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　　摘　要：目的　了解２０１４－２０１５年云南省文山州免费抗病毒治疗获得性免疫缺陷综合征（简称艾滋病）感染者和艾滋病患者

ＨＩＶ１基因型耐药发生情况及特点。方法　收集文山州２０１４－２０１５年接受免费抗病毒治疗的艾滋病患者的临床及实验室资料，

对抗病毒治疗持续６个月以上、病毒载量仍大于１０００ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的患者进行基因型耐药检测，分析耐药发生情况及耐药毒株流

行特点。结果　２０１４－２０１５年共计１７６例艾滋病患者发生病毒学失败，共检测基因型耐药１７６人次，获得可用序列１３７条。该人

群中耐药发生率为６２．０％（８５／１３７）。在使用过的药物中，对奈韦拉平（ＮＶＰ）、依非韦仑（ＥＦＶ）高度耐药的有６２（４５．３％）、

５０（３６．５％）；对拉米夫定（３ＴＣ）、替诺福韦（ＴＤＦ）、司他夫定（Ｄ４Ｔ）、齐多夫定（ＡＺＴ）高度耐药的情况分别是３１（２２．６％）、

１２（８．８％）、８（５．８％）、２（１．５％），对蛋白酶抑制剂（ＰＩ）没有出现高度耐药的情况。耐药突变与ＰＩ相关的主要耐药基因突变位点

有３例，占２．２％（３／１３７）；Ｍ４６ＩＭ、Ｔ７４Ｓ和Ｌ３３Ｉ各１例。与核苷类反转录酶抑制剂（ＮＲＴＩ）相关的突变中，突变位点发生频率最

高的是 Ｍ１８４Ｖ／Ｉ，为２３．４％（３２／１３７）。与非核苷类反转录酶抑制剂（ＮＮＲＴＩ）的突变中，突变位点发生频率最高的是Ｋ１０３Ｎ／Ｓ，

为２７％（３４／１３７）。１３７条完整基因序列中，主要为 ＣＲＦ０８＿ＢＣ亚型，共６７例（４８．９％）；其次是 ＣＲＦ０１＿ＡＥ亚型，共４９例

（３５．８％）；ＣＲＦ０７＿ＢＣ亚型有６例（４．４％）；另外还有１５例（１０．９％）ＵＲＦｓ。结论　当前文山州的耐药发生率在增加，毒株正变得

复杂化，重组毒株在逐渐增加，应加强监测，防止耐药毒株的传播。
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　　自１９９６年高效抗反转录病毒治疗（ＨＡＡＲＴ）的应用，有

效地抑制了人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）感染者体内病毒复制，改

善临床症状，明显降低了患者的发病率和病死率，显著提高了

患者的生存质量［１３］。但是由于病毒本身的自发突变率很高，
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在药物选择压力和免疫学压力存在时，容易出现耐药［４５］。从

而影响治疗效果。云南省是全国 ＡＩＤＳ疫情最严重的省份之

一，２００４年开始在全省全面开展获得性免疫缺陷综合征（简称

艾滋病）抗病毒治疗工作［５］，长期的抗病毒治疗必定导致耐药

性毒株的发生和流行。文山州位于云南省东部，是云南省与我

国东部省份接壤的窗口，之前有大量研究阐述了本省 ＨＩＶ１

耐药情况，但并未有单独的研究描述文山州的耐药特点。为

此，研究者特别对文山州的耐药情况进行了研究，以及时了解

和掌握 ＨＩＶ毒株的耐药性演变及进化的规律，有助于减少

ＨＩＶ１耐药在这一地区的产生，为指导 ＨＡＡＲＴ提供依据。

本次研究收集２０１４－２０１５年云南省文山州 ＨＩＶ１病毒载量

检测大于１０００ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ病毒学治疗失败艾滋病患者进行

ＨＩＶ１耐药基因变异研究。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集来自云南省文山州２０１４年１月１日至

２０１５年１２月３１日接受免费抗病毒治疗的患者治疗信息，收

集抗病毒治疗时间≥６个月、病毒载量≥１０００ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的血

浆标本共计１７６份。同时收集艾滋病患者的人口学、临床及实

验室资料。上述病患的血浆样本保存于－８０℃低温冰箱，未

经过反复冻融。

１．２　方法

１．２．１　ＨＩＶ１病毒载量检测　参照《ＨＩＶ１病毒载量测定及

质量保证指南》（２０１３版）。采用西门子拜耳公司 ＶＥＲＳＡＮＴ

４４０ＭｏｌｅｃｕｌａｒＳｙｓｔｅｍ设备及配套试剂定量检测 ＨＩＶ１病毒

载量。

１．２．２　血浆ＲＮＡ提取　采用美国雅培公司 ｍ２０００ｓｐ全自动

核酸提取仪及配套试剂从待检血浆中抽提病毒ＲＮＡ，具体操

作参见仪器说明书及试剂盒说明书。

１．２．３　基因型耐药性检测　采用自建基因型耐药检测方法进

行反转录扩增，并参照《ＨＩＶ耐药监测策略和检测技术》，通过

套式聚合酶链反应扩增覆盖蛋白酶基因全序列以及反转录酶

１～３００位密码子序列，扩增产物委托北京诺赛基因有限公司

进行纯化和序列测定。扩增及测序引物参照文献［６］。

１．２．４　序列拼接与分析　耐药分析应用ＣｏｎｔｉｇＥｘｐｒｅｓｓ软件

拼接原始核苷酸序列，用ＢｉｏＥｄｉｔ软件进行拼接后序列的校

对、整理和比对分析，整理后序列提交ＳｔａｎｆｏｒｄＨＩＶＤｒｕｇＲｅ

ｓｉｓｔａｎｃｅＤａｔａｂａｓｅ（ｈｔｔｐ：／／ｈｉｖｄｂ．ｓｔａｎｆｏｒｄ．ｅｄｕ）进行耐药突变

位点的分析和解释耐药变异。

２　结　　果

２．１　人口学特征　２０１４－２０１５年对文山州治疗大于半年及

以上的艾滋病患者病毒载量检测中共发现１７６份病毒载量载

大于１０００ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的样本，其均值为１０８５７ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ；其

中男性１１５例，女性６１例，男女比率１．８９∶１；平均年龄为

（４３±２）岁，其最小者为４岁，最大者为８１岁。见表１。其中用

药方案由拉米夫定（３ＴＣ）、齐多夫定（ＡＺＴ）、司他夫定（Ｄ４Ｔ）、

依非韦仑（ＥＦＶ）、奈韦拉平（ＮＶＰ）、克力芝（ＬＰＶ／ｒ）、替诺福韦

（ＴＤＦ）组成。

２．２　基因扩增和测序结果　１７６例样本中，１３７例经自建基因

型耐药检测方法 ＲＴＰＣＲ扩增阳性，扩增阳性率为７７．８％。

将扩增出来的片段进行基因序列测序，获得１３７份完整基因

序列。

２．３　病毒亚型分析　１３７条完整基因序列，经系统进化树分

析及Ｓｉｍｐｌｏｔ软件分析确认，主要为ＣＲＦ０８＿ＢＣ亚型，共６７例

（４８．９％）；其 次 是 ＣＲＦ０１＿ＡＥ 亚 型，共 ４９ 例 （３５．８％）；

ＣＲＦ０７＿ＢＣ亚型有６例（４．４％）；另外还有１５例（１０．９％）

ＵＲＦｓ。不同地区病毒亚型的分布和不同感染方式中亚型的分

布见表２、３。

表１　　１７６例患者的临床资料

项目 狀 构成比（％）

性别

　男 １１５ ６５．３

　女 ６１ ３４．７

样本来源

　马关县 ２６ １４．８

　丘北县 ３４ １９．３

　砚山县 ２３ １３．１

　富宁县 １５ ８．５

　麻栗坡县 ２５ １４．２

　广南县 １５ ８．５

　西畴县 ２０ １１．４

　文山市 １８ １０．２

传播途径

　性传播 １３５ ７６．７

　静脉药瘾 ２８ １５．９

　母婴传播 ３ １．７

　其他 １０ ５．７

亚型

　ＣＲＦ０８＿ＢＣ ６７ ４８．９

　ＣＲＦ０１＿ＡＥ ４９ ３５．８

　ＣＲＦ０７＿ＢＣ ６ ４．４

　ＵＲＦｓ １５ １０．９

用药方案

　ＡＺＴ＋３ＴＣ＋ＥＦＶ ６７ ３８．２

　ＡＺＴ＋３ＴＣ＋ＮＶＰ ４６ ２６．１

　ＴＤＦ＋３ＴＣ＋ＥＦＶ ２２ １２．５

　ＬＰＶ／ｒ＋３ＴＣ＋ＡＺＴ １５ ８．５

　ＬＰＶ／ｒ＋３ＴＣ＋ＴＤＦ １２ ６．８

　Ｄ４Ｔ＋３ＴＣ＋ＮＶＰ ６ ３．４

　ＡＺＴ＋３ＴＣ＋Ｄ４Ｔ ５ ２．８

　其他 ３ １．７

表２　　不同地区中 ＨＩＶ１基因型分布［狀（％）］

地区
基因型

ＣＲＦ０８＿ＢＣ ＣＲＦ０１＿ＡＥ ＣＲＦ０７＿ＢＣ ＵＲＦｓ

合计

马关县 ８（５．８） ９（６．６） ２（１．５） ２（１．５） ２１（１５．３）

丘北县 ２０（１４．６） ５（３．６） ０（０．０） ０（０．０） ２５（１８．２）

砚山县 １４（１０．２） ３（２．２） １（０．７） １（０．７） １９（１３．７）

富宁县 ４（２．９） ８（５．８） ０（０．０） ２（１．５） １４（１０．２）

麻栗坡县 ５（３．６） ８（５．８） １（０．７） ３（２．２） １７（１２．４）

广南县 ５（３．６） ６（４．４） ０（０．０） ０（０．０） １１（８．０）

西畴县 ３（２．２） ８（５．８） ２（１．５） ６（４．４） １９（１３．７）

文山市 ８（５．８） ２（１．５） ０（０．０） １（０．７） １１（８．０）

合计 ６７（４８．９） ４９（３５．８） ６（４．４） １５（１０．９） １３７（１００．０）
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表３　　不同感染方式中 ＨＩＶ１基因型分布［狀（％）］

感染方式
基因型

ＣＲＦ０８＿ＢＣＣＲＦ０１＿ＡＥＣＲＦ０７＿ＢＣ ＵＲＦｓ

合计

异性性接触 ４６（３３．６） ４３（３１．４） ５（３．６） １３（９．５） １０７（７８．１）

注射毒品 １８（１３．１） ２（１．５） １（０．７） １（０．７） ２２（１６．０）

母婴传播 １（０．７） １（０．７） ０（０．０） ０（０．０） ２（１．５）

其他 ２（１．５） ３（２．２） ０（０．０） １（０．７） ６（４．４）

合计 ６７（４８．９） ４９（３５．８） ６（４．４） １５（１０．９）１３７（１００．０）

２．４　耐药情况　将１３７例完整基因序列，上传美国斯坦福大

学 ＨＩＶ１耐药基因型检测数据分析和解释系统结果显示，８５

（６２．０％）例对核苷类反转录酶抑制剂（ＮＲＴＩ）、非核苷类反转

录酶抑制剂（ＮＮＲＴＩ）及蛋白酶抑制剂（ＰＩ）有不同程度耐药；

其中对 ＮＲＴＩ和 ＮＮＲＴＩ耐药分别有４０例（２９．２％）和７４例

（５４．０％），对ＰＩ耐药４例（２．９％）。在已检出具有不同程度耐

药的８５例患者中，有３０％的患者只对ＮＮＲＴＩ耐药；有２６．２％

的患者对ＮＲＴＩ及 ＮＮＲＴＩ两种药物同时出现耐药。在使用

过的药 物 中，ＮＶＰ、ＥＦＶ 高 度 耐 药 的 有 ６２（４５．３％）、５０

（３６．５％）；对３ＴＣ、ＴＤＦ、Ｄ４Ｔ、ＡＺＴ高度耐药的情况分别是３１

（２２．６％）、１２（８．８％）、８（５．８％）、２（１．５％），对没有使用过的药

物阿扎那韦（ＡＴＶ）、福沙那韦（ＦＰＶ）、印地那韦（ＩＤＶ）、奈非那

韦（ＮＦＶ）、阿巴卡韦（ＡＢＣ）、去羟肌苷 （ＤＤＩ）、恩曲他宾

（ＦＴＣ）、依曲韦林（ＥＴＲ）、利匹韦林（ＲＰＶ）也有出现耐药的情

况，对ＰＩ没有出现高度耐药的情况。具体对每种药物的耐药

情况见表４。

表４　　针对不同类型药物耐药数及耐药水平（狀）

项目
ＰＩ

ＡＴＶ ＦＰＶ ＩＤＶ ＬＰＶ／ｒＮＦＶ

ＮＲＴＩ

３ＴＣ ＡＢＣ ＡＺＴ Ｄ４Ｔ ＤＤＩ ＦＴＣ ＴＤＦ

ＮＮＲＴＩ

ＥＦＶ ＥＴＲ ＮＶＰ ＲＰＶ

潜在耐药 １ １ １ １ ２ ０ ２ ４ ６ １４ １ ０ ４ １３ ５ ６

低度耐药 ０ ０ ０ ０ ２ ０ １７ ２ ０ １０ ０ ６ ２ ９ ２ １４

中度耐药 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ５ ５ １０ ４ ０ ０ １３ ２２ １ ２１

高度耐药 ０ ０ ０ ０ ０ ３１ １２ ２ ８ １２ ３１ １２ ５０ ４ ６２ ８

２．５　基因型耐药突变位点情况　１３７例检测结果中，与ＰＩ相

关的主要耐药基因突变位点有 ３ 例，占 ２．２％ （３／１３７）；

Ｍ４６ＩＭ、Ｔ７４Ｓ和Ｌ３３Ｉ各１例。与 ＮＲＴＩ相关的突变中，突变

位点发生频率前３位的是 Ｍ１８４Ｖ／Ｉ、Ｋ６５Ｒ和 Ｔ６９Ｎ，分别为

２３．４％（３２／１３７）、７．３％（１０／１３７）和５．１％（７／１３７）。与ＮＮＲＴＩ

的突变中，突变位点发生频率前３位的是 Ｋ１０３Ｎ／Ｓ、Ｖ１７９Ｄ／

Ｅ／Ｉ和 Ｙ１８１Ｃ，分别为２４．８％（３４／１３７）、１３．８％（１９／１３７）和

１０．２％（１４／１３７）。

２．６　不同抗病毒治疗方案耐药发生情况　有扩增结果的１３７

例结果中，使用最多的抗病毒治疗方案是 ＡＺＴ＋３ＴＣ＋ＥＦＶ，

占３８．２％（６７／１３７）；其次是ＡＺＴ＋３ＴＣ＋ＮＶＰ，占２６．１％（４６／

１３７）。耐药发生率最高的治疗方案是 ＡＺＴ＋３ＴＣ＋Ｄ４Ｔ，占

６０％（３／５）；其次是ＴＤＦ＋３ＴＣ＋ＥＦＶ，占５９．１％（１３／２２）。具

体情况见表５。

表５　　针对不同治疗方案耐药发生情况及耐药比例

用药方案 耐药发生例数（狀） 耐药比例（％）

ＡＺＴ＋３ＴＣ＋ＥＦＶ ２９ ４３．２

ＡＺＴ＋３ＴＣ＋ＮＶＰ ２５ ５４．３

ＴＤＦ＋３ＴＣ＋ＥＦＶ １３ ５９．１

ＬＰＶ／ｒ＋３ＴＣ＋ＡＺＴ ６ ４０．０

ＬＰＶ／ｒ＋３ＴＣ＋ＴＤＦ ６ ５０．０

Ｄ４Ｔ＋３ＴＣ＋ＮＶＰ ２ ３３．３

ＡＺＴ＋３ＴＣ＋Ｄ４Ｔ ３ ６０．０

其他 １ ３３．３

２．７　不同基因亚型耐药发生情况　在８５例耐药结果中，耐药

比例最高的为ＣＲＦ０１＿ＡＥ，最低的是ＣＲＦ０８＿ＢＣ。具体情况见

表６。

表６　　针对不同基因亚型药发生情况及耐药比例

基因亚型 耐药发生例数（狀） 耐药比例（％）

ＣＲＦ０８＿ＢＣ ４０ ５９．７

ＣＲＦ０７＿ＢＣ ４ ６６．７

ＣＲＦ０１＿ＡＥ ３４ ６９．４

ＵＲＦｓ ９ ６０．０

３　讨　　论

云南省自２００４年陆续在全省开展免费抗病毒治疗以来，

已经有十余年的时间，大量的患者得到了有效的治疗。抗病毒

治疗在延长患者生命，提高其生存质量方面起到了较大作用。

但随着抗病毒治疗时间的延长，患者对药物的敏感度相对减

弱，部分患者出现了耐药的情况。本研究结果显示，在１３７例

扩增阳性的结果中，８５（６２．０％）例对反转录酶及ＰＩ有不同程

度耐药；其中对ＮＲＴＩ和ＮＮＲＴＩ的耐药分别有４０例（２９．２％）

和７４例（５４．０％），对ＰＩ耐药４例（２．９％）。总的耐药率与钟

敏等［６］在２０１２年报道的５８．９％和杨绍敏等
［７］在２０１２年报道

的５３．８％的全省耐药率高。文山州是云南省通往我国东部省

份的一个通道，其也被划定为本省 ＨＩＶ１主要流行的６个地

州市之一，是 ＨＩＶ１毒株比较多样性的一个地州，也是较早开

始抗病毒治疗的地州，随着抗病毒治疗时间的延长，在药物的

压力作用下发生的基因突变可导致耐药率增加。另外全省的

抗病毒治疗耐药率没有文山地区高，说明文山地区的抗病毒治

疗随着时间的推移产生了较多耐药毒株，治疗效果和全省平均

水平比较并不佳，导致耐药率增高的具体原因有待进一步研究

证实。本次耐药研究发现，治疗失败患者对ＰＩ耐药率仍处于

低水平，这与本省尚未大规模使用二线抗病毒治疗药物有关。

本研究中仅有４例患者ＰＩ出现了耐药，但都是潜在耐药和低

水平耐药。其中有１例患者使用了ＬＰＶ／ｒ，其余３例都没有使

用ＰＩ，这可能是药物之间的相互作用导致了耐药的发生，也有
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可能是患者感染了传播性耐药毒株或者是自然变异所致。本

次研究中发生高水平耐药最多的是ＮＶＰ（６２例）、ＥＦＶ（５０例）

和３ＴＣ（３１例），这与钟敏等
［６］２０１２年报道的结果相一致。这

与云南省使用的抗病毒治疗方案相关，云南省所用的免费一线

抗病毒治疗方案主要由２种 ＮＲＴＩ加１种 ＮＮＲＴＩ组成，如

ＡＺＴ／Ｄ４Ｔ＋３ＴＣ＋ＮＶＰ／ＥＦＶ。本次调查中使用最多的治疗

方案为ＡＺＴ＋３ＴＣ＋ＥＦＶ（６７例），其次是 ＡＺＴ＋３ＴＣ＋ＮＶＰ

（４６例）。这３种药物的使用频率高治疗时间长导致了患者高

水平耐药的数量也增多。在使用的这些抗病毒治疗方案中，耐

药比例最高的是 ＡＺＴ＋３ＴＣ＋Ｄ４Ｔ（６０％），其次是 ＴＤＦ＋

３ＴＣ＋ＥＦＶ（５９．１％），而耐药比例最低的是Ｄ４Ｔ＋３ＴＣ＋ＮＶＰ

（３３．０％）。马丽琴
［８］报道的３种抗病毒药物治疗方案对艾滋

病患者的疗效比较的研究中，对３种抗病毒治疗方案疗效进行

了比较。结果显示Ｄ４Ｔ＋３ＴＣ＋ＮＶＰ方案的耐药性更低。本

研究结果也是Ｄ４Ｔ＋３ＴＣ＋ＮＶＰ方案的耐药性更低。但本次

研究样本量过少，且有可能是使用该治疗方案的患者少，是否

治疗时间短导致耐药比例低，有待进一步研究。本研究中与

ＮＲＴＩ相关的突变中，突变位点发生频率最高的是 Ｍ１８４Ｖ／Ｉ，

占２３．４％。对ＮＮＲＴＩ的突变中，突变位点发生频率最高的是

Ｋ１０３Ｎ／Ｓ达２４．８％。与云南省的其他相关研究一致。但与国

内艾滋病高流行的河南和广西有差异，广西ＮＲＴＩ突变位点发

生频率最高的是Ｋ２１９Ｅ／Ｑ，ＮＮＲＴＩ突变位点发生频率最高的

是Ｙ１８１Ｃ。河南 ＮＲＴＩ突变位点发生频率最高的是 Ｔ２１５Ｆ／

Ｙ，ＮＮＲＴＩ突变位点发生频率最高的是 Ｋ１０３Ｎ。有可能耐药

突变与 ＨＩＶ１基因亚型相关
［９］。

云南省是我国最早报告艾滋病疫情的地区，经过较长时间

的流行，当前云南省的 ＨＩＶ毒株出现了多样性的特征
［１０］。文

山州位于云南省的东南部，东北和东南与广西百色接壤，南部

与越南接界，西南和西北与红河州相邻，北部和西北与曲靖相

连。在早期以注射吸毒为主要传播途径的阶段，ＣＲＦ０８＿ＢＣ是

该地区的绝对优势毒株［１１］。本次研究发现在目前以异性传播

为主要传播途径的情况下，ＣＲＦ０８＿ＢＣ仍然是首要基因型，这

与全省的亚型分布情况相一致，ＣＲＦ０８＿ＢＣ仍然是本省的主要

流行毒株。从本次的研究结果可以看出，文山州的毒株流行情

况与文山州相邻地区的毒株流行情况高度相关，与曲靖地区和

红河州相连的砚山县、丘北县和文山市主要以ＣＲＦ０８＿ＢＣ为

主；与广西和越南相邻的马关县、麻栗坡县、富宁县和广南县主

要以ＣＲＦ０１＿ＡＥ为主。这可能与曲靖市和红河州的主要流行

毒株为ＣＲＦ０８＿ＢＣ
［１２］；而广西和越南主要流行ＣＲＦ０１＿ＡＥ相

关［９，１３］。而ＵＲＦｓ主要分布在文山州中部的西畴县，可能为文

山州各地区流行毒株在西畴县交叉感染有关。本次研究结果与

陈敏等［１０］２０１２年文山州的流行情况有差异，其中ＣＲＦ０８＿ＢＣ

（４８．９％）基 本 一 致，ＣＲＦ０７＿ＢＣ（４．４％）和 ＣＲＦ０１＿ＡＥ

（３５．８％）都有减少，之前的研究结果中没有 ＵＲＦｓ，但本次的

结果中ＵＲＦｓ占１０．９％。说明当前文山州毒株亚型正逐渐变

得复杂，重组毒株在逐渐增加。调查发现本次１５例 ＵＲＦｓ患

者均为性传播方式感染，说明ＵＲＦｓ并不仅限于之前描述的静

脉吸毒人群中，其已经由特殊人群进入到普通人群中。本次调

查中ＣＲＦ０１＿ＡＥ的耐药率为最高（６９．４％），ＣＲＦ０８＿ＢＣ的耐

药率最低为（５９．７％）。可能原因是ＣＲＦ０１＿ＡＥ为越南的主要

流行毒株，文山与越南接壤，由于中越在疫情特点和管理模式

上有差异，ＣＲＦ０１＿ＡＥ耐药率高可能与耐药株的跨境传播

有关。

云南省流行的 ＨＩＶ基因型较复杂，新的重组株的出现对

耐药也有影响，毒株在重组过程中可能整合了不同基因型的耐

药突变位点，使毒株对药物的敏感性发生不可预知的变化。因

此应继续加强耐药性检测，及时评估治疗失败患者耐药性情

况，及时了解耐药株的流行情况，为减少本省 ＨＩＶ１病毒耐药

株的传播，降低艾滋病患者的发病率和病死率，制订预防耐药

发生措施提供依据。
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