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Abstract：To understand the molecular epidemiologica[characteristic of HIV-1 virus strain in laborers 

worked abroad in Shandong province since 2992，11 specimens of peripheral blood of identified HIV 

infected eases were sampled and PBM C was separated by Ficoll density gradient centrifuge
． The pre— 

virus DNA was extracted and the membrane protein gene enzt DNA was multiplied by nested PCR， 

and then the sequence of env C2一V3 region*as measured and analyzed．The results indicated that 10 

laborers worked abroad and 1 female—spouse of a laborer worked abroad weAiTe found catching HIV一1 A 

， B ，C，E subtype by gene sequencing and analyzing，with subtype C 7，subtype B 2，subtype A and 

E 1 respectively Thus it can be seen that the infection of HIV virus strain in the 1aborers worked 

abroad was complex The gene variation rate of these virus strains was greatly different．It is suggest— 

ed that we strengthen the detection and control of the 1aborers worked abroad to prevent the spread of 

the virus strains from other countries． 

Key words：HIV一1；Laborers worked abmad；DNA sequence measurement；Subtype；Systematic tree 

摘要：为了解自 1992年以来，山东省归国劳务人员 HIV．1感染毒株的分子漉行病学特征。我们采集了 11份确认 

为 HIV-1感染者的垒血分离单核细胞(PBMC)，提取前病毒DNA．用套式 PCR扩增 HIV一1膜蛋白(删 )基因，井对 

其 C2-V3区进行序列测定和分析。结果表明：l0名归国劳工人员及 1名归国劳工配偶的样本经序列测定和基 

因分析发觋了 HIV-1的 4种基因亚型：A、B、C、E亚型。其中C亚型 7名，B亚型2名，A和 E亚型各 1名。由此可 

见；山东省归国劳务人员LI1 HIV一1毒株的感染情况软复杂．通过计算发现这些毒株间的基因离散率相差较大。提 

示应加强归国劳务人员的教育、检测和控制 防其它国家毒株传人。 

关键词：HIV．1；归国_劳 l一；序列测定；亚型；系统树 
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繁。出国劳工不断增加，而归国劳工中 HIV-1感染 

者也在不断上升。 

HIV基因的高度变异性是 HIV的主要特征，本 

研究共测定了 11名 1992年以来归国劳工 HIV．1 

感染者全血中单核细胞前病毒 ∞口基因 C2．V3区 

基因序列变化，与国内外资料进行比较，以反映目前 

山东省内归国劳工 HIV．1感染毒株的流行趋势及 

变异情况，这对于进一步分析了解 HIV-1在山东地 

区的传播过程与传播途径，追踪传染源，进行疫苗设 

计，以及补充完善分子流行病学资料都具有重要的 

意义。 

1 材料和方法 

1．1 研究对象 

研究对象为山东10名归国劳工 HIV．1抗体阳 

性感染者．均为男性，1名女性为归国劳工 HIV感 

染者的配偶，年龄在 24--43岁。经了解均有境外性 

接触的高危行为。 

1．2 标本制备 

采集肝素抗凝静脉血 5 mL，用淋巴细胞分离液 

分离单核细胞，用 PBS洗 2遍后，加入 200txL裂解 

缓冲液(10 mmol／L Tris．HCI，pH7．4，10 retool／L 

NaCI，10 mmol／L EDTA，10％SDS，200 g／mL蛋白 

酶 K)混匀，5O℃保温 1 h。用酚．氯仿抽提，将DNA 

沉淀溶于100 L 10 mmol／L Tris-HCl中，一2O℃保 

存。 

1．3 Nest~l-PCR扩增方法 

设计合成多对 PCR引物 (表 1)，以 ∞ B．／K 

为外侧扩增引物，进行第一次 PCR反应，条件为： 

94℃ 2rain。55℃ 1 rain。72℃ 4 rain，2个循环 ；94℃ 

30 S。55℃30 S，72℃ 3rain，30个循 环；72℃ 10rain 

取 5 L PCR扩增产物，用 EsT／Es8为内侧引物，按 

上述条件进行第二次 PCR反应扩增 en口基因 C2． 

V3区。 

1．4 PCR产物的纯化 

PCR产物经 1％琼脂糖凝胶电泳，与 Marker对 

照判定无误后，切下特异扩增条带，用 Qiagen公司 

的 Qiaex试剂按说明提纯扩增的 HIV．1DNA片段， 

回收的 DNA溶于 10 mmol／LTris-HCI(pH8．7)，经 

琼脂糖凝胶电泳与DNA标准品比较后估算核酸浓 

度。 

1．5 接苷酸序列测定 

以提纯的第二次 PCR扩增的DNA片段作为测 

序模板，以 ．D3为测序引物(表 1)，用 ABI公司 

的荧光标记未端终止物循环测序试剂盒，进行 PCR 

测序反应，摸板用量约 1 ，引物用量约 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。 

寰 I PCR和测序引柚 

Table 1 The primers 0r PCR and sequencing 

1．6 序列分析 

测得的序列用 Seqed软件进行编辑、校正，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。分别用 Pileup程序对样品及国际标准序列 

的排列和比较；Pretty 序计算一组序列的共享序 

列(Consensus Sequence)；Distances计算一组序列间 

的基因离散率；Growtree程序做系统树(Phylogenet． 

；c tree)分析。 

2 结果 

经 nested．PCR反应，从 l1名 HIV-1感染者扩 

增到 HIV．1∞口基因的 C2．V3区片段。用 Pn ．D3 

引物进行序列测定，测得 envC2．V3及其相邻区的 

340个硷基长的核苷酸序列。用 Pileup和 Pretty程 

序计算其共享序列(图 1)。将样品的序列分别与国 

际 HIV．1A～F6个亚型的共享序列(Aeon．Feon)进 

行比较，并用 distances程序计算相互间的基因离散 

率(表2)，发现样品 l1个毒株的基因特征比较复 

杂，可归纳为：①其中有 7个毒株序列与国际 c亚 

型共享序列间相距最近为(8．65％)，而与 A、B、D、E 

相距很近(22．46％～25．48％)；②有 2个毒株序列 

与 B亚型共享序列十分相近，基因离散率为 (6．07％)， 
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图2 山东省回国劳寻』、员中HIV I准株 env基囡区与国际参考 

株的系统树分析 

国际 参考 序 列 为 AfUG275A)、13、C(HIVID747、HIVIU07101 

AF067154、NOF)D．EfCM240X．HIVU43170)．F 

Fig．2 Syste~ tic t⋯ n ly of Ihe⋯ gene gm  of HIV-! 

strain from infecled lalx~rers worked abroad of Shangdong 

province and the intemational~trains of reference 

而与其它亚型的差异较大(20％一34．15％)；③1个 

毒株序列与A亚型间距 离较近(基 因离散率为 

u．46％)与其它亚型相距较远(22．67％--28．69％) 

④1个毒株与 E亚型间相距较近(13．91％)而与其 

它亚型共享序列间距离较远(29．30％～34．54％)。 

进一步的系统树分析显示(图 2)，在与各亚型 

的共享序列而且及其各亚型代表毒株序列的比较显 

示，上述图 l中的 7个毒株与 c亚型共享序列及 

HIV1D747。HIVIV07101，AFo67154印度 C亚型毒 

株聚集在一起，并远离其它亚型的毒株；2个毒株 

在系统树分析中剧全部聚集于 B亚型的共享序列 

和云南96YN—Boon亚型毒株．而远离其它亚型的毒 

株；有1个毒株与A亚型共享序列及 VG275A非洲 

A亚型代表株聚集在一起．而远离其它国际亚型毒 

株及代表株序列；还有 1个毒株在系统树中与 Econ 

及 CM240X泰国E亚型毒株聚集在一起，而远离其 

它亚型毒株。 

上述结果分析说明，在我们采集的 n 份样本中 

有 7人携带的是 C亚型 HIV—l毒株，2人携带有 B 

亚型毒株，1人是A亚型毒株，还有 1人是E亚型毒 

株。 

3 讨论 

本研究对 u名HIV．1感染者 PBMC中HIV一1 

env C2，V3及其邻近区序列进行分析后发现，这 1i 

份样品中存在 A、B、C和 E四种亚型 HIV．1毒株的 

流行。他们中 6名去非洲的回国劳工为 C亚型，2 

名分别去乌克兰和和博茨瓦纳的劳工为默美 B亚 

型，1名去几内亚比绍的劳工为A亚型．另 1名曾去 

泰国、日本、印度尼西亚等国家的劳工为 E亚型 

这与国内有关文献报道相一致_l-4]。 

本文中报道的这 6名感染 C亚型的回国劳工 

到过非洲南部的博茨瓦纳、莱索托等国家，这与 c 

亚型主要流行于非洲南部的报道是相一致的 这 

些c亚型的劳工多数是 1995年前检出的，经 " 

衰2 山东回雹劳工 I11~-1亚型●椿与其 A．F田际亚型和蕾分●考●椿基因膏做事比较 

Table 2 Comparative analysis b~ween the g即e disperse 融l 0f the nr n HIV-I subtypes from i~ ted I．ahorers 

worked abe d Shandong 。e 8ndtheA--F internatlo~a]subtypes仰 d 8OffLe毗rain3of reference 

芹 基西离驻事是用 G∞ 程降计算c2．V 区隹苷醴序列得到 
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基因序列分析研究后发现其彼此间的基因离散率达 

l2 31％。根据 HIV-I毒株基因平均每年以0．5％ 

～ 1 j的速度变异计算．可推断 HIV-1C亚型毒 

株在山东省内的流行时间大约有 7～8年左右。从 

与国际其它地区流行的c亚型代表株看，山东 c亚 

型与国际标准 c亚型(Ccon)及印度 c亚型代表株 

HIVIV07101，HIVID747的基 因离散率 分别 为 

(8 65％，10 36％，10．34％) 印度 C亚型起源于 

非洲，而且 C亚型在非洲流行时间较长已发生变 

异。流行病学资料显示．这些劳工在境外均有与当 

地妓女的性接触史，而且性伙伴并非固定 1人，加之 

感染时间较长，估计可能毒株在体内已发生变异。 

有否重组HIV一1病毒株尚有待进一步研究 1对感 

染HIV一1 C亚型的夫妇，从共享序列及系统树分析 

中可以看出，感染的毒株也完全一致。 

A亚型HIV-I毒株是最早发现于非洲．并在非 

洲广泛流行的一种 HIV一1毒株 。从序列分析结 

果表明，1例 A亚型毒抹与非洲 VG275A亚型毒株 

很接近，流行病学资料显示该感染者到过非洲西部 

的几内亚比绍．其感染途径为境外性途径感染，而无 

其它可能的途经。以上结果表明，非洲的A亚型毒 

株已经由非洲回国劳工传人我省。 

通过序列分析，各毒株间基因离散率分析，发现 

1个样品为在泰国性传播人群中广泛流行的 HIv一 

1E亚型毒株。基因离散率数据表明这份样品与 E 

亚型国际标 准 毒株的 距 离为 13．91％与 泰 国 

CM240X毒株间为 15．57％而与已知的其它亚型毒 

株及国际标准亚型间的距离都在 21％～37％之间。 

系统树分析结果也表明，这个样品与E亚型国际标 

准毒株及来自泰国毒株 CM240X聚在一起，但距离 

不是太近。结合流行病学资料，这名劳工曾去泰国、 

印度尼西亚、日本等国家，有境外性接触史，是否还 

有其它亚型感染的可能，还有待于进一步研究。 

随着社会开放政策的不断深入，对外交往更加 

频繁，近几年 HIV在我省的流行数量迅速增长，尤 

其在归国劳务人员中发现的 HIv一1感染者，呈现为 

多种 HIV一1M组病毒基因亚型混合存在的情况．出 

现A、B、c、E各种亚型，感染情况复杂。这预示着 

今后对这一人群的艾滋病预防将会变得更加复杂和 

困难。因此应加强对归国劳务人员的抗体检测和控 

制，同时据此卫生部门也应及早制定相应的预防与 

控制艾滋病的政策，从而有效的预防 HIV一1毒株在 

全省的蔓延，咀防其他亚型毒株传人我省造成更大 

危害。 
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