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附件：3431 质粒 DNA构象测定法公示稿

通则 3431  质粒 DNA 构象测定法

本法系依据质粒 DNA 的大小及构象不同所带电荷密度的差异，在凝胶分子

筛中所受阻力的不同而实现分离，用毛细管凝胶电泳荧光检测法（CGE-LIF）测

定质粒 DNA 超螺旋、线性、开环三种构象的含量。

照毛细管电泳法（通则 0542）测定。

试剂 （1）水  电阻率不低于 18.2MΩ▪cm。

（2）EDTA 溶液  取乙二胺四乙酸二钠（EDTA）186.1g，加水溶解并稀释

至 900ml，用 10 mol/L 氢氧化钠溶液调节 pH 值至 8.0，并用水稀释至 1000ml。

（3）Tris 溶液  取三羟甲基氨基甲烷（Tris）121.1g，加水溶解并稀释至

900ml，用盐酸溶液调节 pH 值至 8.0，并用水稀释至 1000ml。

（4）Tris-硼酸缓冲液（10×TBE）  取 Tris 108g 与硼酸 55g，加 EDTA 溶液

40ml，用水稀释至 1000ml。使用时用水稀释 10 倍。

（5）TE 缓冲液   取 Tris 溶液 10ml 与 EDTA 溶液 2ml，用水稀释至

1000ml。

（6）DNA 染料  用二甲基亚砜溶解的 10000×SYBR Gold 核酸染料，按试

剂使用说明书配制。或符合系统适用性要求的其他适宜 DNA 染料。

（7）DNA 凝胶缓冲液  含硼酸、Tris 以及亲水性聚合物作为分子筛或等效

的缓冲液。用 1×TBE 稀释到适宜浓度使用。或选择符合系统适用性要求的商品

化 DNA 凝胶试剂。

 系统适用性溶液  取系统适用性对照品溶液 1μl，与 TE 缓冲液 9μl 混匀，

加 TE 缓冲液 100μl 混匀。

供试品溶液  用 TE 缓冲液将供试品稀释成浓度为 4～8 ng/μl。

空白溶液  TE 缓冲液。

电泳条件  （1）涂层熔融石英毛细管（内径 100μm），切割至总长度约

为 40cm，有效长度为 30cm，使用次数不超过 150 次，或选择适宜长度以满足系

统适用性要求；（2）设置毛细管温度为 20℃，样品室温度为 4～10℃。（3）激

光诱导荧光检测器，激发波长 488nm，发射波长 520nm。（4）毛细管的预处理：
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在 20psi 压力下，用 DNA 凝胶缓冲液冲洗 20 分钟，每次运行前进行。（5）毛

细管的预填充：在 20psi 压力下，用 DNA 凝胶缓冲液冲洗 2 分钟。（6）进样压

力 0.2psi，进样时间 4 秒；分离电压 10 kV，运行 25 分钟，反向极性。 

测定法  分别取系统适用性溶液、空白溶液、供试品溶液、系统适用性溶液

依序进样：系统适用性溶液（至少进样 3 针）、空白溶液进样 1 针、供试品溶液

1 进样 3 针、供试品溶液 2 进样 3 针……系统适用性溶液（至少进样 1 针），记

录电泳图。按峰面积归一化法计算，供试品溶液各构象的校正峰面积占所有校正

峰面积之和的百分比即为该种构象的含量。

系统适用性要求  

系统适用性溶液的电泳图应与参考图谱基本一致；系统适用性溶液的电泳图

中质粒 DNA 三种构象峰之间的分离度不低于 2；以各构象校正峰面积占所有峰

校正峰面积之和的百分比计算，三种构象的相对百分含量应在规定范围内（见该

批次系统适用性对照品说明书）；系统适用性溶液相邻两针之间同一构象峰的迁

移时间差应不高于 0.5 分钟，超螺旋构象迁移时间的 RSD 应不大于 3%（n≥

4）；线性构象峰和开环构象峰的信噪比均应不小于 10。空白溶液电泳图中应无

干扰峰。

注意事项

紧邻超螺旋的峰 4 可能为多聚体峰，该峰不计入三种构象的相对百分含量，但在

计算中计入所有峰的校正峰面积。

图 系统适用性对照品溶液参考图谱

1.超螺旋 2.线性 3.开环 4.未知
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质粒 DNA 构象测定法的起草说明

1. 概况

近年来，以嵌合抗原受体T细胞（CAR-T）为代表的基因修饰的免疫细胞治疗

产品因其肿瘤治疗的临床应用前景在全球制药领域、临床医学及资本领域获得高

度关注，特别是2018年FDA批准的两款CAR-T细胞治疗产品的上市，更是带动了

产品生产相关行业的快速发展，而与之同时，与这类创新性医药产品监管相关的

问题也随之而来，包括对这类产品质量控制的要求。与传统的过继性免疫细胞治

疗产品相比，基因修饰免疫细胞的制备工艺更为复杂，质量控制也更为复杂，它

不仅包括基因修饰后的免疫细胞，同时也包括用于基因修饰的载体的质量及其载

体生产起始材料和中间产品，如包装慢病毒载体的质粒载体，而如何更好地制定

质量标准及更有效地控制其质量，到目前为止尚未形成国际共识。因此，非常有

必要系统地开展基因修饰免疫细胞质量控制的研究工作。

到目前为止，慢病毒载体仍是基因修饰免疫细胞使用最多的修饰方式，如在

美国临床试验（Clinical trial ）网站上注册的CAR-T细胞临床试验中，50%以上的

CAR-T细胞是采用慢病毒载体转导方式制备。尽管研究者一直都在致力于开发可

生产慢病毒载体的稳定细胞株，而采用三质粒或四质粒系统包装慢病毒载体仍占

主流。在这个系统中，目的质粒载体及辅助质粒载体是重要的中间产品，其质量

会直接影响慢病毒载体包装的质量，其中质粒DNA的构象就是质粒DNA纯度控制

的一个重要参数。

质粒DNA的构象，即质粒DNA的拓普结构，包括超螺旋（ccc）、开环（oc）

和线性（liner）这三种形式，可能还有聚体的存在。有研究者报道超螺旋构象的

质粒DNA在体内转染效率更高[1-3]。国内外药品监管机构（如FDA、EMA）发布的

与基因治疗产品相关的技术指导原则或产品相关的标准（如EP、《中华人民共和

国药典》、USP）中均会将质粒DNA超螺旋比例作为质粒DNA纯度的质量控制要

求之一，但所要求的检测方法和质量标准有所不同[4-6]。目前，检测质粒DNA拓

扑结构的方法主要有琼脂糖凝胶电泳法（AGE）、高效液相色谱法（HPLC）和毛

细管凝胶电泳法（CGE），这三种方法分别利用质粒DNA不同构象在介质中的迁

移行为不同的原理进行分离检测。其中，AGE法是最常用的方法，通常可用于质
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粒DNA构象的定性或者百分比半定量分析[7]。HPLC法与CGE法是近年来发展起来

的可以定量检测DNA构象比例的方法，也是EP和USP在质粒DNA超螺旋比例检测

时推荐的方法。与这两种方法相比[8-10]，CGE既可实现定量检测，同时还具有很

好的分离度，还有上样量少、灵敏度高、检测时间短等特点。CGE法是较理想、

较全面的一种检测方法[2,11-13]。因此，近两年来，已有国外的研发企业开发这个

方法作为放行检验方法[14]。与国外相比，国内大多还在使用AGE法用于质粒DNA

超螺旋比例的检测，有部分研究者在开发HPLC的方法，但开发CGE检测质粒DNA

构象的则鲜少。

2. 国内外相关标准比较和法规要求

目前，国内外基因治疗产品的相关法规或者指导原则中，都要求对质粒构象

进行检测。2007 年，FDA（美国食品药品监督管理局，U.S. Department of Health 

and Human Services Food and Drug Administration）在“用于传染病适应症的质粒

DNA 疫苗的行业考虑指南”中，质粒产品放行检验部分提到，放行标准建议将质

粒超螺旋构象检测纳入放行标准，并要求超螺旋质粒含量>80%。2020 年，FDA

在“人类基因疗法研究性新药申请 （IND） 的化学 ， 生产和控制 （CMC） 信

息指南”里，“关键步骤和中间体的控制（3.2.S.2.4）”内容中指出，基因治疗生产

过程的中间体可能包括用于生产其他基因治疗产品的 DNA 质粒（如 AAV 或慢病

毒载体），建议 DNA 质粒中间体从合格的库中获得，并进行无菌性、内毒素、

纯度等相关的检测。在纯度中，强调了应对质粒超螺旋构象百分比进行检测。

在美国药典<1047>基因治疗产品章节中，非病毒载体的生产与加工中强调临

床使用的质粒须进行鉴定，纯度、效价等项目的检测。纯度检测建议使用 HPLC

或 CE 的方法针对质粒构象含量（超螺旋和开环）进行检测，终产品的可接受水

平 CCC>97%。但因质粒在体内相对效力的数据尚不充分，故检测质粒 DNA 构象

的含量，亦用于评价批间一致性。

在 2018 年，欧盟（European Medicines Agency，EMA）在“关于基因治疗药

品的质量、非临床和临床指南”中“4.2.3.1 结构和其他特征”章节强调对不同的质

粒形式进行鉴定和定量，包括开环与线性构象的比例。另外，在产品相关杂质中

也提到，对于质粒 DNA，应对不同形式的质粒进行限制。

在 2019 年发布的欧洲药典（European pharmacopoeia 9.7，EP 9.7）“5.14 人
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用基因转移药物”章节中 “人用质粒载体”部分用超螺旋的单体含量描述质粒的

纯度，并明确要求使用高效液相色谱（HPLC）或毛细管电泳定量超螺旋形式。

我们国家在 2020 年实行的《中国药典》第三部人用基因治疗产品总论，制

品检定制品相关杂质中也提及了控制质粒不同形式的比例，但未提到检测方法，

也未明确质粒超螺旋形式的相对百分含量。另外，药典中也未收录使用毛细管电

泳检测质粒 DNA 构象的方法。

3．质量制定标准意见或理由

鉴于到目前为止，常使用的检测方法各有优缺点（如表1）。都无法同时满

足质粒三种构象的分离和定量，如琼脂糖凝胶电泳法，其只能对质粒DNA的三种

构象进行半定量（见图1）；高效液相色谱法在定量过程中，三种构象分离度稍

差（见图2）。毛细管凝胶电泳法不仅可以很好的将质粒中的三种构象分离开，

还可以实现定量（见图3），因此开展该方法的研究并进行方法验证，以补充或

替代现有方法，用于对以慢病毒为载体和以质粒为载体的基因治疗产品中所使用

的质粒DNA超螺旋相对百分含量进行定量分析，进一步实现对产品或者产品生产

中间过程的质量控制。

该方法的原理是将 DNA 凝胶移到毛细管中作为支撑物，基于质粒 DNA 分子

的迁移速度取决于分子的大小和构象，质粒 DNA 与荧光染料结合后，可以用 LIF

检测器检测到这种因分子大小和构象不同造成的迁移差异，以定量分析各构象的

相对百分含量。

表 1 常用检测方法的优缺点比较

检测方法 优点 缺点

琼脂糖凝胶电泳法（AGE） 常用、成本低，易操作，可重复性较好
定性或者百分比半定量

分析。

高效液相色谱法（HPLC）
可定量分析，灵敏度高，可重复性较好，成

本相对低，需建立方法

三种构象分离度稍差，

无标准方法。

毛细管凝胶电泳法（CGE）
可定量分析，上样量少，配合荧光检测器灵

敏度高，可重复性好，三种构象分离度好

成本相对高，无标准方

法。

图 1 琼脂糖凝胶电泳法（AGE） 图 2 高效液相色谱法（HPLC） 图 3 毛细管凝胶电泳法

（CGE）
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