
书书书

课题研究-论著

河南省和云南省 HIV-1 病毒 env基因在脑脊液及
血液中基因型分析

李 莉! 赵焕英! 武彦宁! 刘利峰

基金项目: 国家自然科学青年基金资助项目(编号:81200848)

作者单位: 100069 北京 首都医科大学附属北京佑安医院性病艾滋病实验室(李 莉 刘利峰); 首都医科大学(赵焕英); 北京肝病

研究所(武彦宁)

作者简介: 李 莉(1969 -) 女 医学博士 副研究员 研究方向:感染传染性疾病的诊治0 E-maii:wang.iiiy@tom.com

通讯作者: 刘利锋(1978 -) 男 医学博士 助理研究员 研究方向:艾滋病基础研究0 E-maii:iiuif68@yahoo.com.cn

  [摘要] 目的 了解河南省和云南省HIV-1 病毒env基因在脑脊液及血液中的亚型变化0 方法 收集
6例河南省和 5 例云南省HIV-1阳性病人的血浆及脑脊液标本并提取RNA 逆转录为模版DNA后 采用巢式
PCR法扩增env基因 对扩增产物进行核苷酸序列测定 构建系统进化树并进行离散度分析0 结果 云南省
各基因亚型与CRF07-BC~CRF08-BC和C亚型相近 河南省各基因亚型与B和B 亚型相近;河南人群脑脊液
的测序结果显示患者 1 的部分克隆株与患者 5 的基因亚型一致 云南人群中 12 号患者和 127 号患者的血液
及脑脊液的病毒亚型来自不同的分支 而其他患者的血液与脑脊液的病毒亚型一致0 河南省HIV-1 各亚型分
离株脑脊液和血液间基因离散度差异有统计学意义(P<0.05)0 结论 云南省HIV-1 基因亚型为 C亚型 而
河南省为B和B 亚型0 脑脊液和血液中的病毒亚型存在变异 中枢神经系统中HIIV病毒的离散度低于血液
中HIIV病毒的离散度0
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GenotypeanalysisofHIV-1 env geneincerebrospinalfluidandplasma ofinfectedchinesepatientsinHenan
andyunnanprovinces LILi ZHAOHuan-ying WUyan-ning etal.LaboratoryofSTDand AIDS Beijing you 
an Hospital CapitalMedicalUnioersity Beijing 100069 China
   Abstract] Objective Tomonitortheepidemicsubtypesand evoiution ofHIV-1 in cerebrospinaifiuid fiuid
and piasmaofinfected chinesepatientsin Henan and Yunnan Povincesbyanaiyzingenvgene.Methods TheC2-V5
regionsoftheenvgenewasampiified bynested PCRfoiiowingRNAreversetranscription extracted fromboth cerebro-
spinaifiuid (CSF) and biood sampiesofHIV-1 positivepatients.Theampiiconswerethen seguenced and thegenet-
icsubtypewasidentified bycomparativeanaiysis.Thephyiogenetictreewasconstructed.Results Seguenceanaiysis
reveaied thattheseguencesfromYunan Provinceciustered cioseiywith subtypesCRF07-BC CRF08-BC and C and
Henan with subtypesBand B .SomeCNS cionaiseguencesfromPatient1 ofHenan Provincefeiion differentbran-
chesand ciustered cioseiywith theseguencesofPatient5; TheseguencesfromtheCSFand biood in patients12 and
127 fromYunnan Provincewereaiimonophyieticand feiion differentbranches butin theotherthreepatientsse-
guencesfromtheCSFand biood wereintermingied with each other.Theieveisofdiversityreveaied significantdiffer-
encebetween theCSFand piasmasampiesfromHenan patients(P<0.05).conclusion HIV-1 geneCsubtypepre-
vaiied in Yunnan Province whiieBand B subtypesprevaiied in Henan Province.Theseguencesfrombiood showed
asignificantiyhigherdivergencefromthosefromtheCSF.
   Key words] HIV; Genesubtype; Seguenceanaiysis; Phyiogenetictree

  作为逆转录病毒的人类免疫缺陷病毒(HIV) 
由于缺乏有效的病毒RNA聚合酶的校正功能 其基
因变异在速度和广度上极为显著 从而造成其在世

界范围内流行过程中出现了许多变异株 形成地区
性或人群特定性的亚型(subtype)分布0 !型人类
免疫缺陷病毒(HIV-1)包膜基因env长约 2.6 kb 其
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蛋白产物gp160 经酶切后形成表面糖蛋白 gp120 和
跨膜糖蛋白gp41,介导病毒对宿主细胞的吸附和穿
入[1] 0 因此,HIV病毒可以进入人类中枢神经系统,
引起中枢神经系统疾病并导致认知~运动~行为等症
状,形成艾滋病痴呆综合症 (AIDs DementiaCom-
pIex,ADC> [2] 0 有研究[3]认为,HIV-1 env基因序列
在血液及脑中存在差异0 HIV-1 不同株或亚型之间
最具特征的基因改变主要位于 env基因的 V3
区[4] ,因此,我们对河南献血人群 HIV感染者和云
南吸毒人群HIV感染者的血液及脑脊液中 HIV病
毒的env基因的V2 ~V5 区进行了序列测定和亚型
分析,探究中国不同地区~不同感染途径HIV-1 长期
感染者(HIV感染超过 10 年>脑脊液和血液中 HIV
病毒env基因C2 ~V5 区毒株变异的情况0
1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 HIV-1 感染者血标本的采集 河南省HIV-1
阳性患者 6 例,血液及脑脊液采集时间为 2010-03 ~
2010-08,感染途径为不安全采供血,所有感染者均
经河南省疾病控制中心 AIDs 确证,实验室检测为
HIV-1 抗体阳性0 云南省 HIV-1 阳性患者 5 例,血
液及脑脊液采集时间为 2010-03 ~2010-05,感染途
径为静脉吸毒,所有感染者均经云南省疾病控制中
心AIDs 确证,实验室检测为 HIV-1 抗体阳性0 患
者均采集 5 mI静脉血及脑脊液,将分离后血清及脑
脊液置于-80 C冻存0
1.1.2 试剂和仪器 Tag DNA酶~CNTP~PCRmark-
er(DL2 000>~Primescript" Onestep RT-PCRkit
Ver.2 均为大连宝生物工程有限公司产品0 pGEM-
TVectorsystems购自 Promega公司0 OIAamp ViraI
RNAMinikit购自 Oiagen 公司0 PCR产物纯化试
剂盒购自北京全式金生物技术有限公司0 大肠杆菌
JM109 菌株为本实验室保存0
1.2 方法
1.2.1 病毒 RNA的提取 使用 Oiagen 公司的病
毒RNA提取试剂盒(OIAamp ViraIRNAMinikit>从
血清及脑脊液标本中提取HIV病毒RNA,具体步骤
按试剂盒说明书操作0
1.2.2 HIV-1 病毒env基因C2 ~V5 区的巢式PCR
扩增 分别以提取的HIV-1 感染者血清及脑脊液中
的病毒RNA为模板,采用大连宝生物工程有限公司
的一步法 PCR试剂盒(Primescript" Onestep RT-
PCRkitVer.2>进行 PCR扩增,ENV-FO~ENV-RO
和ENV-FI~ENV-RI分别为内~外侧引物,引物序列

见表 10 对HIV-1 病毒 env基因 C2 ~V5 区进行巢
式PCR扩增,用一步法试剂盒所获得的 PCR产物
作为模板,进行第二轮 PCR扩增,总体积为 50 #I,
94 C变性 5 min,94 C 30 s~55 C 30 s~72 C 30 s,
共扩增 35 个循环,最后 72 C延伸 10 min0 同步设
立阴性和阳性对照0

表 1 PCR内套及外套引物序列及碱基数

引物名称  引物序列(5*-3*> 碱基数

ENV-FO atgggatcaaagcctaaagccatgtgt 27

ENV-RO gcgcccatagtgcttcctgctgctgc 26

ENV-FI ctgttaaatggcagtctagc 20

ENV-RI acttctccaattgtccctcat 21

1.2.3 PCR产物的纯化~连接与转化 取 PCR产
物 10 #I经 1%琼脂糖凝胶电泳后,在紫外线灯下观
察结果0 使用北京全式金生物技术有限公司的
PCR产物纯化试剂盒(EasyPureOuick GeIExtrac-
tion kit>对 PCR反应产物进行纯化0 使用由 Pro-
mega公司生产的 pGEM-TEasy-Vector试剂盒,将纯
化的PCR产物与T-Easy载体连接,转化于大肠杆菌
JM109 中0 每例患者选取 5 ~8 个克隆株,送往上海
生物工程技术有限公司进行测序,使用T7 测序引物
在ABI3730 型测序分析仪上进行核苷酸序列测定0
所有样品进行双向测序0
1.2.4 序列分析 所有的序列用 DNAstar软件进
行校正,每个样品的 C2 ~V5 区核苷酸序列由两个
第二轮 PCR引物校核后确定0 使用 HIVDatabase
(LosAIamos>HIV-1 数据库和 GenBank 中检索的
HIV-1 亚型的基因型(A1~A2~B~B ~C~D~F1~F2~G~
H~J~k~L>和相关重组基因型(CRF01-AE~CRF02-
AG~ CRF07-BC~ CRF08-BC~ CRF13~ CRF15-01B~
CRF33-01B~CRF34-01B>的核酸序列,对云南及河
南感染者不同基因亚型的序列加以分析,初步确定
HIV-1 分离株的基因亚型0 使用CIustaIX程序对所
有获得的序列与在基因库中检索出来的序列进行比

对,将各亚型的基因序列与相应的国际代表株进行
系统发生树分析 (应用 www.hiv.IanI.gov/compo-
nents/seguence/HIV/treemaker/treemaker.htmI及
Mega5.0 软件两种方法进行分析>,分析各标本毒
株的进化程度,并在血液及脑脊液中进行比较0
1.3 统计学方法 应用 sPss16.0 软件处理系统进
行统计分析0 计量资料以均数 1标准差(!X 1S>表
示,属于正态分布的样本均数比较采用  检验,偏态
分布采用非参数检验0 本实验HIV-1 分离株脑脊液
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与血液中的C2 ~V5 区编码基因的离散率的差异分
析 采用非参数Mann Whitney的方法 !<0.05 为
差异有统计学意义 
2 结果
2.1 HIV-l 分离株的基因亚型的初步分析及基因
系统发生树分析 所测得的河南及云南省HIV-l 分
离株env基因C2 ~V5 区的核苷酸序列显示均具有
常见的突变 特别是位于可变区内的序列 云南省
各基因亚型与 CRF07-BC CRF08-BC和 C亚型相
近 河南省各基因亚型与B 和B亚型相近 河南人
群脑脊液的测序结果显示只有 l 例患者 例 l 的部
分克隆株与血液的基因亚型不一致 其他患者脑脊

液与血液的亚型一致 云南人群中有 2 例 l2 号和
l27 号 患者的血液及脑脊液均具有单源性 其来自
血液及脑脊液的病毒亚型均来自不同的分支 而其
他患者的血液及脑脊液的病毒亚型一致 应用
l.2.4中两种方法所获得的发生树分析结果相似 均
以HIV-l分离株亚型 而非标本组织来源进行发生树
分析 河南省HIV-l分离株中存在有B 和B亚型 
参考毒株分别为 U7ll82.l AY9457l0 和 DO990880 
云南省HIV-l 分离株中存在有 C亚型及 BC亚型 
参考毒株分别为 DO36999l/C和 AY967806/C等 
而与B.FR.K03455 和 DO990880/B等 B亚型相距
较远 发生树分析结果见图 l 

图 l 河南省及云南省HIV-l 阳性患者血液及脑脊液HIV分离株发生树分析结果

2.2 HIV-l 的传播途径与亚型分布之间的关系 
HIV-l 可经血源传播 性传播和垂直传播 不同亚型
中其主要的传播方式亦不同 本实验所涉及的云南
省感染者主要是静脉吸毒人群 HIV-l 基因型为
CRF07-BC CRF08-BC和C亚型 而河南省感染者
主要是职业献血者和不安全血制品使用者 以 B 
B 亚型为主 

2.3 HIV-l 分离株C2 ~V5 区编码基因离散率分析
对云南省HIV-l 分离株C2 ~V5 区编码基因的离散
率分析发现 脑脊液和血液两者之间比较差异无统
计学意义 !>0.05  对河南省标本的分析结果发
现 HIV-l 各亚型分离株脑脊液和血液间基因离散
度比较差异有统计学意义 中枢神经系统中HIIV病
毒的离散度低于血液中 HIIV病毒的离散度 !<
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0.05>O 见表 2O
表 2 HIV-1 各亚型分离株脑脊液和血液间

   基因离散度比较!!x1s"

样品来源 基因离散度 Z P

云南省
脑脊液 0.138 10.006

5.00 >0.05
血液 0.171 10.005

河南省
脑脊液 0.116 10.007

6.00 <0.05
血液 0.218 10.009

3 讨论
3.1 获得性免疫缺陷综合征(acguired immunedefi-
ciencysyndrome,AIDS>是由人类免疫缺陷病毒(hu-
man immunodeficiencyvirus,HIV>引起,至 2007 年底
全世界感染HIV或已患AIDS的患者有 4 000 余万,
我国有 70 余万[5] O 因此,HIV感染已成为全世界共
同关注的首要社会问题O HIV病毒不仅侵犯人体的
各个器官,还可以通过血脑屏障侵犯患者的中枢神
经系统O 统计认为,在未得到有效的抗病毒治疗的
患者中,有一半以上的儿童和 20% ~25%的成人
HIV/AIDS患者可以发展为 HIV相关痴呆(HIVas-
sociated dementia,HAD>或称为艾滋病痴呆综合征
(AIDS dementiacomplex,ADC> [6] O 在 Schrier等研
究的HIV感染者队列中,轻至中度的神经精神损伤
检出率为 30% ~40%,影响到患者的工作能力及日
常生活[7 ~9] O 随着高效联合抗逆转录病毒( highly
activeantiretroviraltherapy,HAART>治疗的出现,
HAD的发生率随之下降,但由于 AIDS 患者的寿命
被显著延长,实际HAD患者数量反而相应增加O 目
前国内对艾滋病相关痴呆的研究较少,但在国外对
其的研究方兴未艾O
3.2 我们通过对河南人群和云南人群的脑脊液及
血液的HIV病毒的 env基因 C2-C5 区的研究发现,
不同人群~不同来源的组织标本(血液~脑脊液>进
行发生树分析时,分析系统是按照病毒的亚型,而非
按照标本来源进行分类O 河南人群 HIV基因亚型
为B 和B亚型,除 1 例患者(例 1>的部分脑脊液及
血液中病毒的亚型不同外,其余患者脑脊液及血液
中病毒的亚型均相同,而云南人群中有 2 例患者的
脑脊液及血液中病毒的亚型分支不同,脑脊液中病
毒的离散度低于血液中O 这一研究结果与 Strain
等[10]在脑脊液及血液中的报道类似,提示脑脊液中
HIV的病毒亚型在免疫选择~压力及中枢神经系统
的其它各种因子等的作用下发生了改变O
3.3 另有研究[11]提示,在不同的HIV亚型中,神经

损伤及HAD的发生率存在差异O HAD在欧美等无
症状的HIV感染者中占 15% ~30%,而在印度等国
家其发生率在 1.4%左右,在印度~中国及一些不发
达国家和地区,HIV病毒 C亚型为主要流行株,而
在美国及欧洲等地,其主要流行株为 B亚型,提示
其发生率与 HIV病毒的亚型相关O C亚型有较差
的神经侵犯能力,这意味着感染 C亚型 HIV的患者
具有较慢的病情发展及更长的无临床症状期,病毒
传播的概率更大O 因此,在本研究中,我们初步观察
了云南省和河南省 HIV不同亚群中的脑脊液及血
液的差别,在今后的试验中,我们将对这些患者进行
神经损伤方面的测评,以期对我国感染 HIV不同亚
型患者的HAD的发病情况等进行全面的研究O
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