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广西HIV- 1首次流行的分子流行病学分析
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摘要 目的 广西自 1996 年 4 月起在静脉吸毒者和卖血者中发现 HIV 感染者, 为了解其

传染来源和判断其流行趋势,对广西流行的 H IV 进行分子流行病学分析。方法 选取 HIV 抗体

阳性血清标本 44 份,分别采用多肽酶免疫法 ( PEIA )和经逆转录 PCR 扩增作 cDNA 序列分析, 分

别确定其HIV- 1 基因亚型并加以比较。结果 结果表明广西存在 4 种 H IV- 1 M 组基因亚型,

即 B (泰国 B 亚型)、C、D、E 亚型。在静脉吸毒人群和性混乱者中存在 HIV- 1 E 亚型流行和 C 亚

型感染者;而在卖血者中发现 HIV- 1 B 和 D亚型感染。结论 HIV- 1 D 亚型感染和 E 亚型流

行已在国内出现, E 亚型病毒已由东南亚传入流行并将在我国南部形成新的流行区域。提出血清

学分型方法可作为H IV- 1 基因亚型分析的筛选技术推广应用。

关键词 人免疫缺陷病毒 1 型 基因亚型 血清学分型 脱氧核糖核酸序列分析

Molecular-epidemiological analysis of HIV- 1 initial prevalence in Guangxi, China CHEN Jie* , LI U
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Abstract Objective I n April 1996, HIV- 1 infection w as first found among both commercial

blood donors and IDUs in Guangx i. I n order to ident ify the source of HIV- 1 transmission and analy ze

t he trend o f HIV - 1 epidemic, the study was car ried out. Methods HIV- 1 genetic subtypes were

determined by peptide enzyme immunoassays ( PEIA ) , RT - PCR and DNA sequencing . Results Four

subtypes of Group M HIV- 1 were found in Guangx i: subt ype B ( Thai B) , C, D and E. Subtype E and

C ( 1 person) w er e circulating among IDUs and hetrosexual, w hile subtype B and D ( 1 person) were

among commercial blood dono rs. Subtype B infections were discovered among a g roup of commercial

blood donors and one of them was infected by subtype D. Conclusion It is the first report of subtype D

infection and subtype E that w er e identified in China. This observation indicated that subtype E HIV-

1 was spread into China from Southeast Asia, and a new epidemic reg ion w ith subtype E HIV- 1 w ould

emerge in southern China. Sero typing might be a useful scr eening method for HIV - 1 molecular

epidemiological analysis.
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1996年 4月,我区开始在一些流动到外

省有偿供血的人员中检出 HIV 感染者, 并在
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中越边境地区发现静脉注射吸毒人群

( IDUs)中存在 HIV 流行的情况[ 1]。这是广

西首次在本区居民中发现 HIV 感染和出现

区域性流行。

为了掌握广西首次 HIV 流行的病毒基

因亚型资料, 以分析其传染的来源和判断其

今后的流行趋势,于 1996年 4月至 7月收集
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了一批经确证试验为 HIV- 1抗体阳性的血

清标本,分别采用多肽酶免疫( PEIA)血清学

分型和逆转录 PCR( RT - PCR)及序列分析

的方法, 对广西 HIV - 1病毒的基因亚型进

行型别分析。结果报告如下。

材料与方法

一、样本及资料收集:选取本实验室保存

的 1996年 4~ 7月间采集的 HIV- 1抗体阳

性的血清标本作为亚型分析样本;所选样本

均经过蛋白印迹试验确认, 在- 80 低温保

存1至 4 个月不等。每份样本在采集时, 均

采用统一的问卷了解被采样者的基本资料和

高危行为资料。

用于亚型分析的 44份血清样本中,来自

有偿供血者的样本 25份,其中男性 21份,女

性 4 份; 25 名供血者均有流动到外省供

HBsAg阳性血浆的历史。来自吸毒者的样

本16份,其中 15份采自位于中越边境口岸

城市 凭祥市, 1份采自南宁市;有男性 14

名,女性 2 名, 均有静脉注射吸毒的高危行

为;另 3份样本中, 2份采自有在泰国嫖娼史

的男性,另 1份采自凭祥市HIV 感染的吸毒

者的女性配偶。

二、PEIA 血清学分型: 实验方法见文

献[ 2]。本次分析采用的 HIV - 1 亚型 V3

环合成多肽分别为 B 亚型(泰国 B 亚型)和

E 亚型; 其 14个 gp120V3 环型特异合成肽

段氨基酸顺序为: B 亚型: N
*
KSIHL GPGQ

AWYTT; E 亚 型: N* T SIT I GPGQ

VFYRT。

三、RT - PCR 和序列分析: 血清样本

RNA 的提取采用试剂盒 Qiagen blood kit

( Qiagen, Inc, Chatsworth, CA USA) 并按产

品说明书要求操作。提取的 RNA 经逆转录

PCR反应获得样本 cDNA, 所采用的引物为

JH35R; 然后进行套式 PCR 反应 (外引物

JH44F/ JH35R, 内引物 JH33F/ JH48R) ,获得

包括 V3环在内的 gp120C2- V4区、长度为

525个碱基的 PCR扩增产物。套式 PCR扩

增成功的样本 DNA 经纯化和测序处理后,

采用自动序列分析仪进行分析。根据获得的

序列分析结果, 取自 C2区中段至 V4区开始

段的 gp120基因的 345个碱基进行基因相关

性分析并构建系统树,参考 HIV- 1标准亚

型株判定样本株的基因亚型。

结 果

一、PEIA 分型: 44份血清样本经 PEIA

检测,有 32份样本被定型,占 73%。其中 18

份划定为泰国 B 亚型, 占 41% ; 14份划定为

E亚型,占 32%。有 6份样本( 14%)对 B 和

E亚型均有反应未能确定亚型, 其余 6份样

本( 14% )则对两个亚型均无反应而无法定

型。从样本来源看, 25份供血员样本中有 18

份( 72%)划定为 B 亚型; 4份出现对两个亚

型反应, 3份则无反应。在 16份 IDUs样本

中, 12 份( 75% )划定为 E 亚型; 3 份出现对

两个亚型反应, 1份为无反应。3份来自性接

触感染者的样本有 2份划定为 E 亚型, 1份

为无反应。

二、基因序列分析分型: 从 44份血清样

本中逆转录和 PCR 扩增成功 29 份 ( 66% )

cDNA 样本, 并完成了序列分析。通过分析

鉴别出HIV- 1 M 组基因亚型 4种: B 、C、D

和 E亚型,其中 B 亚型 13株, E 亚型 14株,

C和 D亚型各 1株。所有 4个亚型 28 株病

毒 C2- V3区 340余个碱基的基因序列均已

登录于 Genbank, 登记号为 AF080186 至

AF080213。不同危险组人群的基因亚型检

出情况见表 1。14份供血员标本有 13份鉴

别为 B 亚型,其中 9 株病毒 V3环顶的特征

肽为 GPGQ, 2株为 GPGR及1株为 RWGR;

余下 1株( 96CHI11)经测序有 107个碱基对

缺失, 包括 V3环顶的特征肽的 3个氨基酸

缺失而未能进入系统树分析。12 株 B 亚型

病毒基因序列间的同源性为 99%。在 13份

来自凭祥市的吸毒者样本中, 鉴别出 E亚型

病毒 12 株; 而从性暴露人群样本中检出 E

亚型病毒 2株。14株E 亚型病毒的 V3环顶
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特征四肽序均为 GPGQ,其基因序列间同源

性为 99%。有 1 份供血员样本被鉴别为 D

亚型, 其特征四肽序是 GLGQ; 鉴别为 C 亚

型的样本来自南宁市的吸毒者,特征四肽序

为 GPGQ。

表 1 广西高危人群 HIV- 1 基因亚型分布

基因亚型
有偿供血

( n= 14)

静脉吸毒

( n= 13)

性接触

( n= 2)

B 13 - -

C - 1 -

D 1 - -

E - 12 2

合 计 14 13 2

三、PEIA 和序列分析结果比较: 采用

PEIA 血清学分型结果与 DNA 序列分析结

果比较见表2。两种方法对B 亚型鉴别的符

合率为91. 6% ( 11/ 12) ; 而对 E 亚型鉴别的

符合率为 90% ( 9/ 10)。PEIA 未能定型的 7

份样本经序列分析均鉴别定型, 其中 3 份

B / E 双反应的样本均为 E亚型。

表 2 广西 HIV- 1 基因亚型分析 PEIA 和

序列分析结果比较

PEIA
序 列 分 析

B C D E
合计

E 1 9 10

B 11 1 12

E/ B 3 3

无反应 2 2 4

合 计 13 1 1 14 29

讨 论

尽管广西发现HIV- 1在本地居民中流

行或散发感染的时间晚于国内多数省份, 但

从一开始就呈现为多种 HIV - 1 M 组病毒

基因亚型混合存在的情况。从广西居民中首

次获得的 44份 HIV- 1感染者血清样本中,

同时鉴别出 4种HIV- 1 M 组基因亚型;而

且E 亚型已经在局部地区的 IDU 人群中形

成了流行。最近, 在另两次 HIV- 1基因亚

型分析研究中, 也分别证实了我区 B 和 E基

因亚型的存在及新发现 C 基因亚型已经在

我区多个地区的 IDU 人群中出现了播散性

流行[ 3]。目前,广西 IDU 人群中 HIV- 1流

行的优势基因亚型是 C亚型, 已广泛分布于

广西大部分地区; 而 E 亚型则暂时局限流行

在广西西南部中越边境地区。B 和 D亚型

感染全部见于流动到外省卖血浆的供血员,

未见有其他人群感染的情况。D亚型感染在

我国及周边国家均罕见[ 4, 5] , 我们的发现表

明这一在非洲流行的基因亚型已经传入我

国。

通过遗传进化分析, 12 株 B 亚型病毒

的核苷酸序列的相关程度非常紧密,显示为

来自同一传染源的感染; 实际上这些供血员

有在同一单采浆站长期供浆的历史,估计是

在卖血过程中受到感染。类似的情况也见于

E亚型病毒的进化关系分析中。12株 E 亚

型病毒间基因差异极小, 并且与泰国 E亚型

标准株的基因关联度极为紧密, 提示这些

IDU 人群受到同一来源的 HIV- 1病毒的感

染。越南 IDU 人群中 HIV - 1 E 亚型的流

行由南向北迅速发展, 与广西相邻省份的

IDU 中已发现有HIV- 1流行[ 6]。而中越边

境地区 IDU 人群跨国交往使用毒品的情况

非常普遍, 相信在广西流行的 E 亚型病毒是

从越南传入的。随着不断地蔓延, HIV- 1 E

亚型将在广西造成更大范围的流行,并将影

响到周边的省份, 在我国形成 E 亚型的流行

区域。

采用合成 V3环肽段作抗原以 EIA 法进

行HIV- 1血清学分型已得到肯定和在国际

上更多地应用, 并不断地得到改进和完

善[ 7~ 9]。李大勤等[ 10]采用该法对云南 HIV

- 1亚型进行血清流行病学追踪观察也取得

成功;我们的结果显示该法的分型成功率和

与序列分析的符合率比较理想。血清学分型

方法简便易行,可利用库存血清作回顾性调

查和进行大批量样本分析; 尽管该法仍存在

亚型间交叉反应等问题, 但经改进和结合基

因序列分析或 HMA 方法, 不失为 HIV - 1

M组病毒基因亚型分子流行病学筛选分析

的有用方法, 尤其是更为适合在地方或基层

实际工作中推广应用。
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108例丙型肝炎五年定群研究
黄慧俐 叶淑荣 赵 莉

1992 年 2 月,我们对昆明市某戒毒所 167 名静

脉内毒瘾者进行了抗- HCV 检测, 发现该人群抗-

HCV 阳性率高达92. 2% ,随后 6 个月和 15 个月进行

了追踪调查,发现有较高的转慢率和较轻的临床表

现。现报道如下。

一、对象与方法:

1. 研究对象及方法:以 1992 年 2 月经抗- HCV

检测确诊的 154 名 HCV 感染的静脉内毒瘾者为研

究对象。每次均由相同的专业人员按统一的方式进

行询问调查,内容为: 一般人口学特征、肝炎的主要

症状、体征, 并进行血清学检测及 B 超检查。

2.诊断标准:肝炎诊断按 1995 年第五次全国传

染病寄生虫病学会议讨论修订标准。

二、结果:

1.抗- HCV 检测结果: 1992 年 2 月抗- HCV

阳性率为92. 2% , 随后 6、15 和 60 个月的调查, 阳性

率分别为89. 0%、66. 7%和97. 2%。60 个月随访调

查时有 32 名抗- HCV 阴转者再次阳转。

2.临床表现:肝炎症状体征及血清 ALT 异常率

在199 2年2月初次检查时最高 , 随后6个月至5年

作者单位:解放军第五三三医院 昆明 650224

本项研究为全军青年基金资助项目( No: 96Q34)

期间, 95%以上无肝炎症状和体征。5 年来, 血清总

胆红素、白蛋白无明显变化,血清 ALT 异常率呈波

动下降, ALT 异常表现为持续异常和波动性异常。

3.临床转归: 5 年来, 除 1 例开始表现为亚型重

型肝炎, 最终死亡外,其余病例均未治疗。60 个月随

访 108 名结果显示 : 1 例发展为中度慢性肝炎, 2 例

发展为轻度慢性肝炎, 28 例呈亚临床型, 52 例表现

为 健康 携带, 22 例呈急性无黄疸型肝炎转为慢性

携带表现, 3例痊愈。血清 AFP 检测均在正常水平。

三、讨论 :调查中发现, 原 32 名抗- HCV 已阴

转的毒瘾者, 因复吸, 抗- HCV 再次阳性, 推测可能

的原因: 一是反复多次不洁静脉注射,可能造成不同

的 HCV亚型或变异株感染; 二是可能系抗- HCV

滴度水平特殊波动形式。

静脉内毒瘾者 HCV 感染, 约 80% 呈隐性型起

病, 20%有轻微不适感, 典型的肝炎症状、体征不明

显。95%以上 5 年发展缓慢, 呈亚临床型或 健康

携带状态, 仅 3% 左右发展为慢性肝炎。5 年时血清

AFP检测, 全部阴性,说明尚未发生肝细胞癌。结果

提示, 静脉内毒瘾者 HCV 感染呈持续缓慢的肝细胞

损伤过程; 持续性HCV 感染也不一定表现肝功能异

常, 似有 健康 携带者存在的可能。

(收稿: 1998- 08- 29 修回: 1998- 09- 30)
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