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温州市新报告HIV-1感染者治疗前耐药分析
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摘要：目的 了解温州市2019年新报告艾滋病病毒Ⅰ型（HIV-1）感染者治疗前耐药（PDR）情况，为指导艾滋病抗

病毒治疗提供依据。方法 选择温州市2019年新报告的232例尚未经抗反转录病毒治疗（ART）的HIV-1感染者为研

究对象，采集血浆样本，提取HIV-1病毒RNA，采用反转录PCR和巢式PCR扩增pol区基因并测序，分析耐药突变位点

及对非核苷类反转录酶抑制剂（NNRTIs）、核苷类反转录酶抑制剂（NRTIs）和蛋白酶抑制剂（PIs）的耐药情况。结

果 获得 199例未经ART治疗的HIV-1感染者的 pol区基因序列，共检出 8种基因亚型，以CRF07_BC和CRF01_AE为

主，分别为 94例和 58例，占 47.24%和 29.15%；检出 2种独特重组型毒株（URFs），分别为URF（CRF01_AE/BC）和

URF（B/C）。PDR 16例，检出率为8.04%。耐药位点突变31例，占15.58%；其中针对NNRTIs、NRTIs和PIs耐药突变

位点分别检出 20例、2例和 9例，占 64.52%、6.45%和 29.03%。NNRTIs耐药位点突变包括K101E、K103N/R、V106I、
E138K、V179D/E/T、Y181C、G190A和H221Y，4例病例同时出现 2个耐药位点突变；NRTIs耐药位点突变为V75M和

M184V；PIs耐药位点突变为M46I、L33F和Q58E。对我国新上市的NNRTIs新药多拉韦林（DOR）检出2例耐药病例。

结论 温州市2019年新报告HIV-1感染者PDR检出率为8.04%，以NNRTIs耐药为主；已出现对新药DOR的耐药，应

加强耐药监测。
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Abstract: Objective To know the pre-treatment drug resistance ( PDR ) status of newly reported human immunodeficien⁃
cy virus type 1 ( HIV-1 ) infected individuals in Wenzhou, so as to provide guidance for antiretroviral therapy ( ART ).
Methods Totally 232 plasma samples of newly reported HIV-1 infected individuals who had not received ART were
collected in Wenzhou in 2019. Virus ( HIV-1 ) RNA was extracted, followed by reverse transcription PCR and nested
PCR to amplify the pol region and sequence. Resistance mutations and resistance to non-nucleoside reverse transcrip⁃
tase inhibitors ( NNRTIs ), nucleoside reverse transcriptase inhibitors ( NRTIs ) and protease inhibitors ( PIs ) was analyzed.
Results The pol region sequences from 199 infected patients were obtained and the incidence of PDR was 8.04%
( 16/199 ). Eight genotypes were detected, including circulating recombinant forms ( CRFs ) CRF07_BC ( 47.24%, 94/199 )
and CRF01_AE ( 29.15%, 58/199 ) which were the dominant types. Two unique recombinant forms ( URFs ) were detect⁃
ed, namely URF( CRF01_AE/BC ) and URF( B/C ) . Thirty-one cases ( 15.58% 31/199 ) had drug-resistant mutations.
For NNRTIs, NRTIs and PIs, 20 cases ( 64.52% ) , 2 cases ( 6.45% ) and 9 cases ( 29.03% ) with drug resistance muta⁃
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tions were detected, respectively. The resistance mutations to NNRTIs included K101E, K103N /R, V106I, E138K,
V179D/E/T, Y181C, G190A and H221Y. Four cases each had two resistance mutations to NNRTIs. The resistance muta⁃
tions to NRTIs were V75M and M184V. The resistance mutations to PIs were M46I, L33F and Q58E. For the newly re⁃
leased NNRTI drug Doravirine ( DOR ), two cases were found to have mutations of resistance. Conclusions The inci⁃
dence of PDR among newly reported HIV-1 patients in Wenzhou is 8.04%, mainly caused by NNRTIs drug-resistant
mutation. Resistance to the new drug DOR has emerged. The surveillance of drug resistance should continue to be
strengthened.
Keywords: human immunodeficiency virus type 1; antiretroviral therapy; drug resistance; gene sequence

艾滋病病毒（HIV）具有高度遗传变异性，随着

抗反转录病毒治疗 （antiretroviral therapy，ART） 的

普及，耐药株在未治疗的感染者中检出增多。为评估

和预防耐药的传播，需对新感染人群进行传播性耐药

（transmitted drug resistance， TDR） 监测［1］。由于

TDR 监测较为复杂，2015 年世界卫生组织（WHO）
不再建议常规开展此项工作，而建议开展治疗前耐药

（pre-treatment drug resistance，PDR）评估［2-3］，用以

指导并制定抗病毒治疗方案［4-5］。在发达国家，未经

ART 治疗的 HIV 感染者耐药率稳定保持在 10%~
17%［1，6］。2015 年我国未经 ART 治疗的 HIV 感染者

耐药率为 3.6%，其中男男性行为人群耐药率为

3.1%［7］。浙江省温州市从 1985 年发现第一例 HIV
感染者以来，感染人数逐年增加［8］，研究温州市

2019 年新报告但未经 ART 治疗的 HIV-1 感染者

PDR 及耐药位点突变情况，为指导艾滋病抗病毒治

疗提供依据。现报道如下。

1 对象与方法

1.1 对象 选择 2019 年温州市 232 例新报告未经

ART 治疗的 HIV-1 感染者为研究对象。通过中国疾

病预防控制信息系统艾滋病综合防治信息系统收集研

究对象的年龄、性别、文化程度、婚姻状况和感染途

径等基本资料。本研究经过温州市疾病预防控制中心

伦理委员会审批（WZCDCLLSC2020001-002）。
1.2 核酸提取和 PCR 扩增 采集 HIV-1 感染者抗

凝静脉血，及时分离血浆，置于-70 ℃保存。采用

QIAGEN 公司的 Viral RNA Mini Kit 提取血浆样本中

的病毒 RNA，参照文献［9］进行反转录 PCR 和巢

式 PCR 扩增 pol 基因。扩增产物送至杭州擎科梓熙

生物科技有限公司进行琼脂糖凝胶电泳检测、纯化和

测序。

1.3 序列整理和耐药突变位点分析 采用 Sequench⁃
er 5.0 软件对序列进行清理、拼接和编辑。整理完成

后的序列提交美国斯坦福大学 HIV 耐药数据库，利

用 HIVdb 工具（https://hivdb.stanford.edu/hivdb/by-se⁃

quences）分析耐药突变位点，以及对非核苷类反转

录酶抑制剂 （non-nucleoside reverse transcriptase in⁃
hibitors，NNRTIs）、核苷类反转录酶抑制剂（nucleo⁃
side reverse transcriptase inhibitors，NRTIs）和蛋白酶

抑制剂（protease inhibitors，PIs）的耐药情况。根据

斯坦福网站评分标准划分耐药程度为敏感、潜在耐

药、低度耐药、中度耐药和高度耐药，后 3 个等级

定义为耐药，进一步分析耐药位点突变的分布特点。

从美国 Los Alamos 实验室的 HIV database 网站下载

HIV 各亚型参考株序列，再用 BioEdit 7.0.9 软件将

样本序列与参考株序列进行比对和校准。采用

MEGA 7.0 软件构建 Neighbor-Joining 系统进化树

（重复运算 1 000 次） 分析基因亚型，并进一步用

HIV BLAST 进行序列分析以复核亚型。

2 结 果

2.1 基本情况 共获得 199 例 pol 区序列。男性

159 例，占 79.90%；女性 38 例，占 19.10%。年龄

为 （55.3 ± 18.2） 岁 。 温 州 市 户 籍 166 例 ， 占

83.42%。异性性接触感染 122 例，占 61.31%；同性

性接触感染 46 例，占 23.12%。见表 1。
2.2 基因亚型 199 例 pol 区序列经基因分型共检

出 8 种流行重组型毒株 （circulating recombinant
forms，CRFs） 和 2 种独特重组型毒株 （unique re⁃
combinant forms， URFs）， 分 别 为 CRF07_BC、
CRF01_AE、CRF08_BC、C 亚型、B 亚型、CRF85_BC、
CRF55_01B、CRF59_01B，URF（CRF01_AE/BC）和

URF （B / C）。其中以 CRF07_BC 为主， 94 例占

47.24%。见表 1。
2.3 耐药位点突变 出现耐药位点突变 31 例，占

15.58%。其中针对 NNRTIs、NRTIs 和 PIs 耐药突

变位点分别检出 20 例、2 例和 9 例，占 64.52%、

6.45% 和 29.03%。NNRTIs 耐药位点突变病例包括

6 例 V179D、 6 例 V179E、 2 例 K103N、 1 例

E138K、1 例 V106I 和 4 例同时出现 2 个耐药位点

突变的病例：病例 WZ20190194 出 现 K103N 和
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V179T，病例 WZ20190110 出现 K101E 和 G190A，

病 例 WZ20190010 出 现 Y181C 和 H221Y，病例

WZ20190047 出现 V179D 和 K103R。NRTIs 耐药位

点突变病例为 1 例 M184V 和 1 例 V75M，PIs 耐药

位点突变病例为 6 例 Q58E、 2 例 L33F 和 1 例

M46I。

表 1 199 例未经 ART 治疗的 HIV-1 感染者基本特征［n（%）］

项目

性别

男

女

不详

年龄（岁）

<30
30～
50～
≥70
不详

亚型

CRF07_BC
CRF01_AE
CRF08_BC
B
CRF55_01B
其他 a

户籍

温州市

非温州市

不详

感染途径

同性性接触

异性性接触

注射

不详

获得pol区序列病例

159（79.90）
38（19.10）
2 （1.01）

43（21.61）
50（25.13）
77（38.69）
27（13.57）
2 （1.01）

94（47.24）
58（29.15）
13 （6.53）
9 （4.52）
3 （1.51）

22（11.06）

166（83.42）
31（15.58）
2 （1.01）

46（23.12）
122（61.31）

1 （0.50）
30（15.08）

含耐药突变位点（n=31）
NNRTIs

16（51.61）
3 （9.68）
1 （3.23）

5（16.13）
6（19.35）
7（22.58）
1 （3.23）
1 （3.23）

5（16.13）
4（12.90）
6（19.35）
2 （6.45）
3 （9.68）
0

17（54.84）
2 （6.45）
1 （3.23）

6（19.35）
9（29.03）
0
5（16.13）

NRTIs

1（3.23）
1（3.23）
0

1（3.23）
0
1（3.23）
0
0

1（3.23）
1（3.23）
0
0
0
0

2（6.45）
0
0

1（3.23）
1（3.23）
0
0

PIs

7（22.58）
2 （6.45）
0

0
1 （3.23）
4（12.90）
4（12.90）
0

5（16.13）
4（12.90）
0
0
0
0

8（25.81）
1 （3.23）
0

2 （6.45）
7（22.58）
0
0

合计

24（77.42）
6（19.35）
1 （3.23）

6（19.35）
7（22.58）

12（38.71）
5（16.13）
1 （3.23）

11（35.48）
9（29.03）
6（19.35）
2 （6.45）
3 （9.68）
0

27（87.10）
3 （9.68）
1 （3.23）

9（29.03）
17（54.84）
0
5（16.13）

注：a包括C、CRF59_01B、CRF85_BC、URF（CRF01_AE/BC）和URF（B/C）。

2.4 PDR 情况 发现 PDR 16 例，PDR 检出率为

8.04%。未发现同时耐 2 类或 3 类药物的病例。

NNRTIs 耐药位点突变病例中耐药 7 例，检出率

为 3.52%。 2 例 含 K103N 突 变 病 例 和 病 例

WZ20190194 对依非韦伦（EFV）、奈韦拉平（NVP）
高度耐药；病例 WZ20190110 对 EFV、NVP、利匹

韦林（RPV）高度耐药，对依曲韦林（ETR）中度耐

药 ， 对 多 拉 韦 林 （DOR） 低 度 耐 药 ； 病 例

WZ20190010 对 NVP、 RPV 高度耐药，对 EFV、

ETR、DOR 中度耐药；病例 WZ20190047 对 EFV、

NVP 中度耐药，对 RPV 低度耐药；1 例含 E138K 突

变病例对 RPV 中度耐药；含 V106I、V179D/E 突变

病例未出现耐药。EFV、NVP、RPV 耐药比例分别为

3.02% （6/199）、3.02% （6/199）和 2.01% （4/199），

NRTIs 耐药位点突变病例中耐药 2 例，检出率为

1.01%。1 例含 M184V 突变病例对恩曲他滨（FTC，
温州市已停止单剂使用）和拉米夫定（3TC）高度耐

药，对阿巴卡韦（ABC）低度耐药；另 1 例含 V75M
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突变病例对司他夫定（D4T）中度耐药，对去羟肌苷

（DDI）低度耐药。

PIs 耐药位点突变病例中耐药 7 例，检出率为

3.52%。1 例含 M46I 突变病例对奈非那韦 （NFV）

中度耐药； 6 例含 Q58E 突变病例对替拉那韦

（TPV）低度耐药；2 例含 L33F 突变病例未引起耐

药。见表 2。

表 2 16 例耐药病例对 NNRTIs、NRTIs 和 PIs 的耐药情况

耐药位点突变

K103N
K103N+V179T
K101E+G190A
Y181C+H221Y
V179D+K103R
E138K
M184V
V75M
M46I
Q58E

病例数

2
1（WZ20190194）
1（WZ20190110）
1（WZ20190010）
1（WZ20190047）

1
1
1
1
6

NNRTIs
DOR

S
S
L
I
S
S
S
S
S
S

EFV
H
H
H
I
I
S
S
S
S
S

ETR
S
S
I
I
S
S
S
S
S
S

NVP
H
H
H
H
I
S
S
S
S
S

RPV
S
S
H
H
L
I
S
S
S
S

NRTIs
DDI
S
S
S
S
S
S
S
L
S
S

ABC
S
S
S
S
S
S
L
S
S
S

D4T
S
S
S
S
S
S
S
I
S
S

FTC
S
S
S
S
S
S
H
S
S
S

3TC
S
S
S
S
S
S
H
S
S
S

PIs
TPV
S
S
S
S
S
S
S
S
S
L

NFV
S
S
S
S
S
S
S
S
I
S

注：S，敏感；P，潜在耐药；L，低度耐药；I，中度耐药；H，高度耐药；DOR，多拉韦林；EFV，依非韦伦；ETR，依曲韦林；NVP，奈韦

拉平；RPV，利匹韦林；DDI，去羟肌苷；ABC，阿巴卡韦；D4T，司他夫定；FTC，恩曲他滨；3TC，拉米夫定；TPV，替拉那韦；NFV，奈非

那韦。

3 讨 论

研究发现温州市 HIV-1 基因亚型以 CRF07_BC
和 CRF01_AE 为 主 ， 其 中 CRF07_BC 比 例 最 大

（47.24%）。未经 ART 治疗的 HIV-1 感染者 PDR 检

出率为 8.04%，高于我国整体未经 ART 治疗的 HIV
感染者的 3.6%［7］ 和北京市的 3.4%［10］。NNRTIs、
NRTIs 和 PIs PDR 检出率分别为 3.52%、1.01% 和

3.52%，前两者低于 2014—2017 年浙江省耐药监测

结果 （11.1%），PIs 耐药与之 （2.0%） 接近［11］。耐

药位点突变率为 15.58%，低于绍兴市的 37.78%［12］。

提示目前温州市 HIV 感染者可能存在耐药毒株传播。

HIV 感染者应在确证后尽快开始抗病毒治疗，降低

病毒载量，减少传播［13-14］；加强对 HIV-1 感染者的

健康教育，最大限度提高治疗依从性，减少脱失和危

险行为的发生；建立可有效减少 PDR 的新型防治

模式。

本研究中，含 V179D/E 耐药位点突变病例出现

频率最高，但未出现耐药病例，V179D/E 可降低对

EFV、NVP 的敏感性 2~5 倍［15］。检出含 K103N 突

变病例 2 例。K103N 是经 NNRTIs 治疗的 HIV 感染

者最常见的耐药突变［4，15-16］，K103N 单一突变可能

导致 HIV 感染者对 EFV、NVP 高度耐药［15，17］，此

时不推荐进一步使用第一代 NNRTIs［15］。有 4 例病

例 （WZ20190194、 WZ20190110、 WZ20190010 和

WZ20190047） 同时出现 2 个耐药突变，对多种

NNRTIs 药物产生中、高度耐药。这些病例中出现的

V179D/T、K101E 和 K103R 属次要非多态性突变位

点，H221Y 属多态性附属突变位点，单独出现时对

NNRTIs 的敏感性没有影响，但联合其他 NNRTIs 耐

药突变位点通过协同作用可导致对 NNRTIs 耐药［15］。

同时出现多个耐药位点突变对耐药的产生构成更大的

威胁，增加治疗难度。本研究显示，PDR 病例中主

要 NNRTIs 耐药突变位点 K103N、Y181C、G190A
均已出现，可导致对 1 种或几种 NNRTIs 高度耐

药［15］，提示温州市 PDR 病例中 NNRTIs 耐药突变流

行情况较为复杂，初始治疗或更换治疗方案时均要注

意 NNRTIs 的原发性耐药和交叉耐药。本研究检出含

M184V 突变的病例 1 例。M184V 是 NRTIs 最常见的

耐药位点突变，其反转录酶 184 位的氨基酸 M 被氨

基酸 V 所取代，对 3TC 高度耐药（>100 倍），并且

在接受单一 3TC 治疗后迅速出现［15］。本研究在 PIs
耐药位点突变检测中仅检出已被 WHO 淘汰［18］的

TPV 和 NFV（温州市未使用）的耐药病例。
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DOR 是我国新上市的 NNRTIs 药物。本研究在

病例 WZ20190110 和 WZ20190010 中分别检出对

DOR 低度和中度耐药，病例 WZ20190010 同时对

EFV、ETR 中度耐药。有研究报道，DOR 的高水平

耐药与 EFV、ETR 的使用存在很强的相关性，而与

RPV 相关性较低［18-19］。提示未经治疗的 HIV-1 感染

者中可能有 NNRTIs 耐药株流行，并且 NNRTIs 形成

耐药的遗传屏障弱，已批准的 NNRTIs 药物之间具有

交叉耐药［15］。

综上所述，温州市未治疗 HIV-1 感染者 PDR 情

况对目前艾滋病抗病毒治疗方案中骨干药物 NRTIs
和 PIs 没有实质影响，但 NNRTIs 耐药情况较不乐

观。提示温州市今后应加大对 HIV-1 感染者的 PDR
检测，及时发现耐药，为临床治疗提供依据，并在后

续治疗过程中密切观察临床治疗效果，及时调整治疗

方案。
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