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丙型肝炎是由丙型肝炎病毒（HCV）引起的一种主要经血液传播的疾病，HCV慢性感染可导致肝脏慢性炎症和纤维化，部分患者可发展为肝硬化甚至肝细胞癌，对患者的健康和生命产生危害。据世界卫生组织统计，截至2019年全球约有5800万人患有慢性丙型肝炎，2019年丙型肝炎新发感染约150万人，约有29万人死于HCV感染，其中大部分由肝硬化或肝细胞癌引起。2019年仅有21%的慢性丙型肝炎患者得到诊断。世界卫生组织在2016年发布的《2016-2021年全球卫生部门病毒性肝炎战略》中提出“到2030年消除作为主要公共卫生危害的病毒性肝炎”的目标，其中一个指标是到2030年90%以上的HCV感染者得到诊断。我国在2021年发布的《消除丙型肝炎公共卫生危害行动工作方案（2021-2030年）》中要求加大丙型肝炎检测力度，提高检测发现率，实施医疗机构和重点人群“应检尽检”、大众人群“愿检尽检”策略、抗体阳性者“核酸检测全覆盖”策略。
HCV感染的实验室检测为丙型肝炎患者的检测发现和诊断提供关键依据，并在评估抗病毒治疗效果以及鉴定病毒亚型和耐药性等工作中具有不可或缺的重要作用。自2011年发布《丙型肝炎病毒实验室检测技术规范（试行）》以来，HCV感染检测技术不断发展，检测试剂性能显著提高，新的检测服务策略不断出现并逐步推广应用。同时，丙型肝炎防治工作的推进对HCV检测提出了新的要求。
为实现2030年消除病毒性肝炎的目标，进一步加强我国HCV感染检测的规范性，提高实验室检测质量，中国疾病预防控制中心性病艾滋病预防控制中心组织专家对《丙型肝炎病毒实验室检测技术规范》进行了修订。近年来由于直接抗病毒药物（DAAs）可使95%以上的丙型肝炎患者得到治愈，世界卫生组织大力倡导简化HCV感染检测和诊断流程，缩短检测和诊断时间，以使丙型肝炎患者尽快得到治疗。本次修订工作参考了世界卫生组织以及国内外对HCV感染检测的最新指南和技术指导文件，充分考虑了HCV感染检测技术和检测策略的进步，广泛征集了丙型肝炎检测和防治等领域专家的修订建议，并切实结合了我国丙型肝炎防治工作的需求。修订后的《丙型肝炎病毒实验室检测技术规范（2023版）》（以下简称《规范》）共分十章，包括：丙型肝炎病毒感染，样品的采集、保存和运输，HCV抗体检测，HCV核酸检测，HCV抗原检测，HCV感染检测流程，HCV基因序列分析，HCV细胞培养和中和抗体检测，HCV检测实验室的室内质量控制及HCV检测实验室生物安全和职业暴露。新版《规范》将对进一步规范和提升我国HCV检测工作质量起到重要推动作用。
本《规范》参加编写和审核的单位：中国疾病预防控制中心性病艾滋病预防控制中心、中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所、中国食品药品检定研究院、军事科学院军事医学研究院、北京大学医学部、北京大学人民医院、北京地坛医院、北京友谊医院、上海市疾病预防控制中心、中国科学院上海巴斯德研究所、北京清华长庚医院、北京佑安医院、北京市红十字血液中心、中国医学科学院病原生物学研究所、中国医科大学第一临床学院。
本《规范》编写学术顾问：庄辉、蒋岩 
本《规范》编写主持人：金聪 
本《规范》编写人员：金聪、邢文革、沈立萍、饶慧瑛、贾继东、鲁凤民、王雅杰、周诚、钟劲、钟平、邱茂锋、李敬云
本《规范》审核人员：魏来、韩孟杰、刘中夫、葛利荣、吴昊、葛红卫、何玉先、姜拥军、李健、马丽英
本《规范》自发布之日起施行，同时终止《丙型肝炎病毒实验室检测技术规范 (2011年版)》
本《规范》适用于全国所有的丙型肝炎病毒检测实验室。
本《规范》解释权属于中国疾病预防控制中心。
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[bookmark: _Toc117801133]
丙型肝炎病毒（Hepatitis C virus，HCV）于1989年被正式命名，之前曾称为肠道外传播的非甲非乙型肝炎病毒，1991年被归为黄病毒科（Flaviviridae）。丙型肝炎是由HCV感染引起的一种肝脏炎症，其严重程度从轻微病症到终身严重疾病，包括肝硬化和肝癌。目前尚无针对丙型肝炎的有效疫苗，HCV感染的预防主要依赖于在医疗卫生机构以及在高危人群中减少暴露风险。本章主要介绍了HCV的病毒学特点、传播途径和致病机制、感染分期和临床表现、感染检测标志物以及治疗方案。
[bookmark: _Toc147821480]1．HCV病毒学特点 
1.1  HCV的病毒形态、基因组结构及复制周期 
HCV属于黄病毒科（Flaviviridae）的丙型肝炎病毒属（Hepacivirus）。HCV是有包膜的单股正链RNA病毒，病毒体为球状颗粒，直径约为40～60nm，去除包膜后暴露其中的核衣壳，直径约为33nm。
HCV基因组长度约为9.6kb，编码单一的开放读码框（open reading frame，ORF）。HCV的ORF两侧分别为5'非编码区和3'非编码区，HCV前体蛋白翻译起始于5'非编码区的内部核糖体位点（internal ribosome entry site，IRES）。翻译启动后首先产生一个约3000个氨基酸的HCV前体蛋白。前体蛋白可被宿主蛋白酶加工成为组成病毒颗粒的三个结构蛋白Core、E1和E2，同时被HCV自身编码的蛋白酶和宿主蛋白酶共同加工，成为七个非结构蛋白P7、NS2、NS3、NS4A、NS4B、NS5A和NS5B（图1）。
[image: ]
图1  HCV基因组结构
C：核衣壳；E1/E2：包膜糖蛋白；P7：离子通道；NS2：自身蛋白酶；NS3：丝氨酸蛋白酶（N端1/3）、解旋酶（C端2/3）；NS4A：丝氨酸蛋白酶辅助因子；NS4B：膜整合蛋白；NS5A：调节病毒复制和组装的因子；NS5B：RNA依赖的RNA聚合酶
HCV感染宿主肝细胞后经过病毒颗粒入胞、基因组翻译、RNA 复制以及成熟病毒颗粒的组装和释放完成整个复制周期，具体为：HCV附着于肝细胞表面并与相关受体结合，通过内吞作用进入细胞并被转运到胞内体；胞内体的低PH 环境促使HCV包膜与胞内体膜融合，触发了HCV RNA的脱壳和释放；HCV RNA释放后由基因组中的IRES开始翻译生成前体蛋白，前体蛋白经蛋白酶切割为成熟的结构蛋白和非结构蛋白并与内质网膜紧密结合，其中NS3/4A、NS4B、NS5A和NS5B与病毒RNA及宿主细胞中参与复制的蛋白组装成复制复合体，在NS5B 聚合酶的催化下，以HCV正链RNA为模板启动负链RNA的合成，再以负链 RNA为模板合成大量的正链RNA；正链RNA和核心蛋白相接触并被包裹为核心颗粒，从内质网以出芽方式形成病毒颗粒，病毒颗粒经高尔基体由分泌途径出胞（图2）。HCV复制效率很高，每日复制的病毒颗粒可高达1012个拷贝。
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[bookmark: _Toc116400328][bookmark: _Toc116400460][bookmark: _Toc116400875]图2  HCV复制周期示意图
[bookmark: _Toc117801134][bookmark: _Toc117801193]
[bookmark: _Toc117801135]1.2  HCV的分型
依据HCV基因组序列的同源性和进化距离大小，HCV分为基因型和亚型，按照国际惯例以阿拉伯数字表示HCV基因型，以小写英文字母表示基因亚型，如1a、2b、3c等。HCV主要分为6个基因型，HCV基因型和亚型存在明显的地域分布差异。基因1-3型最普遍，呈全球性分布，其中1a和1b占所有HCV感染的60%以上。1型和2型主要流行于欧洲、美洲和亚洲；3型主要流行于南亚地区；4型主要流行于中非和中东地区；5型主要流行于南非；6型主要流行于东南亚地区。我国流行的HCV以1b和2a基因型较为常见，其中以1b型为主，约占60%以上；其次为2型、3型和6型，４型和５型非常少见。
[bookmark: _Toc147821481]2．HCV传播途径和致病机制 
HCV的传播途径主要有三种，即血液传播，性接触传播和母婴垂直传播，血液传播是最主要的传播途径。我国自1993年对献血员筛查HCV抗体，2015年开始对HCV抗体阴性的献血员实行HCV RNA筛查，目前通过输血或血液制品传播的现象较为少见。近年来我国HCV最主要的传播方式包括：使用被HCV污染的医疗器械进行侵袭性操作，以共享注射器具方式注射毒品等。HCV不会通过母乳、食品或水源传播，也不会通过与感染者拥抱、握手、共用餐具等方式传播。
研究认为HCV感染的致病机制主要分为两个方面，一是细胞免疫介导的肝脏免疫损伤，即HCV感染肝细胞后诱发人体免疫反应，淋巴细胞、自然杀伤细胞等免疫细胞攻击肝细胞造成肝脏病理损害；二是HCV感染的直接致病作用，HCV在肝细胞内复制干扰了肝细胞蛋白合成，引起肝细胞结构和功能改变，造成肝细胞变性和坏死，直接损害肝脏。
[bookmark: _Toc147821482]3．HCV感染分期和临床表现
HCV可引起急性或慢性感染。急性HCV感染者通常没有症状或症状轻微，约有30%（15–45%）的感染者不经任何治疗即可在感染6个月之内（其中多数在出现症状后的3个月内）自行清除病毒，这一比例因地区和人群而异。其余70%（55%–85%）的急性HCV感染者会进展到慢性HCV感染，即感染持续6个月以上。如果不经有效治疗，部分慢性丙型肝炎患者可进展为肝硬化和肝细胞肝癌。
3.1  急性丙型肝炎
约80%的急性HCV感染者在临床上通常表现为症状轻微或没有症状的亚临床感染。约20%-25％的患者表现为急性肝炎，通常为无黄疸型（约占75%），仅有不到1%的患者可发生急性肝衰竭。部分急性HCV感染者可能出现乏力、食欲减退、恶心、腹胀和右季肋部不适或疼痛、尿色深、粪便苍白、关节疼痛，少数可伴有低热和黄疸等症状。
3.2  慢性丙型肝炎
慢性丙型肝炎患者大多数无症状或仅有轻微症状，最常见的表现是乏力。部分患者有肝病面容、黄疸、肝掌、蜘蛛痣、以及轻度肝脾肿大。大多数慢性丙型肝炎患者的血清转氨酶（ALT）水平轻度升高，大约1/3的患者ALT 水平正常。
3.3  丙型肝炎肝硬化 　
慢性丙型肝炎患者中约5-15％可在20年内进展为肝硬化。代偿期肝硬化的定义是有肝硬化的病理或影像、内镜、生化及临床证据，但没有发生腹水、食管胃静脉曲张破裂出血或肝性脑病等严重并发症者。丙型肝炎肝硬化患者大多数无明显症状，或仅有乏力、腹胀、食欲降低等非特异症状；部分患者可见肝病面容、黄疸、肝掌、蜘蛛痣、腹壁静脉曲张。实验室检查可见不同程度血清氨基转移酶升高、胆红素升高、白蛋白降低和血小板减少。内镜检查可见食管胃静脉曲张。影像学检查可见肝脏缩小、表面不光滑、裂隙增宽，肝实质呈颗粒样或结节样，门静脉增宽、脾脏增大、门体侧枝循环形成；肝脏弹性测定显示硬度增加。代偿期肝硬化每年有3-4%进展为失代偿期肝硬化，其定义是肝硬化患者发生腹水、食管胃静脉曲张破裂出血、肝性脑病等严重并发症。
3.4  HCV相关肝细胞肝癌
绝大多数丙型肝炎所致的肝细胞肝癌（hepatocellular carcinoma，HCC）发生在肝硬化基础之上。在丙型肝炎肝硬化患者中，每年约有2%–4%可进展为HCC。其诊断主要靠影像学检查，甲胎蛋白及其他肿瘤标志物可作为辅助指标。
[bookmark: _Toc116400876][bookmark: _Toc117801136][bookmark: _Toc116400329][bookmark: _Toc116400461][bookmark: _Toc147821483]4．HCV感染检测标志物 
[bookmark: _Hlk148087847]HCV暴露后首先引起急性感染，即在暴露于HCV后6个月内出现HCV感染的标志物（先出现HCV RNA和HCV核心抗原p22，随后出现HCV抗体）。在无抗病毒治疗的情况下，一部分HCV感染者通常在感染后6个月内自发清除HCV感染（图3A），其余感染者因在6个月内未能清除病毒感染，转为慢性HCV感染，即慢性丙型肝炎（图3B）。感染过HCV后，HCV抗体可持续存在，但其并非中和抗体，不能提供持久保护。无论感染者是自发清除病毒，还是在抗病毒治疗后治愈，可再次被同种基因型或不同基因型的HCV感染。
在HCV暴露1-2周后可检测到HCV RNA，HCV RNA达到高峰（105~107 IU/mL）的时间略早于血清丙氨酸氨基转移酶（ALT）水平达到峰值和临床症状出现。以游离形式存在的HCV核心抗原p22与RNA水平呈正相关，使用灵敏的试剂也可较早被检测到。之后的6-10周可能仍无HCV抗体应答产生，这个时期被称作血清学检测“窗口期”，在此期间抗体无法被检测到。HCV感染检测标志物的动态变化如图3所示。
近年来的一些报告提示存在隐匿性HCV感染，即在没有任何血清学标记物的情况下检测到HCV RNA。隐匿性HCV感染可能是由于个体具有潜在的免疫抑制，例如艾滋病毒感染的人群。
[image: ]
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图3  HCV感染检测标志物的动态变化
（A） 自限性HCV感染；（B）慢性HCV感染

[bookmark: _Toc117801137][bookmark: _Toc147821484]5．HCV感染的治疗 
聚乙二醇干扰素-α（Peg-IFN-α）联合利巴韦林方案（PR）曾是治疗慢性丙型肝炎的标准抗病毒方案。其1年疗程的总体持续病毒学应答率（sustained virologic response，SVR）为60％左右，对HCV基因型1、4型疗效较差（SVR为44%～53%），对2、3型疗效较好（73％）。但是其副作用较大，而且不适用于失代偿期肝硬化患者，现临床上已经不再应用。
目前临床抗病毒治疗方案应用直接抗病毒药物（direct acting antiviral agents, DAAs）有效阻断HCV在肝内的复制。DAAs是一类小分子化合物，通过抑制HCV生命周期中特异性的蛋白或酶，例如HCV非结构蛋白NS3/4A、NS5A和NS5B等，发挥抗病毒作用。DAAs主要包括NS3/4A 蛋白酶抑制剂、NS5A 蛋白抑制剂和NS5B 聚合酶抑制剂等。NS3/4A 蛋白酶抑制剂类包括有：格拉瑞韦、格卡瑞韦、达诺瑞韦、伏西瑞韦等，NS5A 蛋白抑制剂包括有：达拉他韦、维帕他韦、可洛派韦、哌仑他韦、艾尔巴韦、来迪派韦、依米他韦、拉维达韦等，NS5B聚合酶抑制剂包括有索磷布韦等。世界卫生组织指南推荐的DAAs方案为：索磷布韦/维帕他韦、格卡瑞韦/哌仑他韦、索磷布韦联合达拉他韦，均是泛基因型方案。我国《丙型肝炎防治指南》（2022版）首先推荐泛基因型方案。根据药物的疗效、安全性以及可及性，我国推荐的泛基因型DAAs方案为：索磷布韦/维帕他韦、可洛派韦联合索磷布韦，泛基因型方案针对HCV各型均有效（不论是否有肝硬化，包括干扰素初治和经治）。针对HCV基因1b型的治疗，我国推荐的方案包括：艾尔巴韦/格拉瑞韦、来迪派韦/索磷布韦、依米他韦联合索磷布韦、达诺瑞韦/利托那韦联合拉维达韦及利巴韦林。95%以上的慢性丙型肝炎患者经过12周DAAs治疗后可获得SVR，获得SVR后可改善肝功能、逆转肝纤维化、降低肝硬化失代偿以及HCC的发生率，改善预后以及提高生活质量。
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本章介绍了用于HCV感染检测的全血、血清、血浆、干血斑等样品的采集和处理方法，适用于HCV抗体、抗原、核酸和基因型检测。样品采集按照试剂盒说明书及临床样品采集标准操作规程进行。样品采集后的保存、运输条件应参照不同检测系统对样品保存、运输的要求执行。
[bookmark: _Toc116400881][bookmark: _Toc116400334][bookmark: _Toc117801140][bookmark: _Toc116400466][bookmark: _Toc147821487]1．样品采集
[bookmark: _Toc117801141][bookmark: _Toc117801200]1.1  采样前准备
根据检测项目的具体要求，在样品采集前应制定详细的样本采集方案，比如确定采集样品的种类，保存及运输的时限和方法，确认样品储存条件。采样前应检查所需物品，比如采血用具、皮肤消毒用品、采血管和废弃物容器等是否已备齐，是否在有效期内。尤其关注受检者信息与样品容器表面的标记是否一致，并注明样品采集时间及唯一编码，保证检验样品的记录可追溯。
1.2  血液样品采集
采集血液样品宜选择适宜的室内（外）空间，患者取卧位或坐位，按照临床采血技术要求操作。
静脉血：静脉血采集按照卫生行业标准，消毒局部皮肤，用加有抗凝剂的真空采血管抽取适量静脉血，或用一次性注射器抽取静脉血转移至加有抗凝剂的试管中，轻轻颠倒混匀10-15次，以防止血液凝固。
末梢全血：将采血部位局部消毒后，采用无菌采血针穿刺取血，成人采血部位以左手无名指为宜，1岁及以下婴幼儿通常自拇指或足跟两侧采血，应该尽量避免从耳垂处取血。
干血斑：穿刺采集的末梢血或抽取的静脉血约50-100µl滴加在滤纸上，注意不要让血液滴落在其它物体表面造成污染。置50℃烘箱中干燥15分钟或在常温放置5小时以上，待血样干燥后即制成干血斑，包装好后送检。
血清：将采集的静脉血在室温自然放置1-2小时，待血液凝固和血块收缩后离心，即可得到血清。
血浆：将采集的抗凝静脉血进行离心即可分离得到血浆。用于核酸RNA检测的血浆样品，要求使用不含抗凝剂或含EDTA或ACD抗凝剂的无菌真空采血管及配套采血器静脉采血。如进行PCR检测，不能使用含肝素抗凝剂的采血管，避免PCR 反应受到抑制。
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2.1  样品接收
2.1.1  样品接收前应检查送检样品的完整性，运送是否符合要求，查看样品送检登记表填写情况，核对样品与化验单是否符合，检查样品管有无破损和溢漏、干血斑样品包装是否完整等情况。如发现溢漏应立即将尚存留的样品移出，对样品管和容器消毒。
2.1.2  查看样品的质量，如血液样品有无严重溶血、微生物污染、乳糜血、黄疸等，记录并明确样品状况对相应的检测是否造成影响。对于不合格样品，实验室需通知临床重新采集并进行记录。
2.1.3  及时登记有关参数，包括样品试管上的相关资料如受检者代号、试管编号、性别、年龄以及送检单位和送检日期等。
[bookmark: _Toc117801144][bookmark: _Toc117801203]2.2  样品保存
静脉血液标本采集后应及时送检，在4-6小时内完成送检及离心分离血清/血浆。用于HCV RNA检测的样品建议在4小时内送至实验室。
用于抗体或抗原检测的血清或血浆样品如在1周内进行检测，可存放于2-8℃。用于HCV RNA检测的血清或血浆样品如在72小时内进行检测，可存放于2-8℃。所有样品长期保存超过2周时，应置于-80℃保存。
[bookmark: _Toc117801204][bookmark: _Toc117801145]2.3  样品运输
2.3.1 全血样品在短时间可送达时，如10分钟左右，可在室温下运送；如需长途运输或气温较高时，需在2℃-10℃的冷藏条件下运送，固定冰点材料应放置在血液的最上层，并且不得与血液直接接触。运输全血时，不得使用-65℃或以下温度条件下制备的固定冰点材料或干冰。 
2.3.2 冻存的血清或血浆样品应使用-18℃或以下温度条件下制备的固定冰点材料或干冰在冰冻条件下运送。
2.3.3  样品运送必须有记录并符合生物安全要求。
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本章介绍了HCV抗体的检测方法、检测方法的选择和应用等。
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HCV抗体检测方法主要分为酶联免疫吸附试验、化学发光免疫分析试验、快速检测试验、和免疫印迹试验等。
1.1  酶联免疫吸附试验（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）
间接法酶联免疫吸附试验检测HCV抗体的基本原理是以HCV抗原包被固相载体，用辣根过氧化物酶标记的抗人IgG与被检样品中的HCV抗体反应，以邻苯二胺（OPD）或3，3’，5，5’—四甲基联苯胺（TMB）等底物显色后，利用酶标仪等仪器进行定性结果判断。其主要反应过程如下：加入经样品稀释液稀释的被检样品，样品中的HCV抗体与抗原结合，形成固相抗原抗体复合物；其他免疫球蛋白及样品中的杂质由于不能与固相抗原结合，在洗涤过程中被洗去；加酶标抗人IgG与固相复合物中的抗体结合；洗涤后，固相载体上的酶量相应显示特异性抗体的量；加底物显色后加入终止液，利用酶标仪等仪器分析结果。
双抗原夹心法酶联免疫吸附试验也应用于HCV抗体的检测，使用HCV抗原包被固相载体，加入生物素化HCV抗原与被检样品中HCV抗体的混合物进行反应，形成“包被抗原-抗体-生物素抗原”结构的免疫复合物，并结合在固相载体上。通过洗涤去除未结合的生物素抗原和抗体，再加入辣根过氧化物酶标记的亲和素，形成“包被抗原-抗体-生物素抗原-酶标记亲和素”结构的免疫复合物，加底物显色后加入终止液，利用酶标仪等仪器分析结果。
1.2  化学发光免疫分析试验（chemiluminescence 
immunoassay，CLIA）
化学发光免疫分析试验是将具有高灵敏度的化学发光测定技术与高特异性的免疫反应相结合，用于各种抗原、半抗原、抗体等的检测分析技术。HCV抗体的化学发光免疫分析试验与酶联免疫吸附试验原理相同，采用间接法或双抗原夹心法原理检测HCV抗体，通过自动化程度较高的化学发光仪分析结果。化学发光免疫分析试验根据不同的标记方法分为两种：
1.2.1  化学发光标记免疫分析试验：化学发光标记免疫分析试验又称化学发光免疫分析试验（CLIA），是一种用化学发光剂直接标记抗原或抗体的免疫分析方法。常用于标记的化学发光物质有吖啶酯类化合物—acridiniumester（AE），是有效的发光标记物，通过启动发光试剂而发光，强烈的直接发光可在一秒钟内完成，为快速的闪烁发光。吖啶酯作为标记物用于免疫分析，其化学反应简单、快速、无须催化剂。检测小分子抗原采用竞争法，检测大分子抗原则采用夹心法，非特异性结合少，本底低；与大分子的结合不会减小所产生的光量，从而增加灵敏度。
1.2.2  化学发光酶免疫分析试验：从标记免疫分析角度，化学发光酶免疫分析试验（chemiluminescent enzyme immunoassay，CLEIA）应属于酶免疫分析，只是反应的底物是发光剂，操作步骤与酶联免疫吸附试验完全相同。以酶标记抗原或抗体进行免疫反应，免疫反应复合物上的酶再作用于发光底物。该方法又分为如下三类：
1.2.2.1  HRP 标记的CLEIA：常用的底物为鲁米诺或其衍生物如异鲁米诺，是一类重要的发光试剂。鲁米诺的氧化反应在碱性缓冲液中进行，在过氧化物酶及活性氧（过氧化阴离子O2-，单线态氧O2，羟自由基OH-，过氧化氢H2O2）存在下生成激发态中间体，当其回到基态时发光，其波长为425nm。早期用鲁米诺直接标记抗原或抗体，但标记后发光强度降低而使灵敏度受到影响。近来用过氧化物酶标记抗体，进行免疫反应后利用鲁米诺作为发光底物，在过氧化物酶和起动发光试剂（NaOH2H2O2）作用下，鲁米诺发光，发光强度依赖于酶免疫反应物中酶的浓度。
1.2.2.2  增强发光酶免疫分析（enhanced luminescence enzyme immunoassay，ELEIA）：在发光系统中加入增强发光剂以增强发光信号，并在较长时间内保持稳定，便于重复测量，从而提高分析灵敏度和准确性。
1.2.2.3  ALP标记的CLEIA：所用底物为环1，22二氧乙烷衍生物，用于化学发光酶免分析底物而设计的分子结构中包含起稳定作用的基团—金刚烷基，其分子中发光基团为芳香基团和酶作用的基团，在酶及启动发光试剂作用下引起化学发光。
1.3  快速检测试验（rapid diagnostic tests，RDTs）
快速检测试验是一种简便的检测方法，可在30分钟内通过人工肉眼判读得到定性结果。快速检测试验主要使用免疫胶体金技术，主要分为以下两类：
1.3.1  免疫渗滤试验（immunofiltration test）：以硝酸纤维膜为载体，HCV抗原以点状固定在膜上，加待检样品。阳性结果在膜上抗原部位显示出有色斑点。有效试验的质控点必须显色。
1.3.2  免疫层析试验（immunochromatographic test）：以硝酸纤维膜为载体，HCV抗原以线状固定在膜上，待检样品沿着固相载体迁移，阳性结果在膜上抗原部位显示出有色条带。有效试验的质控线必须显色。
1.4  免疫印迹试验（western blot，WB）
免疫印迹试验一般将HCV的多种抗原成分喷涂在硝酸纤维薄膜条上，并设置了两种不同浓度的人IgG对照带和一条hSOD对照带，用于内部对照和结果判断。其诊断HCV感染的敏感性高、特异性强，可检测针对HCV不同抗原的抗体，且不需要特殊的仪器设备。但这类检测方法比其他血清学检测方法的成本更高，而且有较高比例的不确定结果。
1.5  HCV抗体抗原联合检测试验
近年来一类可以同时检测HCV抗体和核心抗原的HCV抗体抗原联合检测试验（包括酶免法及发光法）在国内外应用，我国也有产品获得了注册。HCV抗原和HCV抗体联检试验的原理是基于双抗体夹心法检测HCV核心抗原，或基于双抗原夹心法检测HCV抗体。
[bookmark: _Toc117801149][bookmark: _Toc147821492]2．HCV抗体检测方法的选择和应用
[bookmark: _Toc116400473][bookmark: _Toc287944527][bookmark: _Toc286701962][bookmark: _Toc116400888][bookmark: _Toc117801209][bookmark: _Toc287944295][bookmark: _Toc116400341][bookmark: _Toc117801150][bookmark: _Toc286701862]HCV抗体检测广泛应用于个体的筛查检测和临床诊断、献血员筛查和原料血浆筛查、流行病学监测等。酶联免疫吸附试验、化学发光试验和快速试验多用于HCV感染的血清学筛查检测，免疫印迹试验可用于确认血清学抗体筛查检测试验的阳性结果。基于抗体的检测不能用于诊断HCV现症感染。
在具备实验室检测条件或每天承担大量检测的情况下，建议采用基于实验室的检测方法，比如酶联免疫吸附试验和化学发光免疫分析试验，进行筛查检测，具有更高的成本效益。
快速检测试剂的操作简单、反应时间快（30分钟之内），可在检测当天获得结果。大多数快速检测试剂使用指尖血，可由经过培训的基层卫生工作人员操作。因此在不具备实验室检测条件的资源有限环境中或者外展检测中建议使用快速检测试剂，可以极大促进HCV检测的可及性，加强转介和减少感染者随访过程中的流失。与基于实验室的筛查检测试剂相比，HCV抗体的快速检测试剂具有可接受的敏感性和特异性。但快速检测试剂的局限性是一般不适用于检测大量血液样品，结果读取依赖于主观判断，原始检测结果不能永久保存等。
世界卫生组织在2021年提出HCV筛查检测可以由个体使用HCV抗体快速检测试剂进行自我检测。自我检测是个体为了解感染状况，在私密环境下自己收集样品进行测试并读取结果的过程。目前，丙型肝炎自我检测的应用经验还非常有限，但这是未来扩大检测的一种潜在的重要方法。
HCV抗体抗原联合检测主要用于HCV感染的筛查检测，因为HCV抗原可以比HCV抗体更早被检测到，加入抗原可以提高早期感染检测的敏感性，并缩短抗体检测试剂的检测窗口期，但不能区分既往感染和现症感染，也不能区分急性和慢性丙型肝炎病毒感染。
需要注意的是，仅进行抗体检测，可能出现假阳性或假阴性的结果。在一些自身免疫性疾病患者中，可出现HCV抗体检测结果的假阳性。如怀疑HCV抗体检测结果假阳性，可使用另一种抗体检测试剂再次检测确认抗体阳性结果。此外，在存在免疫功能抑制的患者中，比如存在艾滋病、恶性肿瘤化学治疗、造血干细胞移植、实体器官移植、血液透析、低γ-球蛋白血症、全身使用糖皮质激素等情况下，HCV抗体检测结果可能出现假阴性。对于近6个月内暴露于HCV的急性HCV感染者，也可出现HCV抗体检测结果的假阴性。如怀疑HCV抗体检测结果假阴性，应进行HCV核酸检测以确认感染情况。
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第四章  HCV核酸检测

[bookmark: _Toc117801153]本章介绍了HCV核酸检测的方法，检测方法的选择和应用等。
[bookmark: _Toc147821495]1．HCV核酸检测方法
[bookmark: _Toc116400891][bookmark: _Toc116400476][bookmark: _Toc116400344][bookmark: _Toc117801154]HCV核酸检测包括HCV RNA的定性检测和定量检测。目前商业化HCV RNA检测试剂的主要实验原理基于聚合酶链式反应（polymerase chain reaction, PCR）技术，在我国临床实验室以荧光定量PCR技术为主，其他检测技术原理还包括转录介导的扩增技术等。
1.1  实时荧光定量PCR技术
实时荧光定量PCR技术是在传统逆转录PCR（RT-PCR）基础上，应用结合荧光共振能量转移（fluorescence resonance energy transfer，FRET）原理设计不同的荧光探针，对扩增核酸片段进行定量检测。主要包括三个步骤：① 提取样品中的HCV RNA；②对提取的HCV RNA进行逆转录和PCR扩增；③实时荧光检测PCR扩增产物。
1.2  转录介导的扩增技术（transcription-mediated amplification，TMA）
TMA的原理是利用MMLV逆转录酶和T7 RNA聚合酶的共同作用，在恒温条件下扩增RNA。TMA使用的引物含有T7 RNA聚合酶结合位点，使得反转录合成的cDNA可以作为T7 RNA聚合酶的模板，在T7 RNA聚合酶的作用下合成大量的RNA拷贝。扩增出来的RNA重新进入TMA循环，成为下一轮复制的模板。TMA优点包括特异性强、灵敏度高、检测用时较短、反应条件简单、扩增在恒温进行，无需专门的热循环仪器。
[bookmark: _Toc147821496]2．HCV核酸检测方法的选择和应用
HCV核酸定性检测能够快速和灵敏地检测出病毒核酸，可应用于临床诊断和献血员筛查。HCV核酸定量检测可应用于临床诊断及治疗效果评估。目前，HCV核酸定量检测试剂的最低定量限可以达到15 IU/mL, 与核酸定性检测试剂的最低检测限相近。
2.1  HCV感染诊断
对于成年人和18月龄以上儿童、青少年，如果血清学筛查检测结果为阳性，HCV RNA的定性和定量检测均可作为确认病毒感染的首选策略。对HCV感染高风险人群，或者近期有明确流行病学史、临床表现呈急性丙型肝炎特征且排除免疫抑制状态的个体，若血清学筛查检测为阴性，也可直接进行HCV RNA检测，以及时发现急性期感染和窗口期感染。
HCV感染者自愈或经过治疗清除病毒后，虽然HCV抗体可以长期在体内存在并被检测到，但没有保护效果，个体仍可再次被HCV感染。对于曾经感染过HCV的个体，如果怀疑自己再次感染了HCV，需要进行HCV RNA检测以确认再次感染。 
HCV感染的母婴传播率约为5%，约25%至50%的HCV感染儿童可在4岁前自愈。由于母体的HCV抗体可以通过胎盘进入胎儿体内并可存在18个月，18月龄以下儿童的HCV抗体阳性并不一定代表HCV感染。对于18月龄以下儿童，HCV感染只能通过HCV RNA检测进行确认。新生儿如在母亲分娩时发生HCV感染，在出生后1-2周可在血清中检测到HCV RNA。由于对2个月至6个月的HCV暴露儿童进行HCV RNA检测能得到可靠的阳性和阴性结果，并且与18个月时的最终检测结果相关，美国肝病协会（AASLD）在2021年发布的指南中建议最早可在2个月时进行HCV RNA检测。我国丙型肝炎诊断行标建议6个月后复查HCV RNA仍为阳性者，可确诊为慢性HCV感染。
近年来，HCV核酸即时检测（point-of-care testing，POCT）商业化试剂的发展扩大了HCV感染检测服务可及性，特别是在社区可以诊断HCV现症感染以及监测治疗效果。POCT能够在现场环境中进行实验室定性和定量核酸检测，可避免样品长途运输导致的质量下降，并且比基于实验室的核酸检测方法更加容易使用。POCT核酸检测通常可在1-2小时内提供结果。HCV抗体快速检测可与HCV RNA即时检测联合使用，在当天诊断HCV现症感染。
2.2  血液筛查
HCV RNA定性检测可用于血液筛查。采用单份样品或多样品集合的方法，对采供血机构的献血员血液及单采血浆站的原料血浆进行核酸检测，降低输血残余危险度。
2.3  抗病毒治疗监测及疗效评估
检测HCV病毒血症对评估治疗效果很重要。在引入治疗性口服DAAs治疗方案之前，基于干扰素（IFN）的治疗方案需要在治疗过程中频繁监测HCV病毒载量水平，以决定是否应该停止治疗，或缩短治疗时间。此前，这些检测包括在治疗第4周检测病毒载量以帮助预测治疗的效果，然后在第12周再次检测病毒载量以监测早期病毒反应（EVR），最后在治疗完成后的第12和24周通过检测病毒载量评价治愈效果（即持续病毒学应答SVR12或SVR24）。
[bookmark: _Toc116400348][bookmark: _Toc116400480][bookmark: _Toc116400895][bookmark: _Toc117801157]引入新的DAAs治疗方案后，已不再进行这些系列检测，因为病毒突破的几率相对较低，而且病毒载量下降的速度与SVR无关。大多数接受DAAs治疗的人，在开始治疗4周后就无法检测到病毒载量。对于所有基于DAA治疗方案的临床研究，治疗后12周采用高灵敏核酸检测方法（检测下限低于15 IU/mL）检测不到HCV RNA是评估治疗结果和治愈的终点（SVR12）。如果SVR12无法实现，可以考虑以治疗后24周作为替代的SVR时间点（SVR24）评估治愈。HCV RNA的定性或定量检测均可用于在抗病毒治疗结束后的12周或24周评估治愈情况。HCV RNA定量检测还可应用于基线病毒载量检测以及判断抗病毒治疗疗效，指导抗病毒治疗方案。HCV RNA的POCT检测可用于在就诊当天及时评估治愈情况。
2.4 应用于干血斑样品的检测
一些HCV核酸检测试剂可以对干血斑（dried blood spot, DBS）样品进行检测，检测结果与血清、血浆样品的检测结果相近。因此，在基础设施不足或无法及时运送样品到核酸检测实验室的地区，可使用干血斑样本进行HCV核酸检测。
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本章介绍了HCV抗原检测的方法、检测方法的选择和应用等。
[bookmark: _Toc147821499]1．HCV抗原检测方法
[bookmark: _Toc117801160]HCV核心抗原（HCV cAg）p22是HCV的一种核衣壳多肽，在病毒组装过程中释放到血浆中，可以在HCV感染早期和整个HCV感染过程中检测到。已有的商业化检测试剂可用于HCV核心抗原的独立检测。
1.1  基于酶联免疫法的HCV抗原检测
抗原检测ELISA试剂采用双抗体夹心法定性或定量检测样品中游离的HCV核心抗原或总核心抗原（包括游离核心抗原和核心抗原-抗体复合物）。其基本实验原理是：以核心抗原免疫小鼠后获得的HCV核心抗原单克隆抗体作为固相包被物，用与固相包被物有不同抗原决定簇的HCV核心抗原单克隆抗体作为辣根过氧化物酶标记物，与样品中游离的或总的HCV核心抗原反应，通过OPD显色进行定性或定量测定。
大部分HCV抗原检测试剂检测的是样品中游离核心抗原以及和HCV抗体结合的核心抗原，因此在进行检测之前需要加入尿素、盐酸及去垢剂等，以解离样品中的核心抗原-抗体免疫复合物。其它操作程序与一般的ELISA或发光技术操作基本相同，即：加入待测样品孵育后，洗去未结合的成分；加入酶标记或发光物质标记的核心抗原二抗，孵育后显色，再加入终止液终止显色；用酶标仪计读取S/CO值进行阴性和阳性反应的判断。
将HCV抗原的标准物质稀释成不同浓度的系列标准，还可进行HCV抗原的定量检测。以横坐标为HCV抗原浓度（pg/ml），纵坐标为OD值，绘制出标准曲线。检测得到待测样品的OD值后，通过标准曲线计算抗原浓度。如果待测样品的OD值超出标准曲线上最高抗原浓度的OD值，则需用阴性血清或血浆将样品稀释后再进行检测。
1.2  基于化学发光法的HCV抗原检测
化学发光法应用于HCV抗原检测，其原理与ELISA方法相同，微粒子作为固相载体使用增强了试剂的检测灵敏度，通过预激发液和激发液产生化学发光反应，测量的相对发光单位（RLU）与样品中HCV核心抗原成正比，通过四参数Logistic曲线拟合定量检测，具有线性范围较广的优势。高敏感的试剂对检测样品也提出严格要求，不能使用热灭活样品、严重溶血样品、受微生物污染的样品，含纤维蛋白、红细胞或其他颗粒物质血清和血浆样品需离心处理，尸体样品或除人血清和血浆之外的其他体液样品的检测尚不明确。
[bookmark: _Toc147821500]2．HCV抗原检测方法的选择和应用
[bookmark: _Toc287944532][bookmark: _Toc116400484][bookmark: _Toc287944300][bookmark: _Toc286701967][bookmark: _Toc116400899][bookmark: _Toc116400352][bookmark: _Toc117801220][bookmark: _Toc286701867][bookmark: _Toc117801161]2.1  作为HCV RNA检测的替代方法用于诊断HCV现症感染
在无法进行核酸检测时，可以考虑选择与核酸检测技术具有相似临床敏感性的HCV核心抗原检测作为替代方法，用于诊断HCV现症感染。因为HCV核心抗原检测可以利用现有的血清学检测平台，检测HCV核心抗原的血清学方法比核酸检测具有更低的成本，更适于在基层检测实验室使用。
尽管HCV核心抗原检测试剂的灵敏度不如HCV 核酸检测，一些性能良好的HCV核心抗原检测试剂具有较高灵敏度，有研究显示最灵敏的HCV核心抗原检测试剂的检测限为3 fmol/L或0.06 pg/mL，相当于HCV核酸检测限约1000-3000 IU/mL，可检测出95%以上的慢性HCV感染，但阴性的结果并不能排除HCV现症感染的可能。有荟萃研究显示当病毒载量超过3000 IU/mL时，HCV核心抗原和HCV RNA之间存在高度相关性。但有研究显示不同HCV核心抗原检测试剂的灵敏度和特异性存在较大差异。
2.2  急性丙型肝炎的辅助诊断
HCV核心抗原检测还可应用于HCV血清阳转前的早期急性丙型肝炎辅助诊断，尤其有助于检测处于窗口期的HCV感染者。
2.3  其他潜在的应用
HCV核心抗原检测可用于HCV阳性母亲所生婴儿是否罹患丙型肝炎的辅助诊断。关于HCV核心抗原检测是否可以替代HCV RNA检测用作评估HCV抗病毒治疗效果和评估治愈的工具，仍然存在争议，主要由于HCV核心抗原作为治疗评估工具的研究结果有限，比如DAAs治疗后HCV核心抗原的动力学，以及使用HCV核心抗原监测DAAs方案治愈效果的最佳检测时间点仍不明确等。
由于HCV核心抗原检测比HCV抗体出现得早（在HCV RNA出现后1-2天），未来HCV核心抗原检测也有可能被应用于筛查检测，但有研究显示这种策略只有在发病率非常高的情况下才具有成本效益。在免疫受损或先天性免疫缺陷群体如HIV感染者、长期透析的肾病患者、器官移植患者或先天性免疫功能缺陷患者等HCV感染者中由于抗体的生成可能受到影响，可使用HCV抗原进行筛查。 
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第六章  HCV感染检测流程

本章介绍了丙型肝炎病毒感染在个体诊断、血液筛查、和流行病学监测等应用中的检测流程、结果报告、和结果解释。检测试剂应为国家药品监督管理局注册的产品。
[bookmark: _Toc117801164][bookmark: _Toc147821503]1．个体诊断相关检测流程及结果报告
1.1  成人、青少年和大于18月龄儿童的HCV感染检测
1.1.1 常规检测流程
HCV感染的筛查检测使用HCV抗体检测。首选基于实验室的抗体检测方法，在实验室基础设施和检测条件有限的环境中，或者在通过快速检测可促进后续治疗的人群中，建议进行快速检测。如HCV抗体检测结果为阴性，报告“HCV抗体阴性”。如检测结果为阳性，报告“HCV抗体阳性”，应进一步进行HCV核酸检测。
HCV核酸检测可使用HCV RNA定性或定量检测。如HCV RNA定性或定量检测结果为阳性，报告“HCV RNA阳性”，表明具有HCV现症感染。如检测结果为阴性，报告“HCV RNA阴性”，表明HCV非现症感染。若受检者在近6个月内具有HCV暴露、出现临床症状、或出现生化指标异常等临床感染证据，须重新采样检测HCV RNA或追踪观察。当HCV RNA检测不可及时，也可使用HCV抗原检测，高灵敏的HCV抗原检测可以替代HCV RNA用于诊断急性或慢性HCV感染。
对于HCV感染高风险人群，应考虑自愈或经治疗病毒清除后再次感染HCV的可能性，建议定期检测HCV RNA。具有持续高风险行为的注射吸毒人群，建议至少每年检测一次HCV RNA。
HCV抗体检测
阳性
HCV RNA定性或定量检测***
阴性 
阳性
阴性
报告HCV RNA阳性
报告HCV RNA阴性****
报告HCV抗体阴性*
报告HCV抗体阳性**
HCV现症感染
HCV非现症感染


图4  HCV常规检测流程
*：对过去6个月内可能有HCV暴露的个体，建议进行HCV RNA检测或后续随访检测HCV抗体。对于免疫功能缺陷的个体，可以考虑进行HCV RNA检测。
**：若怀疑抗体检测假阳性，可使用另一种HCV抗体检测方法进行检测。
***：HCV RNA检测可使用基于实验室的核酸检测，也可使用即时核酸检测。当无法进行HCV RNA检测时，也可使用HCV抗原检测。
**** ：对过去6个月内可能有HCV暴露的个体，或者有HCV感染的临床证据，或者担心样本质量有问题，可以重复进行HCV RNA检测或追踪观察。
1.1.2 触发检测（reflex test）流程
为加快HCV感染的诊断，迅速启动治疗，世界卫生组织最新推荐在HCV抗体检测阳性后立即进行HCV RNA检测，称作触发检测流程。触发检测流程的特点是个体通过一次临床就诊就可完成HCV感染诊断，分为基于实验室的触发检测流程和基于基层诊所的触发检测流程。
（1）基于实验室的触发检测流程:个体需要进行一次临床就诊和一次采血。如果实验室进行HCV抗体检测结果为阳性，即使用剩余样本（或采血后分装的样本）自动进行后续HCV RNA或HCV抗原检测。如果HCV抗体检测结果为阳性，同时返回HCV RNA或HCV抗原检测结果，不需要进一步的随访或采血。
（2）基于基层诊所的触发检测流程:个体需要进行一次临床就诊和两次采血。基层诊所首先采集末梢全血样本进行HCV抗体快检，如检测结果为阳性（通常需要等待约15分钟），即进行第二次采血（静脉血或末梢全血）。第二份血样可以送到实验室进行HCV RNA或HCV抗原检测，也可在基层诊所进行HCV RNA即时核酸检测。
1.1.3 检测结果解释
表1  检测结果解释和进一步行动
	检测结果
	结果解释
	进一步行动

	HCV抗体阳性
	提示HCV现症感染或既往感染
	· 应进一步检测HCV RNA确定感染状态。
· 如果怀疑HCV抗体假阳性，可选用另一种抗体检测试剂进行检测。

	HCV抗体阴性
	没有HCV感染的
血清学证据
	· 报告“HCV抗体阴性”，无需采取进一步行动。
· 如果怀疑受试者最近暴露于HCV或受试者免疫功能缺陷，应进一步进行HCV RNA检测*。

	HCV抗体阳性
HCV RNA阳性
	HCV现症感染
	· 提供咨询和治疗护理服务†。

	HCV抗体阳性
HCV RNA阴性
	提示HCV非现症感染或治疗后HCV清除
	· 大多数情况下无需进一步行动，某些情况下可后续进行HCV RNA检测‡。
· 如果怀疑HCV抗体假阳性，可选用另一种抗体检测试剂进行检测。

	HCV抗体阴性
HCV RNA阳性
	急性期感染或各种原因导致免疫功能不全的HCV感染者
	· 提供咨询和治疗护理服务。

	HCV抗体阴性
HCV RNA阴性
	未感染HCV
	· 无需采取进一步行动。



*：	当无法进行HCV RNA检测时，如受试者没有免疫功能缺陷，也可后续随访检测HCV抗体观察是否出现血清学阳转。
†：	建议在启动抗病毒治疗之前重新采血检测HCV RNA以确认HCV RNA阳性。
‡：	怀疑受试者在过去6个月内暴露于HCV，或有HCV感染的临床证据，或怀疑检测样本的处理和保存等导致质量问题。
1.2  18月龄以下儿童的HCV感染检测
在婴儿出生2-6个月期间进行HCV RNA检测，如检测结果为阴性，报告“HCV RNA阴性”，表明没有HCV感染。如检测结果为阳性，报告“HCV RNA阳性”，表明具有HCV感染。在出生6个月后再进行一次HCV RNA检测，若此次仍检出HCV RNA，表明为慢性HCV感染；若此次未检出HCV RNA，随访至18月龄，按HCV常规检测流程进行检测。
[bookmark: _Toc117801165][bookmark: _Toc147821504]2．血液筛查相关检测流程及结果报告
对献血者捐献血液进行HCV感染筛查的流程，依据现行版《血站技术操作规程》的相关规定执行。对供血浆者进行HCV感染筛查流程依据现行版《单采血浆站技术操作规程》的相关规定执行。HCV血液筛查应至少采用抗体和核酸检测试剂各进行1次检测。
2.1  HCV血液筛查的抗体筛查检测流程
[bookmark: _Hlk137020930]如果检测样品的初次HCV抗体检测结果无反应，报告HCV抗体检测合格；如果检测样品的初次HCV抗体结果有反应，后续可采取两种处理方案（图5）： 
方案 1：以同一试验对原血样做双孔复检。
方案 2：不做重复试验，初次血清学试验结论即为检测最终结论。
HCV抗体检测
无反应
反应性
方案2
方案1
均无反应
至少一个孔有反应
报告HCV抗体检测合格
报告HCV抗体检测不合格
图5  HCV血液筛查的抗体筛查检测流程














2.2  HCV血液筛查的核酸检测流程
HCV血液筛查的核酸检测流程分为单人份联合检测和混样分项检测两种方案（图6）。 
单人份HBV/HCV/HIV核酸联合检测: 检测结果无反应，报告血液核酸检测合格；检测结果有反应，报告血液核酸检测不合格，并同时对核酸检测不合格的样品进行 HBV、HCV、HIV 鉴别检测。
混合样品的HBV/HCV/HIV核酸分项检测：检测结果无反应，报告血液核酸检测合格；检测结果有反应，应拆分为单人份样品进行分项检测。
HCV核酸检测
单人份联合检测
反应性
鉴别检测
HCV 核酸反应性
HCV核酸非反应性
无反应
混样分项检测
反应性
拆分检测
反应性
报告HCV核酸检测不合格
报告血液核酸检测不合格
无反应
报告血液HCV核酸检测合格
图6  HCV血液筛查的核酸检测流程









 







2.3  结合HCV血清学与核酸检测结果的判定流程
结合HCV血清学检测和核酸检测判定血筛结果的流程有两种，HCV血清学与核酸顺序检测结果判定流程和HCV血清学与核酸并行检测结果判定流程（图7）。
HCV血清学检测
HCV血清学与核酸并行检测结果判定流程
血清学检测合格
核酸检测合格
报告HCV血液检测
合格
血清学检测合格/不合格
核酸检测不合格
核酸检测合格/不合格
血清学检测不合格
报告HCV血液检测
不合格
HCV血清学与核酸顺序
检测结果判定流程
血清学检测
不合格
血清学检测
合格
核酸检测
核酸检测
不合格
核酸检测
合格
图7  HCV血液筛查的血清学与核酸顺序检测和并行检测流程

HCV血清学检测和核酸检测
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3．流行病学调查相关检测流程及结果报告 
匿名无关联HCV感染流行病学监测的检测流程包括初检和复检（图8）。先用一种ELISA抗体检测试剂进行初检，如无反应，报告“HCV抗体阴性”，不再进行复检试验；如有反应，进入复检。使用第二种ELISA抗体检测试剂进行复检，如无反应，报告“HCV抗体阴性”；如有反应，报告“HCV抗体阳性”。
匿名关联的HCV感染流行病学监测采用HCV常规检测流程（图4）。
初检
无反应
反应性
复检
反应性
报告HCV抗体阳性
无反应
报告HCV抗体阴性
图8  HCV感染流行病学调查相关的检测流程
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[bookmark: _Toc117801168][bookmark: _Toc147821507]第七章  HCV基因序列分析

[bookmark: _Toc116400363][bookmark: _Toc116400495][bookmark: _Toc117801173][bookmark: _Toc116400910]本章介绍了HCV的基因序列分析方法，以及在基因分型、耐药检测、和分子溯源中的应用。HCV基因分型常用于流行病学研究，另外在接受治疗前进行HCV分型检测可用于指导临床治疗。HCV耐药检测用于了解病毒的耐药特性，指导合理的药物治疗方案。基于HCV基因序列的分子溯源可用于HCV感染暴发调查、职业暴露感染鉴定和医源性感染调查等。
[bookmark: _Toc147821508]1．HCV基因分型检测方法和应用
HCV基因分型检测包括基因型和基因亚型检测，广泛应用的分型检测方法包括操作简便的特异性探针杂交法和结果可靠的基因测序法。
1.1  特异性探针杂交法
对HCV的NS5、Core和E1等基因区进行特异性探针的互补杂交检测是HCV基因分型的最常用方法。基于特异性探针杂交检测的方法包括反向线性探针杂交法（line probe hybridization,  LiPA）、PCR荧光探针法、PCR反向点杂交法（polymerase chain reaction-reverse dot blot, PCR-RDB）等。目前已有多种基于特异性探针杂交法的商品化HCV基因分型检测试剂盒获得国家药品监督管理局注册。在临床进行HCV基因分型时，建议使用已获批的商品化HCV基因分型检测试剂盒并严格按照试剂说明书操作及解释。
1.2  基因测序法
目前，基因测序方法仍是鉴定HCV基因型/亚型的金标准。在不同基因型和亚型间，NS5B、Core和E1区的核苷酸序列异质性较大，常作为基于基因测序分型的靶区。通过套式RT-PCR扩增方法对NS5B、Core和E1区的一个或多个基因片段进行扩增，对扩增的基因片段进行测序，分析基因序列的系统进化距离判断基因型别。在HCV基因分型不明确、需要进行病毒重组鉴定、以及了解病毒基因进化史和研究病毒致病性等情况下，可对HCV全长基因序列（或近全长基因序列）进行测序分析。
（1）在采用实验室自建的HCV基因分型方法时，建议选择两个及以上的基因区域（如NS5B和Core）进行RT-PCR扩增和测序分型检测。推荐使用国内外文献中已报道的基因扩增引物。
（2）推荐的基因序列编辑软件包括：BioEdit、CLUSTAL X和Sequencher等。
（3）推荐的HCV基因分型工具包括以下数据库分析网站：
A. https://hcv.lanl.gov/content/sequence/HCV/ToolsOutline.html 
B. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
C. ttps://www.genomedetective.com/app/typingtool/hcv
D. http://dbpartners.stanford.edu/RegaSubtyping/html/indexhcv.html
E. https://hcv.geno2pheno.org 
（4）推荐的系统进化树分析软件包括：MEGA、Phylip、PhyML、FastTree，MrBayes和BEAST等。
（5）可使用贝叶斯分子进化分析方法进行贝叶斯合并模型分析，以重建 HCV 基因型或基因亚型的流行史，推荐的分析网站如：https://www.beast2.org。
目前已有基于基因测序法的商品化HCV基因分型检测试剂盒获得国家药品监督管理局注册。在实际防控工作中，可以根据具体需求将商品化检测试剂盒和实验室自建方法联合使用。
1.3  HCV基因分型检测的应用
目前优先推荐的无干扰素的泛基因型DAAs方案对多种主要基因型和基因亚型的HCV感染者都能达到90%以上的SVR，在启动治疗前可无需进行HCV基因分型检测。但是，目前无干扰素的泛基因型方案并不是全基因型方案，对一些未经过临床试验或已有临床试验未获得90%以上SVR的少见基因型或基因亚型以及一些特殊HCV感染者可能并不适用。并且HCV基因型和基因亚型的鉴定有助于了解影响治疗应答率的病毒学危险因素，从而指导临床制定更加科学有效的治疗方案。因此《丙型肝炎防治指南（2022年版）》建议在一段时间内仍然推荐基因型特异性方案用于临床，主要考虑其在中国的可负担性优于泛基因型方案，以及一些特殊人群（如肾损伤、失代偿期肝硬化、或过去丙型肝炎治疗不成功的患者）。如采用基因型特异性DAAs方案，需要先检测基因型和基因亚型。此外，由于基因3型在各型别中较难治，在基因3b亚型流行率高于5%的地区，需要进行基因分型检测。
此外，HCV基因分型检测在流行病学调查尤其是对聚集性爆发传播的疫情监测有着重要的意义，基于HCV基因分型的分子流行病学研究可以从基因分子水平阐明疾病传播关系及其流行趋势，有助于采取针对性的防治策略和措施。
[bookmark: _Toc147821509]2．HCV耐药检测方法和应用
直接抗病毒药物DAAs通过抑制HCV生命周期中特异性的蛋白或酶，阻断HCV肝内复制，进而发挥抗病毒作用，其主要作用的靶位是HCV非结构蛋白NS3/4A、NS5A和NS5B（图9）。DAAs发展初期，由于HCV缺乏相关药物的选择压力，HCV耐药相关替代（resistance associated substitution, RASs）主要与HCV的天然多态性有关。对感染不同基因型的HCV感染者，相同方案治疗效果的差异可能与基因型特异性的RASs有关，RASs可能影响DAAs治疗的敏感性，进而导致治疗过程中出现病毒学突破或者复发。

[image: 图1：HCV基因组结构及DAA耐药机制_01]
图9  DAAs耐药机制和常见RASs位点

2.1  HCV耐药检测方法
HCV耐药检测方法分为表型耐药检测和基因型耐药检测。表型耐药检测作为HCV耐药检测的金标准，对解释耐药突变模式具有重要作用，但因检测操作复杂且耗时耗力，仅用于药物研发等相关研究。目前HCV耐药检测和监测工作中最常用的是基于NS3/4A、NS5A、NS5B区进行测序的基因型耐药检测，通过套式RT-PCR扩增和基因测序，并将测得序列与参考序列（HCV标准株AF009606）进行比对，判断是否存在RASs。
近年来，基因测序技术的快速进展有力推动了耐药检测技术发展。第一代Sanger测序技术由于操作简单、准确性高，一直是HCV耐药检测的主要技术平台。二代测序技术（next generation sequencing，NGS）可提供更多的序列数据信息，发现新的变异位点，包括一些少见的突变形式及突变的确切类型。若使用NGS技术，建议使用15%阈值解释突变，较低频率的RASs对SVR影响较小。
2.2  HCV耐药检测的应用
对于未经治疗的丙型肝炎患者，HCV耐药检测结果可以指导部分DAAs治疗方案的制定和优化，对于提高治愈率和减少治疗失败率具有一定的临床意义。但是，HCV RASs与现在指南推荐治疗方案的疗效关系不大。目前使用的泛基因型DAAs治疗方案不推荐在治疗前进行HCV RASs检测。
[bookmark: _Hlk136592695]对于治疗失败的丙型肝炎患者，HCV耐药检测结果可以帮助判断病毒是否发生耐药、现行治疗方案是否需要调整及合理用药。对于治疗失败的丙型肝炎患者，还可以结合治疗前和复发后的HCV RASs，动态监测HCV RASs的动态变化。针对DAAs治疗失败的患者，建议首选索磷布韦/维帕他韦/伏西瑞韦，HCV RASs对再次选择DAAs治疗方案影响较小。
[bookmark: _Toc147821510]3．HCV分子溯源检测方法和应用
HCV具有高度变异性，在感染者体内同时存在着多个在遗传上相关联但又有差异的准种。在传播过程中，HCV以多个准种“混合感染”的形式输入新个体。随着感染时间、药物史、免疫系统压力等因素的综合作用，感染者体内的HCV基因序列和准种群构成会发生改变。具有传播关系的HCV感染者所携带准种群的基因序列之间具有较高遗传相似性。
3.1  HCV分子溯源检测方法
HCV分子溯源检测方法的基本原理是：对疑似有传播关系的HCV感染者，利用分子生物学技术，获得每个感染者体内多个准种的高可变区基因序列，进行系统进化分析。若某两个或多个感染者之间的HCV基因序列具有较近的遗传进化距离，则提示这些感染者之间存在传播关系。
获得感染者体内多个准种的高可变区基因序列的检测方法主要有以下四种：①巢式PCR产物克隆后测序。优点是可以同时识别优势和弱势毒株；缺点是在PCR扩增中可能出现碱基错配，交叉污染风险较大，操作较繁琐。②终点有限稀释巢式PCR产物测序。优点是克服了PCR扩增中可能存在的碱基错配；缺点是工作量大，操作繁琐。③终点有限稀释荧光定量PCR产物测序。优点是不需要PCR后的电泳步骤，减少交叉污染；可通过高分辨率熔解曲线分析对扩增产物进行选择性测序，减少因重复测序引起的浪费；缺点是工作量较大，操作繁琐。④巢式PCR产物NGS测序。优点是通量高，操作相对简便，成本较低；缺点是在PCR扩增中可能出现碱基错配，数据处理技术要求较高。综合考虑，目前巢式PCR产物NGS测序方法的实用价值较大。
3.2  HCV分子溯源检测的应用
HCV分子溯源检测可应用于丙型肝炎疫情爆发调查、HCV职业暴露感染调查和医源性感染调查等。分子溯源检测的工作流程大致如下：①根据流行病学调查结果确定病例和对照样品；②鉴定样品中HCV的基因型/亚型，基因型/亚型不同的感染者之间即可排除传播关系，而基因型/亚型相同的感染者需进一步进行准种分析；③对高可变区基因序列进行扩增和测序；④进行生物信息学分析，包括计算基因距离、构建系统进化树等，确定不同感染者体内病毒的遗传进化距离；⑤结合流行病学调查资料，推断传播关系。
在丙型肝炎疫情爆发调查、HCV职业暴露感染调查和医源性感染调查中，HCV分子溯源检测使用较多的靶基因片段为E2区的HVR1。也有使用其他基因区（如Core/E1、NS3/4A、NS5A、NS5B）片段的，两个基因区片段的分析和相互验证可以提高结果的可靠性，NGS测序在同步进行多个基因区片段检测时具有独特的优势。
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[bookmark: _Toc147821512]第八章  HCV细胞培养和中和抗体检测

本章介绍了丙型肝炎病毒的细胞培养方法和病毒滴定方法，以及检测HCV中和抗体等应用。病毒的体外细胞培养是病毒检测的一个重要手段。由于病毒在细胞中经过了培养扩增，与直接检测临床样品相比，无论对病毒蛋白还是核酸成分的检测灵敏度均会提高。目前已有多种针对HCV的细胞培养模型，如复制子模型，假病毒感染模型和真病毒细胞感染模型。这些体外细胞培养模型对于HCV的病毒学研究、抗HCV中和抗体检测、抗病毒药物和疫苗研发等应用提供了重要的工具。但是由于临床样品来源的HCV在体外细胞上的感染效率较低，目前细胞培养模型在丙型肝炎的临床检测应用中还比较有限。
[bookmark: _Toc147821513]1．HCV细胞培养方法
1.1  丙型肝炎病毒的体外细胞培养模型
1.1.1  HCV复制子模型
HCV复制子模型分为亚基因组复制子和全基因组复制子模型。其特点是在HCV基因组里插入一个药物抗性筛选标记，通过药物筛选来获得一个能稳定复制HCV RNA基因组的细胞系。HCV复制子模型是研究HCV基因组复制机制及靶向HCV复制的药物研发的重要工具，也是研究HCV针对DAA药物耐药突变的关键工具。
1.1.2  HCV的假病毒感染模型
HCV假病毒（HCV pseudotyped particles，HCVpp）是由HCV的包膜蛋白包装其它病毒基因组（如HIV或其它逆转录病毒）形成的嵌合病毒：病毒的外部由HCV的包膜蛋白E1和E2组成，而病毒的内部由其它病毒组成。HCVpp能特异性地感染肝细胞，是研究HCV侵入宿主细胞的重要工具，也可用于检测HCV中和抗体。
1.1.3  HCV的细胞感染模型
HCV的细胞感染模型（cell culture-derived HCV，HCVcc）来源于从爆发性丙型肝炎患者体内分离得到的一个2a基因型的HCV病毒株JFH-1，当转染JFH-1全长基因组RNA到肝癌细胞系（Huh-7）后，可以产生有感染性的病毒颗粒，而且产生的病毒能够稳定传代和扩增繁殖。HCVcc能够再现包括病毒进入、复制、组装、释放在内的病毒感染周期全过程以及从单个病毒接种到感染所有细胞的病毒增殖过程。使用干扰素信号通路缺陷型的Huh-7衍生细胞系（Huh-7.5.1或Huh-7.5）时，HCVcc的滴度最高可达106感染单位/毫升（IU/ml）。HCVcc一般较为稳定，分装后可在–80°C 下保存至少 1 年以上。由其它基因型毒株（包括1a，1b，2a，3a，4a，5和6基因型）的结构蛋白和JFH-1的非结构蛋白组成的嵌合HCVcc细胞感染模型也陆续构建成功。HCVcc模型可用于抗病毒复制的药物研发和病毒耐药性研究，也可用于检测HCV中和抗体。
1.2  HCV体外细胞培养的病毒滴度检测方法
1.2.1  基于病毒阳性细胞集落形成的滴定法
该方法一般使用Huh-7肝癌细胞系及其干扰素信号通路缺陷型的衍生细胞系（Huh-7.5.1或Huh-7.5）。将待检测的HCVcc细胞培养上清进行梯度稀释后接种细胞，经过一段时间培养形成HCV阳性的细胞集落，通过对HCV蛋白进行免疫荧光染色可以检测细胞集落数目，最终计算出接种上清中HCVcc的滴度。病毒滴度的计量单位为群落形成单位/毫升（focus-forming unit/ml，FFU/ml）。
1.2.2  基于组织细胞半数感染剂量（TCID50）的滴定方法
该方法测定的是接种细胞出现感染阳性几率为50%的病毒稀释度，实验操作与基于病毒阳性细胞集落形成的滴定法基本一致，但是阳性的判断依据和病毒滴度计算方法有所不同。由于需要测定细胞出现感染阳性的几率，一般每个稀释度的病毒都会接种约10组细胞复孔以保证数据可靠性。对感染后的细胞进行免疫染色，通过荧光显微镜观察统计免疫荧光阳性细胞组数目占接种细胞组总数的百分比。例如，如果10组细胞接种病毒出现6组阳性，百分比即为60%。TCID50计算的公式为：TCID50的对数=大于50%的阳性百分比的稀释倍数的对数+距离比例常数，其中距离比例常数=（大于50%的阳性百分比-50%）/（大于50%的阳性百分比-小于50%的阳性百分比）。病毒滴度的计量单位为组织细胞半数感染剂量/毫升（TCID50/ml）。TCID50计算的依据是每组细胞接种后是否出现阳性，不需要计数准确的阳性细胞数目，与基于病毒阳性细胞集落形成的滴定法相比，该方法受到判定病毒阳性细胞集落的主观性影响较小，因此结果重复性更好。
[bookmark: _Toc147821514]2．HCV细胞培养方法在HCV中和抗体检测中的应用
HCVpp假病毒感染模型和HCVcc细胞感染模型均能模拟HCV进入细胞的过程，可应用于检测HCV中和抗体。HCVcc的生物学和病毒结构特征比HCVpp更接近病毒的真实状态，因此HCVcc细胞感染模型在检测HCV中和抗体的应用中具有更为重要的价值。基于HCVcc细胞感染模型的HCV中和抗体检测流程如下：将Huh-7或衍生细胞接种到96孔平底细胞培养板，培养12小时。含有HCV抗体的血清样品在56°C热灭活1小时后，在DMEM 完全培养基中进行2倍的梯度稀释。HCVcc在DMEM完全培养基中稀释至合适浓度，与等体积稀释的血清样品混合，孵育2小时。将HCVcc-血清混合物转移到96 孔板，孵育 4-6 小时后，移出HCVcc-血清混合物，替换为DMEM完全培养基。培养72小时后，固定细胞并使用HCV蛋白特异性抗体和荧光基团标记二抗进行免疫染色，在荧光显微镜下计数荧光阳性细胞群落，通过统计测试组相比于对照组阳性细胞群落数目的减少计算抗体的中和百分比。

[bookmark: _Toc147821515]参考文献
1. Lohmann V, Körner F, Koch J, et al. Replication of subgenomic hepatitis C virus RNAs in a hepatoma cell line. Science. 1999, 285: 110-113.
2. Blight KJ, Kolykhalov AA, Rice CM. Efficient initiation of HCV RNA replication in cell culture. Science. 2000, 290: 1972-1974. 
3. Hsu M, Zhang J, Flint M, et al. Hepatitis C virus glycoproteins mediate pH-dependent cell entry of pseudotyped retroviral particles. Proc Natl Acad Sci U S A. 2003, 100: 7271-7276. 
4. Wakita T, Pietschmann T, Kato T, et al. Production of infectious hepatitis C virus in tissue culture from a cloned viral genome. Nat Med. 2005, 11: 791-796. 
5. Lindenbach BD, Evans MJ, Syder AJ, et al. Complete replication of hepatitis C virus in cell culture. Science. 2005, 309: 623-626.
6. Zhong J, Gastaminza P, Cheng G, et al. Robust hepatitis C virus infection in vitro. Proc Natl Acad Sci U S A. 2005, 102: 9294-9299. 
7. Gottwein JM, Jensen TB, Mathiesen CK, et al. Development and Application of Hepatitis C Reporter Viruses with Genotype 1 to 7 Core-Nonstructural Protein 2 (NS2) Expressing Fluorescent Proteins or Luciferase in Modiﬁed JFH1 NS5A. J. Virol, 2011, 85(17): 8913–8928.
8. Lu J, Xiang Y, Tao W, et al. A novel strategy to develop robust infectious hepatitis C virus cell culture system directly from a clinical isolate. J. Virol, 2014, 88: 1484-1491. 
9. Wang X, Yan Y, Gan T, et al. A trivalent HCV vaccine elicits broad and synergistic polyclonal antibody response in mice and rhesus monkey. Gut, 2019, 68(1):140-149.
10. Tong Y, Li Q, Li R, et al. A Novel Approach To Display Structural Proteins of Hepatitis C Virus Quasispecies in Patients Reveals a Key Role of E2 HVR1 in Viral Evolution. J. Virol, 2020, 94(17):e00622-20
11. Leumi S, Guo M, Lu J, et al. Identification of a novel replication-competent hepatitis C virus variant that confers the sofosbuvir resistance. Antiviral Research, 2022,197: 105224.


[bookmark: _Toc116400499][bookmark: _Toc117801177][bookmark: _Toc116400367][bookmark: _Toc116400914][bookmark: _Toc147821516]第九章  HCV检测实验室的室内质量控制

本章介绍了HCV检测实验室的室内质量控制方法，以了解实验条件是否正常、实验结果是否有效、以及连续评价实验室工作及实验结果的可靠程度。
[bookmark: _Toc147821517]1．质控品
1.1 质控品的种类
1.1.1  内部对照质控品
内部对照质控品指试剂盒内提供的阳性和阴性对照。实验室使用的检测试剂盒应为国家药品监督管理局注册，并在有效期内的产品。试剂盒内部对照用于判断每次实验的有效性。每一次检测临床样品时，必须有试剂盒内部对照，而且只能在同批号的试剂盒中使用。若内部对照结果无效，必须重新试验。
1.1.2  外部对照质控品
外部对照质控品是为了监控检测的重复性和稳定性以及试剂盒批间差异而由实验室设置的对照，为非试剂盒组份的外部质控品。每一次实验（每批次）必须使用外部对照质控品。外部对照质控品应有与其检测过程相适应的特征，成分应与待测临床样品具有相似或相同的基质。外部对照质控品应有可靠的来源，且具有较好的均一性和稳定性。如果没有商品化的质控品，实验室可以自制质控品。 
外部对照质控品的制备可使用灭活的HCV抗体阳性血清或血浆。弱阳性对照可以用HCV抗体阴性血清或血浆梯度稀释HCV抗体强阳性血清或血浆得到。如条件允许，可按一年或以上的使用量配制（可加入不影响检测结果的防腐剂）。按一周实验用量分装、分类、标记、封口，于-20℃冻存。外部对照质控品不可反复冻融，一旦融化后应存放于2-8℃，一周内使用。质控品的管间或瓶间变异必须小于检测系统预期的变异。
1.2 质控品中分析物的浓度
质控品的浓度应位于临床有意义的浓度范围内。若使用定值质控品，使用说明书上的原有标定值只能作参考，必须由实验室作重复测定来确定暂定和常用均值以及标准差。
对于定性检测项目，每次实验应设置阴性、弱阳性和/或阳性质控品。如为基因突变或基因分型检测，则应包括最能反映检测情况的突变或基因型样品，每批检测的质控中至少应有一种基因突变或基因型。对于定量检测项目，每次实验应设置阴性、弱阳性和阳性质控品。
[bookmark: _Toc147821518]2. 质控品的检测频次和位置
质控品的检测频次和位置应反映检测系统的性能。原则是在每一个分析批内至少对质控品做一次检测，在报告一批样品的检测结果前对质控结果作出评价。确定质控品的位置须考虑分析方法的类型及可能产生的误差类型，质控品固定放在样品前或后可监测漂移；质控品在样品中随机放置可检出随机误差。
[bookmark: _Toc147821519]3. 质控规则和质控图
质控规则是解释质控数据和判断分析批控制状态的标准，即具有高的检出分析误差的能力，同时应具有较低的假失控概率。
3.1 血清学检测项目
（1）肉眼判断结果的规则：阴性、阳性质控品的检测结果分别为阴性和阳性即表明在控，相反则为失控。 
（2）数值或量值判定结果的规则：可以使用肉眼判断结果的规则；也可以使用统计学质控规则，至少利用一个随机误差及一个系统误差规则。阴性、阳性质控物的检测结果必须分别为阴性和阳性。 
3.2 核酸检测项目
（1）核酸定性检测项目：阴性、弱阳性和/或阳性质控品的检测结果分别符合即表明在控，相反则为失控。
（2）核酸定量检测项目：可绘制质控图，质控图应包括质控结果、质控图的中心线和控制界线、每个数据点的日期和时间、质控品名称、浓度、批号和有效期、分析仪器名称、方法学名称、试剂和校准物批号等。
3.3 常用的质控规则和质控图
3.3.1 常用的质控规则表示方法
常用的质控规则有六条（X：平均数；s：标准差）:
① 12s：一个质控结果超过X±2s，提示警告。
② 13s：一个质控结果超过X±3s，发现随机误差（可能也有系统误差），该批测试失控。
③ 22s：在批内测试中，若有两个浓度质控品的测定结果（或三个浓度质控品的测定结果中有两个同时超过了X＋2s或X-2s，为违背此规则；在批间测试中，当某一浓度的质控品在此批和前一批中的测定结果同时超过了X＋2s或X-2s，为违背此规则，表示存在系统误差。
④ R4s：同批两个质控结果之差值超过4s，为违背此规则，表示存在随机误差。
⑤ 41s：一个质控品连续的四次测定结果都超过X＋1s或X-1s，为违背此规则，表示存在系统误差。
⑥ 10X：十个连续的质控结果在平均数一侧，为违背此规则，表示存在系统误差。
3.3.2  质控规则的使用要点
出现一次2s范围的变化时，系统处于告警状态，应予注意，是否可以继续检测需要进一步观察。
出现下列情况时，应暂停检测查找原因：出现一次3s范围的变化；连续两次出现同一方向2s范围的变化；连续四次出现同一方向的1s范围的变化；连续十次结果都在1s范围内，但落在均值线的同一侧。
3.3.3  质控图
质控图（control chart）是对过程质量加以测定、记录，从而评估过程是否处于控制状态的一种统计方法设计的图。图上有中心线（central line，CL）、上控制界限（upper control limit，UCL）和下控制界限（lower control limit，LCL），并有按时间顺序抽取的样本统计量值的描点序列。UCL、CL与LCL统称为质控限（control lines）。若控制图中的描点落在UCL与LCL之外或描点在UCL与LCL之间的排列不随机，则表明过程异常。最常用的质控图是Levey - Jennings质控图。
重新绘制质控图的情形包括：更换不同厂家的试剂盒、改用新批号的试剂盒、使用新批次的外部对照质控品。拟更换新批号的质控品时，应在旧批号质控品使用结束前，新批号的质控品应与旧批号质控品一起测定，设立新的均值和质控限。
[bookmark: _Toc147821520]4. 失控原因分析和处理
4.1 失控原因的种类
质量控制的核心问题在于分清误差类型。检验误差类型包括：
（1）随机误差：应严密监测和控制，使其限制在临床允许的范围之内，并逐步使之缩小。
（2）系统误差：应尽快发现，及时校正。
（3）过失误差：应尽量消灭。
4.2 失控原因的分析
出现失控时，必须找出原因和解决方法，防止将来出现同样的问题。
4.2.1  初步查找和估计失控原因
失控原因的查找过程并无固定模式，一般是由易到难，由近到远地查找。通过回顾性分析检测过程，判断失控原因。
4.2.2  通过检测数据分析失控原因
（1）原始数据分析：原始数据包括空白对照、阴性对照、阳性对照、标准品等检测数据。
a.一致:表明无明显系统误差，失控原因在质控品或该管操作造成的可能性较大。分析同一瓶质控品的其他项目测定是否也有结果异常，若有异常，说明质控品本身有问题；若无异常，说明该管操作有问题。
b.不一致:表明该批检测中可能存在系统误差，失控原因来自试剂、仪器或操作等的可能性较大。观察仪器检测其他项目的结果有无异常。若有异常，说明仪器原因；若无异常，说明试剂或操作等原因。
（2）质控图分析：进一步从质控图上观察失控是否发生在渐变的基础上。若为渐变，则由渐变的误差因素造成；否则由突然发生的误差因素造成。
引起位移的原因有：a.使用一批新批号试剂；b.更换了新试剂；c.反应条件改变；d.新技术人员；e.仪器改变。
引起趋势的原因有：a.试剂失效；b.仪器有问题。
发生位移和趋势的最常见原因是试剂或质控品的失效。另外，试剂的运输和贮存条件不当时也容易失效。
4.3 失控后的处理
实验人员在测定质控时，如发现质控数据违背了质控规则，应分析原因并做出是否发出报告的决定。通过分析，当判断失控信号为真失控时，应在重做质控结果之后对所有失控样本重新进行检测；当判断失控信号为假失控时，常规检验报告可以按原先检测结果发出。
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[bookmark: _Toc116400503][bookmark: _Toc116400371][bookmark: _Toc116400918]
在《人间传染的病原微生物目录》中，HCV的危害程度分类属于第三类，不属于高致病性病原微生物。病毒培养、动物感染实验、未经培养的感染性材料操作需要在BSL-2级实验室进行，灭活材料的操作可在BSL-1级实验室进行。本章介绍了HCV检测实验室生物安全操作的注意事项，以及职业暴露预防和处理措施。
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1.1 实验操作
1.1.1  常规处理血液、体液样品可在工作台上进行，如估计样品有可能溅出，则应戴手套、口罩和防护眼镜，在生物安全柜中操作。
1.1.2  离心样品时要使用密闭的离心管和转子，防止液体溢出以及在超/高速离心时形成气溶胶。
1.1.3  被污染或可能被污染的实验材料在带出实验室前应进行消毒。
1.2 利器使用
1.2.1  采血时应使用一次性注射器及安全型采血针具，如蝶形真空针，自毁型针具等，以降低直接接触血液和刺伤的危险。采血时应戴手套，谨慎操作，防止血液污染手部皮肤，并防止被针头刺伤。
1.2.2  应尽量避免在实验室使用针头、刀片等利器和玻璃器皿，以防止刺伤或划伤。如果必须使用，应采取防止刺伤或划伤的措施，并对用过的物品进行消毒。
1.2.3  应加强对锐器的管理，应将用过的针头等锐器直接放入耐穿透、防渗漏的锐器盒中，消毒后废弃。锐器盒应一次性使用，使用容积不宜超过3/4。
1.2.4  禁止将使用过的一次性针头重新套上针头套，不应弯曲、折断、剪断针头，也不应将其从注射器上卸下。禁止用手直接接触使用过的针头、刀片等利器。
1.3 废弃物处理
实验室产生的所有废弃物，包括不再需要的样品和其它物品，均应视为具有感染性。应置于专用的密封防漏容器中，安全运至消毒室，经高压蒸汽消毒后再进行处理或废弃。具体措施和要求遵循《医疗卫生机构医疗废物管理办法》。 
1.4 常用的消毒方法
HCV属于对消毒剂较敏感的亲脂病毒，对常用的消毒剂较为敏感，然而在对含有HCV的血液污染物品进行消毒时，有机物的干扰可能导致低效消毒剂消毒无效或效果不佳。为确保消毒效果，《医疗机构消毒技术规范》规定，对经血传播病原体污染的物品应使用高水平消毒或灭菌方法。
物理消毒方法：（1）压力蒸汽灭菌，121℃，102.9kPa，保持15-30分钟。（2）干热灭菌器灭菌，140℃，保持2小时；150℃，保持150分钟；160℃，保持120分钟；170℃，保持60分钟；180℃，保持30分钟。（3）紫外线消毒：使用紫外线灯（≥70μW/m3）直接照射（≥30分钟）。（4）低温甲醛蒸汽消毒：采用复方甲醛溶液（2%）或福尔马林溶液（35-40%甲醛）在55-80℃z消毒30-60分钟。
化学消毒方法：（1）含氯消毒剂（次氯酸钠，含有效氯2000-5000mg/L）擦拭物品表面作用30分钟以上；浸泡待消毒物品30分钟以上；或均匀喷洒作用60分钟以上。（2）乙醇溶液（70-80%）擦拭物品表面2遍，作用3分钟；或浸没待消毒物品30分钟以上。（3）过氧化氢溶液（30g/L），按照20-30mL/m3用量使用气溶胶喷雾器消毒，作用60分钟。（4）戊二醛（2%）浸泡待消毒物品作用10小时。（5）过氧乙酸溶液（1000-2000mg/L）擦拭物品表面消毒，作用30分钟；浸泡待消毒物品作用30分钟。
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HCV职业暴露指医疗卫生及其他相关行业人员在从事职业活动中意外被丙型肝炎病人的血液、体液污染了皮肤或者粘膜，或者被含有HCV的血液、体液污染了的针头及其他锐器刺破皮肤，有可能被HCV感染的情况。
职业暴露发生后，通常应遵循四条原则：及时处理原则，报告原则，保密原则，知情同意原则。作为常见的血源性病原体之一，HCV职业暴露的局部急救处理和报告等要求与其他血源性病原体（乙型肝炎病毒、人免疫缺陷病毒等）基本相同，但检测、暴露后感染风险评估、暴露后预防和治疗措施有所不同。具体如下：
2.1 局部急救处理
发生HCV职业暴露后，应立即实施以下局部处理措施：
（1）皮肤暴露：用肥皂液和流动水清洗污染的皮肤。如皮肤有伤口，应当在伤口旁端轻轻挤压（从近心端向远心端方向挤压），避免挤压伤口局部，尽可能挤出损伤处的血液，再用肥皂液和流动水进行冲洗10-15分钟；随后用消毒液（如75%酒精或0.5%碘伏）进行消毒，并包扎伤口。
（2）粘膜暴露：用生理盐水或流动水冲洗粘膜10-15分钟。
2.2 检测和暴露后感染风险评估
2.2.1  发生HCV职业暴露后，应尽快（最好48小时以内）对暴露源和暴露人进行基线检测。
2.2.2  暴露源是指其血液或其他潜在感染性材料是暴露源头的人。对暴露源的基线检测首选HCV RNA检测（特别是已知或疑似其近期有HCV感染高危行为时）；也可先检测HCV抗体，结果为阳性的再检测HCV RNA。如果暴露源的基线检测结果为HCV RNA阴性，或者HCV抗体阴性，可排除暴露后HCV感染风险，不用对暴露人进行随访检测。如果检测结果为HCV RNA阳性，或者HCV抗体阳性但无条件检测HCV RNA，有暴露后感染HCV风险，应考虑对暴露人进行随访检测。
2.2.3  对暴露人的基线检测首选HCV抗体检测，结果为阳性的再检测HCV RNA；也可以与暴露源一起，直接检测HCV RNA。如果暴露人的基线检测结果为HCV RNA阳性，视为暴露前感染，不进行随访检测。如果检测结果为HCV抗体阴性，或者HCV抗体阳性但HCV RNA阴性，当符合2.2.2中的随访检测条件时，应对暴露人进行随访检测。
2.2.4  随访检测：对需要进行随访检测的暴露人，在暴露后3-6周进行HCV RNA检测。如果HCV RNA检测结果为阴性或未检测，在暴露后4-6月进行最后一次HCV抗体检测。HCV抗体检测结果为阴性时，终止随访。HCV抗体检测结果为阳性时，再进行HCV RNA检测。在随访期内，当暴露人出现急性丙型肝炎症状时，应及时检测HCV RNA。
2.3 暴露后预防和治疗措施
2.3.1发生HCV职业暴露后，不推荐服用暴露后预防药物。
2.3.2如果检测发现暴露源或暴露人HCV RNA阳性，应及时转介治疗。
2.4 报告
2.4.1有可能发生HCV职业暴露的医疗卫生等机构应当按照卫生健康行政部门的要求建立HCV等血源性病原体职业暴露的预防、处置及上报制度。
2.4.2 HCV职业暴露记录表可参考使用《血源性病原体职业接触防护导则》附录中的“血源性病原体职业接触登记表”。 
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