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湖州地区献血人群隐匿性乙型肝炎病毒感染血清学
及病毒变异分析
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摘要：　 目的　 探讨湖州地区献血人群中 ＨＢｓＡｇ（－）而 ＨＢＶ ＤＮＡ（＋）的血清学和病毒变异特征。 　 方法　 对 ５６ 例 ＨＢｓＡｇ
（－） ／ ＨＢＶＤＮＡ（＋）无偿献血者的血清学特征进行分析，并对随访确认的隐匿性乙型肝炎病毒感染（ ｏｃｃｕｌｔ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＯＢＩ）患者的标本进行核酸检测和 Ｓ 基因序列测定，分析突变位点情况。 　 结果　 不同性别间 ＯＢＩ 感染率比较差

异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。 初次献血者 ＯＢＩ 感染 ２５ 例（感染率为 ０．０９％）；重复献血者 ３１ 例（感染率 ０．１３％），两者相比

较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。 不同年龄组献血者 ＯＢＩ 感染率比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１），以 ４１～５０ 岁 ＯＢＩ 感染

率最高（０．２３％），１８～３０ 岁最低（０．０３％）。 ＨＢｓＡｇ（－） ／ ＨＢＶＤＮＡ（＋）献血者免疫特征共 ７ 种血清学模式，各种血清标志物

阳性中，ＨＢｃＡｂ（＋）率最高，达 ７８．５７％，Ｓ 基因存在高变区 Ｍ１３３Ｔ ／ Ｌ，Ｓ１４３Ｔ，Ｑ１２９Ｈ 的高频率突变。 　 结论　 献血者中存

在一定比例的 ＯＢＩ 患者，应加强 ＨＢＶ 感染的检测，降低输血传播 ＨＢＶ 的风险。
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　 　 乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ， ＨＢＶ）感染是全

世界共同关注的公共卫生问题之一［１］，我国也属于

ＨＢＶ 感染高发区［１－２］。 据报道［３］，截至 ２０１８ 年，全球

约有 ＨＢＶ 感染者 ３．５ 亿人。 在我国普通人群 ＨＢＶ 感
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染率为 ７．２％，即约有 １ 亿人感染 ＨＢＶ。 因此，对于该

疾病的快速诊断已成为全球性公共卫生问题。 输血是

ＨＢＶ 的重要传染途径之一，严格筛查是避免携带 ＨＢＶ
的血液应用于临床而使受血者感染的有效手段［４］。
在目前的血站血液检测方式下， ＥＬＩＳＡ 因其方便、快
捷、准确率较高等特点，使其成为检测 ＨＢＶ 常用方法

之一， 但可能存在因患者体内病毒含量低或病毒发生

治疗时要及早进行。
本次疫情中，由于首发病例对结核病传染性认识

不够，缺乏结核病防治知识，后续的宣传教育不及时，
导致患者没有按照医生要求进行防护，一方面痰液处

理不规范；另一方面由于家庭条件限制，和家人没有有

效隔离，增加了家人感染的风险。 建议要继续加大健

康教育，普及结核病防治知识，尤其是基层医务人员在

患者首次入户随访和后续管理中一定要严格落实患者

的防护措施，避免家庭内传播［８－９］。
由于实验室条件限制，本研究未对患者进行菌株

基因分型鉴定，无法从实验室来确认感染的同源性。
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变异等因素而引起 ＥＬＩＳＡ 检测结果假阴性， 出现漏诊

现象［５］。 随 着 分 子 检 测 技 术 的 推 广， 发 现 部 分

ＨＢｓＡｇ（－）献血者血浆 ＨＢＶ ＤＮＡ 检测呈阳性，这种排

除窗口期的 ＨＢｓＡｇ（－） ／ ＨＢＶＤＮＡ（＋）感染定义为隐匿

性 ＨＢＶ 感染（ ｏｃｃｕｌｔ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＯＢＩ）。 为保

证输血更安全有效，故在血液筛查中必须进行核酸检

测（ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｔｅｓｔｉｎｇ，ＮＡＴ），不过核酸筛查不合格的

献血者并非全部能够检测出 ＨＢＶ 病毒核酸［６］。 目前，
我国供血系统普遍采用 ２ 套不同的 ＥＬＩＳＡ 试剂对献

血者标本进行 ＨＢｓＡｇ 检测，除此之外，在 ＥＬＩＳＡ 检测

完成后或与 ＥＬＩＳＡ 同步对献血者血液进行 ＨＢＶ 核酸

检测（本站为节约时间，采用同步检测的方式）。 然而

在实际工作中发现存在着一定比例的 ＨＢｓＡｇ 与 ＨＢＶ
ＤＮＡ 检测结果不完全一致的现象［７］。 为了解湖州地

区献血者 ＯＢＩ 的血清学特性及病毒变异情况，本研究

选择经鉴别 ＨＢｓＡｇ（－）而 ＨＢＶ ＤＮＡ（＋）献血者的标本

为对象，进行相关分析，现报道如下。

１　 对象与方法

１．１　 研究对象　 本研究纳入湖州市中心血站 ２０２０ 年

１ 月 １ 日—２０２１ 年 ５ 月 ３１ 日无偿献血者中 ＨＢｓＡｇ（－）且
ＨＢＶＤＮＡ（＋）样本，留取其血浆袋于－７０ ℃冷冻保存

备用。
１．２　 试剂与仪器 　 ＨＢｓＡｇ 定性试剂盒来源于珠海丽

珠试剂股份有限公司和 ＤｉａＳｏｒｉｎ Ｓ．ｐ．Ａ．ＵＫ Ｂｒａｎｃｈ 公

司；ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ 定性试剂盒来源于珠海丽

珠试剂股份有限公司。 ＥＬＩＳＡ 设备：ＳＴＡＲ 全自动加样

仪，ＥＶＯ 全自动加样仪，ＦＡＭＥ 全自动后处理仪；核酸

设备及试剂：全自动医用 ＰＣＲ 分析系统 （罗氏）；
７５００ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪 （ ＡＢＩ 公司）， ＰＣＲ 扩增仪

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）为德国产品，ＨＢＶＤＮＡ 检测试剂盒（Ｒｏｃｈｅ
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｙｓｔｅｍｓ， Ｉｎｃ．）。
１．３　 检测方法

１．３．１　 血清学标志物检测 　 采用国产和进口 ２ 套试

剂对献血者血液进行 ＨＢｓＡｇ 检测，２ 种试剂都有反应，
报告 ＨＢｓＡｇ 双试剂阳性；如 ２ 种试剂皆无反应，则报

告 ＨＢｓＡｇ（－）；当 ２ 种试剂检测结果不一致时，用有反

应的试剂再进行双孔检测，双孔检测皆有反应或其中

一孔有反应，则报告 ＨＢｓＡｇ 单试剂阳性。
１．３．２　 核酸检测 　 将献血者的血液 ６ 人份混合提取

核酸进行病毒核酸检测，混检无阳性反应，判定 ６ 份标

本核酸检测均阴性；如混检有阳性，再分别提取各自的

核酸进行核酸扩增，如果核酸扩增无阳性反应，判定

ＨＢＶ ＤＮＡ（－），如果核酸扩增有阳性反应，则判定该

标本 ＨＢＶ ＤＮＡ（＋）。
１．３．３　 ＯＢＩ 确认　 对 ＨＢｓＡｇ（－） ／ ＨＢＶＤＮＡ（＋）献血者

进行 ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ 检测，对 ３ 种抗体全阴献

血者进行追踪回访。 每次回访时采集 ２ 份血液标本，
１ 份用于检测 ＨＢｓＡｇ，１ 份用于检测 ＨＢＶ ＤＮＡ。 在随

访检测中如果出现 ＨＢｓＡｇ 检测阳性，该献血者被视为

感染窗口期；如果随访检测一直是ＨＢｓＡｇ（－） ／ ＨＢＶＤＮＡ（＋），
则被认为是 ＯＢＩ。
１． ３．４　 病毒核酸提取和基因扩增　 使用高通量病毒

提取试剂盒，吸取追踪试验中确认的 ＯＢＩ 血浆 ２．５ ｍｌ
提取 ＤＮＡ。 根据文献［８］ 报道的引物和反应条件采用

巢式 ＰＣＲ扩增ＨＢＶ Ｓ 基因片段， 扩增片段长度为４９６ ｂｐ。
外引物序列： ５ ＇－ＡＧＡＡＣＡＴＣＧＣＡＴＣＡＧＧＡＣＴＣ－３ ＇和
５＇－ＣＡＴＡＧＧＴＡＴＣＴＴＧＣＧＡＡＡＧＣ－３＇。 反应参数：９４ ℃
５ ｍｉｎ；９４ ℃ ４５ ｓ、５５ ℃ １ ｍｉｎ、７２ ℃ ６０ ｓ，循环 １０ 次；
９４ ℃ ４５ ｓ、５３ ℃ １ ｍｉｎ、７２ ℃ ９０ ｓ，循环 １５ 次；７２ ℃
１０ ｍｉｎ，共 ３５ 个循环；内引物序列： ５＇－ＡＧＧＡＣＣＣＣＴ⁃
ＧＣＴＣＧＴＧＴＴＡＣ－３ ＇和 ５ ＇ －ＡＧＡＴＧＡＴＧＧＧＡＴＧＧＧＡＡＴ⁃
ＡＣ－３＇，以第一轮 ＰＣＲ 产物为模版，第二轮 ＰＣＲ 反应

参数设置 ９４ ℃ ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ４５ ｓ、５７ ℃ １ ｍｉｎ、７２ ℃
９０ ｓ，循环 １０ 次；９４ ℃ ４５ ｓ、５５ ℃ １ ｍｉｎ、７２ ℃ ６０ ｓ，循
环 ２５ 次；７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 对第 ２ 轮 ＰＣＲ 产物进行电泳

分析、对电泳出现扩增条带的产物送湖州鼎晶独立检

测实验室进行序列测定。
１．４　 统计学分析　 采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 和 ＳＰＳＳ
２２．０ 软件进行统计处理，不同性别、年龄、献血次数的

差异采用 χ２ 检验，Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义

２　 结　 果

２．１　 研究队列　 ２０２０ 年 １ 月—２０２１ 年 ５ 月共有无偿

献血 ５１ ８０９ 人次，标本经筛查 ＨＢｓＡｇ（－） ／ ＨＢＶＤＮＡ（＋）
标本共 ５９ 份，经随访确认 ＯＢＩ 患者共 ５６ 例。 其中男

性 ３１ ６０３ 人次，占总献血人数 ６１．０％，确认 ＯＢＩ ４１ 例，
感染率为 ０． １３％（４１ ／ ３１ ６０３）；女性献血者２０ ２０６人
次，占总献血人数 ３９．０％，确认 ＯＢＩ １５ 份，感染率为

０􀆰 ０７％（１５ ／ ２０ ２０６），不同性别的 ＯＢＩ 感染率比较差异

无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。 初次献血者２７ ９２５ 人次，其
中确认 ＯＢＩ ２５ 例 （感染率为 ０． ０９％）；重复献血者

２３ ８８４ 人次，确认 ＯＢＩ ３１ 例（感染率为 ０􀆰 １３％），两者

感染 ＯＢＩ 比例相比较差异也无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
不同年龄组献血者 ＯＢＩ 确认比例比较差异有统计学

意义（Ｐ＜０．００１），以 ４１ ～ ５０ 岁年龄组 ＯＢＩ 感染率最高

（０．２３％），１８～３０ 岁年龄组 ＯＢＩ 感染率则最低（０．０３％），
见表 １。
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表 １　 ２０２０ 年 １—５ 月湖州市无偿献血者中 ＯＢＩ 感染情况分布

特征 献血人数 百分比（％） ＯＢＩ 感染人数 感染率（％） χ２ 值 Ｐ 值

性别 ３．５１６ ０．０６１

　 男 ３１ ６０３ ６１．００ ４１ ０．１３

　 女 ２０ ２０６ ３９．００ １５ ０．０７

年龄（岁） ２６．５０６ ＜０．００１

　 １８～ １２ ０８５ ２３．３２ ４ ０．０３

　 ３１～ ２１ ４５３ ４１．４０ １５ ０．０７

　 ４１～ １０ ７３２ ２０．７１ ２５ ０．２３

　 ≥５１ ７ ５３９ １４．６０ １２ ０．１６

献血次数

　 初次 ２７ ９２５ ５３．８９ ２５ ０．０９ １．９３３ ０．１６４

　 重复 ２３ ８８４ ４６．１０ ３１ ０．１３

合计 ５１ ８０９ １００．００ ５６ ０．１１ ／ ／

２．２　 ＯＢＩ 感染者的血清学特征　 经确诊的 ５６ 例 ＯＢＩ
感染者标本经血清标志物检测发现 ７ 种血清学模式，
其中以单 ＨＢｃＡｂ 阳性出现例数最高，共 １８ 例，占比

３２．１４％；ＨＢｓＡｂ 和 ＨＢｃＡｂ 同时阳性出现例数次之，为
１５ 例，占比 ２６． ７９％；出现例数最低的是 ＨＢｓＡｂ 和

ＨＢｅＡｂ 同时阳性，仅 １ 例，占比 １．７９％；血清学标志物

全阴 ８ 例，占比 １４．２８％，见表 ２。
表 ２　 ２０２０ 年 １—５ 月湖州地区无偿献血者 ＯＢＩ 血清学模式

模式 例数 构成比（％）

ＨＢｓＡｂ（＋） ３ ５．３６

ＨＢｃＡｂ（＋） １８ ３２．１４

ＨＢｓＡｂ（＋）、ＨＢｃＡｂ（＋） １５ ２６．７９

ＨＢｃＡｂ（＋）、ＨＢｅＡｂ（＋） ７ １２．５０

ＨＢｓＡｂ（＋）、ＨＢｅＡｂ（＋） １ １．７９

ＨＢｓＡｂ（＋）、ＨＢｃＡｂ（＋）、ＨＢｅＡｂ（＋） ４ ７．１４

全阴 ８ １４．２８

合计 ５６ １００．００

２．３　 ＯＢＩ 标本 Ｓ 基因突变分析　 ５６ 份标本血浆经提

取核酸并扩增，电泳发现有 ３８ 份标本在近 ５００ ｂｐ 附

近出现特异性条带，将这 ３８ 份 ＰＣＲ 扩增产物进行 Ｓ
基因核酸序列测定，将获得的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库

相应序列比对，对 Ｓ 基因高变区 （ ｍａｉｎ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ
ｒｅｇｉｏｎ，ＭＨＲ）和外区进行氨基酸突变分析发现在 ＭＨＲ
外区和 ＭＨＲ 共有 １２ 处基因位点发生了突变，高频率

（频率＞１０％）基因突变位点有 ８ 处，见表 ３。
表 ３　 ３８ 份 ＯＢＩ 献血者 Ｓ 基因位点突变情况

区域 突变位点 频率（ｎ，％）

ＭＨＲ 外区 Ｔ４５Ａ ３（７．９）

Ｖ４７Ｇ ／ Ｅ ５＋１（１５．８）

Ｎ５２Ｄ ２（５．３）

Ｉ６８Ｔ ４（１０．５）

　 　 续表 ３

区域 突变位点 频率（ｎ，％）

Ｃ７８Ｓ １（２．６）

Ｆ８５Ｓ ６（１５．８）

Ｌ１１０Ｉ ３（７．９）

Ｒ１６０Ｋ ６（１５．８）

Ｖ１７７Ａ ４（１０．５）

ＭＨＲ Ｑ１２９Ｈ ５（１３．２）

Ｍ１３３Ｔ ／ Ｌ ７＋２（２３．７）

Ｓ１４３Ｔ ７（１８．４）

３　 讨　 论

ＯＢＩ 是 ＨＢＶ 感染中存在的一种特殊形式，在健康

人群中也占有一定比例［９－１０］。 ＯＢＩ 可通过献血等造成

ＨＢＶ 的传播从而成为潜在传染源［１１］。 ＨＢｃＡｂ（ ＋）、
ＨＢｓＡｂ（＋）与 ＯＢＩ 有一定的关系，特别是 ＨＢｃＡｂ（＋）
与 ＯＢＩ 有明显的关联性［１２－１３］。 据 Ｓａｔａｋｅ 等［１４］ 报道，
ＨＢｓＡｇ（－）患者输入带有 ＨＢＶ 的血液后，会有 ２％ ～
１８％的患者感染上乙型肝炎，并且患者输入 ＨＢｃＡｂ（＋）
的 ＯＢＩ 血液比输入 ＨＢＶ 窗口期献血者的血液引起

ＨＢＶ 感染的风险要大得多。 ＨＢｃＡｂ（＋）常常被认为是

既往感染的标志，当 ＨＢｃＡｂ（＋）时，表示病毒感染可能

处于慢性感染期或恢复期，单独 ＨＢｃＡｂ（ ＋） 可能是

ＯＢＩ 存在的标志［１５］。 本文对 ５６ 例 ＯＢＩ 患者标本的

ＨＢＶ 感染免疫标志物进行研究，发现 ７ 种血清学模

式，其中以单 ＨＢｃＡｂ（＋）出现例数最多，占比 ３２．１４％；
ＨＢｓＡｂ 和 ＨＢｃＡｂ 同 时 阳 性 出 现 例 数 次 之， 占 比

２６􀆰 ７９％；另外，各种血清标志物阳性中，ＨＢｃＡｂ（＋）率
最高， 达 ７８． ５７％ （ ４４ ／ ５６）， 其次是 ＨＢｓＡｂ （ ＋）， 达

４１．０７％（２３ ／ ５６），与相关报道基本一致［１２，１６－１７］。 西方

一些国家将 ＨＢｃＡｂ 作为血液筛查项目之一，但由于我

国属于 ＨＢＶ 高发地区， ＨＢｃＡｂ 阳性率在献血者中的

比例要高于 ６０％［１８］，若将 ＨＢｃＡｂ 作为血液筛查项目，
势必造成一定的血源流失。 由此可见，ＮＡＴ 检测显得

更为重要，通过 ＮＡＴ 检测可减少甚至避免 ＯＢＩ 引起的

输血风险，大大提高临床用血安全。
从献血人群一般资料来看，男女感染 ＯＢＩ 比例比

较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），与此前报道一致［１９］。
不同年龄组献血者 ＯＢＩ 感染比例比较差异有统计学

意义（Ｐ＜０．００１），其中以 ４１ ～ ５０ 岁年龄组 ＯＢＩ 感染率

最高（０． ２３％），１８ ～ ３０ 岁年龄组 ＯＢＩ 感染率则最低

（０．０３％），与相关文献报告一致［１９］。 这可能与我国从

１９９２ 年开始对 ０、１ 和 ６ 个月的新生儿强制性实施乙

肝计划免疫，１８～３０ 岁人群大多数按计划接种过 ＨＢＶ
疫苗等因素有关。

２００１ 实用预防医学 ２０２２ 年 ８ 月 第 ２９ 卷 第 ８ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ａｕｇ． ２０２２， Ｖｏｌ． ２９， Ｎｏ．８



ＯＢＩ 形成机制目前尚未完全清楚，一般认为可能

与基因突变特别是 ＨＢＶ Ｓ 基因变异有一定关系［２０］。
研究表明 Ｓ 基因突变是以血浆 ＨＢｓＡｇ（ －）为特点的

ＯＢＩ 重要形成机制之一［２１－２２］。 因为 ＨＢｓＡｇ 由 ＨＢＶ 基

因组的 Ｓ 基因编码，特别是在“ａ”决定簇区域（ 氨基酸

１２４－ １４７ 区域），分布着重要的抗原表位，对维持

ＨＢｓＡｇ的抗原性具有特殊意义，是血清学诊断试剂检

测所针对的主要位点。 这些区域氨基酸突变均能引起

免疫逃逸，从而影响 ＨＢｓＡｇ 的检测，会导致献血者体

内存在 ＨＢＶ 却检测不到 ＨＢｓＡｇ 现象。 本研究对３８ 例

ＯＢＩ 患者的标本进行 ＨＢＶ Ｓ 基因序列检测和氨基酸

变异分析发现 ＨＢＶ ＭＨＲ 的 Ｍ１３３Ｔ ／ Ｌ，Ｓ１４３Ｔ，Ｑ１２９Ｈ
均出现高频率突变，同时发现 ＭＨＲ 外区也存在 ５ 处

（Ｖ４７Ｇ ／ Ｅ、Ｉ６８Ｔ、Ｆ８５Ｓ、Ｒ１６０Ｋ、Ｖ１７７Ａ）氨基酸高频率

突变。 有文献报道［２３］ＭＨＲ 外区区域的氨基酸变异也

可能影响 ＨＢｓＡｇ 检测结果，甚至导致检测失败。
综上所述，本研究结果表明在献血者中存在一定

比例的 ＯＢＩ，其原因是多方面的，为避免出现 ＯＢＩ 以及

病毒其他变异出现逃避检测的问题，供血系统应采用

高灵敏性检测方法，以提高血液传染病的检出能力，降
低输血传播疾病的风险。
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