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·实验研究·

中国部分地区HIV患者B7和B 7／C亚型毒株

艺现艺第一外显子基因变异与HIV疾病
进展关系的研究

韩晓旭 代娣 张岩 张曼 张子宁 刁莹莹 耿文清 尚红

【摘要】 目的 了解中国B’和B’／C亚型HIv／AIDS患者￡n￡第一外显子的基因序列及其二级

结构的特征和变异特点，探讨其与HIV—l感染疾病进展之间的关系。方法 从辽宁、吉林和云南省

HIV—l感染者中选取病情呈缓慢进展的B’亚型感染者8例和B’／C亚型感染者5例，选择年龄、性别感

染时间与前二者匹配的病情呈典型进展的B7亚型感染者26例和B7／C亚型感染者9例。采集外周静

脉血，提取前病毒DNA，用巢式聚合酶链反应扩增HIV一1的fn￡基因，纯化后直接进行基因序列测定，

序列编辑后翻译成氨基酸序列，进行氨基酸变异情况分析和二级结构预测。结果 B7和B7／C亚型缓

慢进展者、典型进展者Tat第一外显子中发现多种氨基酸替换，但除A58T外均未显示出与病毒载量

以及疾病进展的明确相关性。23N、31S、32Y、46F变异均显示出亚型特异性；Tat蛋白的二级结构未

发现规律性变化。结论 中国HIv／AIDS患者缸f第一外显子某些位点的基因变异，如A58T可能与

病毒载量以及疾病进展有关，Tat蛋白的二级结构可能与HIV感染后的疾病进展无明显关系。
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【Abstr扯t】 objective To study the polymorphisms and se∞ndary structure of human

immunodeficiency virus(HIV一1)托￡exon 1 among subtype B
7

and B’／c HIV一1 infected people in China

and to explore the relationship between the polymorphism of ￡口￡ exon l and the disease progression．

Methods 8 subt)，pe B
7

and 5 B’／C HIV一1 infected patients with slow disease progression were selected

from Liaoning，Jilin and Yunnan province．26 subtype B’and 9 B’／C HIV一1 infected patients with similar

sex，age but with typical disease progression were selected． Provirus was extracted from the wh01e blo()d．

The gene sequences of the Tat exon 1 were amplified by nest—p01ymerase chain reaction(nest—PCR)．

Products were purified and sequenced directly． The sequences were aligned， translated， amino acid

substitution were analyzed and secondary stmctures were predicted．Results】Ⅵany amino acid substitution

could be found in the exon 1 of Tat in HIV一1 subtype B and B’／C recombinant strain infected perSons with

different disease progression except A58T，none of them showed definitely relationship with HIV viral load

and disease prqgression．23N，3lS，32Y and 46F were subtype—specific substituti衄s．No characteristic

secondary structure of exon 1 of Tat was found．Concl璐ion Some of the mutations of￡nf exon 1 might be

related to HIV viral 10ad and disease progression．}Iowever，there was no relationship found between the

secondary structure of Tat protein and the disease progression．
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Tat是HIV—l的转录过程中起着关键作用的调

节蛋白。Tat通过转录反应因子与某些细胞因子作

用形成蛋白一RNA复合物，活化转录启动因子，加强

RNA多聚酶Ⅱ的活性，从而明显促进病毒转录。

Tat蛋白的高水平表达可以促进大量病毒的产生，

而￡盘￡缺失或突变则可能使病毒完全不复制。国外

研究表明HIV一1感染者体内的病毒复制水平决定疾

病的进程⋯。快速进展期患者体内的HIV一1复制水

平很高，致使CD4+T淋巴细胞数量迅速下降进入

AIDS期雌。。无症状感染者体内的病毒载量通常不

高，病毒复制效率也低¨o。有效的高水平的HIV一1

复制是AIDS进展的先决条件之一。作为编码Tat

蛋白的￡以￡基因，其变异是否会影响改变病毒的复

制并影响疾病的进展，国内外相关报道较少。本研

究通过氨基酸序列分析，初步研究了我国B7和B 7／C

亚型HIV一1感染者病毒基因组中抛￡区第一外显子

氨基酸序列的特征、突变的种类，并进行Tat蛋白二

级结构特征分析；探讨HIV一1￡口￡区第一外显子氨

基酸多态性及二级结构变化与HIV感染疾病进展

的相关性。

资料与方法

1．病例选择：选取2000—2005年辽宁、吉林、云

南省未接受抗病毒治疗的HIV感染者／AIDs患者

的流行病学资料和临床资料。病情呈典型进展者

34例，缓慢进展者13例(表1)。缓慢进展组标准为

感染期超过10年，未接受抗病毒治疗，CD4+细胞≥

500×106／L。采集全血标本共47份，EDTA抗

凝一80℃冻存。

2．核酸提取和扩增：以QIAamp DNA B1∞d

Mini Kit(QIAgen，德国)试剂盒，从EDTA抗凝全血

标本提取基因组DNA，玩￡区基因扩增的引物及反

应条件参见文献[4]。QIAquick Gel Extraction Kit

按操作说明回收目的DNA片段。

3．HIv一1￡口￡基因序列测定：取50 fm01 PCR

扩增片段为模板，抛￡一B为测序引物，BigDye

Termintor Sequencing Kit(ABI，美国)按操作说明应

用双脱氧终止法进行测序反应，使用ABI 3130全自
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动遗传分析仪进行毛细管电泳并读取序列。

4．HIv／AIDS Tat区第一外显子核苷酸、氨基

酸序列及其二级结构特征分析：

(1)参照测序谱图进行基因序列修订后，下载

HIV序列数据(http：／／hiv—web．1anl．gov)中HIV一1各

亚型流行株参考序列，用BIoEDIT软件包中

CLUSTAL W程序进行排列比对，在核苷酸序列中

人工引入gaps以保持翻译完整性。统计测得的Tat

区第一外显子核苷酸及氨基酸突变位置和种类。

(2)以NNPREDICT程序(http：／／ncbi．nlm．

nih．gov)预测我们测得的Tat区第一外显子氨基酸

序列的二级结构，并进行分组比对。

5．统计学分析：SPSS 11．5统计软件进行统计学

分析，病毒载量取对数值后，呈正态分布。￡检验、

Y2检验，以P<0．05为有统计学意义。

结 果

1．临床资料：13例病情呈缓慢进展者通过舭g

和P”口基因区的分析确定有B 7亚型8例，B7／C亚型

5例。35例病情呈典型进展者中有B7亚型26例，

B7／C亚型9例。缓慢进展组的外周血CD4+T细胞

数为(624±180)个／弘l，病毒载量(4．21±0．75)19拷

贝／ml，而典型进展组的外周血CD4+T细胞数为

(226±145)个几l，病毒载量(5．13±0．89)

19拷贝／ml。缓慢进展组和典型进展组之间病毒载

量水平的差异有统计学意义(表1)。

2．氨基酸变异：缓慢进展组、典型进展组Tat蛋

白氨基酸序列具有较高同源性，没有发现移码突变

和提前出现的终止密码子，只在1例典型进展的B7

亚型感染者的Tat蛋白发现1个氨基酸缺失。B7亚

型核苷酸序列翻译成氨基酸后与B亚型共享序列

比较(图1)，缓慢进展组中发现K19R、A21S、R57S、

A58s、H6N、L69v各1例，典型进展组未发现此变

异。典型进展组发现2例Q17L，K19N、T20P各4

例、A21 L／R、A26 F／C、139T、A58P、V67G／D各1例，

T64N、S70P、K71E各2例，LTNP组未发现此变

异。上述变异两组差异无统计学意义。

B 7／C重组亚型核苷酸序列翻译成氨基酸后与

表1 不同疾病进展情况HIv／AIDs患者临床资料

注：括号内数据为例数

 



HXB，毒株、我国较早

的流行株07—97CN001

及08CN97CNGX 6F

比较(图2)，在缓慢进

展组发现K29L、C37G、

R53K、Q54R、H59T、

A67G，典型进展组未发

现上述变异。在典型进

展组发现A21D、K50R、

Q54P、A58T、S62R、

K7lN，缓慢进展组未发

现上述变异。上述变异

两组的差异未达到统计

学意义。

3．重要功能区的氨

基酸替换：在富半胱氨

酸区，本研究发现B7／C

重组亚型毒株中存在较

多的123N变异(7／14)，

在缓慢进展和典型进展

组中分别为3／5和4／9，

差异无统计学意义。但

该变异只见于云南省来

源的病例。在B7亚型毒

株中，来源于缓慢进展

和典型进展组的砣3N

各1例。配3N(一)与

他3N(+)病例之间病

毒载量的差异无统计学

意义。6／8来自云南省

的毒株存在C31S变异，

在缓慢进展和典型进展
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SP表示缓慢进展组氨基酸序列；TP表示典型进展组氨基酸序列；国外资料报道的氨基酸所在位置用△

标出；只存在于缓慢进展组的氨基酸变异用黑体表示；只存在于典型进展组的氨基酸变异用下划线表示

图1 B’亚型缓慢进展组、典型进展组Tat蛋白序列的比较
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sP表示缓慢进展组氨基酸序列；TP表示典型进展组氨基酸序列；国外资料报道的氨基酸所在位置用

△标出；只存在于缓慢进展组的氨基酸变异用黑体表示；只存在于典型进展组的氨基酸变异用下划线表

示；HxB2、07，97cN001、08cN97CNGx一6F为参考株

图2 B’／C重组亚型缓慢进展组、典型进展组Tat蛋白序列的比较

组中分别为3／5和3／9，差异无统计学意义，该变异同

样只见于云南省来源的病例。在缓慢进展和典型进

展组中乃1L变异分别为3／5和4／9，差异无统计学

意义。

在核心区，本研究发现B7亚型毒株中存在较多

的F31L变异和139M、T40K变异。在缓慢进展和

典型进展组差异无统计学意义。核心区的豆蔻酰化

位点GisyGR(44～49)通常极为保守，B7典型进展和

缓慢进展组均未发现任何变异。B7／C重组亚型毒

株中只有1例B7／C典型进展者存在R50K变异。

在碱性区保守序歹ⅡRKKRRQRRR(49～57)，B7

亚型缓慢进展者发生S53R、S57R替换各1例，B 7亚

型典型进展者也发生S53R 1例。而在B7／C重组亚

型有13／14的毒株中存在S57R替换，在缓慢进展和

典型进展组中差异无统计学意义。

在富谷氨酰胺区N6S、Q63E、T64D、A67N、

S68L、L69I在测得序列和BC亚型参考株中均常

见，反映了亚型特异性。而A58T变异在B 7亚型缓

慢进展者1例，典型进展组3例，B7／C重组亚型毒

株中2例，在疾病进展情况不同的组间分布无显著

性差异，但A58T(一)病毒载量低于与A58T(+)病

例(P=0．048)。
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4．LTNP组、无症状感染组与AIDS组患者Tat

蛋白二级结构预测结果的比较：以NNPRIDICT程

序预测我们测得的Tat区第一外显子氨基酸序列的

二级结构，并进行分组比对(图3)。在B 7亚型和B7／

C重组亚型绝大多数患者在Tat蛋白的核心区和基

础区，尤其是核心区保持了保守的刚性a一螺旋(5～6

个)，但值得注意的是在B7／C重组亚型的典型进展

组中发现了5／9的病例(全部为CRF07BC)螺旋数

仅为1个，而B7／C重组亚型的缓慢进展组中的

CRF07BC(LN01SP)此区的螺旋数为5个。但由于

病例数有限，尚未达到统计学差异。在核心区和碱

性区交界部位的片层区也相当保守，B7／C重组亚型

片层区要长于B7亚型，在缓慢进展组合典型进展组

都是如此。位于碱性区和富谷氨酰胺区的螺旋结构

保守性较低，在缓慢进展组和典型进展组都有缺失

的情况发生。

讨 论

HIV一1的基因组呈现出高度

的变异性，这些基因水平的差异

当被翻译成有功能的蛋白质后，

表现出了生物学性质的差异。根

据。Tat蛋白氨基酸构成和保守区

域的分布可分为6个区域：N末

端区、富半胱氨酸区、核心区、碱

性区、富谷氨酰胺区和C末端

区。核心区、碱性区和谷氨酰胺

丰富区都参与RNA的结合。前

五区由第一外显子编码，C末端

区则由第二外显子编码。

富半胱氨酸区含有7个保守

的半胱氨酸残基，该区与反式激

活病毒的转录与复制密切相

关¨’6J，此区的配3N替换在A、

C、D亚型中常见，该变异能够提

高Tat对HIV一1启动子的激活并

使Tat结合到细胞激酶正向转录

延长因子(positive transcription

elongation factor b，P—TEFb)，补

偿Tat蛋白其他部位有害突变，

对病毒复制有利，可能促进适应

性较差的耐药病毒的复制，利于

产生毒力更强病毒"1。本研究发

N

aCtl

组B’／C

组B’／C

现B7／C重组亚型毒株T23N、C31S、F32Y变异在缓

慢进展和典型进展组中广泛存在，推测与疾病进展

情况无关，但该变异只见于云南省来源的CRF08BC

病例，辽宁省来源的CRF07病例则无此变异发生，

反映了此变异的亚型特异性。在B 7亚型毒株中，来

源于缓慢进展和典型进展组的T23N各1例。

T23N、F32Y变异此变异并不改变此区半胱氨酸残

基的个数，而C31S则影响到半胱氨酸残基的个数，

其潜在影响还有待进一步研究。

核心区残基构成保守的刚性的螺旋结构，促进

TAT—TAR结合。Pantano等研究发现核心区一碱性

区的41～52位氨基酸高度保守，尤其是44～50位氨

基酸组成的turnlike region保守性更高旧1。在我国

B’／C重组亚型毒株中发现在缓慢进展和典型进展

组中都存在S46F变异，仅见于辽宁省来源的

CRF07BC毒株，CRF08BC毒株无此变异，故此变异

为亚型特异性变异，其对生物学表型的影响有待进

-terminal +cystcine-rich+ cOre reglon +b髂ic region+91utamine一“ch 1

vation region roIe region region

～一⋯一一一一一H一
一一一一⋯～⋯HHHHH一一

一E～E
⋯E⋯E
⋯E
—E—E
⋯E
—E

EH一一一一一一HHH一一EH～一一一一一HHH～一

塑旦⋯～一⋯一一一一⋯一HHHHHH⋯⋯E～⋯⋯～⋯⋯训
⋯一一一 HHHHHH---E ---一HE
一一一一⋯一一⋯⋯⋯⋯HHHHHH⋯⋯E⋯⋯—HH一一一一⋯⋯一⋯⋯⋯⋯一HHHHH⋯一E
一一一一一一一一一⋯一HHHHI{}I一⋯E一⋯一一一一一
一一一一 HHHHH E

⋯一⋯一一一一一⋯⋯一HHHHHH一～E一一一～⋯⋯⋯⋯⋯一一一一一一⋯一一一HHH一一E一一一一一一一
丝旦一⋯一⋯⋯一一⋯一一HHH}IH一一E⋯～⋯～⋯⋯⋯一 HHHHHH E

⋯一一一⋯～⋯一⋯⋯一HHHHHH一⋯F一⋯一一一⋯
⋯⋯⋯一～～一一一一一HHHHHH⋯一E⋯⋯一～⋯～一
⋯⋯一一一一一一一一一一H}{HH}I一一E⋯一一IlH一一一一一 H—FE一⋯⋯～⋯一⋯

⋯一HH一一一～一一一
一一IIjl一～一J|IIlI一一一
一一!一一一一HH—HH一一一

SP表示缓慢进展组；TP表示典型进展组；以NNPRIDIcT程序预测我们测得的nt区第一

外显子氨基酸序列的二级结构未发现显著差异：H表示螺旋，E表示折叠，一表示无规则卷曲

图3 缓慢进展组、典型进展组Tat蛋白二级结构预测的比较
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一步研究。位于Tat 28位和50位的赖氨酸残基是

乙酰化受体，对病毒复制至关重要。Br色s通过体外

实验证明K28Q和K50Q变异可以引起病毒复制能

力丧失，Tat蛋白对LTR的转录激活能力丧失。

K28R会影响病毒的复制能力和对整合的LTR的

激活，K50R变异对Tat蛋白的转录激活能力无影

响，但会使病毒复制延缓3—4 d—j。本研究1例B 7／

C重组典型进展者中发现K50R，而该患病毒载量处

于105的较高水平，并未显示出复制受影响的迹象。

碱性区特异性地与TAR RNA的凸起域相互作

用，是Tat与TAR相互作用进行反式激活所必需

的。在碱性区保守序列RKKRRQRRR(49～57)位

置，B7亚型缓慢进展者发生S53R、S57R替换各1

例，B7亚型典型进展者也发生s53R 1例。而在B 7／C

重组亚型有13／14的毒株中存在s57R替换，显示了

此替换的亚型特异性，与疾病进展状况无关。

Tat区第一外显子特定位置的氨基酸变异可以

影响病毒的复制能力，国外学者通过对HIV一1 B亚

型的体外实验研究发现编码Tat蛋白第一外显子的

22、28、41、50位的基因突变可能使HIV一1复制减低，

而第23位N取代T、58位T取代A、65位D取代

H的基因突变，可能使HIV复制提高，提示此突变

可能与疾病进展有关∞。。我们在B7和B 7／C缓慢进

展组均未发现22、28、41位变异，但1例B7／C重组

典型进展者中发现K50R，而该患病毒载量处于105

的较高水平，并未显出复制受影响的迹象，与体外实

验研究结果不同。我们还在云南省的CRF08BC毒

株中和个别B 7亚型中发现配3N，但未显出与病毒

载量以及疾病进展情况的明确关系，而A58T虽然

在疾病进展情况不同的组间分布无显著性差异，但

A58T(一)病毒载量低于与A58T(+)病例，与国外

研究结果一致。

此外我们还发现的一些新的突变：B7亚型缓慢

进展组中发现K19R、A21S、R57S、A58S、H6N、

L69V，B7／C重组亚型缓慢进展组发现K29L、C37G、

R53K、Q54R、H59T、AL67G的变异，在典型进展组均

未发现。B7亚型典型进展组发现Q17L，K19N、

T20P、A21L／R、A26F／C、139T、A58P、V67G／D、

T64N、s70P、K71E，B7／C重组亚型典型进展组发现

A21D、K50R、Q54P、A58T、S62R、K71N，缓慢进展

组均未发现，上述变异对Tat活性以及病毒复制的

影响有待进一步研究。

需要强调的一点是，HIV一1在体内是呈复杂准

种分布的，由于本实验研究的方法为PCR扩增后直

接测序，本研究所发现的缸￡基因多态性均代表感

染者体内优势准种，而并不能反映￡n￡基因多态性

的全貌。

本研究试图了解Tat蛋白的构象变化对其调节

病毒转录能力的影响。我们发现在B 7／C重组亚型

的典型进展组中5／9的病例全部为(CRF07BC)此区

的螺旋数仅为1个，而B 7／C重组亚型的缓慢进展组

中的CRF07BC(LN01SP)此区的螺旋数为5个。此

螺旋数的减少是否与其反式激活活性造成影响还有

待进一步实验证实。在核心区和碱性区我们也未发

现与疾病进展有关的规律性结构改变。交界部位的

片层区也相当保守，B7／C重组亚型片层区要长于B
7

亚型，但片层区长短与疾病进展情况无关。

上述结果提示我们虽然缓慢进展和典型进展患

者Tat蛋白的氨基酸序列存在各自的变异特点，但

并未影响其二级结构的改变，HIV感染后的疾病进

展可能与Tat蛋白二级结构无明显关系。
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