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辽宁省流行的人类免疫缺陷病毒!
基因亚型调查

韩晓旭 姜拥军 尚红 王亚男 卢春明 张世博 姜凤霞 邵一鸣

【摘要】 目的 了解辽宁省人类免疫缺陷病毒（"#$%&’$$#&()*+’,’*&,-.’/#01!，2341!）各亚型

的流行情况。方法 采集!556年7月至8999年!8月间辽宁省检出的!7例2341!感染者的全血标

本，提取核酸后用巢式1聚合酶链反应（&*0:*)1;<=）技术扩增2341!*&.基因区，用异源双链泳动分析

法（"*:*/()#>?*@$(A’?’:-%00%-，2BC）进行2341!亚型的分析。结果 辽宁省目前已有2341!C、D’、

<和E亚型流行。经性途径感染占全部234感染的F!G8HI，分别为泰国D（D’）亚型和C亚型，以D’

为主；经注射吸毒感染占全部234感染F!G8HI，分别为<亚型和E亚型，以<亚型为主，其中!名吸

毒者为D或E亚型；经输供血途径感染占全部234感染的F!G8HI，主要为泰国D’亚型，也可见<亚

型；垂直传播!名为C亚型。结论 辽宁省已有多种亚型2341!毒株流行，有效地控制艾滋病经性

乱、吸毒和输供血途径传播的问题已迫在眉睫。
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获 得 性 免 疫 缺 陷 综 合 征（%,W#’/*)’$$#&(1
)*+’,’*&,-0-&)/($*，C3PU）是由人类免疫缺陷病毒

（"#$%&’$$#&()*+’,’*&,-.’/#0，234）感染引起的一

种传染病。

人们在对234流行的监测过程中，发现在不同

人群不同时间内检测到的234具有相对独立的基
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因序列特性———亚型。目前发现的234分两型：

2341!和23418，其中2341!分为B、X和M群，B
群又分为C!35个亚型［!，8］。234在全球范围的

流 行 蔓 延 过 程 中 形 成 了 一 定 的 地 区 性 分 布 特

点［F，V］，且随时间迁移发生变化［H］。不同亚型可能

有不同的传播途径，感染率也有不同［7］。监测2341
!亚型的流行情况可以从分子水平揭示艾滋病的流

行病学特征及其动态变化，为探寻适合本地区治疗

方法和疫苗研制打下基础；还可以根据亚型在不同

地区、不同高危人群中的分布，追踪传染源和传播途
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径，为制定有效的预防控制措施提供科学依据。本

研究 采 用 目 前 广 泛 应 用 的 异 源 双 链 泳 动 分 析 法

（!"#"$%&’()"*+%,-)-#./00/.，123）首次对辽宁省

45例16784感染者进行了基因亚型的分析。

材料与方法

一、流行病学调查

选择辽宁省499:年5月至;<<<年4;月间使

用荷兰阿克苏（3=>%8?%,")）抗8艾滋病酶联免疫吸

附试剂盒（7-$%@0$-="167A@-B%$+!C)’0D）检出

的167血清抗体阳性，并经过蛋白印迹试验确认的

16784感染者45例，进行个案流行病学调查，重新

采集静脉血，核实感染者。了解其可能的传染来源、

感染途径以及家属或密切接触者等可能进一步传染

的有关情况，与当地卫生行政部门协定对167感染

者、36EF病人指定特定的医疗机构检查治疗。

二、异源双链泳动分析法基因亚型分析

4G样品采集和处理：采取静脉血H+)，IEJ3抗

凝，K;<L贮存。取;<<")全血，以德国M-/N"@公

司E?3提取试剂盒（M-3/+(E?3O)%%&+-@-=-#），

按说明书操作提取基因组E?3，标本于K;<L贮

存。

;G巢式8聚合酶链反应（@"0#"&8CPQ，@8CPQ）：采

用@8CPQ方法扩增16784"@R基因，引物及对照质

粒由卫生部艾滋病预防与控制中心参比实验室惠

赠。引物序列及扩增条件参见文献［S］。以IEH／

IE4;为外侧扩增引物进行第一轮CPQ反应；取H

")CPQ产物或4")对照质粒，以IF:／IFT为内侧

引物进行第二轮CPQ。取H")CPQ产物经4U琼脂

糖电泳，与2/$="$及阴性和阳性对照对比，判断结

果。未扩增出特异产物的标本用IEV／IE4S为外

侧引物，IEH／IE4;或IEV4／IEVV为内侧引物进行

扩增。

VG异源双链泳动分析：

（4）异源双链的形成：取SGH")第二轮CPQ产

物（约4<<#;H<@NE?3），SGH")对照质粒的CPQ
产物（或1;D），4G<")异源双链体杂交液（?/P)4<<
++%)／W，J$-04<++%)／W(1:GT，IEJ3;++%)／

W），9SL水浴V+-@，迅速置于冰浴中4H+-@。

（;）聚丙烯酰胺凝胶电泳：加入;")点样缓冲

液（<G;HU溴酚蓝，<G;HU二甲苯青，S<U蔗糖水溶

液），点样至HU的非变性聚丙烯酰胺凝胶（丙烯酰

胺X甲叉双丙烯酰胺为V<X<GT），胶厚4G<++，胶面

为:Y+ZTY+。电泳槽为购自美国伯乐公司的

O6D8Q3E+-@-8($%#"/@$型垂直电泳槽，电泳液用

4ZJ$-08硼酸。电泳条件参见文献［:］。电泳于SL
下进行。电泳结束，将凝胶侵入<GH"N／+)溴化乙

锭中染色4!，在紫外灯下观察结果。根据标本与某

一亚型的对照质粒形成的异源双链体泳动率最快，

则可确定该标本为其相应亚型。

结 果

辽宁省499:年5月至;<<<年4;月间发现的

16784感染者45例，其中男4V例，女V例。年龄最

小S岁，最大H;岁。;4#V<岁年龄组V例，V4#S<
岁年龄组9例，S4#H<岁年龄组;例。经@8CPQ扩

增16784"@R区，4H例的标本为阳性，另4例用本

系列引物@8CPQ无法扩增成功。

到目前为止，在我国流行的16784主要有:种

亚型，即O’、欧美O、P、I、3、E和[亚型，其中O’亚

型占比例最大，P亚型次之［T］。因此，首先把4H份

扩增阳性的标本分别与Q\;<（3卢旺达）、J14S
（O;泰 国）、F[45;（OV美 国）、6?T5T（PV印 度）、

A];4（E4乌干达）、J1;;（I;泰国）、J1<5（IV泰

国）:种参考亚型的质粒进行比较，获得初步亚型结

果后，再用相应亚型质粒详细区分具体来源。全部

45份标本通过123能够确定亚型的有4H份，占标

本总数的9VGTU（表4）。

表! 辽宁省16784感染者亚型分布

标本号 质粒毒株来源 亚型

4 6?T5T印度 P
; J14S泰国 O’

V 2̂4T赞比亚 P
S J14S／J1<5泰国 O’／I
H 6?T5T印度 P
: J1;;泰国 I
T J14S泰国 O’

9 J14S泰国 O’

4< F[4:<卢旺达 3
44 F[4:<卢旺达 3
4; F[4:<卢旺达 3
4V J14S泰国 O’

4S J14S泰国 O’

4H J14S泰国 O’

45 J14S泰国 O’

45例感染者中经性接触感染H例，注射吸毒感

染H例，输供血传播H例，垂直传播4例。性传播者

中可见泰国O（O’）亚型和3亚型，以O’为主（V／H）；

吸毒人群中可见P亚型和I亚型，以P亚型为主
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（!／"），其中#例吸毒者为$或%亚型；输供血传播

者主要为泰国$’亚型（"／&），也可见’亚型；垂直传

播#例为(亚型。结合流行病学调查，推测毒株分

别来源于泰国、中国云南及贵州吸毒人群、辽宁省同

性恋人群及非洲。

讨 论

异源双链泳动分析是近年来广泛应用的确定

)*+基因亚型的一种新的、快速、简便、可靠的方

法。有报道其准确性与测序法的一致率在,"-以

上［,］。本研究是辽宁省首次报道)*+.#亚型流行

分布情况。经)/(方法确定辽宁省已有)*+.#(、

$’、’和%亚型流行，以$’及’亚型多见。本次研

究对象来源于辽宁省各地，其危险因素多样：有吸

毒、同性恋、性乱、供血、输血和垂直传播等。从我们

的实验结果可以看出：辽宁省)*+.#流行情况与卫

生部艾滋病预防与控制中心参比实验室公布的全国

)*+分子流行病学调查情况相一致，即我国以泰国

$亚型所占比例最大，’亚型次之，吸毒人群中流行

株主要为’亚型，输供血者主要为$’亚型，性传播

者亚型种类较多。

本次研究所采标本中有#份不能用该系列引物

扩增成功，分析原因可能是病毒株本身有较大的差

异，基因组结构中存在较大片段的插入和缺失，或者

是双重感染或多重感染造成重组毒株。由此看来该

系列引物已不能完全适合于辽宁地区所有流行株。

流行随着时间的进程，)*+毒株变异越来越大，需

要不断设计适合于本地区流行)*+毒株的新的引

物，才能更好地完成)*+流行监测工作。

虽然目前辽宁省不属)*+感染高发省，但是本

研究结果已经告诉我们辽宁省)*+.#流行毒株亚

型较复杂，且已经侵入辽宁省性乱人群及吸毒人群，

经此两种途径感染所占的比例各为0#1!&-。性病

和吸 毒 是 )*+传 播 的 温 床，辽 宁 省 是 性 病 高 发

省［#2］，并有大批吸毒人群，因此有效地控制艾滋病

经吸毒、性乱传播的问题已迫在眉睫。另一方面，我

们的)*+监控网络还正处于发展建设中，调查来源

还很有限，实际的情况可能还要严重。本研究已预

示我省艾滋病病毒流行状况的复杂性与防治工作的

艰巨性。
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