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摘　要:目的　对２株毒力不同的狂犬病病毒克隆株(CTN１８１Ｇ３和CTN１８１Ｇ１２)进行神经毒力和全长基因序列的比较.

方法　分别对２株病毒用１０、１４和２１日龄小鼠脑内接种,测定小鼠的致死力(LD５０);同时用空斑法测定２株病毒的病毒滴度

(PFU),以lgPFU/lgLD５０比较２株病毒的毒力差异;分别对２株病毒进行全基因序列测定并分析,找出毒力差异关键基因位

点.结果　２株病毒对１０、１４和２１日龄小鼠的lgPFU/lgLD５０,CTN１８１Ｇ３株为０．０７、３．４０和６．６０,CTN１８１Ｇ１２株为＜－０．９、＜
－０．６和１．０４.全基因序列分析表明,二者共有８个核苷酸和６个位点的氨基酸存在差异.结论　CTN１８１Ｇ３株的神经毒力

明显低于CTN１８１Ｇ１２株,两者间６个氨基酸的差异是其毒力差异的分子基础.
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Abstract:Weaimedtocomparetheneurovirulenceandgenomesequencedifferencesbetweentworabiesviruscloneswith
differentvirulence．Thedifferentages(１０d,１４dand２１d)ofmiceweretestedfortheneurovirulence(LD５０)ofthetwoclones
byintracerebralinoculation．Theinoculatedviruscontent(PFU)wastestedbyplaqueassay．ThelgPFU/lgLD５０valuesofthe
twocloneswerecalculatedandcompared．ThefullＧlengthgenomesofthetwoclonesweresequencedandcompared．Theresults
showedthevaluesoflgPFU/lgLD５０testedinthe１０d,１４d,and２１dＧoldmicewithCTN１８１Ｇ３strainwerehigher(０．０７,３．４０
and６．６０,respectively)thanthatoftheCTN１８１Ｇ１２strain(＜－０．９,＜－０．６and１．０４,respectively),whichindicatedtheneuＧ
rovirulenceofCTN１８１Ｇ３strainwaslowerthanthatofCTN１８１Ｇ１２strain．ThefullＧlengthsequenceanalysisshowedthatthere
wereeightnucleotidesandsixaminoacidsdifferencesbetweenthetwovirusclones．TheneurovirulenceofCTN１８１Ｇ３islower
thanthatofCTN１８１Ｇ１２strainandthesixaminoacidsdifferencebetweenthemarethemolecularbasisfortheneurovirulence．
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　　狂犬病在世界范围内广泛分布,除南极洲以外

的所有大洲都有报告.进入２１世纪后,狂犬病仍然

是一个重要的公共健康威胁,每年大约有６００００人

死于狂犬病,它是最致命的动物传播传染病[１].目

前,９９％的人类狂犬病发生在发展中国家,主要在亚

洲、非洲、拉丁美洲和加勒比海地区.亚洲狂犬病病

例居世界首位,每年约有３００００人死亡(９５％ CI,

８１００Ｇ６１４００)[２].印度是狂犬病疫情最严重的国

家,其次是中国,２００７ 年 报 告 病 例 数 达 到 ３３００
例[３].２００４－２０１４年,狂犬病死亡人数居我国法定

感染性疾病前３位,中国狂犬病疫情形势十分严峻.
在控制和消除人类狂犬病的基本措施中,除了

对人类进行有效接种外,还必须对狗进行大规模免

疫.在西欧、中欧、加拿大和美国大部分地区,用诱

饵对野生动物进行口服免疫已成功地消除了当地的
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狐狸狂犬病并减少和控制了人类狂犬病[４].同时,
世界卫生组织(WHO)大力鼓励研究和开发安全有

效的犬饵口服疫苗,并为犬饵口服疫苗的研究和现

场应用制定了指南[５],一些高度减毒的疫苗株,如

SAG２和 VRG,已被 WHO推荐用于流浪狗的口腔

免疫[６],并在许多国家得到广泛应用[７].
本实验室对狂犬病减毒活疫苗的研究从２０世

纪８０ 年代就开始了,已成功筛选出 １ 株减毒株

CTNＧ１８１.CTNＧ１８１减毒株对４周龄小鼠不致病,
但对４周龄以下的小鼠而言仍会致病[８],且该病毒

具有异质性和遗传稳定性差.为培育出具有更高同

质性,减毒更稳定和更好免疫原性的减毒株,我们将

CTNＧ１８１通过豚鼠颌下腺内连续传３代,后空斑纯

化,发现不同的空斑病毒毒力变化很大.毒力高的

可达３．１６lgLD５０,低的则不致病[９].
本文就筛选到的一株对小鼠脑内无致病性的

CTN１８１Ｇ３株和另一株毒力较强的 CTN１８１Ｇ１２克

隆株进行毒力和全基因序列对比研究.

１　材料与方法

１．１　毒种和细胞　狂犬病毒减毒株 CTN１８１[１０]、

CTN１８１Ｇ３ 和 CTN１８１Ｇ１２ 为 本 室 筛 选 并 保 存;

BHKＧ２１细胞由美国泛特里军事医学研究所赠送,
用含１０％牛血清的 MEM３７℃培养.

１．２　实验动物　昆明鼠,SPF级,１０日龄/１４日龄/

２１日龄,由本院动物所提供,实验动物饲养许可证

编号为SCXK(京)００９Ｇ００１７,操作遵守«实验动物管

理条例»动物福利要求.

１．３　 小 鼠 脑 内 毒 力 测 定 　 将 CTN１８１Ｇ３ 和

CTN１８１Ｇ１２病毒分别接种于１０、１４和２１日龄的小

鼠脑内,观察 １４d,记录小鼠的发病 情 况,利 用

ReedＧMuench法计算LD５０.

１．４　 病 毒 空 斑 实 验[８]　 在 六 孔 板 中 制 备 单 层

BHK２１细胞,将病毒稀释至１０－１~１０－７系列,每孔

接种０．２mL,每个稀释度做复孔,并加两孔稀释液

作空白对照,轻轻摇晃,置于３７℃,５％CO２ 培养箱

中培养１h,每孔加入４mL含有１％甲基纤维素和

２％HEPES的覆盖物,置于３５℃,在５％CO２ 培养

箱中培养.７d后,弃覆盖物.在每孔加入２mL结

晶紫染料溶液.染色１５min后弃掉染料,计算空斑

形成单位(PFU/mL).

１．５　菌株、质粒及主要试剂　感受态 DH５α购自天

根生化科技北京有限公司;克隆载体pGEMＧTEasy
Vectorsystem 购自 Promega公司;QIAampViral
RNA试剂盒,购自 QIAGEN公司;逆转录试剂 GoＧ
ScriptReverseTranscriptionSystem,购 自 ProＧ
mega公司;Phusion超保真 DNA 聚合酶 Kit,购自

New EnglandBiolabs;QIA quick GelExtraction
Kit试剂盒,购自 QIAGEN公司.

１．６　引物设计及合成　根据 GenBank中登录号为

FJ９５９３９７ 的 CTNＧ１ 株 设 计 ８ 对 引 物,用 于

CTN１８１Ｇ３株和 CTN１８１Ｇ１２株的全基因组分段扩

增和序列测定,见表１.

表１　狂犬病病毒CTNＧ１克隆株全基因组分段扩增用引物

Tab．１　PrimersforwholegenomeamplificationofrabiesvirusCTNＧ１clone

片段 引物 引物序列(５′Ｇ３′) 位置/nt

１ CTNＧNＧF TACGCTTAACAACCAAATC １Ｇ８１５
CTNＧNＧR CTGCTTTATGAACCCTGT

２ CTNＧNPＧF TCAGGGCTAGTATCGTTT ７８０Ｇ２３６７
CTNＧNPＧR ATTCAACTTGTCTGGCTC

３ CTNＧPMＧF TCAAACTGCCTCTGGTCC ２０４０Ｇ３４７５
CTNＧPMＧR TCCTTCGTCCTCCACAAC

４ CTNＧMGLＧF ATACGGGCTTAACTCCAACCT ３１５７Ｇ５４７１
CTNＧMGLＧR GCTCGGCCTCTGACTCAAT

５ CTNＧGLＧF AAGAAAGAATACTTGCCTCCTA ５２３５Ｇ６７９７
CTNＧGLＧR TGATTGGTAGCCTGTGCC

６ CTNＧL１ＧF TATGGCTGTTATAGACATTG ６５０３Ｇ８４０４
CTNＧL１ＧR CTCAGAGTTCTCCACCTTA

７ CTNＧL２ＧF GCTTCACTCGGCTTCTCG ８２７７Ｇ９９０３
CTNＧL２ＧR CCCTCCTTCATCGTGGTC

８ CTNＧL３ＧF CTGCTTACCCGACCACGAT ９８７６Ｇ１１９２５
CTNＧL３ＧR TACGCTTAACAAAAAGACCAT

　　注:引物名称中的“F”表示正向引物,引物名称中的“R”表示反向引物.
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１．７　病毒 RNA 的提取及病毒基因组的分段 PCR
扩增　用 QIAampViralRNA 分别提取狂犬病毒

克隆株 CTN１８１Ｇ３和 CTN１８１Ｇ１２的基因组 RNA.
采 用 GoScriptReverse Transcription System 将

RNA反转录成cDNA,以其为模板,用表１中引物

进行分段PCR扩增.反应体系:５×PhusionHF缓

冲液１０μL,１０ mmol/LdNTP１μL,１０μmol/L
上、下游引物各２．５μL,DMSO１．５μL,DNA聚合酶

０．５,cDNA２μL,去离子水补足５０μL.反应条件:
初始变性９８℃３０s;９８℃１０s,５３℃３０s,７２℃
９０s,共３０个循环;７２℃再延伸５min.PCR产物

经１％琼脂糖凝胶电泳鉴定,采用 QIAquickGel
ExtractionKit纯化回收.

１．８　PCR扩增产物的克隆、序列测定及序列拼接与

分析 　 将 PCR 纯 化 产 物 分 别 与 pGEMＧT Easy
Vectorsystem 连接,转化感受态 DH５α,挑选阳性

克隆并通过菌落PCR鉴定,由上海立菲生物技术有

限公司(北京)测序,每个片段发送至少３个阳性克

隆用于双向测序.使用DNAstarMegAlign软件剪

接测序结果并进行分析.

２　结　果

２．１　CTN１８１Ｇ３株和 CTN１８１Ｇ１２株的空斑形成情

况　CTN１８１Ｇ３株和CTN１８１Ｇ１２株在BHK２１细胞

上可形成空斑,形成的空斑均为针尖大小,大小均匀

(见图１).

图１　狂犬病毒CTN１８１Ｇ３株(a)和CTN１８１Ｇ１２株(b)在BHK２１细胞上形成空斑

Fig．１　PlaqueinBHK２１ofCTN１８１Ｇ３andCTN１８１Ｇ１２

２．２　CTN１８１Ｇ３株和 CTN１８１Ｇ１２株毒力比较　当

测定减毒株的毒力 LD５０ 时,同时测定病毒滴 度

(PFU).毒力高低以二者对比lgPFU/lgLD５０表示,
即引起动物死亡的LD５０的病毒量(PFU)越大,毒力

越低,反之毒力越高.结果显示,在病毒感染量相差

不多(６．６~７．３lgPFU/mL)的情况下,CTN１８１Ｇ３对

２１日龄小鼠的脑内接种未致死,而 CTN１８１Ｇ１２的

LD５０高达６．２６lgLD５０/mL.对１４d和１０d龄小鼠

的 LD５０,CTN１８１Ｇ３ 亦 较 CTN１８１Ｇ１２ 低. 若 以

PFU 和 LD５０ 的 差 值 比 较,则 CTN１８１Ｇ３ 和

CTN１８１Ｇ１２二株对１０、１４和２１d日龄小鼠的lgPＧ
FU/lgLD５０差值分别为０．０７、３．４０,＞５．１和＜－０．９、

＜－０．６,１．０４.前者明显大于后者,表明CTN１８１Ｇ３

株的毒力明显低于CTN１８１Ｇ１２株(见表２).

２．３　CTN１８１Ｇ３株和 CTN１８１Ｇ１２株的全基因组序

列比较　狂犬病病毒 CTN１８１Ｇ３株和 CTN１８１Ｇ１２
株全基因组序列全长均为１１９２４nt,其中 CTN１８１Ｇ
３株已被 GenBank收录,登录号为 KU９４６９６１.

CTN１８１Ｇ３株和CTN１８１Ｇ１２株相比,P基因和

M 基因各存在１个核苷酸位点不同,G 基因存在４
个位点不同,L基因有２个位点不同.这８个核苷

酸位点导致２株病毒共６个氨基酸位点的不同,即
P蛋白和 M 蛋白各１个位点、G蛋白２个位点、L蛋

白２个位点,如表３所示.
以上P、M、G和L区内的６个氨基酸突变应该

是CTN１８１Ｇ３株毒力较CTN１８１Ｇ１２株低的分子基础.
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表２　２株狂犬病毒克隆株对不同日龄小鼠的毒力比较

Tab．２　VirulencecomparisonofCTN１８１Ｇ３and
CTN１８１Ｇ１２indifferentagemice

克隆株
感染量

(lgPFU/mL)

不同日龄小鼠的死亡情况

１０d １４d ２１d

CTN１８１Ｇ３ ６．６０ ５/５ ４/５ ０/５
５．６０ ５/５ １/５ ０/５
４．６０ ５/５ ０/５ －
３．６０ ５/５ ２/５ －
２．６０ ５/５ ５/５ －
１．６０ ２/５ ０/５ －
０．６０ ０/５ １/５ －

lgLD５０/mL ６．５３ ３．２０ ＜１．５
lgPFU/lgLD５０ ０．０７ ３．４０ ＞５．１

CTN１８１Ｇ１２ ７．３０ ５/５ ５/５ ２/５
６．３０ ４/４ ５/５ ４/５
５．３０ ５/５ ５/５ ５/５
４．３０ ５/５ ５/５ ５/５
３．３０ ５/５ ５/５ ５/５
２．３０ ５/５ ５/５ ４/５
１．３０ ５/５ ４/５ ０/５

lgLD５０/mL ＞８．２ ＞７．９ ６．２６
lgPFU/lgLD５０ ＜－０．９ ＜－０．６ １．０４

　　注:“－”未测

３　讨　论

狂犬病病毒属于Rhabdovirus家族的弹状病毒

属.它是一条单链负链 RNA.病毒 RNA 中每个

基因的顺序是:３′UTRＧNPMGLＧ５′UTR,每个基因

组由３个部分组成:３′非编码区、编码区和５′非编码

区.３′非编码区以 UUGU序列开始,５′非编码区以

U７结束.病毒基因组大小约１２kb,其中约９１％的

核苷酸参与编码５种已知蛋白,即核蛋白 N、磷蛋白

P、基质蛋白 M、糖蛋白 G 和 RNA 依赖性 RNA 聚

合酶L.N、P、L蛋白和基因组RNA形成核糖核蛋

白复合物(RNP),M 和 G 蛋白被包裹在 RNP的外

部并与RNP相互作用.
糖蛋白 G是一种跨膜蛋白,在病毒表面构成１

个突出物,它是狂犬病病毒与细胞受体结合的配体,
介导病毒与靶细胞的结合及其在神经系统中的分

布,以及病毒的毒性,这与疾病是密切相关的.糖蛋

白的总长度为５２４个氨基酸,NＧ末端１９个氨基酸构

成疏水信号肽,诱导新生蛋白通过粗面内质网膜.
成熟糖蛋白含有５０５个氨基酸残基,分为膜外区、跨
膜区和膜内区.

表３　CTN１８１Ｇ３、CTN１８１Ｇ１２株核苷酸和氨基酸位点差异

Tab．３　SitedifferencesofnucleotideandaminoacidbetweenCTN１８１Ｇ３andCTN１８１Ｇ１２

核苷酸 氨基酸

位点 CTN１８１Ｇ３ CTN１８１Ｇ１２ 位点 CTN１８１Ｇ３ CTN１８１Ｇ１２

P ４１６ G A １３９ R(AGA) K(AAA)

M ５６０ C T １８７ P(CCG) L(CTG)

G ５０６ A G １５０ H(CAT) R(CGT)

\ \ \ １９４ N(AAC) N(AAC)

８８３ G T ２７６ V(GTG) L(TTG)

\ \ \ ３３３ Q(CAA) Q(CAA)

１４０４ A G \ \ \
１４８２ A G \ \ \

L ２９７４ G C ９９２ V(GTG) L(CTG)

４４８６Ｇ８７ TG AT １４９６ W(TGG) M(ATG)

　　注:括号内为三联体遗传密码,括号外为一位氨基酸编码

　　G蛋白中３３３的精氨酸或赖氨酸是狂犬病病毒

致病的决定因素[１１Ｇ１２],当 G３３３精氨酸或赖氨酸突

变为谷氨酰胺、丝氨酸等其他氨基酸时,病毒的神经

毒性 显 著 降 低.许 多 现 有 的 狂 犬 病 弱 毒 株,如

SAG２,FluryHEP、ERA 等,这个位点都突变为其

他氨基酸[１３Ｇ１５].另有研究表明,G１９４位点由天冬酰

胺突变为赖氨酸[１６]会引起毒力的回升.本文中虽

然CTN１８１Ｇ３株和 CTN１８１Ｇ１２株 G３３３位点均为

谷氨酰胺,G１９４位点也均为天冬酰胺,但 CTN１８１Ｇ
３株的毒力完全减弱,而 CTN１８１Ｇ１２株虽较其他狂

犬病野毒株的毒力弱,但仍保留一定的毒力.如该

二株的原始株CTNＧ１和攻击毒CVS株对３周龄小

９８９１１期 石磊泰等:狂犬病两株不同毒力克隆株病毒的神经毒力和全长基因序列比较



鼠的lgPFU/lgLD５０值分别为－１．０和－１．１[１７],而

CTN１８１Ｇ１２株为１．０４.
狂犬病病毒 G蛋白存在３个中和抗原位点,其

中抗原位点Ⅱ位于３４~２００位氨基酸区段,是一个

典型的空间构象位点.根据 T 细胞的线性表位分

析,糖蛋白上的１８Ｇ４４、２４４Ｇ２９１、２９２Ｇ３２３和３３６Ｇ４５２
的氨基酸片段是必不可少的[１０].本文中CTN１８１Ｇ３
株和CTN１８１Ｇ１２株的 G１５０位点存在不同,该位点

位于抗原位点Ⅱ;另一关键位点 G２７６也存在差异,
该位点位于 T 细胞线性表位.两个关键位点的差

异应是二者毒力不同的关键因素.
本研究通过 CTN１８１Ｇ３株和 CTN１８１Ｇ１２株的

全基因组分析,结果发现,P、M、G、L蛋白发生了８
个核苷酸突变,导致６个位点的氨基酸变化,其中

G１５０和 G２７６氨基酸的不同,是毒力减弱的２个关

键位点,认为这６个氨基酸位点的不同是２株病毒

毒力不同的分子基础.
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