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辽宁省2008--2010年HIV-1基因亚型分布特征
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HIV-1毒株的感染力较强，是目前HIV流行的主要病毒

株和重点研究对象⋯。HW-1分为M(main)、O(outlier)和N

(non—M—non．0)3个组。其中M组又分为A—K亚型。近年

又证实了至少16种各种亚型的重组型CRF 01至CRF

016。本研究对59例HIV_1感染者血浆样本进行基因扩增

和序列分析并收集相关流行病学资料，结果报道如下。

1．材料与方法：

(1)样本来源：选取2008--2011年经病毒载量检测，载

量>1000 copy／ml的59例样本进行HIV蛋白酶(PR)和反转

录酶(I汀)基因区的扩增和测序。

(2)基冈扩增01(In—house方法)：取血浆140 pl，参照德国

Qiagen公司Viral RIgA Extraction Kit操作步骤提取样本

RNA。One—step RNA PCR Kit(AMV)和Ex—Taq酶购于大连

宝生物工程有限公司；所有引物均由该公司合成。以提取的

RNA为模板，用RT-PCR和巢式PCR扩增HIV-1 pol区PR和

I玎基因区的1300 bp，扩增区域包括PR全氏和RT前300个

氨基酸。引物序列：MAW-26：5’一TGG AAA TGT GGA

AAG GAA GGA C一3’(2027～2050，外侧上游)；RT-21：

5’一CTG TAT TTC TGC TAT TAA GTC TTT TGA TGG

G一3’(3509—3539+夕h坝4]：游)；PRO—l：5’一CAGAGC CAA

CAG CCC CAC CA一3’(2147～2166，内侧上游)；R1qR：

5’一CTTCTGTATATCATTGACAGTCCAGCT-3’(3300～

3326，内侧下游)。扩增条件分别为55℃30 min，94℃

2 min，RT失活后，94 c|c 15 s，60℃30 s，68℃90 s，40个循

环，68 qc再延伸5 min，4℃保存。第二轮94℃5 rain变性
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后，94℃30 S，63 cC 30 S，72℃150 S，30个循环，72℃再延

伸10min，4℃保存。

(3)扩增片段电泳和测序”1：PCR扩增阳性片段经1％琼

脂糖凝胶电泳与标准Marker位置比较正确后，PCR产物送大

连宝生物工程有限公司(ABI 3730)。测序引物为PRO一1：

5’一CAGAGCCAACAGCCCCACCA一37(2147～2166，正

向)；RTA：5’一G1TGACTCAGATTGGTTGCAC一3’(2519～

2539，正向)；RTB：5’一CCTAGTATAAACAATGAGACA

C一3’(2946—2967，正向)；ProCl-down：5’一CCC TGC TGG

GTGTGGTATTCC一3’(2826～2846，反向)；RTL4R：5’一CTT

CTG TATATC A『丌GAC AGT CCAGCT-3’(3300～3326，反

向)。标准DNA Marker购于大连宝生物工程有限公司。

(4)序列分析：使用NTI advance 9软件包组件contig

express对序列进行编辑、拼接和校止。登录美国斯坦福大

学HIV耐药数据库(http：／／hivdb．stanford．edu)进行序列分

析，同时运用BioEdit 7．01和Mega 4．1软件包与美国国家生

物技术信息中心(NCBI)GenBank中各亚型代表参考株序列

进行比较。

2．结果：

(1)病例职业与传播途径分布：表1显示，50，00％(10／20)

的农民因既往献血感染艾滋病；均为B亚型(表2)。而既往

献血感染者中有88．33％(10／12)是农民。

表1 59例AIDS患者职业与传播途径分布

传播途径

靴MSM惹蕊羹异性：：：姜

待业 2 3 1 1

离退休 1 3 0 0

海员0 1 0 0

干部 2 0 0 0

商业服务 2 0 0 0

学生及儿童0 l 0 0

不详4 1 1 1

周定。 输血，

鬣萎蒙7

合计 16 14 12 4 4 2 3 4 59

注：MSM：男男性行为者

(2)传播途径与亚型分布：表2屁示，75．00％(12／16)的

MSM感染者是CRF01_AE重组型；12例既往献血感染者均

为B亚型。14例非婚异性性接触感染者中，B亚型6例

(42．86％)、CRF01 AE重组型7例(50．00％)、C亚型1例
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表2 59例AIDS患者传播途径与亚型分布

(7．14％)。4例固定性伴阳性感染者中，2例B亚型感染者的

配偶均为既往献血感染者；1例CRF01 AE重组型感染者的

配偶是MSM感染者；l例CRF07 BC重组型感染者配偶的感

染途径不详(结合流行病学资料)。

(3)进化树分析：图1显示，部分样本基因序列与

GenBank中国内外各哑型代表参考株序列同源性较高，如

200918AE—M与ShandongAE，201116C—Y与IndiaC。部分

MSM感染者基因序列与非婚异性性接触感染者的基因序列

同源性较高，如200911 AE—M与200912AE—Y，201123AE—M

与2011llAE．Y，200908 B．M与201009B．Y。部分非婚异性

性接触感染者基凶序列与既往献血感染者的基因序列同源

性较高，如201013 B—Y与200807B—X。

53--·---——200910 AE--Y

17l L20091 3 AE-Y

5l-1--9AIL--"--sh2狮d0009n91
8

AAEE·M

——201021 AF-Y

——200805 AE-M

——201107 AE—M

．20111l AE．Y

1001 201 123 AE-M

20091l AE．M

一200912 AE-Y

——20lll3 AE-M

65L—一BEⅡ订qG AE

--------—------·——Singapore AE

——201116 C．Y

100 200916 B-M

L200917 B-M

】00__——～200908 B—M

———] 201009 B．Y

一201007B—X99 L—一201013 B-Y

注：图中基凼序列的表示方法：如200918AE．M，200918代表样

品编号，AE代表CRF01 AE重组型(B代表B亚型，C代表C亚型，

BC代表CRF07 BC重组型)；M代表MSM感染(x代表既往献血感

染，Y代表非婚异性性接触感染)

图1 2008--2011年辽宁省HIV一1基凶系统进化树分析

3．讨论：辽宁省是艾滋病的低发区，艾滋病在MSM、既

往有偿献血者、非婚异性性接触者等高危人群中发病率较

高，数量较大。HIV亚型分布与传播途径相关，不同高危人

群传播途径不同，所以HIV亚型的分布呈现明显的人群分布

的特点。12例既往献血感染者均为B亚型，其中lO例是农

民，经流行病学调查显示，这些既往献血感染者集中于20世

纪90年代初，在周边某省献血而感染，因此感染人群相对集

中，人数较多，亚型较单一，主要为B亚型。在20例农民艾滋

病患者中也因此出现较多的B亚型感染，达17例(85％)。16

例MSM感染者中，CRF01 AE重组型12例(75％)；B亚型4

例(25％)。刘丽花等。412010年对河北省MSM感染者HIV-1

基因序列测定和亚型分析时发现，CRF01 AE重组型16例

(31．37％，16／51)。B亚型32例(62．75％，32／51)，CRF07 BC 3

例(5．88％，3／51)。辽宁省和河北省MSM人群中CRF01 AE

重组型(z2=9．53，u=】，P<0．01)和B亚型(Z2=6．98，1)=1，

P<0．01)的分布差异均有统计学意义。在固定性伴阳性

HIV感染者中，发现了既往献血感染者、MSM以及感染途径

不详者的家庭内传播。随着艾滋病感染者数量的逐年增加，

HIV单阳家庭(即异性固定性伴双方，一方HIV抗体阳性，另

一方HIV抗体阴性)大量出现，异性固定性伴HIV性传播已

经成为HIV传播的重要组成部分。

通过基因系统进化树分析发现：①辽宁省内部分基因亚

型与国内外一些亚型代表参考株序列密切相关，同时有研究

表明”1，CRF01 AE重组型已从东南沿海和西南边境扩散至

内陆，并直接或间接传人辽宁省，影响ⅢV一1亚型的组成和

分布。②部分非婚异性性接触感染者基因与MSM和既往献

血感染者基因同源性较高，提示这三类人群问存在着直接或

间接的HIV-1的感染和传播。随着辽宁省艾滋病疫情不断

上升，HIV感染亚型的构成也将更加多样。因此了解不同感

染人群HIV-1亚型的动态分布特点，对防控艾滋病疫情具有

重要的现实意义。
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