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征求意见稿 编制说明
一、工作简况
（一）任务来源
按照《中国食品药品企业质量安全促进会团体标准管理办法（试行）》的有关规定和要求，由国家药品监督管理局疫苗及生物制品质量监测与评价重点实验室、武汉瀚海新酶生物科技有限公司提出《生物制品中DNase残留检测－核酸荧光底物法》立项申请，中国食品药品企业质量安全促进会于2024年4月组织专家按程序审议后予以立项。
（二）目的、意义及必要性
脱氧核糖核酸酶（DNase）是一种可以将聚核苷酸链的磷酸二酯键切断从而降解DNA分子的水解酶。DNase普遍存在于环境和许多生物材料中，且具有极强的活性，微量的DNase污染可以造成大量DNA的降解，对实验和生产工艺造成显著影响。
DNA药物及质粒等生物制品生产过程中，也存在大量DNase的残留和污染的可能性，包括生物样品中含有的内源性DNase，存在于环境中的水，缓冲液，耗材表面以及环境微生物和人等外源性DNase。残留DNase作为杂质，如果跟随药物或生物制品进入人体内，有可能引发高强度的免疫原性等反应，引起较严重的安全性风险。因此需要对生物制品的外来物料、耗材和环境等的DNase残留进行准确分析检测，使之控制在安全范围内。
《中华人民共和国药典2020年版》中就《人用疫苗总论》《人用重组单克隆抗体制品总论》《人用基因治疗制品总论》及《细胞治疗产品研究与评价技术指导原则》均提到了在该类型生物制品的研发及生产过程中需要对工艺杂质中包含DNase的残留进行控制；此外，欧洲药品监督管理局表明基因治疗产品方面应制定检验方法，并设定上限，以检测细胞来源污染物的残留水平。然而目前国内外暂没有通用标准中明确规定疫苗和生物制品中核酸酶残留量上限及其对应的检测方法。
核酸水解凝胶电泳法和紫外分光光度计法常被用于检测DNase的残留，然而核酸水解凝胶电泳法受实验人员的主观判断影响较大，无法准确定量，且操作时间长，测定通量较低；核酸水解紫外分光光度法定量限仅为0.01U/μL，不适合微量核酸酶残留的活性检测；高效液相色谱法和电化学法则受限于仪器设备。相比之下，核酸荧光底物法灵敏度高、检测速度快且能实现核酸酶活性的定量检测，该方法在海外已用于检测分子生物学环境及试剂中核酸酶残留量，如日本WAKO公司分子级别的无核酸酶化学品采用该方法作为质量认证的标准之一，德国Sartorius也将该方法作为无核酸酶耗材的质量认证标准。2023年4月，为进一步提升《中国药典》生物制品标准的科学性，更好地保障生物制品质量，国家药典委员会设立了核酸酶残留量检测方法研究的课题，并在《关于征求核酸酶残留量检测方法验证意见的函》中提出了核酸酶残留量测定法（核酸荧光底物法）的草案。
（三）团体标准起草单位和主要起草人
本标准起草单位：武汉瀚海新酶生物科技有限公司、国家药品监督管理局疫苗及生物制品质量监测与评价重点实验室、中生复诺健生物科技（上海）有限公司、江苏申基生物科技有限公司、苏州艾博生物科技有限公司、北京引正基因科技有限公司、深圳市晋百慧生物有限公司、惠正奇医药（广州）有限公司、广州正达医药科技有限公司、百奥泰生物制药股份有限公司、深圳深信生物科技有限公司。
本标准主要起草人：杨广宇、耿玉杰、李梁、严壮、陆家海、叶宇翔、武飞飞、竺添、沈明云、顾文艺、于磊、黄贤明、梅雄、李文华。
（四）主要工作
起草阶段：
[bookmark: _Hlk161235004]（1）2024年4月19日，完成《生物制品中DNase残留检测－核酸荧光底物法》团体标准立项。
（2）2024年4月，成立标准制定工作组。按照团体标准的制修订程序组织参编单位共同成立标准制定工作组。
（3）2024年4月-5月，完成第一稿。结合收集到的资料和起草小组专家深厚的专业知识，完成标准草案的第一稿。
（4）2024年8月，进入草案的修订完善阶段。经过多轮深入研讨，并广泛咨询行业内的资深专家以及国家标准制定的资深专家。在听取各方意见和充分论证的基础上，对标准草案进行修订和完善，确保草案的准确性、完整性和一致性。
在标准草案基础上，标准编制工作组对标准框架和主要技术内容进行了再次讨论与修改，并进一步规范标准文本格式，形成标准征求意见稿与编制说明。
二、标准编制原则和确定标准主要内容的依据
（一）标准编制原则 
本标准的制定符合产业发展的原则，本着先进性、科学性、合理性和可操作性的原则，以及标准的目标、统一性、协调性、适用性、一致性和规范性原则来进行本标准的制定工作。
[bookmark: _Hlk161230502]本标准起草过程中，主要按GB/T 1.1－2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》进行编写。
本标准制定过程中，引用或参考了以下标准或文件：
[1] Lee K J , Lee W S , Hwang A ,et al.Simple and rapid detection of bacteria using a nuclease-responsive DNA probe[J].Analyst, 2017, 143.
[2] Eisenbeis J, Saffarzadeh M, Peisker H, et al. The Staphylococcus aureus extracellular adherence protein Eap is a DNA binding protein capable of blocking neutrophil extracellular trap formation[J]. Frontiers in cellular and infection microbiology, 2018, 8: 235.
[3] Van der Gucht M, Aktan M K, Hendrix H, et al. qDNase assay: A quantitative method for real-time assessment of DNase activity on coated surfaces[J]. Biochemical and Biophysical Research Communications, 2021, 534: 1003-1006.
（二）确定标准主要内容的依据
本项目基于各起草单位前期已利用核酸荧光底物法技术开发了脱氧核糖核酸酶残留量检测技术的基础，结合国内、外相关技术的发展，形成适用于生物制品中DNase残留检测－核酸荧光底物法，可以弥补国内目前该领域在法规层面和技术层面的空白，对推动我国核酸酶残留检测技术的发展以及其在疫苗和生物制品方面的发展和应用具有重要作用。
[bookmark: _Hlk173404587]本标准主要技术内容如下：
1.方法学原理
试样与核酸荧光底物一起孵育，试样中残留的DNase催化核酸荧光底物分解，降解产物在对应波长的激发下会发出荧光，通过荧光检测器检测，外标法定量，测定DNase的含量。
2.分析步骤
(1)环境要求
所有试验操作均应在洁净的无外源DNase环境中进行。
所有试验操作均应使用洁净的无外源DNase耗材。
(2)试验溶液的制备
核酸荧光底物溶液、样本稀释溶液、液体样品待测液制备、标准品溶液制备等。
 (3)酶促反应
供试品、标准品、对照品。
3.结果分析
定性分析、定量分析、定量限及重复性。
三、与现行法律法规、强制性标准和其他有关标准的关系，采用国际标准的程度及水平简要说明
本标准与现行法律法规、强制性标准和其他有关标准协调一致。
本标准制定过程中未查询到国际标准。
四、重大分歧意见的处理结果和依据。
本标准制定过程中无重大分歧意见。
五、贯彻促进会标准的要求和措施建议（包括组织措施、技术措施、过渡办法等内容）
标准发布后1年内，将根据各方反馈意见择期召开标准宣贯会议。向业内标准使用单位发放标准宣贯资料，并解答标准中相关技术难点和疑点。
六、其他应予说明的事项。
无。
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