
n论著 n

荧光法和 DNA杂交法检测重组技术产品中残余 DNA的比较
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摘要 目的: 对用于检测重组技术产品中残余 DNA的荧光法及 DNA杂交法进行比较性评价。方法: 应用地高辛标记的

DNA杂交法以及 P icoG reen荧光法对 3批重组人干扰素 A2b中外源 DNA残留量进行测定。结果: 荧光法检测结果显示 3

批重组人干扰素 A2b制品中 DNA残留量分别为每人份剂量 ( 01 695 ? 01 021) ng、( 01 664 ? 01 021) ng、( 01916 ? 01017) ng, 而

用地高辛标记的 DNA杂交实验由于阳性基因组 DNA灵敏度偏低以至于结果无法判断。应用琼脂糖凝胶电泳和 P icoG reen

荧光法测得由生产单位提供的阳性 DNA浓度明显偏低, 与标示量不符, 这说明阳性 DNA含量偏低是本次 DNA杂交实验失

败的主要原因。通过对该阳性 DNA重新定量后再进行 DNA杂交检测, 结果显示 3批重组人干扰素 A2b制品的 DNA残留

量均小于每人份剂量 1 ng ,该结果与 P icoG reen荧光法相一致。结论: 荧光法具有简便、快速 ,自动化程度高 ,不受工程菌种

类限制, 能够精确定量等特点 ,优于传统的 DNA杂交法, 更适于重组制品残余外源 DNA含量的常规检定。
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Comparison of fluorescence and DNA hybridizationmethods for the

determ ination of residualDNA in recombinant products
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Abstract Objective: Eva luat ion the fluorescencemethod and DNA hybridizat ionmethod to determ ine DNA con-

tent for the quality contro l o f residual DNA in recombinant products. M ethod: To apply D igox in - labe led DNA

hybr id iza tion and P icoG reen fluorescence methods to determ ine residua lDNA in three batches of recombinant hu-

man interferon A2b. Results: The fluorescence resu lts revealed residua lDNA of three batches o f recomb inan t hu-

man interferon A2b w as( 01695 ? 01021) ng per dose, ( 01664 ? 01021) ng per dose and( 01916 ? 01 017 ) ng

per dose, respective ly. Bu t because o f the positive genom e DNA, the sensit iv ity o fD igox in- labe led DNA hybrid-

ization w as too low to determ ine the resu l.t DNA electrophoresis and P icoGreen fluorescence method indicated that

the concentration of posit ive genome DNA prov ided by the manufacturer w as obv iously low, wh ich w as the ma in

reason for the failure of DNA hybr id iza tion. When the positive DNA was quantitated, DNA hybrid ization revea led

that the residua lDNA of these three ba tches o f recomb inant hum an interferon A2b w as less than 1ng per dose.

These results w ere in acco rd w ith the PicoG reen fluorescence resu lts. Conc lusion: The fluorescence me thod is

conven ien,t fas,t automa tic, non- spec if ic and quan titative. It is better than the trad itiona lD igox in- labe led DNA

hybr id iza tion and more su itable for routine test for the content of residual ex traneous DNA o f recomb inant bio log-

ics.
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随着基因工程技术的迅猛发展, 越来越多的新

药研制采用基因重组技术。由于在生产过程中使用

了工程菌 (细胞 ) , 而宿主菌 (细胞 )的残留 DNA是

重组药物中特有的潜在致癌性杂质, 存在安全性问

题,因此宿主菌基因组 DNA残留量的检测极为重

要。WHO和欧盟建议每人份传代细胞的纯化产品

中可接受的残余 DNA含量为 10 ng
[ 1]
; FDA要求其

含量应不高于每人份剂量 100 pg
[ 2]
; 2005年版中国

药典三部规定其含量应不高于每人份剂量 10 ng
[ 3 ]
。

由于外源 DNA宿主种类繁多,片段大小不一, 属微

量杂质,测定时干扰因素较多, 如何对其进行灵敏、

快速、准确的检测是一项困难的工作。现行的检测

方法主要是地高辛标记的 DNA杂交法,但这种方法

需要生产单位提供宿主菌 (细胞 ) DNA标准进行杂

交实验,宿主菌 DNA的种属和质量直接影响到检测

结果的可靠性。此外, DNA杂交法实验操作周期

长,步骤烦琐,干扰因素多,重复性差,不能进行定量

分析
[ 4]
。为了解决这些问题,应用高灵敏度的双链

DNA荧光染料 P icoGreen对 DNA含量进行测定。

该染料能够与双链 DNA结合形成复合物, 在波长

480 nm激发下产生超强荧光信号, 可用荧光酶标

仪在波长 520 nm处进行检测,在一定的 DNA浓度

范围内以及该荧光染料过量的情况下, 荧光信号

与 DNA浓度成正比
[ 5, 6]
。荧光法可以不区分宿主

菌来源, 能够检测出重组制品中全部 DNA污染。

本文利用该荧光法对生产单位提供的阳性 DNA及

重组生物制品中的残余外源 DNA进行分析, 从而

进一步评价传统的地高辛标记的 DNA杂交法存在

的问题。

1 材料与方法

111 试剂 P icoG reen dsDNA Quantitation K it试剂

盒为美国 Molecu lar Probes公司产品; 96孔黑色酶标

板为 COSTAR公司产品; 地高辛标记和检测试剂盒

以及正电荷尼龙膜均购自美国罗氏公司。

112 供试品 3批重组人干扰素 A2b为重组技术

产品室留样检品; 大肠杆菌 K12的基因组 DNA标

准为生产单位提供。

113 仪器 GEM IN IXS荧光酶标仪, SOFTmaxPRO

软件为美国 Molecu lar Dev ices公司产品。

114 探针制备、纯化及 DNA杂交法的灵敏度检

测 取试剂盒提供的用于探针标记的 controlDNA 1

Lg,加无菌双蒸水至终体积 16 LL, 沸水浴 10 m in

后,冰浴中迅速冷却。取 D IG - H igh Prim e 4 LL加

入变性 DNA中,混匀后稍离心, 37 e 孵育 20 h。加

入乙二胺四乙酸二钠溶液 ( 012mo l# L
- 1
, pH 810) 2

LL, 3 mo l# L
- 1
醋酸钠溶液 215 LL, 无水乙醇 75

LL,置 - 20 e 保温 2 h以上。 15000 r# m in
- 1
离心

10m in,小心弃去上清,用 70%乙醇浸洗沉淀,抽干。

加入 TE缓冲液 50 LL复溶上述沉淀即为纯化的探

针。将试剂盒提供的 Un labe led control DNA依次稀

释成 10, 1, 011, 0101 ng# LL
- 1
, 然后分别取各浓度

溶液点样 1 LL于尼龙膜上。经杂交和封闭后,通过

Anti- D IG - AP和 NBP /BC IP进行显色反应, 从而

确定试剂盒检测的灵敏度。

115 DNA杂交法检测重组人干扰素 A2b中外源

性 DNA残留量 将 3批样品、阳性对照 (大肠杆菌

K12的基因组 DNA )经蛋白酶 K预处理后, 置沸水

浴 10 m in, 立即冰浴冷却, 8000 r# m in
- 1
离心 5 s。

经点膜、杂交后通过 Anti- DIG - AP和 NBP /BC IP

进行显色反应。与阳性对照比较, 根据显色深浅判

定样品中外源性 DNA的含量。

116 荧光法 DNA 标准曲线的建立 根据 P-i

coG reen dsDNA Quantitation K it说明书进行操作。

Lambda DNA标准用 TE缓冲液从 100 ng# mL
- 1
开

始按 2倍连续稀释 10个稀释度,每个稀释度设置 3

个平行样品。按照试剂盒提供的方法,将稀释后样

品与 P icoG reen反应液 (用 TE缓冲液 1B200稀释 )

等体积混合, 室温避光反应 5m in。用荧光酶标仪测

定, 以 480 nm为激发光波长,以 520 nm为增强的发

射荧光检测波长进行测定, 所得数据用 SOFTmax-

PRO软件进行分析,作图并求得回归方程。

117 基因组 DNA ( TE缓冲液溶解 )中 DNA含量及

回收率测定 基因组 DNA与 PicoG reen反应液等体

积混合,平行做 3孔; 同时做回收率试验,即生产单

位提供的基因组 DNA先等体积加入 40 ng# mL
- 1

Lambda DNA标准,再与 P icoG reen反应液等体积混

合, 平行做 3孔。按 / 1160项下方法进行测定,将样

品荧光读数平均值 ( n = 3)代入标准曲线回归方程

求得结果。回收率用以下公式计算: 回收率 = (加

入 Lambda DNA样品测定值 @ 2 - DNA样品测定

值 ) /加入 Lambda DNA理论值。

118 3批重组制品中 DNA检测回收率及 DNA含

量的测定 按 / 1170项下方法利用荧光法测定并计

算 3批供试品中 DNA回收率及其 DNA含量。同时

将基因组 DNA按照 / 1160项下方法测定的结果进

行调整后, 按 / 1150项下杂交法再次检测制品中

DNA残留量。
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2 结果

211 探针标记及灵敏度检测 用地高辛标记和检

测试剂盒提供的 Un labe led control DNA进行灵敏度

检测结果如图 1所示, 标记探针 10 pg稀释点可见

显色, 因此标记探针的检测灵敏度能够满足进一步

检测要求。

图 1 探针标记灵敏度检测图

Fig 1 Detect ion of prob e labeling sens it iv ity

1~ 4.阳性对照 ( posit ive con trol) : 10 ng、1 ng、100 pg、10 pg

5.阴性对照 ( n egat ive con trol)

21 2 杂交法检测重组人干扰素 A2b中外源性

DNA残留量 按照企业申报规程每人份剂量的

原液中 DNA残留量应小于 1 ng, 结果如图 2所

示, 生产单位提供的 DNA标准检测灵敏度仅为

10 ng, 不能够满足该样品检测的要求, 并且多次

反复实验均是如此, 导致无法判断样品结果。分

析原因可能是该阳性 DNA质量有问题, 所以进

一步应用荧光法和电泳法对 DNA标准的质量进

行评价。

图 2 重组人干扰素 A2b中外源性 DNA残留检测图

Fig 2 Detect ion of residu alDNA in recom b inan t hum an interferon A2b

A.标准 DNA( standard DNA) : 10 ng、1 ng、100 pg

B.样品 ( samp le) : 1 ~ 3, three batches of recomb in ant hum an in terferon

A2b

213 荧光法 DNA含量测定标准曲线 标准曲线

DNA含量在 01391~ 100 ng# mL
- 1
范围内各稀释

度荧光读数的 RSD均小于 20% , 用 SOFTmaxPRO

软件进行自动分析, 以荧光读数平均值 ( n = 3)对

DNA含量作出标准曲线回归方程:

y= 11825x+ 01376 r= 11000
214 荧光法检测基因组 DNA含量及回收率结果

按 / 1150项下方法对生产单位提供的阳性 DNA含

量进行测定。该阳性 DNA标识浓度为 100 Lg#
mL

- 1
,而利用荧光法测得 DNA含量平均值 ( n = 3)

为 ( 61709 ? 0107) Lg# mL
- 1
, RSD为 111% ,回收率

平均值为 102%, 由此可见该阳性 DNA标准浓度过

低。通过 DNA电泳可见, 按照该阳性 DNA标识浓

度取 200 ng基因组 DNA上样, 与 200 ng Lambda

DNA相比, 进一步证明基因组 DNA浓度明显偏低

(图 3)。

图 3 工程菌基因组 DNA电泳图

F ig 3 The electroph erogram of engin eering bacteria genom e DNA

M: DNA相对分子质量标准 DL 2000 ( DNA M ark er DL 2000)

1. 200 ng的 Lam bda DNA ( 200 ng Lambda DNA)

2. 200 ng的基因组 DNA( 200 ng genom e DNA )

215 3批重组人干扰素 A2b制品中 DNA残留量及

回收率测定结果 按 / 1170项下方法利用荧光法测

定了 3批重组人干扰素 A2b中的 DNA残留量,回收

率及校正后的 DNA含量结果见表 1, DNA回收率在

7218% ~ 9215%之间。根据其人用最大使用剂量进
行计算,这 3批制品宿主 DNA残留量均小于每人份

剂量 1 ng,符合企业申报规程的要求。

按照荧光法定量的结果将阳性 DNA浓度进行

调整,同时利用超声波处理 DNA标准, 使其片断大

小适合于 DNA杂交和探针标记。通过 DNA杂交法

可见检测灵敏度提高, 3批制品宿主 DNA残留量均

小于每人份剂量 1 ng(图 4)。
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表 1 3批重组制品中 DNA回收率及 DNA含量测定结果

Tab 1 DNA conten t and recovery de term ined in differen t recom binan t produc ts

样品编号

( N o1)

成品剂量

( dosage)

/ IU # dose- 1

原液效价

( bulk titer)

/ IU# mL - 1

DNA含量

( DNA content)

/ ng# mL- 1

回收率

( recovery)

/%

校正后 DNA含量

( rev ised DNA content)

/ng# mL - 1

DNA残留量 /剂量

( residua lDNA pe r do se)

/ ng

1 5 @ 106 1113 @ 108 111432 ? 01347 7218 151703 ? 01477 01 695 ? 01 021

2 5 @ 106 2102 @ 108 241498 ? 01796 9113 261832 ? 01872 01 664 ? 01 021

3 5 @ 106 2109 @ 108 351432 ? 01647 9215 3813 ? 01699 01 916 ? 01 017

注: 按最大剂量计算 DNA残留量 = DNA含量 @成品最大剂量 /原液效价

No te: res idualDNA content# dose- 1= rev ised DNA content@ dosage o f finished product / bulk titer

图 4 重组人干扰素 A2b中外源性 DNA残留检测图

Fig 4 Detect ion of residu alDNA in recom b inan t hum an interferon A2b

A.标准 DNA( standard DNA) : 10 ng、1 ng、100 pg

B.样品 ( samp le) : 1 ~ 3, 3批重组人干扰素 A2b ( three batches of re-

comb inan t hum an interferon A2b)

3 讨论

通过对大量重组技术产品外源 DNA残留量的

检定发现,原有 2005年版中国药典三部地高辛标记

探针杂交法存在一定的缺点和局限性。首先, 地高

辛法需要生产单位提供阳性 DNA, 正如本文中所指

出的,目前很多新企业提供的阳性 DNA质量存在问

题,这不仅影响到结果的判定, 也大大降低了检定的

工作效率。其次,地高辛法只能检测工程菌来源的

DNA污染,而无法检测其他来源的 DNA污染。此

外,地高辛法操作周期长、干扰因素多, 存在非特异

性显色,有时也会出现假阳性。随着重组技术产品

数量的增多和检测灵敏度要求的提高, 势必需要建

立更加简便、快速、自动化程度高、可定量分析的检

测方法。本文中所用到的荧光法测定 DNA含量在

01391~ 100 ng# mL
- 1
范围内线性良好

[ 6 ]
。该法不

会受到阳性 DNA 来源的限制, 因此可统一制备

DNA含量测定国家标准品,定量地检测出微量残余

外源 DNA。而且该方法还可以同时检测多批不同

重组制品,从而高效地完成生物技术产品质量控制

的需要。应该指出的是,荧光酶标仪价格昂贵, 这一

点也限制了该法的推广。生产单位应根据自身条件

选择 DNA杂交法或荧光法进行残余 DNA检测, 如

采用 DNA杂交法检测 DNA残留量, 应按照 2005年

版中国药典三部中的相关规定对基因组 DNA标准

进行严格控制,从而确保检定工作的顺利进行。此

外, 应用荧光法对不同生产单位不同制品进行了外

源 DNA残留的检测, 发现不同厂家其宿主 DNA残

留量各不相同,高的超过每人份剂量 10 ng, 低的几

乎测不出来,说明个别厂家纯化工艺有待进一步提

高。
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