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4例接受抗病毒治疗的艾滋病患者HIV一1
核苷类反转录酶抑制剂类耐药基因
突变的选择动力学研究

李珏 焦丽燕 李韩平 李林 刘永健 庄道民 刘思扬 鲍作义 李宏 王哲 李敬云

【摘要】 目的 阐明接受抗病毒治疗的艾滋病患者核苷类反转录酶抑制剂(nueleoside reverse

transcriptase inhibitor，NRTI)类耐药基因突变分子进化特征。方法从中国中部农村某抗病毒治疗

艾滋病病例研究队列中选择4例服药依从性较好，治疗初期为野生型毒株，在治疗过程中逐渐产生

NRTI类耐药基因突变的患者为研究对象，对每位患者的4～5次随访血浆样本的反转录酶(RT)基因

进行克隆测序分析，观察每个克隆的基因型耐药性特征。结果 共检测855个克隆，平均每份血液

样本47．5d"±22．8个克隆，得到4例患者历次克隆序列中带各种NRTI类耐药基因突变的构成图谱：

某些患者随治疗时间延长逐渐表现为典型的TAMs_1型突变模式，如L210W、T215Y、M41L突变，并

且随治疗时间延长，优势种所携带的突变数目有累加趋势；某峰患者表现为较明显的TAMs-2型突变，

如K70R、D67N、K219Q等突变；其中，某些患者的克隆同时含有T215Y(TAMs．1型)和K70R、D67N

(TAMs一2型)突变。结论 总结出4例患者HIV一1 NRTI类耐药基因突变的选择动力学特征。4例患

者表现出不同的NRTI类耐药基因突变演变途径：TAMs．1型、TAMs-2型以及TAMs一1／TAMs一2融合

型，该类突变表现出逐级累加的趋势，最先筛选出来的耐药突变往往能够成为最后的优势种。

【关键词】核苷类反转录酶抑制剂；耐药基因突变；分子进化规律
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【Abstract】 Objective To elucidate the molecular evolutional characteristics of HIv-1 nucleoside

reverse transcriptase inhibitor(NRTI)drug resistance—associated mutations in patients with AIDS receiving

highly active antiretroviral therapy．Methods We selected 4 AIDs patients receiving highly active

antiretroviraI therapy(HAART)with good adherence under a HIV一1 drug resistance cohort from a rura】

region in central China．Those people carried susceptible virus at the beginning of treatment and gradually

came to produce virus resistant to NRTIs during the process of antiretroviral therapy(ART)．Reverse

transcriptase(RT)genes from each patient’S peripheral blood samples(from 3 tO 33 months after

withdrawal)were doned and sequenced in succession．Results We sequenced a totsl number of 855 clones

and obtained the HIV-1 NRTI drug resistance—associated mutations patterns of the 4 patients．Typieal

resistance mutations of thymidine analogue mutations(TAMs)pattern 1。such as L210W，T215Y and

M4lL，were generated in patient‘A’．TAMs pattern 2，including D67N，K70R and K219Q mutations，was

discovered in patient‘B’．Interestingly，in patient‘C’，SOme clones comprising not only TAMs pattern 1

mutations(T215Y)but also TAMs pattern 2 mutations(K70R、1367N)．Conclusion The four patients

show different pathways on HIV一1 NRTI drug resistance．associated mutations，including TAMS pattern l，

TAMs pattern 2 and the fusion pattern of TAMs一1&TAMs-2．We also noticed that the tendency of

gradual accumulation WaS obvious and those mutations detected earlier tended tO be the predominant strains．

【Key words】 Nueleoside reverse transcriptase inhibitor；Drug rcsistance-associated mutations；

Molecular evolutional characteristics
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HIV一1感染者体内的毒株是以准种的形式存在

的⋯，由于HIV的高复制速率拉1、高频重组现象以

及反转录酶(RT)缺乏校读功能等因素，使其准种得

以不断丰富。目前对HIV．1耐药突变选择动力学的

研究还很少L3J，采用的方法也多是通过PCR直接测

序H1，扩增出优势准种，再将所得序列与数据库资料

进行分析比对，这种方法只能检测到准种中大于

20％的耐药基因突变毒株，不能检测从野生型到突

变型转变的早期阶段所产生的少量耐药基因突变。

采用克隆测序的方法来研究抗病毒治疗过程中耐药

突变的发生规律具有独特的优势，不但能够检测到

少量的病毒准种，而且可以特异地检测到单一病毒

基因的突变，从而避免了各准种间的混杂效应。本

研究以4例服药依从性较好的艾滋病患者为研究对

象，对其系列血浆样本的RT基因进行了克隆分析，

在对855个克隆序列进行分析的基础上，总结出这

些患者核苷类反转录酶抑制剂(NRTI)类耐药基因

突变发生的选择动力学特征。

对象与方法

1．病例：从我国中部农村地区接受免费抗病毒

治疗(AZT、ddI和NVP)的艾滋病患者中选择4例

服药依从性较好、治疗3个月时标准基因型检测未

发生HIV一1耐药突变、在以后的治疗过程中逐渐产

生NRTI类耐药突变的艾滋病患者为研究对象。患
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者1，女，43岁；患者2，女，42岁；患者3，男，38岁；

患者4，男，45岁。这4例患者均在1992年前后通

过有偿献血感染HIV．1。在治疗3、9、15、21、27和

33个月后进行随访，收集4例的系列EDTA抗凝全

血及相关问卷调查资料。4例患者的co；淋巴细

胞计数和病毒载量(VL)的测定见图1。

2．方法：

(1)分离、富集、提取血浆HIV病毒的RNA：使

用QI／Lamp viral RNA Mini Kit试剂盒(Qiagen，德

国)提取病毒RNA，按照说明书推荐的步骤进行。

(2)RtPCR扩增HIV-1 pol区基因：用TaKaRa

一步法RPPCR试剂盒(AMV)(宝生物工程大连有

限公司)RT。PCR扩增HIV．1 pol基因片段。第一轮

反应体系：5 td 10×One Step RT．PCR buffer；10弘l

MgCl2(25 mmol／L)；5弘l dNTP Mixture；1肛l RNase

Inhibitor(40 U／td)；1弘l AMV RNaseXL(5 U／}t1)；

1 lal AMV—Optimized Taq(5 u／t,1)；1一上游引物

MAW26：57，TTG GAA ATG TGG AAA GGA AGG

AC3 7，于HXB2上位于2028～2050；1弘l下游引物

RT21：5 7．CTG TAT TTC TGC TAT TAA GTC

m TGA TGG G-3 7，于HXB2上位于3509--3539；

1 td RNA模板；24弘l RNase Free dH20。反应条件

为：50℃30 min，94℃2 min，1个循环；94℃30 s，

55℃30 s，72℃1．5 min，30个循环；72℃10 min。

第二轮反应体系为：5 pl 10×PCR buffer；1弘l dNTP
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Mixture；0．5肛1 rTaq(5 u／td)；1 t,1 I-．游弓I物PR01：

5 7．CAG AGC CAA CAG CCC CAC CA-3 7，于HXB2

上位于2147～2166；1 tA下游引物RT4：57一AGT

TCA TAA CCC ATC CAA AG，于HXB2上位于

3441～3462；5 tA第一轮RT．PCR产物；36．5 gl

ddH20。反应条件为：94℃5 rain，1个循环；94℃

30 S，63℃30 S，72℃2．5 min，35个循环；72℃

10 min。

(3)PCR产物切胶回收、纯化：使用Wizard SV

Gel and PCR Clean．up System试剂盒(Promega，美

国)进行PCR产物的回收和纯化，按照说明书推荐

的步骤进行。

(4)目的片段的连接：在冰中融解T载体和

Ligation Mix，在微量离心管中配制DNA溶液(1 td

PMDl 8一T Vector／4 tA Insert DNA／5 tA Solution I)，

16℃反应30 min。

(5)含有目的片段的T载体的转化：取50肚l冰

浴上融化的感受态细胞，加人目的片段5肚I，轻轻混

匀，在冰浴中放置30 min。42℃热激90 S，迅速转移

至冰上使细胞冷却2—3 min；加入500弘l不含抗生素

的LB培养基，混匀后置于37℃200 r／min的摇床中

培养1 h，使细菌复苏；吸取100“1已转化的感受态细

胞加到含有X—Gal、IPTG、Amp的平皿上培养，将平

皿置37℃温箱培养，12 h后计菌落数。

(6)阳性克隆的鉴定：挑选分隔良好的单克隆

白色菌落，使用PCR法确认载体中插入片段的长度

大小；在无菌操作台内使用接种环挑起菌落，在

PCR管中反复混匀数下，观察到管中液体混浊的情

况下将接种环转移至含有Amp LB培养基的试管

中；将已含菌落的PCR管放入100℃的沸水中加热

10 rain，取出PCR管，置于室温；完全冷却后加入反

应体系：10 X PCR buffer，2．5 td；dNTP Mixture，

1 tA；rTaq(5 U／tA)，0．25 td；上游引物PRO-1，

0．5 td；下游引物RT4，0．5 tA；ddH20，20．25 tA。扩

增反应条件：94℃5 min，1个循环；94℃30 s，63℃

30 s，72℃1．5 min，35个循环；72℃10 min；4℃保

存。恒压电泳40 min左右观察结果。

(7)阳性克隆的培养、测序及结果分析：将PCR

鉴定阳性的含有菌落的试管放入摇床内，37℃

200 r／min培养12—16 h。将菌液分装，送北京诺赛

基因组研究中心有限公司进行序列测定。用

Chromas．exe软件对序列质量进行初步评估；用

Vector NTI软件，使用Contig Express组件进行序

列拼接和手工编辑；用Stanford HIV Drug

Resistance Database网站HIVdb Program进行耐药

性分析。

结 果

1．标准基因型检测结果：4例患者治疗3个月

时标准基因型检测均为敏感型(表1)。患者1治疗

21个月时开始检测到NRTI类耐药基因突变：

M41LM、L210W、T215Y，该突变模式持续至治疗后

33个月；患者2在治疗15个月时NRTI类耐药基

因突变出现，为D67N、K70R，27个月时新增了

K219Q，并一直持续至30个月；患者3在治疗15个

月时开始出现NRTI类耐药突变，为T215Y，18个

月时增加为M41L、T215Y，治疗27个月时仍然是

该突变类型；患者4前三次标准基因型耐药性检测

结果均为敏感型，33个月时检测出NRTI类耐药基

因突变，为T215Y。

2．克隆测序检测结果：

(1)克隆分析序列数目：受到克隆转化效率和测

序成功率的影响，各样本最终得到的克隆序列总数

不完全一致(表2)。最终共获得855个克隆序列。

从4例患者得到的克隆序列总数分别是261、157、

237和200。

(2)克隆测序分析4例患者NRTI类耐药基因

突变的选择动力学：与标准基因型检测相比，克隆基

因型检测方法在治疗早期即可筛选出携带耐药突变

的克隆(表1)。

如图2所示，患者1在治疗3个月的检测中未

发现典型突变；治疗15个月时发现1株含有

M41L、L210W、T215Y、E44D、L74I突变的克隆

(10％)；治疗21个月时100％克隆(32／32)携带

L210W、T215Y突变，其中93．8％克隆(30／32)只携

带这两个突变，占优势，另外6．2％克隆(2132)在此

基础上累积了第三个突变；治疗27个月时携带

M41L、L210W、1r215Y三个突变的克隆占了优势

(58／92，63．0％)，另有16．3％克隆(15／92)在此基础

上累积了第四个突变，2．2％克隆(2[92)携带五个突

变位点；治疗33个月时，只携带M41L、L210W、

T215Y三个突变的克隆所占比例有所下降(18／79，

22．8％)；与此同时，在此基础上累积一个突变成为

含有四个突变位点克隆的比侈!I则上升为39．2％(31／

79)，携带五个突变位点克隆的比例上升为

21．5％(17／79)，甚至有2．5％克隆(2／79)携带了六
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表1 4例患者不同治疗时间的标准基因型检测和克隆基因型检测比较结果

患者编号 3M 9M 15M 21M 27M 33M

1 标准4 None 一

克隆6 FIl6L(1‘／484) 一

2 标准Nc雠

克隆D6"／N'，K70R(17／

58)，o(4／58)

3 标准№m

克隆 M41L，T215Y(1／

69)， M41L，

T215Y+X(1／

69)，0(6／69)

4 标准

克隆

None

O(12／黼)

None

M41L，L210W，T215Y

+xx(1／10)

M4lU“、1210W．1215Y

L210W。T215Y(划32)
L210W，T215Y+x(2／

32)

一D67N、K70R 一

一1215Y(1o／28)， 一

D67N，K70R(3／28)，

D67N。K70R，T215Y

(4／28)，o(2／28)

None 1215Y M41L、1215Y

0(12／41)T215Y (7／34)， M41L，T215Y(58／66)，

D67N，l(70R，1215Y M41L。1215Y+x(xx)

(6／34)， M41L，(3／66)，O(2／66)

T215Y(3／34)，

M41L．’1215Y+X

(联)(3／34)，O(4／
34)

None 一

1'215Y 一

(1／45)。

O(2／45)

M41L、L2lOW、1215Y

M41L．L210W．1'215Y

(58／92)，M41L，1215Y

(14／92)。M41I。，L210w，

T215Y+x(14／92)，盯(5／

92)

D67N、K70R、K219Q

I)67N。K70R，K219Q(26／

30)。【)67N。K70R，K219Q

+x(2／30)

M4lL、7r215Y

M41L，D67N，K70R，

T215Y(+X)(12／27)，

M41L。T215Y(7／27)，

M41L。T215Y+X(XX)

(9／27)

None

"1215Y(3127)，o(2／27)

M41L、L21嗝r、1215Y
M41L，L210W，1215Y(18／

79)。M4l L．【210W，1215Y

十X(3l／79)。M4lL，L210W，

"1215Y+琢(XXX)(19／79)，
M41L．T215Y(3／79)

D67N、K70R、I(219Q

D67N。K70R，K219Q(301

41)，K70R，K219Q(6／41)，

1367N，K70R，K219Q十X(2／

41)O(2141)

TZl5Y

T215Y(24／42)，1367N，

K70R，1215Y(+K219Q)

(12／42)，D67N，K70R，

T215Y(3／42)，o(5／42)

注：。标准基因型检测结果；6克隆测序检测结果；‘携带该突变的克隆数目；4每次随访样本的克隆总数；‘o：携带其他突变的克隆数目；None：没

有发现耐药突变；M：开始接受治疗后时间(月)；“一”：没有检测出标准基因型和克隆基因型

表2 4例患者不同治疗时间的克隆基因型分析序列数目

注：“一”未做克隆分析

个突变位点，累加频率最高的突变是D67E／N和

E44D。从该患者历次检测可以看出，是TAMs-1型

耐药突变，并且随着治疗时间延长，含多个突变的克

隆比例逐渐增加，准种中优势克隆携带的突变数目

也逐渐增加。

患者2在历次监测中携带各种NRTI类耐药基

因突变的克隆构成见图3，该患者治疗3个月时即

发现含有K70R突变的克隆(18／58，31．0％)，其中

29．3％(17／58)克隆携带K70R、D67N两个突变；治

疗15个月时携带K70R、D67N突变的克隆有所下

降，占25％(7／28)，其中有3个克隆累积了T215Y

突变，同时此次监测中出现只携带T215Y突变的克

隆，占35．7％(10／28)；治疗27个月时携带K70R突

变的克隆重新占优势93．3％(28／30)，并且均以

D67N、K219Q突变为背景，同时T215Y突变消失；

33个月时仍然以1367N、K70R、K219Q突变模式为

主。总之，患者2 NRTI类耐药突变的发生发展过

程比较单一，总体上呈现出TAMs-2型耐药突变的

特征。

患者3在历次监测中携带各种NRTI类耐药基

因突变的克隆构成见图4，在前两次监测中以敏感

型毒株为主，同时出现少量携带41和／或215位点

的突变(3／69、2／41)，还有一些单位点非典型突变；

治疗15个月时携带T215Y的克隆增加至61．8％

(21／34)，其中20．6％(7／34)克隆只携带T215Y一

个突变，17．6％克隆(6／34)携带T215Y、M41L；还发

现有20．6％克隆(7／34)同时携带T215Y、K70R突

变，而且多数克隆(6／7)以D67N为背景；治疗21个

月时，没有看到同时携带T215Y、K70R突变的克

隆，有1个克隆(1．5％)携带K70R、K219Q、D67N

三位点突变，93．9％克隆(62／66)携带T215Y、

M41L，占绝对优势；治疗27个月时，携带T215Y、

M41L的克隆达到100％(27127)，同时又发现其中

44．4％克隆(12／27)在此基础上累积了K70R、1367N

两个突变。患者3 NRTI类耐药突变的发生发展规

律较为复杂，其显著特点是有些克隆中既含有
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TAMs．1型耐药突变(T215Y、M41L)，同时又含有 (K70R、D67N)。

TAMs-2型耐药突变(K70R、D67N、K219Q)。

注：x：代表1个其他位点突变；XX：代表2个其他位点突变；

XXX：代表3个其他位点突变；O：没有携带M41L、L210W、T215Y

突变的克隆

图2 患者1历次克隆序列中携带各种HIV一1

NRTI类耐药基因突变的构成图谱

注：X：代表1个其他位点突变；0：没有携带D67N、K70R、

K219Q和T215Y突变的克隆

图3 患者2历次克隆序列中携带各种HIV一1

NRTI类耐药基因突变的构成图谱

患者4在历次监测中携带各种NRTI类耐药基

因突变的克隆构成见图5，该患者前三次检测多数

克隆为敏感型，所占比例分别为86．0％(74／86)、

93．3％(42／45)和81．5％(22／27)，这几个时间点除

少量克隆携带T215Y突变外，其余大多为非典型单

位点突变；在治疗33个月时NRTI类耐药基因突变

突然增多，携带T215Y突变的克隆占到90．5％(38／

42)，同患者3类似的是，其中28．6％克隆(12／42)在

T215Y突变基础上累积了K70R、D67N两个突变，

这12株克隆中又有9株以K219Q为背景。患者4

的监测中，同样出现了某些克隆既含有TAMs一1型耐

药突变(T215Y)，又含有TAMs-2型耐药突变

注：x：代表1个其他位点突变；XX：代表2个其他位点突变；

O：没有携带M41L、D67N、K70R和T215Y突变的克隆

图4 患者3历次克隆序列中携带各种HIV-1

NRTI类耐药基因突变的构成图谱

注：s：敏感株；o：携带其他突变(D67N、K70R、K219Q或

T215Y突变之外的突变)的克隆

图5 患者4历次克隆序列中携带各种HIV-1

NRTI类耐药基因突变的构成图谱

讨 论

AZT是第一个发明的抗反转录病毒药物瞪J，于

1987年3月批准用于临床，Larder掣副首先认识到

由于耐药使得AZT治疗效果下降。在接受AZT治

疗的患者分离到的HIV．1耐药毒株中，常常出现41、

67、70、210、215和219位点的突变，这类突变被称

为TAMs【引。Hanna等随3以接受AZT、ddI和AZT、

ddI、NVP治疗方案的人群为研究对象，对NRTI类

耐药基因突变中发生突变的各个位点的相关性进行

了分析，认为TAMs突变可分为两条通路：一条与

T215Y突变有关(包括M41L、L210W、1r215Y和

E44D)，称为TAMs．1；另一类与T215F突变有关

(包括D67N、K70R、T215F和K219Q)，称为

TAMs-2。

 



Hanna等阳1和Boucher等眇1认为在TAMs-1通

路中，最初出现的突变是T215Y，随后是M41L和

L210W，之后再在此基础上逐级积累1～3个其他

突变密码子。本研究中从患者1历次克隆分析结果

可以看出，是TAMwl型耐药突变：首先出现

L210W、T215Y突变，进一步演变为M41L、

L210W、T215Y，再在此基础上逐级增加1个、2个

和3个下列位点的突变：44、67、70、74、118、151、

184、219，治疗33个月时耐药突变位点最多达到6

个。该患者NRTI类耐药的选择动力学发生发展的

特点与报道的TAMS-1型通路基本一致"．9】。

至于TAMw2通路，很多研究认为K70R突变

通常是反转录酶在AZT治疗过程中最先出现的基

因突变旧一J。尽管这个突变只会造成AZT敏感性中

等程度的降低(IC,。提高8倍左右)，但在AZT单药

或两药治疗后会被快速选择出来，并且随着215位

点突变的出现和增加，K70R突变逐渐消失u
0’11

J，随

着治疗继续进行，在一些个体中，K70R会重新出

现旧’。本研究中患者2 NRTI类耐药基因突变的发

生发展过程比较稳定而单一，呈现出TAMs．2型耐药

突变特点：首先快速出现D67N、K70R突变，之后逐

步发展为D67N、K70R、K219Q突变，并少量增加

E44G、A62V、T69A或M184I等耐药突变。但是，

该患者治疗12个月时大量出现的T215Y突变在之

前和之后的检测中均未发现。

在de Jong等n们的研究中发现治疗早期有

K70R出现，之后由T215Y突变取代，没有发现

T215F突变。本研究同样没有发现T215F突变。

患者3 NRTI类耐药基因突变的发生发展较为复

杂，特点是既有TAMs-I型突变克隆，也有TAMs一2型

突变克隆。一个引人注目的现象是患者3有些克隆

中同时存在D67N、K70R(TAMs．2型)与M41L、

配15Y(TAMwl型)突变，患者4也有这种克隆出

现。这种在同一个克隆中TAMs．1型主要突变

(配15Y或T215Y、M41L)和TAMs．2型主要突变

(K70R、D67N或K70R、1367N、K219Q)同时出现的

情况，以往文献中报道得较少，我们将其称作

TAMs-1／TAMs．2融合型。Hanna等喁1还认为有些

突变组合不太稳定，如215Y1219Q、215T／219Q或

215F／219K通常会发展为215F／219Q，本研究患者4

治疗33个月时出现K70R／D67N／K219Q+T215Y

突变组合(9／42，21．4％)，患者4会不会发展为

215F／219Q突变组合尚需进一步观察。
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AZT和ddI联合使用会出现一系列突变：

A62V、V75I、F77L、F116Y和Q151MLl2。，被称为

Q151M突变复合体，可以导致对AZT、ddI、ABC、

d4T的高水平耐药。该复合体在AZT或ddI单独

治疗的患者体内不会出现H3。，其耐药机制与选择性

降低类似物结合到DNA的催化反应常数有

关ntl6】。Iversen等n31对这一系列突变中单个突变

和各种不同组合的突变均进行了详细的表型分析，

2—4年的观察表明，在多药耐药中，这些突变可能是

顺序出现并且逐渐累积，其中Q151一M突变首先

出现且作用最为关键。V75I、F77L和F116Y自身

不会影响对药物的敏感性，但是加上Q151M后会

促进对AZT、ddl、ddC和d4T的耐药。以往研究表

明在接受抗反转录病毒治疗的患者中，Q151M突变

复合体的发生频率较TAMs突变低u引，在本研究中

这类突变发生的频率普遍较低，特别是没有发现典

型的Q151M突变复合体。Q151M发生率低的原因

可能是该突变需要改变2个碱基(CAG—ATG)，与

只需要改变一个碱基的突变相比，其发生率要低一

些⋯。此外，Q151M突变复合体按顺序累加的现象

在本研究中并未出现，在本研究中各个突变位点多

是单独出现或累加到TAMs突变群或其他非典型

突变组合上，并没有出现典型的Q151M突变复合

体组合。患者2和患者4在治疗3个月时发现151

位点的突变，同时还发现116和／或62等位点的突

变；在患者1和患者3中，116和／或62位点突变的

出现早于151位点突变，这提示不排除116位点可

能是Q151M突变复合体中最先出现的突变。

有研究认为M41L和T215Y联合出现可以对

AZT IC,。增加60倍，并加速疾病进程和／或死亡发

生。本研究也发现M41L对T215Y有着至关重要

的作用。M41L的出现能够稳定T215Y的存在。

如在患者1、3、4中，M41L都在治疗早期出现，保证

了T215Y在基因组中长期存在，并进一步发展。而

患者2中，M41L自始至终没有出现，尽管T215Y

在治疗12个月时已是所有克隆中数量最多的耐药

突变，但最终被D67N、K70R完全取代。而且

M41L的出现还对NRTIs突变类型的选择起着决

定性的作用，M41L出现时常常发展为TAMs一1型突

变，M41L不出现时往往发展为TAMs一2型突变。

这4例患者，从历次病毒载量的变化来看，在治

疗初期都出现了不同程度的下降(除患者3外)，表

明在治疗开始时病毒得到抑制，取得较好的治疗效
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果。但治疗15～21个月以后所有患者的病毒载量

出现反弹，患者1、3、4治疗33个月时，病毒载量均

高于治疗3个月的水平。病毒载量的上升和耐药性

出现的时间吻合。一般认为对于产生耐药性的个体

来说，耐药毒株在治疗前就存在于感染者体内。抗

病毒治疗开始后，在持续的抗病毒药物的选择压力

下，敏感毒株被抑制，耐药株趁机大量繁衍而成为优

势株，从而导致治疗失败。本研究采用克隆测序方

法研究4例艾滋病患者NRTI类耐药基因突变发生

的选择动力学特征。这4例患者在治疗早期标准基

因型检测均为敏感型，而采用RT基因克隆测序分

析却检测到这些样本中某些克隆已经携带数量不等

的耐药突变，说明采用克隆测序方法有助于耐药突

变的早期筛选，在治疗初期即可将典型NRTI类耐

药突变位点筛选出来。在治疗早期除了典型耐药突

变，还不同程度存在非典型耐药突变，这种现象可能

是由于药物选择压力迫使敏感株首先发生基因屏障

较低的非典型耐药突变，再逐步过渡到典型突变。

克隆分析可清除地看出，随着治疗时间的延长，突变

图谱由简单逐渐变得复杂，优势克隆携带的突变位

点的数目逐渐增多。本研究中4例患者的NRTI类

耐药基因突变以TAMs突变为主，要么以TAMs．1

模式为主，要么以TAMs一2模式为主，还有两者同时

发生发展，在长期的抗病毒过程形成TAMs一1／

TAMs．2融合型的复杂耐药突变模式，并且该类突变

表现出逐级累加的趋势，而最先筛选出来的耐药突

变往往可以把优势保留到最后(除患者4外)。

本研究存在的一个缺憾在于没有采集到治疗前

的血浆样本及相关资料，因此无法观察早期耐药出

现的情况。
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