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我国2008－2016年16省（市/区）16~25岁异性性传播
感染者HIV毒株的亚型亚簇分布情况
周佳佳，李杨，李苗苗，甘梦泽，沈建洋，阮玉华，冯毅，廖玲洁，邵一鸣，邢辉
(中国疾病预防控制中心 性病艾滋病预防控制中心，北京 102206）

摘要：目的  了解我国2008－2016年16省（市/区）16~25岁异性性传播艾滋病病毒（HIV）感染者中HIV毒株亚型亚簇的分布情况。方法  收集调查对象血浆样本，提取HIV 核糖核酸并扩增其Pol区片段（PR区，RT区），应用HIV Sequence Database网站和MEG 6.0等软件等进行亚型亚簇分析。结果  本研究共分析pol区序列1 779条，HIV基因分型显示：856例男性感染者中CRF01_AE 亚型346例（40.4%）和CRF07_BC亚型298例（34.8%），主要亚簇是CRF07_BC的MSM簇（69.5%,207/298）；898例女性感染者CRF01_AE亚型323例（36.0%）和CRF07_BC亚型281例（31.3%），主要亚簇是CRF01_AE的C1簇（51.1%,165/323）。男性和女性感染者中亚型亚簇中呈上升趋势的有CRF01_AE的C5簇、CRF07_BC的MSM簇及CRF55_01B（P<0.01）。男性感染者和女性感染者中新型重组或者未知亚型毒株的构成比分别为12.0%和15.3%。结论  16~25岁年龄组男性和女性异性感染者中流行HIV毒株的亚簇不同，源自男男性行为者（MSM）的CRF01_AE的C5簇、CRF07_BC的MSM簇及CRF55_01B毒株在我国小年龄异性性传播感染者中呈上升趋势。
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Abstract：Objective To understand the distribution of HIV strains among 16 to 25 years old heterosexually transmitted infections in 16 provinces (cities) in China from 2008 to 2016. Methods: Plasma samples were collected from the subjects, HIV RNA was extracted and the Pol region fragment (PR region, RT region) was amplified, and subtypes and clusters analysis was performed using software such as HIV Sequence Database and MEG6.0. Results：A total of 1779 pol sequences were analyzed in this study. HIV genotyping showed that the main subtypes and clusters of male infected persons were CRF01_AE（40.4%,346/856） and CRF07_BC（34.8%,298/856）, and the main cluster were cluster MSM of CRF07_BC（69.5%,207/298）. The main subtypes and clusters of female infected persons were CRF01_AE （36.0%,323/896）and CRF07_BC（31.3%,281/896）, and the main cluster was cluster1 of CRF01_AE（51.1%,165/323）. The cluster5 of CRF01_AE, cluster MSM of CRF07_BC and CRF55_01B (P<0.01) were observed showing a Upward trend in male and female infected individuals. The composition ratio of new recombinant or unknown subtype strains in male infected persons and female infected persons was 12.0% and 15.3%, respectively..Conclusion: The cluster5 of CRF01_AE derived from MSM population, the cluster MSM of CRF07_BC and the CRF55_01B strain showed an increasing trend in small-age heterosexually transmitted infections in China.
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自2011年以来，我国每年新发现的艾滋病病毒（HIV）感染者/艾滋病（AIDS）病人(简称HIV /AIDS病人)中经异性性传播途径感染比例均超过60%[1]。异性性传播途径是我国近年来HIV流行的主要途径。小年龄组（16~25岁）人群暴露HIV的时间较短，被感染的时间也相对较短，世界卫生组织（WHO）推荐该年龄段人群可近似认为是近年来新发生感染的人群[2-3]。2015－2017年，我国当年新发现HIV/AIDS病人分为115 465例、124 555例、134 512例，新发现HIV/AIDS病人近年来以每年近8.0%的速度快速增长，本研究旨在通过分析我国16省（市/区）16~25岁HIV异性性传播感染者中亚型亚簇的分布及变化情况，了解各亚型亚簇HIV-1毒株的新发感染情况，为我国开展小年龄人群艾滋病防治工作提供科学数据。
1 对象与方法
1.1  对象  北京、吉林、江苏、浙江、甘肃、山东、湖南、河南、深圳、广西、重庆、四川、贵州、云南、陕西、新疆，16~25岁、当年发现的异性性传播HIV感染者、未接受过抗病毒治疗，按知情同意原则调查。
1.2  方法  2008－2016年1－8月在上述16省（市/区）开展调查。 
核酸提取和扩增：用Easy Mag自动核酸提取仪提取核酸后，以国际标准株HXB2株Pol基因区为参照，扩增蛋白酶基因区全长和反转录酶基因区前300个氨基酸（即HXB2：2253bp-3553bp）。
亚型的判定：将基因测序公司测定的序列用Sequencherv 4.10拼接，拼接后导出序列，用Bioedit软件进行序列比对，将比对好的序列导入MEG6.0软件构建系统树，进行亚型的判定，把校验值＜75%的序列提交到HIV BLAST进行一致性检验。从HIV sequence database网站DATABASES栏下的Sequence DB查询并下载中国目前所有的HIV参考株，用这些参考株判别结果不一致或者HIV BLAST不能明确判定亚型的序列。
亚簇的判定：CRF01_AE在我国主要分为七个亚簇（C1~C7）[4-5]，CRF01_AE的C1簇和C3簇均主要在我国南部省份异性性传播人群和静脉注射吸毒人群流行，C2簇主要在广西静脉注射吸毒人群中流行，C4簇主要在东南地区的男男性行为者（MSM）中流行；C5簇主要在北京及其他北部省份的MSM中流行，C6簇和C7簇仅在福建和云南省异性性传播感染者中被发现。CRF07_BC分为MSM簇和其他亚簇两个亚簇，MSM簇主要在MSM中传播，其他亚簇包括除MSM簇外的亚簇。利用这些亚簇对应的参考株，用Bioedit软件进行序列比对和清理，然后用MEG6.0软件构建系统树，将与参考株明显成簇且校验值高于75%的序列判定为一簇。
1.3  统计分析  采用SAS 9.4进行亚型亚簇按时间段的趋势性检验。
2 结果
2.1  调查对象的一般情况  共分析16~25岁的HIV异性性传播感染者1 779例，感染者一般情况详见表1。
表1 2008－2016年16个省（市/区）16~25岁HIV异性性传播感染者一般情况
	变量
	人数
	构成比/% 

	性别

	  男
	856
	48.1

	  女
	898
	50.5

	不详
	25
	1.4

	民族

	汉族
	1 042
	58.6

	  少数民族
	614
	34.5

	  不详
	123
	6.9

	婚姻状况

	  未婚
	1 002
	56.3

	  已婚
	 519
	29.2

	  离异
	 46
	2.6

	  不详
	212
	11.9

	年龄（岁）

	16-20
	 289
	16.2

	21-25
	1 490
	83.8

	地区a

	华北地区
	110
	6.2

	东北地区
	18
	1.0

	华东地区
	185
	10.4

	华中地区
	200
	11.2

	华南地区
	385
	21.6

	西南地区
	721
	40.5

	西北地区
	160
	9.0


注：a：华北地区：北京；东北地区：吉林；华东地区：江苏、浙江、山东；华中地区：湖南、河南；华南地区：深圳、广西；西南地区：重庆、四川、云南、贵州；西北地区：陕西、甘肃、新疆
2.2  男性感染者亚型亚簇变化趋势  共调查异性性传播男性感染者856例，2008年以后新增加的亚型有8种，新增加的亚簇有5种。在2015－2016年，CRF07_BC占40.4%(114/282)、CRF01_AE占33.0%(93/282)、B占5.0%(14/282)、CRF55_01B占5.0%(14/282)、CRF08_BC占2.8%(8/282)、其他亚型占13.8%(39/282)。按2008－2011年、2012－2014年和2015－2016年3个时间段，亚型亚簇上升趋势有统计学意义的有CRF55_01B、CRF01_AE的C3簇、C5簇、CRF07_BC的MSM簇；亚型亚簇下降趋势有统计学意义的有B亚型、CRF01_AE的C2簇、C4簇、CRF07_BC的其他亚簇；亚型亚簇变化趋势无统计学意义的有CRF01_AE、CRF07_BC、CRF08_BC、CRF01_AE的C1簇、C6簇、C7簇。详见表2。
表2  我国2008-2016年16个省（市/区）16~25岁HIV异性性传播男性感染者亚型亚簇变化情况
	变量
	总计
(n=856)
	2008－2011年
（n=282）
	2012－2014年
（n=292）
	2015－2016年
（n=282）
	P值

	CRF01_AE
	346（40.4）
	118（41.8）
	135（46.2）
	93（33.0）
	0.054

	C1
	75（21.7）
	28（23.7）
	37（27.4）
	10（10.8）
	0.057

	C2
	27（7.8）
	14（11.9）
	11（8.1）
	2（2.2）
	0.011

	C3
	9（2.6）
	0（0.0）
	0（0.0）
	9（9.7）
	<0.01

	C4
	153（44.2）
	63（53.4）
	53（39.3）
	37（39.8）
	0.029

	C5
	43（12.4）
	2（1.7）
	14（10.4）
	27（29.0）
	<0.01

	C6
	3（0.9）
	1（0.8）
	2（1.5）
	0（0.0）
	0.624

	C7
	4（1.2）
	2（1.7）
	2（1.5）
	0（0.0）
	0.292

	其他亚簇
	32（9.2）
	8（6.8）
	16（11.9）
	8（8.6）
	0.507

	CRF07_BC
	298（34.8）
	94（33.3）
	90（30.8）
	114（40.4）
	0.107

	MSM簇
	207（69.5）
	49（52.1）
	64（71.1）
	94（82.5）
	<0.01

	其他亚簇
	91（30.5）
	45（47.9）
	26（28.9）
	20（17.5）
	<0.01

	B
	61（7.1）
	29（10.3）
	18（6.2）
	14（5.0）
	0.012

	CRF08_BC
	26（3.1）
	10（3.5）
	8（2.7）
	8（2.8）
	0.628

	CRF55_01B
	22（2.6）
	0（0.0）
	8（2.7）
	14（5.0）
	<0.01

	其他亚型b
	103（12.0）
	31（11.0）
	33（11.3）
	39（13.8）
	0.330


注：a:各亚簇构成比分母为其对应亚型总数; b:其他亚型包括CRF61_BC（2例）、CRF62_BC（2例）、CRF68_01B（1例）、CRF87_cpx（1例）、CRF96_cpx（3例）、C亚型（5例）及其他未知亚型毒株（89例）
2.3  女性感染者亚型亚簇变化趋势  共调查异性性传播女性感染者898例。2008年以后新增加的亚型有6种，新增加的亚簇有5种。在2015－2016年162例中，CRF07_BC占39.5%(64例)、CRF01_AE占34.0%(55例)、CRF08_BC占9.9%(16例)、CRF55_01B占4.3%(7例)、B占1.2%(2例)、其他亚型占11.1%(18例)。按2008－2011年、2012－2014年和2015－2016年3个时间段，亚型亚簇上升趋势有统计学意义的有CRF55_01B、CRF01_AE的C3簇、C5簇、CRF07_BC的MSM簇；亚型亚簇下降趋势有统计学意义的有CRF08_BC和B亚型、CRF01_AE 的C1簇和CRF07_BC的其他亚簇；亚型亚簇变化趋势无统计学意义的有CRF01_AE、CRF07_BC、CRF01_AE的C2簇、C4簇、C6簇、C7簇和CRF01_AE的其他亚簇。见表3。

表3  我国2008－2016年16个省（市/区）16~25岁HIV异性性传播女性感染者亚型亚簇变化情况
	变量
	总计
 (n=898)
	2008－2011年
（n=431）
	2012－2014年
（n=305）
	2015－2016年
（n=162）
	P值

	CRF01_AE
	323（36.0）
	134（31.1）
	134（43.9）
	55（34.0）
	0.058

	C1
	165（51.1）
	79（59.0）
	74（55.2）
	12（21.8）
	<0.01

	C2
	45（13.9）
	22（16.4）
	21（15.7）
	2（3.6）
	0.063

	C3
	12（3.7）
	0（0.0）
	0（0.0）
	12（21.8）
	<0.01

	C4
	22（6.8）
	8（6.0）
	9（6.7）
	5（9.1）
	0.486

	C5
	16（5.0）
	1（0.7）
	3（2.2）
	12（21.8）
	<0.01

	C6
	6（1.9）
	3（2.2）
	3（2.2）
	0（0.0）
	0.422

	C7
	9（2.8）
	3（2.2）
	5（3.7）
	1（1.8）
	0.863

	其他亚簇
	48（14.9）
	18（13.4）
	19（14.2）
	11（20.0）
	0.336

	CRF07_BC
	281（31.3）
	132（30.6）
	85（27.9）
	64（39.5）
	0.174

	MSM簇
	52（18.5）
	14（10.6）
	17（20.0）
	21（32.8）
	<0.01

	其他亚簇
	229（81.5）
	118（89.4）
	68（80.0）
	43（67.2）
	<0.01

	CRF08_BC
	113（12.6）
	82（19.0）
	15（4.9）
	16（9.9）
	<0.01

	B
	37（4.1）
	25（5.8）
	10（3.3）
	2（1.2）
	0.008

	CRF55_01B
	7（0.8）
	0（0.0）
	0（0.0）
	7（4.3）
	<0.01

	其他亚型b
	137（15.3）
	58（13.5）
	61（20.0）
	18（11.1）
	0.711


注：a:各亚簇构成比分母为其对应亚型总数；b:其他亚型包括CRF57_BC（3例）、CRF61_BC（4例）、CRF62_BC（3例）、CRF65_cpx（1例）、CRF87_cpx（1例）、CRF96_cpx（4例）、C亚型（11例）及其他未知亚型毒株（110例）
3讨论
本调查显示，2008年以后男性感染者中新增加CRF08_BC、CRF55_01B、CRF61_BC、CRF62_BC、CRF68_01B、CRF87_cpx、CRF96_cpx、C亚型8种亚型和CRF01_AE的C4簇、C5簇、C6簇、C7簇、CRF07_BC的MSM簇5种亚簇；女性感染者中新增加CRF55_01B、CRF61_BC、CRF65_cpx、CRF87_cpx、CRF96_cpx、C亚型6种亚型，新增加5种亚簇与男性感染者一致。HIV亚型亚簇的不断增加，说明异性性传播感染人群的高危行为更加复杂，HIV阳性者仍然有高危行为。
CRF01_AE是我国HIV的主要流行亚型。按2008－2011年、2012－2014年和2015－2016年3个时间段分析发现，CRF01_AE的C5簇在男性感染者和女性感染者上升均有统计学意义（P<0.01）。CRF01_AE的C5簇在男性感染者和女性感染者中分别从2008－2011年的1.7%和0.7%上升到2015－2016年的29.0%和21.8%，源自北京及其他北部省份MSM的CRF01_AE的C5簇在异性性传播感染人群中呈现上升趋势,说明同性性传播人群和异性性传播人群有密切的联系。很多研究报道的部分男男性行为感染者仍存在异性性行为[6-9]也证明了这一点；CRF01_AE的C2簇和C4簇在男性感染者中呈下降趋势，在女性无明显变化，可能是MSM簇快速增长导致了它们的构成比相应的发生了变化。有研究报道, CRF01_AE的C4簇是我国小年龄MSM中主要流行的亚簇[10]，但在本研究的男性、女性异性性传播感染者中均出现（构成比分别为44.2%、6.8%）。提示该毒株可能扩散到了异性性传播人群。CRF01_AE的C4簇构成比明显高于其C5簇，这与Song等[11]发现的同一亚型不同簇HIV毒株可具有不同的免疫表型结果一致。
CRF07_BC的MSM簇在本研究男性异性性传播感染者中，从2008－2011年的52.1%上升到2015－2016年的82.5%，相同时间段在女性异性性传播感染者中，从10.6%上升到32.8%，均呈明显上升趋势，说明该亚簇在我国小年龄异性性传播人群中快速增长。有研究表明, CRF07_BC的MSM簇自2004年进入我国小年龄MSM以来，在该人群中快速增长[10]。小年龄HIV感染者可近似认为是近年来新发生感染人群，也可近似代表HIV的正在流行传播的现况[12]。提示CRF07_BC的MSM簇可能在我国目前异性传播HIV的流行中起着重要的作用。另外，CRF07_BC的MSM簇来源于MSM相关传播簇，本研究结果表明, 该亚簇在女性异性性传播感染者中同样呈现上升趋势，说明CRF07_BC的MSM簇已从男男性行为传播人群扩散到异性性传播人群。
CRF55_01B、B亚型、CRF08_BC和新型重组或者未知亚型毒株在异性人群中所占比例相对较小，但变化趋势较为明显。CRF55_01B自2004年在深圳市MSM中被发现后，现已传播到我国大多数省份[13-14]。该亚型最早出现于MSM，本研究结果也同样说明, 该亚型传播扩散到异性性途径人群。本次调查发现CRF55_01B在男性感染者和女性感染者中均上升趋势明显，这些新产生的新型重组毒株的快速扩散需要密切关注。CRF08_BC来自注射吸毒人群[15]，在女性感染者中所占比例明显高于在男性感染者中的比例，说明该亚型在我国小年龄HIV异性性传播女性感染者中流行更广泛。有研究对我国HIV未治疗人群进行分析，发现新型重组或者未知亚型毒株所占构成比为11%[16]，而本研究中小年龄异性性传播人群中男性感染者和女性感染者中新型重组或者未知亚型毒株分别为12.0%和15.3%，均高于其他报道年龄组人群。小年龄异性性行为的活跃性和复杂性导致其感染者中HIV亚型的多样性，需要及时做好监测工作。
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