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·实验研究·

河南省45例未经治疗的艾滋病患者蛋白酶和

逆转录酶基因型耐药性检测与系统发生分析

杨坤 李敬云 鲍作义 李韩平 李林 庄道民 王哲 李宏

【摘要】 目的 了解河南省部分未经抗病毒治疗的艾滋病患者蛋白酶和逆转录酶基因耐药性突

变发生的频率、类型和临床意义以及系统发生情况。方法采集河南省45例未经抗病毒治疗的艾滋

病患者的抗凝全血，分离血浆，用逆转录．聚合酶链反应扩增删区蛋白酶基因全序列与逆转录酶基

因部分序列并直接进行序列测定，提交web站点http：／／hivdb．star南rd．edu分析耐药性突变。用

BioEdit和DNAClub软件以及登陆web站点http：／／hiv—web．1anl．gov进行系统发生分析。结果 从

36份血浆标本中扩增出加f区基因并进行了序列测定。蛋白酶基因耐药性主要突变的发生率是

8．3％(3／36)，突变的类型是D30A、V32A、G73C和V82A；次要突变的发生率是100％，突变的类型为

L63PS(36／36)、193L(35／36)、V77IL(34／36)、A71IVT(10／36)和D60E(2／36)。逆转录酶基因耐药性突

变的发生率是38．9％(14／36)。通过对耐药性突变进行评分，并依据此分值解释其临床意义，提示蛋

白酶耐药率为5．6％(2／36)，逆转录酶耐药率为22．2％(8／36)；另有l份标本对全部蛋白酶抑制剂、3

份对部分逆转录酶抑制剂潜在低度耐药。系统发生分析显示36份标本的加z区基因与B．US．83．

RF ACC M17451的亲缘关系最为接近，且彼此之间具有高度同源性，推测此36份标本为同一感染来

源，其耐药性突变的发生不是源于耐药株感染，而是病毒在体内进化的结果。结论 河南省未经抗病

毒治疗的艾滋病患者多数对现有的抗病毒药物敏感，但抗病毒治疗必须遵守严格的程序并保持较好

的依从性，否则极易导致耐药性毒株的流行。
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【Abstract】 Objective Frequency，type and clinicalimplications on protease and reverSe transcriptase

drug resistance mutatiorls were investigated and phylogenetic analysis in antiretroviral dmg—n缸ve AIDS

patients was car“ed out in Henan prOvince． Methods 45 plasma samples were separated from the

anticoagulatory wh01e blood，from which reverSe transcription—polymerase chain reaction technique was used

to amplify the partial加f gene． The sequences were analysed for genotypic antiretroviral resistance and

phylogenetic reIation through landing the websites http：／／hivdb．stanford．edu and http：／／hiv—web．1anl．gov，

under BioEdit and DNAClub software． Results Partial声o￡sequences of 36 samples were successfulIy

amplified． The major mutation rate of resistance to protease was 8．3％(3／36)，including types D30A，

V32A，(并3C and v82A．Minor mutation rate of resistance was 100％，including types of L63PS(36／36)，

193L(35／36)，V77IL(34／36)，A71IVT(10／36)and D60E(2／36)．The mutation rate of resistance to

reverse transcriptase was 38．9％(14／36)．Mutation—sco“ng and clinical implication clewed drug resistance

rates were 5．6％(2／36)and 22．2％(8／36)to protease inhibitors and reverSe transc“ptase inhibitors

respectively，while l sample was potentially 10w—level resistant to aU 0f the protease inhibitors and 3 samples

to part of the reverse transcriptase inhibitors．Phybgenetic arlaIysis revealed that the poZ gene of 36 samples

were highly homologous and having a near reIative to B．US．83．RF ACC M17451． 36 samples seemed to

have the same infection source while thdr resistance mutations were not due to drug—resistant virus infection

but to the evolving of virus in vivo． ConclusionⅣIost of the antiretroviral drug—n“ve AIDS patients in
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Henan province were sensitive to the currently available antiviral medicine，but antiviral treatment must be

in accordance with the strict procedure and to keep better adherence，to avoid the epidemics caused by drug—

resistant virus．

【Key words】Human immunodeficiency virus；sequence analysis；Genotypic antiretroviral resistance

高效联合抗病毒治疗(HA根T)是治疗艾滋病
的有效方法，能够将患者体内的艾滋病病毒(HIV)

载量控制在现有方法无法检测的水平(≤50 cp／

mI)，推迟感染的临床进程，有助于患者的免疫重

建uo。HAART治疗的效果受多种因素的影响，其

中HIV的耐药性是导致抗病毒治疗失败的主要原

因之一心。。由于HIV一1基因的高度变异性以及耐

药性毒株的传播，未经抗病毒治疗的患者也可能携

带耐药性HIV毒株。为此我们选取河南省45例未

经抗病毒治疗的艾滋病患者进行了蛋白酶和逆转录

酶的基因型耐药性检测和系统发生分析。

对象与方法

1．标本来源：45例艾滋病患者均来自河南省农

村，经问卷调查确认未接受过任何抗病毒治疗，主要

感染途径为有偿献血，估计感染时间>8年，CD4+T

细胞计数多数介于100～500个／mm3(表1)。于

2001年7月和2002年10月采集患者的EDTA抗

凝全血，血浆冻存于一80℃。2004年4—5月统一进

行基因型耐药性检测。

2．基因型耐药性检测【31：操作流程为，扩增目的

基因一基因序列测定一检测与耐药相关的基因突

变一对突变进行分析一对耐药性作出解释。

3．血浆中病毒RNA的提取：采用德国Qiagen

公司QIAamp@Viral RNA分离试剂盒，按照说明书

操作。一

4．扩增HIV蛋白酶基因全序列和部分逆转录

酶基因：

(1)病毒RNA的逆转录(所用试剂均来自

Promega公司)：取RNA和随机引物(Random

primer 9)，70℃孵育5 min，立即冰浴2 min，然后依

次加入M—MLV 5×buffer，10 mmol／L dNTPs，

M—MLV Reverse．RNasin@Ribonuclease Inhibitor．

37℃逆转录1 h，99℃5 min灭活逆转录酶。即获得

cDNA。

(2)聚合酶链反应(PCR)引物设计：根据HIV

Sequence Compendium提供的全基因序列图谱及参

照文献[3]的方法，设计合成2对引物(表2)，扩增

范围是HIV加z区蛋白酶基因全序列和逆转录酶

1～238位密码子序列，扩增长度为1170 bp。

表l 艾滋病患者临床和流行病学特征

注：表中数据来自扩增出加z区基因的36份标本；*艾滋病患

者均为青壮年，平均年龄37．8岁，年龄范围从27～56岁；#传播自

有献血经历的配偶；△检测方法为NAsBA，由于经费限制仅检测了

11份标本

表2 扩增使用的引物

引物名称 序 列 位置+

PR—A 5’一CC]胤X；AAAAAGGGCT(了兀℃；GAAArGTGG 2011～2039

RT—A 5’一AA!硼1B_E蛆1m阁广1EACAGK二cA 3303～3328

PR—B 5’一ACrGAGAGACAi))?硝蓖门_11T_E妪狮A 2068～2095
RT—B 5’一CK门1ⅪI》LGGA眦跚j兀℃阉哦 3243～3265

*在HxB2参考毒株上的定位

(3)扩增目的基因片段，采用Nest—PCR方法扩

增两轮，DNA聚合酶为TaKaRa公司的高保真

Pyrobest DNA P01ymerase：第一轮PCR引物为

PR—A、RT—A，反应条件：94℃预变性5 min，然后

94℃20 s、55℃20 s、72℃2 min扩增35个循环，

72℃延伸7 min。第二轮PCR引物为PR—B、RT—B。

退火温度降为52℃，其余反应条件同上。

(4)目的片段的回收和纯化：PCR产物经1％琼

脂糖凝胶电泳观察确定分子量正确后，用博大泰克

公司的DNA片段玻璃奶回收试剂盒纯化。按说明

书操作。

5．序列测定及耐药性分析：回收的基因片段送上

海生工生物技术服务有限公司进行测序，测序引物为

PRB和RT．B，将测序结果提交web站点http：／mvdb．
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stanford．edu，利用其提供的专家系统对基因型耐药性

进行分析，并得到最终的耐药性解释。

M：DNA Marker(I)1．2u00)；A：阴性对照；l、ll、30为标本

图1 Nest—PCR扩增结果电泳图

6．系统发生分析：将测序结果用BioEdit和

DNAClub软件进行分析和比较，并登录web站点

http：／／hiv—web．1anl．gov，利用其提供的在线工具进

行系统发生分析。

结 果

1．蛋白酶和逆转录酶的基因型耐药性突变与记

分：45份标本中共扩增出36份声oz区基因，并进行

了耐药性突变的检测。3份标本中检出对蛋白酶抑

制剂的4个耐药性主要突变位点，突变类型是

D30A、V32A、G73C和V82A，其中1份标本存在2

个主要突变位点，突变率是8．3％(3／36)；36份标本

均存在对蛋白酶抑制剂的次要突变，突变率为

100％(36／36)。14份标本中检出对逆转录酶抑制

剂的17个耐药性突变位点，共25种突变类型，突变

率是38．9％(14／36)；针对核苷类逆转录酶抑制剂的

突变位点有11个，对非核苷类逆转录酶抑制剂的突

变位点有6个。另有l份标本既存在对蛋白酶的耐

药突变，又有对逆转录酶的耐药突变。全部耐药性

突变及其评分见表3。
’

2．人群对抗病毒药物敏感性的评价：利用

表3 蛋白酶和逆转录酶的耐药性突变与评分

突变分类 突变类型 例数” 突变评分8

*为检测到的突变类型的数量，而不是标本数量；#10分以下为敏感，15分以上为耐药，分值越高表明耐药性越显著，负数分值表明突

变增强了毒株对药物的敏感性
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stanford大学Shafer教授建立的HIV耐药性突变

评分表(mutation—scoring)，依据特定耐药突变的评

分，对耐药性检测结果进行评价‘4，51(表4)。

表4 耐药性突变评分的解释

注：N代表无；*针对每种抗病毒药物的例数，多重耐药与交叉

耐药的情况未在表中体现，见文中；#我国目前免费发放的药物

36份标本中对3种蛋白酶抑制剂IDV、NFV

和RTV具有中度以上耐药性的有2份。其中7号

标本对IDv、NFV和RTV中度耐药；4号标本在对

NFV高度耐药、对IDV和RTV中度耐药的同时，

还对逆转录酶抑制剂AzT／DLV／EFV和NVP中度

耐药；4与7号标本都对APV／ATV／LPV和sQV低

度耐药；20号标本对全部蛋白酶抑制剂均呈潜在低

度耐药性。

对逆转录酶抑制剂具有中度以上耐药性的标本

有5份，其中14号标本对DLV和NVP，18号对

DDC和DDI高度耐药；1号标本对DDC、18号标本

对ABC中度耐药。3号标本存在的P236L突变评

分为DLV(50)，EFV(一10)，NVP(一10)，提示其在

对DLv中度耐药的同时，还增强了对EFV和NVP

的敏感性。16号、21号和31号标本的V106I和

L210GF突变评分均为0分，说明其单独存在不影

响耐药性。

依据耐药性解释，蛋白酶与逆转录酶耐药率分

别为5．6％(2／36)和22．2％(8／36)。36份标本中多

数对抗病毒药物敏感，对我国目前免费发放的4种

抗病毒药物敏感性也比较高，提示目前在我国使用

这些药物对艾滋病患者进行抗病毒治疗是可行的。

3．删区基因的系统发生分析：以outgroup=

02刚Scll倒CN／2002／HIv-1(GenBank No．AY275556)；

B：R=1．7。建立系统发生树∞。(图2)。

从图中可以看出36份标本的HIv．1刎区基因

均由一枝进化而来，与毒株B．US．83．RF√△④M17451
的亲缘关系最为接近。所有标本具有较高的系统发生

同源性，提示该36份标本的感染可能为同一来源，耐

药性突变的出现可能不是耐药株直接感染所造成，而

是感染后病毒基因在体内逐渐演化的结果。

B．US．90．Ⅵ，EAUl50ACC U21135

-B．US．83．RFACC M1745l芒帚3

图2 印z区基因系统发生树

讨 论

HIv耐药性的出现是病毒基因多样性和治疗

过程中药物选择压力共同作用的结果。HIV感染

宿主细胞后，首先将它的RNA逆转录为cDNA并

整合入宿主细胞的基因组，然后便开始以10 7～108

次／天的速度进行着病毒的复制。由于HIV逆转录

酶缺乏校读功能，造成复制产物中存在着碱基错配。

一般而言，每一个感染者体内平均有107～108个的

被感染细胞(140～300代／年)，所以每天大约产生

1010个新的病毒颗粒，尽管只是其中的一部分具有

感染性并能够稳定传代，但由于病毒群体十分庞大，

所以每天至少仍有10 000～100 000的子代HIV出

现单个位点的基因突变。7I。由于病毒基因的高度变

异性和耐药性毒株的传播，未经抗病毒治疗的艾滋

侈拍射协筋卯加”一4锄6西‰碰1mm～Ⅲ坩m‰珈啦唱m嶝仍
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病患者也可能存在耐药性突变。在欧、美进行的分

子流行病学调查发现，在大约10％的新感染病例

中，能分离出至少对一种药物耐药的HIV毒株，甚

至从一部分感染者体内分离的毒株，对目前所有的

抗病毒药物均存在不同程度的耐药。7o。我们检测的

36份未经抗病毒治疗的标本中也发现了2份对7

种蛋白酶抑制剂，8份对8种逆转录酶抑制剂分别

存在不同程度的耐药性；其中4号标本既对蛋白酶

抑制剂(NFv、IDV和RTv)耐药，又对逆转录酶抑

制剂(AZT、DLV、EFv和NVP)耐药。同时我们检

测到的蛋白酶耐药突变率为5．6％(2／36)；而逆转录

酶耐药突变率为22．2％(8／36)，明显高于同类研究

的报道，可能是由于36份标本的感染时间都比较

长，耐药性突变逐渐积累所致。

HIV蛋白酶耐药性突变可以分为主要突变和

次要突变。前者是指造成HIV对不同药物出现耐

受的突变，它存在相对特异性，直接影响HIV对药

物的敏感性，但是携带主要突变的HIV毒株在体内

外的适应能力(fitness)明显降低；次要突变又称为

补偿性突变，其本身并不直接影响病毒对药物的敏

感性，它们通常出现在主要突变之前，特异性不强，

针对同一种药物往往存在许多共同的次要突变，其

主要作用是恢复或提高携带主要突变的突变株的复

制能力，有时也增强其耐药性旧J。本研究中几乎所

有的标本都存在对蛋白酶抑制剂耐药的次要突变

L63Ps(36／36)、193L(35／36)和V77IL(34／36)，有3

份标本存在对蛋白酶抑制剂耐药的主要突变

(D30A、v32A、G73C和v82A)，其中只有1份标本

对NFV高度耐药。

相对于蛋白酶的耐药性来说，HIV逆转录酶的

耐药相关突变较为简单。据文献报道，仅仅逆转录

酶基因的点突变就可导致毒株对逆转录酶抑制剂较

高程度的耐药。例如：单独存在的M184V突变即

可引起对3TC的高度耐药；同时，M184V突变能够

补偿T215Y突变引起的对AZT的耐药凹1。本研究

中我们未检测到单个点突变造成高度耐药的情况，

只是18号标本中的L74V突变造成了对DDC和

DDI的中度耐药。3号标本中存在的P236L突变造

成了对DLv中度耐药，也同时增强了病毒对EFV

和NVP的敏感性。4号(L100I)、5号(Y188H)、6

号(V179D)和14号(Y181I)标本均对非核苷类逆转

录酶抑制剂(DLV、EFV和NVP)存在不同程度的

耐药性。这可能是由于所有的非核苷类逆转录酶抑
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制剂作用原理都是结合到逆转录酶上共同的位点，

因此发生单点突变的突变株，可能引起药物与逆转

录酶间结合的稳定性降低，或由于出现空间位阻以

致药物难以结合。结果不仅造成对所用的非核苷类

逆转录酶抑制剂，而且对所有该类药物的敏感性均

明显降低H。。

对声oz区基因进行系统发生分析发现，36份标

本全部属于HIv一1 B亚型，而且具有较高的系统发

生同源性。据此我们分析这些艾滋病患者可能在相

同传播途径的基础上还存在相同的传染源。有文献

报道，来自同一传染源的不同感染者，其体内分离的

HIv毒株存在大约15％的基因序列差异u0|。所以

对于36份未经抗病毒治疗的标本所检测出来的耐

药性差异，我们考虑可能是病毒自身进化的结果，而

不是原发性的耐药性毒株直接感染所致。

综合以上结果，可以说河南省大部分艾滋病患

者对免费HAART治疗方案中的4种药物(AzT、

D4T、DDI和NvP)敏感，但是由于感染时间长及耐

药性突变的积累，存在对主要抗病毒药物具有高度

耐药性的病例，潜在的耐药性突变则非常普遍，因此

抗病毒治疗必须遵守严格的程序并保持较好的依从

性，否则极易导致耐药性毒株的大量出现和传播。
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