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【摘要】目的   探讨高效抗逆转录病毒治疗（HAART）病毒学抑制后HIV-1嗜性的转换。方法   

提取治疗前和治疗48周患者的外周血单个核细胞中基因组DNA，对 HIV-1 env基因的C2-V5区进行

（nested-PCR）扩增和测序。基于V3区碱基序列，通过Geno2pheno软件预测HIV-1的嗜性。结果   经

HAART 48周后，其中11例患者病毒得到完全抑制，血浆病毒载量低于检测下限（20拷贝/ml），

CD4+ T淋巴细胞计数显著增加（均值自208 cells/ml上升至48周的418 cells/ml，Z  = －2.934，P  = 

0.001）。其中1例患者出现病毒嗜性由CCR5向CXCR4的转换，另外10例患者保持CCR5嗜性，V3

环所带正电荷（ Z  = －1.000，P = 0.317 ）和净电荷（ Z  = －1.000，P = 0.317 ）均未发生显著性

改变。结论   HAART后病毒获得抑制，可能延缓CXCR4嗜性病毒株的出现，这些患者可考虑使用

CCR5拮抗剂作为优化方案的选择。
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【Abstract】 Objective   To investigate the effect of suppressive highly active antiretroviral therapy 

(HAART) on viral tropism during HIV-1 infection.  Methods   Genomic DNA was extracted from peripheral 

blood mononuclear cells (PBMCs) of 11 patients before HAART and at week 48 after HAART, respectively. 

C2-V5 regions of HIV-1 env were amplified by nested-PCR and sequenced. Viral tropism was predicted 

by online software Geno2pheno based on V3 sequence.  Results   After 48 weeks for HAART, the CD4+  T 

cell counts were significantly increased ( Z = － 2.934, P = 0.001 ), plasma viral loads were undetectable. 

The tropism of one patient shift from CCR5 to CXCR4, the other kept CCR5-tropic stable; and the positive 

charges ( Z = － 1.000, P = 0.317 ) and net charges ( Z = － 1.000, P = 0.317 ) of V3 loop showed no 

significant changes.  Conclusions   HIV tropism switches under suppressive HAART are rare. Patients may 

benefit from suppressive HAART by delaying the emergence of X4 tropic strains.
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人类免疫缺陷病毒Ⅰ型（human immunodeficency 
virus 1，HIV-1）感染人体，攻击宿主免疫细胞，是

艾滋病（acquired immunodefiency syndrome，AIDS）
的病原。近年来，HIV-1 在全球迅速传播，严重威

胁人类的健康。当 HIV 进入人体，主要进入表达

CD4+ T 淋巴细胞和单核巨噬细胞。HIV 进入宿主

细胞除需要病毒包膜糖蛋白 gp120 与 CD4 结合外，

还需要辅助受体即趋化因子受体 CCR5（C-C motif 
receptor 5）或者 CXCR4（C-X-C motif receptor 4）
的参与 [1]。嗜性即 HIV 病毒使用辅助受体 CCR5 或

CXCR4 进入 CD4 细胞的能力。

根据使用辅助受体的不同，HIV 病毒可分为

使用 CCR5 辅助受体的 R5 病毒和使用辅助受体
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CXCR4 的 X4 病毒，同时还使用这两种受体 R5/X4
病毒

[2]
。R5 嗜性病毒株主要出现在感染的早期和无

症状期，随着疾病的进展，X4 病毒株逐渐增加，晚

期可达到 20% ～ 50%[3]
。X4 嗜性与 CD4+ T 淋巴细

胞计数减少和快速进展到艾滋病期有关
[4-6]

。嗜性与

HIV的传播、疾病的进展和抗病毒治疗等密切相关。

病毒进入抑制剂已成为抗病毒治疗的新药，2007 年

美国 FDA 已经批准第一个 CCR5 拮抗剂马拉维罗作

为感染 R5 嗜性毒株经治患者的治疗药物
[3]
。使用

CCR5 拮抗剂之前需对患者进行病毒嗜性的检测。

因此，了解和研究病毒的嗜性，对于指导临床监测

病情、抗病毒治疗方案的选择和优化，观察对抗病

毒治疗药物的反应等具有重要意义。

高 效 抗 逆 转 录 病 毒 治 疗（highly active 
antiretroviral therapy，HAART）能够有力地抑制病

毒复制，增加 CD4+ T 细胞数量，进而明显减少艾

滋病相关的发病率和病死率
[7-8]

。目前，国内外关

于 HAART 与嗜性转换的关系仍有争议。Delobel
等

[9]
认为 HAART 为细胞储存库出现 X4 病毒提

供了必要条件。而 Soulie 等
[10]

的研究结果提示，

HAART 治疗 48 周，病毒得到完全抑制，细胞储存

库的病毒嗜性却未改变。因此，HAART 与嗜性转

换的相关性须进一步研究。据文献报道，利用生物

信息学软件 Geno2pheno、PSSM 等可以通过编码包

膜蛋白 gp120 的基因序列预测病毒使用的辅助受

体
[3, 11-12]

。其中第三高变区 V3 环的突变与病毒嗜性

的转换具有相关性。本研究对 11 例 HIV-1 阳性患者

治疗前和治疗后 HIV-1 env 基因 V3 环进行检测分析，

结果报道如下。

资料与方法

 一、研究对象

本研究中 11 例 HIV-1 阳性患者，感染途径多

为同性传播，感染时间为 2 ～ 7 年。2011 年开始

接受抗病毒治疗，治疗方案为 TDF + 3TC + EFV。

分别于治疗前和治疗后 48 周采集乙二胺四乙酸

（ethylene diamine tetraacetic acid，EDTA）抗凝外

周血 10 ml。其中 5 ml 用于提取外周血单个核细胞

（peripheral blood mononuclear cell，PBMC），

5 ml 进行 CD4+ T 淋巴细胞计数和血浆病毒载量检

测。患者对本研究均知情同意。

二、CD4+ T 淋巴细胞计数

采用美国 BD 公司的流式细胞仪 Calibur 进行检

测。将 10 µl CD3/CD8/CD45/CD4 四色抗体（BD）

加入 CD4 绝对计数管中，加入 50 µl EDTA 抗凝血，

在振荡器上混匀，室温避光 15 min，加入红细胞裂

解液（1 × BD lysing solution）450 µl，振荡混匀，

室温避光 15 min，等待上机。采用 FACSComp 软

件并用标准荧光微球检测机器状态，使机器各项质

控指标正常，利用 FACS Multiset 软件获取并分析

CD4+
、CD8+

和CD3+ T淋巴细胞绝对值及相应比值等。

三、病毒载量的检测

用核酸扩增荧光定量聚合酶链式反应（PCR）
法检测血浆中 HIV RNA 病毒载量（Roche 公司 HIV
定量检测试剂盒），检测下限值为 20 拷贝 /ml。

四、病毒嗜性的预测

1. HIV-1 env 基 因 V3 环 序 列 扩 增： 根 据

QIAGEN 公司（德国）QIAamp DNA Mini Kit 试剂

盒的操作说明从 PBMCs 提取基因组 DNA，巢式聚

合酶链反应（nested-PCR）扩增 HIV-1 env 基因的

V3 环。实验所用预混 GoTaq®Green Master Mix 为

Promega 公司产品，扩增所需引物参考文献
[13]
，引

物序列见表 1。

表 1  扩增引物序列

引物 序列 5′→3′ 位置（HXB2）

外侧引物 TF1：ATGGGATCAAAGCCTAAAGCCATGTGT 6557 → 6583 
TR1：GCGCCCATAGTGCTTCCTGCTGCTGC 7816 → 7794

内侧引物
TF2：CTGTTAAATGGCAGTCTAGC 7002 → 7021 
TR2：ACTTCTCCAATTGTCCCTCAT  7667 → 7647

注：HXB2 为 HIV 野生标准株

第一轮 PCR 反应：12.5 μl Mix，0.5 μl TF1，0.5 μl 
TR1，10 μl DNA模板，加蒸馏水至 25 μl。反应条件为：

94 ℃、5 min； 94 ℃、30 s，55 ℃、30 s，72 ℃、90 s，
35 个循环；72 ℃、10 min。

第 二 轮 PCR 反 应：25 μl Mix，1 μl TF2，1 μl 
TR2，10 μl DNA模板，加蒸馏水至 25 μl。反应条件为：

94 ℃、5 min； 94 ℃、30 s，55 ℃、30 s，72 ℃、50 s，
35 个循环；72 ℃、10 min。

2. 核苷酸序列的测定：将扩增产物经 1% 琼脂

糖凝胶电泳检测，阳性结果送北京诺赛基因组研究

中心有限公司进行序列；测序引物为 TF2 和 TR2。
3. 病毒嗜性的预测：序列分析用 Chromas.exe 软

件对序列质量进行初步评估，使用 Contig Express 组
件进行序列拼接和手工编辑。用 MEGA 5.0 软件包对
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序列进行排列和与各亚型参考株比对，并将 V3 环翻

译。使用生物信息学软件 geno2pheno[coreceptor]2.5
（http://coreceptor.bioinf.mpi-inf.mpg.de/index.php）
进行病毒嗜性预测。假阳性率（false positive rate）
为 10%[14]

。Mega 5.0 软件计算 V3 环氨基酸的正电

荷和净电荷，分析 V3 环中心构象顶端四肽。

五、统计学处理

采用 SPSS 16.0 软件分析结果。两组间比较采

用配对 t 检验或者非参数检验，以P ＜ 0.05 为差异

具有统计学意义。

结    果

一、患者的基本情况

本研究中患者均为男性，年龄（32 ± 6）岁，

90.9%（10/11）为同性性传播。基线CD4中位数（最

小值～最大值）为208（54～241）cells/μl；病毒载量

中位数（最小值～最大值）为5  700（2  173～653 392）
拷贝/ml。HAART治疗48周后HIV病毒得到明显抑

制，血浆病毒载量均在检测线以下（t  = 13.256，P = 

二、患者HAART前后的嗜性、正电荷和净电荷、

V3 环顶端四肽情况

对每例患者治疗前和治疗 48 周时病毒 DNA 
env 区基因 V3 环序列嗜性进行预测，分析其嗜性

的差异并将其翻译成氨基酸序列，使用 Geno2pheno
（FPR = 10%）进行预测。患者感染的 HIV-1 亚

型 由 拉 莫 斯 国 家 实 验 室 (Los Alamos National 
Laboratory) 的 Blast 工具确定（http://www.hiv.lanl.
gov/content/sequence/BASIC_BLAST/basic_blast.
html），见表 3。数据显示，HAART 初治患者的

主要毒株为 R5 嗜性，治疗 48 周后，仅有 1 例患者

R5 嗜性转换为 X4 嗜性，其余患者的病毒嗜性治疗

后 48 周未发生改变，见表 2。将 HIV-1 env 区基因

V3 环翻译成氨基酸序列，分析带正电荷的氨基酸

的数量（赖氨酸 K、组氨酸 H 和精氨酸 R）和 V3
环的净电荷

[3, 14]
，即带正电荷氨基酸数减去带负电

表 2  患者的基本情况 

病例
编号

年龄
（岁）

性别
传播
途径

HAART 方案
病毒载量（拷贝/ml） CD4+ T 细胞

计数（cells/μl）
基线     48 周 基线    48 周

1 26 男 同性 3TC + TDF + EFV 16 098 TND 224 421
2 31 男 同性 3TC + TDF + EFV 2 173 TND 241 430
3 34 男 同性 3TC + TDF + EFV 72 778 TND 54 153
4 23 男 同性 3TC + TDF + EFV 57 000 TND 208 959
5 33 男 同性 3TC + TDF + EFV 5 800 TND 226 785
6 29 男 同性 3TC + TDF + EFV 530 000 TND 234 515
7 48 男 同性 3TC + TDF + EFV 25 000 TND 125 418
8 31 男 同性 3TC + TDF + EFV 11 000 TND 209 321
9 33 男 不详 3TC + TDF + EFV 653 392 TND 107 338
10 33 男 同性 3TC + TDF + EFV 443 261 TND 70 340
11 27 男 同性 3TC + TDF + EFV 334 291 TND 204 415

         注：3TC：拉米夫定，TDF：替诺福韦，EFV：依非韦伦。TND：低于检测下限 

        表 3   患者 HAART 前后的嗜性、正电荷和净电荷、V3 环顶端四肽

病例
编号

亚型
辅助受体 正电荷 净电荷 V3 环顶端四肽

基线     48 周 基线   48 周 基线   48 周 基线   48 周

1 B CCR5 CCR5 7 7 6 6 GWGR GWGR

2 CRF07-BC CCR5 CCR5 6 6 4 4 GPGQ GPGQ

3 CRF01-AE CCR5 CXCR4 6 6 5 5 GPGQ GPGQ

4 CRF07-BC CCR5 CCR5 5 5 4 4 GPGQ GPGQ

5 CRF07-BC CCR5 CCR5 6 6 4 4 GPGQ GPGQ

6 B CCR5 CCR5 6 7 4 5 GPGR GPGR

7 CRF01-AE CCR5 CCR5 5 5 3 3 GPGQ GPGR

8 CRF01-AE CCR5 CCR5 3 3 1 1 GPGQ GPGQ

9 CRF01-AE CCR5 CCR5 5 5 3 3 GPGQ GPGQ

10 CRF07-BC CCR5 CCR5 6 6 4 4 GPGQ GPGQ

11 CRF07-BC CCR5 CCR5 6 6 4 4 GPGQ GPGQ

0.000）；CD4+ T淋巴细胞计数显著增加，CD4+ T淋
巴细胞计数中位数（最小值～最大值）为418（153～
959）cells/μl（Z = －2.934，P = 0.03）。提示HAART
治疗后患者的免疫状态得到明显的改善。
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荷氨基酸（天冬氨酸 D 和谷氨酸 E）数，发现治疗

后正电荷（Z = － 1.000，P = 0.317）和 V3 环的净

电荷无显著变化（Z = － 1.000，P = 0.317）。V3
环具有诱导宿主产生限制性中和抗体及细胞毒性淋

巴细胞等生物学功能，其中心构象顶端四肽是最

重要的中和抗体决定簇。通过统计 V3 区氨基酸序

列，11 例患者中主要的 B 亚型顶端四肽为 GPGR
和 GWGR，C 亚型和 CRF01-AE 亚型为 GPGQ。

HAART 48 周后仅 1 例患者顶端四肽从 GPGQ 变成

GPGR，提示顶端四肽保持稳定，见表 3。

讨    论

HIV-1 病毒嗜性对病毒感染、传播及 AIDS 病

程的发展至关重要。R5 嗜性病毒株主要出现在感染

早期和无症状期
[3]
，随着疾病的进展，X4 病毒株的

比例逐渐增加，晚期可达到 20% ～ 50%。X4 嗜性

与 CD4+ T 淋巴细胞计数减少和快速进展到艾滋病期

有关
[3-5]

。目前，HAART 对辅助受体嗜性的影响仍

然存在争议。本研究对比 HAART 前和 48 周病毒得

到完全抑制病毒嗜性。

启动 HAART 后病毒复制得到有效地抑制，

HAART 48 周时血浆病毒载量低于检测下限；CD4+ T
淋巴细胞计数显著增加，CD4+ T 淋巴细胞计数的增

加主要依赖于初始 CD4 细胞的扩增。通过 HIV-1 env
基因V3环的碱基序列预测病毒所使用的辅助受体。

结果发现，仅 1 例病毒完全得到抑制的患者病毒嗜

性发生 CCR5 到 CXCR4 的改变。病毒嗜性从 R5
向 X4 嗜性转换的患者，其基线 CD4+ T 淋巴细胞计

数和 HAART 48 周时 CD4+ T 淋巴细胞计数均较其

他无嗜性转换的患者低。

Soulie 等 [10]
报道有效的 HAART 48 周后病毒嗜

性未发生明显的转换；Briz等 [15]
亦报道类似的结果，

X4 病毒的出现与低 CD4 计数显著相关，而与抗病

毒治疗无关。在抗病毒治疗时病毒得到抑制，嗜性

发生转换的情况较少见
[14]
，因故中断治疗，仅少数

（7.7%，2/26）反弹的患者病毒嗜性发生改变
[16]
。

本研究结果与国外上述的报道一致。

HIV-1 的嗜性主要取决于 env 基因 V3 环氨基

酸序列和氨基酸所带的净电荷量。在特定位置的氨

基酸影响病毒的嗜性。11/25 规则将 11 或者 25 位

氨基酸出现带正电荷的赖氨酸或者精氨酸预测为

CXCR4 嗜性，V3 环所带净电荷≥ 5 为 CXCR4 嗜

性，＜ 5 为 CCR5 嗜性
[3]
。Tsuchiya 等 [17]

研究发现，

V3 区 11 位精氨酸的插入和 V3 区 N'- 端糖基化位

点的丢失使病毒嗜性从 CCR5 向 CXCR4 转换。本

研究结果显示，HAART 前后 V3 环氨基酸所带正

电荷和净电荷均无明显的变化。

V3 环的中心区域是 HIV-1 包膜蛋白主要中和

表位，是抗体中和作用的重要部位，其顶端四肽为

最重要的中和抗体决定簇。据文献报道，在 B 亚型

毒株的顶端四肽主要为 GPGR，而 B、C 和 CRF01- 
AE 毒株的主要为 GPGQ [18-19]

。本研究发现，B 亚

型株主要 V3 区中心构象为 GPGR 和 GWGR，
而 CRF07-BC 重组型和 CRF01-AE 重组型仅一种

GPGQ 顶端四肽，CRF07-BC 重组型与 C 亚型 V3
区基因高度相似，本研究结果与文献报道一致。B
亚型毒株在 V3 环的氨基酸序列较重组型 CRF07-
BC 和 CRF01-AE 毒株变异大，由于 B 亚型毒株在

我国流行时间较重组型 CRF07-BC 和 CRF01-AE 长所

造成的
[20]
。一方面说明我国 CRF07-BC 和 CRF01-

AE 重组型具有奠基者效应，另一方面表明我国

CRF07-BC 和 CRF01-AE 毒株 V3 环高度保守可能

与其生物学功能限制有关。

研究结果表明，HAART 治疗 48 周，病毒嗜

性无明显的转换。早期启动抗病毒治疗可能延缓

CXCR4 嗜性病毒株的出现。这些患者可考虑使用

CCR5 拮抗剂作为优化方案的选择。由于本研究样

本数和随访时间的限制，需扩大样本量和延长随访

时间来进一步验证研究结论。
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