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母婴人群隐匿性乙型肝炎病毒感染
及病毒株进化特征分析

董晓莲姚晴青 王学才 徐海涛 王晓丽 陈胜玉 唐智峰郑英杰

【摘要】 目的了解母婴匹配人群隐匿性HBV感染(OBI)及显性和隐匿性病毒株s基因的

变异。方法 基础调查时随访135对母婴，填写调查表及采血样，采用ELISA检测HBsAg，

Real—time PcR测定病毒载量，PCR扩增HBV S基因并进行进化分析。结果共采集母血94份，

其子女血样101份，OBI感染率分别为10．0％和2．0％，母亲显著高于其子女；显性和隐匿性病毒株

病毒载量中位数分别为399．9 IU／ml和247．6 IU／ml，两者差异无统计学意义；OBI病毒株有l株为

B基因型、adw血清型，其余7株均为C基因型、adr血清型；显性HBV感染病毒株有15株为B基因

型、adw血清型，其余8株为c基因型、adr血清型；OBI病毒株中C基因型比例显著高于显性HBV

病毒株。结论母婴人群存在一定比例的OBI，应重视其预防。

【关键词】隐匿性乙型肝炎病毒感染；显性乙型肝炎病毒感染；进化特征分析；基因型
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异≥4％n]。而基因型分布具有明显的地域性，亚洲

地区，包括我国，以B、C型最为常见。传统的HBV

感染者确诊标准为血清HBsAg阳性，即为显性

(overt)HBV感染。但已证实在HBsAg阴性个体中

也存在HBV感染，即隐匿性HBV感染(occult HBV

infection，OBI)，即指现有血清学检测技术检测

HBsAg阴性，但肝细胞内HBV DNA检测阳性的

HBV感染，感染者血清中DNA滴度常<200 IU／ml‘8]
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(因肝脏标本获得的困难性，实际上几乎所有研究

均采用血清HBV DNA检测结果来替代)。本研究

报告135对母婴按照0—1—6月免疫程序共进行3次

(×5“g)基因工程乙型肝炎(乙肝)疫苗免疫13年后

的随访结果，并采用PCR产物直接测序方法，选择

两种不同的引物筛选OBI，XCHBV相应基因片段做

进化分析及对病毒株进行基因分型，探讨OBI病毒

株的分子特征。

对象与方法

1．研究对象：1996年10月7日至1997年5月17

日在浙江省德清县招募l艋产孕妇，根据其乙肝感染

情况和知情同意的原则，对其所生婴儿按照O—l一6

月免疫程序每次接种5嵋酵母重组乙肝疫苗(深圳

康泰生物制品有限公司)。2010年7—8月随访上

述研究对象，采用结构式问卷调查，并采集静脉血

5 ml，分离血清后一80℃保存待检。问卷调查包括

人口学资料、乙肝相关危险因素和乙肝疫苗加强免

疫信息等。本研究由复旦大学公共卫生学院伦理委

员会批准。所有研究对象为13岁，由其父母签署知

情同意书。

2．研究方法：

(1)血清学检测：HBsAg检测采用电化学发光

法。采用罗氏诊断试剂公司Elecsys系列试剂盒，并

在ModularAnalytics E170进行自动化检测和分析。

(2)病毒载量测定：取血清标本100 lal，按核酸

提取试剂盒说明书的步骤要求编写程序，由自动化

工作站提取血清DNA。选择宝生物工程(大连)有

限公司提供的引物／荧光探针及试剂TaKaRa Premix

2×，采用Real—time PCR测定血清HBV病毒载量

(最低检测限值为20 IU／m1)，PCR结果阳性即为

HBV DNA阳性。所有检测阳性样本均重复检测以

确证。

(3)病毒DNA手工抽提：选取上述Real．time

PCR定量阳性的血清，利用手工法提取核酸。取

200 gl血清，利用离心柱法手工抽提病毒DNA，得到

200 gl DNA溶液，采用QIAGEN生物科技公司生产

的QIAampR DNA Blood Mini Kit试剂，严格按操作

说明书进行。抽提所得DNA溶液置于一20。C冰箱

保存，用于后续PCR及测序。

(4)巢式PCR及测序：采用巢式PCR方法扩增

HBV基因组S及A片段(表1)，引物由上海生工生

物技术有限公司合成。在0．2 ml的eppendorf管

中，依次加入10×buffer(15 mmol／L MgCl：)2．5 ul，

10 mmoI／L dNTP 0．5儿l，引物S1／$2各1 pl，模板

DNA2 LLl，2．5 U／gl Taq酶(5 u4ti)o．5肛l，加ddH20至

25 LLl。两片段第一轮PCR扩增设置反应参数为：

94 cc变性40 S、55℃退火40 s、72 cC延伸40 S，共35

个循环；第二轮设置相同反应参数扩增25个循环。

每次PCR均设阳性对照和阴性对照(ddH：O)。阳性

PCR产物经割胶、纯化后测序(上海华大基因生物工

程公司)。每份PCR产物均双向测序以获得准确的

核苷酸序列。

表1 PCR扩增HBv基因组片段所用引物

片段 引物 引物序列(5’～3’) 引物位点(nt)

A第一轮AFI GTCTGCGGCGTTTTATC 419～435

ARl ACAGTGGGGGAAAGC 745～759

第二轮AF2 TGCCCGTTTGTCCT(：TA 503～5 19

AI也AGAAACGGRCTGAGGC 702～687

s第一轮S1 CCTGCTGGTGGCTCCAGTTC 56～75

S2 ATACCCAAAGACAAAAGAAAA 827～807

第二轮S3 GCGGGGTTTTTCTTGTTGAC 203～222

S4 GGGACTCAAG^JGT，GTACAG 787～767

所有PCR检测阳性样本均经重复抽提核酸及

PCRjJI]以确证。

(5)基因型及突变分析：采用Mega v5．0(beta)、

DNAstar v7．0、Modeltest v3．7对HBV片段序列和参

比序列进行基因序列分析。根据GenBank发表的人

类HBV基因序列，用NCBI服务器中的BLAST进行

同源性检索以确定标准HBV基因序列。所用的标

准序列为：HBV A基因型有AY373432、DQ3 15784；

B基因型有AY206390、AY206391、AY800391、

BX97850；C基因型有AB033557、ABll2063；D基因

型有EU939680、X65259；E基因型有AB032431、

AB091256；F基因型有AB036905、ABll6654；G基

因型有AB056515、AB064313；H基因型有

AB059661、AB375161；I基因型有AF241408、

AF241409。

3．统计学分析：数据处理使用SAS 8．02软件，两

组病毒载量差异比较采用Wilcoxon秩和检验；两组

间率的差异采用)C2检验或Fisher精确概率检验。

P<0．05差异有统计学意义。

结 果

1．人口学特征：首次调查共招募135对母婴，之

后随访共获得102对。其中有8名母亲、1名子女拒

绝采血，故本次随访共采集母亲及其子女匹配血标

本93对，母亲未匹配子女血标本1份，子女未匹配母

亲血标本8份。随访中母亲平均年龄(39．34±3．50)
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岁，其子女平均年龄(13．7l±0．】3)岁；子女中男女性

别比为1．24：1，其中99％为足月分娩，87．25％(89／

101)为家中第一个孩子，现为初中学生。

2．HBsAg和OBI检出情况：在94名母亲中

HBsAg阳性34例，其中HBVDNA检出率为73．53％

(25／34)；HBsAg阴性的60名母亲中，6例HBVDNA

阳性，OBI检出率为10．00％。在101名子女中，仅l

例HBsAg阳性，未检测出HBVDNA；HBsAg阴性的
100名子女中，2例HBV DNA阳性，OBI检出率为

2．00％(表2)。母亲显性HBV感染率明显高于其

OBI感染率(z2=39．63，P<O．001)，且母亲OBI检出

率显著高于其子女检出率(x2=5．053，P=0．025)。

显性HBV载量与OBI病毒载量之间差异无统计学

意义(Wilcoxon秩和检验，z=0．422，P=0．673)。

表2母子HBsAg及HBVDNA检测

项目 HBsAg(+)(显性感染)HBsAg(～)(OBI)

母亲

DNA定性

病毒载量(IU／m1)

S序列

子女

DNA定性

病毒载量(IU／m1)

s序列

73．53(25／34)8 10．00(6／60)‘1

399．9(136．2～4838．3y 247．6(123．2～t6 677．516

67．65(23／34)。 10．00(6／60)“

0r0／1y

一

0(0／1)“

2．00(2／1 oo)4

78．3。558．0

2．00(21100)“

注：4括号外数据为阳性率(％)，括号内数据分母为检测例数

分子为阳性例数；6肘(四分位数)

3．系统进化树构建及分型分析：对33株HBV

DNA阳性(母亲显性HBV感染25例、OBI 6例，子

女OBI 2例)进行HBVS基因的扩展和测序，获得

31株HBV病毒株。按照邻接法构建系统进化树

(图1)。分析结果显示31株病毒中，16株为基因B

型、血清型均为adw，与基因B型参考序列同源性最

高，为94．2％～98．9％；其余15株为基因C型、血清型

均为adr，与基因C型参考序列同源性最高，为

95．2％。98．1％。3l株病毒中OBI和显性HBV病毒

株分别为8株和23株，两者整体突变率大致相同，分

别为7．04％。和7．19％。。对8株OBI病毒株S基因的

位点突变分析表明，仅l株为基因B型，其a表位发

生F161N突变；其余7株均为基因C型，其中2条序

列发生Q129R突变(母亲及其子女各1条，编号分别

为$39一l和$78—2)和l条序列发生K141E突变

(S102—2)。OBI病毒株中基因c型的比例(7／8)显

著高于显性HBV病毒株(8n5)，Fisher确切概率检

验，P=0．015。

发现一对匹配母子均为OBI(图1中$78—1和

$78—2，前者为野生HBV株，后者仅发生Q129R突

Genotype A

Genotype G

Genotype I

Genotype C

Genotype F

Genotype H

Genotype D

Genotype E

注：实心圆点标记蓝色和绿色分别代表基因B型和C型HBV

病毒株，其中红色为OBI，黑色为显性HBV病毒株

图1 31株HBV s基因区片段分子进化分析

变)；一对匹配母女均为显性HBV感染，母亲分离到

野生株(图l中$73一1)，但女儿未分离到其病毒株；

还有一对匹配母女中女儿为OBI(图1中S102—2)，

母亲未感染乙肝。

讨 论

OBI是指按照现有血清学检测技术检测HBsAg

阴性，但肝细胞内HBVDNA检坝0阳性的HBV感染

(感染者血清中可检测不到HBV DNA，或即使检测

到HBV DNA，其DNA滴度通常<200 IU／m1)p1。由

此提出所谓“假OBI”的概念，即具有与OBI类似的

特征，但血清HBV DNA水平与显性HBV感染相

当，通常由HBV的S基因突变株(逃避株)引起，该

突变株合成的变异型HBsAg无法被部分或者全部

商品化检测技术所识别。

OBI感染率与显性HBV感染率、地区及人群有

关，并受到标本类型、HBsAg及HBV DNA检测灵敏

度的影响。丙型肝炎病毒(HCV)感染人群中，OBI

感染率较高。在地中海地区，HBsAg阴性的HCV携
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带者约有1／3检测HBV DNA结果为阳性；在远东亚

洲国家，该比例会更高⋯。。一般认为HBV感染率较

高的国家或地区，献血人群的OBI感染率要高。在

HBV高发区(中国台湾、福建省)的献血人群中，

OBI感染率分别为1：1022(10／10 223)“】、1：569

(34／19 360)¨2I。健康人群OBI感染率研究较少。土

耳其有研究显示，健康的HBsAb阳性和／或HBcAb

阳性人群中OBI感染率为5％(5／100)【1列；北美一项

社区研究显示HBsAb阳性和／或HBcAb阳性人群

OBI感染率为17．5％(14／80)，HBsAb和HBcAb均为

阴性的人群OBI感染率为8．1％”43；Raimondo等”51以

肝组织为检测样本得出意大利OBI感染率为16．3％

(1 6／98)；阿根廷一项横断面调查显示当地HBsAg阳

性率为1．1％，属HBV低流行区，OBI感染率为1：51

(11／561)，其中F基因型和C2基因型为优势基因

型“6I。本研究中母亲OBI感染率为10．0％，与之接

近，显著高于其子女OBI感染率(2．O％)。有研究表

明，选择肝组织作为检测样本，检出的OBI流行率要

比选择血清作为检测样本高¨⋯。本研究采用血清为

检测样本，存在低估OBI流行率的可能性。

我国自1992年将乙肝疫苗接种纳入计划免疫

管理¨8I，故<15岁人群显性HBV感染率降低。但有

研究表明，OBI可经母婴传播，乙肝疫苗免疫降低显

性HBV感染率，却可能提高OBI感染，乙肝疫苗免

疫的个体更易感染OBI。19。。本研究中，子女仅1例

HBsAg检测阳性，且血清HBV DNA阴性，却有2例

OBI感染者。由于调查对象均为初中生年龄较小，

通过社会活动感染HBV的可能性较低，提示极有可

能是由于免疫失败或母婴传播而受到HBV感染。

本研究结果显示，OBI患者中基因C型为优势

基因型，且HBeAg阳性率较高，转阴时间较晚，

HBsAg消失较少，血清病毒载量较高，肝脏组织学

的炎症程度较重，病情进展快，更易发生肝硬化和肝

癌陋⋯。而OBI与慢性肝炎、肝硬化和肝癌等严重的

肝脏疾病的发生、发展有显著关联。已有很多证据

表明，OBI是原发性肝癌一个危险因素。2。2”。根据

本研究的结果，OBI感染病毒株多为基因c型，可能

导致OBI与严重肝脏疾病之间有显著关联；亦或者

OBI本身即可导致严重的结局，还值得进一步探讨。
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