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摘要 目的：筛选基于深圳本地男男同性性行为者(Men who have sex with men，MSM)人群队列中 HIV-1流行毒株的广谱中和抗

体(Broadly neutralizing antibodies，bnAbs)，为下一步机制和应用研究奠定基础。方法：建立小型MSM队列，按计划分别定期随访、

留样，测序分析人群中 HIV-1病毒流行亚型。选取将骨架质粒与系列标准 HIV-1 env质粒 12款，分别共转染 293细胞制备单次感

染能力假病毒。建立 TZM-bl细胞实验测定并计算中和活性(ID50Titers)技术平台，用于选定病毒亚型样品的筛选。最后取所获具

有一定广谱中和抗性的代表性血样，通过抗体竞争实验初步分析其结合位点。结果：近年来，深圳MSM的 HIV-1流行亚型分布

中，CRF07_BC(43.4%)和 CRF55_01B(15.4%)占比快速增长。选择来自该人群队列 CRF07_BC感染者 34人 88份血样进行广谱中

和抗性检测，筛选出具有一定广谱中和抗性的血样 10份(ID50 Titer≧25)，其中 2例显示了较佳中和宽度，可作用于全部 12种假

病毒中的 7种(58.3%)。初步分析其结合机制均非靶向 gp120。结论：本研究成功建立小型MSM队列和 TZM-bl检测分析技术并应

用于实践，初步筛选结果提示部分具有中和活性的患者血清内存在 bnAbs。
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Screening and Analysis of the HIV-1 Broadly Neutralizing Antibodies based
on Shenzhen MSM Crowd*

To screen broadly neutralizing antibodies(bnAbs) of HIV-1 epidemic strains in Men who have sex with men

(MSM) lived in Shenzhen, and provide basis for the mechanism and application research. A small crowd of local MSM was

established. Participants were followed up and saved samples regularly, HIV-1 subtype distribution from these sampled local MSM was

also analyzed by sequencing. In this study, 12 kinds of Standard HIV-1 Env-pseudotyped viruses were prepared, which were produced by

cotransfecting 293T cells with env expression plasmid and HIV-1 backbone expression plasmid, for TZM-bl-based neutralization assay.

Samples selected from local MSM crowd were detected and ID50 titers were calculated through sera neutralization curves. Individuals

showed relatively more broad or potent neutralizing activity would be analyzed by additional neutralization competition assay.

HIV-1 subtype distribution from local MSM significantly changed in recently years, The prevalence of CRF07_BC (43.4 % )and

CRF55_01B(15.4 %)increased rapidly. We detected 88 samples from 34 MSM with CRF07_BC infection, 10 samples from 6 individuals

shown cross-clade neutralizing activity, 2 of them showed plasma neutralization breadth of 58.3 % against a multi-subtype panel, the pri-

mary analysis indicated that the plasma neutralization in these two individuals is not directed to gp120. A local MSM crowd

and TZM-bl-based neutralization assay technology platform were successfully established in this study and applied to practice. Primary

results indicated that HIV-1 bnAbs existed in part of samples.
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前言
近年来，我国男男同性性行为人群(Men who have sex with

men，MSM)艾滋疫情的迅猛增长引起了广泛关注。我国 MSM
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群体中 HIV-1病毒的遗传特性和生物特征正在通过国内外多

个高危群体持续引入，并不断进化得更为复杂[1,2]，有证据表明

该人群中已有相当部分毒株对国际上新近开发的 HIV-1广谱

中和抗体(Broadly neutralizing antibodies，bnAbs)显示出较强的

耐受性，给未来的疫苗研发和抗体治疗带来了极大的挑战[2]。深

圳是国内MSM主要集散地和我国最大的口岸城市之一，本研

究分析了本地MSM毒株进化及其可能对 bnAbs的影响。

1 材料与方法

1.1 队列建设与采样

阳性开放队列始建于 2010年，入组条件：已确证 HIV-1阳

性、18岁以上、常住深圳、CD4计数≧350 cell/滋L、过去 6个月

有过男男性行为、尚未启动抗病毒治疗的 MSM，并知情同意。

最初入组 1500人，其后视脱失情况定期增补，目前维持在

1000人左右。研究对象按计划分别定期随访、留样 (血清、

PBMC)和分析检测，启动抗病毒治疗或失访(含死亡、退出等)

即视为观测终点。上述人群中新近感染者在初次检出 HIV阳

性后第 1、6、12个月各留样一次，此后常规每年一次定期留样；

老病人每年一次。

阴性队列建于 2015年，定期增补，维持 300人左右。入组

条件：HIV 检测阴性、18 岁以上、常住深圳、CD4 计数≧500

cell/滋L、过去 6个月有过男男性行为的MSM，并知情同意。所

有研究对象留阴性血样备用，常规每半年采样检测一次，如有

新性伴或随机性伴，则每 3个月一次；若存在无保护性行为，高

度怀疑原发性 HIV感染，应尽快接受 HIV核酸检测及窗口期

外抗体检测。如确认 HIV阳性后参照阳性队列管理。

1.2 HIV-1亚型测序鉴定

QIAmp Viral RNA kit (Qiagen, CA) 抽提病人血清中 HIV

RNA，方法参见试剂盒说明。巢式 PCR扩增 env片段(C2-V5)

及 pol 片段 [4,5,7]，PCR 产物送上海生工测序，PhyloPlace 软件

(NIH HIV sequence database)分析型别。

1.3 假病毒制备

将骨架质粒 pSG3△ Env与含系列标准 HIV-1 env的质粒

12款(来自 NIH regent program，详见表 1)，分别用 PEI(Sigma)

法共转染 293细胞(本室存)，扩增包括 A、B、C、BC、AE、AC、G

等亚型在内的单次感染能力假病毒。具体步骤如下：① 293细

胞培养贴壁，转染前换液；② 制备 PEI-DNA混合物，以 100 mm

细胞培养皿为例。准备两支 1.5 mL离心管，一管将质粒 DNA

(HIV- Env、SIV骨架质粒各 8-10 滋g/种)加入无血清培养基中，

总体积 0.5 mL；另一管中则取 400 滋M的 PEI储存液 100 滋L，
加无血清培养基至 0.5 mL。各自摇匀后两管充分混合，室温静

置 20 min加预热无血清培养基至细胞培养体系，总体积 8-10

mL，轻摇混匀。37℃、5％CO2温箱孵育 6-10 h后更换为含血清

培养基，继续培养，次日收集上清，检测病毒滴度后 -80℃冻存

备用。

1.4 广谱中和抗性检测

将梯度稀释的待测病人血清及阴、阳性对照分别与假病毒

作用，混合液加入经 Polybrene(Sigma)预处理、96孔板培养的

TZM-bl细胞(清华大学张林琦教授惠赠)，37℃孵育 2-3小时后

换完全培养液，常规培养 72小时，Luciferase assay kit(Promega)

测定并计算血清的中和活性(ID50 titers 1/X，导致 50%中和效

果所需的血清稀释倍数)。方法详见文献[3,8]。

1.5 抗体竞争实验

取所获具有一定广谱中和抗性的代表性血样，通过

W479A gp120(美国洛克菲勒大学伍雪玲博士惠赠)等抗体竞争

实验，分析结合位点。具体操作参见文献[3]。

1.6 统计学分析

使用 Graphpad Prizm 5.0作图并分析计算 ID50(1/X)等。

2 结果

2.1 深圳MSM人群 HIV-1流行毒株亚型分布与广谱中和抗性

检出情况

2010年以来，我室相继完成 5000例以上MSM队列样本

采集，本研究分析 2015-2016年部分 HIV-1阳性样本的流行亚

型分布特点，发现以 CRF07_BC(43.4%，144/332)、CRF 01_AE

(31.9%，106/332)为主，其次为 CRF55_01B(15.4%，51/332)以及

B'(4.8%，16/332)。其中 07_BC亚型占比较本室先前报导(2008

年以前 13.8%[4]，2010 年 33.3%[5])持续增长，已超过 01_AE 居

第 1位；同时 2010年深圳 MSM人群中首次报告的新型重组

株 CRF55_01B[6]，已在本地迅速上升到第 3位。

广谱中和抗性检出随感染时长变化情况如图 1：深圳

MSM人群感染 HIV后 1年以内，能产生跨亚型(Cross-clade)中

和抗性的非常罕见(1/328)，1-2年后逐渐增加(10/737)，2-3年后

进一步增多(16/254)，3年以上则已较为常见(42/258)。

2.2 广谱中和抗性筛选结果

鉴于 BC亚型引人注目的增长，本项目选择了感染时长超

过 2年，留有 2个以上时间点血样、尚未启动抗病毒治疗(最近

一次病毒载量检测 >1000 copies/mL 者优先 ) 的 HIV-1

CRF07_BC 感染者 34 人。研究对象平均年龄 30.5± 8.7 岁，

CD4细胞计数 350.3± 77.8 cell/滋L，感染时长从 24个月到 68

个月不等。

如下图 2A，经 TZM-bl方法筛选，从 88份血样中找到具有

一定广谱中和抗性(跨 2个及以上亚型，ID50Titer≧25)的血清样

品 10份，分别来自 6名不同病例。其中，2例血清 M07BC_03

mpi58、M07BC_09 mpi31有较佳中和范围，可分别中和全部 12

种假病毒中的 7种(58.3%)。在所有测得 Cross-clade中和抗性

中，源自 07_BC患者的抗体较多显示了对 B、C亚型的中和效

图 1 深圳MSM人群 HIV-1广谱中和抗性检出情况随感染后时长的

变化

Fig. 1 The variation of broadly neutralizationdetectedin Shenzhen

MSMwith time post-infection

Note: ypi=year post-infection; mpi=month post-infection.
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果，而未检测到对 A、G、和 AE 的 Cross-clade中和抗性。ID50

titers计算如图 2 B示, 曲线与 50% inhibition线交点所对应 X

轴(稀释倍数)上的读数，依次为 182、307、417，即M07BC_03三

个时间点样品对 BJOX2000的 ID50 titer 1/X。

2.3 抗体竞争实验结果

W479A 突变能导致 gp120 不能形成有效的受体空间构

象。由下图 3可见，加了相应突变抗体后，编号 M07BC_03

mpi58和 M07BC_09 mpi31血清的中和曲线均未右移，未表现

出竞争性抑制效果，提示这两例血清中 bnAbs的结合机制，并

非靶向 gp120。

3 讨论

2015年 10月，中国医科大学尚红教授和清华大学张林琦

教授联合发表评论文章，指出中国的 "男男同性恋人群已经到

了艾滋全面爆发的边缘 "，引起了很大的社会反响[1]。事实上，

早在 2009年，一项在 61个城市实施的全国性调查就已显示南

方广州、深圳等主要城市 MSM群体的 HIV携带率普遍高达

10%，远远高于全国平均 5%的携带率[2]。本室统计 2015年，深

圳当年全部新报告 HIV/ADS病例总数中MSM占到了 52.4%，

新发感染率高达 6-7每百人 /年(100人中每年有 6-7人新感染

HIV)，2016 年全年新报告病例中 MSM 占比进一步上升到约

60%，快速蔓延势态给城市公共卫生带来了沉重压力。

MSM人群中 HIV-1病毒不断进化和扩散，也给 bNAbs逆

向疫苗研发和抗体治疗研究带来了重大挑战。首先，在 MSM

群体流行的 HIV病毒中，有相当一部分毒株对新近开发的 bn-

Abs显示强耐受性，提示可能有独特抗原特征的存在[1]，而我们

对此所知甚少；其次，部分城市如深圳等监测到该人群中

HIV-1流行亚型持续大幅变化，其深层次原因是否会进一步导

致新耐受株的产生或者已有耐受毒株流行？尚缺乏深入了解；

图 2 基于 TZM-bl细胞实验的中和抗性分析(ID50 1/X)

Fig.2 TZM-bl-based neutralization assay(ID50 1/X)

Note: A.TZM-bl-based Cross-clade neutralization assay. Titres at IC50 are

shownand coloured;"-"means ID50titers 1/X lower than 25. B.ID50titers

calculated through sera neutralization curves.

图 3 抗体竞争实验情况

Fig.3 Neutralization competition assay

Note: The addition of gp120 W479A shown in blue did not shift the neutralization curves, indicating thatthe plasma neutralization in these two cases is not

directed to gp120.

最后，一些新的重要重组毒株如 CRF55_01B 和 CRF59_01B

等，在广谱中和抗性方面的研究还近乎空白，也亟待开展研究。

本项目依托既往MSM人群队列，组织样本对本地MSM人群

的亚型特征、bnAbs产生与感染时间的关联进行了分析，结果

提示：深圳与我国北方地区流行特点有非常显著的差异：北方

辽宁、北京等地MSM人群是 CRF_01AE占比居绝对优势，往

往达到 75%以上，B和 B'以及 CRF_07/08 BC亚型加起来也只

占到 20%左右 [1,2]。而深圳虽然 CRF_01AE占比一直也不低，

2006-2008 年曾经达到 64%[4]，但近年来随着 CRF_07BC 和

55_01B(01_AE和 B亚型重组)的快速增加(已分别占到 40%和

15%以上 [2,4-7])，CRF_01AE重组株在 MSM感染者中所占比例

已逐步减至 30%左右。

鉴于本地 CRF 07_BC亚型引人注目的增长 (55_01B由于

收集到样本较少待以后跟进)，本研究选择了感染时长超过 2

年的 CRF07_BC感染者 34人 88份血样进一步开展 bnAbs相

关研究。初步研究结果表明来自 6个病例的 10份血样显示具
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有一定异体、跨型别的广谱中和抗性，其中 2例有较佳中和范

围和一定中和效能，提示我们上述患者血清中有 bnAbs的存

在。新近多个报导[10-12]指出 HIV病毒亚型、人种、病毒载量、感

染未治疗时长等均对 bnAbs形成有较大影响，如 Rusert P等[10]

认为 B 亚型更可能导致靶向病毒表面的 CD4 结合位点

(CD4-binding site,CD4bs) 的抗体，而非 B亚型偏好产生与 V2

区结合的抗体等。本研究发现的 2例源自 07BC患者的抗体，

中和机制可能确与 gp120、CD4bs无关，同时较少对 AE、A、G、

AC等亚型的假病毒显示中和效力。加上已知基于西方 B、C亚

型开发的 bnAbs(如 VRC01、PG9、PG16等)，对许多重组亚型也

效果欠佳[3,8,9]，提示我们在寻找针对本地 07_BC、01_AE等流行

株的强力 bNAbs上，需要进一步加大力度和投入。由于本室

MSM队列以及 TZM-bl筛选平台建立时间尚短，更大范围的

筛选和研究尚未来得及展开。

目前，国内外对 bnAbs的研究异常重视，其在 HIV疫苗逆

向设计方面的重要性毋庸置疑[16-18]，大量新的、更为强力和广谱

的 bnAbs不断出现 [12,13]，VRC01、3BNC117等知名抗体在动物

和人体实验中也显示了可喜的临床应用前景 [17,19-21]。但领域对

bnAbs诱导 /成熟关键表位的认识仍有待积累，需要发现和研

究更多的 bNAbs，来自结构学方面的支持尤为重要[13-15]，另一方

面，随着我国启动艾滋病抗病毒治疗的标准一再前移，理想样

本资源的获取难度也在进一步加大，相关领域的协作亟待加强。
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