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　　[摘要]　目的:对献血者血液筛查 HBV阳性样本进行深入分析,探讨献血者 HBV筛查模式,以提高献血者

HBV筛查的有效率,减少不必要的血液浪费。方法:收集165例经胶体金检测 HBsAg阴性而 HBsAg酶联免疫

(ELISA)阳性和(或)HBV核酸检测阳性的血液样本,定量检测其 HBV血清学标志物,进行 HBVS区序列分析。
结果:2种ELISA试剂检测为阳性的样本共73例(44.24%),抗-HBc抗体阳性率为90.41%,HBsAg定量检测阳

性率为75.34%;仅1种ELISA试剂检测为阳性的样本共68例(41.21%),抗-HBc抗体阳性率为26.47%,HB-
sAg定量检测阳性率为1.47%;HBsAg定量检测阳性样本中79.31%的 HBsAg低于10IU/mL;共扩增出35例

HBVS区片段,30例确定为 HBVC型基因,5例确定为B型基因,未发现影响 HBsAg检测的突变。结论:HBV
病毒载量、HBsAg水平极低可导致 HBV 筛查假阴性,而单独1种 ELISA 试剂检测 HBsAg存在较多假阳性结

果。实验室可结合 HBV检测方法及检测试剂的性能验证结果,制订适合自身的检测策略。
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Abstract　Objective:ToanalyzethesampleswhichwerepositivebybloodscreeningforHBVofblooddo-
nors,improvetheefficiencyofblooddonorscreeningandreduceunnecessarybloodwaste.Methods:Totally165
sampleswithnon-reactiveresultsbycolloidalgolddetectionHBsAgbutreactiveresultsbyHBsAgELISAtest
and/orHBVNATwerecollected.TheserologicalmarkersforHBVinfectionwerefurtherquantitativeassessed
bychemiluminescentmicroparticleimmunoassay(CLIA).TheviralSregionswereamplifiedbynestedPCRand
thenanalyzed.Results:Intotal73samples(44.24%)were HBsAgreactivewithtwoELISA kits,in which
90.41% werepositiveforanti-HBcand75.34% werepositiveforHBsAgquantitativedetection.Totally68sam-
ples(41.21%)werejustHBsAgreactivewithoneELISAkits,inwhichthepositiverateofanti-HBcandHBsAg
quantitativedetectionwere26.47% and1.47%,respectively.79.31% ofHBsAgquantitativepositivesamples
werelessthan10IU/mL.Atotalof35casesofHBVSregionwereamplified,30caseswereidentifiedasHBV
Cgene,5caseswereidentifiedasHBVBgene,andnomutationsthataffectedthedetectionofHBsAgwere
found.Conclusion:Theextremelylow HBVDNAloadandHBsAgtiterwerethecauseoffalsenegativesinthe
bloodscreeningofblooddonor.However,therewouldbemanyfalsepositivesinsampleswithasingleELISAkit
reactive.Teststrategyshouldbegeneratedaccordingtotheresultsofperformanceverificationofmethodsandrea-
gentsforHBVtest.
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　　我国是 HBV感染的高发区,在献血者血液筛

查中 HBV检测占重要地位,也是目前我国在献血

者筛查中屏蔽献血者的重要原因[1]。《血站技术操

作规程(2019版)》规定的献血者 HBV 检测策略为

至少采用核酸和血清学试剂各进行1次检测(对
HBV酶免检测反应性的标本可不再进行核酸检

测,直接视为检测结果不合格)。在献血者筛查中,
因 HBV检测不合格报废的血液约占不合格血液

的30%,是血液报废的主要原因[2-3]。本研究对此

类血液进行进一步分析,探讨在满足《血站技术操
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作规 程 (2019 版)》基 本 要 求 的 前 提 下,献 血 者

HBV的筛查模式,以提高献血者 HBV 筛查的有

效率,减少不必要的血液浪费。
1　资料与方法

1.1　对象

收集2019年1月至2019年12月因 HBV 筛

查不合格报废的无偿献血者血样165份。留样及

检测等均按照《血站技术操作规程(2019版)》要求

执行。
1.2　试剂与仪器

乙型肝炎病毒表面抗原/梅毒螺旋体抗体联合

检测试剂(英科新创科技股份有限公司),乙型肝炎

病毒表面抗原诊断试剂盒(英科新创科技股份有限

公司、上海科华生物工程股份有限公司),乙型肝炎

血清 学 标 志 物 (包 括 HBsAg、HBsAb、HBeAg、
HBeAb、HBcAb)定量检测试剂盒(美国 Abbott公

司),乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒、人类免疫缺陷

病毒(1型)核酸检测试剂盒(PCR-荧光法)(上海科

华生物工程股份有限公司),血浆 DNA提取试剂盒

(QIAampDNA Blood MiNiKit,德 国 QIAamp),
TAKARTaqDNA核酸扩增PCR酶[宝日医生物

技术(北京)有限公司],DNA 凝胶回收试剂盒(天
津擎科生物技术有限公司)。所有试剂均在有效期

内使 用。Sigma-6K15 型 离 心 机 (德 国 Sigma),
MicrolabSTAR 全 自 动 加 样 仪 (瑞 士 HAMIL-
TON),全自动酶免分析系统 FAME24/20(瑞士

HAMILTON),MicrolabSTARIVD 混样提取设备

(瑞士 HAMILTON),ABI7500(美国 ApplidBio-
systems),ARCHITECTI2000SR 全自动免疫分

析仪(美国 Abbott),ABI2720PCR 扩增仪(美国

ApplidBiosystems),BIO-RAD电泳仪及凝胶成像

仪(美国BIO-RAD)。
1.3　试验方法

1.3.1　献血者 HBV初筛　献血前采用胶体金检

测方法对献血者进行 HBsAg初筛,步骤及结果判

读依照试剂说明书执行,结果阴性后进行血液采

集。采血时旁路留样,留取3管血液样本,每管

5mL,用于后续检测。第1管采用 EDTA 抗凝真

空管留取,第2管采用核酸检测专用带分离胶ED-
TA抗凝真空管留取,第3管采用带分离胶促凝真

空管留取。
1.3.2　献血者 HBV检测　①HBsAg酶联免疫检

测采用2种不同厂家的酶联免疫(ELISA)试剂盒

同时对初筛合格献血者留取样本进行 HBsAg检

测,依照试剂说明书执行,检测 S/C.O.≥1为阳

性。② HBV DNA 检 测 采 用 PCR-荧 光 法 进 行

HBVDNA检测。对8份ELISA检测结果阴性的

血液样本进行混样检测,如混样检测结果为阳性,
对混样的8份样本逐个进行单样本检测。检测步

骤按说明书执行,测定 CT<40为阳性。③HBV
血清学标志物定量检测对 HBsAg检测(ELISA)和
(或)HBVDNA检测结果为阳性的样本采用化学

发光微粒子免疫分析(CMIA)技术,应用 ARCHI-
TECTi2000SR仪器及配套试剂定量检测 HBV血

清标志物,包括 HBsAg、HBsAb、HBeAg、HBeAb、
HBcAb。④ HBV S 区 序 列 分 析 采 用 QIAamp
DNABloodMiNiKit提取 HBsAg检测(ELISA)
阳性 和 (或)HBV DNA 检 测 阳 性 样 本 的 血 浆

DNA,巢式PCR扩增 HBVS区片段基因,所用引

物见表1。2轮循环 PCR 反应体系体积均为50
μL,其 中 DNA 模 板 5 μL,引 物 浓 度 为

50pmol/μL。PCR扩增产物使用1.5%琼脂糖凝

胶电泳后观察结果。PCR结果阳性样本的PCR产

物纯化 后 送 北 京 擎 科 生 物 科 技 有 限 公 司 采 用

Sanger测序技术进行 DNA 序列测定,并分别用

NCBI服务器中的 HBV 标准序列(http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/view.cgi?
db=2)进行BLAST同源性检索及基因树分析,确
定 HBV的基因型,并将序列与 HBV 标准株进行

比较,确定变异情况。

表1　巢式PCR扩增HBVS区片段基因所用引物

序号　 引物序列

第1轮 S-1stF 5′AGAACATCGCATCAGGACTC3′
S-1stR 5′CCCCACTGT(T/C)TGGCTTTCAG3′

第2轮 S-2ndF 5′TCGTGTTACAGGCGGGGTTT3′
S-2ndR 5′CGAACCACTGAACAAATGGC3′

2　结果

2.1　HBV检测不合格血液样本构成分析

共收集初筛检测阴性而 ELISA 检测 HBsAg
和(或)HBVDNA 检测阳性样本165例。其中2
种ELISA试剂均为阳性且 HBVDNA检测也为阳

性的 样 本 (2ELISA+ NAT+)共 26 例;2 种

ELISA试剂均为阳性,而 HBVDNA 检测为阴性

的样本(2ELISA+ NAT-)共47例;1种 ELISA
试剂检测结果为阳性,且 HBV DNA 检测也为阳

性的样本(1ELISA+ NAT+)3例;仅1种ELISA
试剂检测结果为阳性的样本(1ELISA+NAT-)
共68例;2种ELISA 试剂检测均为阴性,仅 HBV
DNA检测为阳性的样本(2ELISA-NAT+)共21
例,具体构成见表2。
2.2　HBV血清学标志物定量检测结果

165例样本 HBeAg定量检测均为阴性。HB-
sAg定量检测阳性样本数为58例,其中55.17%
(32/58)样本的 HBsAg值低于1IU/mL,79.31%
(46/58)样本的 HBsAg值低于10IU/mL。58例

HBsAg定量检测阳性样本的抗-HBc均为阳性。
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50例 HBV DNA 检 测 阳 性 (NAT+)样 本 中,
90.00%(45/50)的 抗-HBc 结 果 为 阳 性。2 种

ELISA检测 HBsAg均为阳性(2ELISA+)的73
例样本中,抗-HBc阳性率为90.41%(66/73)。68
例仅1种 ELISA 检测 HBsAg阳性且 HBVDNA
检测为阴性(1ELISA+)的样本中,抗-HBs阳性率

为54.41% (37/68),抗-HBc 阳 性 率 为 26.47%
(18/68),其中抗-HBs和抗-HBc均为阳性的比率

为19.12%(13/68)。上述68例(1ELISA+)样本

中仅有 1 例 HBsAg 定量结果为阳性 (0.2IU/
mL),其抗-HBs为阴性而抗-HBc阳性。HBV 血

清学标志物定量检测结果见表2。
2.3　HBVS区序列分析

165例样本共扩增出35例 HBVS区片段,其
中 2ELISA + NAT+ 样 本 19 例、2ELISA +

NAT-样本5例、1ELISA+ NAT+样本1例、
1NAT+样本10例。将测定的 HBVDNA序列与

基因库中已知不同基因型 HBV 标准基因序列进

行基因树比较,见图1。35例样本中有20例确定

为 HBVC基因型,13例确定为 B基因型,2例确

定为D基因型。PCR 产物测序结果与对应 HBV
基因型序列同源性均在97%以上,重点分析 HBV
S区“a”决定簇变异情况,发现11例(31.4%,11/
35)样本存在变异,变 异 位 点 有I126T,G145R,
Q129R,T131N 及 M133T 等;进一步分析显示这

11例样本中2ELISA+ NAT+样本7例、2ELISA
+ NAT-样本3例、1ELISA+ NAT+样本1例,
其中8例(72.7%,8/11)样本的 HBsAg值低于1
IU/mL。

表2　HBV血清学标志物定量检测结果 %(例/例)

结果
例数/
例(%)

HBsAg
HBsAg
阳性率

0.05~1.00
IU/mL

1.00~10.00
IU/mL

抗-HBs
阳性率

抗-HBe
阳性率

抗-HBc
阳性率

2ELISA+NAT+
26

(15.76)
96.15
(25/26)

60.00
(15/25)

28.00
(7/25)

3.85
(1/26)

80.77
(21/26)

100
(26/26)

2ELISA+NAT-
47

(28.48)
63.83
(30/47)

46.67
(14/30)

23.33
(7/30)

4.26
(2/47)

78.72
(37/47)

85.11
(40/47)

1ELISA+NAT+
3

(1.82)
66.67
(2/3)

100
(2/2) 0 0

66.67
(2/3)

100
(3/3)

1ELISA+NAT-
68

(41.21)
1.47
(1/68)

100
(1/1) 0

54.41
(37/68)

11.76
(8/68)

26.47
(18/68)

2ELISA-NAT+
21

(12.73) 0 / / 19.05
(4/21)

19.05
(4/21)

76.19
(16/21)

合计
165

(100.00)
35.15

(58/165)
55.17
(32/58)

24.14
(14/58)

26.67
(44/165)

43.64
(72/165)

62.42
(103/165)

a:部分样 本 巢 式 PCR 产 物 凝 胶 电 泳 结 果;b:样 本

HBVS区“a”决定簇氨基酸 GQ205441及 GQ205440
为 HBV野生株来源序列;c:35例样本与 HBV标准基

因序列的基因树分析。
图1　HBVS区序列分析结果

3　讨论

我国目前仍是 HBV 高流行地区,为有效切断

HBV的输血传播,对献血者血液进行 HBV 筛查,
报废潜在有引起 HBV 传播的血液就显得尤为重

要[4]。另一方面,我国目前仍面临血源紧缺的问

题,减少不必要的血源浪费也是需要进一步解决的

问题[1]。本研究发现在经胶体金法检测 HBsAg阴

性而经 HBVELISA 和 HBVDNA 检测阳性报废

的血液样本中,ELISA 检测 HBsAg阳性样本占

87.27%,是判定血液不合格的主要原因,与冯瑾

等[2]报道相符。在 HBsAg定量检测阳性样本中,
79.31% HBsAg值低于10IU/mL,而胶体金法检测

HBsAg的最低检出量是5IU/mL,提示 HBsAg水

平较低仍是胶体金法检测 HBsAg出现假阴性的原

因。由此可见,仍需进一步提升胶体金法 HBsAg
初筛检测的灵敏性,以减少不必要的血液采集。

本研究中因 HBV检测阳性报废的血液样本,
1ELISA+样本占主要比例。在所有1ELISA+样
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本中,超 过 95% 的 样 本 经 HBsAg 定 量 检 测 和

HBVDNA检测结果呈阴性,显著高于2ELISA+
的样本,推测仅1种ELISA试剂检测 HBsAg阳性

的样本中存在一定的假阳性情况,与以往报道相

符[5-6]。HBsAg阴性而抗-HBc阳性是既往感染

HBV的标记,且感染恢复后体内抗-HBc可长期呈

现阳性。本研究中2种 ELISA 试剂检测阳性和

(或)HBVDNA 阳性的样本中,抗-HBc阳性率均

在80%以上,而1种 ELISA 试剂检测阳性的样本

中抗-HBc阳性率仅为26.47%,进一步证明1种

ELISA试剂检测阳性可能存在较多的假阳性结

果。抗-HBs阳性而抗-HBc阴性通常见于接种过

HBV疫苗人群,这类人群 HBsAg阳性的情况极为

罕见[4]。而本研究中仅1种ELISA试剂检测 HB-
sAg阳性的样本中抗-HBs阳性而抗-HBc阴性的

比例高达35.29%,进一步证明存在较多的 HBsAg
假阳性情况。建议对仅1种ELISA 试剂检测阳性

的样本可增加 HBsAg的定量检测或不同厂家试剂

的重复检测,同时进行 HBVDNA 检测,必要时可

结合抗-HBs及抗-HBc检测,以减少因 HBsAg检

测假阳性导致的血液报废,避免不必要的血液浪

费,这也与深圳血液中心的最新研究结果类似[7]。
在所有报废的血液样本中,HBeAg均为阴性,而所

有抗-HBe阳性的样本抗-HBc也均为阳性,说明目

前不采用 HBeAg及抗-HBe进行血液筛查的策略

是科学的。
有报道显示 HBVS区变异,尤其是“a”决定簇

的变异与 HBsAg检测假阴性和隐匿性 HBV 感染

的发生有关[8-9]。本研究中31.4%的样本中存在
“a”决定簇的变异,其中 G145R,Q129R,T131N 及

M133T等变异可导致 HBsAg的分泌减少或检测

灵敏性的降低[10-12],但本研究中有约70%的样本

未发现“a”决定簇的变异,可见病毒变异可能仅是

HBsAg和 HBV DNA 检测假阴性的原因之一。
但本研究未能扩增出所有 NAT阳性样本的 HBV
S区片段,且在部分 NAT 阴性的样本中扩增出

HBVS区片段,可能是由于病毒含量低所致,因为

目前混检法 NAT 检测 HBV DNA 的灵敏度为

5IU/mL,与巢式PCR扩增 HBVDNA 的灵敏度

相当[13]。同 时 血 浆 定 量 结 果 显 示 大 部 分 样 本

HBsAg水平均小于10IU/mL,是由于 HBV 病毒

载量低,因而产生的 HBsAg量极少,且受检测试剂

灵敏度影响,导致 HBsAg检测假阴性[14]。
按照《血站技术操作规程(2019版)》规定,采

供血机 构 应 至 少 采 用 核 酸 和 血 清 学 试 剂 各 进

行1次检测。本研究结果提示,1种 ELISA 试剂

检测结果存在较多假阳性,导致不必要的血液报

废;而 NAT 检测阴性的样本可能存在低水平的

HBsAg,产生漏检风险。笔者认为各采供血机构

应结合自身具体情况,对选用的 HBV 检测方法及

检测试剂性能进行验证,明确检出限,正确评估检

测结果的准确性,必要时可结合抗-HBs及抗-HBc
进行分析,在满足《血站技术操作规程(2019版)》
要求的前提下,制订适合自身实验室的检测策略,
提高检测灵敏度的同时尽可能避免不必要的血液

报废。
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