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[bookmark: _Toc155889621][bookmark: _Toc155949834][bookmark: _Toc174538656]前    言
本文件按照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》的规定起草。
请注意本文件中的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由中国食品药品企业质量安全促进会提出并归口。
[bookmark: _Hlk175297276]本文件起草单位：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、硅羿科技（上海）有限公司、江苏申基生物科技有限公司、云顶新耀医药科技有限公司、深圳源兴基因技术有限公司、苏州艾博生物科技有限公司、北京引正基因科技有限公司、楷拓生物科技（苏州）有限公司、成都威斯津生物医药科技有限公司、成都迈科康生物科技有限公司、惠正奇医药（广州）有限公司、固安鼎泰海规生物科技有限公司、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。
[bookmark: _Hlk175297315]本文件主要起草人：杨广宇、耿玉杰、李梁、陆家海、叶宇翔、唐雪明、竺添、武飞飞、刘兰、黄东明、肖潇、黄磊、缪佳颖、高尚、沈明云、宋卫卫、顾文艺、于磊、黄贤明、梅雄、李文华。



[bookmark: _Toc174538657]	引    言
mRNA 新冠核酸疫苗的开发和成功应用，快速推动了mRNA技术在预防性疫苗、治疗性疫苗和治疗性药物领域的广泛应用，mRNA与药物在疗效、研发速度周期、成本价格、生产的可拓展性和安全性等方面具有显著优势。其中，mRNA原液的制备和转录是疫苗生产的关键步骤，mRNA的质量直接决定了疫苗的临床表现。
在IVT（体外转录）的过程中，T7 RNA聚合酶可能以RNA或DNA（模板链与非模板链）为模板进行转录，形成不同类型的dsRNA副产物。dsRNA所表现出的免疫原性，一方面会因为自身免疫系统与翻译系统间的反馈调节而降低mRNA的翻译效率；另一方面，dsRNA使机体形成记忆免疫，当mRNA药物需要重复给药时，会造成药物效力降低。因此，需要在mRNA疫苗药物的生产过程中严格控制dsRNA的含量，这就要求生产厂商能对dsRNA进行精确定量检测。
为促进mRNA疫苗和药物制备生产过程中dsRNA杂质含量精准控制，建立了dsRNA标准品选择标准、赋值策略以及抗体对选择原则，并根据ELISA法操作流程及方法学验证标准，制定本文件。
2020年8月，国家药监局药审中心发布《新型冠状病毒预防用mRNA疫苗药学研究技术指导原则（试行）》，2022年5月国家药监局药审中心发布《体内基因治疗产品药学研究与评价技术指导原则（试行）》。美国药典（USP）分别于2022年2月和2023年4月发布第一版和第二版《Analytical Procedures for mRNA Vaccine Quality（Draft Guidelines）》。2022年4月，WHO发布《evaluation of the quality, safety and efficacy of messenger RNA vaccines for the prevention of infectious diseases: regulatory considerations》。上述指导原则适用于mRNA类疫苗与药物的质量控制，均明确指出要控制mRNA相关杂质如5’非帽化RNA、双链RNA（dsRNA）、长链RNA、截短RNA等的含量。其中，USP《Analytical Procedures for mRNA Vaccine Quality（Draft Guidelines）》2nd Edition推荐dsRNA杂质的分析方法为Immunoblot和Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)，其中，ELISA法更适合用于dsRNA定量分析。为推动我国生物医药标准与国际接轨，上述文件将作为本项目编制过程中的重要参考依据。
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mRNA疫苗及药物中dsRNA杂质定量检测方法
[bookmark: _Toc174538658][bookmark: _Toc174538659]范围
[bookmark: _Hlk161305474]本文件规范了dsRNA标准品设计、合成、结构修饰和制备技术；dsRNA标准品赋值技术；dsRNA标准品稳定性考察；抗体对筛选，ELISA方法学验证和ELISA检测。 
本文件适用于基于ELISA方法定量检测mRNA疫苗和药物中dsRNA杂质的全过程。
[bookmark: _Toc174538660]规范性引用文件
[bookmark: _Toc11478]下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成对本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；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。
[bookmark: _Hlk174454110][bookmark: _Hlk174456543]GB/T 33411-2016　酶联免疫分析试剂盒通则
YY/T 1183-2010　酶联免疫分析试剂盒通则
[bookmark: _Toc174538661][bookmark: _Toc14104][bookmark: _Toc27026][bookmark: _Toc39659930][bookmark: _Toc2868][bookmark: _Toc30226][bookmark: _Toc2068][bookmark: _Toc24655][bookmark: _Toc3362][bookmark: _Toc10330][bookmark: _Toc1093][bookmark: _Toc1651886][bookmark: _Toc25245][bookmark: _Toc30492][bookmark: _Toc942352][bookmark: _Toc6727][bookmark: _Toc6424][bookmark: _Toc28819][bookmark: _Toc942023]术语和定义
1.1　 [bookmark: _Toc174538662]
[bookmark: _Hlk174456642]信使核糖核酸　Messenger RNA，mRNA
mRNA是由DNA的一条链作为模板转录而来的单链核糖核酸，携带遗传信息能指导蛋白质合成的一类单链核糖核酸。在细胞内，mRNA通过与核糖体结合，并在tRNA（转运RNA）的帮助下，翻译成多肽链，进而形成蛋白质。mRNA在基因表达过程中起着承上启下的作用，它从DNA传递遗传信息，指导蛋白质的合成，从而控制生物体的生长、发育和功能。
2　 [bookmark: _Toc174538663][bookmark: _Toc174538665]缩略语
dsRNA：双链核糖核酸（double-stranded RNA）
ELISA：酶联免疫吸附试验 (enzyme-linked immuno sorbent assay)
HRP：辣根过氧化物酶（Horseradish Peroxidase）
[bookmark: _Toc174538666][bookmark: _Hlk155887929]dsRNA杂质定量检测方法
[bookmark: _Toc174538667]dsRNA标准品
试剂盒中的标准品应满足以下要求：
a) 应为序列随机的dsRNA。
b) 应包含多种修饰类型，如无修饰、pUTP修饰、N1-Me-pUTP修饰、5-OMe-UTP修饰，以满足不同修饰类型mRNA产品中dsRNA杂质含量的检测。
c) 纯度高，以避免杂质影响dsRNA精确定量。
[bookmark: _Toc174538668]dsRNA标准品制备及修饰
dsRNA制备的基本思路为：PCR获得转录模板→体外转录→退火形成双链→DNA酶和RNA酶处理→醇沉淀→重悬、定量，dsRNA修饰可通过使用相应修饰碱基完成。
[bookmark: _Toc174538669]dsRNA标准品赋值技术
对于dsRNA标准品的赋值，在验证纯度的基础上，采用UV法或dPCR法进行绝对定量。对于有修饰的dsRNA，像pUTP、N1-Me-pUTP和5-OMe-UTP修饰dsRNA，因为缺少吸光系数的参考信息，不依赖于吸光系数的dPCR法定量更具有科学性和参考性。
[bookmark: _Toc174538670]dsRNA标准品稳定性考察
用于ELISA实验的dsRNA标准品应进行稳定性验证，以保证整个试验周期内，标曲测值不会因标准品放置时间有明显改变。
[bookmark: _Toc174538671]ELISA抗体对的选择
为了保证对不同序列、长度、修饰类型dsRNA的准确定量，ELISA实验中所用的抗体对需进行以下验证：
a) 抗体对应特异性识别dsRNA，对其它类型核酸无识别；
b) 对于同一修饰类型dsRNA，抗体对亲和力基本不受长度和序列影响，抗体对对样本中dsRNA的亲和力与标准品的一致程度决定了定量结果的准确性。
[bookmark: _Toc174538672]ELISA方法学验证
所建立的ELISA实验方法或采用的商用ELISA试剂盒，应符合GB/T 33411-2016和YY/T 1183-2010中关于标准品溯源、线性、准确度、灵敏度、精密度等的要求。
[bookmark: _Toc174538673]ELISA检测流程
仪器设备
酶标仪、微孔板摇床、RNase-free枪头、EP管。
试剂或材料
水
RNase-free水。
洗涤工作液
包含0.05% Tween-20的1X PBS溶液，或其它符合要求的溶液。
样本稀释液
可以通过等体积混合0.1 M NaCl和1X TE溶液配制样本稀释液，也可采用其它符合要求的溶液。
dsRNA定量检测
包被
将捕获抗体用包被液稀释至合适浓度，按100μL/孔加至96孔板中，2-8℃过夜孵育。如果采用预包被有捕获抗体的96孔板进行实验，可省略此步骤。
加样
标准品和样本用样本稀释液稀释至合适浓度后，按100μL/孔加至96孔板中。标准品一般稀释6-8个合适浓度。预估样本的浓度范围，使其稀释后测值在线性检测范围内。如果不能确定待测样品中dsRNA含量，应当用样本稀释液做多个稀释倍数测试，以免含量过高或过低不能够读取有效数值
孵育
用封板膜封住反应孔，室温下振板（500rpm）反应60min（此步骤结束前5min，可提前配制检抗工作液）。
洗板
弃去液体，吸水纸上拍干，每孔加满洗涤液（250μL液体），静置30s，甩去洗涤液，吸水纸上拍干，如此重复洗板4次。
加检测抗体
每孔加入工作浓度的生物素化检测抗体100μL。
孵育
用封板膜封住反应孔，室温下振板（500rpm）反应60min（此步骤结束前5min，可提前配制HRP-链霉亲和素工作液）。
洗板
弃去液体，吸水纸上拍干，每孔加满洗涤液（250μL液体），静置30s，甩去洗涤液，吸水纸上拍干，如此重复洗板4次。
加HRP-链霉亲和素
每孔加入工作浓度的HRP-链霉亲和素100μL。
孵育
用封板膜封住反应孔，室温下振板（500rpm）反应30min。
洗板
弃去液体，吸水纸上拍干，每孔加满洗涤液（250μL液体），静置30s，甩去洗涤液，吸水纸上拍干，如此重复洗板4次。
显色
每孔加入100μL单组分底物显色液，用封板膜封住反应孔，室温静置避光反应30min。
终止
每孔加入50μL终止液，立即进行检测，设定酶标仪波长于450nm处（建议用双波长450nm/650nm）。
数据分析
定量检测的标准工作曲线绘制
ELISA的实验通常会设置复孔，两个复孔的OD值取平均值作为该浓度下的OD值。以OD值作为Y轴，标准品浓度作为X轴，使用curve expert 1.3或ELISA Calc等专业软件进行Logistic五参数或四参数标准曲线拟合，应保证相关系数r2≥0.99。
线性范围的确定
以OD值作为Y轴，标准品浓度作为X轴，进行直线拟合，能满足直线拟合相关系数r2≥0.99的标准品浓度范围为检测线性范围。
样本浓度计算
将样本OD值代入标曲方程，由Y计算X值，得出样本浓度读值，如果读值落在线性范围内，则为有效读值，若在线性范围外，为无效读值。样本浓度按式（1）进行计算：
样本浓度=(有效读值1×稀释倍数1+有效读值2×稀释倍数2+……+有效读值n×稀释倍数n)/n   …………………………………………………………………………………………(1)
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