
1.  引言

哺乳动物细胞系如今已经成为表达制备生物制品最广泛的宿

主。在已经上市和正在进行临床试验的生物制品中，70%来源于

哺乳动物细胞系，如幼仓鼠肾细胞系、中国仓鼠卵巢细胞(CHO) 、

小鼠骨髓瘤 NS0 细胞系以及人胚肾细胞系( HEK-293) 。宿主细胞残

留DNA（HCD）一种可能存在于最终的产品中的工艺相关杂质，

其残留问题受到了生物制药用户的广泛关注，存在制瘤性和感染

性。现有研究表明，可能引发致病的功能基因至少在200 bp以上，

因此残留DNA片段越大，风险等级越高。美国食品药品监督管理局

（FDA）关于人类基因治疗新产品生产指导文件中明确指出HCD的

片段要小于200 bp；国家药品监督管理局（NMPA）生物制品药学

部同样在《基因治疗产品药学研究与评价技术指导原则》的征求

意见稿中指出，HCD的片段要小于200 bp。因此基因治疗终产品中

需要合适的方法检测HCD的片段大小分布情况。

本文以慢病毒样品为例，使用SCIEX PA 800 Plus药物分析系

统，结合激光诱导荧光检测器（LIF）和dsDNA 1000 试剂盒（货号

477410）（图1），对宿主细胞残留DNA进行片段分布检测。
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2. 试剂及方法

2.1 仪器和试剂

PA 800 Plus制药分析系统，匹配LIF检测器激光诱导荧光检测

器（SCIEX公司，激发波长488 nm，发射波长520 nm）。DNA 涂层

毛细管（100 μm内径）、dsDNA 1000固体凝胶、SYBR Gold 荧光染

料购自Thermo Fisher（Carlsbad, CA, USA）；10× Tris Borate-EDTA

（TBE）缓冲液、200 bp、500 bp、1000 bp的marker缓冲液购自

Sigma Aldrich（St Louis, MO，USA）。

凝胶缓冲液配置：将20 mL去离子水加入固体凝胶中，搅拌直

到固体凝胶完全溶解，使用1×TBE 缓冲液对上述溶液进行10倍稀

释，得到分离凝胶缓冲液；取10 mL凝胶缓冲液与1 μL SYBR Gold染

料混合均匀，供CGE-LIF分析使用。

2.2 样品及前处理

慢病毒样品由国内某基因治疗公司提供，利用湖州申科HCD

磁珠法提取试剂盒进行的纯化。样品处理流程如图2所示：

图1. PA 800 Plus药物分析系统与dsDNA 1000 试剂盒 图2. 慢病毒HCD分布分析样品前处理流程
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图2 慢病毒HCD分布分析样品前处理流程
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利用CGE-LIF方法，通过与marker的对比，可准确判定慢病毒

样品HCD的片段大小是否＜200 bp，从而确定样品是否符合格。如

图3为慢病毒样品中HCD分布分析的谱图，通过与marker比对，可

以看到样品中残留的核酸片段都在200 bp以下；由于慢病毒基因组

RNA已被酶切破坏，因此在＞1000 bp的范围内未检测到任何DNA及

RNA片段。通过CGE-LIF的方法，可以快速准确的判定慢病毒样品

中HCD的分布情况，进而可以帮助用户更好的对工艺的优化和种

产品的质控。

4. 结论

该毛细管凝胶电泳（CGE-LIF）方法具有如下特点：

• 高效分离：可按照片段大小对不同DNA进行分离，结合DNA 

marker，可评估DNA的片段大小分布。

• 灵敏度：可检测10 pg/mL的片段浓度1，若在前处理的过程中

对DNA进行浓缩处理，可获得更高的检测灵敏度， 满足各种残

留DNA检测的要求。

• 操作方便：具有商品化的样品前处理试剂盒和分离试剂盒。

• 符合法规：仪器具有操作（OQ）认证，操作软件能够进行权

限设置和审计追踪。

参考文献

1. SCIEX Tech Note：CE-LIF方法分析宿主细胞残留DNA的片段分布

（ RUO-MKT-02-9259-ZH-A）

样品残留 DNA 提取 

采用样品残留 DNA 提取试剂盒，具体操作按试剂盒说明书进

行。取 100 μL供试品，加入蛋白酶 K 溶液，混匀后 55 ℃水浴 1 h，

使膜蛋白降解、与 DNA 结合的蛋白质降解、DNA 充分游离；加入 

200 μL 异丙醇和 10 μL 磁珠，使游离DNA 与磁珠充分结合，分离磁

珠；加入各 700 μL 洗涤液 A 和 B，使磁珠和洗涤液混匀，完成 2 次

磁珠洗涤；将离心管开盖干燥 10 min，除去残留乙醇；加入100 μL 

预热洗脱液，混匀后 70 ℃水浴 10 min，分离磁珠；上清即为 DNA 

纯化液，经紫外可见分光光度计测定浓度。

2.3  CGE-LIF方法设置

毛细管：DNA涂层毛细管，100 μm内径，30/40.2 cm（有效/总

长度）；进样条件：0.2 psi，10 s；分离电压：-7.8 kV，20 min；

毛细管温度：20 ℃；样品室温度：10 ℃。毛细管的预处理：使用

去离子水在20 psi压力下冲洗5 min，凝胶缓冲液在20 psi压力下冲

洗5  min；-7.8 kV加电平衡10 min。针与针间冲洗：使用凝胶缓冲

液在20 psi压力下冲洗2 min。

3.  结果与分析
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图3 CGE-LIF 法对慢病毒的HCD片段大小分析。a，marker（200,500,1000 bp）；

b，慢病毒DNA提取物；图3. CGE-LIF 法对慢病毒的HCD片段大小分析。a, marker（200,500,1000 
bp）；b, 慢病毒DNA提取物；
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