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北京市2006年HIV一1流行毒株的缈g
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·实验研究·

【摘要】 目的 监测2006年北京市北京户籍HIV感染者中HIV—l型流行病毒株的亚型分布特

点和变化规律。方法 采集北京市2006年新确认北京户籍HIV—l感染者的抗凝全血样品32份，分

离血浆，提取病毒RNA，用巢式聚合酶链反应方法扩增病毒舭_g和鲫u基因，并进行序列测定和亚型

分析。结果 系统进化分析表明北京户籍HIV一1感染者样品分别属于5个亚型，分别为B亚型9份，

泰国B亚型2份、C亚型2份，流行重组型CRF07 BC亚型5份，流行重组型CRF01 AE亚型4份。

结论北京市居民中已存在多种HIv．1亚型和流行重组型，应加强对HIv-1毒株亚型变异的监测，

及时调整防治策略。

【关键词】人类免疫缺陷病毒1型；亚型；巢式聚合酶链反应
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【Abstract】 0bjective To investigate the subtype distribution and the prevalence of sequence

characteristics of H11讧1 strains in Ik玎ing residents during 2006 and to analyze the relationship between

distribution of HIV一1 subtypes and transmission mutines．Methods Blood samples from 32 new confirmed

H11旺1 infected individuals fIDm Beiiing residents in 2006 and separated plasma specimens were collected．

RNAs were extracted and the舭g and e竹钞gene were amplified by RT—PCR and nest—PCR．PCR products

were sequenced directly and phylogenetic analyses of g谊g and e咒材gene were pedb彻ed using the MEGA2
software．Results Among 32 HIV一1 plasma samples，22舭g and 4 P行口gene fragments were ampIif；ied
and analyzed．Five HIV一1 subtypes or circulating recombinant forms(CRFs)of HIV一1 including Thai B(2

strains)，B(9 strajns)，C(2 strains)，CRF07 BC(5 strains)，CRF01 AE(4 strains)were identified being

circulatedin Be巧ing．The gene出vergences of g昭。gene inside the subtypes were 6．6％，4．3％，6．8％，
4．9％and 3．O％in subtype B，Thai B，C，CRF01 AE and CRF07 BC respectivelv．Subtypes B were

predominant in Beijing，accounted for 40．9％among 22 samples．ConcIusion Five HIV一1 subtypes were

identified in Be巧ing and the surveillance of HIV一1 gene variation should be paid more attention to．
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由于人类免疫缺陷病毒(HIV)的反转录酶缺乏

矫正功能，加上病毒群体的快速更替，使得HIV呈

现高度变异性，在HIV全球的传播过程中产生了许

多具有相对独立基因序列特征的组和亚型(包括

M、N和O三个组，M组又进一步分为A～D、F～H、

J和K 9个亚型⋯)。通过序列测定方法研究某一

地区的HIV亚型分布和基因变异情况，可以了解该

地区流行毒株的种类、来源、人群分布、流行时间，对
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掌握HIV传播规律和流行趋势、指导艾滋病预防控

制具有重要的指导意义和理论价值。本文对北京市

HIV一1流行株职g和e”砂基因进行了序列分析和亚

型研究，结果报告如下。

材料与方法

1．样本来源：随机选取北京市2006年新确证的

北京市户籍的HIV一1抗体阳性者血浆标本32份。

使用德国Qiagen公司的QIAamp virual Mini Kit从

血浆中提取RNA。

2．PCR引物设计：设计合成扩增肼g和8佗口基

因多对PCR引物，序列见表1。提取的RNA样品
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采用一步法RNA PCR试剂盒[One step RNA PCR 亚型‘4J。

!i÷!AMV!，TaK：曼皇反转录，然后用巢式PcR分别 结 果
扩增e”口和舭g基因。 一

表1 扩增使用的PCR引物

扩增区引物名称 序列(5’～3 7) 用途位置(}ⅨB2)

3．PCR扩增条件：舭g基因以gag—F2和gag—E2

为外侧扩增引物进行第一轮PCR反应，条件为：

50℃反转录30 min，95℃灭活反转录酶5 min；94℃

变性30 s，55℃退火30 s，72℃延伸120 s，30个循环；

72℃延伸10 min，取5扯1第一轮PcR产物，以306

和c—gag为内侧引物进行第二轮PCR，条件为95℃

变性5 min；94℃变性30 s，55℃退火30 s，72℃延伸

2 min，30个循环；72℃延伸10 min幢1。

g咒勘基因以ED5和EDl2为外引物进行第一轮

PCR反应，条件为50℃反转录30 min，94℃灭活反

转录酶2 min；94℃变性1 min，55℃退火1 min，72℃

延伸90 s，2个循环；94℃变性15 s，55℃退火45 s，

72℃延伸90 s，30个循环；72℃延伸5 min。取5肚l第

一轮PCR产物为模板，Env7和Env8为内侧引物进

行第二轮PCR扩增，条件为94℃变性2 min，55℃退

火45 s，72℃延伸90 s，1个循环；94℃变性30 s，55℃

退火30 s，72℃延伸90 s，30个循环；72℃延伸

10 min[3]。

4．PCR产物的纯化和测序：PCR产物经过1％

琼脂糖凝胶电泳，与Marker对照判定无误后，切下

特异扩增条带，使用德国Qiagen公司的Gel

Extraction Kit进行PCR产物纯化。然后用美国

Applied Biosystem 公司的 BigDye Terminator

Sequencing Kit和ABI 377型DNA测序仪测序。

5．序列分析：序列分析用Vector NTI Suite 8软

件和Bioedit软件进行编辑、校正。系统进化树分析

用MEGA(version 2)与HIV一1各个亚型国际参考株

比较，通过系统进化分析，最后确定HIV一1病毒基因

1．标本来源和扩增情况：32份标本中最终扩增

得到22份样品的舭譬基因序列(扩增率68．75％)，

成功扩增舭g基因22份标本中有4份标本成功扩

增删勘基因序列(扩增率12．5％)。22份标本中3

份来自VCT咨询检测门诊，为同性恋人群；4份来

自劳教所，为静脉吸毒人群；15份来自医院就诊和

体检人群，其中3份标本来自性病门诊患者。

2．系统进化树分析：将得到的舭g和e”训基因

与HIV一1各个亚型国际参考株比较，并进行系统进

化分析，有9份与欧美B亚型B．FR．83．HXB2株聚

集在一起，组内离散率为6．o％；2份与泰国B(B7)亚

型B．TH．92．92TH014株聚集在一起，组内离散率为

6．1％；2份与C亚型C．IN．95．95IN21068株聚集

在一起，组内离散率为9．1％；5份与流行重组型

CRF07 BC亚型07 BC．CN．97．CN54株聚集在一

起，组内离散率为2．9％；4份与流行重组型

CRF01 AE亚型01 AE．TH．90．CM240株聚集在

一起，组内离散率为3．4％(表2)。4份e，z口基因系

统进化分析同舭g基因结果一致，2份同CRF07

BC流行重组亚型07 BC．CN．97．CN54株聚在一

起，组内离散率为10．9％，1份与B亚型B．FR．83．

HXB2。LAI—IIIB—BRU株聚集在一起，1份与B 7亚型

B．TH．92．92TH014株聚集在一起(表3)。

表2 北京市HIV一1毒株肜g基因与各亚型

参考毒株的平均基因离散率

表3 北京市HIV—l毒株P玑，基因与各亚型

参考毒株的平均基因离散率
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本次调查发现，2006年北京市HIV一1感染者当

中存在B、B 7、C 3种亚型和CRF01 AE，cRF07

BC 2种重组亚型的流行，所占比例依次为40．9％、

9．1％、9．1％、18．2％、22．7％，主要流行的HIV一1亚

型为欧美B亚型。

3．不同传播途径的亚型分布：在北京市户籍人

口HIV一1感染者中HIV一1亚型分布特点也不相同。

吸毒人群中主要存在CRF07 BC；通过异性传播感

染的人群中存在B、B’、C和CRF01 AE 4种亚型；

同性恋人群中主要存在B、CRF01 AE和CRF07

BC 3种亚型，比文献[5]报道的多了2种亚型；采供

血感染的病例为B‘亚型(表4)。

表4 北京市户籍人口HIV．1感染者中不同传播途径的

HIV亚型分布

同一个亚型在不同人群中的基因离散率也有不

同。从CRF07 BC重组亚型毒株离散率来看，组内

离散率为3．o％，在吸毒者中重组亚型的基因离散率

为2．4％，提示该亚型毒株在吸毒者中流行的过程中

变异较小，与文献[6，7]报道的一致。CRF01 AE

流行重组亚型组内离散率为3．4％，在异性传播人群

中离散率为5．1％，提示CRF01 AE流行重组亚型

在异性传播人群中变异较大，流行时间相对较长。

B亚型组内离散率为6．3％，在同性传播人群中的离

散率为2．8％，在异性传播人群中的离散率为6．7％，

提示B亚型在异性传播人群中变异率大，流行时间

也较长。经采供血感染的病例长期居住在山东，在

当地通过有偿献血感染HIV一1，系统进化分析表明

BJ06109与B．TH．92．92TH014株聚集在一起，基

因离散率为3．8％。本次研究未发现在北京市存在

通过输献血感染的病例。

讨 论

截止到2006年10月底，北京市2006年新报告

北京籍HIV感染者和艾滋病患者130例。本次成

功扩增了22例(16．9％)感染者的舭g基因和4例

g帆，基因，从分子水平上证实了北京市居民中

HIV一1毒株存在亚型多样性、不同人群中的流行株

存在差异性与聚集性的特点。

北京市HIV的传播以静脉吸毒和性传播为主，

静脉吸毒人群中HIV一1亚型比较单～，以CRF07

BC为主，性传播人群中HIV一1亚型分布广泛，包括

B、B’、C和CRF01 AE 4种亚型。

我国首例HIV感染者是于1985年在北京市发

现的旧’9]。随着改革开放，北京市作为首都逐渐成

为国际化的大都市，国际人员往来和国内人口流动

日益频繁，国际上和全国各地区流行的HIV一1主要

亚型在北京市均有发现。多种HIV一1亚型的出现，

为北京市今后艾滋病预防和控制工作提出了更为严

峻的挑战。
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