
·720· 主堡煎堡壅堂垄查!Q!!笙!旦笙!Q鲞箜!塑里!垫!坠i垒!里!Q!!!坠堕兰Q!!!塑!：!!!堕!：!

中国南方四省区流行的HIV-1 CRFO 1 AE

病毒株基因特征研究

程春林冯毅何翔林鹏 梁淑家 易志强 贺健梅胡园园 邢辉

范雁吴士良邵一呜

实验室研究·

【摘要】 目的分析中周南方四省区HIV-1感染者中流行CRF01 AE病毒株的遗传特征。方法

从广东、广西、江西和湖南省(自治区)2006年新报告HIV-I感染者的血浆样本中提取病毒RNA，用反

转录／巢式PCR方法扩增gag和erw基因片段，对获得的CRFOI AE病毒株核酸序列进行系统进化分

析，并通过计算基闪距离和Entropy核苷酸多态性差异方法分析毒株的遗传特征。结果从210例

CRF01 AE病毒株感染者中，发现四省区流行的CRF01 AE病毒株存在2个主要的流行簇。流行簇I

共有123例样本，未发现与之直接相关的凶际参考毒株。流行簇Ⅱ共有57例样本，与越南CRF01fiE

病毒株关系密切，且存在不同时间样本的混杂。gag和elgv基闪遗传距离分析结果表明，流行簇I内基

因遗传多样性均明显小于流行簇Ⅱ；核苷酸多态性分析结果显示，在gag基因片段42个位点核苷酸组

成具有显著差异，erw基渊片段40个位点核苷酸组成存在显著差异；流行簇I相对于流行簇Ⅱ多态性

减少的位点上有61个，多态性增加的位点有21个。结论在中国南方四省区流行的CRF01—AE病毒

株中首次观察到2个独立的流行簇。流行簇I病毒株为该地区最主要的CRF01 AE病毒株，其流行时

间相对较短，在人群中所占比例较多，可能是病毒在流行过程中形成的具有传播优势的病毒株。流行

簇Ⅱ病毒与来自于越南的CRF01 AE病毒株有较高同源性，且存在与越南病毒株间的多次传播。

【关键词】病毒株，HIV-1 CRF01 AE；流行簇；进化分析
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【Abstract】 objective To analyze the genetic characteristics of HIv-1 CRF01 AE strains

prevailing in．the four provinces of southern China．Methods Plasma samples were collected from the

newly diagnosed HIV-1 individuals reported in 2006 in Guangdong．Guangxi，Jiangxi and Hunan

province．The gag and e，础gene fragments were amplified from RNA template extracted from plasma using

RT and nested PCR methods．CRFO l AE sequences were analyzed by phylogcnetic methods and

characterized by calculating the genetic distance and Entropy analysis．Results Two main epidemic

clusters were found to exist in the CRFOl AE strains from 210 HIV．1 CRF01 AE irifected individuals

collected in the 4 provinces．southern China．It was found that no international reference strain was closely

co．elated with cluster I，which including 123 samples．The strains in cluster II。consisting 57 cases of

samples，were closely related with the strains identified in Vietnam．Genetic distance analysis of gag and
env genes showed that the diversity of cluster I Was obviously less than that of cluster II．Data on

nucleotide polymorphism showed that nucleotides compositions of 42 sites in gag and 40 sites in eD,V were

significantly different between the two clusters．When compared with cluster II，the polymorphism
decreased at 6l nucleotide sites but increased at 2 l sites in cluster I．Conclusion ThiS was the first
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report describing that two main epidemic clusters were existed in CRF0 l AE strains prevailing in the 4

provinces．Southern China．The virus in cluster 1 was the dominant strain in this region。with shorter

period of circulation and higher proportion seen in the HIV-infected population，which might belong to

CRF01 AE strain with certain features facilitating the spread of the virus．The virus in cluster 11 wag

hi曲ly homology with the CRF01 AE strains from Vietnam，and seemed to have had several events of

epidemics in populations in border regions of China and Vietnam．

【Key words】HIv-l CRF01一AE strains；Epidemic cluster；Phylogenetic analysis

CRF01 AE病毒株于1989年首次从泰国性工

作者中分离¨。，是最早被证实的HIV-1流行重组体

(circulating recombinant form，CI心)，也是东南亚地

区主要的流行病毒株之一。我国于1994年从曾在

泰国从事性T作的一些云南籍妇女中首次检测到该

病毒株怛3。1996年Chen等¨o首次发现广西静脉吸

毒和异性性接触人群中存在CRF01 AE病毒株流

行。随后广东、江西和湖南等省相继报告检出该病

毒株一J]。目前，CRF01 AE已成为广西、广东、江西

和湖南四省区HIV-1的主要流行株之一哺1。本研究

对该四省区新报告HIV-1感染人群中流行的

CRFOl AE毒株进行病毒基因序列系统进化分析，

以了解该地区CRFOI AE病毒株的遗传变异特征及

其可能来源。

对象与方法

1．研究对象：在广东、广两、江西和湖南四省区

对2006年新报告的HIV感染者进行分子流行病学

调查，抽取部分感染者作为研究对象，经知情同意

后，收集J1iL浆样本，病毒亚型确定为CRF01 AE的样

本纳入本研究。

2．RNA模板提取及基因扩增：利用罗氏公司的

MagNa Pure LC核酸自动提取仪，按照说明书提取

血浆病毒RNA，通过反转录／巢式PCR方法扩增

gag和erl,V基因片段。gag基因片段RT-PCR扩增引

物为GAG—L(5’．TCG ACG CAG GAC TCG GCT

TGC一3’，相应于HXB2的686～707)和GAG．E2

(5 7．TCC AAC AGC CCT TTT TCC TAG G．3’，相应

于HXB2的2032～201 1)，反应条件为50℃30 min，

94℃3 min；940C 30 S，550C 30 S，720C 90 S，30个循

环；72℃10 min；40C保温。第二轮PCR扩增引物

(5’．AGG AGA GAG ATG GGT GCG AGA GCG

TC．3’，相应于HXB2的781～806)和GDX(5’一GGC

1’AG TTC CTC CTA CTC CCT GAC AT-3 7，相应

于HXB2的1861～1836)，反应条件为94℃2 min；

94℃30 s，550C 30 s，72℃90 s，30个循环；72℃

10 rain；40C保温。env基因扩增的RT-PCR引物为

44F(相应于HXB2的6954～6973)和35R(相应于

HXB2的7668～7648)，第二轮PCR引物为33F(相

应于HXB2的7002～7021)和48R(相应于HXB2的

7541～7523)，引物序列与反应条件参见文献[7]。

3．产物纯化和测序：利用Axygen公司的Axyprep

96 PCR Clean—up Kit试剂盒，按照说明书对获得的

阳性扩增产物进行纯化。以GUX和GDX为gag基

冈片段的测序引物，以33F和48R为en'u基因片段的

测序引物。使用BigDye 3．1测序试剂盒进行测序反

应，产物纯化后使用ABl3100测序仪测定序列。

4．序列分析：

(1)应用Sequencher 4．8软件对序列进行拼接、

清理和编辑，经BioEdit软件进行序列比对后，加入

Los Alamos HIV序列数据库提供的HIV-1分型参考

毒株序列。

(2)应用Microsoft Excel软件中的CON—

CATENATE函数将来自于同一个样本的gag、enu基

因序列合并成为gagenv序列。

(3)应用MEGA 4．0软件中的Maximum

Composite Likelihood模型计算gag和env基因距离

并分别构建gag、ear和gagenv序列的Neighbor-

Joining系统进化树，并通过Interior Branch Test方法

重复构建进化树1000次，用于判断其内部分支的可

靠性|81；结合获得的3个进化树结果判定CRF01 AE

感染人群中存在的主要流行簇。

(4)从Los Alamos HIV序列数据库下载不同国

家CRF01 AE病毒株的gag和env参考序列，根据保

留采样时间早和最多有效碱基数的原则挑选序列。

分别与南方四省区CRF01 AE病毒株序列构建

Nei曲bo卜Joining系统进化树，分析不同流行簇的町

能来源。

(5)应用En仃opy软件分析不同流行簇之间核苷

酸组成差异阳]。

结 果

1．主要流行簇：研究中共获得210例

CRF01-AE感染者作为研究对象，包括g昭基因序

列194条，eli,v基因序列149条，配对的gagenv序列

133条。经比对后进入分析的gag序列有效长度为
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577 bp，env序列有效长度为234 bp，gagenv序列有效

长度为815 bp。利用gag、env和gagenv序列构建的

系统进化树用于判断研究样本的亚喇，其结果如图

l。在不同基因序列构建的3个进化树中，从研究

对象中获得的序列均与CRF01 AE参考病毒株构

成稳定的单一进化簇(monophyletic cluster)，其

Bootstrap值为99％，这证明所研究的2lo份样本均

属于CRF01 AE。其中广东、广西、汀西和湖南四

省区分别获得CRF01 AE样本75、72、36和27份。

在各进化树中未见到明显的地域或危险因素聚集

现象。同时，3个基因片段所构建的系统进化树均

形成了2个主要的进化簇(进化簇I和II)，其中

gagenv序列构建的进化树可靠性更高，进化簇I和

Ⅱ的可靠性分别为97％和96％。按照gag、env和

gagenv 3个系统进化树中的进化簇分簇结果，可以

将样本分成不同的流行簇，其中流行簇I样本123

例(58．6％)，流行簇Ⅱ样本57例(27．1％)。另外还

有其他30例样本存在于2个主要进化簇以外。

应用MEGA软件Maximum Composite

Likelihood模剁计算2个主要流行簇gag、env两个基

冈片段的平均遗传距离(表1)。结果表明2个主要

流行簇组间的遗传距离大于任一流行簇组内遗传距

离，这一结果进一步证明分簇的合理性。与流行簇

Ⅱ相比，流行簇I的簇内距离较小。

表1 CRF01 AE病毒株2个主要流行簇的遗传距离

2．主要流行簇病毒株来源分析：为了分析四省

区2个主要流行簇病毒株的可能来源，从Los

Alamos HIV序列数据库中下载不同国家获得的

CRF01 AE序列作为参考序列。共选择来自于25

个国家的enu序列99条，与本研究获得的2个主要流

行簇样本的env基因序列构建Neighbor-Joining系统

进化树，结果见图2。

流行簇I是系统进化树中相对独市的进化簇，

Bootstrap值为98％，该进化簇内无其他国家的序列，

与之最接近的参考病毒株为来源于朝鲜的一株病毒

(01 AE．KR．94．KR474)，其可靠性为67％；与其进化

关系最接近的一组参考序列还包括来自我围云南

省、香港地区及新加坡、泰国、美国的参考病毒株。

该组序列与流行簇I形成一个更大的进化簇，可靠

性为82％。

流行簇Ⅱ的序列与来源于越南不同时间的多条

序列形成一个进化簇，可靠性为91％。不同时间分

离的越南病毒株序列与流行簇Ⅱ的序列混杂在一

起，形成多个进化分支。

3．核苷酸多态性分析：应用Entropy软件分析2

个流行簇病毒株的核苷酸多态性差异，结果见图3

(以流行簇Ⅱ序列为参照，浅色线条代表2个流行簇

核苷酸分布呈显著性差异的位点)。当熵值大于0

时，表明流行簇I在该位点核苷酸组成多态性小于

流行簇Ⅱ。

gag基因片段中，有42个位点的核苷酸组成存

在屁著差异(图3 a)。env基因片段中有40个位点的

核苷酸组成存在显著差异(图3 b)。这82个位点

中，流行簇I相对于流行簇Ⅱ多态性减少的位点上

有61个，多态性增加的位点有21个。从总体上看，

流行簇I的核苷酸组成多态性小于流行簇Ⅱ。

4．不同流行簇病毒株感染样本的危险因素分

析：CRF01 AE不同流行簇病毒株感染样本的最可

能感染途径统计结果如表2。在流行簇I中，异性

性接触传播占53．8％，静脉吸毒传播占35．4％；流行

簇Ⅱ中，异性性接触传播占77．2％，静脉吸毒传播占

14．0％；流行簇I和Ⅱ分布人群的组成差异具有统计

学意义(P=0．0166)，虽然异性性接触均为2个流行

簇的主要传播途径，但是静脉注射吸毒感染样本主

要分布在流行簇I中。

表2 CRF01一AE流行病毒株感染途径

注：括号外数据为例数，括号内数据为百分率(％)

讨 论

利用系统进化分析方法确定的进化簇在很大程

度上代表了样本问的遗传学和流行病学关联，具有

重要的流行病学意义。在确定进化簇时，除了需要

选择合适的模型构建系统进化树以外，还需根据分

析目的选择合适的检验方法。在HIV分子流行病学

研究中，常将系统进化树上聚集成簇的且检验值>

70％的分支定义为町靠进化簇。

为了在系统进化分析中获得更为可靠的结果，

本研究利用Interior Branch Test方法检验
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注：■静脉注射吸毒口异性性接触●输血／血制品。传播途径不详一主要流行簇——其他样本
图l CRFOI-AE病毒株不同基因序列的系统进化分析

Neighbor-Joining系统进化树分支的可靠性，提高了

系统进化方法在检验同一病毒亚型病毒株在哑种以

下水平的分辨率。同时，将gag、env序列拼接成

gagenv序列后进行系统进化分析，可以弥补因使用

较短序列、遗传信息不够造成的系统进化树不够稳

定的缺陷，使结果更加稳定可靠。综合以上两种分

析方法，在我国南方四省区观察到CRF01 AE病毒

株存在2个主要流行簇，簇内感染者占所有研究对

·723·

象的85．7％，同时，仍有部分样本未包含于这2个流

行簇之中，表明该地区的CRFOI AE病毒株可能有

3个或以上的病毒株来源。

对2个主要流行簇病毒株的来源分析表明，流

行簇Ⅱ的env序列与不同时间采集的越南病毒株序

列混杂在一起(图2)，也有部分研究显示我国广西

地区流行的CRF01 AE病毒株与越南病毒株存在较

高的遗传同源性¨¨引，这些结果表明，由于我国与越
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注：一我国南方四省区序列；～参考序列；口进化簇I；一进

化簇Ⅱ

图2主要流行簇病毒株的来源分析

南边境地区人员交流频繁，造成流行簇Ⅱ内的病毒

株可能在两国边境人群中存在多次相互传播过程。

注：a：g昭基因片段Entropy分析结果；b：env基因片段En仃0py

分析结果；线段长度表示该点核苷酸多态性差异大小，浅色线条表

示核苷酸多态性存显著性差异的佗点

图3我国南方叫省区CRFO!AE病毒株2个主要

流行簇核苷酸多态性差异分析

对流行簇I的进化分析结果表明，gag和env基因片

段簇内遗传距离的结果支持簇I流行时间较簇Ⅱ晚

(表1)；Entropy核酸多态性分析结果也显示流行簇

I多数核苷酸位点的多态性小于流行簇Ⅱ(图3)，

这些结果表明流行簇I相对流行时间较短。虽然簇

I发生流行的时间较晚，但在本研究中，流行簇I占

所有研究对象的比例明显高于流行簇Ⅱ和其他病毒

株(表2)，表明该病毒株在传播过程中可能存在一

定优势，进而在较短时间内成为四省区CRFOI_AE

的优势病毒株。

对于2个主要流行簇危险因素的分析结果表

明，静脉吸毒传播在流行簇I中占有更重要的地位，

表明流行簇I在人群中的优势nT能是由于陕速传播

引起。在不同基冈或包括不同参考序列的系统进化

树中，流行簇I均独立而稳定的存在，未发现与之明

确相关的已知病毒株。因此，推测流行簇I病毒株

是由于病毒进化或快速传播而形成的新流行病毒

株，有可能该病毒株在进化过程中获得了某些生物

学方而的优势，使之在相对短的时间内造成快速流

行，但影响该病毒株传播优势的生物学因素还有待

于进一步研究证实。
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一起肺炎支原体和腺病毒混合感染暴发疫情的调查

王全楚段新科李争

2009年1月4 R至2月14日，驻豫某部队连续出现以发

热、头痛、咽痛、咳嗽和肺部感染等症状的病例。经流行病学

调查和临床、实验室检查证实，是由腺病毒和肺炎支原体混

合感染引起的暴发流行。此期I’日J共发生122名病例，罹患率

24．6％。发病时间集中在1月24日和2月12日两个发病高

峰，旱双峰型，共发病102例，占发病人数的83．6％。病例全

部集中在一个院落，其他单位均无病例发生。患者既有老兵

又有新兵，发病年龄18～25岁，无明显年龄差异。122例中

临床表现为发热10例(8．2％)、头痛、头晕114例(93．4％)、咽

痛32例(26．2％)、胸f日24例(19．6％)、肌肉酸痛、关节疼痛、

腰痛37例(30．3％)，继发结膜炎(36．8％)和腹痛、腹泻

(33．6％)。13例系症肺炎患者x线均出现不同程度肺实

变，3例伴胸腔积液。检测122例患者血清腺病毒IgM抗体，

阳性率70％。取13例重症肺炎患者血清和咽拭子标本送解

放军第三。二医院病毒实验室检测。荧光抗体染色有6例

DOI：10．3760／cma．j．issn．0254-6450．2009．07．020

作者单位：450042郑州，解放军第一五三医院(手全楚)；解放军第

一五二医院(段新科、李争)

·疾病控带Ⅱ·

发现腺病毒。7例血清支原体MP IgM抗体阳性，结合临床

特征和微生物培养鉴定，确定此次疫情是南腺病毒和肺炎支

原体混合感染而致。

讨论：呼吸道感染的病原体较复杂，有可能由两种完全

不同病原体引起或混合感染并发。本组发病人员分布在同

一个营院，接触频繁。通风小畅，为疫情蔓延提供了条件。首

批患者l叶{现后，未采取积极的隔离、消毒措施，随后病例大量

出现，是引起暴发的主要原因。此外，新兵训练强度大，训练

时间长，对气候变化的抵抗能力下降，也是造成集体暴发的

主要诱因。感染腺病毒肺炎后的临床表现与支原体肺炎极

为相似，一般病情较轻，莺者口r有大量胸腔积液。此病主要

见于新兵，似与兵营的训练疲惫和居住拥挤的特殊环境有

关。支原体肺炎是一种自限性疾病，使用抗生素治疗后虽可

缩短病程，减少并发症的发生，但消除微生物效果并不理

想。本次通过分子生物学及血清学多种方法证实r在本次

疫情中有两种病原体Ⅻ时存在，为处理疫情提供了完整准确

的实验室依据。
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