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哈尔滨市男男同性恋HIV-1感染者
gag基因分型特征分析
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【摘要】 目的  分析哈尔滨市确诊的男男同性恋（MSM）HIV-1感染病例gag基因序列，确定新发

感染毒株基因型。方法  收集2014年7月至12月确诊且未经过抗病毒治疗的感染者抗凝血，分离外周

血单个核细胞，从中提取基因组DNA，采用巢式PCR法扩增gag基因。采用MEGA 5.05软件构建gag基
因系统发育树，分析基因型特点。结果  共收集49例MSM感染者样本，且均获得gag基因序列。系统

发育树显示，49例gag基因主要分布于3个亚型内，其中CRF01_AE亚型39例，占79.6%；B亚型5例，

占10.2%；CRF07_BC亚型4例，占8.2%。另外，发现CRF01B重组型1例，占2.0%。在CRF01_AE毒株

中，92.3%（36/39）与我国MSM人群参考株成簇，7.7%（3/39）与泰国及我国西南地区异性传播参

考株成簇。结论  本研究时间段哈尔滨市确诊MSM感染病例以CRF01_AE基因型为主。MSM人群可能

成为本地区复杂基因型的重要来源，实时监测该人群新发感染病例的分子流行病学特征，对制定有

效地预防和干预措施非常重要。

【关键词】Ⅰ型人类免疫缺陷病毒；男男同性恋；gag基因；基因型
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 【Abstract】 Objective  To investigate the gag genes derived from cases diagnosed as HIV-1-infected 
men who have sex with men (MSM) in Harbin. Methods Genomic DNA were extracted from peripheral 
blood mononuclear cells (PBMCs) of 49 MSM with HIV-1-infection diagnosed as HIV-1 positive. The gag 
gene fragments were amplified by nested PCR. Phylogenetic tree was constructed to observe gag clustering 
and subsequently to analyze the genotyping feature of these cases. Results  Total of 49 sequences of gag 
gene were obtained successfully. The phylogenetic analysis showed that these sequences clustered with three 
subtype lineages as follows: 39 sequences (79.6%) clustered with CRF01_AE lineage, 5 sequences (10.2%) 
clustered with subtype B, 4 sequences (8.2%) clustered with CRF07_BC. Moreover, one recombinant 
genotype CRF01B (2.0%) was also identified. And 1 sequence (2.0%) clustered with subtype CRF01B. 
Among CRF01_AE sequences, 92.3% (36/39) gathered with reference genes from Chinese MSM, and 7.7% 
(3/39) gathered with reference genes epidemic in Thailand and Southwest regions of China. Conclusions  
The CRF01_AE was the predominant genotype among cases diagnosed as HIV-1-infected MSM in Harbin. 
The MSM population may become the important source of new genotypes and complicated recombinant 
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forms. Therefore, timely epidemiological surveillance of HIV-1 molecular epidemiology and development of 
prevention measures for HIV-1 infections among MSM are important. 

【Key words】 Human immunodeficiency virus type 1; Men who have sex with men (MSM); Gag 
gene; Genotype

据2012年全国HIV-1分子流行病学调查报告显

示，性传播依然是我国HIV-1传播的最主要途径，

同时HIV-1在男男同性恋（men who have sex with 
men，MSM）人群中的感染比例逐年上升[1]。哈尔

滨市是黑龙江省省会，位于我国东北部，本地区

HIV-1感染率一直处于全国的较低水平。2008年，

哈尔滨市MSM人群中发生HIV-1暴发感染。自此，

同性传播成为哈尔滨市HIV-1传播的主要途径[2]。

至2011年底，本市MSM人群HIV-1感染率由2006
年的1%快速增至9.5%[3-4]。因此，实时监测本地区

MSM人群中HIV-1感染的分子流行病特征和基因型

变化非常必要。然而，与我国其他省份和城市相

比，哈尔滨市HIV-1分子流行病学研究较少。基于

当前我国HIV-1流行和基因型的复杂性和多样性，

本研究收集2014年7月至12月确诊MSM感染者样

本，并分析了其gag基因特征，现报道如下。

资料与方法

一、研究对象和样品采集   
研究对象为2014年7月至12月确诊的HIV-1感

染者，于哈尔滨医科大学附属第四医院治疗点进

行抗病毒治疗的MSM，共49例。于抗病毒治疗

前，收集患者EDTA抗凝全血3～5 ml，分离外周

血单核细胞（peripheral blood mononuclear cells，
PBMCs）。本研究经哈尔滨医科大学附属第四医

院伦理学委员会批准进行（编号[2015]KT003），

收集样本前，与每位感染者签署知情同意书。

二、HIV-1核酸提取、基因扩增和测序

采 用 Q i a g e n 公 司 D N A 提 取 试 剂 盒 从

P B M C s中提取基因组D N A，采取巢式 P C R
技术扩增 g a g基因：首先，以基因组D N A为

模板，用外侧引物 g a g - O F  （ 5 ' - ATAT G G G
T G C G A G A G C G T C A G TAT T- 3 '）和g a g - O R 
（5 ' -TCCAACAGCCCTTTTTCCTAGG-3 '）
进 行 第 一 轮 P C R 扩 增 。 然 后 以 第 一

轮 产 物 作 为 模 板 ， 用 内 侧 引 物 g a g - I F
（5'-TAGTTCCTGCTATGTCACTTCC-3'）和gag-

IR（5'-GGGAAAAAATTCGGTTAAGGCC-3'）进

行第二轮PCR扩增，获得目的基因片段。两轮PCR
扩增条件相同：首先94 ℃变性10 min；然后94 ℃、

30 s，55 ℃、30 s，72 ℃、1 min，共35个循环；最

后72 ℃ 延伸10 min。PCR终产物在1%琼脂凝胶中

电泳，采用Qiagen公司凝胶纯化试剂盒回收PCR产
物，直接进行序列测定。

三、系统进化分析和重组分析

采用MEGA 5.05软件内置的Clustal X功能对获

得的gag基因序列进行多重序列比对，用MEGA软

件的Phylogeny选项中的Neighbor-joining法绘制系

统进化树。采取Bootstrap检验对Neighbor-joining系
统树和数枝形状的可信性进行检验，重复抽样构建

系统树的参数为1 000，高于70%的Bootstrap值显示

在系统树节点上。构建系统进化树所用的参考毒株

序列均来自美国Los Alamos HIV数据库。

根据进化树上gag基因的分布判定该感染者

HIV-1基因型。如果基因序列分布于进化树各分

支之间或无明显分支定位，则采用Los Alamos网
站在线软件jumping profile Hidden Markov Model 
program（jpHMM：http://jphmm.gobics.de/）进行

基因重组分析，进一步判断该基因型别。

结    果

一、研究对象的人口统计学和流行病学信息

所有研究对象均为MSM，且通过同性性传

播途径感染HIV-1。自49例研究个体的PBMCs样
本中，成功获得49条gag基因序列，并成功对其

进行基因分型，成功率为100%。研究对象年龄为

20～55岁，平均年龄为36.2岁；其中34例感染者

（69.4%）年龄为20～40岁。外周血CD4+ T细胞数

范围为3～864个/μl，中位数为221个/μl；其中21份
样本（42.9%）CD4+ T细胞数＜ 200个/μl，详见表

1。
二、HIV-1基因型分布特征

系统进化分析显示，4 9例g a g基因序列主

要分布于3个亚型内，包括CRF01_AE型39例
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（79.6%），B亚型5例（10.2%），CRF07_BC型4
例（8.2%）和CRF01B 1例（2.0%）。本研究获得

CRF01_AE序列主要形成3个基因簇，其中24例与

来自我国东北地区（吉林省和辽宁省）的CRF01-5
分枝序列成簇，12例与来自华北和江南地区（北京

市和江苏省）的CRF01-4分枝序列成簇，3例与泰

国及我国西南地区（云南省和四川省）的CRF01-1
分枝序列成簇，详见图1。

在进化树上，HRB14046序列与CRF01_AE
基因亲缘关系较近，但是与本研究获得的其他

CRF01_AE序列或参考序列均未形成明显的基因

簇。对HRB14046序列的进一步分析显示，该序列

为CRF01_AE与B亚型的重组型，即CRF01B，详见

图2。

讨    论

自1993年黑龙江省发现首例HIV-1感染者至

今，病毒传播途径由最初的血液传播转变为异性

传播，再转变为同性传播。根据2014年黑龙江省

HIV-1感染病例报告，哈尔滨市于该时间段确诊

HIV-1病例中约75.7%通过同性性传播途径感染。

因此，及时进行哈尔滨市新发HIV-1感染的分子流

行病学研究十分必要。 
CRF01_AE亚型最早在泰国女性性工作者中流

行，于1994年传入我国，并由西向东、由南向北

在全国范围内迅速播散。2000年以后，黑龙江省开

始出现此基因型毒株，主要在MSM人群中传播。

2009至2011年哈尔滨市新增MSM感染病例中，

CRF01_AE毒株约占64.5%[5]；而2012年9月至2014

年4月的新增病例中，CRF01_AE毒株比例升高至

80.32%[6]。本研究对2014年哈尔滨市新发MSM感

染者的基因型分析发现，CRF01_AE占79.6%，与

前期研究结果相近，提示CRF01_AE依然是MSM
人群的优势基因型。

我国CRF01_AE亚型流行范围广，为了便于

进行分子流行病学检测，将我国CRF01_AE流行

毒株划分为7个亚簇，其中CRF01-1、CRF01-2和
CRF01-3主要流行于云南、广西壮族自治区和福建

等西南地区的异性传播和吸毒人群；CRF01-4和
CRF01-5分别流行于北京、天津、江苏、湖南、

辽宁以及吉林等地区的MSM人群[7]。本研究中新

发感染CRF01_AE病例中，绝大多数（92.3%，

36/39）为CRF01-4或CRF01-5同性传播亚簇，符

合本地区HIV-1传播特点。另外，少数病例属于

CRF01-1亚簇，提示本地区HIV-1毒株来源较为复

杂。

HIV-1 B亚型毒株最初在云南省毒品使用者中

发现，随后通过血液和异性性传播的方式在其他省

份进行传播。此种传播方式的改变主要是由于20世
纪90年代中期不卫生的全血和血浆制品引起。90年
代末期以来，国家对无偿献血的严格管制已经有效

地阻断了不卫生血制品的传播[8-9]。然而，已经通

过输血途径感染HIV-1 B亚型的个体往往会通过异

性性传播的方式感染其性伴侣。因此，目前B亚型

毒株的传播已经转向异性性传播人群[10]。

1993年，HIV-1 CRF07_BC亚型传入我国，

主要在西部和南部省份注射吸毒者中发现，包括

新疆维吾尔自治区、四川和云南等地区[11]。2002
年第二次全国范围内的分子流行病学调差中尚未

表 1  哈尔滨市确诊的 19 例感染 HIV-1 MSM 人口学和流行性信息 [ 例（%）]

指标
HIV-1基因型

合计

（n = 49）CRF01_AE
（n = 39）

Subtype B 
（n = 5）

CRF07_BC 
（n = 4）

URF a 

（n = 1）
年龄（岁）

  20～30 11（28.2） 2（40.0） 1（25.0）  0（0.0） 14（28.6）

  31～40 16（41.0） 2（40.0） 1（25.0） 1（100.0） 20（40.8）

  41～50   7（18.0） 1（20.0） 1（25.0）  0（0.0） 9（18.4）

 ≥ 51   5（12.8）   0（0.0）   0（0.0）  0（0.0） 5（10.2）

  未知     0（0.0）   0（0.0） 1（25.0）  0（0.0）   1（2.0）

CD4 细胞数（个/μl）

  ≥ 200 21（53.8） 4（80.0） 2（50.0） 1（100.0） 28（57.1）

  ＜ 200 18（46.2） 1（20.0） 2（50.0）  0（0.0） 21（42.9）

     注：a URF：独特重组型 
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注：黑色实心圆：本研究鉴定的gag基因序列

图1  哈尔滨市HIV-1感染MSM的gag基因系统进化分析

发现CRF07_BC亚簇，而在2007年第三次全国范

围内的分子流行病学调查中，CRF07_BC亚簇在

为数不多的男男同性恋患者中发现 [9]。进化分析

表明，CRF07_BC毒株首次传入MSM人群在2004
年左右，当时中国MSM人群中非法使用毒品很罕

见[12]，通过注射吸毒途径感染HIV-1的案例较少。

据北京地区统计，2006至2007年，MSM人群中

曾经使用过亚硝酸盐吸入剂的比例仅为0.8%[13]，

然而，截至2012年，该人群的所占比例已高达

47.3%，并与高风险HIV-1感染有关[14]。毒品的乱

用在西方国家的MSM人群中很普遍，这也大大加

剧了HIV-1在MSM人群中的传播[15-16]。吸毒可以

放松警惕，增加无保护措施的肛交和感染HIV的

风险。令人担忧的是，我国MSM人群中多采用非

注射式吸毒，因此，曾经在发达国家发生的严重

AIDS流行事件可能在我国MSM人群中重演。同

时，鉴于CRF07_BC亚型一直是我国注射吸毒患者

中的主要亚型，而我国一部分MSM也采取静脉注

射毒品，未来研究需要探索CRF07_BC亚型病毒在

MSM人群中快速传播的原因和实时监测该亚型的

流行情况。

我国有多个HIV-1型流行，不同亚型在同一

地区的流行加速了亚型内或亚型间基因重组的发

生 [17-21]。在哈尔滨地区，CRF01_AE与B亚型、

CRF01_BC亚型长期共存，也为这些亚型间的重组

提供了条件。本研究中发现1例CRF01_AE/B重组

型gag基因（HRB14046），提示哈尔滨市HIV-1基
因组已经日趋复杂，MSM人群可能成为传播和产

生复杂基因型的重要来源[22-23]。

本研究分析了哈尔滨市2014年下半年新确诊

HIV-1男男同性恋感染病例的gag基因，发现本地区

HIV-1基因型较为复杂，此类患者也可能成为复杂

基因型的来源，因此，实时监测本地区男男同性恋

人群感染病例的分子流行病学特点，并建立针对这

图2  HRB14046 gag基因重组分析
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些新发感染的预防和干预措施非常重要。
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