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!"#$% 准种变化与人类白细胞抗原限制性细胞毒性 &淋巴细胞表位的相关性研究

黄广宇，毛* 青，邓国宏，兰* 林，李俊刚，蒋* 黎，周吉军，王宇明* * （第三军医大学西南医院全军感染病研究所，重庆
%""")’）

* * 摘* 要：目的* 研究 +,-#! 准种变化与人类白细胞抗原（./012 34/565784 1289:42，+;<）限制性细胞毒性 = 淋巴细胞
（578686>95 = 370?.65784，@=;）表位的相关性。方法* 从 & 对母婴传播 +,-#! 感染者血清内提取 +,-#! 核酸，进行逆转录#
套式 A@B（B=#24C84D A@B）扩增，产物克隆后，挑选阳性克隆行 @EFG分析，对优势和劣势准种进行克隆测序分析，对氨基
酸序列中可能的 @=;表位进行分析。结果* 第 ! 对感染的母子：母亲 HI体内存在的 @=;表位在其 $% D的女儿 JHK 体
内都存在，而 JHK体内存在 ! 株突变准种，其 @=;表位在 HI体内不存在；第 & 对感染的母子：母亲 @L和其 !& 个月的儿
子 MNO体内 +,-#! 42P准种无相同的 @=;表位。结论* +,-#! 在改变宿主后，随着时间的延长，+,-#! 突变准种所导致
+;<限制性 @=;表位发生改变的概率增大。
* * 关键词：+,-#!；准种；@=;；表位
* * 中图法分类号：B)Q)R (；B)(&#))；B)(&R &* * * 文献标识码：<
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* * ;<3-),8-：!"#$%&’($* =6 C8/D7 8.4 56ZZ4318962 6X D9P4ZC987 6X +,-#! [/1C9C?4594C 12D +;<#Z4C8Z9584D @=;
4?986?4CR )$&*+,-* BT<C Y4Z4 4>8Z1584D XZ60 8.4 ?31C01 C10?34C 6X & ?19ZC 6X 92D9P9D/13C Y98. +,-#! P4Z89513
8Z12C09CC962（068.4Z HI 12D .4Z $%#D17 D1/:.84Z JHK，068.4Z @L 12D .4Z !&#0628. C62 MNO）12D ?637#
04ZC4D \7 B=#24C84D A@BR A@B ?Z6D/58C Y4Z4 =#< 53624DR A6C989P4 53624C Y4Z4 12137]4D \7 562X6Z018962 C42#
C989P4 :43 43458Z6?.6Z4C9C（@EFG）R =.4 53624C 6X 01W6Z 12D 0926Z [/1C9C?4594C Y4Z4 C4[/4254DR E4[/42592: Z4#
C/38C Y4Z4 12137]4D 86 D484Z0924 @=; 4?986?4CR .$-/0&-* K6Z 8.4 X9ZC8 ?19Z 068.4Z#5.93D，133 @=; 4?986?4C 92
42P Z4:962 6X 068.4Z HI’C +,-#! [/1C9C?4594C 4>9C84D 92 42P Z4:962 6X D1/:.84Z JHK’C +,-#! [/1C9C?4594C，
\/8 624 6X @=; 4?986?4C 92 42P Z4:962 6X JHK’C +,-#! 0926Z [/1C9C?4594C Y1C 268 X6/2D 92 42P Z4:962 6X 068.#
4Z HI’C +,-#! [/1C9C?4594C；Y.934 X6Z 8.4 C4562D ?19Z 068.4Z#5.93D，26 C104 @=; 4?986D4C Y1C X6/2D 92 42P
Z4:962 6X 068.4Z @L’C 12D C62 MNO’C +,-#! [/1C9C?4594CR 1+2%0/-’+2 * =.4 362:4Z 8904 1X84Z P4Z89513 8Z12C#
09CC962 9C，8.4 06Z4 39^437 +;< Z4C8Z9584D#@=; 4?986?4C Y933 5.12:4 92 0/8184D +,-#! [/1C9C?4594CR
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* * 人类免疫缺陷病毒 !（+,-#!）经垂直传播后，其
42P区准种会发生变化［!］，42P 区包含多个细胞毒性 =
淋巴细胞（578686>95 = 370?.65784，@=;）表位，该区域的
突变可能会改变 @=; 的表位，从而影响 @=; 对 +,-#!
的识别。众所周知，@=; 是宿主对抗 +,-#! 感染的重
要方式，+,-#! 突变导致 @=;表位变化，进而不能被宿
主 @=;识别，这是 +,-#! 免疫逃逸发生的机制之一。
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本研究拟以 42P 区准种为切入点，研究垂直传播后
+,-#! @=;表位的改变。

%? 材料与方法

!R !* 实验材料
!R !R !* 研究对象* * 选取本科 &"") b &""%年收治的 & 对垂直
传播的 +,-#! 感染者。第 ! 对母子：母亲 HI，)) 岁，无症状 +,-
感染者（@N% 细胞计数：$Q" !3 b !，T! 期），女儿JHK，$% D，艾滋
病患者（@N% c = 细胞百分比：!%d，消耗综合征，@) 期）；第 &
对母子：母亲 @L，)" 岁，艾滋病患者（@N% c细胞计数：!& !3 b !，
播散性真菌感染，@) 期），儿子 MNO，!& 个月，无症状 +,- 感染
者（@N% c =细胞百分比：%"d，无任何临床症状，T! 期）。上述
患者的疾病分期根据美国 @N@艾滋病分期标准［&，)］。
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第 ! 期" 黄广宇，等# $%&’( 准种变化与人类白细胞抗原限制性细胞毒性 )淋巴细胞表位的相关性研究"

(# (# *" 主要试剂 " " +%,-./ &01-2 34, 5060 708 购自美国
+0-9:6公司，;6:<8:/ 3)’=>3 708购自德国 +0-9:6公司，34-?06
=2@? 30AB6@C2:-?: %6D0A08B1购自美国 =1B.:9-公司，!" #$% 酶和
E4)= 50F8@1: 购自 )-7-3- 公司，引物由上海生工生物技术服
务有限公司合成，玻璃珠 G4, 胶回收试剂盒购自上海生工生
物技术服务有限公司，),’>2B6069 708购自美国 %6H081B9:6公司。
(# *" 方法
(# *# (" 34,提取" " 按照 +%,-./ &01-2 34, 5060 708说明书
提取血清内总 34,。
(# *# *" 3)’6:?8:E =>3" " 按照 ;6:<8:/ 3)’=>3 708和 !" #$%
酶说明书进行，使用特异性引物：>*’&I’J( K 3( 和 >*’&I’J* K
3*，序列见表 (（简并碱基 L M , K )，3 M , K N，O M > K ) K P）。
扩增获得的目的 G4,用玻璃珠 G4,胶回收试剂盒纯化回收。

表 !" #$%&’()’* +,#引物序列

引物名称 引物序列 位置（68） 参考序列

>*’&I’J( IQ’>)>>,N>)NN))L)N>3,))’RQ S *T( U S **V $WX*

>*’&I’3( IQ’N>>)N),>>N)>,N>N)),)’RQ Y VVY U Y !(R $WX*

>*’&I’J* IQ’>,N>)NN))L)N>N,))>),,’RQ S VVR U S !TR $WX*

>*’&I’3* IQ’3)OO>>)>>)>>,NN)>)N,’RQ Y S*Y U Y SZS $WX*

(# *# R" 克隆" " 目的 G4, 与 )’载体连接、转化，经蓝’白菌落
筛选，得到阳性克隆，挑选 ZT 个阳性克隆用 =>3法鉴定。经鉴
定确实为阳性的产物进行 ><N[分析。
(# *# Z" 异源双链的形成" " 挑选 RT 个结果阳性的 =>3 产物
与驱动子（G10H:1）=>3 产物，以等物质的量混合后加入灭菌
[G),至终浓度 (T ..B2 K \（抑制 G4,多聚酶活性），驱动子为
不相关个体阳性克隆的 =>3产物。混合后于 !V ]变性 I .06，
SV ]复性 ( D，使驱动子的 * 条 G4, 单链和样本的 * 条 G4,
单链两两结合，理论上形成 * 条同源双链和 * 条异源双链［Z］。
(# *# I" 构象敏感性凝胶电泳（CB6^B1.-80B6 ?:6?080H: 9:2 :2:C81B’

/DB1:?0?，><N[）" " 配制 (T_变性聚丙烯酰胺溶液，具体配
方：尿素 I# *I 9 ‘ I a ))[ 缓冲液 R# I .2 ‘乙二醇 R# I .2 ‘甲
酰胺 I# *I .2 ‘ RT_丙烯酰胺溶液 ((# Y .2，然后加去离子水定
容至 RI .2，最后加新鲜的 (T_ 过硫酸铵 *ZT !2 和 )[5[G
** !2 。配制好的溶液注入双层玻璃板中，于 *V ]聚合约
RT .06，制成聚丙烯酰胺凝胶（/B2b-C1b2-.0E: 9:2，=,N），于垂
直电泳槽内电泳，上下槽内均为 T# I a ))[ 电泳缓冲液（( a
))[：V! ..B2 K \ )10?，(I ..B2 K \ )-@106:，T# I ..B2 K \ [G),，
/$ M !# T）［(］，室温下 RTT &预电泳 RT .06，将异源双链产物与
* a载样缓冲液（*T_乙二醇，RT_甲酰胺，T# T*I_溴酚蓝）等
容积混合加入上样孔，冰浴下，RTT & 电泳 ZV D。电泳结束后
=,N于 ( !9 K .2 溴化乙锭溶液中染色 I .06，在凝胶成像仪上
呈像并保存。

(# *# S" 测序及结果分析" " 根据凝胶电泳呈像结果挑选优势
准种和劣势准种的代表克隆型送上海生工生物工程技术服务

有限公司测序。测序结果采用 X0B[E08 I# T ，将目的 G4, 序列
剪切整齐并进行比对，翻译为氨基酸序列与已知的 >)\表位进
行比较。

-" 结果

*# (" 阳性克隆 =>3鉴定结果
" " 阳性克隆行 =>3 后琼脂糖凝胶电泳鉴定结果（图 (），除
Y、RT、R! 号样本为阴性结果外，其余样本均为阳性，阴性对照结
果可排除假阳性结果的可能性。目的 G4,片段大小为 YS* A/，
条带位置准确、清晰，无非特异性片段扩增。

*# *" ><N[凝胶成像结果
" " ><N[结果于凝胶成像仪上成像（图 *）：所有样本均得到
阳性结果，R、Z、S、(I、(!、R(、RR 号样本出现 R 个条带，其余为 *
个条带，靠近图下端的条带为同源双链，其余为异源双链。
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G：驱动子；5：G4,标准（G\ *TTT）；4：阴性对照；( c ZT：阳性克隆样本
图 !" 阳性克隆 +,#产物电泳图
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!)** -.
!(** -.

!’** -.

( c RZ：阳性克隆样本；G：驱动子；5：G4,标准（(TT A/ G4,梯度）
图 -" 阳性克隆 +,#产物 ,./0凝胶成像电泳图
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!" #$ 准种分析结果
$ $ 第 % 对母子：母亲 &’ 有 # 个克隆型，在 #( 个克隆型中的
数目分别为 !)、(、!，准种复杂度（准种复杂度 *克隆型数目 +总
克隆数 , %--.）为 )" )!.，女儿/&0有 1 个克隆型，其数目分
别为 )、1、2、3、#、#、%，准种复杂度为 !-" 34.；第 ! 对母子：母亲
56有 2 个克隆型，其数目分别为 %)、)、(、!、%、%，准种复杂度为
%17 23.，儿子 89:有 ( 个克隆型，其数目分别为 !(、2、!、!，准
种复杂度为 %%" 12.。
!" ($ 测序结果中寻找 5;<表位的结果
$ $ 各宿主准种 5;< 表位：以 =>:!?@AB 的核苷酸序列为参
考序列，各代表克隆型测序结果与参考序列比对，在比对的结

果中寻找可能的 5;< 表位。表 ! 列出了目前 CDE 区已知的所
有 5;< 表位，&’?#、&’?%4、/&0?(、/&0?1、/&0?%-、/&0?##、
89:?!3 均含有“FGBBH;I<<<”表位（=<J?:1 或 :) 限制性），
/&0?1、/&0?%-、56?%)、56?!! 均含有“JF;KKB=<”表位（=<J?
5L!-2-! 限制性），&’?#、&’?%4、/&0?(、/&0?1、/&0?%-、/&0?##
均含有“ H0A5MN@00&”表位（=<J?J! !4 限制性），&’?#、
&’?%4、/&0?( 均含有“MKFIKKA6/”表位（=<J?J!#!-% 或
J#! 限制性）。

表 !" #$%&’ ()*区（+ ,,- . / +0+ )1）234表位
表位序列 蛋白 位置（DO） =<J分型 表位序列 蛋白 位置（DO） =<J分型

NG5FABH;BI PQ%2- !#1 R!(2 :32 G@KB;=H PQ%2- #24 R#13 J!
5FABH;BI5 PQ%2- !#4 R!(1 5L!-)-! =H0A5NN@0 PQ%2- #1( R#)! J#
5;ABH;BI5 PQ%2- !#4 R!(1 5L) H0A5NN@00 PQ%2- #13 R#)# :!%3%2
MGKBH;I<< PQ%2- !3! R!2- :!#3-% H0;5NN@00 PQ%2- #13 R#)# :%3
MGKBH;I<< PQ%2- !3! R!2- :#3 H0A5NN@00 PQ%2- #13 R#)# :%3
MGBBH;I<<< PQ%2- !3! R!2% :1 H0A5NN@00 PQ%2- #13 R#)# :2#
FGBBH;I<<< PQ%2- !3! R!2% :1，:) H0A5NN@00 PQ%2- #13 R#)# :2#，:%3
MGBBH;I<<< PQ%2- !3! R!2% :1，:) H0A5NN@00 PQ%2- #13 R#)# 5L!-(-%
JF;KKB=< PQ%2- !)% R!)) 5L!-2-! H0A5NN@00 PQ%2- #13 R#)# 5L!-(-%，

5;MGAAA;MF PQ%2- !42 R#-3 J#，J! 5L!-(-1
MGAAA;MFHK PQ%2- !4) R#-1 :!-1 H0A5NN@00 PQ%2- #13 R#)# 5L(
MGAAA;MFHK PQ%2- !4) R#-1 :!-1-! H0A5MN@00& PQ%2- #13 R#)( J!!4
MGAAA;MFHK PQ%2- !4) R#-1 :!(!-% H0A5NN@00& PQ%2- #13 R#)( J!4
MGAAA;MFHK PQ%2- !4) R#-1 :1 0A5NN@00 PQ%2- #12 R#)# 5L(
MGAAA;MMNK PQ%2- !4) R#-1 :1 0A5NN@00& PQ%2- #12 R#)( J!4
MGAAA;MFHK PQ%2- !4) R#-1 :1 GA5NN@00& PQ%2- #12 R#)( J!4
K&KNGNMJ0 PQ%2- #-4 R#%1 J!!(-! 0A5NN@00& PQ%2- #12 R#)( :)
K;BNGNIB0& PQ%2- #-4 R#%) J%% FA5NN@00&5AH PQ%2- #12 R#)1 J!
=KNGNMJ0& PQ%2- #%- R#%) J!#--! AHNN@00&HAH PQ%2- #11 R#)1 J!
=KNGNMJ0& PQ%2- #%- R#%) J! 0&5A;;I<0 PQ%2- #)# R#4% J!!(-!
MNGNMJ0B;K PQ%2- #%% R#!- J!-!-% <G5MKFIKK PQ%2- (%2 R(!( :!3%-%
MNGNMJ0B;K PQ%2- #%% R#!- J! <G5MKFIKK PQ%2- (%2 R(!( :3%
6NGFMJ0&J; PQ%2- #%% R#!- J! MKFIKKA6/ PQ%2- (%4 R(!1 J!#!-%
NMJ0B;KNF PQ%2- #%( R#!! :!!1-3 MKFIKKA6/ PQ%2- (%4 R(!1 J!4，J#!
NMJ0B;KNF PQ%2- #%( R#!! :!1 MKFI0KA6/ PQ%2- (%4 R(!1 J#!
MB<FIB;@F PQ%2- #(- R#() J%% MKFIKKA6/ PQ%2- (%4 R(!1 J#!

GHHNN9<@K;;=H0 PQ%2- #2# R#12 :!%)

-" 讨论

$ $ 母婴传播中的婴儿作为一类特殊人群，其感染
=KB?% 后的免疫反应与成人有较大区别。成人有效的
5;<反应能够降低 =KB?% 病毒载量，延缓疾病进展，但
是由于婴儿的免疫功能不完善，在出生后最初的 # R 2
个月内不能产生有效的特异性 5;< 反应抑制病毒复
制，故病毒载量较高［(］。动物实验结果证实了这一

点［3］。=KB?% 通过母婴传播后，由于母子之间 =<J 基

因型不同，5;<表位也不同，=KB?% 在新宿主体内环境
的压力下，准种的进化将会受到影响［2］。

$ $ 本研究选择母婴传播这一特殊形式的 =KB?% 感染
作为研究对象，原因是 =KB?% 传播传染源和被感染者
的关系容易确认，且传播的具体时间很容易确定，而其

他方式的 =KB?% 传播，如性传播或静脉吸毒传播，大多
数情况不能确定传染源，传播的具体时间更难以确定。

因此，选择母婴传播这一研究模型，有助于研究 =KB?%
准种进化与宿主间的关系［1］。

$ $ 本研究表明，在 ! 对母子体内的 =KB?% CDE 区准
种中存在 ( 个 =<J限制性 5<;表位，母子之间的 5;<
表位并不完全相同，出生仅 3( S 的 /&0 与其母亲 &’
的 5;<表位绝大部分相同，但也出现了 % 个 &’ 体内
没有的新表位，即“JF;KKB=<”，提示 =KB?% 在进入新
宿主体内后很快就可以突变进化而产生新的 5;< 表
位；%! 个月大的 89:体内的 =KB?% CDE 区呈现为单一
准种，该准种所包含的 5;< 表位与其母亲 &’ 完全不
同，提示 =KB?% 在进入新宿主体内后，经过足够长时间
的进化，形成了与原传播者体内完全不同的 5;< 表
位。从以上两点可以看出，=KB?% 经垂直传播进入新
宿主体内后，随着时间的延长，=KB?% 进化突变产生的
新 5;<表位的概率也增高。
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