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  [摘 要] 目的 了解2019—2022年该院新发1型人类免疫缺陷病毒(HIV-1)感染者中原发耐药水平和

流行现状。方法 对2019—2022年HIV-1确认阳性且未行抗病毒治疗的新发感染者进行原发耐药检测。应

用反转录/巢式聚合酶链式反应扩增病毒pol基因,进行病毒亚型、主要耐药相关突变和原发耐药率分析等。
结果 2019—2022年新发HIV-1感染者进行原发耐药检测比例分别为62.23%(669/1

 

075)、80.00%(400/
500)、

 

80.78%(500/619)及81.03%(474/585),原始耐药发生比例分别为5.31%(30/565)、6.65%(24/361)、
6.59%(30/455)及4.19%(18/430),总耐药比例为5.63%(102/1

 

811)。蛋白酶抑制剂、核苷类反转录酶抑制

剂(NRTIs)、非核苷类反转录酶抑制剂(NNRTIs)耐药率分别为0.11%(2/1
 

811)、1.44%(26/1
 

811)、4.91%
(89/1

 

811);NNRTIs类耐药位点主要是 V179D/E单独或与其他位点协同出现;NRTIs类耐药位点主要是

M184V及 K65R。主 要 感 染 亚 型 依 次 为 CRF01_AE[(44.56%(807/1
 

811)]、CRF07_BC[39.54%(716/
1

 

811)]、B亚型[8.28%(150/1
 

811)]。结论 该院新诊断 HIV-1感染者进行原发耐药检测比例逐年上升,近

3年来原发耐药率呈下降趋势,原发耐药呈低流行水平,主要原发耐药为NNRTIs及NRTIs耐药。
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酶抑制剂
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

primary
 

drug
 

resistance
 

level
 

and
 

epidemic
 

status
 

of
 

newly
 

in-
efcted

 

human
 

immunodeficiency
 

virus
 

(HIV-1)
 

patients
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

2019
 

to
 

2022.Methods The
 

pri-
mary

 

drug
 

resistance
 

test
 

was
 

performed
 

in
 

newly
 

infected
 

HIV-1-positive
 

patients
 

who
 

did
 

not
 

receive
 

antivi-
ral

 

therapy
 

from
 

2019
 

to
 

2022.The
 

virus
 

pol
 

gene
 

was
 

amplified
 

by
 

reverse
 

transcription/nested
 

polymerase
 

chain
 

reaction,and
 

the
 

virus
 

subtypes,major
 

drug-resistant
 

mutations
 

and
 

primary
 

drug
 

resistance
 

rates
 

were
 

analyzed.Results From
 

2019
 

to
 

2022,the
 

rates
 

of
 

primary
 

drug
 

resistance
 

testing
 

among
 

newly
 

infected
 

HIV-
1

 

patients
 

were
 

62.23%(669/1
 

075),80.00%(400/500),80.78%(500/619)
 

and
 

81.03%(474/585),and
 

the
 

rates
 

of
 

primary
 

drug
 

resistance
 

were
 

5.31%(30/565),6.65%(24/361),6.59%(30/455)
 

and
 

4.19%(18/
430),respectively,and

 

the
 

total
 

rate
 

of
 

drug
 

resistance
 

was
 

5.63%(102/1
 

811).The
 

resistance
 

rates
 

of
 

PIs,
nucleoside

 

reverse
 

transcriptase
 

inhibitors(NRTIs)
 

and
 

non-nucleoside
 

reverse
 

transcriptase
 

inhibitors(NNR-
TIs)

 

were
 

0.11%(2/1
 

811),1.44%(26/1
 

811)
 

and
 

4.91%(89/1
 

811),respectively.The
 

major
 

NNRTIs
 

re-
sistance

 

sites
 

were
 

V179D/E
 

alone
 

or
 

in
 

concert
 

with
 

other
 

sites.The
 

main
 

NRTIs
 

resistance
 

sites
 

were
 

M184V
 

and
 

K65R.The
 

main
 

subtypes
 

were
 

CRF01_AE[44.56%(807/1
 

811)],CRF07_BC[39.54%(716/
1

 

811)],and
 

subtype
 

B[8.28%(150/1
 

811)].Conclusion The
 

proportion
 

of
 

newly
 

diagnosed
 

HIV-1
 

infected
 

patients
 

who
 

underwent
 

primary
 

resistance
 

testing
 

in
 

this
 

hospital
 

showed
 

an
 

increasing
 

trend,and
 

the
 

primary
 

resistance
 

rate
 

showed
 

a
 

decreasing
 

trend
 

in
 

the
 

past
 

three
 

years,primary
 

resistance
 

is
 

still
 

at
 

a
 

low
 

prevalence
 

level,and
 

the
 

main
 

primary
 

drug
 

resistance
 

were
 

NNRTIs
 

and
 

NRTIs
 

resistance.
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  伴随抗反转录病毒治疗(ART)在全球范围内广

泛应用,人类免疫缺陷病毒(HIV)相关的发病率和死

亡率大幅下降的同时,治疗前耐药(PDR)的风险亦显

著增加。PDR是指未经治疗的 HIV感染者感染的

HIV毒株具有耐药性。PDR不仅影响 ART治疗的

效果,造成医疗资源的浪费,而且会造成耐药性 HIV
毒株的广泛传播,导致 HIV的发病率和死亡率增加。
在美国,针对新发 HIV感染者,PDR检测已成为《成
人和青少年艾滋病毒感染者使用抗反转录病毒药物

指南》中建议的常规检测指标之一[1]。本研究对本院

2019—2022年新诊断HIV-1感染者进行PDR分析,
旨在了解该人群中HIV-1耐药水平和流行现状,为指

导抗病毒治疗工作提供科学依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 2019年1月至2022年12月,经本

院艾滋病确认实验室确认为 HIV阳性的患者2
 

779
例,所有患者均未接受抗病毒治疗,其中进行耐药检

测者共计2
 

043例,而成功获得耐药检测核酸序列

1
 

811例。每例患者给予个案流行病学调查,并同时

用含乙二胺四乙酸(EDTA)的真空抗凝管采集外周静

脉血10
 

mL,血浆经离心分离后置—70
 

℃下保存。
1.2 方法

 

1.2.1 检测方法 所有患者采集静脉血后采用达安

基因核酸提取试剂盒(磁珠法)提取病毒RNA,采用

达安基因HIV-1耐药基因型检测试剂盒进行反转录

套式聚合酶链反应(nested
 

RT-PCR)法扩增 HIV-1
的pol区蛋白酶和反转录酶,扩增区域包括蛋白酶全

长和反转录酶前300个氨基酸位点,引物序列见表1。
用 MAW26和RT21为外侧引物进行第一轮PCR反

应,以PRO-1和RT20为内侧引物进行第二轮PCR,
PCR体系和扩增条件参考说明书进行。PCR产物经

1%琼脂糖凝胶电泳与分子质量标准对照无误后,将
PCR产 物 用 美 国 ABI

 

3500xL
 

Dx型 测 序 仪 进 行

测序。

表1  PCR扩增引物及测序引物

引物名称 引物序列 引物位置(bp)

扩增引物

 MAW26 5'-TTGGAAATGTGGAAAGGAAGGAAGGAC-3' 2
 

028~2
 

050

 RT21 5'-CTGTATTTCTGCTATTAAGTCTTTTGATGGG-3' 3
 

509~3
 

539

 PRO-1 5'-CAGAGCCAACAGCCCCACCA-3' 2
 

147~2
 

166

 RT20 5'-CTGCCAGTTCTAGCTCTGCTTC-3 3
 

441~3
 

462

测序引物

 PROS3 5'-GCCAACAGCCCCACCA-3' 2
 

151~2
 

166

 RTAS 5'-CTCAGATTGGTTGCAC-3' 2
 

524~2
 

539

 RTBS 5'-GTATAAACAATGAGACAC-3' 2
 

950~2
 

967

 ROC1S 5'-GCTGGGTGTGGTATTCC-3' 2
 

826~2
 

842

 RT20S3 5'-GTTCTAGCTGCTTC-3' 3
 

441~3
 

456

1.2.2 序列分析 使用Squencer
 

5.1软件将所获得

的序列进行排列、比对和拼接,并用 Mega
 

6.0进行系

统进化树分析,以确定 HIV-1基因亚型及相互间的

关系。
1.2.3 耐药性分析 应用美国斯坦福大学HIV-1耐

药数据库(Stanford
 

University
 

HIV
 

Drug
 

Resistance
 

Database,http://hivdb.stanford.edu),将整理好的

序列提交网站进行耐药性分析,寻找耐药相关突变,
以及对各药物敏感性(潜在耐药、低度耐药、中度耐药

或者高度耐药)进行分析。本研究中对出现低度及以

上水平的耐药突变进行了原发耐药率统计。依据世

界卫 生 组 织 (WHO)2009 版 监 测 相 关 耐 药 突 变

(SDRM),确定耐药突变位点列表[2]。
1.3 统计学处理 应用SSPS20.0软件进行数据统

计分析。对于连续型变量采用均数描述,对于分类资

料采用百分比进行统计学描述。分类计数资料使用

Pearson
 

Chi-square
 

χ2 检验,以P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 人口学特征 收集标本的患者年龄2~86岁,
以25~60岁的青壮年为主,共1

 

487例(82.11%),单
身占比61.57%(1

 

115/1
 

811);男性为主(96.63%,
1

 

750/1
 

811);感 染 途 径 以 性 传 播 为 主(98.40%,
1

 

782/1811),其 中 异 性 传 播 占 比68.47%(1
 

240/
1

 

811),同性传播占比29.93%(542/1
 

811);学历水平

参差不齐,最低为小学,最高为硕士研究生(学历水平

资料收集不全,未加入统计分析中)。在上述各因素

中,对PDR具有显著影响的因素为年龄和感染途径

(P=0.017、0.029),性别、婚姻状况等对PDR的影响

差异无统计学意义(P>0.05),人口学基本情况见

表2。
2.2 耐药检测情况及PCR扩增、测序结果 2019—
2022年,本院新发感染 HIV-1者共计2

 

779例,其中

进行耐药检测者共计2
 

043例。2019—2022年新发
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感染 HIV-1者进行耐药检测比率分别为62.23%
(669/1

 

075)、80.00%(400/500)、80.78%(500/619)、
81.03%(474/585),差异无统计学意义(P>0.05)。
在进行耐药检测的2

 

043例标本中1
 

811例成功获得

可分析的pol区核酸序列,成功率为88.64%(1
 

811/

2
 

043)。2019—2022年新发感染 HIV-1者中耐药比

率分别为5.31%(30/565)、6.65%(24/361)、6.59%
(30/455)、4.19%(18/430),总的耐药比率为5.63%
(102/1

 

811)。

表2  人口学基本情况(n)

基本特征
2019年

耐药 不耐药

2020年

耐药 不耐药

2021年

耐药 不耐药

2022年

耐药 不耐药

总计

耐药 不耐药
χ2 P

性别 0.781 0.377

 男 26 511 23 329 30 409 18 404 97 1
 

653

 女 4 24 1 8 0 16 0 8 5 56

年龄(岁) 10.188 0.017

 <20 1 10 1 7 0 11 2 6 4 34

 20~<40 13 376 20 260 22 295 12 304 67 1
 

235

 40~<60
 

10 134 3 62 7 104 3 92 23 392
 

 ≥60 6 15 0 8 1 15 1 10 8 48

婚姻状况 5.173 0.075

 已婚 9 141 7 113 11 134 7 114 34 502

 未婚 18 350 12 188 15 250 8 274 53 1
 

062

 其他 3 44 5 36 4 44 3 21 15 145

传播途径 4.792 0.029

 异性传播 17 362 14 223 19 300 11 294 61 1
 

179

 同性传播 13 159 10 105 10 123 7 115 40 502

2.3 HIV基因亚型 根据pol区亚型分型结果,显
示本研究的HIV-1感染者基因亚型共有14种,分别

为:CRF01_AE亚型[44.56%(807/1
 

811)]、CRF07_
BC亚型[39.54%(716/1

 

811)]、CRF
 

B亚型[8.28%
(150/1

 

811)]、CRF55_01B 亚 型 [3.20% (58/
1

 

811)]、CRF
 

C亚型[1.71%(31/1
 

811)]、CRF52_
01B亚型[0.61%(11/1

 

811)]、
 

CRF59_01B 亚 型

[0.55%(10/1
 

811)]、CRF34_01B亚型[0.39%(7/
1

 

811)]、CRF68_01B 亚 型 [0.28% (5/1
 

811)]、
CRF08_BC亚型[0.22%(4/1

 

811)]、CRF33_01B亚

型[0.22%(4/1
 

811)]、CRF02_AG亚型[0.17%(3/

1
 

811)]、CRF67_01B 亚 型 [0.17% (3/1
 

811)]、
CRF53_01B亚型[0.10%(2/1

 

811)]。其中,CRF01_
AE亚型和CRF07_BC亚型为本院 HIV-1新诊断感

染者中主要流行亚型,见图1A 及表3。从2019—
2022年各亚型构成比例来看,CRF01_AE亚型分别

为46.37%、43.49%、44.63%及43.02%,CRF07_BC
亚型分别为36.11%、39.61%、40.00%及43.49%,
CRF

 

55_01B亚型分别为3.19%、2.49%、3.30%及

3.72%,B 亚 型 分 别 为6.56%、9.42%、8.35%及

5.58%,C 亚 型 分 别 为 2.65%、1.66%、1.10% 及

1.16%,见图1B。

  注:A.亚型分布;B.亚型构成比。

图1  本院2019—2022年 HIV新诊断阳性病例亚型组成分析
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2.4 HIV的耐药率及流行趋势引起对非核苷类反转

录酶抑制剂(NNRTIs)、核苷类反转录酶抑制剂(NR-
TIs)及蛋白酶抑制剂(PIs)药物低度以上水平耐药比

例分 别 为 89 例 (4.91%)、26 例 (1.44%)、2 例

(0.11%),其中单独 NNRTIs耐药74例,NRTIs耐

药12例及PIs耐药1例,NNRTIs-NRTIs合并耐药

14例,NNRTIs合并PIs耐药1例。C亚型[35.48%
(11/31)]和B亚型[7.33%(11/150)]的PDR患病率

均高于其他亚型。在各亚型中,C亚型中 NRTIs和

NNRTIs相关PDR患病率最高,耐药水平多为中高

度耐药,具体情况见表3。
检出 耐 药 基 因 突 变 位 点 详 见 图2,显 示 每 种

HIV-1亚型中PDR突变的流行情况。可见最常见的

突变 位 点 是 V179D[1.49%(27/1
 

811)],其 次 是

K103N[0.94% (17/1
 

811)]、M184V[0.44% (8/
1

 

811)]和E138A[0.39%(7/1
 

811)]。CRF01_AE
亚型感染患者中最常见的突变是 V179D[1.73%(4/
807)],其次是K103N[0.86%(7/807)、K65R(0.62%
(5/807)和 M184V[0.62%(5/807)]。CRF07_BC亚

型感染患者中最常见的PDR突变是 K103N[0.84%
(6/716)],其次是E138G[0.70%(5/716)]、V106M
[0.42%(3/716)]和E138A[0.42%(3/716)]。C亚

型PDR突变主要是V179D[41.94%(13/31)]。B亚

型PDR突变最多的是 E138A[2.00%(3/150)]和
K103N[2.00%(3/150)]。

表3  2019—2022年本院新诊断 HIV-1感染者中亚型分布及各亚型中 HIV耐药情况

亚型 总计(n)
耐药数量

[n(%)]
NNRTIs
[n(%)]

NRTIs
[n(%)]

PIs
[n(%)]

NNRTIs+
 

NRTIs
[n(%)]

NNRTIs+PIs
[n(%)]

CRF01_AE

 2019年 262 10(3.82) 9(3.44) 0 0 1(0.38) 0

 2020年 157 15(9.55) 6(3.82) 4(2.55) 0 5(3.18) 0

 2021年 203 10(4.93) 7(3.45) 2(0.99) 0 0 1(0.49)

 2022年 185 12(6.49) 10(5.41) 0 0 2(1.08) 0

CRF07_BC

 2019年 204 10(4.90) 7(3.43) 0 0 3(1.47) 0

 2020年 143 6(4.20) 4(2.80) 2(1.40) 0 0 0

 2021年 182 11(6.04) 9(4.95) 2(1.10) 0 0 0

 2022年 187 4
 

(2.14) 2(1.07) 1(0.54) 0 1(0.54) 0

B

 2019年 54 3(5.56) 2(3.70) 0 0 1(1.85) 0

 2020年 34 2(5.88) 2(5.88) 0 0 0 0

 2021年 38 5(13.16) 4(10.53) 0 1(2.63) 0 0

 2022年 24 1(4.17) 1(4.17) 0 0 0 0

CRF55_01B

 2019年 18 1(5.56) 1(5.56) 0 0 0 0

 2020年 9 0 0 0 0 0 0

 2021年 15 1(6.67) 1(6.67) 0 0 0 0

 2022年 16 0 0 0 0 0 0

C

 2019年 15 4(26.67) 4(26.67) 0 0 0 0

 2020年 6 4(66.67) 4(66.67) 0 0 0 0

 2021年 5 2(40.00) 0 1(20.00) 0 1(20.00) 0

 2022年 5 1(20.00) 1(20.00) 0 0 0 0

CRF02_AG 3 0 0 0 0 0 0

CRF33_01B 4 0 0 0 0 0 0

CRF34_01B 7 0 0 0 0 0 0

CRF52_01B 11 0 0 0 0 0 0

CRF53_01B 1 0 0 0 0 0 0

CRF59_01B 10 0 0 0 0 0 0

CRF67_01B 4 0 0 0 0 0 0

CRF68_01B 5 0 0 0 0 0 0

CRF08_BC 4 0 0 0 0 0 0
总计 1

 

811 102(5.63) 74(4.09) 12(0.66) 1(0.06) 14(0.77) 1(0.06)
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图2  根据基因位置的显示3种不同原始耐药不同亚型例数

3 讨  论

  ART已成为抑制艾滋病快速传播的重要措施,
但伴随HIV感染者生存率及生存质量增大的同时,
亦增加抗病毒药物选择性压力,加之患者服药依从性

及病毒遗传变异等因素,导致抗病毒药物耐药发生率

大大增加。
本研究发现,2019-2022年本院新发 HIV-1感

染者耐药检测比率呈逐年缓慢上升态势,说明耐药检

测作为HIV抗病毒治疗前的基态指标,越来越被患

者所接受,为新发HIV-1感染者治疗前的分子流行病

学监测奠定基础。
HIV-1重组亚型在我国分布呈多样性[3],本研究

中涉及的基因亚型共有14种。其中,CRF01_AE
(44.56%)和CRF07_BC

 

(39.59%)为 HIV-1新诊断

感染者中主要流行亚型,与VRANCKEN等[4]报道结

果[CRF01_AE(46.34%)和CRF07_BC(19.16%)进
化支已成为我国2种主要的 HIV亚型]一致。但本

研究CRF07_BC亚型比率与其报道的差异较大,主要

考虑他们数据采集较早,而近年CRF07_BC亚型呈现

较快增长势头,这种快速增长的现象也被相关研究证

实[5-6]。另外,本研究还发现CRF07_BC亚型及CRF
 

55_01B亚型比率呈逐年上升趋势,与这2种亚型主要

在男男性行为人群(MSM)中流行有关。而B亚型及

C亚型比率呈逐年下降趋势。这与YIN等[7]报道相

似,可能与HIV-1近年性传播的比例大幅增加相关。
同时,本研究结果还显示,较2015年研究[8]增加了多

种其他HIV-1亚型,如CRF02_AG、CRF33_01B亚型

等,这种多样化重组亚型的快速出现,对我国艾滋病

防控工作带来了极大挑战,因此,对于 HIV-1分子流

行病学的监测十分必要。
本研究中,耐药的影响因素主要与感染的病毒亚

型及感染途径、年龄相关,与性别、婚姻状态等不相

关。在各病毒亚型中,C亚型(35.48%)和 B亚型
(7.33%)的耐药率均高于其他亚型。其原因与进行

抗病毒治疗较早,耐药菌株出现早,经过长期积累,耐
药率处于较高的水平。在感染途径方面,同性传播耐

药的发生率最高,为7.38%(40/542),与部分研究发

现 MSM较异性性传播人群具有较高的耐药传播风

险的结果相一致[9]。HIV感染人群以青壮年为主,故
其感染耐药毒株的概率高于其他人群。本研究中总

体耐药率为5.63%,与既往调查的北京地区新发

HIV-1耐药比率相近[10]。新发 HIV-1耐药以NNR-
TIs耐 药 为 主,比 率 为 4.91%,远 高 于 NRTIs
(1.44%)及PIs(0.11%),这一现象与孙卓群等[10]报

道一致。
从总体水平及不同 HIV-1亚型分层两方面分析

耐药突 变 位 点,均 显 示 V179D 和 M184V 分 别 是

NNRTIs和NRTIs的主要突变位点,与文献[11-13]
研究一致。这与我国使用NNRTIs和NRTIs作为一

线免费抗 HIV
 

药物使用情况相一致。WHO 认为

NNRTIs耐药性的增加是PDR增加的主要原因[14]。
因此,WHO于2019年更新了 ART指南,优先推荐

不含NNRTIs方案[15],以解决目前突出的 NNRTIs
的耐药问题。

综上所述,随着近年对高危人群加强监测力度,
大力开展抗病毒PDR检测及治疗后耐药监测等措

施,从而尽早发现PDR的产生,使用针对的治疗措

施,有效减少了耐药发生。
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