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新疆维吾尔族HIV-1感染者gag基因序列分型研究

米吉提·买买提 1#，周素娟 2#，王发省 1，常燕玲 3，艾尼 4，芮宝玲 5，王丽 1，王昌敏 1，高眉扬 2，何纳 2*

摘要：目的 通过扩增新疆地区HIV-1感染者 gag基因片段，确定HIV-1感染者流行株的基因亚型。方法 抽提
88例新疆乌鲁木齐市和伊宁市HIV- 1感染者的血浆标本的RNA，用巢式PCR扩增gag基因片段，将所得到的序列与国
际标准株进行比较,确定被检标本的亚型。结果 在88例HIV感染者的血浆标本中，共成功扩增57例 gag基因片段，
扩增率为64.8%。经BLAST初步判断和构建进化树并与国际标准株比对确认，57例感染者感染的HIV毒株序列中，有
56个为CRF07_BC亚型，1例为C亚型。57例毒株之间的平均基因距离为0.043±0.003，与3例CRF07_BC亚型国际参考
株之间的平均基因距离在0.034±0.004~0.039±0.005之间。结论 新疆地区HIV-1感染者以CRF07_BC亚型为主要流
行株。57例序列相互之间以及与3株不同来源的国际参考毒株之间表现出高度的同源性。
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Abstract: Objective To explore the prevalent subtype of gag gene from HIV-1 infected patients in Xinjiang. Meth⁃
ods The HIV-1 RNA was extracted from HIV-1 positive plasma from 88 HIV-1 infected patients in Xinjiang, then HIV-1
gag gene were amplified by nest-PCR, and was further subject to the DNA sequence and subtype analysis. Results The gag
gene of 57 samples out of the 88 HIV-1 patients were successfully amplified by PCR accounted for 64.8%. Two HIV-1 sub⁃
types, CRF07_BC(56 strains),C(1 strain) were identified. Average gene distance of the 57 sequence was 0.043±0.003.The aver⁃
age gene distance to the 3 international standard strains were between 0.034±0.004 and 0.039±0.005. Conclusions The
prevalent subtype of HIV-1 infected patients in Xinjiang was CRF07_BC. All the 57 sequences and 3 international standard
strains were highly homogenous.
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HIV-1病毒基因组长约 9 kb, 由结构基因（gag、
env、pol）、调节基因（tat、rev）和辅助基因（nef、vpu、vif、
vpr）组成，一般分型常用 env和 gag基因序列 [1-3]。

HIV-1病毒基因变异大而产生了不同的亚型[4]，全国

第一次HIV分子流行病学调查发现的亚型为非重组
亚型，而第二次调查结果中重组毒株增多[4，5]。HIV的
基因亚型与传播途径相关，血液途径感染的以B’(泰
国 B)亚型为流行亚型，性传播途径感染的以 C和
CRF-BC亚型为主，因此分析其序列和判定其亚型对
HIV-1的防治工作具有指导意义 [6,7]。基因距离可以

很好地反映各基因序列之间的同源性，基因距离越小

则同源性越大，而同源性比较可以推测毒株的来源和

变异趋势[8]。本文以 88例新疆地区HIV-1病毒感染
者为研究对象，扩增HIV-1的 gag基因片段并进行亚

型判定，从而确定新疆地区流行的毒株亚型。同时对

其基因距离分析，找出同源毒株，对HIV-1的防治工
作提供数据和依据。

1 材料和方法
1.1 材料 88例经 ELISA初筛检测和WB（Western
Blot）确认的HIV感染者均为维吾尔族吸毒人员，分别
来自新疆乌鲁木齐市和伊宁市，其中男 74人，女 14
人，年龄为 25~47岁。于 2011年 9月~11月间采集其
全血样本，截止标本采集时，有1例的CD4+T细胞低于
50/mm3。将标本分离出血浆保存于-80℃备用。
1.2 方法
1.2.1 RNA提取 使用柱式核酸纯化试剂盒（上海
罗氏公司）提取血浆样本中病毒RNA，参照说明书操
作，所得RNA以 50ul试剂盒提供的缓冲液溶解并保
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存于-70°C待用。
1.2.2 反转录和巢式PCR 使用One Step RNA PCR
Kit（AMV）（TAKARA公司）进行反转录和外引物的扩
增。反应各成分为：10×One Step RNA PCR Buffer
2.5 μl，MgCl2（25 mM）5 μl，dNTP Mixture（各 10 mM）
2.5 μl，RNase Inhibitor（40 U/μl）0.5 μl，AMV RTase
XL（5 U/μl）0.5 μl，AMV-Optimized Taq（5 U/μl）0.5
μl，上游引物 E2（20 μM） 0.5 μl ，下游引物 F2
（20 μM）0.5 μl，RNase Free dH2O 8μl，RNA 模板
5μl。反应条件为 50℃30 min，94℃2min进入 32个循

环：95℃ 30sec，54℃ 30sec，72℃ 1min30sec，最后 72℃
延伸 10 min，4℃保存.第二轮反应:以 5uL第一轮的
PCR反应产物为模板，Premix Ex Taq 12.5μl, 上游引
物C-gag（20μM）1μl,下游引物306（20μM）1μl,去离子
水 5.5μl。反应条件为 95℃ 30sec，54℃ 30sec，72℃
50sec，最后72℃延伸 10 min，4℃保存。第二轮的PCR
产物使用2%的琼脂糖凝胶电泳进行检测。在目标位
置671bp处出现条带的标本进行测序确认（测序所用
引物为C-gag和306）。

引物名称Primer
外侧E2
F2
内侧306
c-gag

引物序列Primer sequence(5'→3')
TCCAACAGCCCTTTTTCCTAGG (2011-2032)
ATGGGTGCGAGAGCGTCARTATTAA (790-814)
GGGAAAAAATTCGGTTAAGGCC (836-857)
TAGTTCCTGCTATRTCACTTCC (1507-1486)

PCR产物长度Length PCR product
1243bp

672bp

参考文献Reference

Zhaofei,et al[4]

表表11 gaggag基因的扩增引物基因的扩增引物

TabTab 11 Primers for PCR Amplification of gag genePrimers for PCR Amplification of gag gene

1.2.3 序列分析 将成功测序的57个序列提交到美
国洛斯阿拉莫斯国家实验室 LANL (Los Alamos Na⁃
tional Laboratory)网站中进行搜索，搜索的截止日期为
2012年 9月 23号，网址为 http://www.hiv.lanl.gov/con⁃
tent/sequence/BASIC_BLAST/basic_blast.html，确认所
扩增的序列是HIV-1的GAG基因的特异性片段，并
通过初步BLAST进行亚型的初步判定。将每条序列
比对后打分最高的作为参考序列下载，参考序列的具

体来源见表 2。将 57个序列和文献中国际标准株以
及下载的参考株导入导入软件MEGA5.1，并与进行比
对，使用Mega软件的Neighbor-joining方法建立系统
进化树，以同源性高低判定病毒亚型归属。

2 结果
2.1 核酸检测阳性率 对88例HIV感染者的病毒基
因进行扩增，共 57例标本出现 672bp的目标条带，扩
增率为64.8%。
2.2 亚型判定和同源性分析 57个序列提交Los Al⁃
amos National Laboratory网站后初步判定 56例属于
CRF07_BC亚型（98.2%），1例为C亚型(1.8%)。将本
研究中的57个序列，3个CRF07_BC亚型的国际标准
株序列，1个C亚型的国际标准株序列，23个同源性高
的参考株序列放在一起分析基因距离和建立进化

树。57例毒株之间的平均基因距离为 0.043±0.003，
跟常用的 CRF07_BC亚型国际参考株 CRF07_BC．
CN．97．97CN001的平均基因距离为 0.034±0.004 ,
与CRF07_BC.CN.97.C54A新疆毒株的距离是 0.039±
0.005 , 与 CRF07_BC． CN.98.98cn009 的 距 离 是
0.038±0.004，与C亚型国际标准株C.95IN21068的距

离是 0.064±0.008，与国内其他参考株的距离<0.04+
0.003。
表表 22研究中所使用的研究中所使用的HIV-HIV-11病毒的病毒的gaggag基因的参考序列基因的参考序列

TabTab 22 Description of HIV-Description of HIV-11 virusesviruses’’gag gene used in this studygag gene used in this study
GenBank access No.
AF503396
AB213673
EF122505
EU178731
HQ007321
AB213689
EU178446
EU178712
HQ007350
EU178460
EU178475
EU178479
HQ007328
EU178681
EU178713
EU178441
AB078694
AX149672
EU178679
EU178453
HQ007325
AB213676
EU178484
AF067155
AF286226
AF286230
AX149647

Name
CNGL179
97CNKM007
00CNLN01
XJN0181GAG10
07CNBJ312
02CNKM207
XJ0258GAG09
XJN0171GAG02
08CNBJ046
XJ0259GAG06
XJ0260GAG04
XJ0260GAG09
07CNBJ387
XJN0024GAG14
XJN0171GAG03
XJ0258GAG20
WS001
CN54_patent
XJN0024GAG12
XJ0258GAG19
07CNBJ382
01CNKM013
XJ0260GAG14
95IN21068
97CN001_C54
98CN009
CN54_patent

Subtype
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC
C
CRF07_BC
CRF07_BC
CRF07_BC

Origins
CN
Yunnan
Liaoning
Xinjiang
Beijing
Yunnan
Xinjiang
Xinjiang
Beijing
Xinjiang
Xinjiang
Xinjiang
Beijing
Xinjiang
Xinjiang
Xinjiang
Yunnan
CN
Xinjiang
Xinjiang
Beijing
Yunnan
Xinjiang
IN
CN
CN
CN

time
2006
1997
2000
2003
2011
2002
2002
2003
2008
2002
2002
2002
2007
2003
2003
2002
2000
1997
2003
2002
2007
2001
2002
1995
1997
1998
1997
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进化树（见图 1）上分成了 2大进化簇，分别包含
6个毒株和 51个毒株，为方便描述分别命为进化簇 6
和进化簇51。进化簇6和进化簇51的组内距离分别
为0.032±0.004，0.043±0.003，而两者之间的组间距离
为 0.043±0.004，组间距离稍大于任一组内距离。与
进化簇6关系近的参考株均来自新疆，而流行簇51与
4例国际标准株聚集在一起，其关系近的参考序列分
别来自中国的新疆，云南，北京三个地区，且均为

CRF07_BC亚型。57个序列中唯一一个经Blast确认
为 C 亚 型 的 毒 株 5 号 与 国 际 参 考 株 C 亚 型
C.95IN21068的基因距离为 0.066±0.011，大于所有序
列的平均基因距离。

图图11新疆新疆HIV-HIV-11感染者感染者 gaggag基因系统进化树分析基因系统进化树分析

FigFig11 Phylogenetic tree of gag gene of HIV-Phylogenetic tree of gag gene of HIV-11 infected patients ininfected patients in

3 讨论
本研究扩增的新疆地区HIV-1感染者57个序

列中，有 56个为 CRF07_BC亚型，CRF07_BC亚型明
显为新疆地区的优势流行株，这与以往有关新疆地区

的报道结果一致[9，10]。57例毒株之间的平均基因距离
为 0.043±0.003，相对较小的基因距离提示所有的样
本序列之间具有高度的同源性。57例毒株与 3例
CRF07_BC亚型国际参考株之间的平均基因距离在
0.034±0.004~0.039±0.005之间，与参考株之间的平均
基因距离小说明这些毒株相对比较稳定，变异不大。

经blast分析，这些毒株与北京地区，云南地区的基因
序列同源性很高，说明我国的HIV-1的这群毒株的来
源相对固定，很有可能都是有同一来源的几株原始毒

株传播过来的。新疆维吾尔自治区的HIV-1感染者，
大部分为吸毒人群而少部分为与吸毒者有性接触的

人群，所以该人群中的基因离散率较低，基因距离较

近，造成该地区样本的基因同源性较高，亚型单一[11]。

57个序列中唯一的一例C亚型毒株基因序列与
国际C亚型的参考株基因距离大于所有序列的平均
基因距离，并在进化树上与CRF07_BC亚型的毒株聚
集在一起，此毒株可能与CRF07_BC亚型来自其相同
祖先毒株，它的真实传播途径有待进一步研究。
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深入研究证实。从遗传进化的角度去认识该菌，并

从分子水平对其进行分类与鉴定，既保证时效性和广

泛性，又能够快捷而可靠地鉴定出细菌的种属，在临

床、科研中将得到更广泛而快捷的应用，也为栖稻假

单胞菌的鉴定及其疾病的诊断、治疗提供参考。
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