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摘要 :采用多种免疫学检测和核酸检测相结合的方法调查了我国南方某城市无偿献血者中隐匿性乙型肝炎病毒

( HBV)感染的存在情况。结果在 9 023例乙肝表面抗原 ( HBsAg)阴性的无偿献血者中 ,共发现 17例 HBV DNA

阳性 ,隐匿性 HBV感染者的发生率为 0119 %(95 %CI :0111～0130 %)。序列分析显示其中 6例在 HBsAg“a”表位

(aa124～aa147)存在不同程度氨基酸突变 ,突变发生率为 4219 %(6/ 14 ,有 3例未扩增出“a”表位片段序列) , G145R

突变是该地区隐匿性 HBV携带者中发生频率最高的突变 (4/ 6 ,6617 %) 。隐匿性 HBV感染者中基因型 C的比例

(10/ 17)显著高于 HBsAg阳性的 HBV感染者 (0/ 15 , P < 0101)。
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　　乙型肝炎 (简称“乙肝”)是我国最主要的疾病负

担之一。乙肝表面抗原 ( HBsAg)是检测乙肝病毒

( HBV)感染的最常用指标 ,也是包括中国在内的大

多数发展中国家用于血液制品 HBV 感染筛查的唯

一指标。HBsAg检测试剂阴性但 HBV2DNA 阳性

的感染被称为隐匿性 HBV 感染 (Occult HBV in2
fection) 。有多种原因可能造成隐匿性 HBV 感染 ,

其中 HBsAg突变导致的 HBsAg 试剂漏检是最主

要原因之一[1 ]。位于 aa124～147的“a”表位是 HB2
sAg的主要免疫优势表位 ,也是现有 HBsAg 检测

试剂的主要靶点。近年来因“a”表位及周边主要亲

水区域 ( M HR ,aa100～160)氨基酸突变引起 HB2
sAg抗原活性的明显改变已有多次报道[ 2 ]。由于

“a”表位同时也是乙肝疫苗的主要保护性表位以及

乙肝免疫球蛋白 ( HBIg)的主要靶点 ,“a”表位突变

株的流行可能会使现有乙肝疫苗及 HBIg的有效性

下降 ,因此具有特别重要的公共卫生意义。

为了解在我国当前献血者 HBV 筛查体系下 ,

城市合格无偿献血者中隐匿性 HBV 感染及 HB2
sAg突变株流行情况 ,本研究对南方某城市中心血

站 9 091名无偿献血员进行了多个 HBV 感染指标

的检测 ,根据这些指标提示的 HBV 感染可能性高

低进行逐份标本或混合标本的 HBV2DNA 检测 ,发

现隐匿性 HBV感染者 ,并对病毒株的“a”表位区域

进行序列测定 ,分析“a”表位氨基酸突变情况。

材料与方法

1　标本　9 091份无偿献血者血清标本由南方某城市中心

血站于 2007年 7月到 2007 年 12 月期间采集 ,男女性别比

为 515 :415 ,平均年龄为 26 ±9 岁。全部标本经 HBsAg胶

体金试剂 (北京万泰生物药业股份有限公司)初筛均为阴性 ,

血清离心分离后270℃保存。

2　血清学检测　HBsAg检测采用 3种不同的商品化试剂

进行 : (i) Murex HBsAg V3 ( Abbott Murex , 英国) ; ( ii )

HBsAg EL ISA (北京万泰公司) ; (iii) HBsAg EL ISA (厦门新

创公司)。乙肝表面抗体 (抗2HBs)、乙肝核心抗体 (抗2HBc)

检测试剂均购自北京万泰公司。以 HBV Dane颗粒相关抗

原检测试剂 (Dane2EL ISA ,旧称乙肝核酸相关抗原检测试

剂)检测血清中 HBV preS1 抗原和核心抗原 (合称为 Dane

颗粒抗原 ,Dane2Ag) [3 ] ,由北京万泰公司提供。全部的免疫

检测均按厂家操作说明在 Hanmilton EL ISA (r) STARlet全

自动系统上完成。

3　HBV DNA检测及 S基因片段测序 　HBsAg阳性标本、

Dane2EL ISA阳性而 HBsAg阴性标本或抗2HBc 阳性而抗2
HBs阴性标本均逐份进行 HBV2DNA检测。其他血清学模

式的标本采用 10 份混合的方式进行 HBV2DNA 检测。

HBV2DNA检测以不同区段的 6套巢式 PCR (表 1)和商品

化实时荧光定量检测 (q2PCR)试剂盒 (购自广州达安公司或

上海科华公司)进行。血清中 HBV2DNA 采用 Qiagen公司

的 QIAamp DNA Blood Mini Kit ,第一轮 PCR扩增 35个循

环 (94℃40s、55℃40s、72℃40s) ,第二轮 PCR采用相同条

件扩增 25个循环。S基因区“a”表位片段 (aa110～aa165)测

序由上海英骏生物技术有限公司用 ABI 3 100 DNA全自动
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测序仪进行。

4　基因型及 HBsAg“a”表位突变分析　测得的“a”表位片段

序列与各基因型参比序列用 MEGA v311 (www. megasoft2
ware1 net)中的 Clustal 方法进行同源列队。同源队列用

MEGA v311中的 Neighbor2Joining 法 ( Kimura two parame2

ter 模型)构建进化树 , Boot st rap 验证复数为 1 000 ,Boot2
st rap 值大于 70 %的系统进化分支认为具有较高的可信度。

“a”表位基因片段按 HBsAg的读码框翻译成氨基酸序列 ,通

过与参比序列的比较分析其氨基酸突变情况 [4 ]。

表 1　巢式 PCR检测 HBV DNA所用引物

Table 1　Primer set s of“in2house”nested2PCR assay for HBV2DNA

Target Primer name Sequences(5′23′) Position (nt) 3
Product

lengt h (bp)

S

A

1st set primer

sence AF1 5′2GTCT GCGGCGT T T TA TC23′ 4192435 340

antisense AR1 5′2ACA GT GGGGGAAA GC23′ 7452759

2nd set primer

sence AF2 5′2T GCCCGT T T GTCCTCTA23′ 5032519 199

antisense AR2 5′2A GAAACGGRCT GA GGC23′ 6872702

S

1st set primer

sence S1 5′2CCT GCT GGT GGCTCCA GT TC23′ 56275 751

antisense S2 5′2A TACCCAAA GACAAAA GAAAA23′ 8272807

2nd set primer

sence S3 5′2GCGGGGT T T T TCT T GT T GAC23′ 2032222 564

antisense S4 5′2GGGACTCAA GA T GT T GTACA G23′ 7872767

Hc

1st set primer

sence AbF 5′2CT GCTA T GCCTCA TCT TCT23′ 4542469 867

antisense AdR 5′2A GGA GT TCCGCA GTA T G23′ 130521321

2nd set primer

sence AaF 5′2CAA GGTA T GT T GCCCGT T23′ 4932509 238

antisense AcR 5′2ACAAA T KGCRCTA GTAAACT23′ 7122731

Vq

1st set primer

sence Af F 5′2 CA GA GTCTA GACTCGT GGT23′ 2802298 424

antisense AbR 5′2GA GAAACGGRCT GA GG23′ 6892704

2nd set primer

sence AeF 5′2 CCCMAA YCTCCAR TCACT23′ 3562373 300

antisense AaR 5′2GA YGA T GGGA T GGGAA23′ 6412656

C C

1st set primer

sence 1763 5′2GCT T T GGGGCA T GGACA T T GACCCGTA TAA23′ 176321792 298

antisense 2032 5′2CT GACTACTAA T TCCCT GGA T GCT GGGTCT23′ 203222061

2nd set primer

sence 1778 5′2GACGAA T TCCA T T GACCCGTA TAAA GAA T T23′ 177821807 268

antisense 2017 5′2A T GGGA TCCCT GGA T GCT GGGTCT TCCAAA23′ 201722046

P P

1st set primer

sence 970F 5′2CCTA T T GA T T GGAAA GTA T GTCA23′ 9702992 339

antisense 1309 5′2A GAA T GT T T GCTCCA GACC23′ 130921291

2nd set primer

sence 970F 5′2CCTA T T GA T T GGAAA GTA T GTCA23′ 9702992 302

antisense 1272R 5′2A GTA T GGA TCGGCA GA GGA G23′ 127221253

结　　果

1　无偿献血者中 HBV感染血清标志及隐匿性

HBV感染情况

在 9 091例 HBsAg快速诊断试剂初筛阴性的

无偿献血者中 ,以 EL ISA 试剂再次检测 HBsAg、

抗2HBs、抗2HBc 和 Dane2颗粒抗原。结果其中 68

份 (017 %) HBsAg ( + ) 。在 9 023例 HBsAg ( - )标

本中 ,共有 8 例 Dane2Ag ( + ) 、413 例单独抗 HBc

( + ) (抗2HBs、Dane2Ag、HBsAg均阴性) ,均逐份进

行 HBV2DNA检测 ;另外 8 602份其他反应模式标

本以 10例一组等量混合后进行 HBV2DNA 检测。

任何检测阳性的标本均重复 2 两次实验证实 ,并对
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扩增阳性的 PCR产物进行序列测定和进化分析 ,确

定所携 HBV的基因型。

9 023 例 HBsAg ( - ) 标本中 ,共发现 17 例

HBV2DNA ( + )的隐匿性感染者 (012 % ,95 %可信

限 : 0112～ 0131 %) (表 2 ) 。其中 2 例 Dane2Ag

( + ) ,15 例抗2HBc 单独阳性。其他血清学模式标

本中未发现 HBV2DNA 阳性。以两种 q2PCR试剂

对 17例隐匿性 HBV 感染者中 HBV2DNA 进行定

量检测 ,结果仅 1 例 HBV2DNA 含量为 111 ×103

copies/ ml ,另 16例 HBV2DNA 含量低于 q2PCR检

出限 ( < 500 copies/ ml) 。

表 2　隐匿性 HBV感染者各种 HBV相关指标

Table 2　HBV infectious markers of donors with occult infection

No. Dane2Ag HBcAb HBsAb
Postive

primers

q2PCR

copies/ ml
Genotype

“a”epitope

Mutations #

BX2557 + - + A and S 111×103 C S136P , G145R ,C147R

BX2755 + + - A and P < 5×102 C G145R

BX2060 - + - A and C < 5×102 C G145R

BX2215 - + - A and P < 5×102 C G145R

BX0755 - + - A and C < 5×102 B C139R

BX6333 - + - A and Vq < 5×102 B T140I

BX0844 - + - A and C < 5×102 C Wt

BX2426 - + - A and C < 5×102 C Wt

BX8686 - + - Only A < 5×102 C Wt

BX3541 - + - A and P < 5×102 B Wt

BX5741 - + - A and Vq < 5×102 B Wt

BX6195 - + - A and Vq < 5×102 B Wt

BX6210 - + - A and Vq < 5×102 B Wt

BX6490 - + - Only A < 5×102 B Wt

BX2267 - + - Only P < 5×102 C U K

BX9840 - + - Only C < 5×102 C U K

BX9904 - + - Only C < 5×102 C U K

　　# , wt = wildtype ; U K = unknown.

2　隐匿性 HBV感染者及 HBsAg ( + ) 携带者中

HBV优势株分子进化分析

A 引物扩增区段对应于 HBsAg 的 aa110～

aa165 ,在所有巢式 PCR引物中检出率最高 ,同时包

含“a”表位 (aa124～aa147) ,因此用此区段进行基因

进化分析。以 A 引物从 17例隐匿性 HBV 感染者

中扩增出 14例 ,另从 54 例 (共 68例 ,另 14例因样

本不足) HBsAg ( + )标本扩增出 15 例。将这 29 例

标本的 A引物扩增产物直接测序 ,进行基因进化分

析。结果可见 29例感染者分别携带基因 B 型或基

因 C型 HBV (图 1) 。值得注意的是 ,17 例 HBsAg

( - )的隐匿性感染者中 7例属于基因 B型 ,10例属

于基因 C型 (3例标本未基于 A 引物的扩增未获成

功 ,因以其他区段序列进行基因分型 ,具体见表 2) ;

但 15例 HBsAg ( + )携带者均为基因 B 型 (表 3) 。

在隐匿性感染者中基因 C型的比例显著高于 HB2
sAg ( + )携带者 ( Fisher 精确概率 , P < 0101) ,而两

组的平均年龄、性别比例均相当 ,提示基因 C 型

HBV更易出现隐匿性感染 (表 3) ,但有待进一步研

究证实。
表 3　献血者中 HBV携带者的病毒学和

人口统计学特征比较

Table 3　Demographic and virological characteristics

of HBV carriers in blood donors

Characteristics

HBsAg

+

(N = 15)

-

(N = 17)

P value

Age (Mean±SD) 29±7 29±8 > 0105

Sex (M : F) 14 :1 16 :1 > 0105

Bloodtype (A :B :O) 3 :2 :9 4 :2 :9 > 0105

HBV genotype (B :C) 15 :0 7 :10 < 0101

3　隐匿性 HBV感染者表面抗原“a”表位区氨基酸

突变分析

22株基因 B型和 7株基因 C型的“a”表位序列

(aa124～aa147)分别与各自基因型的野生型代表株

比较 (图 2) 。共有 7例在该区域内出现了氨基酸突

变 ,除 1例为 HBsAg ( + )外 ,其余 6 例均出现在隐

匿性感染者中 (图 2、表 3) 。隐匿性感染者中 ,7 例

HBV基因 C型感染者有 4 例出现“a”表位区域突
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变 ,而另 7例 HBV基因B型感染者中 ,2例出现“a”

表位区域突变株。9例隐匿性 HBV 感染者中 ,4例

出现了 G145R突变。

图 1　隐匿性及非隐匿性 HBV感染者的 HBsAg片段分子进化分析

Figure 1　Phylogenetic analysis of HBsAg f ragment in occult or non2occult HBV carriers

讨　　论

隐匿性 HBV 感染是指 HBsAg 检测阴性但

HBV DNA阳性的感染状态。隐匿性 HBV 感染者

献血而导致受血者感染 HBV 或引起肝炎的病例时

有报道。1978 年 Hoof nagle 等[5 ]首次报道了使用

一例 HBsAg (2) / HBcAb ( + )的血液而引起受血者

HBV 感染。Brechot 等[ 6 ]用 HBsAg (2) / DNA ( + )

的血浆接种大猩猩 ,观察到受体动物急性乙肝的发

生。Liu等[7 ]调查了中国台湾地区 4448例受血者 ,

发现其中 019 %的的个体出现 HBV 病毒血症。

Wendel 等[8 ] 报道了一例接受 HBsAg (2) / HBV

DNA ( + )的受血者经过 12个月的窗口期进而发展
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图 2　隐匿性及非隐匿性 HBV感染者的 HBsAg“a”表位区域氨基酸变异分析

Figure 2　Amino acid mutant analysis of“a”epitope region (aa1242aa147) of HBsAg

in overt HBV carriers or occult HBV carriters

成为典型的 HBV感染的病例。王良华等[ 9 ]采用混

浆检测的方式在深圳市 16 320例 HBsAg筛查阴性

的无偿献血者中 ,筛查出 8例 (01049 %) HBV DNA

阳性的隐匿性 HBV携带者。

在 HBV低流行的发达国家 ,多通过 HBsAg及

HBcAb甚至是核酸扩增技术 (NA T)一起检测来降

低隐匿性 HBV 感染对受血者造成的可能风险。

NA T是目前检测隐匿性 HBV 感染的主要手段 ,但

其高昂的价格以及混浆检测时敏感性的降低使得其

很难在发展中国家推广使用。除了 NA T 外 ,据报

道在“抗2HBc单独阳性”的个体中 HBV DNA 的阳

性率显著高于其他血清学模式 ,可以作为检测隐匿

性 HBV 感染的指标 ,但其阳性预测值偏低 (约

5 %) [ 10212 ]。袁权等[3 ]报道了一种联合检测 HBV S1

前抗原和 C相关抗原 (合称 Dane2Ag)的 EL ISA 方

法 ,也可用于隐匿性 HBV 感染尤其是 HBsAg“a”

表位突变株感染的筛查。

在本研究中 ,对中国南方某地的献血员血浆标

本平行检测 HBsAg、Dane2Ag、抗2HBs 和抗2HBc ,

并对 HBV 抗原指标检测阳性 ( HBsAg/ Dane2Ag)

和 HBcAb 单独阳性的标本进行单份多区段套式

PCR检测 ,同时对其他标本进行每 10 份混合的

NA T检测。结果在 9023例 HBsAg阴性的标本中

发现 17例 HBV DNA阳性 (阳性率 0119 % ,95 %可

信限 : 0111 %～0130 %) 。此 17 例标本的转氨酶
(AL T) 、抗2HIV、抗2HCV 和抗2TP 等指标均为阴

性 ,按照现行筛查标准属于合格血浆。本研究发现

的 HBsAg阴性的献血者中的隐匿 HBV 携带者比

例显著高于王良华等[9 ]在 2005年的同类研究中报

道的比例 (01049 % , P < 0101) ,这可能是因为本研

究采用了单份多区段套式 PCR检测方式 ,更大程度

上避免了由于混浆导致的检测灵敏度不足和病毒变

异对 PCR检测造成的影响。

隐匿性 HBV 感染者的病毒基因型与年龄、性

别、血型相当的 HBsAg阳性感染者相比 ,前者基因

C型的比例 (5819 % ,10/ 17)显著高于后者 (0 % ,0/

15) ( P < 0101) 。分析 17 例隐匿性感染中 14 例 S

区“a”表位的氨基酸序列 ,发现其中 6例有氨基酸突

变存在 ,包括 3例 G145R突变、1例 M133S/ S136P/

G145R联合突变。G145R是一个典型的疫苗免疫

逃避突变 ,同时也对 HBsAg 免疫检测试剂反应性

具有较大影响[13 ,14 ]。除 G145R 外 , C139R、T140I

及 C147R等突变均可能影响 HBsAg免疫检测试剂

的灵敏度[3 ,15 ]。S136P 是本研究中新发现的突变 ,

·281· 病　　毒　　学　　报　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25卷　



该突变是否会导致 HBsAg抗原性变化有待进一步

实验证实。15例 HBsAg阳性的标本中也发现 1例

T130N/ M133S联合突变 ,该标本国产 HBsAg试剂

检测阴性 , Murex V3 试剂检测为弱阳性 ( SCO =

111) ,提示该突变也可导致 HBsAg 试剂检测能力

下降。

本研究同时考察了 HBV Dane2Ag、“抗2HBc单

阳”和商品化荧光定量试剂对献血员中隐匿性 HBV

感染的检测能力。其中“抗2HBc 单阳”对隐匿性

HBV感染的检出率最高 ,17例中 16例可通过这种

模式检出 (9411 % ,95 %可信限 : 7113 %～9919 %) ,

但其阳性预测值仅为 318 % (16/ 413 ,95 %可信限 :

212 %～612 %) ,即如果通过“抗2HBc 单阳”来筛查

当前献血员中的隐匿性 HBV感染 ,可将 HBsAg筛

查后的残余 HBV 风险由 0119 % (17/ 9016)降低至

0101 %( 1/ 9016) ,但需多报废 414 %的合格血浆

(397/ 8999) ; HBV Dane2Ag 的阳性预测值较高

(25 %) ,但检出率不够 ,17例中仅检出 2例 ,也非理

想指标 ;用国产商品化荧光定量 PCR试剂检测仅 1

例阳性 ,提示即便是单人份检测 ,用现有国产荧光定

量 PCR试剂进行血液中隐匿性 HBV 感染筛查的

有效性亦十分有限。

导致隐匿性 HBV 感染的因素主要有两点 ,一

是病毒受宿主免疫、其他病毒共感染抑制等原因导

致病毒复制表达水平极低 ;二是由于 HBsAg 主要

免疫表位 (“a”表位)的氨基酸突变 ,导致 HBsAg抗

原性改变 ,使得现有检测试剂灵敏度相对下降 ,这类

突变可能随着乙肝疫苗的普及、HBIG的广泛使用、

核苷类抗 HBV药物 ( HBsAg的编码区与核苷类抗

HBV药物针对的病毒聚合酶区重叠)以及 HBsAg

诊断试剂在 HBV防控工作中大量应用带来的选择

压力而不断增加[16 ,17 ]。我国新生儿乙肝疫苗计划

免疫已实施 16年 ,接受乙肝疫苗免疫的儿童将陆续

进入无偿献血者的队伍 ,隐匿性 HBV 感染对血液

筛查和临床诊断带来的威胁越来越不容忽视 ,发展

灵敏度更高并能兼容检测各种突变株的新型 HBV

高通量筛查试剂是亟待解决的重要问题。
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Surveillance for Occult HBV Infection and HBsAg Variants in Blood Donors

CHEN Chang2rong1 , YUAN Quan2 , GE Sheng2xiang2 ,OU Shan2hai1 ,NI Hong2ying1 ,ZHAN G Yong2chang1 ,

PEI Bin1 ,L I An2 , YAN Qiang2 ,L IN Yong2cai1 ,CH EN Qing2rui2 ,XIA Ning2shao2 ,ZHAN G J un2

(1 . X iamen B lood Services , X iamen 361004 , China; 2 . N ational I nst it ute of Diagnost ics and

V accine Development in I nf ectious Diseases , X iamen Universit y , X iamen 361005 , China)

Abstract :Occult hepatitis B virus ( HBV) infection status of blood donors in a sout hern city in China was

investigated by immunological assays and nucleic acid testing1 Overall , 17 (0119 % , 95 %CI : 0111 %～

0130 %) of t he 9023 HBsAg negative samples were found to be positive for t he p resence of HBV DNA1
“A”epitope sequences were obtained f rom 14 among them1 Mutation ( s) in aa1242aa147 existed in 6

(4219 % , 6/ 14) samples and 4 (6617 % , 4/ 6) were G145R mutation1 Ratio of genotype C in occult donors

(10/ 17) was statistically higher t han HBs2positive donors (0/ 15 , P < 0101) , which implied t hat HBV gen2
otype C leaded to occult infection more easily.
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