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摘　要:目的　为了解青海地区狂犬病病毒在人和不同动物中的流行趋势和变异特点.方法　在２０１２至２０１６年间,我
们从青海不同地区收集１９４个组织样本,用直接荧光抗体(DFA)进行检测.获得的阳性标本在进行核酸扩增和序列测序分

析.结果　从１９４个标本中获得了３８个直接荧光抗体(DFA)阳性标本,从３８个阳性标本中获得了８个狂犬病病毒全基因组

序列,比较这８个完整核苷酸序列,并与CQH２０１２D(KM２７２１９２．１)和来自西藏的２０１２年的 CXZ１２０１D犬(KC４６３５２)株进行

同源性分析,发现他们与２个核苷酸序列之间的相似性在９５％和１００％之间.对８个 G基因和 N基因核苷酸序列和从中国

和世界的代表株的进化分析,结果表明我们得到的狂犬病病毒核苷酸全序列属于 ArcticＧlike２组,是ChinaⅣ基因型,从３８个

DFA阳性标本的地区分布分析表明,阳性标本的发生率在青海地区有从西向东逐渐减少的趋势.结论　青海流行的狂犬病

以 ArcticＧlike２为主,并随动物迁徙有由西向东扩展的趋势,流行病学数据提示人和家养动物狂犬病的传播途径是感染了狂

犬病的犬或狼咬伤而发病.
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Abstract:Weinvestigatedtheepidemictrendandthecharacteristicsofmutationaboutrabiesvirusinhumananddifferent
animalsinQinghai．From２０１２to２０１６,wecollected１９４tissuesamplesfromdifferentregionsofQinghai,anduseddirectfluＧ
orescentantibody(DFA)totestthem．Thepositivesampleswereanalyzedfornucleicacidamplificationandsequenceanalysis．
Weobtained３８directfluorescentantibody(DFA)Ｇpositivespecimensfrom１９４tissuesamplesandgot８wholegenomeseＧ

quenceofrabiesvirusfromthese３８positivespecimens．Comparingthecompletenucleotidesequencesofthese８strainswith
eachotherandwithCQH２０１２d(KM２７２１９２．１)and２０１２CXZ１２０１DdogfromTibet(KC４６３５２)strainforthehomologyanalyＧ
sis,wefoundthatthenucleotideidentitywasbetween９５％and１００％inbetweenanytwostrains．TheresultofthephylogeＧ
neticanalysisoftheNgenesandGgenesofthese８strainsandrepresentativestrainsfromChinaandelsewhereintheworld

showedthatthenucleotidesequencesofthesevirusesbelong
totheArcticＧlike２group,whichwascloselyrelatedtothe

ChinaIVlineage．Analysisoftheregionaldistributionof３８

DFApositivespecimensindicatedthattheincidenceofposiＧ

tivespecimensgraduallydecreasedfromwesttoeastinQingＧ

haiProvince．TheArcticＧlike２wasthemainprevalencetype

ofrabiesinQinghai,anditstendtoexpandfromwesttoEast

withthemigrationofanimals．TheepidemiologicaldatasugＧ
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gestthattherabiesfoundindomesticanimalsorhumancamefrominfecteddogsorwildwolvesintheQinghaiＧTibetPlateau
areainChina．
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　　目前,在国内研究狂犬病的主要对象是狗和人

类,而较少对野生动物进行研究.然而,近年来,狂
犬病病毒(RABV)也已从其他野生动物中分离出

来,包括猫、狼、狐狸、大鼠、蝙蝠和家畜,牛、猪、羊和

梅花鹿等[１Ｇ３].早在１９９１年初,在我国内蒙古突泉

县[４],狼突然袭击了一个村子,咬伤了人,牛和马.
与此同时,在村里发现许多不明原因的狐狸死亡.
在２００２和２００８,许多类似的案件也发生在我国浙

江省淳安县和周边地区,随后研究人员从被鼬獾咬

伤后死亡的家养动物(狗、猫、猪)中得到狂犬病病毒

的全序列[５Ｇ６],同时,在２００７,研究人员从内蒙古浣

熊狗和红狐身上分离出狂犬病病毒[７],２０１２,韩国科

学家在家养的动物(狗和猫)和野生动物(浣熊狗)中
检测到狂犬病病毒[８].自１９８６以来,我省根据流行

病学调查资料和临床诊断结果,２０余只家畜在被感

染犬或狼咬伤后感染了狂犬病,但是由于实验条件

有限,研究人员没有得到实验室资料直到２０１２和

２０１４年,我们发现在青海省果洛藏族自治州和玉树

藏族族自治州发生了类似狼伤人和家畜事件,因此,
我们开始收集狗、牦牛脊髓和人类血清和唾液标本

的脑组织.对核酸片段进行测序并比较和分析,建
立分子进化树,以确定感染的来源和传播途径.

１　材料与方法

１．１　收集不同来源的组织样本　２０１２—２０１６年我

们从青海省不同地区共收集了１９４个样本,包括果

洛州、玉树州、黄南州、海北州、海西州、海南州、海东

市.样本包括１例患者血清标本,５人唾液,３只牦

牛骨髓,和８只狼和其他动物样本的脑组织(２只

猫,１只蝙蝠和３只狐狸),其余１４２个样本由３种

犬的脑组织组成(见表１),第１种是有狂犬病的病

犬,有咬伤的人和牦牛,第２种是犬被野狼或狂犬病

咬伤,第３种犬是流浪犬或垂死的犬(活的动物是以

安乐死的方式处死,死去的动物是取尸体).

１．２　直接免疫荧光法检测狂犬病病毒　取脑组织

或脊髓,均匀的涂印在载玻片上(使用前,将玻璃浸

泡在无水酒精中３０min)制成组织压印片,用丙酮

固 定１０min,加 入 狂 犬 病 病 毒 荧 光 素 标 记 的 抗

表１　不同动物样品的组成

Tab．１　Thecompositionofdifferentanimalssample

动物类型 样本数(只) DFA阳性数 全序列数

犬 １４２ ３０ ５

狼 ８ ３ １

牦牛 ３ ２ １

人 ５ ３ １

猫 ２ ０ ０

蝙蝠 １ ０ ０

狐狸 ３ ０ ０

RABVＧN单克隆(Japanese,Chemiconcompany)和
伊文斯蓝染料在压片上,在３７℃下孵育３０min后,
用PBS液洗涤３次,吹干.用９０％甘油封闭片,在
荧光显微镜下,可见针尖大小,点状,发绿色荧光的

颗粒,疑似高尔基体体(Negri小体)和病毒颗粒[９].

１．３　核酸提取与逆转录反应　用 TRIzol法(AmＧ
bion,USA)[１０Ｇ１１]从脑组织和脊髓中提取总 RNA.

OligoＧdT (TaKaRa,Japan)作为一个随机引物,用
ReadyＧToＧGoTM YouＧPrimeFirstＧStrandBeadskit
(GE Healthcare,UK)为逆转录反应试剂,根据试

剂盒说明书对 mRNA进行第一链cDNA的合成.

１．４　PCR 引物　通过参照 NCBI库中８个毒株

(AY９５６３１９．１, AF４９９６８６．２, EF４３７２１５．１,

HE８０２６７６．１, HQ４５０３８６．１, KC１７１６４５．１,

KF１５５０００．１,NC００１５４２．１)的基因组保守区序列设

计了７对外引物和７对内引物(见表２),由上海生

物工程有限公司合成.

１．５　PCR 扩增　用合成的cDNA 为模板,用 GoＧ
TaqGreenMasterMixKit(Promega,USA)对７
对外引物和７对内引物片段进行扩增,巢式PCR条

件[１２]如下:第１次扩增:９４℃,预变性３min,９４℃
３０s,５６℃３０s,７２℃１min４０s,共３４个循环.第２
次扩增为９４℃,预变性３min,９４℃３０℃,５６℃４０
秒,７２℃３０℃,３５次循环,７２℃１０min,用１．５％
琼脂糖凝胶１２０V,３０min电泳,用 TaKaRa(１００
bpＧ２０００bpDNA)Markers进行鉴定扩增产物.如

果样本显示阳性条带,将其切下用于下一步的实验.
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表２　本文中使用的引物序列

Tab．２　Primerreferencesequencesusedinthisstudy

命名 引物序列 核苷酸数 退火温度 位点 长度

１rabiesF１ acgcttaacaacaagatcaaagaagaa ２７ ６２．７

１rabiesR１ ccctggag(A)ggttaggaaagttgac ２４ ６４．５ １９２７ １９２７

rabiesR２ ttgtctgactatctggactccaacatt ２７ ６２．７ １８３４ １８３４

rabiesF３ gaagataatcaggctcatctccagg ２５ ６２．７ １６１０

１rabiesR３ gatgtccccagtctcggattctc ２３ ６３．７ ３９４０ ２３３１

rabiesF４ caagtatcgagaagactttcagatggat ２８ ６３．２ １７３８

rabiesR４ atatctggggtcaccggccat ２１ ６５．０ ３７０１ １９６４

rabiesF５ ggg(A)aaattccccatctacacgatac ２５ ６４．３ ３３７５

rabiesR５ tg(A)gaacaattg(A)tctgtcagggtcat ２５ ６４．５ ５６２４ ２２５０

rabiesF６ tcc(T)tacatggaacttaaagtgggataca ２８ ６４．１ ３５０１

rabiesR６ tagtca(G)gaattcctcaa(G)gatgttggg ２５ ６３．１ ５５２０ ２０２０

rabiesF７ tgaaggacataagcaatagcttacaatca ２９ ６４．５ ５２６０

rabiesR７ c(T)ccgatgaggtctgatct(G)gtctga ２４ ６５．１ ７４２３ ２１６４

rabiesF８ gtacataattataaagggctgggtcatct ２９ ６３．６ ５３０８

rabiesR８ tcctct(C)gtt(C)gactccaatct(G)ttgatg ２６ ６８．８ ７３１１ ２００４

rabiesF９ gacttgataattggtcttaaaccaaagga ２９ ６４．４ ７０１６

rabiesR９ ccgtatatgttgacaggg(A)aagatggt ２６ ６４．８ ９６４５ ２０６３

rabiesF１０ tggccaactacatcctgcca(C)ctt(C)t ２４ ６６．８ ７１２８

rabiesR１０ gccactaagatt(C)gaatataagagcccct ２８ ６５．５ ９５９１ ２４６４

rabiesF１１ catgtttcagccattgatgctttatg ２６ ６５．１ ９２６２

rabiesR１１ ctctc(T)tgcatctcactcttt(C)ggg(A)ct ２５ ６５．４ １１１４１ １８８０

rabiesF１２ agaatatctagaatggtttctggagct(G)gt ２９ ６３．５ ９４４０

rabiesR１２ gctacaattgaacaacacaaggctcat ２７ ６５．２ １１１１６ １６７７

rabiesF１３ agtgatagattttgactccatctggga ２７ ６３．９ １０６８４

rabiesF１４ cagaagttactgacatc(T)gcatctatcaa ２８ ６３．５ １０８０６ １１２３

rabiesR１４ acgcttaacaaataaacaagaaagataaaaa ３１ ６３．５ １１９２８ １２４５

１．６　cDNA 测序　MiniBEST AgaroseGelDNA
ExtractionKitVer．４．０(TaKaRa)试剂用于熔化

和纯化切下的含 DNA 片段的琼脂糖,用得到纯化

DNA作为模板,用 BigDyeTerminatorv．３．１kit
(AppliedBiosystems,USA)进行了测序反应扩增,
扩增的片段通过PerformaDTRGelFiltrationCarＧ
tridgeskit(EdgeBio,USA)进行纯化,(上述实验

参照试剂盒说明书),用 ABI３５００基因分析仪进行

序列测序.

１．７　序列分析与系统发育树的构建　用 ATGC软

件 (GenetyxCo．Tokyo,Japan)校准测序的序列片

段,用DNAstar(５．０１version,Lasergene,USA)软
件用来拼接序列,TheClustalX 软件[１３]用来进行

全序列比对,用 Mega２软件包中的 TheNeighbor
Joining(NJ)法[１４]构建系统发育树,并用 １０００ 个

Bootstrap(BP)复制方法估计 bootstrapneighborＧ
joinintree的可靠性.

２　结　果

２．１　狂犬病病毒抗原检测　在２０１２—２０１６年间,
我们从青海省玉树、黄南、果洛、海北、海西、海东市

等地获得了１９４个动物脑组织标本,其中有牦牛骨

髓、家犬脑组织和自然死亡狼脑组织标本等均用于

制成组织压印片.在荧光显微镜下,我们观察到不

同大小带荧光的点和点状物,见(图１),从这１９４种

不同的动物获得３８个DFA阳性结果.
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(a)狂犬病病毒抗原阴性犬脑组织;(b)狂犬病病毒抗原阳性

的２０１４狼脑组织;(c)狂犬病病毒抗原阳性２０１４年牦牛脊

髓;(d)狂犬病病毒抗原阳性２０１４犬脑组织

图１　直接免疫荧光法(抗狂犬病病毒N单克隆抗体)

检测狂犬病毒核蛋白抗原

Fig．１　Detectionofrabiesvirusnucleoproteinantigens
bydirectimmunofluorescentassaywithantiＧraＧ
biesvirusNmonclonalantibody

２．２　流行病学分析　在２０１２和２０１６年间,分别在

青海省果洛藏族自治州玛多县扎陵湖和鄂陵湖附

近,家犬和羊群被狼咬伤后不明原因死亡,同时,两
主人被自家的犬咬伤继而感染了狂犬病而死亡,

２０１４年,青海玉树藏族自治州称多县仲达乡和拉卜

乡,发生了许多类似的疫情,因为狼咬犬,犬感染狂

犬病后咬伤牦牛和羊,同时,人们在村里发现了野狼

的尸体.在４年的时间里,我们得到了３８个阳性样

本,它们主要分布在玉树和果洛藏族自治州(见图

２),在海北州或西宁地区没有发现阳性样本,大部分

DFA阳性标本 分 布 在 青 海 省 西 部 和 南 部,而 且

DFA阳性样品的分布趋势是由西向东递减.在相

邻的省份西藏和甘肃,在２０１２年和２０１３年,也有狂

犬病发生的报告,但是对于 ２０１３ 年来自甘肃的

CGS１３０１D．GS株,属于 ChinaI型[１５],它与青海得

到的序列不是相同的基因型别.根据流行病学区域

分布数据,青海省狂犬病病毒的传播途径为西向东.
在时间分布上,阳性率主要在２０１４和２０１５年,阳性

样品２６个,占总阳性样品的６８．４２％,２０１６年开始

的阳性病例在减少,主要是因为我省牧区开展家养

犬定期接种疫苗和对疯狗捕杀的工作.

图２　青海地区DFA阳性数和样本的区域分布图

Fig．２　TheregionaldistributionofDFAＧpositivecaseandsamplesinQinghaiprovince

２．３　核酸序列分析　通过对３８个 DFA 阳性标本

进行核酸序列片段的扩增和测序,通过生物信息学

软件将序列直接连接在一起,最终获得８个全长基

因组的核酸序列,(其余的样品由于核酸浓度较低,
未测序成功).这８个核苷酸序列提交到 GenBank
后 得 到 的 登 录 号 为:(KY９８２９２３、KY９９７５２、
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KY９８２９２２、KY９１２０３６、KY９５２２２０、KY９５２２１９、

KY９６４３２３和 KY９６４３２２).狂犬病病毒的基因是

典型基因组结构,它由 NＧPＧGＧGＧL片段组成,第一

个开放阅读框(ORF)编码核蛋白(NP)开始于７５
(CQHY２０１４W),７６(CQHM２０１６D,CQHY２０１４D１５０,

CQHY２０１６D),７８(CQHY２０１４Y)和７９(CQHM２０１２Ｇ,

CQHY２０１４DＧY,CQHM２０１６H)位氨基酸,长度为

１３５０bp,编码区起始于ATG密码,终止于TAA或

TGA;PP１４３Ｇ１４８具有高度保守的 DKSTQT 结构

域,保证和Dynin相互作用.在细胞质中,在含有结

构脯氨酸PPEY 的 MP４５Ｇ４８中,确保功能基的结

构不改变;５５Ｇ５８NLS的 GP糖基化位点,２６５Ｇ２６７
的DET,３３３Ｇ３３５KVS,３５Ｇ３４０的 NKT,通过分析,
我们发现这８个核苷酸序列中相似性和我们实验室

在２０１２年提交的序列 CQH２０１２D(KM２７２１９２．１)
的相似性在９５％－１００％,在序列结构上没有差异

(见表３).

表３　狂犬病全序列标本基本情况

Tab．３　Thebasicsituationofwholesequencerabiesspecimen

实验室编号 宿主 样品类型 样品编号 时间 收录号 其他

２０１２humang human surmer CQHM２０１２H ２０１２．１２ KY９８２９２３ Bittenbydog

２０１４dogＧYak dog brain CQHY２０１４DＧY ２０１４．４ KY９９７４５２ dogＧYak

２０１４Yak cattle spinalcord CQHY２０１４Y ２０１４．４ KY９８２９２２

２０１４dogＧ１５０ dog brain CQHY２０１４D１５０ ２０１４．１０ KY９１２０３６

２０１４wolf wolf brain CQHY２０１４W ２０１４．１１ KY９５２２２０ Naturaldeath

２０１６dog dog brain CQHM２０１６D ２０１６．１１ KY９５２２１９ DogＧhuman

２０１６human human saliva CQHM２０１６H ２０１６．１１ KY９６４３２３ Bittenbydog

２０１６ysdog dog brain CQHY２０１６D ２０１６．６ KY９６４３２２

２．４　核苷酸序列的进化分析　我们比较了８株狂

犬病病毒开放阅读框(ORF)的 G基因和 N 基因核

苷酸序列与来自 GenBank中的中国和世界各地３５
株 N基因和３８株G基因序列,构建NJ(NJ,复制＝
１０００)进化树,但 N 基因和 G基因的结果相同.本

研究以８个 N基因序列和分别来自我省２０１２年的

CQH２０１２D株(KM２７２１９２．１)和来自西藏的２０１２
年的CXZ１２０１D犬(KC４６３５２)株,它们形成一个独

立的分支(图３).按照中国狂犬病病毒分成６个主

要基因型(ChinaIＧChinaVI)[１５Ｇ１６]作为参考,我们得

到的８个核苷酸序列属于ChinaⅣ,与 ArcticＧlike２
类病毒高度相关,其中包括２００８年在内蒙古分离的

neimeng９２５(FJ４１５３１３)和neimeng１０２５b(EU６５２４４５),
这些分离株具有非常密切的亲缘关系,他们和在中

国其他流行地区分离到的基因型别(ⅠＧⅡ)[９]有很

大的区别,(见图３).虽然我们没有足够的证据发

现我国有独立持续存在野生动物中的狂犬病,以前

的研究表明所有的结果都是狼的狂犬病是从狗溢出

引起的[７].然而,根据序列的相似性和流行病学的

数据分析,表明狂犬病毒在中国青藏高原地区的传

播途径是家养动物和人被野生狼或疯犬咬伤后发

病.

３　讨　论

在我国狂犬病病例的报道中大多数是犬类,相
对较少发生在牛中[１７].然而,在我国牛的狂犬病也

有少量报道,曾发生在新疆和河南省[１８Ｇ１９].近年来,
韩国和其他地方有狂犬病发生在家养动物和野生动

物上的报道[２０Ｇ２２],在我们的研究中,在青海省的人和

不同动物组织样品(牦牛、狼、狗)中检测到狂犬病病

毒.在我们此次的调查中表明狂犬病可以从被野狼

咬伤的家养狗传播给家养的牦牛和人,通过青海狂

犬病最近流行趋势表明,野生的狼可以在中国西北

传播狂犬病.
在中国狂犬病的基因型中,目前 ChinaⅠ型为

优势型别,其中８０％分布在１９个省(自治区、直辖

市),ChinaⅡ型遍及全国７个省(自治区、直辖市).
然而,中国的Ⅲ,Ⅳ,Ⅴ和Ⅵ组相对发生率较低,其分

布区域相对有限[９],我们对本研究获得的８个核酸

序列进行了 G、N基因核苷酸序列的同源性和进化

分析,比较他们与西藏犬 XZ１(２０１２)与和蒙古野生

动物的亲缘关系,发现了同属于 ArcticＧlike群,该
群主要分布在世界的北极地区,以及亚洲西部、俄罗

斯、内蒙古、韩国等国家和地区,并在野生动物中发

现[１８],我们此次从青藏高原地区的家畜和野生动物
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“红点”是青海省疾病预防控制中心提交序列,“绿点”是中国疾

病预防控制中心提交序列.

图３　基于中国狂犬病病毒和世界其他国家狂犬病病毒

N基因开放阅读框(ORF)核苷酸序列的系统发生树

Fig．３　Phylogenetictreebaseontheopenreadingframe
(ORF)nucleotidesequencesoftheNgeneofChiＧ
neserabiesvirusesandthosefromothercountriein
theworld

中分离出 ArcticＧlike２病毒.他们都属于中国 Ⅳ
组.I．V．Kuzmin在他的研究[２３]表明喜马拉雅山

脉和西藏的山区可能是野生动物中病毒种群的自然

屏障,但我们在研究中发现的证据表明狂犬病可以

打破这种自然屏障.我们所获得的序列和２０１２年

从CXZ１２０１d(KC４６５３７２)序列高度相似,这一结果

表明 ArcticＧlike２病毒分布在中国的西北部青藏高

原地区.此外,由青海病毒阳性的地区分布表明,提
示青海由西向东传播狂犬病的趋势与野生动物由西

向东的迁移可能有一定关系.
青海位于中国西北部的青海西藏高原、果洛藏

族自治州和玉树藏族自治州位于青海省南部,与玉

树与西藏、四川、新疆和其他省份接壤.本研究中,

３８个阳性样品主要分布在玉树州称多县和果洛州

玛多县扎陵湖和岭湖,牦牛是青海－西藏高原上较

为常见和优质的家畜,由于其对青海恶劣生态条件

的适应性强,高山草场和雪地是这些草畜不可缺少

的,牦牛在天然草地上放养,使它们易受野生动物伤

害.牧民靠放牧牦牛和羊群为生,犬被用来保护主

人和家畜.当狼携带狂犬病并咬伤家畜,如犬时,犬
会携带狂犬病,那么主人也会被狗咬伤后死于狂犬

病.在青藏高原上有许多野生动物,主要包括狼、红
狐、棕熊、雪豹、土拨鼠等.２００９年,约翰逊[２４]在土

耳其发现狐狸、牛、猫、松鼠和其他野生动物的狂犬

病.２０１５年中国畜牧业发表的一项研究指出,在我

国北方浣熊狗可以传播ArcticＧlike狂犬病病毒给人

和动物.最近的研究表明,其他野生动物(田鼠、狐
狸和蝙蝠)也能传播狂犬病病毒[２５],在我们的研究

中,我们收集了猫、狐狸和蝙蝠的样本,但没有发现

阳性标本.这些结果表明,我们应该加强在中国西

北地区狂犬病的研究和密切关注其他病毒基因型的

传播.
(致谢:作者在卢茁壮博士的指导和帮助下完成

了所有的实验室工作和引物设计.卢茁壮博士来自

中国疾病预防控制中心,担任青海项目官员的国家

顾问.他在我们实验室工作了一年,参与和指导我

们的实验市工作.此外,我们还得到了我省的州、县
疾病预防控制中心在样本采样和流行病调查工作的

支持,在此一并致谢!)
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