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摘要 支原体污染是生物药生产中的重大风险源,严重威胁抗体药物等生物制品的安全性和有效性。传统

检测方法因耗时长、灵敏度不足或操作繁琐,难以满足生物制药全流程快速质控的需求。针对这一挑战,本
研究基于前期开发的RPA-CRISPR/Cas12a支原体检测技术,进一步拓展了其多场景中应用潜力,并评估了

体系的实用性与可靠性。通过预混CRISPR体系优化显著提升操作便捷性,验证其在4
 

℃条件下稳定保存

7天且性能无显著衰减,为现场检测提供技术保障。半定量分析实现支原体的快速定量评估。应用测试覆

盖生物制药工艺全流程:在上游工艺中,系统可于CHO细胞培养的早期污染预警;在下游纯化步骤,可以进

行多步骤污染去除能力监测,突显其高灵敏度优势。此外,该方法还可应用于细胞库、培养基及血清的支原

体检测,并在模拟污染实验中展现高可靠性。研究表明,RPA-CRISPR/Cas12a系统兼具快速、灵敏、操作简

便及多场景适用性,为生物制药生产中支原体污染过程监测提供了创新解决方案,显著提升了质量控制效率

与产品安全性,具有广阔的应用前景。
关键词 支原体;RPA-CRISPR/Cas12a;过程分析技术(PAT);生物制药;过程监测
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Abstract Mycoplasma
 

contamination
 

poses
 

a
 

critical
 

risk
 

in
 

biopharmaceutical
 

production,
 

severely
 

com-
promising

 

the
 

safety
 

and
 

efficacy
 

of
 

biological
 

products
 

such
 

as
 

monoclonal
 

antibodies.
 

Traditional
 

detec-
tion

 

methods
 

are
 

often
 

time-consuming,
 

lack
 

sensitivity,
 

or
 

are
 

complex
 

to
 

operate,
 

making
 

it
 

difficult
 

to
 

meet
 

the
 

fast
 

quality
 

control
 

demands
 

throughout
 

the
 

biopharmaceutical
 

manufacturing
 

process.
 

To
 

ad-
dress

 

this
 

challenge,
 

this
 

study
 

further
 

expands
 

the
 

application
 

potential
 

of
 

the
 

RPA-CRISPR/Cas12a-
based

 

mycoplasma
 

detection
 

technology,
 

which
 

was
 

previously
 

developed,
 

and
 

evaluates
 

its
 

practicality
 

and
 

reliability.
 

The
 

optimization
 

of
 

the
 

pre-mixed
 

CRISPR
 

system
 

significantly
 

enhances
 

operational
 

con-
venience

 

and
 

ensures
 

stability
 

for
 

up
 

to
 

7
 

days
 

at
 

4
 

℃
 

without
 

significant
 

performance
 

degradation,
 

provi-
ding

 

technical
 

support
 

for
 

on-site
 

detection.
 

Semi-quantitative
 

analysis
 

allows
 

for
 

the
 

rapid
 

and
 

accurate
 

as-
sessment

 

of
 

mycoplasma
 

levels.
 

Application
 

testing
 

spans
 

the
 

entire
 

biopharmaceutical
 

production
 

process:
 

in
 

upstream
 

processes,
 

the
 

system
 

provides
 

early
 

contamination
 

warnings
 

during
 

CHO
 

cell
 

cul-
ture;

 

in
 

downstream
 

purification
 

steps,
 

it
 

monitors
 

the
 

efficiency
 

of
 

multiple-step
 

contamination
 

removal,
 

highlighting
 

its
 

high
 

sensitivity.
 

Additionally,
 

the
 

method
 

was
 

successfully
 

applied
 

to
 

mycoplasma
 

detec-
tion

 

in
 

cell
 

banks,
 

culture
 

media,
 

and
 

serum,
 

exhibiting
 

high
 

reliability
 

in
 

simulated
 

contamination
 

experi-
ments.The

 

RPA-CRISPR/Cas12a
 

system
 

integrates
 

rapidity,
 

sensitivity,
 

user-friendliness,
 

and
 

multi-sce-
nario

 

adaptability,
 

offering
 

an
 

innovative
 

solution
 

for
 

mycoplasma
 

monitoring
 

in
 

biopharmaceutical
 

pro-
duction.

 

This
 

advancement
 

significantly
 

enhances
 

quality
 

control
 

efficiency
 

and
 

product
 

safety,
 

undersco-
ring

 

its
 

broad
 

application
 

potential.
Keywords mycoplasma;

 

RPA-CRISPR/Cas12a;
 

process
 

analytical
 

technology;
 

biopharmaceuticals;
 

process
 

monitoring

0 引言

支原体(Mycoplasma)作为缺乏细胞壁的微小微生物,因其天然耐药性、形态可变性及穿透过滤膜(0.
22

 

μm)的能力,已经成为生物制药生产中的重大污染风险源[1-2]。其污染不仅通过竞争宿主细胞营养、诱导

异常增殖及基因表达紊乱,直接威胁抗体药物等生物制品的质量与安全性,还可能引发潜在的生物安全风

险[3]。鉴于支原体的这些特性,它们被视为细胞培养和生物制药领域中的潜在污染物,必须通过精确的检测
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和控制措施进行风险控制[4]。因此,开发高灵敏度、高特异性的快速检测技术,对保障生物制品质量[5],以及

实现污染早期预警及过程控制至关重要[6-7]。
现行药典推荐的检测方法中,培养法虽被视为金标准,具有较高的灵敏度(10

 

CFU/mL)[8-9]。但其耗时

长达28天,且无法检测不可培养或活力低下的支原体[10-11],显著制约生产决策效率。细胞染色法通过培养

细胞以检测支原体污染,相较于传统培养法,耗时显著缩短,但该方法的灵敏度较低(100
 

CFU/mL)[12],结
果的解读相对复杂,难以满足高通量质控需求[13-15]。此外,以上两种方法只能检测活性较好或者可培养的

支原体,而样本储存条件(如温度与时间限制)进一步增加了检测的不确定性[16-17]。为了降低支原体活力对

检测结果的影响,核酸扩增技术(NAT)若具备足够的灵敏度并经过适当验证,则可接受其作为传统检测方

法的替代方案[18-19]。NAT虽显著提升灵敏度与速度,但qPCR等主流方法仍需依赖昂贵设备与复杂操作,
限制了其在现场检测与多场景应用中的推广[20-22]。

针对上述瓶颈,本研究聚焦于重组酶聚合酶扩增(RPA)[23]与CRISPR/Cas12a[24]系统的创新性整

合[25]。RPA技术通过等温扩增突破传统PCR对温控设备的依赖,结合CRISPR/Cas12a对靶标DNA的特

异性识别及反式切割功能,实现了双重特异性验证,有效规避非特异性扩增导致的假阳性风险[26-27]。相较

于qPCR,该体系在灵敏度相当的前提下,兼具以下核心优势:(1)
 

快速性:全程检测可在几十分钟内完成;
(2)

 

便携性:无需复杂仪器,适配现场检测;(3)
 

多场景适用性:可覆盖细胞库、培养基、上游培养及下游纯化

全流程。
前期我们首次开发了一种应用与抗体药物工艺的RPA-CRISPR支原体检测方法并进行了系统的验证

与优化,并与现有检测方法结果进行比较,显示出高度一致性[28]。为进一步拓展其在生物制药生产中的实

用性,本研究重点评估该体系的耐用性,验证其在4
 

℃条件下稳定保存7天的性能,以便提升操作便捷性;通
过拓展的精密度评估,确认方法的可靠性;同时进行半定量分析,实现支原体的快速定量评估。此外,通过模

拟CHO细胞培养及下游纯化工艺的应用测试,验证该系统在早期污染预警及检测中的高灵敏度优势。同

时还进一步进行了应用拓展(图
 

1)。该研究的实施可有效支持生物制药全流程的支原体污染监测,为提升

质量控制效率与产品安全性提供创新解决方案。

图1 RPA-CRISPR/Cas12a系统模式图

Fig.1 Schematic
 

of
 

the
 

RPA-CRISPR/Case12a
 

system

1 材料

1.1 菌株与质粒

实验选用9种常见支原体菌株[29-30]。肺炎支原体(ATCC15531)、口腔支原体(ATCC23714)购自
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ATCC美国菌种保藏中心;发酵支原体(ATCC
 

19989)、柑橘螺原体(ATCC
 

27556)、精氨酸支原体(ATCC
 

23838)、莱氏无胆甾原体(ATCC
 

23206)、人型支原体(ATCC
 

23114)、唾液支原体(ATCC
 

23064)、猪鼻嗜酸

支原体(ATCC
 

17981)16s
 

rRNA序列的质粒均由北京擎科生物合成。

1.2 试剂与耗材

LbCas12a蛋白,购自New
 

England
 

Biolabs;TwistAmp
 

basic核酸扩增试剂盒,购自TwistDX;
 

Venor
ⒸGeM

 

Sample
 

Preparation
 

Kit,购自Minerva-Biolabs;DNA引物,ssDNA探针,crRNA均由上海生工生物

合成。

1.3 仪器与设备

台式高速离心机(Thermo
 

Fisher);超微量分光光度计(Nanodrop);PCR核酸扩增仪(BIO-RAD);琼脂

糖凝胶电泳仪;实时荧光定量PCR仪(Applied
 

biosystems);AKTA
 

Avant层析系统(GE
 

Healthcare)。

2 方法

2.1 RPA引物、crRNA、ssDNA探针及质粒的设计与合成

根据九种常见支原体16s
 

rRNA的基因保守序列[31-33],设计RPA通用引物[34]和Cas12a的crRNA。首

先在https://www.atcc.org中下载九种支原体的16s
 

rRNA的基因序列,MEGA11对比筛选九种支原体

高同源性和高度保守的序列,结合Cas12a的PAM位点(TTTN)设计crRNA。RPA引物(30
 

bp左右)位于

crRNA上下游同源区,扩增子长度不大于500
 

bp。引物特异性通过Blast验证,二级结构通过Oligo
 

Analy-
zer评估。阳性质粒以PUC57为载体构建,分别包含各支原体16S

 

rRNA靶序列[35]。

2.2 样本制备

取200
 

μL细胞上清液,使用VenorⓇGeM样品制备试剂盒提取支原体DNA。样本与调节液混合,

70
 

℃孵育10
 

min(涡旋3~4次)。加入400
 

μL吸附缓冲液,混合液转移至核酸纯化柱,10
 

000×g离心1
 

min,去除流穿液。依次用缓冲液A1、A2洗涤,最大速度离心去除残留液。60
 

μL预热至70
 

℃的缓冲液E
洗脱DNA,提取的DNA可直接用于后续的核酸扩增反应。

2.3 阳性质粒标准品制备

通过Nanodrop测定质粒浓度。根据测得的浓度数据,结合质粒的分子量和长度,计算出每微升溶液中

所含质粒的准确拷贝数。按照10倍梯度对质粒溶液进行逐级稀释,从而制备系列浓度递减的阳性质粒定量

标准品。

2.4 RPA-CRISPR检测体系构建

RPA体系:将30μL
 

RPA再水合缓冲液、10μL
 

ddH2O、2.5μL
 

RPA-F(10μmol/L)、2.5μL
 

RPA-R
(10μmol/L)放入RPA冻干反应微球中短暂涡旋混匀,分为四份,一份RPA预混液10μL。

CRISPR体系:一份CRISPR预混液18μL,包括13μL
 

Cas12a
 

Buffer(1×)、2μL
 

Cas12a(1μmol/L)、

2μL
 

gRNA(1μmol/L)、1μL
 

F-Q报告探针(10μmol/L)。

RPA-CRISPR体系:将2μL样品、0.5μL
 

MgOAc(280
 

mmol/L)放入管盖,一份RPA预混液(10μL)
放入管底,短暂离心混匀后,37

 

℃孵育20
 

min,得到RPA预扩增产物。再将2μL
 

RPA预扩增产物移入18μL
一份的CRISPR预混液中,迅速振荡混匀后放入PCR仪,37

 

℃下孵育20
 

min,每30
 

s采集一次荧光信号。

2.5 支原体污染加标模拟

CHO细胞培养:在模拟发酵条件下,采用摇床培养系统培养工程CHO细胞,使用CHOM-B02培养基,
摇床温度37

 

℃,CO2浓度5%,摇床转速120
 

r/min,
 

pH维持在6.9~7.0之间。口腔支原体接种浓度低于

10
 

CFU/mL。连续取样6天,监测支原体生长及其对CHO细胞发酵过程的影响。
下游工艺:工程CHO细胞培养经过深层过滤膜包以去除细胞碎片和其他污染物。过滤后,用Protein

 

A亲和层析柱纯化,亲和层析填料为Mabcapture-R耐碱重组蛋白A层析介质,平衡液:20
 

mmol/L
 

PB
 

+
 

150
 

mmol/L
 

NaCl
 

(pH
 

7.0),洗脱缓冲液:20
 

mmol/L柠檬酸(pH
 

3.0),收集亲和层析洗脱峰。亲和层析

纯化后的洗脱峰经阳离子交换层析纯化,阳离子层析介质为 Nuvia
 

S阳离子层析交换介质,平衡液:
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20
 

mmol/L
 

NaAc-HAc
 

+
 

30
 

mmol/L
 

NaCl
 

(pH
 

5.0),洗脱缓冲液:20
 

mmol/L
 

PB
 

+
 

50
 

mmol/L
 

NaCl
 

(pH
 

7.5),收集阳离子交换层析洗脱峰。收集后进行阴离子交换层析纯化,层析介质为Capto
 

Adhere,平衡

液为20
 

mmol/L
 

PB
 

+
 

50
 

mmol/L
 

NaCl
 

(pH
 

7.2),收集阴离子交换层析流穿峰。

2.6 多场景应用测试

细胞库样本:从液氮罐底部取沉淀物,置于洁净的EP管中。待液氮完全挥发后,将液氮罐盖子上的冰

屑刮入EP管中,待其融化后,即为待测样品。血清及培养基:取200
 

μL血清或培养基,使用VenorⓇGeM
样品制备试剂盒进行样本制备。

拓展精密度可靠性评估:4名实验员独立操作同一批次样本,评估结果一致性。

2.7 数据处理

数据分析采用GraphPad
 

Prism
 

8统计软件完成。所有实验数据以平均值±标准差(Mean
 

±
 

SD)的形

式表示。荧光值的差异显著性通过t检验进行分析。统计结果中,P 值小于0.05表示差异具有显著性,以
“*”标记;“ns”表示无显著性差异。

3 结果分析

3.1 RPA-CRISPR系统性能确认

耐用性与便捷性。为了提升CRISPR体系的使用便利性及实际应用效率,本研究对CRISPR体系进行

了预混处理优化,预混CRISPR体系由18μL反应液组成,包含13μL
 

Cas12a
 

Buffer(1×)、2μL
 

Cas12a(1μ

mol/L)、2μL
 

gRNA(1μmol/L)、1μL
 

F-Q报告探针(10μmol/L)。通过每日制备预混体系并保存于4
 

℃,
预混体系样品依次命名为Day1-Day6用于系统评估其稳定性。结果显示,预混体系在4

 

℃条件下至少可稳

定保存7天,且在此期间检测性能未发生明显衰减〔图2(a-b)〕。这一优化显著降低了现场操作的复杂性,缩
短了反应准备时间,同时保障了检测结果的可靠性,为生物制药生产中的快速支原体监测提供了技术支撑。

在实际应用测试过程中,一锅法和传统的两步法各有优势。其中,一锅法通过将RPA扩增与CRISPR
检测整合于单一反应管中,简化操作流程及时间,降低了污染的风险。相比之下,两步法虽需独立优化扩增

与检测步骤,但其分步操作模式允许对RPA扩增产物进行精细调控,尤其适用于高背景样本的检测,可有

效避免非特异性信号的干扰。在生物制药场景中,两步法凭借其高特异性与灵敏度,更适用于对检测精度要

求严格的环节,而一锅法则更适配于需快速响应的现场检测需求。基于此预混体系,后期还可以进一步进行

一锅法的方法探索。
精密度与可靠性。为了进一步确认检测的精密度,我们进行了拓展的精密度评估。进一步确认检测系

统的可靠性,本研究选取了A、B、C、D四名的实验人员对同一批次的加标样本(+)以及未加标样本(-)进行

独立检测。结果显示〔图2(c-d)〕,不同操作者的检测结果无显著差异(P
 

>
 

0.05),表明该检测系统具有优

异的精密度及可靠性。这一特性不仅降低了人为操作误差对结果的影响,还为该方法在缺乏专业实验室条

件的生产现场推广提供了可行性。
半定量与灵敏度。基于NAT方法的检测限(LOD)以目标生物体的基因组拷贝数(GC)为量化指标。

而传统培养法则依赖菌落形成单位(CFU)。由于支原体样本中GC/CFU比值受生理状态及样本处理条件

影响显著。本研究采用阳性质粒标准品建立半定量分析模型,将待测样品组重复三次平行对照。实验结果

表明,样本中支原体靶标浓度检测范围为104~105拷贝/μL,验证了该方法的灵敏度与重复性〔图2(e-f)〕。
蛋白质工程的最新进展已扩展了CRISPR-Cas12a可识别的PAM序列范围,进一步提升crRNA设计

的灵活性[36]。这一进展不仅拓宽支原体亚种的检测覆盖范围(如对非典型PAM序列的支原体靶标),还可

通过多crRNA组合策略实现多重检测,这为我们后续复杂样本中支原体污染的精准筛查提供新思路。
综上,RPA-CRISPR/Cas12a系统通过预混处理优化、拓展精密度及半定量灵敏度分析,展现了其在生

物制药生产中的高效性、可靠性与多场景潜在适用性,为支原体污染的快速监测与过程控制提供了创新解决

方案。
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  注:NTC:无模板对照。

图2 RPA-CRISPR系统优化及性能确认(a-b)
 

预混CRISPR体系稳定性分析;
(c-d)

 

系统精密度评估;(e-f)
 

半定量灵敏度评估

Fig.2 Optimization
 

and
 

verification
 

of
 

RPA-CRISPR/Cas12a
 

system
 

(a-b)
 

Stability
 

analysis
 

of
 

premixed
 

CRISPR
 

components;
 

(c-d)
 

Precision
 

verification
 

of
 

the
 

system;
 

(e-f)
 

Semi-quantitative
 

and
 

sensitivity
 

evaluation

3.2 生物药上下游工艺应用测试

支原体污染对生物制药生产的威胁贯穿于上下游全流程,其不仅通过竞争宿主细胞营养、诱导基因表达

紊乱直接影响产品质量,还可能残留在纯化工艺中引发安全隐患。一种快速准确的抗体药物质量管理策略

有望加速技术框架的发展,从而增强产品开发和质量控制能力。本研究通过模拟生物药生产的关键工艺环

节,系统验证了RPA-CRISPR/Cas12a系统在细胞培养早期污染预警及下游纯化污染监测中的应用潜力,展
现了其在复杂生产场景中的独特优势。

上游工艺:早期污染预警与细胞培养监测

为评估系统在动态细胞培养环境中的实时监测能力,本研究构建了生物药生产的CHO细胞培养模型,
模拟支原体污染(初始接种浓度小于10

 

CFU/mL),并连续6天采集样本进行检测,并将收集的样本依次命

名为Day1-Day6。结果显示,RPA-CRISPR/Cas12a系统在培养24~72
 

h内即可检测到微弱支原体信号〔图
3(a-b)〕,此时间窗口对应支原体生长的对数期。值得注意的是,系统在污染初期(24

 

h)即能捕获微量核酸,
在高背景样本中仍保持高特异性,较传统培养法(需28天)显著缩短检测周期。这一早期预警能力为生物制

药生产中的快速干预提供了关键时间窗口,可有效避免污染扩散至整个培养体系,从而最大限度降低原料浪

费和产品安全风险。
下游工艺:纯化步骤监测与去除效率评估

下游加工中的支原体污染挑战在于传统过滤工艺可能无法完全去除污染物。本研究通过引入支原体污

染的工程化CHO细胞样本,分别采用孔径为0.02~0.2
 

μm和4~18
 

μm的深层过滤膜包进行预处理,并对

比检测残留核酸。结果显示〔图3(c-d)〕,0.02~0.2
 

μm的深层过滤膜包虽能捕获大部分支原体,但RPA-
CRISPR/Cas12a系统仍可检出微量核酸残留,而大孔径深层过滤膜包(4~18

 

μm)则无法有效截留支原体。
在层析纯化步骤,仅仅采用Protein

 

A层析柱处理污染样本后,支原体核酸残留量较过滤前降低多个数

量级。该结果不仅验证了层析工艺的污染物去除能力,还凸显了RPA-CRISPR/Cas12a系统的高灵敏度优

势———即便在低拷贝数条件下仍能可靠检测。这一特性使其成为下游工艺中污染监测的理想工具,为生物

制药质量控制提供了实时数据支持。若后期进一步结合病毒去除过滤步骤,以及多种机制层析步骤,污染应

可以降低至检测限以下,多步骤联合策略可显著提升去除效率。
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  注:CHV:细胞收获液,;DF:深层过滤,;PAC-EP:亲和层析洗脱峰,;CXC-EP:阳离子层析洗脱

峰,;AMC-FT:阴离子层析流穿峰。

图3 RPA-CRISPR系统在在生物药工艺中的应用测试
 

(a-b)
 

上游CHO细胞培养中支原体早期污染检测;
(c-d)

 

下游纯化工艺污染残留监测

Fig.3 Application
 

of
 

RPA-CRISPR
 

system
 

in
 

biopharmaceutical
 

processes
 

(a-b)
 

Early
 

detection
 

of
 

mycoplasma
 

contamination
 

in
 

upstream
 

CHO
 

cell
 

culture;
 

(c-d)
 

Monitoring
 

residual
 

contamination
 

in
 

downstream
 

purification
 

processes

3.3 多场景应用拓展

支原体污染的来源多样,覆盖从原材料到终产品的全生产链。本研究通过拓展RPA-CRISPR/
 

Cas12a
系统的应用场景,验证其在血清与培养基检测、液氮罐环境监测及实际产品细胞株分析中的适用性,进一步

突显其多场景适配能力。
血清与培养基污染检测

有血清培养基因牛血清潜在的支原体污染(阳性率高达29%)[37],成为高风险污染源。此外,由于培养

基中的血清成分无法承受高温高压灭菌,通常采用除菌过滤的方式来确保其无菌性。然而,支原体体积微小

且形态多变,部分支原体能够轻易通过0.22微米的滤膜,这表明在实际应用中,仅依靠除菌过滤可能无法彻

底去除支原体,从而存在潜在的污染风险。相比之下,无血清培养基在干粉状态下由于不含有血清成分,其
自身污染风险相对较低。在使用无血清培养基时,可通过严格的来料验收与检查程序,确保其符合质量标

准,从而有效降低支原体污染的可能性。这包括对无血清培养基的供应商进行评估、对每一批次的培养基进

行支原体检测,以及在储存和使用过程中严格遵守无菌操作规程等措施。
本研究模拟血清及培养基污染样本,以验证支原体检测在血清与培养基污染中的效能,其中FBS、

NBCS为血清,其余均为培养基。结果显示系统均可检测到多个模拟污染样品中的低拷贝数支原体〔图4(a-
b)〕。对于无血清培养基,尽管其干粉状态污染风险较低,但系统仍能有效检出模拟的支原体污染。这一结

果表明,该系统不仅适用于高风险血清样本,还可作为无血清培养基来料验收的快速质控工具。
液氮罐环境监测与细胞库安全管理

液氮罐虽为低温无菌环境,但支原体仍可存活并引发交叉污染[38]。尽管支原体在液氮环境中不会繁

殖,但它们能够存活并导致细胞交叉污染。尽管液氮(LN2)本身通常被认为是无菌的,但液氮罐中的环境和

细胞仍可进行支原体检测。本研究对主细胞库、工作细胞库、液氮罐底部沉淀物及罐盖冰屑样本进行检测。
结果显示〔图4(c~d)〕,我们未在实际使用的液氮罐中检测到支原体。然而,通过定期检测结合消毒维护策
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略(如季度性罐体清洁),可进一步降低污染风险。该结果强调了系统在细胞库长期保存中的监控价值,为生

物样本安全性提供了双重保障。
实际抗体产品细胞株的通用性验证

为验证系统在工业场景中的普适性,本研究选取CMAB007、CMAB008和CMAB009三种抗体产品的

细胞株进行检测。结果显示〔图4(e~f)〕,系统在加标样本中均能稳定输出阳性信号,而未加标样本的荧光

值维持在背景水平,且三者间无显著差异。这一结果表明,RPA-CRISPR/Cas12a系统具有强通用性,可适

配不同抗体产品的细胞株检测需求,为多品种生物药生产的标准化质控提供了技术基础。
通过上下游工艺及多场景应用测试,RPA-CRISPR/Cas12a系统展现了其在生物制药全流程中的核心

优势:早期预警:上游培养24
 

h内检测污染,较传统方法缩短95%检测周期;高灵敏度监测:下游纯化后仍可

检出低拷贝数污染;场景适配性:覆盖血清、培养基、液氮罐及多品种细胞株检测,满足复杂生产需求。这些

特性使其成为提升生物药生产效率与安全性的创新工具,为行业质量控制提供了全新解决方案。

图4 RPA-CRISPR/Cas12a系统的多场景支原体检测应用
 

(a-b)
 

血清与培养基污染检测;
(c-d)

 

液氮罐环境安全性评估;(e-f)
 

抗体产品细胞株污染筛查

Fig.4 Multi-scenario
 

application
 

of
 

RPA-CRISPR/Cas12a
 

system
 

for
 

mycoplasma
 

detection
 

(a-b)
 

Detection
 

of
 

contamination
 

in
 

serum
 

and
 

culture
 

medium;
 

(c-d)
 

Safety
 

assessment
 

of
 

liquid
 

nitrogen
 

tank
 

environment;
 

(e-f)
 

Screening
 

of
 

mycoplasma
 

in
 

antibody-producing
 

cell
 

lines

6 结论

本研究通过系统优化、性能确认与多维度应用测试,证实了RPA-CRISPR/Cas12a检测技术在生物制药

生产中解决支原体污染问题的突破性价值。该技术整合了RPA的等温扩增和CRISPR/Cas12a的双重特

异性识别机制,实现了高灵敏度、半定量、快速检测以及便携化操作,有效克服了传统方法耗时长、设备依赖

性强等瓶颈。
在技术特色与核心优势方面,预混CRISPR体系在4

 

℃条件下可稳定保存7天且性能无显著衰减,显著

降低了现场检测的复杂性,为生产一线快速响应提供了技术保障。多操作者独立实验验证了系统的高度一

致性,确保其在非专业实验环境中的推广可行性。此外,半定量分析模型实现了支原体浓度的快速评估,结
合蛋白质工程扩展的PAM序列范围,可为多重检测与复杂样本筛查奠定基础。

在抗体生产全流程应用效能方面,该系统可在CHO细胞培养(小于10
 

CFU/mL)24
 

h内捕获微量支原

体信号,较传统培养法缩短了95%的检测周期,为污染早期干预提供了关键时间窗口。即使经过0.02~0.2
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μm深层过滤,仍可检出低拷贝的核酸残留,突显了其高灵敏监测能力。联合多步骤层析以及纳滤工艺,可
显著降低污染的安全性风险。此外,该技术成功应用于血清、培养基、液氮罐环境及多品种抗体细胞株(如

CMAB007/008/009)的检测,覆盖了生物制药全链条的质控需求。
综上所述,RPA-CRISPR/Cas12a系统不仅为支原体污染提供了高效的解决方案,更通过其快速性、便

携性与多场景适用性,重塑了生物制药生产的质量控制范式。未来,通过一锅法优化与多重检测策略开发,
该技术有望进一步拓展至其他微生物污染监测领域,为全球生物药的安全性与生产效率提升提供基础工具。

表1 RPA引物及crRNA设计序列

Tab.1 Design
 

sequences
 

of
 

RPA
 

primers
 

and
 

crRNA

名称 序列(5'-3')

crRNA UAAUUUCUACUAAGUGUAGAUCGCCCAAUAAUUCCGGAUAACGC

RPA-F GACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTC

RPA-R AAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT

ssDNA探针 5'6-FAM-CTCTCATTTTTTTTTTAGAGAG-3'-BHQ1

表2 RPA引物与crRNA错配位点分析

Tab.2 Mismatch
 

analysis
 

between
 

RPA
 

primers
 

and
 

crRNA

菌种 RPA
 

F(5'-3') RPA
 

R(5'-3') crRNA(5'-3') 错配数

ATCC
 

23838
GACTACCAGGGTATCTAATC-

CTGTTTGCTC

AAACTCCTACGGGAGGCAG-

CAGTAGGGAAT

CGCCCAAUAAUUCCG-

GAUAACGC
0

ATCC
 

23714
GACTACCAGGGTATCTAATC-

CTGTTTGCTC

AAACTCCTACGGGAGGCAG-

CAGTAGGGAAT

CGCCCAAUAAUUCCG-

GAUAACGC
0

ATCC
 

23114
GACTACCAGGGTATCTAATC-

CTGTTTGCTC

AAACTCCTACGGGAGGCAG-

CAGTAGGGAAT

CGCCCAAUAAUUCCG-

GAUAACGC
0

ATCC
 

23064
GACTACCAGGGTATCTAATC-

CTGTTTGCTC

AAACTCCTACGGGAGGCAG-

CAGTAGGGAAT

CGCCCAAUAAUUCCG-

GAUAACGC
0

ATCC
 

19989
GACTACCAGGGTATCTAATC-

CTGTTTGCTC

AGACTCCTACGGGAGGCAG-

CAGTAGGGAAT

CGCCCAAUAAUUCCG-

GAUAACGC
1

ATCC
 

17981
GACTACCAGGGTATCTAATC-

CTGTTTGCTC

AGACTCCTACGGGAGGCAG-

CAGTAAGGAAT

CGCCCAAUAAUUCCG-

GAUAACGC
2

ATCC
 

23206
GACTACCAGGGTATCTAATC-

CTGTTTGCTC

AAACTCCTACGGGAGGCAG-

CAGTAGGGAAT

CGCCCAGUAAAUCCG-

GAUAACGC
2

ATCC
 

27556
GACTACTAGGGTATCTAATC-

CTATTTGCTC

G AACTCCTACGGGAGGCAG-

CAGTAGGGAAT

CGCCCAAUAAAUCCG-

GAUAACGC
4

ATCC
 

15531
GACTACTAGGGTATCTAATC-

CTATTTGCTC

ATACTCCTACGGGAGGCAG-

CAGTAGGGAAT

CGCCCAAUAAAUCCG-

GAUAACGC
4

  注:错配位点用方框字体表示。
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