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摘要：目的 了解北京MSM人群HIV-1基因多样性情况及影响因素。方法 对北京HIV阳性MSM人群采用横断面研究调查，通过建立的基于Illumina平台的二代测序技术（next generation sequencing, NGS）方法，综合两个pol基因区片段和一个env基因区片段的结果进行亚型和系统进化分析。结果  NGS检测的376例样本中，单一亚型样本占比83.2%（313/376），主要亚型为CRF01_AE（60.1%，188/313），CRF07_BC亚型（27.8%，86/313），B亚型（10.2%，32/313），C亚型（1.0%,3/313），CRF55_01B亚型（1.3%，4/311）；重组率和共感染率分别为8.24%（31/376）和8.51%（32/376）。其中亚型内重组率为1.86%（7/376），亚型间重组率为6.38%（24/376）；亚型内共感染率为1.33%（5/376），亚型间共感染率为7.18%（27/376）。多因素Logistic回归分析结果显示，与HIV-1基因多样性相关的影响因素是无工作（P=0.03）,过去三个月使用新型毒品（P=0.03）,和通过互联网寻找男性性伴侣的方式（P=0.01）。结论 北京MSM人群中有较高的HIV-1基因多样性，反映了HIV阳性MSM人群复杂的高危行为。
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Abstract: Objective To investigate the HIV-1 gene diversity and influencing factors in Beijing MSM population. Method  A cross-sectional study of HIV-positive MSM population in Beijing MP3 project was conducted to establish an experimental and research method based on the Illumina platform's next generation sequencing technology, while two pol gene regions and one env gene region were analyzed. Result  Among the 376 samples tested by NGS, the rate of single subtype is 83.2%(313/376) and the main subtypes were were CRF01_AE (60.1%, 188/313), CRF07_BC (27.8%, 86/313), subtype B (10.2%, 32/313), subtype C(1.0%, 3/313) and CRF55_01B (1.3%, 4/311). While the recombination  and superinfection accounted for 8.24% (31/376) and 8.51% (32/376) respectively. The intrasubtype recombination rate was 1.86% (7/376), the intersubtype recombination rate was 7.18% (27/376); the intrasubtype superinfection rate was 1.33% (5/376) and the intersubtype superinfecton rate is 7.18% (27/376). Analysis of relevant influencing factors showed that the risk factors associated with HIV diversity were working status (P=0.03), whether new drugs were used in the past three months (P=0.03), and the way to find male sexual partners (P=0.01).  Conclusion  We established experimental and research methods for detecting HIV diversity based on NGS sequencing technology; HIV diversity is associated with working status, the use of new drugs and the way to find male sexual partners through the Internet.
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近年我国报道的男男性行为（MSM）人群HIV感染率逐步上升[1] ，而且MSM人群由于其多性伴的原因，报道的新型重组毒株高于其他感染人群。北京地区超过70%的HIV感染人群来自MSM人群，并且在北京MSM人群中已发现CRF01_AE/07_BC,CRF01_AE/B和CRF01_AE/B/C[2]的等多种新重组毒株出现[3-5]。HIV-1具有极高的复制速度（108-10个病毒/天/人）和较低的逆转录保真性（1-10个碱基突变/复制周期），这使得病毒间高度相似却又不完全相同，其在感染者体内以“准种”的形式存在；如果同一个体感染了一种以上不同种的毒株，病毒复制过程时不同HIV毒株之间可能发生重组，当重组株持续传播时就会形成新的流行重组型（CRF）[6]。随着测序技术的快速发展，二代测序技术已在分析HIV准种的进化、HIV超感染及感染的溯源调查等多个方面有应用的报道[7]。        
本研究以北京MSM人群为研究对象，应用Illumina的二代测序平台尝试分析部分感染者中HIV-1基因多样性及相关影响因素。

1 对象和方法
1.1对象  
自我报告过去三个月内发生过男男性行为，现在的居住地为北京，HIV阳性者且未接受抗病毒治疗，年龄≥18岁的男性，自愿参加。
1.2方法
1）通过短信、网络、社区外展和同伴推荐等方式于2013年3月-12月在北京地区招募完成。由专业的检验人员采集全血，并由经过专业培训的调查员进行问卷调查，问卷包括一般社会人口学信息，最近3个月毒品的使用和最近3个月性行为和安全套的使用情况等内容。
2）本研究的HIV 阳性感染者采集5ml 全血样本，进行CD4细胞计数，从全血标本分离血浆检测病毒载量。
3）应用QIAGEN病毒RNA Mini提取试剂盒（QIAGEN 公司）提取血浆标本中HIV-1 病毒的RNA。设计并合成pol基因区的pol-1PR和RTpol-2区以及env区共三个片段的特异性的引物，以血浆中提取的RNA 模板，通过RT-PCR 一步法进行HIV 的pol基因和env 基因区的扩增，再使用Taq PCR MasterMix（天根生化生物，北京，中国）进行巢式PCR扩增相应的目的基因片段。其中pol-1片段长度为318bp，（位于HXB2的2265-2583）pol-2片段长度为311bp（位于HXB2的2509-2820），env区片段长度为382bp（位于HXB2的6973-7355）。
4）本研究二代测序采用Illumina Miseq 二代测序平台。综合考虑已知中国流行的HIV主要标准参考毒株的基因序列，分别从pol 和env 基因选择适当的基因区，参考HIV-1基因型In-house方法的pol和env基因区引物和具体的基因位置，考虑Miseq V2试剂盒的2×250实际测序读长，设计编码特异性的融合引物（Barcode + 特异性引物）。将DNA末端链接“Adaptor”接头序列并进行PCR反应，并用磁珠法回收PCR产物，使用qPCR法对目的片段进行定量。调整各个测定样本的浓度使其达到均一化，将均一化后的样本混合在一起，将上述准备好的文库进行Illumina Miseq上机测序。
1.3统计学方法
本研究使用SAS（SAS V.9.4,SAS Institute Inc.,Cary,North Carolina,USA）进行数据清理和分析，P值小于0.05被认为有统计学意义。其中，因变量为每个个体的HIV基因多样性，被分为单一亚型和非单一亚型。此外，本研究构建了单因素Logistic回归模型用以分析HIV基因多样性与人口统计学特征、相关行为危险因素，基线CD4和病毒载量（VL）之间的关系。对于有统计学意义的单因素变量进行多因素Logistic回归模型分析，结果以95%置信区间和P值表示。
1.4 HIV基因多样性
在本研究的HIV基因多样性分析中，以大于等于95%的频率为标准，两个以上扩增片段为同一种亚型且序列数所占的比例均大于等于95%若两个以上片段检测出同一种亚型的序列数所占频率均大于等于95%，即认为是单一亚型。两个以上扩增片段为不同亚型且序列数所占的比例均大于等于95%每份样本的每个片段基因区内部频率占95%及以上的序列为同一亚型，但不同的基因片段区亚型不一致的定义为新型重组样本，包括不同亚型间的重组样本和同一亚型不同亚簇间的重组样本；某基因区扩增片段由两种及以上超过5%的不同序列构成每份样本某片段基因区内部由两种或者两种以上大于5%频率的不同序列构成，定义为共感染样本，包括发生在不同亚型间的共感染样本和同一亚型不同亚簇间的共感染样本。本研究中将新型重组和共感染样本统一称为非单一亚型。本研究中，新型重组中的亚型内重组和共感染中的亚型内共感染均只发现于CRF01_AE亚型内的亚簇间，故亚型内重组和亚型内共感染的情况只针对于CRF01_AE亚型内。根据冯毅等[8]已经报道的CRF01_AE的7个流行亚簇为参考株，重新分析亚型内重组和亚型内共感染的情况，并对共感染的样本使用FastTree2.1.9的最大似然法构建系统进化树。

2 结果
2.1 调查对象人口学情况
对376名男男性行为者进行分析，其中93.4%为汉族，84.8%婚姻状况为未婚，75.3%拥有本科及以上学历，70.5%的人出生于城市，87.5%的工作状况为在职，82.7%没有北京户籍，57.4%年龄小于30岁，54.3%的人月均收入超过5000元，56.1%在北京居住超过4年，52.1%目前为非独居状态。

2.2 北京MSM人群HIV多样性
本研究使用Illumina Miseq二代测序平台共检测MSM样本416份， pol-1基因区共扩增成功360例，扩增率为89.5%（360/416），pol-2基因区共扩增成功351例，扩增率为84.4%（351/416），env基因区共扩增成功389例，扩增率为93.5%（389/416）。为研究样本是否发生重组和共感染情况，至少需要考虑pol基因区和env基因区，因此以pol基因区第一段和/或第二段扩增成功以及env基因区扩增成功的样本为研究对象，探讨其基因多样性。以此标准，得到env区和至少一段pol区超深度测序的样本量为376份（90.4%,376/416），样本序列的平均测序深度为12726.80（3429.861，22023.739）条。
在376例患者中共有83.2%（313/376）的样本在片段内以及片段间亚型分布一致，判断为单一亚型。313例单一亚型样本中，亚型主要为CRF01_AE亚型（60.1%，188/313），其次为CRF07_BC亚型（27.8%，86/313），另外有32例（10.2%，32/308）为B亚型、3例（1.0%，3/308）为C亚型和4例（1.3%，4/308）为CRF55_01B，这313例单一亚型样本的亚型与使用sanger法一代测序结果完全一致。63例样本（16.8%）存在不一致情况划分为非单一亚型。按上述非单一亚型标准划分为新型重组样本31例，共感染样本32例。31例新型重组样本中含亚型间重组24例，占总样本376例中的6.4%，亚型内重组7例（1.9%）。32例共感染样本亚型内亚簇间的共感染为5例（1.3%），不同亚型间共感染27例（7.2%）。图1显示的为本研究中共感染样本BJMP3015B pol-1区，BJMP3263B pol-1区和BJMP3099B pol-2区NGS序列进化树。其中，BJMP3015B样本中红色为CRF01_AE亚型的序列（45.26%），绿色为B亚型的序列（49.23%），黑色为其它亚型（5.51%）；BJMP3263B样本中红色为为CRF01_AE亚型的序列（47.33%），蓝色为CRF07_BC亚型的序列（39.23%），黑色为其它亚型（13.44%）；BJMP3099B样本中黄色为CRF01_AE亚型Cluster 5亚簇（57.24%），紫色为CRF_01AE亚型Cluster 4亚簇（39.59%）。由图可见共感染样本在单一区段内存在多种亚型共存的情况。

表1 北京MSM人群中HIV-1基因多样性分布情况

	变量
	样本例数
	率构成比（%）

	单一亚型
	313
	83.2

	新型重组
	
	

	亚型内重组
	  7
	1.86

	亚型间重组
	24
	6.38

	共感染
	
	

	亚型内共感染
	5
	1.33

	亚型间共感染
	27
	7.18

	合计
	376
	100.0



图1 北京MSM人群中非单一亚型样本进化分析图
[image: ]

 2.3 HIV新型重组样本分析
31例新型重组样本中包括24例亚型间重组样本和7例亚型内重组样本。其中pol-1区与pol-2区之间亚型间重组样本4例（16.7%，4/24），亚型内重组样本2例（28.6%，2/7）；pol区和env区之间亚型间重组样本20例（83.3%，20/24），亚型内重组样本5例（71.4%，5/7）。
（1） 亚型间重组
对于亚型间重组样本，我们对比Sanger和NGS测序结果是否一致，对于结果一致的样本可以认定为重组已发生。我们用Sanger法发现pol和env基因区不一致一般认为可能发生基因重组或有共感染现象存在，只有在检测HIV全长基因后才能认定真正发生了重组。
（2） 亚型内重组
为了探讨序列中是否存在亚型内部的重组问题，NGS测序实验结果分析时，我们将新亚型精确到亚簇水平进行分析。根据冯毅等[8]已经报道的CRF01_AE的7个流行亚簇为参考株，重新分析亚型内重组。根据上述定义标准，结果发现有8例样本发现亚型内亚簇间重组现象，主要为CRF01_AE中 cluster4和cluster 5之间的重组。

2.4 共感染样本分析
共32例共感染样本中包括27例亚型间共感染样本和5例亚型内共感染样本。
（1） 亚型间共感染
通过二代测序，我们发现有些样本在每个基因区内存在着多种亚型共存的情况。共发现27例样本同一段基因区中由两种或者两种以上的亚型毒株构成，其中，CRF01_AE与B毒株间共感染9例，CRF01_AE与CRF07_BC毒株间共感染15例，共感染CRF55_01B与B毒株间共感染1例，CRF58_01B与B毒株间共感染1例，CRF68_01B与CRF01_AE毒株间共感染1例。
（2） 亚型内共感染
我们在二代测序结果分析时，把亚型进一步分到亚簇水平。以冯毅等[8]报道的CRF01_AE的7个流行亚簇为参考株，重新分析亚型内共感染，根据上述定义标准，结果发现，有5例样本发现亚型内共感染，均为CRF01_AE cluster 4 和 cluster 5间发生的共感染。其中，BJMP3074B为pol-1区段内cluster 4和cluster 5间的共感染；BJMP3085B为pol-1和env区段内cluster 4和cluster 5间的共感染；BJMP3099，BJMP3171B，BJMP3245B为pol-2区段内cluster 4和cluster 5间的共感染。

2.5 HIV基因多样性非单一亚型相关因素分析
应用单变量logistic回归详细分析北京MSM人群社会人口学信息和与HIV多样性相关危险行为的关联性发现与HIV多样性相关的重要危险因素是无工作（P=0.03）,过去三个月使用新型毒品（P=0.03）,和通过互联网寻找男性性伴侣（P=0.01）。在多变量分析中，无工作人群的HIV多样性的概率是有工作人群的2.8倍（95%CI，1.4-5.8）；近三个月使用新型毒品人群HIV多样性是未使用人群的2.0倍（95%，1.1-3.4）；通过互联网寻找男性性伴侣的人群的HIV多样性是通过其他方式寻找男性性伴侣者的6.1倍（95%CI,1.8-20.4）。

表2 北京MSM人群HIV基因多样性相关危险因素的Logistic回归分析

	人口学特征
	人数
	非单一亚型 (%)
	OR (95% CI)
	P值
	AOR (95% CI)
	P值

	现工作状况 
	
	
	
	
	
	

	    有
	329
	49 (14.9)
	1.0
	
	1.0
	

	    无
	47
	14 (29.8)
	2.1(1.1,4.2)
	0.03
	2.8(1.4,5.8)
	0.01

	近三个月使用新型毒品
	
	
	
	
	
	

	    无
	240
	32 (13.3)
	1.0
	
	1.0
	

	    有
	136
	31 (22.8)
	1.8(1.1,3.1)
	0.03
	2.0(1.1,3.4)
	0.01

	寻找性伴侣最常用途径
	
	
	
	
	
	

	    酒店酒吧等
	62
	3 (4.8)
	1.0
	
	1.0
	

	    互联网
	314
	60 (19.1)
	5.2(1.6,17.2)
	0.01
	6.1(1.8,20.4)
	<0.01

	合计			
	376
	63 (16.8)
	
	
	
	



3 讨论
本研究的313例单一亚型样本中，亚型构成为CRF01_AE亚型（60.1%，188/313），CRF07_BC亚型（27.8%，86/313），B亚型（10.2%，32/308）、C亚型（1.0%，3/308）为和CRF55_01B亚型（1.3%，4/308）。2014年报道北京市的主要流行亚型为CRF01_AE、CRF07_BC和B亚型[9]，本研究的单一亚型构成比的结果与以往研究中的结果相似。中国的CRF01-AE亚型原主要存在于经异性传播的HIV感染者中, 随后逐渐成为MSM人群中的主要流行亚型。CRF07-BC亚型一直是IDU人群中的主要流行亚型，近年来,CRF07_BC亚型在我国MSM人群中增长迅速。此种情况的产生可能与MSM人群本身特性相关,例如活跃的无保护性行为、多性伴侣、使用新型毒品等。
本研究以pol基因区第一段和/或第二段扩增成功以及env基因区扩增成功的376名研究对象中，NGS检测到16.8%（63/376）为非单一亚型样本，新型重组和共感染的比例分别为8.2%（31/376）和8.5%（32/376），在63名非单一亚型患者中，新型重组和共感染比例分别为49.2%和50.8%。与其他国家共感染情况相比[10-12]，北京MSM人群之中重组和共感染发生率较高。这表明在北京MSM群体中性行为活跃，造成了不同的毒株间相互作用和重组，并形成了一个复杂的传播网。由于多次的不安全性行为、静脉注射吸毒等行为使得机体增加感染不同HIV病毒株的风险，进而可能引起共感染。机体发生共感染的同时可发生病毒重组[6],使体内病毒的毒株情况复杂，可能进一步导致体内HIV病毒耐药性的发展和抗逆转录病毒治疗失败[13]。全球最早报道的在黑猩猩中发现的HIV共感染案例可以追溯到1987年，随后2000年在人类中出现了HIV共感染[14]。根据2014年的一篇综述报道，全球共感染的发病率每年为0-7.7%[10]。乌干达的一项对149名HIV-1阳性的异性恋人群的共感染研究中检测到有7例共感染病例（4.7%）[11]。在美国圣地亚哥使用454二代测序平台对MSM人群中B亚型毒株一项队列研究发现，基线的118例样本中，两年后，共有8.4%（10/118）的样本发生了共感染[12]。本研究中重组和共感染现象的出现均造成了HIV基因多样性的产生。北京MSM人群中如此高的共感染和重组比例为抗病毒治疗和药物以及疫苗的使用带来了挑战。不同的HIV亚型表现出不同的耐药性，并且新产生的变异株可能会出现多重耐药的情况。疫苗一般的设计是针对特定的亚型或毒株，可能对个体初次感染HIV时有效果，但随着HIV多样性的产生，新的变异株的产生可能会导致疫苗的失效。因此，我们需要研制可以刺激机体对未来各种可能产生的流行株均发生免疫反应的广谱疫苗。有文献报道，NGS可检测耐药毒株中的共感染[15]，有助于深入探讨耐药、共感染与治疗效果三者的关系。NGS可以帮助监测患者体内共感染[16]，为分析毒株进化多样性、评估病毒复杂度提供更多依据。而NGS的一个局限性在于判断是否为重组毒株时，需要在检测HIV全长基因后与全长测序结果共同验证来获得更加准确的重组结果。
在本研究的376名HIV阳性研究对象中，我们发现HIV-1基因多样性与研究对象目前的就业状况、近三个月是否使用新型毒品以及寻找男性性伴侣的场所有显著关系。无工作、近三个月使用新型毒品以及通过互联网寻找男性性伴侣均会增加个体的HIV重组和共感染率。以往的研究显示使用新型毒品毒品会显著增加MSM人群中HIV传播风险[17]，一些欧美国家的研究中已发现，使用亚硝酸盐类新型毒品会明显加快HIV在MSM人群的传播[18]。这些药物会刺激大脑中的部分区域，进而促进性行为增加，特别是无保护的性行为，这将大大提高HIV感染的概率。新型毒品使用者是HIV感染的高危人群，且在HIV感染者总数中占很大比例。本研究结果显示，近三个月使用新型毒品者的比例为36.2%（176/376），而非单一亚型患者中使用新型毒品者的比例较高，占50%（33/66）。本研究发现的另一个重要的危险因素是利用互联网寻找男性性伴侣，这种方式已逐渐成为中国MSM人群中寻找伴侣的主要方式[19]。有研究使用相同的数据来源，发现与未通过互联网寻找男性性伴侣者相比，使用互联网寻找男性性伴侣的MSM人群更有可能有使用毒品、与男性性伴侣进行被动或无保护的被动肛交行为[19]。由于这种新型社交方式的出现，MSM人群通过网站接收和交换大量信息，这会促进他们之间性活动的增加并进一步促进HIV的传播并导致更多的HIV重组和共感染的出现[20]。互联网的出现为HIV的预防和控制带来了新的挑战，但同时它也可以用于指导高危人群如何在性行为过程中预防HIV的传播。
本研究的一个局限性在于研究对象仅限于北京的MSM人群，因此我们需要验证检查结果的有效性后，招募更多的HIV患者进入研究队列中，以验证结果是否能推广到更广泛的人群中。若想得到更深入的基因复杂度的数据，可对这部分人群继续随访，进行队列研究，进而比较一段时间后，人群中基因的复杂度的变化情况。在下一步的研究中，我们可以对研究对象进行一段时间的随访研究，并对他们的研究结果进行时间上面的对比，以更好的评估此人群中HIV重组和共感染的发生率，以及相关危险因素随时间变化的情况。尽管存在着诸多的局限性，但本研究仍在利用NGS技术检测中国HIV阳性人群中病毒多样性并揭示HIV多样性与社会行为因素之间的关系方面取得了一定的结果。这种类型的测序和研究方法可以应用于全国或全球未来的大规模研究工作。与传统的测序方法相比，NGS技术可以依靠更高的精度和灵敏度大大地提高我们我们对HIV多样性的了解。更好地了解HIV的进化和变异可以未最终预防和个性化治疗HIV提供新的方向和方法。
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