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摘 要 为了解 HIV抗体阳性血浆中的 HIV I病毒基因亚型的情况，应用逆转录 PCR和 DNA序 

列测定技术，对 6份获自高危人群的抗 HIV 1阳性血浆进行序列分析和基因亚 型分型的研究，结 

果表明均屑 HIV—IB亚型。V3耶氨基酸序列分析指出这些 H[V-1B亚型病毒辣与泰国 HIV-1B亚 

型病毒株榜苷酸和氨基酸序列相似 ；同n寸发现 HIV—I cDNA和氮基酸序列均相同，推测这 6份标本 

可能来自同时感染同一株 HIV病毒的感染者 本研究对了解高危人群中 HIV一1流行的遗传变异 

和 HIV-I亚型病毒株的分子流行病分析具有一定的意义。 
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人免疫缺陷病毒(HIV)是引起获得性免疫缺陷综台征(又称艾滋病，AIDS)的病原体，现 

在世界上 已经有将近 3 000万 ftlV感染者。AIDS是危害人类健康的严重的传染病之一。由 

于 HIV一1的遗传变异，目前 已经有 A至 J十种基因亚型【]·，另外，近年来在非洲和欧洲发现 了 
一

株 HIV一1的新的变异株，被称为 0亚型l2。研究 HIv 的遗传变异无论对了解 HIV一1亚型 

病毒株与病毒的传染性 、致病性、免疫原 性等之 间的关系，还是对 HIV亚型株感染的诊 断、广 

谱疫苗的开发 以及分子流行病学调查，都有一定的现实意义。为此，我们对所获得 的 6份 

HIV-1阳性血浆进行 HIV-1 cDNA序列分析．鉴定其基因亚型。 

1 材料和方法 

I．1 材料 

I．1 I 6份血浆标乖 获自国内某一高危人群组 

I l 2 HIV抗体检测试剂 为芬兰 Labsysterns抗 H]V—I／2El ISA和本室建立的抗 HIV-I／2 EI ISA (合成肽 

gp4l和 gp36)。抗 HIV l阳性的确证试剂为美国 B[ORAD公司的 WB确证试剂。 

1 1 3 PCR试剂和 DNA序列测定试剂 Diatom贿纠Jangle．Chimica公司；脱氧核苷三磷酸(dNTPs)和逆转 

录酶(MMLV)贿 自 G[BCO公 司i随机引物赂 自 Pharmacia公司；Taq DNA酶购 自 Perkin Elmer公 司；引物 

HIE100、HIE200、HIE101和生物素标记的 ĤIE 201由比利时热带犒医学研究所提供 ；亲和素标记的磁性微珠 

(DynabeadsM280 Streptavidin)购自 Dymd AS蛰 刷；删序试剂盎(T7 Sequence kit)购 白Pharmacia公司。 
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1 2 方法 

1 2 1 抗 HIv．1抗体捡删和确证试验 均按照 剂的 H目书操作要求进行 

1 2 2 提取 RNA 参照 Boom等 方法提取 RNA。简迷如下 ：取血浆 100 1 ，加^ 900 I_溶解缓冲竣(120 g 

GuSCN．100mL 0 1m。l／LTris—HCI pH6 4．22m1 0 2mol／1 EDTA．PH8 0利 2 4mL TritonX 100)和 4O 

1 Diatom悬液(L0 g／50mI 蒸留水、500 1 32％ I-IC1)．．陡速混匀后置室温 10 rain，混匀后用 TG[ 168型离心 

机 以 I2 000 r／min离 心 l5 s，弃 上清 波，用 1 ml 洗 涤疆 Ⅲ披 (120 g GuSCN．100 m1 0 1 mol／L Tr{s-HC[， 

DH6．4)2先涤沉淀物两次，在振荡器上将沉淀物 完全悬浮后 12 000 min离 心 15 S，弃上清液．同样，用 1 mL 

70％乙醇洗涤两次，最后用 1 mL丙酮洗涤一次 ．沉淀物在室温下干燥 2O min，加入 5D gL TE缓冲液(O．1 

RNA保护剂和 0 5／xL 0 1mo]．／1 D丌 )混匀，置 56℃ t5min，用上述离心条件离心 2min，吸取上清液置 一20 

℃备用。 

1 2 3 逆转录套式 PCR⋯ 取 9 uL RNA加到 11 】 逆转录反应镀中(含 I 【_随帆 引物和 51)u逆转 录 

酶 )。37℃ 1 h。在 5O L PCR反应液 +J岔 5 I RNA、扑 物 HIE1 00司l HIE200 引物 各 0 4 mmol／1 (】2 

mmol／L dNTPs、2 5mmo[／i MgC[ 、 L't~[LDNA聚合酶、50mmol／1 KC1、10：amol／1 Fris—I]C1，pH8 0、0 01％明 

胶 PCR扩增仪为 Perkin Elmer 480型 第一轮 PCR扩增反应为 94℃ 5triin：94℃ 1min。50℃ 1rain．72℃ 

1 min．35个循环 -72℃ 7 mm。第二轮 PCR扩增反应的内引物是 HIEID1和生物素标记的 HIE201̈ J，取第一 

轮 PCR反应液 l L，PER扩增反应为 94℃ 5mill；94℃ 1rain，55℃ lmin，72℃ Irain，25个循环；72℃ 7 

rain。1 5％琼脂糖凝胶电泳检删 

1 2 4 PCR产物直接固相测序利分析 舍有生物素的 PCR产物经氯仿和乙醚抽提处理 后 与链霉亲和素 

标记的磁性微珠混合(2 ptno[／I DNA站台于 0 15 mg磁 性微珠 j，然后加^ O 15 mol／I NaOH使 PER产物 

cDNA形成两股单链，吸出 上清液用 pH7 0的缓冲液中和．使用荧光素标记的测序引物和测序试剂盒(T7 Se— 

qu∞ce TM kit)．根据说 明书操作对上清蔽(舍正链)和 磁性微珠液(台 负链 )同时进行测序反应。在 ALF垒自 

动 DNA测序仪上测序。应用 系统树分类方法进行 HIV．1亚型分型分析 。 

2 结果 

2 l 血清学分析 

6份血浆标本用芬兰 gabsystems和本室制备的抗 HIV 1／2 EI ISA试剂检测 为抗 HIV一1 

阳性。进一步用美国 BIORAD公司的 WB试剂确证为抗 HIV一1阳性，6份血浆标本都含有 

HIV一1 p24、口32(除 S-139和 S-302外)、gp41、p55、p65和 gp120／160抗体成分，标本 $60、$62、 

S139和 $302还含有 p18，见表 1。 

表 i 抗 川 1／2酶联免疫测定和免疫印迹法结果 

Ta1)k l T results。f E1 ]SA and Western blot for HIV 1／2 

用 I．ahsy㈣t s和丰 室制蔷 的 HIV ]／2 FI ]SA试 剂 幢测 ． 掷 为阡j性 A_1。f six s rm~ples were 

i i ．de r⋯  by HIV i／2 E1 ^tl}a／g1o；Iic made】：1 J "sIe" ，Finl~ntl 【̈l L『 『1l1 】u 
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2 2 序列测定分析结果 

对 6份血浆标本进行 HIV—l gpl20 C2V3区的cDNA序列分析，发现 6份血浆的 eDNA序 

列和所编码的氨基酸序列完全相同，见表 2和 图 1。在与国际 HIV一1代表株的亚型同源性序 

列系统树状图同时分析 中，6份血浆标本的 cDNA序列属于 B亚型，见图 2。与欧美和泰国 

HIV 1病毒株在 V3环的氨基酸序列比较，发现在 6份血浆标本的 gpl20 V3环中的第 2、l4、 

l8、20和 25位置上的氯基酸残基与欧美 B亚型病毒株的同源序列 不同，分别为 I、L、Q、w 和 

Q，而欧美代表株 MN株在 6、8、l1、24、25和 29位置上分别为 Y、K、R、K、N和 T。尤其在 v3 

环的顶端，欧荚 HIV．1 B亚型株为 GPGR，而邻近国家泰国 HIV-l B亚型株主要 为 GPGQ．6 

份血浆标本在 V3环中除了在第二位置上的氨基酸残基不同外，泰国 HIV．1为T，整个 v3环 

氨基酸残基序列与 泰国 HIV 1病毒株相同，见表 2 经系统树状 图分型分析，6份血浆标本 

cDNA序列属于泰国 HIV 1 B亚型，见图 2。 

表 2 6份血浆标本与欧美和泰国 mv一1病毒株 120 v3矸鲁基酸残萋序列比较结果 

Table 2 Comparison of gpl20 V3 amino acid sequences between six plasma and 

European／North．Araeri~n H】V 1 B subtgpe and n ailand HIV．1 SUbtype stralns 

B亚型 氡基酸 
同源序列 
B subtype amiao 

Tk-i B为泰 国 ttlV一1 B基 圈亚查 ；MN 为欧 美 HJV 1 B基因 亚型 。 

TaM B T 1land HJV．【B subtype；MN．Eu呻口ean／N0nh American H[V 1 B suhtype 

3 讨论 

自从我国 1985年发现第一例 艾滋病患者以来 ]．到 1998年 6月底，我国官方 媒体报道 

HIV-1感染者总数达 10 676侧，并估计实际感染人数是报道数字的 2O～30倍。感 染途径也 

已经扶早期的静脉注射毒品到后来的性接触感染、输血感染以及母婴感染方式。据中国预防 

医学科学院病毒所邵一鸣教授报道 J，目前HIV一1在国内流行的病毒基因亚型主要为 B(欧美 

B亚型和泰国 B亚型)、另外还发现 HIV—l C和 E亚型，非洲 HIV一1 A亚型病毒也已经从个别 

感染者血液中分离到。HIV一2和 HIV 1 O组病毒株的传播至今未见报道，但是值得注意的是 

邻近国家、印度 已经流行 HIV一2病毒株 J。 

本研究对获自某地高危人群的 6份 HIV一1抗体阳性血浆作进一步血清学确证和 HIV一1 

eDNA序列测定和系统树分析，我们发现：(1)根据系统树分型分析的结果，这 6份血浆中的 

HIV l属于 HIV 1 B基 因亚型；(2)这些血浆标本的 cDNA序列与欧美 HIV一1病毒株如 FR． 

LAI和 US MN 稍有差别(99％相同)，而与泰国 HIV 1病毒株序列完全相 同(见图 2)，进一步 
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图 2 6份 HIVl和其他国际 H[V I亚型代表椿同蟪序列系统 图 

F 2 Phylogenetie tree aoalysls of six HIV l eDNA sequences with international HIV．1㈣ btYP ⋯ ⋯ s 

sequenc~ 

CN(Chitm)：中国：UG(Uganda)：乌干选；BE(Belgium)：比利时 GH(Ghana)：加纳 ；ZR(Z~re)：扎伊尔： 

CM(C~meroon){喀麦隆；GA(Gabon){加蓬 ；TH(Thailand)：泰国；FR(Franee)：法国 ；IN(India){印度 ； 

SA(South Afrlca)：南非；BR(Brazl1)：巴西：CY(Cyprus)：塞普路斯：US(United States)：美国 

证实了邵一鸣教授关于我国目前的HIV一1病毒株的gp120 V3环顶端由 GPGR向GPGQ漂移 

和欧美 HIV-1 B亚型转变为泰国 HIV-1B亚型的报道【 。 (见图 1)，因此可 说这 6份感染血 

浆的 HIV一1病毒株属于泰国型的 HIV-1 B基因亚型的病毒株 ；(3)从 eDNA序列中我们发现 

这 6份血浆标本的HIV．1 eDNA序列完全相同，推测 6份血浆标本获自某种途径同时感染一 

种 HIV l病毒株的感染者。HIV 1亚型分型分析 目前有几种方法，如 DNA序列测定分析 、v3 
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多肽 ELISA分型、异源 DNA双链体电泳分析(HMA)、限制性片段长度多形态测定(RFLP)和 

寡核苷酸探针杂交测定。尽管与其他分型方法相比，DNA序列分析 比较 昂贵和费时，但是这 

种方法能够最终判断和分析被检标本的 DNA或 eDNA序列，在 HIV的分子流行病调查和监 

测 HIV的遗传变异方面起到重要的作用。 
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Genotyping of HIV-1 in Anti-HIV·—1 Sero-Positive Plasma 

Zhong Ping Liu Guizheng Zhu W el al 

(Shanghai Institute of Biologica[Products，Sha nghai 200052) 

Katrien Fransen Leo Heyndrlckx W outer Jansens Guido van der Groen 

(Institute Tropical Medk'ine．13—2000 Antwerp．Belgium) 

Abstract Six of anti．HIV．1 sero．positive plasma derived from a local high．risk population were 

investigated by RT PCR and cDNA sequencing．The res ults indicated that HIV一1 prevalent in a 

local high．risk population belonged to HIV·1 subtype B．The sequences of nucleic acids and amino 

acids in V3 loop of 6 cDNA were completely similar to that of Thailand HIV一1 subtype B strains． 

Besides ．the sequences of cDNA and amino acid from 6 plasma samples weFe i dentical It implied 

that they might be derived from 6 HIV 1．1nfected peo ple who were infected with HIV．1 at the 

same period This study could provide a better understanding of prevelence of HIV·1 subtype 

strains in a locat high—risk population 

Key words HIV．1，cDNA sequencing，Geno．subtype 
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