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摘要 ：采用亚型测定 、核苷酸和氨基酸序列测定和 同源性分析等方法，观察 丁 HIV-1 TITB毒株 在实 

验室长期传代过程中包膜基因变 异的情况。研究的毒株包括 ：经过实验室 8年多连续使用而获得 

的毒株、在 MT4细胞长期连续传代而获得的每间隔 10代的毒株样品及多歇更换宿主细胞传代而 

获得的毒株。主要结果有 ：(1)各种毒株包膜基因变异均不显著，棱苷酸序列同源性均大于 92％。 

变异距离均小于 7．5％，且随着传代敬增加棱苷酸趋于稳定，代间同源性由92％上升至 99％，而变 

异距离由7．5％下降为 0．6％。(2)在传代过程中 HIV-1亚型保持稳定．各种毒株均为 HIV-1 BE, 

亚型a结果显示 HIV在体外长期传代培养的过程中变异不大，遗传性状稳定，可能是体外生长的 

环境十分稳定，缺乏机体免疫学压力。结果也提示体外长期传代 HIV毒株仍然适用于各种 HIV 

的应用研究，用长期传代的方法发展 HIV-减毒活疫苗的可能性不大。 
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人免疫缺陷病毒(HIV)的显著特征之一是其高度的变异性，这是 HIV逃脱机体免疫监视 

的主要原因，也是HIV疫苗和治疗研究的主要障碍。观察 HIV在体外培养条件下的变异情 

况对于评估机体内环境在 HIV变异中的作用以及评价体外长期传代 HIV毒种的实用性具有 
一 定的意义 为此．我们对体外长期传代 HIV毒株 env基因的变异情况进行了系统的观察， 

对本室保存的长期传代 HIV毒株以及为本实验 目的而连续传代的毒株样品进行了HIV亚型 

测定，同时进行核苷酸和氨基酸序列测定和 同源性分析。 

1 材料和方法 

1 1 细胞 

MT4细胞 ．1997年引自日本，本室保存。HdacD4细胞，1997年引 自美 国，本室保存。 

1．2 IiIV毒株 

1．2 1 880508株 系本室 1988年从美 国引进的 HIV-1 TITB毒株。 

1．2．2 960905株：系880508株经过本实验室 8年的传代使用，于 1996年冻存的毒株 

1．2．3 880508一ll、一21、一31、一43株：系 880508株在 MT4细胞上连续传代收获的第 ll代、21代、31代、 

43_代毒株样品。 
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1．2 4 42 h株 ：系 880508株在 MT4和 HelaCD4细胞问反 复更换宿主细胞，传至第 42代收获的毒株样品。 

1．3 ItIV亚型滴定 

使用 HMA (Hetemdu p】exes Mohi]ity Assay)[ ，用套式 PCR方法(引物序列分别是 ：外 引物 ED3 TTAG． 

GC CI℃eI’A GCGG。ED14 TCTTGCCTGGAGCTG'YrTGATGCC CAGAC内 引物 ED5 

ATGGGATCAAAGCCTAAAGC~ATGTG。EI)12 AGTGCT'TCCTGCTGCTCCCAAGAACCCAAG)扩 增 HIV 

env基 因 1 200 b口的片段 (图 1)，扩增产物与含标准 HIV亚型基因的质粒的扩增片段杂交，然后进行 5％非变 

性聚丙烯酰胺凝胶 电泳，PCR扩增 引物和 HIV标准亚型质粒 由卫生部艾滋病预防与控制 中心提供 。 

1．4 桉苷酸序列测定 

将亚型测定时 PCR扩增的 HIV 基因 V1．V5区 1 200 bp的片段连接于 pGEM．T载体质粒，转化人感 

受态细胞 XL-I，经过扩大培养、筛选和特 异性鉴 定以后，阳性克隆 用于棱苷酸 序列测定，880508株毒种测 定 

了二个克隆，分别为 880508A和 8805088。由大连宝生物有限公 司用 ABIPRISM'rM337DNA垒 自动测 序仪测 

定。 

1．5 序列测定结果分析 

1 5 1 用 Goldkey和 Clustawl软件进行棱苷酸和氨基酸同扳性分析。 

1．5．2 用 Phyllp3．57戟件进行棱苷酸和氨基础酸最大相似距离分析 。 

2 结果 

2．1 扩增不同 tlIV．1毒株的eⅡv基因片段 

以 DE3、DEI4为外引物，DE5、DEI2为内引物，用套式 PCR方法扩增 HIV—l的 env基因， 

经 1．5％的琼脂糖凝胶电泳后，在紫外灯下观察到 l 200 bp扩增片段(图 1)。 

圈 1 不同毒株样品 PCR扩增产物电泳图 

Fig．1 PCR gcoductioa derived from different HIV strains 

1 and 11．DNA M arkerl 2 and 10．Negative coaLrol；3—9．PCR ffagraents of 880508—1 

— 11 —21． 一31． 一43．960905 and 42 h r~peetively． 

2．2 HIV亚型制定和分析 

所有 HIV毒株均为 HIV—l B3亚型(图 2)，代表美国 SF162毒株。由同一毒种传代而得 

的毒株遗传距离非常接近，与 sd、dph、jfq、xgh等其他来源的毒株的距离较远(图 3)。 

2．3 核苷酸和氨基酸同源性分析 

序列分析结果显示长期传代 HIV毒株的 el2V基因核苷酸和氨基酸变异均不显著 ，不论高 

变区还是恒定区均不存在变异明显的区域(图 4)。除了多处出现终止密码子的 880508-11克 
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隆以外 ，随着传代数的增加，代间核苷酸和氨基酸的同源性有上升的趋势(表 1)，同时代间核 

图 2 HMA法测定 HIV．1亚型的聚丙烯酰胺凝胶 电诛 圈 

Fig 2 Subtype~m lysis of HIV strains using HMA method 

Left to r ht．the hybridizm~on r~ulrs of 880508—1 end—l1 with standard pl~ ias of 

H1V-1~ubtype A1，m ．船 ，C1，D3，E1，E2 end negative contr~m  ；vdy． 

苷酸和氨基酸的变异距离有下降 

的趋势(表 2)。 

所有 HIV毒 株 的核苷 酸 序 

列的同源性均大于 92％，变异距 

离小于7．5％，随着传代数的增加 

核苷 酸序列更 趋于一致，代 间同 

源性由92％上升至 99％，而变异 

距离由7．5％下降为0．6％。氨基 

酸同源性也由 92％上升为 99％， 

变 异 距 离 由 7．94％ 下 降 为 

0．25％ 。 

3 讨论 

图3不周H1V毒株的亚型测定结果厦其相互间的关系 HIV高度变异性的分子基础 

r幄3 Subtype a andthe rd~tionship arⅧ diffmm 5m 。 是复制过程中反转录酪 的忠实性 

较差[2]，即缺乏3 ．5 外切核酸的校读功能，导致 RNA转录为 DNA时经常出现错误。真核细 

胞 DNA多聚酪的错误率大约是 1O 。～1O一，而 HIV．1反转录酪平均每一个位点的错误率是 

10 ～10—3。这意味着每一个 HIv基因组(10 碱基)的反转录酶都有 l～10个错误。HIV变 

异的频率是真核细胞 DNA基因组的 100万倍 。 

在 HIV感染者体内，HIv变异株出现的频率是 HIV复制周期的函数。在 HIV感染的所 

有阶段，都有持续高水平的 HIV复制，有时相对较低水平的血浆 HIV RNA是通过高水平的 

HIV复制和破坏所保持的，更高水平的 HIV复制发生在 外 周组织中，特别是淋 巴器官 ’ 。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中 国 病 毒 学 第 15卷 

lll 瓣l1． 吨̂B li ¨̈ 队糯̈ 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 2期 樊卫平等 ：HIV-I包膜基因变异的体外研究 l31 

^ m̂ T∞  ̂

n̂  

毒毒 啪仙啪啪脚脚_墓_墓 1_≈吨 叶 晰 湖踟踟踟啪昱堇 耄}伽哪哪啪脚脚_墓 ． 

1_≈吨̂B̈ lll 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


132 中 国 病 毒 学 第 l5卷 

— — — — — — — — — - —̂一̂ 一 一 

～ q吨吨̂B 暑}暑；眦蛊l暑}眦 翥l恤咖咖咖咖咖啪 'r4吨̂B 5 g 8 8畦 嗯 蚕l 删_墓删咖 'r4吨̂8 lll l暑 瞄黜昱宝 嘲聃 吨{̂B 晰 哪暑}时鼬暑}眦 耆}恤_墓咖咖咖咖啪 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 2期 樊卫平等：HIV一1包膜基因变异的体外研究 133 

囤 4 HIV毒株 env基因 1 200 hp片段棱酸序列 

⋯ -  代表与上列棱昔酸相同； “；”代表校昔酸缺失。 

Fig·4 NIIcI猷  e蹄q of1 200 hpfragm~ ts derivedfrom HIV env g甘le 

⋯ 一  mewiththe upperline)“： Nuel~dde deleti~  

衰 1 不同鼍株之间接苷萌和氯基酸序爿的同谭性(％ 

n Ue1 Homogeneous of nu~ tlde andm _m0 aeld(％ ) 

880508B 
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感染过程中每天发生的大量复制周期提供了产生大量变异毒株的机会。 
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我们的研究表明，HIV体外长期 传代过程 中变异的情况与在感染者体 内有较大的 区别， 

尽管变异的现象依然存在．如 880508株病毒的两个克隆之间仍有一定程序 的遗传差异，但是 

总的来说在经历了长达数年的传代以后．HIV变异不明显．这说明机体内环境在 HIV变异的 

过程中起着重要的作用。HIV感染以后可以诱发机体强烈的免疫反应，这种反应可 以在感染 

的早期抑制病毒复制的高峰【5 ]。HIV体外 传代 的环境与体 内相比十分单纯，在缺乏免疫 压 

力的情况下，HIV变异不明显．这说明免疫学压力是 HIV变异的主要驱动力。 
一

些研究显示在无免疫压力下体外传代 HIV的状况类似体内免疫 系统全 面崩溃的感染 

末期 的状况 ：HIV变异株相对少．株间变异小，但毒力强、复制快 、病毒产量高．可形成多核巨 

细胞等等 ；HIV在适应了体外培养的环境和宿主细胞 、失去了选择压力后．少数变异株在传代 

过程 中经逐步稀释后逃脱优势株的抑制逐渐被 固定下来而成为新的优势株"】。 

长期传代 HIV毒株的遗传稳定性显示它具有较好的实用性。长期传代 HIV 毒种仍然适 

用于 HIV灭活效果评价、HIV全抗原制备等多种应用研究。同时也提示试图用长期传代的方 

法发展 HIV减毒活疫苗的做法可能是徒劳的。 
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Study on the Variation of the env Gene of HIV-I in vitro 

FANG W ei-ping ，LI Jin~-yun，BAO Zuo-yi，LU Fu-shuang，W AN G Hong-xia 

(Institute of Microbiology and Epldemiofogy ．Academy of Military Medical Science，IJeOing 100071，China) 

(Department ofMicrobiology and Immunology．Shan~riMedicalUnlwersity，Taiy~an 030001，China) 

Abstract：In order to understand the characteristics an d rules of HIV diversity when passaged in 

口 fm ．the systematic study on the variation of env gene of HIV strain introduced from American 

in 1988 was carried out．Taking all the following strains as the objects：the 96-strain derived from 
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the primary strain by continuous freeze-thaw—usage in [aboratory for more than eight years；the 

42 h strain derived from primary strain by serial passaging with co ntinuous changing of host cell in 

MT4 and HelaCD4+ and the strains sampled from serial passaged primary strain in MT4 ceIl ev— 

ery ten generations．The pre-DNA fragments of these HIV env gene were amplified by nested  

PCR．The fragment of 1 200 hp origitinted from the V1一V5 region was analyzed． e subtypes of 

these HIV strains were identified by Hetarodup[exes Mobility．Assay(H／viA)．The ma in resu[ts 

were：(1)the env gene diversity of all the strains were indistinctive，all the nucleotide homoge— 

neous were greater tha n 92％ and all the gen e diversity distance  were less than 7．5％ ，moreover， 

the gene was seem to becoming fixed  as the passage going  on，the homogeneo us between genera— 

tion risen from 92％ to 99％，where gene distance decreased from 7．5％ to 0．59％ ．(2)AIl 

strains ’S subtypes were HIV-1 B3．the genetic type maintained stable during  the passage．It 

meant that the variation of env gene of HIV in vitro was simihr to tha t of infecting terminal peri一 

0d in vivo．The reasons ma y lie in that the mole adaptive and higher virulence HIV strain。with 

the simple culturing circumstances and without the se[ective pressure of anti—HIV humoral and 

cellular irnmune existing in body． It is cenduded tha t the cha racterlstics of heredity raaintained 

stable when  HlVs were serial passaged in vitro，SO p~Lssaged HIVs in vi tro fit for use of HⅣ ap— 

plied studies．But it is futile to want to get attenuated HIV vaccine by lorig term passages ． 

Key words：HIV ；Serial passage；env gene；Diversity 
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