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异源双链泳动分析法在人类免疫缺陷病毒 !
基因亚型分析中的应用

陈亮 严延生 翁育伟 王惠榕 吴守丽 陈舸 郑兆双 郑健 颜苹苹

【 摘 要】 目 的 运 用 异 源 双 链 泳 动 分 析 法（"#$）进 行 人 类 免 疫 缺 陷 病 毒 !（ %&’()
*’’&)+,-.*/*-)/0 1*2&34!，"564!）基因亚型分析，了解福建省 "564! 亚型的流行情况。方法 收集细胞

培养中 "564! 感染的外周血单个核细胞（78#9），聚合酶链反应（79:）扩增 "564! 膜蛋白基因（ !"#）区

的核酸片段，与标准亚型的对照质粒的 79: 产物进行杂交，形成异源双链二聚体，根据其在聚丙烯酰

胺凝胶电泳中的泳动率确定其亚型，并进一步对标本进行序列测定和系统树分析。结果!; 份标本

中，<=>==?为 @ 亚型，A>AB?为 8 亚型，C 份不能确定其亚型。比较异源双链泳动法和序列测定法的

结果，显示两种分析方法对 "564! 病毒基因分型有较高的一致性，其亚型一致率为<A>AB?。结论

福建省流行的 "564! 毒株以 @ 亚型为主。亚型分析法具有快速、简便、经济和高特异性的特点，可用

作对 "56 流行毒株进行长期监测的重要手段。
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【!24’-&%’】 728,%’$6, E3*)F %-G-2+,&HI-J ’+K*I*G0 (33(0（"#$）G+ 3&KG0H- %&’() *’’&)+,-.*/*-)/0
1*2&3 G0H- !（"564!）.+2 G%- H&2H+3- +. &),-23G(),*)F "564! 3&KG0H- -H*,-’*/ *) L&M*() H2+1*)/-> 9,’+(.4
NO$ .2(F’-)G3 +. "564! !"# F-)- P-2- (’HI*.*-, .2+’ H-2*H%-2(I KI++, ’+)+)&/I-(2 /-II（78#9）/+/&IG&2-3 +.
"564! *).-/G-, *),*1*,&(I3 K0 )-3G-, H+I0’-2(3- /%(*) 2-(G*+)（79:）> "-G-2+,&HI-J3 P-2- .+2’-, G%2+&F%
%0K2*,*Q*)F 79: H2+,&/G3 .2+’ G%- 3(’HI-3 (), 2-.-2-)/- HI(3’*,> $//+2,*)F G+ G%- ’+K*I*G0 +. %-G-2+,&HI-J3 *)
H+I0(/20I(’*,- F-I -I-/G2+H%+2-3*3，"564! 3&KG0H- .2+’ G%(G 3(’HI- P(3 /%(2(/G-2*Q-, (), .&2G%-2 /+).*2’-, K0
)&/I-+G*,- 3-R&-)/*)F ()(I03*3> :,4/#’4 S%*2G--) +. !;（<A>AB?）3(’HI-3 P-2- 3&//-33.&II0 3&KG0H-, K0 "#$，

-J/-HG C .(*I&2-3> T&KG0H- @ (), 8 G++U &H <=?（!C V !;）(), A>AB?（! V !;）2-3H-/G*1-I0> :-3&IG3 *),*/(G-, (
%*F% /+)/+2,()/- K-GP--) "#$ (), )&/I-+G*,- 3-R&-)/*)F ()(I03*3 (), /+)/+2,()/- 2(G- P(3 <A>AB?（!D V !;）>
;()%#/4$()4 T&KG0H- @ (HH-(2-, G+ K- G%- ’(M+2 -H*,-’*/ 3G2(*) +. "564! *) L&M*()> "#$ 3%+P-, G%-
/%(2(/G-2*3G*/3 +. .(3G)-33，-(3*)-33，-/+)+’*- (), P*G% %*F% 3H-/*.*/*G0，(), /() K- &3-, *) G%- 3&21*II-)/- .+2 G%-
-H*,-’*/ 3G2(*) +. "564!>

【<,3 =(-.4】 "&’() *’’&)+,-.*/*-)/0 1*2&3；"-G-2+,&HI-J ’+K*I*G0 (33(0；W-)- 3&KG0H-；T-R&-)/*)F

人 类 免 疫 缺 陷 病 毒（%&’() *’’&)+,-.*/*-)/0
1*2&3，"56）属逆转录病毒科（:-G2+1*2*,(-），:O$ 基因

组通过逆转录酶逆转录为 NO$ 时，由于逆转录酶缺

乏校正能力，容易发生差错，同时在机体巨大的免疫

压力下，"56 也需要发生变异以适应其生存，因此在

其 传 播 过 程 中 产 生 许 多 具 有 基 因 序 列 特 性 的

亚型（3&KG0H-），并在全球范围流行蔓延过程中形成
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一定的地区性分布特点［!］。"564! 的流行最为广

泛，根据 +*+ 和 !"# 区的基因序列及系统树分析可

将 "564! 分为 #、O 和 X 群，再根据 !"# 区基因序列

的不同，可将 # 群分为 $ Y Z 亚型［C，D］。目前，用于

"56 分型的方法主要有 NO$ 序列测定、血清法、核

酸探 针 法 及 异 源 双 链 泳 动 分 析 法（ %-G-2+,&HI-J
’+K*I*G0 (33(0，"#$）［[］。序列测定是确定 "56 流行

株型别的最准确方法，但由于其技术要求高，费用

高，因此不易普及。据 "564! 感染者血清抗体对不

同 "564! 毒株 6D 肽的反应性，可以推测 "564! 毒株

的类型［;］。但血清学分型与基因分型结果不完全一

·==!· 中华流行病学杂志 C==C 年 [ 月第 CD 卷第 C 期 9%*) Z @H*,-’*+I，$H2*I C==C，6+I>CD，O+>C

 



致，用它进行亚型分析时准确性较低。异源双链泳

动分析法是一种简单、快速、经济和高特异的亚型分

析方法，目前已广泛用于 !"# 亚型分析［$］。进行

!"#%& 亚型分子流行病学的调查，一方面可以从分

子水平上解释我省 !"#%& 传播类型和流行规律，另

一方面可以为 !"#%& 疫苗的研制和我省艾滋病的防

制提供依据。我们利用该方法对 &’ 份 !"#%& 阳性

标本进行分型，然后与序列测定和系统树分析结果

进行比较，现将结果报道如下。

材料与方法

& (研究对象：按照卫生部颁发的《全国艾滋病检

测工作规范》检测血清 !"# 抗体。经福建省卫生防

疫站艾滋病防治研究室确认的 !"# 抗体阳性者，无

菌操作抽取静脉血 &’ )*，共 &’ 份，注入含肝素抗凝

剂的无菌试管中（其肝素钠含量为 &+ , -+ ". / )*）。

&’ 份标本中，有 &0 份血样在取血 $ 1 内进行共同培

养分离 !"#%&，2-3 抗原检测阳性，其中 - 份直接用

感染者及艾滋病病人的外周血单个核细胞（2456）。

采用上海华舜公司的核酸提取试剂盒提取核酸模

板，方法按照说明书进行。

- (流行病学调查：对确认的 &’ 例 !"# 抗体阳性

者进行个案调查，了解其可能的感染途径。

0 (常 规 培 养：从 !"# 感 染 者 全 血 中 分 离 出

2456，将感染者 2456 与植物血凝素（2!7）预激活

的健康供者 2456 共同培养在 &’ )* 的淋巴细胞生

长液中［其中每毫升生长液中含有 &+8热灭活胎牛

血清、&++ ". 青霉素、&++!9 链霉素、&++ . 白细胞介

素%-（":%-）、- ));* / : 谷氨酰胺、+ (++0 . 神经氨酸酶

以及 ’!9 的海美溴铵］，每隔 0 , 3 < 换液 & 次。其

中在第 =、&3 及 -& 天还需补充 ’ > &+$ 活化的供者

2456，共培养 -? <。

3 ( 26@：采用套式 26@ 方法扩增 !"#%& !"# 基因

部分片段。以 AB& / AB- 为外侧扩增引物进行第一

轮 26@ 反应，扩增参数为 C’D = )EF，C3D 0+ G，’’D
& )EF，=-D - )EF，0+ 个循环，=-D ’ )EF。以 AB0 /
AB3 为内侧引物进行第二轮 26@，扩增参数为 C3D
0+ G，’’D & )EF，=-D & )EF，0+ 个循环，=-D ’ )EF。

用引物 AB0 / AB$ 进行第三轮扩增，采用第二轮的扩

增条件。取 -!* 26@ 扩增产物经 &8琼脂糖凝胶电

泳，A4 染色后在紫外透射仪上显影。引物序列及其

在 !"#%& 基因组中的位置见表 &。

’ (异源双链泳动分析：

（&）异源双链的形成：在 -++!* 的 26@ 扩增管

中加入 &+!* 第三轮 26@ 扩增产物，&+!* 亚型对照

质粒的 26@ 产物，- (-!* &+ 倍异源双链二聚体复性

缓冲液［1HIHJ;<KL*HM NFFHN*EF9 OKPPHJ（!74），& );* / :
QN6*，&++ ));* / : RJEG，L! =(?，-+ ));* / : ABR7］，沸

水浴&+ )EF，置于冰浴中? )EF，即可形成异源二聚

体。

（-）聚丙烯酰胺凝胶电泳（27SA）：每份标本中

分别加入 3!* 加样缓冲液（+ (-’8 溴酚蓝，3+8蔗

糖水溶液），在 ’8的聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳。

电泳缓冲液为 & 倍 R4A，&’+ # 电泳 ’ 1，电泳结束

后，将凝胶浸入+ (’!9 / )* 溴化乙锭中染色 -+ )EF，

在紫外透射仪内观察检测结果及摄像。

（0）被测标本基因亚型的确定：若被测标本与某

一亚型的对照质粒形成的异源双链二聚体泳动最

快，则可确定该标本为其相应亚型。

$ (BQ7 序列测定和系统树分析：使用测序引物

和提纯的 26@ 产物，用 2A 公司的荧光标记末端终

止物循环测序试剂盒，按说明进行循环测序反应，然

后用 74"0== 测序仪进行序列测定。应用 21T*EL 软

件包对测得序列进行排列和比较，作系统树分析。

结 果

& ( 26@ 检测结果：标本和标准质粒模板 BQ7
用 引物AB& / AB-、AB0 / AB3和AB0 / AB$扩 增 后 ，

表& 引物序列及其在 !"#%& 基因组中的位置

引物 序 列 在 !"#%& 基因组中的位置 扩增片段长度（OL）

AB& R7RR7RSSSSR766RSRSRSS777S77S67 &+? , &0=
AB- 6R67S6777RRS6RRRS6RSRRS676R7R7 & $3- , & $&0 & ’0’
AB0 S7S6677RR6667R767RR7RRSR $3+ , $$0
AB3 S6S6667R7SRS6RR66RS6RS6R66677S & ’$= , & ’0? C-?
AB$! 77RR676RR6R6677RRSR66 & 3-& , & 3+& =?-

! 引物 AB$ 与 AB0 配对

其产物经 &8琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色，在紫 外透射仪下观察可见一条大小约 =?- OL 的核酸片
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段。

! "异源双链泳动分析法（#$%）的分型结果：&’
份被检标本中，&! 份（()*+ , &&，()&+ , &’）为 - 亚

型，占.* "**/，()*! 为 0 亚型，占1 "23/。&+ 份标本

经 #$% 可以确定其亚型，占标本总数.2 "21/，其余

! 份则不能进行准确地分型。见图 &。

标本 ()*! 与对照质粒 04!*、5#&6、5#!!、5#*2 杂交，结果为 0! 亚型；

标本 ()*+ 与对照质粒 04!*、5#&6、5#!!、5#*2 杂交，结果为 -! 亚型；

&、!、+、6 分别为对照质粒 04!*、5#&6、5#!! 和 5#*2，’ 为 78% 分子量

标准9!78% : -;<4" : #=>?#

图& 标本 ()*!，()*+ 的异源双链泳动分析结果

+ "感染途径分析：&! 例 - 亚型中，有 && 例是通

过异性性接触途径感染 #@A，另外 & 例不详。& 例 0
亚型是通过血途径感染 #@A。

6 "#$% 分型与序列测定的比较：比较 #$% 分

型和序列测定分型的结果见表 !，两者一致率为

.2 "21/。! 份经 #$% 不能确定其亚型的标本，序

列测定结果均为 - 亚型。

讨 论

我国目前已发现 #@A9& 有 %、0、B、7、-、(、C 1
个亚型和 0 亚型变种（泰国 0 亚型）［1，.］。但以 0、B
和 - 亚型为主，0 和 B 亚型分布在我国云南、新疆等

地，主要经静脉共用注射器等血途径传染。- 亚型

主要发现于东南沿海省份，经性途径传播。福建省

#@A 的流行主要以性传播为主，根据严延生等［3］的

报道，对福建省 !’ 例 #@A 感染者进行 #@A 核苷酸序

列分析，发现其中 &2 例为 - 型，2 例为 0 亚型，! 例

为 B 亚型，& 例为 % 亚型。证实了福建省流行的

#@A9& 毒株的特点是以 -、0 亚型为主，多种亚型并

存［&*］。且流行病学调查发现 - 亚型基本上是通过

性途径感染。因此，本研究将 &’ 份标本与 0 亚型的

04!*（0&）和 5#&6（0!）、- 亚型的 5#!!（-&）和 5#*2
（-!）6 种参考亚型的质粒进行 #$% 分析定型。

表! 用 #$% 分型与序列测定的 #@A9& 基因亚型比较

标本序号 #$% 分型 序列测定分型

()*& @! -
()*! 0 0
()*+ - -
()*6 - -
()*’ - -
()*2 - -
()*1 - -
()*. - -
()*3 - -
()&* - -
()&& - -
()&! @! -
()&+ - -
()&6 - -
()&’ - -

! 为未确定

从本研究 #$% 图谱可以看出，有的标本与标准

质粒 杂 交 比 较 充 分，因 此，在 凝 胶 上 看 不 到 单 链

78%；而有的则出现多条异源二聚体条带，这可能是

因为用于扩增的核酸模板中看不到单链 78%，或因

为用于扩增的核酸模板中含有病毒准种的序列，在

混合溶液中，同时扩增的不同变异型也可以形成异

源二聚体的原因所致。! 份经 #$% 不能确定其亚

型的原因可能有两个，一方面可能是 DB4 扩增效率

低，扩增产物的量达不到形成异源二聚体所需的浓

度，另一方面可能是因为被检标本引物设计区的部

分碱基发生变异，引物不能与模板很好地结合，以致

无法扩增出所需的目标片段。

比较 #$% 与 序 列 测 定 结 果，两 者 符 合 率 为

.2 "21/。! 份经 #$% 不能确定的标本，序列测定

结果均为 - 亚型。从上述结果可以看出，序列测定

的结果准确可靠，但费用高，操作起来比较复杂，需

要专门技术人员才能完成，因此难以推广。虽然

#$% 在准确性方面与序列测定相比有一定差距，但

两者仍存在较高的一致率。因此 #$% 作为一个快

速、简便、经济、特异的 #@A 亚型分析方法，可在具

备一定实验条件的基层单位开展，以达到长期监测

#@A9& 亚型的分布及传播动向，为研制适合当地使

用的疫苗提供科学依据。
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析 "中国人兽共患病杂志，#$$$，!VM!N’!K "
（收稿日期：#$$!’$O’O$）

（本文编辑：尹廉）

·短篇报道·

一起乙型流行性感冒局部爆发性流行的调查

胡永勤 干伟群 杨其法 范力强

#$$! 年 L 月 !% 日至 & 月 % 日，杭州市余杭区临平镇城北

中学和中心小学发生一起乙型流行性感冒（流感）爆发。疫

情发生后区疾病预防控制（疾控）中心等单位有关人员赶赴

现场调查处理。现将调查情况报道如下。

!"材料与方法：病例资料来源于现场流行病学调查，按

统一设计的个案调查表逐项进行调查，方法按照《全国卫生

防疫工作规范》爆发疫情调查处理进行。流感病毒分离由浙

江省疾控中心病毒所完成。按照国家技术监督局和卫生部

颁布的《流行性感冒诊断标准及处理原则》（:Q!&KKL’!KK&）确

诊病例。

#"结果：（!）流行特征：!罹患率：两校累计发病 L#& 例，

罹患率为LN"&LX，其中中学发病 !#K 例，罹患率ON"V!X，小

学发病 #KV 例，罹患率L%"&#X。"发病时间：小学从 L 月 !%
日出现首发病例，呈逐日递增趋势，至 L 月 #V、#N 日达发病高

峰，发病数占病例总数的L%"VKX，L 月 #K 日至 & 月 % 日发病

数每天 ! Y L 例。中学从 L 月 #! 日出现首发病例，呈逐日递

增趋势，L 月 #%、#K 日达发病高峰，占病例总数的&O"LKX，&
月 % 日 复 访 发 病 已 得 到 有 效 控 制。 整 个 流 行 历 时

O周左右。#发病者年龄与性别分布：发病年龄在%至!N岁

作者单位：O!!!$$ 杭州市余杭区疾病预防控制中心传染病防治

科

之间，男生 ##$ 例，女生 #$& 例，教职员工无一发病。（#）临床

症状和实验室检测：!潜伏期：从首发病例引入至发病高峰

一般在 # Y L 0。"主要症状：对两校 OV& 例病例按病人主诉

统计 有：头 痛 占 &N"$$X，流 涕 &#"OOX，咳 嗽 LO"%LX，咽 痛

OK"L&X，纳 差 OV"N!X，乏 力 O#"OOX，发 热 O#"$&X，腹 痛

!N"#VX。#病毒培养分离：由专业人员采集 N 份现症病人口

腔含漱液，培养分离出 L 株乙型流感病毒（维多利亚类）。

O"讨论：本次流感爆发始于城北小学，迅速地向毗邻的

中学蔓延，发病逐日递增，短期内迅速达到发病高峰后并逐

渐地波及周围村小学，流行仅局限在临平镇城北片，全区疫

情监测未发现有跨地区和沿交通线传播的迹象，可能与学生

在学习期间活动范围受到一定限制有关。本次中、小学生的

罹患率基本一致，临床症状表现极其相似，并且在中、小学生

中均分离到相同的乙型流感病毒（维多利亚类），表明发生在

两校的流感爆发实为一次由同一病毒引起的同源性爆发。

本次流感爆发提示我区中、小学生可能对流感病毒存在

普遍易感性，因此寻找针对本地区流感病毒流行株的疫苗，

加强对中学、小学、幼托机构等易感人群密集的单位进行预

防接种十分必要。

（收稿日期：#$$!’!$’#N）

（本文编辑：杨莲芬）
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