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·现场调查·

深圳地区吸毒人群HIV-1分子流行病学调查

赵广录冯铁建王晓辉赵锦 石向东 张燕甘永霞 罗贤如

【摘要】 目的 了解HIV-!毒株亚型在深圳地区吸毒人群中的流行情况，并分析其流行趋

势及进化规律。方法收集1996～2008年深圳地区吸毒人群HIV确认阳性样本166例，应用巢

式聚合酶链反应(nPCR)技术，对样本膜蛋白基因(env)进行扩增，并对其基因区核苷酸序列进行

测定和分析。结果 166份样本中共存在CRF01 AE、CRF07 BC、CRF08 BC 3种重组毒株以及

B’、c、A1 3种亚型；其在所有分析样本中的比例分别为65．06％(108／166)、19．88％(33／166)、

6．02％(10／166)、7．23％(12／166)、0．60％(1／166)和1．20％(2／166)；系统进化分析发现，不同时间段

HIV-1各亚型出现较明显的汇聚现象；3个不同时间段所流行的CRF01 AE、CRF07 BC亚型组内

及与标准参考株间的基因离散率有较为显著性的增大趋势。结论深圳地区吸毒人群HIV-1流

行毒株以CRF01 AE重组亚型为主，其次是CRF07 BC重组亚型，也存在CRF08 BC、B’、C、AI亚

型，并且各亚型在流行过程中已发生较大变异。
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【Abstract]0bjecfive To study the prevalent status of human immunodeficiency virus—l

(HIV_1)subtypes in IDU(injecting drug users)population in Shenzhen and to study their source of

infection in order to predict the epidemic仃end and evolution．Methods 166 HIV二1 positive plasma

from the IDUs was collected from 1 996 to 2008．HIV二l env genes were amplified by nested-PCR from

RNA．The C2一V3 regions(450 bp)of HIV．1 e，w were sequenced for analyses．Phylogenetic analyses

were performed on the nucleotide sequence data．Results Among 1 66 samples．there were 6 HIV-l

strains including CRf01 AE．CItF08 BC，CRF07 BC 3 circulating recombinant forms(CRFs)and

B’，C，A】3 subtypes．Data from the genotype analyses showed that 65．06％(108／166)were

CI强0l AE，19．88％(33／166)were CRF07 BC．6．02％(10／166)were CRF08 BC，7．23％(9／166)

were subtype B’．O．60％(1／166)were subtype C and 1．20％(2／166)were subtype AI．Phylogenetic

tree analysis showed that some of HIV．1 clusters defned in CRF01 AE，CRF07 BC and subtype B’

iIl di仃erent time groups．Significant increase of gene distance in CRFO l AE and CRF07 BC strains in

the three different periods．Conclusion CRFOl AE and CRF07 BC were the major epidemic C：RF

strains among the IDU population in Shenzhen while the subtype B’，C。A l and CRF08 BC were also

circulating in IDU population in this region．111e variation of all different subtypes was increasing

through these years．

【Key words】Human immunodeficiency virus；Injecting drug users；Epidemiology，molecular

HIV的一个重要生物学特征是基因的高度变

异；HIV-1型病毒又可分为M、O和N组。M组是全

球主要流行的病毒株，又可分为9个亚型。随着对

M组病毒研究的进一步深入，又发现了不同亚型以

及同一亚型不同毒株间的基因重组现象，称之为流
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行重组形式(CRFs)，共分为34种“巧】。HIV-I er／,u基

因的V3一V4区及其临近区域特别是V3环是主要

中和抗体决定簇和辅助受体的结合部位。因此，ear

区的基因序列特别是v3～V4区及其临近的基因变

异成为研究HIV-t分型的重要依据【61。自深圳地区

1996年在吸毒人群中检出HIV感染者n】，静脉吸毒

成为HIV主要传播途径哺]。本研究对深圳地区吸毒

者中流行的HIV-I亚型分布，及其不同亚型在吸毒

者人群中的流行规律和进化趋势进行分析。
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对象与方法
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1．研究对象及样本：根据1996—2008年每年吸

毒人群HIV-1感染者在所有感染者中所占的比例及

流行趋势，按照单纯随机抽样的方法从深圳市疾病

预防控制中心各年份样本库中抽取10％吸毒感染者

样本共166例，样本均经初筛实验(硒标，PA或

ELISA)和WB确认实验证实为HIV-I抗体阳性样本

作为研究对象，每份样本均有国家执行的网络直报

编号，并对每份样本进行详细的流行病学个案调查，

防止同一人不同年份的样本重复出现的可能。166

例HIV感染者中，男性118‘例(71．1％)，女性48例

(28．9％)。每例对象采集静脉血3～5 ml，EDTA抗

凝(1．5％)，分离血浆，分装，一70 oc冻存备用。根据

1996—2008年深圳地区各年份检出的吸毒者HIV-1

感染例数及所占比例，将其分1996—1999年(吸毒

人群感染占38．9％)、2000—2005年(吸毒人群感染

占57．4％)和2006—2008年(吸毒人群感染占

39．2％)三个阶段进行分析比较。

2．病毒RNA提取：使用QIAamp Viral RNA

extraction Mini Kit(Qiagen，Hilden，Germany)，按

说明书操作步骤提取研究对象的HIV-1 RNA，巢式

PCR扩增蛋白基因(env基因)片段，扩增引物及条件

具体参见文献[9]。

3．PCR产物鉴定和核苷酸序列测定：PCR产物

经2．O％的琼脂糖凝胶电泳鉴定无误后。用207作为

测序引物，取1 ul PCR产物作为模板，用ABI公司

荧光标记末端终止物循环测序试剂盒(Applied

Biosystems，Inc．，Foster City，CA)进行测序反应。反

应产物经ABI P对sM@3130xl测序仪进行序列测定。

4．亚型测定和序列系统树分析：测定后的序列

(除去引物段序列)与HIV-I参考株进行比较分析，

判断出亚型结果。后用ABI公司的SeqEdit软件进

行编辑、校正，然后用GCG公司软件和Mega 3．0软

件对序列进行比较和同源性分析，将排列、校正后的

序列和国际标准参考序列用Pileup、Pretty和Clustal

等软件进行排列和比较，并用Mega软件绘制系统进

化树，用双参数计算法进行基因离散率的计算。

结 果

1．HW-1亚型分布：在166份样本中共存在

CRF01
AE、CRF07_BC、CRF08一BC

3种重组毒株以及

B’、C、A1 3种亚型，各亚型在人群中的分布见表l。

2．HIV-1亚型传播途径分布特点：1996—1999

表1 1996—2008年深圳地Ⅸ吸毒人群中

HIV-1各、亚型的分布

HIV-1亚型 例数 构成(％) HIV-1亚型 例数 构成(％)

CRF01 AE 108 65．06 C l 0．60

CRF07 BC 33 19．88 A1 2 1．20

CRF08 BC lO 6．02
合计 166 100．00

B’ 12 7．23

年主要流行的是CRF01 AE和CRF07 BC重组株和

B’亚型，分别占所有样本分析数的42．86％、28．57％

和28．57％。2000—2005年主要流行的是

CRF01 AE、CRF07 BC、CRF08 BC重组株和B’亚

型，分别占所有样本分析数的56．45％、19．35％、

12．90％和9．68％；在这个时间段发现1例C亚型。

2006—2008年主要流行的是CRF01 AE、

CRF07 BC重组株，占所有样本分析数的74．44％和

18．89％；在这个时间段B’、CRF08 BC和A1亚型各

发现2例。从同一重组株或亚型在不同时间段的分

布来看，重组株CRF01 AE由1996—1999年所占的

42．86％至0 2000—2005年所占56．45％，再至0 2006—

2008年所占74．44％，可以看出该重组株在吸毒者人

群所占的比例有逐渐增大的趋势(表2)。

3．HIV-1各亚型毒株ertv基因区系统树分析：深

表2深圳地区吸毒人群i个不同时间段

HIV-!各亚型的分布

HIV-1亚型1996—1999年2000—2005年2006—2008年合计

注：括号外数据为例数，括号内数据为百分比(％)

圳地区吸毒人群流行的CRF01 AE亚型毒株与代表

株01AEl．CN．97．97CNGX2F(中国株)和0lAE．

TH．90．cM240(泰国株)有较明显的亲缘关系，而远

离01AEl．CF．90．90CFl 1697和01AE．CF．90．90CF402

非洲株。另外从系统树同样可以看出不同时间段吸

毒人群中流行的HIV-1各亚型出现较为明显的汇聚

现象；CRF01 AE亚型在2000—2005年和2006—

2008年均出现7例基因汇聚簇(簇I、簇II)；

CRF BC亚型在2006—2008年出现9例基因汇聚簇

(簇Ⅲ)；在1996—1999年出现4例B’亚型基冈汇聚

簇(簇Ⅳ)。该样本具有较高的同源性，他们自成一

簇，并且在系统树上分支较短，显示出较近的进化关

系(图1)。
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样本
}r本

}r本

图l深圳地区吸毒人群中三个时间段HIV-1各亚型

毒株en,v基因区系统树

4．不同重组株基因离散率进化分析：以1996—

1999年、2000—2005年、2006—2008年均发现的

CRF01 AE和CRF07 BC重组株为例，分析比较不

同时间段基因离散率的不同，表3显示，CRF01 AE

重组株中不同时间段组内的基因离散率是逐渐增大

的，即随着时间的增加该重组株的变异性逐渐增大。

表3深圳地区吸毒人群中三个时间段流行的

CRF01一AE重组株基因离散率(％)

同样，表4显示，在CRF07一BC重组株中，组内
基因离散率在3个时间段呈逐渐增加趋势；可以明

显地看到，随着时间的增加该重组株的变异性逐渐

增大。由于其他亚型和重组株没有在3个不同的时

间段连续发现，因此暂不做离散率变化的分析比较。

表4深圳地区吸毒人群中的i个时间段流行的

CRF07一BC重组株基因离散率(％)

讨 论

通过对深圳地区吸毒人群中流行的HIV-1亚型

的研究，共发现B’、C、A1三种亚型以及

CRF01 AE、CRF07 BC、CRF08 BC三种重组毒株，

亚型分布呈多样化，其中CRF01 AE占整个人群的

65．06％，CRF07 BC、CRF08 BC分别占整个人群的

19．88％、6．02％，B’亚型占整个人群的7．23％，C和

A1分别发现l例和2例。可以看出在深圳地区吸毒

人群中CRF01 AE是最主要的流行毒株，其次是

CRF BC重组株，这与广东省珠江三角洲吸毒人群

中流行的HIV-1亚型的格局有所不同，广东省珠江

三角洲吸毒人群中流行的HIV-1毒株以CRF07_BC

重组株为主，也存在CRF01-AE和CRF08一BC重组
株、泰国B亚型¨0|。

本次研究所发现在吸毒人群中主要流行株

CRF01 AE即是过去的E亚型，由于gag区全是A亚

型，因此整个毒株序列为AE重组亚型。11|。研究发

现的CRF07 BC和CRF08 BC两种BC重组亚型都

是以C亚型毒株为框架，泰国B亚型毒株片段在不

同位点插入¨2·”1。C亚型最早于1992—1993年在云
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南省内发现，与印度C亚型非常接近，随后几年该亚

型由吸毒途径迅速传播到中国的南部、中部和西

北部。全国范围的HIV分子流行病学研究发现BC

重组株在传播过程中逐步取代了B’和c亚型毒株
n4|，从本研究的结果来看，CRF BC重组株共占所有

亚型的25．90％(43／166)，C亚型占所有亚型的0．60％

(1／166)，可以证实深圳地区吸毒人群中存在BC重

组株取代C亚型的情况。

系统进化树分析结果表明，HIV-1各亚型流行

株在吸毒人群中出现较明显的基因簇现象，它们成

为一个相对独立的一簇，可以看出簇中的人群在感

染过程中有较密切的关系，他们可能是一个群体间

的相互感染；对出现该现象的群体进行流行病学个

案调查发现，该群体中存在共用注射器吸毒的现象，

这有助于寻找该人群的传染源，控制传播途径，对制

定本地区的艾滋病防治策略具有重要的参考依据。

从吸毒人群中不同亚型的离散率来看，

CRF01 AE和CRF BC重组株在吸毒人群中流行时

间较长，按照HIV毒株每年0．5％一1．0％的变异率，

AE重组株在深圳地区流行时间大约是9—18年，BC

重组株约是8～16年，可以初步推断AE重组株在深

圳吸毒人群中开始流行的时间要略早于BC重组株

流行的时间。从两个不同重组株离散率的进化比

较来看，BC重组毒株在流行过程中变异要比AE

重组株稍小，这一特点可能与之前研究发现的在

本地区AE重组株较BC重组株在不同途径传播的

人群中流行分布广泛有一定的关系FT,lS]。

本次研究发现三类重组亚型CRF01 AE、

CIU07 BC、CRF 08 BC毒株占所有亚型的90．69％

(151／166)，这说明重组毒株具有更强的传播优势。

随着近年来深圳地区对吸毒人群的干预，由吸毒途

径感染HIV-1的比例略呈现下降趋势，从HIV-1各亚

型在吸毒人群中的流行趋势来看，亚型越来越集中

于AE重组株，其他亚型所占的比例有减少的趋势，

可能与AE重组毒株的生物学活性有关，亦可能与高

危人群中高危行为交互混杂所致，在性传播人群中

为主要流行株的AE重组株逐步扩散至其他人群，并

成为主要流行株。产生这一现象的具体原因有待对

本地区AE重组毒株的生物学活性并结合该人群的

流行学资料进行进一步分析。
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