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!摘!要"!目的!了解湖南省艾滋病患者接受免费抗病毒治疗的效果以及人免疫缺陷病毒#345$的耐药情况%为

改善该省的高效抗逆转录病毒治疗效果%指导临床医生用药提供科学的依据& 方法!收集湖南省衡阳市抗病毒治

疗*个月以上的","例345感染者的血标本%进行病毒载量检测%其中&"例病毒载量-$#

&拷贝6&7%对此&"份样

本进行进一步的345基因型耐药检测& 结果!测得的&$个序列中%发生突变的样本$(份%其中$&份#,2$*8%

$&6","$对蛋白酶抑制剂#94/$(核苷类逆转录酶抑制剂#:;<4/$以及非核苷类逆转录酶抑制剂#::;<4/$这&类抗

逆转录病毒药物有耐药突变)对94/(:;<4/和::;<4/均耐药者$例##2'#8$%对:;<4/和::;<4/均耐药者)例

#&2,.8$%对::;<4/耐药者&例#$2$)8$& 同时发现 =$('5(>$#&:(?$($@A(A$)#B引起 :;<4/和 ::;<4/高

水平耐药的重要突变位点& 结论!湖南省艾滋病治疗者中%94/耐药发生率极低%:;<4/和 ::;<4/的耐药发生率

相对较高)已出现::;<4/高水平的多药耐药& 但总体耐药的发生仍处于较低水平&

!关!键!词"!艾滋病)人免疫缺陷病毒)高效抗逆转录病毒治疗)抗药性%微生物)基因突变

!中图分类号"!;,$"2)$!!!文献标识码"!B!!!文章编号"!$*.$%)*&(#"#$#$#,%#&#,%#,

!"#$ "%&'&()*+%)*),-&'&.*/0!12)('%*(&)3(%"4'$4,- )+('5%)*('"%(".5'6

"),(4%")2- '*7#*)*8".5'*+%

!"#$%&'()&%%*+,%&-(./%% !*01223'(4%&-5% 67$%&-5(89'-5% :+12,%-(;3% <*+1$%#*3-&- :='(

>%-?%&@</-A/=B'=C%D/&D/:=/>/-A%'- &-E <'-A='@%<9&-5D9& '$###,%<9%-&$

!/9&(")+("!:9;%+('5%!<0(-C,/D(E'D,D+,,FF,*D0F'-D(G,DG0C(G')#B;5$ DG,'D&,-D0- B4HI J'D(,-D/(- 31-'- 9G0C(-*,

'-K D0'-')LM,D+,KG1EG,/(/D'-*,0F+1&'- (&&1-0K,F(*(,-*LC(G1/#345$% /0'/D0(&JG0C,D+,DG,'D&,-D,FF,*D0F+(E+)L

'*D(C,'-D(G,DG0C(G')D+,G'JL#3BB;<$ '-K JG0C(K,G,F,G,-*,F0G*)(-(*')'JJ)(*'D(0- 0FKG1E/2<%(4.=&!#)00K /'&J),/0F

","B4HI J'D(,-D/N+0+'K D'O,- 3BB;<F0G&0G,D+'-*&0-D+/N,G,*0)),*D,K F0GC(G'))0'K D,/D% C(G'))0'K 0F&"/'&J),/

N,G,-$#

&

*0J(,/6&7% D+,/,/'&J),/N,G,F1GD+,GK,D,*D,K 345E,-0DLJ(*G,/(/D'-*,JG0F(),2>%&#,(&!B&0-E&$345K,%

D,*D,K /,P1,-*,/%$(/'&J),/N,G,F01-K D+,KG1EG,/(/D'-*,&1D'D(0-/%$&/'&J),/#,2$*8%$&6","$ /+0N,K KG1EG,/(/D%

'-*,&1D'D(0- D0JG0D,'/,(-+(Q(D0G/#94/$% -1*),0/(K,G,C,G/,DG'-/*G(JD'/,(-+(Q(D0G/#:;<4/$ '-K -0-%-1*),0/(K,G,C,G/,

DG'-/*G(JD'/,(-+(Q(D0G/#::;<4/$%$##2'#8$ /'&J),N'/G,/(/D'-DD094/% :;<4/'-K ::;<4/%)#&2,.8$ N,G,G,/(/D%

'-DD0Q0D+ :;<4/'-K ::;<4/% &#$2$)8$ N,G,G,/(/D'-DD0::;<4/2=$('5%>$#&:%?$($@A'-K A$)#BN,G,*0&%

&0- &1D'D(0- /(D,/N+(*+ (-K1*,K +(E+%),C,)G,/(/D'-*,D0:;<4/'-K ::;<4/2?.*+,#&'.*!<+,JG,C'),-*,0F345KG1E

G,/(/D'-*,D094/'&0-EB4HI J'D(,-D/(/C,GL)0N% '-K :;<4/'-K ::;<4/'G,G,)'D(C,)L+(E+,G) +(E+ ),C,)::<4/&1)D(%

KG1EG,/(/D'-*,+'/,&,GE,K% D+,),C,)0F345KG1EG,/(/D'-*,(- B4HI J'D(,-D/(- 31-'- (//D()))0N2

!@%- A."=&"!B4HI)+1&'- (&&1-0K,F(*(,-*LC(G1/) +(E+)L'*D(C,'-D(G,DG0C(G')D+,G'JL) KG1EG,/(/D'-*,%&(*G0Q('))

E,-,&1D'D(0-/

!@+(- 4-F,*D@0-DG0)%"#$#%)#,$'&#,%&#)"

!!高效抗逆转录病毒治疗#3(E+)L'*D(C,'-D(G,DG0% C(G')D+,G'JL%3BB;<$ 能有效抑制人免疫缺陷病毒
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#345$复制%重建机体免疫功能%显著降低 345感

染者的死亡率和发病率%延长其生命!$"

& 湖南省自

"##&年开始对艾滋病患者进行免费抗病毒治疗%这

为我省艾滋病患者带来了福音%同时随着 3BB;<

药物广泛普遍地应用%也带来了一个无法避免的问

题'345耐药性毒株的产生%根据国际上抗病毒治疗

的经验%开展抗病毒治疗&年以上的地区可能会出

现耐药株!""

& 为了解湖南省艾滋病患者接受免费

抗病毒治疗效果%监测耐药株在我省发生情况%在中

国疾病预防控制中心的支持和帮助下%我们对湖南

省衡阳市的在治 345感染者进行了一次 345耐药

性调查和检测%探讨在抗病毒治疗过程中 345耐药

出现情况及发生规律%更好地改善我省 3BB;<治

疗效果%进一步为医生用药提供指导依据&

BC对象与方法

$2$!研究对象!"##)年*月%对衡阳市接受抗病

毒治疗的艾滋病患者进行调查%除去因患者死亡(停

止治疗(外出及其他原因无法做调查外%共调查","

人%均为抗病毒治疗-*个月且仍在治疗的患者&

$2"!调查方法!采用美国雅培公司的 &"###全自

动病毒载量检测系统对","份血样进行病毒载量检

测%病毒载量检测结果 -$#

&拷贝6&7的样本进行

345基因型耐药检测&

$2&!实验方法

$2&2$!;:B提取!采用美国雅培公司的&"###全

自动核酸提取仪及其配套试剂盒提取&

$2&2"!聚合酶链反应"9@;#!采用巢式 9@;%第$

轮9@;使用<'O'G'S-,ID,J ;:B9@;>(D#B=5$%

总反应体系",

!

7%其中$#/Q1FF,G"2,

!

7% =E@)

"

,

!

7% K:<9"2,

!

7% 引物=BT"*#2,

!

7%引物;<"$

#2,

!

7% ;<酶#2,

!

7% <'P酶#2,

!

7%;:'/,4-+(Q%

(D0G#2,

!

7%蒸馏水.2,

!

7%模板,

!

7)反应条件为

,#U &#&(-%)'U ,&(-%)'U &#/(,,U &#/(."U

"2,&(- &#个循环%."U$#&(-%'U保温& 第"轮

9@;%以第$轮扩增产物为模板%使用<'O'G'9,GF,*D%

/+0D

<=

$.<'P =(.试剂%加上,

!

7模板%总体系为

,#

!

7%其中 =(.液 ",

!

7%引物 9;S%$$

!

7%引物

;<"#$

!

7%蒸馏水$(

!

7%模板 ,

!

7)反应条件为

)'U ,&(-%)'U &#/(*&U &#/(."U "2,&(- &#个

循环%."U $#&(-%'U保温& "轮 9@;扩增引物见

表$&

$2&2&!电泳与测序!9@;产物经$8琼脂糖凝胶电

泳确认扩增片段分子量正确后%将扩增产物送交北京

博迈德测序公司进行序列测定%测序引物见表$&

表 BC基因型耐药性检测使用的引物

D)9,%BC<+,JG(&,G/0FE,-0DLJ(*KG1E%G,/(/D'-*,D,/D(-E

!!!!!!!!!引物名称 序列#,V+ &V$ 3"#"位点

第$轮扩增引物 外侧上游引物=BT"* <<AABBB<A<AABBBAABBAAB@ "#"(+"#,#

外侧下游引物;<"$ @<A<B<<<@<A@<B<<BBA<@<<<<AB<AAA &,#)+&,&)

第"轮扩增引物 内侧上游引物9;S%$ @BABA@@BB@BA@@@@B@@B "$'.+"$**

内侧下游引物;<"# @<A@@BA<<@<BA@<@<A@<<@ &''$+&'*"

正向测序引物 9;SI& A@@BB@BA@@@@B@@B %

;<BI @<@BAB<<AA<<A@B@ %

;<# @@<BA<B<BBB@BB<ABAB@B@ ")'*+")*.

反向测序引物 9;S@$I A@<AAA<A<AA<B<<@@ "("*+"('"

;<"#I& A<<@<BA@<@<A@<<@ &''.+&'*"

!!原则上每一段序列的有效长度是.##QJ左右%具体的长度取决于机器和模板

$2&2'!序列分析!对测得的序列%应用 @0-D(E$.%

JG,//和#(0,K(D软件进行拼接整理(校对% 整理后的

序列提交美国斯坦福大学的345序列网络数据库#

+DDJ'66+(CKQ2ID'-F0GK2,K1$ %利用该数据库提供的

345耐药突变信息进行分析%寻找耐药相关突变%并

作出样本对各药物敏感(潜在耐药(低度耐药(中度耐

药或者高度耐药的结论& 根据耐药评分%低度以上的

耐药才认定对药物耐药& 对耐药变异作出解释的同

时%该网站可同时给出序列亚型分析的结果&

**#&* 中国感染控制杂志"#$#年)月第)卷第,期!@+(- R4-F,*D@0-DG0)50)):0,I,J "#$#



EC结果

"2$!基因突变情况!","份血样进行病毒载量检

测%有&"份病毒载量 -$#

&拷贝6&7%对此&"份样

本进行345基因型耐药检测%其中&$份样本通过

巢式9@;获得了目标基因%9@;结果见图$)同时

进行了测序%序列图见图"& &$个序列中%$(个序

列发现了突变位点%其中$个序列发现了蛋白酶抑

制剂#94/$的主要突变位点%$"个序列发现了核苷

类逆转录酶抑制剂#:;<4/$的突变位点%$.个序列

存在非核苷类逆转录酶抑制剂#::;<4/$的突变位

点& 在这些突变位点中% =$('5出现频率为,,2,*8

#$#6$($% >$#&:为 &&2&&8 #*6$($ % ?$($@为

".2.(8 #,6$($%H*.:6H:6$与 >$#$$均为$*2*.8

#&6$($%<"$,46?与 A$)#B均为 $$2$$8 #"6$($&

详见表"&

!"#$$

%&$$$

'(#

(##

!(#

%##

!)*"

+""""""%"""""""!"""""","""""""-""""""""("""""""""".&&&&&&&'&&&&&&/

!='H:B='GO,G#H7"###$)$+.'样本):'阴性对照

图 BC巢式9@;扩增电泳图

F'$#"%BC:,/D,K 9@;'&J)(F(*'D(0- ,),*DG0J+0G,/(/

图 EC序列图

F'$#"%ECI,P1,-*(-EK('EG'&

表 EC 耐药突变位点

D)9,%EC HG1E%G,/(/D'-*,&1D'D(0- /(D,/

样本

编号

开始抗病毒治疗时间

#年%月%日$

94/主要

耐药突变

:;<4/耐药性

突变

::;<4/耐药性

突变

##&$ "##,%#)%$, % !='$7( $''H(H*.$( 5.,=( !B)(A(>$#$$(?$($@

!=$('5(7"$#T(<"$,?

##&* "##,%$$%#& % !H*.:(>.#;=$('5(<"$,4( >"$)$ !>$#&:($$&(W

##'& "##,%$"%"* % !<*)I !!!! %

##,& "##*%#"%"& % !=$('5 !>$#&:(?$($@

##*, "##*%#'%"* % !H*.H:( >.#>;( 7.'75(=$('5 !>$#$B$(?$($5

#$#( "##*%$$%"( % !!!!!! % !5$#*4

#$"# "##*%$"%"" % !=$('5( >"$)>W !?$($@(3""$3(?="&#7

#$"" "##*%$"%". % !H*.H:( =$('5 !>$#$$W(A$)#B

#$,) "##.%#'%#, % !5.,45( =$('5 !5)#4(>$#&:(3""$?

#$*( "##.%#,%#( 4'.45 !=$('5( >"$); !>$#$$(5$#(4(A$)#B

#$.) "##.%#*%$' % !=$('5 !>$#$W(>$#&:(>"&(I

#$)& "##.%#.%". % !!!!!! % !5$#*4

*.#&*中国感染控制杂志"#$#年)月第)卷第,期!@+(- R4-F,*D@0-DG0)50)):0,I,J "#$#



续表 E

样本

编号

开始抗病毒治疗时间

#年%月%日$

94/主要

耐药突变

:;<4/耐药性

突变

::;<4/耐药性

突变

#"(' "##(%#'%$( % !!!!!! % !!!?$($@

#")) "##(%#'%") % !!!!!! % !!!5$#*45

#&"" "##(%#*%$" % !!!!5.,77"$#X !!!>$#&:

#&,) "##(%#(%", % !!!!!! % !!!>$#&:($$&(A(?$((7

#&*# "##(%#(%$* % !!!!!! % !!!5$#*45

#&.. "##(%#)%", % !!!!!=$('5 !!!>$#$$(?$($@

"2"!对不同抗病毒药物的耐药性!$(个发生突变

的序列中%有$&个发现了对 94/(:;<4/以及 ::;%

<4/这&类抗病毒药物存在低度以上耐药)其中%对

94/(:;<4/和 ::;<4/均耐药者 $例##2'#8$%对

:;<4/和 ::;<4/均耐药者 )例 #&2,.8$%仅对

::;<4/耐药者 &例#$2$)8$& 对于 .种常用的

:;<4/类药物%在以上$&份样本中产生明显耐药性

#包括高度耐药性和中度耐药性$的比率依次为'拉

米夫定#&<@$ 与恩曲他滨#X<@$均为.*2)"8#$#6

$&$%阿巴卡韦#B#@$ "&2#(8#&6$&$% 齐多夫定

#B!<$ ( 司他夫定 #H'<$与去羟肌苷#HH4$均为

$,2&(8 #"6$&$% 替诺福韦酯#<HX$ .2*)8 #$6

$&$%可见&<@与 X<@耐药率明显高于其他 :;<4/

药物)对于&种常用的 ::;<4/药物均产生明显耐

药性& 详见表&&

表 GC 调查对象对:;<4/和::;<4/的耐药情况 #例$

D)9,%GCHG1E%G,/(/D'-*,D0:;<4/'-K ::;<4/#*'/,$

耐药水平 &<@ B#@ B!< H'< HH4X<@ <HX H75 $X5 :59

3 $# $ " $ " $# # $$ ( $&

4 # " # $ # # $ " , #

7 # " $ $ " # $ # # #

9 # , # # $ # # # # #

I & & $# $# ( & $$ # # #

!!3'高度耐药)4'中度耐药)7'低度耐药)9'潜在低度耐药)I'敏感

!!B!<'齐多夫定 )H75'地拉韦定)$X5'依非韦伦):59'奈韦拉

平

GC讨论

由于本次调查样本量不大%因此本文未对数据

作统计学分析& 本研究中%对 94/耐药者仅 $例

##2'#8$%耐药发生率极低%这与94/在我国应用较

少有关& 而:;<4/和::;<4/药物的耐药发生率相

对较高%分别达到&2).8#$#6","$和,2$*8#$&6

","$& 虽然如此%但是我省抗病毒治疗*个月以上

患者的耐药发生总体水平较低!""

%这一结果与我省

"##.年开展的345%$耐药警戒线调查研究结果!&"

基本吻合%表明我省近年来抗病毒治疗效果较好%现

有的一线治疗方案是有效的& 对 ;<区序列的耐药

性突变分析表明%针对 ::;<4/的耐药突变中%

>$#&:(?$($@(A$)#B突变发生较多%其中 >$#&:

的突变发生率最高%达&&2&&8#*6$($& >$#&:能

引起目前所有::;<4/药物 "#0,#倍耐药) ?$($@

可引起:59和H75&#倍以上耐药%$X5"0&倍耐

药)A$)#B能引起:59和 $X5高水平耐药%不引起

H75耐药%以上这些突变均有重要临床意义%足以

导致任何一个病毒学治疗的失败!'"

& 这些突变位

点的出现%往往引起针对 ::;<4/的多药耐药%因此

高水平的交叉耐药在 ::;<4/药物中十分常见)本

研究中%约有,&2(,8#.6$&$的患者对&种 ::;<4/

药物均表现出高度耐药性%另有&#2..8#'6$&$的

患者对"种::;<4/药物表现为高度耐药& 这与国

外同类研究结果!'%*"一致& 而$#*位置发生突变单

独出现'次%均未引起对任何药物的耐药%$#*位置

上的突变是否与耐药的发生有关尚待进一步研究&

:;<4/耐药性突变位点较为分散%包括 ='$7(

H*.$6:6A( 5.,=( =$('5( 7"$#T( <"$,?(

>.#;( >"$)$(7.'75等%均已证实了对:;<4/药物

的耐药性!*"

& =$('5突变位点的出现%国外已有学

者指出其往往引起对&<@高度耐药!.%("

)本研究中

出现=$('5突变的病例均对&<@高度耐药%与国外

研究结果一致&

在湖南省%接受抗逆转录酶抑制剂治疗*个月

以上的345感染者中%大约有,#8发生$个以上主

要的耐药突变!)"

& 目前%国内艾滋病患者的经济条

件不佳%知识水平普遍不高%能接受正规治疗(坚持

疗程的人较少%更加容易对抗病毒治疗药物产生耐

药性& 病毒的耐药性是抗病毒药物治疗成败的关键

问题& 本研究发现%随着抗病毒治疗时间的延长%耐

药突变位点产生的数量有上升趋势%导致对药物的

耐受水平逐渐增加& 当 345患者服药依从性不好(

病毒抑制不完全时%耐药性会很快出现%这是已存在
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的突变病毒株在药物作用下被选择出来的缘故!$#"

&

如何提高艾滋病患者的服药依从性%尽可能地减少

抗病毒药物耐药现象的发生已成为现在我国艾滋病

防治工作中急需重点考虑和解决的问题& 目前%我

省发现的345耐药性突变中%原发性耐药发生水平

很低!$$"

%仍是以继发性耐药突变为主& 因此%在接

受抗病毒治疗的艾滋病患者中定期开展耐药性监测

意义重大& 在我国目前抗病毒药物种类有限的情况

下%加强耐药监测%及时发现耐药株%更换药物%提高

患者生存质量的同时%更要加强对患者治疗依从性

的教育%尽可能地避免耐药性毒株的广泛流行与传

播&
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乙肝重点防治的人群和地区等策略提供了一定的线

索依据& 如在$,0,)岁年龄组人群中%3#/BE携带

率高于其余"个年龄组%同时该年龄组中接种过乙

肝疫苗和未接种过乙肝疫苗人群的 3#/BE携带率

存在显著性差异#:1#2#,$)而在$0'岁组和,0

$'岁组不同免疫状况人群中%3#/BE携带率差异无

显著性#:-#2#,$& 这可能与随着年龄增长%在无

保护的人群中3#/BE更易转阳%故其携带率也高于

其他年龄组有关%这也提示我们应加强对$,岁以下

人群乙肝免疫屏障的巩固以更好防控乙肝&

尽管与$))"年相比 3#/BE携带率明显下降%

但已成为3#/BE携带者的大部分人为终生携带%因

此成人3#/BE携带率不会出现明显下降%乙肝传播

危险因素仍存在)另一方面%由于受预防保健服务可

及性的限制(人口流动性增快等原因%提高边远农

村(流动人口聚集地新出生儿童及计划外出生的儿

童的乙肝疫苗接种工作难度较大%这也将是我们今

后乙肝防治及扩大免疫规划工作的重点&
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