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Abstract：To investigate HIV genotypes isolated from blood donors in Beijing，the samples positive for 

anti—HIV an tibody with ELISA were confirmed bv HIV blot．All 26 sam ples were confirm ed positive for 

an ti—m V an tibody．RNA from those sam ples were detected with RT-PCR．2O Of them were positive for 

HIV RNA．The purified PCR products were cloned．Th e sequences were determined an d analyzed．Th e 

results showed that 10 of 20 isolates were CRF BC，9 of them were genotype B，l of them were CRF 

AE．6 of 9 genotype B belong to B’(Thailand B)，the remaining 3 isolates may belong to western 

genotype B．Th e results indicated that several difierent genotypes of HIV  which are predominan t in 

China may exist in Beijing．This result may be helpful for the development of HIV vaccine in Beijing． 
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我国于 1985年发现第 1例AIDS患者，据估计 

到2001年底我国艾滋病病毒(Human immunodeficiency 

viruses，HIV)感染者和患者累计数已达 84万人，而 

且我国艾滋病的传播呈快速增长的态势，2001年报 

告艾滋病病毒感染数较上年增长了58％。HIV主要 

通过静脉吸毒、输血或使用血液制品以及不 良性行 

为传播。我国流行病学调查显示，经静脉吸毒传播 

HIV的占68．O％，经采血途径感染占9．7％，经性传 

播途径占 7．2％，经血液和血液制品感染占 1．5％， 

经母婴传播占0．2％，传播途径不详者占 13．4％。HIV 

的变异显著，不同的 HIV-1分离株之间存在着较 

大的变异 ，根据变异程度 国际上 已将 HIV 分为 

11种基因型，而且不同基 因型具有明显的地域 

性 。北京作为国际化城市，国际交往和流动人口 

较多，可能存在 HIV 的多种基因型。分析该地 

区的 HIV 基因型，将对开发用于该地区的 HIV 

疫苗提供分子生物学的基础。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 

26份 HIV抗体阳性血浆来自北京地区献血员， 

样品采集于 1995年至 2003年，所有样品均保存于 
一 50℃。样品编号为BJ1一BJ26。 

阿克苏 HIV抗体酶联免疫诊断试剂，Othro公 

司 HCV抗体酶联免疫诊断试剂，华美公司 HBsAg 

酶联免疫诊断试剂，HIV 抗体确证试剂为新加坡 

Genelabs公司的HIV Blot 2．2。 

1．2 HIV核酸提取、逆转录和扩增 

用 Qiagen公司的病毒 RNA提取试剂盒按说明 

书提取病毒 RNA，每 560~L血浆可获得 60~tL的 

RNA提取液。用 SuperScriptTM First-Strand Synthesis 

System按说明书对 RNA进行逆转录，取 RNA提取 

液 60L，用随机引物 50 pmol，10 mmol／L的 dNTPS 

1 ，加水至总体积 1O ，65℃反应 5min，取出后 

置冰浴 2～3 min；然后按说明书的要求加入逆转录 

缓冲液、DTT、RNA 酶抑制剂及 SuperScriptTM II 

酶，加水至20 液体，42℃反应 50min后，再7O℃ 

反应 15 min。 
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· 采用 HIV eHV区的分型引物进行扩增，外侧弓 

物序列为：ED5：5一atgggatcaaagcctaaagccatgtg一3，ED12： 

5．agtgcttcctgctgctcccaagaacccaag一3：内引物序列为： 

ES7：5-ctgttaaatggcagtctagc一3，ES8：5-cacttctccaattgtc 

cctca．3。取 2止 逆转录液，上下游引物各 5 pmol， 

Taq酶 5 U，并加入其它反应液配置成 5Ou 的PCR 

反应体系，采用减温 PCR的程序进行扩增，其反应 

程序为：94℃2min，然后 94℃15s，55℃／-0．5 45s，72 

~C45s，30个循环；94~C45s，40℃45s，72℃45s，15 

个循环；最后72~C10min。第二轮 PCR除使用内引 

物以外，其他与第一轮 PCR反应相同。 

1．3 PCR阳性产物克隆 

将阳性产物从电泳胶中切出，用博大科技 DNA 

片段玻璃奶回收试剂进行纯化，将纯化的产物连接 

到pMD l8 T载体上。 

1．4 测序及序列分析 

对阳性 PCR产物进行纯化，用 ES7引物直接 

测序。用Clusml X 对所有序列进行对比分析，所用 

的参考序列为：A 亚型为 AF413987；B 亚型为 

U7ll82、NC001802、K02007和 D101121 C亚型为 

AF443115；D亚型为 AF133821；F亚型为X96527； 

G亚型为 AF42376o；H亚型为AFl9Ol28：AE重组 

为AB032741、AB052995；AG重组为 AB052867： 

BC重组为AF503396。Genedoc3．2对核苷酸序列的 

同源性进行分析，Treeview对基因进化树进行分析。 

2 结果 

2．1 HIV、HCV和 HBV病毒标志物的检测 

26份样品均为I-msng阴性，HIV抗体单独阳性 

者 7份 (BJ3，BJ14，BJ15，BJ17，BJ19，BJ20和 

BJ23)，HIV抗体和HCV抗体同时阳性者 l8份(BJ2， 

BJ4，BJ5，BJ6，BJ7，BJ8，BJ9，BJ10，BJ1l，BJ12， 

BJ13，BJ16，BJ18，BJ21，BJ22，BJ24，BJ25和 BJ26)。 

经确认试剂检测，除BJ20只有 GP160，GP120，P24 

和 P17抗体带型外，其余样品均有全抗体带型，即 

gpl60、gpl20、p66、p55、p51、gp41、p31、p24和 

p17。 

2．2 核酸序列分析 

对 26份样品均进行 HIV RNA的检测，其中有 

2O份样品为为 HIV RNA阳性。对所有 PCR产物进 

行纯化、克隆并测序。通过核苷酸序列同源性分析， 

显示 2O株 HIV基因序列可以分为 4组，其中 lO株 

序列 (BJ4，BJ5，BJ6，BJ7，BJ8，BJ9，BJ10， 

BJ1l，BJ12，BJ13)之间的核苷酸序列的同源性在 

85％~94％之间，与 BC重组的核苷酸序列的同源 

性在 88％~95％之间，同源性最高，基因进化树分 

析也显示该 lO株序列与 BC重组亚型最近 (图 1)， 

可定为 BC重组亚型。6株序列 (BJ1，BJ2，BJ18， 

BJ21，BJ22，BJ26)之间的核苷酸序列的同源性在 

80％~94％之间，与 B’亚型的同源性在 83％~92％ 

之间，与西方 B亚型之间为 77％~85％，与其它亚 

型的同源性在72％以下，基因进化树分析也显示与 

B’亚型的进化距离最近，(图1)，可定为B’亚型。 

另 3株序列 (BJ14，BJ19和 BJ20)之间的核苷酸 

序列同源性为 83％~90％，与 B’亚型的同源性为 

81％，与西方 B亚型之间为 79％~81％，与其它亚 

型的同源性在72％以下，基因进化树分析也显示与 

B亚型包括 B’和西方B的进化距离最近，可定为B 

亚型，但又单独形成一支 (图 1)，是否属于一个新 

的亚亚型或基因型还需进行多片段的基因序列分 

析而定。另 1株序列 (BJ16)与 AE重组的同源性 

为 84％~88％，与其他亚型的同源性在 73％以下， 

基因进化树分析显示与 AE重组最近 (图 1)，可定 

为 AE重组。 

图1 HIV基因进化树显示HIV各分离株之间的关系 

Fig．1 111e phylogenetic tree showing the relationship of 

different HIV isolates 

2．3 蛋白序列分析 

将氨基酸序列的同源性和进化关系进行了分 

析，结果与核苷酸序列分析结果相同，2O株病毒也 

分为 4组，其中 BJ4，BJ5，BJ6，BJ7，BJ8，BJ9， 

BJ10，BJ1l，BJ12和 BJ13之间的氨基酸序列的同 

源性在 74％~88％之间，为 BC重组。BJ1，BJ2， 

BJ18，BJ21，BJ22和 BJ26)之间的氨基酸序列的 

同源性在 69％~83％之间，为 B’亚型。BJ14，BJ19 

和 BJ20之间的氨基酸序列的同源性在 65％~72％ 
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之间，为B亚型。BJ16与AE重组的氨基酸序列同 

源性为 64％~69％之间，为 AE重组。 

3 讨论 

国际病毒命名工作组将 HIV-1分为组(Groups)、 

亚型 (Subtypes)、亚亚型 (Sub—subtypes)和重组 

形式 (Circulating Recombinant Form(CRF))四类。 

HIV-1各组之间核苷酸序列变异较大，主要包括M、 

o和 N组，M 为主要的病毒组【l】。o组是从非洲喀 

麦隆和加蓬分离到的一种新型毒株。亚型主要指 M 

组内变异比较大的病毒株，目前主要分为 A、B、C、 

D、F、G、H、J亚型 引。亚亚型主要指在各亚型 

内部变异较大，但其变异程度又不足以将其分为一 

个新的亚型。重组形式主要是指在同一病毒株中有 

不同亚型的基因结构，主要存在 AE、AG、AB和 

BC 重组形式等。各种亚型和重组形式有明显的区 

域分布。从 1996年到 2002年邵一鸣等共采集 20 

多个省、市、自治区的 1011份标本，并测定了其 

基因序列(邵一鸣教授的会议报道)。结果显示我国 

目前流行的毒株中B亚型最多，约占总数的 45％， 

其中西方 B亚型仅占总数的 4％左右；C亚型或 BC 

重组其次，约占总数的41％，而 AE亚型则在 l0 

以上，另有少量的欧美 B亚型和个别 A亚型(4】、D 

亚型(5’和 F亚型【o)。说明我国确实以 B亚型和 BC 

重组为主，但不同地区，甚至同一地区不同人群中 

HIV基因型的分布可能是不同的。 

对北京地区 20株病毒序列进行分析显示，l0 

株序列为 HIVBC重组， 占50％；9株序列为HIV 

B亚型，占45％，其中有 6株为泰国B亚型，3株 

为西方B亚型；1株序列为HIV AE重组。由此可 

见，北京地区存在我国主要的流行株。但北京的 

HIV基因型的流行情况又不同于其他地区，我国应 

主要为泰国B亚型和 BC重组，西方 B亚型很少， 

但我们所获得的20株序列有 15％为西方B亚型， 

这在其他地区很少见。这可能与北京地区的流动人 

口较多有关。 
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