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HIV-1 DNA的检测及临床应用
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【摘要】 HIV-1储存库的持续存在是治愈HIV的主要障碍，在临床研究中，需要可靠的生物标志

物对其进行标记。HIV-1 DNA在HIV-1储存库中可被持续检测到，在HIV-1感染诊断、预测病毒反弹

和监测治疗效果等方面具有重要应用价值。PCR的检测技术是临床上常用的HIV-1 DNA检测方法，

随着技术的不断创新与进步，可更准确地通过定性或定量检测感染细胞中总的、整合的和未整合的

HIV-1 DNA。感染细胞中不同形式的HIV-1 DNA作为生物标志物在HIV感染监测和艾滋病治疗相关

研究中报道日益增多。本文对感染细胞中HIV-1 DNA的检测方法及其作为生物标志物的临床应用

进展进行综述。
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【Abstract】 The persistence of the HIV-1 reservoir is still the main obstacle to the cure of
HIV. In clinical research, reliable biomarkers are needed to label it. HIV-1 DNA can be continuously
detected in the HIV-1 reservoir. It has significant application value in diagnosing HIV-1 infection, the
timing of antiretroviral therapy, the prediction of virus rebound, and monitoring treatment effects.
The detection technology based on polymerase chain reaction (PCR) is the most commonly used
HIV-1 DNA detection method in clinical practice. The continuous innovation and advancement of
technology can accurately detect the total, integrated, and unintegrated HIV-1 DNA in infected cells
using qualitative or quantitative methods. Different forms of HIV-1 DNA in infected cells have been
increasingly reported as biomarkers in HIV infection monitoring and AIDS treatment-related
research. This article reviews the progress of HIV-1 DNA
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2019年，联合国艾滋病规划署（UNAIDS）报告指出，全

球现存活HIV/AIDS约为3 800万例，艾滋病新发感染 170万
例，死亡 69万例［1］。受新型冠状病毒肺炎疫情严重影响，全

球艾滋病防治形势更加严峻［1］。抗病毒治疗能有效抑制

HIV，显著减少 HIV 传播及 AIDS 相关死亡。 2021 年，

UNAIDS提出 2030年实现全球消除艾滋病“三个 95%”防治

目标，即在所有人口、群体和地区中实现检测、治疗和病毒

抑制。终身长期抗病毒治疗是个系统工程，为实现“三个

95%”防治目标，对HIV/AIDS抗病毒治疗有效性评估很关

键。目前，临床上对治疗有效性的评估主要基于病毒学指
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标的血浆 HIV-1 RNA病毒载量、免疫学指标的外周血

CD4+T淋巴细胞（CD4）计数和临床症状，其中病毒学指标最

为重要［2］。

HIV-1储存库的持续存在是治愈艾滋病的主要障碍。

HIV-1储存库是指经过数年有效的抗病毒治疗后复制型

HIV-1仍持续存在的感染细胞群［3］。迫切需要经过验证的、

可量化HIV-1储存库的生物标志物来监测HIV-1储存库的

复制能力、评估抗HIV-1潜伏感染策略功效以及在体内持

续动态监测HIV-1储存库的变化［4］。有效的抗病毒治疗能

抑制HIV-1复制，使患者的血浆HIV-1 RNA病毒载量降至

低于常规或超敏检测方法检出限的水平。但在HIV-1储存

库中仍可持续检测到HIV-1 DNA。HIV-1储存库大小已通

过 PCR方法定量总的、整合的和未整合的HIV-1 DNA来表

征。HIV-1 DNA检测在HIV-1感染诊断、预测病毒反弹和

监测治疗效果等方面体现出重要价值。基于PCR原理的检

测是临床上常用的HIV-1 DNA检测方法，具有经济、省时和

准确的优点。本文就近年基于该原理的代表性的 HIV-1
DNA检测方法，以及临床应用进展进行综述。

一、人感染细胞中HIV-1 DNA存在形式

病毒反转录形成的双链线性DNA进入细胞核及整合

入宿主DNA是HIV-1生活周期的重要过程。进入宿主细胞

核的HIV-1 DNA以整合的线性HIV-1 DNA和几种未整合的

形式（线性或/和环状）持续存在，如 1-长末端重复序列

（LTR）环和 2-LTR环。这几种形式的HIV-1 DNA组成总的

HIV-1 DNA，并参与HIV发病机制。总HIV-1 DNA也称细

胞相关 HIV-1 DNA，在病毒复制过程中，所有形式的 HIV
DNA共存于受感染的细胞中，其水平可能因患者间所处

HIV疾病进展的阶段不同而不同［5］。总HIV-1 DNA能反映

感染者体内HIV-1储存库的整体水平，其载量与疾病进展、

治疗效果等相关［6-7］。因检测全血或外周血单核细胞

（PBMC）样本中总HIV-1 DNA具有简单、精确、特异性高、实

用、稳定和可重复的优点［8］，在研究大型临床试验和队列研

究中，总HIV-1 DNA是研究HIV-1储存库的最广泛使用的

标志物。缺点是不能区分有复制能力和有缺陷的病毒基因

组［9］。整合的HIV-1 DNA，即整合到宿主基因组中的双链

线性HIV-1 DNA，也称前病毒DNA，分为完整的和有缺陷的

两类。完整的前病毒指缺少明显的致命缺陷的病毒［10-11］。

约 97%的前病毒是具有致命缺陷的，而完整的前病毒比例

较低［12-13］。整合的 HIV-1 DNA，能表征具有复制能力的

HIV-1储存库。有复制缺陷的前病毒DNA的单独定量是必

不可少的，其增加了抗病毒治疗停止后导致反弹的病毒检

测的挑战性。未整合的HIV-1 DNA指在细胞核中，未整合

到宿主基因组中的双链HIV-1 DNA，以线性和环状形式存

在。线性HIV-1 DNA是整合的前病毒 DNA的前体，是一种

稳定的结构，可以无限期地保留在宿主细胞基因组中，并作

为病毒转录的模板［14］。环状HIV-1 DNA HIV-1 1-LTR环和

2-LTR环，有一个或两个长的末端重复序列，是整合过程的

副产品，并且只存在于细胞核中［14］。所有未整合的HIV-1

DNA的定量可作为揭示隐藏或低估的HIV-1储存库的标志

物［15］。抗病毒治疗患者样本中检测到 2-LTR环是病毒近期

正在进行复制的潜在标志物［16-17］，可用于监测HIV-1储存库

动态。在精英控制者中进行HIV-1 2-LTR环状检测有助于

对这个独特的患者群体进行病毒控制的机制研究［18］。

二、HIV-1 DNA的主要检测方法

1.总HIV-1 DNA检测：实时荧光定量 PCR（qPCR）和数

字液滴 PCR（ddPCR）是常用的方法，可以准确、精确地定量

总 HIV-1 DNA［19-20］。ddPCR是一种核酸检测和绝对定量的

新方法。与 qPCR相比，增加了分液操作，将配好的 PCR反

应体系分隔成众多微小的、独立的反应体系，模板DNA分

子随机进入到各体系中，通过产物的荧光定量实现样品的

绝对定量。两种方法获得的检测结果非常接近，如果

ddPCR应用于诊断需特别注意可能产生的假阳性［21］。

qPCR检测仅需少量血液或组织，可检测冷冻保存样本，使

用全血样本检测总HIV-1 DNA可获得与PBMC样本一致结

果［22］。ddPCR重复性好，检测无需建立标准曲线，主要应用

于血液样本，但需要特定的设备，而 qPCR检测设备更便宜，

在大多数实验室中普遍适用。此外，ddPCR无法帮助量化

低信号，此时，无论采用 qPCR或 ddPCR方法都需要足够数

量的细胞和进行多次重复检测。

2.前病毒HIV-1 DNA的检测：Alu-PCR是常用的方法，

Alu序列是人类特有的、在基因组广泛分布并高度保守的间

隔重复序列。根据Alu序列和HIV-1基因组中的相对保守

序列分别设计引物进行巢式 PCR，可得到整合型 HIV-1基

因［23-25］。缺点是不能区分有缺陷和完整的前病毒 HIV-1
DNA，易高估HIV-1储存库。在未经治疗患者中检测整合

病毒DNA具有优势，当体内整合DNA量非常少，或病毒发

生变异，或整合位点距离Alu序列很远时，不能检测到整合

的发生［5，26］。完整前病毒DNA检测（IPDA）和四重定量PCR
（Q4PCR）这两种新检测方法可区分完整的和有复制缺陷的

前病毒，代表了在准确量化和表征具有复制能力HIV-1储
存库方面的重大进展，但还需要在大型独立队列研究中去

验证，并确定血液和/或组织中完整的前病毒 HIV-1 DNA水

平是否与分析治疗中断期间病毒反弹的时间或程度相关。

带有 4个探针的Q4PCR是一种低通量测定，使用有限稀释

长距离PCR扩增，然后是实时荧光定量PCR（qPCR）和近全

长基因组测序（nFGS）来估计序列确认完整的前病毒频率

并深入了解它们的克隆组成［27］。Q4PCR检测步骤复杂，与

IPDA相比通量较低、接近全长的测序成本高昂且耗时，更

适合于病毒测序等重要的小型试验。IPDA通量高，尽管没

有进行病毒序列确认，使用靶向包装信号（PS）和包膜（env）
中的保守区域的两个探针，能排除大多数有缺陷的前病

毒［13］。通过同步 ddPCR反应直接测量输入细胞，能够报告

每百万输入细胞中完整的和有缺陷的前病毒的总频率。

IPDA最适合大型介入或观察性临床研究的高通量分析［28］。

但由于 HIV-1 基因多态性，IPDA 的失败率介于 6.3%~
28.0%［29］。
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3. 未整合的 HIV-1 DNA 检测：尽管存在用于检测

HIV-1 1-LTR环的PCR分析方法［30］，但由于缺乏独特的序列

特征，通过定量 PCR对 1-LTR环进行量化在技术上具有挑

战性。HIV-1 2-LTR环的定量主要基于定量 PCR或 ddPCR
方法，但因其丰度低而受到阻碍。ddPCR可提供直接绝对

定量，其灵敏度接近或优于定量 PCR。对样品的 PCR前处

理是 2-LTR环定量的关键步骤，基因组DNA分离可实现稳

定的 2-LTR环定量，但在较低的检测范围内，由基因组DNA
高负载引起的 PCR抑制大大限制了样品输入量，从而影响

检测灵敏度和准确性。以改良的质粒DNA分离小的染色

体外环状DNA与染色体DNA，可以处理更多的血细胞，能

更准确地量化2-LTR环［16］。

近来开发的一种 SYBR Green实时 PCR（TotUFsys平台

检测，U检测）检测方法［31］，用于同时量化HIV感染者总的

和染色体外HIV-1 DNA形式，使用冷冻血液为样本，以相同

的引物和标准曲线在单次 PCR运行中获得 2种检测结果，

12例HIV感染者检测结果在 2个工作日内即可获得。还开

发了专门检测 2-LTR qPCR方法，选择用于跨越高度保守区

的总HIV-1 DNA定量的引物，可检测M组的所有HIV-1进
化支及其未整合形式，临床样本检测成功率达 100%。对两

种基于 qPCR的方法（U检测和 2-LTR 检测）的比较分析发

现［15］，定量所有未整合DNA（uDNA）种类的U检测显示出比

2-LTR检测更高的灵敏度（75%比 40%）。并且，uDNA和总

DNA之间具有高度相关性。与 2-LTR检测不同，U检测的

巨大优势能准确评估 uDNA的水平，即便是在成功的抗病

毒治疗期间，当血浆病毒血症低于常见的临床试验临界值

（50拷贝数/ml）和 2-LTR环有可能低于定量限时，仍然可以

测量这些 uDNA。表明 U检测可用作准确评估血液中

HIV-1 DNA病毒储存库大小及其动态的支持工具，因为

uDNA不像总的HIV-1 DNA似乎未受影响或仅部分受有缺

陷的基因组影响。

三、HIV-1 DNA检测的临床应用

1. 用于HIV感染诊断及筛查策略：HIV-1 DNA检测可

用于人群HIV-1抗体筛查有反应性结果的确证检测及高危

人群抗体筛查无反应性结果的筛查（窗口期），用于HIV感

染的早期诊断和HIV抗体检测不确定结果的辅助诊断。婴

儿抗病毒预防性用药会降低临床核酸检测的敏感性，从而

影响婴儿的早期诊断。在接受预防用药的受感染婴儿中，

HIV-1 DNA水平在 1个月时较低（有时接近定量极限）［32］。

同样，在接受暴露前预防的成年人中，HIV-1感染可能由低

水平的病毒引起，出现血液中无法检测到病毒和HIV-1抗
体不确定的情况，此时超敏感和特异的HIV-1 DNA检测可

作为有效的辅助诊断手段。前病毒DNA可作为诊断标志

物用于感染的辅助诊断，总HIV-1 DNA也可以作为婴儿早

期诊断的标志物［32］。感染HIV-1的婴儿早期开始抗病毒治

疗可显著提高存活率，WHO推荐可以通过 qPCR对干血斑

中 的 HIV-1 DNA 进 行 量 化 ，这 有 助 于 资 源 有 限 国 家

HIV-1暴露婴儿感染的早期诊断诊断［33-34］。可考虑将DNA

检测作为 MSM等高危人群 HIV检测的一种筛查方法。

Chen等［35］对1种HIV-1 DNA检测作为HIV筛查方法在MSM
中的应用进行了研究，以DNA检测和快速检测（RT）同时对

1 301名以前未被诊断出HIV阳性的MSM进行筛查，分别检

测出 141和 135例HIV阳性结果。经重复和确认试验（蛋白

印迹试验），证实DNA检测比RT多检测出 10个真阳性，并

且从RT校正 4个假阳性。表明通过DNA检测校正了 14个
不准确的RT结果。成本效益是制定HIV检测策略需考虑

的因素，尤其在发展中国家，虽然DNA检测试剂比RT试剂

的价格高很多，但核酸筛查方法适用于MSM，能更早、更准

确的进行诊断，有效控制传染源，额外的费用是可以接受

的。目前，美国食品药品监督管理局生物制品评价与研究

中心尚无批准用于临床诊断的HIV-1 DNA检测试剂，我国

国家药品监督管理局批准用于临床诊断的HIV-1 DNA检测

试剂仅有 1种定性试剂（天津精耐特基因生物技术有限公

司生产）。

2. 预测传播风险和疾病进展：HIV-1 DNA定量检测可

判定HIV-1储存库含量，可更准确预测HIV-1传播风险和病

程进展。HIV-1 DNA定量高者，传播风险的可能性高，病程

进展快而严重，DNA定量测定为进一步疗效评价提供新的

技术手段［36］。前病毒DNA和２-LTR DNA与疾病的进展相

关均有报道［18］，虽然未整合的DNA中的大部分真实性质和

功能仍不明确，但很可能在促进 HIV-1感染中发挥作用。

基线HIV DNA可以预测HIV-1感染的进展［37-38］。无论血浆

病毒载量、CD4计数和抗病毒治疗如何，基线时 PBMC中

HIV-1 DNA水平高的患者 6年死亡风险都高于其他患

者［39］。HIV-1 DNA是预测艾滋病和全因死亡率的一个重要

指标，并显著优于HIV-1 RNA［39］。就治疗前标志物而言，

HIV-1 DNA 似乎是长期预后的更好预测指标。对于所有

HIV-1 DNA水平为 103拷贝数/106PBMC的HIV-1感染者，感

染后 5年进展为艾滋病患者的风险较高（>25%）［40］。HIV-1
DNA 水平、HIV-1 RNA水平和 CD4计数三者相组合，提供

了对其疾病进展风险的最佳估计。在HIV-1感染者管理

中，建议初治抗病毒治疗时尽可能将HIV-1 DNA水平控制

在 <103 拷贝数/106PBMC，以降低艾滋病发生率［40］。将

HIV-1 DNA水平控制<300拷贝数/106PBMC，有助于预防病

毒反弹及延缓病程进展［41-42］。

3.预测中断抗病毒治疗后的病毒反弹：必须坚持终身

抗病毒治疗，一旦治疗中断或停止将导致病毒的快速反弹

和显著发病［43］。确定预测病毒反弹时间的病毒学生物标志

物可以加速旨在实现无抗病毒治疗时病毒缓解的疗法研

发。HIV-1 DNA可能有助于识别在未来HIV-1根除试验中

可以安全中断抗病毒治疗的个体［42］。Williams等［44］发现

HIV-1 DNA比血浆病毒载量更能预测疾病进展，并且在抗

病毒治疗中断时，预测血浆病毒反弹的时间。在HIV感染

者停止抗病毒治疗时，HIV-1 DNA水平较高者比 HIV-1
DNA水平较低者的病毒反弹速度更快［41］，抗病毒治疗中断

后低水平的总 HIV-1 DNA可能会延长病毒缓解的可能
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性［45-46］。与HIV-1 RNA水平和 CD4计数结合，应考虑将抗

病毒治疗前HIV-1 DNA视为一新的分期标志物，以更好地

识别在实现病毒学抑制（≤50拷贝数/ml）后病毒反弹风险较

低或较高的人群［47］。尽管一直存在争议，未整合的HIV-1
DNA（主要以 2-LTR环的形式检测到）是HIV-1整合的副产

品，已被提议用于标记最近感染的细胞［48-49］。

4. 监测抗病毒治疗效果：HIV-1 RNA水平是目前监测

抗病毒治疗疗效的黄金标准，HIV-1DNA水平也可作为监测

治疗效果的新工具。随着抗病毒治疗的进行，前病毒DNA
逐渐下降，同时CD4计数上升、血清HIV⁃1 RNA水平下降，

提示HIV⁃1前病毒DNA水平是监测HIV-1感染的一个重要

参数。在罕见的精英控制者和治疗后控制者中都具有极低

水平的HIV-1 DNA，能够在抗病毒治疗中断后的几年内控

制病毒复制。因此，低水平的HIV-1 DNA可以预示感染个

体的临床治疗效果更好［44］。另外，将HIV-1 DNA控制到极

低水平可简化治疗［50］，PBMC或血液中的总HIV-1DNA可用

作为反映HIV-1储存库大小的一个指标，可作为长期有效

抗病毒治疗效果的病毒学标志物。吴育龙等［51］发现随着抗

病毒治疗时间的延长，PBMC的HIV-1 DNA逐渐消减，34例
抗病毒治疗组的HIV-1感染者在治疗过程中，在血浆HIV-1
RNA首次转阴时、RNA转阴 1年时、RNA转阴 2年时的 3个
时间点 HIV-1感染者 PBMC中，HIV-1 DNA含量分别为

（2.88±0.50）、（2.58±0.47）、（2.57±0.43）log10 拷 贝 数/106
PBMC，差异有统计学意义；而接受抗病毒治疗组与未治疗

组的感染者相比，PBMC的 HIV-1 DNA含量较低，HIV-1
DNA检测有助于判断抗病毒治疗疗效。早期、长期和有效

的抗病毒治疗，已证明对HIV-1储存库/转录的消耗和免疫

保护/恢复有积极影响［52-55］。在接受抗病毒治疗 96周后，超

低的HIV-1 DNA水平是较高的 CD4/CD8比的唯一相关因

素［56］。在慢性感染的成年HIV-1感染者尽早开始抗病毒治

疗，可以达到较低的HIV-1储存库水平［57］。在有效抗病毒

治疗的情况下，HIV-1 DNA水平处于稳定或持续下降水平，

若HIV-1 DNA持续出现大幅上升，提示其可能有病毒反弹，

警惕耐药突变等不良现象的产生，建议近期密切监测各项

临床指标。检测未整合的 HIV-1 DNA与其他应用于细胞内

HIV-1 DNA和RNA定量的生物标志物以及常规血浆HIV-1
RNA病毒载量和CD4计数相结合的方法，可能会改进抗病

毒治疗监测的诊断方法，并为临床治疗策略提供支持。

四、小结与展望

HIV-1 DNA具有良好的临床相关性，在辅助诊断、预测

疾病进展和监测疗效等方面体现出重要应用前景。持续、

精确地量化HIV-1储存库及监测其潜在残留水平的动态情

况仍是当前面临的挑战，如何选择最合适标志物或与传统

标志物的组合取决于所提出的研究问题。目前，限制

HIV-1 DNA作为HIV-1储存库标志物的临床应用的一个主

要因素是国内外缺乏通过注册审批的商品化HIV-1 DNA定

量检测试剂，开发高通量、可扩展的HIV-1储存库检测手段

是临床实践中亟需解决的问题。目前，我国尚缺乏国际标

准来校准不同的HIV-1 DNA检测方法，应关注HIV-1 亚型

的遗传变异对检测结果准确性的影响。
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