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辽宁省艾滋病病毒 !流行株膜蛋白
"#环氨基酸变异特点

韩晓旭 尚红 周立平 王亚男 张子宁 姜拥军

【摘要】 目的 了解辽宁省艾滋病病毒 !（$%"&!）感染者 ’艾滋病（(%)*）患者体内不同亚型 $%"&
!膜蛋白 "#环氨基酸序列特征，突变种类特点。方法 提取含有整合 $%"&!前病毒的基因组 )+(，巢
式聚合酶链反应（,-./&012）扩增后直接测序，并做序列排列比对、翻译和分析。结果 辽宁省 $%"&!
感染者感染病毒分属 (、3’、1、4四种亚型，(%)*患者体内病毒 "#环发生与 5嗜性 ’ *%表型有关的氨
基酸突变形式（!!位出现 2，!#位出现 *、5、+，!6位出现 "，78位出现 9，7:、76位出现 +等）高于无症
状感染组（! ; 8<8:），此外还发现 4=42、(04=、204(、4>42、204(等少见的 "#环顶端四肽组成形式
及第 :位 $，#?位 *、@等罕见突变形式。结论 辽宁省 (%)*人群中，(、3、1、4亚型 $%"&!毒株 "#环
各位置出现氨基酸突变情况与国外对 3亚型毒株的研究结果总体上相似，但发现一些罕见突变和少
见 "#环顶端四肽组成形式。
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NIDLB,H- P-I- B, COI--K-,/ PB/A /A- I-.EM/. DJ .EQ/GN- 3，QE/ P- DQ.-IL-F .DK- ICI- KE/C/BD,. C,F E,E.ECM
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艾滋病病毒（$%"）感染流行难以控制的主要原
因之一是其基因具有高度变异性。在 $%"&!基因组
中，膜蛋白基因的变异程度最高，其中第三高变区

（"#环）核苷酸序列的株间变异度最高，可达 :8X以
上［!］。"#环基因变异与 $%"&!的细胞嗜性、复制动
力学、细胞致病性有密切关系，并可使 $%"&!
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逃避细胞毒性 5 细胞及中和性抗体的免疫攻
击［7，#］。有研究表明，从无症状感染者分离到的毒

株主 要 为 巨 噬 细 胞 嗜 性 ’非 合 胞 体 诱 导 型
（KCHIDNACO- /IDNBH ’ ,D,&.G,HG/BEK&B,FEHB,O，S ’ +*%）毒
株，复制速度较慢；而在 (%)*期患者体内则分离到
5 细胞嗜性 ’合胞体诱导型（5 MGKNADHG/- /IDNBH ’
.G,HG/BEK&B,FEHB,O，5 ’ *%）毒株，复制较快。由 +*%向
*%表型的转变可能与 1)?Z 5细胞快速下降和迅速
进展到 (%)*期相关，"# 环基因变异对上述表型变
化可能有重要影响。$%"基因的变化受到不同毒株
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的生物学特征、宿主机体免疫力水平及治疗干预的

多重影响，不同毒株在不同人群中流行会具有不同

特点，目前的研究结果主要来自欧美人群和 !"#$%&
亚型毒株。由于人种的差异，我国人群机体的免疫

状况与欧美人种可能有所不同，此外我国目前已经

有 ’、&、(、)、*、+、,和 &亚型变种 &’及 &’- (重组
株等多种 !"#$% 亚型流行［.］，人种遗传背景和病毒
亚型的差异可能会对 !"#$% #/区基因变化造成影
响［0，1］，目前国内这方面的研究资料尚少。本项研

究通过基因序列分析，了解辽宁省 !"#$%流行株 #/
环氨基酸变异的特征和变化。

资料与方法

% 2病例选择：收集辽宁省 3444 5 344%年发现的
!"#感染者 - ’")6患者的流行病学资料，临床资料。
感染途径有吸毒、性乱、不安全采供血及垂直传播。

所有感染者均经 789:8;< &=>:确认，感染时间为% 5
%4年。采集全血标本共 3/份，? @4A冻存。

3 2!"#$% 外膜蛋白 #/ 区及侧翼序列基因序列
测定：B"’CDE )F’ &=>>G HI<I JI:（B"’K8<，德国产品）
按操作说明从全血标本提取基因组 )F’（含有整合
的 !"#$% 前病毒 )F’）。以外膜蛋白特异性引物
*)0 - *)%3（序列参照文献［@］）为外侧引物进行第一
轮 L(M扩增，同时设阴性对照和阳性对照。取0!=
第一轮 L(M扩增产物为模板，以 *)/% - *)//为内侧
引物进行 <89:$L(M扩增。B"’NOIPQ ,8= *R:;CP:I>< JI:
（B"’K8<，德国产品）按操作说明回收目的 )F’ 片
段。取 04 SD>=89 L(M扩增片段为模板，"M)T8 UHV44
U8;DI<C:>; HIR89（W"(XM，美国产品）为底物，UY8D>
68NO8<C98 (TP=8 68NO8<PI<K JI:（Z6& P>;E>;C:I><，美国
产品）双脱氧终止法进行测序反应，醋酸钠乙醇沉淀

法回收反应产物，W"$(XM ,=>[C= "M3 6T9:8D（W"$
(XM，美国产品）测序仪进行基因序列测定。

/ 2辽宁省 !"#流行株 #/环与侧翼序列基因及
氨基酸序列特征分析：

（%）根据《344%年中华人民共和国 !"# - ’")6诊
断标准》对我国 !"#$%感染者进行分组。"组：’")6
组，(). 细胞 \ 344 ] %41 - W；#组：无症状 !"# 感染
组，().细胞!344 ] %41 - W。
（3）下载 !"# 68NO8<P8 )C:C[C98（Y::E：- - YI^$_8[2

=C<=2 K>^）中不同亚型 !"#$% 共享序列，用 &"X*)"U
软件包中 (W’6U’W 7程序对下载序列及测得序列
进行排列比对，并在核苷酸序列中人工引入 KCE9以

保持翻译完整性。F*",!&XM 程序生成系统进化
树。统计 #/ 环区核苷酸及氨基酸突变位置和种
类，并检索 !"# 68NO8<P8 )C:C[C98，与国内外 !"#$%
流行株序列进行比较。

. 2统计学分析：将 ’")6组和无症状 !"#感染组
特定位置上发生氨基酸变异的例数进行比较，采用

+I9Y8;’9 8RCP: :89:方法检验。

结 果

无症状感染者男性 1 例，儿童 % 例，女性 / 例；
’")6患者男性 1例，女性 %例。同一感染者采血时
间间隔V 5 ‘个月。临床资料见表 %。

表! 辽宁省部分 !"#感染者及 ’")6患者临床情况

编号
采样时间
（年 2月） 病程

().绝对计数
（ ] %41 - W）

abT$%/$3 3444 2%3 ’")6 ..
abT$%/$/ 344% 24‘ ’")6 0@
!R9$%.$/ 344% 24‘ ’")6 %01
PDR$3$% 3444 24@ ’")6 ‘
WS$%4$% 3444 2%3 ’")6 ..
(T$%V$% 344% 24. ’")6 3‘
(=_$3%$% 344% 24‘ ’")6 .‘
6c;$/$% 3444 24@ ’")6 %0@
6c;$/$3 344% 24. ’")6 %13
!R9$%.$3 3444 2%3 无症状 !"#感染 30.
aS$%0$% 3444 2%3 无症状 !"#感染 V00
78b$V$% 3444 24@ 无症状 !"#感染 /%‘
78b$V$3 344% 24. 无症状 !"#感染 3%@
db$%%$% 3444 2%3 无症状 !"#感染 04V
eT$%3$3 344% 24. 无症状 !"#感染 V1%
eGN$%1$% 3444 2%3 无症状 !"#感染 /01
aP$%$% 3444 24@ 无症状 !"#感染 .03
aP$%$3 344% 24/ 无症状 !"#感染 .0@
e=N$.$% 3444 24@ 无症状 !"#感染 /VV
e=N$.$3 344% 24. 无症状 !"#感染 /‘V
!TE$0$% 3444 24@ 无症状 !"#感染 .0@
!TE$0$3 344% 24/ 无症状 !"#感染 /34
H_G$@$% 3444 24@ 无症状 !"#感染 3V4

在系统进化树上（图 %）各毒株分别与 ’、&’、(、
,国际共享序列集中一起。说明此次采集辽宁省流
行的 !"#$%毒株分别为 ’、&’、(、,亚型，其中 ’亚
型 0株，&’亚型 ‘株，(亚型 @株，,亚型 3株。
将测得核苷酸序列翻译成氨基酸序列，并与流

行于泰国的 &’亚 型 H 嗜 性 - F6" 表 型 毒 株
U!4%.74%$%K(M 及流行于我国的 &’亚型毒株
MW.3(,（表型未知）进行比较，结果如图3所示。
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（!"#$ %、!"#$ &、!"#$ !、!"#$ ’序列来自 ()*序列数据库）

图! 辽宁省 ()*+,感染者 - %).$患者感染 ()*+,毒株的
系统进化树

在 %).$组毒株的 */环 ,,位出现 0取代 $；,/出现
$、1、#取代 (；,2位出现 *取代 %；34位出现 5取
代6；第 37位、32位 #取代 8和 .等与 1嗜性和 -
或 $)表型相关的常见突变形式，高于无症状 ()*感
染组（! 9 4:47），此外还可见 ’8’0、%;’8两种少见
的 */环顶端四肽组成形式及第 7 位 (取代 #，第
/<位 $、=取代 (等罕见取代形式。而无症状 ()*
感染组在上述位置上发生取代的氨基酸较少，在与

>嗜性和 -或 #$)表型相关第 ,, 位全部为 $；第 37
位全部为酸性氨基酸 .或中性氨基酸 8；值得注意
的发现是 0;’%、’?’0、0;’%三种少见的 */ 环顶
端四肽组成形式。此外，无症状 ()*感染组发现一
%亚型毒株 @=+,7+, 的 /3 位出现 A，一 &亚型毒株
5@+,,+,的 ,/位出现 1、,2位出现 *，一 !亚型毒株
BCD+E+,的 3<位出现 0等 1嗜性毒株的序列特征。

讨 论

()*+,外膜蛋白的 */区具有很高的异质性，在
此区域内的氨基酸序列变化能够影响到病毒对巨噬

细胞及转化 1细胞系等易感细胞的亲嗜性，也能影
响到病毒的复制能力及诱导合胞体形成的能力。

!组为 %).$组；"组为无症状感染组；1(4,<64,为流行于泰国

&’亚型 >嗜性 - #$)表型毒株；0?<3!’流行于我国的 &’亚型毒株；

与 1嗜性 - $)表型有关的氨基酸用方框表示，国外资料此类氨基酸所

在位置用#标出，辽宁省 ()*+,感染者中发现的罕见突变用黑体字

母表示；与 > 嗜性 - #$) 表型有关的氨基酸用阴影表示；·表示与

1(4,<64,的氨基酸一致

图" 辽宁省 ()*+,感染者 - %).$患者体内毒株

*/环氨基酸变异情况

目前已知在 ()*感染的早期和无症状期，宿主体内
主要是 >嗜性 - #$)表型的毒株，而进入 %).$期则
出现由 >嗜性 - #$)表型向 1嗜性 - $)表型的转化，
这样通过病毒的生物学表型为中介，将病毒基因、氨

基酸水平的变化与临床疾病进展程度之间建立了一

定的相关性［F］。

国外学者通过对大量 ()* 分离株和实验室株
的分析研究认为，特定位置的氨基酸变异可以作为

预测 &亚型()*+,毒株表型的标志［2+,3］。在 >嗜性
毒株 */环的 37位氨基酸主要为酸性氨基酸（.或
G）或丙氨酸（%），而 1嗜性的毒株在此位置上主要
被碱性氨基酸或不带电荷的氨基酸所取代，并且与

第 ,,、3<、/3位上发生碱性氨基酸取代相关［,/，,<］，还
有一些研究认为 */环第 ,,、37、,/位氨基酸由带碱
性氨基酸取代对于 $)表型很重要［,7］。用定点突变
的方法也证实 ,,位出现 0、,/位出现 1、,2位出现
*、32位出现 #、/3 位出现 A与 >嗜性毒株向 1嗜
性转变有关［,4，,7］。在辽宁省 %).$人群中存在毒株
*/环第 ,, 位、,/ 位、,2 位、34 位、37 位、32 位出现
氨基酸取代较多见，高于无症状感染组（! 9 4:47），
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与国外资料不同的是，我们未发现第 !"、#$位出现
此类突变，但发现了一些新的罕见突变（参照 %&’
()*+),-) ./0/1/2) 公布序列），如第 3 位4!5，第 #"
位%!(、6等突变，最明显的是 7875、9:78两种少
见的 ’#环顶端四肽组成形式。9&.(组每一毒株至
少存在一点上述氨基酸取代或罕见突变，而 ;."计
数最低，临床表现最为严重的 ;<=>$>!、;?@>$!>!两
株突变位点更多。这些氨基酸序列的变异可能会引

起抗原性改变或通过 4连糖基化位点数目变化而
改变抗原结构，造成免疫逃逸，或产生毒力更强的变

异株进而发展成为优势株。在无症状感染组毒株

中，’#环第 !!位全部为 (，第 $3位全部为酸性氨基
酸 .或中性氨基酸 8，这些都是 <嗜性 A 4(&表型毒
株的特征，我们还发现有 !例 B亚型感染者两次采
得毒株 ’#环顶端四肽分别为 5:79、5?75，属罕见
类型，另一例 ;亚型 ’# 环顶端四肽变成 5:78，由
于 ’#环顶端四肽组成对 ’# 环抗原结构有重大影
响，有必要对罕见变异的意义进一步考证。此外，在

无症状感染组发现一 9亚型毒株 C6>!3>!的 #$位出
现 D，一 B亚型毒株 EC>!!>!的 !#位出现 F、!G位出
现 ’，一 ;亚型毒株 HIJ>K>!的 $"位出现 5等 F嗜
性毒株特征。这几例感染者一般状况良好，;."L细

胞也未下降到$MM N !MO A ?以下，那么测得序列是否
代表其体内优势毒株值得探讨。总之，从 ’# 环及
侧翼氨基酸序列上看，辽宁省各亚型%&’>! 感染人
群进入 9&.(期后，其毒株 ’#环与侧翼序列氨基酸
变化情况与国外对 B 亚型毒株的研究结果基本相
符，但发现一些罕见突变和少见 ’# 环顶端四肽组
成形式，这些变异是否能造成抗原性的改变或毒力

增强还需要通过进一步的定点突变试验加以确证。
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