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Sabin株脊髓灰质炎灭活疫苗宿主细胞
DNA残留量检测方法研究

任玉莹 刘建凯尹珊珊徐颖之邓海清殷建齐邢盛宇 张艳红 高宇皎

郝倩刘杨

【摘要】 目的建立Sabin株脊髓灰质炎灭活疫苗Veto细胞DNA残留量的检测方法。方法提

取Vero细胞基因组DNA，制备地高辛标记探针。比较样品不同处理方式的检测差异。对建立的残留

DNA检测方法进行特异性、灵敏度和稳定性验证。结果 Veto细胞基因组DNA的质量浓度为

295 gg／ml，260 nlTl与280 nin波长处的吸光度比值为1．88。探针灵敏度达到0．01 Pg／tA。采用苯酚抽

提方式处理DNA参考品，检测灵敏度为1 ng；而用碘化钠处理DNA参考品，灵敏度达到10 pg。特异

性检测表明，探针与非同源DNA无杂交。灵敏度和稳定性检测结果显示，探针于一70℃保存9个月，

灵敏度仍为10 pg。结论建立了Sabin株脊髓灰质炎灭活疫苗Vero细胞DNA残留量的检测方法。采

用碘化钠提取DNA，回收率高，操作简单，适用于Vero细胞的残留DNA检测。
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[Abstract]Objective To establish a method of detecting residual Vero cell DNA in Sabin strain

inactivated poliovirus vaccines．Methods The genomic DNA of Vero cell was extracted．Digoxigenin

labeled probe was prepared．The detection results of samples treated with two different methods were

compared．The specificity，sensitivity and stability of the established method were verified．Results The

concentration of Vero ceII DNA was 295 tlg／ml。and the ratio of absorbance at 260 nrfl and 280 nrn was

1．88．Probe sensitivity was 0．01 pg／>1．The sensitivity of the method was 1 ng when DNA reference

was treated with phenol，and reached 10 Pg when the reference was treated with sodium iodide．No

hybridization between the probe and non-homologous DNAs was observed．The sensitivity remained

10 Pg 9 months after the probe w3s conserved at一70℃．Conclusions The detection method of residual

Vero cell DNA in Sabin strain inactivated poliovirus vaccines is developed．Sodium iodide has advantages

of both high recovery and easy operation for DNA extraction．It is suitable for residual Vero cell DNA

detection．
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目前有4个国家研发的Sabin株脊髓灰质炎

(脊灰)灭活疫苗已完成或进入临床试验，且均显示

良好的安全性和免疫原性Ⅲ。我国脊灰灭活疫苗采
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·论著·

用Veto细胞系制备。Vero细胞是传代细胞。理论

上，传代细胞系的DNA有可能使其他细胞生长失

控或产生致瘤性，因此需对其残留量进行控制[2]。

研究表明，170代以上Vero细胞的致瘤性试验阳

性，而134～150代细胞未发现致瘤性[2]。我国药典

(2015年版)规定，无论采用何种方式抽提，Vero细

胞DNA参考品至少应能达到10 pg的检测限[3]。
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本实验中，我们尝试建立Sabin株脊灰疫苗宿

主DNA的检测方法，并改进样品的处理方式，以提

高检测灵敏度。

1材料与方法

1．1主要材料

Vero细胞DNA定量国家参考品(20 ng)购自

中国食品药品检定研究院，地高辛标记和检测试剂

盒购自瑞士Roche公司，带正电荷尼龙膜购自美国

GE Healthcare公司，细胞基因组DNA提取试剂盒

和HaeUI内切酶购自宝生物工程(大连)有限公司，

蛋白酶K和鱼精蛋白DNA购自美国Amresco公

司，DNA Extractor Kit购自日本和光纯药工业株

式会社。

1．2主要仪器

紫外分光光度计购自岛津国际贸易(上海)有限

公司，全温摇瓶柜购自太仓实验设备厂，电热恒温水

浴锅购自北京长风仪器仪表公司，电热鼓风干燥箱

购自重庆万达仪器有限公司，离心机购自美国

Thermo公司，循环水式多用真空泵购自上海知信

实验仪器技术有限公司，电子天平购自瑞士Mettler

Toledo公司。

1．3点杂交法检测
1．3．1 Vero细胞基因组DNA的制备取培养3 d

左右生长良好的Vero细胞，胰蛋白酶消化、PIgS充

分洗涤，重悬，计数细胞。将含107细胞的混悬液加

入离心管，离心收集细胞沉淀。按试剂盒操作说明

书提取Vero细胞基因组DNA，将其溶于TE缓冲

液，经1％琼脂糖凝胶电泳和分光光度法测定DNA

的纯度和质量浓度，分装后一20℃保存备用。
1．3．2 探针的制备 取1／xg基因组DNA，用

HaeIII酶切。将酶切后的DNA用去离子水补至

16肚l，置100℃水浴加热10 min，然后迅速冰浴冷

却，10 000Xg离心5 s；加入试剂盒提供的随机引物

4”1，混匀，37℃过夜。加入乙二胺四乙酸二钠终止

反应，用冷无水乙醇一70℃自然沉淀数小时，弃上

清。将沉淀复溶，分装后置一70℃冰箱保存。

1．3．3探针标记效率的测定将试剂盒自带的地

高辛对照DNA与地高辛标记探针分别稀释至

1 ng／／A，再依次稀释至10．00、3．00、1．00、0．30、
0．10、0．03、0．01、0．00 pg／tA。取1 tA稀释后样品

依次点于尼龙膜，120℃干烤30 min固定。用适量

马来酸冲洗，加入阻断液封闭30 min。再加10 m1

抗地高辛碱性磷酸酶结合物，室温结合30 min。洗

涤，加入2％NBT／BCIP储存液显色。比较两者显

色深浅，确定标记探针的浓度。

1．3．4样品的处理

1．3．4．1苯酚抽提法将复溶的Vero细胞DNA

参考品、阴性对照(鱼精蛋白DNA稀释液)、样品

(澄清液、超滤浓缩液、分子筛工艺样品、离子交换工

艺样品、成品)各500扯l，按1：10比例加入蛋白酶

缓冲液，再加入4肚l 2％蛋白酶K，37℃预处理6 h。

然后加入Tris饱和酚溶液600 tA，剧烈振摇混合

15～30 S，15 000Xg离心10 min。小心移取上层液

体至干净离心管中，加入3 mol／L醋酸钠溶液

60“l，充分混合，再加入一20℃预冷异丙醇600 tA，

一20℃过夜。次日，10 000 X g低温离心15 min，

弃上清液，加入一20℃预冷的75％乙醇500 tA洗

涤沉淀；10 000×g低温离心15 min，弃上清液，室

温通风干燥后加200 tA TE缓冲液溶解。DNA参

考品依次稀释成10 000、1 000、100、50、10和

1 pg／200 tA备用。

1．3．4．2碘化钠抽提法取Vero细胞DNA参考

品、阴性对照(TE缓冲液)和待检样品各500扯l，加

入2 ml离心管中。按试剂盒方法，每管加入N-月

桂酰肌氨酸钠试剂20肛l，混匀。再加入碘化钠(含

糖)试剂500肚1，涡旋混匀，40℃孵育15 min。加入

异丙醇900 tA，振荡混匀，室温作用15 min。将离心

管10 000×g离心15 rain，可见白色沉淀，弃上清，

尽量使管内无液体。向管内加入洗涤液A，剧烈振

荡使沉淀脱离管底，10 000×g离心15 min，弃上

清。向管内加入洗涤液B(含糖)，洗涤，离心后弃

上清。离心管自然干燥后，用适量TE缓冲液复溶

备用。DNA参考品依次稀释成10 000、1 000、100、

50、10和1 pg／200 tA备用。
1．3．4．3 苯酚抽提法的样品适宜含量摸索 将

Vero细胞基因组DNA稀释至2 ng／tA，取500 tA，

苯酚预处理后作为样品1。Vero细胞DNA参考品

(复溶500 tA)经碘化钠预处理后作为样品2。复溶

后的两样品分别稀释成10 000、1 000、100、50、10和

1 pg／200 tA备用。

1．3．5固定及显色将已处理的DNA参考品、阴

性对照和待检样品置沸水浴10 min，而后立即冰浴

冷却，10 000×g离心5 S。用抽滤加样器点于尼龙

膜，120℃干烤固定30 min，45℃杂交过夜。加入

抗地高辛碱性磷酸酶结合物结合，2％NBT／BCIP

储存液避光显色。实验成立条件：阳性对照显色，颜
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色深浅与DNA含量相对应，呈一定颜色梯度；阴

性、空白对照不显色或颜色浅于1 Pg阳性对照。实

验结果判定：将样品与阳性对照进行比较，根据显色

的深浅判定样品中外源性DNA的含量。

1．4方法验证

1．4．1 特异性将地高辛标记的探针分别与鱼精

蛋白DNA、汉逊酵母DNA、大肠埃希菌DH5a菌株

DNA杂交，检测地高辛标记探针的特异性。

1．4．2灵敏度将Vero细胞DNA国家参考品按

1．3．4．2方法进行预处理后，稀释至10 000、1 000、

100、50、10、1 pg／200 t*l，显色后观察检测灵敏度。

1．4．3稳定性将地高辛标记的探针制备后分装，

一70℃保存，随用随取。对Sabin株疫苗检测的同

时，纵向比对不同时期检测的灵敏度变化。

2 结果

2．1 Vero细胞基因组DNA

取1“l基因组DNA及酶切后DNA进行电泳检

测，结果见图1。基因组DNA纯度较高，无RNA污

染；DNA质量浓度(肛g／m1)按下式计算：260 11111处的

吸光度(A)×稀释倍数×50(当A：。。，mn=1时，双链

DNA的质量浓度约为50_ug／m1)。将样品稀释10倍

后检测，A26。，。为0．59，DNA质量浓度为295 gg／rnl。

A：。。，mn与A2。。。的比值为1．88，在DNA纯度要求范围

(1．8～2．0)内。酶切后的DNA片段集中于200～

2 000 bp，符合探针制备范围(100～10 000 bp)。

2 000
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500
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100

注：M：Marker；1：酶切后DNA；2：基因组

DNA

图I Vero细胞基因组DNA及酶切后

DNA的琼脂糖凝胶电泳

2．2探针标记效率

将地高辛对照DNA(作为标准)和自制地高辛

探针分别稀释后干烤固定，显色后如图2所示。自

制探针的灵敏度达到0．01 pg／t,l，符合实验对探针

的灵敏度要求，可进行下一步杂交检测。
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图2 I彻j十宋t1畅；记效率的十令棚】il’l*1

2．3样品不同处理方式的检测结果比较

2．3．1 苯酚抽提DNA参考品经苯酚处理后，

DNA损失较多，各检测点显色浅，检测灵敏度为

1 ng(见图3)。

10 nu 110 If}()Pg 5《)Pg lcl Pg Pg

参考耐

样品

对雕

注：S1：澄清液；S2：超滤浓缩液；S3：分子筛工艺样品；S4：

离子交换工艺样品；S5：成品

图3苯酚抽提法处理样品的检测结果

2．3．2碘化钠抽提采用碘化钠处理样品，检测灵

敏度可达10 Pg(见图4)，符合我国药典对分子杂交

法检测DNA残留量的灵敏度要求。中间样品

(S1一S4)检测无试剂干扰，成品S5<50 Pg，符合

Sabin株疫苗的制备要求。
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图4碘化钠抽提法处理样品的检测结果

2．3．3苯酚抽提法的样品适宜含量将苯酚预处

理样品的初始含量提高至1 t*g，对比碘化钠处理的

DNA参考品，检测灵敏度均达到1()pg，肉眼观察无

差别(见图5)。由此可知，当样品DNA含量较高

(不低于1弘g)时，抽提损失忽略不计，可选择苯酚
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抽提法处理DNA样品。

I¨ng ng loo pg 50 Pg 0 p： 1 Pg

●●蠢曩|j

图5 苯酚抽提法的样品适宜禽

2．4方法验证

2．4．1 特异性将地高辛标记的探针分别与鱼精

蛋白DNA、汉逊酵母DNA、大肠埃希菌DH5a

DNA杂交，结果均为阴性，见图6。表明地高辛标

记探针与非同源DNA无杂交，具有良好的特异性。

10"￡ 1 n2 100 Pg 50 n￡ 1 0 Pg 1 Pg

注：1：鱼精蛋白DNA；2：汉逊酵母DNA；3：大肠埃希菌

DH5ⅡDNA

图6残留DNA检测方法的特异性验证

2．4．2灵敏度和稳定性 地高辛标记探针于效率

检测后置一70℃保存。不同时期的检测结果见图

7。探针放置9个月后灵敏度无变化，仍为10 pg。

DNA参考品显色由深至浅，显色梯度良好，颜色深

度与DNA含量成正比，无背景色。

D ng 111 1(川Pg jf”； 0 Pg Pg限譬

¨叫● ● ● 霉

6叫j● ● § 誊

9个月 一警● 謦 饕 誉。o

图7残留DNA检测方法的灵敏度和稳定性验如

3讨论

宿主残留DNA的检测方法有分子杂交半定量

法(即点杂交法)、荧光染料法、阈值法和实时定量

PCR法。每种检测方法各有其优缺点。阈值法在

准确性上优于杂交法，但由于其操作条件难以优化

(f4品依赖)，且处理量小、仪器昂贵、使用成本高，因

此未被广泛接受[4]。实时定量PCR法在特异性、灵

敏性和准确性方面具有独特优势，目前各国对此法

都进行了大量研究，但实验室间引物探针的设计有

所不同，没有统一的标准物质和验证接受标准[4’5]。

荧光染料法可根据供试品的荧光强度计算DNA残

留量，DNA在1．25～80．00 ng／ml[4]范围内可进行

纳克级含量检测，缺点是该法易受蛋白浓度、离子强

度等因素干扰[63；并且，由于其原理为荧光染料与所

有的DNA双链结合，因而对核酸类制品的检测存

在一定局限性[7J。

点杂交法中地高辛标记法最为常用，操作相对

简单，灵敏度可达1()Pg，干扰因素少，可进行成品、

半成品及中间品检测。样品处理对此法的灵敏度影

响很大。实验发现，传统的苯酚抽提法虽能去除蛋

白干扰，但样品回收率较低，初始DNA含量低时很

可能检测不到。本实验对Vero细胞DNA参考品

采用不同方式进行前处理。因标准品含量低，仅为

20 ng／支，经苯酚抽提后，检测灵敏度仅为1 ng；而

参考品经碘化钠处理，灵敏度可达1()pg，符合我国

药典要求。另外，苯酚的残留也会影响探针的结合，

使其灵敏度降低，因此用该法处理样品有一定的

弊端。

本次实验还摸索出苯酚抽提法合适的样品初始

含量。当DNA达到1肚g时进行抽提，操作损失可

忽略不计。因此，对于选择苯酚抽提法处理样品的

检测，需注意样品DNA的含量不低于1 Fg，以避免

误差过大。碘化钠法与传统的苯酚抽提法相比，不

仅克服了蛋白酶K长时间消化的问题，还可避免

有机溶剂苯酚、氯仿的反复抽提，并消除了环境污染

的隐患∽]。用碘化钾代替碘化钠亦有同样的效

果[⋯。为提高检测灵敏度，我们参考李加等[10]和黄

相红等[1们的实验，在探针片段大小(200～

2 000 bp)、探针标记时间(>16 h)、探针纯化(无水

乙醇沉淀)等方面进行了优化，并取得良好效果，探

针灵敏度达到0．01 pg／F1，远高于实验要求的

0．1 Pg／F1。

综上所述，本研究建立了Sabin株脊灰灭活疫

苗宿主DNA残留量的检测方法，提出了更合理的

样品处理方式，并优化了探针制备方法，提高了

DNA残留量检测的准确性。
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