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【摘要】 目的 研究中国艾滋病病毒!型（’()*!）"#循环重组型（+,-.!*"#）毒株$%&不同基

因区序列变异的特点及其与进化压力的关系。方法 应用巢式聚合酶链反应（%$/0$1*2+,）对从全国

部分省收集来的’()*!感染者血液样本中的’()*!外膜蛋白（$%&）基因进行扩增和亚型鉴定后，选

择34份+,-.!*"#重组型’()*!毒株$%&基因)3!)4区及其邻近区域的序列进行系统进化树和

氨基酸变异分析，并计算和分析氨基酸同义替换（5/）值和非同义替换（56）值及5/／56比值。结果

基因系统树显示中国的34份样本+,-.!*"#重组型毒株与我国代表株"#789+:;<=-和泰国代表

株"#7+>=4.、"#783?’=@3聚集在一起。氨基酸替换主要发生在+3和)4区，而)3区和)3上游

区氨基酸序列相对保守，糖基化位点也比较保守。)3环顶端四肽以;2;A为主（B97@.C）。大部分

毒株的第3.D和3=.位点上没有出现带正电荷的氨基酸。整个)3!)4区的5/值显著高于56值

（!!.7..!），且5/／56比值显著高于!（!!.7..!），只有)4区5/／56比值显著低于!（!!.7.!）。

结论 目前多数流行于中国的+,-.!*"#重组型’()*!毒株具有较高的同源性，在进化上关系密切。

氨基酸替换主要发生在+3和)4区，而不是)3区。由于大部分毒株的第3.D和3=.位点上没有出

现带正电荷的氨基酸，推测这些毒株为不引起细胞融合的:E(型，其)3!)4区序列的变异主要受到

功能性的限制而与正向选择压力无密切关系，但其中)4区的变异与正向选择压力有关。
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艾滋病病毒3型（;<+=3）在体内的独特复制方

式（无校正功能）和基因重组以及快速的更新换代致

使其基因组具有高度的多样性。目前这方面的机理

已有许多研究报道。但宿主的选择压力与;<+基

因的变异关系知之较少。此外，不同个体的;<+=3
型的进化率是否反映了不同宿主的选择压力，目前

尚未明了［3］。最近，我们曾对我国M和M／@亚型

;<+=3毒株的#*H基因-?3N5区序列的变异与选择

压力的关系进行了研究，结果表明M和M／@亚型毒

株具有不同的进化特点［N］。同时，我们通过分子流

行病学调查发现，我国@AB53=CD重组型;<+=3型

在西南边境和东南沿海地区呈逐年上升趋势［G］。

为了探讨目前我国;<+感染人群中的@AB53=CD
重组型;<+=3流行株的基因变异是由于正向选择

压力所造成、还是病毒本身自然突变的结果，我们对

随机收集的@AB53=CD重组型;<+=3流行株的#*H
基因+G!+,区及其临近区域序列进行测序分析，

结果报道如下。

材料与方法

34;<+=3血液样本来源：本项研究所分析的G,
份@AB53=CD重组型;<+=3毒株为N553!N55N年

在我国广东、江西、江苏和湖南,省;<+感染者中

采集鉴定的血清样本。感染者在知情同意后进行流

行病学调查和采集O!P91静脉血，其中男性NQ例，

女性O例，年龄NN!,O岁，感染时间3!O年，均为无

症状;<+携带者，经吸毒（NR例占RQ4,3S）和性乱

（R例占N54OQS）途径感染。

N4核酸提取：用德国T(&L#*公司的T<C&9?
M1))8U(*($(!试剂盒从每位感染者的抗凝全血中

提取细胞VJC，核酸最终浓度大约为N5!,5*-／"1，

并冻存于WP5X冰柜备用。

G4;<+=3#*H基因的扩增：用巢式聚合酶链反

应（*#%!#8=Y@A）对;<+=3#*H基因+G!+,及邻近

基因区ZPZ>?进行扩增，外侧引物为DJ+=VO：O’=
CELLLCE@CCCL@@ECCCL@@CELEL=G’

和DJ+=V3N：O’=CLEL@EE@@EL@EL@E@@
@C=G’，内 侧 引 物 为DJ+=R：O’=@ELEECCCE
LL@CLE@EC L@=G’和 DJ+=P：O’=@C@EE@
E@@CCEELE@@@E@C=G’。第一轮反应体系：总

体积G5"1，35[>7//#’G"1，8JEY浓度N55"9)1／\，

E&F酶34O]，引物浓度54,"9)1／\，核酸样本O"1
及相 应 的 88;N6。 反 应 条 件：Q,X 39(*，OOX
39(*，RNXN9(*，G个循环；Q,X3O%，OOX,O%，

RNXQ5%，GN个循环；RNX359(*。第二轮反应体

系：总体积O5"1，8JEY浓度、引物浓度、E&F酶用量

及反应条件同第一轮，模板为O"1第一轮扩增产物。

,4扩增片段的回收和纯化：Y@A产物经3S琼

脂糖凝胶电泳，与U&’I#’对照判断无误后，切下特

异性扩增带，用德国T(&L#*公司的T(&#̂ 试剂，按

说明书提纯扩增的#*H基因+G!+,区片段；回收

得到的VJC溶于?;P4R的3599)1／\E’(%=;@1缓

冲液中。

O4序列测定：以VG为测序引物，提纯的Y@A产

物为模板，采用美国CM<公司V2#E#’9(*&!#’循环

测定反应试剂盒，在美国YD公司的QR55型Y@A仪

上进行测序反应，反应条件：QOX35%，O5XO%，

Z5X,9(*，NO个循环；反应产物经提纯后，在美国

CM<GRR型VJC全自动测序仪上进行序列测定和分

析。

Z4序列分析与数据处理：所测得的序列用美国

CM<公 司 的K#FDV软 件 进 行 编 辑 校 正 后，使 用

_(%0)*%(*Y&0I&-#L@L（+#’%()*3545）软件进行分

析。以Y(1#7?程序对样本及国际标准序列进行排列

和比 较，其 中 国 际 标 准 参 考 序 列 来 自 美 国 \)%
C1&9)%;<+基因数据库；用V(%!&*0#%程序计算序列

间的基因离散率；用E’&*%1&!()*和Y’#!!2程序计算

氨 基 酸 序 列 的 同 源 性 序 列；用 U#- 软 件 的

J#(-">)’=:)(*(*-法绘制系统树；用V(H#’-#程序计

算 蛋 白 质 的 每 个 氨 基 酸 位 点 的 同 义 替 换

（%2*)*29)7%%7>%!(!7!()*，$%）与 非 同 义 替 换

（&*!)*29)7%%7>%!(!7!()*，$&）的比值［,］，采用KYKK
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软件包对数据进行统计学分析。

结 果

!"#$%基因&’!&(区序列的进化关系的分

析：将所研究的’(份样本)*+,!-./重组型01&-!
毒株和来自中国、泰国、非洲国家的)*+,!-./重

组型代表毒株以及国际各亚型标准毒株的#$%基因

&’!&(区序列（(2!34）进行系统进化树分析。系

统树显示我国的’(份样本)*+,!-./重组型毒株

与我国代表株./"52)6789+和泰国代表株./"
):9(,、./"5’;09<’聚集在一起，而远离非洲./
代表株及其他亚型代表株。其中’!份毒株来源于

同一个分支（空心小圆圈），进化关系上非常密切，

=>>?@?AB4值为55C，而且进化树水平距离较短。其

余’ 份 毒 株 DE$,9,’、DE$,9,!、F@,!92 分 散 在

)*+,!-./重 组 型 构 成 的 大 分 支 树 中（实 心 小 圆

圈），进化树水平距离较长（图!）。

图! 根据’(份)*+,!-./重组型毒株&’!&(区序列及

各亚型国际代表株序列绘制的系统树

（系统树节点只显示高于2,C的=>>?@?B4值）

9"#$%基因&’!&(区氨基酸序列变异的分析

和核苷酸基因距离的计算：将’(份样本)*+,!-./
重组型01&-!毒株#$%基因&’!&(区及其邻近区

域氨基酸序列和共享序列与国际标准)*+,!-./
重组型氨基酸共享序列进行比较，结果发现我国

)*+,!-./重组型的氨基酸替换主要发生在&’下

游区（)’）和&(区，而&’区和&’上游区氨基酸序

列发生较少的替换。&’环顶端四肽以7G7H为

主，占分析毒株的I2"<,C（9!／9(），只有9个毒株

（JK,95(和F@,!92）的&’环顶端四肽为7G7*。绝

大部分毒株在与生物表型密切相关的’,L和’9,位

点上没有出现带正电荷的氨基酸，即精氨酸（*）或

赖氨酸（M），只有F@,!92在’,L位点上为带正电荷

的精氨酸。同时，我们还发现大部分毒株的糖基化

位点（6-N-;和6-N-O）比较保守，只有少数毒株

的某些糖基化位点发生丢失，而且主要发生在)’
和&(区（图9）。通过对&’!&(区及其邻近区域

核苷酸基因距离的计算，结果显示&(区平均基因

距离及离散范围最大，其次是)’区、&’区，最小是

&’上游区（表!）；与上述各区氨基酸序列的变异具

有一致性。

’"#$%基因&’!&(区M@值、MB值及M@／MB
比值的计算：为了分析&’!&(区的变异是否与选

择压力有关，我们分别计算了整个&’!&(区、&’
上游区、&’区、)’区和&(区的M@值、MB值及M@／

MB比值（表!）。从表!可见整个&’!&(区、&’上

游区和)’区的M@平均值分别显著高于各自基因

区的MB（!!,",,!），而且各区的M@／MB比值均显

著高于!（!!,",,!）。而&’区MB平均值虽然高

于M@，但差异无显著性（!",",<），其M@／MB比值

与!比较差异也无显著性（!",",<）；&(区M@和

MB平均值差异无显著性（!",",<），但其M@／MB比

值显著低于!（!!,",!）。

讨 论

最近的研究表明，正向选择压力在01&-!的进

化中起着重要的作用［<］。正向选择压力主要作用

于01&-!#$%基因高度变异区，致使其氨基酸序列

多态性的增高［L］。01&-!#$%基因&’区具有很高

的免疫原性，能被中和抗体识别。因此，&’区氨基

酸通过有义突变逃避抗体的识别而赋予01&-!选

择优势，从而使MB超过M@［L］。但是，另一方面，&’
区是01&-!与辅助受体结合的关键部位。所以，&’
区的变异除了受到正向选择压力的作用外，同时还

受到功能性的限制。由于非融合诱导（6O1）毒株主

要受到功能性限制，因此其&’环氨基酸序列的多

样性和阳性电荷通常低于融合诱导（O1）毒株［2］。
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!"#$%&：国际$’()*#!"毒株的共享序列，$+#$%&：,-份样本的共享序列。三个漏字符号代表糖基化位点，下画线表明糖基化位点丢失

图! ,-份样本.&/基因0,!0-的氨基酸序列及其共享序列和国际$’()*#!"重组型毒株共享序列

表" .&/不同基因区平均基因距离、12值、13值及12／13比值

基因区 比较序列数 基因距离（!!4"） 12（!!4"） 13（!!4"） #*值 12／13（!!4"） #5值

0,#67289.3:!0- ,- ;<*,4,<-- )<,),4)<)** )<5=-4)<))> ")<))* *<)?4)<)5 ")<))*
0,#67289.3: ,- 5<?;45<=, )<)-54)<))5 )<)5*4)<))* ")<))* *<-@4)<*5 ")<))*
0, ,- -<,;45<@@ )<),?4)<))5 )<)-*4)<))* #)<)= *<)@4)<); #)<)=)
$, ,- =<@=4=<5; )<,-,4)<)*- )<5;54)<))@ ")<))* *<*-4)<)- ")<))*
0- ,- *5<->4*)<;@ )<5-?4)<)*> )<5*,4)<))@ #)<)=) )<>?4)<)- ")<)*)
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我们通过应用系统进化树对!"#基因$%!$&
区序列分析表明，目前流行于我国的’()*+,-.重

组型/0$,+毒株主要通过吸毒和性途径由泰国传

入我国，而且这些毒株大多数具有较高的同源性，在

进化 上 关 系 密 切。 另 外%个 流 行 株（12"*3*%、

12"*3*+、45*+36）在进化树上的水平距离较大，与这

%个毒株的感染者感染时间较长（7年左右）以及其

中+名感染者早期在缅甸居住期间（%年）有过性乱

史有关。我国’()*+,-.重组型!"#基因$%!$&
区氨基酸序列分析发现’%和$&区的氨基酸变异

显著高于$%区。核苷酸基因距离的分析亦证实了

这一结果。有报道指出，流行于泰国的’()*+,-.
重组型890毒株$%环顶端四肽以:;:<为主［=］。

我国大部分’()*+,-.重组型/0$,+毒株$%环顶

端四肽为:;:<（=6>7*?），这可能是奠基者效应

（@A2"B!C!@@!DE）所造成的结果：即从泰国传入我国

的’()*+,-.重组型毒株，还没有经过长时间的流

行，各毒株间在基因水平上的差异还很小，而形成这

种奠基者效应［F］。有报道$%区某些位点氨基酸的

改变与细胞嗜性有关，其中两个重要的位点第%*G
位和%3*位为正电荷时，病毒为90型［+*］。我们的

结果显示，绝大部分毒株的第%*G和%3*位点上没

有出现带正电荷的氨基酸，推测这些毒株可能为

890型。同时我们研究发现，大部分’()*+,-.重

组型毒株$%!$&区的糖基化位点比较保守，这与

0D1HI2CJ等［=］对泰国’()*+,-.重组型890毒株

报道结果相似。

那么，上述’()*+,-.重组型毒株$%!$&区

的变异是由正向选择压力所造成，还是病毒本身自

然突变的结果？为了回答这个问题，我们分别计算

了上述各个基因区的K5值、KJ值及K5／KJ比值。

K5或KJ值越高，序列之间的基因离散率越高；K5／

KJ比值越低，作用于氨基酸变异的选择压力越高，

如果K5／KJ比值低于+，则表明基因变异是在正向

选择压力作用下发生的［++］。由于我国’()*+,-.
重组型毒株整个$%!$&区的K5值显著高于KJ
值，且K5／KJ比值显著高于+，因此，总的来说正向

选择压力在我国’()*+,-.重组型毒株整个$%!
$&区变异中不起主要的作用，而是病毒本身自然突

变的结果。由于目前我国’()*+,-.重组型毒株

大部分可能为890型，病毒的变异主要受到功能性

的限制，因此，病毒自然突变尽管可以使得核苷酸的

多样性（KJ值和K5值）增高，但不能导致KJ值高

于K5值［+3］。值得注意的是，虽然$%区KJ值高

于K5值，但差异无显著性，$&区K5／KJ比值显著

低于+，提示$%区的变异可能与正向选择压力无

关，而$&区主要受到正向选择压力的作用而发生

变异。这与91HH"A等［+%］报道，890病毒$%区序列

与其邻近基因区相比受到功能性限制的作用更强相

一致。同时，结果还提示分别对单个高度变异区的

分析可以更好地揭示他们各自的变异与选择压力的

关系。

（本项研究得到广东、湖南、江苏、江西等省疾病预防控

制中心万卓越、陈曦、羊海涛、易志强等同仁的大力支持与帮

助，深表谢意）
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