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哈尔滨市 108 例新发 HIV-1

感染者体内 CRF01-AE 亚型毒株成簇性分析
张　琳，王福祥，陈晓红  

　　[ 摘要 ]　目的　了解哈尔滨市男男性行为（men who have sex with men, MSM）人群中新确诊 HIV-1 感染者体内 CRF01-AE
亚型毒株成簇性特征，为制定科学有效的防控措施提供依据。方法　收集哈尔滨市 2017 年新确诊 MSM 人群中 HIV-1 感染
者流行病学及人口学信息，通过 DNA 测序和基因分型，对 CRF01-AE 亚型的序列进行成簇性分析。结果　本研究共获得
108 条 CRF01-AE 亚型序列，以簇内基因距离≤ 0.045 和 Bootstrap ≥ 90% 为界定簇标准，产生传播簇 15 个，其中由 10 条
序列构成的传播簇 1 个；患者年龄、常住地、性伴数、性取向、婚姻状况、性病史在未成簇与成簇 2 组中差异均具有统计学
意义（P 均＜ 0.05）。结论　CRF01-AE 亚型毒株是哈尔滨市 MSM HIV-1 感染者中的优势传播株，具有较强的成簇性，在
艾滋病防控中对于未婚、性行为活跃的青壮年人群及与该人群关系密切的人群须高度关注。　　
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　　[Abstract]　Objective　To provide the scientific evidence for effective prevention and controlling measures of AIDS by getting 
information of the cluster characteristics of CRF01-AE subtype recombinant strains in newly diagnosed HIV-1 infected men who have 
sex with men (MSM) in Harbin. Methods　The epidemiological and demographic information of newly diagnosed HIV-1 infected MSM 
in Harbin in 2017 were collected. The CRF01-AE subtype sequence was analyzed in cluster by using DNA sequencing and genotyping 
technology. Results　A total of 108 CRF01-AE subtype sequences were acquired. According to the criteria of defining a cluster with 
gene distance ≤ 0.045 and Bootstrap ≥ 90%, 15 transmission clusters were obtained, of which only 1 cluster consisted of 10 sequences. 
The age, permanent residence, number of sexual partners, sexual orientation, marital status, history of venereal disease were statistically 
significant between non-clustering group and clustering group (P ＜ 0.05). Conclusions　CRF01-AE subtype recombinant strain is 
the dominant transmission strain among MSM infected by HIV-1 in Harbin, and it has strong clustering potential. In the prevention and 
control of AIDS, we should pay great attention to the unmarried, sexually active young and middle-aged people and the people closely 
related to the infected MSM.  　　　　      
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　　HIV-1 在男男性行为（men who have sex 
with men, MSM）人群中感染率呈逐年上升趋
势，2006 年 哈 尔 滨 地 区 MSM 人 群 HIV-1 感
染率仅为 1.0%，截至 2011 年底，感染率上升
至 9.5% [1-2]

。此外，有研究显示 MSM 已成为
哈尔滨地区 HIV-1 感染的主要传播途径 [3]

，故
实时监测哈尔滨地区 MSM 人群中 HIV-1 分子
流行病学情况具有重要意义 [3]

。CRF01-AE 亚
型是哈尔滨市 HIV-1 的优势毒株，在 MSM 人
群中感染率最高，但其流行现状、成簇性监测
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及成簇性分析研究较少，本研究拟纳入哈尔
滨市 MSM 人群中新确诊 HIV-1 感染者，开展
CRF01-AE 亚型毒株成簇性研究，为制定科学
有效的防控措施提供依据。 

1　对象与方法

1.1　对象　选取 2017 年 1—6 月于哈尔滨医科大

学附属第四医院感染科新确诊的 150 例 HIV-1
感染者作为研究对象，收集感染者人口学信息
（包括年龄、常住地、文化程度、性伴侣数、

性取向、婚姻状况、收入等）和临床相关资料。

纳入标准：①传播途径均为 MSM；②感染者
CD4+ T 淋巴细胞计数＜ 200 个 /μl；③感染者均
未进行抗病毒治疗。排除标准：①初筛阳性时
间超过半年且未做确证实验的感染者；②有遗

·论　　著·
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传免疫缺陷病的感染者。本研究通过伦理学委
员会审查和批准。

1.2　方法

1.2.1　HIV-1 感染者确诊　按照《全国艾滋病检测

技术规范》
[4]规定，采用2种HIV-1诊断试剂盒检测。

结果判定如下：①当 2 种试剂盒检测结果均为阴性
则结果报告为阴性；② 当 1 种或 2 种试剂盒检测结
果为阳性则采用蛋白印迹法进一步确证。本研究
纳入患者均通过蛋白印迹法确诊为阳性且有确证
报告。

1.2.2　CD4+ T淋巴细胞计数检测　采用FACSCanll
流式细胞仪（德国 PARTEC 公司）及 MultiTESTa
四色试剂对 CD4+ T 淋巴细胞计数进行检测（美国
Becton-Dickinson 公司）。

1.2.3　DNA 测序　全血中分离外周血单核细胞，提

取 DNA，以其为模板扩增 Gag 基因片段。用外侧引
物Gag-OF（5'-ATATGGGTGCGAGAGCGTCAGTATT-3'）
和 Gag-OR （5'-TCCAACAGCCCTTTTTCCTAGG-3'）
进行第一轮 PCR 扩增；纯化扩增产物，并以
其 作 为 第 二 轮 PCR 模 板， 用 内 侧 引 物 Gag-IF 
（5'-TAGTTCCTGCTATGTCACTTCC-3'） 和 Gag-
IR （5'-GGGAAAAAATTCGGTTAAGGCC-3'） 进
行第二轮 PCR 扩增，两轮扩增采用相同的体系和
条件。PCR 产物纯化后进行序列测定。

1.2.4　基因亚型的鉴定　Gag p17-p24 参考序列均

来自 Los Alamos National Laboratory HIV-1 序列数
据库，利用 Clustal X 软件对测序后的 Gag p17-p24
基因进行多重序列比对，利用 Fasttree 软件基于最
大似然法（maximum likelihood methods, ML）构
建基因系统进化树。根据感染者 Gag p17-p24 在进
化树上分布和成簇情况，判定感染者体内 HIV-1
基因型。

1.2.5　系统进化树及传播簇的构建　将初步构

建的进化树中属于 CRF01-AE 亚型的序列筛选
出来，根据上述方法构建系统进化树，根据构
建的 ML 进化树的结果以簇内基因距离≤ 0.045
和 Bootstrap ≥ 90% 作 为 成 簇 的 参 数， 使 用
ClusterPicker 软 件 进 行 成 簇 分 析， 同 时 使 用
GraphPad Prism 5 软件进行阈值分析，以获得传播
簇数据。

1.3　统计学处理　使用 SPSS 2.0 软件对数据进行

统计学分析，采用 χ2 检验对流行病学及人口学资
料进行统计分析，以 P ＜ 0.05 表示差异有统计学
意义。

2　结　　果

2.1　CRF01-AE 亚型毒株构成比　150 例新发 HIV-1

感染者血清样本，经过 DNA 序列分析共获得
148 条序列，其中 CRF01-AE 亚型 108 条，占总
数的 73%。

2.2　序列成簇情况分析　使用上述序列片段构建

ML进化树，发现基因距离≤ 0.045时成簇数最多，

故以此为条件构建成簇进化树，产生传播簇 15 个，

其中由 10 条序列构成的传播簇 1 个。具体见表 1、
见图 1。

图 1　HIV-1 感染者在基因距离≤ 0.045 下成簇的进化树

每个成簇后的亚簇用同一个颜色标注

Figure 1　Phylogenetic tree of HIV-1 infectors when gene 
distance was ≤ 0.045

表 1　HIV-1 Gag p17-p24 片段在不同基因距离限定下的
成簇情况
Table 1　Clusters of HIV-1 Gag p17-p24 fragment under 
different gene distances as the criteria of defining a cluster

              变量
基因距离
≤ 0.045

基因距离
≤ 0.030

基因距离
≤ 0.015

  成簇序列数          56         37          6
  成簇序列百分比 (%) 60.2 39.8       6.5
  簇数

  n ≥ 2          15         11  3
  n ≥ 5            3           2  0
  n ≥ 10            1           1  0

2.3　成簇样本人口学及流行病学特征分析　研究

对象年龄跨度在 20 ～ 59 岁之间，平均年龄 34.9 岁。

其中，感染者年龄在 30 ～ 39 岁人数最多，且多居
住于哈尔滨市；患者性伴数＞ 10 人、异性恋及未
婚 3 者在成簇组中比例最高；同性恋与已婚 2 者在
未成簇组患者中比例最高，上述变量在未成簇与成
簇 2 组中的差异均具有统计学意义（P 均＜ 0.05）。

另外，本研究中成簇样本内大多数学历在初中以
下，收入＜ 3000 元，具体见表 2。

3　讨　　论

　　目前，HIV-1 流行特点的研究已进入了分子时
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代 [4]
，对 HIV-1 基因进行成簇性分析，有助于深

入研究病毒的传播，从分子角度揭示病毒在人群
中的传播关联，这种方法可以弥补单纯依靠感染
者自我报告主观差异以及血清学检测可信性不足
的缺点 [5-6]

。如果多个感染者的病毒基因聚集成簇，

基因距离较近，说明这些感染者可能与某些传播事
件存在一定的关联，或者说在传播的过程中存在一
些因果关系 [6-7]

，比如地域性，或者社交圈有重合
等情况，甚至可以通过这种方法建立流行的传播网
络，发现潜在的传播者及感染者，这种方法国外研
究较成熟，但在国内相关研究较少。

　　本研究发现在哈尔滨市新发的 MSM 人群中的
HIV-1 感染者中，CRF01-AE 仍是哈尔滨市这一群
体中最主要的流行亚型，这与以往研究相符 [5]

，从
表 1 可以看出随着基因距离上限的下降，成簇序
列的绝对数、百分数以及规模较大的传播簇也呈
现递减趋势，规模较大的簇减小较明显，并且绝
大多数的传播簇内序列的数量少于 5 条。基因距
离对传播簇形成的序列比例和数目大小起着关键
作用 [7-8]

。当选取基因距离≤ 0.015 作为传播簇的

界定条件时，所形成的簇数仅有基因距离≤ 0.045
和基因距离≤ 0.030 时的 50% 左右。而选择基因
距离≤ 0.045 时，成簇数更多，这个数值的选择在
类似研究中也有体现 [9]

，故对于样本少的情况，

选取合适的基因距离十分重要 [9-10]
。

　　从年龄上看，成簇样本多为青壮年（30～40岁），

大部分脱离了学校生活，有相对稳定的社交圈，

且这些感染者中未婚人士比例较高，没有婚姻家
庭的影响，性活跃度进一步提高，高危性行为常
有发生 [11-12]

。成簇样本较大比例的感染者不明确
自己有无性病史，这部分感染者发现 HIV-1 抗体
阳性通常在发生相关并发症就诊时被发现。在调
查中发现他们对于高危性行为的羞于承认以及较
为焦虑的情绪，对于后续的治疗过程也会产生影
响 [13]

。成簇样本中大多性伴数较多且为异性恋人
群，有研究显示，性取向及性伴数是活跃在传播
网络中的重要影响因素 [14-15]

。从我们的数据也可
以看出，哈尔滨市新发的 HIV-1 感染者中，此因
素也在传播网络中占重要地位，这些人通常不能
与固定的性伴侣保持联系 [16]

，只能通过寻找临时
性伴侣来满足对性的需求，但是却缺乏保护自己
的意识 [17]

，对于这类人群我们必须采取有效的措
施，干预无保护的 MSM，遏制艾滋病进一步蔓延。

　　另外，本研究存在一定不足之处，其一由于
本研究收集样本数较少，这可能降低了成簇的敏
感性 [8]

，利用传播簇对毒株间的传播轨迹及流行史
进行精准的估计尚须扩大样本量进行进一步验证；

其二是本研究仅仅对 Gag p17-p24 基因片段进行扩
增，在今后的研究中须增加其他基因区的信息辅助
判断，或对病毒全基因组进行测序分析 [18]

。

　　综上所述，我们在对艾滋病的防控中，应加
强对未婚、性行为活跃的青壮年人群以及与该
人群关系密切的人群进行高度关注，且对于艾
滋病的宣传教育应从低龄群体深入，并须进一
步探讨社会因素及社会心理因素对于 MSM 人群
的影响，关注 MSM 人群心理健康，引导正确求
医行为，对 MSM 人群消除歧视，呈现更加包容
和理解的态度，以及提供生殖健康服务等综合
干预措施 [19]

。
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