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HIV-1耐药检测技术进展
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摘要    艾滋病病毒已在全球肆虐 40多年，对全球公共卫生造成极大压力，时至今日艾滋病仍然是全球公共卫生面临的一道医

学难题。高效联合抗病毒疗法（HAART）是艾滋病治疗的首选方案，已为众多艾滋病患者/人类免疫缺陷病毒（HIV）感染者带

来巨大福祉，并为减缓艾滋病病毒的进一步传播发挥了很大作用。但随着这一方案的全面推广与应用，HIV-1耐药性也日益

突出。HIV-1耐药性是影响临床抗病毒治疗效果的主要原因之一，因此进行HIV-1耐药性检测，对抗病毒药物的优化与选择、

降低传播性耐药发生与防控十分重要。HIV-1耐药检测方法众多，因应用场景不同而方法各异，本文汇总国内外众多文献资

料，就HIV-1耐药检测方法进行综述。
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Abstract    HIV has ravaged the world for more than forty years, causing great pressure on global public health. 

Today, AIDS is still a medical challenge for global public health. Highly active anti-retroviral therapy (HAART) 

is the preferred option for AIDS treatment. It has brought well-being to many people living with HIV, and has 

played a great role in slowing the further spread of HIV. However, with the comprehensive application of this 

therapy program, HIV-1 drug resistance has also become increasingly prominent. HIV-1 drug resistance is one of 

the main causes affecting the efficacy of clinical antiviral therapy. Therefore, it is very important to carry out HIV-

1 drug resistance testing, optimize and select antiviral drugs, reduce the occurrence of transmitted resistance, and 

prevent and control them. HIV-1 resistance testing methods are numerous and various depending on the applica‐

tion scenarios. This paper summarizes many literatures around the world and comprehensively discusses HIV-1 

drug resistance testing methods.
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据联合国艾滋病规划署统计，至 2022年底全球

累计已有 8 560万人感染艾滋病病毒，4 040万人死

于艾滋病相关疾病[1]。目前，高效联合抗病毒疗法

（highly active anti-retroviral therapy, HAART）已广

泛用于艾滋病患者及人类免疫缺陷病毒 1 型（hu‐

man immunodeficiency virus type 1, HIV-1）感染者

的治疗，极大地延长了生命周期，减缓了疾病进

程[2]。耐药性的出现大大降低了病毒对抗病毒药物

的敏感性，成为影响抗逆转录病毒治疗效果的关键

因素，而且耐药变异株可以传播给未接受过治疗的

个体，形成传播性耐药，限制了治疗药物的选择[3]。

因此，对抗病毒治疗失败人群进行耐药检测、对新

感染人群与即将接受HAART治疗的患者进行本底

耐药检测，对抗病毒治疗方案的有效选择和减缓耐

药毒株的传播都具有重要意义。HIV-1耐药性检测

方法种类繁多，大致可以分为 4种：基因型耐药检测

方法、表型耐药检测方法、虚拟表型耐药检测方法

与基于机器学习的耐药预测方法。本文就国内外

HIV-1耐药检测方法的技术进展分类进行综述。

1   基因型耐药检测方法

基因型耐药检测主要是通过获得药物靶标核

酸序列信息，分析序列变异发生情况，最终确定变

异与耐药性的关系。核酸序列的获取有基于群体

测序、深度测序和点突变等几种方法，其中群体测

序法主要使用一代测序方法，即桑格测序法，不同

实验室自建的HIV-1耐药基因型检测方法（in-house

法）即是基于此方法[4]。深度测序法涵盖了二代测

序（next-generation sequencing, NGS）、三 代 测 序

（third-generation sequencing, TGS）及四代测序方

法。通过测序获得HIV-1基因序列信息后，将靶基

因序列提交至相关 HIV 耐药解释系统分析序列中

与耐药相关变异发生的水平。目前使用较广泛的

平台包括斯坦福大学HIV耐药数据库（HIVdb）、法

国国家艾滋病研究机构（ANRS）、Rega研究所（Re‐

ga）和中国艾滋病病毒基因序列数据平台。基于点

突变的检测方法是将携带特异性耐药突变探针与

待测序列杂交，通过荧光信号强弱来评估相关突变

发生情况，主要包括 AS-PCR、MAS-PCR、OLA、

SMART、GeneChipTM、HTA、LiPATM等方法。

1.1   基于测序的基因型耐药检测方法

1.1.1   桑格测序    桑格测序采用链终止法进行测

序，是经典的测序方法，因其测序准确率高而成为

HIV-1基因型耐药检测的金标准，也是世界卫生组

织推荐的主要HIV耐药检测方法之一。

食品药品监督管理局（FDA）批准可应用于

HIV-1耐药检测的商业试剂盒有“HIV-1 TRUGENE™
Genotyping system”（TRUGENE）和“ViroSeq™ HIV-

1 Genotyping system”（ViroSeq™）。两者均具有配套

的检测试剂、序列处理系统与耐药评价软件，可以

产生耐药报告。Kuritzkes等[5]利用TRUGENE法对

HIV-1感染者进行耐药检测发现，不同抗凝剂、反复

冻融、化合物与其它病毒干扰在一定程度上不会对

测序质量造成显著影响，但是对低于 1 000 copies/

mL的样本得出可评估序列的效率低，故在检测时

应保持待检样本病毒拷贝数在 1 000 copies/mL 以

上。而ViroSeq™适用的载量范围为 2 000～750 000 

copies/mL[6]。由于种种原因，目前上述 2 种试剂盒

基本上已退出市场。

我国经国家药品监督管理局医疗器械技术审

评中心获批了由广州达安基因股份有限公司研发

的商业化 HIV-1 耐药检测试剂盒。该试剂盒利用

PCR技术扩增样本中药物靶标序列信息，使用循环

测序模块通过桑格测序技术进行测序。该试剂盒

适用于 HIV-1 PR与 RT区耐药突变检测，结果可用

于临床参考。

GeneSeqTM和VicroGENTM经过美国临床实验室

修正案批准可用于临床检测。GeneSeq™方法通过

构建含有目的基因序列的单克隆，利用克隆测序检

测患者体内的准种及耐药信息，检测下限可达 500 

copies/mL。VicroGEN™方法检测混合碱基的能力

可达到 10%，与TRUGENE相比，两者检测HIV-1突

变结果具有高度一致性[7]。Dejesus等[8]采用该方法

通过对抗逆转录病毒治疗前、后的患者群体进行耐

药检测，提示该方法可用于药物的评价与选择。

ATCC® HIV-1检测试剂盒兼具分型与耐药分析两种

功能[9]，与ViroSeq™相比，两者检测血浆样本耐药突

变一致性较高，而ATCC法干血斑样品检出率更高，

且可将检测成本降低约60%[10]。

由于商业化HIV耐药检测试剂盒成本较高，且

全球各地HIV流行情况不同，鉴于临床上时效性的

需求，越来越多实验室自建的、基于一代桑格测序

的 in-house 法不断出现[4]。这些 in-house 方法更加

适应当地情况，性价比更加优越，大多与经过批准

的公认的检测方法性能相当，该方法在全球各地尤

其是资源有限地区备受推崇，成为最为流行的HIV-1
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耐药检测方法。

桑格测序通量低，单个样本计算成本相对较

高，且一般在病毒耐药毒株超过总病毒的 20%时才

可检测到耐药位点[11]，故随着临床检测需求的多样

化和测序技术不断的发展，越来越多的新型 HIV-1

耐药检测方法应运而生。

1.1.2    NGS    NGS大致可分为两类：边连接边测序

（SBL）和边合成边测序（SBS）。在HIV-1耐药检测

领域，NGS主要基于SBS原理。目前使用较多的用

于HIV-1耐药检测的NGS平台是 Illumina测序平台

和 Ion Torrent平台[12]。Illumina的HiSeq平台在短片

段测序领域占据了相当大的份额，其技术已相当成

熟，具有高度的跨平台兼容性[13]。Ion Torrent 等较

小规模的台式仪器的发布使耐药检测运行成本更

低，实现了检测需求的高度灵活性。因其分析和耐

药性解释是完全自动化的，从而消除了桑格测序中

解释低信号峰时可能涉及的主观性[14]。Silver等[15]

利用NGS对初治感染人群进行耐药检测，检测出桑

格测序未发现的如M46I/L、I50V、K65R等耐药性相

关突变，且与患者的病史相匹配。

近年来，绿叶生命科学旗下Vela公司宣布其基

于NGS的 Sentosa® SQ HIV-1基因分型耐药突变检

测试剂盒获得美国 FDA批准上市。该试剂盒搭配

高度自动化的 Sentosa®NGS 工作流程，可实现从

RNA提取至产生耐药报告的全程自动化。有研究

与桑格测序进行了比较，该试剂盒可准确评估HIV-

1耐药性且在检测PR-RT区域耐药性方面的成功率

高于桑格测序，其中 138K、41I、230I等突变位点仅

由NGS检测到[16]。

NGS检测的流程与桑格测序相似，但其单样品

成本更低，能够实现高通量测序且可检测频率在

2%～15%的低丰度病毒变异，并能对样本中每个变

异的频率进行定量估算，但其在低频检测到的变异

的临床意义不确定；同时，由于较高的错误率与较

短的读长，往往需要繁琐的序列拼接和严格的质量

控制与二次校正[13,17]。因此，该技术通常需要一定

的生物信息学分析手段来完成实验操作和数据

分析。

1.1.3    TGS    TGS通常以单分子测序为特征，具有

通量高、读长长（＞20 kb）的特点，尤其对复杂区域

检测具有较高的优势[18]。当前较为成熟的技术平台

有HeliScope单分子测序技术、实时单分子测序技术

（single-molecule real-time sequencing, SMRT）、纳米

孔测序技术、Geno Care单分子测序技术等。

在使用TGS的HIV-1耐药检测领域，较为成熟

的是以 Pacific Biosciences（PacBio）平台为代表的

SMRT。PacBio也采用SBS策略，与 Illumina检测扩

增DNA片段的增强信号不同，该技术通过标记的荧

光分子捕获单个DNA分子信号，既解决了因噪声污

染导致的读长较短的问题，也提高了信噪比[19]。因

PacBio 读长可覆盖 HIV 全长，所以在研究 pol以外

区域对耐药性的贡献时具有极大的优势。

有研究使用改进的单分子实时测序和Sequel Ⅱ
系统在保证长读长的同时实现＞99% 的单分子读

取准确性[20]，但此仪器价格不菲，目前尚未广泛用于

中低收入国家的HIV耐药检测。

纳米孔测序技术是单分子实时测序的新一代

技术，有学者也将其归类为为四代测序。该测序技

术主要是通过 ssDNA或RNA模板分子通过纳米孔

产生的“电信号”变化推测碱基组成进行实时测序，

故可直接对RNA进行测序。Oxford Nanopore Min‐

ION（ONT）是一个小体积的 USB 设备，具有便携、

速度快、单碱基灵敏度高、读长长等优点。与桑格

测序结果比较，其可简单有效地测定接近全长的

HIV-1 基因组，但测序准确性较低[21]。现已开发出

了多种方法来弥补这一短板。如Gallardo等[22]开发

的一种称为MrHAMER的基于ONT的长程测序管

道，通过设计含耐药突变的毒株进行检测，显示其

可提供大约 5 kb的高精度单分子病毒，RNA序列检

测准确率高达99.9%。

1.2    基于点突变的基因型耐药检测方法

1.2.1    异源双链示踪检测（heteroduplex tracking as‐

say，HTA）法    HTA利用杂交技术进行序列分析，将

检测点引入放射性标记的探针中，利用退火产生可

通过凝胶电泳分离的探针-PCR 产物异源双链体。

突变、插入/缺失都可导致异源双链体迁移改变，从

而可以通过观察迁移揭示病毒基因组的耐药突变

信息。Resch等[23]开发出一种多位点特异性（MSS）

HTA，该方法可检测多个基因组中的突变以及基因

组中存在的多个突变，可用于研究病毒种群动态。

1.2.2    RNA 靶向扩增的简单方法（simple method 

for amplifying RNA targets，SMART）    SMART使用

特定的两个 ssDNA探针与靶RNA中的特定序列结

合，能够检测病原体的多种特征，如亚型、耐药性

等[24]。与传统的基于核酸序列的扩增相比，SMART

扩增与 RNA本身的结构无关，因此避免了 RNA产
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物二级结构的影响，使得引物设计得到优化并可用

于多重检测。有学者采用SMART检测含K103N耐

药突变的病毒株，结果显示SMART法在 180 min内

完成测试，同时在未知HIV野生种群中可以检测到

1%的突变体，灵敏度约为6 000 copies/mL[25]。

1.2.3    即时检测（point of-care test, POCT）法    POCT

法提供了一种新兴的 HIV-1耐药检测方案，该方案

可降低检测成本、扩大检测可及性、缩短周转时间，

对于分散样本与在资源缺乏地区检测具有重要意

义。OLA-Simple 是 POCT 应用较为广泛的策略之

一，研究人员对K103N、V106M/I、Y181C、M184V和

G190A位点的检测效率进行评价，总体灵敏度高达

98%，且无经验人员也可使用并保证检测的准确[26]。

但目前还没有研发出完全符合 WHO 提出的“AS‐

SURED”标准的HIV-1耐药检测的POCT方法。

2   表型耐药检测方法

表型耐药检测方法的基本原理是测定耐药突

变位点对抗病毒药物敏感性的影响以及某种药物

抑制HIV-1相关酶活性的情况，被认为是耐药性检

测的金标准。目前，表型耐药检测方法可分为基于

病毒培养法、重组病毒表型耐药检测、假病毒耐药

检测以及一些新兴表型耐药检测方法。

2.1    病毒培养法

病毒培养法依赖分离患者或感染者体内的病

毒进行体外药物敏感性分析。将分离出的临床毒

株与健康人外周血单个核细胞（PBMC）共培养，通

过酶联免疫吸附试验（ELISA）方法检测培养上清的

P24抗原量确定药物的半数抑制浓度（IC50），并与野

生株比较以评价分离毒株是否具有耐药性以及其

耐药程度[27]。

该方法需要在生物安全 3级实验室操作，费时

费力且早期检测周期较长（8～12周）。因从患者体

内分离病毒的难度大，且健康人 PBMC在不同供者

间有差异，故该方法重现性不好，并不适合应用于

临床耐药检测。

2.2    重组病毒法 

Kellam 等[28]于 1994 年首次报道了重组病毒表

型检测方法。此种方法利用同源性重组产生含RT

基因的重组活病毒群体，通过 HeLa CD4空斑减数

法检测药物敏感性。目前常用的重组病毒表型耐

药测定方法都与之类似，通过构造重组病毒测定其

对不同药物的敏感性。

2.2.1    Antivirogram 检测    Antivirogram 是一种基

于细胞和病毒培养的检测方法。该方法获得的含

有HIV-1 PR和RT基因片段的重组病毒用增强的绿

色荧光蛋白报告基因标记，可通过流式细胞术在单

细胞水平上区分细胞是否感染，从而具有较高的灵

敏度。在HIV-1 M组亚型的临床样本上进行验证，

显示该方法具有较高的样本提取率且能够确定突

变或联合突变对所有临床批准的HIV-1抑制剂的易

感性的影响[29]。

2.2.2    ViralARTs HIV assay    Weber 等[30]开发了一

种HIV-1表型分析方法，该方法将HIV p2-INT基因

序列引入可表达人肾荧光素酶基因的载体中，可通

过测量细胞中的荧光素酶表达来评估药物敏感性。

与PhenoSense assay比较，两者对HIV-1初治人

群的药物敏感性测定的一致性没有差异，而 Vi‐

ralARTs HIV assay可检测出含有低至25%的耐药病

毒与野生型易感菌株混合的病毒混合物中的耐药

性。因其能够构建和测试携带较大 HIV 衍生片段

的具有复制能力的重组病毒，可同时量化对各种药

物的易感性，所以可用于检测HIV感染患者在各种

治疗方案下的耐药性及评估新抗病毒药物的

疗效[30-31]。

2.3    假病毒法

美国 Virologic 公司对重组病毒表型耐药测定

法进行改进，研发出假病毒法。因假病毒关键毒力

基因被人为删除，使其能替代各种野生型高致病性

病毒在生物安全 2级实验室进行研究[32]。目前常用

的假病毒耐药检测方法有 PhenoSense Assay和 Phe‐

noscriptTM。

2.3.1    PhenoSense Assay    PhenoSense Assay 包括 

PhenoSense GT、PhenoSense Entry、PhenoSense Inte‐

grease[32]。在 PhenoSense Assay检测中，将从血浆中

扩增的 PR 和 RT 及荧光素酶表达基因分别插入到

HIV-1 载体的 pol 区和 env 区构建耐药检测载体

（RTV）。利用不具备自主复制能力的缺陷型病毒来

测定样本对 PR和RT抑制剂的敏感性，通过药物敏

感曲线来确定药物的 IC50。该方法可以实现高通量

检测，且省略了培养病毒的步骤，8～10 d就可完成，

大大缩短了检测的时间，可有效地用来选择以往治

疗失败患者新治疗药物以及感染耐药毒株患者的

初治方案。

RTV不依赖于低效随机的同源重组，与产生具

有复制型病毒且使用指示细胞系进行检测的方法
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相比，使用RTV具有更高的灵敏度和可重复性，故

该方法可区分易感性差异至 2.5～4 倍的病毒。一

般情况下，该方法可以检测耐药病毒亚群低至 20%

～25%的样本耐药性。采用该方法对HIV-1感染者

进行表型耐药检测，结果与以往文献一致，如

M184V/I突变可显著降低对拉米夫定的易感性[32]。

2.3.2    PhenoscriptTM    PhenoscriptTM 是一种体外单

循环重组病毒检测方法，每种PCR产物与相应的质

粒分别转染细胞，加入待测药物里面。指示细胞含

有 HIV-1LTR 控制的 β-半乳糖苷酶（LacZ），结果通

过比色进行检测。由于 PR、RT及 env均被扩增，因

此还可以检测融合抑制剂（FI）的耐药性。Zennou

等[33]采用此方法对 5例接受蛋白酶抑制剂治疗的患

者进行研究，发现治疗失败后利托那韦耐药毒株在

蛋白酶的密码子第 20、第 36、第 46、第 54、第 82、第

90位处携带典型利托那韦耐药性突变的不同组合。

2.4    其他表型耐药检测方法 

随着生物技术的不断发展，一些不依赖培养病

毒的方法建立起来。比如将相关病毒基因连入某

些发挥病毒蛋白作用的载体中，间接地测定相关酶

在药物存在情况下的活性，如TyHRT；或利用快速、

简单的生化方法直接测定血浆中相关酶对其抑制

剂的敏感性，如Amp-RT。

TyHRT通过将相关酶区DNA插入酵母菌内形

成含有相关耐药检测区域的完整 TyHRT元件。虽

然病毒蛋白诱导酵母细胞死亡，但培养基中药物对

细胞的抑制使其以剂量依赖性方式生长，故可以通

过观察酵母菌的生长情况间接测定酶的活性，评估

耐药敏感性[34]。

Amp-RT 利用逆转录 PCR 扩增脑心肌炎病毒

（EMCV）RNA 基 因 组 产 生 EMCV cDNA，采 用

Southern 印迹杂交检测 EMCV 特异性的内部探

针[35]。Amp-RT的灵敏度是标准 RT检测的 100 000

倍，比RT-PCR或TCID50检测的灵敏度高100倍，可

以检测血浆中极低水平的RT活性。

3   虚拟表型耐药检测方法

虚拟表型耐药检测方法由美国强生 Virco BV‐

BA公司研发，该技术使用突变模式匹配方法，依托

于已有超过 13 000个基因型—表型数据库信息，根

据患者 HIV 序列的耐药突变对耐药程度的表现进

行预测。此技术与表型检测相比耗时少（1～2周），

价格低，结果直观。

virco®TYPE HIV-1 检测试剂盒采用线性建模

方法构建了 7种蛋白酶抑制剂和 10种逆转录酶抑

制剂的耐药性模型，权衡单个突变和联合突变对药

物敏感性的影响，这种加权方法使得在估计病毒耐

药性时有了更高的分辨率[36]。尽管该方法被称为表

型检测方法，但通常认为它是标准基因型检测的改

进版，因为它不是一种直接的检测，而是基于基因

型检测和数据库匹配的一个预测结果。

4   基于机器学习的耐药预测方法

机器学习越来越多地用于预测和了解 HIV 的

耐药性，如 HIV-TRePS 系统，使用数据库建立模型

以预测病毒学反应的概率、耐药变化和趋势，以进

行预防。标准分类器模型包括HIV基因型、治疗时

间、CD4计数在内的信息，在交叉验证和独立测试

中实现了 0.89 的受试者工作特征曲线下的面积

（AUC），而缺少某些信息的模型 AUC 值也可达到

0.78～0.90[37]。患者的病例信息、检测结果和基因型

信息可以长时间存储在数据云中，以便相关人员进

一步进行相关特性分析或传输网络分析。因这些

模型使用免费，故在中、低收入国家具有巨大的应

用潜力，但一方面该方法发展还不够成熟，另一方

面对各个国家制定的治疗方案缺乏临床应用契机，

故并未得到广泛应用。

综上所述，HIV-1耐药检测方法种类繁多，各有

优缺点。与其他检测方法相比，GDRAS具有快速、

灵敏、可重复和成本效益高的特点，目前广泛用于

监测HIV-1耐药性的出现和传播，但其耐药解释大

多依赖于现有耐药数据库。不同地区HIV-1流行亚

型不同，且随着流行趋势变化与抗逆转录病毒药物

的发展，GDRAS 并不能准确解释全部耐药信息。

PDRAS通常检测周期长，灵敏度低，且检测结果易

受到细胞状态、实验室条件等因素影响而重现性较

差，但它可直接定量测量HIV-1病毒的耐药情况，且

对任何亚型、任何抗病毒药物均可评估，结果易于

解释，是HIV-1耐药检测的金标准。但目前并未对

所有药物设立标准的 cut-off值，且检测只是针对单

个抗病毒药物，故 PDRAS 在临床耐药解释中仍具

有一定的局限性。虚拟表型耐药检测方法与基于

机器学习的耐药预测方法利用数据库或建立模型，

通过患者现有数据信息预测该患者HIV-1耐药性，

在未来有望用作治疗支持工具以评估临床结果，但

在序列数据与原始数据的保密性、安全性、共享性
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等方面仍亟待达成共识。临床与科研活动中，选择

哪种检测方法需根据实际需求而定。在更多时候，

综合应用不同检测方法才能得到一个客观、准确的

检测结果。
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