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艾滋病病毒长期不进展者、缓慢进展者、

高危暴露者以及正常人群APOBEC3G
mRNA水平的差异

刘永健 李林 鲍作义 刘思扬 庄道民 李韩平 李敬云

·实验室研究-

【摘要】 目的 检测我国中部地区艾滋病病毒(HIV)流行区4类不同人群APOBEC3G(hA3G)

mRNA水平的差异并分析其与疾病进程的关系。方法 采集研究人群的静脉全血标本，分离外周血

单核细胞(PBMCs)，冻存于液氮中；复苏PBMCs，提取总RNA，mRNA体外逆转录为cDNA，应用实时

定量聚合酶链反应(PCR)检测不同人群血标本APoBEC3G mRNA的水平。结果 HIv长期不进展

者标本13份，其cD?T淋巴细胞计数平均为(716±169)个／“l，平均感染时间为(12．5±2，3)年；HIv

缓慢进展者标本48份，其cⅨT淋巴细胞计数平均为(233±144)个／肛l，平均感染时间为(10．7±

2．2)年。HIV长期不进展者APOBEC3G mRNA水平高于正常人群的水平；HIV缓慢进展者

APOBEC3G mRNA水平高于高危人群和正常人群的水平。HIv长期不进展者和缓慢进展者的

CD：T淋巴细胞数量与APoBEC3G mRNA水平无相关性。结论 我国中部地区HIV流行区4类不

同人群APoBEC3G mRNA水平存在差异，并且HIv长期不进展者和缓慢进展者CD：T淋巴细胞数

量与APOBEC3G mRNA水平无相关性。
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Study on the difference 0f the APoBEC3G mRNA Ievels amOng HIV Iong-term nonprOgressOrS，slOw

progr鹤sors，peopIe at high risks and normal people Lf己，y0携g．歹缸挖，L，L加，BA0 Z越。一∥，LfU Si一3投雄g，

ZHUA NG Dao一7ni傩，Lf Ha竹一pi7lg，L工‘『ing一)眦竹．工扎s“￡“￡e q厂Micr06io￡ogy a视d Epidemio￡ogy，Acad已7"y 0，

M甜i￡nrv M毒dic口Z&妇72c8，Beiii咒g 100071，China

(乃r船po咒扰咒g口乱￡^or：L，丘挖g-3w扎，Email：l巧y@nic．bmi．ac．cn
【Abstract】 objective To examine the APOBEC3G(hA3G)mRNA 1evels of four different grOups

in the human immunodeficiency virus(HIV)prevalent areas in central China and to analyze the relationship

between hA3G mRNA levels and HIV disease progression．Methods We collected peripheral b100d and

isolated the peripheral boold monouuclear cells(PBMCs)，and then cryo—preserved the PBMCs in liquid

nitrogen． Prior to the total extraction of RNA，PBM(名 were resuscitated and mRNA were reverse

Transcripted to cDNA in vitro，Real—time p01ymerase chain reaction(PCR)was used to test hA3G mRNA

1evels of different groups．Results There were 13 HIV long term non—progressors with the mean cDf T

lymphocyte count as(716±169)per肛l and the mean affection time as(12．5±2．3)years．There were 48

HIV slow progresSors with the mean cDf T lymphocyte count as(233±144)per弘l and the mean affecti。n

time as(10．7±2．2)years．The hA3G mRNA 1evel of HIV 10ng term nonprogressors was higher than that

of normaI pe。ple while the hA3G mRNA level of HIV slow prOgreSsors was higher than that of normal

people and high risk peOple．There were no correlations between cDf T lymphocyte count and hA3G mRNA

levels of HIV long term nonprogressors aS well aS in HIV slow progressors．ConeIusion There was

difference found in the hA3G mRNA levels of four groups in the HIV popular area in central China while no

correlation between C【X T lymphocyte count and hA3G mRNA levels of HIV long term nonprogressOrs as

well as in HIV slow progressorS were found，
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APoBEc蛋白可以使胞嘧啶脱氨基，具有体外

抗逆转录病毒的作用。1。3。。其中APOBEC3家族有

A～G七个成员，它们排列在22号染色体上¨1，

APOBEC3G(hA3G)是研究较多的一个。在HIv一1

的辅助蛋白Vif不存在的情况下，hA3G被打包进入

病毒颗粒，并且导致病毒基因组发生G—A的高度

变异。3’5I。在病毒颗粒内部，Vif蛋白通过阻止

hA3G蛋白的壳体化和诱导hA3G蛋白酶体途径降

解，来抵抗hA3G蛋白的作用。6’7I。然而，过量表达

hA3G能够阻断Vif对hA3G的降解作用，表明调控

hA3G的表达是抗病毒治疗的一个新的策略∽’9I。

本研究应用了△△C，相对定量法，检测了HIv感染

者中的部分长期不进展人群、缓慢进展人群、高危暴

露人群以及正常人群hA3G mRNA的相对水平，并

比较不同人群之间的差异。

材料与方法

1．人群定义：HIV感染长期不进展者

(LTNPs)：感染时间>10年，没有接受过抗病毒治

疗，cD?T淋巴细胞数>500个／肛l。1“12 o。HIV感染

缓慢进展者(SP)：感染时间>10年，没有接受过抗

病毒治疗，CDi T淋巴细胞数<500个／肛l。13’14]。

HIV高危暴露者(HR)：HIV感染者的配偶，有正常

的夫妻生活，本人HIV抗体阴性。正常人群(NP)：

未曾暴露于HIV，HIV抗体阴性的人群。

2．样本：13份HIV感染LTNPs血标本，其

cD?T淋巴细胞计数均>500个／弘l；48份HIV感

染sP标本，其cDf T淋巴细胞计数均<500个／弘l；

29份HIv HR标本；以上标本均于2002年采集自

河南省农村；11份2004年采集的NP静脉全血标

本。实验对照：2004年分离的NP外周血单核细胞

(PBMCs)20管，每次实验以其中一管为对照。所有

样本均分离PBMCs，液氮冻存待检。

3．CD：T淋巴细胞计数：HIV LTNPs和SP全

血标本经EDTA抗凝，以BD公司CD3／CD。／CD。三

色试剂，上流式细胞仪使用Multiset软件测定

CD?T淋巴细胞绝对计数。

4．PBMC。总RNA提取：37℃复苏液氮冻存的

PBMC。，吸取细胞悬液100弘l，使用BiofluX公司总

RNA提取试剂盒(Simply P Total RNA Extraction

Kit)提取总RNA。

5．由mRNA逆转录生成cDNA：使用TaqMan

Reverse Transcription Reagent(ABI)试剂盒，采用

10肛l的反应体系：1弘1 10×TaqMan RT缓冲液，

2．2肛l MgCl2(25 mm01)，2弘l dNTP(10 mm01)，

0．5}上l随机引物(50弘moI)，0．2弘l RNA酶抑制剂

(20 U)，0．25肛l反转录酶(50 U)，3．85肛1 RNA样

本。反应条件：25℃孵育10 min，48℃反转录

30 min，95℃灭活反转录酶5 min。

6．实时荧光定量PCR：以SYBR Green作为荧

光染料，以人G—actin作为标准化对照，设计针对

hA3G和B—actin的特异性引物，应用△△C。相对定

量法，测定hA3G mRNA的相对水平。每份样本做

2复孔。引物序列见表1。采用50肚l的反应体系：

25肚l Power SYBR Green PCR Master Mix，浓度为

20弘mol的正向引物、反向引物各0．5肛1，cDNA产物

1肛l，水23弘l。反应条件：50℃2 min一95℃

10 min；然后95℃15 s一60℃1 min，40个循环，在

60℃步骤收集荧光信号。

表1 实时定量PcR反应引物序列

7．hA3G mRNA丰度水平的计算：以健康人群

的PBMCs为实验对照，将其hA3G mRNA相对于

|3一actin mRNA的水平定为1，其余标本与实验对照

作比较。每次实验均以一管2004年分离的NP

PBMCs为实验对照，这样就使每次实验有了可比

性。表2是选取了3份标本，计算其hA3G mRNA

水平的方法。

表2 hA3G mRNA水平的计算

8．统计学分析：应用SPSS 10．0软件对结果进

行统计分析。

结 果

1．HIV LTNPs、SP CD：T淋巴细胞数目检测：
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使用流式细胞仪FACSCalmur测定cDj T淋巴细胞

绝对计数，HIV LTNPs标本13份，其cDf T淋巴

细胞计数平均为(716±169)个／肚l；HIV SP标本48

份，其CD：T淋巴细胞计数平均为(233±144)

个／扯l。

2．检测hA3G mRNA的实时定量PCR扩增：图

1是一个标本的实时定量PCR扩增曲线图，横轴是

检测标本的C，值，纵轴是△Rn(荧光信号减去基线

的信号，它随着PCR扩增的而增加，直至PCR到达

平台期)。hA3G和B—actin各做2孑L，其扩增曲线几

乎是重叠的，说明一致性很好。
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图1 实时定量PCR扩增曲线

实验对照还起到质量控制的作用，实验中共使

用实验对照10次。10次实验中检测hA3G和

G—actin的2复孔平均C。值变异系数(CV)分别是

1．33％和1．46％，变异系数很小，实验的重复性

很好。

3．不同人群标本hA3G mRNA水平：HIV

LTNPs、HIV SP、HIV HR、HIV NP标本的hA3G

mRNA平均水平分别是1．24±0．16、1．23±0．18、

1．14±0．21、1．02±0．05。应用SPSS 10～软件

independent sample T test方法对结果进行统计分

析，结果见表3。

表3 不同人群标本的hA3G mRNA水平统计分析

注：。无统计学意义；6有统计学意义

HIV LTNPs人群hA3G mRNA水平大于NP

水平，Hlv sP hA3G mRNA水平大于HR和NP水

平。HIV LTNPs与HIV SP、HIV LTNPs与HR、

HR与NP之间hA3G mRNA水平差异无统计学

意义。

4．HIV LTNPs和HIv SP的CD?T淋巴细胞

数量与hA3G mRNA水平的关系：应用SPSS 10．0

软件Regression方法对cDj T淋巴细胞数目和

hA3G mRNA的水平进行线性回归分析，见图2。

回归方程为y=2E一05z+1．2302(R=0．033，P=

0．801)，回归方程无意义，提示HIV LTNPs和HIV

SP的CD?T淋巴细胞数量与hA3G mRNA水平无

相关性。
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图2 CD?T淋巴细胞数量与l认3G mRNA水平的关系

讨 论

大约5％～10％的HIv感染者在没有进行抗

病毒治疗的情况下，能够维持较高的cDf T淋巴细

胞数和较低的HIV病毒载量，疾病进程非常缓慢，

此类HIV感染者称为长期不进展者‘1 51。HIV感染

者长期生存的潜在机制包含病毒、免疫和遗传方

面。16I。此外，有研究报道，在一个539例的HIV感

染者队列中(感染时间至少10年)有31．0％没有进

展为AIDS，并且了解为什么有些人在CDf T淋巴

细胞数较低的情况下能够生存很长的时间，甚至在

免疫系统遭到破坏的情况下。1 7[。

hA3G／CEMl5是最近发现的一个抗HIV感染

的宿主蛋白，它属于APoBEC3相关蛋白家族。它

具有胞嘧啶脱氨酶的作用，使HIV基因组产生高度

变异，是抵抗HIv感染的一个重要因子。hA3G

mRNA水平的上调表达，可能是HIV LTNPs和SP

能够长期生存、控制疾病进程的一个重要因素。

在本研究中，我们选取河南省某地区的HIV感

染者为研究对象，他们没有接受过HARRT治疗，但

在HIv感染后均存活了10年，我们根据CDf T细
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胞计数将他们分为了HIv LTNPs和SP组。研究

显示，HIv LTNPs、SP与NP对比，确实存在hA3G

mRNA水平的上调现象。证实hA3G mRNA水平

的上调表达可能是导致HIv LTNPs和sP能够长

期生存的重要因素。此外，我们还比较了HIV

LTNPs和SP I约hA3G mRNA水平与CDf T淋巴

细胞数量的关系，结果显示两者之间没有相关性，这

与Cho等∽o的结果是一致的。这一结果表明，无论

HIV感染者的CD?T淋巴细胞数是高还是低，只要

hA3G mRNA水平处于较高的水平，这部分HIV感

染者就能够生存较长的时间。这一结果给我们的另

一个提示就是，CDj T淋巴细胞数和病毒载量可能

并不是评价HIV感染者疾病进程的惟一指标，

hA3G mRNA水平可能也是一个重要的指标。人体

有许多自有的抗病毒蛋白，APoBEC3家族就是其

中之一，这个家族的蛋白都具有抗逆转录病毒作

用啦!。hA3G和3F是其中的两个关系最近的成员，

它们在HIV LTNPs中的水平都有上调现象。9。，并

且hA3G和3F可以形成异源二聚体。1 7‘。可能正是

由于这部分HIv感染者存在APOBEC3A—G mRNA

水平都有上调现象，以致产生协同效应，使得这些

CD：T淋巴细胞数较低的HIV感染者能够生存很

长的时间。

本研究由于LTNPs的标本数较少，导致

LTNPs和HR的hA3G mRNA水平没有统计学意

义。另外，缺少没有接受过HARRT治疗的典型进

展人群的液氮冻存标本，不能分析HIV LTNPs、SP

与典型进展者之间hA3G mRNA水平的差异。有

文献报道，不同进展类型HIV感染者中hA3G

mRNA的水平是HIV LTNPs>HIv阴性人群>

HIV典型进展者¨“。为什么hA3G mRNA的水平

HIV LTNPs>HIV典型进展者，我们推测应该是由

宿主决定的。可能是HIV LTNPs在感染HIV后，

通过体内某个转录激活因子，诱导了hA3G mRNA

的上调表达。APoBEC蛋白和Vif蛋白之间存在一

个平衡汜o，它们之间平衡的破坏，可能就导致了两种

不同的结果。如果平衡向有利于累积APoBEC蛋

白的方向转移，就发展为HIV LTNPs；如果平衡向

不有利于累积APoBEC蛋白的方向转移，就发展为

HIV典型进展者。

打破APOBEC蛋白和vif蛋白之间的平衡，过

量表达APoBEC，特别是hA3G和hA3F，应该是以

后抗病毒治疗、延长HIV感染者生命的一个新的

策略。
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