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抗反转录治疗(ART)在降低HIv二1感染者并发症和艾

滋病患者死亡率的同时，也促进了HIV-1耐药株的发生。耐

药株有可能传播到新感染人群，从而使尚未开始治疗的HIV

感染者携带HIV耐药株，导致以后的抗病毒治疗产生困难。

本研究于2009年在云南省德宏州开展了HIv二1耐药警戒线

调查。

1．材料与方法：

(1)样本来源：监测HW耐药毒株的传播应该选择新发

HIV感染者．由于新发感染者不易确定，故选择年龄<25岁

的HIV感染者作为研究对象。德宏州2009年报告的年龄<

25岁未接受抗病毒药物治疗的HIV感染者共有307例，本研

究随机收集了159份满足以下条件的样本作为新发感染的

样本：①经免疫印迹试验确认为HIV抗体阳性；②无艾滋病

指征性疾病；③年龄<25岁；④未经抗病毒药物治疗；⑤知情

同意参加本研究。

(2)方法：①基因序列获取及耐药分析：通过HIv一1

RNA的提取、反转录PCR和巢式PCR扩增pol基因区后，对
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扩增产物进行电泳鉴定和测序。序列测定后经过拼接和整

理，提交HIV耐药数据库(hivdb．stanford．edu)在线贴网分析，

确定耐药性突变位点和对各种抗病毒药物的耐受程度。②

HIV-1耐药株传播水平分析：根据耐药警戒线调查方案“】，采

用截断顺序抽样法(TSS)进行抽样及结果判断口】。将获得序

列的样本按采样时间排序，先抽取14个样本填入“耐药警戒

线监测抽样表”，计算累计耐药样本数。如果该累计数小于与

样本量所对应的同一行的下限，确定为低传播水平(<5％)；

如果大于同一行中的上限，确定为高传播水平(>15％)。否

则继续增加样本量，按照上述标准进行判别。达到最大样本

量47个时，停止抽样。如果检出耐药的样本数小于下限，为

低传播水平；大于上限，为高传播水平；介于上下限之间，为

中度传播水平(5％一15％)。

2．结果：

(1)PCR扩增及测序结果：对159份样本中56份样本的

_DD￡基因区进行扩增后，获得满足最大样本量的47条基因序

列，成功率为83．9％(47／56)。47份样本序列中14．9％(7／47)

的H1V感染者为静脉吸毒传播，78．7％(37／47)为性途径传

播，6．4％(3／47)感染途径不详。

(2)耐药基因型分析结果：对47个有效pol区序列耐药基

因型分析结果显示，4例样本各出现1种耐药相关的突变位

点，发生率为8．5％(表1)。从传播途径来看，发生耐药突变

的4例样本中，l例(YN09S0092)为注射毒品，其余3例为异

性传播。

表l耐药相关的突变位点及耐药情况

样品编号1石堕熹筹‰耐药情况
Y'N09S0035 一T215D —L：AZT。IMT；P：ABC．TDF．DDI

YN09S0092 一 一 Y181C H：DLV。NVP；I：EFV．ETR

YN09S0114 一 一 G190A H：NVP：I：EFV；P：ETR

YN09S0129
L90M一 一H：NFV；I：IDV，SQV；L：ATV，

FPV：P：LPV

注：H：高度耐药；h中度耐药；L：低度耐药；P：潜在低度耐药

(3)HIV-1耐药传播水平：有4份样本出现耐药传播相

关的耐药突变，流行率介于5％一15％之间，属HIV-1耐药株

的中度传播水平。

3．讨论：随着时间的推移，进入艾滋病阶段需要抗病毒

治疗的人数逐年增加，监测HIV-l耐药株的发生和传播，是

科学评价抗病毒治疗效果、合理调整治疗方案的有效措

施。目前德宏州使用的药物包括AZT、D4T、DDI、NVP、

EFV、3TC、ABC、克立芝、IDV及TDF。本次调查中。针对

NNRTI的2个耐药位点Y181C和G190A，2009年在治疗艾滋
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病患者的耐药检测都有发现，而针对PI和NRTI的2个耐药

位点L90M和T215D尚未发现。提示耐药株的传播可能来

源于在治患者的继发突变。

2008年北京市、河南省和湖南省等开展了HIV耐药监测，

耐药突变株总体的传播水平尚处于低流行状态(<5％)t3-s J。

本研究耐药警戒线分析提示，2009年云南省德宏州耐药株已

达中度传播水平(5％～15％)，而且同时检测到了RT和PR区

的耐药突变株。为应对耐药传播上升的趋势，对治疗人群的

规范治疗及科学管理仍然是当前艾滋病患者治疗工作的重

点。应进一步提高依从性，减少治疗患者中耐药毒株的发生，

重视对接受治疗患者的行为干预，采取措施减少耐药株向新

近感染人群的传播。此外，为全面了解耐药传播的情况，还需

要考虑增加监测点并扩大监测地区，每年进行耐药警戒线的

调查，根据监测结果决定是否进行治疗前的耐药检测。
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进行分析，并在此基础上对Ech06的基冈特征和分子流行病

学进行初步分析。

1．材料与方法：

(1)标本来源：2008年1月至2010年10月，在开封、洛

阳、新乡3地县级及以上医院无菌采集诊断为病毒性脑炎病

例的脑脊液标本，标本在24 h内一20℃冻存，并通过冷链送

至河南省疾病预防控制中&(CDC)。

(2)病毒分离和定型：每份脑脊液标本各取100 pl接种

至人横纹肌肉瘤细胞(RD)、人喉癌上皮细胞(Hep一2)和非洲

绿猴肾细胞(Vero)，分别置36℃(RD和Hep一2)和37℃

(Vero)、5％CO：培养箱培养，连续培养7 d，逐日观察并记录

细胞病变(CPE)。盲传3代。未出现CPE者弃去，出现CPE

者，继续盲传至出现规律CPE，收获的病毒利用肠道病毒组

合血清(IuvM)进行微量板中和试验以定型⋯。

(3)vPl区序列分析：将病变细胞反复冻融3次使病毒释

放至培养液，利用天根生化科技(北京)有限公司生产的病毒

基因组RNA提取试剂盒提取病毒RNA，所有操作按照说明

书进行；参照文献[2]，合成VPI区的2对引物：012—011、

008—013，序列为：012：57一ATG TAY GTl CCI CCI GGI

GG一37，01l：5’一G-CI CCI GAY TGI TGI CCR AA一3’：008：

 


