
·798· 史堡煎堑疸堂盘查!!!!生!旦箜!!鲞箜!塑堡!垫』垦Pi!!里i!!!墨1211里!笪!!!!!y!!：!!!堕!：!

干血斑样本用于HIV一1基因序列测定和

亚型分析的研究

张麒 潘品良 邓红 王临虹 蒋岩

·实验研究·

【摘要】 目的 将干血斑样本用于HIV一1基因序列测定和亚型分析。方法 采集20例静脉吸

毒HIv．1感染者的EDTA抗凝静脉全血2 ml，80 pl制备干血斑样本。QIAamp B1∞d Mini试剂盒，10％

Chelex@100树脂分别提取全血和干血斑中细胞DNA。HIv一1 8咒口基因Gp41区2对外侧和内侧引

物，按照巢式PCR方法，扩增Gp41区，PCR产物用内侧正反向引物测序。MEGA 3．O等软件完成序

列比对及亚型分析。结果 18对符合要求的干血斑和全血样本进入研究。16对经序列分析归为中

国流行的BC重组亚型，样本间的基因平均离散率为5．79％，与中国流行的Bc重组亚型的基因离散

率为4．91％，与C亚型代表序列基因离散率为8．89％，与其他几个国际亚型代表株的基因离散率在

15％～20％之间。另2对样本分别归属于泰国B’亚型和欧美B亚型。结论 干血斑样本与全血样

本HIv．1 DNA PcR产物亚型分析一致，氨基酸序列比对同义和非同义替换比例、位置和类型基本一

致，其易采集，便于运输，保存条件和生物危险性低，费用低廉的优点适合作为实验条件较差的偏远地

区HIv一1分子流行病学研究的一种样本采集手段。
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【Abstract】 objective To use dried b100d spot(【)Bs)in studying the sequence and subtype analysis

of HIV一1 genome．Methods 2 ml whole b1∞d containing EDTA anticoagulant from 20 HIV一1 infected

patients were collected，then 80“l b100d was used to prOpare DBS． QIAamp Bl∞d Mini kit and 10％

Che【ex@100 reSin extracted DNA genome from wh01e blOod and DBS as well as nested PCR amplified

specificallv HIV一1 Gp41 region from the two kinds of DNA extraction．Software MAGE 3．0 was used to

study the sequence and subtype of the PCR products．Results Eligible 18 paired samples were analysed to

show that 16 of them belonged to C54A，97CNGX一7F，98CN006 subtypes．The other two samples might

belong to B．CN． ．RL42 and B．US．90WEAUl60．Conclusion Data showed that there were parallel

results between the whole b100d and DBS samples including subtype analysis，position of mutation and types

of amino acid sequencing． Since D13S itself facilitated the collection，transportation and storage，it could be

used as a measure to collect bl∞d sample in resource limited area and to develop molecular epidemiologic

research as well as early diagnosis on infant expoSed to HIV．

【Key words】 Human immunodeficiency virus；subtype analysis；Dried b1∞d spot

由于艾滋病病毒的高突变率、高重组率、高复制

率等特点，故其基因组能快速变异，产生大量变异

株，从而顺利逃脱宿主的免疫压力，致使HIV感染

者／艾滋病患者(HIV／AIDS)总数日趋增多。通过对
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HIv一1基因片段或全长特异性扩增、测序及种系分

析，可将其变异株做基因分型，这对于HIV一1监测、

诊断、疫苗和药物治疗等发现具有重要的指导意义。

目前，在我国主要应用感染者的血浆或抗凝全血样

本，通过从上述样本中提取和扩增血浆HIV RNA

或PBMC中前病毒DNA进行基因分型分析。但

是，采集全血样本需要专用的抗凝采血管、采血针，

采血人员需要通过严格的培训，而且，对全血和血浆

样本的保存、运输也需要专用的设备和条件。此外，
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对于婴幼儿HIV感染的早期诊断和基因型分析，由

于婴幼儿的生理特点，使采集全血样本变得异常困

难。干血斑(DBS)样本具有易采集、体积小、保存条

件低、无生物危险性、便于运输，可邮寄等优点，仅需

要末梢血50～100肚l直接滴在滤纸片上，自然干燥

后，常温短暂保存，如果需要长期保存可保存

在一20℃冰柜中，其内DNA成分可稳定保存5年

以上。干血斑样本主要应用于法医学鉴定领域，在

HIv一1感染的诊断和基因分型中的应用国内鲜有报

道，为此，我们做了将干血斑样本用于HIV一1感染者

的病毒基因序列测定和分型分析的研究，并将其对

应全血样本基因序列测定和基因型分析结果相比

较。结果报告如下。

材料与方法

1．血样本：2005年4月采集20例新疆维吾尔

族自治区HIV一1感染者EDTA抗凝静脉全血2 m1。

1．5 ml的微量离心管分装1 m1全血，一20℃保存，用

于提取DNA；另将相应80肚1全血滴于直径为1．5 cm

的滤纸片(S&S@903#)印圈中，制备干血斑样本，

室温条件下，自然干燥4 h后室温或一20℃保存，避

免潮湿或曝晒。全血样本冷链运输，滤纸片干血斑

样本双层包装邮寄至中国疾病预防控制中心性病艾

滋病预防控制中心国家艾滋病参比实验室。

2．核酸样本制备：①全血(wB)样本：使用德国

Qiagen公司的QIAamp Blood Mini试剂盒从全血中

提取细胞DNA，提取过程按照试剂盒提供操作程序

完成，为提高DNA浓度，最后用100肚l TE缓冲液

洗脱。②DBS样本：打孔器从DBS印圈中心部分取

下3片直径3 mm的DBS，转移入1．5 m1离心管中，

每个样本用后，酒精棉球擦拭和烧灼打孑L器头部，防

止交叉污染；1 m1去离子水洗脱DBS中所含后的血

红素，直至洗脱液呈无色；加入10％Chelex@100树

脂液200肚1提取细胞基因组总DNA。③核酸样本的

质与量测定：提取的DNA核酸用紫外分光光度仪

测定核酸浓度及纯度，200肚l全血可提取DNA浓度

为大约20～40 ng／肚l，也可用5肛l核酸样本1％琼脂

糖凝胶电泳粗略估计核酸浓度。Chelex@100树脂

从DBS中提取的核酸样本为粗提物，纯度A：。。／

A 280≈1．0，浓度约13～40 ng／pl。为排除PCR抑制

剂成分的存在，应用人类所有细胞均含有的G—actin

基因作为内参，如果此基因片段(350 bp)可扩增出

特异产物，说明提取液中不含有PCR抑制成分，

DNA浓度在PCR允许范围。

3．基因扩增：两种样本提取的细胞DNA采用

相同的HIv env区的引物，反应体系和条件扩增

HIv一1 8佗口基因Gp41区。按照巢式PCR方法，取

10肛1核酸模板，反应体系采用50肛l，外侧引物序列

为：Gp40F1：5’一TCTTAGGAGCAGCAGGAAGCAC

TATGGG一3’，Gp4 1R1：5 7一AACGACAAAGGTGAG

TATCCCTGCCTAA一3 7，内侧引物序列为：Gp46F2：

5 7一ACAATTATTGTCTGGTATAGTGCAACAGCA一

3 7， Gp47R2： 5 7一TTAAACCTATCAAGCCTCCTA

CTATCATTA_37，第一轮反应条件：94℃5 min，

50℃1 min，72℃2 min，94℃30 s，50℃30 s，72℃

1 min，30个循环，72℃10 min，取第一轮反应产物

5肚1进行第二轮扩增，反应条件为：94℃2 min，50℃

50 s，72℃90 s，94℃30 s，50℃30 s，72℃60 s，35

个循环，72℃10 min。

4．测序及序列分析：对阳性PCR产物应用第二

轮正反向引物Gp46F2和剐7R2直接测序。测得的
序列用Ch㈣，CEp螂软件进行编辑、校对，最终序
列为正反向引物测序结果重叠校正后确定，ClustalX

软件将DI珞和wB样本序列分别与HIV-1 AO国际

亚型和部分代表株共享序列进行排列比对分析。

MEGA 3．0软件完成序列分型，翻译成氨基酸序列，并

制作系统树及一组序列间离散率分析。亚型分析使

用的各个亚型参考序列来自美国LOS蹦amos Natioml

I—ab()rato巧(http：／／hiv-web．1anl．群)v)。

结 果

1．核酸序列基因离散率分析：2份DBS样本制

备不合格，共有18对DBS和wB样本PCR产物可

进行核苷酸序列分析。将DBS和wB样本核苷酸

序列分别与HIV一1 A—O国际亚型代表株核苷酸序列

进行比较，用Distance程序计算相互间基因离散率，

显示DBS与wB样本分型效果一致，18对样本可分

为3种亚型，16对样本与我国流行的B／C重组亚型

(C54A，97CNGX一7F，98CN006)归为一组，1对样本

与欧美B亚型(B．Us．90wEAul60)归为一组，1对

样本与泰国B’亚型毒株云南代表株(B．CN．．

RL42)归为一组(图1)。

16个DBS样本间的基因平均离散率为

5．79％，与国际几个代表株的离散率分别为：中国流

行BC重组亚型(C54A，97CNGx一7F，98CN006等)

4．91％，属泰国B’亚型的毒株云南代表株
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(B．CN．．RL42)间为18．09％，欧美B亚型代表株

(B．US．90WEAUl60)间为19．28％，A亚型(U455)

17．73％，C亚型(96BW0502)8．89％，D亚型(ELI，

NDK)18．8％，F亚型(MP255)19．6％，G亚型

(DRCBL)18．2％，H亚型(V1991)15．09％，表明16

个DBS样本为我国流行的BC重组亚型株。DBS5

样本与泰国B’亚型毒株云南代表珠(B．CN．．

RL42)间基因离散率为5．81％，与中国流行BC重组

亚型21．8％，欧美B亚型代表株12．15％，AB重组

亚型代表株为9．97％，表明该样本属于泰国B’亚型

毒株云南代表株。DBS8样本与欧美B亚型

10．93％，与泰国B’亚型毒株云南代表株13．87％，

与中国流行BC重组亚型22．1％，表明该样本接近

欧美B亚型株。

16个wB样本间基因平均离散率为5．59％，与

我国流行BC重组亚型株的基因离散率为4．67％，

归为此型病毒株。wB8样本也归为欧美B亚型，基

因离散率7．89％，wB5样本同样也与泰国B’亚型

毒株云南代表株接近，基因离散率4．95％。

2．DBS和wB样本新疆HIV．1流行株系统树分

析：利用MEGA 3．0软件进一步系统树分析显示，两

种样本系统树一致，16对样本与中国BC重组流行

株聚集在一起，远离欧美B亚型和泰国B’亚型，及

其他HIv一1亚型。wB5和DBS5样本与泰国B’毒
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1广——一wB23
o—————————一WBl3——厂97CNGX一7F

L-98CN006

——WB7
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‘一WB27

一WB9一WBl896BW0502

一V199

O．02
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CM240
U455

EQTBllC
Vll310

‘DRCBL

SE7022

株云南代表株接近，wB8和DBS8样本与欧美B亚

型靠近而远离中国BC重组流行株和泰国B’亚型。

3．DBS和WB样本氨基酸序列比较：选取6对

归入BC重组亚型的DBS和WB样本，400 bp长度

的核酸序列翻译成的氨基酸序列，比较两种样本核

苷酸基因突变导致的氨基酸变化。由图2同一感染

者的两种样本氨基酸序列中发生氨基酸同义或非同

义替换的位点和类型基本一致。

讨 论

本研究结果显示DBS和WB样本用于HIV一1基

因序列和亚型分析时结果平行，DBS样本核苷酸序

列虽然不能完全匹配相应wB样本，但个别基因位

点的突变多为无意义突变，并不影响基因序列分析，

两种样本氨基酸序列比较结果显示，氨基酸同义和

非同义替换比例、位置和类型基本相同。同一感染

者两种样本核苷酸和氨基酸序列不能完全匹配。为

此笔者认为，首先HIV感染者体内的病毒以同源性

很高的不均一的各种病毒株共同寄生于同一机体所

构成的准种(quasispecies)形式存在。“准种”中的毒

株在绝大多数位点的核苷酸相同，序列图中将显示

为一个清晰的单峰，而在具有不同核苷酸的位点上，

则出现“双峰”或“多峰”。不同的引物测序“双峰”或

“多峰”出现的位点不同，判读的核苷酸也不同，HIv

V199l

CM240—U455
97CM MP807——EOTBllC—VIt310

：誉¨5” o．02

y乳s 90wEAUl60■兰j‘BUS90．WEAUl60

图1 wB和DBs样本与HIV一1国际代表毒株进化树比较
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性”，给序列结果的正确解释

带来困难n o。其次，核苷酸序列比较发现，两种样

本之间碱基突变多为同义突变，少数错义突变造成

氨基酸序列的改变，但这种改变可不表现出明显的

性状变化。但为避免这种突变现象的发生，制备

DBS样本时应避免物理因素(紫外线、电离辐

射)、化学因素等对DNA分子造成不同程度的损

伤，而影响检测结果，故强调DBS自然晾干，不

可曝晒。第三，在采集样本时是否严格按照操作规

程没有任何污染物沾染滤纸片采血面。第四，滤纸

片为纯棉纤维制品，提取细胞DNA过程中棉纤维

是否对DNA造成影响值得考证。所以良好的滤纸

片应该具有高度纯净，均一和良好的吸水特性，采

集的DBS也应是血液吸附均匀，无血凝块或血清

环，无污染。

在本研究中，应用3个直径3．0 mm的DBS提

取总DNA模板中，按3．0 mm DBS吸收5肚l全血，外

周血中CD4+细胞HIv一1的整合率约为O．1％～

0．3％心1，即15肛1 HIV一1感染者的全血中，约有

75～225个CD4+细胞被感染，以每个感染CD4+

细胞含有1拷贝的HIV一1前病毒DNA计算，提取

的总DNA中含有约75～225拷贝的HIV一1 DNA，

可事实上大多数感染HIv一1的细胞中含有约3～4个

前病毒聆]，而理论上讲PCR可扩增1个拷贝

DNA，所以从DBS中提取的总DNA含有的HIV一1

DNA模板足够用于PCR扩增。但是，从DBS中提

取的总基因组DNA主要通过

Chelex@100(离子交换树脂)

使蛋白质变性和捕获多价金属

离子的原理使滤纸上吸附的血

细胞释放DNA并去除PCR抑

制剂，因为没有过滤步骤所以

基因组纯度A260／A28。≈1．0，

提取液上清可能会有红细胞污

染，特别是血红素的卟啉部分

是PCR的强抑制剂，所以在

扩增目的基因前应扩增人类共

有的保守基因(G—actin或

113一glubin)，可发现DNA提取

液中是否含有抑制剂以及提取

的DNA质量。

DBS滤纸片制备和提取基因组DNA过程中保

证样本合格和防止交叉污染的质量控制。在采集样

本的过程中不可以用戴或不戴手套的手触碰滤纸吸

附血液处，从采血点吸附血液时应从印圈的中心处

吸附，使血液自然在滤纸片上扩散。每个研究对象

的DBS滤纸片应独立塑封袋包装，干燥过程中样本

应有间隔；在应用打孑L器从滤纸片上移取干血斑时，

每个样本间应用酒精灯充分烧灼打孑L器头部，并用

酒精棉球擦拭，取样前在洁净的滤纸上打击数次。

每轮DBS检测均应设置阴性对照，从移取DBS步

骤到PCR扩增全程，若对样本扩增DNA分子量心

中有数，可免设阳性对照。

有研究表明，用DBS滤纸片法，4℃以下最长可

保存52周，不影响检测结果，生物危险性低’41，可通

过邮寄的方式运送样本，此外DBS样本体积小易存

放，一20℃条件小可长期保存6年之久，即使保存在

不可控制的环境条件下也可保证DNA稳定。51。虽

然mRNA不如DNA稳定，Brambilla等¨。的研究表

明，RNA在903滤纸上血斑和血浆斑中的稳定性在

常温或～20℃条件下也可达1年之久。

总之，通过本研究结果显示，DI玛作为一种易采

集，保存条件低，便于运输，费用低廉的血样本保存方

法，适合在实验设备条件略差的偏远地区采集血样本

用于分子流行病学研究。同时，HIV暴露的婴幼儿血

液采集困难，为早期明确感染状况，可通过针刺足跟

部收集少量全血制备DBS滤纸片样本用于诊断。本

实验室有关用于垂直传播HIV-1暴露婴儿早期诊断的

初步研究显示也支持这种样本采集方式。
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中国八省市各级医疗机构确诊急性乙型肝炎

实验室检测能力调查

卢永 崔富强 王晓军 龚晓红 董红军 胡苑笙 陈园生 梁晓峰

医疗机构的乙型肝炎(乙肝)诊断能力是影响乙肝报告

发病率的重要因素，我们在全国范围开展此次调查，以初步

了解我国各级医疗机构急性乙肝实验室诊断能力。采用典

型抽样在北京、吉林、浙江、山东、河南、广东、四川、甘肃8

省／市抽取95家省、地、县、乡级医疗机构作为调查对象(各

级比例为1：2：3．7：3．3)，采取问卷和现场观察方法调查乙肝

实验室人员配备、检测频度、设备配置、检测项目、检测试剂

等情况。调查诊断急性乙肝的标准：乙肝两对半、ALT、

抗一}mc IgM，同时检测抗一HAV IgM与甲肝鉴别诊断。

结果与分析：各级医疗机构中专职从事乙肝检测的平均检

验人员数为3．6人，占到了所有检验科人员的25．0％。开展乙肝

两对半、越』、抗一卜Ⅱk IgM、抗一}“ⅣIgM检测的医疗机构分别占

96．8％、89．5％、29．5％、47．4％(表1)，前3项均开展的占

28．4％，4项均开展的占27．4％，且在各级中构成的差异有统计

学意义(Y2=22．60，P<0．001)，其中乡级仅占3．1％，少于其他各

·疾病控制·

级(Y2=14．27，P<O．001)。分别有60．0％和21．1％的医疗机构

每天都开展两对半及抗一瑚Bc IgM检测，每家机构平均每月检

测乙肝两对半760例，抗一阳3c IgM 732例。检测中最常使用

ELISA试验，试剂来源广泛，厂家众多，其中两对半试剂厂家

有23家。配备开展ELISA试验所需酶标仪、移液器、孵育箱

的医疗机构分别占到56．8％、91．6％、93．7％，3种设备均有的

医疗机构占52．6％，在省、地、县中分别占100％、89．5％、

62．9％，乡级仅有6．3％。近年来全国乙肝报告发病率逐年上

升。医疗机构是报告乙肝病例的主体，调查发现，我国各级医

疗机构诊断乙肝的能力尚不足，仅有27．4％的机构能开展足

够的检测项目，52．6％的机构配备了开展ELIsA试验所需设

备，基层尤其是乡级的诊断能力低下。另外，种类繁多的检测

试剂需要有关部门长期、动态地做出系统评价。建议加强对

医疗机构，尤其是基层医疗机构乙肝实验室的培训和督导，规

范其检测方法，加强对乙肝检测试剂市场的评价和指导。

表1 8省市各级医疗机构开展乙肝相关检测项目情况

注：x2检验开展相应检测项目的医疗机构在各级中的构成有无差别，即对2～5列比较；括号外数据为百分比，括号内数据分子为检测单

位数、分母为调查单位数
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