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1. 使用范围

本手册由中国科学院上海生命科学研究院湖州营养与健康产业创新中心和湖州申

科生物技术有限公司编写，为宿主细胞 DNA残留检测方法的建立提供全面指导，供生

物制品生产及研发企业等人员参考。

2. 残留 DNA（rDNA）检测必要性

随着生物医药技术的飞速发展，生物制品的表达系统一直在改变。除了一些常见的

细胞系，如 CHO、E.coli、酵母等之外，细胞系如植物、昆虫以及人的细胞越来越广泛

应用于治疗性疫苗和治疗性生物制品生产中。生物制品包括重组蛋白，疫苗，以及特殊

的单克隆抗体。

源自细胞及微生物培养生产的生物制品含有特定杂质，包括宿主细胞蛋白（HCP）

及 DNA残留（rDNA）。相关研究表明，生物制品中宿主细胞 rDNA具有潜在致瘤和传

染风险，rDNA还可能造成基因插入突变，因此检测 rDNA的含量关系到生物制品的质

量与纯度，是产品质量的一个重要指标，更是一个安全性问题。

2.1致瘤性

人体内的原癌基因正常情况下参与细胞进程，而一旦被激活（如突变），原癌基因

则变成活化的癌基因。而这种被激活的癌基因常存在于特定细胞的基因组中，如连续传

代细胞系和成瘤细胞（残留 DNA可能携带 HIV 病毒或 Ras癌基因等）。研究表明，分

布在哺乳动物细胞基因组的 LINE-1序列可能发挥逆转录转座子作用插入到染色体中，

这种插入可能影响关键基因功能的发挥，如激活癌基因或抑制抑癌基因。

2.2传染性

残留 DNA的感染性是由于细胞 DNA中可能存在传染性病毒基因组，该基因组无论

是作为染色体外组分还是整合入人体基因组，都能够扩增并产生传染性病毒粒子，因此

DNA感染性风险可能比致瘤风险更大。对于肿瘤来源的细胞基质，尤其是活病毒疫苗，

rDNA应作为安全性评价的一个指标。
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目前的研究结果显示，残留 DNA的致瘤性相比传染性风险要低，但考虑到致瘤性

实验是动物实验，传染性实验是在细胞水平做的，或许对两方面的风险都不能掉以轻心。

2.3 DNA整合

DNA整合入人体基因组，然后通过激活原癌基因或失活抑癌基因致瘤，这种可能性

理论上是成立的，而这种风险存在与否取决于整合的 DNA。研究发现，25μg含有强启

动子的质粒并未诱导敏感鼠系致瘤，而表达原癌基因的相同质粒则可导致肿瘤产生。此

外，由于微生物来源的基因组 DNA富含 CpG和非甲基化序列，增加了重组蛋白药物在

体内的免疫源性风险。在一些临床前和临床研究中报道了高剂量的核酸样品，比如 DNA

疫苗或佐剂中的 CpG寡聚核苷酸，可以诱导免疫反应，还诱导产生 DNA抗体。

3. rDNA检测

生物制品中的宿主细胞残余 DNA的检测是非常重要的，WHO，EU，ICH，FDA，

EMEA和 CFDA等监管机构对最终剂量中的 rDNA的量有明确的强制要求。rDNA潜在

的风险以及确定生产过程中 rDNA的清除情况是监管考虑的重要内容。这就需要 rDNA

的检测方法是准确，灵敏，定量的，特别是要采用高敏度的方法检测以确保最终成品中

的 rDNA被清除到尽可能低。

3.1 rDNA限量规定

虽然在基本结构碱基配对单位上类似，但是 rDNA会以不同的大小和组成存在。检

测重组产品中 rDNA的意义不仅在于阐明生产中纯化的有效性，也是对宿主表达系统中

存在的一些 DNA潜在的感染性以及致癌性的考虑（分别以 HIV 病毒和 Ras致癌基因为

代表）。

基于 rDNA的潜在危害，许多机构对生物制品 rDNA残留有明确限量要求，并不像

HCP可以根据个案来进行处理。WHO可接受的非口服生物制品 rDNA 为 10ng/剂量。

特殊情况下，由于高度纯化工艺，可使 DNA残留量为 10pg/剂量。同时对于某些活病

毒疫苗，在不损失病毒滴度而达到纯化 DNA 标准很困难时，WHO 建议与药品监管部

门和国家质控实验室研讨确定。欧洲药典通则对 rDNA 残留量限制为 10ng/剂量，但针

对个别疫苗（如甲型肝炎灭活疫苗 rDNA不超过 100pg/剂量，乙型肝炎疫苗 rDNA不超
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过 10pg/剂量）会有所不同。FDA建议生物制品可允许的 rDNA限度为 100pg/剂量，对

于大剂量的制品（如单克隆抗体），rDNA 放宽到 10ng/剂量，这主要取决于 rDNA 的

来源和产品给药途径（表 1）。

表 1 宿主细胞 rDNA残留限制及风险等级

参数 类型 限值 风险因子

细胞株

原代细胞 - 1
二倍体细胞株 - 1

连续传代非肿瘤细胞株 ≤10ng 2
连续传代肿瘤细胞株 ≤100pg 3

给药方式

口服 ≤100ug 1
皮下注射 ≤10ng 2
肌内注射 ≤10ng 3
静脉注射 ≤100pg 4
输液 ≤100pg 5

注：风险依风险因子数值递增。

《中国生物制品规程》中规定 rDNA含量每剂量应不高于 10ng。《中国药典》中对

于Vero细胞培养疫苗一般要求 rDNA残留量不超 100pg/剂量，CHO细胞培养疫苗 rDNA

残留量不高于 10pg/剂量（EPO、单克隆抗体等生物制品，rDNA 残留量放宽到 100pg/

剂量），酵母和 E.coli rDNA残留量不高于 10ng/剂量。

基于 rDNA潜在的风险，2010年 FDA 发布的相关指导，ICHQ9中强调对于不同的

细胞系根据其来源和遗传背景来确定 rDNA的测试：

 通过降低生物活性来减少宿主细胞来源的 DNA的致瘤性和感染性风险。

 通过降低 rDNA含量，减小 rDNA片段的大小（如 DNase或其他方法处理）至

功能基因大小（目前的证据表明为 200bp）以下。

 通过化学方法来减小 rDNA的大小和降低它的生物学活性。

 如果使用到 DNA清除，降解或者失活的方法，则需要方法学验证。

 在终产品中需要检测 rDNA的含量和片段大小分布情况。

现有研究表明，一个功能基因至少在 200bp以上，因此，为减少 rDNA风险，FDA

建议 rDNA片段不大于 200bp。DNA片段大小风险等级如下表：
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表 2 DNA片段大小风险等级划分

rDNA片段/bp 风险因子

<200 1
200-1000 2
>1000 3
>2000 4

注：风险依风险因子数值递增。

3.2 rDNA检测方法

因为残留 DNA涉及到潜在来源（传染性病毒 DNA）、管理规程等关键问题，药品

监管部门建议必须建立产品的 DNA残留检测方法。rDNA检测方法有杂交法，阈值法，

PicoGreen为代表的荧光染料法和 qPCR法等。2010年版中国药典附录收录了以地高辛

标记为代表的 DNA 杂交探针法和 PicoGreen为代表的荧光染料法。但这两种方法都存

在技术缺陷，已经被美国和欧盟药典摒弃。新版美国药典（USP）中将唯一推荐 qPCR

法作为生物制品中宿主残留 DNA的标准方法。qPCR法的技术优势在于序列特异性高、

灵敏度高、重现性好，还可以实现定量检测，使得结果更精确，对 rDNA风险的评估更

加客观。

表 3不同检测方法的理想检测限

检测方法 检测限（LOD）
分光光度法 0.1μg/mL

荧光染料法（PicoGreen） 25-100pg
杂交，随机标记 DNA 50pg（10-12g）
杂交，生物素标记探针 2pg

杂交，重复序列（SINA，Alu） 5pg
免疫方法 5-10pg

PCR，单一序列 fg（10-15g）
PCR，重复序列（SINE，Alu） ag（10-18g）

3.2.1 杂交法（Hybridization-based）

根据宿主 DNA 序列设计 DNA 探针用于测定产品中配对 DNA 的数量。双链 DNA

被变性成单链后固定在尼龙膜或硝化纤维膜上，DNA探针被放射或荧光随机掺入标记

以后，与膜上固定的样品宿主 DNA杂交结合，并在胶片或成像仪对应位置中显现斑点。

对于荧光标记的探针，斑点的光密度结果可以在仪器中定量分析。斑点光密度对应结合
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在目标 DNA上的探针数，进而推测出残留 DNA 的数量。通过目测方法可以半定量地

检测样品中残留 DNA，仪器读片可以对应斑点光密度绘制标准曲线，对应检测结果更

加准确。

3.2.2 DNA结合蛋白免疫阈值法（DNA-BINDING PROTEIN-BASED）

这种方法使用 DNA结合蛋白和 DNA抗体，分四步检测。第一步，通过加热把 DNA

变性成单链 DNA，变性后 DNA与偶联了亲和素的 DNA结合蛋白以及偶联了尿素酶的

DNA单克隆抗体混合反应，液相中的单链 DNA、DNA结合蛋白、DNA抗体共同形成

序列非特异的复合物。第二步，样品混合液通过生物素标记的膜，亲和素-生物素结合

把 DNA复合物固定在膜上，洗去非特异吸附。第三步，膜放入检测仪器中与尿素溶液

反应，反应产物氨改变溶液 pH值并被仪器记录变化，这种 pH值的变化直接与样品中

的 DNA数目相关。第四步，仪器软件自动分析原始数据确定样品中残留 DNA数量。

3.2.3 染料法

染料法主要以 PicoGreen方法为代表，其原理为 PicoGreen荧光染料与双链 DNA结

合发出荧光信号，使用仪器检测荧光信号以此对 DNA进行定量分析。PicoGreen方法的

优点是使用方便，成本低廉，可以检测相对 DNA 残留量比较高的样品。但 PicoGreen

灵敏度较低，仅能检测 0.2ng的纯 DNA溶液。

3.2.4 定量 PCR法（QUANTITATION PCR-BASED）

qPCR方法以其快速、高通量的特点已经被应用于生物制药的一些领域（拷贝数检

测与病毒检测）。在 PCR反应过程中，1-2h内以一段 DNA模板扩增出上百万片段；这

项技术使得检测低水平 DNA 成为可能，且能够确定各种样品中目标 DNA 序列的准确

数量。

定量 PCR使用到好几种化学物质，其中两种使用的非常普遍，并且都利用了荧光染

料。第一个是基于双链 DNA 的结合染料，如 SYBR Green。游离的染料荧光信号非常

弱，相反，当 SYBR Green结合到双链 DNA 上时会产生很强的荧光信号，大约高于游

离染料信号强度的 2000倍，因此这个分析具有很高的信噪比，但 SYBR Green能与所

有的 DNA双链相结合，对 DNA模板没有选择性。第二种化学方法是 TaqMan技术，在

同一个片段中，两个特异性引物之间设计一条特异性探针，该探针包括 5＇端的报告基

团和 3＇端的淬灭基团，当探针完整时，报告基团所发射的荧光能量被淬灭基团吸收，
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仪器检测不到信号，随着 PCR的进行，聚合酶在链延伸过程中遇到与模板结合的探针，

其核酸外切酶活性能够将探针切断，报告基团远离淬灭基团，其能量不能被吸收，即产

生荧光信号，每经过一个循环，荧光信号也和目的片段一样，有一个同步指数增长的过

程（图 1）。由于 TaqMan探针是特异性针对目的片段的，所以其特异性和准确性要优

于 SYBR Green，且不像 SYBR Green一样存在引物二聚体影响结果的问题。

图 1 Taqman探针法工作原理

DNA探针的设计非常关键，这种 DNA探针包含一端染料分子和另一端淬灭分子。

当特殊设计的 DNA 引物引导 DNA聚合酶沿着模板序列复制合成另一条对应序列时，

DNA聚合酶切断结合在目标 DNA上的探针染料端，释放到反应液里的染料信号被仪器

测量。经过数十个循环的 DNA 扩增，荧光信号与起始 DNA 模板成对应关系，对应标

准曲线可以准确计算出样品中残留 DNA的数量。

3.2.3.1 PCR原理

聚合酶链式反应（PCR）是一种用于放大扩增特定的 DNA片段的分子生物学技术。

PCR由高温变性、低温退火（复性）及适温延伸三个基本反应步骤组成一个周期，循环

进行，使目的 DNA得以迅速扩增（图 2）。

图 2 PCR扩增原理
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3.2.3.2 qPCR基本概念及理论

qPCR全名 Real-time Quantitative PCR Detecting System，即实时荧光定量核酸扩增

检测系统，是通过实时检测 PCR每一个循环扩增产物相对应的荧光信号，来实现对起

始模板进行定量及定性分析。在实时荧光定量 PCR 反应中，引入了一种荧光化学物质，

随着 PCR 反应的进行，PCR 反应产物不断累积，荧光信号强度也等比例增加。每经

过一个循环，收集一个荧光强度信号，这样我们就可以通过荧光强度变化监测产物量的

变化，从而得到一条荧光扩增曲线。

一般而言，荧光扩增曲线可以分成三个阶段：荧光背景信号阶段、荧光信号指数扩

增阶段和平台期（图 3）。在荧光背景信号阶段，扩增的荧光信号被荧光背景信号所掩

盖，我们无法判断产物量的变化。而在平台期，扩增产物已不再呈指数级的增加，PCR

的终产物量与起始模板量之间没有线性关系，所以根据最终的 PCR 产物量不能计算出

起始 DNA 拷贝数。只有在荧光信号指数扩增阶段，PCR 产物量的对数值与起始模板

量之间存在线性关系，我们可以选择在这个阶段进行定量分析。

图 3 qPCR扩增曲线

qPCR方法包括染料法和探针法，本试剂盒采用 Taqman探针法。Taqman探针法含

一条特异性探针序列，该探针包括 5＇端的报告基团和 3＇端的淬灭基团，其工作原理

如图 3所示。

3.3 检测方法发展趋势

杂交法可以序列特异性地检测目标 DNA，但 32P标记的探针因为存在半衰期短、放

射等问题，实际应用并不广泛。荧光标记的探针如果采用仪器读取信号，杂交法理论上

可以达到定量检测要求的灵敏度，但是检测时间需要 48小时。阈值法因为是采用 DNA

抗体的非特异序列免疫检测技术，不能特异性识别宿主残留 DNA序列，且容易受到环

境和操作人员的 DNA 污染，导致读值偏高。qPCR法具有序列特异性，灵敏度、准确

http://baike.haosou.com/doc/1782643.html
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度、精密度都好，还可以高通量筛选，但开发一个合格的 qPCR试剂检测宿主残留 DNA

并不是件容易的事情。有人会提出疑问，终产品中应该限定任何物种的 DNA残余以确

保安全性，所以阈值法是不是最合理的分析方法？这里还需要强调一下宿主残余 DNA

检测的目的：1.确认纯化工艺合理，能有效去除宿主 DNA残余；2.确认产品中杂质含量

符合标准要求。非特异性的 DNA检测结果不能区分究竟是生产中污染、检测污染、或

是工艺缺陷引起的 DNA残余，就无法为解决方案提供有效信息。在严格的生产体系中，

残留 DNA检测是解决工艺合理性问题，任何外源污染问题都归 SOP或 GMP管理体系

解决。最后，经典的残留 DNA检测方法灵敏度不同，qPCR法、DNA结合法、杂交法

的检测限分别达到<1、3、6pg/样品的水平（目前 qPCR法灵敏度可达 10fg，表 4），但

是技术上限制，要求待测 DNA片段分别不能小于 50、150、600bp才能用于杂交法、qPCR

法、阈值法检测，而WHO和 FDA 可接受的 DNA 限度内的片段长度<200bp。由此可

见，这三种方法中，qPCR法的适用性和技术指标最好。从 qPCR技术原理来看，Taqman

法要优于荧光染料随机掺入的 SYBR Green法。正如前面介绍的 USP修订内容，经过几

年来对三种检测方法的系统研究和应用反馈，美国药典将会在新版药典中唯一推荐

qPCR法作为生物制品残留 DNA检测的标准方法。

在不久的将来，我国药典也将列出 qPCR法检测 rDNA。2015年 3月底，中国食品

药品检定研究院网站的国家药品标准物质目录中已经增加了一个编号为 410001的产品：

CHO宿主细胞 DNA残留检测试剂盒（PCR-荧光探针法）。

表 4残余 DNA不同检测方法比较

杂交法 阈值法
荧光染料

（PicoGreen） qPCR法

最小序列长（bp） 50 600 100 150
抗干扰性 ++ + — ++
结果重现性 + ++ ++ +++
所需时间（小时） 48 6 1 4

检测范围
ng

(10-6～10-9)
pg

（10-11～10-12）
ng-pg

（10-7～10-11）
fg

（10-6～10-15）

3.4 样品前处理方法

待检测 rDNA的生物制品样本除成品，还包括中间品等，其样本中除 rDNA

外，还有很多其他成分，如高浓度的蛋白、多糖等，都会影响后续检测，因此如
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何进行样本前处理以稳定高效获取样本中的微量 DNA是非常关键的步骤。目前主

要有酚/氯仿法、碘化纳沉淀法、柱提取法及磁珠法。酚/氯仿法是实验室常用方法，

获得的 DNA纯度高、含量多，但耗时长、步骤繁琐、残留的有机溶剂对 DNA聚

合酶有抑制作用且有损操作者健康；碘化纳沉淀法操作简单，但是时间长，DNA

易丢失，回收率不稳定等；柱提取法简单、快速，但获得的 DNA纯度不高，且每

批次膜柱的回收效率不稳定，批间差大；磁珠法简单、快速、可实现自动化高通

量操作、且得到 DNA纯度高，是比较理想的 rDNA提取方法。根据最新版 USP

中对 qPCR法检测 rDNA的相关要求，rDNA的提取纯化回收效率的要求为 50～

150%。

3.5 SHENTEK rDNA检测试剂盒介绍

本试剂盒采用基于 Taqman探针的 qPCR方法，与现行美国药典建议的检测方法同

步，包括样本前处理试剂盒和检测试剂盒。

rDNA检测需对 mg级样本中 pg水平的 DNA进行准确定量。样本本身，无论是蛋

白还是其他化学成分，都可能产生基质效应，从而影响检测过程，因此需进行前期处理，

去除样本中其他物质干扰。样本前处理试剂盒采用磁珠吸附方法对各种生物制品样本进

行处理，去除样本中的蛋白质、盐类、缓冲液等杂质，从而获得样本中残留的微量宿主

DNA。

样本提取可能会引起残留 DNA不完全回收或引入环境中外源性 DNA，因此除操作

格外注意外，还需增加回收率试验进行评价检测。

试剂盒采用 qPCR方法进行，通过特异性探针和引物，对提取的宿主细胞 rDNA含

量进行定量检测。

4. 标准术语

4.1 DNA

脱氧核糖核酸的简称，又称去氧核糖核酸，是染色体的主要化学成分，同时也是组

成基因的材料。

4.2基因
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是遗传物质的最小功能单位，是指具有一定生物学意义的一段 DNA。

4.3聚合酶链反应（PCR）

是一种体外扩增特异 DNA片段的技术。利用 DNA 在体外摄氏高温时变性会变成

单链，低温时引物与单链按碱基互补配对的原则结合，再调温度至 DNA聚合酶最适反

应温度，DNA聚合酶沿着磷酸到五碳糖(5'-3')的方向合成互补链。

4.4 qPCR

全名 Real-time Quantitative PCR Detecting System，即实时荧光定量核酸扩增检测系

统，是通过实时检测 PCR每一个循环扩增产物相对应的荧光信号，来实现对起始模板

进行定量及定性分析。

4.5 绝对定量

绝对定量是利用已知浓度的标准品绘制标准曲线来推算未知样品的 DNA含量。

4.6 基线

PCR 的最初几次循环，在此基线上荧光信号几乎没有变化，一般以 PCR反应前 15

个循环的荧光信号作为本底信号。

4.7 阳性参比荧光

一种荧光，其本身产生一种内部荧光，通过参比这种荧光，在数据分析期间对报告

基团信号进行标准化。标准化对于纠正由于浓度或体积发生改变而引起的荧光波动现象

是必须的。

4.8 校正后报告荧光强度（Rn）

与阳性参比荧光信号强度相比较的报告基团荧光信号强度。

4.9 Delta Rn（△Rn）

在给定的一组 PCR 条件下所生成信号的量值。（△Rn= Rn -基线）

4.10 阈值

Delta Rn （校正后报告荧光强度）的一个值— 由 SDS 软件自动确定或手动设置

— 用于在实时实验分析中确定 CT值。此阈值应设置为高于基线，但应足够地低，使

其控制在扩增曲线的指数增长阶段范围之内。阈值线与扩增曲线的交叉点确定 CT值。

http://baike.baidu.com/view/24576.htm
http://baike.baidu.com/view/8193.htm
http://baike.baidu.com/view/1203504.htm
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4.11 阈值循环（CT）

荧光信号强度超过设置的阈值强度时所经历的循环数。

4.12 无模板对照（NTC）

不包含模板的样本。用于验证扩增量。

4.13 模板

需要确定是否含有或其数量为多少的核苷酸序列。

4.14 报告基团

此荧光加在 TaqMan 探针的 5＇端。它发出的荧光信号作为特异性扩增的指示物。

4.15 标准样本

已知量的样本，用于构建标准曲线。

4.16 未知样本

包含要测定的模板的样本，模板的量未知。

4.17 准确性

指测定值与真实值或认可的参考值的一致性或接近程度。

4.18 精密度

指在规定条件下对均质供试品多次取样进行一系列检测结果的接近程度，一般表示

为变异系数（CV％），变异系数即是测定值的标准差和测定值均数的比值。

4.19 重复性

是指在同样的操作条件下，在较短时间间隔的精密度。

4.20 中间精密度

是指在试验室内部条件改变，如不同日期、不同分析者、不同仪器、不同批号或来

源的实验材料等情况下的精密度。

4.21 重现性

是指不同实验室间的精密度，需通过多个实验室之间的协作研究得到。当分析方法

将被法定标准采用时，应进行重现性试验。

4.22 耐用性
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指试验参数被有意进行微小改变时，测量结果不受影响的能力，用于说明通常使用

条件下该分析方法的可靠性。

4.23 线性

在给定的范围内检测结果与供试品中被分析物的成比例关系。

4.24 范围

是能达到一定的准确性、精密度和线性时被分析物的较高和较低浓度（量）的一个

区间。

4.25 专属性

指当制品中含有其它组分，如杂质、降解物、添加物（如缓冲液、赋形剂、稳定剂）

等存在时，准确可靠测定供试品的能力。

4.26 检测限度

指供试品中的被分析物能够被检测到的最低量，但不一定要准确定量。

4.27 定量限度

指准确性和精密度都能达到要求时能够定量测定供试品中被分析物的最低量。

5. rDNA样本

5.1 典型取样点

生物制药生产中 DNA残留检测的取样点主要是从收集目标物开始，到不同的纯化

工艺，乃至最后的成品。一般在 DNA去除工艺研究和过程验证上，会在从收集细胞到

成品的每个处理过程的前端取样进行 DNA残留检测。
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图 4生物制药生产工艺中的杂质分析

5.2 样本运送和保存

样品收集好后如果不直接检测可放入-20℃冰箱保存。

需要转送的样本：实验室应建立详细的样本运送标准操作规程（SOP），要求物流

人员填写相关运送记录，确保样品运送过程的可控性，样本放在冰袋中运送，以保证微

量的 DNA不会被降解。

6. rDNA qPCR检测实验

宿主细胞rDNA检测分析中质量控制内容包括：实验室设计的要求；检测方法及流

程；仪器设备的使用、维护与校准；人员培训；确认检测结果的可靠性。实验室应制定

室内质量控制操作程序（SOP）和参加室间质评或实验室间比对。

6.1 实验要求

6.1.1 场地要求

宿主细胞 rDNA检测受环境因素影响大，因此 rDNA检测实验室一定要远离生产车

间，有条件的企业应将实验室设置在与车间不在一幢楼内。

可选择使用 40m2左右实验室，配备独立空调及 2台超净台（一台用于标曲配制、

一台用于反应液配制，2者尽量分开距离），实验室内划分成 4块区域—标曲配制区、

样品前处理区、反应液配置区和模板加样区，并尽量远离出风口，PCR反应区设置在单

独房间内并配备独立空调。

6.1.2 rDNA qPCR检测所需材料
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生物制品中 rDNA残留极低，其要求精度高，推荐在进行 rDNA检测实验中所使用

到的如移液枪头、EP管等一次性耗材为低吸附的，qPCR仪和移液器需定期进行校准。

表 5检测所需设备

设备名称 要求

定量 PCR仪 1台，带分析软件、电脑

恒温金属浴 1台
漩涡振荡器 1台
微型离心机 1台
低温冰箱 1台

超微量分光光度计 1台

单道可调移液器
1-10μl，10-100μl，20-200μl，200-1000μl，各1支

推荐使用电动移液器

磁力架 1个
4度冰箱 1台

高压灭菌锅 1台
电热鼓风烘箱 1台

超净台 2台

表 6检测常用耗材

名称 规格 备注

PCR八连管

八连管平盖

96孔 PCR板

封板膜

EP管 1.5ml 低吸附

滤芯枪头 10μl，200μl，1000μl 低吸附

表 7检测所需常用试剂

类别 货号 备注

宿主细胞残留 DNA样本前处理

试剂盒
SK030203D100

疫苗制剂宿主细胞残留 DNA样

本前处理试剂盒
SK030206DM50 适用于疫苗等产品检测

CHO残留 DNA检测试剂盒 SK030201C100
E.coli 残留 DNA检测试剂盒 SK030202E100
Vero残留 DNA检测试剂盒 SK030204V100

毕赤酵母残留 DNA检测试剂盒 SK030205P100
人源细胞残留 DNA检测试剂盒 SK030207H100

无水乙醇（分析纯）

异丙醇（分析纯）
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6.1.3 检测人员要求

 rDNA qPCR检测人员需要为生物技术专业或相关专业毕业，并可根据企业的样本建

立企业内部质控样本库；

 实验人员应了解 qPCR技术或经过 PCR技术培训；

 对于新进实验人员，应在具有 rDNA qPCR技术合格的人员指导下进行实验工作，

并进行考核培训，包括批内和批间质控评测。

6.2 rDNA检测试验流程

图 5 rDNA检测流程图
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6.3 样本准备

待检测 rDNA的样本可能是高纯度的蛋白，也可能是含有其他成分的化学品，其要

求的 rDNA定量分析含量极低。根据国家药监局、WHO、FDA等的规定，生物制品中

DNA的残余量一般在 100pg/dose。这意味着要在 mg级的产品中分析 pg级的残留量。

对这样的样本进行 rDNA的检测分析，需要一个有效的稳定的样本前处理，能够使 rDNA

从这样复杂的一个样本基质中释放出来，并能够富集 DNA以提高检测灵敏度。

综合考量各方面要求，推荐使用磁珠法。磁珠法简单、快速、可实现自动化高通

量操作、且得到 DNA纯度高，是比较理想的 rDNA提取方法。更重要是对于 rDNA的

提取纯化回收效率的要求为 50～150%，包括批内和批间实验。磁珠法能够满足微量

rDNA的提取要求。

进行磁珠法提纯 rDNA，则需要在样本准备前对待处理样本的背景有所了解，如离

子浓度、pH值、蛋白浓度、缓冲体系等。

 如果待检测样本是生物制品纯化过程中的上游中间样本，可能含有较高的 DNA

含量。为了保证检测的准确性，使样本的检测值在标准曲线线性范围之内，可

以用灭菌超纯水对高 DNA 含量样本进行适当比例的稀释后再进行样本纯化处

理；也可以在样本纯化处理完成之后，用稀释液对纯化处理后的样本进行稀释，

然后再进行 DNA残留检测。一般可考虑将高 DNA含量样本稀释 100倍或 1000

倍。

 若样本为干粉状态，可以用稀释液将干粉样本进行溶解，再进行下一步操作；

或先用适当的试剂将干粉样本溶解，配成高浓度溶液，再用稀释液稀释后，进

行下一步操作。一般可考虑将干粉样本稀释成 10mg/ml或 100mg/ml。

 pH值要求：一般情况下生物制品纯化过程中间样本的 pH值均为中性，若样本

的 pH<5或者 pH>9，则会影响样本纯化处理效果。因此可以用 1M的盐酸或氢

氧化钠调整样本的 pH至中性后（pH6.0～8.0）再进行纯化操作。

 盐离子浓度要求：若样本中盐离子浓度过低，可使用 5M的 NaCl进行调节，保

证样本中盐离子浓度在 0.5M左右，否则会影响样本纯化处理效果。
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6.4 rDNA qPCR检测数据分析：

下图显示了一个有代表性的扩增图谱，其中包括 qPCR中定义的一些术语。

图 6扩增图谱及术语

6.4.1 rDNA qPCR参数

绝对定量结果评价指标包括相关系数 R2、标准曲线斜率（Slope）、扩增效率（E）

和回收率。

利用线性回归方法确定循环数（Ct）与试验样品 DNA量（log10）之间的线性关系。

通过回归方程计算参数（斜率，截距以及相关系数）：

xbay 

y 是样本 y（Ct）平均值， x 是 x 值（log10[fg]）的平均值，a 是 y-截距，b 是斜

率。

斜率（b）和 y-截距（a）计算如下：
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斜率要求在-3.6～-3.1之间。

E= 10-1/Slope-1，qPCR扩增效率允许范围为 90%-110%，斜率与扩增效率换算值

见表 8：
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表 8斜率与扩增效率换算表

Slope Efficiency
-3.1 110%
-3.32 100%
-3.5 93%
-3.6 90%

R2是评估 qPCR效率的关键参数，R2等于 1，说明可以用 CT值来准确预测样品 DNA

含量。

相关系数 r如下计算：
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y 是样本 y（Ct）的平均值， x 是 x值（log10[fg]）的平均值。

相关系数的绝对值一般要求 ≥ 0.98。

6.4.2 回收率和结果计算

回收率（%）=（加标样品测定值-样品测定值）/DNA标准品理论值×100%新版美国

药典允许回收率范围为 50%~150%。

标曲赋值 3000pg/10ul，300pg/10ul，30pg/10ul，3pg/10ul，0.3pg/10ul，0.03pg/10ul，

rDNA检测结果计算：DNA的浓度（pg/ml）=10(Ct-b)/m×50

其中 Ct为达到阈值的循环数，m和 b为标准品曲线的斜率和 y轴截距。

6.4.3 rDNA qPCR检测结果判定参数

rDNA结果分析参数包括标准曲线相关系数 R2、扩增效率、复孔间 CV值、样品回

收率以及阴性质控品和无模板对照 CT值，要求如下表：

表 9 rDNA qPCR检测结果判定标准

参数 要求

R2 ≥0.99
扩增效率 90%-110%

CV <15%
样品回收率 50%~150%

阴性质控品 CT值
至少在标曲定量限后 2

个循环

无模板对照 CT值 >35
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7. rDNA检测方法学验证

方法学验证是对测定方法的评价，证明采用的方法适合于相应检测要求，具有

相当的准确性和可靠性，进而可以达到控制产品质量的目的。只有经过验证的分析

方法才能用于控制产品质量，因此方法验证是制定质量标准的基础。

7.1 验证项目

质控分析方法的验证就是根据方法的需要测定该方法的专属性、准确性、精密

度、线性、范围、检测限度、定量限度、耐用性等几个指标中的一个或几个，用于

不同检测目的的试验方法需进行不同参数的测定，下表为各种检测方法通常需测定

的参数：

表 10不同检测方法的方法学验证指标

分析方法

参数

鉴别试验

杂质检查
生物活性（效

价）测定
含量测定

定量 限度

准确性 － ＋ － ＋ ＋

精密度 － ＋ － ＋ ＋

耐用性 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

线性 － ＋ － ＋ ＋

范围 － ＋ － ＋ ＋

专属性 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

检测限度 － － ＋ － －

定量限度 － ＋ － － －

注：－表示通常不需测定的参数，＋表示通常需测定的参数

宿主细胞 rDNA 检测属于对生物制品中的杂质定量检测，其方法学验证指标为准确性、精密

度、耐用性、线性、范围、专属性和定量限度等。

7.2 分类

7.2.1 全面验证

对于新药的分析方法及首次建立的分析方法需进行全面分析方法的验证。
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7.2.2 部分验证

已经经过验证的分析方法变更时可考虑做部分分析方法的验证，部分验证的内容可

以根据分析方法变更的程度从只进行日内精密度和准确度的考察到接近全面的分析方

法的考察。部分验证常见于方法转移（人或实验室）、检测方法改变（如仪器改变）、

样品基质变化、同一基质不同种属变化、相关线性浓度范围变化等。

因此企业首次采用商业试剂盒检测或样品基质改变需进行部分方法学验证，以确定

该试剂盒适用于企业样品。

7.2.3 交叉验证

数据从相同或不同研究中的不同方法中获得，或数据从不同实验室的相同研究方法

中获得，需要对这些数据进行比较，并进行交叉验证。

下表为方法学验证内容对比：

表 11方法学验证实验内容对比

性能检测指标 实验内容 企业方法
商业试剂

+USP

中检院

试剂盒

线性范围 定量检测范围 √ √ -

参考品溯源 自制内部参考品定量 √ √ -

准确度 检测国家标准品 √ √ -

精密度 实验批间差 √ √ √

特异性 Human、mouse、rat、E. coli DNA干扰 √ - -

加样回收率

不同浓度 DNA回收率 √ √ √

不同基质中的回收率 √ √ √

不同 PH值样本回收率 √/- √/- -

不同生产节点的实际样品回收率 √ √ -

对比实验

与同类试剂盒对比纯化回收性能 √/- - -

与同类试剂盒对比检测性能 √/- - -

实际样本检测性能对比实验 √/- - -

适用性能

多种 qPCR仪器适用性 √/- - -

DNA碎片化的影响 √ - -

高蛋白、高盐、低 PH值等样本 √/- √/- -
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蛋白降解效率 蛋白酶 K消化中间品 √ √ -

稳定性

检测试剂可反复冻融 √ √ -

40℃加速稳定性 √ - -

24个月成品稳定性 √ - -

时间
建立方法 >12m 3m 0m

验证可靠性 >3m 1-3m 5d

“√”：必须做 “√/-”：选择做 “–”：不必做 “m”：月 “d”：天

7.3 方法学验证举例

以 CHO宿主细胞 DNA残留检测试剂盒方法学验证为例。主要进行了以下验证：

 线性与范围

按说明书方法稀释国标，测定其对 CHO细胞残留检测试剂的反应曲线，分析曲线

线性。

 试剂盒参考品标定

以国家标准品作为标准品，对试剂盒参考品进行标定测定，比较国家标准品与内控

参考品曲线的平行性，试验中国家标准品与待测样品的精密度与准确度均应符合相关要

求

 准确度

以试剂盒参考品为标准品，对已知浓度国家标准品进行 DNA测定，分析测定结果

的平均值、比较检测值和已知值得出检测准确度。

 精密度

检测试剂盒重复性、中间精密度及重现性。

 特异性

梯度稀释试剂盒参考品绘制标准曲线，同时平行制备一组含有干扰基因的标准曲线

进行对比，检测拟合后曲线的重合性。

 定量限

用试剂盒给出的线性范围中最低浓度作为定量限，进行 10次重复检测，分析检测结

果

 回收率
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检测不同浓度 DNA的回收率、不同基质回收率、不同 pH值样本回收率、不同生产

中间样本回收率。

 稳定性

测试检测试剂的反复冻融稳定性、前处理试剂的加速稳定性及检测试剂盒的长期稳

定性。

 适用性

测试试剂盒在不同型号仪器上的适用性及不同 DNA片段大小对检测的影响。

7.4特定样品的方法学验证

采用 SHENTEK rDNA检测试剂盒验证特定样品的适用性，可采用如下验证方案：

表 12.样品适用性验证方案

项目 实验方案

精密

度

日间精密

度

检测样品中 r DNA 残留量，据此确定高中低 3

个加标量（最低加标量比样品残留量高一个数量级）。

设置如下 4组：

 样品组

 样品+DNA 1组（高）

 样品+DNA 2组（中）

 样品+DNA 3组（低）

纯化回收，PCR检测，不同时间检测 3次（需 2~3人

完成），计算 CV值。

重复性

设置 2组：

样品组

样品+ DNA 2组（中）

纯化回收，PCR检测，计算 CV值。（检测时做 6个

重复）

回收

率

根据样品中 DNA残留量，设置 3个加标量。设

置如下 4组：
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 样品组

 样品+DNA 1组（高）

 样品+DNA 2组（中）

 样品+DNA 3组（低）

纯化回收，PCR检测，计算回收率。

8. 注意事项

8.1 定量 PCR仪的开关机顺序

按照正确的开关机顺序操作，有助于延长仪器的使用寿命，减少仪器出故障的

频率。

开机顺序：先开电脑，待电脑完全启动后再开启定量 PCR仪主机，等定量 PCR

仪主机面板上的绿灯亮后即可放入 qPCR管，打开定量 PCR的收集软件，设置参数

进行实验。

关机顺序：确认实验已经结束后，首先关闭定量 PCR仪主机的电源，接着可在

信号收集软件上分析实验结果，然后关掉信号收集软件，最后关闭电脑。

8.2 定量 PCR仪反应管放置问题

使用单管或 8连管做实验，并且样本数量不多的时候，建议在样品加热块上对

称地安放样品，最好是纵向放置，并且优先放在靠中间的第 6列或第 7列，然后逐

渐向两边放置。这样做的好处是热盖压下来的时候不至于发生倾斜，各个反应管的

受力和受热都比较均匀，提高孔与孔之间的数据精密性。

8.3 防止 PCR污染

1) 实验时穿实验服并戴口罩，勤换手套；

2) 使用带滤芯移液枪头和灭菌 ep管，每次实验尽量更换新的枪头和 ep管；

3) 分区操作：标曲配置区、样品前处理区、反应液配置区、模板加样区和 PCR反

应区，PCR反应区需设置在单独房间内，尽量远离生产车间或 DNA 提取实验

室。每个区分别配备移液枪，勿交叉使用，其中模板加样区需配备 2把移液枪，

一把用于阴性质控和无模板对照孔加样，一把用于检测样本模板加样；

4) 实验前整理操作环境，有条件的进行消毒，尽量防止空气流通；
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5) 空调必须开启时，可在实验开始前先开启空调预冷实验室，待进行实验时，将

空调风速调至最低并尽量远离出风口操作；

6) 实验过程中先准备阴性对照管、样品管并盖紧管盖，最后准备阳性对照管；

7) 勿将扩增产物带至 PCR反应液配制区；

8) 实验结束后清理桌面，可以用 DNA清除剂清理环境。

8.4标准品稀释

为节省时间，标准品稀释可在样本消化的等候时间内准备，并存放于 4℃。

8.5 蛋白酶 K用量建议

表 13蛋白酶 K用量建议

蛋白浓度（mg/ml） 建议加入蛋白酶 K量/ul

100~150 20 ul

≤100 10 ul

9. 常见问题

9.1标准曲线线性关系不佳

1）参考品稀释操作有误，使参考品不呈梯度；

2）标准品出现降解或受到污染，应避免标准品反复冻融和被其他试剂污染；

9.2 扩增效率异常

1）注意各试剂成份的储存温度，收到货后及时按要求进行储存；

2）分析参数设置不合适，说明书中参数设置适用于 ABI 7500 qPCR仪；若检测机型不同，

应相应调整 threshold至合适的位置；

3）参考品稀释不准确；

4）反应体系中有 PCR反应抑制物,一般是加入模板时所引入，应先把模板适度稀释，

再加入反应体系中，减少抑制物的影响。

9.3无模板对照 NTC或阴性质控 NCS的检测值不为 Undetermined或 Ct值<35

请参照 8.3防止 PCR污染。NCS Ct值至少控制在定量限后 2个循环左右。

9.4 同一试剂在不同仪器上产生不同的曲线

判断曲线是否正常的标准为扩增效率在 90%～110%之间，R2≥0.99，灵敏度、特

http://www.baidu.com/link?url=qDyV9BHkGRBM7RaeZwdYY6URDCURItZsKKooGgZVHuaHry_zXQJL7kStaMzZ0l1g
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异性等符合试剂盒标准。同一试剂在不同仪器上有可能产生不同的扩增曲线。

9.5 qPCR重复性问题

加样时，重复孔操作尽量一致。建议使用电动分液器，提高重复性。

9.6荧光定量 PCR模板未扩增标准

当进入对数期的循环数大于 35个时，荧光定量 PCR检测无效，可认为没有扩

增；当进入对数的循环数在 32-35 个循环时，需要有至少 3个重复，并与参考品比

对才能判断是否有扩增。

9.7 样本纯化回收率异常

1) 洗涤液 A中未加入乙醇；

2) 样本 ERC中添加的 DNA量不准确；

3) 洗脱时磁珠附着于管壁，洗脱液与磁珠未能充分混匀或洗涤后磁珠干燥时间过长，

导致磁珠难以洗脱；

4) 磁珠吸附力下降，建议预先分装磁珠；

5) 样本盐离子浓度低或 pH不合适，建议调节盐离子浓度和 pH值；

6) 样本中蛋白含量太高，对样本进行适当稀释或增加蛋白酶 K用量。

9.8 样品调 pH值后出现絮状沉淀，且蛋白酶 K消化完成后仍有沉淀，对检测结果是否

有影响？

消化完成后仍有沉淀会影响后续的纯化过程，进而影响实验结果，因此建议将

待检样品进行适当比例稀释或适当增加蛋白酶 K后再进行纯化回收，同时还需注意

盐离子浓度，如果离子浓度过低，可用 5M NaCl调节。
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