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大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）中宿主残留
DNA片段大小分析方法的建立、验证及应用
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摘要：目的 建立一种基于磁珠法及实时荧光定量 PCR（quantitative real‐time PCR，qPCR）的MDCK细胞宿主残留

DNA（host cell residual DNA，HCD）片段大小的分析方法，并进行验证，以期用于评估大流行流感全病毒灭活疫苗

（H5N1）生产过程中HCD的清除效果。方法 采用磁珠法提取样品HCD，通过设计特异性引物与探针，建立可分别定

量 84、142、204及 504 bp DNA片段的 qPCR分析方法。验证方法的线性范围、定量限、精密性、准确性、耐用性及专属

性。采用建立的方法分析大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）过程样品HCD片段占比，并检测HCD含量。结果 84、
142、204、504 bp标准品在 0. 003～300 pg／µL范围内，与Ct值呈良好的线性关系，且 4条标准曲线决定系数（R2）均 >
0. 99；84、142、204 bp定量限均为 3 fg／µL，504 bp的定量限为 1 fg／µL；84、142、204、504 bp对应的高、中、低浓度加

标样品回收率均在 50%～150%范围内；精密性、耐用性、专属性验证 CV均 ≤ 40%。大流行流感全病毒灭活疫苗

（H5N1）收获液中大片段HCD占比较高（≥ 204 bp片段占比 81. 0%），经过酶解和纯化工序，原液中 ≥ 204 bp片段占比

降至 8. 9%，且未检出 ≥ 504 bp片段，同时HCD总含量由 689. 9 ng／mL降至 10. 2 ng／mL。结论 建立了HCD片段大

小的qPCR分析方法，该方法具有良好的精密性、准确性、耐用性和专属性，可用于大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）
HCD片段的分析及生产过程的质量控制。
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Abstract: Objective To develop and verify an analytical method for the size of host cell residual DNA (HCD) fragments in
MDCK cells based on magnetic bead method and quantitative real‐time PCR (qPCR), so as to use it to evaluate the removal
effect of HCD during the production process of pandemic influenza vaccine (H5N1). Methods The HCD of samples was
extracted by magnetic bead method, and specific primers and probes were designed to establish qPCR analytical method that
can quantify 84, 142, 204 and 504 bp DNA fragments, respectively. The established method was verified for the linear range,
limit of quantitation (LOQ), precision, accuracy, robustness and specificity, and used to analyze the proportion of HCD fragments
in the process samples of pandemic influenza vaccine (H5N1), and the HCD content was simultaneously detected. Results The
linear ranges of 84, 142, 204 and 504 bp standards were 0. 003 ‐ 300 pg/µL, showing a good linear relationship with Ct,
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and the coefficients of determination (R2) of the four standard curves were all greater than 0. 99. The LOQs of 84, 142 and
204 bp were 3 fg/µL, and the LOQ of 504 bp was 1 fg/µL. The recovery rates of spiked samples at high, medium and low
concentrations corresponding to 84, 142, 204 and 504 bp were all within the range of 50% to 150%. The CVs of precision,
robustness and specificity verification were not greater than 40%. The proportion of large HCD fragments in the harvest solution
of pandemic influenza vaccine (H5N1) was relatively high (≥ 204 bp fragments accounted for 81. 0%). After enzymatic hydrolysis
and purification, the proportion of ≥ 204 bp fragments in the bulk solution was reduced to 8. 9%, and no ≥ 504 bp fragments
were detected. At the same time, the total HCD content was reduced from 689. 9 ng/mL to 10. 2 ng/mL. Conclusion The
qPCR analytical method for HCD fragment size was developed with good precision, accuracy, robustness and specificity,
which can be used for the analysis and detection of HCD fragments of pandemic influenza vaccine (H5N1) and the quality
control in the production process.
Keywords: Pandemic influenza vaccine (H5N1); MDCK cells; Host cell residual DNA (HCD) fragment; Quantitative real ‐
time PCR (qPCR); Magnetic bead method

大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）是将世界

卫生组织（World Health Organization，WHO）推荐的

大流行流感病毒株接种至MDCK细胞后，经培养、收

获、灭活及纯化等步骤制备而成。MDCK细胞是犬肾

上皮连续细胞系［1］，对流感病毒株具有高易感性［2‐5］。
2007年，首个采用MDCK 细胞生产的三价流感亚单

位疫苗（商品名：OPTAFLU，生产厂家：瑞士诺华制

药公司）获批上市［6‐7］。MDCK细胞作为传代细胞系

用于疫苗生产，具有潜在的成瘤性、致瘤性，相关疫

苗的安全性备受关注［8‐9］。
生物制品中的宿主细胞残留DNA（host cell resi‐

dual DNA，HCD）可能携带源于宿主细胞的致癌基因

或其他病毒相关基因，引发肿瘤或感染等情况，可通过

去除HCD的生物活性以降低此类风险。HCD生物

活性的去除主要通过降低HCD的含量或减小HCD
片段大小来实现，因此，细胞基质疫苗产品的HCD
片段大小是与产品安全性相关的关键指标［10‐12］。本

研究旨在建立基于磁珠法及实时荧光定量PCR（quan‐
titative real‐time PCR，qPCR）的MDCK细胞HCD片段

大小分析方法，并进行验证，以期用于检测大流行流

感全病毒灭活疫苗（H5N1）的HCD片段大小，确保疫

苗安全性。

1 材料与方法

1. 1 样品 大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）收获

液（批号：2023005H5V）、酶解液（批号：2023005H5E）、
纯化液（批号：2023005H5C）、原液（批号：2023005H5）
均由武汉生物制品研究所有限责任公司病毒性疫苗

研究二室制备并提供。

1. 2 主要试剂及仪器 无水乙醇、异丙醇及氯化钠

均购自国药集团化学试剂有限公司；核酸酶购自上

海雅心生物技术有限公司；HCD样本前处理试剂盒

（磁珠法）、MDCK残留 DNA片段分析检测试剂盒、

MDCK残留DNA含量检测试剂盒及 rDNA purify HCD
前处理系统均购自湖州申科生物技术有限公司；荧

光定量 96孔 PCR板及ABI 7500荧光定量 PCR仪购

自美国Thermo公司。

1. 3 HCD 的提取 用HCD样本前处理试剂盒中的

稀释液将待测样品进行 100倍稀释，以稀释液作为

阴性质控（NCS），将待测样品及NCS均采用该试剂

盒进行前处理，放入 rDNA purify HCD前处理系统提

取HCD。为满足后续同步扩增不同长度DNA片段

的要求，DNA洗脱液体积需 ≥ 120 µL。
1. 4 方法的建立 用MDCK残留DNA片段分析检测

试剂盒中的稀释液分别将该试剂盒中的 84、142、
204、504 bp DNA定量参考品稀释至 300、30、3、0. 3、
0. 03、0. 003 pg／µL（标准品）。根据说明书分别配

制 84、142、204、504 bp对应的 qPCR反应体系，加入

荧光定量 96孔 PCR板中，20 µL／孔；再向对应孔中

加入相应浓度标准品、待测样品、NCS及阴性对照

（稀释液），10 µL／孔，总反应体积为 30 µL／孔。将

荧光定量 96孔 PCR板放入 ABI 7500荧光定量 PCR
仪，在ABI 7500 SDS软件中创建新检测探针，分别命

名为MDCK‐84、MDCK‐142、MDCK‐204、MDCK‐504，
选择报告荧光基团为FAM，猝灭荧光基团为 none；创
建内参检测探针，命名为 IPC，选择报告荧光基团为

VIC，猝灭荧光基团为 none；检测参比荧光为 ROX。
PCR反应条件为：95 ℃预变性10 min；95 ℃变性15 s，
60℃退火30 s，72℃延伸90 s（读取荧光），共40个循环。

1. 5 数据分析 在ABI 7500 SDS软件中将阈值设为

0. 02，选择自动设置基线，将各片段对应标准曲线孔

分别赋值为 300、30、3、0. 3、0. 03、0. 003，标准曲线决

定系数（R2）应 ≥ 0. 99，待测样品的Ct‐IPC均值与NCS

的 Ct‐IPC均值应在 ± 1个 Ct值范围内；阴性对照的

检测结果应为Undetermined（未检出）或Ct ≥ 35. 00，
VIC信号应为有效的“S”型扩增曲线；NCS FAM信号

的Ct均值 > 标准曲线最低浓度 FAM信号Ct均值或

扩增曲线无明显起峰，VIC信号应为有效的“S”型扩

增曲线。以待测样品84 bp片段的DNA浓度为100%，

计算142、204、504 bp片段的占比。

1. 6 方法的验证

1. 6. 1 线性范围 将84、142、204、504 bp MDCK DNA
定量参考品用HCD样本前处理试剂盒中的稀释液稀

释为300～0. 003 pg／µL，采用建立的方法进行检测，

每个浓度设 3个复孔，以参考品浓度为横坐标，Ct值
为纵坐标，获得标准曲线方程，并计算决定系数（R2）。
1. 6. 2 定量限 将 84、142、204、504 bp MDCK DNA
定量参考品用HCD样本前处理试剂盒中的稀释液

分别稀释至 3、1、0. 3 fg／µL，采用建立的方法进行

检测，每个浓度设 3个复孔，计算复孔间Ct变异系数

（coefficient of variation，CV）及回收率（实测值／预期

值 × 100%）。

1. 6. 3 精密性

1. 6. 3. 1 重复性 取大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）
原液，用HCD样本前处理试剂盒中的稀释液进行100
倍稀释，经前处理后，由同一实验员采用建立的方法

检测HCD片段大小，试验重复3次，计算CV。
1. 6. 3. 2 中间精密性 取 1. 6. 3. 1项中的样品，由 2
名实验员于不同时间点重复检测 3次，计算 6次检测

结果的CV。
1. 6. 4 准确性 取大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）
原液，用 HCD样本前处理试剂盒中的稀释液进行

100倍稀释，分别加入 10 µL 300 pg／µL（高）、10 µL
30 pg／µL（中）、30 µL 3 pg／µL（低）3个浓度的相

应片段大小标准品，获得加标样品，经前处理后采用

建立的方法检测HCD片段大小，以重复性验证中 3
次重复检测的平均值为未加标检测值，按下式计算

加标回收率。

加标回收率（%）=（加标样检测值 - 未加标检测值）×
前处理洗脱体积／（加标体积 ×加标浓度）× 100%
1. 6. 5 耐用性 取大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）
原液，用HCD样本前处理试剂盒中的稀释液进行100
倍稀释，分别在50、55、60 ℃条件下进行前处理，采用

建立的方法检测HCD片段大小，计算CV。
1. 6. 6 专属性 将大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）
原液分别用HCD样本前处理试剂盒中的稀释液（稀

释液 1）和添加核酸酶（0. 4 ng／mL）的 PBS溶液（稀

释液 2）进行 100倍稀释，经前处理后采用建立的方

法检测HCD片段大小，计算CV。
1. 7 方法的应用 采用建立的方法对大流行流感全

病毒灭活疫苗（H5N1）生产过程样品（收获液、酶解

液、纯化液、原液）HCD片段大小进行检测，并采用

MDCK残留DNA含量检测试剂盒检测HCD含量。

1. 8 数据采集及分析 应用ABI 7500 SDS v1.4软件

进行数据采集及分析。

2 结 果

2. 1 方法的验证

2. 1. 1 线性范围 84、142、204、504 bp DNA定量参考品

浓度在300～0. 003 pg／µL范围内，与Ct值均呈良好的线

性关系，标准曲线方程分别为Y = -3. 451 2X + 23. 751 2、
Y = -3. 451 2 X + 23. 751 2、Y = -3. 546 0 X + 24. 962 9、
Y = -3. 476 4 X + 23. 119 9，R2分别为0. 999 3、0. 999 8、
0. 999 3、0. 999 3，均 ≥ 0. 99，见表1。

2. 1. 2 定量限 84、142、204 bp DNA定量参考品浓度

为3 fg／µL，504 bp DNA定量参考品浓度为1 fg／µL时，

回收率为83. 3%～117. 8%，均在80%～120%范围内；

CV为3. 1%～24. 2%，均 ≤ 40%。见表2。表明该检测

方法针对 84、142、204 bp定量限为 3 fg／µL，504 bp
的定量限为1 fg／µL。
2. 1. 3 精密性

2. 1. 3. 1 重复性 同一实验员重复 3次检测大流行

流感全病毒灭活疫苗（H5N1）原液中 84、142、204 bp
DNA浓度及占比的CV均 ≤ 40%，见表 3（504 bp DNA
浓度低于标准曲线线性范围下限，故略）。表明该检

测方法针对84、142、204 bp DNA的重复性良好。

2. 1. 3. 2 中间精密性 不同实验员重复 6次检测大

流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）原液84、142、204 bp
DNA浓度及占比的CV均 ≤ 40%，，见表4（504 bp DNA
浓度低于标准曲线线性范围下限，故略）。表明该检

测方法针对84、142、204 bp DNA的中间精密性良好。
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的 Ct‐IPC均值应在 ± 1个 Ct值范围内；阴性对照的

检测结果应为Undetermined（未检出）或Ct ≥ 35. 00，
VIC信号应为有效的“S”型扩增曲线；NCS FAM信号

的Ct均值 > 标准曲线最低浓度 FAM信号Ct均值或

扩增曲线无明显起峰，VIC信号应为有效的“S”型扩

增曲线。以待测样品84 bp片段的DNA浓度为100%，

计算142、204、504 bp片段的占比。

1. 6 方法的验证

1. 6. 1 线性范围 将84、142、204、504 bp MDCK DNA
定量参考品用HCD样本前处理试剂盒中的稀释液稀

释为300～0. 003 pg／µL，采用建立的方法进行检测，

每个浓度设 3个复孔，以参考品浓度为横坐标，Ct值
为纵坐标，获得标准曲线方程，并计算决定系数（R2）。
1. 6. 2 定量限 将 84、142、204、504 bp MDCK DNA
定量参考品用HCD样本前处理试剂盒中的稀释液

分别稀释至 3、1、0. 3 fg／µL，采用建立的方法进行

检测，每个浓度设 3个复孔，计算复孔间Ct变异系数

（coefficient of variation，CV）及回收率（实测值／预期

值 × 100%）。

1. 6. 3 精密性

1. 6. 3. 1 重复性 取大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）
原液，用HCD样本前处理试剂盒中的稀释液进行100
倍稀释，经前处理后，由同一实验员采用建立的方法

检测HCD片段大小，试验重复3次，计算CV。
1. 6. 3. 2 中间精密性 取 1. 6. 3. 1项中的样品，由 2
名实验员于不同时间点重复检测 3次，计算 6次检测

结果的CV。
1. 6. 4 准确性 取大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）
原液，用 HCD样本前处理试剂盒中的稀释液进行

100倍稀释，分别加入 10 µL 300 pg／µL（高）、10 µL
30 pg／µL（中）、30 µL 3 pg／µL（低）3个浓度的相

应片段大小标准品，获得加标样品，经前处理后采用

建立的方法检测HCD片段大小，以重复性验证中 3
次重复检测的平均值为未加标检测值，按下式计算

加标回收率。

加标回收率（%）=（加标样检测值 - 未加标检测值）×
前处理洗脱体积／（加标体积 ×加标浓度）× 100%
1. 6. 5 耐用性 取大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）
原液，用HCD样本前处理试剂盒中的稀释液进行100
倍稀释，分别在50、55、60 ℃条件下进行前处理，采用

建立的方法检测HCD片段大小，计算CV。
1. 6. 6 专属性 将大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）
原液分别用HCD样本前处理试剂盒中的稀释液（稀

释液 1）和添加核酸酶（0. 4 ng／mL）的 PBS溶液（稀

释液 2）进行 100倍稀释，经前处理后采用建立的方

法检测HCD片段大小，计算CV。
1. 7 方法的应用 采用建立的方法对大流行流感全

病毒灭活疫苗（H5N1）生产过程样品（收获液、酶解

液、纯化液、原液）HCD片段大小进行检测，并采用

MDCK残留DNA含量检测试剂盒检测HCD含量。

1. 8 数据采集及分析 应用ABI 7500 SDS v1.4软件

进行数据采集及分析。

2 结 果

2. 1 方法的验证

2. 1. 1 线性范围 84、142、204、504 bp DNA定量参考品

浓度在300～0. 003 pg／µL范围内，与Ct值均呈良好的线

性关系，标准曲线方程分别为Y = -3. 451 2X + 23. 751 2、
Y = -3. 451 2 X + 23. 751 2、Y = -3. 546 0 X + 24. 962 9、
Y = -3. 476 4 X + 23. 119 9，R2分别为0. 999 3、0. 999 8、
0. 999 3、0. 999 3，均 ≥ 0. 99，见表1。
表 1 线性范围验证结果（Ct均值，n = 3）
Tab. 1 Verification for linear ranges（means of Ct，n = 3）
DNA定量参考品

浓度（pg／µL）
300
30
3
0. 3
0. 03
0. 003

84 bp
14. 911 9
18. 577 7
21. 960 7
25. 375 5
28. 813 4
32. 089 7

142 bp
15. 128 0
18. 746 4
22. 163 3
25. 497 3
28. 945 8
32. 521 2

204 bp
14. 438 6
17. 965 5
21. 556 3
24. 967 6
28. 491 9
31. 775 9

504 bp
16. 014 4
19. 765 3
23. 443 5
26. 890 2
30. 360 2
33. 790 4

2. 1. 2 定量限 84、142、204 bp DNA定量参考品浓度

为3 fg／µL，504 bp DNA定量参考品浓度为1 fg／µL时，

回收率为83. 3%～117. 8%，均在80%～120%范围内；

CV为3. 1%～24. 2%，均 ≤ 40%。见表2。表明该检测

方法针对 84、142、204 bp定量限为 3 fg／µL，504 bp
的定量限为1 fg／µL。
2. 1. 3 精密性

2. 1. 3. 1 重复性 同一实验员重复 3次检测大流行

流感全病毒灭活疫苗（H5N1）原液中 84、142、204 bp
DNA浓度及占比的CV均 ≤ 40%，见表 3（504 bp DNA
浓度低于标准曲线线性范围下限，故略）。表明该检

测方法针对84、142、204 bp DNA的重复性良好。

2. 1. 3. 2 中间精密性 不同实验员重复 6次检测大

流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）原液84、142、204 bp
DNA浓度及占比的CV均 ≤ 40%，，见表4（504 bp DNA
浓度低于标准曲线线性范围下限，故略）。表明该检

测方法针对84、142、204 bp DNA的中间精密性良好。
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2. 1. 4 准确性 84、142、204、504 bp对应的高、中、低

浓度加标样品回收率为 63. 1%～73. 2%，均在 50%～

150%范围内（504 bp DNA浓度低于标准曲线线性范

围下限，以0 pg／µL作为504 bp片段的未加标浓度），

见表5。表明该方法具有良好的准确性。

表 5 准确性验证结果（回收率，%）
Tab. 5 Verification for accuracy（recovery rates，%）
加标量

高

中

低

84 bp
73. 2
70. 9
63. 1

142 bp
71. 2
67. 4
68. 6

204 bp
68. 0
66. 7
71. 2

504 bp
72. 8
66. 2
69. 8

2. 1. 5 耐用性 前处理中孵育温度为 50、55、60 ℃
时，各片段DNA浓度及占比CV均 ≤ 40%，见表6［由于

大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）原液中 504 bp

DNA浓度低于标准曲线线性范围下限，故略）。表明

该方法具有良好的耐受性。

2. 1. 6 专属性 用稀释液 1和 2稀释原液中各片段

DNA浓度及占比 CV均 ≤ 40%，见表 7［由于大流行

流感全病毒灭活疫苗（H5N1）原液中 504 bp DNA
浓度低于标准曲线线性范围下限，故略）。表明疫

苗生产过程中用到缓冲液和核酸酶对检测方法无

影响。

2. 2 方法的应用 大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）
生产过程中的收获液含有较高比例的大片段HCD，
≥ 204 bp片段占比达 81. 0%，≥ 504 bp片段占比达

23. 9%；经酶解及纯化，大片段HCD占比逐渐降低，原液

中 ≥ 204 bp片段占比仅剩8. 9%，未检出 ≥ 504 bp片段。

同时，样品的HCD浓度也逐渐降低，由689. 9 ng／mL
降至10. 2 ng／mL。见表8。表明疫苗的生产工艺可有

效去除HCD生物活性。

表 2 定量限验证结果（%）
Tab. 2 Verification for limits of quantification（%）
DNA浓度（fg／µL）
3
1
0. 3

84 bp
CV

24. 2
118. 7
55. 4

回收率

117. 8
321. 9
332. 8

142 bp
CV

3. 1
106. 7
137. 1

回收率

93. 0
57. 8
718. 5

204 bp
CV

12. 3
16. 6
137. 6

回收率

117. 7
129. 9
4 196. 1

504 bp
CV

14. 4
7. 2
5. 6

回收率

118. 2
83. 3
236. 4

表 3 重复性验证结果

Tab. 3 Verification for repeatability
重复次数

1
2
3
CV（%）

84 bp
DNA浓度（× 10 pg／µL）

1. 710
1. 644
1. 713
2. 3

占比（%）
100
100
100
0

142 bp
DNA浓度（× 102 pg／µL）

4. 199
4. 908
5. 107
10. 1

占比（%）
24. 6
29. 9
29. 8
10. 9

204 bp
DNA浓度（× 102 pg／µL）

1. 878
1. 768
1. 936
4. 6

占比（%）
11. 0
10. 8
11. 3
2. 5

表 4 中间精密性验证结果

Tab. 4 Verification for intermediate precision
实验员

1

2

CV（%）

检测次数

1
2
3
1
2
3

84 bp
DNA浓度（× 10 pg／µL）

1. 710
1. 644
1. 713
1. 607
1. 578
1. 583
3. 7

占比（%）
100
100
100
100
100
100
0

142 bp
DNA浓度（× 102 pg／µL）

4. 199
4. 908
5. 107
4. 937
4. 718
4. 823
6. 6

占比（%）
24. 6
29. 9
29. 8
30. 7
29. 9
30. 5
7. 9

204 bp
DNA浓度（× 102 pg／µL）

1. 878
1. 768
1. 936
1. 873
1. 820
1. 845
3. 1

占比（%）
11. 0
10. 8
11. 3
11. 7
11. 5
11. 7
3. 3
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3 讨 论

2020年，美国食品药品监督管理局（Food and
Drug Administration，FDA）指导文件中要求，基因治

疗类药物的HCD需控制在低于 10 ng／剂，且 DNA
片段 < 200 bp［13‐14］。2022年，中国国家药品监督管理

局药品审评中心发布的指导原则规定，若生产中采

用肿瘤细胞系、致瘤细胞系或携带有致瘤基因、病毒

来源序列的细胞，在确保无完整活细胞残留的同时，

应尽量将HCD控制在10 ng／剂以内，DNA残留片段

的大小控制在 200 bp以下［15］。这些文件为生物制品

生产过程中HCD的控制提供了明确的标准和要求。

基于目前的证据，最小的功能基因大小约为 200 bp，
因此降低HCD片段大小可降低所使用的细胞系潜

在的致瘤性和感染性风险，对于保障药品的安全性

和质量具有重要意义［16‐17］。
近年，发展出了多种HCD片段分析技术，包括

毛细管电泳（capillary electrophoresis，CE）、数字 PCR
（digital PCR，dPCR）及qPCR法等。CE法以毛细管为

分离通道，以高压直流电场为驱动力，基于被分析物

分子量的差异，在凝胶体系中实现高分辨率分离［18］。

WANG等［10］建立了毛细管凝胶电泳‐激光诱导荧光

检测（capillary gel electrophoresiswith laser‐induced fluo‐
rescence detection，CGE‐LIF）法，可准确分析慢病毒

50～1 000 bp的HCD片段分布。闫璐瑶等［19］建立了

基于微型化芯片毛细管电泳法，可对35～10 380 bp范
围的HCD片段进行检测。dPCR凭借微滴分割与绝

对定量优势，无需标准曲线即可实现高灵敏度检测，

且无需进行DNA提取步骤，检测方法快速简便［20‐22］。
qPCR技术则可通过设计多套引物，准确量化不同长

度HCD片段的比例。本研究基于 qPCR法分析流感

疫苗中的HCD片段浓度，该方法灵敏度高，能够检

测到微量HCD，且定量准确，可精确计算出HCD不

同片段的比例；qPCR法特异性好，通过设计特异性

引物和探针，可针对特定宿主细胞的 DNA进行检

测，避免其他非目标DNA的干扰，且检测速度相对

较快，仅需数小时，适合高通量检测［23‐25］。本研究对

该方法检测大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）进

行了验证，验证结果表明，该方法具有良好的线性、

精密性、准确性、耐用性及专属性，且该方法使用的

试剂盒的性能验证中已进行了针对其他细胞的专属

性验证，结果表明，该试剂盒无法检出其他种属细胞

表 6 耐用性验证结果

Tab. 6 Verification for robustness
孵育温度（℃）
50
55
60
CV（%）

84 bp
DNA浓度（× 10 pg／µL）

1. 239
1. 218
1. 216
1. 0

占比（%）
100
100
100
0

142 bp
DNA浓度（× 102 pg／µL）

2. 833
2. 770
2. 895
2. 2

占比（%）
22. 9
22. 7
23. 8
2. 5

204 bp
DNA浓度（× 102 pg／µL）

1. 213
1. 143
1. 119
4. 2

占比（%）
9. 8
9. 4
9. 2
3. 2

表 7 专属性验证结果

Tab. 7 Verification for specificity
稀释液

1
2
CV（%）

84 bp
DNA浓度（× 10 pg／µL）

1. 218
1. 252
1. 9

占比（%）
100
100
0

142 bp
DNA浓度（× 102 pg／µL）

2. 770
3. 149
9. 1

占比（%）
22. 7
25. 2
7. 1

204 bp
DNA浓度（× 102 pg／µL）

1. 143
1. 138
0. 3

占比（%）
9. 4
9. 1
2. 3

表 8 大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）生产过程样品中HCD检测结果

Tab. 8 Results of HCD in production process samples of pandemic influenza vaccine（H5N1）
样品名称

收获液

酶解液

纯化液

原液

片段占比（%）
≥ 84 bp
100. 0
100. 0
100. 0
100. 0

≥ 124 bp
81. 0
53. 7
28. 5
23. 4

≥ 204 bp
53. 0
35. 6
13. 9
8. 9

≥ 504 bp
23. 9
15. 4
0. 2
0

HCD含量（ng／mL）
689. 9
88. 4
12. 3
10. 2
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DNA。以上结果表明，该方法可对大流行流感全病

毒灭活疫苗（H5N1）的HCD片段占比进行准确分析。

应用该方法检测大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）
的生产过程样品，结果表明，随着疫苗生产过程中的

酶解和纯化处理，大片段HCD占比逐步降低，与样

品中HCD含量变化趋势相符。

大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）是国内第

一款获得临床批件的以MDCK细胞为基质的大流行

流感疫苗，因此，需建立针对MDCK细胞相关残留的

质控方法。大流行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）原

液HCD含量为 10. 2 ng／mL，换算为每剂次HCD含

量仅为 340 pg／剂，远低于监管部门的规定，且HCD
中 > 504 bp片段已被完全去除，> 204 bp片段占比为

8. 9%，表明在该产品的生产及纯化过程中，HCD生

物活性已降至极低水平，保障了产品的安全性。

综上所述，本研究成功建立并验证了检测大流

行流感全病毒灭活疫苗（H5N1）中HCD片段占比的

方法，为准确评估疫苗中HCD残留情况提供了可靠

手段。后续可进一步探索该方法在不同细胞系为基

质的生物制品HCD检测领域的应用，还可寻求与其

他先进检测技术的联用，进一步提升对HCD残留检

测的全面性与精准度。
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