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HIV 两类反转录酶抑制剂耐药性及耐药检测研究进展

徐萌  袁霖  绳波  陈德喜

由于上世纪 9 0年代全球开展艾滋病高效抗

反转录病毒治疗（highly antiretroviral therapy，
HAART），使艾滋病的病死率显著下降，感染者的

免疫功能得以重建，生存时间明显延长，生存质量

显著改善
[1]
。但是治疗过程中的多种因素可以导致

抗病毒治疗的失败，耐药性是其中的重要问题。为

落实国家“四免一关怀”政策，更好指导艾滋病抗

反转录病毒药物治疗，国家先后出版《国家免费艾

滋病抗病毒治疗药物手册》（简称《手册》）第1～3
版。根据最新的第3版《手册》，一线治疗方案由3种
抗病毒治疗药物组成，两种核苷（酸）类反转录酶抑

制（nucleoside reverse transcripase inhibitors，NRTIs）
和一种非核苷（酸）类反转录（non-nucleoside reverse 
transcripase inhibitors，NNRTIs）[2]

。本文就HIV 耐
药毒株的产生、进化和传播，两类反转录酶（reverse 
transcriptase，RT）抑制剂的作用机制和流行趋势，耐

药检测方法等作一综述。

一、HIV 耐药毒株的产生、进化和传播

HIV 是迄今为止发现的感染人类后最易发生变异

的病原体，在 HIV 感染的整个过程中都有快速的病毒

产生和转换
[3-4]

。HIV 对新靶细胞的高感染率、病毒

基因的高突变率加上抗病毒治疗时的药物压力，均促

使耐药毒株的产生。

耐药是由于药物作用靶标基因的突变产生的，

HIV 耐药的分子进化十分复杂，血浆中的 HIV 是复杂

的准种，优势耐药准种与劣势种群共存，由于病毒的

种群具有独立进化的特性，最初的劣势准种沿特定的

路径进化，即可发展成优势准种。一般认为耐药的发

生是顺序发展的，病毒获得新的突变使选择优势增加，

使新的种群生长超过它们的母代而成为主要种群，每

加入一个新的突变就重复这一过程，最终多突变的高

度耐药毒株成为优势株。

艾滋病患者接受抗病毒治疗后，一旦耐药毒株成

为优势毒株，就可能将带有耐药突变的毒株传播给未

治疗的患者。

二、HIV 反转录酶抑制剂及其作用机制

目前美国 FDA 已经批准了 6 类 28 种用于艾滋病
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治疗的抗病毒药物，与耐药有关的 HIV 基因突变有

200 多个
[5]
，其中与 NRTIs 耐药有关的突变有 50 多个，

主要包括 M184V、TAMs、非核苷（酸）类似物的耐

药相关基因、多核苷耐药突变等；与 NNRTIs 的耐药

有关的突变有 40 多个，主要包括原发突变、继发突变、

多态性附属突变和非多态性次要突变。

反转录酶抑制剂（reverse transcriptase inhibitors，
RTIs）包括 NRTIs 和 NNRTIs 两大类。目前临床上

主要使用的 NRTIs 类药物有齐多夫定（zidovudine，
ZDV）、去羟肌苷（didanosine，ddI）、扎西他滨

（zalcitabine，ddC）、司他夫定（stavudine，d4T）、

拉米夫定（lamivudine，3TC）、阿巴卡韦（abacavir，
ABC）、替诺福韦酯（tenofovir disoproxil，TDF）、

恩 曲 他 滨（FTC）。NNRTIs 类 药 物 有 奈 韦 拉 平

（nevirapine，NVP）、 地 拉 韦 啶（delavirdine，
DEL）、依非韦仑（efavirenz，EFV）和恩替卡韦

（entecavir，ETV）。反转录酶抑制剂分别在 HIV 病

毒周期的各个阶段发挥作用，因此反转录酶是抗艾滋

病病毒药物作用的重要靶点
[6]
。

1. 核苷（酸）类反转录酶抑制剂（NRTIs）：对

NRTIs 的耐药有两种机制，一是减少核苷（酸）类似

物掺入到 DNA 链，二是从未成熟的初始 DNA 链中移

走这些核苷（酸）类似物。

减少核苷（酸）类似物的掺入，即反转录酶的

几个或一组突变通过选择性降低核苷（酸）类似物掺

入 DNA 的能力而产生耐药性，这包括 M184V 突变、

Q151M 复合体突变和 K65R 突变
[7-8]

。M184V 是拉

米夫定作为 HARRT 方案中的一种药物时首先出现的

耐药突变，从而导致对 3TC 的高度耐药。Q151M 复

合体在 HIV-1 中比较罕见（Q151M 复合体在 HIV-2
比 HIV-1 多见），在对核苷（酸）类似物耐药的所有

HIV 毒株中少于 5%，但是能导致对多数核苷（酸）

类似物的高度耐药。K65R 突变毒株的流行正在增加，

特别是当治疗方案中包含 ABC 和 TDF 时。

从 DNA 链中移除核苷（酸）类似物，胸苷类似

物耐药突变（thymidine analogue-associated mutations，
TAMs）是最常见的核苷（酸）类似物相关突变，是

被胸苷类似物 AZT 和 d4T 选择出来的，包括 M41L、
D67N、K70R、L210W、T215Y/F 和 K219Q[9]

。TAMs
突变导致耐药产生的机制是增强ATP或焦磷酸盐（酸）

介导的核苷类似物从 DNA 链的 3′- 末端移除。ATP 或

焦磷酸盐在正常淋巴细胞中很丰富，并不参加 DNA
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的聚合反应，但是具有 TAMs 突变的反转录酶结构发

生了变化，促使 ATP 或焦磷酸盐进入胸苷类似物整合

的临近部位，在这个位置上，ATP 或焦磷酸盐可以攻

击连接胸苷类似物与 DNA 的磷酸二酯键。

2. 非核苷（酸）类反转录酶抑制剂（NNRTIs）：

NNRTIs是一类小分子，对NNRTIs的耐药性突变全

部位于药物在反转录酶的口袋靶标，通过减小药物

与酶的亲和力而导致耐药。最常见的耐药突变有

Y181C、Y188C、K103N、G190A和V106A。尽管不

同的NNRTIs 与疏水性口袋相互作用只有细微的差

别，但是，常见的NNRTIs类耐药突变有些是药物特

异的。NVP的耐药突变主要是Y181C，其他突变，例

如Y188C、K103N、G190A、V106A也可以出现。对

EFV出现最早的耐药突变是K103N，但是也可以见到

Y188L突变。

三、HIV 全国耐药流行趋势

《2011 年中国艾滋病疫情估计》显示：截至 2011
年底，中国存活艾滋病病毒感染者和艾滋病患者

（PLHIV）约 78 万人。在 78 万 PLHIV 中，以性传

播和注射吸毒传播两种方式为主，其中，异性传播占

46.5%，同性传播占 17.4%，注射吸毒传播占 28.4%。

对 2011 年新发 HIV 感染估计人数约为 4.8 万人，其

中异性传播占 52.2%，同性传播占 29.4%，注射吸毒

传播占 18.0%，母婴传播占 0.4%[10]
。经注射吸毒传播

的 PLHIV，主要分布在云南、新疆、广西、广东、四

川和贵州 6 省（自治区），占全国该人群的 87.2%；

河南、安徽、湖北和山西 4 省以经既往有偿采供血、

输血或使用血制品传播为主，占全国该人群 PLHIV
估计数的 92.7%；经母婴传播总体占 1.1%。

全国疫情流行趋势在不同省份差异较大，累计报

告HIV感染者和AIDS病人数排在前6位的省份，依次

为云南、广西、河南、四川、新疆和广东，占全国报

告总数的75.8%。其中累计报告数排名在前20位的县

（区、市）均分布在云南、广西、新疆和四川。并且

在对2003至2010年监测的结果显示，男男性行为人群

抗-HIV阳性率上升趋势明显
[10]
。下面对几个疫情重点

区域近几年相关报道进行详细阐述。

1. 云南：彭霞等
[11]2013 年对云南省临沧市老年

人感染 HIV/AIDS 疫情报道显示，1999 至 2010 年累

计报告 208 例 50 岁及以上的老年人 HIV/AIDS 病例，

感染途径以异性感染为主，占 78.8%，从 2004 年的 7
例（0.9%）到 2009 年的 52 例（5.4%）、再到 2010
年 48 例（4.7%），7 年间， 50 岁及以上 HIV/AIDS
新发病例呈明显上升趋势，可见云南省临沧市老年人

艾滋病疫情发展迅速。

高良敏等
[12]2013 年对玉溪市 1995 至 2011 年老

年 HIV/AIDS 流行特征报道显示，17 年共累计报道

196 例病例，性传播途径感染 183（93.3%），静脉注

射吸毒 12 例（6.10%），经血传播 1 例（0.50%）。

在性传播途径中异性间感染占绝大比例，为 180 例，

特别是在 50 岁及以上人群中，新发 HIV/AIDS 病

例的百分比由 2002 年的 13.04% 上升到 2011 年的

17.93%，病例上升趋势明显，说明 50 岁及以上人群

已成为疫情防范的重点。

陈立力
[13]2011 年报道，感染途径已由上世纪 80

年代的静脉吸毒转向异性性接触途径，达到 64.0%。

HIV-1 流行亚型最复杂且变化大，流行毒株共发现 5
个亚型，分别是 CRF08_BC、CRF01_AE、CRF07_
BC、B（B´）和 C 亚型，其中前 3 种为主要流行亚型，

占总数的 84.4%，CRF08_BC 更是在云南主要流行地

区均有分布。

2. 新疆：吐尔洪 · 木萨等
[14]2011 年报道的新疆

库车县吸毒人群 HIV 感染情况及行为特征调查分析显

示，370 例被检测吸毒者中，检出 HIV 感染者 163 例，

感染率为 44.05%，其中，经脉注射毒品 213 例，检出

HIV 感染者 141 例，感染率为 66.20%；口吸 157 例，

检出 HIV 感染者 22 例，感染率 14.01%。163 例 HIV
感染者中，维吾尔族 160 例，占感染者总数的 98.16%
（160/163）。较库车县疾病预防控制中心 2004 基线

调查的静脉吸毒人群 HIV 感染率 80.20%[15]
低 14%，

提示，吸毒人群艾滋病感染率有一定幅度的下降，充

分显示库车县近年来开展的艾滋病防治各项干预工作

的实际效果。

倪明建等
[16]2013 年报道的新疆吸毒人群艾滋病

感染现状及其影响因素分析表明，吸毒人群艾滋病感

染率为 21.4%（963/4493），维吾尔族感染率为 30.1% 
（800/2 660），＞ 30 岁者为 28.6%（789/2754）。与

其他吸毒人群聚集区比较，新疆吸毒人群 HIV 感染率

处于中等水平，吸毒人群感染 HIV 的主要影响因素包

括性别、民族、吸毒方式和是否共用针具等，据此应

制定针对性的防治措施。

3. 广西：陈立力
[13]2011 年报道，已由早期的

HIV-1 的 C 亚型和 CRF01_AE 亚型在静脉吸毒人群中

流行转向异性性传播人群的 CRF01_AE 亚型，说明广

西大部分地区的 HIV-1 的流行人群和流行亚型较为单

一。

4. 广东：陈建海等
[17]

报道的广东中山市2011至
2012年抗-HIV检测与自愿咨询检测数据分析显示，

HIV总的筛查阳性率为0.18%（95%CI：0.17%～

0.19%），其中男男性行为人群筛查阳性率为10.65%
（95%CI：8.56%～12.74%）；强制/劳教戒毒人员

筛查阳性率为4.30%（95%CI：3.79%～4.82%），

医院一般人群筛查阳性率0.10%（95%CI：0.09%～

0.10%）。说明在广东中山市中，男男性行为人群和

吸毒人群的感染率显著高于一般人群，应予以高度关

注和干预。
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5. 河南：河南作为我国艾滋病的高发区域之一，

多年来已累计确认的感染人数位居全国前三
[18]
。随

着近 30 年的发展，从上世纪 80 年代有偿献血为主的

单一传播途径（亚型多为 B 和 B′）[19]
，已向垂直传

播
[20]
、性传播等多传播途径转变，尤以性传播比例明

显增加，其中男男性行为者（men who have sex with 
men，MSM）最为突出

[21]
。

在男男性行为人群感染明显增加的情况下，宋丹

等
[22]2012 年调查了河南郑州市 MSM 人群 HIV 基因

亚型现状，共存在 3 种亚型，感染由高到低排列依次

为：CRF01-AE 亚型（10 例，41.67%），B 亚型（8 例，

33.33%），CRF07-BC 亚型（6 例，25.00%）。郑州

市的调查结果与北京、上海和石家庄等地区的 MSM
人群基因亚型分布基本一致，均以 CRF01-AE 亚型为

主，B 和 CRF07-BC 亚型分布次之，说明我国中东部

地区该人群的 HIV 基因亚型流行情况基本一致。

6. 四川：梁莉等
[23]2013 年报道的 2008 至 2011

年四川 HIV 检测分析中显示，阳性检出数从 2008 年
的 6 313 例上升到 2011 年的 8 792 例，平均每年增长

11.67%。以 2011 年为例：目前疫情的传播途径以异性

性传播为主（50.15%），其次为静脉注射吸毒（32.73%）

和同性性传播（16.37%）。综合医院检测量占总检测

量的 48%，阳性检出数占总阳性数的 44%，VCT、高

危人群和监管场所的检测量仅占总检测量的 6%，但

阳性检出数占总阳性数的 42%。加强对如 VCT、监管

场所检测、高危人群进行监测和干预。

四、HIV耐药检测

HIV耐药检测对指导临床抗病毒治疗具有重要意

义，其中对治疗失败的患者、HIV合并其他感染的特

殊人群、儿童/婴幼儿和孕妇等更是意义重大。在临床

治疗方面，耐药检测可以有效降低初始治疗失败的风

险，指导患者正确服药，减少耐药的产生。另外，耐

药检测对于阐明不同地区HIV耐药发生规律和水平以

及影响因素，遏制和减少耐药毒株的发生、发展和传

播具有重要意义。HIV耐药检测方法主要有3种：基因

型耐药检测、表型耐药检测和虚拟表型耐药检测。

（一）HIV基因型耐药检测

目前，HIV基因型耐药检测是使用最为广泛的方

法，方法主要包括病毒RNA的提取、RNA反转录为

cDNA、聚合酶链反应或巢式聚合酶链反应，通过上

述方法得到目的片段后，再经测序得到序列信息，将

获得的序列通过软件校正、提交耐药评价数据库得到

耐药突变信息。这样检测可以看出感染者体内的HIV
优势株基因突变情况

[24]
，分析基因组中与耐药相关的

基因位点突变和氨基酸突变。

目前，已有的经美国 F D A验证的商业化检

测系统有：TRUGENGTM （Simens）、ViroSeqTM 

（Abbott）、LiPATM 
（Innogenetics）。TRUGENGTM 

（Simens）扩增包括PR和RT区，Sanger测序，敏感性

＞ 1 000拷贝/ml；ViroSeqTM 
（Abbott）扩增包括PR和

RT区，Sanger测序，敏感性＞ 2 000拷贝/ml；LiPATM 

（Innogenetics）通过杂交原理检测点突变，敏感性＞ 
1 000拷贝/ml。3种方法的不足均为费用较高、操作繁

琐、不能检测低丰度耐药位点。

耐药基因检测的最后一步是序列分析，将来自

患者的RT-PCR序列与野生型病毒株序列比较并检查

耐药位点的突变情况。目前较为广泛应用的斯坦福大

学HIV耐药数据库（http://hivdb.stanford.edu），其包

含两种程序：HIV seq和HIV alg。HIV seq程序接受使

用者提交的RT和PR序列并与参考野生株病毒序列比

较；HIV alg程序接受使用者提交的RT和PR序列或特

定的突变，推断对FDA批准的抗反转录病毒药物的耐

药水平。

基因型耐药检测方法具有快捷价廉、能预测短期

病毒学结果、应用广泛等特点，但也存在一些缺点：

①间接检测耐药，不能解释复杂的多位点突变模式，

对于NRTIs多以多位点联合突变、PIs类突变具有药物

特异性的特点，检测的局限性就会凸显，往往会低估

患者的耐药水平；②不能检出劣势病毒株（＜ 25%的

病毒群）；③耐药性解释存在一定的滞后性：成熟的

HIV耐药数据库是基于大量实验室数据积累的基础上

构建而成，而对于一些新发现的突变位点对耐药性的

影响不能解释。

（二）HIV表型耐药检测

相对于基因型耐药检测，表型耐药检测可以更

为准确直观地反应病毒对药物的敏感性，在HIV耐药

性诊断中具有不可替代的作用。表型耐药检测是对病

毒耐药性进行分析和判断的标准方法，利用体外药物

敏感试验，在药物梯度浓度作用下，对HIV复制能力

进行评价，结果以耐药毒株的50%抑制浓度（IC50）

做分子，以敏感参考株的IC50做分母，得到耐药倍数

（fold change，FC），以此来评估耐药程度。

HIV表型耐药检测能直接测出病毒对药物的敏

感性，并能检测出原本存在或交叉的耐药，有利于

指导HIV感染者有效用药。目前，尚未有商品化表

型检测系统，有如VIRCO公司（AntivirogramTM
系

统）
[25]

、Virologic公司（PhenoSense GTTM
系统）

[26]

和Virallinance公司（PhenoScriptTM
系统）可提供商业

性检测服务。HIV表型耐药检测的种类主要有以下两

种。

1. 基于真病毒的HIV表型耐药检测方法：根据

选择的细胞种类，基于真病毒的表型耐药检测主要

包括：PBMC的表型耐药检测方法（传统表型耐药

检测）、TZM-b1细胞系的表型耐药检测方法、HaLa 
CD4－细胞蚀斑减少法和经改造的细胞系的表型耐药

检测方法等。这几种方法对生物安全级别要求较高
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（需要在生物安全Ⅲ级实验室中进行），操作复杂耗

时费力，费用较高，都具有一定的局限性。

2. 基于假病毒的HIV表型耐药检测方法：使用重

组病毒的HIV表型耐药检测方法：上面提到的三家提

供商业性检测服务公司的方法均归为此类，该方法基

于将RT-PCR扩增的HIV感染者的蛋白酶区和反转录

酶区基因插入到载体中，通过产生的重组病毒进行表

型耐药检测。以下着重说明两种使用单复制循环病毒

（假病毒）的HIV耐药表型检测方法（自建方法）。 
（1）使用pNL4.3.Luc R－E－载体构建的假病毒耐

药表型检测方法：该载体为env和rev基因缺失载体并

含有荧光素酶基因，其原理是利用该骨架载体，分离

患者血浆或PBMC，从中对HIV多聚酶基因进行体外

扩增，再与此骨架载体进行互换连接，即形成带有感

染者HIV多聚酶基因的pNL4.3.Luc R－E－载体，转染

293T细胞后包装成假病毒，假病毒感染GHOST细胞

后会产生荧光，可在发光仪上读取相对的荧光值。不

同药物浓度对荧光素酶表达的抑制水平不同，因而可

反映出药物对病毒的抑制程度，此方法可用于对反转

录酶和蛋白酶的耐药检测
[31]
。

（2）使用SG3△env
和TZM-b1细胞假病毒检测系统

的HIV耐药表型检测方法：包膜缺失的HIV骨架载体，

与克隆在真核表达载体中的患者HIV包膜env基因共

转染293T细胞后，获得具有单复制循环感染性的假病

毒。假病毒感染TZM-b1细胞可检测反转录酶抑制剂的

敏感性。荧光素酶的表达量反应TZM-b1细胞被假病毒

感染后，同种药物的不同浓度对荧光素酶表达的抑制

水平不同，可反映药物对病毒的抑制程度，但此方法

不能用于蛋白酶和整合酶抑制剂的检测
[25]
。

HIV表型耐药检测可以指导后续化疗方案并预防

耐药毒株的流行。另外，随着高效和副作用小的新型

抗病毒药物不断被开发，表型耐药检测还有助于在联

合用药方案中识别是哪一种药物的耐药性对治疗失败

起主要作用，也能用来对HIV急性感染中耐药毒株的

传播情况进行评估。

3. HIV虚拟表型耐药检测：虚拟表型方法是利用基

因型耐药检测结果预测表型耐药的一种方法，预测成

功基于大容量的基因型-表型相匹配关联的数据库（如

Virco NETTM数据库），该数据库至少包含28 000例临

床检测结果，预测出基因型耐药检测中检出的突变在

表型试验中可能对药物敏感性的影响
[32]
，预测结果一般

通过病毒抑制浓度（IC）或耐药倍数（FC）来表述。

虚拟表型有助于发现新的耐药突变位点或对已

有的耐药突变进行监测。对NRTIs耐药的预测并不准

确，对NNRTIs和PIs有关耐药准确一致。由于受到数

据库资料的限制，会限制对新发耐药突变位点以及新

药耐药位点突变预测的准确性。

耐药已成为影响艾滋病临床治疗效果的主要因

素，总结HIV耐药毒株的产生、进化和传播，反转录

酶抑制剂及其作用机制和全国耐药的流行趋势，通过

HIV耐药检测方法进行检测，这无论是对耐药流行株

的监测还是对艾滋病患者的关怀都是非常重要和有价

值的，耐药监测/检测不仅可以帮助公共卫生科研人员

了解耐药毒株传播现状和趋势，以制定相应的防治策

略，还可以帮助临床治疗选择有效的药物并作出反转

录病毒治疗的决定。
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