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Abstract：The glycoprotein gene（G） of 12 Rabies virus isolates from different areas in Guangxi were 
analyzed and sequenced. The results indicated that all rabies virus isolates from Guangxi belong to 
genotype I and could be divided into 3 groups. GX01, GX08, GX09, GX014, GX091, GX195, GX260 
and GXLA strains belong to group Ⅰ. GX219, GX074 and GXBM strains belong to group Ⅱ. GXN119 
strain belongs to group Ⅲ. The nucleotide homologies of rabies virus isolates were 97.6% to 99.9% in 
group Ⅰ and were 98.2% to 99.0% in groupⅡ. The homologies of amino acid sequence were 97.7% to 
100% in that the mutations of nucleotide mostly were synonymous mutations, either the main antigenic 
regions of GI and GⅡ or the main antigenic sites of 36, 263 and 367 amino acid were not any mutative, 
only the 332 site of valine mutated to isoleucine. The mutations of the deduced amino acid sequence 
focus on -16, -15, -14, -13, -5, -2, 90, 96, 132, 140, 156, 168, 170, 204, 241, 249, 253, 264, 289, 332, 
382, 427, 436, 445, 463 and 474 amino acid on the glycoprotein, all mutations of amino acid has group 
specificity. 
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摘要：对广西 12株狂犬病病毒株 g基因全序列进行测序分析，结果显示：广西毒株属于 I型，可分为 3个群，即

Ⅰ群、Ⅱ群和Ⅲ群。GX01、GX08、GX09、GX014、GX091、GX195、GX260、GXLA  8株为Ⅰ群， GX219、

GX074、GXBM 3株为Ⅱ群， GXN119株为Ⅲ群。Ⅰ群的广西毒株 g基因核苷酸的同源性为 97.6%～99.9%，氨

基酸同源性在 97.7%～100%之间；Ⅱ群的核苷酸的同源性为 98.2%～99.0%，氨基酸的同源性在 98.5%～99.2%之

间。糖蛋白在主要的抗原位点 GI、GⅡ区以及与中和抗原有关的 36、263、367位氨基酸没有变异，GⅢ区上只有

Ⅱ群在 332位缬氨酸变异为异亮氨酸，G蛋白上的氨基酸主要在-2、-5、-13、-14、-15、-16、90、96、132、140、

156、168、170、204、241、249、253、264、289、332、382、427、436、445、463、474位共 26个氨基酸发生

了变异，这些氨基酸的变异具有群的特异性。 
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狂犬病是由狂犬病病毒引起的高致死性人兽

共患传染病，广泛分布于亚、非、欧、美等各大洲，

严重威胁人畜的健康[1]。狂犬病在中国时有发生，

主要分布在广西、湖南、广东、四川、贵州、湖北、

山东、江西、河南、安徽、江苏、河北、福建等省

(区)[2] 。广西是全国狂犬病的高发区和老疫区[3]，

2003年人患狂犬病达到519例，发病率居全国第一，
已成为广西的公共卫生问题和社会问题。为了了解

广西地区狂犬病病毒野毒株的遗传特点和进化规

律，我们对确诊的 12 株狂犬病病毒株的 g 基因进
行扩增、克隆和测序，与已发表的国内外部分毒株

进行序列比较分析，为广西狂犬病预防控制、狂犬

病病毒致病机理等方面的研究打下良好的基础。 

1  材料与方法 
1.1  狂犬病病毒分离    
由广西各地市兽医站采样送检，共 595份，经

PCR、小白鼠脑内接种试验确诊的 12株野毒株，其
中 5株分离自疯犬，7株分离自正常犬。 
1.2  所用引物   
本试验所用的引物 N1：5’-CTACAATGGATGC 

CGAC-3’和 N2: 5’-TTGCTCAACCTATACAGAC-3’
为诊断用引物，扩增位置为 66-525。GP1 : 5’-ATC 
CCT CAAAAGACTCAAGG-3’和 GP2: 5’-CCGTT 
AGTCACTGAAACTGC-3’为克隆用引物，扩增
1815 bp的 g基因全序列。 
1.3  病毒 RNA的提取及 RT-PCR   
狂犬病阳性脑样品经研碎、Hank’s 缓冲液稀

释、颅内接种小白鼠，至小鼠出现明显症状濒死时，

处死小白鼠取脑，研磨成 10%乳剂，用 Trizol法进
行提取总RNA。取抽提好的RNA样品 16µL于 PCR
管中，加入 1µL GP1(25 pmol/µL)，5×RTase Reac- 
tion Buffer 5.0µL，dNTPs(2.5 mmol)2.0µL，RNasin 
(40 U) 0.5µL，M-MLV RTase (200U/µL) 0.5µL，置
PCR仪中，42.0℃ 60 min，95.0℃ 5 min。反应结
束后，立即用或-70℃ 保存备用。 
1.4  聚合酶链式反应（PCR）  

取反转录产物 10.0 µL，加 10×Reaction 
Buffer 5.0µL，dNTP（2.5 mmol）4.0µL，引物 GP1
（25 pmol/µL）1.0µL，引物GP2（25 pmol/µL）1.0µL，
MgCl2 (25 mmol)4.0µL，Taq DNA聚合酶（5U/µL）
0.5µL，无菌H2O 24.5µL，置 PCR仪中，94℃ 5 min，
94℃ 30 s，50℃ 90 s，72℃ 90s，40个循环，72

℃延伸 5 min，反应结束后 4℃保存。 
1.5  PCR产物胶回收、连接、鉴定及测序   

 PCR 产物在 1%琼脂糖凝胶电泳，证实为含
1815 bp 片段。按照胶回收试剂盒说明书进行，回
收的目的 DNA 按连接试剂盒说明书进行连接，然
后，将连接产物转化到感受态细胞 DH5ɑ中培养，
抽提重组质粒鉴定，将阳性菌株送大连宝生物工程

有限公司进行基因的测序。 
1.6  基因序列分析   
将分离毒株 g基因的核苷酸序列与国内外发表

的部分毒株的 g基因全序列进行比较，分析其核苷
酸和氨基酸的同源性。 

2  结果 
2.1  测序结果    
用所设计的包括完整 g基因的引物GP1和GP2

扩增阳性病料，经测序得到 1815 bp核苷酸序列，
包含了 g基因全序列 1575 bp片段。 
2.2   g基因核苷酸序列比较     
广西毒株GX01、GX08、GX09、GX014、GX091、

GX195、GX260、GXLA的 g基因核苷酸的同源性
在 97.6%～99.9%之间，称为 I群；GX074、GX219、
GXBM 毒株之间的同源性为 98.2%～99.0%，称为
Ⅱ群；GXN119 株另立为Ⅲ群。I 群与Ⅱ群毒株间
的同源性在 86.9%～87.7%之间，与Ⅲ群 GXN119
株的同源性为 86.5%～87.8%。Ⅱ群与Ⅲ群 GXN119
株的同源性在 86.2%～87.6%之间。Ⅲ群 GXN119
株与泰国的 8743THA株同源性是 97.2%，与马来西
亚的MAL-HM株的同源性为 96.1%(数据略)。 
2.3  g基因推导的氨基酸序列比较   

通过比较广西狂犬病野毒株 g基因推导的氨基
酸同源性，显示 I 群毒株的氨基酸同源性最高，在
98.1%～100%之间，其中 GX014、 GX09、GX260
三个毒株之间的氨基酸同源性为 100%。I群与Ⅱ、
Ⅲ群之间的同源性较低，为 93.5%～95.6%。Ⅱ群之
间的同源性为 97.7%～98.5%，与Ⅲ群 GXN119的同
源性为 93.7%～94.7%。 

2.4  G蛋白上抗原位点的比较   
研究表明狂犬病 G 蛋白具有至少三个抗原决

定簇，分别为 GⅠ（209）、GⅡ（34-42、198-200）、
GⅢ（330-357），GP的抗原性变化常常是由抗原决
定簇某些位点的变异造成。本研究对三个抗原决定

簇内的重要位点进行了比较发现仅有Ⅱ群中所 
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表 1  广西分离毒株 G基因序列的同源性 
Table 1  The homologies of  rabies virus isolates G genes from Guangxi 

 GX 
01 

GX 
08 

GX 
09 

GX 
014 

GX 
091 

GX 
195 

GX 
260 

GX 
LA 

GX 
074 

GX 
219 

GX 
BM 

GXN 
119 

GX01  98.0 98.0 98.2 98.3 97.9 97.8 98.1 87.7 87.5 87.6 87.7 
GX08 98.9  99.9 99.9 98.1 99.6 99.6 97.8 87.3 87.0 87.1 87.7 
GX09 99.0 99.8  99.9 98.1 99.6 99.6 97.8 87.3 87.0 87.1 87.7 

GX014 99.0 99.8 100  98.2 99.7 99.7 97.9 87.4 87.1 87.3 87.8 
GX091 98.9 99.2 99.4 99.4  98.0 99.4 98.8 87.8 87.4 87.5 87.8 
GX195 98.9 99.6 99.8 99.8 99.2  99.7 97.7 87.1 86.9 87.0 87.6 
GX260 99.0 99.8 100 100 99.4 99.8  97.6 87.1 86.9 87.0 87.6 
GXLA 98.1 98.5 98.7 98.7 98.9 98.5 98.7  87.5 87.1 87.2 87.2 
GX074 94.3 94.5 94.7 94.7 94.3 94.5 94.7 93.7  98.2 98.2 86.2 
GX219 94.1 94.3 94.5 94.5 94.1 94.3 94.5 93.5 98.5  99.0 86.7 
GXBM 93.7 93.9 94.1 94.1 93.7 93.9 94.1 93.1 97.7 98.5  86.8 

GXN119 94.9 95.4 95.6 95.6 95.2 95.4 95.6 94.5 93.7 94.1 95.4  

The upper indicated the homologies of nucleotide sequence; The lower indicated the homologies of deduced amino acid sequence. 
 
有广西野毒株 332位缬氨酸变异为异亮氨酸，说明
各野毒株抗原性变化不明显。 
2.5  糖基化位点比较   
糖基化是糖蛋白的一个重要特点，不同毒株糖

蛋白的糖基化位点数目和位置不一样，糖基化对糖

蛋白的结构与功能具有重要的影响。本研究中所有

的广西野毒株 G蛋白只有 37、319位 2个糖基化位
点，而固定毒 ERA株有 5个、3aG株有 4个糖基化
位点。 
2.6  g基因的遗传系统树分析   

从核苷酸遗传系统树分析，广西狂犬病病毒株

分成 3个群，即Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ群，CTN、CGX89-1株
在Ⅰ群中，CNX8601、CNX8511、印度尼西亚的

AB115921株在Ⅱ群中，泰国的 8738THA、THA-HM
以及马来西亚的 MAL-HM 株在Ⅲ群中；而印度

AY237121 株、斯里兰卡 X69061、尼泊尔 NEP-D0
株以及固定毒株 PV、CVS、SAD 株亲缘关系较远
（见图 1）。 
2.7  广西狂犬病病毒株 G蛋白氨基酸的特异性变

异  
对广西狂犬病毒株的G蛋白同源性分析发现，

在 G蛋白信号肽上Ⅰ群在-13、-14位发生了变异，
Ⅱ群在-5、-15、-16位上发生变异，Ⅲ群在-2、-15
位发生了变异。在成熟的 G蛋白肽上，Ⅰ群在 96、
132、156、264、436位的氨基酸，Ⅱ群在 90、156、
168、204、249、253、289、332、382、427、463、 

 

 
图 1  狂犬病病毒 g基因遗传进化树 

Fig.1 Phylogenetic tree on g gene of rabies virus 



134                                          中 国 病 毒 学                                       第 21卷 

 

474位的氨基酸，Ⅲ群则在 140、170、241、249、
445、463位的氨基酸发生了特异性变异，根据上述
氨基酸变异可以把广西狂犬病野毒株分成 3个群，
其结果与遗传系统树分析结果一致，表 2、3结果
所示。 

3  讨论 

狂犬病在我国流行严重，1993 年 Bai 等[4]报道了 1
例来源于广西家犬的狂犬病病毒 CGX89-1 株的 G
蛋白全基因序列，2000年唐青等[5]对我国 4株狂犬
病病毒 G 蛋白基因进行了分析，为进一步研究 G
蛋白基因的变异提供了重要参考数据。G蛋白是唯
一刺激机体产生中和抗体的蛋白，且与致病性、嗜

神经性有关，还与血凝活性、细胞融合和免疫溶解

有关。G蛋白分子上第Ⅱ和第Ⅲ抗原位点是狂犬病 
病毒与中和抗体结合的主要部位，在第Ⅲ抗原位点 
 

表 2  G蛋白信号肽主要氨基酸变异 
Table 2  The mutations of amino acid on glycoprotein signal peptide 

  Position of mutant amino acids Strain 
-2 -5 -13 -14 -15 -16 

Group 

ERA V A V F P L 
PV — — — — — — 
CVS — — — — — — 
SAD — — — — — — 
3aG — — — — — — 

Fixed 

        
GX08 — — A I — — 
GX09 — — A I — — 
GX014 — — A I — — 
GX195 — — A I — — 
GX260 — — A I — — 
GX01 — — A V — — 
GX091 — — A V — — 
GXLA — — A V — — 

I 

        
GX074 — V — — S S 
GXBM — V — — S S 
GX219 I V — — S S 

II 

        
GXN119 I — — — S — III 

        

表 3  G蛋白特异性氨基酸变异位置 
Table 3  The mutations of amino acid on matured glycoprotein 

Position of mutant amino acids  
Strain 90 96 132 140 156 168 170 204 241 249 253 264 289 332 382 427 436 445 463 474

分群 
Group

ERA T A L A S Y S S V T P R S V Q V N A R L 
PV － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － 
CVS － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － 
SAD － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － 
                     
3aG － － － － － － － － － － － H － － － － － － － － 

Fixed 
strains

GX08 － S F － R － － － － － － H － － － － S － － － 
GX09 － S F － R － － － － － － H － － － － S － － － 
GX014 － S F － R － － － － － － H － － － － S － － － 
GX195 － S F － R － － － － － － H － － － － S － － － 
GX260 － S F － R － － － － － － H － － － － S － － － 
GX01 － S F － R － － － － － － H － － － － S － － － 
GX091 － S F － R － － － － － － H － － － － S － － － 
GXLA － S F － R － － － － － － H － － － － S － － － 

I 

                      
GX074 M － － － G C － G － I S － T I H I － － K P 
GXBM M － － － G C － G － I S － T I H I － － K P 
GX219 M － － － G C － G － I S － T I H I － － K P 

II 

                      
GXN119  － － S － － P － A A － － － － － － － V K － III 

 
的 333位精氨酸和第Ⅱ抗原位点的 198位赖氨酸被
其他氨基酸取代后，结合抗体的能力和毒力均会发

生改变。G 蛋白的第 189~214 氨基酸区段可与乙酰
胆碱受体（AchR）结合，另外，Asp31、Phe33、Arg37、
Gly38、Lys39 也是与 AchR 结合的重要位点, 推测
与狂犬病病毒嗜神经特点有关。本研究中发现这些

位点上的氨基酸高度同源，均没有发生变，这表明

广西狂犬病病毒株在抗原性、毒力上没有明显变化。

狂犬病毒 G 蛋白细胞外区域有糖基化位点,适当的
糖基化对 G蛋白的结构和功能非常重要，不同的狂
犬病毒糖基化位点的数目和位置不完全相同，其结

构特点是 N-X-S或 N-X-T，其中 319位糖基化位点
存在迄今已测序的所有狂犬病毒中[6]，本研究中 12
株病毒 G 蛋白的糖基化位点完全相同，都只有 319
位、37位两个糖基化位点，与 ERA株、3aG株相比
有差异，ERA株有 37、70、247、319、465位 5个
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糖基化位点，3aG 株有 37、247、319、480 位 4 个
糖基化位点。纵观对狂犬病病毒 G蛋白上的氨基酸
分析，广西狂犬病野毒株与疫苗 ERA株、3aG株只
有在糖基化位点上有明显的变异，这些变异是否直

接影响到毒力的变化有待进一步研究。 
根据 G蛋白的核苷酸和氨基酸同源性可将广

西分离的狂犬病野毒株分为 3群，在分离的 12个
毒株中，I群占了 8株，数量最多，从图 1狂犬病
病毒 G基因遗传进化树可以看出，Bai等于 1997
年测定的一个广西毒株 CGX89-1 和山东分离的
CTN 株也分在 I 群，从宁夏分离的 2 个毒株
CNX8601 和 CNX8511 同分在 II 群，而 III 群的
GXN119株与泰国的 8738THA株、THA1-HM株
和马来西亚的 MAL-HM同在 III群。从上述结果
可以看出，广西的毒株中大部分与我国北方流行

毒株如山东、宁夏分离的毒株有较高的同源性

（II、III群），而 GXN119只与东南亚国家分离毒
株的同源性 较高，说明狂犬病病毒在广西存在的
复杂性与广西所处的地理位置有关，因为广西是

中国与东南亚国家交流、贸易的交汇区域，是各

种动物进出口贸易的必经之地。有趣的是，根据

G蛋白信号肽（表 2）和成熟蛋白（表 3）的氨基
酸变异情况，也可把广西狂犬病野毒株分为 3 个

群，其分群结果与核苷酸同源性、遗传进化树的

分群结果相一致。 
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