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前  言

  本标准按照GB/T1.1—2009给出的规则起草。
本标准由全国生化检测标准化技术委员会(SAC/TC387)提出并归口。
本标准起草单位:信达生物制药(苏州)有限公司、中国测试技术研究院生物研究所。
本标准主要起草人:孙左宇、周李华、李雪峰、黄晓刚、袁志军、郭燕红。
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中国仓鼠卵巢(CHO)细胞表达产品
残留DNA检测 荧光定量PCR法

1 范围

本标准规定了检测残留宿主DNA的荧光定量PCR法。
本标准适用于CHO(中国仓鼠卵巢细胞)宿主细胞系表达的生物制品的残留宿主DNA的检测。

2 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件,仅注日期的版本适用于本文

件。凡是不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于本文件。

GB/T6682 分析实验室用水规格和试验方法

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1
Ct值 cyclethreshold
每个反应管内荧光信号达到设定阈值时所经历的循环数。

4 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

CHO:中国仓鼠卵巢(ChineseHamsterOvary)

5 原理

以真核细胞基因组中具有高拷贝数的16SrRNA为目的基因,设计特异性扩增该基因的PCR引

物,包括正向引物:ForwardPrimer(5'-CCAGGCATTGGTGGCAC-3')和反向引物:ReversePrimer
(5'-AGACAGGGTTTCTCTGT-3')。 

采用SYBR荧光定量PCR(FQ-PCR)法,采集荧光绘制出的PCR扩增曲线Ct值,与扩增体系中起

始目的基因模板的对数值呈反比,以起始模板DNA对数值为纵坐标,Ct值为横坐标,制作标准曲线。
根据标准曲线方程计算样品的DNA残留量,从而达到定量检测样品残留DNA的含量目的。

6 仪器设备

6.1 荧光定量PCR仪:含有SYBR荧光染料检测通道。

6.2 紫外-可见分光光度计:波长范围:200nm~760nm。

6.3 微型离心机:转速范围:2000r/min~23000r/min。
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