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云南省德宏州201 1年HIV-1不同亚型
人群分布特征分析

陈敏姚仕堂马艳玲何翔王继宝程春林杨锦苏莹珍李艳玲

段松陈会超付丽茹 贾曼红陆林

【摘要】目的研究云南省德宏州HIV-1亚犁的流行特点。方法收集2011年1—5月德宏

州Ⅲv—l南t体确认阳件血浆样品300份，提取RNA后用巢式PCR对gag基㈨和帆F基因的部分片

段进行扩增。扩增产物绎基因序列测定，所得序列通过构建系统进化树确定HIv一1的分子业型。

结果结合2个基15l片段，』}有222份样品获得分型结果，主要为C证型(43 2％。96／222)，其他依

次为独特重组形式(URF；27 O％，60／222)、CRF01 AE(21 2％，47／222)、CRF08 BC(5．0％，11／222)、

B’(2 3％，51222)和CRF07 BC(1 4％，3／222)。C砸型是性传播人群和注射吸毒人群中的首要亚

型，但不同传播途径人群中亚型分布具有不同的模式。异性传播人群包括该地区幢洲到6种基岗

型，主要为c亚型(40 7％，70／172)、CRFOI AE(25 O％．43／172)和多种URF(25 0％，43／172)，呈现

亚型分布的多样化。注劓吸毒人群中包括除B 7和CRF07 BC以外的3种亚型及多种URF，主要

为C亚型(54 8％，23／42 J和URF(38 1％，1 6／42)，呈现亚掣相对集中的茴势。URF比例的显著上升

成为该地区的另一个流行特点，包括BC重组(41 7％，25／60)和与CRF01 AE相关的重组(58 3％，

35／60)，这两种URF在性传播和沣射吸毒人群中分布的差异无统计学意义。结论德宏州IIIV一1

流行株较为复杂，存存5种弧型和多种URF．其中C亚型为主曼流行株，不¨传播遮径业型分布模

式存在差异．
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【Abstract】Objective To investigale the dislribution ofHIV—l subtypes in Dehong prefecture．

Ytmnan province．In 20¨Methods 300 HIV—l positive plasma samples were collected from Jan

201 1 to Mav 201 1 in Dehong prefecture HIV—l gag genes and eⅫgenes were amplified by nested—

polynlerase chain reaction(PCR／from viral RNA．After sequencing．the HIV一1 subtypes were

determined by phylogenetic analysis Results Bascd on the phylogenetic trees ofgag gene and eⅢ·

gene fragments，a total of 222 samples were genotypad Subtype C was the predominant strain in

Dehong(43 2％，96，222 J，followed by unique recombinant foITIIS【URFs．27 O％，60／222)，

CRfol AE【21 2％，47／222)．CRF08 BC(5 0％，】1／222)．B’(2 3％，5／222)andCRr07 BC(1 4％，

3／2221 Suhtype C strain-were 9redominagt ia beth heterosexually虹ansmitted population and

intravenous drug Ilsers(【DUs)．but difierent subtype distribution patccms were found in these two
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populations All 6 genotypes including subtype C(40 7％，70／172)．CRF0l AE(25 O％，43／172)，and

URFs 125 0％，431172)found in this area among hctcrosexually transmitted population．which showed

the diversity of genotypes in this population Except subtype B and CRF07 BC．the other 3 subtypes
andURFswere detected amongIDUs，mainlyincluding subtypeC(54 8％．23／42)andURFs(38．1％，
16／42j，which showed the concentration trend ofgenotypes distribution among IDUs The proportion

ofURFsincreased significantlyinthis area，includingthe newBC recombinants(41 7％．25／60)and

CRF01_AE relative URFs(58 3％，35／60)However，the distributions of these two URFs among

heterosexually transmitted population and IDUs showed no statistical significance Conclusion The

distribution of Hnol strains prevailing in Dehong prefecture was diversity including 5 subtypes and a

varlety ofURFs，ofwhich subtypeCwasthe predominant strain The distribution pattems of subi2，pc
were different among different populations

【Key words】HJV—I；Subtype；Distribution characteristics

云南省德宏州是我国最早报道川v_1疫情、受

mv_1影响较为严重的地区之一1：。更重要是HIV

主要流行株进入国内的第一站，在早期以注射吸毒

为丰要传播途径的情况下，该地区的流行情况对国

内的疫情形成直接影响“。具有流行时间长、病毒

株多样的特点，埘研究HIV-l亚型的演变有重要意

义。为此本研究对2011年德宏州HIV-I各业型株

的流行、分布和进化趋势进行分子流行病学分析。

对象与方法

1样本采集：2011年l一5月德宏州(芒市、瑞

丽、陇JIf、盈江和梁河)新报告HIV感染者75l例，本

研究连续收集300例新报告HIV感染者(不包括艾

滋病患者)的血浆。选择阳性确认血浆样品，保证其

血样量至少为0．5 ml，不符合要求者选择CD4+T淋

巴细胞检测后剩余的m样，分离血浆置一80℃保

存。：同时收集相关流行病学资料。

2研究方法：

(J)病毒RNA提取：使用Roche公司MagNA
Pure LC system核酸自动提取仪，根据标准操作程序

从200¨1样品中提取HIV。1 RNA。核酸样品保存

枉一80℃条件下。

(2)序列扩增和测定：根据已建立的试验方案和

引物采用巢式PCR扩增gag基【封片段(p17、p24。

ttXB2：781～1 861)和entl基因片段(V3、V4，HXB2：

7002～7541)，所用引物和条件参见文献[4，5]．使用

TaKaRa公司One Step RNA PCR Kit(AMV)试剂盒，

进行反转录及第1轮PcR抄增，反臆体系为25 u1；使

用Tiangen公司2×TaqPCRMasterMix试剂盒，进行

第2轮PCR扩增，取第1轮反应产物5“1，反应体系

为50¨l。第2轮PCR产物经1％的琼脂糖凝胶电泳

鉴定，阳性样品送北京障迈德生物公司纯化和测序。

(3)亚型及重组分析：序列测定后使用Gene

Codes公司的Sequencher4．9软件进行拼接，然后用

Bioedit软件进行多序列比对和序列清理。获得的

gag和env基因区序列与H1V-1国际参考株比对

后，用Mega4．0软件构建Neighbor-joining进化树分

别确定不同基因的亚型，结合2个基冈片段的结果

确定亚型。按以下定义确定新重组情况：@gag和

a。”基同片段为小同亚型时，判为新重组；@gag摹

因片段为至少2个亚型的嵌合形式，这一类重组的

序列在系统进化树上位于2个亚型之间、接近根部

的独立分支上，为进一步确定重组形式，采用

Recombination Identification Program(RIP)version 3．0

【http：／／hiv—web lanl．gov)和Similarity plot(SimPIot)

analysis version 3．5．1(http：／／sraylned sotn．jhmi．edu]

RaySofffSimPlot／)进行分析。

3．统汁学分析：应用SPSS 17．0软件进行统计学

分析，率的比较采用f检验。}f{现理论频数<5时，

采用Fisher精确z2榆验；当不适合参数检验时，采用

多个独立样本的Kruskal Wallis检验。

结 果

1人u学特征：4‘次抽样收集的300例新确证

HIV—l感染者，构成情况在地区、感染途径和样品来

源上与该时段德宏州报告HIV感染者的差异无统计

学意义(表1)。300份样本经圭r增和测序，获得g。g

基因序列和eetv基凶序列各244条。结合2个基冈区

序列，通过构建系统进化树，同时获得gag及en”基

冈序列的222个样品得到可解释的基囚分型。仅获

得g昭Ⅸ或e／i，y区的样品，作为分型不确定的样品．

未进行进一步的分析(表2)。

222例感染者年龄6～81(平均38 7)岁，男女性

别比2．04：1。性接触感染者占77 5％(172／222)．注

射吸毒感染者占18 9％(421222)，母婴传播感染者占

1．8％(4／222)，血液传播感染者占o．5％(1／222)，传播

途径不详占1．4％(3／222)。民族分布以汉旅

(43 2％)、傣族(26．6％)和景颇族(22．5％)为主，其他 
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表1本次调查的抽样情况

注：咆括出八境人员体检、女性HIV阳性者子女检测、无偿献而
人员检测、性病门诊、IIIV阳。陀目C偶或陆伴检测、公共场所人员体椅、
结核病筛查和美沙酮『1诊榆测

表2缔台期g和鲫F基因片段确定HIV的基⋯型别

民旅占7．7％。职业分布以农民为辛(80．2％)，其他

职业占19．8％。

2 ttlV-1、皿型分布特点：HIv21株基因型较为

复杂。其中C亚型占43．2％(96／222j，是主要的、lt

型；其他亚型按照流行比例依次为独特重组形式

【URF；27 0％，60／222)、CRF01 AE(2l 2％．47／222)、

CRF08 BC(5．0％，11／222j、B’(2 3％，5／222)和

CRF07 BC(1．4％，31222)。

从表3可见，各主要HIV_l亚型按性别、年龄、

比旅和婚姻状况分布的荠异无统计学意义。但分析

传播途径，异性传播人群和注射吸毒人群中HIv一1

、旺型分布的差异有统计学意义(z2=15 396，P=

o．005)，提示不同途径传播人群中存在不同的亚型

分布模式。异性传播人群中包括该地区检测到5种

亚型及多种URF重组型，包括C(40．7％，70／172)、

CRF0l AE(25 O％，43／172)、CRF08 BC(4．7％．8／

172)、B’(2．9％，5／172j、CRF07 BC(1 7％、3／172)和

URF(25．O％，43／172)；沣射吸毒人群中检测到除

B’和CRF07一BC以外的3种亚型及多种URF重组

型，包括C(54．8％，23／42)、CRF08 BC(4 8％，2／42)、

CRF01 AE(2 4％，1／42)和URF(38．1％，16／42)。浚

两人群中C亚型的比例均为最高，但c亚型在注射

吸毒人群中的比例(54 8％)高于在异性传播人群中

的比例(40 7％)。注射吸毒人群中URF的比例

(38 1％)也高于异性传播人群中URF的比例

(25．o％)。相反，CRF01 AE在异性传播人群中的l七

例(25．O％)高于在注射吸毒人群中的比例(2 4％)，

说明CRF01一AE仍然主要分布在性传播人群中。
CRF08 BC在该两人群中的比例接近一致。提不异

性传播人群中亚型分布趋于多样化，而注射吸毒人

群的亚型分布主要集中为c亚刑和多种URF。

本次凋查发现URF的比例仅次于C亚剐。其

中，71．7％(43／60)的URF发生杠性接触感染者中，

26 7％(16／60)发生在注射吸毒感染者，另有1例为

母婴传播。在所有URF中，BC重组占41．7％(251

60)，其他重组占58．3％(35／60)，均为CRF0l AE与

B和／或C的重组(CRF01一AE相关的URF)，包括
C／CRF01 AE(21．7％，13／60 J、CRF0l AE／BC(15．0％．

9／60)、CRF0l AE／C(10．0％，6／60)、B／CRF0l AE

(8．3％，5／60)、CRF01 AE／B(1 7％，1／60)和BC／

CRFOl AE(1．7％，1／60)，见表4，BC重组在异性传

播和注射吸毒人群中的比例为79．2％(19／24)和

20 8％(5／24)，CRF01 AE相关的URF在异性传播

和注射吸毒人群中的比例为68 6％(24／35)和3l，4％ 
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表3研究对象的人广_学特征和HIv-l业掣分布

注：“非参数检验，多个独立样本的KrLlskalWallis检验；其他使用Fisher精确f检验；6仅比较各亚型
存异性传播和注劓毒品感染病例中的分南

表4 60例HIV-1 UFR、ff_型存不同传播途径中的分靠

墨墨堡笙里里璺!!!11=竺坚竺1=竺!!!竺1：垒里竺坚R唑1兰!CRF01笋B—C／—CRF～01竺鱼兰
异性传播19

注射毒品 5

母婴f0播l

合计 25

(11／35)，提示该两类URF在两类人群中分布的差异

无统计学意义(z2=O．809，P=O 394)。本研究提示

该地区存在频繁而复杂的HIv—l重组。

讨 论

本研究采用结合gag基因片段(p17和p24．

HXB2：78l～1861)和env基凶片段(V3和V4，

HXB2：7002～7541)确定病毒的基凶型别提高r分

型的准确性。以往的调查仅使用申一的en”基冈片

段，并不能区分C、CRF07 BC和CRF08 BC，因为

CRF07 BC和CRF08 BC都是以C亚型为骨架，在

gag区和pol区插入B哑型的片段。因此选择适合的

gag基因片段对区分C、CRF07 BC和CRF08 BC很

重要。本研究选择的引物GUX／GDX所扩增的gag

基因片段经评价，在进行系统进化树分析时可获得

稳定的B、C、CRF01 AE、CRF07 BC和CRF08 BC

5个进化簇，其Bootstrap值均超过80％，且仪用下游

引物GDX测序获得的

较短片段亦能获得较为

可靠的系统进化树“。。

凶此，本研究中亚刑分

析结果可靠。另外，对

德宏州2011年耐药警

戒线调查中所获得的

pof基因片段的分析，也

得到了相一敛的亚型分

布特点(待发表)。尽管

增加了分析的基冈片段

数，但由于该地区基冈

贡组复杂，目昀的方法

也有一定局限性，凶此

近全长序列(near full

length sequence)iⅢg定将

是研究方向。

德宏州HIV-1的疫

情可追溯到1980年代

末，最早是在注射吸毒

人群中由B亚型和B 7亚

型引起”。81。在随后的

传播过程中，B7亚型逐

渐取代了B亚型，其在

所有B亚型中所占比例

从1990年的20％升高

到1996年的90％“⋯。

1990年代初期，C亚型经吸毒人群从印度传人德宏

州，引起另一轮疫情⋯。2000年以后的分子流行病

学调古艟示德宏州性传播人群和注射吸毒人群中B

亚型(包括B7)的比例分男0为11．4％～14．O％和

8_3％～1 5．4％”“”1，而木次调查发现该比例进一步下

降，在吸毒人群中末检出B、吐型，性传播人群中B亚

型仅占2．9％。与此相反，C耻型维持r一个较高的

比例，成为该地区的流行株．在两种人群中亦为首要

流行株。B和C亚型流行特征的差异化，可能提示

存在币同的传播模式和动力学特征。

在1990年代吸毒人群中B’亚型和C亚型共同

存在，由此产生大量BC重组”13。1997年分别在新

疆和广西地区的注射吸毒人群中鉴定⋯CRF07 BC

和CRF08 BC[14+”。根据毒品运输路线推测，这两

种CRF可能是形成于云南、，i：经不同毒品运输路线

分别传播至新疆和广西”6”j。德宏卅『的地理位置、

疫情特点以及大量BC重组的存在，推测CRF07 BC

∞M。一∞。l。1
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和CR08 BC可能是在该地区形成，也有回顾性研究

认为在凌地区发现这两个CRY可能的共同祖先““。

然而到2001年在德宏州仍未检出这两种CRF，而同

时期在云南省东部的红河州和文111州已经有

CRF07 BC和CRF08 BC的高发流行”⋯。分子流行

病学的观察并不支持上述推测，认为德宏州的

CRF07 BC和CRF08 BC也可能足从云南省东部地

区传播而来。从仝省情况分析，CRF08 BC而非C

亚删是目前流行率最高的病毒株(待发表)。本次凋

夼发现CRF07 BC和CRF08 BC在该地区仍处于低

度流行状态，前者主要分布在性传播人群小，而后者

在性传播人群和吸毒人群中趋于随机分布。

1994年在由泰国返回我国云南省的性1二作者

中首次发现CRF01 AE““，随后该CRF便成为该地

区性传播人群中主要业型”“1。2002--2006年的分

子流行病学1：iJ『究提示CRF01 AE具有明显的地域分

布特征，主要分布存云南省西部与缅甸接壤的德宏、

保III、西双版纳和普洱4个州(市)，CRF01 AE占

88 7％。同期德宏州性传播人群和注射吸毒人群中

CRF01 AE的比例分别为70 o％7 771％和23．1％～

25．o％”“⋯，而本次调查泼比例均有r降，CRF01 AE

的比例分别为25 o％和2．4％。CRF01 AE虽然仍{

要分布存性传播人群中，但已不是性传播人群中首

要的流行亚型。这与随着性传播比例的增加，

CRF01 AE的流行率会上升的预期截然相反“。具

体原因有待进一步分析。

德宏州HI弘1分子流行病学的月一个特征是存

存着大量新fH现的URF。这些URF的流行率仅次

于c亚型，除_广E述提到的BC重组，其他重组均与

CRFOI AE相关，两类URF在性传播人群和吸毒人

群中分布的差异无统计学意义，表明这些URF在不

同传播途径中随机分布，并可能开始在人群中传播，

是形成新CRF的基础。

综上所述．本研究揭示了德宏州HIV-1分子流

行病学的新特征。C亚型成为该地区首要的流行

株。URF在人群t|1的分布显著L升，成为济在CRF

形成的基础。不同传播途径人群中亚型的分布显示

不同模式：性传播人群中以C亚型为主，并呈现亚型

分布的多样化，CRF01 AE的比例显著高于注射吸

毒人群；而注射吸毒人群的亚型分布相对集中，
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