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HIV低病毒载量患者耐药检测的可行性及临床预后研究*
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  摘 要:目的 评价人类免疫缺陷病毒(HIV)低病毒载量患者全血样本 HIV前病毒DNA基因型耐药性

检测(DNA
 

GRT)与血浆HIV-RNA基因型耐药性检测RNA
 

GRT)的可行性,并分析HIV低病毒载量患者的

临床预后。方法 收集2018年1月至2021年12月云南省传染病医院低病毒载量(HIV
 

RNA在200~1
 

000
 

copy/mL)样本212份,进行RNA
 

GRT。同时抽取40份样本分别进行DNA
 

GRT。比较2种方法的扩增效

果,以及2种方法检测40例样本的耐药结果;分析低病毒载量样本的耐药情况及低病毒载量对临床治疗效果

的影响。结果 进行RNA
 

GRT的212份样本中扩增成功107份,扩增率为59.22%;进行DNA
 

GRT的40份

样本扩增成功24例,扩增率为60.0%。2种方法联合检测总扩增率为90%(36/40)。40份样本中采用两种方

法共同获得耐药检测结果的有21份,其中2种方法检测结果完全一致的样本有10份(47.62%),蛋白酶类耐药

突变位点不一致的样本有2份(9.52%),核苷类和非核苷类耐药突变位点不一致的样本有9份(42.86%)。
107份RNA

 

GRT扩增成功的样本中,持续性低病毒载量的耐药率为48.28%(14/29),一过性低病毒载量的耐

药率为41.38%(12/29),基线低病毒载量的耐药率为6.25%(1/16)。29份持续性低病毒载量样本中,在后期

12个月随访中有14例(48.28%)病毒载量<50
 

copy/mL,有2例(6.90%)病毒载量>1
 

000
 

copy/mL。16例

基线低病毒载量样本中,在后期12个月随访中有1例(6.25%)出现病毒载量>1
 

000
 

copy/mL,其余病毒载量

均<50
 

copy/mL。结论 HIV低病毒载量患者进行耐药检测是可行的,应尽早识别耐药突变位点更换治疗方

案,预防后期治疗失败。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

feasibility
 

of
 

HIV
 

proviral
 

DNA
 

genotypic
 

resistance
 

test
 

(DNA
 

GRT)
 

and
 

HIV
 

RNA
 

genotypic
 

resistance(RNA
 

GRT)
 

in
 

whole
 

blood
 

samples
 

from
 

patients
 

with
 

low
 

viral
 

load,and
 

to
 

analyze
 

the
 

clinical
 

prognosis
 

of
 

HIV
 

patients
 

with
 

low
 

viral
 

load
 

of
 

HIV.Methods A
 

total
 

of
 

212
 

samples
 

with
 

low
 

viral
 

load(HIV
 

RNA
 

from
 

200
 

to
 

1
 

000
 

copy/mL)
 

were
 

collected
 

from
 

Yunnan
 

Provincial
 

Infectious
 

Disease
 

Hospital
 

from
 

January
 

2018
 

to
 

December
 

2021
 

for
 

RNA
 

GRT.At
 

the
 

sametime,40
 

samples
 

were
 

extracted
 

for
 

DNA
 

GRT.The
 

amplification
 

effects
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

were
 

compared,as
 

well
 

as
 

the
 

re-
sults

 

of
 

drug
 

resistance
 

of
 

two
 

methods;the
 

drug
 

resistance
 

in
 

low
 

viral
 

load
 

samples
 

and
 

the
 

impact
 

of
 

low
 

vi-
ral

 

load
 

on
 

clinical
 

outcomes
 

were
 

analyzed.Results Among
 

the
 

212
 

samples
 

with
 

RNA
 

GRT,107
 

samples
 

were
 

successfully
 

amplified,with
 

an
 

amplification
 

rate
 

of
 

59.22%;among
 

the
 

40
 

samples
 

with
 

DNA
 

GRT,24
 

samples
 

were
 

successfully
 

amplified,with
 

an
 

amplification
 

rate
 

of
 

60.0%.The
  

combined
 

amplification
 

rate
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

was
 

90%
 

(36/40).Among
 

the
 

40
 

samples,21
 

samples(47.62%)were
 

successfully
 

amplified
 

by
 

the
 

two
 

methods
 

together,including
 

10
 

samples
 

(47.62%)
 

with
 

complete
 

concordance,2
 

samples
 

(9.52%)
 

with
 

discordant
 

protease
 

resistance
 

mutation
 

sites
 

and
 

9
 

samples
 

(42.86%)
 

with
 

discordant
 

nucleoside
 

and
 

non-nucleoside
 

resistance
 

mutation
 

sites.Among
 

the
 

107
 

samples
 

with
 

successful
 

RNA
 

GRT
 

amplification,the
 

resistance
 

rate
 

was
 

48.28%
 

(14/29)
 

of
 

persistent
 

low
 

viral
 

load,41.38%
 

(12/29)
 

of
 

transient
 

low
 

viral
 

load
 

and
 

6.25%
 

(1/16)
 

of
 

baseline
 

low
 

viral
 

load.Among
 

29
 

samples
 

with
 

persistent
 

low
 

viral
 

load
 

,14
 

samples
 

(48.28%)
 

had
 

viral
 

loads
 

<50
 

copy/mL
 

and
 

2
 

samples
 

(6.90%)
 

had
 

viral
 

loads
 

>1
 

000
 

copy/mL
 

at
 

the
 

late
 

12-month
 

follow-up.Among
 

16
 

samples
 

with
 

baseline
 

low
 

viral
 

load,1
 

sample
 

(6.25%)
 

had
 

a
 

viral
 

load
 

>1
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000
 

copy/mL
 

at
 

the
 

later
 

12-month
 

follow-up,and
 

the
 

rest
 

samples
 

had
 

a
 

viral
 

load
 

<50
 

copy/mL.
Conclusion Drug

 

resistance
 

testing
 

is
 

feasible
 

in
 

patients
 

with
 

low
 

HIV
 

viral
 

loads,and
 

resistance
 

mutation
 

sites
 

should
 

be
 

identified
 

as
 

early
 

as
 

possible
 

to
 

change
 

treatment
 

regimens
 

and
 

prevent
 

late
 

treatment
 

failure.
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  通过有效的抗病毒治疗,目前艾滋病遏制已取得

了较大的进展,艾滋病病死率下降,尽管取得了这些

成效,但低病毒载量对于治疗效果仍具有挑战性。当

血浆中病毒载量较低或无法检测到时,从血浆中获取

病毒进行耐药检测成功率会降低,这就需要一种替代

方法来进行耐药检测。从全血中提取前病毒DNA可

以进行耐药检测,并且可以为抗病毒治疗提供耐药检

测信息[1]。但国外有些研究表明抗病毒治疗启动后

前病毒DNA基因型耐药性检测(DNA
 

GRT)与治疗

前血浆中HIV
 

RNA基因型耐药性检测(RNA
 

GRT)
结果相比,DNA

 

GRT并不能识别所有的耐药突变位

点[2-3],而有研究则发现二者之间存在良好的一致

性[4-5],但我国相关研究报道较少。故本研究探讨了

低病毒载量样本RNA
 

GRT和DNA
 

GRT扩增率及

2种方法检测结果的一致性,并分析了低病毒载量耐

药对治疗的影响,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2018年1月至2021年12月云

南省传染病医院 HIV 低病毒载量(HIV
 

RNA 在

200~1
 

000
 

copy/mL)样本212份,包括血浆和全血,
其中昆明市105份、曲靖市57份、红河哈尼族彝族自

治州50份;男120例(57%),女92(43%)例;平均年

龄(43.0±13.2)岁;病毒载量200~500
 

copy/mL样

本113份,>500~1
 

000
 

copy/mL样本99份。本研

究中涉及4种类型的低病毒载量情况:(1)基线低病

毒载量;(2)抗病毒治疗失败后的低病毒载量,即抗病

毒治 疗 时 间 >6 个 月,且 抗 病 毒 治 疗 失 败(HIV
 

RNA>1
 

000
 

copy/mL),每次病毒载量检测间隔时

间>6个月,目前处于低病毒载量;(3)持续性低病毒

载量,即抗病毒治疗时间>6个月,每次病毒载量检测

间隔时间>6个月,至少连续2次出现低病毒载量;
(4)一过性低病毒载量,即在达到病毒学抑制(HIV

 

RNA<50
 

copy/mL)后单独出现过一次低病毒载量,
之后再次呈现病毒学抑制。
1.2 方法

1.2.1 RNA
 

GRT 212份低病毒载量标本全部进

行RNA
 

GRT。采用德国Qiagen公司QIAamp
 

Viral
 

RNAMini
 

Kit试剂盒从血浆中抽提 HIV
 

RNA,进行

HIV
 

RNA核酸提取和基因扩增。把1
 

mL血浆进行

超速离心(23
 

000
 

r/min)60
 

min,弃去多余的上清液

后进行核酸提取。提取的RNA通过in-house耐药检

测方法进行巢式聚合酶链反应扩增蛋白酶区和反转

录酶区基因序列,扩增产物递交云南科耀生物公司进

行Sanger测序。

1.2.2 DNA
 

GRT 从昆明市挑选40份全血样本进

行DNA
 

GRT。使用海力特核酸提取试剂从全血中

提取HIV
 

cDNA,进行全血 HIV
 

cDNA核酸提取和

基因扩增。通过in-house耐药检测方法,进行巢式聚

合酶链反应扩增蛋白酶区和反转录酶区基因序列,委
托海力特公司完成Sanger测序得到蛋白酶区和发转

录酶区基因序列。
1.2.3 序列分析及应用 整理序列提交美国斯坦福

大学HIV耐药数据库获得耐药位点和耐药程度分析

结果。耐药程度分为敏感(S)、潜在耐药(P)、低度耐

药(L)、中度耐药(I)、高度耐药(H),敏感和潜在耐药

判定为敏感毒株,低度耐药、中度耐药和高度耐药判

定为耐药毒株。
1.3 观察指标 (1)低病毒载量样本的扩增效果;
(2)评价RNA

 

GRT和DNA
 

GRT
 

2种方法检测结果

的一致性;(3)低病毒载量的耐药情况;(4)低病毒载

量对临床治疗效果的影响。
1.3 统计学处理 采用Excel

 

2010进行数据收集和

整理。
2 结  果

2.1 低病毒载量样本的扩增效果

2.1.1 RNA
 

GRT 212份样本中扩增成功107份,
扩增率为59.22%。其中昆明市未经反复冻融样本

105份,扩增成功67份,扩增率为63.81%,曲靖市、
红河哈尼族彝族自治州反复冻融样本107份,扩增成

功40份,扩增率为37.38%。病毒载量在200~500
 

copy/mL的 标 本 扩 增 率 为 44.25% (50/113),>
500~1

 

000
 

copy/mL的标本扩增率为57.58%(57/
99)。
2.1.2 DNA

 

GRT 检测的40份标本中,扩增成功

24例,扩增率为60.0%。
2.1.3 RNA

 

GRT联合DNA
 

GRT 40份样本中

RNA
 

GRT联合DNA
 

GRT总扩增率为90.0%(36/
40),其中2种方法共同扩增成功21份。
2.2 低病毒载量的耐药情况分析 107份 RNA

 

GRT扩增成功的样本中,有32份是经过抗病毒治疗

失败后的低病毒载量,有30份是持续性低病毒载量,
有29份是一过性低病毒载量,有16份是基线低病毒

载量。30份持续性低病毒载量样本中,有2份样本为

同一患者不同时间点检测结果,经过8个月该患者耐

药位点增加2个(K219Q、P225H)且耐药程度加深。
持续性和一过性低病毒载量患者初始治疗方案基于

齐多 夫 定 (AZT)/替 诺 福 韦 (TDF)+ 拉 米 夫 定

(3TC)+依非韦伦(EFV)/奈韦拉平(NVP)有55例,
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基于AZT+3TC+LPV/洛匹那韦/利托那韦(r)有2
例,基 于 艾 维 雷 韦/考 比 司 他(EVG/c)/恩 曲 他 滨

(FTC)/丙酚替诺福韦(TAF)有1例。持续性低病毒

载量耐药发生率为48.28%(14/29),一过性低病毒载

量耐药发生率为41.38%(12/29)。持续性和一过性

低病毒载量患者核苷类反转录酶抑制剂(NRTIs)耐
药突变位点主要为 M184V,非核苷类反转录酶抑制

剂(NNRTIs)耐药突变位点主要为E138Q/A,这两类

低病毒载量患者各有1例检出蛋白酶体抑制剂(PI)
耐药突变位点。持续性和一过性低病毒载量患者对

AZT、3TC、TDF 的 耐 药 率 均 为6.89%、27.59%、
6.89%,对EFV、NVP的耐药率均为27.59%、31.03%,
对LPV/r的耐药率均为3.45%。16例基线低病毒载

量患者中有1例检出NRTIs耐药突变位点M41L,引起

AZT低度耐药,耐药率为6.25%。见表1。
2.3 共同扩增标本的2种方法耐药突变位点检测结

果比较 2种方法共同扩增成功的21份样本中,10
份样本(47.62%)使用2种方法检出的耐药结果完全

一致。RNA
 

GRT共检出40个主要耐药突变位点,
DNA

 

GRT共检出17个主要耐药突变位点;有8份样

本在RNA
 

GRT中是检出耐药突变位点而在 DNA
 

GRT中是耐药位点缺失;有1份样本在DNA
 

GRT
中是检出耐药突变位点而在RNA

 

GRT中是耐药位

点缺失;有2份样本在RNA
 

GRT中检出耐药突变位

点但在DNA
 

GRT中出现混合碱基引起不一致。PI
耐药突变位点的不一致率为9.52%(2/21),NRTIs
和NNRTIs耐药突变位点的不一致率均为42.86%
(9/21)。见表2。

表1  低病毒载量耐药突变位点情况

低病毒载

量类别
n

PIs

位点 次数[n(%)]

NRTIs

位点 次数[n(%)]

NNRTIs

位点 次数[n(%)]

持续性 29 L10V 1(3.45) M184V/I 8(27.59) E138Q/A 5(17.24)

M46I 1(3.45) K219Q 3(10.34) V179E/D 4(13.79)

D67N 2(6.90) K103N 3(10.34)

K70R 2(6.90) G190A/S 3(10.34)

T69D 1(3.45) Y181C 2(6.90)

T215Y 1(3.45) K101E 2(6.90)

P225H 2(6.90)

M230L 1(3.45)

V106M 1(3.45)

一过性 29 M46I 1(3.45) M184V/I 5(17.24) E138Q/A 5(17.24)

I54V 1(3.45) M41L 2(6.90) K103N 4(13.79)

V82A 1(3.45) D67N 2(6.90) G190E 2(6.90)

K70E 1(3.45) Y188L 2(6.90)

T215Y 1(3.45) H221Y 2(6.90)

K101H 1(3.45)

V179D 1(3.45)

Y181C 1(3.45)

V106I 1(3.45)

基线 16 M41L
 

1(6.25)

表2  2种方法检测不一致耐药突变位点情况

编号
低病毒

载量类别

PI

RNA
 

GRT DNA
 

GRT

NRTIs

RNA
 

GRT DNA
 

GRT

NNRTIs

RNA
 

GRT DNA
 

GRT

45 一过性 NONE NONE M184V NONE Y188L NONE

54 持续性 M46I、L10F NONE
D67N、K70R、

K219Q
NONE E138A E138A

58 失败后
M46I、I54V、

V82A
NONE M184V、T215Y M184V、T215Y

K101P、Y188I、

G190A
K101P、 Y188I、

G190A

60 失败后 NONE NONE M184V NONE K103N、H221Y NONE

61 持续性 NONE NONE M184V M184MV V179E、Y181C V179E、Y181YC

68 持续性 NONE NONE M184V、K219Q NONE
V106M、V179D、

M230L
NONE

71 持续性 NONE NONE NONE M184V NONE M230I

79 一过性 NONE NONE M41L、M184V NONE K103N、Y188L NONE
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续表2  2种方法检测不一致耐药突变位点情况

编号
低病毒

载量类别

PI

RNA
 

GRT DNA
 

GRT

NRTIs

RNA
 

GRT DNA
 

GRT

NNRTIs

RNA
 

GRT DNA
 

GRT

83 持续性 NONE NONE M184V NONE K103N、P225H K103KN

88 一过性 NONE NONE NONE NONE K103N NONE

89 持续性 NONE NONE M184V M184MIV V179D、Y181C V179D、Y181YC

  注:NONE表示未检出耐药突变位点。

2.4 低病毒载量对临床治疗效果的影响 29份持续

性低病毒载量样本中,在12个月随访中有14份

(48.27%)病 毒 载 量 <50
 

copy/mL,有 13 份

(44.83%)病毒载量在>50~1
 

000copy/mL,有2份

(6.90%)病毒载量>1
 

000
 

copy/mL。16份基线低病

毒载量样本中,在12个月随访中有1份(6.25%)出
现病毒载量>1

 

000
 

copy/mL,其余病毒载量均<50
 

copy/mL。
3 讨 论

无论是在全球范围还是在中国国内,HIV耐药检

测都需引起高度重视,通过耐药结果可监测整个抗病

毒治疗过程的有效性[6-8]。在发达国家,一旦患者

HIV
 

RNA病毒载量>50
 

copy
 

/mL,立即给予干预如

加强随访,耐药检测,药代动力学评估,甚至更换治疗

药物。在我国由于医疗资源有限,只针对患者抗病毒

治疗1年以上且病毒载量>1
 

000
 

copy/mL时进行耐

药基因型检测,根据检测结果更换药物。当病毒载

量≤1
 

000
 

copy
 

/mL时,往往血浆RNA
 

GRT扩增成

功率不高,只有60%左右[9],加上目前指南尚无明确

指导性方案及处理原则,因此导致治疗后病毒载量

在>50~1
 

000
 

copy/mL的患者临床管理处于“灰色

地带”,同时低病毒载量是目前实验室耐药监测中的

盲区。在抗病毒治疗期间由于药物选择性压力产生

的耐药毒株可能潜伏在病毒库中,那么当血浆中病毒

载量较低或无法检测到时,血细胞中的前病毒DNA
 

GRT可能有助于指导更换药物[10]。
本研究发现,低病毒载量未经反复冻融样本及时

检测可提高血浆RNA
 

GRT扩增率,且病毒载量越高

扩增成功率越高。RNA
 

GRT联合DNA
 

GRT总扩

增率可以达到90.0%。对于低病毒载量样本,全血中

前病毒DNA
 

GRT与血浆中RNA
 

GRT结果之间存

在一定的相关性,相对于RNA
 

GRT,DNA
 

GRT会有

一定程度的耐药信息丢失。在本研究中只有基线低

病毒载量样本2种方法检测结果呈现出高度的一致

性,这与之前的一些研究结果相似[11-12],有研究报道

只有在没有发生抗病毒治疗失败的情况下二者检测

结果才具有高度的一致性[13]。DNA
 

GRT可能无法

检测到所有随时间发生变化的耐药突变位点[14]。本

研究中DNA
 

GRT检测出耐药位点而RNA
 

GRT未

检测出,可能是耐药位点的积累经历了这4个阶段:
(1)HIV

 

DAN碱基出现优势耐药突变位点;(2)HIV
 

DNA的优势耐药突变位点被复制扩增,开始出现耐

药病毒;(3)随着优势耐药突变位点的积累及耐药病

毒复制,可能出现低病毒血症;(4)耐药病毒快速增

加,临床表现为病毒反弹或治疗失败[15]。尽管RNA
 

GRT可能更直接地反映患者体内耐药情况,但 HIV
前病毒DNA也能在一定程度上反映患者耐药情况,
并能将耐药出现的时间点提前。RNA

 

GRT检测出

耐药位点而DNA
 

GRT未检测出的原因可能为 HIV
病毒耐药基因PCR模板来源于全血中的 HIV前病

毒DNA,所采用的Sanger测序策略通过优先测序总

序列中丰度占比最高的优势DNA序列,这些优势序

列的占比理论上要超过总序列数的40%,更加倾向于

检测优势耐药毒株。HIV
 

DAN水平的耐药突变信

息,代表 HIV感染者外周血 HIV储存库中的优势耐

药毒株,在DNA突变位点未成为优势耐药突变位点

时仍可转录出突变的病毒,这是Sanger测序的局限

性。在接下来的研究中有必要使用深度测序技术,以
便尽早发现 HIV感染者出现病毒学失败,为临床抗

病毒治疗方案的制订和调整提供有效的参考意见。
本研究发现,持续性低病毒载量患者耐药发生率

为48.28%,主 要 突 变 位 点 是 NRTIs
 

M184V 和

NNRTIs
 

E138Q/A,PI耐药突变位点较少,只检出1
例,可能与研究对象中二线药物使用率低有关。本研

究中有1例持续性低病毒载量患者在8个月内出现

新增耐药位点且药物耐药程度加深。在持续性低病

毒载量患者中,在12个月随访中有48.28%病毒载

量<50
 

copy/mL,44.83%病 毒 载 量>50~1
 

000
 

copy/mL,病毒载量>1
 

000
 

copy/mL只有6.9%,这
时仍有可能及时抑制病毒,重新获得较好的治疗效

果。因此在低病毒载量检出耐药结果后,尽快采取干

预措施,降低后期病毒学失败风险。有研究报道持续

性低病毒载量耐药位点的积累可能会增加后续治疗

病毒学失败风险[16],基线低病毒载量患者与基线没有

发生低病毒载量患者相比,后期发生病毒学失败的风

险高36倍[17]。单次出现病毒载量>400
 

copy/mL患

者病毒学失败风险增加[18-19]。因此还应当关注基线

低病毒载量和单次出现低病毒载量患者。
综上所述,低病毒载量进行耐药基因型检测是可

行的,RNA
 

GRT和DNA
 

GRT
 

2种检测方法结果存

在一定的相关性。美国治疗指南建议,当病毒载量在

20~1
 

000
 

copy/mL时使用前病毒DNA
 

GRT进行

检测,但在解释结果时需谨慎[20]。总之,应尽早识别

耐药突变位点,更换治疗方案,预防后期治疗失败。
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