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摘要：目的 对原有细胞种属鉴别多重 PCR法进行再优化以及再验证，使其可适用于不同检测机构及实验室的检

测。方法 对猪、中国仓鼠、非洲绿猴和大鼠的引物序列及核酸提取方式、引物配比、参比细胞混合基因组DNA的配

比、PCR扩增程序及DNA模板用量进行优化，对优化后的方法进行灵敏度、交叉污染检测限度及不同实验室间的复

核验证。结果 优化后的方法可成功用于 10个种属的细胞鉴别检测，方法灵敏度可达 50 ~ 5 000个细胞，交叉污染的

检测水平可达 1∶100 ~ 1∶10 000，4家不同实验室均能利用该方法成功对细胞进行检测。结论 优化后的细胞种属

鉴别多重 PCR法具有较好的专属性及检测细胞交叉污染的能力，可用于不同实验室的细胞种属鉴别检测，耐用性

好，将为生产及检定用细胞的质量控制提供有效的技术手段。
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Abstract：Objective To further optimize and validate the original cell species identification multiplex PCR method to make
it applicable to different testing agencies and laboratories. Methods The primer sequences of pigs, Chinese hamsters, Afri-
can green monkeys and rats, the methods of nucleic acid extraction, the ratios of primers and reference cell mixed genomic
DNA, the PCR procedures of amplification and the DNA template dosage were optimized. The sensitivity and cross contami-
nation limits of the optimized method were validated, and reviewed and verified across different laboratories. Results The
optimized method was successfully used for cell identification and detection of 10 species, with a sensitivity of 50 - 5 000
cells and a detection level of cross contamination of 1∶100 - 1∶10 000. Four different laboratories could use this method to
successfully detect cells. Conclusion The optimized cell species identification multiplex PCR method has good specificity
and ability to detect cell cross contamination, and can be used for cell species identification in different laboratories with
good robustness, which will provide effective technical means for quality control of cells used in production and testing.
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细胞广泛应用于生物制药领域，包括用作疫苗

等生物制品的生产用细胞基质，以及直接用于疾病

治疗的细胞治疗性产品。而随着细胞的应用越来越

广泛，细胞的混淆和交叉污染问题也日趋严重［1-4］，
直接影响试验数据的可靠性以及产品的安全性和有

效性，因此，应对细胞进行充分鉴定，防止细胞错误

使用或细胞间交叉污染。现行《中国药典》三部（2025
版）生物制品通则 0234“生物制品生产用动物细胞

基质制备及质量控制”中也明确规定细胞应进行鉴

别试验，以确认所用细胞正确，且无其他细胞的交叉

污染，同时列举了可用于细胞鉴别的多种方法，包括

细胞形态观察、生物化学法、免疫学检测、细胞遗传

学检测、遗传标志检测等，这些方法从粗到细又可分

为不同的鉴别层次，包括种属鉴别、细胞株鉴别及专

属性鉴别。

种属鉴别主要是对细胞来源宿主的种属进行鉴

定，传统的细胞种属鉴别方法包括同工酶法［5-9］和染

色体核型分析方法［10-13］等，这些方法虽为经典方法，

但操作繁琐，重复性差，对操作人员要求高，无法准

确、高通量地用于细胞的检测。基于常规检测方法

存在的多种局限性，这些方法已不适用于目前的细

胞检定工作，迫切需要开发快速、准确、灵敏、低成本

的新检测方法，并形成药典通则，以满足行业发展的

需求。目前，新的种属鉴别技术主要是基于细胞DNA
的检测方法，大多先利用PCR进行靶基因的扩增，再

对扩增产物进行检测，如种属鉴别PCR法［3，7，14］、DNA
条形码法［15-20］、随机扩增多态性DNA（randomly amp-
lified polymorphic DNA，RAPD）法［21-23］、PCR-扩增片段

长度多态性（PCR-restriction fragment length polymor-
phism，PCR-RFLP）法［24-25］，这些方法非常灵敏，可对

DNA量非常有限的样本进行检测，同时具有操作简

单、经济等优点，其中种属鉴别PCR法是细胞种属鉴

定中应用最为广泛的方法之一。

种属鉴别PCR法是基于多对种属特异引物对某

个特定基因进行扩增及检测的种属鉴别方法。中国

食品药品检定研究院细胞资源保藏研究中心在 2014
年即建立了基于线粒体细胞色素 b序列差异的细胞

种属鉴别多重 PCR法［26］，该方法可通过混合引物单

PCR反应高效、敏感地检测10种常见动物种属细胞，

并有效判断种属间细胞的交叉污染，即将针对 10个
物种的引物混合，使用混合引物对细胞色素 b基因

进行扩增，根据琼脂糖凝胶电泳检测扩增片段长度

的不同来区分不同的物种，实现了在同一个反应中同

时检测猪、人、猫、中国仓鼠、恒河猴、非洲绿猴、大鼠、

狗、小鼠和牛10个物种。该方法在本中心已成功应用

多年，但在对该方法进行多实验室的方法复核验证

中发现，不同实验室利用该方法进行检测时，各种属

的特异性扩增条带不能全部扩增出，且会有多条非

特异性扩增条带，表明该方法耐用性较差。因此，本

研究在原有方法的基础上，对引物序列和反应条件

进行了再优化，并进行优化后方法的再验证，以期建

立可适用于不同检测机构及实验室的细胞种属鉴别

方法，进一步提升生产及科研用细胞的质量。

1 材料与方法

1. 1 细胞株及阳性质控（DNA sizing ladder） 本研

究所用细胞株均为中国食品药品检定研究院细胞资

源保藏研究中心保存，细胞信息见表 1，利用DNA条

形码法鉴定均显示细胞种属正确；阳性质控为 10个
种属的细胞提取的基因组 DNA按照一定比例混合

得到的混合基因组DNA。
表1 各种属细胞信息

Tab. 1 Information on various species of cells
序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

种属

猪

人

中国仓鼠

恒河猴

非洲绿猴

犬

小鼠

牛

猫

大鼠

细胞

PK15
HEK293
CHO-K1（后文简写为CHO）
LLC-MK2
Vero
MDCK
SP2／0
MDBK
CRFK
C6

细胞库编号

CCBC067
CCBC047-2
CCBJ052
CCBC070
CCBJ001
CCBC020
CCBB001
CCBC071
CCBC030
CCBC031

1. 2 主要试剂 细胞基因组DNA提取试剂盒购自天

根生化科技（北京）有限公司（货号：DP304-02）；细胞

裂解液（Cell Extraction Buffer，货号：NNB015）和核酸

扩增试剂 2 × Multiplex PCR Buffer（货号：NNB016）购

自浙江湖州申科生物技术股份有限公司。

1. 3 方法的优化

1. 3. 1 引物 在原有方法引物序列的基础上，采用在

线 PCR引物设计程序（http：／／www.ncbi.nlm.nih.gov／
tools／primer-blast／），结合Gene Runner序列分析软

件，对 4个物种（猪、中国仓鼠、非洲绿猴和大鼠）的

引物序列进行优化，其余 6个物种（人、猫、恒河猴、

犬、小鼠和牛）的引物序列不变，优化的原则是提高

检测的特异性和优化 PCR反应的退火温度，尽可能

使各引物的反应条件保持一致。引物序列及对应的
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基因及位置见表 2。利用优化后的引物分别对 10
个种属的细胞基因组DNA进行扩增，验证引物的特

异性。PCR反应体系为：2 × Multiplex PCR Buffer
12. 5 μL，上、下游引物（10 µmol／L）各 0. 5 µL，细胞

基因组DNA（1 ng／µL）11. 5 μL，共 25 µL。反应条

件为：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，62 ℃ 3 min，68 ℃ 30 s，
共 30个循环；68 ℃ 30 min。扩增结束后进行产物检

测和分析。

1. 3. 2 核酸提取方式 分别收集 10个种属的 5 × 105
个细胞悬液，200 × g离心 5 min，吸弃上清，细胞沉淀

用于核酸提取。使用核酸提取试剂盒以及细胞裂解

液分别对样本进行核酸提取，其中试剂盒提取按照

试剂盒说明书进行，对得到的细胞基因组DNA进行

定量，并调整 DNA浓度至 1 ng／µL；细胞裂解液制

备细胞核酸粗提物：在细胞沉淀中加入 100 μL Cell
Extraction Buffer，重悬细胞沉淀，涡旋振荡混匀，将

样品置于 60 ℃金属浴中处理 1 h，95 ℃孵育 10 min，
得到的样品即为细胞核酸粗提物。以两种方式提取

的核酸进行PCR检测，反应体系为：2 × Multiplex PCR
Buffer 12. 5 μL，混合引物 4. 5 µL，细胞基因组 DNA
或细胞核酸粗提物 8 μL，DEPC水补足反应体系至

25 µL；反应条件同 1. 3. 1项。扩增结束后进行产物

检测和分析。

1. 3. 3 引物和参比细胞混合基因组DNA的配比 用

DEPC水将优化后的引物分别配制成 100 μmol／L
的浓度作为贮存液，并按表 3分别配制混合引物体

系 1 ~ 3；将 10个种属的细胞基因组DNA按表 4比例

分别配制体系 1 ~ 3。将 3种混合引物体系分别搭配

对应序号的混合基因组 DNA体系进行 PCR扩增。

反应体系为：2 × Multiplex PCR Buffer 12. 5 μL，混合

引物 4. 5 µL，混合细胞基因组DNA 8 μL，DEPC水补

足反应体系至 25 µL。将配制好的 PCR反应液混匀

后置于 PCR仪进行扩增，反应条件同 1. 3. 1项。扩

增结束后进行产物检测和分析。

1. 3. 4 扩增程序 制备不同细胞的混合模型，在5 E5
个Vero细胞中添加MDCK、CHO和HEK293细胞，添

加细胞数均为 5 E3个，作为细胞组合 1；在 5 E5个
CHO细胞中添加MDCK、Vero和HEK293细胞，添加

细胞数均为 5 E3个，作为细胞组合 2。制备两种细

胞组合样品的细胞核酸粗提物，并以细胞粗提物和

10种混合细胞基因组DNA为模板，进行 PCR扩增。

反应体系为：2 × Multiplex PCR Buffer 12. 5 μL，混合

引物 4. 5 µL，细胞裂解液 8 μL，DEPC水补足反应体

系至 25 µL。将配制好的 PCR反应液混匀后置于

PCR仪，采用不同的扩增程序（表 5）进行 PCR扩增，

扩增结束后进行产物检测和分析。

表2 种属鉴别PCR法的引物序列

Tab. 2 Primer sequences for species identification PCR method
来源

Homo sapiens（人）

Sus scrofa（猪）

Felis catus（猫）

Cricetulus griseus

（中国仓鼠）

Macaca mulatta

（恒河猴）

Cercopithecus aethiops

（非洲绿猴）

Rattus norvegicus

（大鼠）

Canis familiaris（犬）

Mus musculus（小鼠）

Bos taurus（牛）

基因名称

COX1

COX1

COX1

Cytochrome b

COX1I

COX1

COX1

COX1

COX1

COX1

登录号

MT872644.1

ON060839.1

NC_001700.1

AB033693.1

NC_005943.1

AY863426.1

NC_001665.2

MN181405.1

KY018919.1

MZ087698.1

位置

6 994-7 023
7 361-7 387
9 844-9 868
10 279-10 307
7 148-7 169
7 474-7 502
522-543
815-836
7 536-7 559
7 796-7 822
5 652-5 681
5 878-5 907
6 036-6 057
6 210-6 232
5 466-5 491
5 618-5 637
5 898-5 925
6 019-6 044
6 548-6 574
6 617-6 640

优化后或重新设计的引物序列（5'→3'）
TAGACATCGTACTACACGACACGTACTACG
CACTCCAGGTTTATGGAGGGTTCTTCT
CGGTGAATAGGAAGATGAAGCCCAG
TCTACTATCCCTGCCAGTTCTAGCAGCTG

TATTGCCATTCCTACCGGGGTG
GTGCTGAGGGAAGAACGTTATATTGACTC
ACTAACCCGCTTCTTCGCATTC

GCGTAGGCGAACAGGAAGTATC

CCCACCCAGTTCAACTAAGCCTAC
GATGGTGAAGGATGGGTCATTGACTTC
CCTGCTACTTATGGGATCAACCATAATCGA
TAGGATTGCTGTGATTAGGACAGATCAGAC

CTTCGGCCACCCAGAAGTGTAC

AGGCTCGGGTGTCTACATCTAGG
GAACTAGGTCAGCCCGGTACTTTACT
TTCGGGGGAATGCCATGTCC
ACAGCCGTACTGCTCCTATTATCACTAC
CCCAAAGAATCAGAACAGATGCTGGT
GCTATTCCAACCGGGGTAAAAGTCTTC
GCCTAGGGCTCACATTATAGCAGG

产物大小（bp）
394

464

355

315

287

256

200

172

147

93

注：第5列中斜体部分代表重新优化的序列。
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表 3 混合引物的配比

Tab. 3 Ratios of mixed primers
细胞种属

人

中国仓鼠

恒河猴

猪

大鼠

小鼠

非洲绿猴

犬

牛

猫

终浓度（nmol／L）
体系1
100
600
70
400
80
70
400
180
200
100

体系2
100
200
70
400
80
70
200
180
200
100

体系3
50
100
70
200
80
70
100
180
200
50

表4 混合细胞基因组DNA的配比

Tab. 4 Ratios of mixed cell genomic DNA
细胞种属

牛MDBK
小鼠SP2／0
犬MDCK
大鼠C6
非洲绿猴Vero
恒河猴LLC-MK2
中国仓鼠CHO
猫CRFK
人HEK293
猪PK15

终浓度（ng／µL）
体系1
1.
1.
1.
1.
1.
0. 5
6.
1.
1.
4.

体系2
1.
1.
1.
1.
1.
1.
3.
1.
1.
4.

体系3
1.
1.
1.
1.
1.
1.
1.
1.
1.
1.

表5 检测的扩增程序

Tab. 5 Amplification programs for testing
步骤

1
2
3
4
5

程序1
温度（℃）
95
95
62
68
68

时间

5 min
30 s
3 min
30 s
30 min

程序2
温度（℃）
95
95
62
72
72

时间

5 min
30 s
3 min
30 s
30 min

程序3
温度（℃）
95
95
62
72
72

时间

5 min
30 s
90 s
30 s
30 min

循环数

1
30

1

1. 3. 5 模板用量 制备不同细胞的混合模型，以MDCK、
VERO、CHO和HEK293中的一种为主细胞，添加另

外 3种细胞，其中主细胞数均为 5 E5个，各添加细胞

数均为 5 E3个。制备 4种组合样品的细胞核酸粗提

物，并以粗提物和 10种混合细胞基因组 DNA为模

板，分别以 8和 4 μL的模板用量进行 PCR扩增。反

应体系为：2 × Multiplex PCR Buffer 12. 5 μL，混合引

物 4. 5 µL，加入 8或 4 μL模板，DEPC水补足反应体

系至 25 µL。将配制好的 PCR反应液混匀后置于

PCR仪进行扩增，反应条件同1. 3. 1项。扩增结束后

进行产物检测和分析。

1. 4 方法的验证

1. 4. 1 灵敏度 制备 10个种属不同细胞数量的细胞

样品，除CHO细胞数分别为 5 E5、5 E4、5 E3和 5 E2
个外，其余 9个种属细胞样品数量均分别为 5 E5、
5 E3、5 E2和 5 E1个。制备各样品细胞核酸粗提物，

并利用优化后的 PCR程序进行 PCR扩增，评估方法

的灵敏度。

1. 4. 2 交叉污染检测限度 制备污染细胞添加模

型，以MDCK、Vero、CHO和HEK293中的一种细胞为

主细胞，在 5 E5个主细胞中分别添加不同数量的其

余 3种细胞，添加细胞数为 50 ~ 5 000个，对应添加

比例为 1∶10 000 ~ 1∶100。针对各样品制备细胞

核酸粗提物，并利用优化后的 PCR程序进行 PCR扩

增，评估方法的交叉污染检测限度。

1. 4. 3 复核验证 复核验证单位包括3家药品检验机

构（A ~ C）及 1家生物制药公司（D）。复核验证样本

包括 8个种属的盲样，编号分别为 S1 ~ S8，细胞种属

依次为非洲绿猴、人、中国仓鼠、牛、猪、恒河猴、小鼠

和犬，同时包括 1份交叉污染样本 S9，为在非洲绿猴

细胞中按500∶1掺入人细胞。各复核验证单位接收

到样本后，按照验证方案对样本进行检测及分析。

1. 5 PCR产物的检测及分析 配制含凝胶染色剂的

2%琼脂糖凝胶，将 PCR产物 5 µL加入上样孔中，进

行琼脂糖凝胶电泳，使用DNA marker DL500或 50 bp
DNA ladder作为标记，80 ~ 110 V恒压跑电泳，至溴

酚蓝条带跑至接近凝胶（胶长至少为 60 mm）边缘处

停止电泳，将凝胶置于凝胶成像系统中观察结果并

照像。若结果显示阳性质控 10条条带清晰可见且

位置正确（猪：464 bp，人：394 bp，猫：355 bp，中国仓

鼠：315 bp，恒河猴：287 bp，非洲绿猴：256 bp，大鼠：

200 bp，犬：172 bp，小鼠：147 bp，牛：93 bp），则表明

电泳条件合适，待测样品可通过与marker或阳性质

控比对条带大小，判定待测细胞的种属；若待测样品

有 2条及以上扩增条带，可判定为细胞交叉污染，需

与marker或阳性质控的扩增条带进行比对，判断污

染的细胞种属。

1. 6 数据采集及分析 采用CLINX Geno Sens 2200凝
胶成像系统进行图像采集，配套的GenoSens Capture
软件用于后续图像分析。
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2 结 果

2. 1 方法的优化

2. 1. 1 引物 利用优化后的引物对 10个物种的细胞

基因组DNA分别进行检测，优化后的引物只在对应

种属的样品上扩增出单一条带，其他 9个种属的细

胞样品上均无扩增，见图 1。表明优化后的引物具有

较高的特异性。

A：大鼠引物；B：非洲绿猴引物；C：猪引物；D：中国仓鼠引物；
1：MDBK；2：SP2／0；3：MDCK；4：C6；5：VERO；6：LLC-MK2；7：CHO；
8：CRFK；9：HEK293；10：PK15；11：水；M：DNA marker DL500。

图 1 优化后的引物对不同种属细胞样品的扩增产物电泳图
Fig. 1 Electrophoretic diagram of amplification products of

cell samples of different species with optimized primers

2. 1. 2 核酸提取方式 使用核酸提取试剂盒以及细

胞裂解液分别对 10个种属的细胞样本进行核酸提

取，两种方法提取的核酸均可扩增出特异条带，两种

方法均可用，见图 2。由于使用细胞裂解液获得细胞

核酸粗提物操作更为简便，因此，后续使用细胞核酸

粗提物作为反应的模板。

1 ~ 10：细胞粗提物；11 ~ 20：细胞基因组 DNA；1，11：MDBK；
2，12：SP2／0；3，13：MDCK；4，14：C6；5，15：VERO；6，16：LLC-MK2；
7，17：CHO；8，18：CRFK；9，19：HEK293；10，20：PK15；M：DNA marker
DL500。

图 2 不同核酸提取方式扩增产物电泳图

Fig. 2 Electrophoretic diagram of amplification products with
different nucleic acid extraction methods

2. 1. 3 引物和参比细胞混合基因组DNA的配比 体

系 1中 10个种属的条带清晰可见，且大小正确，体系

2和 3有个别条带缺失，见图 3。因此，选择混合引物

体系1和混合基因组DNA体系1用于PCR扩增。

1：引物体系1及混合基因组DNA体系1；2：引物体系2及混合基

因组 DNA体系 2；3：引物体系 3及混合基因组 DNA体系 3；M：DNA
marker DL500。

图 3 引物和混合细胞基因组DNA配比优化扩增产物电

泳图

Fig. 3 Electrophoretic diagram of amplification products with
optimized ratios of primers and mixed cell genomic DNA

2. 1. 4 扩增程序 使用程序 1扩增，所有组目的条带

均清晰可见；而使用程序 2和 3扩增，均存在CHO条
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带的缺失。见图 4。因此选择程序 1作为本方法的

扩增程序。

1，4，7：模板分别为 5 E5个Vero细胞中添加 5 E3个MDCK、CHO
和HEK293细胞；2，5，8：模板分别为 5 E5个CHO细胞中添加 5 E3个
MDCK、Vero和HEK293细胞；3，6，9：模板分别为 10个种属的混合细

胞基因组DNA；1 ~ 3：程序 1扩增；4 ~ 6：程序 2扩增；7 ~ 9：程序 3扩
增；M：DNA marker DL500。

图 4 不同扩增程序扩增产物电泳图

Fig. 4 Electrophoretic diagram of amplification products with
different amplification programs

2. 1. 5 模板用量 模板量为 8 μL的扩增条带比 4 μL
的更亮，见图 5。因此，选择 8 μL的模板量用于 PCR
扩增。

1，6：模板为 5 E5个 MDCK细胞中掺入 5 E3个 CHO、Vero和
HEK293细胞；2，7：模板为 5 E5个 Vero细胞中掺入 5 E3个MDCK、
CHO和HEK293细胞；3，8：模板为 5 E5个 CHO细胞中掺入 5 E3个
MDCK、Vero和HEK293细胞；4，9：模板为 5 E5个HEK293细胞中掺

入 5 E3个MDCK、CHO和Vero细胞；5，10：模板为 10个种属的混合细

胞基因组DNA；1 ~ 5：模板量为 4 μL；6 ~ 10：模板量为 8 μL；M：DNA
marker DL500。

图 5 不同模板用量扩增产物电泳图

Fig. 5 Electrophoretic diagram of amplification products with
different amount of templates

2. 1. 6 优化后的方法操作程序 利用细胞裂解液对

5 E5个细胞沉淀进行细胞核酸的粗提，根据混合引

物体系 1配制混合引物。PCR反应体系为：2 × Mul-

tiplex PCR Buffer 12. 5 μL，混合引物 4. 5 µL，细胞基

因组粗提物8 µL，加水补充总反应体系至25 µL。将

配制好的 PCR反应液混匀后置于 PCR仪进行扩增，

反应条件为：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，62 ℃ 3 min，68 ℃
30 s，共 30个循环；68 ℃ 30 min。试验中同时设无模

板对照（NTC，DEPC水代替细胞核酸粗提物）、阴性

对照（NCS，模板为无细胞沉淀的粗提对照）、阳性质

控（PC，模板为按体系 1配置的 10个种属细胞混合

DNA）。

2. 2 方法的验证

2. 2. 1 灵敏度 除中国仓鼠 CHO细胞的灵敏度为

5 000个，猫CRFK细胞的灵敏度为 500个，其他 8个
种属细胞的灵敏度均为不高于 50个，见图 6。因此，

该方法的检测灵敏度为50 ~ 5 000个细胞。

1：MDBK-5E5；2：MDBK-5E3；3：MDBK-5E2；4：MDBK-5E1；
5：SP2／0-5E5；6：SP2／0-5E3；7：SP2／0-5E2；8：SP2／0-5E1；9：MDCK-
5E5；10：MDCK-5E3；11：MDCK-5E2；12：MDCK-5E1；13：C6-5E5；
14：C6-5E3；15：C6-5E2；16：C6-5E1；17：Vero-5E5；18：Vero-5E3；
19：Vero-5E2；20：Vero-5E1；21：LLC-MK2-5E5；22：LLC-MK2-5E3；
23：LLC-MK2-5E2；24：LLC-MK2-5E1；25：CHO-5E5；26：CHO-5E4；
27：CHO-5E3；28：CHO-5E2；29：CRFK-5E5；30：CRFK-5E3；31：CRFK-
5E2；32：CRFK-5E1；33：HEK293-5E5；34：HEK293-5E3；35：HEK293-
5E2；36：HEK293-5E1；37：PK15-5E5；38：PK15-5E3；39：PK15-5E2；
40：PK15-5E1；M：DNA marker DL500。

图 6 方法的灵敏度验证

Fig. 6 Verification for sensitivity

2. 2. 2 交叉污染检测限度 CHO污染比例达1∶100、
Vero污染比例达1∶1 000或1∶10 000、HEK293污染

比例达1∶1 000、MDCK污染比例达1∶10 000时，均

能成功检测到污染细胞，见图7。因此，本方法检测交

叉污染的水平可达1∶100 ~ 1∶10 000。
2. 2. 3 复核验证 各复核验证实验室使用我单位提

供的检测试剂对 8个种属来源的细胞沉淀样本（编

号 S1 ~ S8）和 1种交叉污染样本（编号 S9）进行多重

PCR检测，8个种属细胞均能扩增得到单一、特异的
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条带，且根据扩增条带大小，4家实验室均可正确判

定各样品的种属来源；对 1种交叉污染样本进行检

测，4家实验室均能扩增得到 2条特异性扩增条带，

并可根据条带大小位置正确判定样本中的主细胞和

污染细胞种属。见图 8。表明优化后的多重 PCR检

测方法适用于不同实验室细胞种属的鉴别及细胞之

间交叉污染的检测。

1：MDCK细胞添加Vero细胞（比例为 1 000∶1）；2：MDCK细胞

添加Vero细胞（比例为 10 000∶1）；3：MDCK细胞添加CHO细胞（比

例为100∶1）；4：MDCK细胞添加HEK293细胞（比例为100∶1）；5：MDCK
细胞添加HEK293细胞（比例为 1 000∶1）；6：Vero细胞添加MDCK细

胞（比例为1 000∶1）；7：Vero细胞添加MDCK细胞（比例为10 000∶1）；

8：Vero细胞添加CHO细胞（比例为100∶1）；9：Vero细胞添加HEK293
细胞（比例为100∶1）；10：Vero细胞添加HEK293细胞（比例为1 000∶
1）；11：CHO细胞添加MDCK细胞（比例为 1 000∶1）；12：CHO细胞添

加MDCK细胞（比例为 10 000∶1）；13：CHO细胞添加Vero细胞（比例

为 100∶1）；14：CHO细胞添加Vero细胞（比例为 1 000∶1）；15：CHO
细胞添加HEK293细胞（比例为 100∶1）；16：CHO细胞添加HEK293
细胞（比例为 1 000∶1）；17：HEK293细胞添加MDCK细胞（比例为

1 000∶1）；18：HEK293细胞添加MDCK细胞（比例为 10 000∶1）；

19：HEK293细胞添加Vero细胞（比例为 100∶1）；20：HEK293细胞添

加Vero细胞（比例为 1 000∶1）；21：HEK293细胞添加CHO细胞（比

例为100∶1）；M：DNA marker DL500。
图 7 交叉污染的检测限度分析

Fig. 7 Limit detection of cross contamination

A ~ D：分别为 4家复核验证实验室（1，2：S1；3，4：S2；5，6：S3；
7，8：S4；9，10：S5；11，12：S6；13，14：S7；15，16：S8；17，18：S9；19：10个
种属的混合细胞基因组 DNA；20：NTC；21：NCS；M：50 bp DNA lad-
der）。

图 8 复核验证结果

Fig. 8 Review and verification results

A ~ D：分别为 4家复核验证实验室（1，2：S1；3，4：S2；5，6：S3；
7，8：S4；9，10：S5；11，12：S6；13，14：S7；15，16：S8；17，18：S9；19：10
个种属的混合细胞基因组DNA；20：NTC；21：NCS；M：50 bp DNA lad-
der）。

续图 8 复核验证结果

Fig. 8（Continued） Review and verification results

3 讨 论

对生产或检定用细胞进行种属鉴定，保证所用

细胞正确，是保证产品安全、有效及检定数据真实、

可靠的前提。本研究通过对本实验室已有的多重

PCR法进行多参数优化，包括引物序列、核酸提取方

式、引物和参比细胞混合基因组DNA的配比、扩增

程序和模板用量，建立了高效、灵敏的种属鉴别方

法，可实现一个反应中对 10个细胞种属的鉴定，检

测细胞灵敏度可达 50 ~ 5 000个细胞，同时在交叉污

染的检测上灵敏度也较高，可检测到 1∶10 000的细

胞污染，比传统方法如同工酶法检测交叉污染的灵

敏度（约 1∶100）高 100倍，比DNA条形码法（1∶10）
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高 1 000倍。同时，如污染的细胞种属是方法可检测

范围内的种属，可直接判定所污染的种属种类，直

观、高效。更重要的是，本研究解决了原方法在不同

实验室应用时发生的非特异性反应问题，通过对反

应体系的不断优化和调整，实现了方法在不同实验

室的成功应用，使该方法具有高度的耐用性。

本方法也存在自身的局限性，首先，针对每个种

属仅采用 1种常见的生产用细胞株进行验证，未对

其他细胞株进行适用性研究，因此，在后续的方法应

用中，如遇到个别细胞株因线粒体基因变异等原因

导致非特异性扩增或扩增产物大小与理论大小不符

的情况，可对非特异性扩增产物或片段大小异常产

物进行序列测定及分析，以确定待检细胞的种属及

是否为细胞交叉污染；其次，该方法所能鉴定的种属

虽已能够覆盖生产中常见的细胞基质种类，但数量

仍相对有限，如待检细胞不在本方法中覆盖的 10个
种属范围内，还需在反应体系中增加相应种属的引

物，并进行方法的优化和验证，或结合其他方法（如

DNA条形码法）进行检测；另外，本研究中的 PCR体

系为经验证的反应体系，如需更改 PCR体系成分如

扩增酶，可能会对扩增结果存在影响，出现扩增不出

某条或某几条目的条带，或产生非特异性扩增条带

的情况，使用者可根据所用扩增酶的特性对反应体

系和反应条件进行优化和调整，但应对优化或调整

后的反应体系进行验证，确保其检测结果的可靠性，

并达到较高的污染检测灵敏度。

综上所述，本研究建立了一种简单、经济、快速、

灵敏及耐用性好的细胞种属鉴别方法，对于基础研

究及生物制药领域的细胞鉴定和交叉污染的检测提

供了新的技术手段，为进一步提高研究数据的可靠

性及产品的安全性奠定了基础。
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