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摘 要: 目的 了解江苏省海门市高中生乙型肝炎感染情况及其 HBV S基因的变异情况。方法 采用整群抽样

方法抽取江苏省海门市职业中心校的 407名高三学生进行乙肝血清学调查; 采用酶联免疫吸附法 ( EL ISA )和巢氏聚

合酶链式反应 ( PCR )扩增方法检测血清样本的乙型肝炎表面抗原 ( HBsAg )、乙型肝炎病毒表面抗体 (抗 HBs)和乙型

肝炎病毒 (H BV ) S基因并进行进化分析。结果 407名高中生中乙肝表面抗原 ( HBsAg )阳性率为 6 39% ;在家中、乡

镇卫生院和县级及以上医院出生学生的 HBsAg阳性率分别为 11 76%、8 02% 和 2 27% , 差异有统计学意义 (P <

0 05); 抗 HB s滴度 10U /L者占 72 5% , 且呈 U形分布; 不同乡镇、不同性别学生抗 - H Bs滴度差异有统计学意义

(P < 0 01); 407名高中生 HBV S基因均为 C基因型,主要变异在蛋白疏水区, 抗原决定簇 a区未发生免疫原性改变。

结论 出生时接受的医疗水平对 HBV感染有影响;海门市高中生 HBV S基因受到正选择作用而出现变异, 但未发生

免疫原性改变。
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Prevalence of hepatitis B virus infection and phy logenetic ana lysis of HBV S gene among h igh school studen ts

W ANG Jing n,i YAO Q ing q ing, YUAN Q uan, et a.l D epa rtm ent o f Epidem io log y, Schoo l o f Public H ea lth, Fudan

Univer sity, the Key Labo ra to ry o f PublicH ea lth Sa fety,M inistr y o f Educa tion ( Shangha i 200032, Ch ina ).

Abstract: Objective To understand the hepatitis B infection and HBV S gene variation am ong h igh schoo l studen ts in

H a im en city, Jiang su prov ince. Methods A se ro log ica l survey o f hepa titis B w as conducted in a h igh schoo l w ith c luster

sam p ling m ethod. HB sAg and an ti HB s w ere detec ted w ith EL ISA, and phy log enetic ana ly sis fo r HBV S gene w ith nested

PCR. Resu lts HB sA g po sitiv e ra tew as 6 39% and the ra te fo r the studen ts bo rn a t hom e, tow n sh ip health centers, and ho s

p ital above the coun ty leve lw as 11 76% , 8 02% , and 2 27% , respec tive ly, w ith sign if icant diffe rence( P < 0 05). The per

centage o f the students w ith antiHB s tite r 10U / l w a s 72 5% , and the titer d istr ibution w as U shaped. The d ifference in

antiHB s titer be tw een boy s and g ir ls, a sw ell a s d ifferent tow ns, w a s sta tistically sign ificant(P < 0 01). A ll geno type o f HBV

S gene w as C type, and them ain va riation w as in pro tein hydrophobic area. The change o f imm unogen ic ity in an tigenic de ter

m inant a zone w as no t observ ed. Conclu sion The leve l o f hea lth ca re a t b ir th can affect theHBV infection am ong high

schoo l students in H aim en. S gene var ia tion occurs through po sitiv e se lection, but no t antig en icity.

K ey words: hepatitis B; sero lo gy; S gene; phy log ene tic ana ly sis; imm unogenic ity

乙型肝炎是一种严重危害人类健康的常见病及多发病,

而乙型肝炎病毒 ( HBV )基因型具有明显的地域性, 中国以

B、C型最为常见。江苏省海门市是我国病毒性肝炎和肝癌

的高发区, 于 1992年将乙肝疫苗纳入计划免疫管理 1 。为了

解海门市乙型肝炎疫苗计划免疫前出生人群乙型肝炎感染及

其 HBV S基因的变异情况, 于 2009年 3月对江苏省海门市

职业中心校整群抽取的 407名高三学生进行乙型肝炎血清学

调查, 并检测血清样本的 HB sAg、抗 HB s和 HBV S基因。结

果报告如下。

1 对象与方法

1. 1 对象 采用整群抽样方法抽取江苏省海门市职业中心

校的 407名高三学生进行乙型肝炎血清学调查。其中男生

149人,女生 258人;城镇学生 101人, 农村学生 306人;平均

年龄 ( 18 91 0 18)岁。

1 2 方法 ( 1)问卷调查: 采用自行设计调查问卷, 由学生

自行填写调查表并现场收回, 对自填不合格问卷由调查员进

行一对一面访调查。内容包括基本情况、患病史、乙肝相关因

素 (口腔诊疗史、输血史、手术史、创伤性美容史等 )和免疫接

种史。 ( 2)实验室检测: 采集血样在海门市疾病预防控制中

心进行血清分离并冷冻后,送至上海复旦大学公共卫生学院

进行实验室检测。采用酶联免疫吸附法 ( EL ISA )和巢氏聚合

酶链式反应 ( PCR )扩增方法 2 检测血清样本的乙型肝炎表

面抗原 ( HBsAg)、表面抗体 (抗 - HBs)和 HBV S基因。 PCR

产物纯化和测序由上海英骏生物技术有限公司完成。根据

病毒性肝炎防治方案 3 的诊断标准对现症 HBV感染者进

行诊断, 即只要符合血清 HBsAg阳性者即为现症 HBV感染

者。 ( 3)进化分析: 应用 M EGA v4 1( beta)、PAUP v4 0、M od

e ltest v3 7、Phy lip v3 6、DAMBE v5 0和 DNAsp v5 0软件, 对

测得的 HBV S基因序列与参比序列进行进化分析。根据 S

基因核苷酸推导的 122, 160, 127及 177位氨基酸 4 确定 HB

sAg阳性样本的血清型并比较分析其氨基酸突变情况。

1 3 仪器与试剂 E lx50Auto洗板机和 ELx800通用酶标仪

(美国 B ioTek公司 ) ; Anke TGL 16G型高速离心机 (上海安

亭宁科学仪器厂 ); GNP 9080型隔水式恒温培养箱 (上海精

宏实验设备有限公司 ) ; Eppendo rf PCR仪 (德国 Eppendorf公

司 ); HBsAg和抗 - HBs试剂盒 (北京万泰生物技术有限公

司 ); Q IA amp DNA B lood M in iK it(德国 Q iagen公司 ); T aq酶、

脱氧核苷三磷酸 ( dNTP )和 ddH 2O(上海天根生物技术有限公

司 ); PCR扩增引物和测序引物 (上海英骏生物技术有限公
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司 )。

1 4 统计分析 采用 EpiData 3 1建立数据库, 应用 SPSS

11 0软件进行 2检验和 F ishers'确切概率法分析。

2 结 果

2 1 不同特征学生 HBsAg检测 407名学生中 HBsAg阳性

率为 6 39% ; 在家中、乡镇卫生院和县级及以上医院出生学

生的 HB sAg阳性率分别为 11 76%、8 02%和 2 27% ,差异有

统计学意义 (P < 0 05)。男生和女生 HBsAg阳性率分别为

9 21%和 4 71% ,差异无统计学意义 (P > 0 05)。城镇和农

村学生 HBsAg阳性率分别为 7 92%和 5 88% , 差异无统计学

意义 (P > 0 05)。

2 2 不同特征学生抗 - HB s检测 407名学生中抗 - HB s滴

度 10U /L者占 72 5% , 呈 U形分布, 即抗 - H Bs滴度为 10

~ 20 U /L和 > 160 U /L的人数相对较多; 其中女生抗 - HB s

滴度 < 10 U /L和 > 160 U /L人数较多;男生抗 - HB s滴度 10

~ 20 U /L人数最多,其他区间滴度的人数基本持平。不同乡

镇、不同性别学生抗 - H Bs滴度比较差异有统计学意义 (P <

0 01); 城镇和农村学生抗 - H Bs滴度比较差异无统计学意义

(P > 0 05)。

2 3 HBV S基因序列进化分析 PCR扩增 26份 HBsAg阳

性标本后, 得到 17份 S基因阳性检测结果, 占 65 4%。应用

美国国立生物技术信息中心 ( NCB I)服务器中 BLAST序列相

似搜索程序对 GenBank序列数据库中的人类 HBV基因进行

同源性检索, 将样本序列与 9种标准 HBV基因序列比较, 结

果表明, 本研究样本均为 C基因型, 其血清型均为 adrq +亚

型, 抗原决定簇 a区未发生因 aa 145位甘氨酸突变导致的免

疫原性改变。 17份样本序列中, 5份样本 HBV S基因核苷酸

排列完全一致, 其中 4份来源于同一班级 ,但居住于不同乡

镇; 另有 9份样本核苷酸排列完全一致,其中有 2份样本均为

同一班级、居住于不同乡镇男生, 其中 1名学生样本 G223抗

- HBs< 10U /L, G247抗 - HB s> 20U /L, 家庭中均无乙肝患

者。将相同核苷酸排列顺序的序列划归为同一序列后分析表

明, 仅 5例存在不同程度的 HBV S基因核苷酸突变, 突变发

生率为 29 4%。

2 4 与华东地区 C型病毒株 HBV S基因序列比较结果 在

GenBank序列数据库中检索中国华东地区 C型病毒株 HBV S

基因, 排除核苷酸排列顺序相同序列, 得到 28条上海地区序

列和 12条江苏启东地区序列,与本研究 5份样本序列结合后

比较其变异情况。结果表明, 45条核苷酸序列的变异位点约

占分析位点总数的 15 34% ; 3个地区中仅海门市样本序列中

HBV S基因片段受到达尔文正选择加速进化, 上海和启东地

区 HBV S基因片段呈现中性漂变。与上海和启东病毒株比

较,海门病毒株在疏水区 ( nt 659 nt 772)核苷酸差异度远大

于上海和启东病毒株, 而其他区域核苷酸差异度比较接近。

由此判定海门病毒株 S基因片段的变异主要发生在疏水区。

3 讨 论

本次研究结果表明, 在家中和乡镇卫生院出生学生 HB

sAg阳性率高于县级及以上医院出生学生, 提示出生时所接

受的医疗水平对 HBV感染有一定影响, 这可能与出生时未及

时接种乙型肝炎疫苗或乙型肝炎免疫球蛋白有关。 S基因测

序结果表明, 海门市样本抗原决定簇 a区未发生免疫原性改

变; 其中 2份样本 S基因片段核苷酸排列完全一致, 均来源于

同一班级、居住于不同乡镇男生, 其中 1名学生抗 - H Bs< 10

U /L, 1名学生抗 - HB s> 20 U /L, 家庭中均无乙型肝炎患者,

提示不存在 a决定簇个别氨基酸变异改变其抗原性和免疫应

答 5 ,先后感染了不同亚型的 HBV 6 , 患者免疫系统的个体

化反应 7 等所呈现的 HBsAg和抗 - HBs共存现象。 1例抗 -

H Bs> 20 U /L样本应归因于 HBV感染恢复期所形成的 HB

sAg-抗 - HBs免疫复合物, 可能与学校内部密切接触所致

HBV感染有关。与上海和启东病毒株比较, 尽管海门病毒株

突变发生在疏水区 ( nt 659 n t 772) ,且 HBV抗原性尚未改变,

但其受到正选择作用可导致新产生的有利突变在群体中迅速

固定下来并在群体中占主导地位,提示应密切关注当地 HBV

变异情况, 以防疫苗失效情况发生。

志谢 本研究得到江苏省海门市疾病预防控制中心的大力支持
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科技论文基本撰写须知

统计资料的表达与描述 用 x s表达近似服从正态分布的定量资料, 用M (QR )表达呈偏态分布的定量资料; 用

统计表时,要合理安排纵横标目, 并将数据的含义表达清楚; 用统计图时,所用统计图的类型应与资料性质相匹配, 并

使数轴上刻度值的标法符合数学原则; 用相对数时,分母不宜小于 20, 要注意区分百分率与百分比。
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