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【摘要】 目的 初步明确猴免疫缺陷病毒（SIVmac239）耐9-(2-磷酸甲氧丙基)腺嘌呤(PMPA)突变基因位点，指导SIV/恒河猴模型在药物评价中的应用。方法 SIVmac239恒河猴适应株感染恒河猴，之后进行PMPA治疗，测定不同时间点血浆病毒载量和外周血CD4+ T细胞数；使用CEMx174细胞进行药物敏感实验。单拷贝PCR测定病毒rt基因变异情况。结果 PMPA治疗不能有效降低感染猴血浆病毒载量，且对血CD4+ T细胞数没有显著影响；细胞水平药物敏感实验证实该病毒株对PMPA不敏感。序列比对发现S205L和M502I可能影响到病毒对PMPA的药物敏感性。结论 本研究为SIV/恒河猴模型的合理使用及HIV-1的临床治疗提供了信息。
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 [Abstract]  Objective To identify the mutation sites of simian immunodeficiency virus (SIVmac239) resistant to 9-[2-(Phosphonomethoxy
)propyl] adenine (PMPA), and to guide the application of SIV/rhesus monkey models in HIV-1 drug evaluation. Methods Rhesus monkeys (RM) infected with a RM-adapted SIVmac239 strain were treated with PMPA, and the plasma viral load and peripheral CD4+ T cells were measured at different time points. Then the drug sensitivity of the virus strain was detected using CEMx174 cells. Finally, the mutation sites of rt gene from the virus strain were screened by single genome amplification. Results PMPA treatment did not effectively reduce the plasma viral load and did not significantly change the peripheral CD4+ T cell count. Drug sensitivity test confirmed that the virus strain is insensitive to PMPA. The results of sequence alignment indicated that S205L and M502I of viral rt gene may affect PMPA sensitivity.Conclusions The results of this study provide some information for the rational use of SIV/rhesus monkey models and clinical treatment of HIV-1 infection.
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猴免疫缺陷病毒(SIVmac239)/恒河猴模型是目前最好的艾滋病灵长类动物模型之一。SIVmac239同HIV-1在基因大小和组成上基本相同，如SIVmac239的逆转录酶(rt)基因和HIV-1 rt基因类似，且对核苷类逆转录酶抑制剂（NRTI）类药物敏感，因此，SIV/恒河猴模型常用于NRTI药物的筛选和有效性评价[1, 2]。
前期研究表明，本实验室猴体传代获得SIVmac239恒河猴适应株发生了表型上的变化[3-5]，预示其发生了基因突变[3]，那么，这些基因突变是否导致其对药物敏感性的改变？以及这些改变又由哪些突变导致呢？针对上述问题，本研究选择9-(2-磷酸甲氧丙基)腺嘌呤(PMPA)进行体内、外药物敏感性研究，及rt基因突变位点筛查。PMPA是一种NRTI类药物，可有效阻止SIVmac239感染猴的疾病进展[6]，现已广泛用于临床抗病毒治疗。本研究将为SIV/恒河猴模型的合理使用及HIV-1的临床治疗提供信息。
1.材料和方法

1.1实验动物

中国恒河猴3只，购自北京协尔鑫生物资源研究所（合格证编号：SCXK(京)2005-2005），实验编号为RM671、RM665及RM363。经血清学间接免疫荧光抗体检查法（IFA）法检查排除猴B病毒(BV)、猴免疫缺陷病毒(SIV)、猴逆转录D型病毒(SRV-1)和猴T淋巴细胞性I型病毒(STLV-1)等相关病原体的感染。IACUC试验批准号：IACUC-MC-09-6002。

1.2毒株及感染途径
SIVmac239病毒由本实验室转染293T细胞获得。猴体适应株SIVmac239-RM391由吴小闲教授从SIVmac239感染猴中分离得到，使用恒河猴PBMCs滴定，滴度为5×105 TCID50/mL。中国恒河猴静脉途径（intravenous, IV）给予免疫缺陷病毒，具体为：肌内注射盐酸氯胺酮（0.1 mL/kg）麻醉后，动物俯卧，剔去小腿后侧毛发，用注射器在后肢静脉注射病毒液。感染剂量为每只猴5×104 TCID50。
1.3 抗病毒药物及给药方法
第三代杀菌剂PMPA，又名替诺福韦( Tenofovir, TDF )，属于一种核苷类逆转录酶抑制剂，购自Gilead公司。给药采用灌胃途径，共持续给药28 d，每天每猴给予20 mg/kg PMPA，对照组动物采用生理盐水灌胃。
1.4 临床观察及样品采集
每天观察恒河猴的临床症状，每3~4 d采集动物外周血，监测其血浆病毒载量、CD4+/CD8+比值、CD4+ T淋巴细胞绝对数变化。
1.5 血浆病毒载量测定

应用QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen) 提取病毒RNA，实时荧光定量PCR计算拷贝数，详见参考文献[7]。

1.6 CD4+ T细胞绝对数检测
根据流式细胞仪测定的CD4+/CD8+比值、血常规结果，计算出CD4+ T细胞绝对数[8, 9]。
1.7 病毒复制曲线测定
准备96孔板，每孔加入200 μL 含104/mL CEMx174细胞培养液，细胞37°C、5% CO2孵箱培养1 d后，加入SIVmac239病毒和适应株病毒，进行感染；感染后2 h，分别加入用无血清1640培养液稀释的药物（25 mg/mL）。设立阴性对照和空白对照。细胞37°C、5% CO2孵箱培养9 h，每天取50 μL细胞上清液冻存，并补充50 μL 1640培养液；每3 d补充1次PMPA药物。

1.8 50%抑制浓度(IC50)测定
药物用培养液配制，从1:12药物浓度起始两倍稀释至8个稀释度，加入96孔细胞培养板中，每个浓度加8孔，其中4孔为药物对照孔，其余4孔为加病毒孔，加入100 TCID50病毒，每孔100 µL，加入CEMx174细胞。37°C、5% CO2培养5 d，每孔加5mg/mL MTT溶液20 µL。继续孵育4 h，终止培养，1 500 r/min 5 min离心，再吸弃孔内上清液。每孔加150 µL DMSO，振荡10 min，使结晶物充分融解。酶标仪490 nm读数，测定各孔光吸收值，记录结果。

1.9 SIV p27蛋白含量测定

试剂盒SIV p27 antigen ELISA ( ZeptoMetrix Corporation)测定细胞上清中SIV p27蛋白含量，详见参考文献[10]。
1.10 SIVmac239 rt基因单拷贝扩增
使用单拷贝PCR方法扩增SIVmac239 rt基因序列，详见参考文献[11]。样品进行连续稀释后，使用表1引物进行巢式PCR操作，当阳性结果率小于30%时，进行序列测定。
表1 rt基因扩增引物

Tab. 1 Amplification of the primers of rt gene

	 /
	引物名称Primers
	引物序列（5'-3'）

Primer sequence
	Tm℃
	产物大小/bp

Product length

	外套
	TC-out-F1

(Sense）
	CTGCACCTCAATTCTCTCTTTG 
	47
	2527

	
	TC-out-R1（Anti-sense）
	TCCACTAGCTACATGTACTGCAAC
	50
	

	内套
	RT-F

 (Sense）
	CAGAGGATTTGCTGCACCTCAATTC
	52
	2186

	
	RT-R（Anti-sense）
	CAATCCATTTGCCAAGTCCCTAGAT
	51
	


 

2. 2.结果
2.1 SIVmac239猴体适应株体内抗PMPA效果观察

SIVmac239猴体适应株静脉接种中国恒河猴，能成功感染恒河猴，产生较高的病毒载量和外周CD4+ T细胞的进行性下降（数据未显示）。当病毒感染趋于稳定后，即感染进入平台期后，给于药物治疗。从感染后76 d开始给予PMPA，在给药期间，监测血浆病毒载量和CD4+ T淋巴细胞绝对数。结果发现猴血浆病毒载量均处于较高水平，未见明显的下降；CD4+ T淋巴细胞绝对数出现较大幅度的波动，但未见发现明显趋势。结果如图1所示。
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图1  PMPA治疗过程中，感染猴血浆病毒载量和CD4+ T淋巴细胞绝对数监测

Note: Red line represents the plasma viral load, blue line represents the peripheral CD4+ T cell count

Fig. 1 The plasma viral loads and peripheral CD4+ T cell count of monkeys infected with SIVmac239 and treat with PMPA

 
2.2 细胞水平的药物敏感实验

为进一步确认该病毒适应株对PMPA的耐受性，本研究还进行了细胞水平的药物敏感实验。3只感染动物(RM671、RM665和RM363)的病毒从外周血分离后冻存备用。分离病毒株RM671、RM665和RM363)、病毒适应株RM391和质粒转染病毒株SIVmac239同时感染CEMx174细胞，后进行PMPA治疗，同时进行细胞上清SIV p27蛋白含量测定。结果发现，SIVmac239病毒对PMPA非常敏感，复制程度很低，SIV p27维持在5 ng/mL以下，而病毒适应株及其衍生病毒均保持较高的复制水平，在0~5d，其SIV p27水平维持在20 ng/mL以上，见图2A。同时，在药物作用后第5天，使用CCK-8方法测定了CEMx174细胞的存活率，并计算其IC50，结果PMPA能有效的抑制SIVmac239，但不能有效的抑制病毒适应株及其衍生病毒，见图2B。
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A: 病毒复制曲线；B: 50%抑制浓度(IC50)测定
图2 不同病毒株对PMPA的细胞水平药物敏感性
A: Viral reproduction curve; B: Measurement of 50% inhibition concentration (IC50).

Fig. 2 The drug sensitivity of different virus strains to PMPA at cellular level. 
 

2.3 SIVmac239全长rt基因序列分析

3只猴体内SIV病毒及SIVmac239猴体适应株测序结果显示，rt基因全长1677 bp，编码559个氨基酸。与SIVmac239标准序列比较发现，共存在8处氨基酸改变，分别是位于聚合酶区的E（谷氨酸）6 K（赖氨酸）、R（精氨酸）35 T（苏氨酸）、K（赖氨酸）68 N（天冬酰胺）、D（天冬氨酸）76 N（天冬酰胺）、S（丝氨酸）205 L（亮氨酸）；位于连接区的K（赖氨酸）394R（精氨酸）；位于RHase H区的K（赖氨酸）464 R（精氨酸）和M（蛋氨酸）502 I（异亮氨酸），其中S205L和M502I这两个突变位点同时存在于4只猴中，结果如表2和图3所示。

表2   SIVmac239 rt氨基酸突变位点

Tab. 2   The amino acid mutation sites of rt gene in SIVmac239 
	AA site
	6
	35
	68
	76
	205
	394
	464
	502

	SIVmac239
	E
	R
	K
	D
	S
	K
	K
	M

	RM391
	E
	R
	N
	D
	L
	R
	K
	I

	RM671
	K
	R
	K
	D
	L
	K
	R
	I

	RM665
	K
	T
	N
	N
	L
	K
	R
	I

	RM363
	E
	R
	K
	D
	L
	K
	R
	I


注：1-317：聚合酶区；318-424：连接区；425-559：RNase H区

Note: 1-317: Polymerase region; 318-424: Connection region; 425-559: RNase H region
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图3   SIVmac239 RT氨基酸序列比对图 
Fig. 3 The alignment of SIVmac239 rt amino acid sequences
 

3 讨论

HIV-1的rt基因是抗病毒治疗的一个重要靶点，然而在体内复制过程中极易产生突变，尤其是多种耐药性突变的出现会导致抗病毒治疗的失败，使用SIV/恒河猴模型来研究体内病毒群体多样性和治疗过程中rt基因的序列变异情况，对于抗病毒药物的筛选以及新药的研发有重要意义。
PMPA是从SIV动物模型中发展出来的抗艾滋病药物[6]，它对SIVmac239病毒的敏感性很高，也常被用于很多后续猴体实验中，因此，本研究选择它代表NRTI进行药物敏感性研究。由于病毒在宿主体内的变异很快，为确保实验结果的真实性，本研究同时进行猴体和细胞两个水平的药物敏感性实验。
为真实地反应出体内病毒的序列情况，本研究使用本实验室建立的单拷贝PCR方法(SGA)[11]，能避免普通PCR方法序列选择和重组导致的虚假序列结果。同时，该方法还能扩增SIV病毒全长rt基因序列，全长rt基因为1680 bp，包括聚合酶区、连接区和RNase H区。由于聚合酶区是药物的最主要靶点，所以过去研究的重点就在于rt基因的前600 bp，但是，近年来又发现rt基因的其他区域发生突变也会改变病毒对药物的敏感性[12]，因此，该PCR方法的选择确保了本研究序列和突变位点的正确。
本研究发现，S205L和M502I这两个突变位点同时存在于4种病毒中，很有可能是抗艾滋病药物PMPA的相关的耐药突变。S205L常见于SIVmac239的自发变异中[13, 14]，但尚未发现其与NRTI药物耐受有关。而M502I突变尚未见文献报道，说明其是一个发生频率较少的突变，但其一直维持在这个病毒适应株及衍生病毒中，说明其相对保守。
本研究针对SIVmac239病毒适应株及其衍生病毒的序列测定，找到两个可能的突变位点，分别是位于聚合酶区的S205 L和位于连接区M502I，这是首次确定该两位点为SIVmac239耐药突变位点。但本研究尚未进行最终的确认工作，下一步，本实验室将在SIVmac239的质粒上进行点突变，最终找到影响病毒药物敏感性的位点。此外，该位点是否能影响其他RT酶抑制剂的效果也是尚不明确，还需要进一步研究。
本研究首次确认了宿主传代病毒的变异可影响药物敏感性，并找到了两个可疑位点，这些信息将为SIV/恒河猴模型的合理使用及HIV-1的临床治疗提供了信息。
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