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HIV 基因变异研究及其在艾滋病防治中的应用 

浙江大学医学院 内科学（传染病） 

博士研究生 孙  佳 

研究生导师 邵一鸣 

中文摘要 

人类免疫缺陷病毒（HIV）的基因变异最快，在流行中出现具有特定人群和地

区分布的亚型及流行重组株（CRF）。HIV 基因变异是重要的研究领域，可分析 HIV

流行规律，构建分子网络确定传播关系，分析 HIV 表型变化，预测 CCR5（R5）

向 CXCR4（X4）的嗜性转换，指导和提高疗效；因而在艾滋病防治中有着广泛应

用。最近研究发现，不同 HIV 毒株及其流行簇患者的疾病进展速度不一，且约 20%

患者接受抗病毒治疗（HAART）后免疫重建不良。为此，提出 HIV 基因和表型差

异可能影响 HAART 中免疫重建能力的假设，并在治疗队列中开展研究进行检验，

发现免疫重建受阻的影响因素及其机理。  

本研究以 HAART 治疗队列和分子流调样本为基础，以 HIV 基因变异研究为

切入点，开展 HIV 亚型及流行簇的基因和表型预测；以分子传播网络参数评价自

述感染途径资料的准确性；使用多种方法系统分析患者免疫重建不良的影响因素

和机制，包括亚型、流行簇及表型等影响因素。 

研究结果： 

对浙江大学附属第一医院 674 名患者的亚型分析发现，CRF01_AE 和

CRF07_BC 分别占 63.6% 和 18.4%。 对 CRF01_AE 的分簇研究发现，4 簇为主

（65.5%），其次是 1 簇（14.7%）和 5 簇（8.2%）。研究中获得两条由 CRF01_AE

和 CRF07_BC 重组而成的新型毒株近全长基因序列。 

以来自全国分子流调的 1805 个样本作为研究对象，根据 pol 区序列构建分子
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网络，采用决策树模型分析，去除自报感染途径的干拢因素后，发现女性自报异性

感染和男性自报同性感染的可信度很高，分别为 100%和 96.8%；男性自报异性感

染的可信度低，仅为 71.4%，错误率高达 28.6%。研究显示通过引入传播网络和模

型分析新参数，可显著提高流调数据精度和对疫情把控，进而促进了艾滋病的精准

防控。 

建立 674 名感染者组成的队列，研究免疫重建状况及其影响因素。发现治疗前

基线 CD4 细胞水平，HIV-1 亚型及其流行簇，病毒嗜性可以显著影响免疫重建。

BC 患者的免疫重建水平显著优于 CRF01_AE 患者。CRF01_AE 的 5 簇和 4 簇，好

于 1 簇。发现这种差异在于 CRF01_AE 及其 1 簇含有较多的 X4 嗜性病毒，造成

细胞损伤和基线 CD4 细胞水平下降所致。进一步研究揭示特定氨基酸突变改变 V3

环电荷和 PNGS 数量，是病毒嗜性由 R5 向 X4 转换的物质基础。 

研究结论： 

CRF01_AE 和 CRF07_BC 是浙江主要流行的 HIV-1 毒株。根据病毒基因变异

距离构建分子网络，可追踪病毒传播链，校正被社会歧视压低的男男性传播自我报

告，提高了流调数据的精准度。由于 HIV-1 基因变异导致的 X4 嗜性异化，

CRF01_AE 及其 1 簇基线 CD4 细胞降低，其中出现免疫重建不良，应优先给予治

疗以促进其免疫功能的恢复。浙江存在高比率 CRF01_AE 毒株并持续产生新重组

病毒，卫生部门应高度重视并加强监测。 

关键词： HIV-1，CRF01_AE，嗜性，MSM，HAART，免疫重建，分子网络 
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Study on HIV genetic variation and its application in AIDS 

prevention and treatment 

Zhejiang University School of Medicine 

Internal Medicine（Infectious Disease） 

Doctor’s candidate Jia Sun 

Supervisor Yiming Shao 

Abstract 

Human immunodeficiency virus (HIV) is the most variable virus and produced  

various subtypes and their circulating recombinant forms (CRF) with certain population 

and regional distribution during global epidemic. Genetic variation and evolution is an 

important research field of HIV and has wide range application in AIDS prevention and 

treatment. Our study on HIV genetic variation is designed to trace the HIV epidemic, to 

improve the accuracy of self-reporting data by building molecular transmission network 

and to analyze HIV tropisms based on coreceptor shift from CCR5 (R5) to CXCR4 (X4). 

Previous studies have reported that different HIV subtypes and their genetic clusters 

domestrated different CD4 cell loss and disease progression. During aniviral treatment，

even though the virus was effectively suppressed after antiviral treatment, immune 

reconstitution was blocked in about 20% of AIDS patients. Therefore, it is necessary to 

examine the mechanisms and factors associated with poor immune recorvery in both host 

and virus including subtypes and clusters and viral tropisms. 

Based on the antiviral treatment cohort and national molecular epidemiological 

survey, we initiated the study by analyzing HIV gene variation and phenotype prediction. 

Then, we build the HIV transmission clusters and use it as a parameter on the determining 

model to evaluate the accuracy of self-reported infection route data. Finally, a variety of 

methods were used to analyze the mechanisms and influencing factors for the poor 

immune reconstitution in patients with antiviral therapy. The following results have been 
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obtained.  

In molecular epidemiology study, we recrumented 674 HIV infected individuals. 

CRF01_AE(63.6%) and CRF07_BC(18.4%) were two the main HIV-1 strains. Of the 

CRF01_AE, cluster 4 (65.5%) was predominant, followed by cluster 1 (14.7%) and 

cluster 5 (8.2%). We also detected two novel unique recombinant forms of HIV-1 strain 

derived from CRF01_AE and CRF07_BC. 

The pol sequences of 1805 subjects from National HIV Molecular Epidemiology 

Survey were used to build the molecular network. Adding the molecular network 

parameter and using decision tree model, we evaluated the self-reporting data of infection 

routes for all subjects. The model analysis found that the accuracy of the self-reported 

data by women reporting heterosexual infection and MSM reporting homosexual 

infection are 100% and 96.8% respectively. On the contrary, the accuracy of men self-

reporting heterosexual transmission is only 71.4%, with 28.6% error of actual 

homosexual transmission. It is revealed that combining transmission network and 

determine modeling, we can significantly correct the error in self-reporting due to social 

stigma on MSMs. The improved accuracy in epidemic data will greatly faciliate the 

précising AIDS prevention and control. 

We recruited 674 antiviral treatment (HAART) patients in a cohort to study their 

immune reconstitution during therapy. We used a generalized estimation equation to 

evaluate the factors affecting HAART effects. We found that baseline CD4 T cell counts, 

subtypes/clusters, tropism, and age were independent factors affecting immune recovery 

during HAART. Poorer immune reconstitution of low pencentage, low level and longer 

time needed, were found in patients infected by CRF01_AE compared with BC, and in 

CRF01_AE cluster 1 compared with cluster 4 and cluster 5. We found that high 

proportation of X4 coreceptor usage contributed to cell demage and decline CD4 count 

before HAART. Further study revealed that the mutation of specific amino acid of the V3 

region resulted in change of net charge and PNGS, which was the basis of transformation 

from R5 to X4. 

Conclusions:  

CRF01_AE and CRF07_BC subtypes are the prevalent HIV-1 strains in HAART 

patients in Zhejiang Province. We constructed the molecular network to track the 
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transmission chains and corrected the bias in self-reporting data of male heterosexual 

transmission, which is suppressed by social stigma for homosexual activity. We found 

that CRF01_AE, its cluster 1 and low baseline CD4 counts are associated with poor 

immune recovery in HAART cohort. This is due to enhanced X4 co-receptor tropisms in 

CRF01_AE and its cluster 1 infected people, who should be at the top priority for 

receiving HAART. Considering the high prevalent of CRF01_AE and its novel 

recombinants appearance in Zhejiang, special attention on monitoring these strains should 

be given by local health authority. 

 

Keywords: HIV-1, CRF01_AE, tropism, MSM, HAART, immune reconstruction, 

molecular network 
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英文缩略词表 

英文缩写 英文全称 中文全称 

AIDS  Acquired immunodeficiency syndrome  获得性免疫缺陷综合征  

HIV  Human immunodeficiency virus  人类免疫缺陷病毒  

HAART  Highly active antiretroviral therapy  高效抗逆转录病毒疗法  

CCR5 C-C chemokine receptor type 5 趋化因子受体 R5 

CXCR4 C-X-C chemokine receptor type 4 趋化因子受体 X4 

CRFs  Circulating Recombination Forms  流行重组株  

URF  Unique Recombination Forms  独特重组株 

cDNA  Complementary DNA  互补 DNA  

bp  Base pairs  碱基对  
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NRTI Nucleotide Reverse Transcriptase Inhibitor 核苷类逆转录酶抑制剂 
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FPR False positive rate 假阳性率 

HCV Hepatitis C virus 丙型肝炎病毒 

HBV Hepatitis B virus 乙型肝炎病毒 

HPTN HIV Prevention Trials Network HIV 预防试验网络 
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MSM Men who have sex with men 男男性行为 

HET Heterosexual sexual  异性恋 

IDU  Injection Drug Users  注射吸毒人群  
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ML Maximum Likelihood 最大似然法 

NFLG Near full lengh genome 近全长基因组 

PCR  Polymerase chain reaction  聚合酶链反应  

Pol (HIV) Polymerase HIV 多聚酶 

Env Envelope protein 膜蛋白 

PNGSs  Potential N-linked glycosylation sites  潜在糖基化位点  

RT  Reverse transcriptase  逆转录酶  

CDC  Centers for Disease Control and Prevention 疾病预防控制中心 

RT-PCR  Reverse transcription polymerase chain reaction  逆转录聚合酶链反应  

GEE generalized estamitating equation 广义估计方程 

RNA  Ribonucleic acid  核糖核酸  
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HIV 基因变异研究及其在艾滋病防治中的应用 

浙江大学医学院 内科学（传染病） 

博士研究生 孙  佳 

研究生导师 邵一鸣 

1 绪论 

1.1 国内外 HIV-1 流行传播状况 

1981年，美国首次报道了5例艾滋病病例，由此拉开了人类认识艾滋病的序幕

[1]。由于早期发现的艾滋病均出现在少数特殊人群中，如男同性恋者和静脉吸毒者，

当时并没有引起政府和社会的重视。1983至1984年，先后有权威研究机构陆续证明

艾滋病是由一种能够引起淋巴结病变的逆转录病毒引起的[2.3]。1986年，国际病毒

分类学会将该病毒命名为人类免疫缺陷病毒（Human Immunodeficiency Virus），简

称为HIV。HIV在病毒学分类上属逆转录病毒科，慢病毒属。目前已经发现两种HIV，

分别为HIV-1和HIV-2[4]。HIV-1广泛分布于世界各地，是引起全世界AIDS流行的主

要病原体，而HIV-2主要分布于非洲西部，其毒力与传播力均低于HIV-1，引起的艾

滋病病程较缓和[5]。目前研究认为， HIV病毒起源于非洲，后由移民带入美国[6.7]。

根据HIV基因序列差异，将其分为M组、N组、O组和P组四个进化组，亚型之间的

基因离散率高达30%-40％[8]。M组又分为A-K等亚型，以及这些亚型相互重组而产

生的流行重组株(Circulating Recombinant Forms, CRF)，截至目前，已发现一共101

种HIV-1流行重组株[9]。我国第三次全国艾滋病流行病学调查显示，在中国同时流

行着十余种不同的HIV-1亚型以及流行重组株，包括A、B’、B、C、CRF01_AE、

CRF07_BC和CRF08_BC等等，其中CRF07_BC、CRF01_AE、CRF08_BC和B’亚型

为主要的流行毒株，分别占35.5%、27.6%、20.1%和9.6%[10]。一项对中国CRF01_AE
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亚型起源和进化研究显示，我国至少存在7个独立的CRF01_AE流行簇，其中第1簇、

2簇和3簇主要在华南和西南地区省份的异性性行为人群和静脉吸毒人群中传播；

第4簇和5簇主要在华北地区MSM人群中流行；第6簇和7簇仅在福建和云南两省的

经异性性行为感染HIV人群中发现流行[11]。 

目前，HIV-1已在全球范围内流行。2019年一篇发表在柳叶刀子刊（The Lancet 

HIV）上关于全球疾病伤害和危险因素负担研究的系统综述[12]为我们提供了全球

HIV/AIDS发病率等数据并预测了2030年195个国家和地区的流行趋势。文章指出，

全球HIV死亡人数在2006年达到顶峰，共计195万人（95%CI：187-204），HIV发病

在1999年时最多，共计新发316万人（95%CI：279-367）。2017年，全球HIV新发

和死亡病例都显著下降，全球全年新发194万（95%CI ：163-229），死亡95万（95%CI：

91-101）。目前HIV-1的流行呈世界性分布，在地理分布上，HIV发病率、患病率均

以撒哈拉以南的非洲南部最高，中国呈低流行水平。根据中国艾滋病疫情防控数据

[13]显示，2011-2017年期间，我国新报告HIV感染病例数和死亡人数均逐年增加， 

2017年新发现HIV感染者/AIDS病人134512例，死亡26787例。然而，我国疫情人群

和地理分布均不平衡。广东、广西、河南、云南、四川现存活病人较多，MSM人

群中感染者也较多。 

HIV传播途径主要有三种：性传播，母婴传播，血液传播。目前， 中国HIV的

传播形式以异性传播为主。但HIV在不同国家具有不同的传播形式。美国的一项研

究显示，大多数HIV的传播发生在男男同性恋人群中，同性途径传播引起的新发感

染占所有新感染人群的67% [14]。对于不采取保护措施的异性性行为，低收入国家

人群的每次性行为感染HIV的风险是高收入国家的4到10倍[15]。 

1.2 HAART 治疗后免疫重建状况 

随着高效抗病毒治疗（HAART）的问世，明显改善了HIV感染者/AIDS患者的

预后，延长了患者生存时间。HAART治疗能够有效地抑制HIV病毒复制，随着

HAART的启动，由于细胞凋亡减少，淋巴组织中记忆CD4淋巴细胞的重新分布以
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及随后的静止CD4细胞的产生，使得CD4 T淋巴细胞开始增长[16，17]。一部分患者在

接受HAART治疗后， CD4细胞恢复达到或超过500个/μl，免疫重建良好，从而和

HIV阴性人群寿命几乎没有差别[18]。然而，约20%的HIV感染者在HAART治疗下虽

然病毒得到有效的抑制，但CD4 T淋巴细胞增长不明显，即免疫重建不良[17，19]。这

部分免疫重建不良患者中，与AIDS相关或不相关的疾病的发病率和病死率持续增

长[20，21]。因此，这部分患者更加引起国内外学者的关注和研究。目前对于免疫重

建不良的定义虽尚未明确，但一致认为治疗后CD4 T淋巴细胞的增长是免疫恢复的

标志。近几年，不同的研究将CD4 T淋巴细胞绝对值无法达到一个阈值（比如＞

200/μl，或者350/μl，或者500/μl）或较基线增长无法达到一定比例（如20%）作为

免疫重建不良的定义[22，23]。一般认为，CD4 T淋巴细胞绝对值增加到超过350/μl或

500/μl是免疫重建良好的标志[24]。免疫重建是否良好与外周血CD4 T淋巴细胞数量

的产生、破坏和淋巴组织和血液之间的运输等因素相关。 

目前已有研究表明，高龄，合并丙肝感染，治疗前HIV感染时间长和基线CD4 

T淋巴细胞水平低是导致免疫重建不良的重要因素。随着年龄增大，胸腺活性下降、

输出减少，因此老年人比青年人在HAART治疗后CD4 T淋巴细胞增长受限的风险

更大[25，26]。很多学者认为合并HCV感染与免疫重建不良有关，因为HCV感染使肌

体处于免疫活化状态[27]。在HIV自然感染状态下，感染时间越长，CD4下降的越多，

基线CD4 T淋巴细胞数量少，是影响HAART治疗后的重要因素[28，29]。 

由于免疫重建不良患者AIDS相关疾病的发病率和机会性感染均较免疫重建良

好患者高，因此需要进一步对HIV患者中免疫重建不良的相关因素进行研究。  

1.3 HIV-1 共受体使用的临床意义 

 病毒特异的CD4 T细胞是针对HIV免疫应答的重要组成部分，也是HIV感染过

程的首要靶点。然而HIV感染宿主细胞不仅需要结合CD4分子，还需要一种或几种

辅助受体，如G蛋白偶联趋化因子受体CXCR4或CCR5[30，31]。根据病毒使用辅助受

体能力的不同，将使用CCR5辅助受体的病毒称为R5嗜性病毒，将使用CXCR4辅助

https://baike.baidu.com/item/CD4%2BT%E7%BB%86%E8%83%9E
https://baike.baidu.com/item/%E8%B6%8B%E5%8C%96%E5%9B%A0%E5%AD%90%E5%8F%97%E4%BD%93
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受体的病毒称为X4嗜性病毒，将既能使用CCR5受体又能使用CXCR4受体的病毒

称为双嗜性病毒株 [32，33，34]。一般认为在大多数HIV-1感染早期的患者体内，只能

检测到R5嗜性病毒株[35]。在疾病进展到AIDS期患者体内可出现X4嗜性或双嗜性病

毒[36]。由于病毒感染宿主细胞时辅助受体发生了转变使得致细胞病变方式也发生

了转变，导致患者体内CD4 T淋巴细胞数量下降迅速，疾病进展加快[37]。 

研究发现HIV-1病毒辅助受体的选择是由病毒的膜蛋白尤其是gp120上的可变

区V3区决定的[38，39]。V3区中个别带正电的氨基酸残基位点与CXCR4嗜性有很强的

相关性，如在B亚型中第11号和25号位点[40]，这意味着V3区氨基酸在和gp120共受

体结合中起着重要的作用。11/25法则是基于B亚型一种嗜性预测方法[41]，即根据V3

区第11和/或25号位点出现的氨基酸为精氨酸（R）和/或赖氨酸（K），即判断为

CXCR4嗜性。多数基因预测方法依据V3区序列特点，一些方法还结合了临床资料

[42]，还有些方法结合了结构信息辅助判断病毒嗜性[43]。尽管V3区已经包含了大多

数嗜性决定特性，然而准确的嗜性预测实际上需要对包膜基因的V3-C4区域进行综

合分析[44]。普通的PCR只能获得一条HIV序列，而HIV感染者体内的病毒是一群准

种，因此仅用一条序列的嗜性代表准种的嗜性有误差，而随着二代测序的应用普及，

今后对辅助受体预测将更加准确[45]。 

目前研究发现，不同的亚型和流行株辅助受体使用情况和疾病进展不一[46]。

最开始的嗜性研究是在B亚型中开展的[47]。对于约占全球一半感染的C亚型中嗜性

研究显示，CXCR4的嗜性毒株比例很低[48]。而在D亚型的研究中发现，CXCR4嗜

性毒株的比例在上升[33]，在自然感染HIV-1队列研究中发现，非洲国家D亚型疾病

进展快[49]，与A亚型相比，D亚型出现死亡的风险增高2.27倍，进展到WHO分期4

期的风险增高1.94倍[50]。其他国家研究同样也显示D亚型疾病进展快 [51]。对于E亚

型的研究发现，自然感染状态下，泰国男同HIV感染者比西方发达国家的男同疾病

进展更快，从感染HIV-1到临床AIDS期和CD4 T计数小于200个/μL的中位时间分别

是7.2年和6.5年 [52]。然而重组流行株中的嗜性更加复杂。一项研究显示，在

CRF02_AG中CXCR4嗜性的使用率高达86%[53]。CRF01_AE亚型中CXCR4嗜性比

例较其他亚型更高且疾病进展快[54]，并且在CRF01_AE不同流行簇的嗜性比例和疾
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病进展也不一致[55]。 

1.4 目前国内外 MSM 人群 HIV 感染现状 

随着高效抗逆转录病毒治疗方案（HAART）出现，降低了HIV感染者/AIDS患

者的病毒载量，升高了CD4 T细胞计数，从而延长了患者寿命，提高了生活质量。

随着抗病毒治疗方案的不断改进，目前全世界对于所有HIV-1感染者均建议实施免

费抗病毒治疗，从而HIV/AIDS流行趋势也得到了有效的控制[56]。然而，据统计，

全球仍约5～10%的HIV感染是通过男男性行为传播途径发生的[57]，根据中国艾滋

病性病疫情报告显示，截至2017年年底，全国新报告病例中，经性传播感染的比例

为95.1%，其中异性性传播为69.6%（93575例），同性性传播为25.5%（34358例）。

经同性传播的病例约为2011年新报告的4倍[58]。 因此在MSM人群中HIV-1的传播仍

然很严重并且呈明显上升趋势[59]。 

由于同性恋和同性性行为不被国内外主流文化所认同, 使得他们承受着来自

家庭及社会的歧视，导致该人群对社会、家庭隐瞒自己的同性身份以获得自我保护，

成为HIV-1隐性传播的人群，给HIV/AIDS预防带来极大的困难和挑战[60，61]。由于

MSM人群具有流动性大，喜欢频繁更换性伴侣，不喜欢使用安全套，采取特殊的

性交方式等特点，导致MSM成为感染HIV以及其他性传播性疾病的高危人群。有

报道显示，MSM人群感染艾滋病的风险是普通人的19.3倍，在肛交中，每次性行为

的HIV传播风险约1.4–1.7%[62]。合并生殖器溃疡或其他性传播性疾病将会进一步

促进HIV的传播风险[63]。在中国的独生子女政策和传统的传宗接代的观念影响下，

导致我国大部分男性同性恋在保持同性性行为的同时,被迫进入婚姻，和异性女性

组建了家庭，MSM成为了HIV-1传播的桥梁，使异性配偶感染HIV-1风险增高[64]。  

1.5 本研究总体设计 

基因变异最快是人类免疫缺陷病毒（HIV）最显著的生物学特点。目前，中国

HIV 传播特点为多种亚型和流行簇同时存在，呈现区域性分布特点。HIV 基因序
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列会随时间推移发生进化，通过分析 HIV 毒株的基因序列，在确定感染者之间存

在传播关联的基因距离阈值基础上，可构建分子网络。在 HIV 自然感染队列研究

中发现，由于毒株的基因型和表型差异，使得不同亚型及流行簇感染人群的疾病进

展速度不一。在抗病毒治疗队列研究中发现，尽管 HAART 治疗后病毒得到了有效

的抑制，但约 20%的艾滋病患者免疫重建受阻。MSM 人群由于社会压力，趋向隐

瞒真实的传播途径信息。 

基于以上，本研究第一部分对浙江大学附属第一医院2013-2017年HIV感染样

本的亚型、簇的分子流行病学描述性研究，通过研究HIV基因变异和地区性分布特

点，可预测流行趋势，同时也为制定防控措施提供依据。第二部分是对2015年全国

分子流调序列利用基因变异构建分子网络，采用模型分析查明自报传播途径资料

中的干拢因素，提高流调资料的精准度。第三部分研究内容是对浙江省主要流行亚

型和流行簇根据毒株的基因型和表型差异，建立不同表型病毒对抗病毒治疗效果

尤其是免疫重建可能产生影响的假说，并且通过建立队列开展实验研究加以检验，

得出研究的结论。这三个部分的研究出发点都是艾滋病毒的基因变异，得到其不同

侧面的参数后，应用于三个方面，以加强对艾滋病流行规律的把握，调查精度的改

善和治疗效果的提高。 
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2 第一章 浙江大学附属第一医院 2013-2017 年 HIV 分子流

行病学研究 

2.1 引言 

目前 HIV/AIDS 仍然对我国公共卫生健康有重要的威胁。自从 1985 年中国出

现第一例 AIDS 患者以来，每年新报告艾滋病病毒（HIV）感染者/AIDS 病人例数

持续逐年增长。从 2011 年至 2017 年，我国每年新报告的 HIV 感染者/AIDS 病人

分别为新 5.4 万例，8.2 万例，9.0 万例，10.4 万例，11.5 万例，12.5 万例和 13.5 万

例[1]。截至 2019 年 10 月底，我国报告存活艾滋病病毒（HIV）感染者/AIDS 病人

95.8 万，2019 年（1-10 月）新报告例数（13.1 万例）是 2011 年新报告例数（5.4

万例）的 2.4 倍[2]。 

目前我国艾滋病主要的传播方式为性传播，经静脉吸毒（IDU）传播比例下降，

经母婴传播得到了有效的控制，经输血传播基本阻断。在中国早期HIV流行阶段

（1985-2001年），我国最主要的传播途径为IDU，约占新报告HIV例数的83.5%。

之后，经IDU传播比例下降， 但IDU例数仍然不断增加。取而代之的是经性传播途

径感染HIV例数无论在总体数量还是在占比上均迅速增加。2008年，性传播取代

IDU途径成为了我国最主要的HIV传播方式[3]。2019年1-10月新报告感染者中，经

性传播异性传播占96.3%，其中异性传播为73.3%（约9.6万例），男性同性恋传播

占23.0%（约3万例）[2]。 

我国是HIV基因型多样性最复杂的国家之一。根据我国第三次全国HIV分子流

行病学调查显示，CRF01_AE、CRF07_BC、B’（泰国B亚型）和CRF08_BC这四

种亚型是我国主要的流行毒株，所占比例分别为30.53%，28.75%，17.44%和13.24% ，

HIV亚型在不同地区间有不同表现[4]。浙江省地处中国东南沿海，是经济文化发达

的沿海省份之一，也是最早报告HIV病例的省份之一。1985年，浙江省有4位血友

病患者通过输注HIV-1污染的VIII因子而感染艾滋病[5]。从1985至1996年，在国际旅
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客和商业献血员中发现了22例HIV感染病例[6]。从1997年至2003年，经静脉吸毒和

异型性行为传播途径造成了当地的HIV流行，在浙江省超过60%的城市发现了479

例HIV-1感染者。之后几年，HIV-1流行迅速增加，很快就遍布整个浙江省[7]。根据

浙江省卫健委发布的官方数据，截至2013年底，浙江省累积HIV感染者达到103555

例，其中3853例已经处于艾滋病期，死亡率为11.9/100人年[8]。浙江省2004-2008年

期间HIV-1分子流行病学调查研究中基因型分析显示，浙江省主要的流行株是

CRF01_AE（43.5%），其次是B/B’（17.9%），CRF07_BC (17.1%)， CRF08_BC 

(13.7%)；传播途径分析显示，浙江省HIV主要的传播途径为性传播[8]。浙江省2011

年对当年新报告MSM人群中新近感染的毒株进行分析，CRF01_AR占比最高，为

62.4%，其次是CRF07_BC，占31.7%[9]。 

近些年，随着HIV检测率不断提高，检测覆盖面的不断扩大，发现了一些HIV-

1新型重组株，包括流行重组株（CRF），如在男男同性人群中发现的CRF55_01B、

CRF59_01B，以及大量的独特型重组株（URF） [10, 11]。由CRF01_AE、CRF07_BC、

B和（或）C亚型两两重组而成的URF在异性性传播人群[12]、MSM人群和IDU人群

中均有发现[13, 14]。这些新重组毒株的出现以及流行传播，使得HIV-1亚型变的更加

复杂，从而使得艾滋病预防和控制工作面临更严峻的挑战。 

因此本部分对2013-2017年浙江大学附属第一医院HIV感染样本的亚型、流行

簇进行分子流行病学描述性研究，通过研究HIV基因变异和地区分布特点，阐明

浙江大学附属第一医院就诊病例HIV亚型特征和传播流行特征的变化，预测流行

趋势，为当地HIV防控和流行检测提供更精确的指导。 

2.2 主要实验材料和仪器 

2.2.1 研究对象纳入 

研究对象为浙江大学附属第一医院感染科从 2013.3 至 2017.12 月新诊断的

HIV-1 感染者，纳入标准为：（1）首次就诊或疾控转诊的 HIV-1 感染患者，有基

线资料；（2）具有抗病毒治疗前及之后的 CD4 T 淋巴细胞计数、治疗方案、临床
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检验数据等信息；（3）具有 HAART 治疗前和随访过程中采集的血样（全血、血

浆、PBMC 标本）。标本来源都经与患者同意，并且签署知情同意书。该研究通过

浙江大学附属第一医院伦理委员会审核通过。 

2.2.2 主要实验材料 

（1） 手工病毒核酸提取试剂：病毒核酸提取试剂盒（QIAamp Viral RNA Mini 

Kit, Qiagen, 德国）用于血浆中 HIV-1 RNA 的提取；无水乙醇（分析纯）（天津市

滨海科迪化学试剂有限公司）用于 RNA 的提取；EP 管，PCR 管，96 孔 PCR 板，

TIP 头等（美国 Axygen 公司）。 

（2） 自动核酸提取仪核酸提取试剂，包括：提取缓冲液 1（货号 280130，

规格 4*1000ml），提取缓冲液 2（货号 280131，规格 4*1000ml），提取缓冲液 3

（货号 280132，规格 4*1000ml），裂解缓冲液（货号 280133，规格 4*1000ml），

磁性硅胶（货号 280133，规格 24*1.2ml），专用反应管（Sample Vessals）。 

（3） PCR 试剂：Promega AccessQuickTM RT-PCR System （普洛麦格北京

生物技术有限公司）主要用于短片段基因扩增时 cDNA 的合成和第一轮 PCR 扩增；

Tiangen PCR Master Mix 或 2x Taq PCR Mixture （北京博奥龙免疫技术有限公司）；

主要用于短片段基因扩增时第二轮 PCR 扩增； DNase/RNase-Free 去离子水（天根

生化科技北京有限公司）主要用于 PCR 反应体系补充。 

（4） 核酸凝胶电泳：Biowest 琼脂糖（上海分装）；GoldView 核酸染色剂

（广州百康生物科技有限公司），主要用于核酸凝胶电泳 PCR 产物上样；标准分

子量 DNA 250 bp DNA Ladder Marker 和 DL15,000 DNA Marker（天根生化科技

北京有限公司），用于核酸凝胶电泳核酸分子量标记。 

2.2.3 主要实验仪器 

（1） 生物安全柜 ClassⅡ（美国 NuAire 公司），PCR UV Chamber 工作台 

（美国 Plas-Labs 公司），自动核酸提取仪（法国生物梅里埃公司 NucliSENS 

easyMAG），离心机（Sigma 1-15K）； 

（2） GeneAmp 9700 PCR 仪 （美国 ABI 公司）；                                     

（3） DYY-31A 型水平电泳槽 （北京六一仪器厂），DYY-5 型稳压稳流电
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泳仪 （北京六一仪器厂），Bio-Rad 凝胶成像系统 （美国 Bio-Rad 公司）；   

（4） 1-15K 台式高速离心机 （德国 Eppendorf 公司），-80°C 超低温保存

箱 （海尔公司）；                                      

（5） 单道微量移液器(2.5µl, 10µl, 20µl, 100µl, 200µl ) （德国 Eppendorf 公

司） ，8 道微量移液器(10µl, 200µl,300µl) （德国 Eppendorf 公司）             

2.2.4 主要应用软件 

（1） 序列清理和拼接用 Sequencer v4.10 软件（Gene Codes 公司，美国）

HIV database 在线软件用于序列的比对。 

（https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/VIRALIGN/viralign.html）； 

（2） 序列比对、编辑、人工转换和个别位点人工调整用 BioEdit7.2.0 

（Genetools 公司，美国）和 AliView，系统进化树构建用 FastTree，进化树的展现

和优化用 FigTree1.4.3； 

（3） HIV Database RIP 在线软件用于 HIV-1 基因组重组模式鉴定

（https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/RIP/RIP.html）；HIV Database jpHMM at 

GOBICS 在线软件用于 HIV-1 基因组重组模式和重组断点的初步判断

（http://jphmm.gobics.de/）；SimPlot 3.5.1，用于序列重组模式及重组断点位置的分

析。 

2.3 实验方法 

2.3.1 全自动核酸提取仪操作步骤（法国生物梅里埃公司 NucliSENS 

easyMAG） 

（1） 样本准备，提前将需要抽提RNA的血浆从-80°样本库冰箱转移至核酸

提取间，放置-4°冰箱冻融； 

（2） 打开easyMAG机器电源开关，电脑、触摸屏； 

（3） 等到设备指示灯变绿，进入easyMAG软件，用户登录界面，输入用户

名user，密码； 

https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/VIRALIGN/viralign.html
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/RIP/RIP.html
http://jphmm.gobics.de/


浙江大学博士学位论文 第一章  浙江大学附属第一医院 2013-2017 年 HIV 分子流行病学研究 

 18 

（4） 先检查试剂存量，扫描位置条码，再扫描每个核酸提取试剂瓶身条码，

检查屏幕显示的试剂货号和批号；  

（5） 再检查废液桶容量，如有必要，再执行清空步骤。注意：仅需要在每

次开机后执行一次即可； 

（6） 准备一个运行，将样本的识别码按照顺序输入软件中。使用条码识别

器或键盘。选择提取方案，包括样本体积和各个样本的洗脱体积。将样本指定到一

个运行中； 

（7） 选择一个运行：选择一个已经准备好的运行。将样本反应管和一次性

吸液器载入仪器。用条形码识别器扫描试剂的ID和专用反应管的ID代码。可选择

程序如下：A 机内分配裂解液+在线裂解+在线硅胶孵育：创建运行时选择在线裂

解，在线孵育，将primary的样本移入运行，点击图标分配裂解液，机内裂解完成后

加入硅胶再点击图标运行。B 机内分配裂解液+在线裂解+离线孵育 创建运行时选

择离线硅胶孵育，将primary的样本移入运行，点击图标分配裂解液，机内裂解完成

后，取下Sample Vessal加入硅胶，在生物安全柜中孵育10分钟，重新上机，点击第

二个图标运行；C 机内分配裂解液+离线裂解+在线硅胶孵育 创建运行时选择离线

裂解，将Primary的样本移入运行，点击图标分配裂解液，分配后取下Sample Vessal， 

在生物安全柜中加入样本并裂解，机外裂解完成后，加入硅胶上机，再点击第二个

图标运行。D 机内分配裂解液+离线裂解+离线硅胶孵育 创建运行时选择离线裂解，

离线硅胶孵育，将primary的样本移入运行，点击图标分配裂解液，分配后取下

Sample Vessal，在生物安全柜中加入样本并裂解，机外裂解成功后，加入硅胶再在

生物安全柜中孵育10分钟，完成后上机，再点击图标运行。E 机外分配裂解液+离

线裂解+在线硅胶孵育 创建运行时选择离线裂解，将Lysed的样本移入运行，在生

物安全柜中往NucliSENS Lysis Buffer中加入样本并裂解，机外裂解完成后，转移入

Sample Vessal 并加入硅胶上机，再点击第二个图标运行。F 机外分配裂解液+离线

裂解+离线硅胶孵育 创建运行时选择离线裂解，离线硅胶孵育，将Lysed的样本移

入运行，在生物安全柜中往NucliSENS Lysis Buffer中加入样本并裂解，机外裂解完

成后，加入硅胶，并在生物安全柜中孵育10分钟。裂解后转移入Sample Vessal上机，
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再点击第二个图标运行。（注意，硅胶需先在震荡机上混匀，然后往每个样本中垂

直加入5µl，混匀。）； 

（8） 加样：将装有样本的试管的盖打开，将要处理的所有样本转移到专用

反应管中。所使用的样本体积最高可达1000μl。（注意：确保样本如软件所显示的

那样已被转移到了相应的反应管中。可任选条码识别器重新识别各个样本。在专用

反应管（Sample Vassal），空白处进行标记样本排序，打开samlpe抽屉，将Sample 

Vassal置于样本架上，先扫描位置，再扫描Vassal条码。加样前先将血浆震荡混匀，

然后再吸取前再用枪头抽吸几次混匀后再吸取150µl放入Sample Vessal）； 

（9） 启动运行：启动选定的运行。仪器执行指定的裂解程序。同时继续进

行第10步； 

（10） 准备预混合液：如果要对核酸提取的有效性进行检测，在此过程中可

以加入内标（RNA 或 DNA）。准备含有内标（RNA 或 DNA）和硅胶的预混料。

这样就可以使这两种成分合为一步加入。稀释专用的对照缓冲液或无菌水中的对

照品，每个样本中加入550μl。按照下列方法准备预混料（足够8个样本使用）：将

550μl的硅胶溶液加入装有550μl的内标（RNA 或 DNA）溶液或无热原无菌水的试

管中。涡旋混合制备的混合物。 注意：不要对混合物离心。可选用可编码的电子

多道移液器向8孔反应管中移入125μl的等份溶液； 

（11） 将预混合液加入裂解样本中：将100μl的预混合液从8孔反应管中转移

到含有裂解样本的反应管中，并将混合物充分混匀，例如使用可编程的电子多道移

液器； 

（12） 继续提取运行：继续此运行。仪器开始孵育、洗涤、洗脱并将颗粒物

从缓冲液中分离出来。注意：硅胶孵育还可以离线进行，这要视工作流程设置而定； 

（13） 回收提取物：用移液器（单道或多道移液器，视目标耗材的样式而定）

从反应管中回收浓缩核酸。提取完成后(按照不同程序约 2h)，取出核酸，转移入八

连排管过 96 孔板，4℃备用；核酸的长期保存应在-80℃冰箱中； 

（14） 结束运行：将专用样本管丢弃到废弃物容器中。确保将使用过的专用

样本管作为潜在的污染源进行处理，并将其丢弃到一个封闭的废弃物容器中。注意：
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除了将反应管放置在仪器上进行加样外（第 8 步），还可以用放置在试验台上或放

置在生物安全柜中的反应管中加样。系统中有一个专用的输送器用于容纳及输送

反应管。 

2.3.2 手工提取血浆 HIV-1 RNA（QIAGEN Viral RNA Mini Kit） 

（1） 实验前先将保存在-80℃超低温冰箱的血浆样本转移至 4℃冰箱融化，

实验前取出血浆样品恢复至室温（15－25℃），解冻待用； 

（2） 取 310μl AVE 缓冲液加入含 310μg 冻干 Carrier RNA 管中，配成溶液

浓度为 1μg/μl 的 carrier RNA-Buffer AVE，待溶解完全后，转入 AVL 缓冲液瓶中

（一管 Carrier RNA 对应一瓶 AVL31mL），分装到 1.5mL eppendorf 管中，每管

560μL，4℃保存。AVL/Carrier RNA 缓冲液 4℃保存时会有沉淀，使用前需 37℃

预热溶解沉淀。注意：不要将 AVL/Carrier RNA 缓冲液反复加热超过 6 次，每次

孵育不要超过 5 分钟。Carrier 作用体现在以下两个方面，第一能促进 HIV-1 RNA

与过滤柱滤膜有效的结合，第二能防止 AVL 缓冲液可能存在的酶系，避免 RNA

被降解； 

（3） AW1 和 AW2 缓冲液按照说明书的操作指南加入 96％~100％的乙醇，

乙醇应无 RNA 酶（无水乙醇）； 

（4） 所有离心步骤均在室温进行。注意：使用无 DNase 和 RNase 的 Tip 头。 

（5） 将 560μL 准备好的含有 Carrier RNA 的 AVL 缓冲液加入 1.5mL 离心

管； 

（6） 将 140μL 血浆加入盛有 AVL/Carrier RNA 缓冲液的离心管，振荡混匀

15 秒。 

（7） 室温（15-25℃）孵育 10 分钟； 

（8） 为消除管盖内的液滴，将 1.5mL 离心管短暂离心； 

（9） 加入 560μL 乙醇（96－100％），振荡混匀 15 秒。振荡混匀后将离心

管短暂离心，消除管盖内的液滴； 

（10） 将 630μL 步骤（9）中的溶液小心转入 QIAamp RNA 提取柱（放置于

2mL 收集管中），注意不要碰湿柱子边缘。盖上盖子，6000 g（小离心机约 8000 
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rmp）离心 1 分钟，将柱子移入一新的 2mL 收集管（试剂盒提供），丢弃剩有滤液

的收集管； 

（11） 小心打开柱子的盖子，重复步骤（10）； 

（12） 小心打开柱子的盖子，加入 500μL AW1 液，盖上盖子，6000 g(8000 

rpm)离心 1 分钟，将柱子放入一新的 2mL 收集管（试剂盒提供），丢弃剩有滤液

的收集管； 

（13） 小心打开柱子的盖子，加入 500μL AW2 液，盖上盖子，全速（20,000 

g 或 14,000 rmp）离心 3 分钟； 

（14） 将步骤（13）中的提取柱移入一新的 2mL 收集管（自备），全速（20,000 

g 或 14,000 rmp）离心 1 分钟； 

（15） 将柱子放入一新的 1.5mL 离心管（自备），丢弃剩有滤液的收集管。

小心打开柱子的盖子，加入 60μL 已恢复室温的 AVE 缓冲液（小心加到中心的滤

芯上），盖上盖子，室温孵育 5 分钟后，6000g(8000rmp) 离心 1 分钟； 

（16） 离心得到的洗脱液，即为病毒 RNA 样本模板，注意：RNA 样本易降

解，需马上进行后续的 RT－PCR 反应，如不能立即进行，可以放-20℃保存（一个

月），长期保存需要放入－80℃超低温冰箱（半年）。 

2.3.3 HIV-1 env 基因区 PCR 扩增 

采用一步法进行 env区为模板进行PCR扩增，反应体系均在冰盒上进行配置。 

（1） 引 物 ： 第 一 轮 RT-PCR 所 用 引 物 为 ， 正 向 引 物 44F （ 5'-

ACAGTRCARTGYACACATGG-3'，引物长度 21bp，相对于 HXB2 6954-6973 位

置）；反向引物 35R（5'-CACTTCTCCAATTGTCCITCA-3'，引物长度 21bp，相当

于 HXB2 7668-7648），目的片段长度为 715bp。第二轮 PCR 所用引物为，正向/测

序引物 DR7m4 （5'-tgtaaaacgacggccagt CTGTTAAATGGYAGYCTAGC-3'，引物长

度 38bp，相对于 HXB2 7002-7021 位置）；反向 /测序引物 DR8m4（ 5'-

caggaaacagctatgacc CTCCAATTGTYCCTCATAT-3'，引物长度 37bp，相当于 HXB2 

7663-7645），目的片段长度为 661bp。 

（2） 反应条件：第一轮为 50℃ 30 分钟，94℃ 3 分钟，1 个循环；94℃ 30
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秒，55℃ 30 秒，72℃ 2 分钟，30 个循环；72℃ 10 分钟，4℃ 保温。第二轮 94℃ 

2 分钟，1 个循环；94℃ 30 秒，54℃ 30 秒，72℃ 1 分钟，5 个循环；94℃ 30 秒，

58.5℃ 30 秒，72℃ 1 分钟，25 个循环；72℃ 10 分钟，4℃ 保温。 

（3） 反应体系：  

第一轮：一步法 RT-PCR（基于 Promega AccessQuickTM RT-PCR 试剂） 

组分 体积（μl） 

2*MIX 12.5 

44F(20μM) 0.5 

35R(20μM) 0.5 

AMV 0.5 

RNA 模板 5 

无 RNase 水 (Reagent 2) 补足体系 

总体积 25.0 

第二轮：PCR 扩增 （基于 Tiangen PCR Master Mix） 

 

2.3.4 HIV-1 pol 基因区 PCR 扩增 

采用一步法进行 pol 区为模板进行 PCR 扩增，反应体系均在冰盒上进行配置。 

（1） 引物：第一轮 RT-PCR 所用引物为，正向引物 F1a （ 5 ’ -

TGAARGAITGYACTGARAGRCAGGCTAAT -3’，引物长度 29bp，相对于 HXB2 

2057-2085 位置）和 F1b（5’- ACTGARAGRCAGGCTAATTTTTTAG -3’，引物

长 度 25bp ， 相 当 于 HXB2 2068-2092 ） ； 反 向 引 物 RT-R1 （ 5 ’ - 

组分 体积（μl） 

2×Taq PCR Master Mix 12.5 

DR7m4(20μM) 0.5 

DR8m4(20μM) 0.5 

模板（第一轮产物） 2.0 

水 9.5 

总体积 25.0 
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ATCCCTGCATAAATCTGACTTGC -3’，引物长度 23bp，相当于HXB2 3370-3348），

目的片段长度为 1291bp。第二轮 PCR 所用引物为，正向引物 PRT-F2 （5’- 

CTTTARCTTCCCTCARATCACTCT -3’，引物长度 24bp，），相对于 HXB2 2243-

2266 位置）；反向引物 RT-R2（5’- CTTCTGTATGTCATTGACAGTCC -3’，引

物长度 23bp，相当于 HXB2 3326-3304），目的片段长度为 1061bp。 

（2） 反应条件：第一轮 50℃ 45 分钟，94℃ 2 分钟，，1 个循环；94℃ 15

秒，50℃ 20 秒，72℃ 2 分钟，35 个循环；72℃ 10 分钟，4℃ 保温。第二轮 94℃ 

4 分钟， 1 个循环；94℃ 15 秒，55℃ 20 秒，72℃ 2 分钟，30 个循环；72℃ 10

分钟，4℃ 保温 

（3） 反应体系： 

第一轮：一步法 RT-PCR（基于 Promega AccessQuickTM RT-PCR 试剂） 

组分 体积（µl） 

2*MIX 12.5 

F1a (20µM) 0.25 

F1b 0.25 

RT-R1 (20µM) 0.5 

AMV 0.5 

RNA 模板 5 

无 RNase 水 (Reagent 2) 补足体系 

总体积 25.0 

第二轮：PCR 扩增 （基于 Tiangen PCR Master Mix） 

 组分 体积（µl） 

2×Taq PCR Master Mix 12.5 

PRT-F2 0.5 

RT-R2 0.5 

模板（第一轮产物） 2.0 

水 9.5 

总体积 25.0 
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2.3.5 cDNA 合成：  

使用 SuperScript III First-Strand Synthesis System for RT-PCR kit 进行 cDNA 合

成。 

体系 1 配置后按照反应 1 程序进行反应，体系 2 配置后混合均匀，然后将体

系 2 加入到反应 1 结束后的体系 1 中，混匀后瞬时离心后按照反应 2 进行反应。

合成的 cDNA 4℃冰箱保存备用。 

反应条件：反应 1： 首先 65℃ 5 分钟，然后冰浴 1 分钟，可以适当延长至 2-

3 分钟，反应体系 1。反应 2： 50℃ 60 分钟，55℃ 60 分钟，70℃ 15 分钟，加入

Rnase H 1µl；37℃ 20 分钟，4℃ 保温。 

反应体系：体系 1 

反应体系：体系 2 

 

2.3.6 两段法近全长基因组扩增 

（1） 引物：前半段：第一轮 PCR 所用引物为，正向引物 1.U5.B1F

组分 体积（µl） 

dNTP (10mn) 1 

Primer（20pu） 1 

5‘half:07Rev8  

3’half:1.R3.B3R  

RNA 8 

总体积 10 

组分 体积（µl） 

MgCl2  4 

10×Buffer 2 

DTT(100mn) 2 

RNase OUT(40U/µl) 1 

Superscirt III(200u/µl) 8 

总体积 10 
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（CCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGT， 引物长度 34bp，相对于

HXB2 0538-0571 位 置 ） ； 反 向 引 物 07Rev8

（CCTARTGGGATGTGTACTTCTGAACTT，引物长度 27bp，相当于 HXB2 5219-

5193），目的片段长度约为 4681bp。第二轮 PCR 所用引物为，正向引物 Upper1A 

（AGTGGCGCCCGAACAGG，引物长度 17bp，相对于 HXB2 0634-0650 位置）；

反向引物 Rev11（ATCATCACCTGCCATCTGTTTTCCAT，引物长度 23bp，相当

于 HXB2 5066-5041），目的片段长度约为 4700bp。后半段：第一轮 PCR 所用引

物 为 ， 正 向 引 物 07For7

（CAAATTAYAAAAATTCAAAATTTTCGGGTTTATTACAG， 引物长度 38bp，

相 对 于 HXB2 4875-4912 位 置 ） 和 ； 反 向 引 物 2.R3.B6R

（TGAAGCACTCAAGGCAAGCTTTATTGAGGC，引物长度 30bp，相当于 HXB2 

9607-9636），目的片段长度约为 4700bp。第二轮 PCR 所用引物为，正向引物 VIF1 

（GGGTTTATTACAGGGACAGCAGAG，引物长度 24bp，相对于 HXB2 4900-4923

位置）；反向引物 Low2c （TGAGGCTTAAGCAGTGGGTTCC，引物长度 22bp，

相 对 于 HXB2 9591-9612 位 置 ） 和 1.R3.B3R

（ACTACTTGAAGCACTCAAGGCAAGCTTTATTG，引物长度 25bp，相当于

HXB2 9611-9642），目的片段长度约为 4700bp。 

（2） 反应条件：第一轮和第二轮反应条件一致，94℃ 3 分钟；94℃ 20 秒，

60℃ 30 秒，68℃ 4 分钟，35 个循环；68℃ 10 分钟；4℃保温。 

（3） 反应体系： 
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反应体系：第一轮前半段 

组分 体积（µl） 

10×LA PCR Buffer（10×） 2.5 

Dntp Mixture（2.5mM each） 4 

1.U5.B1F（20mM） 0.5 

07Rev8（20mM） 0.5 

LA Taq（5 U/µl） 0.25 

cDNA 模板 2 

ddH2O 15.25 

Total volume 25 

 

反应体系：第二轮前半段 

组分 体积（µl） 

10×LA PCR Buffer（10×） 5 

Dntp Mixture（2.5mM each） 8 

Upper1A（20mM） 1 

Rev11（20mM） 1 

LA Taq（5 U/µl） 0. 5 

cDNA 模板 2 

ddH2O 32.5 

Total volume 50 
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反应体系：第一轮后半段 

组分 体积（µl） 

10×LA PCR Buffer（10×） 2.5 

Dntp Mixture（2.5mM each） 4 

07For7（20mM） 0.5 

2.R3.B6R（20mM） 0.5 

LA Taq（5 U/µl） 0.25 

cDNA 模板 2 

ddH2O 15.25 

Total volume 25 

 

 

反应体系：第二轮后半段 

组分 体积（µl） 

10×LA PCR Buffer（10×） 5 

Dntp Mixture（2.5mM each） 8 

VIF1（20mM） 1 

Low2c（20mM） 0.5 

1.R3.B3R（20mM） 0.5 

LA Taq（5 U/µl） 0. 5 

cDNA 模板 2 

ddH2O 32.5 

Total volume 50 

 

2.3.7 琼脂糖电泳及凝胶电泳成像 

50×TAE(1000ml)溶液配置方法： Tris 242 克融于 57.1ml 冰醋酸，加入 100ml 

0.5M EDTA；调 pH=8.0。 

（1） 于三角烧瓶中,称取 1g 琼脂糖加入 100ml 1×TAE 溶液（1％琼脂糖），
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置于微波炉中，中火加热 3 分钟，间接性取出锥形瓶，小心摇动至溶液中无颗粒物

存在，加热温度不要过高，加热功率不要过大，尽量不要使缓冲液沸腾。冷却到 50℃

左右时加入 5µl Golden View 核酸染料混匀。将洗净的制胶板中插入梳子，倒入溶

胶液，使胶的厚度达到 0.5cm 左右。室温下放置至少 30 分钟左右，放置至胶彻底

凝固； 

（2） 小心拔出梳子，取适量胶放入电泳槽，加样孔一方靠近电泳槽负极，

倒入适量 1×TAE，使液面高出胶平面 5mm 左右； 

（3） 吸取5µl第二轮PCR产物加入琼脂糖加样孔中。加入6µl Takara DL2000 

Marker 作为分子量标准，电泳仪电压设量为 150V，恒压电泳，20 分钟左右； 

（4） 通过凝胶成像系统观察 HIV-1 特异性扩增条带图像。根据 DNA marker

判定 PCR 产物是否为阳性扩增； 

（5） 关闭 Capture 软件，关闭紫外，开柜门，取出凝胶，关柜门。 

2.3.8 序列测定 

（1） 将二轮 PCR 产物送北京天一辉远公司测序（使用仪器为 ABI 3730 或

3100）； 

（2） 引物的名称、序列和位置请参见 HIV 基因片段扩增使用引物中所标示为

测序引物的引物。 

2.3.9 序列数据清理和分析 

2.3.9.1 序列拼接 

在 Sequencher 4.10 软件中可以人工选择同一样本的不同序列，同时该软件也提

供了按照序列名称进行批量序列拼接的方案。 

（1） 打开 Sequencher 软件，进 Untitled Project 操作界面，创建新的文件项目； 

（2） 文件输入：点击文件（File）菜单中的输入（Import）目录中的序列（Sequence）

功能，选择序列数据存放文件夹中需要分析的测序图谱文件（文件扩展名为 ab1）导

入项目文件中，或选择测序图谱文件后直接拽入项目窗口； 

（3） 序列剪切（此步骤 env 区序列一般不进行）：点击（Sequence）菜单下的

（Trim Ends），出现 Ends Trimming 对话框，点击（Change Trim Criteria），设定剪
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切标准和参数，点击（OK），再点击（Trim Checked Items）下的（Trim），即完成

对序列两端低质量碱基的剪切和删除； 

（4） 拼接参数设定：使用 Ctrl+A 选择所有序列，或用鼠标选择需处理的目的

序列，点击项目窗口中拼接参数（Assemble Parameters），进入参数（parameters）对

话框，在所跳出的窗口中设置拼接参数，（Minium Match Percentage）为 80，（Minimum 

Overlap）为 25。通过调整位于按照序列名称进行拼接（Assemble By Name）下方的

序列名称设定（Name Settings…）设置序列名称的命名方式及拼接时使用的名称； 

（5） 序列拼接：点击项目窗口中 AbN 图标后，自动拼接（Assemble 

Automatically），点击该图标后即可对具有相同句柄（handle）的序列进行拼接。 

（6） 序列清理和混合碱基判读：选择需要进行清理的文件双击打开后，在概

览（Overview）模式下观察序列方向是否为蛋白质编码方向，可通过 Ctrl+4 切换序列

方向。选择碱基（Base）显示模式，点击显示序列图谱（Show Chromatographs），开

始进行序列清理。进行清理时，通过 Ctrl+N 可以查找模糊碱基，包括不同片段不一

致的位置、混合碱基位置以及质量分数低的位置（默认设置为 20，env 选 80），敲击

空格键将自动移到下一个模糊碱基位置。Ctrl+S 保存修改。 

（7） 序列输出：完成矫正和修改之后，选择要输出的拼接序列，可点击文件

（File）菜单目录下（Consensus），点击即出现（Export Location）对话框，点击（Browse）

浏览文件夹选择储存的位置，Format 中选择（FASTA-concatenated），点击（Export），

在（Enter project name）中输入文件名后，点击 OK，即在指定位置获得拼接好的 fasta

格式的序列文件，同时保存 Sequencher 项目文件。 

2.3.9.2 序列比对 

（1） 序列子集合并：各序列子集以及参考序列（用于亚型/簇的鉴定）用

bioedit 软件进行合并，另存为新的文件名（格式为 fas）。具体操作如下：首先打

开其中一个 fas 格式文件，点击 File 下拉菜单的 import 下拉菜单的 Sequence 

alignment file，选择需要合并的 fas 文件，点击 File 另存为新的文件（如 network.fas）； 

（2） 序列的比对：在 LANL 网站中的 HIV Align 在线工具中提交序列进行

初 步 比 对 。 具 体 操 作 如 下 ： 打 开 HIV database 网 站 
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（https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/HIVTools.html）点击 TOOLS 菜单

目录中的（HIV Align），在 Or upload your sequence 中选择需要比对的文件（fas 格

式），其余的选择默认，点击（Submit），在新界面中输入接收邮箱，比对结束后，

进入邮箱，在系统回复的邮件中打开网页，下载比对好的文件。对可疑碱基返回

Sequencher 的图谱进行手工判读、确认和清理后，再次提交进行比对。 

（3） 序列的手工校对：对 fas 格式文件用 Bioedit 打开，删除序列两端空格，

只保留扩增的序列，保存如 bio.fas。再用 Aliview 打开 bio.fas，点击菜单栏 Edit 下

拉菜单中 Delete gap-only sites，清除序列间的共同 gap；然后手工校对，也可对初

步比对不太好的序列进行分段比对，最后对该文件进行保存，如 ali.fas。局部比对

具体操作步骤如下：选中网站比对不理想的序列片段，点击菜单栏目上的（Align），

点击 Realign selected block 即可。此步骤只对选中区段序列进行比对，比对后结果

不影响前后端序列的位置； 

2.3.9.3 构建系统进化树 

使用最大似然法（Maximum Likelihood， ML）构建系统进化树，打开 aliView

软件，将比对后的序列拖入软件，选择 external commands 下拉菜单中的

FastTree+FigTree，构建进化树。FastTree 2.3 构建 ML 树使用 GTR+G+I 替代模型，

然后 FigTree v1.4.3 对进化树进行可视化展示，所获得序列与相应的标准参考序列

形成较为稳定可靠的系统进化簇，即长分支高校验值可判定相应标准参考株序列

所代表的亚型及流行簇。系统进化树无法准确判定亚型的，使用 HIV Database 在

线工具RIP和Blast两种方法进行再判定。RIP能提供上传序列的亚型种类和断点；

Blast 能提供 10 条数据库中与上传序列相似度高的序列，从而可以根据提示判断序

列亚型。如果上述两种方法判定的结果一致，则可确定亚型，如果不一致，则视为

无法准确判定。本研究中，将 CRF07_BC 和 CRF08_BC 和 C 亚型统一归类于 BC

亚新，因为在 V3 区这两个重组株都来源于 C 亚型。 

2.3.9.4 重组分析 

首先通过 HIV database 中在线软件 RIP 和 jpHMM 对序列进行初步的重组亲

本亚型和重组断点的位置。但由于在线软件参考株是默认的，判断重组类型分析上



浙江大学博士学位论文 第一章  浙江大学附属第一医院 2013-2017 年 HIV 分子流行病学研究 

 31 

不够准确，因此接下来选用 simplot 软件进行分析。首先，准备 fas 格式序列文件，

包括待分析序列、HIV-1 M 组和常见 CRFs 参考序列，分别进行比对后保存备用。

具体操作步骤如下：打开 Simplot 软件，导入文件（ 依次点击 file ，open file）；

选择 SeqPage 界面，根据命名方式选择分组标准；首先进行 Simplot 分析：Simplot

界面下，点击 commands，选择 Quary， 然后选择待分析的重组序列；参数全为

默认（Window Size 设为 200，Step Size 设为 20）；点击右上角的 do Simplot；根

据 Simplot 相似性分析结果，确定最有可能的重组类型参考序列组和外围参考株，

然后利用 BootScan 工具进行具体断点分析。回到 SeqPage 界面，重新选择 Quary: 

待分析的序列；Ref1：参考序列 1；Ref2：参考序列 2；Other：其他序列。BootScan 

界面，点击 commands，选择 Quary，然后选择待分析的重组序列。参数全为默认。

点击右上角的 do BootScan。 

对各重组基因片段进行系统进化分析，根据 Simplot 提示的断点在 Bioedit 软

件中逐一寻找并确认片段来源，并进一步验证重组断点位置的正确，然后选用 HIV 

Database Recombinant HIV-1 Drawing Tool 绘制重组毒株模式图。最后将每一片段

和参考序列一起构建系统进化树，观察相应的片段是否与该亚型参考株聚集，校验

值大于 70。具体系统进化树构建方法参见 2.3.9.3。 

2.4 实验结果 

2.4.1 浙江大学附属第一医院 2013-2017 年 HIV-1 感染新报告病例分子

流行病学描述性研究 

本次研究共纳入符合要求的 HIV-1 感染者 837 例，成功扩增得到 env 区序列

674 条，扩增成功率为 80.9%。性别以男性为主，占 87.8%（592/674）；平均年龄

39 岁，年龄跨度为 17 岁至 82 岁，一半患者年龄低于 30 岁。传播途径均为性传

播，其中同性传播占 29.8%（201/674）。已婚占 53.1%（358/674）。按照美国疾病

预防控制中心（CDC）的分类标准将入组研究对象分为 A、B 和 C 三类，其中 A

类占 50.4%（340/674），B 类占 19.6%（132/674），C 类占 30%（202/674）。合
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并乙肝和/或丙肝的患者少数。治疗方案基本为两种核苷酸类似物逆转录酶抑制剂

（nucleoside analogue reverse-transcriptase inhibitors , NNRTIs）加一种蛋白酶抑制剂

或 non-NNRTI，更换方案次数大于等于 2 次的患者占 12%（81/674）。基线 CD4 T 

淋巴细胞数为 186 个/μl。详见表 1.1。  
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表 1.1 研究对象基线特征分布情况 

类别 总样本数（n=674）n（%） 

Sex  

男性 592 (87.8) 

女性 82 (12.2) 

确诊年龄   

mean±SD（岁） 39.0±13.0 

<30 348 (51.6) 

30-50 189 (28) 

≥50 137 (20.3) 

婚姻状态  

已婚 358 (53.1) 

未婚离异或丧偶 316 (46.9) 

传播途径  

HET 473 (70.2) 

MSM 201 (29.8) 

户籍  

浙江省 342 (50.7) 

非浙江省 332 (49.3) 

疾病阶段参照美国 CDC 标准  

A 340 (50.4) 

B 132 (19.6) 

C 202 (30) 

合并丙型肝炎  

无 670 (99.4) 

有 4 (0.6) 
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类别 总样本数（n=674）n（%） 

合并乙型肝炎  

无 634 (94.1) 

有 40 (5.9) 

HAART 更换次数   

1 593 (88) 

≥2 81 (12) 

治疗前 CD4 T 计数  

Median(IQR) （/μl） 186 (37,339) 

<350 517 (76.7) 

≥350 157 (23.3) 

 

2.4.2 浙江大学附属第一医院 2013-2017 年 HIV-1 新报告病例基因型鉴

定 

根据基因型鉴定结果显示，2013-2017 年浙江大学附属第一医院感染科主要流

行的毒株为 CRF01_AE 占 63.6%（429/674），且以 4 簇为主（65.5%，281/429），

其次是 BC 亚型占 29.5%（199/674），B 亚型占 5.6%（38/674），CRF55_01B 占

1.0%（7/674）, A 亚型 0.1%（1/674）详见图 2.1 和表 2.1。 

 

表 2.1  浙江大学附属第一医院感染科 2013-2017 年新报告病例亚型分布 

亚型 n（%） 

CRF01_AE 429（63.6） 

BC 199（29.5） 

B 38（5.6） 

CRF55_01B 7（1.0） 

A 1（0.1） 
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图 2.1：根据 env 区构建的系统进化树。 

CRF01_AE 亚型中，4 簇占 65.5%（281/429），5 簇占 8.2%（35/429），1 簇

占 14.7%（63/429），其他簇占 11.7%（50/429）。BC 亚型中，以 CRF07_BC 为

主，占 62.3%（124/199）（详见表 2.2 和图 2.1）。 

 

表 2.2 浙江大学附属第一医院医院感染科 2013-2017 年 CRF01_AE 和 BC 亚

型各亚簇分布情况 

亚型亚簇 n（%） 

CRF01_AE    4 簇 281（65.5） 

5 簇 35（8.2） 

1 簇 63（14.7） 

其他亚簇 50（11.7） 
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亚型亚簇 n（%） 

BC          CRF07_BC 124（62.3） 

             其他 BC 75（37.7） 

备注：其他亚簇包括 2 簇，3 簇，6 簇，7 簇。其他 BC 包括除明确 CRF07_BC

这之外的所有 C/CRF07_BC/08_BC。 

2.4.3 新型重组株 

对本研究中发现的可能的新型重组株样本进行再次核酸提取和进一步扩增。

由于上述研究扩增的片段为env区，因此接下来扩增同一样本的pol区序列，进行进

化树分析，进一步确证判断的新型重组株，如果同一样本的env区和pol区的亚型不

一致，则说明该样本可能为新型重组株，再进行近全长基因组扩增。 

本研究得到两条近全长基因组序列（NLFG），分别为16ZJ305（Genbank 序列

号：MH684584）和17ZJ075（Genbank 序列号：MK397789）。两条新型重组序列

均来自杭州地区的青年男性，通过同性传播感染HIV-1，人口学特征详见表2.3。 

 

表 2.3 研究对象人口学特征 

 16ZJ305 17ZJ075 

采样时间 2016 2017 

采样地点 杭州 杭州 

性别 男 男 

年龄 27 35 

婚姻状况 未婚 已婚 

传播途径 同性传播 同性传播 

确诊时间 2016.4.30 2017.1.25 

序列号 MH684584 MK397789 

 

16ZJ305长度为9001bp（相当于HBX2 核苷酸排序系统的638到9642位）。基于

近全长基因组构建进化树分析显示，16ZJ305 在CRF07_BC、CRF08_BC和C亚型之

外形成了一个单独进化支，校验值为1，与其他亚型无密切关系（图2.2）。 
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图2.2 16ZJ305基于近全长基因组构建的进化树 

 

Simplot重组分析显示，16ZJ305是由CRF07_BC 和CRF01_AE 重组而来，由三

个重组片段构成，分别为两段CRF07_BC和一段CRF01_AE，骨架为CRF07_BC ，

其中有1个区域被CRF01_AE插入。相对于HXB2的重组断点分别为6398和8742位点

（图2.3），以上分析与jpHMM在线软件分析的结果类似（由于jpHMM软件中参考

序列默认只有CRF01_AE一个二代CRF重组株，因此分析具有局限性，但结果可供

参考，因此该结果不在此详细描述）。 
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图 2.3 17ZJ075 重组断点鉴定 

 

接下来为进一步确认断点位置正确性，对每个片段进行来源系统进化学的分

析，如果片段断点位置准确，则每个片段的进化树将出现高校验值，且与相应母本

序列聚在一起。片段I （nt638- 6397）和III （nt8742-9643）属于CRF07_BC，校验

值分别均为1；片段II（nt6398-8741）属于CRF01_AE，校验值为1（图2.4）。由于

以上新型重组株是之前未报道过，将近全长HIV序列提交HIV database。 
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图2.4 重组片段来源的系统进化分析 

 

17ZJ075长度为8983bp（相当于HBX2 核苷酸排序系统的631 到9719 位）。基

于近全长基因组构建进化树分析显示，17ZJ075 形成了一个单独进化支，与

CRF07_BC无密切关系（图2.5）。 

 

图2.5 17ZJ075基于近全长基因组构建的进化树。 
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Simplot重组分析显示，17ZJ075是由CRF07_BC 和CRF01_AE 重组而来，由三

个重组片段构成，分别为两段CRF07_BC和一段CRF01_AE，骨架为CRF07_BC ，

其中有1个区域被CRF01_AE插入。相对于HXB2的重组断点分别为6060和8350 位

点（图2.6），以上分析同jpHMM在线软件分析的结果类似。 

 

 

图 2.6 17ZJ075 重组断点鉴定 

 



浙江大学博士学位论文 第一章  浙江大学附属第一医院 2013-2017 年 HIV 分子流行病学研究 

 41 

接下来为进一步确认断点的位置正确性，对每个片段进行来源系统进化学的

分析。片段I （nt631- 6059）和III （nt8350-9719）属于CRF07_BC，校验值分别为

1和0.999；片段II（nt6060-8349）属于CRF01_AE，校验值为0.972（图2.7）。以上

新型重组株是之前未报道过，将近全长HIV序列提交HIV database。 

 

 

图2.7 重组片段来源的系统进化分析 

 

2.5 讨论 

自从浙江省报告第一例 HIV-1 感染以来，流行亚型和传播途径发生了非常大

的变化。本部分研究显示，CRF01_AE 是浙江省主要的流行毒株（占 63.6%），以

4 簇最多，比例较之前上升，其次 BC 亚型（占 29.5%），以 CRF07_BC 最多，这

与近几年其他报道的结果类似[8, 15]。由于在 V3 区都来源于 C 亚型，因此仅用 env

区序列很难区分 CRF07_BC，CRF08_BC 等基于 C 亚型重组而来的亚型。进化树

分析显示，大部分 CRF07_BC 亚型与参考株（07_BC.CN.BJ.MSM.BJ070032-2007.5）

聚集成簇，校验值高达 1 ，少部分与（ 07_BC.CN.HEB.X.1114-2008.5 ）

（07_BC.CN.XJ.IDU.97CN001_C54-1997.5）和聚集，且与其他 BC 亚型很难分别，

因此，浙江省真实的 CRF07_BC 比例应该高于 18.4%（备注：参考株均来自 HIV 
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database）。CRF01_AE 最早于 1989 年出现在泰国，之后传播到亚洲大部分国家，

尤其是东南亚地区[16, 17]。19 世纪 20 年代，我国西南地区如广西省和云南省首次发

现经性传播和 IDU 传播的 HIV CRF01_AE 感染者[18, 19]。之后（1996-2002 年）我

国开展的全国分子流行病学调查研究显示，早期的 CRF01_AE 仅限于东部沿海地

区和西南边界省份流行，其传播途径主要为异性性传播[20, 21]。19 世纪 20 年代政府

开放中国公民出国出境旅游，可能是 CRF01_AE 毒株最早输入浙江的原因。浙江

作为经济发达省份，人口流动较大，本研究中研究对象均杭州常住人口，非浙江户

籍的 HIV 感染者/AIDS 患者约占一般，因此人口流动是促进 HIV 传播的主要推动

因素，同时给出现新型重组毒株提供了基础。  

同时也发现了新型重组株流行毒株CRF55_01B和两条以后可能会成为重组流

行株（CRF）的独特性新型重组株（URF）。CRF55_01B首次报道是在2012年，是

有B亚型和CRF01_AE亚型重组而成，主要在MSM人群中传播流行，当时在中国深

圳的MSM人群中出现了小规模的爆发（9.2%，99/1072）。进化树分析显示，

CRF55_01B最早起源于深圳，由于很多MSM同时也是双性人群，因此CRF55_01B

也会通过异型性行为传播至女性伴侣[22]。在浙江省新近感染的MSM人群中，也发

现了1例CRF55_01B[9]。本部分的结果再一次证明CRF55_01B可能在全国散发流行

趋势。 

本部分研究显示性传播仍然是浙江省的主要传播途径，而且通过同性传播感

染HIV的比例升高。MSM具有性活动活跃，多性伴和肛交性行为等特征，使得这部

分人群成为HIV流行的高危人群[23]。有研究显示，通过MSM感染的HIV感染者

/AIDS患者在治疗前就已经出现了耐药株[24, 25]。因此，这一特殊人群的存在，对HIV

防治提出了严峻的挑战。 

本部分研究发现了两例HIV新型重组毒株，均来自MSM人群。中国的MSM一

般会集中选择到大城市活动，因为那里更容易获得性伴侣资源[26]。 MSM还具有性

伴侣不固定，寄居地多变换，喜欢无保护频繁性行为等特征，和其他HIV人群相比，

更容易发生HIV的双重感染或多重感染[23, 24]，因此，MSM更易发生新型重组株。

本部分研究发现的两例URF重组模式均为CRF01_AE和CRF07_BC。浙江省男男性
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行为人群HIV-1新近感染者的毒株亚型研究显示，MSM人群中主要流行毒株为

CRF01_AE（62.4%），其次是CRF07_BC（31.7%），因此在浙江省这两种亚型发

生重组的可能性比其他亚型高。本部分研究发现的URF其中一例为已婚男同，这反

映了中国的男同真实现状。中国传统的传宗接代的观念下，不结婚是一种不负责任

的表现。虽然男同会趋向隐藏自己的男同行为，有意推迟结婚，离开家庭等，即便

如此，约70-90%男同最后选择结婚[6, 27]。根据安全套使用情况统计，仅23.3%的男

同与妻子发生性关系时选择使用安全套。这使得他们成为潜在的HIV传播桥梁，通

过男同感染妻子及下一代[28, 29]。因此，这一现象提示在MSM人群防控中，需要更

多的关注其家庭的HIV检测和安全套的使用情况以及母婴传播情况。 

2.6 结论 

综上所述，本部分研究发现，浙江大学附属第一医院 2013-2017 年新报告 HIV-

1 病例主要的传播方式是性传播，主要流行的基因型为 CRF01_AE 亚型（其中以 4

簇为主）和 CRF07_BC。同时还发现 CRF55_01B 散发传播。浙江存在高比率

CRF01_AE 毒株并持续产生新重组病毒，卫生部门应高度重视并加强监测。 
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3 第二章 我国 HIV-1 感染者自报传播途径可信度研究 

3.1 引言 

截至2017年年底，中国报告现存活艾滋病病毒（HIV）感染者/AIDS病人758610

例。自2008年以来，性传播途径取代了IDU途径后，目前已经成为HIV-1主要的传

播方式[1]，其中MSM增长迅速，2017年新报告HIV感染者/AIDS病人中，同性性传

播例数为34458[2]，是2011年新报告同性性传播例数（8656）的4倍[3]。 

对同性人群的歧视是有效预防HIV-1传播的主要障碍。中国的MSM人群一直遭

受着歧视和耻辱。在过去的30年，随着中国政策和经济制度的改革开放，传统的性

观念也经历了巨大的变化。现在越来越多的人视性取向是一种基本人权，意味着每

个人都有属于自己的性追求。然而，在中国主流社会中同性依旧被视为另类。一项

涉及中国各地3000名大学生的调查显示，82%的男学生和84.5%的女学生将同性视

为精神心理疾病。当被问及如何对待同性朋友时，67.5%回答他们将建议同性朋友

去寻求治疗，11.2%回答会断绝朋友关系[4]。在中国学生间展开的另一项类似的调

查显示，78.6%男生和66.4%女生不赞同并不允许同性性行为[5]。由于对同性的歧视，

MSM仍然是一群“隐藏”身份的人群。承认同性身份会对他们的社交生活和家庭

关系带来重大改变，导致他们自尊心受创并增加高危行为如吸毒等，最终导致精神

心理扭曲和身体疾病[6, 7]。在中国传统的结婚生子观念及中国实施的独生子女政策

的强化下，使得很多MSM在隐瞒自己真实性取向情况下选择与异性结婚，这使得

他们的妻子和孩子处在高危HIV感染和性传播疾病的风险中[8, 9]。 

由于同性本身身份的特殊性和HIV/AIDS的特殊性，一些患者在感染HIV以后

选择隐瞒或者慌编他们的感染经历，甚至有人会隐瞒自己的HIV阳性状态。这部分

人群对预防HIV的传播造成了巨大的障碍。因此，确认HIV/AIDS患者真实的感染

途径对国家预防治疗HIV/AIDS具有重大的意义。 

目前，我国HIV的流行态势以性传播为主，疫情已经由高危人群蔓延至一般人
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群，防控的难度逐年增大。分子网络由经HIV基因序列分析确定的一组或多组可能

具有传播关系的HIV感染者组成，其感染的HIV病毒具有遗传学相似。分子网络又

可称为分子传播簇，仅包含拥有基因序列并纳入分析的HIV感染者，是传播网络的

一部分。基于病毒序列的系统进化分析数据可以更准确地判断潜在的传播并确定

活跃传播网络，是构建传播网络的一种有效的补充方法。该方法已被一些发达国家

列为控制艾滋病新发感染的国家策略之一。决策树模型在已知抽样个体感染途径

的基础上用机器学习的方法进行群体感染途径的预测，最大限度使抽样个体的特

征在群体中体现出来。分子网络和决策树分析可以作为一种预测HIV/AIDS患者真

实感染途径的方法[10]。 

本部分研究利用基因变异构建分子网络，结合决策树模型分析，查明自报传播

途径资料中的干拢因素，提高流调资料的精准度。 

3.2 主要实验材料和仪器 

3.2.1 研究对象 

本部分研究的研究对象来自 2015 年全国分子流行病学调查，该调查也是我国

第四次分子流调，涉及全国 31 个省(直辖市、自治区)和新疆生产建设兵团。纳入

标准为：(1)2015 年新报告 HIV-1 感染者，当地常住人口；(2)确诊时年龄大于等于

18 岁； (3)采样前未接受 HAART 抗病毒治疗；(4)同意参加本次调查并且签署知情

同意。排除标准：艾滋病期的患者。 

分层抽样又称为分类抽样或类型抽样。将总体划分为若干个同质层，再在各层

内随机抽样或机械抽样，分层抽样的特点是将科学分组法与抽样法结合在一起，分

组减少了各抽样层变异性的影响，抽样保证了所抽取的样本具有足够的代表性。分

层抽样根据在同质层内抽样方式不同，又可分为一般分层抽样和分层比例抽样。 

该调查是根据各省 2011-2013 年 HIV-1 感染者的平均报告数进行分层抽样：平

均报告数>2000，抽样比例为 5%；平均报告数在 1200 到 2000 例之间，抽样比例

为 10%；平均报告数在 800 至 1200 例之间，抽样比例为 12.5%；平均报告数在 250
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到 800 例之间，抽样比例为 15%；平均报告数低于 250 例，抽样比例为 20%。对

符合纳入标准和排除标准的 HIV-1 感染者，收集姓名、年龄、婚姻状况、民族、文

化程度、感染途径等人口学信息，并将感染者第一次 CD4 检测的剩余血样分装，

运送至中国疾病预防控制中心艾防中心进行基因型鉴定。 

本研究是基于 2015 年分子流调已经完成基因型鉴定基础上开展的。 

3.2.2 主要应用软件 

序列混合碱基分析： BioEdit7.2.0.0；序列基因距离计算：HYPHY 2.2.4；分子

网络可视化编辑：Cytoscape v3.6.0；基因距离筛选：SAS9.2。决策树模型：R package 

4.1-13。 

3.3 实验方法 

（1） 序列的重新命名：用 excel 进行序列命名。将本次研究中需要进行网络

分析的资料用下划线进行分隔命名。 

（2） 序列的比对详见第二章 

（3） 序列质量控制：用 BioEdit7.2.0.0 软件进行序列混合碱基分析和长度分

析；对比确认后，用 fas 格式保存的序列集用 Bioedit 打开，点击菜单栏 Edit 下拉

菜单的Select all sequences，也可以 control+A将所有序列全选；点击菜单栏Sequence

下拉菜单的 Nucleic acid，再点击下拉菜单的 Base composition and mass export

（monisotopic），出现的新的界面即为每一条序列的长度、混合碱基数等信息，将

此文件保存为.txt 格式；用 excel 对上一步保存的.txt 文件打开，序列的总碱基数等

于 length 减去 gap 参数，混合碱基数即为 other 数，用 other 除以序列总碱基数即

为混合碱基比例；本部分研究将混合碱基数比例超过 5%和序列长度不足 900bp 的

序列舍弃。 

（4） 计算基因距离：用 HYPHY 2.2.4 软件进行分析。具体操作步骤如下：

点击菜单栏 Analyses 下拉菜单的 Standard Analyses，出现 Select a standard analysis 

to run 对话框，选择 Phylogeny Reconstruction 下拉菜单中的 DistanceMatris.bf,出现
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Distance Computation 对话框，选择 Distance formulae，出现 Data type 对话框，选

择 Nucleatide/protein，出现 please choose a nucleotide or amino-acid data file 对话框，

选择输入文件。输入文件后出现 Matrix Format 对话框，选择 Pairwise，点击 ok 后

填写输出文件名。出现 Nucleotide based distance formula 对话框，选择 TN93。软件

将在新的界面中进入基因距离计算模式。注意：等到界面中出现 100% done 时不

要立即关闭 Hyphy 软件，需要再等待几分钟，待 100% done 下面出现两行空行后

计算方可完成。TN93 模型[11]是成对基因距离法最常用的核苷酸替代模型。该模型

考虑了核苷酸位点的反复替换和回复突变、不同碱基频率以及不同碱基的替换率 

[12]，比较适用于高度变异病毒基因序列的分析。 

（5） 基因距离的筛选：选用 SAS9.2 软件对 Hyphy 计算的基因距离集中选

择在一定基因阈值内的序列。具体操作步骤如下：打开 SAS 软件,将已经设置好的

程序拖入编辑器对话框中，更改程序模板中输入文件名和文件位置等语句，点击菜

单栏中 submit，进行计算。 

（6） 基因阈值的确定：本研究将基因阈值设置成 0.1%至 2.0%，计算结束后

将每一个阈值下输出的文件用 cytoscape 软件进行打开（具体操见下文），记录不

同基因距离阈值下分子网络连接总数和传播簇总数，然后对这两组数据在 excel 中

绘制曲线图，将某一基因阈值下出现最多的传播簇时，将该阈值视为最佳基因阈值。

基因距离阈值的选取受研究目的、采样密度等因素影响，参考 Wertheim JO etal 使

用的方法，根据不同基因距离阈值下网络连接总数和传播簇总数曲线的变化情况

[13]，确定本部分研究的最佳基因距离阈值。认为传播簇总数达到峰值，此时的网络

能区别最多的传播簇，网络的分辨能力最强；阈值继续增大，不同的传播簇相互之

间开始聚集，传播簇总数减少，网络的分辨能力下降。本次研究根据这种分辨能力

开始聚集，传播簇总数减少，网络的分辨能力下降。本次研究根据这种分辨能力确

定基因距离阈值。 

（7） 网络构建：用 Cytoscape_v3.5.0 软件进行网络构建和编辑。具体步骤如

下：导入数据，打开 Cytoscape 软件，点击菜单栏中 file 下拉菜单栏的 Import 下拉

菜单的 Network 下拉菜单的 File，导入经筛选后基因距离进行网络构建的文件；导



浙江大学博士学位论文                 第二章 我国 HIV-1 感染者自报传播途径可信度研究 

 51 

入参数，Sequence1 处右键选择 Source node，Sequence2 处右键选择 Target node，

distance 选择 defaultinteraction，将网络按照 apply preferred layout 形式显示；网络

优化和美化参数设置： 选择 Select，点击下方+按键，选择 column filter，再在其

下拉对话框中选择 Node：name，接下来可以在空白空格中写上各个参数，如 east，

点击左下角 Apply，则在右边的网络图中将会显示序列命名中包含 east 的所有序

列，黄色节点即为 east 序列；目标参数参数特征更改：选择 Style，在 fill colour 行

的第三列 Byp.空格点击右键，选择 set bypass…，更换颜色。在 style 栏目中，第一

列 Def. 显示的是目前网络中参数的特征，在下方 Lock node width and height 前的

方框打上勾后，将锁定基本的节点特征。其他参数调整以此类推。网络图中添加注

释，将鼠标置于网络图空白区域，右键选择 Add 选项中的 image annotation、shape 

annotation 添加文字和形状说明；数据统计和导出，点击菜单栏 Tool 下拉菜单中

network analyzer 中的 network analysis 选项，进行 network analyze，出现新的对话

框中选择不带方向分析，软件会对每个节点和整体网络的情况进行分析；点击

export 中的 network views as graphics，导出 PDF 网络图；点击 export 中的 table 选

项，导出网络分析结果。 

（8） 各类自报传播途径人群在网络中的连接情况分析：边（edge）在网络中

表示连接的两个节点（node）存在的潜在传播关系。节点（node）节点在网络中表

示一条 HIV 序列或者该序列代表的一个 HIV 感染者。度（drgree）：度描述网络

节点的特征，是该节点与其他节点连接的边的数目。在网络中表示与该节点存在潜

在传播关系的其他节点的数目。每条序列的连接情况进行判断，通过自报传播途径

信息和网络中连接情况，将序列间的连接分为 MSM-MSM 连接，MSM-HET（F）

连接，MSM-HET（M）连接，HET-HET 连接。考虑到一条序列在网络中存在与多

条序列进行连接的情况，将自报传播途径和网络中连接序列传播途径完全一致的

序列称为 100%一致；将自报传播途径和网络中超过一半的连接序列一致的序列称

为 50-100%一致；将自报传播途径和网络中一半的序列一致，则说明还有一半不一

致，将此种情况视为男同+异性。按照连接情况，将入网序列分为三类：序列的自

报传播途径与大于 50%连接序列的传播途径一致，即为一致人群；序列的自报传
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播途径与大于 50%的所有连接序列不同传播途径，即为错配人群；所有连接中出

现不一致的传播途径占 50%归为混合连接，即为男同+异性行为者人群。 

（9） 各类连接人群在网络中不同簇分布情况分析：将网络中每一个簇视为

一个独立的小网络，男同簇指网络中簇的序列自报传播途径为 MSM 的比例占大于

50%，反之则视为非男同簇。 

（10） 决策树模型分析：决策树模型在已知抽样个体感染途径的基础上用机

器学习的方法进行群体感染途径的预测，最大限度使抽样特体的特征在群体中体

现出来；使用 C4.5 算法，选择具有最大增益率的属性作为分裂属性。模型参数为

亲和力、采样地点、性别、年龄、民族、教育程度、婚姻状况、自报传播途径、网

络判断的传播途径、CRF01_AE 分簇、CD4、网络连接情况（男同在男同簇，男同

不在男同簇，异性在非男同簇，异性在男同簇，其他情况）、度、网络簇中男同比

例等。本研究建立了决策树模型，并对自报途径与连接情况不一致的人群的传播途

径进行模型估算。决策树模型为探索性和验证性分类分析提供了验证工具。采用

CRT 生长法实现节点内一致性最大化。Gini 法用对噪音进行测量，得到分裂节点

所需的噪音最小减少量。 

3.4 实验结果 

3.4.1 样本筛选流程和最佳基因阈值判定 

2015 年全国分子流调样本总数为 5072 份，成功获得 pol 区序列的样本数是

4718 份。对 4718 条 pol 序列比对后进行质量控制，将混合碱基比例超过 5%的序

列，长度短于 900bp 的序列或网络中连接多个亚型和亚簇 URF 剔除后，剩余 4676

条序列。 

用 Hyphy 软件对 4676 条比对好的序列进行两两之间的基因距离计算，然后通

过 SAS 软件对每一个特定阈值进行序列筛选，然后将每一个阈值下的序列文件导

入 Cytoscape，通过软件统计后，发现当基因阈值在 1.0%的时候，网络中构成的传

播簇数量为 432，缩小基因阈值或放大基因阈值均显示传播簇数量下降，因此，选
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择 1.0%为最佳基因阈值，详见图 3.1。 

 

 

图 3.1 不同基因距离阈值下分子网络连接总数和传播簇总数的变化。 

 

由图 3.1 可知，随着基因阈值增大，网络中连接总数增加，当基因距离为 1%

时，网络中构成的传播簇数量最多，故选 1%为最佳基因阈值。 

基因距离为 1.0%时，一共有 1935 条序列入网，形成 433 个独立的簇。对网络

中连接情况进行统计，无法判断连接情况（包括性别未知 19 条序列和传播途径未

知 111条序列无法判断连接情况，与 IDU传播途径的序列连接的也是为无法判断）。

最后在自报传播途径为同性传播和异性传播并且能明确判断网络中传播连接的序

列为 1805 条，然后将 1805 条序列进入决策树模型进行预测详见图 3.2。 
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2015 年分子流调样本总数 5072 份 

              扩增 pol 区序列，354 份样本 pol 区序列未扩增成功 

  

2015 年分子流调有 pol 区序列的样本 4718 份              

              对序列进行质量控制，27 条序列混合碱基超过 5%或者少数连接多

个亚型或流行簇的混杂 URF 或者序列长度小于 900bp 

4676 条序列计算两两之间的基因距离 

              确定最佳基因距离阈值 1%，如图 4-1 所示。 

 

1%GD 下入网序列 1935 条序列 

对网络中连接情况进行统计，无法判断连接情况（包括性别未知

19 条序列传播途径未知 111 条序列无法判断连接情况和 IDU 连

接） 

1%GD 下自报 risk 为同性和异性传播途径并能判断网络中传播连接的序 1805 条 

              

进行各类自报传播途径人群在网络中的连接情况一致率统计 

 

进入决策树模型 

图 3.2  样本筛选流程。 

 

3.4.2  基因距离为 1%的网络中序列的连接情况和簇分布情况 

自报传播途径为 MSM 的序列一共 872 条，其中连接一致人群占 65.7%

（573/872），错配人群占 23.5%（205/872）, 混合连接占 10.8%（94/872）。自报

传播途径为 MSM 的序列中有 121 条序列在网络中的连接的序列的传播途径 100%

为异性性行为者，有 84 条序列与超过半数的异性性行为者连接。 

自报传播途径为异性性行为且性别为女性的序列一共 283 条，其中连接一致

人群占 76.7%（217/283），错配人群占 18.0%（51/283）, 混合连接占 5.3%（15/283）。
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自报传播途径为异性性行为的女性患者的序列中有 33 条序列在网络中的连接的序

列的传播途径 100%为男同性恋者，有 18 条序列与超过半数的男同性恋者连接。 

自报传播途径为异性性行为且性别为男性的序列一共 650 条，其中连接一致

人群占 65.1%（423/650），错配人群占 27.8%（181/650）, 混合连接占 7.1%（46/650）。

自报传播途径为异性性行为的男性患者的序列中有 81 条序列在网络中的连接的序

列的传播途径 100%为男同性恋者，有 100 条序列与超过半数的男同性恋者连接。 

综上所述，以上三种自报传播途径的人群中，自报传播途径信息与网络连接情

况一致的比例分别为 65.7%、76.7%和 65.1%，详见表 3.1 

 

表 3.1 各类自报传播途径人群在网络中的连接情况 

自报性

传播的

人群 

总

数 

网络中连接人群 

男同            异性性行为者    男同+异性 

100% 50-100% 总和   100%  50-100%  总和 

自 报 与

网 络 一

致率 

MSM 872 371 202 573（66%） 121 84 205（24%） 94（11%） 65.7% 

HET(F) 283 33 18 51（18%） 207 10 217（77%） 15（5%） 76.7% 

HET(M) 650 81 100 181（28%） 377 46 423（65%） 46（7%） 65.1% 

备注：男同 100%：指序列的自报传播途径和网络中所有连接序列的传播途径一致。

男同大于 50%：指序列的自报传播途径和网络中大于 50%连接序列的传播途径一

致。男同+异性：指序列的自报传播途径和网络中等于 50%连接序列的传播途径一

致。 

 

把网络中的小网络称为簇，将簇中传播途径为男同的序列数量与簇中所有序

列相除，获得每一个簇男同的比例，然后根据定义，将每一个簇鉴定为男同簇和非

男同簇，详见图 3.3。 
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图 3.3 CRF01_AE 亚型 G4 簇中自报 MSM 在网络中簇的分布。每个小簇中自报传

播途径为 MSM 的比例大于 50%，则将此簇视为男同簇。 

 

自报传播途径为 MSM 且网络中为连接一致序列共 573 条，基本都分布在男同

簇中（99%，567/573），而自报 MSM 且网络中连接错配的序列 205 条中，65%

（133/573）分布在男同簇中，混合连接的 94 人中有 92%（86/94）在男同簇当中，

以上分析显示连接分析和网络中簇的分析在自报传播途径为 MSM 的人群基本一

致（详见表 3.2 和图 3.4）。 

自报传播途径为 HET 的女性人群且网络中为连接一致序列共 217 条，基本都

分布在非男同簇中（94%，204/217）；网络中连接错配的序列 51 条中，57%（29/51）

分布在男同簇中，43%（22/51）分布在非男同簇中；混合连接的 15 人，男同簇和

非男同簇中分布的比例分别为 60%（9/15）和 40%（6/15），以上分析显示传播途

径为异性的女性中错配人群和混合人群均有约 60%的人群分布在男同簇中（详见

表 3.2 和图 3.4）。 

自报传播途径为 HET 的男性人群且网络中位连接一致序列共 423 条，基本都

分布在非男同簇中（88%，372/423）；网络中连接错配的序列 181 条中，75%（135/181）

分布在男同簇中，25%（46/181）分布在非男同簇中；混合连接的 46 人，男同簇和
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非男同簇中分布的比例分别为 57%（26/46）和 44%（20/46）当中，以上分析显示

传播途径为异性的男性中错配人群和混合人群均有超过一半的人群分布在男同簇

中（详见表 3.2 和图 3.4）。 

 

表 3.2 各类连接人群在网络中不同簇分布情况 

自 报 性

传 播 的

人群 

一 致

人群 

男 同 簇 

n % 

非 男 同

簇 n % 

错配

人群 

男同簇 1 

n % 

非男同 2

簇 n % 

混合

人群 

男同簇 1 

n % 

非男同 2

簇 n % 

MSM 573 567（99） 6（1） 205 133（65） 72（35） 94 86（92） 8（8） 

HET(F) 217 13（6） 204（94） 51 29（57） 22（43） 15 9（60） 6（40） 

HET(M) 423 51（12） 372（88） 181 135（75） 46（25） 46 26（57） 20（44） 

备注：男同簇指网络中簇的序列自报传播途径为 MSM 的比例占大于 50%，反

之则视为非男同簇。 

 

 

图 3.4 各类连接人群在网络中不同簇分布情况 

 

3.4.3 各传播途径人群的模型估算结果 

首先，用连接一致的人群作为训练集，对连接一致人群进行估算，来评估模型

的精度。连接一致人群中经模型分析后，555 名自报传播途径为 MSM 被模型估算
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为同性传播，18 名被估算为异性传播，一致率为 96.9%；217 名自报传播途径为异

性的女性被模型估算为异性传播，一致率为 100%；278 名自报传播途径为异性的

男性被模型估算为异性传播，而 145 名被估算为同性传播，一致率为 65.7%，详见

表 3.3。通过连接一致人群估算，看到本模型的精度良好，即一致率大于 50%表示

模型精度良好。 

 

表 3.3 连接一致人群模型估算的传播途径结果即模型精度 

自报性传播

人群 

连 接 一 致

人数 

模型估算途径 

同性传播 n (%)    异性传播 n (%) 

一致率 

% 

MSM 573 555（96.9） 18（3.1） 96.9 

HET(F) 217 0 （0） 217（100） 100 

HET(M) 423 145 （34.3） 278（65.7） 65.7 

 

接下来，用连接一致的人群作为训练集，对连接不一致人群即错配人群和混合

连接人群进行估算。错配人群经模型分析后， 205 名错配的 MSM 人群中 196 名

被模型估算为同性传播，9 名被估算为异性传播；51 名错配的异性传播女性均被

模型估算为异性传播；181 名错配的异性传播男性中，152 名被模型估算为同性传

播，29 名被估算为异性传播，详见表 3.4。混合连接人群中经模型分析后，94 名混

合连接的 MSM 人群中 93 名被模型估算为同性传播，1 名被估算为异性传播；15

名混合连接的异性传播女性均被模型估算为异性传播；46 名连接不一致的异性传

播男性中，34 名被模型估算为同性传播，12 名被估算为异性传播，详见表 3.5。 

表 3.4 错配人群模型估算的传播途径结果 

自报性传播人群 错配人数 模型估算途径 

同性传播 n (%)      异性传播 n (%) 

MSM 205 196（95.6） 9（4.4） 

HET(F) 51 0 （0） 51（100） 

HET(M) 181 152 （84.0） 29（16.0） 
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表 3.5 混合连接人群模型估算的传播途径结果 

自报性传播人群 混合连接人群 模型估算途径 

同性传播 n (%)      异性传播 n (%) 

MSM 94 93（98.9） 1 （1.1） 

HET(F) 15 0 （0） 15 （100.0） 

HET(M) 46 34（73.9） 12（26.1） 

 

3.4.4 自报传播途径和传播模型分析结果一致率 

综合以上模型，连接一致人群、错配人群和混合连接人群的估算结果如下：872

名自报传播途径为 MSM 的人群中有 844 被估算为男同，模型和自报传播途径一致

率为 99%；283 名自报传播途径为异性的女性人群均被模型估算为异性传播人群，

一致率为100%；650名自报传播途径为异性的男性人群中有 464名被估算为异性，

一致率为 71.4%，剩下的 28.6%被模型估算为同性传播，详见表 3.6。 

 

表 3.6 自报传播途径信息和决策树模型分析结果的一致率 

自报性传播 总人群 n 模型估算途径 

同性传播 n (%)   异性传播 n (%) 

一致率 % 

MSM 872 844（96.8） 28 （3.2） 96.8 

HET(F) 283 0（0） 283（100） 100 

HET(M) 650 186（28.6） 464（71.4） 71.4 
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3.5 讨论 

本研究基于 2015 年全国分子流调样本 pol 区序列在基因距离为 1.0%时建立的

分子网络基础上 1805 条序列为研究对象，采用决策树模型，去除自报感染途径的

干拢因素后，发现女性自报异性感染和男性自报同性感染的可信度很高，分别为

100%和 96.8%；男性自报异性感染的可信度低，仅为 71.4%，错误率高达 28.6%。

研究显示通过引入传播网络和模型分析新参数，可显著提高流调数据精度和对疫

情把控，进而促进了艾滋病的精准防控。 

由于中国社会的传统观念，对男男同性恋接受度有限，导致 MSM 感染 HIV-1

后隐瞒真实的传播途径，因此开展了对自报信息真实度分析的研究。之前本研究团

队通过对中国每年新报告 HIV-1 感染者感染途径的分析，发现每年均有相当一部

分感染者缺乏感染途径这一重要数据，因此结合系统进化树和决策树模型，通过每

个样本的年龄、性别、样本来源地、HIV gag 亚型和特定的流行簇等信息，用已知

传播途径的 HIV-1 感染人群通过模型对未知传播途径的感染人群进行预测，来确

定其可能的传播途径[1]。也有研究对 CRF01_AE 亚型进行过自报传播途径的信息

真实性研究。但考虑之前的研究存在一些不足，比如亚型单一，因为中国的男同不

仅存在在 CRF01_AE 亚型中，还分布在其他亚型中例如 B 亚型[14]，因此 CRF01_AE

一个亚型不全面；再者，之前的研究没有完整的抽样设计，只是建立在收集

CRF01_AE 序列基础上，数据集不具有代表性。因此，开展了本研究，选择 2015

年分子流调样本作为研究对象，首先该数据集具有良好的抽样设计，本研究数据集

覆盖全国 31 个省、直辖市和自治区以及新疆生产建设兵团，对 2015 年新确诊的

HIV-1 感染者进行了一次横断面调查，此次研究也是对我国 HIV-1 感染进行的第四

次全国分子流调，样本具有很好的代表性，能反应中国 MSM 的真实情况。最后，

本研究在结合进化树分析和决策树分析基础上，同时不但结合了分子网络中连接

情况分析，还结合了簇情况分析，这是之前研究没有进行过的。 

本研究只对同性传播和异性传播进行模型预测，未预测其他传播途径，比如
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IDU、输血传播，母婴传播等，是因为我国的传播途径发生了改变。我国 HIV-1

流行的早期阶段（1985-2001 年），主要的传播途径为 IDU，占新报告 HIV-1 感

染者中的 84.3%（5729/6870）。之后，性传播途径无论在总体数量上还是在比例

上均迅速增加，2008 年超过了之前 IDU，2009 年性传播占 60.9%

（18466/30340）成为了我国 HIV-1 主要的传播方式[1]。目前，我国 HIV 的流行态

势以性传播为主，2015 年分子流调结果显示，同性传播占 39.4%（1855/4704）,

异性传播占 53.3%（2533/4704）,即性传播（93.2%）已成为中国主要传播方式。 

本部分研究对各类自报传播途径人群在网络中的连接和簇情况分布均进行了

分析，在网络中的连接情况分析中发现有 18%（51/283）的传播途径为异性的女

性在网络中和男同相连，在网络中簇分布情况分析中有 57%（29/51）的错配人群

分布在男同簇中，上述结果说明女性通过异性传播途径感染了男同的 HIV-1 毒

株，因此男同成为了病毒传播桥梁。一项全国范围内横断面调查显示，MSM 人

群中 HIV 感染率约为 4.9%[15]。2017 年 12 月中国艾滋病性病疫情报告显示，本

年新报告同性性行为传播的病例为 34358，占当年新报告病例数的 25.5%[2]。中国

传统的传宗接代的观念下，男同不与女性结婚是一种对家族不负责任的表现。当

男同将自己身份暴露后，随之而来的是自身的家庭矛盾和亲戚的不支持不尊重。

因此，男同会趋向隐藏自己的男同行为，有意推迟结婚，离开家庭等，即便如

此，约 70-90%男同最后选择结婚[16, 17]。而根据一项安全套使用情况统计研究中

发现，仅 23.3%的男同在与妻子发生性关系时选择使用安全套。这使得他们成为

HIV 传播潜在的桥梁，通过男同感染妻子及下一代[18, 19]。 

本研究发现中国存在 28.6%的自报传播途径为男性异性行为的人群隐瞒了自

己男同的身份、性取向、或男男的性历史。通过异性性行为感染 HIV-1 的一部分

男性人群的信息缺乏真实性，这与中国主流文化对 MSM 人群的接受度低有关。

首先，性教育在中国的推进非常艰难，由于社会对 MSM 的了解匮乏导致存在恐

惧心理；其次，男男同性行为是对中国传统的传宗接代思想的挑战；再者，MSM

及其家庭经常面临巨大的公众舆论压力[18]。本部分研究结果恰恰反映了上述现

状，由于社会、家庭、经济各方面的压力，许多 MSM 选择结婚、生子（不论形
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婚与否），而他们之中的有些人也保持着婚外的男男性生活。英国一项在 B 亚型

中开展的利用进化树分析和 HIV 分子流调方法研究[20]显示，29%来自自报通过异

性性行为感染 HIV-1 的男性序列与 MSM 聚集在一起，估计异性性行为男性人群

中 MSM 人群的比例大约占 1-10%。进化树分析显示，与其他种族相比，来自非

裔英国人序列更易于与 MSM 聚集，且异性性行为男性中男男同性行为者的比例

约为 1-21%。本部分研究结果比英国研究中估算的比例高，这可能是因为西方社

会对男同更加宽容和接受。一项在全国范围内关于公众对同性恋的态度及影响因

素调查研究显示，在如何看待同性恋行为这一问题上，与美国相比，中国完全接

受同性恋的人比例偏低，同性恋者在当前社会的可见性比较低[21, 22]。 

本研究结合分子流行病学、进化树分析和分子网络，参数包括采样时间、采

样地点、亚型亚簇、传播途径、年龄、性别、名族、学历、CD4 T 淋巴细胞计

数、病毒嗜性、degree、连接情况和簇分布情况作为模型参数，将自报传播途径

与网络中连接一致的人群作为模型的训练集，估算自报传播途径可能不准确的人

群的真实传播途径，以验证自报信息的正确性。首先通过连接一致人群在模型中

的估算，来确定模型的精度，因为和自报异性性行为男性人群不同，MSM 人群

和异性行为女性人群理论上信息可信度高，研究中模型估算结果与自报信息一致

率也达到了 96.9%和 100%；而异性行为为男性的人群一致率为 65.7%，虽然在这

三类人群中一致率最低，但也超过了 50%，说明该模型精度良好。结果发现，自

报通过异性性行为途径感染 HIV-1 的女性人群没有被模型估算为 MSM，模型估

算结果与自报信息完全相同，再次说明本研究所得到的模型估算结果的可靠性和

准确性。边（edge）在网络中表示连接的两条序列的参数，虽不代表直接的传播

关系，但由于基因距离近，说明这两条序列存在潜在的传播关系。 

成功防控 HIV/AIDS 流行是一项综合性策略，受到临床、非盈利社会组织、

政府等的影响和帮助。由于耻辱和歧视，隐瞒同性、婚外途径感染等仍然广泛存

在。本部分研究利用基因变异特定构建分子网络，采用决策树模型分析查明自报

传播途径资料中的干拢因素，提高流调资料的精准度。约 28.6%的自报通过男性

异性性行为感染 HIV 的人其实是通过男男同性行为感染的。该研究提示疾病预防
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中心和临床研究治疗在今后对 HIV 感染者/AIDS 患者调查和接诊时应加强干预力

度，更加强调行为学数据的准确性，深入挖掘潜在的男男同性行为的 HIV 感染

者，为国家制定 HIV 防控策略提供更准确的依据的同时将 HIV 预防控制措施覆

盖到更多的 MSM 人群。 

3.6 结论 

根据病毒基因变异距离构建分子网络，可追踪病毒传播链，校正被社会歧视压

低的男男性传播自我报告，提高流调数据的精准度。 
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4 第三章 HIV 基因型和表型差异对抗病毒治疗效果的影响

及机制研究 

4.1 引言 

根据最近一次全国 HIV-1 分子流调显示，我国目前流行的主要毒株为

CRF01_AE，CRF07_BC，CRF08_BC 和 B 四大亚型[1]。CRF01_AE 在亚洲的流行

率为 84%，就全世界而言，4.6%的 HIV-1 感染是由 CRF01_AE 引起的[2, 3]。在一些

欧洲国家，CRF01_AE 是继 CRF02_AG 之后非 B 亚型中第二大重组流行株[4，5]。

CRF01_AE 亚型自从二十世纪 90 年代传入中国后，形成了至少 7 流行簇[6]，不同

流行簇有各自的地理分布和传播特点，1 簇，4 簇和 5 簇是当前中国流行的三大

CRF01_AE 亚簇。第 1 簇、2 簇和 3 簇主要在华南和西南地区省份的异性性行为人

群和静脉吸毒人群中传播；第 4 簇和 5 簇主要在华北地区 MSM 人群中流行；第 6

簇和 7 簇仅在福建和云南两省的经异性性行为感染 HIV 人群中流行[7]。 

有研究表明，HIV-1 不同的亚型有不同的传播和致病性等特点。大多数研究

显示，在非洲感染 D 亚型[8, 9]，比西方国家感染 B 亚型[10]的患者疾病进展较快。早

期在泰国开展的研究表明，与 B 亚型为主要亚型的西方发达国家相比，感染

CRF01_AE 的患者疾病进展到 AIDS 阶段和死亡均较快[11, 12]。 

高效抗病毒方法（HAART）主要作用在于能够持续抑制病毒复制，促进 CD4 

T 淋巴细胞恢复，使机体能够抵抗机会性感染[13, 14]。然而，有一部分患者在 HAART

治疗后尽管血浆病毒载量降到低于检测值，但是 CD4 T 淋巴细胞未见明显增加[14, 

15]。在慢性 HIV-1 感染者中，由于残余血浆 HIV-1 复制活性[16]，胸腺功能损坏[17]，

感染 HIV-1 时患者年龄大[18]，T 细胞活化和凋亡增加，病毒混合感染比如同时感

染丙肝病毒和乙肝病毒[19，20]，HAART 治疗前的免疫缺陷状态[21]等因素影响 CD4 

T 淋巴细胞治疗后的恢复。 

CCR5 和 CXCR4 是 HIV-1 进入靶细胞的主要辅助受体[22, 23]。共受体的选择
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由糖蛋白 120（gp120）序列决定，尤其是涉及共受体结合的高频突变的 V3 区决定

[24, 25]。根据病毒与 CD4T 淋巴细胞结合选择的受体不同，HIV-1 病毒分为 R5 嗜性

病毒，X4 嗜性病毒，或双嗜性病毒。最简单的嗜性预测方式是基于基因型的方法

—11/25 法则，通过 gp120 V3 区上第 11 和/或 25 号位点的氨基端残基来预测 X4 嗜

性，除了 11/25 法则，净电荷法则和 gp120 V3 区上特定的氨基酸的方法也常用于

HIV 嗜性预测[26]。目前，提出了几种在线预测嗜性的生物信息学方法，最常用的

是Geno2pheno[27]，虽然Geno2pheno 算法用 B亚型在表型基因型相关性上建立的，

但已有 Geno2pheno FPR 5%对 HIV CRF01_AE 嗜性预测比较准确。近几年中国有

研究表明，CRF01_AE 亚型中 X4 嗜性病毒感染后患者疾病进展快[28，29]。本研究团

队在 2019 年发表的文章显示，CRF01_AE 的不同的流行簇之间 X4 比例不同，疾

病进展也不相同[30]。 

本部分研究内容是对浙江省主要流行亚型和流行簇根据毒株的基因型和表

型差异，建立不同表型病毒对抗病毒治疗效果尤其是免疫重建可能产生影响的假

说，并且通过建立队列开展实验研究加以检验，得出研究的结论。 

4.2 主要实验材料和仪器 

4.2.1 研究对象 

本部分研究的对象为符合 2.2.1 纳入标准的研究对象中亚型为 CRF01_AE 的

429 例和 BC 的 199 例的 HIV-1 感染者。 

4.2.2 主要应用软件 

（1） HIV database Gene Cutter 在 线 软 件 用 于 V3 区 序 列 截 取 ；

（https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GENE_CUTTER/cutter.html） 

（2） Geno2pheno 在 线 软 件 用 于 HIV-1 共 受 体 嗜 性 预 测

（https://coreceptor.geno2pheno.org/）; 

（3） WebPSSM 用 于 嗜 性 预 测 和 净 电 荷 正 电 荷 和 负 电 荷 分 析 ;

（https://indra.mullins.microbiol.washington.edu/webpssm/） 

https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GENE_CUTTER/cutter.html
https://coreceptor.geno2pheno.org/
https://coreceptor.geno2pheno.org/）;%20WebPSSM
https://indra.mullins.microbiol.washington.edu/webpssm/
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（4） V3 区 PNGS 数量用 HIV Database N-Glycosite 在线软件分析；

（http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GLYCOSITE/glycosite.html） 

（5） 氨基酸位点的分析用 WEBLOGO 在线软件进行分析绘图；

（http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi） 

4.2.3 主要实验材料 

Maxim HIV-1 Limiting antigen avidity Enzyme Immunoassay，Lag-Avidity EIA 试

剂盒（美国 Maxim Biomedical 公司）：用于新发感染率估算。 

余实验材料同第一章 2.2.2。 

4.2.4 主要实验仪器 

Class II 生物安全柜（美国 NuAire 公司）；洗板机（BioTek，型号 ELX50）；

酶标仪（BioTek，型号 EPOCH2 ）；二氧化碳孵箱（Thermo Fisher SCIENTIFIC, 

型号 HERACELL 150i）；单道微量移液器(2.5µl, 10µl, 20µl, 100µl, 200µl ) （德国

Eppendorf 公司） ，8 道微量移液器(10µl, 200µl, 300µl) （德国 Eppendorf 公司）。 

实验仪器同第一章 2.2.3。    

4.3 实验方法 

4.3.1 新发感染率估算（参照 Maxim HIV-1 Lag-Avidity EIA 试剂盒） 

实验准备： 

(1) 将保存在-80℃超低温冰箱的血浆样本提前一天转移至 4℃冰箱解冻。

检测前将所有试剂样本恢复至室温待用。 

(2) Wash Buffer（1×）配置：用量筒将 100ml的 10×洗液倒入量筒，加

入去离子水至 1000ml，混匀，然后转移置洗液瓶中，与洗板机连接。 

初筛实验： 

（1） 检测样本的稀释与加样：首先在 96 孔板上每孔加入 500µl 的样本稀释

液；设对照孔 11 孔，在对照孔中依次加入首先每孔加入 2 个阴性对照孔、3 个校

准品孔、3 个弱阳性对照孔、3 个强阳性对照孔中各加入 5µl 对照品；在剩下每孔

http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GLYCOSITE/glycosite.html
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中加入 5µl 的样本血清。混匀。 

（2） 孵育：然后各孔吸取 100µl 转移到测试板相应孔中，用封板膜封板后，

置于 37℃恒温箱孵育 1 小时。 

（3） 洗涤：先对洗板机进行设置，设定为每孔加入洗液 350µl，反复洗板 4

次。将孵育完成的 96 孔测试板按照设定程序进行洗板，完成后取下 96 孔板，在吸

水纸上将残余的洗液拍干。 

（4） 加液：每孔加入 100µl 的 Dissociation 缓冲液。 

（5） 孵育：用封板膜封板后置于 37℃恒温箱中孵育 15 分钟； 

（6） Conjugate Solution 的配置：按 1:200 稀释，稀释后的 Conjugate Solution

必须在 30 分钟内使用。 

（7） 洗涤：同（3）。 

（8） 加样：每孔加入 100µl 的 Diluted conjugate。 

（9） 孵育：盖上封板膜置于 37℃恒温箱中孵育 30 分钟。 

（10） 洗涤：同（3） 

（11） 显色：每孔加入显色剂 TMB Substrate 液 100µl，避光反应 15 分钟。 

（12） 终止：每孔加入终止液 Stop Solution 100µl， 

（13） 测定：在酶标仪中读取 OD 值，波长度分别为 450nm 与 630nm。 

若初筛样品的 ODn≤2.0，则将该样品再进行确证实验（每个样品三个复孔）

余步骤同上。在确证实验中，若样品的 ODn≤1.5，则该样品考虑为近期感染。 

4.3.2 噬性分析 

（1） V3 区基因提取：Alamos HIV Database 在线工具 HIV Gene Cutter 

(https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GENE_CUTTER/cutter.html)进行序列比

对以及 protein extraction。在 Input 下对话框中的 Or upload your file 点击（选取文

件），选择 fasta 格式的文件；在（options）下对话框中的 Region(s) to align and extract 

框中选择 V3；点击（Submit）上传。下载 AA，用 fasta 格式保存。 

（2） 用 Bioedit 软件打开步骤（1）中保存的文件，转换成文本文件.txt 格式，

再用 excel 打开.txt 格式，整理序列，其中≥2 条 AA 的序列摒弃。保存后再用 Biodit

https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GENE_CUTTER/cutter.html
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软件转换成 fasta 格式。 

（3） 用 Geno2pheno coreceptor 网站在线工具

（http://coreceptor.geno2pheno.org）进行噬性预测。具体操作如下：进入网站后，

在左边菜单中选择 geno2pheno[coreceptor]选项，右边菜单中 3.Significance Levels 

下 Please select how conservative the detection of CXCR4usage should be.框中选择

false positive rate（1-specificity）=5%；4.Sequence containing the V3 region of 

gp120 下 upload from file（sequences in FASTA format, or single plain or FASTA 

sequence）点击（选取文件），选择步骤（2）整理并保存的 fasta 文件上传。

6.Action：框中选择 Align and Predict，最后点击 Go。结果 CSV 格式保存。excel

打开文件，对 FPR 进行筛选，将 FPR≤5 的复制置新的工作表中，将 FRP≤2 的

复制致另一新的工作表中。再用 Bioedit 将 FPR≤5/2 的转换成 fasta 格式。 

用 Web PSSM 网 站 在 线 工 具

（https://indra.mullins.microbiol.washington.edu/webpssm/）预测 CXCR4 噬性。上传

步骤（3）里保存的 FPR≤5/2 的转换成 fasta 文件，在 Choose your input sequences 

data type 框中选择 Amino acid；在 Choose your matrix：下选择 subtype B ：x4r5，

点击 DoPSSM。将文件下载，打开，筛选 Pred=1 的序列，即为 CXCR4 噬性。 

4.3.3 V3 区电荷数和 PNGS 数的分析方法 

（1） 用 WebPSSM 在线软件进行净电荷、正电荷和负电荷分析，方法同嗜

性预测，在最后获得的结果中选择相应的电荷数。 

（2） V3 区 PNGS 数量分析：将 V3 区序列保存为 fasta 格式，在 LANL 网

站中的 N-GlycoSite 在线工具中提交序列在线分析。具体操作如下：打开 HIV 

database 网站 （https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/HIVTools.html）点击

TOOLS 菜单目录中的（N-GlycoSite），在 Input 下对话框的 Or upload your sequence

中选择需要比对的文件（如***.fas），其余的选择默认，点击（Submit），网页分

析完以后会出现每一条上传序列的 PNGS 位置和数量。 

（3） V3 区氨基酸序列的绘图选用在线工具 WebLogo：将 V3 区整理比对

后氨基酸序列保存为 fas 格式，打开 WebLogo 网站

https://coreceptor.geno2pheno.org/）;%20WebPSSM
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（http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi），在 Multiple Sequence Alignment 下对话框

中 Upload Sequence Data 中上传需要绘图的文件，在 Advance Logo Option 对话框

中 Sequence Type 选择 amino acid，Frequency Plot 打钩，其余参数默认，点击

（Create Logo）；网页会将绘制的图展现在新的网页界面中。 

4.3.4 统计分析 

治疗后 CD4 T 细胞恢复的影响因素用 Generalized Estamitating Equation (GEE) 

模型进行分析，GEE 既可以处理连续型结局变量也可以处理分类型结局变量，它

代表了一种模型类别，即在传统模型的基础上对相关性数据进行矫正，可以拟合

Logistic 回归、泊松回归、Probit 回归、一般线性回归等广义线性模型。该模型既

考虑了一个患者之后 CD4 恢复情况的变化，同时也考虑了不同因素组别间的 CD4

恢复情况的差异。R 语言 ggplot 数据包绘制治疗后 CD4 T 淋巴细胞变化情况。统

计显著性：两两计数资料数据的比较采用 t 检验或非参数检验（Mann-Whitney U-

test）。两者计数资料数据的比较采用方差分析或非参数检验（Kruskal-Wallis 单因

素 ANOVA）计量资料数据采用卡方检验。相关性分析采用 Pearson 相关分析。

P<0.05 为具有统计学意义。本研究采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析，GraphPad 

Prism 7 进行绘图。 

4.4 实验结果 

4.4.1 研究对象基线参数按亚型亚簇分布情况 

本部分研究选择 CRF01_AE 亚型（429 例）和 BC 亚型（199 例）两个亚型，

由于其他亚型数量少，因此不在此做分析。从基线情况看到，性别以男性为主，分

别是 90%和 83.8%。确诊 HIV-1 感染时年龄以青中年为主。户籍来自浙江省内和省

外的基本占一半。CRF01_AE 中处于已婚状态的比例低于 BC 亚型，而通过 MSM

传播的比例高于 BC。按照美国疾病预防控制中心（CDC）的分类标准将入组研究

对象分为 A、B 和 C 三类，CRF01_AE 亚型中处于 C 类的比例较 BC 亚型高（34.5% 

vs 19.7%）。合并乙肝和丙肝的比例均较低。CRF01_AE 亚型与 BC 亚型比较，更
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换 HAART 治疗方案次数大于等于 2 次的患者高（13.3% vs 8.6%）；基线 CD4 低

于 350/μl 的比例多（80.4%vs67.7%）。详见表 4.1。 

 

表 4.1 基线参数按照亚型分布情况 

类别 
样本总数 CRF01_AE BC 

n=628 n=429 n=199 

性别 (n,%)    

男性 553 (88.1) 386 (90) 167 (83.9) 

女性 75 (11.9) 43 (10) 32 (16.1) 

确诊年龄分段 (n,%)    

mean±SD 39±13 38±12 41±14 

<30 334 (53.2) 241 (56.2) 93 (47.0) 

30-50 166 (26.4) 115 (26.8) 51 (25.8) 

≥50 127 (20.2) 73 (17.0) 54 (27.3) 

婚姻状态 (n,%)      

已婚 328 (52.2) 230 (53.6) 98 (49.2) 

未婚离异或丧偶 300 (47.8) 199 (46.4) 101 (50.8) 

传播途径(n,%)    

HET 437 (69.6) 301 (70.2) 136 (68.3) 

MSM 191 (30.4) 128 (29.8) 63 (31.7) 

户籍 (n,%)    

浙江省 319 (50.8) 218 (50.8) 101 (50.8) 

非浙江省 309 (49.2) 211 (49.2) 98 (49.2) 

疾病阶段 参照美国 CDC 标准    

A 320 (51) 226 (52.7) 94 (47.2) 

B 118 (18.8) 76 (17.7) 42 (21.1) 

C 190 (30.3) 127 (29.6) 63 (31.7) 

合并 HCV 感染 (n,%)    
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类别 
样本总数 CRF01_AE BC 

n=628 n=429 n=199 

无 624 (99.4) 428 (99.8) 196 (98.5) 

有 4 (0.6) 1 (0.2) 3 (1.5) 

合并 HBV 感染 (n,%)    

无 594 (94.6) 405 (94.4) 189 (95) 

有 34 (5.4) 24 (5.6) 10 (5) 

HAART 更换次数 (n,%)    

1 552 (87.9) 376 (87.6) 176 (88.4) 

≥2 76 (12.2) 53 (12.4) 23 (11.6) 

治疗前 CD4 T 淋巴细胞计数(n,%) 

Median (/μl,IQR) 190 (37,340) 130 (22,308) 260 (144,400) 

<350 479 (76.3) 345 (80.4) 134 (67.7) 

≥350 148 (23.6) 84 (19.6) 64 (32.3) 

 

接下来对 CRF01_AE 亚型的三大亚簇进行基线资料分析，和过去报道的浙江

省的 HIV-1 流行特点一样[31]，浙江以 CRF01_AE 的第 4 簇为主，4 簇和 5 簇作为

MSM 人群中流行的亚簇，基线资料比较一致，而 1 簇作为以异性传播方式流行的

亚簇，基线资料和 4 簇 5 簇相差比较大。4 簇和 5 簇感染人群以男性为主，分别占

95.4%（268/281）和 91.4%（32/35），而 1 簇女性感染者比例高，占 31.7%（30/63）。

4 簇和 5 簇中以中青年为主，而 1 簇中年龄在 30 岁以下的占比不到 10%，近一半

患者处于 30 至 50 岁，超过 50 岁的占 42.9%（27/63）。4 簇和 5 簇单身比例一半

左右，而 1 簇已婚比例高达 76.2%。4 簇和 5 簇中均有 MSM 人群，而 1 簇全为异

性传播途径感染。户籍信息显示，三个亚簇浙江户籍和省外户籍比例均接近 50%。

HAART 治疗方案更换次数角度分析， 1 簇和 4 簇均有 10-20%的比例患者更换方

案次数超过一次，而 5 簇未发现换方案患者。基线 CD4 显示，1 簇，4 簇和 5 簇三

个亚簇患者治疗前基线 CD4 低于 350μl/L 的患者比例约为 90.5%，80.1%，68.8%，

（见表 4.2）。 
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表 4.2 基线资料按照 CRF01_AE 三大亚簇分布情况 

类别 
样本总数 1 簇 4 簇 5 簇 

N=379 N=63 N=281 N=35 

性别(n,%)     

男性 343 (90.5) 43 (68.3) 268 (95.4) 32 (91.4) 

女性 36 (9.5) 20 (31.7) 13 (4.6) 3 (8.6) 

确诊年龄分段(n,%) 

Mean±SD 37±12 48±13 35±10 41±14 

<30 116 (30.6) 5 (7.9) 104 (37) 7 (20) 

30-50 196 (51.7) 31 (49.2) 147 (52.3) 18 (51.4) 

≥50 67 (17.7) 27 (42.9) 30 (10.7) 10 (28.6) 

婚姻状态      

已婚 172 (45.4) 48 (76.2) 106 (37.7) 18 (51.4) 

未婚离异丧偶 207 (54.6) 15 (23.8) 175 (62.3) 17 (48.6) 

传播途径     

HET 221 (58.3) 63 (100) 126 (44.8) 32 (91.4) 

MSM 158 (41.7) 0 (0) 155 (55.2) 3 (8.6) 

户籍     

浙江省 188 (49.6) 37 (58.7) 133 (47.3) 18 (51.4) 

非浙江省 191 (50.4) 26 (41.3) 148 (52.7) 17 (48.6) 

疾病阶段参照美国 CDC 标准 

A 182 (48) 19 (30.2) 140 (49.8) 23 (65.7) 

B 70 (18.5) 22 (34.9) 44 (15.7) 4 (11.4) 

C 127 (33.5) 22 (34.9) 97 (34.5) 8 (22.9) 

HAART 更换次数 

1 326 (86) 56 (88.9) 235 (83.6) 35 (100) 

≥2 53 (14) 7 (11.1) 46 (16.4) 0 (0) 
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类别 
样本总数 1 簇 4 簇 5 簇 

N=379 N=63 N=281 N=35 

治疗前 CD4 T 细胞计数 (/μl) 

Median,IQR (/μl) 134 (25,320) 58 (9,254) 135 (27,322) 247 (112,467) 

<350 306 (80.7) 57 (90.5) 225 (80.1) 24 (68.6) 

≥350 73 (19.3) 6 (9.5) 56 (19.9) 11 (31.4) 

 

4.4.2 新近感染者不同亚型亚簇在基线 CD4 T 细胞计数分布差异 

首先比较 2013-2017 年新诊断的 429 例 CRF01_AE 和 199 例 BC 亚型 HIV-1

阳性患者的 CD4 T 细胞计数分布情况，发现 CRF01_AE 亚型的基线 CD4 T 淋巴细

胞明显低于 BC 亚型（130 vs260/μl）（详见表 4.1）。众所周知，在 HIV-1 的自然

感染过程中，患者体内的CD4+T 细胞计数随着感染时间的增加而逐渐下降。因此，

通过限制性抗原亲和力酶联免疫方法（Lag-Avidity EIA kit）对所有样本进行感染时

间判定并比较在不同感染时间的患者体内 CD4 T 细胞计数差异。结果显示

CRF01_AE 和 BC 近期感染率分别为 21%与 15.6%（图 4.1A）（少数几例由于样本

缺乏无法进行限制性抗原亲和力酶联免疫方法）。在近期感染样本中，相对于 BC

亚型而言，CRF01_AE 具有较低的 CD4+T 细胞计数且具有统计学意义（P＜0.05，

图 4.1B）。结果表明 CRF01_AE 患者在感染早期就拥有较低的 CD4 T 细胞计数。   

 

 

图 4.1 新近感染在 CRF01_AE 和 BC 两亚型之间的分析。（A）新近感染的比例在
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CRF01_AE 和 BC 亚型之间的分布情况；（B）新近感染患者基线 CD4 T 淋巴细胞

数在两亚型间的比较。 

接下来比较 CRF01_AE 亚型中 1 簇，4 簇和 5 簇之间的基线 CD4 T 细胞计数

分布情况，发现 1 簇亚型的基线 CD4 T 淋巴细胞最低，其次是 4 簇，再者是 5 簇

（58 vs135 vs247/μl）（详见表 4.2）。各亚簇中新近感染的样本比例结果显示， 1

簇新近感染比例最低（15.9%，10/63），4 簇其次（22.8%，64/211），5 簇最高（34.3%，

12/23）（图 4.2A）。在近期感染样本中，结果发现 1 簇的基线 CD4 仍然是最低

的，其次是 4 簇，5 簇最高，差异具有统计学意义（P＜0.05，图 4.2B）。结果表

明是 CRF01_AE 的 1 簇和 4 簇患者在感染早期就拥有较低的 CD4+T 细胞计数。  

 

图 4.2 CRF01_AE 三大亚簇之间新近感染样本的分析。（A）新近感染的比例在三

大亚簇之间的分布情况；（B）新近感染患者基线 CD4 T 淋巴细胞数在两两亚簇间

的比较。 

 

4.4.3 病毒嗜性在不同亚型亚簇中分布差异 

首先，用 G2P5，G2P2，WebPSSM，和 G2P5 结合 PSSM 四种不同方法对

CRF01_AE 亚型样本进行嗜性预测，发现 CXCR4 嗜性比例分别为 39.9%，20.2%，

39.4%，和 30.1%。四种方法预测比例完全一致率为 68.9%（R5 为 50.8%，X4 为

18.1%）详见图 4.3。 
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图 4.3 不同方法预测 CRF01_AE 亚型嗜性比例结果。 

 

根据对 CRF01_AE 和 BC 亚型的序列进行嗜性预测后结果显示，CRF01_AE

亚型序列 FPR（False Positive Rate）值分布范围较广，而 BC 亚型的 FPR 均分布在

2%甚至 5%以上（如图 4.4A）。本研究将 FPR 低于 2%视为 CXCR4 嗜性，CRF01_AE

在 X4 嗜性的使用率为 18.2%（78/429），而 BC 亚型中未发现 X4 嗜性，即 CRF01_AE

较 BC 拥有更高的 X4 嗜性使用率（18.2%与 0%，图 4.4B）。近一步分析发现，X4

嗜性毒株主要分布在 CRF01_AE 亚型中 CD4 T 细胞计数低于 200 /μl 的患者中（图

4.4C）。而且，CRF01_AE 亚型中 X4 嗜性患者的基线 CD4 T 淋巴细胞最低，其

次是 CRF01_AE 亚型 R5 嗜性，而 BC 最高，差异具有统计学意义（如图 4.4D）。

这表明低 CD4 T 细胞计数与高 X4 使用率之间有一定联系。 
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图 4.4 嗜性分析在亚型之间的比较。（A）通过 Geno2Pheno 方法得到 FRP 值在

CRF01_AE 和 BC 之间的比较；（B）两亚型间不同嗜性比例分布；（C）CRF01_AE

亚型中各种嗜性在不同基线 CD4 分段（200/μl）上的比例分布。（D）基线 CD4 在

不同亚型不同嗜性间的比较。备注 X4 代表 CXCR4，R5 代表 CCR5，Un 代表嗜性

未知。 

 

接下来，对 CRF01_AE 三大亚簇的序列进行嗜性预测后结果显示， 1 簇和 4

簇的 FPR 值分布范围较广，而 5 簇的 FPR 值分布在 FPR 的 2%甚至 5%以上（如

图 4.5A）。本研究将 FPR 低于 2%视为 CXCR4 嗜性，1 簇和 4 簇在 X4 嗜性的使

用率分别为 12.7%（8/63）和 22.1%（62/281），而各 5 簇中 X4 嗜性使用率较低，

占 5.7%（2/35）（详见图 4.5B）。 
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图 4.5 嗜性分析在 CRF01_AE 三大亚簇之间的比较。（A）通过 Geno2Pheno 方法

得到 FRP 值在 1 簇，4 簇和 5 簇之间的比较；（B）三亚簇间不同嗜性比例分布；

备注 X4 代表 CXCR4，R5 代表 CCR5，UN 代表嗜性未知。 

 

4.4.4 治疗后影响 CD4 T 淋巴细胞恢复的因素 

在 HIV 自然感染队列研究中的研究发现，不同 HIV 亚型感染人群的疾病进展

速度不一，因此也可能造成抗病毒治疗过程的免疫重建不同。已有研究表明基线

CD4 T 淋巴细胞是影响治疗后免疫恢复的主要因素，因此对 HAART 治疗后每个

患者的所有 CD4 T 淋巴细胞随访数据按不同分组进行拟合，初步观察假设变量亚

型和嗜性对治疗后 CD4 恢复的影响，发现基线 CD4 T 淋巴细胞高的组明显比低的

组治疗后 CD4 恢复的好（图 4.6A），与 CRF01_AE 亚型相比， BC 亚型治疗后

CD4 恢复的好（图 4.6B）。接着按照嗜性再次进行分组后显示，CRF01_AE 亚型

X4 组治疗后 CD4 变化处在最低水平，其次是 R5 组，而 BC 亚型治疗后 CD4 变化

水平较高一些（图 4.6C）。通过该步骤的分析，看到了亚型和嗜性在治疗后 CD4

恢复情况的差异，但是仍然不明确这些因素是否是独立影响因素。 
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图 4.6 不同分组情况下 HAART 治疗后 CD4 变化情况差异。（A）按照基线 CD4 T

淋巴细胞 350 /μl 分组，基线 CD4 高的组治疗后 CD4 恢复比基线低的组高。（B）

按照亚型分组，BC 亚型治疗后比 CRF01_AE 亚型 CD4 恢复的高。（C）按照嗜性
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分组，CRF01_AE 亚型的 CXCR4 嗜性组治疗后 CD4 恢复的最低，CRF01_AE 亚

型的 CCR5 嗜性组其次，而 BC 亚型最高。 

 

接下来选择广义估计方程模型（GEE）进行多因素分析，来进一步验证假设。

结果显示年龄、亚型、嗜性、治疗方案更换的次数、和基线 CD4T 淋巴细胞是影响

HAART 治疗后免疫恢复的因素，年龄超过 30 岁，CRF01_AE 亚型，X4 嗜性，治

疗方案更换大于等于 2 次，基线 CD4 T 淋巴细胞低于 350 /μl 等因素是影响治疗后

免疫恢复的独立影响因素（详见表 4.3）。 

 

表 4.3 HAART 治疗后 CD4T 淋巴细胞恢复的影响因素分析。 

类别 
多因素分析 

β, 95%CI p value 

性别   

男性 4.9 (-30.1,39.8) 0.785 

女性 Reference  

确诊年龄  

<30 43 (9.1,76.9) 0.013 

30-50 20.5 (-9.8,50.8) 0.185 

≥50 Reference  

传播途径  

HET -16.6 (-45,11.8) 0.252 

MSM Reference  

亚型   

CRF01_AE -29.5 (-55.9,-3) 0.029 

BC Reference  

嗜性   

未知 8 (-40.4,56.3) 0.747 

CXCR4 -55.5 (-89.8,-21.1) 0.002 
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类别 
多因素分析 

β, 95%CI p value 

CCR5 Reference  

HAART 更换次数  

1 33 (2.2,63.8) 0.036 

≥2 Reference  

基线 CD4（/μl）  

<350 -301.3 (-329.2,-273.4) <0.001 

≥350 Reference  

户籍   

浙江省 -5.8 (-29.4,17.8) 0.631 

非浙江省 Reference  

HAART 治疗时间 （week） 1.2 (1,1.3) <0.001 

 

考虑到 HIV 感染者在自然状态下会随着感染时间延长而体内的 CD4 T 淋巴细

胞下降，因此将近期感染的样本进行 GEE 多因素分析，与之前的分析结果基本一

致，亚型、嗜性、和基线 CD4 T 淋巴细胞是影响治疗后免疫恢复的因素，即

CRF01_AE 亚型，X4 嗜性，基线 CD4 T 淋巴细胞低于 350/μl 等因素是影响治疗后

免疫恢复的独立影响因素。以上结果再一次证明了基线 CD4 T 淋巴细胞、病毒的

嗜性和病毒的基因型是 HAART 治疗后患者免疫恢复的独立影响因素（详见表 4.4） 
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表 4.4 新近感染患者在 HAART 治疗后 CD4T 淋巴细胞恢复的影响因素分析。 

类别 
多因素分析 

β, 95%CI p value 

性别   

男性 12.8 (-72.7,98.3) 0.769 

女性 Reference  

确诊年龄分段  

<30 49.7 (-34.5,133.9) 0.248 

30-50 26.8 (-48.5,102.2) 0.485 

≥50 Reference  

传播途径  

HET -25 (-91,41.1) 0.459 

MSM Reference  

亚型   

CRF01_AE -63.8 (-119.2,-8.5) 0.024 

BC Reference  

嗜性   

未知 61.7 (-40.1,163.5) 0.235 

CXCR4 -82.4 (-143.5,-21.4) 0.008 

CCR5 Reference  

HAART 更换次数   

1 48.9 (-19.7,117.6) 0.163 

≥2 Reference  

基线 CD4 T 淋巴细胞（/μl）  

<350 -341.6 (-410.7,-272.6) <0.001 

≥350 Reference  

户籍   

浙江省 27.9 (-33,88.7) 0.369 

非浙江省 Reference  

HAART 治疗时间 （week）  1.3 (1,1.7) <0.001 



浙江大学博士学位论文 第三章 HIV 基因型和表型差异对抗病毒治疗效果的影响及机制研究 

 85 

考虑到基线对治疗后恢复的影响，接下来对基线 CD4 淋巴细胞进行分层（按

照 CD4 T 淋巴细胞 350 /μl 进行分层），再次通过 GEE 进行多因素分析，结果显

示在 CD4 T 淋巴细胞基线超过 350 /μl 这一层，无论是嗜性还是亚型均在组间显示

没有统计学差异，即在基线 CD4 超过 350 /μl 时开始治疗后，患者免疫恢复情况均

良好（详见表 4.5）。在基线 CD4 T 淋巴细胞低于 350 /μl 这一分层，结果显示和

之前观察到的一致，即年龄超过 30 岁，CRF01_AE 亚型，X4 嗜性，基线 CD4 T 淋

巴细胞低于 350/μl 等因素是影响治疗后免疫恢复的独立影响因素。 

综合以上分析显示，感染 HIV 不同亚型和不同嗜性是抗病毒疗效和免疫重建

差异的重要影响因素（详见表 4.6）。 

 

表 4.5 基线 CD4T 淋巴细胞高于 350/μl 患者在 HAART 治疗后 CD4T 淋巴细胞

恢复的影响因素分析。 

类别 
多因素分析 

β, 95%CI p value 

性别   

男性 82.7 (31.8,133.6) 0.001 

女性 Reference  

确诊年龄分段  

<30 -27.3 (-116.5,61.8) 0.548 

30-50 -18.5 (-109.6,72.5) 0.69 

≥50 Reference  

传播途径  

HET -3.2 (-53.2,46.8) 0.9 

MSM Reference  

亚型  

CRF01_AE 39.2 (-5.2,83.5) 0.084 

BC Reference  
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类别 
多因素分析 

β, 95%CI p value 

嗜性  

未知 -1.5 (-133.8,130.9) 0.983 

CXCR4 -59.9 (-138.3,18.4) 0.134 

CCR5 Reference  

HAART 更换次数   

1 18.3 (-50.3,87) 0.601 

≥2 Reference  

基线 CD4（/μl）  

<350 3.4 (-38.2,45) 0.872 

≥350 Reference  

HAART 治疗时间 weeks 0.9 (0.7,1.2) <0.001 

 

表 4.6 基线 CD4 低于 350/μl 患者在 HAART 治疗后 CD4 T 淋巴细胞恢复的影响

因素分析。 

类别 
多因素分析 

β, 95%CI p value 

性别   

男性 -9.4 (-50.1,31.3) 0.651 

女性 Reference  

确诊年龄  

<30 69.1 (33.3,104.8) <0.001 

30-50 29 (-2.6,60.6) 0.072 

≥50 Reference  
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类别 
多因素分析 

β, 95%CI p value 

传播途径  

HET -24.4 (-57.1,8.4) 0.144 

MSM Reference  

亚型  

CRF01_AE -76.3 (-105.3,-47.2) <0.001 

BC Reference  

嗜性  

未知 7.4 (-40.8,55.5) 0.764 

CXCR4 -50.4 (-86.2,-14.5) 0.006 

CCR5 Reference  

HAART 方案更改次数   

1 39 (6.4,71.7) 0.019 

≥2 Reference  

户籍  

Zhejiang -6.7 (-33.6,20.1) 0.624 

Others Reference  

HAART 治疗时间（weeks） 1 (0.8,1.2) <0.001 

 

接下来，对 CRF01_AE 亚型三大传播簇作为研究对象，进行 GEE 多因素模型

分析显示和之前观察到的结果一致，即年龄越大（超过 50 岁），1 簇，X4 嗜性，

基线 CD4 T 淋巴细胞低于 350/μl 等因素是影响治疗后 CD4 T 细胞恢复的独立影响

因素。4 簇随着 HAART 治疗时间的延长，平均较 G5 簇低 57.8 个 CD4 T 细胞， p

值为 0.059，这可能与 G5 簇样本量小以及随访时间长的样本量少相关。 

综合以上分析显示，感染 HIV 不同亚簇和不同嗜性是抗病毒疗效和免疫重建

差异的重要影响因素（详见表 4.7）。 
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表 4.7 CRF01_AE 亚型的 1 簇，4 簇和 5 簇在 HAART 治疗后 CD4T 淋巴细胞恢

复的影响因素分析。 

类别 
多因素分析 

β, 95%CI p value 

性别   

男性 -44.3 (-106.9,18.3) 0.166 

女性 Reference  

确诊年龄   

<30 66.6 (10.8,122.4) 0.019 

30-50 51.6 (3.9,99.2) 0.034 

≥50 Reference  

传播途径   

HET -18.5 (-57.7,20.6) 0.354 

MSM Reference  

流行簇   

1 簇 -108.7 (-175.4,-41.9) 0.001 

4 簇 -57.8 (-117.8,2.2) 0.059 

5 簇 Reference  

嗜性   

未知 35 (-22,91.9) 0.229 

CXCR4 -60.5 (-102.5,-18.6) 0.005 

CCR5 Reference  

HAART 治疗更换次数    

1 31.5 (-13.4,76.4) 0.17 

≥2 Reference  

基线 CD4 T 淋巴细胞(/μl)   

<350 -349.4 (-388.1,-310.6) <0.001 

≥350 Reference  

户籍   

浙江省 7 (-28.5,42.5) 0.7 

非浙江省 Reference  
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4.4.5 HIV 基因变异决定 CXCR4 嗜性的使用倾向 

为了探索 CRF01_AE 中拥有较高 X4 嗜性毒株使用率的机制，对 X4（n=78）

与 R5（n=308）嗜性毒株的 V3 区序列进行了比较。结果发现 X4 嗜性的净电荷比

R5 嗜性高。与 X4 嗜性相比，R5 嗜性在 V3 区的电荷一般在 1-4 个净电荷，很少

能超过 5 个净电荷（图 4.7 A）。两嗜性正电荷比较显示，X4 的正电荷比 R5 的高，

差异具有统计学意义（p＜0.0001）（如图 4.7 B）。两嗜性 PNGS 位点数量比较显

示， X4 缺失 PNGS 位点的序列比 R5 多，差异具有统计学意义（p＜0.0001）（如

图 4.7C）。相关性分析显示，FPR 值与净电荷和正电荷呈负相关，即 FPR 值越高

电荷数越低；而与 V3 区的 PNGS 位点数呈正相关，即 FPR 值越低 PNGS 数越高

（图 4.7 D-F）。相关性分析和嗜性分组比较结果提示一致，即 X4 嗜性 FPR 值低，

净电荷和正电荷高而 PNG 缺失多。 

 

 

图 4.7 CRF01_AE 亚型 V3 区中电荷和 PNGS 位点在 CCR5 和 CXCR4 中比较。

（A）净电荷在 CXCR4 和 CCR5 中比较；（B）正电荷和负电荷在 CXCR4 和 CCR5

中比较；（C）PNGS 位点数在 CXCR4 和 CCR5 中比较；（D）净电荷和 FPR 相

关性分析；（E）正电荷和 FPR 相关性分析；（F）PNGS 和 FPR 相关性分析； 
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众所周知，V3 区氨基酸长度非常保守（35 个氨基酸残基），但是序列氨基酸

位点高频突变。由于 X4 嗜性使用率在 CRF01_AE 三大亚簇中的比例不同，而且

HAART 治疗后三大亚簇的免疫恢复情况也不相同，因此接下来首先来分析一下三

大亚簇 V3 氨基酸序列位点差异情况。本部分研究发现，4 簇在 V3 区的第 13 和 32

位点存在高度保守的氨基酸，分别是第 13 号位点精氨酸（R13）和第 32 位点赖氨

酸（K32）。这两个位点在 4 簇的占比分别是 86.1%和 81.7%，在 1 簇的占比分别

是 14.5%和 63.6%，在 5 簇占比分别是 12.1%和 9.1%，（详见表 4.8，图 4.8）。R

和 K 是属于碱性氨基酸，这两个高度保守的氨基酸位点使得 G4 的 V3 区的正电荷

比较高。这也可能解释了 X4 比例在 4 簇中占比最高，其次是 1 簇，而 5 簇中占比

最低，是由于第 R13 和 K32 在 4 簇最保守占比最高（22.1%），而在 1 簇中占比次

之（12.7%），在 5 簇中占比最低，仅为 5.7%。 

 

 

图 4.8 CRF01_AE 三大亚簇 1 簇，4 簇和 5 簇的 V3 区氨基酸位点比例图。每一个
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位点的氨基酸所占比例分别由 63 条 1 簇，281 条 4 簇和 35 条 5 簇性 V3 区氨基酸

序列组成。本图应用 WebLogo tool (http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi).生成。 

 

表 4.8 V3 区第 13 和 32 位点氨基酸在 1 簇、4 簇和 5 簇中的比例。 

V3 区位置 氨基酸 
1 簇 n=63 4 簇 n=281 5 簇 n=35 

n,（%） n,（%） n,（%） 

13 A 1 (1.8)   

 F  1 (0.4)  

 G 1 (1.8) 5 (2) 5 (15.2) 

 H 10 (18.2) 3 (9.1) 

 I  1 (0.4)  

 K  1 (0.4)  

 N 3 (5.5)  7 (21.2) 

 P 7 (12.7)  2 (6.1) 

 Q    

 R 8 (14.5) 216 (86.1) 4 (12.1) 

 S 4 (7.3) 15 (6) 12 (36.4) 

 T 21 (38.2) 12 (4.8)  

32 A  5 (2)  

 E 1 (1.8) 1 (0.4)  

 I 1 (1.8)   

 K 35 (63.6) 205 (81.7) 3 (9.1) 

 L    

 N  5 (2)  

 Q 11 (20) 13 (5.2) 30 (90.9) 

 R 7 (12.7) 19 (7.6)  

 S  3 (1.2)  

 

尽管4簇和1簇的V3区含R13和K32，但是4簇和1簇的X4比例分别是22.1%和

http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi
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12.7%，这说明共受体转换可能还存在其他因素。一般来说，在V3区的第6到第8位

点（相对于HXB2位置则为301-303）可能存在一个PNGS位点。研究发现，15.6%的

CRF01_AE不含有PNGS，而且X4嗜性在V3区缺失PNGS位点数较R5嗜性多（图4.7 

C），这可能是由于V3区的第6位点上17.9%赖氨酸（K）取代了天冬氨酸（N），

第7的位点上14.1%赖氨酸（K）取代了天冬氨酸（N），和第8个位置上21.8%苏氨

酸（I）取代了异亮氨酸（T）有关。因为在CCR5嗜性中，第6，7和8位点上氨基酸

相对保守，比例分别是天冬氨酸（N）97.7%, 天冬氨酸（N）100%和异亮氨酸（T）

96.4%（详见图4.9，表4.9）。 

 

表4.9 V3区第6，7和8位点氨基酸在CXCR4和CCR5中的比例 

V3 位置 氨基酸 
CRF01_AE 

CXCR4 CCR5 

6 D 1 (1.3)  

 E 1 (1.3)  

 H  1 (0.3) 

 I  1 (0.3) 

 K 14 (17.9)  

 N 52 (66.7) 301 (97.7) 

 Q 1 (1.3)  

 S 3 (3.8) 1 (0.3) 

 T 6 (7.7) 4 (1.3) 

7 I 4 (5.1)  

 K 11 (14.1)  

 M 1 (1.3)  

 N 54 (69.2) 308 (100) 

 Q 1 (1.3)  

 R 1 (1.3)  

 T 3 (3.8)  

 V 1 (1.3)  

 Y 2 (2.6)  
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V3 位置 氨基酸 
CRF01_AE 

CXCR4 CCR5 

8 A  2 (0.6) 

 E 1 (1.3)  

 I 17 (21.8) 4 (1.3) 

 K 1 (1.3) 3 (1) 

 M 3 (3.8)  

 R 4 (5.1)  

 T 41 (52.6) 297 (96.4) 

 V 11 (14.1) 2 (0.6) 

 

当比较R5嗜性和X4嗜性在V3区其他每个位点氨基酸时，还发现特殊位点存在

特征性氨基酸替换。电荷分析已经显示X4的净电荷比R5的多，将X4的序列和R5的

序列进行对比发现，R5嗜性序列的第25号位点基本是酸性氨基酸——天冬氨酸（D）

或者是谷氨酸（E），而X4嗜性的序列在相同位点除了D或E外，其他氨基酸

（S/A/G/N/Q/K）占了38.5%比例（图4.9，表4.10）。而在R5序列中，D/E占比高达

95.8%。由于这两个酸性氨基酸位点的存在使得X4嗜性序列的V3环带有更高的正

电荷。 
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表4.10 V3区第6，7和8位点氨基酸在CXCR4和CCR5中的比例 

V3 位置 氨基酸 
CRF01_AE 

CXCR4 n (%) CCR5 n(%) 

25 D 38 (48.7) 213 (69.2) 

 E 10 (12.8) 82 (26.6) 

 D/E 48 (61.5) 295 (95.8) 

 A 7 (9) 6 (1.9) 

 G 6 (7.7) 1 (0.3) 

 K 1 (1.3)  

 N 5 (6.4) 2 (0.6) 

 Q 1 (1.3) 2 (0.6) 

 S 10 (12.8) 2 (0.6) 

 non-D/E 30 (38.5) 13 (4.2) 

 

 

图4.9 V3区氨基酸位点替换决定CXCR4嗜性的使用倾向。每一个位点的氨基酸所

占比例分别由78条CXCR4嗜性和308条CCR5嗜性V3区氨基酸序列组成。本图应

用WebLogo tool (http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi).生成。 

http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi
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综上所述，当嗜性预测FPR值低于2%，PNGS丢失和V3区净电荷≥5，提示着

CRF01_AE毒株为X4表型可能性非常大。V3区氨基酸位点的分析显示，V3环的第

6、7 、8、13、25和32号位点处发生特异性取代使CRF01_AE出现X4嗜性使用率高

的现象。 
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4.5 讨论 

自从1981年美国发现了肺孢子菌肺炎病人，由此揭开了人类认识艾滋病的第

一页[32]。由于HIV-1病毒高度的点突变率、重组率和复制率，和病毒多种传播途径

同时存在，包括经静脉途径传播、同性传播、异性传播等[33, 34]，使其基因具有高度

的遗传变异性。中国HIV传播流行特点以多种亚型和流行簇同时存在[1, 6]，这为本

部分研究开展提供了很好的研究基础。 

之前报道的CRF01_AE 亚型感染后疾病进展的研究主要将CRF01_AE亚型和

非CRF01_AE亚型做比较[35，28]，在对浙江大学附属第一医院医院感染科2013-2017

年进行分子流调基础上，发现主要流行的亚型为CRF01_AE和BC（93.2%，628/674），

其他亚型数量很少，因为不同亚型具有不同的遗传特点、流行特点和致病性[1, 7]等，

因此，如果将非CRF01_AE视为一组，少数亚型的特点会被多数BC亚型覆盖，也有

可能出现少数亚型的个别特点，但并不能代表BC亚型的特点，因此本部分研究中

只将浙江省主要流行的CRF01_AE和BC作为研究对象。 

一般认为X4嗜性出现AIDS疾病晚期阶段，且CRF01_AE亚型以X4嗜性比例高

以及疾病进展快为特征。因此，明确病毒嗜性成为了在治疗中是否给予CCR5拮抗

剂的必要前提。然而基于HIV-1表型层面来确定病毒嗜性需要花费很长的实验时间，

且成功率不高。2012年欧洲学者为临床医生制定了HIV-1嗜性检测推荐方法。通过

制定在线工具Geno2Pheno网站进行嗜性预测，CXCR4嗜性判断依据是RPF=10%

（G2P10）[36]。近几年，中国也有研究将G2P10[37，28]或结合WebPSSM x4r5[38, 39]作

为CRF01_AE亚型CXCR4嗜性预测依据。然而一些研究报道，仅仅选用G2P10或结

合WebPSSM都会高估CRF01_AE亚型的CXCR4嗜性比例[40]。也有研究表明对于

CRF01_AE亚型运用G2P5在嗜性预测时基因型和表型一致性更准确[26，41]。Watshara

等[42]对目前常用的几种基因预测在线方法以及一种方法的多种cutoff值进行准确

性、特异性和敏感性的分析，将11/25法则，净电荷法则，G2P（1%），G2P（5%），

G2P（10%），G2P（15%），G2P（20%），PSSMX4R5，PSSMSINSI，NNs方法
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等进行比较发现G2P（2.5%）预测X4最佳，具有97.1%的准确性，100%的特异性，

和97.9%的敏感性。本研究团队之前对CRF01_AE亚型急性感染MSM队列进行的研

究，为本研究提供了HIV-1毒株嗜性在基因型和表型上面联系缺失的依据，研究发

现有11条序列的FPR值低于5.0%，但是其中有5条序列表型却被证实为R5，剩余的

6条是X4嗜性的序列FPR值均小于2%，即接近一半的FPR小于5%的序列可能仍然

是R5嗜性[30]。通过比较G2P5和 G2P2发现，当FPR小于5%视为X4嗜性时，39.9%

的序列被预测为X4嗜性，当FPR小于2%视为X4嗜性时，20.2%被预测为X4嗜性，

也就是说接近一半的FPR值小于5%的序列很有可能不是真正的X4嗜性，这一比例

和之前表型验证的结果很接近，也就是说， G2P5作为X4嗜性预测的判定标准，仍

然明显高估了CRF01_AE亚型中CXCR4表型的流行比例，而G2P2更合适在预测

CRF01_AE亚型中共受体的使用情况。本研究中选用G2P2作为CXCR4嗜性的判定

标准，发现CRF01_AE中X4嗜性使用比例为18.2%（78/429）,这一比例均低于之前

其他地区CRF01_AE亚型的嗜性研究[37, 38]，这是因为本研究中选用了更加严格的嗜

性判断标准。 

本部分研究中发现无论在近期感染的样本还是总样本CRF01_AE亚型三大亚

簇基线CD4比较显示，1簇最低，4簇其次，5簇最高；而嗜性分析显示，4簇的X4使

用率最高，1簇其次，5簇最低。因此，除了X4嗜性使用率高导致不同亚簇自然感

染情况下CD4下降迅速之外，还有其他原因存在。通过比较HIV-1确诊年龄发现，

1簇年龄偏大，接近半数年龄大于50岁，年龄是另一个导致CD4下降的快的因素。

通过新近感染率分析发现，1簇的新近感染率最低，5簇最高，4簇居中。这主要可

能是由于1簇主要在中老年男性通过异性途径传播感染HIV有关。因为4簇和5簇主

要在MSM中流行，男同由于知晓自己的高危行为较容易去检测，而老年男性通过

异性途径感染后一般等出现症状后就医才发现，因此1簇新近感染率低且基线CD4

也低。 

本部分研究发现CRF01_AE亚型以及1簇，X4嗜性，以及年龄50岁以上，基线

CD4 T淋巴细胞低等因素是影响HAART治疗后免疫恢复的独立影响因素。HAART

治疗后CD4 T细胞的恢复情况在不同患者间差异很大，之前研究表明，这种“不平



浙江大学博士学位论文 第三章 HIV 基因型和表型差异对抗病毒治疗效果的影响及机制研究 

 98 

衡”状态与病毒学和免疫学相关[43]。从病毒学因素角度分析，有文献报道在未治疗

患者中，合胞体诱导型T细胞嗜性病毒比巨细胞嗜性病毒更容易导致CD4 T淋巴细

胞快速下降[44]。也有文献报道CRF01_AE亚型及伴有X4嗜性的未治疗患者无论是

进展到AIDS期还是死亡，都比非CRF01_AE亚型感染者疾病进展快[28]。本部分研

究发现,在治疗人群中，X4嗜性的患者比R5嗜性的患者治疗后CD4恢复的水平差，

说明病毒的致病性在对免疫系统恢复起着重要作用，由于HAART并不能完全清除

患者体内的HIV-1病毒[45，16]，高致病性的残余病毒仍可损害接受HAART中患者体

内的CD4 T淋巴细胞恢复[46]。从免疫学角度看，另一个导致HAART后免疫恢复受

阻的因素是胸腺，而年龄是决定胸腺功能一个很重要的因素，年幼的孩子拥有更多

有功能的胸腺组织，使其比年纪大一点的孩子或者成年人免疫恢复更快[47]。本部

分研究发现，年龄大的患者治疗后免疫恢复水平差，说明胸腺功能随着年龄增大下

降，对于高龄免疫缺陷患者来说，即使接受HAART治疗后，CD4 T淋巴细胞恢复免

疫水平仍较年轻患者差。另一个决定HAART后免疫恢复的重要因素是治疗前损伤

的程度即治疗前CD4 T淋巴细胞计数水平，有研究表明，静止期淋巴细胞的数量是

预测随后的CD4 T淋巴细胞恢复程度的主要因素[48]，而进展期免疫缺陷的患者已经

逐步失去了静止期CD4 T淋巴细胞[49]。本部分研究发现，基线CD4 T淋巴细胞是决

定HAART治疗后免疫恢复的一个很重要的因素，当将患者按照基线CD4 T淋巴细

胞 350/μl分层后，发现对基线高于350/μl的患者进行多因素分析显示，接受HAART

治疗后无论在亚型、嗜性、年龄等因素上差异均无统计学意义；基线低于350/μl的

患者多因素分析显示CRF01_AE亚型，X4嗜性，老年人是影响治疗后免疫恢复的因

素。这说明治疗前的免疫损伤越严重，治疗后恢复的也越差。也有研究表明[56]，低

病毒血症（LLV）是HAART治疗失败的一个重要危险因素，持续的LLV增加抗病毒

药物的耐药风险。LLV指抗病毒治疗后血浆HIV-1无法抑制到低于检测值，始终保

持在50-1000cp/ml，LLV发生率约18到34%不等。本部分研究发现LLV发生率6.25%，

CXCR4嗜性中LLV发生率为5.26%，CCR5嗜性中发生率为7.32%（该部分数据未放

入论文），本部分研究中LLV发生率偏低可能与队列病载检测频率低有关，不能及

时发现LLV存在。  
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本部分研究显示，CRF01_AE 4簇的V3区的第13和32号位点具有高度保守的精

氨酸（R）和赖氨酸（K），在1簇中第32位点K较保守，而在5簇中这两个位点氨基

酸差异很大。由于R和K属于碱性氨基酸，使得4簇和1簇的V3区带有比较高的正电

荷，而正电荷高是决定X4嗜性的主要因素，因此可以解释在这三大亚簇的X4嗜性

分布比例，4簇最高，1簇次之，而5簇中比例很低。本部分的结果和实验室之前研

究4簇和5簇结构学差异一致[30]，该研究用V3-Docking 模型[50]对4簇和5簇V3区结

构学分析显示，4簇的CXCR4嗜性病毒中，R13与D262和E277形成了盐键，与H281

形成了氢键，而5簇的CCR5嗜性病毒中，相应的残基与K22和D267形成了氢键。由

于CXCR4的配体结合口袋比CCR5带有更多的负电荷，所以4簇中具有更多的带正

电荷的残基R13。4簇中K32残基可能和CXCR4的N末端形成盐键，使得其比CCR5

的N末端含有更多的酸性氨基酸残。也有研究表明，在B亚型中，V3区第32号位点

的氨基酸残基与病毒嗜性相关。因此，高度保守的R13和K32可能是4簇含有较高比

例的CXCR4嗜性病毒的原因。 

一项在B亚型开展的研究发现，V3区的第11、24、25和32号位点出现氨基酸替

代的概率高达67%，这些位点改变与嗜性转变存在一定相关性[51]。也有研究表明，

B亚型中V3区的第11或25位点氨基酸是精氨酸（R）或者是赖氨酸（K）或者两者

同时具有，则高度提示着X4嗜性，即11/25法则[52]。本部分研究发现，X4嗜性序列

中第11位点R占16.7%（13/78），而在第25位点几乎没有R或者K，这意味着

CRF01_AE亚型中的嗜性转换与其他亚型存在不同的进化途径[53，54]。本部分研究发

现，V3区的25号位点在R5嗜性中氨基酸残基为D或E，而在X4嗜性中除了D和E外，

还有约占40%的其他氨基酸残基，包括丙氨酸（A）,甘氨酸（G），赖氨酸（K），

天冬氨酸（N），谷氨酰胺（Q）和丝氨酸（S）。由于天冬氨酸（D）和谷氨酸（E）

是酸性氨基酸，因此，与X4相比，R5含有更多的负电荷。法国有研究显示，在

CRF01_AE亚型的CXCR4嗜性中，V3区存在一些特殊位点的氨基酸残基替代，包

括S5Y，N7K，S11R，T12V，T12F，Q18R，I27T和S32R，S11R是CXCR4嗜性转

换独立相关因素，V3区第11位点精氨酸（R）取代了丝氨酸（S）是R5嗜性病毒转

变成X4嗜性病毒关键位点[42，55]。然而，这些位点在本部分的研究中未全部发现，

这可能和CRF01_AE在不同的地域有不同的多样性相关。 
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4.6 结论 

由于 HIV-1基因变异导致的 X4嗜性异化，CRF01_AE及其 1簇基线 CD4细胞降

低，在抗病毒治疗中出现免疫重建不良，应作为优先治疗患者，以改善其免疫功能

的恢复。
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综述 

高基线 CD4 T 细胞计数的 HIV-1 感染者抗病毒治疗状况 

孙  佳  综述        邵一鸣  审校 

摘要 

近几年，国内外治疗作为预防（Treatment as prevention,TasP）研究表明，抗病

毒治疗（HAART）早治组与晚治组相比，可以起到预防艾滋病病毒（HIV）传播。

世界卫生组织(WHO)将全球抗逆转录病毒治疗方案修改为，对于异性感染途径获

得 HIV 感染的人群，不管其 CD4+T 淋巴细胞（简称 CD4 细胞）计数，发现即治

疗。2016 年中国国家卫计委提出，对于所有艾滋病病毒感染者均建议实施免费抗

病毒治疗。因此目前很多高基线 CD4+T 细胞计数 HIV 的感染者能够接受 HAART

免费治疗。然而由于这部分 HIV 阳性患者免疫功能尚未低下，机会性感染、机会

性肿瘤等艾滋病（AIDS）并发症发生率低，导致患者服药依从性差，出现 HIV 病

毒抑制失败率高，从而更容易出现耐药，并且达不到治疗作为预防预期效果。本文

将从以下几个方面对于高基线 CD4 细胞计数的 HIV 阳性患者 HAART 治疗状况进

行分析阐述。 

关键词： 高基线 CD4；高效抗逆转录病毒治疗方法；耐药；治疗作为预防。 

 

引言 

由于过去几十年来治疗上取得的进展，高效抗逆转录病毒治疗方案（HAART）

有效的降低 HIV 感染者体内病毒载量，减少了 AIDS 发生率和病死率[1]。而截至

2016 年底，全国报告现存活 HIV/AIDS 患者人数达 664751 例，死亡 159000 例（其

中现存活 HIV 感染者 384 320 例，AIDS 病人 280 431 例。2016 年 HIV 新发感染

数据统计显示，中国 HIV 传播方式主要以性传播为主（94.7%），其中异性性传播

83533 例（67.1%），同性性传播明显上升（27.6%）[2]。性传播同时也促进了全球

艾滋病的流行，在撒哈拉以南非洲（SSA）等低流行地区，大约一半的 HIV 感染者
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/AID 患者具有血清阴性伴侣，在高流行地区，这一比例可能高达 75％[3]。 2013 年

在 SSA 的 20 个国家中进行的建模研究估计，新报告病例中有 29％（范围在 10-

52％之间）发生在单阳异性夫妇中[4]。有研究[5]表明，估计有 33-67％的新报告 HIV

感染发在男男性行为人群中。2008 年，瑞士国家艾滋病委员会发表了一份关于抗

艾滋病毒治疗安全性的声明，其中提到减少单阳异性夫妇中 HIV 的传播情况，有

关该问题的争论一直持续到 2011 年，直到 HPTN 052 研究[6]中指出，在单阳异性

夫妇中，当感染者接受有效的抗逆转录病毒治疗(HAART)时，没有观察到 HIV 传

播给阴性伴侣。随后在关于 MSM 高危人群的大数据研究中也得到证实[7]。在

HPTN052 研究中，尽管向所有参与者提供了抗逆转录病毒治疗，中间结果显示 1

年时 HIV 感染率降低了 96％，但仍有 17％的参与者没有选择开始治疗，他们认为

CD4 计数过高，过早治疗影响健康或担心副作用[8]。在对肯尼亚和乌干达地区进行

的一项 1958 例 HIV 感染的伴侣的研究中，有资格接受 HAART 治疗的约有 50.1％

在确诊后六个月内未开始治疗。即使在 24 个月时，仍有 12.4％仍未开始治疗[9]。

START 研究显示， HAART 立即治疗组和延期治疗组出现严重的艾滋病相关的事

件或非艾滋病相关事件或死亡分别是 4.1%和 1.8%（HR: 0.43; 95%CI: 0.30-0.62; 

p<0.001）[10]。中国新版指南强调一旦发现 HIV 感染，符合条件者宜尽早开始用药。

尽管制定了完善的指导方针，然而，对于发展中国家来说，人口多，医疗资源相对

不足，隐形的 HIV 感染者基数庞大，很大部分 HIV 感染者无法正视疾病，害怕因

为确诊感染而被社会贴上标签，不能承受每天服用多片药物，担心药物的不良反应，

不能坚持每天服药，导致其服药依从性差，病毒抑制失败率高，更易出现耐药。尤

其对于免疫功能尚未低下的高基线 CD4+T 淋巴细胞感染者或病毒载量低的人，机

会性感染等 AIDS 并发症发生率低，要说服所有人尽早接受抗逆转录病毒疗法并不

容易。近几年，国内外几项治疗作为预防（TasP)研究结果参差不一，治疗作为预

防（TasP）是否真的具有预防 HIV 传播，降低 HIV 新发感染风险的作用呢？接下

来本文将对于高基线 CD4 计数的 HIV 患者 HAART 治疗状况分别进行分析阐述。  

HIV-1 新发感染率在不同 TasP 试验结果中的状况 

Donnell 等[11]人进行的一项前瞻性队列研究，纳入 3381 对艾滋病感染的单阳
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异性夫妇，性频率的中位数是每月 4 次(IQR 四分差 2-8) ，29% 的夫妇自报在入

组前的一个月，发生性行为时没有采取保护措施(即没有使用安全套)。按照当地指

导方针，349 名(10%) HIV 感染者接受了抗逆转录病毒疗法(HAART)。在随访期间，

该研究共发生了 103 例与伴侣 HIV-1 相关的传播事件(发病率为 2.15 / 100 PY)，另

有 39例外部输入性HIV-1传播时间，即与伴侣无联系传播(发生率为 0.81 / 100 PY)。

在 103 例与伴侣 HIV-1 相关的传播事件中，102 例发生在感染 HIV-1 的配偶尚未

启动 HAART 治疗的夫妇中(发病率为 2.24 / 100 PY)，仅观察到 1 例 HIV-1 传播事

件(发生率 0.37 / 100 PY)发生在 349 对已经启动 HAART 治疗的夫妇中。因此，感

染 HIV-1 的伴侣使用 HAART 疗法能够显著降低单阳家庭或伴侣中艾滋病病毒的

传播风险。 

2011 年，Cohen 等[6]人进行了一项长达 10 年的多中心随机对照试验 HPTN 052 

研究，将 1763 对关系稳定单阳异性夫妇或性伴侣作为研究对象，将他们随机分为

两组，一组为 HIV 阳性者 CD4 计数在 350-550 个/μl 之间，给予 HIV-1 感染者发现

即治疗干预，即早治疗组；而另一组为晚治组，即待 CD4 下降达 250 个/μl 后或者

已经是艾滋病期时才给予 HAART 治疗。该研究中超过 93%的研究对象在性行为

中采用保护措施(使用安全套)。在研究开展的中位随访时间为 1.7 年后，结果显示，

对 HIV 阴性配偶的保护率达高到 96% (HR 0.004, 95%CI 0.01-0.27)。 

为了评估 HAART 治疗作为预防的有效性，Rodger 等[7]人在 14 个欧洲国家的

75 个临床试验基地进行了一项前瞻性观察性 PARTNER 研究，评估了异性恋和

MSM 人群中，当感染艾滋病毒的阳性伴侣（HPP）的病毒载量降到低于检测值（病

载低于 200 个/μl）并接受抗病毒治疗， HIV 阳性伴侣同时在不使用安全套发生性

交时阳性伴侣将 HIV 传播给阴性一方的传播概率。研究一共纳入了 2010 年 9 月至

2014 年 5 月间一共 1166 对自报不使用安全套进行性交的单阳 couple，其中 888 对

伴侣（包括 548 对异性恋（61.7％）和 340 对 MSM（38.3％）伴侣）一共自报提供

了伴侣更换频次为 1238 次每年。基线情况显示，couples 报告无安全套性行为的时

间中位数为 2 年（IQR，0.5-6.3），与 108 名 HIV 阴性的 MSM（33％）和 21 名异

性恋者（4％）报告了与其他伴侣发生了无安全套性行为。在随访期间，无安全套
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使用的性伴侣每年报告次数的中位数为 37 次（IQR，15-71），也就是说该研究期

间入组的 MSM 报告的性行为约为 22,000 次，异性恋者为 36,000 次。虽然 11 名艾

滋病毒阴性伴侣成为艾滋病毒阳性（10 名男男性接触者，1 名异性恋者，8 名报告

与其他伴侣发生性行为），但随访期间没有发生序列基因相关的艾滋病毒传播，因

此伴侣内艾滋病毒传播率为零。但为了提供更准确的风险估计，还需要进行更长期

的跟踪研究。 

Bavinton 等[12, 13]人进行了一项观察性纵向队列研究，该项研究只检测单阳

MSM 伴侣中的 HIV 传播，特别针对新恋爱中的男性，其中约 39%的恋爱持续时间

少于 1 年。截至 2016 年底，来自澳大利亚、泰国和巴西的 358 对单阳同性恋男性

HIV-1 感染者/艾滋患者入组。在 343 对伴侣中有 591 名符合条件的两年随访（CYFU）

结果显示，其中 57.4% 报告在随访的时间段内与新的伴侣发生了肛交。基线水平

上，79.9% 的艾滋病毒阳性伴侣（HPP） 接受 HAART 治疗，77.9% 未检测到病

毒载量，未提及基线 CD4 细胞计数。研究观察过程中共发生 16889 起无安全套的

肛交，没有发现相关的传播事件，发生的 3 例 HIV 感染均为外部输入性传播事件。 

2012 年 WHO 颁布新治疗标准，强调无论 CD4 +T 细胞计数和 WHO 临床分

期，所有 HIV 感染者均应进行 ARV 治疗，即“发现即治疗”[14]。之后，一项中国

对于 2003-2011 年 HIV 阳性的单阳夫妇或配偶的调查[15]数据显示，HAART 治疗组

与不治疗组相比，治疗有效，保护率仅为 26%，对 HIV 阳性者获得感染的途径进

行分层发现，HAART 治疗在同性传播组和静脉用药组中没有显著的保护性，异性

性行为传播组保护率是 31%（HR 0.69, 95%CI 0.56-0.84，见表 1）。2014 年，中国

国家卫计委也将抗病毒治疗标准从 2009 年制定的 CD4≤350 个/μl 开始治疗更改

为 CD4≤500 个/μl 时开始进行抗病毒治疗。中国另一项 2006-2012 年针对河南省

的单阳家庭治疗作为预防研究[16]显示，接受 HAART 治疗的 HIV-1 感染者，预防

其配偶 HIV 感染的保护率是 29%（HR 0.71, 95%CI 0.52-0.97，见表 1），对相关因

素进行加权并基线调整后，保护率上升到了 48% （aHR 0.52, 95%CI 0.34-0.82，见

表 1）；进一步对 HAART 治疗时间段分层分析显示，早期阶段（2006 至 2008）

单阳家庭阳性患者接受 HAART 后对其配偶没有预防 HIV 传播的保护作用(HR, 
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0.68; 95% CI, 0.34–1.36)，然而该研究晚期阶段（2009-2012）分析显示具有较好的

保护效果 (HR, 0.33; 95% CI, 0.20–0.55)。 

在 2016 年 7 月，南非德班举行的世界 AIDS 大会上公布了两项震惊世界的结

果。一项 HPTN052 研究[8]在中位随访时间达 5.5 年时的结果显示，与延迟抗逆转

录病毒治疗组即晚期治疗组相比，早期抗逆转录病毒疗法即早治疗组对 HIV 阴性

配偶的保护率达高到 93%（HR 0.07, 95%CI 0.02-0.22，见表 1）。而另一项在南非

地区进行的 ANRS12249 TasP 研究[17]显示：总共有 12894 名成人入组，其中 5790

名为干预组（所有艾滋病毒阳性成人立即接受 HAART 治疗），7104 名为对照组

（根据指南提供 HAART 治疗，即 CD4 计数≤350 个细胞/μl 时给予 HAART 治

疗），就新的艾滋病毒传播事件而言，共发生 495 例，这相当于年发病率为 2.21%。 

干预组和对照组（即早治组与晚治组）每年 HIV 新发感染率分别是 2.13%和 2.27%

（AHR 0.96,95%CI 0.83-1.10，见表 1），数据显示，早期治疗对 HIV 阴性人群没

有任何保护性。但文中也指出只有约一半的艾滋病毒阳性患者在被确诊的 6 个月

内获得了护理，所以，普遍检测和早期治疗并没有降低艾滋病毒传播的发生率，这

很可能是由于与预防的联系不紧密所致。如果不采取创新措施来改善艾滋病毒的

普遍检测和治疗政策，提高人们的健康状况意识，就很难减少艾滋病毒的传播发生

率。上述两项相反的数据公布之后，世界各地均对早治是否能够真正起到预防 HIV

传播引起了广泛的热议。 

高基线 CD4 T 细胞 HAART 治疗后预防 HIV-1 新发感染的状况 

HPTN 052 第一阶段（平均随访时间 1.7 年）研究[6]结果显示，基线 CD4+T 细

胞计数每增加 100 个/μl 其阴性配偶感染 HIV 的风险也随之增加（HR=1.22, 95%CI 

1.02-1.47）。该研究随访至 2015 年 5 月显示[8]类似的结果，随着基线 CD4 计数增

加，无论是所有入组研究对象阴性配偶的 HIV 新发感染还是配偶间 HIV 基因相关

性感染的可能性均增加（HR=1.21, 95%CI: 1.04-1.41，HR=1.25, 95%CI 1.05-1.48）。

该研究结果说明，对于高基线水平 CD4+T 细胞的 HIV 感染者进行 HAART 治疗后

并未减少 HIV 的传播，反而增加了新发感染。2013 年一项针对中国 2003-2011 年

接受 HAART 治疗单阳 couple 队列观察研究[15]显示，与未接受 HAART 治疗队列
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相比，HAART 治疗队列中基线 CD4 计数＞550 个/μl 组预防 HIV 传播风险为 aHR

为 1.52（95%CI：0.84-2.74），两组差异没有统计学意义。因此，当对高 CD4 计数

（CD4 大于 500 个/μl）时，两组之间是否进行 HAART 治疗，对其 HIV 阴性伴侣

预防 HIV 传播的保护作用没有显著性差异。然而，一项针对中国河南省 2006-2012

年间单阳家庭治疗作为预防研究[16]表明，当 HIV/AIDS 患者 HAART 治疗前基线

CD4+T细胞水平高于 250个/μl时，对预防配偶间HIV传播具有保护作用（HR=0.41, 

95%CI: 0.22-0.79），然而基线 CD4+T 细胞低于 250 个/μl 时，没有任何保护作用

（HR=0.98, 95%CI: 0.54-1.78）。ANRS12249 TasP 研究第一阶段实验结果[17]也显

示，在 CD4 计数≤350 个/μl 的患者中，艾滋病毒新发感染率，家庭 HIV 检测率，

6 个月内的护理联系以及 3 个月内 HAART 的启动在干预组和对照组之间没有显着

差异。数学模型研究表明，广泛使用抗逆转录病毒治疗可以大大降低艾滋病的发病

率[18, 19]。在 Lima 等[20]人构建的数学模型中，在稳定依从性的情况下，目前 CD4

计数<200 个/μl 患者的 HAART 覆盖率为 50%，如果覆盖率增加至 75%，90%，甚

至 100%，那么 HIV 发病率将降低 37%，54%，甚至 62%，同时也会降低人均终身

治疗费用。Granich 等[21]人也认为，非洲的艾滋病毒流行可以通过艾滋病毒检测和

立即治疗普查得到控制。显然，从数学模型中得出的经验数据是绝对必要的，以证

明 HAART 可以给公众健康带来好处。 

基线 CD4 高的 HIV 感染者在接受 HAART 治疗过程中失访率状况 

2012 年张福杰等人[22]对国家免费 HAART 数据库中 2003-2010 年的数据分析

显示，起始治疗时 CD4 水平高是治疗脱失的独立危险因素。治疗前基线 CD4 计数

≥350 个/μl 的患者，退出治疗的概率更高。与基线 CD4 计数＜50 个/μl 组相比，

基线 CD4 计数＞350 个/μl 组失访危险性是 1.6 倍（HR=1.57，95%CI 1.41-1.74）。

在 Cox 比例风险模型进行多因素分析显示， CD4 计数低于 350/μl 的各组之间失

访危险性相对相似，而 CD4 计数＞350/μl 的各组间失访风险增高 aHR=1,76 

（95%CI, 1.55-2.00）。2016 年有研究[23]再次发现，基线 CD4 计数≥500 个/μl 组

失访率（10.7/100 人年）高于基线 CD4 计数在 200-350 个/μl 组失访率（7.2/100 人

年）。对开始治疗 12 个月内的失访及影响因素分析显示，基线 CD4 计数 350-499
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个/μl 失访风险为 aHR=1.17（95%CI: 1.05-1.31），当基线 CD4 计数≥500 个/μl 失

访风险为 aHR=1.32（95%CI: 1.12-1.56）；对开始治疗 24 个月内的失访及影响因

素分析显示，基线 CD4 计数≥500 个/μl 失访风险 aHR=1.17（ 95%CI: 1.01-1.35），

该研究还发现，年龄、感染途径以及开始治疗的方案与 HIV/AIDS 病人失访有关。 

基线 CD4 高 HIV 阳性患者在 ART 治疗后病毒抑制失败及耐药状况 

在最近世界卫生组织关于艾滋病毒耐药性的报告中，看到对抗逆转录病毒治

疗的耐药性正在稳步增加，实际上已达到 29%[24]。成功的 TasP 需要长期的药物依

从性，患者依从性下降后，导致药物使用时间延长，最终导致耐药发生，这使得预

防和临床医务工作者在日常实践中面临的巨大挑战。最近一项对中国以拉米夫定

（3TC）为基线进行一线抗病毒治疗的人群随访 12 个月后病毒抑制和耐药产生情

况的分析结果[25]显示，静脉吸毒、治疗前基线 CD4 细胞≥350 个/μl 和 1 个月内有

漏服药情况均是耐药产生的相关因素。治疗前基线 CD4 细胞计数 0-349 个/μl 病毒

抑制率 89.2%，CD4计数≥350个/μl为 75%（AOR=0.32; 95% CI 0.14-0.72，p=0.0056）。

来自非洲的数据表明，抗逆转录病毒耐药突变正在逐年增加[26]。Etta 等[27]报道了

南非北部农村地区病毒载量未得到抑制的 HIV-1 感染者/AIDS 患者的高耐药性，

耐药发生率显著高于南非城市地区，并且在接受 HAART 治疗超过 5 年的患者中

突变量更高。 

一项关于 HIV 抗病毒治疗人群病毒抑制失败及耐药情况调查研究[15]显示，在

10129 例抗病毒治疗患者中，病毒抑制失败率为 20.7%，耐药率 11.0%。该研究结

果显示，抗病毒治疗前基线 CD4 计数 0-199 个/μl 相比，基线 CD4 计数 200-350 个

/μl 的病毒抑制失败率的调整比值比  AOR=1.3; 95CI%: 1.1-1.5; 350-499 个 /μl 

AOR=1.5; 95CI%: 1.2-1.8；但该研究显示治疗前基线 CD4 计数不是治疗后耐药发

生的影响因素。    

众所周知，那些不知道自己是 HIV 感染状态的人，尤其是社会活动能力活跃

的年轻人，是造成 HIV 传播的主要人群。因此，只有当每个 HIV 感染者了解自己

HIV 感染的状况，所有 HIV 感染者得到 HAART 治疗，才能快速的降低 HIV 在人

群中的流行，减少 HIV 新发感染，减少耐药。2014 年 10 月，联合国艾滋病规划署
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制定了 2015 年抗击艾滋病毒的“三个 90%”防治目标[28]，即：90%的感染者通过

检测知道自己的感染状况，90%已经诊断的感染者接受抗病毒治疗；90%接受抗病

毒治疗的感染者病毒得到抑制。由于在实施过程中存在的困难，实际上将这些目标

推迟到了 2020年。为了要实现艾滋病规划署目标，预防和治疗成本将大幅增加[29]，

但 TasP 已经证明可以节省成本[30]，最后，它将对所有人都受益。因此，需要鼓励

各国充分利用其资源制定相关政策。2016 年年底，瑞典作为高度发达的北欧国家

宣布已经成为世界第一个实现联合国艾滋病规划署提出的“三个 90”防治目标国

家。通过对瑞典公共健康卫生机构数据库数据分析[31]显示，估计目前大约有 10%

的 HIV 感染者还未得到诊断；在所有确诊的 HIV 感染者中，99.8% HIV 感染者接

受过随访，其中 97.1%仍然处随访中；到 2015 年 12 月 31 日，6946 位 HIV 感染者

中，95.1%的 HIV 感染者接受 HAART 治疗，并且 6395 位患者接受 HAART 治疗

时间大于 6 个月，其中 6053 位（94.7%）已经得到了病毒抑制（病毒载量低于 50 

HIV-1 RNA 拷贝/mL）。最近，一项正在非洲赞比亚贫困地区进行的的随机对照试

验 HPTN 071 (PopHAART)为期一年的研究结果[32]显示，采用 UTT (universal testing 

and treatment) 方法干预一年后，估计大约 78%男性和 87%女性 HIV 感染者知道自

己的 HIV 感染状况，在这些人群中，大约 73%已经接受了 HAART 治疗；进一步

推断得到该地区所有正在接受 HAART 治疗的 HIV 感染者从一年前的 44%增涨到

了 61%。该研究显示，在社区范围进行了一年的基于家庭的 HIV 干预后，该示范

区 HIV 阳性女性感染者了解自己 HIV 状况的比例非常接近第一个“90”目标了，

男性感染者正在接近。尽管第二个“90”防治目标还没有达到，但该地区接受

HAART 治疗的比例已经明显升高。2016 年，中国再次修改抗病毒治疗标准为即发

现即治疗。目前我国每年新发 HIV 感染持续增长，男性同性恋感染率快速增加，

CRF01_AE 毒株致病力强、潜伏期短，疾病进展迅速[33]，目前接受 HAART 治疗的

HIV/AIDS 病例中很大一部分是基线 CD4+T 细胞计数≥350 个/μl 甚至≥500 个/μl

的患者；但很多 HIV 流行高发区经济落后，目前所有的药物种类少，医疗资源相

对匮乏，原发耐药比例明显增加，使得治疗失败率也有所增高[2]；然而就中国目前

状况而言，人口基数多，中西部地区医疗资源不足，隐形的 HIV 感染者基数庞大，
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2020 年达到“三个 90 防治目标”任重而道远。 

总结和展望 

现在有充分的证据表明，早期有效的 HAART 减少了艾滋病毒的传播并降低

成本，但是在实际情况下，一部分 HIV 患者感染早期阶段 CD4 水平高或免疫功能

好，机会性感染等疾病相关的合并症和并发症少，导致服药依从性差，治疗脱失率

高，进一步导致病毒抑制失败率高，耐药发生率高，给后期抗病毒治疗带来了重大

的难题。同时艾滋病成为一种能长期存活的慢性病，终生治疗带来很多并发症，内

分泌代谢异常[34]，心血管性疾病[35]，骨骼[36]和肾脏[37]损害，以及慢性免疫激活和

慢性炎症[38]等疾病。因此，国家需要制定相关抗病毒治疗政策，科研机构加强新药

的研制，艾滋病防治机构加强对艾滋病患者的宣教,医务人员和护理提供者积极主

动沟通并服务患者，家人及朋友的支持与鼓励，患者自身的意识需要加强，如此才

可以促进艾滋病患者早期并持久的接受抗病毒治疗，从而降低艾滋病毒的传播。
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