

D01。D04、D06、D08～D11、FOI：D—E—T)、第319～

321位(N—K—T)、第480。482位(K—V_S)仅247位

发生变化，说明GP具有较好的稳定性，虽有少量变

异但并未影响GP的免疫原性。

3．蛋白一级结构分析：用软件分析GP氨基酸结

构抗原表位优势、局部亲水性、表面可能性和柔韧性

区域押J】。D01、F01在29、427～431位抗原表位优势

显著升高，其中29位升高趋势与PV株接近，427—

43l位与CTN株接近；F05在29、69～71、85、175—

177、180。182、388．389位抗原优势表位显著升

高，其中175—177、180～182位氨基酸的改变为F05

特有，推测在这些区域存在优势抗原表位的可能性

最大，可能出现潜在的蛋白质抗原决定簇，其他表位

升高趋势与PV株接近；局部亲水性分析比较变化趋

势与抗原表位优势基本对应(图1)。特定区域位于

GP表面的可能性(≥1)比较分散，数量较少，其中以

86，90、99一110、124～148、161～168、198—204、
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212～222、294—301、481～490位区域的表面可能

性最大；蛋白质骨架区的柔韧性区域CTN株为32

个，D01、F05、PV株为34个，F01为35个，其中比较

大的区域分布在122—138、173～187、212～225、

419。433位(图2)。

4．序列相似性比较：从分子水平多序列比较浙

江狂犬病病毒分离株与疫苗株、其他地区街毒株GP

基因组核苷酸和氨基酸序列之间的差异。浙江病毒

株序列相似性较高，核苷酸和氨基酸序列差异在

0～12．2％和0．2％～6．7％之间，而犬源病毒株和鼬獾

源病毒株F01之间(nt／aa，98．6％一100％／98．5％～

99．8％)、其他鼬獾源病毒株之间(nt／aa，99．4％。

100％／99．4％一99．8％)相似性非常高，因此选取不同

宿主来源的D01、FOI、F05作为代表株与其他引用序

列进行比较(表2)，核苷酸和氨基酸序列相似性在

82-3％一99．9％和85．1％一99．8％之间，JX08—48／

zJ．LA(鼬獾源株，江西)与F05相似性最高，与FOI

比较低；Wzl(H)／Wz0(n)(人源株，温州)与D01相

似性最高，与F01次之，与F05最低；D01、F01与其他

动物宿主分离株070308(水牛源株，湖北)相似性最

高，与MRV(鼠源株，河南)、DRV(鹿源株，吉林)、

CHll一BK(鹿源株，河南)较低(82．3％一85．3％)，而

F05与070308、MRV、DRV、CHll一BK相似性均比较

低(83．0％～88．2％)；疫苗株CTN与F05相似性最

高，与D01、F01相似性次之，疫苗株PV、aG与D01、
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图2 GP抗原表面可能性及柔韧性区域分析(采用Emini，Karplus-Schulz方法)

表2部分GP核苷酸和氨基酸序列相似性比较

注：表中自体字为氨基酸间源性(％)，黑体字为核苷酸同源性(％)

F01、F05序列相似性最低(82．8％一84．2％)。将GP

基因序列的各个蛋白不同区段分别加以比较(表

3)，结果显示GP变异主要存在于信号肽，膜内区变

异明显，跨膜区较小，膜外区相对最为保守。

5．种系发生分析：对14株狂犬病病毒浙江株和

来源于GenBank的基因1型其他地区不同宿主来源

毒株、疫苗株核苷酸序列以及其他6个基因型序列，

进行基于GP基因序列种系发生分析(图3)。结果

显示，浙江病毒株基因序列与其他基因1型序列形

成独立的进化分支，共属基因1型；浙江犬源狂犬病

病毒株和鼬獾源狂犬病病毒株F01与温州、北京、河

北人源病毒株Wzl(H)／Wz0(H)、BeijingHl、Hebei0

(H)及江苏、云南犬源病毒Wxl、Md06共聚类为分

表3 部分GP不同区段氨基酸序列相似性比较

病毒株
信号序列 膜外Ⅸ 跨膜区 膜内区

nt(qo)∞(％)，l￡(％)∞(％)眦(％)∞(％)眦(％)∞(％)

DOl／F0l

D01／F05

96．5 100．0 98，9 99．3 98。5 95．5 99．3 100．0

78．9 78．9 88．7 96．4 87．9 86．4 87．4 86．4

D01／WzI(H)87．7 78．9 99．8 99．8 100．0 100．0 99．3 97．7

D01／CTN 80．4 77．8 87．7 94．5 80．3 77．3 90．4 88．6

F01／F05 78．9 78．9 88．3 96．1 89．4 90．9 86．7 86．4

F01／JX08--48 77．2 78．9 87．7 95．9 89．4 90．9 86．7 86．4

F01／ZJ．LA 78．9 78．9 88．3 96．1 89．4 90．9 86．7 86．4

F01／CTN 82．1 77．8 87．2 94．3 81．8 81．8 89．6 88．6

F05／WzO(H)78．9 73．7 88．7 88．7 87．9 86．4 86．7 86．4

F05／JX08—48 98．2 100．0 99．1 99．8 100．0 100．0 100．0 100．0

F05／ZJ．LA 100．0 100．0 99．8 100．0 100．0 100．0 100．0 100．0

F05／CTN 85．7 77．8 93．3 96．6 89．4 86．4 95．6 95．5

注：nt为核甘酸，aa为氨基酸
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Isolate No． Species oforigin／Country Accession No．

图3基于狂犬病病毒GP基因的种系发生分析(应用MEGA3 v3．1软件【91)

支I(BootstrapValues：91)，在种系进化上亲缘关系

最近；鼬獾源病毒浙江株F02。F05与江西株

JX08—48／ZJ．LA共聚类为分支11(Bootstrap Values：

100)，进化关系最近，与人用疫苗株CTN和广西、贵

州犬源病毒株CGX89一l、A101亲缘关系较近，与其

他野生动物分离株070308、MRV、DRV、CHll一BK

进化关系均较远；浙江病毒株与巴斯德株PV株进化

关系最远。

讨 论

狂犬病病毒浙江株14个GP基因序列长度均为

1575个核苷酸，编码524个氨基酸的糖蛋白前体，在

切除N端的19个氨基酸后，于内质网中经糖基化等

修饰成为成熟的糖蛋白，成熟的糖蛋白共含505个

氨基酸，包含3个主要功能区，膜外区：由1～439位

氨基酸构成；跨膜区：由440—461位的22个疏水氨
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基酸构成；膜内区：由

462～505位氨基酸

构成¨引。比对显示狂

犬病病毒浙江株GP

在氨基酸水平，最保

守的区段为膜外区，

该区决定了狂犬病病

毒的抗原特性，其微

小的变化即可能影响

到病毒的抗原性，其

他依次为跨膜区、膜

内区和信号肽，浙江

株GP编码区基因均

无重组发生，主要抗

原位点未出现较大的

变异，研究表明狂犬

病病毒进化过程中没

有基因组重组变异的

证据，点突变和纯选

择作用是病毒进化的

主要动力¨¨。

浙江地区14株

狂犬病病毒与本研究

引用的街毒株或者来

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

GP抗原位点和其他

功能位点进行变异分析，能够找到筛选疫苗免疫或

者分析免疫失败的直接证据，可以分析街毒株主要

抗原位点和淋巴细胞表位o2|，通过计算机分析蛋白

质序列上的最大局部亲水性"J，并联合现有的蛋白

质结构寻找潜在的蛋白质抗原决定簇。81，同时预测

特定区域位于蛋白质表面的可能性和骨架区的柔韧

性区域，Jameson和Wolf门1提出的综合预测方案，各

因素的权重分配为蛋白质二级结构占40％、亲水性

占30％、表面可能性占15％、柔韧性占15％位，综合

分析这些区域存在优势抗原表位的可能性最大，可

能出现潜在的蛋白质抗原决定簇。本研究参与比较

的浙江和国内其他地区狂犬病病毒街毒株以及疫苗

株GP基因变异均较小，作为主要的抗原区变异均不

大，这是因为狂犬病病毒本身具有很好的遗传稳定

性。13J，在氨基酸水平CTN株与我国多数街毒株相似

性要高于其他疫苗株，从而肯定了CTN株作为疫苗

㈣
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株的保护效果”引，而且这些街毒株主要的抗原位点

具有共同的保护性免疫作用，可作为筛选疫苗株。

GP基凶3个抗原区内氨基酸的变异可以对病毒免

疫原性有一定的影响，对于抗原部位其他位点存在

的变异，不排除这些氨基酸序列的改变导致病毒毒

力和免疫原性发生变化。

比较狂犬病病毒浙江株与中国其他不同地区代

表性街毒株GP氨基酸序列，发现浙江病毒株基凶变

异较小；与疫苗株相比，无论是序列相似性，还是GP

基因一些特殊位点的构成，均存在一定差异，浙江病

毒株与其他地区流行的代表株的相似性均高于其他

疫苗株；种系发生分析同样将街毒和疫苗株／同定毒

分为两个分支，它们之间在基因结构及进化关系上

存在一定的距离，表明抗原部位的变化不一定来自

免疫选择的结果，可能是狂犬病病毒在不同地理环

境下进化的结果¨纠，或者是其他选择压力如适应特

异性宿主所致。

比较不同基因型间及同一型内不同地区间狂

犬病病毒的基因序列，发现GP基因是狂犬病病毒5

个编码蛋白中变化最大的一个，由于RNA病毒突变

率高，即使是在单一种群中也表现出很大的序列差

异，而且这些病毒经过连续的实验室动物或细胞传

代，所得到的序列很难反映某个易变种群的真实变

异¨副；Sacramento等已经注意到在法国街毒株与疫

苗株之间GP差异达14．7％【l引，并提出有必要在世界

范围内，尤其是对那些曾有免疫失败报道的国家开

展狂犬病病毒的分子流行病学调查，因此分析街毒

株GP基凶特征是非常必要的，特别是目前国内对狂

犬病宿主动物的研究范围主要集中于犬，关于野生

动物的研究相对较少，但在国外一些消灭了家畜狂

犬病的国家地区所推行的针对野生动物的口服免疫

策略，野生动物狂犬病已明显下降，而我国对于狂犬

病重要传染源的野生动物狂犬病的免疫预防尚属空

白，有关狂犬病病毒GP的研究绝大多数来自对固

定毒或者作为疫苗株的减毒株进行的分析，因此分

析野生鼬獾狂犬病病毒GP基因特点更尤为重要。
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