
总HIV-1 DNA定量检测技术的建立
刘志英，袁霖，张欣，陆小凡，刘利锋，计云霞，夏炜，粟斌，吴昊, 张彤
（首都医科大学附属北京佑安医院，北京 100069）
摘要：目的  建立一种基于实时荧光定量聚合酶链反应（PCR）方法的1型艾滋病病毒（HIV-1）总脱氧核糖核酸（DNA）定量检测技术。方法  构建了同时包含HIV靶基因和内参基因的质粒标准品，设计了涵盖我国主要HIV流行亚型的特异性引物和Taqman水解探针，对引物亚型覆盖面、灵敏度、特异性等相关指标进行了分析，进行了批内和批间重复试验。结果  该检测方法所设计的HIV特异性引物和探针序列高度保守，成功检测12种常见及稀有HIV亚型；扩增灵敏度可达4个拷贝/PCR反应管，特异度100%；加入了细胞定量体系， 做到了在同一个PCR反应管中既定量了HIV DNA又定量了细胞数；批内和批间差异性的变异系数均在20%以内。结论  该检测方法可用于HIV病毒储藏库检测，评估联合抗病毒治疗的效果，可以用于“窗口期”HIV感染的辅助诊断以及HIV阳性母亲的新生儿HIV感染的诊断。
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Abstract:  Object  The aim of this study is to establish an ultrasensitive assay to precisely measure the frequency of cells harboring total HIV DNA. Methods: HIV-1 LTR gene sequences and CD3 gene sequences were cloned into the PMD20 vector simultaneously, which was used to be a standards for the coquantification of HIV and cell input. Specific primers and hydrolysis probes covering the main HIV subtypes prevalent in China were designed and aligned with all sequences from the HIV database, the sensitivity, specificity, coefficient of variation for intra- and inter-assay were evaluated. Results: The primers and probes are highly conservative among all HIV-1subtypes of group M and group N and O. 12 HIV subtypes including A、 B、 b’、C、CRF01_AE、CRF07_BC、CRF08_BC、CRF55_01B、CRF02_AG、CRF65_cpx、CRF67_01B and CRF01_AE/07_BC were successfully detected by using this assay. In addition, a total of 59 HIV-1 positive samples were tested using this assay. Among those, 34 (34/35,97%) samples were positive for HIV-1 DNA in all thirty-five samples with plasma RNA viral load lower than the detection limit (TND), and 24 (24/24,100%) samples with plasma RNA viral load positive were all positive for HIV DNA load. The amplification sensitivity of this assay can reach 4 copies per PCR reaction and with a specificity of 100%.The cell input was measured by coquantification of CD3 gene simultaneously. Inter-assay coefficient of variation and intra-assay coefficient of variation were all below 20%.Conclusion: This assay can be used to evaluate the viral reservoir of HIV-1 and the therapeutic effect of cART. It can also be used to help the diagnosis of "window period" HIV infection and babies born to HIV-1-infected mother.
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目前，我国艾滋病病毒（HIV）传播仍处于上升期，疫情不容乐观[1]。尽早发现HIV感染者，从源头上控制传染源，是当前艾滋病感染防控的一个重要战略措施。而今，“早发现、早治疗”的控制策略有效地
抑制了病毒复制，缩小了病毒储藏库，为今后针对感染者制定个体化治疗方案甚至功能性治愈提供了可能。但仅依赖HIV 核糖核酸（RNA）载量和CD4+ T淋巴细胞（简称CD4细胞）计数已经不能满足当前联合抗反转录病毒治疗（cART）疗效的评估，HIV储藏库定量对临床治疗的指导意义日益重要


[2] ADDIN EN.CITE 。总HIV 脱氧核糖核酸（DNA）是 HIV储藏库的重要标志物，总DNA定量是简单、敏感、易重复的HIV储藏库测定方法[3]，基于此，建立了基于实时荧光定量聚合酶链反应（PCR）技术的HIV DNA定量检测技术，其不仅可用于急性期HIV感染、新生儿HIV感染的诊断，并可为今后艾滋病的个体化精准治疗、探索功能性治愈提供有力的技术支持。

1 材料与方法 
1.1  HIV DNA 定量标准品的构建   将HIV LTR基因554bp（nt356～nt890，HXB2）的扩增片段以及人CD3基因812bp（nt460～nt1251，NC_000011.10）的扩增片段通过分子克隆技术同时连接到同一个pMD20-T vector载体（Takara， Code No. 6028）上，用PCR和酶切、连接的方法鉴定同时含有两个目的基因片段的阳性质粒。提取质粒并测定其浓度，计算质粒拷贝数。上述标准品质粒按照10倍浓度梯度稀释，选择一定浓度范围内质粒作为扩增体系的标准品。

1.2 特异性引物、探针设计  从国际HIV序列数据库（https://www.hiv.lanl.gov）下载HIV-1亚型标准株序列，用BioEdit生物软件进行序列比对，选择HIV-1 LTR基因保守区，用oligo 6.0软件设计特异性引物和Taqman探针。将所设计的引物和探针序列输入到 HIV数据库（https://www.hiv.lanl.gov）与上述亚型的所有毒株序列进行比对。定量细胞数的内参基因为CD3基因，基因组全序列从https://www.ncbi.nlm.nih.gov网站下载。HIV-1 Taqman水解探针5’端用FAM荧光基团标记，3’端用TAMRA基团标记；CD3  Taqman探针5’端用Cy5标记，3’端用BHQ-3标记。见表1。

表1  实时荧光定量PCR引物和探针序列

	名称
	序列
	位置
	产物

	HIV-U1
	5’-CCY ggg AgC TCT CTg gCT-3’
	nt482～nt499
	

	HIV-R1
	5’-CTg Agg gAT CTC TAg TTA CC-3’
	nt581～nt602
	121bp

	Probe-HIV
	5’-FAM-CACTCAAggCAAGCTTTATTgAgg C-3’-TAMRA
	nt526～nt550
	

	CD3- U1
	ATA TgT gAT ATg CCA TgA ggA
	nt1095～nt1116
	

	CD3-R1
	gCA ggC ACC CAT ACT ATA CTg
	nt1021～nt1042
	127bp

	Probe-CD3
	5’-CY5-CTggCACCATgAAAACTAATCTCTC-3’-BHQ3
	nt1068-nt1093
	


注：Y=C/T,人CD3参考基因NC_000011.10，HIV参考基因为HXB2-LAI-IIIB-BRU.B (K03455)

1.3  样本处理及PCR扩增系统、条件设置  1） 静脉采集人全血标本，EDTA抗凝或分离外周血单个核细胞（peripheral blood mononuclear cell，PBMC），依照试剂盒说明书用Qiagen 全血DNA提取试剂盒提取DNA，全血细胞用量200μL，PBMC总量不低于5×105，DNA溶于200μL TE缓冲液中，－20℃冻存备用。

    2） Real-time PCR扩增。HIV靶基因和内参基因扩增体系配置：1×PCR buffer， Taq HS热启动Taqase （Takara） 1U，含dU 的dNTP终浓度0.2μmol/L，UNG 1U，HIV引物（HIV-U1，HIV-R1）终浓度各0.4 μmol/L，HIV靶探针（Probe-HIV）终浓度为0.1μmol/L；CD3靶基因相应的引物为CD3-U1，CD3-R1终浓度各0.4 μmol/L，CD3靶探针（Probe-CD3）终浓度0.1μmol/L。模板DNA量5μL(50ng~1μg)，余者各用纯净水补至25μL。反应条件为25℃ 10 分钟（UNG 处理），95℃，2 分钟（UNG失活）； 94℃，15 秒；60℃，30 秒； 45个循环（real-time PCR扩增），将荧光吸收反应设置在60℃，30 秒时间段内。每次反应设HIV阴性对照、低载量阳性对照及空白水对照。

3）总HIV-1 DNA定量计算公式。 HIV DNA拷贝数和细胞数分别由含HIV靶基因的标准品确定，单位细胞数（PBMC或全血细胞WBC）所含HIV DNA拷贝数计算公式为：HIV DNA拷贝数/细胞数=HIV拷贝数/2×CD3拷贝数。
4） 结果有效性判定： 同一批次实验结果中，HIV阴性对照DNA样本靶基因扩增阴性，而内参基因CD3扩增阳性；HIV低载量阳性样本靶基因和CD3基因扩增均为阳性且空白水对照二者扩增均为阴性，同时满足上述条件确定为本次结果有效。  

5）灵敏度和线性范围的确定：梯度稀释同时含HIV 靶基因和内参基因的质粒标准品，用上述扩增方法扩增后，分别确定靶基因和内参基因标准品的线性扩增范围和灵敏度指标，上述灵敏度和线性扩增范围实验每项最少重复3次。
6）特异度分析：选择40例 HIV阴性和健康人标本，其中HIV阴性标本包含乙型肝炎病毒（HBV）, 丙型肝炎病毒（HCV），庚型肝炎病毒标本所提取的核酸DNA进行引物和探针扩增特异度分析。
7）批间和批内差异性分析：随机选择7份HIV DNA阳性的临床样本，从PBMC分离、DNA提取、PCR扩增进行该方法的批间差异分析，由同一个技术人员分别在3个不同的工作日内检测完毕。批内差异检测选择另外7份DNA样本，同一份样本在同一批次重复检测3次，后进行批内差异性分析。

8）基因亚型测定及临床样本检测：115份HIV感染者全血样本均来自于佑安医院门诊患者。取其中56份DNA定量检测阳性结果样本，用巢式PCR扩增HIV-1 gag区p17～p24基因区域（见文献[4]）；序列测定，将序列信息输入HIV 数据库（https://www.hiv.lanl.gov/）进行序列比对，确定基因型和重组亚型。另59份HIV阳性临床样本进行DNA定量测定。其中35份样本血浆RNA病毒载量低于检测限（TND，检测试剂为Abbott 雅培 realtime hiv-1 病毒载量检测试剂，依照试剂盒说明书进行检测）；另外24份样本血浆RNA载量阳性。
2  结果

2.1  引物和探针亚型覆盖面分析  从HIV数据库里下载了包括HIV-1 M组全部基因亚型和中国常见HIV-1重组亚型以及O组、N组亚型LTR基因保守区域。设计出了相应的引物和探针序列（表1）。共2 601条HIV-1毒株LTR序列与引物Real-U1进行了保守性比对，发现97%的毒株序列与引物Real-U1无错配或仅有1个碱基的错配；共用3 226条HIV LTR区毒株序列与引物Real-UR2进行了保守性比对，发现99%的毒株序列与引物Real-UR2序列无错配或仅有1个碱基错配；共1 502条毒株序列与HIV-1探针序列进行了保守性比对，发现99%的毒株序列与探针的无错配或仅有一个碱基错配。详见表2。
表2   引物和探针与HIV各亚型毒株匹配百分率/%
	          Real-U1
	Real-UR2
	Probe-HIV

	
	
	错配百分率/%
	
	错配百分率/%
	
	错配百分率/%

	HIV亚型
	序列数（N）
	0～1
	>1
	序列数（N）
	0～1
	>1
	序列数（N）
	0～1
	>1

	A
	211
	100
	0
	265
	92
	8
	216
	99
	1

	B
	1 405
	92
	8
	1 405
	98
	2
	245
	98
	2

	C
	434
	99
	1
	673
	99
	1
	434
	98
	2

	D
	96
	95
	5
	94
	100
	0
	96
	100
	0

	F
	42
	100
	0
	129
	100
	0
	38
	100
	0

	G
	46
	100
	0
	78
	100
	0
	55
	100
	0

	H,J,K
	13
	100
	0
	10
	100
	0
	16
	100
	0

	N
	8
	100
	0
	14
	100
	0
	16
	88
	12

	O
	0
	0
	0
	47
	100
	0
	40
	100
	0

	CRF01_AE
	188
	93
	7
	221
	98
	2
	188
	100
	0

	CRF07_BC
	16
	100
	0
	16
	100
	0
	16
	100
	0

	CRF02_AG
	142
	87
	13
	274
	99
	1
	142
	99
	1

	总序列数（N）
	2 601
	97
	3
	3 226
	99
	1
	1 502
	99
	1


2.2  HIV DNA靶基因和内参基因定量标准品线性范围和灵敏度 按10倍梯度稀释同时含HIV 靶基因和内参基因的质粒标准品，分别获得4×106～4拷贝质粒梯度。实时荧光定量PCR扩增后，发现HIV-1靶基因在4×106～4拷贝梯度呈线性扩增；CD3靶基因在4×106～40拷贝范围呈线性扩增。HIV-1靶基因灵敏度可达4拷贝/PCR反应管（重复3次以上）。HIV靶基因和CD3内参基因扩增效率均＞95%（分别为97.83和98.32），相关系数R均大于0.98（分别为0.999和1）。代表性图谱见图1。
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图1   HIV-1和CD3扩增线性范围

2.3. HIV靶基因引物特异度分析   40例 HIV阴性和健康人标本检测结果显示，不论是健康人标本还是其他病原体标本DNA，HIV靶基因检测结果均为阴性，特异度达100%。
2.4 批间差异性分析  7份DNA样本的批间差异结果显示，DNA载量分布在6.90×101～8.99×103拷贝/106 PBMC之间；变异系数位于10%～18%之间。见表3。
表3   批间检测差异结果

	样本编号
	HIV-1 DNA载量（拷贝/106 PBMC）
	变异系数/%

	
	均值
	标准差

	1
	8.79×102
	1.40×102
	16

	2
	6.90×101
	1.30×101
	18

	3
	1.70×103
	2.72×102
	18

	4
	4.67×102
	6.70×101
	15

	5
	8.99×103
	1.12×103
	12

	6
	4.91×103
	5.70×102
	12

	7
	2.02×103
	2.06×102
	10


2.5  批内差异性分析  批内差异性结果分析显示，7份样本的载量分布在1.23×103～1.42×104 拷贝/106 PBMC临床样本，批内检测差异的变异系数位于13%～18%之间。见表4。
表4  批内检测差异结果
	样本编号
	
	HIV-1 DNA载量（拷贝/106 PBMC）
	变异系数/%

	
	
	均值
	标准差
	

	1
	1.09×104
	2.00×103
	18

	2
	1.23×103
	2.23×102
	18

	3
	5.47×103
	7.44×102
	14

	4
	2.18×103
	3.20×102
	15

	5
	1.28×103
	1.67×102
	13

	6
	1.42×104
	2.28×103
	16

	7
	1.56×103
	2.82×102
	18


2.6  亚型覆盖面检测  gag区（p17~p24）序列测定结果显示，56份阳性样本共包含12个HIV基因亚型及重组亚型。其中M组基因亚型包括A亚型（1份，2%），B亚型（3份，5%），b’亚型（2份，4%），C亚型（1份，2%）；重组亚型包括 CRF01_AE（22份，39%），CRF02_AG（1份，2%），CRF07_BC（15份，27%），CRF08_BC（1份，2%），CRF55_01B（2份，4%），CRF65_cpx（2份，4%），CRF67_01B（5份，9%），以及二代重组型样本CRF01_AE/07_BC （1份，2%）。表明该DNA检测试剂不仅能检测到我国常见的流行基因亚型（CRF01_AE、CRF07_BC,B，B’等），也能检测到较为稀有的HIV基因亚型或独特重组亚型；该HIV-1 DNA检测试剂至少能够检测12个基因型和重组亚型。
2.7  临床样本检测  24份血浆RNA载量阳性样本，DNA载量均为阳性（24/24，100%）；RNA载量中位数为4.07（1.7～5.51）Log 拷贝/mL，其对应DNA载量中位数为2.59（1.47～3.84）Log 拷贝/106PBMC，二者呈显著正相关（r=0.392，P=0.002）；35份血浆RNA病毒载量低于检测限（TND）的样本，其中34份（97%）DNA载量为阳性结果，Log10中位数为2.08(0～3.18) Log拷贝/106PBMC。血浆HIV RNA阳性组样本对应的HIV DNA载量显著高于血浆HIV RNA阴性组样本对应的HIV DNA载量，P=0.009。见图2A、图2B。
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注：A：HIV RNA病毒载量及其对应的DNA载量结果图；B：血浆RNA载量阳性组与血浆RNA载量阴性组
所对应的HIV DNA载量。VIR：血浆RNA阳性组，TND：血浆RNA低于试剂盒最低检测下限组
图2  HIV DNA载量分布图
3  讨论
HIV-1基因变异度大，亚型众多，且新的重组流行毒株日益增多，许多境外传入HIV亚型毒株也不断在我国被发现并报道[5]；早在全国第三次HIV分子流行病学调查时，就已发现我国当时至少存在10种流行亚型和重组亚型毒株[6]。之后，不断有新的重组毒株被发现并已形成小规模流行，如CRF55_01B和CRF59_01B是近年来在我国鉴定和流行的新的HIV重组毒株[7]；随后，又相继发现了CRF57_BC、CRF61_BC、CRF62_BC、CRF64_BC、CRF65_cpx重组毒株
 ADDIN EN.CITE 
[6, 8-9]
。日益增多的HIV基因亚型毒株和日趋复杂的病毒流行特征，对我国以核酸技术为主的诊断试剂的研发和应用都带来了巨大的挑战。
基于病毒培养试验的HIV储藏库定量技术（QVOA,Quantitative viral outgrowth assay)操作复杂，对技术人员、设备和实验室环境等要求非常高，需要采集患者血液量巨大(120~180mL)，不宜应用到临床检测，且在检测具有微小差异的HIV储藏库时并不可靠的
 ADDIN EN.CITE 
[10-11]
。细胞内HIV RNA定量检测也被认为是另一种可以评估cART中的残留的、有转录活性的感染细胞，可以间接地反映HIV储藏库。但目前多用于科研，尚需评估应用到临床可能性
 ADDIN EN.CITE 
[12]
。近年来，数字PCR（digital droplet PCR，ddPCR）技术也被用来进行HIV DNA 的定量实验，但该方法需要的仪器设备昂贵，技术操作复杂，以及假阳性的结也是该方法用于临床诊断中存在的主要问题
 ADDIN EN.CITE 
[2, 13-14]
。

本研究建立的HIV DNA定量检测方法所用的HIV靶基因引物和探针均位于HIV基因组更为保守的LTR基因区域，在与国际HIV数据库搜索比对后发现，引物、探针序列与国际数据库所公布的HIV流行亚型序列均高度保守，平均97%以上的序列与数据库序列只存在低于一个碱基的变异。引物的高度保守适宜于我国日益复杂的HIV流行态势，且实际验证该引物和探针能成功检测12种基因亚型以及重组亚型毒株，包括目前我国的主要HIV流行亚型CRF01_AE、CRF07_BC、B亚型毒株以及其他较为少见的HIV流行亚型毒株。
本检测技术使用一管双重PCR技术，可做到在同一个PCR反应管内既能定量检测HIV靶基因，又能定量内参基因，做到了细胞数和靶基因的同步定量，从而可以计算出单位细胞内包含HIV靶基因量，节约了时间、耗材和试剂成本。标准品的设计是本技术的另一个亮点：将HIV LTR基因与CD3内参基因克隆到同一个载体内，避免了使用不同的标准品体系引发的系统误差。HIV靶基因和内参CD3基因的PCR扩增长度只相差6个碱基，从而保证了一管双重PCR反应扩增效率的一致性，加入的CD3内参基因定量将HIV拷贝数与细胞数有效关联，从而可以精确定量到以细胞数为单位的HIV DNA拷贝数。
灵敏度试验也显示，该技术具有检测极低拷贝HIV DNA的能力，可达到4个拷贝/PCR反应管，几乎达到了PCR检测灵敏度的极限。批内和批间差异性分析显示，二者变异系数均低于20%，显示了该技术在实际检测临床样本中良好稳定性和重复性。在对59份HIV感染者样本进行检测后，发现24份HIV RNA阳性的感染者标本，HIV DNA 100%阳性；35份血浆RNA载量低于检测限的DNA样本，只有一份样本的DNA检测呈阴性反应。回顾病历资料显示，该名患者接受cART超过5年，血浆RNA载量一直低于检测限。此类患者体内病毒含量极低，其体内每一百万个静止型CD4细胞内可能只含有一个复制完全病毒的HIV感染细胞[15]。因此，HIV DNA检测结果阴性与该临床样本中可能与患者接受cART时间长、病毒抑制成功有关。

综上所述，该技术可用于目前我国HIV流行毒株的总HIV DNA定量。该方法操作简单，一天时间即可以完成从样本DNA提取到实时荧光定量PCR扩增，价格相对低廉，可用于监测大型队列中HIV感染个体的持续性感染状况，评估cART效果，也可以用于早期HIV感染的辅助诊断以及HIV阳性母亲新生儿感染的诊断。
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