《利什曼原虫标准株评价技术标准》编制说明
1、 任务来源与项目编号、参与协作单位、简要起草过程、主要起草人及其所承担的工作等

本项目为2025年度中国民族卫生协会下达的团体标准制（修）订任务，主持单位为中国疾病预防控制中心寄生虫病预防控制所（国家热带病研究中心），参与协作单位为河南省疾病预防控制中心、复旦大学、上海交通大学、甘肃省疾病预防控制中心（甘肃省预防医学科学院）、山西省阳泉市疾病预防控制中心、新疆维吾尔自治区疾病预防控制中心。

接受编制《利什曼原虫标准株评价技术标准》行业标准的任务后，按照编制要求及程序，积极认真开展以下工作:

（一）组成专家工作组

根据中国民族卫生协会团体标准专业委员会工作任务和标准编制要求，组成了标准编制专业工作组，由中国疾病预防控制中心寄生虫病预防控制所（国家热带病研究中心）高春花研究员、李石柱研究员、郑彬研究员、王汝波研究员、俞铖航副研究员、危芙蓉副研究员、石锋副主任技师和李诗慧研究实习员，河南省疾病预防控制中心邓艳主任医师、复旦大学程训佳教授、上海交通大学王兆军教授、甘肃省疾病预防控制中心（甘肃省预防医学科学院）李凡主任医师、山西省阳泉市疾病预防控制中心李宏岩主任医师、新疆维吾尔自治区疾病预防控制中心张海亭主任技师组成。根据标准制定的相关文件精神与要求，工作组讨论制定了工作计划及时间表，并进行了人员分工，主要针对标准制定过程中的相关资料进行收集。

（二） 形成标准初稿

2025 年 10 月 9 日，标准编制工作组在上海市召开专题会议。会议围绕国内外利什曼原虫流行格局（含我国内脏利什曼病的人源型、犬源型、野生动物源型和皮肤利什曼病的流行特征）及标准株评价技术现状展开深度研讨，系统学习标准制定的相关文件精神与技术要求，重点参考《病原微生物菌（毒）种国家标准株评价技术标准》（WS/T 812）的通用框架，同时借鉴《病原微生物菌（毒）种标准株 艾滋病病毒毒株建立技术规范》（T/CPMA 027）的思路、《病原微生物菌（毒）种国家标准株 真菌菌株评价规范》（T/CPMA 030）的特性鉴定逻辑，结合利什曼原虫作为寄生虫的独特生物学属性（如双宿主生活史、媒介传播特性），形成兼具通用性与特异性的标准初稿。本标准制定过程中，综合采用文献调研、现场调研、多方验证、经验总结等方法，充分保障标准的实用性与科学性。主要参考依据包括WS/T 812）、T/CPMA 027）、T/CPMA 030）等国内核心标准，以及世界卫生组织《Manual on Visceral Leishmaniasis Control》（2010）、《Technical Report Series The Leishmaniases》（1984）等国际指南，同时参考苏川、刘文琪主编的《人体寄生虫学》（2024）中关于利什曼原虫生物学特性的权威论述，确保技术内容的科学性与国际兼容性。

本标准明确适用范围为全国各级病原微生物菌（毒）种保藏机构，针对性覆盖我国内脏利什曼病的不同类型流行区和皮肤利什曼病流行区利什曼原虫标准株的评价、保藏、质量控制、生物安全及伦理要求；精准释义 “利什曼原虫标准株”“复苏率” 等核心术语与定义，统一行业认知；规范标准株的生物学评价（含形态、分子、感染性）、活性评价（纯培养验证、繁殖稳定性）、稳定性评价（传代限制、遗传一致性）等关键技术标准；并通过 4 个附录（含流行区类型划分、培养基制备方法、虫种鉴定技术等）提供详细技术支撑，进一步提升标准的可操作性与指导性。

2、 与我国有关法律法规和其它标准的关系

本标准作为利什曼原虫标准株评价的专项技术规范，以 WS/T 812《病原微生物菌（毒）种国家标准株评价技术标准》为技术依据，严格衔接 WS 315《人间传染的病原微生物菌（毒）种保藏机构设置技术规范》的保藏机构资质要求、T/CPMA 011《病原微生物菌（毒）种保藏数据描述通则》的数据记录规范，及 GB 19489《实验室生物安全通用要求》、WS 233《病原微生物实验室生物安全通用准则》、GB/T 37864《生物样本库质量和能力通用要求》的生物安全与质量控制基准；借鉴 T/CPMA 027《病原微生物菌（毒）种标准株 艾滋病病毒毒株建立技术规范》的思路与基因分析方法学验证范式，结合 T/CPMA 030《病原微生物菌（毒）种国家标准株 真菌菌株评价规范》的形态学与分子生物学结合鉴定逻辑，补充利什曼原虫特有的形态观察、基因型鉴定等指标，无标准冲突，填补了国内寄生虫标准株评价技术标准的空白，完善寄生虫保藏标准体系。
3、 国外相关法律、法规和标准情况的对比说明

美国典型培养物保藏中心（ATCC）作为全球权威生物资源机构，收录了多株利什曼原虫标准株，详细标注了菌株来源、培养条件、应用场景及关联研究文献，形成了完善的资源描述体系，但缺乏对标准株的溯源性验证、生物学特性一致性评价等系统性技术要求。世界卫生组织（WHO）虽未制定利什曼原虫标准株专用评价标准，但在WHO操作手册《Manual on Visceral Leishmaniasis Control》（2010）中系统规范了利什曼原虫的分类体系、标准株命名规则以及实验室检测标准。本标准编制过程中，在借鉴国际通用的菌株基本信息规范基础上，进一步强化了与我国流行特征的适配性。
4、 标准的制定、修订与起草原则

本标准的起草结合了目前国内外利什曼原虫流行现状及标准株评价技术现状，兼顾了先进性、科学性、广泛性和实用性原则。

五、确定各项技术内容（如技术指标、参数、公式、试验方法、检验规则等）的依据，强制性技术内容应说明强制理由
（一）核心技术内容的确定依据​
1.术语和定义

术语制定严格衔接现有标准与利什曼原虫生物学特性：“利什曼原虫”“无鞭毛体”“前鞭毛体” 定义参考《黑热病诊断标准》（WS 258—2006）与《利什曼原虫检测 涂片镜检法》（WS/T 10018—2024）的病原学描述，确保与诊断标准中虫体形态、致病类型表述一致；“利什曼原虫标准株” 定义突出 “我国特定流行区典型特征”“国家保藏编号”，依据我国利什曼原虫地域遗传差异特性及《病原微生物菌（毒）种保藏机构设置技术规范》（WS 315）对标准株管理的要求，明确其作为 “基准参照” 的核心属性；“复苏率” 定义量化冻存虫株活性指标，为后续保藏与活性评价提供统一计算依据，参考《生物样本库质量和能力通用要求》（GB/T 37864）中生物样本活性评估的通用逻辑。​
2. 标准株评价技术标准

（1）生物学评价：“信息和描述符合 T/CPMA 011—2020” 依据《病原微生物菌（毒）种保藏数据描述通则》的规范要求，确保虫株来源、流行区类型（附录 B）等信息可追溯；“最适培养基为 NNN 培养基（附录 C）”“培养温度 22℃～24℃”，依据我国利什曼原虫分离培养的长期实践数据，该条件下前鞭毛体繁殖效率最高且形态稳定；“形态学特征” 参数（前鞭毛体大小、运动特性）直接引用 《人体寄生虫学》（2024），保障虫体形态判定一致；“分子特征要求全基因组上传 NCBI、K26 基因同源性≥99%”（附录 D），依据我国流行株基因数据库可精准区分不同地域虫种，适配人源型、犬源型、野生动物源型等流行区防控需求；“感染性评价用 BALB/c 小鼠或金黄地鼠（5 只以上，感染率≥80%）”，参考内脏利什曼病动物模型研究规范，该模型可模拟虫体在宿主单核 - 巨噬细胞系统的寄生过程，直观反映标准株致病能力。​
（2）活性评价：“连续传 3 代可稳定繁殖”“16S rRNA/ITS 测序排除污染”，依据寄生虫纯培养技术要求，避免杂菌污染影响标准株纯度，且 3 代传代试验可验证虫体繁殖稳定性；“前鞭毛体密度 5×106/mL～1×107/mL”可满足后续感染性评价需求。​
（3）稳定性评价：“传代不超过 5 代” ，严格限制代次可保障标准株特性稳定；“分子特征稳定（突变率 < 1%）” 参考基因稳定性检测的通用标准，确保不同代次虫株遗传特性一致；“冻存复苏信息稳定（复苏率≥50%）”，结合液氮保藏（-196℃）的试验数据，该复苏率可平衡保藏效果与实际操作可行性，且复苏后感染性符合 4.2.5 要求，保障标准株应用价值。​
3. 保藏要求​
“备份存放于两个独立区域”“液氮（-196℃）保藏”“温度监控记录”，依据 WS 315 对高价值病原微生物保藏的安全要求，避免单一区域设备故障导致虫株丢失；“唯一编码、标签耐深低温” 参考 GB/T 37864 的样本标识规范，确保保藏位置清晰可查；“减少转移和冻融次数” 依据利什曼原虫对温度变化敏感的特性，冻融超过 3 次后复苏率下降 20% 以上，可降低虫株活性损失。​
4. 质量控制
“各环节溯源符合 GB/T 37864 和 WS 315” 依据生物样本库与菌毒种保藏的通用质量规范；“关键方法制定 SOP、参加能力验证” 参考《病原微生物菌（毒）种国家标准株评价技术标准》（WS/T 812—2022）的质量控制要求，确保检测方法可靠性；“每 5 年抽样检查” 结合利什曼原虫长期保藏稳定性数据，可平衡质量监控成本与保藏安全性。​​
（二）强制性技术内容及强制理由​
本标准中“分子特征评价（K26 基因同源性≥99%、全基因组上传 NCBI）”“传代不超过 5 代” 2 项内容设定为强制性，理由如下：​
分子特征评价强制：我国利什曼原虫存在杜氏、婴儿等不同虫种及地域基因型差异，若 K26 基因同源性 < 99% 或未上传全基因组，易导致标准株与流行株错配，使诊断试剂验证、疫苗研发数据失真，直接影响利什曼病防控精准性，故需强制明确该指标。​
传代次数据制：试验数据表明，利什曼原虫传代超过 5 代后，基因型漂变率≥15%，且对动物的感染率下降 20% 以上，若不限制代次，标准株将失去 “基准参照” 属性，无法保障科研与临床应用结果的可比性，因此强制限定传代≤5 代。​
六、重大意见分歧的处理结果和依据

无重大意见分歧。

七、根据需要提出实施标准的建议

本标准主持单位长期开展利什曼原虫及黑热病的研究和防治工作，负责制定了国家标准GB 15986-1995 《黑热病诊断标准与处理原则》、卫生行业标准WS 258—2006 《黑热病诊断标准》和WS/T 10018—2024 《利什曼原虫检测 涂片镜检法》，而且标准编制专业工作组成员具有丰富的病原微生物菌（毒）种保藏工作经验，故本标准相关内容兼具科学性和可操作性，建议在实施标准后加强宣贯工作，促进相关机构对该标准的采用。

八、其他应予说明的事项

无。
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