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·论著·

评价全血DNA二代测序共有序列

在人类免疫缺陷病毒优势准种研究中的

准确性
张媛媛 1,2  殷倩倩 1  杜鹏程 2  丁奕博 1  韩俊燕 2  林倩茹 1  马丽英 1

【摘要】目的  评价二代测序共有序列对人类免疫缺陷病毒（HIV）优势准种分析的代表性和准

确性。方法  共收集29个HIV感染病例的32份全血样本，其中3个病例在随访期间发生耐药，分别采

集治疗前和耐药后的两份样本。提取样本DNA，分别用二代测序和一代测序方法测定HIV pol区扩增

产物序列。利用软件Sequencher（4.10.1）和Bowtie 2（v2.2.5）处理一代和二代测序数据，并利用自

建分析脚本确定二代测序共有序列，利用Mega软件进行聚类分析，比较二代测序共有序列与一代测

序序列的差异。结果  聚类分析结果表明，90.6%（29/32）来自于同一样本的序列被聚类在同一分支

上，平均可信度为95.5%；与一代测序序列结果相比，二代测序平均每个碱基准确率为99.6%，完全

不一致位点中碱基转换占81.6%（155/190），数量最多的为鸟嘌呤（G）:腺嘌呤（A），共74个（占

39.0%、74/190）。结论  二代测序共有序列与一代测序序列具有较高的一致性，二代测序共有序列可

用于HIV优势准种分析，具有较好的代表性和准确性。

【关键词】一代测序；二代测序；人类免疫缺陷病毒；共有序列；优势准种
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【Abstract】Objective  To assess the representativeness and accuracy of consensus sequence generated 
from Next-generation sequencing (NGS) for human immunodeficiency virus (HIV) quasispecies. Methods  Total 
of 32 blood samples from 29 patients with HIV infection were collected. Among them, 3 blood samples were 
collected from 3 patients when virologic failure occurred. HIV DNA pol gene was amplified and sequenced by 
Sanger sequencing and NGS sequencing, respectively. The sequencing data of Sanger and NGS were processed 
by Sequencher (v4.10.1) and Bowtie2 (v2.2.5) separately. Furtherly, the consensus sequence from NGS was 
defined by the homemade PERL scripts. Finally, cluster analysis was processed by Mega software and the different 
sites between the consensus sequence of NGS and Sanger sequencing were identified and analyzed, respectively. 
Results  Cluster analysis showed that 90.6% (29/32) sequences derived from the same sample were clustered in 
the same branch, the average credibility was 95.5%. The accuracy of each nucleotide site in consensus sequences 
was 99.6% compared to Sanger sequencing. Furthermore, the 81.6% (155/190) nucleotide type of inconsistent sites 
was transition, and the transition between Guanine (G) and Adenine (A) was the most common with the occurrence 
ratio of 39% (74/190). Conclusions  The consensus sequence of NGS sequencing could be used in the study of 
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HIV dominant quasispecies, which could present the high accurate results with Sanger sequencing.
【Key words】Sanger sequencing; Next-generation sequencing; Consensus sequence; Human 

immunodeficiency virus; Dominant quasispecies

人类免疫缺陷病毒（human immunodeficiency 
v i r u s，H I V）是导致获得性免疫缺陷综合征

（acquired immune deficiency syndrome，AIDS）
的病原体，也是目前已知的变异最快的病毒之

一。一旦HIV感染人体并开始复制，很快便可在

感染者体内建立一组高度相关且具有遗传异质性

的病毒群体，也被称之为“准种”[1-2]。HIV前病

毒DNA是HIV在复制过程中的存在形式之一，由

于其存在时间长、具有明确的功能且储存了HIV
进化信息，目前已成为新的研究热点和检测靶

标[3-5]。但相较于HIV RNA，前病毒DNA具有更大

的遗传异质性，这对于前病毒DNA的检测技术提

出了更高的要求。二代测序技术（next-generation 
sequencing，NGS），又称为深度测序，一次可以

并行测定千万级别的短序列[6]，是目前HIV准种研

究的常用技术[2, 5, 7-8]。通过NGS可一次性产出数Gb
到数百Gb的长度为150～250 bp短序列，经过生物

信息技术处理，可拼接出共同序列[9]用以代表宿主

体内的病毒优势准种[10]。本研究拟通过一代测序

（sanger sequencing）和NGS，评价全血DNA NGS
共有序列在HIV优势准种研究中的准确性，现报道

如下。

材料与方法

一、样本信息

本研究共采集32份全血样本，采集自河南省既往

有偿献血的29例HIV-1感染者。采集外周血，EDTA抗

凝，基线病毒载量中位数为4.84 log10拷贝/ml（极差：

3.21～6.98 log10拷贝/ml），CD4+ T细胞计数中位数

为166个/µl（极差：15～515 个/µl）。其中29份为

来自未治疗HIV感染者的样本，编号为S1～S29；
其中3个病例S1、S2和S3在随访期间发生耐药，32
份样本中3份（样本编号为S1R、S2R和S3R）采

集自HIV感染病例体内病毒完全抑制后，出现病

毒反弹现象时，分别为接受药物治疗108个月、18
个月和48个月时。本项目的伦理审查由中国疾病

预防控制中心医学伦理认证委员会批准（批号：

IRB00002276），在全血样本收集前入组研究对象

均已签署知情同意书。

二、核酸提取和HIV pol区扩增

全血样本利用QIAamp DNA Blood Mini Kit提取

DNA，按照HIV耐药基因型检测操作规程《全国艾

滋病检测技术规范（2015年修订版）》[11]对HIV-1 
pol基因进行巢式PCR扩增。扩增引物序列见表1中
引物F1a、F1b、RT-R1、PRT-F和RT-R2，扩增产物

采用1%琼脂糖凝胶电泳进行检测，目标条带位于

1.3 kb处。

三、测序

扩增产物经检测合格后，进行一代测序，即

Sanger测序法测序。同时，利用表1中引物F1、
R1、F2和R2进行分段扩增。该引物根据HXB2序
列进行引物设计，并在引物5′-端引入标签序列，

用以区分样本。PCR产物纯化回收后，构建测序文

库。测序文库质检合格后，利用Illumina Miseq平
台进行双端250 bp测序[12]。

表 1  一代测序和深度测序 PCR 扩增特异性引物

引物名称 序列（5′→3′） 位置a 片段长度（bp） 退火温度（℃）

F1a TGAARGAITGYACTGARAGRCAGGCTAAT 2 057～2 085

1 291 50F1b ACTGARAGRCAGGCTAATTTTTTAG 2 068～2 092

RT-R1 ATCCCTGCATAAATCTGACTTGC 3 370～3 348

PRT-F2 CTTTARCTTCCCTCARATCACTCT 2 243～2 266
1 061 55

RT-R2 CTTCTGTATGTCATTGACAGTCC 3 326～3 304

F1 xxxbGCCAGGAATGGATGGCCCAAAAG 2 588～2 610
431 60

R1 xxxbTGGTGATCCTTTCCATCCCTGTGG 3 020～2 997

F2 xxxbAGTATACTGCATTTACCATACC 2 926～2 947
400 60

R2 xxxbCTTCTGTATGTCATTGACAGTCC 3 326～3 304

注：a：参考序列 HXB2 位置，b：序列标签 3 ～ 5 bp
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四、测序数据处理和聚类分析

Sanger测序数据利用Sequencher 4.10.1进
行数据处理及拼接，最后以F a s t a格式输出。

NGS数据，利用软件Bowtie2 v2.2.5将测序读段

（Reads）与参考序列HXB2（GeneBank accession 
no.NC_001802）进行比对，利用自建分析脚本

（http://github.com/generality/iSNV-calling/）确定共

有序列，并确定每个碱基位置的碱基组成和比例。

获得Sanger测序序列和NGS共有序列之后，利用

Mega6软件进行序列聚类分析，使用HXB2作为外

类群（root），参数使用默认参数。

结    果

一、测序结果

从32份样本中共获得32条Sanger序列，平均

长度为1.3 kb。Sanger序列与中国主要亚型参考序

列的聚类分析表明，所有样本均为B亚型（如图

1）。NGS共获得有效数据110 Mb，扩增测序位置

为2 358～3 326 bp（HXB2序列为参考），平均每

个样本获得有效数据为3.2 Mb，每个碱基位置的平

均测序深度为4 248 ×（极差：1 108 ×～7 401 ×）。

二、序列聚类分析

利用Sanger序列和NGS共有序列构建进化树

（如图2），建树序列长度为690 bp。在32份样本

中，同一样本的两条序列聚集在同一分支上的样本

为29个（90.6%），平均可信度为95.5%（极差：

84%～100%）。耐药样本均与同一病例的基线样

本聚类在同一分支上，可信度分别为91%、93%和

67%。耐药样本S2R和S3R的两条序列聚类在同一

分支上，并与同一病例的基线样本S2和S3的Sanger
序列聚类在同一分支上，亦即耐药样本序列与同一

病例的基线样本的Sanger序列一致性更高，可信度

分别为92%和84%，用药时长分别为48个月和18个
月。而基线样本S1的Sanger序列和NGS序列聚类在

同一分支上，可信度为86%，其耐药样本S1R（该

病例的用药时长为108个月）的NGS序列与基线样

本的一致性更高，可信度为99%，S1R的Sanger序
列与同一病例其他序列的一致性较低，可信度为

67%。

三、不一致碱基位点分析

本研究中不一致碱基位点定义为在同一样

本中Sanger序列与NGS序列在同一碱基位置（以

HXB2序列为参考）上，碱基不完全相同的位点。

若Sanger序列中标记为混合序列，无论是否包含

NGS共有序列同一位置的碱基类型，均被定义为不

一致碱基位点。完全不一致位点定义为在同一样本

中两条序列的同一位置碱基完全不同。

来自于同一样本的Sanger序列与NGS序列相

比较，在32对序列中共发现554个不一致位点，平

均18个/样本（极差：2～57个/样本）。不一致位

点最多的样本是耐药样本S1R（57个），该样本

图1  样本Sanger序列与中国主要亚型参考序列聚类图
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也是第2个采样点距第1个采样点时间最长的样本

（108个月）。其余2个耐药样本S3（48个月）和

S2（18个月）的不一致位点分别为23个和4个，

不一致位点最少的样本是基线样本S13和S31，
数量均为2。不一致碱基类型共26种（见表2），

出现次数最多的是R:G（Sanger:NGS，R表示碱

基A + G），在23个样本中共57个位置上出现。

而在所有样本中均存在的不一致碱基类型为G:A
（Sanger:NGS）。本研究还逐一比较Sanger序列

中的混合位点与NGS共有序列同一位置的碱基检

测结果，发现混合碱基均可被NGS检测到，检出

率为100%（364/364）。

完全不一致位点190个，平均6.0个/样本。完

全不一致位点碱基类型以碱基转换为主，共155个

注：以HXB2为根

图2  Sanger测序序列和NGS共有序列进化树
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（81.6%），最多的是G:A（Sanger:NGS）共74个
（39.0%）（见表3），其他数量较高的还有G:A
（29个、15.3%）、T:C（26个、13.7%）和C:T
（26个、13.7%）。完全不一致位点数量最多的为

样本S1R（52个）。

鉴于NGS共有序列列出的为每个位置上含

量最高的碱基，因此本研究将完全不一致位点的

Sanger测序碱基类型与NGS方法测序得到的所有

碱基进行比较，发现108个位点（56.8%）的两种

检测结果完全不同，即NGS未检测到Sanger法测

序同一位置上的碱基，经过换算，平均每个碱基

的准确率为99.6%[100%－（108 × 100%/（831 × 
32）]。

表 2   NGS 共有序列与 Sanger 序列不一致

碱基类型和数量

NGS序列碱基类型 Sanger序列碱基类型a 位点数量 样本数量

A C 9 6

A G 74 32

A H 1 1

A M 19 12

A R 77 23

A T 7 6

A W 7 7

C A 6 5

C G 5 4

C H 2 2

C M 9 6

C S 1 1

C T 26 10

C Y 75 22

G A 29 10

G C 1 1

G K 5 5

G R 92 23

G S 2 2

T A 4 2

T C 26 9

T G 3 3

T K 10 9

T S 1 1

T W 6 5

T Y 57 24

注：Sanger 序列碱基类型中 V 表示 A + C + G；D 表示 A + T + G；

B 表示 T + C + G；H 表示 A + T + C；W 表示 A + T；S 表示 C + G；K
表示 T + G；M 表示 A + C；Y 表示 C + T；R 表示 A + G 

表 3  NGS 共有序列与 Sanger 序列完全不一致

碱基类型和数量 
NGS序列碱基类型 Sanger序列碱基类型 位点数量 样本数量

A C 9 6

A G 74 32

A T 7 6

C A 6 5

C G 5 4

C T 26 10

G A 29 10

G C 1 1

T A 4 2

T C 26 9

T G 3 3

合计 190 88

讨    论

HIV是目前已知的变异最快的逆转录病毒之

一，其高复制率和大量突变体的存在，使HIV能

够逃避宿主免疫攻击，并极大降低HIV疫苗和抗

病毒药物的效果。HIV的这一特征是由3种因素所

致：①HIV的逆转录酶缺乏“纠错”能力[1-2]；②

病毒复制速度快[13-14]；③两个HIV突变体可发生重

组[15-16]。另外，宿主因素亦能引起HIV突变，产生

新的变体，如人类载脂蛋白B mRNA编辑酶催化

多肽3G（apolipoprotein B MRNA-editing enzyme 
catalytic polypeptide 3G，APOBEC3G），作为一

种脱氨酶，可以诱导HIV DNA上的胞嘧啶替换为

尿嘧啶[17-18]。正因HIV这种高度变异准种的存在，

使HIV核酸（包括DNA和RNA）序列测定的准确

性，以及是否可代表宿主体内全部变异体成为研

究难点和热点之一。虽然，目前众多关于HIV生物

学特性的认识均来源于HIV序列研究[19]，在此过程

中研究人员开发了大量测序和分析策略，但上述

问题始终未得到公认完美的解决方法。本研究通

过比较HIV DNA的Sanger测序序列和NGS共有序

列间的差异，以评估将NGS共有序列应用于HIV研

究中的效果。

早期HIV序列测定技术主要采用Sanger测序

法，在1个测序反应中仅能测定1条目的片段的碱基

序列，具有目标明确、结果精准、通量小、读长长

特点，其测序长度可以达到1 000 bp，是我国《全

国艾滋病检测技术规范（2015年修订版）》推荐的

实验室检测方法之一，主要用于HIV基因型耐药检
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测，但该指南也指出：当耐药毒株在隔日内病毒

群体中的比例低于10%～20%时，通常检测不到其

存在[11]。而NGS技术以大规模并行测序的方式，可

检测到宿主体内低至1%的HIV变异体[20-21]，因此，

在HIV追踪溯源、耐药预测、进化研究中被广泛使

用。共有序列是伴随NGS技术而出现的概念，是

在一套相似序列中的每个位置上均由最常出现（占

比最高）残基所组成的DNA或氨基酸序列，代表

了宿主体内HIV的主要变异体[9]。本研究聚类分析

提示，NGS共有序列在构建进化树时，可获得与

Sanger测序序列高度相似的结果。但进一步比较完

全不一致位点数目和碱基类型，发现在部分样本中

二者仍然存在较大差异。进一步比较Sanger序列和

NGS所获得结果，发现56.8%（108个）位点NGS
测序结果与Sanger测序完全不同，这些结果可能是

PCR和测序带来的错误。也提示单一使用NGS方法

进行HIV变异研究时，应该严格控制PCR或测序错

误带来的误读，可采用高保真酶进行PCR扩增，以

减少PCR引入的偏差；还可在PCR和测序实验过程

中加入质粒作为对照，并计算质粒测序结果的准确

性从而判断样本测序结果的准确性；必要时，还可

对结果进行进一步的验证。

本研究共包含3个耐药样本，其中样本S1R表

现出了NGS共有序列与Sanger测序序列最大差异，

这个样本与同一病例用药前的样本采集时间相差

108个月。出现这种结果的原因可能是本研究选

用了HIV DNA作为核酸模板，与血浆HIV RNA相

比，具有更高的遗传异质性，同一宿主体内的HIV
变异体更多。大量研究表明，细胞内总HIV DNA
是HIV进化历史的储存载体，是与所致疾病进展、

疗效、病毒耐药高度相关的临床指标，还是HIV
体内持留和病毒储存库的生物标记物[3, 22]。因此，

HIV DNA的定量和定性研究已经成为HIV进化和

储存库研究领域的常用靶标。鉴于NGS技术在高

复杂度样本中的测序能力，用NGS技术解决HIV 
DNA序列测定是可行的，也是必要的[6, 23]。本研究

不仅比较了不一致位点的数量，还比较了不一致位

点的碱基类型，以A:G、G:A、T:C和C:T（NGS：
Sanger）最为常见，这些位点占全部完全不一致位

点的81.6%，这些变化位点均为碱基转换。相较于

碱基颠换，碱基转换更常以同义替代（亦称为沉

默替代）的形式存在[24-25]。因此，NGS中发生的与

Sanger测序完全不一致的位点，其大部分测序结果

对氨基酸序列分析结果无影响。	
本研究NGS测序中，每个碱基位置的平均测

序深度为4 248 ×（极差：1 108 ×～7 401 ×），且

本研究还逐一比较Sanger序列中的混合位点与NGS
共有序列同一位置的碱基检测结果，发现混合碱基

均可被NGS检测到，检出率为100%。这些结果展

示了NGS对于HIV这种高突变病原体病毒准种的解

读能力。另外，基于NGS结果计算每个碱基位置的

碱基组成，有助于更好地理解不同样本间病毒准种

的差异[26]，因此，在研究病毒准种及病毒准种变异

时NGS较Sanger测序更有优势。但鉴于存在不一致

性，且NGS实验周期较长，数据分析难度较大等原

因，目前NGS还无法取代Sanger测序，而应根据研

究目的和样本类型选择测序方法。

综上，本研究分析了NGS共有序列在HIV优势

准种研究中的代表性和准确性，结果表明NGS共有

序列可替代Sanger测序结果进行聚类分析。NGS共
有序列可用于HIV优势准种分析，具有较好的代表

性和准确性。同时应该注意，在获得NGS共有序列

时，需严格控制PCR和测序错误，必要时应对NGS
结果进行进一步验证。
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