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HIV-1 N348I耐药突变流行状况
及突变模式的研究

李韩平 韩扬朱新鹏路新利 郭伟刘永健鲍作义李林

庄道民刘思扬李敬云

·实验室研究·

【摘要】 目的 阐明HIvLl耐药相关突变N348I在中国艾滋病患者中的流行率及突变模

式。方法用RT-PCR从血浆标本中扩增614例治疗失败和619例未治疗的艾滋病患者的HIV-1

pol基因蛋白酶(PR)反转录酶(RT)全长基因(2100 bp)。将获得的1233条序列提交斯坦福大学

HIv-l耐药数据库，根据数据库比对结果，分析N3481出现的频率及模式。结果N348I突变在抗

病毒治疗失败患者中的流行率为6．5％。在未治疗患者中的流行率为O．8％。使用含齐多夫定

(AzT)方案治疗的患者，N348I突变的流行率显著高于使用不含AZT方案治疗的患者(14．1％135．

4．7％，f=10．21，P<0．01)；在出现N348I突变的接受治疗的患者中，N3481均以与其他突变联合的

形式出现，与胸苷类似物耐药突变(TAMs)共同发生占85．O％(34／40)、与M184Vfl共同出现占

52．5％。结论使用一线方案治疗失败的艾滋病患者中，N348I突变有一定流行，该突变的发生以

特有突变模式出现。
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HIV耐药是由于病毒基因发生突变，使得药物

作用靶点的生化或结构特征发生改变，导致病毒对

药物不敏感或敏感性下降。同时，耐药基因突变改

变了关键的病毒蛋白，对病毒蛋白的功能产生负面

影响，使病毒的复制能力和感染性下降，病毒可能发

生补偿突变弥补复制适应性的损失，这些因素导致

病毒复制和传播能力的改变¨“。目前已经确定的

与6类艾滋病抗病毒药物耐药有关HIV基因突变有

200多个b】。最初的HIV耐药突变研究主要关注药

物作用的靶基因。近年来发现，药物压力对病毒产

生整体性的影响，在药物作用靶基因以外，也可发生

耐药相关基因突变№一】。如使用核苷类反转录酶抑

制剂(NRTIs)治疗，在反转录酶(RT)的连接区和
RNase H区也可选择出耐药突变，常与其他突变联

合使耐药程度增加¨’。J引。

N348I是近几年被认识耐药相关基因突变，在

使用齐多夫定(Azl'／zDV)或去羟肌苷(DDI)治疗的

患者中流行率大约为12．5％，且严重削弱病毒的复

制能力¨0’¨】。N348I突变位于HIV-1 RT的连接区，

在标准HIV-I耐药基因型检测覆盖的区域以外，使

用我国目前自建(In House)和国外商品化的HIV-I

耐药基因型检测试剂均无法检测N348I突变，对该

突变在我国艾滋病患者中流行状况及发生的特点尚

不明确。本研究拟通过对我国治疗和未治疗艾滋病

患者HW-1 RT基因全长序列的分析，阐明N348I突

变在我国的流行状况及发生模式。

对象与方法

1．HIV|-1血浆标本：为2008—2010年河南、河

北省疾病预防控制中心及北京协和医院李太生教授

提供的7省市(北京、福建、广东、河南、云南、陕西、

上海)12个艾滋病治疗中心接受和未接受抗病毒治

疗的艾滋病患者的血浆标本。抗凝血标本在采集后

24 h内分离血浆并保存于一80℃冰箱，3个月内完成

HIV-1基因型耐药检测。在采集血液样本的同时，

了解患者相关的背景信息。包括开始抗病毒治疗的

时间、服药依从性及抗病毒治疗方案等。

2．主要试剂及分析软件：HIv_l RNA的纯化分

离使用Qiagen公司QIAamp@Viral RNA试剂盒，按

照说明书操作，RT-PCR使用的试剂均为TaKaRa公

司产品；序列分析使用VectorNTI软件，用于序列的

拼接和编辑。

3．耐药基因突变分析：为确保HIV二l耐药性检

测的准确性，待检标本要求病毒载量(VL)拷贝数>

1000 IU／ml。为了提高检测效率，在提取RNA之前

取500¨l血浆低温超速离心，对病毒浓缩富集¨副。

使用本实验室自建的方法，扩增HIV-l pol基因
2100 bp的片段，含蛋白酶(protease)全长(1—99位

密码子)和RT全长(1～560位密码子)。使用的引

物见表l。第一轮反应体系为10×One Step RT-

PCR Buffer 5}ll、MgCl2(25 mmol／L)10“l、dNTP

Mixture 5 Ixl、RNase Inhibitor(40 U／I，t1)1 lal、AMV

RNaseXL(5 U仙1)l lal、AMV-Optimized Taq(5 U／111)

l“l、PLA—l(20 I咀moFL)l“l、PLA一2(20 lJmol／L)

l“l、RNA模板5“l、RNase Free ddH20 20 ltl，反应条

件为50℃30min、94℃2min，1个循环；94℃30 S、

55℃30 S、72 oC 150 S，30个循环；72℃10 min。

第二轮反应体系为TaKaRa Ex Taq 25¨l、PLA一3
(20 I．tmol／L)l¨l、PLA-4(20 I-tmol／L)1“l、第一轮
PCR产物5 p．1、ddH：O 18 pl，反应条件为94℃5 min，

1个循环；94℃30 S，63℃30 S，72℃150 S，30个循

环；72℃10min。

表1 HIV-1耐药检测使用引物

PCR引物 序列(5’。3’) 位置

外侧引物

PLA—l

PLA一2

内侧引物

PLA一3‘

PLA—4．

测序引物

TGGAAATGTGGAAAGGAA GGAC 2027—2050

TGACr门陌帕GGAn『GTAGGGA觚A 4650一4673

CAGAGC CAACAGCCCCACCA 2147—2166

1￡AAAATCACtAGCCA：rrl3CTCTCC 4285～4308

PLA一5。 CI-ICI．G。IAIAI．cAI。IUACAGTCCAGCI’3300-3326

PLA-6" CCTAGTATA AACAAT GAGACAC 2946—2967

PLA一7． C111GGATGC硒丁Ⅳ汀UAA CT 323 l一3250

注：4测序引物

将扩增产物直接送公司测序，序列用Cexpress
软件编辑、拼接和校正，提交美国斯坦福大学HIV耐

药数据库(hap：／／hivdb．stanford．edu)进行在线HIV

耐药基因突变分析。其中HIV亚型的判定利用pol
区基因进行分析¨引。

4．统计学分析：使用SAS 9．1．3 Service Pack 3软

件。N348I突变位点在两组人群中发生概率的比较

使用Fisher精确检验；其中突变N348I在不同HIvLI

亚型及治疗方案中的比较采用RXC表Z检验。

结 果

1．研究对象的特征：获得完整pol区基因序列的

1233例艾滋病患者中，治疗与未治疗的比例相当

(50．2％强49．8％)．年龄19—65岁，以青壮年为主

(43．5岁)。来自河南、河北省的患者，通过既往有偿 
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献血感染所占比例较大(56．2％)，治疗时间多数

(94．3％)在3年以上，且VL>1000 IU／ml，可认为该

部分患者抗病毒治疗失败n引；北京协和医院提供的

来自不同治疗中心未治疗的患者中，性传播途径占

32．O％(男男同性性接触为14．3％，异性性接触为

17．8％)，其次为静脉吸毒(11．3％)。接受抗病毒治

疗的患者以使用一线抗病毒治疗方案为主(表2)。

表2研究对象的社会人口学特征

注：NVP(奈韦拉平)；3Tc(拉米夫定)；D4T(司他夫定)；EFV

(依非韦仑)；Combivirivir(拉米夫定和齐多夫定合剂)

2．N348I突变的流行情况：1233例患者中，45例

基因序列存在N348I突变。N348I突变在抗病毒治

疗失败患者中的流行率为6．5％，在未治疗患者中的

流行率为0．8％。在抗病毒治疗失败人群出现N348I

突变的40例患者中，不同H1V-1亚型问(B、CRF

01AE、CI心08BC)该突变发生频率的差异无统计学

意义(j【2=1．16，P>0．05)；使用含AZT治疗方案

(AZ啪DI／NVP和AZT／3TC／m厂P)的患者，N348I突
变的流行率为14．1％(28／199)；使用不含AZT治疗

方案(DDI／3TC／NVP和D4T／3TC／EFV)的患者．

N348I的流行率为4．7％(12／256)，使用含AZT治疗

方案的患者N348I突变的流行率显著高于使用不含

AZT方案的患者(矿=10．21，P<0．01)。治疗时间<
12个月的患者，N348I的流行率为35．7％，治疗>24

个月的患者，N348I的流行率为2．9％一7．5％(表3)。

表3 N348I突变的流行情况

3．N348I突变与其他耐药突变同时出现的情况：

已知的NRTIs和非核苷类反转录酶抑制剂(NNRTIs)

24个位点的26个耐药相关突变在治疗患者中的流行

率均显著高于未治疗患者(P值均<0．01)(表4)。治

疗失败患者中突变K103N、Y181C、M184V／I、

G190A、L210W、I"215附的流行率均>20％，N348I
流行率为6．5％，位居26个突变的第23位。

分析流行率>10％的14个突变与N348I共同出

现的情况(表5)，这14个突变未与N348I共同出现

的比例均显著高于其与N348I共同出现的比例。在

14个突变中的8个(M41L、D67N、T69D、K70R、

V118I、L210W、1"215F腭、K219Q)与N348I共同出现
的比例>lO％。

4．N348I突变的出现模式：在出现N348I突变的

接受治疗患者中，N348I均以与其他突变联合的形

式出现，与NNRTIs或NRTIs主要耐药相伴随。与胸

苷类似物耐药突变(TAMs)共同发生的有34例，占

85．0％(34／40)；与M184V／I共同出现的有2l例，占

52．5％(21／40)；N348I与K65R、Q151M共同出现的

比例较小(均为2．5％)，见表6。
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表4治疗患者(n=614)与未治疗患者(n=619)

HIV-1耐药突变流行率(％)的比较

M4lL 16．45

I)67N 16．29

T69D 13．03

K70R 17．43

K103N 56．84

V106A 12．70

Vll8I 11．24

Y18lC 36．48

M184V／I 40．23

G190A 25．24

L210W 22．64

H22lY 17．10

T215F／Y 44．79

lQl9Q 19．7I

<O．Ol

<O．Ol

<0．Ol

<O．Ol

<O．Ol

<O．OI

<O．Ol

<O．Ol

<O．Ol

<O．Ol

<O．Ol

<0．0l

<O．Ol

<0．Ol

衰6 N3481突变发生模式

·9ll·

讨 论

病毒在不断变异及进化过程中，新的耐药突变

不断产生以增加自身的复制适应性。N348I能同时

导致NRTIs和NNRTIs耐药的突变，在经过抗病毒

治疗的艾滋病患者中流行率可达12％以上¨副。本

研究结果显示，N348I突变在抗病毒治疗失败患者

中显著高于未治疗的患者(6．5％慨0．8％)，并且在

不同治疗方案中突变发生概率有所不同，使用含

AZT治疗方案的患者N348I突变的流行率为

14．1％，显著高于不含AZT方案的患者，说明N348I

与使用AZT相关№J引。

有文献报道¨引，N348I与4l、67、70、103、108、

181、184、190、210、215、219位点的突变具有高度关

联性，这些位点的突变与N3481一起发生的概率较

高。本研究发现，N348I与M41L、D67N、T69D、

K70R、Vll8I、L210W、T215F／Y、K219Q共同出现

的比例较高，而M4lL、D67N、K70R、L210W、

T215F／Y、K219Q都属于TAMs突变，在突变模式上，

N348I与TAMs共同发生的占85．0％，说明N348I多

数是与TAMs突变合并出现的。

N348I与TAMs突变出现之前经常与NNRTIs

耐药突变同时出现，N348I单独发生的概率较小。

此外，N348I与M184V也有明显相关性，同时出现可

显著降低病毒对3TC的敏感性¨引。本研究中所有

N3481突变都与NNRTIs主要耐药突变位点一起出

现，但N348I／TAMs／Key NNRTI resistance mutations

为主要突变模式，其次为N348I／M184V／I／Key
NNRTI resistance mutations模式。

本研究发现N348I突变在我国抗病毒治疗失败

的艾滋病患者中有一定的流行，并具有特殊的发生

模式，在特定的抗病毒治疗方案中发生概率较高，提

供了我国N348I耐药突变的基础数据。随着艾滋病

抗病毒治疗时间的延长及在非B亚型毒株流行地区

开展大规模的抗病毒治疗，对HIV二l耐药突变的认

识不断深入，发现有很多“老药”的新型耐药突变及

毒株亚型相关的耐药基因突变。本研究结果提示。

注：Key NNRTI mutations包括K103N．V106A，V1081，Yi81C／I．G190A／S

我国长期使用AZT治疗的患者，有

必要改进基因型耐药检测方法，增

加pol区基因扩增和测序的长度，

不仅关注药物作用靶点的耐药突

变，还应注意非药物结合位点的突

变，对新型耐药突变的耐药机制及

与其他突变的相互作用也应深入
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