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广西壮族自治区2008--2009年HIV-1
流行毒株基因型及其分布

刘伟 梁淑家杨进业 李剑军 王斌陈立力 李林刘永健李敬云
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·实验室研究·

【摘要】 目的了解广西地区目前HIV-1流行毒株的基因型及其分布。方法收集广西地

区13个市294名2008--2009年新诊断的HIV感染者血浆标本和背景信息，感染途径主要为异性

性传播(86．1％)。采用RT-PCR法分别扩增HIV-I gag、pol全长基因(分别为1584 bp和3147 bp)及

env基因的C2V3片段(558bp)，序列编辑后用Genotyping及Mega 5．03工具确定病毒的基因型，用

Simplot和RecombinantHIV-1 DrawingTool软件进行病毒基因的重组分析。结果获得全长gag

基因序列270条、全长poZ基因序列246条、env基因C2V3区序列223条，确定272例标本的基因

型。CRF01 AE占的比例最高(77．6％)，其次为CRF08 BC(10．7％)和CRF07 BC(7．4％)，有4例B

(B’)亚型、1例G亚型，还有7例未知重组型。性别、民族间病毒基因型分布的差异无统计学意

义。7株新型重组毒株有6株以CRF01 AE为母株，嵌入B和／(或)c的片段，还有1株为CRF07 BC

和CRF08 BC的二代重组。结论 广西地区目前流行的HIV-1毒株以CRF01 AE为主，并出现

以CRF01-AE为母株嵌入其他毒株基因片段的新型重组毒株，呈现基因组结构复杂化趋势。
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【Abstract】 Objective To understand the distribution of HIV二1 subtypes in Guangxi Zhuang

Autonomous Region．Methods 294 participants who were infected bv HIV二1 in 2008—2009 and

residing in 13 cities in Guangxi were enrolled into this study．Epidemiological information showed that

heterosexual transmission was the main transmitting route．1584 bp full length gag gene，3 147 bp full

length pol gene and 558 bp env(C2V3)fragments were amplified by using IU二PCR and then directly

sequenced．NCBI genotyping tool and Mega 5．03 software were used to determine the HIV subtypes．

Simplot and Recombinant HIV二1 Drawing Tool were used for the analysis of recombination．Results

A total of 739 sequences，including 270删，246 pol and 223 env(C2V3)，were successfully obtained

from 294 plasma specimens．Genotypes of HIV from 272 participants were determined．CRFO l AE

was found the dominant(77．6％)．followed by CRF08 BC(1 0．7％)and CRF07 BC(7．4％)．7 unique
recombinant forms．4 subtype B(B’)and 1 subtype G were also identified．No significant difference

on the distribution of subtypes among different regions and ethnics was found．Among the 7 unknown

recombinant forms．6 strains were mosaic B and／or C fragments with CRF0 l AE genome as the

backbone．while one strain originated from CI强07 BC and CRF08 BC．Conclusion Currently，

CRF01 AE was found the major subtype of HIV epidemic in Guangxi．New recombinant forms with

CItF01 AE as backbones had been emerging．which called for seriOUS aaention．
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广西地区于1996年首次发现本地居民HIV-1

感染和出现区域性流行⋯，此后疫情快速向全区扩

散，截至2009年10月31日累计报告艾滋病病毒感

染者／艾滋病患者(HIV／AIDS)51 877例，全区111个

县有疫情报告，累计报告感染人数超过1000例的县

有14个，疫情以柳州、南宁、钦州市居首。广西地区

早期HIV流行主要是在静脉吸毒(IDU)人群，毒株

的亚型以BC重组为主，但近年来HIV迅速从IDU人

群向性传播人群扩散乜]，毒株亚型也出现CRF01 AE

逐渐增多的趋势。为此本文进行HIV-1毒株的遗传

多样性研究，以了解毒株变异情况、评估流行状况及

预测流行趋势。

材料与方法

1．标本来源：为2008年或2009年294份新确认

HIV感染者血浆样本。分别来自广西地区13个地

市，根据新报告感染者的地区和传播途径分布选择

抽取，样本具有一定代表性。在疫情信息库中收集

病例临床和流行病学信息。血浆标本冷冻条件下运

送至实验室，一80 cC保存待检。

2．研究方法：

(1)基因序列扩增：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HIV-1 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1。第一轮

RT-PCR反应体系为20 ul，采用TaKaRa公司的One

Step RT-PCR试剂盒，第二轮PCR反应体系为50“l，

采用TaKaRa公司的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

都失败则将产物稀释后重复上述测序步骤，如果仍

然失败则放弃。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)测序分析：使用Los Alamos HIV Database

(http：／／www．HIV．1anl．gov)的在线工具Quality

Control进行序列校正和裁剪，再使用BioEdit软件进

行手工校对，保证序列中没有错误的插入／缺失和异

常的突变。

使用美国NCBI(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／

projects／genotyping／)的在线亚型分析工具

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b1。采

用Los Alamos HIV Database的在线工具RIP进行初

步的基因重组分析。使用Simplot软件定位重组断

点，Recombinant HIV-1 Drawing Tool绘制重组镶嵌

模式图。

结 果

1．样本特征：294例HIV-1感染者，男女比例为

1．85：l，年龄18～80(平均36)岁；壮族例数多于汉

族；感染途径中异性性接触占绝大多数(86．1％)，而

静脉药物注射和同性性接触仅分别占7．5％和3．1％；

在全区14个地市的13个采集样本，其中有3个地市

的样本数占总数的比例>10％，分别为南宁

(31．6％)、崇左(16．3％)和河池(10．9％)，三地合计占

总例数的58．8％，其余10个地市的病例数占总数的

1％～7％；所有感染者均未接受抗病毒治疗(表2)。

2．HIV-1基因型的判定及其分布：对294份血

浆标本进行两轮扩增，对扩增产物进行首测、加测、

稀释后加测三轮测序，共得全长gag基因序列270

条、全长_poz基因序列246条、env基因C2V3区序列

表1 gag、pol全长片段及env C2V3片段扩增引物序列
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表2 294例HIV-1感染者基本特征

注：其他地区包括≤10例的北海、贺州、防城港、玉林、梧州等市

223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poZ一区有序

列，则按该区序列进行分型，如仅有enu C2V3序列

的样本则不统计。

确定了272份样本的基因型，其中244份

(89．7％)的基因型由gag-pol完整基因获得、28份

(10．3％)由gag或poZ全长基因获得，系统进化树验

证结果与Genotyping的分型一致。CRF0 1 AE占的

比例最高(77．6％)，其次为CRF08 BC(10．7％)和

CRF07 BC(7．4％)，有4份B(B’)亚型、1份G亚型，

还有7份未知重组型(表3)。由于全部样本中的

89．2％通过同性或异性性传播感染，可以认为

CRF01 AE是性途径感染者当中占优势的毒株。

表3广西地区HIV-1毒株的基因型

获得基因型样本的272例HIV感染者分布在广

西地区13个地市，其中以南宁市最多，约占总数的

1／3(30．15％)，有3个市的样本(南宁、崇左和河

池)>30例，其他10个市有5个(钦州、贵港、来宾、

百色和柳州)>10例，另5个地区(北海、贺州、防城

港、玉林和梧州)<10例。各地区HIV-1毒株的基

因型分布见表4。所有地区均以CRF01 AE毒株为

主，CRF07 BC和CRF08 BC主要集中在南宁市，
CRF07 BC除南宁市外在其他5个市均只有1例，
CRF08 BC在崇左(13．0％)、百色(21．4％)有少量分

布，B(B’)亚型在河池和钦州市各有2例，7例未知

重组型主要在南宁和钦州市，在北海市发现1例我

国少见的G亚型。

表4广西H1V-1基因亚型地区分布

合计211(77．6)20(7．4)2900．7)4(1．5)1(o．4)7(2．6)272

注：其他地区包括总例数<lO例北海、贺州、防城港、玉林和梧州

HIV-1基因型男女性分布的差异无统计学

(#=5．197，P=0．392)；壮族与汉族HIV-1基因型构

成的差异亦无统计学意义(Z=10．38，P=0．068)。

3．未知重组毒株的鉴定和分析：本研究根据完

整的(gag-p01)基因区序列，发现7株基因组与目前
已知的流行重组型(cRF)重组模式不同的HIV-1毒

株(表5)，其中来自异性性接触感染者4株、IDU 2

株、同性性接触感染者l株，分布在南宁(3株)、钦州

(2株)、百色(1株)和玉林(1株)。对新型重组毒株

进行基因组结构分析，7株中有6株是在CRF01 AE

母株基因组的基础上嵌入B和(或)c亚型毒株的基

因片段，其中CRF01 AE／B重组3株，CRF01 AE／C重

组1株，CRF01 AE／B／C重组2株，这与CRF01 AE是

当前广西地区流行的主要毒株有关。此外，还发现

了1株CRF07 BC和CRF08 BC毒株的二代重组毒

株(2101号标本)，是以CRF07 BC为骨架，在poZ区

有两段分别为794 bp和782 bp的CRF08 BC毒株的

片段嵌入(图1)。

讨 论

本研究的特点：收集的病例样本以性传播途径
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表5广西地区HIV-1新型重组HIV-1毒株

感染者的基本信息

¨、拥“。嚣黧执溜嫠怒。⋯!，：缸

B ￡ i i ； § l

圃[二]亘]
厂—————面广—一—]

CRF07 BC——J．SE．93 SE7887 A F()82394

07 Bc CN 05．XJDC644l EF368370
CRF'08

BC——08 BC CN 97 97CNGX 6F AY008715

注：A为Bootscan分析。参考株为CRF07一BC(97CN54)，
cPⅫ08 BC(97CNGX6F)和subtype J(SE7887)为外组，所有序列比

对均去掉空格，滑动窗口为500bp，步进30 bp；B为重组镶嵌模式图

图1 2101号标本基于伊gIpof序列的重组分析

为主(同性和异性性传播占89．2％)，而以往在广西

地区的研究均以IDU人群为主[4]，这与近年来HIV

传播途径由IDU为主转变为异性性传播为主的情况

相一致。本次共计获得272例标本的739条HIV-1基

因序列，概括了整个广西地区HIV-1毒株分布情况，

且采用基因组长片段分析，准确鉴定新型重组毒株。

本研究发现，广西地区流行的HIV-1毒株已发

生改变，CRF01 AE占据绝对优势。以往HIV感染

人群主要是IDU，毒株主要为HIV-1 C亚型和

CRF01 AE，其中C亚型来自云南省b]，CRF01 AE

来自越南陆“3。1999年陈杰等阳1在广西地区28株病

毒中发现B(B’)、c、D和CRF01 AE四种亚型，其中

B(B’)亚型主要在有偿供血者中流行，c亚型在IDU

人群中流行，CRF01 AE亚型仅在中越边境凭祥(属

崇左地区)的IDU中流行。此后的研究仍大多集中

在IDU人群，CRF08 BC和CRF01 AE为其主要流

行亚型，CRF08 BC主要分布在南宁和靠近云南省

的百色市，而与越南接壤的崇左地区则以

CRF01 AE为主”仉“1。本研究发现，CRF01_AE已成

为广西地区优势毒株，CRF08 BC所占比例很少，未

发现c亚型。提示随着HIV传播途径转变为异性性

传播为主，毒株的类型也转变为CRF01 AE占绝对

优势。

本研究还发现，在广西地区正出现新型重组

HIV-1毒株，在目前CRF01一AE占据优势的背景下，
重组模式多数为以CRFO 1 AE为母株嵌入其他毒株

的基因片段。说明目前广西地区一方面呈现单一毒

株(CRF01-AE)占据优势，另一方面优势毒株也正

在与其他毒株重组，呈现基因组结构愈加复杂的趋

势。应高度重视这些新型毒株，并密切监测。
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