
论著#临床研究
!!

/<>

%

+.0(IBI

(

f

0>KK?0+BJ+V'(&'0-.+'0(&0.+I

含洛匹那韦(利托那韦二线方案抗
%7R

病毒治疗失败

基因型耐药情况分析"

刘家法!张
!

米!李健健!杨壁珲!邓雪媚!雷素云$

"云南省传染病专科医院%艾滋病关爱中心!昆明
BA.(.+

#

!!

$摘要%
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目的
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分析更换含洛匹那韦%利托那韦"
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#二线治疗方案治疗人类免疫缺陷病毒"
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#感

染者%艾滋病"
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#患者"简称
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患者#治疗失败的基因型耐药情况$方法
!

收集
-.+&

年
+

月
+

日

至
-.+B

年
+-

月
(+

日来自云南省部分接受高效抗逆转录病毒治疗"

%33H5

#的患者治疗信息!筛选出更换含

M!R

%

N

的治疗方案且治疗时间大于
B

个月&治疗期间检测病毒载量大于
+...S<

:L

%

9M

的血浆标本共计
+B-

份!对该样本进行基因型耐药检测$结果
!

通过基因型耐药检测共获得符合条件
:

<;

区序列
+B-

条!该人群中

耐药发生率为
&.0+D
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#$在使用过的药物中!耐药率较高的几个药物分别是奈韦拉平"
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#&依非韦伦

"
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#&拉米夫定"

(5G

#&恩曲他宾"

\5G

#!发生高度耐药的患者分别有
&A

例"

-J0'D

#&

(A

例"

-+0BD

#&

-B

例

"

+B0.D

#&

-B

例"

+B0.D

#$结论
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云南省部分更换含
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N

抗病毒治疗失败患者的耐药率相对较低!但部分

患者出现了包括
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在内的多重耐药$
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云南省是我国人类免疫缺陷病毒$
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&(艾滋病

$
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&的传播"流行和危害最为严重的地区之一!目

前治疗人数较多!基因型较为复杂!已成为云南省的

重大公共卫生问题和社会问题之一!引起社会各界的

高度重视#据云南省防治艾滋病局的报道!截至
-.+B

年
+-

月!全省存活
%7R

感染者
I-IAJ

例!累计治疗

患者
''A&I

例!正在治疗
J.(+J

例!其中因耐药发生

治疗失败总人数
I(&&

例!累计治疗总人数中耐药发

生率为
+.0AAD

#对于治疗失败的患者不得不更换治

疗方案!使用二线治疗方案!提高治疗效果#本文对

云南省更换含洛匹那韦(利托那韦$

M!R

(

N

&二线抗病

毒治疗方案治疗失败的患者进行基因型耐药检测!以

便了解目前云南省二线治疗方案的耐药情况#

!

!

资料与方法

!0!

!

一般资料
!

收集
-.+&

年
+

月
+

日至
-.+B

年
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月
(+

日来自云南省传染病专科医院接受免费抗病毒
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重庆医学
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年
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卷第
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期
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治疗的患者治疗信息!筛选出更换含
M!R

(

N

治疗方

案且治疗时间大于
B

个月"检测病毒载量大于
+...

S<

:L

(

9M

的血浆标本共计
+B-

份#同时收集这部分

患者的人口学"临床及实验室资料#

!0"

!

方法

!0"0!

!

%7RV+

病毒载量检测
!

参照+

%7RV+

病毒载

量测定及质量保证指南,$

-.+(

版&#采用罗氏公司的

%7R

病毒载量检测仪!以及其配套试剂
GQ$3T58

X

V

=8?%7RV+5#K@b-0.

定量检测
%7RV+

病毒载量!具

体检测方法参见仪器说明书及试剂盒说明书#

!0"0"

!

血浆
H23

提取
!

采用美国雅培公司
9-...K

:

全自动核酸提取仪及配套试剂从待检血浆中提取病毒

H23

!具体提取方法参见仪器说明书及试剂盒说明书#

!0"0#

!

基因型耐药性检测
!

采用自建基因型耐药检

测方法进行逆转录扩增!并参照+

%7RV+

基因型耐药

检测及质量保证指南,$

-.+(

版&!通过套式聚合酶链

反应扩增覆盖蛋白酶基因全序列和反转录酶
+

#

(..

位密码子序列!扩增产物送北京诺赛基因有限公司进

行纯化和序列测定#扩增及测序引物参照文献)

+

*#

!0"0C

!

序列拼接与分析
!

耐药分析应用
G<?@>

C

4OV

:

N#KK

软件拼接原始核苷酸序列!用
$><4/>@

软件对拼

接后的序列校对"整理和比对分析!整理后序列提交

美国斯坦福大学
%7R

耐药基因型检测数据分析和解

释系统$

"@@

:

%((

">b/U0K@8?Y<N/0#/̀

&进行耐药突变位

点的分析和解释耐药变异情况#

"

!

结
!!

果

"0!

!

人口学特征
!

筛选云南省抗病毒治疗数据库!

筛选出符合条件样本
+B-

份!其病毒载量均值为

&.IA+S<

:L

(

9M

!

G1&

^

5

淋巴细胞计数均值为
-&I

个(
"

M

!平均治疗时间为
&-0(

个月#这部分患者中男

IB

例!女
BB

例!男女比率为
+0&A,+0..

'年龄
&

#

'+

岁!平均年龄为
&(

岁#患者具体信息见表
+

#

"0"

!

耐药基因扩增和测序结果
!

+B-

例样本经自建

基因型耐药检测方法
H5V!GH

扩增阳性!将扩增出来

的片段进行基因序列测序!共获得
+B-

份完整基因

序列#

"0#

!

耐药情况
!

以出现任意
+

种药物耐药突变$低"

中"高度耐药&统计为耐药!将
+B-

例完整基因序列!

上传美国斯坦福大学
%7RV+

耐药基因型检测数据分

析和解释系统结果显示!
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&例对核苷类逆转

录酶抑制剂$

2H57K

&"非核苷类逆转录酶抑制剂

$

22H57K

&以蛋白酶抑制剂 $

!7K

&有不同程度耐药'

其中对
2H57K

和
22H57K

的耐药分别有
(&

例

$

-+0.D

&和
A&

例$

((0(D

&!对
!7K

耐药
A

例$

(0+D

&#

在已检出具有不同程度耐药的
BA

例患者中!有
(

例

$

+0ID

&出现对
(

类药同时耐药的患者'有
-'

例

$

+J0(D

&的患者对
2H57K

及
22H57K

两种药物同时

出现耐药#在使用过的药物中!对
2R!

"

4\R

"

(5G

"

\5G

高度耐药的情况分别是
&A

例$

-J0'D

&"

(A

例

$

-+0BD

&"

-B

例$

+B0.D

&"

-B

例$

+B0.D

&!对
!7K

有
-

例患者出现高度耐药的情况#具体对每种药物的耐

药情况见表
-

#

表
+

!!

+B-

例患者的临床资料

项目 患者$

(

& 构成比$

D

&

性别

!

男
IB AI0(

!

女
BB &.0J

样本来源

!

昆明
(B --0-

!

红河
(J --0'

!

临沧
+ .0B

!

昭通
J &0(

!

文山
+I ++0J

!

曲靖
- +0-

!

楚雄
- +0-

!

保山
A (0+

!

普洱
( +0I

!

大理
(& -+0.

!

版纳
A (0+

!

怒江
- +0-

!

玉溪
I A0J

传播途径

!

性传播
I- AB0'

!

静脉药瘾
AI (B0&

!

不详
' A0.

!

母婴传播
- +0-

!

输血
+ .0B

基因亚型

!

GH\.'

0

$G IJ AI0I

!

GH\.+

0

34 -. +-0(

!

GH\.J

0

$G (. +'0A

!

G B (0J

!

*H\K I A0B

原用药方案

!

(5G^3d5^4\R &' -I0B

!

(5G^1&5^4\R B (0J

!

(5G^1&5^2R! (( -.0&

!

(5G^51\̂ 4\R +- J0&

!

(5G^3d5^2R! B( ('0I

现用药方案

!

(5G^3d5^M!R

(

N AB (&0B

!

(5G^3$G^M!R

(

N - +0-

!

(5G^51\̂ M!R

(

N +.- B(0.

!

3d5^51\̂ M!R

(

N + .0B

!

(5G^4\R^M!R

(

N + .0B

!!

4\R

%依非韦伦'

2R!

%奈韦拉平'

(5G

%拉米夫定'

3d5

%齐多夫定'

1&5

%司他夫定'

51\

%替诺福韦'

3$G

%阿巴卡韦

..&&

重庆医学
-.+'

年
+-

月第
&J

卷第
(&

期



表
-

!!

(

类药物的耐药数量及耐药水平

项目
!7K

35R \!R 71R M!R 2\R

2H57T

(5G 3$G 3d5 1&5 117 \5G 51\

22H57T

4\R 45H 2R! H!R

! . + . . + + - A A +J . - +J (. +J +'

M . . . . ( . +J ( A J + . - J . +J

7 + . . . . + B ( A & + A I +- + +.

% + + - - - -B & & & J -B & (A A &A I

!!

!

%代表潜在耐药'

M

%低度耐药'

7

%代表中度耐药'

%

%高度耐药

"0C

!

基因型耐药突变位点情况
!

+B-

例患者的检测

结果中!与
!7K

相关的主要耐药基因突变位点有

=&B7

"

R'-3

"

MJBR

"

7'&R

和
7A&R

各
+

例#与
2H57K

相关的突变中!突变位点发生频率前
(

位的是

=+'&R

(

7

"

5BI2

(

1

和
)J.H

!分别为
+B0.D

$

-B

(

+B-

&"

'0.D

$

+(

(

+B-

&和
&0(D

$

J

(

+B-

&#与
22H57K

的突变中!突变位点发生频率前
(

位的是
)+.(2

(

4

"

R+JI1

(

4

(

5

和
RI.7

!分 别 为
+A0&D

$

-A

(

+B-

&"

+&0-D

$

-(

(

+B-

&和
'0BD

$

+&

(

+B-

&#具体耐药位点情

况见表
(

#

表
(

!!

常见耐药突变类型及比例

突变区域 突变类型 突变例数$

(

& 突变比例$

D

&

!7K

主要耐药突变
=&B7 + .0B

MJBR + .0B

7'&R + .0B

7A&R + .0B

R'-3 + .0B

2H57K

主要耐药突变
=+'&R

(

7 -B +B0.

5BI2

(

1 +( '0.

)J.H J &0(

1BJ2 J &0(

3B-R A (0+

5-+A]

(

\

(

7 & -0A

续表
(

!!

常见耐药突变类型及比例

突变区域 突变类型 突变例数$

(

& 突变比例$

D

&

)-+I4

(

6 & -0A

)BAH ( +0I

RJA= ( +0I

=&+M ( +0I

MJ&R + .0B

M-+.e + .0B

22H57K

主要耐药突变
)+.(2

(

4 -A +A0&

R+JI1

(

4

(

5 -( +&0-

RI.7 +& '0B

]+'+G

(

7 +( '0.

4+('3

(

6 +( '0.

R+.B=

(

7 ' &0I

)+.+4

(

% A (0+

3I'P & -0A

!--A% & -0A

]+'+G ( +0I

%--+] ( +0I
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基因型耐药突变位点情况
!

不同感染方式中的

基因型分布见表
&

#

表
&

!!

不同感染方式中
%7RV+

基因型分布$

(

!

D

"%
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表
A

!!

针对不同治疗方案耐药发生情况及耐药比例

用药方案 总例数$

(

& 耐药发生例数$

(

& 耐药比例$

D

&

(5G^51\̂ M!R

(

N +.- (B (A0(

(5G^3d5^M!R

(

N AB +- -+0&

(5G^3$G^M!R

(

N - . .

(5G^4\R^M!R

(

N + + +..

3d5^51\̂ M!R

(

N + . .

"0J

!

不同抗病毒治疗方案耐药发生情况
!

对不同治

疗方案的耐药情况见表
A

#

#

!

讨
!!

论

!!

为了有效控制
371K

疫情的蔓延!我国从
-..-

年

开始试行
371K

免费抗病毒治疗项目!自
-..(

年起全

面开展落实国家.四免一关怀/政策)

-V(

*

#经过
+.

多

+.&&

重庆医学
-.+'

年
+-

月第
&J

卷第
(&

期



年来各级政府逐步落实
371K

患者免费抗病毒治疗的

政策!建立起了免费
371K

抗病毒治疗的各级保障机

制!符合治疗标准且接受抗病毒治疗的患者比例逐年

增多#随着抗病毒治疗时间延长!治疗失败的患者逐

年增多#对于治疗失败的患者!需要选择更换为二线

治疗方案#在我国!主要的二线治疗方案为两种
2HV

57K

加一种
!7

共同治疗)

&

*

#目前国内免费使用的
!7K

主要是
M!R

(

N

!对于更换含
M!R

(

N

二线治疗方案治

疗失败的患者!将面临无免费抗病毒药可用的情况#

%7R

属于反转录病毒!病毒在复制过程中伴随着

高度变异性#经过长时间的治疗!在抗病毒药物的选

择压力下!

%7R

基因易发生突变而对多种药物的产生

耐药)

A

*

#在本研究中!

BA

$

&.0+D

&例对
2H57K

"

22HV

57K

和
!7K

有不同程度耐药'其中对
2H57K

和
22HV

57K

的耐药分别有
(&

例$

-+0.D

&和
A&

例$

((0(D

&!

对
!7K

耐药
A

例$

(0+D

&#在已检出具有不同程度耐

药的
BA

例患者中!有
(

例$

+0ID

&出现对
(

类药同时

耐药的患者'有
-'

例$

+J0(D

&的患者对
2H57K

及

22H57K

两类药物同时出现耐药#云南省
-.+-

年所

有治疗失败人群的耐药率为
A'0ID

)

+

*

!

-..'E-.+-

年所有治疗失败人群的耐药率为
A(0'D

)

B

*

!本研究耐

药率低于之前的研究#究其原因一方面是这些更换

二线治疗方案的患者可能仅有少数是因为耐药更换

治疗方案!还有一部分是因为免疫重建不良"药物不

良反应及怀孕等原因更换!其患者对药物本身并不耐

药#另一方面可能是由于
!7K

比
22H57K

有更高的

耐药屏障!不易产生耐药#

在使用过的药物中!耐药率较高的几种药仍然是

2R!

"

4\R

"

(5G

"

\5G

!耐药率低于其他研究)

+

!

BVJ

*

#

对
!7K

有
A

例患者出现耐药的情况!其中
-

例患者对

M!R

(

N

产生高水平耐药#本次研究中有
(

例患者对

!7K

"

2H57K

和
22H57K

这
(

类药均出现耐药!这
(

例

患者均是通过性传播方式感染的男性患者!出现多重

耐药的原因可能跟性传播导致交叉感染有关#本研

究中!

!7K

的主要突变位点
=&B7

"

7A&R

"

MJBR

"

7'&R

和
R'-3

各出现
+

次#

=&B7

为辅助突变!当与其他

!7K

突变同时出现时!可降低
!7K

敏感性'

7A&R

与其

他
!7K

突变同时出现时!会增加
!7K

的耐药性'

R'-3

是
!7K

较常出现的耐药突变!通常在
!7K

治疗失败早

期出现'

7'&R

常出现在
!7K

持续治疗无效时!可使全

部
!7K

的敏感性降低)

'

*

#在本研究中与
2H57K

和

22H57K

相关的耐药突变中!排名前
(

位的耐药突变

分别是
=+'&

"

5BI

"

)J.

和
)+.(

"

R+JI

"

RI.

!这与云

南省杨绍敏等)

B

*的研究结果不一致#其主要原因一

方面是云南省处于边境地区!人员流动性大!导致

%7R

毒株在不停地变化!重组毒株在不断增加!而耐

药突变与
%7RV+

基因亚型相关)

I

*

!导致耐药位点也在

不停地变化#另一方面是本次研究的患者都是先使

用一线治疗方案后再改为含
M!R

(

N

的二线治疗方

案!在不同的药物作用下!导致耐药位点发生改变#

在更换的二线治疗方案中!主要使用的是
(5G^

51\^M!R

(

N

和
(5G^3d5^M!R

(

N

两种治疗方

案!两种方案的耐药率分别为
(A0AD

$

(B

(

+.-

&和

-+0&D

$

+-

(

AB

&!使用
(5G^51\^M!R

(

N

的耐药率

高于使用
(5G^3d5^M!R

(

N

方案的患者!其主要原

因可能为
51\

易出现胃肠道不良反应和肾毒性)

+.

*

!

从而影响药物的吸收有关#

随着抗病毒治疗时间的延长!因为一线药物耐药

屏障低!同时不良反应大!在药物压力作用下治疗失

败的患者会越来越多!未来会有更多的患者使用二线

治疗方案!而我国目前可供免费使用的二线药物有

限#因此!在治疗过程中应加强对患者依从性教育!

同时加强监测检测!减少对二线药物耐药的产生!同

时减少耐药毒株的传播!是以后抗病毒治疗的重点

工作#
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