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云南省2008--2009年HIV-1病毒株
亚型分布

杨绍敏李惠琴陈立力 李林刘永健钟敏李健健 杨壁珲

高丽樊移山 李敬云

·实验室研究·

【摘要】 目的 了解云南省目前HIv二1流行株的基因型及其地区和人群分布。方法收集

2008--2009年云南省15个地市788例HIV感染者戍滋病患者(HIV／AIDS)的血浆标本和背景信

息，采用RT-PCR法分别扩增HIV-19ag、pol全长基因(1584bp和3147 bp)及e聊基因的C2V3片段

(558 bp)，序列编辑后用Genotyping及Mega 5．03软件工具确定病毒基因型，分析HIV二l株的地区

和人群分布特征。结果788例标本获得1728条HIV．-l基因序列，其中全长gag基因序列599条、

全长pDl基因序列564条、enl)基因C2V3区序列525条，确定617例基因亚型，构成比分别为

CRF08 BC(50．2％)、CRF0l AE(25．O％)、未知重组(10．2％)、CRF07 BC(9．2％)、C亚型(2．9％)和

B(B’)亚型(2．4％)。HIV-1株在云南省具有地域分布特征，可分为以I临沧和昆明为代表的

CRF08 BC为主的地区，以德宏和睦双舨纳为代表的CRF08 BC与CRF01 AE构成比枢近的地

区：未知重组型在云南省少数民族中所占比例(17．O％)显著高于汉族(6．7％)；异性性传播感染者

和静脉注射吸毒感染者的CRF08 BC亚型均占总数的50．0％以上，但前者CRF01 AE的构成比占

约30。0％。后者未知重组型和CRF07 BC的比例分别达到约15．O％。未知重组病毒株呈现两种重

组模式，分别为B(B’)／C重组和以CRFOI—AE为母株嵌入B(B 7)和／或C片段重组，并以前者为主

(74．6％)。结论云南省Hrv二l株组成复杂，具有显著的地域、民族和传播途径相关的特征，并出

现新型重组病毒株．应密切监测。
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showed significant regional differences and could be roughly divided into two forms：the CRF08 BC

predominant areas represented by Lincang and Kunming．and the areas with CltF08 BC together witll

CRFO l AE coexistence．represented by Dehong and Xishuangbanna．The unknown recombinant

forms accounted for more HIV infection in ethnic minorities(1 7．O％)than in ethnic Hall(6．7％．P<

0．01)．111e distribution of subtypes varied significantly in the two primary routes of transmission for

those infected through heterosexual contact．ClU08 BC and CRF0 l AE were the dominant subtypes．

accounting for 52．7％and 29．1％respectively．However，in IDUs。CI江08 BC strains accounted for

halfofthe infection。while only 4．5％ofthe infections were caused by CRF0l AE，CRF07 BC while

the unique recombinant forms were responsible for l 5．5％infcctions．Of the 63 unknown recombinant

forms．most(74．6％)were B(B’ )recombinant with C，while 25％were mosaic B and／or C

fragments on the bases of CRF01一AE genome．Conclusion The subtypes of HIV二l strains

circulated in Yunnan were complicated under the significant differences of regions，ethnics or routes of

transmission．

[Keywords】Humanimmunodeficiencyvirustype 1；Genetic subtype；Molecularepidemiology

HIV-1株的基因亚型在云南省十分复杂，包括

B(B’)、C、CRF07 BC、CRF08 BC和CRFOl AE，且

经历了动态变化的过程，从最初出现的B(B’)亚型，

到印度C亚型的传人，再到泰国传人的CRF01 AE，

以及CRF07 BC和CRF08 BC的大量出现而B(B’)

和C亚型的逐渐减少，这些亚型的起源、传播、流行

消长，中间经历的一系列变化至今仍不甚明了。另

外，云南省HIV-1感染途径也非常复杂，不仅各种感

染途径均有发现，且随着社会和经济的变迁，感染途

径也发生了很大改变，如近年来异性性传播和男男

性传播的比例不断攀升⋯。为此本研究对云南省

HIV-1株的基因亚型进行分子流行病学研究，监测

病毒株的流行变异规律。

材料与方法

1．标本及信息采集：在云南省艾滋病关爱中心

标本库中选取2008年1月至2009年12月采集的

788例HIV-I感染者血浆标本，冷冻条件下运送到

实验室，一80℃保存待检。病例来自云南省15个地

市．根据各地艾滋病流行程度决定各地标本采集数

量，在流行严重地区选取的病例较多，标本具有一定

代表性。收集病例的临床和流行病

学信息。

2．方法：

(1)基因扩增：常规方法提取纯

化血浆标本中的病毒RNA，对每份

标本分别扩增HIVLl gag、pol全长

基因(分别为1584 bp和3147 bp)及

env基因的C2V3片段(558 bp)，扩

增引物见表l。第一轮RT-PCR反

应体系为20“l，采用TaKaRa公司
的One Step RT-PCR试剂盒；第二轮

反应体系为50 111．采用TaKaRa公
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司的Ex Taq试剂盒。将扩增产物送北京博迈德公司

进行Sanger法测序。如果某条引物测序失败，则使

用加测引物进行第二次测序，如两次均失败则将产

物稀释后重复上述测序步骤，如仍失败则放弃。使

用ContigExpress软件拼接测序片段，得到完整的序

列，保存为faster格式文件。

(2)序列分析：使用Los Alamos HIV Database

(http：／／www．HIV．1anl．gov)在线工具Quality Control

进行序列校正和裁剪，再以BioEdit软件进行手工校

对。采用美国NCBI(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／

projects／genotyping／)在线亚型分析工具Genotyping

分别对gag、pol和env C2V3序列进行初步分型，然后

从Los Alamos HIV Database下载标准亚型的gag、

pol和env C2V3序列，与本研究得到的序列分别比

对，用Mega 5．03软件构建Neighor-joining系统进化

树(重复运算1000次)进行分型验证【2】。使用Los

Alamos HIV Database在线工具RIP进行初步重组分

析，以Simplot软件定位重组断点，Recombinant
HIV-1 Drawing Tool确定重组镶嵌模式。

(3)HlV|-1基因型判定：经两轮扩增及对扩增

产物首测、加测、稀释后加测三轮测序，得到1728条

袭1 gag、pol全．长片段及e删C2V3片段扩增引物序列

G基因 引物HXB2位点 序9q(5’一3’)

gns gag-617 617—638 TGTGGAAAATCTCTAGCAGTGG

gag一763 763—783 TGACTAGCGGAGGCTAGAAGG

gag一5 2377—240l TTCCYCCn盯CN兀TTl陷Gr丌CC

gag一6 268l一2712 TAATGCTrrnUl．rTY丁CYTCTGTCAATGGC

巅Pol—Ie 2029—2050 TGGAAATGTGGA(G)AAG(A)GAA(G)GGAC

Poi一3 2068—2095 ACTGAGAGACAGGCTA NrrnrllAGGGA

Pol—Ie 5221—5192 CTCCTAGTGGGATRTGTACTTCYGARCl．rA

Pol—x 524l一5265 CCTGTATGCAG(A)A(C)CCCCAATATGTT

env(C2V31 44F 6954—6973 ACAGTRCARTGYACACATG0

33FM 6983．702l TGTAAAACGACGGCCAGTCTGTnA^：rI瑚AGICTAGC
35R 7668-7648 CACTTCTCCAATTGTCCITCA

48RM 7541—7523 CAGGAAACAGCl：^TGACCRATGGGAGGRGYAl’ACp汀
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序列，其中gag全长序列599条、_poZ全长序列564条
和env C2V3序列525条。由于扩增的gag和pol序列

覆盖完整的Gag、Pol蛋白编码区(HXB2：790—

5096)，将这两个基因区的序列连在一起，作为一个

完整的基因区(gag-p01)进行分型分析，如果仅gag

或pol一区有序列。则按该区序列进行分型，如仅有

e聊C2V3序列的样本则不统计。

结 果

1．样本特征：788例HIV／AIDS分布于全省各

地，其中来自临沧、德宏、西双版纳和昆明地区的感

染者占总数的67。7％，4个地区例数均超过总数的

10．0％(表2)。HIV感染途径包括性传播、静脉注射

吸毒传播、母婴传播、输血传播、职业暴露等，其中异

性性传播所占的比例最高(64．O％)，静脉注射吸毒传

播次之(21．7％)。男女比例为1．58：l；年龄l～76

(平均36．05)岁，其中21～40岁组占66．5％。感染者

的民族组成复杂，包括汉族在内的有18个民族，其

中汉族与少数民族的比例为2．56：1；少数民族中以

傣族和佤族所占比例最高，分别为30．6％和22．7％，

其余民族均不足10．O％。

2．HIul基因型分布：共获得617例的基因亚

型，样本数量和构成比依次为CRF08 BC(310例，

50．2％)、CRF01 AE(154例，25．0％)、未知重组(63

例，10．2％)、CRF07 BC(57例，9．2％)、C亚型(18例，

2．9％)、B(B’)亚型(15例，2．4％)。系统进化树验证

与Genotyping分型的结果一致。
(1)地区分布：617例确定基因型的样本分布在

16个地级行政区中的15个(除迪庆州外)。依据4

种主要病毒株(C灯08 BC、CRF0l AE、未知重组、

CRF07 BC)的构成，可将HIV二l在云南省不同地区

的分布大致分为两大类4种代表性地区：第一类以
Cl心08 BC为主的地区，以临沧和昆明为代表。但

两地也有区别。前者的病毒株相对较为单纯，
Cl强08 BC占绝对优势(>70％)，如临沧、保山和大

理；后者的病毒株组成十分复杂，CRF07 BC、

CRF01 和未知重组型的比例均接近 ．0％，如昆_AlE 20

明和红河。第二大类为CRF01 AE与CRY08 BC比

例近似的地区，以德宏和西双版纳为代表。但两地

又有明显不同，前者未知重组型的比例高达30．0％，

如德宏；后者则呈现CRF01 AE与CRF08 BC占绝

对优势，如西双版纳和普洱(表3)。

(2)性别和民族分布：不同基因型HIV-I病毒株

的性别分布差异无统计学意义(Z 2----3．091，P=

表2云南省788例HIV／AIDS特征分布

注：。其他少数民族(例教)依次为景颇族《19)、彝族fls)、回族05)、

哈尼族(14)、白族(13)、拉祜族(6)、壮族(4)、傈僳族(2)、纳两族(2)、维吾

尔族(2)、瑶族(2)、瑷伲族(I)、苗族(I)、基诺族(1)、藏族(1)．‘为不足

lO例的曲靖、文山、丽江和怒江地区

O．686)。见图1。汉族与少数民族中HⅣ二1的基因型

构成的差异有统计学意义(z2=25．725，P<0．01)。

少数民族人群感染HlV．I株的CRF01 AE(27．3％)、

CRF07 BC基因亚型(7．6％)与汉族人群(分别为

24．6％、9．9％)差异不大；而CI玎08 BC在少数民族

人群(39，5％)中的比例低于汉族(54．7％)；未知重组

型在少数民族(17．O％)中的比例显著高于汉族

(6．7％)。少数民族B(B’)和C亚型(4．7％、4．1％)也明

显高于汉族(1．6％、2．5％)。

(3)感染途径的分布：比较异性性接触和静脉

注射吸毒两种主要传播途径的HIV-I基因亚型构

成比(表4)。发现病毒亚型分布的差异有统计学意

义(f=25．725．P<O。oI)。异性性接触和静脉注射
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表3云南省各地区HIv-l基冈亚型分布
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注：括号外数据为例数．括号内数据为构成比(％)；。为不足10例的地区合计，包括曲靖、玉溪、文山、楚雄、丽江和怒江

舞
摹

口男性

■女性

m n． ．～．～．厂-

染者的未知重组型以CRF01 AE为母株的重组占

37．5％(表5)。

表5 63株HIV-1未知重组病毒株基因重组模式
在不同传播途径的分布

图l 云南省HⅣ_l感染者病毒株亚型构成的性别分布
注：同表4

表4云南省HIV-I各基因亚型在不同传播途径中的分布

注：括号外数据为例数，括号内数据为构成比(％)；其他途径包

含母婴传播、同性性接触、输血、职业暴露

吸毒途径的病毒株类型较复杂，但均以CRF08 BC

为主(52．7％)。异性性接触感染者CRF01 AE的构

成比占约30．O％。而静脉注射吸毒感染者未知重组
型和CRF07 BC的比例均达到15．0％。

3．未知重组型病毒株的重组模式：63株未知重

组型HIV-1株呈现两种基因重组模式，B(B’)／C重

组和以CRF01 AE为母株嵌入B(B’)和／或C片段的

重组，并以前者为主(74．6％)。性传播和静脉注射吸

毒传播感染者的重组模式显著不同，后者几乎所有

的未知重组型均为B(B’)／C重组，而性传播途径感

讨 论

云南省以往的HIV-1分子流行病学研究，多为

小样本基于短片段的研究b一】，如gag pl 7、enl3 C2V3

或pD2 RT序列等，这些片段均<2 kb，很难准确区分

重组病毒株。本研究建立并应用gag和pol全长序
列扩增和测序方法，通过三轮测序，扩增和测序的成

功率达到85％以上。获得gag和_pDZ全长序列(共
473l bD)以及ergv C2V3序列(714 bp)，能够将重组

病毒株(CRF07 BC和CRF08 BC)准确区分并鉴定

新型重组株，准确揭示云南全省HIV_l病毒株的类

型及其分布特征。

云南省HIv二l株的亚型不仅在我国最为复杂，

且呈动态变化。本研究发现云南省HIV二l流行株以

CRF08 BC、CRF01 AE和CRF07 BC为主(占总数

的84．4％)，这与先前的研究基本一致¨1。值得注意

的是．本研究发现CRF08 BC是云南省分布最广、比

例最高的HIV-l株。是最主要的HIV二1流行株。

Yang等【51在2000年对德宏、文山和红河地区的39例
研究发现。CRF08 BC仅局限在云南省东南部的红

河和文山地区。本研究发现．尽管云南省近几年

融囊恻最*
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HIV的性传播途径比例显著上升，但CRF01 AE所

占比例(25．O％)仍不高，低于Zhang等b12006年的
研究(40．5％)，与Tu等H12009年的研究(20．4％)类

似，除采样地区人群差异等因素外，CRF01 AE所

占比例可能确有下降。以往的研究均未检出C亚

型株阻引，本研究表明C亚型仍存在，主要分布在德

宏、临沧和西双版纳等地区。HIV-1基因亚型在民

族间的分布有显著差异，主要表现为未知重组亚型

在少数民族中的比例高于汉族，原因可能是少数民

族吸毒人群的比例相对较大。

本研究将样本例数最多的9个地区划分为
CRF08 BC占绝对优势和CRF01 AE与CRF08 BC

比例近似的两种地区分布类型，在此基础上结合其

他病毒株构成，又大致将HIV-1株的分布分为4种

情况。

西北部的临沧、保山和大理地区，CRF08 BC所

占比例远高于其他亚型。与Zhang等b1研究结果相
比，最显著的变化是保山地区由以前的CRF01 AE

比例显著高于CRF08 BC转变为目前的CRF08 BC

占绝对优势，提示近年来该地区HIV-1株的构成发

生较大变化。

中部的昆明和红河地区，CRF08 BC的比例最

高，但并非临沧地区那样占绝对优势，病毒株的构成

较复杂，CRF01 AE、CRF07 BC和未知重组型均占

较大比例。程何荷等№1在2000年研究发现，昆明地

区以B’亚型为主，而“等¨1对该地区性工作者研究

发现，在1997年之前，CRF01 AE、CRF07 BC和

CRF08 BC在性传播途径中仅各占14％，但到2002

年时，CRF07 BC和CRF08 BC却分别占38％和

63％，这些结果与本研究差异较大。

西南部的西双版纳和普洱地区呈现CRF01 AE

与CRF08 BC比例相近的状况，与Zhang等b1和Bao

等旧’的研究一致。本研究发现，西双版纳地区虽然

流行的亚型众多，但未知重组型却非常少(2％)，表

明该地区各亚型的流行人群可能较其他地区相对独

立，交叉感染的概率较小。

西部的德宏地区虽然也呈现CRF01 AE与
CRF08 BC比例相近的状况，但病毒株的构成十分

复杂，由于多个亚型在当地长期流行，出现大量

(30．9％)未知重组株，呈CRF08 BC、CRF01 AE与

未知重组型并重的态势。Yang等b1在2002年首次
报道了德宏地区未知重组型HIV．1株，且比例占

70％。对其发生及演变还需深入研究。

在异性性传播和静脉注射吸毒两个主要传播途

径中，CRF08 BC亚型均占一半，但不同的是。

CRF07 BC和未知重组型在后者中的比例较高，而

CRF01 AE在前者中的比例较高，同以往的研究b1。

在CRF01 AE感染者中，75．97％是通过异性性接触

途径传染，通过静脉注射吸毒途径的只有4．5％，表

明CRF01 AE更易在异性性接触途径中传播。有研

究表明，CRF01 AE更易在上皮细胞中生长¨】，可能

是CRF01 AE在异性性传播人群中广泛流行的原因

之一。Zhang等b 3在2006年曾推测，异性性接触传

播将成为云南省HIV-1最主要的传播途径，

CRF01 AE将超过CRF07／08 BC成为最主要的流

行亚型。现在看来，这个推测低估了CRF08 BC在

异性性接触人群中的传播能力，在云南省的异性性

传播人群中，仍有52．7％感染CRF08 BC，也就是说
CRF08 BC株在云南省的异性性传播人群中同样具

有显著的传播优势。
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