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河南省人免疫缺陷病毒1型流行现状研究

赵飞王哲朱谦崔兆麟
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·现场调查·

【摘要】 目的了解河南省人免疫缺陷病毒l型(HIV-1)毒株的亚型状况及序列变异、流行特征，分

析其传播来源和传播规律。方法对2006--2007年在河南省采集的1287例HIV-1感染者抽取静脉血，用

巢式聚合酶链反应(nest-PCR)对单个核细胞中前病毒脱氧核糖核酸的enff基阒和gag基因进行扩增，并测

定和分析核苷酸序列。结果1287份样本中存在B’、C亚型及BC、AE两个重组亚型，其在所有分析样本

中的比例分别为95．882％(1234／1287)、0．466％(6／1287)、2．875％(37／1287)、0．777％(10／1287)。与国内

及国际的参考毒株RL42、C．95in21068、07．BC．CN．97．C54A、01AE．TH．90．CM240问的离散率分别为

(9．327±0．245)％、(5．214±0．183)％、(6．278±0．194)％、(5．332±0．1 58)％。结论 目前河南省艾滋病感

染者中有B’、c亚型及BC、AE两个重组亚型。泰国B’亚型依然占主导地位。B’亚型以既往有偿献血人

员为主，BC亚型以性传播为主，AE亚型以性传播及既往献血途径为主，c亚型以性传播为主。
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Studies on HIV—I strains in Henan province 删0 Fei，WANG Zhe，ZHU Qian，CUl Zhao—lin．Heflirt
PJ例inciaf Center for Disease Control and Prevention．Zhengzhou 4500 l 6．China

【Abstraet】 ob．iective To study the epidemic status of human immunodeficieney virus type 1

(HIv-1)subtypes and sequence variation in Henan thus to explore the characteristics and sources of

transmission．Methods HIV二l env and gag gene were amplified by nested PCR from uncultured peripheral

blood mononuclear cells(PBMCs)obtained from 1287 HIV二l carriers confirmed in Henan from 2006 to

2007．1 287 env and gaggenes were obtained from the patients．Results Among l 287 samples．there were 4

HIV-1 strains including subtype B’。C and recombinant subtype BC and AE．accounting for 95．882％(1234／

1287)，0．466％(6／1287)，2．875％(37／1287)，0．777％(10／1287)respectively．In comparison with the sequence

of the intemational strains of RL42．C．95in21068，07．BC．CN．97．C54A，01AE．TH．90．CM240，the genetic

divergence was 9．327％±0．245％．5．2 1 4％±0．183％，6．278％±0．1 94％and 5．332％±0．1 58％，respectively．

Conclusion There were 4 HIV二1 strains including subtype B’．C and recombinant subtype BC and AE in

Henan with main dominant subtype as subtype B’which was closely related to HIV二l strains ofThailand

B’．The major transmit route in subtype B’was through blood donation in the paSt years while with BC，it

WaS through sexual transmission．The major transmit routes in subtypeAE were sexual transmission and blood
donation．The major route of仃ansmission in subtype Cwas through sexllal contact．

【Key words】Human immunodeficiency virus type l；Subtype；Nested PCR；Sequence analysis

HIV根据血清学及病毒核酸序列可以分为

HIV-1、HIV-2两型。根据env基因(编码包膜蛋白)

和gag基因(编码壳蛋白)序列的同源性将HIV-1分

为M、N、O三个组⋯。由于HIV的高度变异，分离和

鉴定感染人群中HIV-1亚型的分布特点并监测其变

化过程，是研制有针对性的HIV-1疫苗的重要课题，

同时也是研究HIV-1生物学特性的基础h]。HIV-1

型内，各亚型之间的基因离散率为20％～35％，同一

亚型的基|天I离散率为7％～20％。单一亚型毒株疫

苗难以保护其他亚型流行株，定期对HIV进行亚型

测定和分析是艾滋病防治工作中不可缺少的。因此

必须立足我国自身情况，开展针对中国流行株的艾
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滋病疫苗研究。有资料显示，不同的亚型对非核苷

酸反转录酶抑制剂具有不同的敏感性。因此在开发

及使用抗病毒药物时，要考虑到哑型的差别幢1。

河南省在20世纪90年代中期许多既往献血者

由于不规范的采咀导致感染HIV，1998年我国政府

对采血点进行规范，并对既往献血人员进行检测。

到2006年，河南省一共确认35 232名HIV感染者，

21 828例艾滋病患者，其中7107例死亡。河南省目

前有53％的艾滋病患者进行了抗病毒治疗n1，并于

2004年lO月完成既往有偿献血人员的普查，详细掌

握了HIV感染者的感染状况及流行病学资料，但是

对HIV感染者的亚型分布状况，知之甚少。本研究

对2006—2007年河南省发现的1287份HIV-1毒株

进行实验室及流行病学分析，报告如下。
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材料与方法
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1．标本来源及处理：2006—2007年河南省发现

的1287例经确认的HIV-1抗体阳性者，其中男680

例，女607例，年龄18。59岁。1144例(89．7％)为既

往有偿献血者，104例(8．02％)为经性传播者，受血

感染为21例(1．63％)，母婴传播为10例(o．78％)，吸毒

感染为8例(O．62％)。共有388例进行抗病毒治疗，

其中212例服用Stavudine(D4T)+Lamivudine

(3TC)+Nevirapine(NVP)，147例服用Zidovudine

(AZT)+3TC+NVP，29例服用D4T+3TC+

Efavirenz(EFV)。每名对象采集静脉血5～7 ml，

乙二胺四乙酸(EDTA)抗凝(1．5％)，采血后4 h内，

离心半径6 cm，1200 r／min离心20 min，提取外周血

单个核细胞(PBMC)，一20℃保存。

2．核酸提取：采用德国Qiaegen公司的DNA
Blood Mini Kit，按照说明书操作步骤逐步提取样

本外周血单个核细胞HIV-1前病毒DNA。加入含

6 p∥ml蛋白酶K的裂解液(10 mmol／LTris．HCl，pH

值8．4，50 mmol／L KCl，2．5 mmoVL MgCl2，0．1％

gelatin，0．45％NP40，0．45％Tween 228)成为6×106

的细胞浓度，60℃温育2 h后，95℃15 min灭活蛋白

酶K，样品一20℃保存。

3．聚合酶链反应(PCR)：按巢式PCR方法，设计

合成多对PCR引物，扩增HIV-1 enu基凶及gag基冈

(表1)。所有反应均采用50 ul反应体系。

表1 PCR和测序引物

引物 序 列
位置 长度

(HXB2)(bp)

Env Env—Bl ATGGGp(rCAAAGCCl：AAAGCC卢汀(n’G6557～6582 1250

Env-4 GCCC觚AGTGCTTCCTGCTGCTCC 7811～7792
Env-7 1GTCAGCACAG，rACAATGl：c虻ACA=IjG 7002～702l 668

Env一8 TTCACrr(1℃CA K几陌阿℃C 7668—7648

Env—D Cr《了几1AA芦汀GGCAGTCTGGCAG

Gag GagF2 ATG GGTGCGAGAGCGTCARTATTAA 790—814 1242

Gage2 TCCAACAGCCCr几玳CTAGG 2032—201 1

306 C,CKjAAAAA A：rTC GCTTAAGGCC 836—857 671

c—gag TAGTTCCTGCTATRT CAC1TCC 1507—1486

(1)e／l'v区反应条件：用外侧引物Env—B1／Env一4进

行第1次PCR反应，94℃3 min，52℃30 S，72℃3 min，
1个循环；94℃30 S，52℃30 S，720C 1 min，30个循

环；720C延伸10 min。第2次PCR以Env．7／Env．8为

内侧引物，取第l轮PCR产物5¨l为模板，94℃3 rain，
55cC 30 s，72℃3 min，1个循环；94℃30 s，55℃

30 S，72℃1 min，30个循环；72℃延伸10 min。

(2)gag区反应条件：用外侧引物GagF2／Gage2

进行第1次PCR反应，94℃5 min，520C1 min，72℃

150 S，1个循环；94℃30 S，52℃30 S，72℃90 s，30个

循环；72℃延伸10 min。第2次PCR以306／c．gag为

内侧引物，取第l轮PCR产物5“l为模板，94℃2

min，50℃50 S，720C 90 S，1个循环；94℃30 S，50℃

30 S，72℃1 min，35个循环；72℃延伸10 min。

4．PCR产物的纯化：PCR产物经l％琼脂糖凝

胶电泳，与标准对照判定无误后，切下特异扩增带，

用Qiaegen公司的Qiaex试剂，按说明提纯扩增的
HIV-I DNA片段。回收的DNA溶于10 mmol／L

"Iris—HCI，pH值8．7，经琼脂糖凝胶电泳与分子量标

准比较估算核酸浓度。

5．核苷酸序列测定：分别使用Env．D3和306作

为en,v区和gag区的测序引物，以eny区和gag区的产

物为模板，用ABI公司荧光标记末端终止物循环测

序试剂盒，在PE公司9600型PCR仪上进行测序反

应，模板用量约1 gg，引物用量为6 pmol。反应产物

经提纯后用自动DNA序列分析仪进行序列测定。

6．序列分析：测得的序列用SeqEdit软件(ABI公

司研发)和DNA软件进行编辑校正，每个样品核苷

酸的最终序列根据2个同向测序引物所测结果重叠

校核后确定。序列的排列、比较和同源性等分析使用

威斯康星GCG公司软件包完成，具体包括：①用

SeaView、Clustalx程序对样品及国际标准序列的排

列和比较；②用Pretty程序计算l组序列的共享序列

(consensus sequence)；③用Distances计算1组序列

间的基冈离散率；④用Growtree程序做系统树分析。

结 果

1．河南省HIV-1亚型分布：1287份样本中存在

B’、C亚型及BC、AE重组亚型，其在所有分析样本

中的比例分别为95．882％(1234／1287)、0．466％(6／

1287)、2．875％(37／1287)、0．777％(10／1287)。

2．河南省HIV-1亚型的传播途径及人群分布

特点：既往有偿献血人员中，主要的流行株是B’亚

型(98．5％)，第2至4位的分别是BC亚型(0．9％)、AE

亚型(0．4％)和c亚型(0．2％)。性传播人群中，主要

的流行株是B’亚型(72．1％)，第2至4位的分别是

BC亚型(21．2％)、AE亚型(3．8％)、C亚型(2．9％)。

受血人群巾，主要的流行株是B’亚型(90．4％)。母

婴传播中，主要的流行株足B’亚型(70．0％)，第2至

3位的分别是BC哑型(20．0％)、C亚型(10．0％)。吸

毒人群中，主要的流行株是B’亚型(75．o％)，第2位
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的是BC亚型(25．O％)。非既往有偿献血人员的艾

滋病感染者中，C亚型及BC、AE亚型的比例明显高

于既往有偿献血人员。

B’亚型感染以既往有偿献血人员为主，BC亚

型的以性传播为主，在37例BC亚型中有22例为经

性传播，其余15例中吸毒2例、母婴传播2例、输血

及受血感染为1l例(由于在许多地方还存在歧视现

象，有一部分感染者会把经性传播和吸毒传播改成

输血感染)。10例AE亚型以性传播及既往献m途

径为主(分别为4和5例)。6例c亚型感染中有3例

为性传播。6例同性恋HIV阳性感染者均为B’亚

型，其中1例为B’(BR／FR)亚型，1例B’(IT)亚型，

1例B’(KR)亚型。经分析，离散率和国际标准B’

病毒株均大于15．0％，组内离散率为10．7％，提示变

异较大且来源分散(表2)。

表2河南省HIV-I亚型的传播途径及人群分布

注：括号外数据为例数，括号内数据为构成比(％)

3．河南省HIV-1亚型的地区分布特点：河南省

艾滋病的主要传播途径是既往有偿献血，来自该人

群的1287份样本中1201例为河南省籍，86例为外

省籍。在发现的53例非B’亚型中，河南籍45例(其

中11例有外出打工史)，外省籍有8例。这8例外省

籍非B’亚型HIV感染者中，有2例(BC亚型)分别来

自广东省江门市和福建省泉州市，6例为云南省瑞

丽地区的外来妇女，其中3例(均为BC亚型)有静脉

吸毒史，2例(AE及c亚型)为经性传播，1例(c亚

型)自诉有献血史。

4．河南省HIV-1毒株与部分国内和国际代表株

的基因离散率：B’、C亚型及2个重组亚犁BC、AE

间的组内离散率分别为(7．342-4-0．265)％、(4．576±

0．126)％、(5．107±0．221)％和(4．676±0．135)％。与

国内、国际参考毒株RL42、C．95in21068、07．BC．

CN．97．C54A、01AE．TH．90．CM240间的离散率分别

为(9．327±0．245)％、(5．214±0．183)％、(6．278±

0．194)％和(5．332±0．158)％。

讨 论

目前国际上很少有国家进行过大规模多种人群

的HⅣ分子流行病学调查，许多国家希望得到较全

面的分子流行病学资料，但多凶不具备良好的现场

条件或已错过了最佳的调查时机而未能得以实现。

我围在1996—1998年完成了“全国HIV分子流行病

学调查研究”，并发现在国内存在着HIV-1的A、B、

C、D、E、F、G亚型、HIV-2型病毒株和B’／C重组病毒

株，查明了在不同人群和不同地区病毒株的分布情

况。在已确证HIV-1阳性的19例河南省籍献血员

中，HIV-1病毒株属泰国B’亚型，并与我国云南省德

宏B’亚型病毒株密切相关。此为河南省最早作出

的HⅣ亚型分析[4]。2002--2004年中国疾病预防控

制中心性病艾滋病中心在全国范围内开展了“全国

HIV分子流行病学调查及数据库的建立”项目，从26

个省、市、自治区共随机收集1048例HIV阳性样

本。结果显示，河南省的28例献血员均为B’亚型。

此为河南省第二次作出的HIV亚型分析H1。

此次“河南省HIV-1流行现状研究”为在河南省

内进行的第三次大规模的HⅣ分子流行病学调查，

获得1287例艾滋病感染者的HIV-1亚利结果。研究

范围覆盖了河南省的18个地区，采血人群包括既往

献血者、性病门诊者、暗娼、吸毒人员、同性恋者、受

血人员等。河南省HⅣ分子流行病学研究得益于遍

布全省的防疫网络和近年来建立起来的HIV实验室

系统，且是在流行的早期就对疫情进行分子流行病

学监测，掌握了较完整的标本和数据。该研究通过

现场HIV分子流行病学调查，结合实验室研究数据

进行亚型多因素分析，对HIV-1病毒株enu基因及

gag基因序列进行测定和分析，了解河南省HIV流

行范围和在人群中的分布变化，追踪其亚型及HIV

流行代表株以及变异情况。

在对1287例HIV-1阳性感染者PBMC中

HIV-I enu基因及gag基因序列进行分析后发现，目

前河南省HIV感染仍以B’亚型为主，但也出现了C

亚型及BC、AE两个重组业型，这是以往的研究所未

出现的。河南省HIV—l B’亚型已经产生了一定变

异，在1998年所做的19人份的研究中，本型内、泰国

B’亚型、欧美B’亚型的基因离散率分另U为(4．41±

2．88)％、(4．57±2．13)％、(15．89±2．43)％。2002年

所做的28人份的研究中，本利内、泰国B’亚型、欧美

B’亚型的基因离散率分别为(5．75±2．89)％、

(5．80±1．76)％、(18．05±1．84)％。2007年的本型

内、泰国B’亚型、欧美B’亚型的基因离散率分别为

(7．34±0．27)％、(9．327±0．245)％、(20．12±2．36)％。

同1998年和2002年的研究相比，B’亚型离散率增
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大。从本研究中HIV-1基因离散率的结果看，1234

个B’亚型病毒株问的基因离散率为7．342％，这表明

HIV-1 B’亚型在河南省内的流行已有一段时间b1。

根据HIV-1基因平均每年以o．5％～1．o％的速率变

异计算，可以认为HIV-I B’亚型在河南省内的流行

时间大约在10～16年之间哺】，且已经产生比较大的

变异，与2002年和1998年的研究相比，B’亚型组内

的离散率增大，提示B’亚型在河南省流行的时间较

长。近几年随着流动人口的增多使河南省HIV亚型

呈现m多元化的特点，应该加大对各种流动人员的

HIV检测及监测。
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浙江省舟山海岛人群肾结石流行现状及危险因素分析

何静兵谢辉孙文斌李舟跃刘玉海王国荣 张世宏唐安

肾结石是一种严重威胁人类健康的多发疾病，其病l太l较

为复杂，涉及到遗传、环境、生活膳食习惯等多种闲素。舟山

海岛地区人群有着特有的生活方式和饮食习惯，2007年在该

地区开展了肾结石的流行病学调查，现撤告如下。

1．对象与方法：调查对象为年龄15岁以上、在舟11I地区

居住5年以上(含5年)的居民；采取整群分层随机抽样方法，

调查5938人，其中5915人(男2239人、女3676人)进行B超

检查和有效问卷应答，应答率99．6l％。调杳方法为自制调

查问卷，内容包括：一般人口学特征(性别、年龄、职业等)、饮

食习惯、尿路感染病史等13个项目，进行最化与编码，由经过

统一培训的调查员直接向调查对象询问调查，同R寸收集研究

对象的B超检查结果。B超检查图像表现为：①肾内见强光

点或强光团同声，其后方伴有垂直声影；或②肾内见多个回

声光带、强回声和声影等，即诊断为肾结石。本研究以≥

3 mm为结石诊断标准⋯。由调奄人员对调查表格和B超检

查结果进行统一编码。用SPSS 11．5软件包进行数据分析，

单因素分析采用f检验，多因素用非条件logistic回归分析。

2．结果与分析：本次有效调查5915人，其中城区2371

人，渔农村3544人。B超检查结果表明，肾结石患者578例，

患病率为9．8％。其中男性300例，患病率13．4％；女性278

例，患病率7．6％。

(1)单因素分析：对调查表中所有研究因素分别做)C2检
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验，发现有统计学意义的因素为性别(男性患病率明显高于

女性)、年龄(25。34岁是高发年龄段，患病率达13．2％)、

BMI(患病率与BMI旱正相关，最高30．8％，最低仅6．7％)；此

外随文化程度的提高，患病率相应升高(大专文化程度以上

者达12．8％)；不同职业的患病率也不同，渔船民、机关事业

单位人员肾结石患病率较高，学生、农民患病率较低；肾结石

还与饮食习惯(喜好吃高蛋白的患病率高，其中好吃海鲜者

13．8％，好吃肉蛋者13．9％)、饮水量(3>3000 ml／d者患病率

最低，为3．1％)有关；曾有尿路感染患病史者患病率高

(16．6％)；但发病与所在地区(城市、农村)无相关性。

(2)多岗素分析：为了正确估计多因素的综合影响，将单

因素分析中P<0．05的变量用逐步后退法做非条件logistic回

归分析，最终进入模型的因素有性别(OR=O．543，95％C／：

0．454～0．649)、文化程度(D尺一1．253，95％C／：1．151—

1．364)、饮食习惯(OR=O．882，95％CI：0．823～0．944)、BMl分

级(OR=1．274，95％C／：1．142—1．421)、尿路感染病史(OR=

2．126，95％C／：1．663—2．718)。

舟山海岛人群肾结石的患病率较高，可能与诸多因素有

关。应重视海岛地区居民肾结石的防治，加强其危险因素的

控制，尤其应该加强对男性、有尿路感染病史者、高文化程度

者、肥胖者及渔船民等高危人群的健康教育，改变不良生活

习惯，从而降低其患病率。
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