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人类免疫缺陷病毒1 vpr 变异研究

王晓辉秦彦珉程慧石向东 陈琳
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·实验室研究·

【摘要】 目的分析HIV-1毒株vpr基因变异规律。方法RT-PCR扩增HⅣ-1毒株vpr基

因，经测序后构建基因进化树并分析其亚型分布；比较Vpr蛋白32～46位关键肽段氨基酸序列的

差异；分析国内外Vpr蛋白77位氨基酸多态性的分布差异。结果01 AE为HW-1主要亚型

(49．53％)；B亚型vpr基因组内变异最大；Vpr蛋白77位存在多态性，分别编码谷氨酰胺、精氨酸和

组氨酸残基，这种多态性在国内外分布差异无统计学意义(P=0．617)。结论HⅣ二l毒株印r基

因分型以01 AE亚型为主，印r基因存在多态性，与国内外报道一致。
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【Abstract】 ObjectiYe To understand the rule of vpr gene variance of HⅣ--l strains．

Methods R，r-PCR was used to amplify vpr gone of HⅣ二1 strains in Shenzhen．PCR products were

sequenced and used for gene phylogenetic analysis and the 32-46 amino acids of Vpr protein were

compared．The difference of 77 amino acid polymorphism distribution between domestic region and

foreign region WaS analyzed．Results 01 AE was the major HIV二l subtype in Shenzhen．The gene

distance among subtype B was larger than in other subtypes．77一amino acid of Vpr protein had three

polyrnorphism forms髂Arginin，Glutamine and Histidine，with Glutamine as the wild form．There
were no significant differences in the three amino acid distilbutions between HⅣ二l strains from

domestic region and foreign region．Conclusion vpr genes of different HⅣ二l strains belonged to

01 AE subtyole．There was polyrnorphism∞en in the vpr gene which WaS consistent with both

domestic and international HⅣ一l strains．
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HIV-1的印r基因参与反转录过程的保真性调

节，促进整合前复合物的核运输，影响细胞周期过程，

诱导细胞凋亡，并对HW长末端重复序列及宿主基

因具有调节作用，参与RNA剪接“’3]，是HIV-1的一

个重要功能基因。本研究选择HIV-1病毒株进行了

vpr基因的测序和序列分析，以研究vpr基因变异对于

亚型分析的意义以及重要变异位点的分布规律。

材料与方法

1．标本来源及处理：深圳市疾病预防控制中心

于2002--2007年确认的107例HⅣr^1感染者(分别

来自广东、广西、云南、河南等19个省市及自治区)，

其中男性60例，女性47例。抽取患者lO ml静脉血，
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作者单位：518020深圳市疾病预防控制中心(王晓辉、秦彦珉、石向

东、陈琳)；深圳市福田区疾病预防控制中心(程慧)

通信作者：王晓辉，Einail：wxhszen@gmail．eom

经乙二胺四乙酸(EDTA)抗凝，2 h内分离血

清，一80℃冻存。

2．vpr基因引物：根据HIV-_1(GenBank号：

AF033819)病毒株设计vpr基因引物n】，外侧FP：

5’一GAGACT G(论ATTTGG GTCA一3’，外侧RP：

5 7—1]广r GTAAAG GTT GCArrACAr_3’；内侧FP：

5 7一GCAGGACATAAC AAG GTAGGA一37，内侧

RP：5’一GTC GCT GTC TCC GCT TC一3’，PCR扩增

片段长547 bp。

3．病毒RNA提取和婀基因扩增：采用QIAamp
试剂盒(德国Qiagen公司)提取病毒RNA，One Step

RNAPCR(AMV)RT-PCR(13本TaKaRa公司)试剂盒

进行第一轮RT-PCR，反应条件为：50℃30 min，

95℃15 mill；95℃l min，50℃l min，72℃1．5 rain，

30个循环；72℃10 min，4℃保存。第二轮PCR反应

条件为：95℃15 min；95℃1 min，50℃1 min，

72℃1．5 min，30个循环；72℃10 min，4℃保存。

 



4．PCR产物测序：阳性PCR扩增产物送上海生

工生物工程技术服务有限公司测序，测序引物为：

Ⅶ】R2FP(5，_GCAGGACATAACAAGGTAGGA一3’)
及VPR2RP(5'-GTC GCTGTC TCC GCT TC一3’)。

5．基因和氨基酸序列分析：将测序所得病毒序

列采用NCBI Blast功能进行亚型分析，应用多功能

基因分析软件Mega 4进行序列比对、应用邻接法构

建基因进化树并进行氨基酸序列变异分析和基因距

离分析。应用SPSS 13．0统计分析软件进行f检验。

结 果

1．印r基因进化树分析：因样本较多，随机选择

每种亚型中的部分毒株进行进化树分析。从进化树

可以看出，01_AE、CPX、B、08_BC和07一BC各亚型
形成界限分明的群(Cluster)(图1)。

B

08 BC

注：每一个亚型实心标记的是深圳病毒株，空心标记的是从

GenBank中选择的参照株。图中树枝节点的数字为Bootstrap值(只
显示>50％的Value值)

图1 mv．1病毒株叩r基因进化树分类模型

2．病毒亚型比例和各亚型组内基因距离分析：

107株HIV-1病毒株依据vpr基因分型结果显示，

01_AE 3E_型 50％左右(图2)，各亚型的比例与中国

东南沿海地区近年公布的HIV二l亚型比例接近h5。。

3．vpr基因32—46位关键肽段氨基酸位点变异

HⅣ一l病毒亚型

图2 HⅣ二l病毒株各亚型百分比和各亚型

叩r基因组内基因距离

分析：从本文结果2可以看出，不同亚型H1V-1病毒

株的vpr基因变异较大，即使同一亚型的病毒株也有

显著的基因变异。由于Vpr蛋白的抗原递呈多肽有

重要的免疫学意义，本研究选择vpr基因32—46位

多肽(该多肽为CD,+T淋巴细胞所识别)，分析其氨

基酸序列上的变异特点。结果显示，不同亚型的

mV_l病毒株32～46位氨基酸序列明显不同，即使

在同一个亚型内，其递呈肽段的氨基酸序列也有差

异。尤其是B亚型变异形式最多，这可能与本文结

果2显示的B亚型组内基因距离最大有直接关系

(图3)。

Consensus R H F P R P W L H G L G Q H 1

07 BC一76 一H一一一P W—H S L一一H I

08 BC—15 一H一一一P W—H G L一一Y V

0l AE一133 一H一一一P W—L G L一一Y I
01 AE．CN．06 一H一一一P W—L G L一一H I

01 AE一120 —H一一一P W—H G L一一H 1
01 AE．CN．07 一H一一一P W—H V L一一Y I

B—176 一H一一一G W—H G L一一H I

B一86 一H一一一P W—H G L一一H I

B．CN．X．1U42 一H一一一I W—H G L一一H I

OlB．TH．02 一H⋯V W—H G L一一H I
B．皿04 一H一一一P W—H S L一一Y I
B一203 一H一一一M W—H S L一一Y I

B．CN．01 一H一一一S W—H E L一一H I
B—46 一L一一一P G—H E L一一H I

Cpx一198 一H一一一P W—H S L一一Y 1

06 ．AU．96 一H⋯ 一 I一一Y I．cpx P W H N

注：左侧为不同病毒株的亚型和编号的组合名称，Consensus为

各病毒株的共享氨基酸序列；“一”代表各亚型完全一致的氨基酸位点

图3不同亚型的HⅣ二l病毒株cD4+T淋巴细胞

递呈肽段氨基酸位点变异分析

4．国内外HIV-1病毒株Vpr蛋白77位氨基酸

多态性分布：Vpr蛋白77位氨基酸变异在国内外文

献报道较多，该位点可能是一个导致Vpr蛋白功能

变异的重要突变位点。本研究对深圳发现的

HIV-1毒株和国外报道的病毒株Vpr蛋白77位氨

基酸多态性变异进行分析，发现存在三种氨基酸

分布形式(表1)，妒检验结果显示深圳毒株与国外

毒株在该氨基酸多态性位点上的分布差异无统计

学意义(P=0．617)。
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表1 HIV二1毒株和国外毒株vpr基因77位氨基酸

多态性分布

毒株 精氨酸(R) 谷氰酰胺(Q) 组氨酸(H) 合计

国外毒株 12(12．63) 74(77．89) 9(9．47) 95

本研究毒株1100．28)89(83．18) 7(6．54) 107

注：括号外数据为例数，括号内数据为百分比(％)

讨 论

HIV-1基因按功能可以分为多个区域，进行

HIV-1的亚型分析一般采用env区和gag区基因，但

近年国外应用pol、vpr和tat基因进行分型研究的报道

也逐渐增多∞】，基因分型研究对于病毒重组及变异

分析具有重要意义。本研究涉及的107例HIV-1病

毒携带者来自全国各地，具有较好的代表性。HIV-1

毒株各亚型基因距离的组内变异以B亚型最大，达到

9．9％，这可能与B亚型在中国的流行时间长有关旧]。

已有研究表明，一个地区的HIV二l毒株传人时间愈

长，该地区的相同亚型毒株的基因变异越大¨例。

本研究发现一个cpx亚型的HIV-1毒株，该毒

株env区和gag区的分型结果也证实为cpx亚型。该

亚型毒株在中国罕见，一般流行于非洲，澳洲、美洲

也有少量报道，怀疑该病例可能为境外感染。查询

流行病学资料，显示该毒株携带者籍贯为香港，男

性，为临床可疑人群，传播途径为异性感染，疫情资

料缺乏其感染发生地的记录。可以看出，通过不同

毒株之间vpr基因分型和基因距离的分析，可以为追

踪传染源提供依据。

Lum等n¨研究报道认为，Vpr蛋白77位氨基酸

位点R77Q的突变导致细胞凋亡能力降低，可使感

染者无症状期延长，但Fischer等¨21研究认为两者并

无明显关系。本研究发现无论国外还是国内病毒株

均以77位谷氨酰胺Q为其野生型存在形式。除了

存在精氨酸R突变，本研究还发现77位组氨酸H突

变的存在，统计分析显示国内外病毒株Vpr蛋白77

位氨基酸多态性分布差异无统计学意义。进一步分

析发现，这三种氨基酸均为可以形成氢键的极性氨

基酸，因此，该位点氨基酸的多态性变异可能对Vpr

蛋白的结构和功能影响不大。

尽管HIV-1病毒印r基因变异比∞v区少，但从

本研究结果可以看出，HIV-1 vpr基因和氨基酸序列

的变异仍较复杂。本研究对107个样本和参照株

Vpr蛋白全部96个氨基酸进行分析，发现32个氨基

酸位点存在不一致。由于32个氨基酸变异位点具

有众多的多态性组合形式，如果分析vpr蛋白各氨

基酸位点变异与病程进展的关系，需要首先考虑不

·915·

同亚型之间的差异，然后在同一个亚型的基础上比

较关键氨基酸位点变异对于Vpr蛋白功能和病毒携

带者病程的影响。在分子流行病学分析的基础上，

还可以借助生物工程技术，体外表达具有不同氨基

酸序列的Vpr蛋白，分析其生物活性的差异，从而揭

示HIV二1印r基因变异与其功能变化的关系。

国内应用env区和gag区基因对HIV-1进行分

型研究的报道已有很多，本研究尝试性地应用印r基

因对HIV二1进行分型，并对卯r基因的变异特征进行

了初步分析，证实vpr基因具有亚型特异性，其基因

变异与疾病进展的关系有待进一步研究。
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