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云南省64例HIV-1独特重组毒株重组特征
及流行病学分析*
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【摘要】 目的 调查云南省64株 HIV-1独特型重组毒株的重组特征及流行病学特征。 方法 选择2017年云南省

传染病医院样本库 HIV-1感染者和艾滋病患者血浆样本,采样集时患者抗病毒治疗时间持续大于半年,同时收集其人

口学信息,运用RT-PCR方法扩增gag-pol区半分子基因序列,使用RIP和jpHMM 软件进行重组分析,采用 MEGA6.
06软件共同构建Neighbor-joining系统进化树对该毒株的同源性关系进行分析。 结果 64例独特型重组毒株主要以

男性为主,感染途径以异性性传播和静脉药瘾为主,样本来源于云南省11个州市,主要来自于昆明、红河、德宏、临沧、大
理和保山。64例独特型重组毒株主要有4类重组模式,分别是B/C重组、01_AE/B/C重组、01_AE/B重组和01_AE/C
重组,分别占到70.31%、18.75%、7.81%和3.13%,其中4种不同类型的重组模式在不同年龄段的差异有统计学意义,

64株毒株在系统进化树上分别形成不同的进化簇。 结论 云南省近年来重组毒株占比逐年增加,其重组的类型和模

式比较复杂,对疾病的防控带来较大的困难,这提示应密切监测重组毒株流行趋势变化,同时加强对这一特殊人群的管

理,以减少独特型重组毒株的传播。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

recombination
 

and
 

epidemiological
 

characteristics
 

of
 

64
 

HIV-1
 

unique
 

recom-

binant
 

strains
 

in
 

Yunnan
 

Province. Methods Selected
 

plasma
 

samples
 

of
 

HIV-1
 

infected/
 

AIDS
 

patients
 

from
 

Yunnan
 

Infectious
 

Diseases
 

Hospitals
 

sample
 

bank
 

in
 

2017.At
 

the
 

time
 

of
 

sampling,the
 

antiviral
 

treatment
 

time
 

of
 

patients
 

lasted
 

more
 

than
 

half
 

a
 

year,and
 

their
 

demographic
 

information
 

was
 

collected
 

at
 

the
 

same
 

time.The
 

semi
 

molecular
 

gene
 

se-

quence
 

of
 

gag-pol
 

region
 

was
 

amplified
 

by
 

RT-PCR.RIP
 

and
 

jpHMM
 

software
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

reorganization.
And

 

MEGA6.06
 

was
 

used
 

to
 

construct
 

the
 

neighbor
 

joining
 

phylogenetic
 

tree
 

to
 

analyze
 

the
 

homology
 

relationship
 

of
 

the
 

strains. Results A
 

total
 

of
 

64
 

unique
 

recombinant
 

strains
 

were
 

mainly
 

male,and
 

the
 

infection
 

routes
 

were
 

mainly
 

heter-
osexual

 

transmission
 

and
 

intravenous
 

drug
 

addiction.The
 

samples
 

were
 

from
 

11
 

cities
 

in
 

Yunnan
 

Province,mainly
 

from
 

Kunming,Honghe,Dehong,Lincang,Dali
 

and
 

Baoshan.There
 

were
 

mainly
 

4
 

types
 

of
 

recombination
 

modes
 

in
 

the
 

64
 

u-
nique

 

recombinant
 

strains,namely
 

B/C
 

recombination,01_AE/B/C
 

recombination,01_AE/B
 

recombination,and
 

01_AE/C
 

recombination,accounted
 

for
 

70.31%,18.75%,7.81%,and
 

3.13%
 

respectively.There
 

were
 

statistically
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

distribution
 

of
 

4
 

types
 

of
 

recombination
 

patterns
 

in
 

age,and
 

64
 

strains
 

formed
 

different
 

evolution
 

clusters
 

on
 

the
 

phylogenetic
 

tree
 

respectively. Conclusion The
 

proportion
 

of
 

recombinant
 

strains
 

in
 

Yunnan
 

has
 

increased
 

year
 

by
 

year
 

in
 

recent
 

years.The
 

types
 

and
 

patterns
 

of
 

recombination
 

are
 

more
 

complicated,which
 

brings
 

great
 

difficulties
 

to
 

the
 

preven-
tion

 

and
 

control
 

of
 

the
 

disease.This
 

suggests
 

that
 

we
 

should
 

closely
 

monitor
 

the
 

epidemic
 

trend
 

of
 

recombinant
 

strains
 

and
 

and
 

the
 

management
 

of
 

this
 

special
 

population
 

should
 

be
 

strengthened
 

to
 

reduce
 

the
 

transmission
 

of
 

unique
 

recombinant
 

strains.
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  人类免疫缺陷病毒(human
 

immunodeficiency
 

vi-
rus,HIV)是导致人感染艾滋病(acquired

 

immunode-
ficiency

 

syndrome,AIDS)的唯一病毒,HIV有 HIV-1
和 HIV-2两个型(type),目前在国内流行的主要是

HIV-1,HIV-1可分为 M、N、O和P组(group),目前

世界范围内主要流行的是 M组,根据基因组全长序列

分析又可以将 M 组分成9个主要亚型(subtype),分
别用大写字母(A-D,F-H,J和 K)表示。如果两个不

同亚型的病毒先后感染同一个个体,在同一个细胞内

复制,在病毒复制的逆转录过程中发生模板转换而产

生携带不同亲本毒株基因片段的重组毒株[1]。国际上

将重组毒株分为流行重组型(circulating
 

recombinant
 

form,CRF)和独特重组型(unique
 

recombinant
 

form,

URF)[2],当从3个及以上流行病学上没有关系的感

染者中分离和鉴定出同一种重组体,便确定了一种新

的CRF,URF是指仅在1个或2个感染者中发现的新

重组体。HIV/AIDS与高危人群之间无保护的性行

为是导致我国 HIV-1多样化的主要原因[3]。近年来

传播方式的转变,性传播成为主要的传播方式,使艾滋

病由高危人群向普通人群转变,加上云南省 HIV-1基

因亚型复杂,民族文化多样,地理位置特殊,靠近东南

亚国家,近年来随着国家“一带一路”的发展,人员往来

更加频繁,导致多重感染的概率增加,导致云南近年来

出现CRFs和URFs。由于重组毒株具有更强的复制

适应性及逃逸免疫反应,致病能力与传播能力增强[4],
这给云南省艾滋病的防控带来了更大的挑战。本研究

对云南省64例URFs的流行情况及基因重组情况进

行分析,以期了解云南省URFs的流行及重组情况,为
云南省艾滋病的防控提供一定的参考依据。

对象与方法

1 对象

选择2017年云南省传染病医院样本库 HIV-1感

染者和艾滋病患者(HIV/AIDS)血浆样本,这些样本

在采集时病人抗病毒治疗时间>6个月,且通过 HIV-
1病毒载量检测结果>1

 

000拷贝/ml,在云南省传染

病医院做HIV基因型耐药监测时发现pol区有基因

重组,扩增其pol和gag区全长基因序列,并对gag-
pol区全长序列进行分析。

2 方法

2.1 血浆RNA提取 患者血浆样本采用罗氏病毒

RNA提取试剂盒,提取并纯化血浆样本中的病毒

RNA,具体操作按照试剂盒说明书进行。

2.2 基 因 扩 增 分别对提取的 RNA 扩增 HIV-1
 

gag、pol全长基因(分别为1
 

584
 

bp和3
 

147
 

bp),第一

轮RT-PCR反应采用TaKaRa公司的 One
 

Step
 

RT-
PCR试剂盒,扩增体系为25

 

μl;第二轮反应体系采用

TaKaRa公司的Ex
 

Taq试剂盒,扩增体系为50
 

μl。
扩增产物送北京诺赛公司进行Sanger法测序。序列

测好后使用Contig
 

Express软件进行手工拼接,并分

别将获得的gag和pol全长基因序列拼接在一起,得
到约4.5

 

kb的 HIV-1半全长基因序列。扩增引物、
测序引物以及反应条件参见文献5。

2.3 序 列 分 析 使用 Los
 

Alamos
 

HIV
 

Database
 

(http://www.hiv.lanl.gov/
 

content/index)在线工

具 Quality
 

Control进行序列校正和裁剪,再以 Bi-
oEdit软件进行手工校对。采用美国国立生物技术信

息中 心(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/

genotyping/
 

formpage.cgi)在线亚型分析工具Geno-
typing对序列进行初步分型,下载(www.hiv.lanl.
gov)A~D、F~H、J、K、CRF01_AE、CRF07_BC、

CRF08_BC及云南最近几年出现的CRF作为标准亚

型序列,与本研究中的序列分别比对,用 MEGA6.06
软件构建 Neighbor-joining系 统 进 化 树(重 复 运 算

1
 

000次)进行分型验证,计算序列间的平均基因距离

进行同源性分析。重组分析先使用Los
 

Alamos
 

HIV
 

Database在线工具RIP(https://www.hiv.lanl.gov/

content/sequence/RIP/
 

RIP.html)进行初步重组分

析,再以HXB2做参考株,HIV在线软件jpHMM(ht-
tp://jphmm.gobics.de/submission_hiv.html)进行

HIV序列重组断点分析。

2.4 统计学分析 运用SPSS17.0软件进行统计学

分析,人口学特征计数资料以构成比表示,采用χ2 检

验或Fishers确切概率法,P<0.05表示差异有统计

学意义。

结 果

1 人口学特征及重组分布特征

64例URFs主要以男性为主,占62.50%,年龄分

布主要以31~50岁为主,占68.75%,民族以汉族为

主,占68.75%,少数民族占31.25%,感染途径以异性

性传 播 和 静 脉 药 隐 为 主,分 别 占 到 62.50% 和

32.81%,样本来源于云南省的11个州市,主要来自于

昆明、红河、德宏、临沧、大理和保山。64例 URFs主

要有4类重组模式,分别是B/C重组、01_AE/B/C重

组、01_AE/B 重 组 和 01_AE/C 重 组,分 别 占 到

70.31%(45/64)、18.75%(12/64)、7.81%(5/64)和

3.13%(2/64)。其中4种不同类型的重组方式在不同

年龄段中的差异有统计学意义。人口学特征及重组分

布特征参见表1。
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表
 

1 64例HIV-1未知重组毒株人口学及重组分布特征
Table

 

1 Demographic
 

and
 

recombination
 

distribution
 

characteristics
 

of
 

64
 

HIV-1
 

URFs

特征
例数(%)
n=64

B/C
n=45

01_AE/B/C
n=12

01_AE/B
n=5

01_AE/C
n=2

Fisher P 值

性别
男

女
40(62.50)
24(37.50)

28(62.22)
17(37.78)

8(66.67)
4(33.33)

3(60.00)
2(40.00)

1(50.00)
1(50.00)

- 1.000

年龄(岁)
18~30
31~50
51~

11(17.19)
44(68.75)
9(14.06)

10(22.22)
31(68.89)
4(8.89)

1(8.33)
11(91.67)
0(0)

0(0)
2(40.00)
3(60.00)

0(0)
0(0)

2(100.00)
- 0.003

民族
汉族

少数民族
44(68.75)
20(31.25)

29(64.44)
16(35.56)

9(75.00)
3(25.00)

5(100.00)
0(0)

1(50.00)
1(50.00)

- 0.364

感染途径

同性传播

异性传播

静脉药瘾

3(4.69)
40(62.50)
21(32.81)

3(6.67)
28(62.22)
14(31.11)

0(0)
7(58.33)
5(41.67)

0(0)
4(80.00)
1(20.00)

0(0)
1(50.00)
1(50.00)

- 0.934

地区分布

昆明

红河

德宏

临沧

大理

保山

普洱

文山

玉溪

曲靖

昭通

18(28.12)
13(20.31)
10(15.62)
9(14.06)
3(4.69)
3(4.69)
2(3.13)
2(3.13)
2(3.13)
1(1.56)
1(1.56)

12(26.67)
10(22.22)
5(11.11)
7(15.56)
3(6.67)
2(4.44)
2(4.44)
1(2.22)
1(2.22)
1(2.22)
1(2.22)

5(41.67)
0(0)

5(41.67)
0(0)
0(0)
1(8.33)
0(0)
0(0)
1(8.33)
0(0)
0(0)

1(20.00)
2(40.00)
0(0)

2(40.00)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

0(0)
1(50.00)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

1(50.00)
0(0)
0(0)
0(0)

- 0.198

2 系统进化树分析

将64例样本的基因组序列与下载的历年来自国

内外的37株标准参考株序列构建 Neighbor-joining
系统进化树(图1),从系统进化树分析结果可以看出

64例 URFs重组情况复杂,在系统进化树上形成多

簇,4类不同的重组毒株01_AE/C、01_AE/B、01_AE/

B/C和
 

B/C之间形成了不同的簇,每一类重组毒株之

间因为重组断点的差异又形成了不同的簇。其中01_

AE/C只有2例,分别为10276和10439,2例样本分

别来自红河州和文山州,传播方式分别为静脉药隐和

异性性传播,在系统进化树上单独形成了一簇;01_

AE/B有5例,分别为10771、10770、2091、3151和32,
样本来自于昆明市、红河州和临沧市,在进化树上形成

了2个簇,其中10771、10770和2091以01_AE为骨

架,嵌入一个B片段,在进化树上形成一簇,靠近以

CRF01_AE为骨架的参考株CRF01_0107,3151和32
由CRF01_AE为骨架,嵌入两个B片段,在进化树上

形成另一簇,与参考毒株CRF55_01B在一个进化簇

上;01_AE/B/C有12例,12例样本有5例传播方式

分别为静脉药隐,有7例为异性性传播;12例样本形

成4个传播簇,以01_AE为骨架嵌入B片段和C片段

的在进化树上主要与来自云南的参考毒株CRF96_

cpx在一个进化簇上,以C为骨架嵌入B片段和01_

AE片段的在进化树上主要与来自云南的参考毒株

CRF65_cpx在一个进化簇上。
 

B/C有45例,其中28
例异性传播,14例为静脉药隐,还有3例为同性传播;

45例
 

B/C重组毒株重组模式复杂,在进化树上形成

了很多进化簇,其中只有1例样本10192是以B为骨

架嵌入C片段,有44例样本以C为骨架嵌入B片段,
而嵌入B片段的数量和位置又各不相同。

3 序列重组分析

使用jpHMM-HIV和 RIP
 

3.0软件分析,64例

URFs重组情况较为复杂,主要有01_AE/B、01_AE/

C、01_AE/B/C和B/C等4种重组类型,每种重组类

型因骨架及嵌入片段的位置不同又有不同的重组模

式,下面就主要的重组类型进行分析,见图2。64例

URFs有49(76.5%)例是以C为骨架嵌入B或01_

AE片段,有14(21.9%)例是以CRF01_AE为骨架嵌

入B或C片段,只有1(1.6%)例是以B为骨架嵌入

C。01_AE/B有2类重组方式,一类如图2中A是以

CRF01_AE为骨架,在pol区嵌入一段B,另一类如图

2中B是以CRF01_AE为骨架,在pol区嵌入两段B。

01_AE/C只有一种重组方式,如图2中C由gag区的

一段C和pol区的一段CRF01_AE重组而成。01_

AE/B/C重组方式复杂,主要是以CRF01_AE为骨架

嵌入B和C片段为主,如图2中D是以CRF01_AE
为骨架,在gag和pol区嵌入一段C和pol区嵌入一

段B,E、F、G和H也是以CRF01_AE为骨架,在不同

位置嵌入了不同片段的B和C,I、J和K则是以C为

骨架,在不同位置嵌入了不同片段的B和 CRF01_

AE。B/C重组这4类重组方式中样本最多,同时也是

重组类型最为复杂的,B/C重组有45例,占到所有重
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组毒株的70.3%,其中只有1例是以B为骨架嵌入C
片段,如图2中 M,以B为骨架在pol区嵌入了一段

C,流行病学资料显示该病例为44岁男性,来自德宏

州的傣族,传播方式为静脉药隐;其余44例都是以C
为骨架,嵌入B片段,如图2中N、O、P和Q一样分别

在gag和pol区不同位置嵌入1至4段的B片段。

  注:●表示本研究中的序列,○表示参考株
图

 

1 64例URFs
 

gag-pol全长序列系统进化树

Fig.1 Phylogenetic
 

tree
 

analysis
 

of
 

64
 

HIV-1
 

URFs
 

gag-pol
full-length

 

gene
 

sequences

讨 论

云南省HIV-1基因亚型在全国一直是最为复杂

的地区之一,且一直处于动态变化的过程中。自从

1989年在云南省边境地区德宏州检出146例通过静

脉吸毒感染的艾滋病患者,且证实这些感染者为泰国

传入的B(B’)亚型[6],之后被认为从印度传入的C亚

型也在该地区的静脉吸毒人群中被发现[7],之后B亚

型和C亚型在该地区的静脉吸毒人群中传播,导致了

B/C重组毒株的产生,有研究[8]认为B/C重组毒株

CRF07_BC和CRF08_BC也是起源于此;在1994年

第一个流行重组毒株CRF01_AE在一名泰国返回云

南的商业性服务妇女中被检出[9]。从此B、C、CRF07_

BC、CRF08_BC和CRF01_AE便成为云南的主要基

因亚型和重组型在云南广泛流行开来,同时也通过性

传播及静脉吸毒等途径向全国各地传播,并对全国的

艾滋病流行产生了重要的影响,CRF07_BC、CRF08_

BC和CRF01_AE至今也是全国各地主要流行的基因

亚型。随着传播方式的转变,性传播成为主要的传播

途径,导致感染者之间的交叉感染的可能性在加大,各
种亚型的毒株重组的几率也在加大。云南省近年来就

发现了大量的重组毒株,从 HIV 序列数据库(ht-

tps://www.hiv.lanl.gov/content/
 

sequence/HIV/

CRFs/CRFs.html)中 发 现 目 前 全 世 界 有 104 种
 

CRFs,其中就有11种在云南发现的,包括
 

CRF57_

BC、
 

CRF62_BC、
 

CRF64_BC、CRF65_cpx、CRF78_

cpx、CRF86_BC、CRF87_cpx、CRF88_BC、CRF96_

cpx、CRF100_01C、CRF101_01B。同时 URF的数量

也是逐年在增加,云南省2009年的研究数据[10]显示

URF的比例只占到10.2%,到2015年的研究结果[11]

显示URF的比例已经上升至18.2%,随着感染者由

高危人群向普通人群的转换,且云南省本身基因亚型

复杂,URF的比例还会进一步增加。

  注:棕色代表C,黄色代表CRF01_AE,蓝色代表B
图

 

2 使用jpHMM-HIV绘制的主要URFs基因组图

Fig.2 Genome
 

map
 

of
 

major
 

HIV-1
 

URFs
 

using
 

jpHMM-HIV
software

本次研究的64例URFs有3种传播方式,异性传

播、静脉药瘾和同性传播,说明URFs在云南不同传播

方式的人群中均有传播,这些 URFs在人群中存在复

杂的传播关系。URFs主要分布在昆明、红河、德宏、
临沧和保山,这几个地区也一直是云南省艾滋病感染

较为严重的地区,昆明是人口较为集中的地区,人口基

数大,且人员往来频繁,这有利于 URFs的产生;德宏

州是中国艾滋病最早开始爆发流行的地区,艾滋病流

行时间较长,多种传播方式共存的条件下,也有利于

URFs的形成;红河州目前是云南省艾滋病最严重的

地区,病人基数较大,同时,红河、德宏、临沧和保山这

些地区为边境地区,接壤东南亚国家,毒品非法交易以
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及艾滋病的跨境传播也是导致 URFs产生的重要原

因。本研究显示4类URFs中,B/C重组比例最高,占
到70.3%,这与云南省2014[12]年的研究相符;其次是

01_AE/B/C、01_AE/B和01_AE/C,01_AE/B/C
 

3代

重组占到18.8%,近年来云南省01_AE/B/C
 

3代重

组逐年增加,自从2014年在云南省发现中国第一个复

杂重组毒株CRF65_cpx[13],又先后发现了 CRF78_

cpx、CRF87_cpx和CRF96_cpx,Liu等[14]研究认为

CRF65_cpx大约2000年左右起源于云南省西部的异

性传播人群,目前已在全国部分地区的男同人群中传

播,这将使中国基因型进一步复杂化。本研究中的这

些01_AE/B/C 重组毒 株 都 与 云 南 省 之 前 发 现 的

CRF65_cpx、CRF78_cpx、CRF87_cpx和CRF96_cpx
有不同的重组断点。01_AE/B重组的 URFs在云南

有报道[10-11],2019年才鉴定了云南省由01_AE/B重

组的 CRF101_01B[15],CRF55_01B、CRF59_01B、

CRF67_01B和CRF68_01B是通过男男同性感染[4],
而云南鉴定的CRF101_01B则是通过静脉药瘾传播,
本次研究中的5例01_AE/B则是通过静脉药瘾和异

性性传播感染,以CRF01_AE为骨架,但重组断点与

CRF101_01B不一样。01_AE/C重组的 URFs在云

南一直也有报道[10-11],2018年在云南省鉴定由01_

AE/C重组的CRF100_01C[16],3例样本均是来自临

沧的异性性传播人群,而本次研究中的2例01_AE/C
重组的URFs其中1例来自文山州的异性性传播感

染,另1例来自红河州的静脉药瘾感染,2例01_AE/C
与CRF100_01C是以CRF01_AE为骨架,但重组断点

与CRF100_01C不一样,CRF100_01C是在pol区嵌

入片段C,而本次研究中的2例 URFs则是在gag区

嵌入片段C。
云南省HIV-1的基因型复杂多样,重组毒株占比

较高,且在不同感染途径的人群中均有发现,这对疾病

的防控带来了较大的挑战。本研究部分URFs的重组

断点相似,URFs有可能已在云南省艾滋病人群中流

行,成为潜在的CRFs,这有待于继续加大对 HIV全

长基因组的检测及分析,尽早发现这些潜在的CRFs,
加强对这部分病人的管理,定期监测抗病毒治疗的疗

效,把病毒载量控制在检测下限以内,以减少这些

URFs的传播。
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