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　 　 【摘要】 　 目的　 了解广州市男男性行为 HIV-1 主要流行株 Gp120 基因的序列特征。 方法　 收

集广州市男男性行为 HIV-1 感染者抗病毒治疗前血浆,提取病毒 RNA,反转录巢式 PCR 扩增获得

HIV-1 膜基因 Gp120 全长,对获得的序列进行系统进化树、长度多态性、V3 环氨基酸、辅助受体预测

及特征性氨基酸分析。 结果　 61 例样本分为 4 个亚型,主要流行株为 CRF07_BC(34 / 61,55. 74%)和
CRF01_AE 亚型(24 / 61,39. 34%)。 主要流行株 Gp120 序列长度为 496~515 个氨基酸,V1 和 V3 高变

区分别表现出最高和最低的长度多态性。 主要流行株 V3 环顶端四肽的主要形式为 GPGQ(56 / 58,
96. 55%),4 种方法综合预测主要流行株的辅助受体主要为 CCR5(50 / 58,86. 21%)。 广州市男男性

行为 HIV-1 感染者中流行的 CRF01_AE 亚型毒株存在 4 个特征性氨基酸,出现频率为 0. 75 ~ 0. 83,
CRF07_BC 亚型毒株存在 8 个特征性氨基酸,出现频率为 0. 74 ~ 0. 94。 结论 　 广州市男男性行为

HIV-1 感染者主要流行株 Gp120 序列长度有着较高的多态性,V3 环顶端四肽、辅助受体和特征性氨

基酸有其自身特点。
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【Abstract】　 Objective　 To analyze the variation characteristics of HIV-1 Gp120 sequences in men
who have sex with men (MSM) in Guangzhou. Methods 　 Plasma samples were collected from HIV-1
infected MSM before antiretroviral treatment. Viral RNA was extracted from plasma. Gp120 gene sequences
were amplified by reverse transcription and nested-PCR using specific primers. Phylogenetic tree, length
polymorphism, amino acid characteristics of V3 loop, co-receptors and signature amino acids were analyzed.
Results　 The phylogenetic tree were divided into 4 clusters, and the most prevalent subtypes were CRF07_
BC (34 / 61,55. 74%) and CRF01_AE (24 / 61,39. 34%). Majority of HIV-1 Gp120 sequences had 496-515
amino acids. Among five hypervariable regions, the V1 region had the highest levels of length polymorphism
and V3 region had the lowest. The top four peptide of V3 loop were GPGQ (56 / 58, 96. 55%). Most of the
co-receptors HIV-1 strains used was CCR5(50 / 58, 86. 21%) according to four methods of comprehensive
prediction. There are four signature amino acids in CRF01 _ AE subtype strains, and the frequency of
occurrence was 0. 75-0. 83; there are eight signature amino acids in CRF07_BC subtype strains, and the
frequency was 0. 74-0. 94. Conclusions　 The length of Gp120 sequences in MSM in Guangzhou has a high
polymorphism. The top four peptide of V3 loop, co-receptor and signature amino acid of V3 ring have formed
unique patterns.
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　 　 基因多样性是 HIV-1 病毒感染难以控制的主要

原因。 编码外膜蛋白的 Gp120 基因包含 5 个高变

区(V1~V5),在 HIV-1 基因组中变异度最大,它的

基因变异性与病毒的生物学特性和表型,如辅助受

体的使用、体外复制能力、疾病进展速率、传播效率

及免疫逃逸等关系密切[1]。 研究膜蛋白序列的变

异特征在 HIV-1 防控中意义重大。 男男性行为

(men who have sex with men,MSM)中的 HIV-1 流行

持续扩大。 在美国,2001—2006 年 MSM 中的 HIV-1
感染率每年增长大约 8%,2006 年 57%的新 HIV-1
感染发生在 MSM 中[2]。 在我国,通过 MSM 传播艾

滋病的比率逐年升高,由 2005 年 0. 7%上升到 2014
年 25. 8%[3]。 广州市 MSM 人群的 HIV-1 感染率也

从 2008 年 5. 0% 快速上升到 2013 年 11. 4%[4]。
MSM 人群已成为今后要重点关注和防治的人群。

目前文献报道对于 HIV-1 毒株基因变异特征的

研究多基于 Gp120 区 V3 环,对于 Gp120 全长序列

的分析极少,本研究首次分析广州市 MSM 感染

HIV-1 主要流行株基于 Gp120 全长序列的生物学变

异特征,旨在揭示该人群 HIV-1 流行株的特点及变

异规律,为艾滋病的预防和治疗提供实验室数据

参考。

1　 材料与方法

1. 1　 研究对象　 从 2015 年经广州市第八人民医院

新确证的,传播途径为 MSM 传播,现住址为广州的

HIV-1 抗体阳性患者中,随机抽取 76 例患者进行

PCR 扩增和测序,获得 61 例序列数据及 HIV-1 基

因分型结果。 61 例患者年龄平均 28(17 ~ 50)岁,
HIV-1 载量为 4. 45(3. 16~5. 66) lg 拷贝 / ml,CD4+ T
淋巴细胞计数为 348(200~624)个 / μl,CD8+ T 淋巴

细胞计数为 1 005(354 ~ 2475)个 / μl,Th / Ts 比值为

0. 32(0. 08 ~ 0. 74),均未进行抗病毒治疗。 所有患

者采集抗病毒治疗前 EDTA-K2 抗凝静脉血,分离血

浆-80 ℃冻存。
1. 2　 核酸提取和基因扩增 　 按照 QIAamp Viral
RNA Mini Kit(德国 Qiagen 公司)试剂盒说明书提取

血浆中 RNA,逆转录巢式 PCR 扩增 HIV-1 的 Gp120

基因区目的片段(HXB2 nt 6225~7758)含 Gp120 全

长 1~511 氨基酸。 阳性扩增片段送赛默飞世尔科

技(中国)有限公司测序。
1. 3　 序列分析　 原始测序结果用 Chromas 软件校

对,Contig 软件拼接。 用 BioEdit 软件进行核苷酸序

列比对、翻译及氨基酸序列比对。 用 LosAlamos HIV
database 的 BLAST 程序进行基因亚型分析,使用

MEGA 4. 1 软件构建系统进化树(Neighbor-joining
法,Kimura2-参数置换模型,设置 1000 次 Bootstrap
重复),计算各基因亚型离散率(Maximum composite
likelihood 法)。

将核苷酸序列转换成氨基酸序列后,用 BioEdit
软件将氨基酸序列进行比对,比对后将氨基酸序列

长度调整一致。 第 3 高变区(V3 环)氨基酸序列使

用 Geno2pheno 程序法、PSSMX4R5 和 PSSMsinsi 评
分法及 11 / 25 ChargeRule 判定这 4 种方法并结合辅

助受体确定规则预测 HIV-1 辅助受体使用情况[5]。
用 LosAlamos HIV database 中 VESPA 程序(https: / /
www. hiv. lanl. gov / content / sequence / VESPA / vespa.
html)进行特征性氨基酸鉴定,鉴定阈值设为 0. 7。

2　 结果

2. 1　 系统进化分析 　 76 例患者样本获得 61 条序

列数据,将获得的 61 条 HIV-1 毒株和 LosAlamos
HIV Database 数据库中国际标准亚型 ( A-H 及

CRF01-19)毒株及来自中国不同地区不同年度的

CRF07_BC 亚型代表毒株的核苷酸 Gp120 基因区进

行系统进化分析,分析结果见图 1。 结果表明,61 例

样本中 55. 74%(34 / 61)属于 CRF07_BC 亚型,组内

基因离散率为(8. 32±0. 38)%,39. 34%(24 / 61)属

于 CRF01_AE 亚型,组内基因离散率为 ( 10. 45 ±
0. 48)%,3. 28%(2 / 61)属于 B 亚型,组内基因离散

率为( 13. 93 ± 1. 19)%,1. 64% (1 / 61) 属于 CRF _
08BC 亚型。
2. 2 　 广州市 MSM HIV-1 感染者主要流行株

Gp120 的长度多态性　 图 2 A 所示为广州市 MSM
HIV-1 感染者主要流行株 Gp120 的长度多态性特

征。 CRF07_BC 和 CRF01_AE 的 Gp120 长度分别为
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注:●为标准株,>80 的节点显示 bootstrap 值

图 1　 广州市男男性行为 HIV-1 感染者 Gp120 全长序列进化分析

Note: ●indicates standard reference strains, bootstraps above 80 showed in the node
Fig.1　 Phylogenetic analysis of HIV-1 Gp120 sequences in men who have sex with men in Guangzhou

496~ 524 和 495 ~ 516,CRF07_BC 的 79. 41%(27 /
34)和 CRF01_AE 的 91. 67%(22 / 24)分布在 496 ~
515 个氨基酸的范围内。 图 2B~ F 所示为 Gp120 高

变区 V1~V5 的长度多态性特征。 V3 区长度全部为

35 个氨基酸,V1、V2、V4、V5 的长度大小分别为 28
(13~42)、41(37 ~ 53)、30(22 ~ 42)、12(10 ~ 17)个
氨基酸。
2. 3　 广州市MSM HIV-1感染者主要流行株 V3 环
顶端四肽特征

2. 3. 1　 氨基酸多态性: 主要流行株 58 例患者的

V3 环 35 个位点氨基酸序列中,氨基酸一致的是第

1、第 3、第 4、第 15、第 16、第 17、第 26、第 28、第 31、
第 33 及第 35 位这 11 个位点,其余 24 个位点分别

出现 2 个至 8 个不同的氨基酸。
2. 3. 2　 顶端四肽分析及辅助受体使用预测: 主要

流行株 58 例患者的 V3 环氨基酸序列中,共发现 3
种 V3 环顶端四肽类型,最主要类型为 GPGQ(56
例,96. 55%),其他类型有 GPGR(1 例,1. 72%)和
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图 2　 广州市男男性行为 HIV-1 感染者主要流行株 Gp120 及高变区长度多态性分析

Fig.2　 Length distribution of HIV-1 Gp120 and its hypervariable regions in men who have sex with men in Guangzhou

表 1　 广州市 MSM HIV-1 感染者主要流行株 Gp120 蛋白特征性氨基酸

Tab.1　 Signature amino acid of HIV-1 Gp120 sequences in men who have sex with men in Guangzhou
亚型 / 重组株 特征性氨基酸、位置及出现频率

HXB2 155[K]∗ 341[T] 345[T] 419[R]
CRF01_AE(n= 24) 0. 75[K]∗∗ 0. 83[T] 0. 83[I] 0. 79[R]
参考株(n= 10) 0 0. 33 0. 33 0. 33
1990-CM240 R V T K
2012-DE00112CN011 R V T R
2007-TJ070003 K T I R
HXB2 7[Q] 161[I] 190[S] 209[S] 244[T] 290[T] 337[K] 440[S]
CRF07_BC(n= 34) 0. 79[K] 0. 74[T] 0. 79[E] 0. 85[S] 0. 79[S] 0. 74[K] 0. 77[D] 0. 94[A]
参考株(n= 28) 0. 21 0. 14 0. 07 0. 32 0. 07 0. 11 0. 07 0. 36
1997-97CN001 R A Y T T C K E
2009-09LNA745 K T E S S K D A

　 　 注:∗ 特征性氨基酸在 HXB2 Gp120 蛋白的位置[对应氨基酸] ∗∗特征性氨基酸出现频率[氨基酸]
Notes. ∗ Location of the characteristic amino acids in HXB2 Gp120 protein [ corresponding amino acids]; ∗∗ The appearing frequency of the

characteristic amino acids

GPGS(1 例,1. 72%)。 CRF07_BC 亚型顶端四肽全

部为 GPGQ ( 34 / 34), CRF01 _ AE 亚型顶端四肽

GPGQ 占 91. 66% ( 22 / 24 ), GPGR 和 GPGS 各

4. 17%(1 / 24)。 4 种方法综合分析结果显示,广州

市 MSM HIV-1 感染者主要流行株的辅助受体主要

为 CCR5(50 例,占 86. 21%),其余为 CXCR4(4 例,
占 6. 90%)和 CCR5 / CXCR4(4 例,占 6. 90%)。 不

同亚型对辅助受体的利用有差异,66. 66%(16 / 24)
的 CRF01 _ AE 亚型病毒使用 CCR5 辅助受体,
16. 67%(4 / 24)的 CRF01_AE 亚型病毒使用 CXCR4
辅助受体,16. 67%(4 / 24)的 CRF01_AE 亚型病毒

使用 CCR5 / CXCR4 辅助受体,而 100%(34 / 34)的

CRF07_BC 亚型使用 CCR5 辅助受体。
2. 4　 Gp120 蛋白特征性氨基酸 　 主要流行株的

Gp120 参考序列来自美国 LosAlamos HIV 基因数据

库,其中 CRF01_AE 亚型 9 株,CRF07_BC 亚型 28
株,参考序列不包含广东毒株。 分析结果显示,
CRF01_AE 亚型毒株存在 4 个特征性氨基酸,出现

频率 0. 75 ~ 0. 83,在参考株中特征性氨基酸出现的

频率低于 0. 33,在 24 例 CRF01_AE 亚型毒株中,具
有这 4 个特征性氨基酸的序列占 54. 17%(13 / 24),
有 3 个特征性氨基酸的序列占 25. 00% (6 / 24)。
CRF07_BC 亚型毒株存在 8 个特征性氨基酸,出现

频率 0. 74 ~ 0. 94,在参考株中特征性氨基酸出现的

频率低于 0. 36,在 34 例 CRF07_BC 亚型毒株中,具
有这 8 个特征性氨基酸的序列占 41. 17%(14 / 34),
有 7 个特征性氨基酸的序列占 23. 53%(8 / 34)。 见

表 1。

3　 讨论

我国早期 MSM 感染者 HIV-1 主要流行亚型是

B 亚型(100%,12 / 12) [6],2007 年我国 MSM 感染者

中主要的亚型是 CRF01 _AE 亚型 ( 55. 84%,392 /
702)和 B 亚型 21. 51% (151 / 702) [7],2007—2013
年我国 MSM 感染者中 CRF07_BC 亚型比例升高,主
要亚型变为 CRF01_AE(56. 35%,23971 / 42537)和

CRF07 _ BC ( 22. 53%, 9582 / 42537) [8], 2008—2015
年广州市 MSM 人群的 HIV-1 亚型以 CRF07 _BC
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(38. 10%)和 CRF01_AE(34. 84%)为主[9]。 本研究

中广州市 2015 年新确证 HIV-1 感染的 MSM 中,主
要流行株为 CRF07_BC 和 CRF01_AE,与上述研究

结果一致。
系统进化树显示,本研究中绝大多数(94. 12%,

32 / 34)CRF07_BC 毒株与 2008 年 1114、08LNA001
及 2009 年 09LAN745 等同性传播代表株聚集成一

簇(图 1),并与以 97CN001 为代表的 1997—2007 年

吸毒和异性传播代表株相对独立,提示在广州 MSM
HIV-1 感染者中传播的 CRF07_BC 毒株可能来自

CRF_07BC 原始簇中新分化出的 MSM 流行簇,该来

源毒株是传播过程中的优势毒株。 本研究进化树中

CRF01_AE 毒株聚集成 3 簇(图 1)。 基于 pol 区基

因序列的贝叶斯分析[10] 指出我国 CRF01_AE 毒株

主要分为 5 簇,它们的最近共同祖先时间分别是

1993. 06、2000. 10、2000. 09、1994. 04、和 2001. 05;基
于 gag 基因的贝叶斯分析[11] 指出我国南方 CRF01_
AE 毒株的传播路径有 3 条,它们的最近共同祖先时

间分别是 1998. 8、1998. 0 和 1997. 9。 本研究中这 3
簇 CRF01_AE 毒株在我国艾滋病分子传播网络中

的位置还需要加大样本量进一步分析。
董万强等[12] 下载并分析了 HIV 序列数据库中

亚洲全部 Gp120 序列长度,发现 CRF01 _ AE 的

91. 2%和 CRF07_BC 的 94. 49%分布在 496 ~ 515 个

氨基酸。 本研究中,91. 67%的 CRF01_AE Gp120 长

度为 496 ~ 515 个氨基酸, 与上述研究一致, 而

79. 41%的 CRF07_BC Gp120 长度为 496 ~ 515 个氨

基酸,长度多态性较高。 Gp120 可变环的长度是病

毒感染性和免疫逃逸的关键决定因素,本研究中长

度多态性高的区域为 V1 区(图 2),V1 / V2 区是屏

蔽膜糖蛋白内部和外部结构域之间的桥联折叠域,
参与病毒进入细胞过程中与宿主 CD4 分子和辅助

受体的结合[13],它的长度改变可能是病毒这些功能

区受宿主免疫选择而发生适应性进化和免疫逃逸的

结果,V3 区由于其功能性保守及与病毒进入细胞关

系密切[14],所以长度最保守,全部为 35 个氨基酸

(图 2)。
V3 环顶端四肽是最重要的中和抗体决定

簇[15]。 本研究对广州市 MSM HIV-1 感染者主要流

行株的 V3 环氨基酸序列进行了分析,结果发现分

析人群的 V3 环氨基酸序列多态性高,68. 57%(24 /
35)的位点出现氨基酸多态性。 国内其他研究显

示,V3 环顶端四肽在不同基因亚型中有着不同的变

异型,除 B 亚型主要为 GPGR 外[16],GPGQ 在其他

各亚型中均占优势[16-17],本研究结果与之一致。
2006—2007 年广州地区 MSM 人群中 CRF01_AE 和

CRF07_BC 亚型的顶端四肽全部为 GPGQ[18],而本

研究发现 2015 年广州地区 CRF01_AE 亚型的 MSM
HIV-1 感染者中出现了各 4. 17%(1 / 24)的 GPGR 和

GPGS,由于 V3 环顶端四肽中每个氨基酸的变化都

可能影响甚至改变病毒的生物学特征、抗体结合情

况[19],所以各亚型 V3 顶端四肽的多态性及功能影

响都应该得到重视。
V3 环的重要作用还表现为它是决定 HIV-1 细

胞嗜性的重要区域。 HIV-1 侵入 CD4 细胞的主要辅

助受体是 CCR5 和 CXCR4,V3 环由于几乎没有糖基

化位点,更容易结合辅助受体[12]。 利用 CCR5 辅助

受体的病毒(非合胞体诱导型,NSI)呈巨噬细胞嗜

性,复制较慢,利用 CXCR4 辅助受体的病毒(合胞

体诱导型,SI)呈 T 细胞嗜性,复制较快。 研究表明,
HIV-1 感染早期主要利用 CCR5 辅助受体,由 NSI
向 SI 病毒转变与病毒进展有关[20], 本研究中

86. 21%的毒株利用 CCR5 辅助受体,提示广州新确

证 MSM 人群中大多数可能处于 HIV-1 感染的早期

阶段但不同亚型的辅助受体变异情况有一定差

异[21],是否处于感染早期阶段还需结合病情、载量

等各方面综合评价。
通过 VESPA 程序可以确定所分析序列的独特

氨基酸位点,并计算出特征性氨基酸在待分析序列

和参考序列中的频率。 根据特征性氨基酸可以追踪

可能的流行病学联系[22],鉴定基因分子特征[23]。
本研究分析发现 CRF01_AE 亚型毒株和 CRF07_BC
亚型毒株分别存在 4 个和 8 个特征性氨基酸。 为了

进一步了解这些特征性氨基酸的保守性与地区和传

播途径的关系,本研究将 CRF01_AE 亚型 4 个特征

性氨基酸分别与 1990 年泰国异性传播 CM240 毒

株、2012 年中国异性传播 DE00112CN011 代表株、
2007 年中国同性传播 TJ070003 代表株相应位点的

氨基酸进行比较,发现,CM240 中 4 个位置与分析

序列完全不一致,TJ070003 中 4 个位置与分析序列

完全一致,DE00112CN011 第 419 位氨基酸与分析

序列一致,其余位置全部不一致(表 1)。 同时本研

究将 CRF07 _BC 亚型 8 个特征性氨基酸分别与

1997 年中国吸毒传播 97CN54 和 2009 年中国同性

传播 09LNA745 代表株相应位点的氨基酸进行比

较,发现这 8 个特征性氨基酸在 09LNA745 序列中
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完全一致,而在 97CN001 中只有 244 和 337 位点一

致(表 3)。 以上结果表明在广州 MSM HIV-1 感染

者中出现了与早期流行毒株有较大差异的 CRF01_
AE 和 CRF07_BC 亚型毒株,毒株序列特征与其他地

区 MSM 患者中流行的毒株有较高的同源性,这一发

现提示广州 MSM 患者中的 HIV-1 毒株可能是通过

该传播途径由其他地区传入,进一步的研究可以通

过加大样本量及样本地区和年代跨度推测毒株的来

源和传入时间,以期为卫生行政部门提供更多的针

对性预防和控制 HIV 感染措施的科学依据。
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