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云南省德宏州抗病毒治疗艾滋病患者
血浆病毒载量及耐药研究

姚仕堂杨锦 周琳李艳玲王继宝 高洁许元武杨文芹 李品银时允

章银娣 曹东冬杨关松翟志坚项丽芬杨跃诚叶润华何纳段松

【摘要】 目的 了解云南省德宏州艾滋病患者接受抗病毒治疗后HIV病毒抑制率及耐药突

变情况。方法对德宏州截止2012年12月31日入组、抗病毒治疗半年以上、年龄≥15岁的全部

在治患者进行血浆HIV病毒载量(vL)检测及耐药相关基因位点突变监测。结果符合入选标

准的病例共4 390例，其中3 964例(90．3％)参加了本研究，2 307例(58．2％)研究对象CD4+T淋巴

细胞计数在350 cells／mm3以上。3 169例(79．9％)研究对象血浆VL低于检测下限。其中，瑞丽市、

女性、年龄在45岁以上、已婚、异性传播、治疗时间>5年、CD4+T淋巴细胞计数>500 cells／mm3的

患者中血浆vL低于检测下限者所占比例显著高于其他患者，差异有统计学意义。402例(10．1％)

患者血浆vL≥l 000 copy／ml，其中353例(87．8％)成功进行了耐药相关基因位点突变检测，并有

198例(56．1％)检测发现耐药基因突变，以核苷类反转录酶抑制剂(NRTIs)和非核苷类反转录酶抑

制剂(M非TIs)耐药为主，分别以M184V和K103N突变最为常见。有12例(3．4％)患者存在蛋白

酶抑制剂(PI)耐药基因突变。多因素logistic回归分析显示：治疗时间及初始治疗药物组合对耐

药发生率的影响有统计学意义。结论云南省德宏州艾滋病患者接受抗病毒治疗后，HIV抑制

率较高，但在病毒抑制效果不好的患者中耐药比例较高，需继续加强抗病毒治疗依从性教育，并

及时做好血浆vL检测及耐药监测工作。
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【Abstract】0bjective To understand HIV rival suppression and drug resistance(H1VDR)

among AIDS patients who were receiving antiretroviral treatment(ART)in Dehong prefecture，

Yunnan province．Methods All AIDS patients who were aged over 1 5 years and with experience

more than six months on ART by the end of 2012 in Dehong prefecture，were enrolled to receive

testing for HIV viral load in plasma and genetic mutations associated with HIVDR．Results A total

of 4 390 AIDS patients were qualified for the study according to the selection criteria．of whom 3 964

(90．3％)finally participated in the study．Among them，2 307(58．2％)had CD4+cell counts more

than 350 cells／mm3．3 169(79．9％)patients showed undetectable plasma HIV viral load which was
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lower than the detection threshold．Those who had the following factors as：resided in Ruili city．being

female，older than 45 years of age，married，heterosexually infected with HⅣ．having received ART

more than 5 years，and CD4+cell counts>500 cells／ram3．were more likely to have undetectable

plasma virus load，with the differences statistically significant．402(1 0．1％)patients had plasma

viral 10ad≥l 000 copies／ml，of whom 353(87．8％)were successfully amplified and examined for

HⅣDR．Among them，1 98(56．1％)were identified to bear genetic mutations associated witll

HIVDR．Most mutations were related to the resistance to nucleotide reverse transcriotase inhibitors

(NNRTIs)or non—nucleotide reverse transcriptase inhibitors(NNIU’Is)．wim M184V and K103N

most frequently seen．12 patients(3．4％)were found to have mutations resistant to protease inhibitors

(P1)．Data from multiple logistic regression analysis indicated that the period of receiving AI盯and
the initial ART regimen could both significantly predict the occurrence of HIV resistance．

Conelusion V冲al suppression was highly achieved among ART-prescribed AIDS patients in Dehong

prefecture，Yunnan province．However，among those who did not show effective viral suppression．the

proportion of HIVDR was high．underscoring the needs for health education SO as to improve the

adherence to drugs as well as for improving testing for viralload and HⅣDR amonz AIDS patients．

【Key words】AIDS；Antiretroviral treatment；Viralload；Drug resistance

抗病毒治疗能有效改善HIV感染者的免疫缺陷

状况和生命质量、减少机会性感染的发生并延长其生

命⋯。但随着抗病毒治疗的广泛应用，HIV出现了交

叉耐药和多重耐药乜3。耐药株的出现是临床抗病毒

治疗失败的主要原因。血浆HIV病毒载量(VL)检测

及病毒耐药突变监测能及时发现耐药、更换用药方

案，进而改善抗病毒治疗效果。云南省德宏州是艾滋

病重度流行地区和国家艾滋病防治重点地区，自

2004年7月起实施开展了大规模的免费抗病毒治疗

工作并显著改善了艾滋病患者的生存状况b3。为进

一步掌握德宏州艾滋病患者抗病毒治疗效果和耐药

现况，对全州抗病毒治疗满半年以上的所有成人在治

艾滋病患者进行血浆VL和耐药突变监测。

对象与方法

1．研究对象及数据来源：截止2012年12月31

日，入组治疗半年以上的所有在德宏州内接受国家

免费抗病毒治疗、年龄≥15岁的患者。研究对象均

按照《国家免费艾滋病抗病毒药物治疗手册》中的要

求进行用药及随访，用药方案为2种核苷类反转录

酶抑制剂和1种非核苷类反转录酶抑制剂(2NRTI+

1NNRTI)，药品为国家免费提供。数据来源于中国

疾病预防控制中心信息管理系统艾滋病抗病毒治疗

数据库。

2．检测方法：

(1)vL检测：采集患者静脉血10 ml，6 h内分

离，血浆进行vL检测。所有检测均由德宏州人民医

院及德宏州疾病预防控制中心经过国家有关部门培

训合格的实验室专业技术人员，严格按说明书操作

完成并有严格的质控措施。采用拜耳公司的分支

DNA(bDNA)方法及配套试剂盒进行检测，VL检测

限为50×105。5×105 copy／ml。

(2)H1V耐药检测：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 pl血浆样品中提取HIV-1 RNA。

巢式PCR：以HIV-1 RNA为模板，使用TaKaRa

公司One Step RNA PCR Kit(AMV)试剂盒，进行反

转录及第1轮PCR扩增，反应总体系为25¨l，外侧上

游引物和外侧下游引物为MAW26和RT21(表1)。

反应条件：50℃30 min，94 oC 5 min，94℃30 S，

55℃30 S，72 oC 150 S，30个循环；72℃10 min。随

后使用天根生化科技(北京)有限公司2×TaqPCR

MasterMix试剂盒进行第2轮PCR扩增，反应总体系

为50¨l，内侧上游引物和内侧下游引物为PRO一1、

RT20和RT27(表1)。反应条件：94℃5 min，94 oC

30 S，63 oC 30 S，72 oC 150 S，30个循环；72 oC 10 min。

扩增产物长度为1．3 kb，包括蛋白酶(PR)基因(1～

99密码子)和反转录酶基因(RT)1～300密码子。

表1 PCR扩增及测序引物

引物名称 序列(57～3’)

TrGGAAATGTGGAAAGGAAGGAC

CTGl：I蛔广I’TCTGCTA几A AGTCTllTGATGGG

CAGAGCCAACAGCCCCACCA

CTGCCAGTTCTAGCTCTGCTTC

CTTCTgTATATCATTgACAgTCCAgCT

GCCAACAGCCCCACCA

CTCAGJ蛆TGGTTGCAC

CCTAGTA-TAAACAATGAGACAC

GCTGGGTGTGGT—JTCC

GTTCTAGCTCTGCTTC

PCR扩增产物电泳鉴定和测序：使用1％琼脂糖

凝胶电泳观察PCR产物条带，阳性样本送北京博迈

德生物公司纯化和测序。测序采用3个正向测序引

物PROS3、RTAS、RTB和2个反向测序引物
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PROClS、RT20S3(表1)，使用美国ABI公司3730XL

全自动DNA测序仪。

HIV耐药基因型分析：使用Gene Codes公司的

Sequencher 4．9软件对目的基因序列进行拼接。采

用Bioedit软件进行多序列比对和序列整理，将得到

的序列提交美国斯坦福大学的HIV耐药数据库

(http：／／hivdb．stanford．edu)在线贴网分析，参照

WHO耐药突变位点列表(2009)H]，确定耐药突变位

点和对各种抗病毒药物的耐

受程度。只要有1种药物发生

耐药即判定为耐药，潜在耐药

归为不耐药。

3．统计学分析：采用

SPSS 11．5软件进行描述和统

计学分析。P<0。05为差异有

统计学意义。

结 果

1．基本情况：截止2012年

12月31日，德宏州年龄≥15

岁HIV／AIDS患者接受抗病毒

治疗半年以上的有5 512例，

除去死亡(478例)、失访(313

例)、转出(42例)及停药(289

例)者，随访在治的患者为
4 390例，其中将VL检测的
3 964例(90．3％)患者作为研

究对象。研究对象中男性、

26～45岁青壮年及已婚者占

多数，74．8％的患者经由性传

播途径感染HIV，58．2％的患

者基线CD。+T淋巴细胞计

数>350 cells／mm3(表2)。

2．血浆VL：研究对象中

VL低于检测下限者3 169例

(79．9％)．50～1 000 copy／ml

者393例(9．9％)，而≥l 000

copy／ml者402例(10．1％)。瑞

丽市病毒抑制效果好于其他

市(县)；患者为女性、年龄>

45岁、已婚、经异性传播、治疗

时间>5年、基线CD4+T淋巴细

胞计数>500 cells／mm3者的病

毒抑制效果较好，差异均有统
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计学意义(P<0．05)，见表2。

3．耐药分析：对402例血浆VL≥1 000 copy／ml

的患者进行耐药相关基因位点检测，49例(12．2％)

患者基因扩增未获成功，353例(87．8％)患者成功进

行了耐药相关基因位点突变检测，其中198例

(56．1％)耐药。总人群耐药比例[耐药人数几总病毒

载量检测人数一耐药检测未成功人数)]为5．1％

(198／3 915)。多因素logistic回归分析显示，治疗时

表2研究对象基本特征和血浆vL

变量
例数

m=3 964)

血浆VL(copy／m11

<50 50～1 000≥1 000 )[2值 P值

O=3 269)(n=393)(n=402)

县区f市) 156．38<0．001

瑞丽844(21．3) 750(88．9)42(5．0) 52(6．1)

芒市 1 287(32．5)1 083(84．1)78(6．1) 126(9．8)

梁河 194(4．9) 128(66．0)40(19．6)26(14．4)

盈江 908(22．9) 691(76．1)133(15．O)84(8．9)

陇川 731(18．4) 517(70．7)100(13．5)l 14(15．7)

性别 12．35 0．002

男 2 256(56．9)l 765(78．2)231(10．2)260(11．5)

女 l 708(43．1)1 404(82．2)162(9．5)142(8．3)

年龄(岁) 15．42 0．017

15～427(10．9) 331(77．5)44(10．3) 52(12．2)

26～ 1 601(40．7)1 278(79．8)153(9．6) 170(10．6)

36～ 1 260(32．0)1 018(80．8)137(10．9)105(8．3)

>45 645(16．4) 542(84．0)59(9．1)44(6．8)

婚姻状况 1l 79 0．019

未婚466(11．8) 347(74．5)58(12．4)61(13．1)

已婚 3 001(75．8)2 425(80．8)280(9．3)296(9．9)

离婚或丧偶493(12．4) 394(79．9)55(1 1．2)44(8．9)

感染途径 51．34<0．001

静脉吸毒890(22．5) 639(71．8)l 13(12．7)138(15．5)

异性传播 2 965(74．8)2 442(82．4)270(9．1)253(8．5)

其他或不详 109(2．7)88(80．7)10(9．2) 1 1(10．1)

治疗年限(年) 8．37 0．079

<1 848(21．4) 661(78．0)93(11．0) 94(11．1)

l～ 2 236(56．4)1 776(79．4)225(10．1)235(10．5)

>5 880(22．2) 732(83．2)75(8．5) 73(8-3)

基线CD；T淋巴细胞计娄姐ceu晰mn 323．40<O．001

≤200 405(10．2) 238(58．8)38(9．4) 129(3 1．9)

201一 l 028(25．9) 782(76．1)114(11．1)132(12．8)

35l～ 1 027(25．9)859(83．6)101(9．8) 67(6．5)

>500 1 281(32|3)1 1 32(88．4)1 08(8。4)41(3．2)

不详 223(5．6) 158(70．9)32(14．3)33(14．8)

初始治疗方案 6．1l 0．635

AzT+3TC+EFV 571(14．5)458(80．2) 56(9．8) 57(10．O)

AZT+3TC+NVP l 516(38．5)l 206(79．6)144(9．5) 166(10．9)

D4T+3TC+EFV 293(7．4) 223(76．1) 36(12．3) 34(11．6)

D4T+3TC+NVP 1 214(30．8) 980(80．7)125(10．3)109(9．O)

其他 342(8．7) 276(80．7)30(8．8) 36(10．5)

注：括号外数据为人数，括号内数据为构成比(％)；AZT：齐多夫定；3TC：拉米夫定：EFV：

依非韦伦；NVP：奈韦拉平；D4T：司他夫定
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间长短及初始治疗药物组合对耐药发生率有统计学

意义。治疗年限为1～5年者的耐药发生率显著高

于治疗<1年者(OR=1．89，95％CI：0．98—3．63)。与

初始治疗方案为AZT+3TC+EFV的相比，D4T+

3TC+EFV(OR=3．20，95％C／：1．00～10．94)或

D4T+3TC+NVP(OR=2．31，95％CI：1．00～5．31)的

耐药发生率显著增加，见表3。

4．耐药相关基因突变：353例成功进行耐药基

因检测的患者中，C亚型占32．6％、B亚型与

CRF01一A亚型各占23．8％、BC亚型占13．3％、其他

亚型占6．5％。共有131例(37．1％)患者在NRTIs耐

药相关基因位点发生突变，以M184V突变最为常

见，其中以CRF01一A亚型为主(30．3％)。有200例

(56．7％)患者在NNRTIs耐药相关基因位点发生突

变，以K103N突变最为常见，其中以C亚型为主

(26．9％)，见表4。另外，共有12例(3．4％)患者在PI

耐药相关基因位点发生突变，突变位点为L33I／F、

M46I、M46L、147V、147A、154T及N88S，其中L33I／F

的突变率为0．8％，M46I的突变率为0．6％，其余突变

位点的突变率均为O．3％。发生PI基因区耐药相关

位点突变者按照亚型分类，主要为CRF01一A亚型

(33．3％)，其次为C亚型(25％)、B亚型(16．7％)、BC

(16．7％)、CRF 08 BC(8．3％)。

5。抗病毒治疗药物耐药情况：NNRTIs类药物

中对NVP耐药的有184例(52．1％)，EFV耐药有175

例(49．6％)，依曲韦林(ETR)与利匹韦林(RPV)耐

药比例分别为27．5％、26．6％，其中对EFV耐药的患

者均对NvP耐药。NRTIs类药物中主要是对3TC、

恩曲他滨(FTC)、阿巴卡韦(ABC)3种药物耐药，

比例分别为34．3％、34．3％、32．9％，替诺福韦(TDF)

发生耐药的比例最低(8．5％)，见表5。蛋白酶抑制

剂类药物中，12例(3．4％)患者对奈非那韦(NFV)耐

药，其中5例患者还对Tipranavir利托那韦(TPV／r)

耐药，3例患者对利托那韦(ATV／r)耐药，各有2例

患者对利托那韦(FPV／r)、利托那韦(IDV／r)、利托那

韦(LPV／r)耐药，1例患者对利托那韦(SQV／r)耐药。

表3耐药发生率及其影响因素

变量
耐药检测 耐药 单因素分析 多因素分析

人数 构成比(％) 人数 率(％) OR催d．(95％C1)P值 ORff区(95％C1) P值

性别

男

女

年龄(岁)

15～

26～

36～

>46

婚姻状况

未婚

已婚

离婚或丧偶

感染途径

静脉吸毒

异性传播

其他或不详

治疗年限

0．5～1

1～5

>5

初始治疗方案

239

114

18

130

142

63

54

262

37

126

217

10

66

219

68

67．7

32．3

5，l

36．8

40．2

17．8

15．3

74．2

lO．5

35．7

61．5

2．8

18．7

62．O

19．3

130

68

ll

68

82

37

30

144

24

64

130

4

25

138

35

54．4

59．6

61．1

52-3

57．7

58．7

55．6

55．0

64．9

50．8

59．9

40 0

37．9

63．0

51．5

l

I．24(0．79～1．951 O．352

l

0．70(0．26～1．91)

0．87(0．32～2．38)

0．91(o．31～2．65)

0．484

0．785

0．856

1

0．93(0．51～1．681 O．805

1

O．97(0．55～1．72) O．913

l

0．72(0．24～2．12)

0．88(O．29～2．67)

1．00(0．31～3．26)

l

1．44(0．82～2．52)

1．42(0．60～3．37) 0．432 0．75(0．21～2．75)

l

1 43(0．92～2．22)

0 97(0．30—3．17)

l

2．83(1．62～4．96)

1．81，O．91～3．58)

O．117

0．958

0．000

0．089

1

1．36(0．77～2．43)

0．79(0，2 1～2．96)

1

1．89(0．98～3．63、

0．88(0．37～2．11)

0．547

0．822

0．995

0．209

0．669

0．293

0．731

0．057

0．779

AZT+3TC+EFV 47 13．3 22 46．8 1 1

AzT+3TC+NVP 146 41．4 77 52．7 1．27(0．66～2．42) 0．480 1．02(0．50～2．09) O．963

D4T+3TC+EFV 23 6．5 18 78．3 4．09(1．30～12．85) O．016 3．20(1，00～10．94) 0．051

D4T+3TC+NVP 111 31．4 74 66．7 2．27(1．13～4．56) 0．021 2．31(1．00～5．31) O．049

其他 26 7．4 7 26．9 O．42(0．15～1．18)0．100 0．50(0．17～1．46) O．206

注：调整控制了表格中其他因素或变量的潜在混杂作用
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表4不同基因亚型者NRTIs、NNRTIs耐药

相关基因位点突变情况

耐药 BC B CRF01一A C 其他“合突变比例

突变 (n=47)n=84)m=84)m=115)(n=23)计 (％)

M184V 15 23 35 33

D67N 1 一 15 8

T215F 3 3 8 6

M184I 2 5 8 4

K70R 1 l 10 6

其他6 12 15 31 19

NNRrIs

K103N ll 30 12 21 7 81 22．9

G190A 4 6 26 10 4 50 14．2

Y181C 8 】O 8 14 6 46 13．0

V179D 4 6 3 14 3 30 8．5

K10lE 3 3 9 3 2 20 5．7

A98G 1 l lO 4 2 18 5．1

其他。 1l 3l 15 29 6 92 26，l

注：“包括cRF01 AE，B(2例)、cRF01 AE／C(2例)、CRF 08 BC

(7例)、CRF07一B(6例)、CRF08一B(6例)，共23例；5包括突变比例

在5％以下的突变位点，分别为T691ns、T215Y、K219E、K219Q、

L210w、K65R、V75I、A62V、M41L、V75M、Q151M、KTOE、V75T、

Y115F、F77L、F116Y；‘包括突变比例在5％以下的突变位点，分别为

P225H、V108I、V106M、Y188L、K103S、V106A、F227L、K101P、

G190S、Y188H、K238T、V179E、M230L、Y188C、G190E、Y18lI、

Y181V

表5患者对NNRTIs、NRTIs类药物耐药情况

注：DDI：去羟肌瞢

讨 论

随着抗病毒治疗时间的延长，HIV在药物作用

下产生耐药变异是病毒进化的表现¨1，耐药发生情

况也是评价治疗效果的有效指标。国内有关艾滋病

患者接受抗病毒治疗后耐药发生情况的研究，研究

对象多以医院为基础选择病例，且以中原地区既往

有偿采供血途径感染HIV的患者为主。而本研究是

国内首次在以静脉注射毒品为主要传播途径的少数

民族地区、以全人群中艾滋病病例为基础的大规模

抗病毒治疗耐药研究，研究结果对我国类似地区艾

滋病防治工作具有重要的指导意义。本次分析发

现，治疗半年以上的在治患者VL检测比例非常高

(90．3％)。VL低于检测限(<50 copy／m1)者的比例

为79．9％，提示抗病毒治疗在抑制患者体内HIV复

制上效果良好。各县市之间VL抑制效果的差异有

统计学意义。VL抑制效果女性好于男性、已婚者好

于其他婚姻状态者、年龄≥26岁者好于年龄≤25岁

者。这与楼金成等哺1分析结果一致。静脉吸毒感染

患者抑制率较低证明了吸毒人群依从性较差哺川。治

疗5年以上者VL抑制效果好，通常坚持治疗5年以

上的患者多为依从性较好的患者。基线CD4+T淋巴

细胞计数≤350 cells／ram3特别是CD4+T淋巴细胞计

数、<200 cells／mm3的患者VL抑制效果不好，提示

CD。+T淋巴细胞计数水平低者治疗效果较差。

本研究总人群中耐药比例为5．1％，处于相对较

低水平。其中，VL≥1000 copy／ml患者中耐药比例

为56．1％，提示艾滋病患者在抗病毒治疗后如果血

浆VL持续处于较高水平，应考虑发生耐药的可能

性，及时进行耐药监测并根据监测结果适时调整用

药方案。多因素logistic回归分析显示，治疗时间越
长耐药比例越高，使用D4T+3TC+EFV及D4T+

3TC+NVP两种药物组合者耐药比例最高，这提示

在治疗药物方案选择上应尽可能避免选择包含D4T

的药物组合，对治疗年份较长的患者加强耐药监

测。发生耐药的药物以NRTIs和NNRTIs为主，其中

NNRTIs、NRTIs类耐药药物主要以NVP、3TC为主，

其原因可能在于德宏州艾滋病患者初始抗病毒治疗

方案为2NRTI+1NNRTI组合。PI的耐药发生率很

低，但考虑到PI属二线治疗的重要备选药物，仍值

得关注。本研究所在地区与国内其他地区相比随一。，

患者HIV亚型复杂，以C亚型为主，并有多种重组亚

型存在，与姚仕堂等n叫前期调查结果一致。

综上所述，通过对接受抗病毒治疗的艾滋病患

者血浆VL检测及耐药监测，可以及时掌握耐药发生

情况，调整治疗方案，避免耐药株的传播及耐药人群

的增加。另外，对接受抗病毒治疗的艾滋病患者早

期加强服药依从性教育及选择良好的药物组合对治

疗成功具有重要意义。
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