
论著!临床研究

云南省临沧地区
"%%(f"%!$

年
UJN/!

基因型耐药情况分析!

钟
"

敏!

!

"

!

&

!段
"

勇!

!

"

!

&

!何增品!

!

"

!

&

!李
"

娅!

!

"

!

&

!左薇薇!

!

"

!

&

!杨恒根$

#

"

!#

昆明医科大学第一附属医院医学检验科!云南昆明
)1%%&"

#

"#

云南省实验诊断研究所!云南昆明
)1%%&"

#

&#

云南省检验医学重点实验室!云南昆明
)1%%&"

#

$#

临沧市人民医院医学检验科!云南临沧
)..%%%

$

""

摘
"

要"目的
"

了解
"%%(f"%!$

年云南省临沧地区人类免疫缺陷病毒"

UJN

$

/!

的耐药发生情况及特点&
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抗病毒治疗失败患者中耐药突变状况的复杂多
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国家艾滋病(

4JWS

)免费抗病毒治疗工作在全国

深入开展$针对
4JWS

病毒耐药的研究也长期持续展

开$这为了解我国免费抗病毒治疗后人类免疫缺陷病

毒(

UJN

)耐药毒株的发生与流行情况提供了宝贵的

资料%目前$临沧是云南省
4JWS

流行地区之一$截

至
"%!$

年底$临沧地区累计存活
UJN

感染者和

4JWS

患者
)(.%

例$占整个地区总人口的
%#"([

%

为进一步加强临沧地区
4JWS

的防控工作$本研究对

"%%(

年
!

月
!

日至
"%!$

年
!"

月
&!

日整个临沧地区

!(&1

例经过高效抗逆转录病毒治疗(

U4402

)后病

毒学失败的
4JWS

患者进行横断面调查$分析这些病

毒学失败人群中耐药突变发生情况%

:

"

资料与方法

:#:

"

一般资料
"

收集
"%%(f"%!$

年云南省临沧地

区接受免费
U4402

的
UJN

感染"
4JWS

患者的治

疗信息$筛选出其中抗病毒治疗时间
%

)

个月#病毒载

量
%

!%%%

拷贝"
:L

的患者的血浆标本进行
UJN/!

耐

药检测&

!

'

%同时$收集
UJN

感染"
4JWS

患者的人口

学#临床及实验室资料%上述血浆样本保存于
f'%j

低温冰箱$未经过反复冻融%

:#;
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仪器与试剂

:#;#:

"

血浆
0O4

提取
"

采用德国
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9

6-

公司

aJ4=:

>

N+?=80O4M+-+_+7

试剂盒$从待检血浆中

抽提病毒
0O4

$具体操作见试剂盒说明书%

:#;#;
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基因型耐药性检测
"

提取的
0O4

经逆转录

后$用
02/3P0

完成对样本靶基因的扩增$即先用一

步
02/3P0

方法完成逆转录和第
!

轮
3P0

$使用大连

宝生物公司
2=_=0=Z-6S76

>

0O43P0_+7

(

4MN

)

试剂盒$再以第
!

轮
3P0

产物为模板进行第
"

轮

3P0

%耐药检测使用引物见表
!

$耐药检测反应体系

及程序参照文献&

"

'%

3P0

产物进行
![

琼脂糖凝胶

电泳$切下目的片段$采用德国
a+=

9

6-

公司
a+4=:

>

6̀8YH7?=<7+A-_+7

进行回收$回收片段委托北京诺赛

基因有限公司进行序列测定%所使用的方法扩增产

物长度为
!!.%C

>

$包括蛋白酶基因全长(

!

!

((

氨基

酸)和逆转录酶基因至少前
"1$

个氨基酸(

!

!

"1$

氨

基酸)%

表
!
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基因型耐药性检测及测序引物序列

引物 序列(

1

)

&

) 位置 (

UXI"

) 方向

M4T/") 22̀ 4̀442̀ 2̀ `444`̀ 44̀ `4P "%"'

)

"%1%

外侧上游

02"! P2̀ 24222P2̀ P242244 2̀P2222̀ 42̀ `` &1&(

)

&1%(

外侧下游

30Z/! P4̀ 4̀ PP44P4̀ PPPP4PP4 "!$.

)

"!))

内侧上游

02"% P2̀ PP4 2̀2P24 P̀2P2̀ P22P &$)"

)

&$$!

内侧下游

W0!/S!

=

P̀P44P4̀ PPPP4PP4 "!1!

)

"!))

正向引物

W0!/S"
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`̀ 4PP24P4PP2 2̀P44P "$'$

)
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正向引物

W0!/S&
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PP24̀ 242444P442 4̀̀ 4P4P "($)
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"().

正向引物

W0!/S$
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P̀2`̀ `2̀ 2`̀ 2422PP &!$$
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反向引物

W0!/S1
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2̀2P24 P̀2P2̀ P22P &$1)
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&$$!

反向引物
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注!

=为测序引物*
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为标准参考株
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方法
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序列拼接与耐药分析!耐药分析应用
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YH
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软件拼接原始核苷酸序列$用
I+AY;/

+7

软件进行拼接后序列的校对#整理和比对分析$整

理后序列提交斯坦福
UJN

药物抗性数据库(
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)进行耐药突变位点的分析和解释耐药变异

情况%
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"

统计学处理
"

应用
S3SS""#%

软件对所得到的

UJN/!

耐药基因突变频率和位点进行统计$计数资料

以频数或百分比表示%
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结
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研究对象特征
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收集
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年云南省临

沧地区接受国家免费
U4402

患者病毒学失败血浆
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例$其中男性
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别比例为
!#1q!

$年龄
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'.

岁$平均年龄(

&(#!1d

(#(1

)岁%确认时间在
"%%&f"%!$

年$接受
U4402

的治疗时间为
.

!

!%1

个月$平均治疗时间为
&1#)"

个月%病毒载量
!%%%

!

$'.$('

拷贝"
:L

$平均值为

(

$).'"d!$'

)拷贝"
:L

%感染方式!性传播
!1%.

例

(占
..#([

)$静脉药瘾传播
&)"

例(占
!'#.[

)$母婴

传播
'

例(占
%#$[

)$输血传播
!.

例(占
%#([

)$其他

不详途径传播
$!

例(占
"#![

)%使用药物方案均为

国家免费
4JWS

抗病毒药物治疗手册推荐的方案&

&

'

%

见表
"

%

表
"
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例患者的临床资料

项目 患者(

&

) 构成比(

[

)

性别

"

男
!!1) 1(#.

"

女
..( $%#&

传播途径

"

性传播
!1%. ..#(

"

静脉药瘾
&)" !'#.

"

母婴传播
' %#$

"

输血
!. %#(
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不详
$! "#!

亚型
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P0R%.
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IP $1! "&#&
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2

IP '!) $"#"
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2
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I (( 1#!
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其他
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治疗时间(个月)

"

)

!
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续表
"
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例患者的临床资料

项目 患者(
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) 构成比(
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"1

!

&) &1" !'#"

"
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$(
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用药方案

"

4V2

"
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"
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"

W$2e&2PeYRN )"! &"#!

"

2WRe&2PeYRN

"

ON3 &"1 !)#'

"

L3N

"

?e&2Pe2WR '& $#&

"

L3N

"

?e&2Pe4V2 (' 1#!

""

注!

4V2

为齐多夫定*

W$2

为司他夫定*

&2P

为拉米夫定*

ON3

为

奈韦拉平*

YRN

为依非韦仑*

L3N

"

?

为洛匹那韦"利托那韦*

4IP

为阿

巴卡韦

;#;

"

基因型耐药突变位点情况
"

共
'($

例患者检测

出与耐药相关的突变位点$占抗病毒治疗病毒学失败

患者的
$)#"[

(

'($

"

!(&1

)$占抗病毒治疗总体人群

的
)#)[

(

'($

"

!&$(!

)%

!(&1

例检测结果中$与蛋白

酶类抑制剂(

3J,

)相关的主要耐药基因突变位点

L&&R!1

例$占
%#'[

(

!1

"

!(&1

)*与核苷类逆转录酶

抑制剂(

O02J,

)相关的突变中$突变位点发生频率最

高的是
M!'$N

"

J

$占
"&#"[

(

$1!

"

!(&1

)%与非核苷

类逆转录酶抑制剂(

OO02J,

)相关的突变中$突变位

点发生频率最高的是
_!%&O

"

S

$占
!(#1[

(

&..

"

!(&1

)$其他依次为
!̀(%4

"

S

$占
.#([

(

!1&

"

!(&1
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Q!'!P

"

N

$占
'#![

(

!1.

"

!(&1
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N!.(W

"

Y

$占
.#([

(

!1&

"

!(&1

)%见表
&

%

表
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例患者耐药突变位点情况
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U4402

后药物耐药情况
"

!(&1

例
U4402

后病毒学失败患者中$

'($

例患者检测出耐药突变$在

使用的
OO02J,

药物中对
ON3

#

YRN

高度耐药的构

成比分别为
&$#1[

#

".#![

*核苷类药物中对
&2P

#

4V2

#

W$2

#

2WR

高度耐药的构成比分别为
"&#1[

#

&#1[

#

&#1[

#

!#)[

$对
L3N

"

?

高度耐药的构成比为

%#'[

%见图
!

%

;#=

"

各治疗时间耐药突变分析
"

各治疗时间的耐药

突变差异有统计学意义(

!

"

c!%'#$"&

$

G

$

%#%!

)$并

且随着治疗时间延长$耐药突变有增加的趋势%所有

组从治疗
)

!

!"

个月开始患者已表现出对
O02J,

和

(或)

OO02J,

耐药$并且从治疗
$(

!

)%

个月开始患

者对
OO02J,

的耐药突变率均超过了
1%#%[

%见

表
$

%

""

注!

42N

"

?

为阿扎那韦"利托那韦*

W0N

"

?

为达芦那韦"利托那

韦*

R3N

"

?

为福沙那韦"利托那韦*

JWN

"

?

为茚地那韦"利托那韦*

ORN

为奈非那韦*

SaN

"

?

为沙奎那韦"利托那韦*

23N

"

?

为替普那韦"利托

那韦*

WWJ

为去羟肌苷*

R2P

为恩曲他滨*

2WR

为替诺福韦*

WLN

为地

拉夫定*

Y20

为依曲韦林

图
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例患者药物耐药情况

表
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各治疗时间耐药突变情况$
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论
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截至
"%!$

年底$云南省临沧地区自
"%%1

年实施

免费抗病毒治疗以来$整个地区有
!!

家县级及县级

以上医院开展了
4JWS

抗病毒治疗工 作$随 着

U4402

的广泛使用$显著降低了
UJN

感染者相关

疾病的发病率及病死率$提高了
UJN

感染者生存质

量%抗病毒治疗能够有效恢复患者的免疫功能$但治

疗中存在一些问题$特别是耐药问题$给深入开展

U4402

带来严峻挑战&

&

'

%

TUZ

推荐对抗病毒治

疗患者实施耐药性监测以提高治疗效果&

$

'

%

本研究结果显示$在平均治疗
&1

个月后$抗病毒

治疗病毒学失败的
'($

例患者产生不同程度的耐药$

治疗人群的总耐药率为
)#)[

$病毒学失败人群的耐

药率达
$)#"[

%目前$使用的抗病毒治疗方案仍然以

"

种核苷类抑制剂和
!

种非核苷类抑制剂为主&

1

'

$核

苷类药物是较易使患者产生多重耐药突变从而导致

针对多种核苷类药物发生耐药的药物&

)/.

'

%本研究中

耐药突变频率较高的是
OO02J

(

1%#)[

)和
O02J

(

&"#'[

)类耐药$其中
OO02J

类耐药突变率与总突

变率(

$)#"[

)相近$这与目前使用的一线治疗方案相

符%

O02J

和
OO02J

突变频率最高的位点分别为

M!'$N

"

J

(

"&#"[

)和
_!%&O

"

S

(

!(#1[

)$与国内其

他研究结果一致&

'/!%

'

%众所周知$

4JWS

患者服药依

从性的好坏直接影响治疗效果$依从性差的患者不仅

达不到有效的治疗效果$还易产生耐药毒株$这与国

内其他
U4402

治疗研究结果相一致&

!!/!&

'

%本研究

中的治疗人群由于地处偏远地区$文化教育程度不

高$服药依从性差成为耐药产生的主要原因$在这些

治疗人群中有
$#%[

的患者甚至停药%由于患者体内

UJN

出现耐药性突变$导致抗病毒药物无法完全抑制

体内病毒的复制$而使患者的免疫功能即使在抗病毒

治疗实施以后仍然继续遭受破坏$难以取得良好的治

疗效果%因此$为达到完全抑制病毒复制的目的$首

先必须加强依从性教育$保证良好的服药依从性$以

取得预期的抗病毒效果$使免疫功能逐渐得以恢复#

重建%其重要性在对患者的随访中已观察到$且随着

治疗时间延长$服药依从性教育仍需要反复强调%

随着抗病毒治疗的开展以及治疗时间的延长$由

于患者的服药依从性差导致的治疗失败以及随着治

疗时间延长$耐药性突变累积的现象有所增加$突变

的种类及数量也逐渐增加$出现对现有各类一线药物

不同程度的耐药&

!$/!1

'

%在不同种类和强度的药物选

择压力下$

UJN/!

耐药随着治疗时间逐渐增强$病毒

准种的组成和分布始终处于动态变化中%从表
$

可

以看出$临沧地区
"%%(f"%!$

年接受抗病毒治疗病

毒学失败人群耐药率随治疗时间的延长呈上升趋势%

因此$随着治疗时间的延长$基因耐药突变逐步累积

导致耐药率逐渐增高%

+
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临沧地区目前
4JWS

抗病毒治疗病毒学失败人

群耐药基因突变率较高$接受治疗者对逆转录酶抑制

剂的耐药率较高$虽然基因型耐药突变并不能表明所

耐受的药物已经失去作用$但是随着治疗时间的延长

和耐药突变的积累$抗病毒药物最终将失去作用%随

着
U4402

治疗的深入开展$应做好
U4402

过程

中患者服药的管理工作$提高患者的服药依从性并及

时进行耐药监测$为抗病毒药物合理选择提供建议$

减缓耐药病例的发生$最终提高患者的生存质量%
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Q4Ò L

$

67=8#PA:C+-6;D,6AE

,

>

=7+=8?6,7?=+-7,7?6,,=-;:+;;86<6?6C?=8=?76?

F

A<<8D/

,+A-+,=-A@68:A;68AE

>

A,7/,7?Â6;6
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