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摘要
目的：了解广西男男同性（men who have sex with men,MSM）HIV患者抗病毒治疗（antiretroviral therapy, ART）后血液和精液中HIVRNA的差异。方法 研究对象服用统一抗病毒治疗方案（拉米夫定/替诺福韦/依非韦伦），采集不同抗病毒治疗时间的外周静脉全血及精液，离心取血浆和精浆提取HIV病毒核酸。使用测序试剂盒NucliSense Easy Q进行HIV RNA检测。结果 共73名HIV感染的MSM纳入研究, 按ART时间不同分5组。基线比较，5组患者平均年龄、民族、1年内是否曾经患过性传播疾病、ART前的CD4+T数量、CD4/CD8比值比较差异没有统计学意义（均P>0.05）。ART后，血液和精液中HIV病毒量均迅速下降，尤其在ART后6～12个月下降明显，当ART＞12个月后，2例（3.27%）患者血液HIV RNA可测到，1例（1.63%）患者精液RNA可测到,可测RNA均低于200拷贝/ml。结论 成功ART 12个月后绝大部分血液和精液RNA抑制到测不出水平，对治疗后阻断HIV经性途径传播有积极意义。
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Detection and analysis of viral RNA in blood and semen of gay men infected with HIV after antiviral therapy
ABSTRACT
Objective: To investigate the status of HIV RNA in blood and semen of HIV -1 infected men who have sex with men (MSM) after antiviral therapy (ART). Methods All patients were ART naïve, with regimen of  Lamivudine/Tenofovir/Efavirenz but different ART duration. Blood were collected by vein puncture and semen samples were gained by self-masturbation at the same day. HIV RNA was quantified with real-time nucleic acid sequence based amplification(NucliSense Easy Q). Results A total of 73 HIV-infected MSM dividing into 5 groups were included in the study. The average age, compositon of race, sexually transmitted diseases within one year, nadir CD4+T count and CD4/CD8 were comparable among different groups of ART duration (p>0.05). After ART, the amount of HIV virus in blood and semen decreased rapidly, especially in 6-12 months after ART. When ART > 12 months later, 2 patients (3.27%) could detect HIV RNA in blood, 1 patient (1.63%) could detect HIV RNA in semen, and the detectable RNA was lower than 200 copies/ml. Conclusion After 12 months of successful ART, most of the RNA in blood and semen was inhibited to undetectable level, which has positive significance in blocking the sexual transmission of HIV after treatment
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由于近年来性传播逐渐成为HIV主要传播方式，生殖道精液中HIV RNA数量与HIV经性传播风险直接相关[1]。有效的抗逆转录病毒治疗（antiretroviral therapy ,ART）极大降低HIV经性途径传播给性伴侣的几率 [2-3]。然而，不少报道，服用ART的男性，即使血液中HIV RNA降低到测不到的水平，精液中依然可检测到HIV RNA[4-5]。男男性行为人群感染HIV的数量和所占比例均在上升[6]，该人群发生肛交普遍，由于直肠上皮粘膜的特性，经肛交感染HIV风险远高于阴道性交的感染风险[7]。在西方国家临床研究中，当血液中HIV RNA抑制低于200拷贝/ml，可以认为HIV通过感染患者传给性伴侣可能性极低或忽略不计[8]。但是，HIV 的病毒学反应与HIV 亚型相关[9-10]，也与抗病毒治疗方案相关[11-12]。由于我国HIV亚型及抗病毒治疗方案与西方国家有差异，因此，有必要了解有效的ART后血液和精液中HIV RNA的情况，尤其是HIV感染的MSM群体中,在血液中HIV RNA检测不到的情况下精液中HIV RNA的水平。
1对象和方法
1.1研究对象来自广西壮族自治区疾病预防控制中心艾滋病抗病毒治疗门诊随访的患者，均述通过男男性行为感染HIV，年龄≥18岁，既往无使用抗病毒药物，ART方案均为拉米夫定/替诺福韦/依非韦伦，治疗前梅毒筛查阴性，否认现症其他性传播疾病。所有患者自愿参加研究，签署知情同意书。
1.2血液和精液样本
患者的血液和精液在同一天采集。静脉采集外周全血10ml，1200g 10 min离心取血浆。手淫法采精液，要求2ml以上，置于无菌杯中，在4小时内、精液液化后，在室温下800-1000g 10 min离心取精浆。所有标本存放于-80℃待用。
1.3 CD4 T淋巴细胞计数
在BD FACS计数分析仪（BD BioCiStices圣地亚哥，CA，美国）上测试来自每个患者的完整外周血样。用三色流谱分析测定CD4+T淋巴细胞计数（CD4+T计数） 流式细胞术采用人CD3、CD4和CD8细胞标志物。测定全血CD4+ T细胞计数(μ1/L)。
1.4精液和血液中HIV RNA的定量
用QIAmp病毒RNA微型试剂盒从200份血浆中分离出RNA(Qiagen，德国)。使用测序试剂盒(NucliSense Easy Q, bioMerieux, France)使用说明书，该方法对病毒RNA的敏感性为50拷贝/ml。
1.5 统计分析 用SPSS16.0 统计软件进行分析。计量资料年龄、CD4，CD4/CD8用四分位数表示，进行非参数Kruskal –Wallis 检验，计数资料民族构成、是否患性病用率表示，进行ϰ2检验。

2 结果 
2.1 基本情况  HIV感染MSM患者共73人纳入研究，抗病毒治疗组合均使用拉米夫定/替诺福韦/依非韦伦组合。按ART时间长短分为5组（小于6月组、6-12月组、12-24月组、24-36月组及大于36月组），进行基线比较，患者平均岁龄、民族、1年内是否曾经患过性传播疾病、ART前的CD4+T数量、CD4/CD8比值比较没有统计学意义（均P＞0.05）， 如表1。


表1.  HIV感染MSM 患者73人分5组的基本情况
Tab.1 Character of 73 HIV -1 infected MSM dividing in 5 groups


	特征
	
	ART时间，月（例数）

	
	<6M (n=12)
	6-12M (n=11)
	12-24M (n=21)
	24-36M (n=12)
	>36M  (n=17)
	
Z/ ϰ2统计值
	P值

	平均年龄（岁）（IQR）
	30(22,45)
	29(20,59)
	29(18,41)
	35(23,53)
	32(22,54)
	1.891
	0.105

	民族
	
	
	
	
	
	0.209
	0.555

	汉族
	5（41.67%）
	9（81.81%）
	11（52.38%）
	8（66.67%）
	8（47.06%）
	
	

	壮族
	7（58.33%）
	2（18.19%）
	10（47.62%）
	4（33.33%）
	9（52.94%）
	
	

	1年内曾经患性病
	
	
	
	
	10.055
	0.074

	是
	0(0.00%)
	4(36.36%)
	3(14.29%)
	5(41.67%)
	3(17.65%)
	
	

	否
	12(100.00%)
	7(64.64%)
	18(85.71%)
	7(58.33%)
	14(82.36%)
	
	

	基线 CD4 
	415(198,414)
	398(144,572)
	357(162,533)
	381(188,465)
	315(9,566)
	0.865
	0.526

	基线CD4/CD8, 
	0.44
(0.12,1.09)
	0.31
(0.04,0.56)
	0.35
(0.12,0.88)
	0.40
(0.25,0.57)
	0.37
(0.03,1.17)
	
0.523
	0.719


 

2.2血液及精液HIV RNA的变化   ART前HIV病毒量用中位数（四分位数）表示分别为血液HIV RNA为230000拷贝/毫升（12500_31500），精液HIV RNA为4000拷贝/毫升（1550_8600），ART后，血液和精液中HIV RNA均下降，以ART后6～12个月下降明显，在ART＞12个月后减低到几乎测不到的水平（图1，图2）。
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图1. 5组不同ART时间HIV-MSM患者的血液RNA水平
Figure 1. Blood RNA levels in five groups of HIV-MSM patients at different ART time
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图2. 5组不同ART时间HIV-MSM患者的精液RNA水平
Figure 2. Semen RNA levels in five groups of HIV-MSM patients at different ART times





2.3 ART＞12个月后血液精液可测到HIV RNA的情况 大部分患者在ART 6～12个月血液和精液RNA均抑制到检测线以下，当ART＞12个月后， 2例患者血液RNA可测到，占 3.27%（2/61）,有1例患者精液RNA可测到占1.63%（1/61）。这几例的 HIV RNA水平较低，57-130copies/ml,3例血液/精液中能检测到的HIV RNA均来自不同MSM患者，见表2。

表2. 3例血液/精液低水平病毒量的RNA情况
Elevated blood or seminal HIV RNA  in three patients 
	病历号
	年龄(岁)
	ART 时间（月）
	血液RNA
(copies/ml)
	精液 RNA
(copies/ml)

	80
	53
	27
	57
	-

	79
	29
	17
	70
	-

	21
	25
	27
	-
	130


“-”：HIV RNA在检测线以下（＜50copies/ml） 

3 讨论
[bookmark: _GoBack]本研究发现大部分HIV感染MSM患者有效ART ＞12个月后，血液HIV RNA都抑制到测不出的水平，只有2例（3.27%）患者可测到低水平血液HIV RNA，但是这几个患者精液中HIV RNA均是测不到，精液中HIV RNA与血液中抑制情况类同，大部分在ART＞12个月后测不到，只有1例（1.63%）患者在ART 27个月测出精液HIV RNA。ART＞12个月后外周血和精液中可测到RNA的比例低。国内北京一个19个HIV感染MSM的研究发现，当血液中大部分(17/19)患者的RNA都抑制时，还有大部分（16/19）患者精液RNA可以测得到[13]。广州的研究也发现20例外周血RNA都抑制的HIV感染男性中有2人精液RNA仍然可以侧得到[14]。国际上对有效ART情况下精液HIV RNA排泄率的报道差别达1.8%-48%[15-16]，相关因素较多，但是也发现随着ART时间延长，出现精液RNA的排泄可能性越低[15]。本研究总体的精液HIV RNA排泄率低，可能与大部分患者ART时间较长有关。另外本研究只留了一次精液样本，也有可能漏掉间断排毒的可能性[15]。此外，最近研究发现，精液病毒RNA的排泄与人种有关系，黑色人种与白种人比较，精液病毒RNA排泄较低[17]。本研究入组的都是广西MSM人群，我们观察到低的精液RNA排泄与泰国的结果相似，即ART后血液精液中的HIV病毒均迅速下降[18], 有可能与人种对ART的代谢有关系，需要进一步证实。不论机制如何，有效ART后精液RNA排泄少，可测病毒量RNA低于200拷贝/ml，传播给阴性伴侣可能性低[8]，这对于降低本地区HIV 在MSM群体中的传播是有利的。
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