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NGS可补充或替代传统NGS可补充或替代传统

方法方法

法规趋势或建议：法规趋势或建议：

ICH Q5A R2草稿已于2022年10

月对公众发布：建议将基于核

酸检测的方法（PCR, NGS）应

用于外源因子检测

欧洲药典 EP 5.2.4 也提及对于疫

苗产品的质控可用体外方法替

代体内方法细胞治疗产品

…

稳健高效的质量控制检测对于生物制品的开发至关重要，旨在缩短上市时间并改善患者治

疗效果，Charles River 与我们合作伙伴——PathoQuest合作，提供下一代测序（NGS）/高

通量测序（HTS）与基因组学解决方案，以更好地为制药和生物技术公司提供服务。

优势：优势：

丰富的监管知识和符合法规要求的实验室，GLP&GMP认证实验室

有效进行生物制品安全性检测和QC检测

高度一体化且灵活的NGS解决方案，可检测原材料，MCB，WCB，病毒种子库，DS，

DP等，加速药品上市进程

专有病毒数据库及资深病毒学和生物信息学专家

Fast time to 
release

Safety Cost-effective 
offer

Expertise 3R compliance



NGS 在生物制品检测中的应用
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NGS在生物制品检测中的应用NGS在生物制品检测中的应用

病毒安全病毒安全
Viral Safety
外源病毒可能会污染生物制药的生产系统，如不被发现，会对终产品造成风险。NGS检
测是一种不需要靶向引物来寻找病毒污染的技术，它能够同时“扫描”数百万个RNA/
DNA序列，在识别出感兴趣的序列后，利用生物信息学分析，确定与已知病毒的匹配，

并有可能识别出新的未知病毒。我们利用宏基因组学的方法，为病原体的鉴定提供了一

种更为灵敏和全面的方法，该方法允许从生产样品中鉴定病原体，如：

•   疫苗和病毒原液                   •   真核细胞库                    •   原核细胞库

•   API和原材料                         •   研究用材料

遗传稳定性测试/细胞系表征遗传稳定性测试/细胞系表征
Genetic Stability Testing/Cell Line Characterization
PathoQuest在微生物学和病毒学方面的专业知识与Illumina先进的NGS测序平台相结合，

使我们成为研究细胞系和病毒库的独特解决方案供应商，NGS可用于细胞系/株鉴别和/或
纯度（单克隆性）评估。

我们提供 Nanopore MinIon, MiSeq或 NextSeq的测序服务，包括STR（短串联重复序列）

分析（DNA指纹图谱）、插入或靶向序列比较。对于全基因组测序，我们提供MiSeq或
NextSeq系统服务，并在快速周转时间内实现从头组装或与参考序列比对。

NGS让您不必进行多个实验，一次运行即可获得多重结果。

NGS细胞系/株检定服务包括：

•   用于生产工艺（如疫苗）的新细胞系的表征                  •   全基因组测序

•   细胞鉴别（STR分析）         •   克隆性测试                     •   遗传漂变研究

•   细胞重组

降低药物开发管线的风险降低药物开发管线的风险
De-Risking the Drug Development Pipeline
NGS宏基因组方法可以检测生物制品从R&D阶段到上市产品批次放行过程中使用的所有

生物培养基和其他成分，包括污染情况下的调查。通过将原材料检测包含在病毒安全检

测方案中，您可以降低以后在生产工艺中发现污染物的风险。

GLP认证实验室

GMP认证实验室

已知/未知病毒检测

一次检测识别多种病毒

新细胞系表征

全基因组测序

NGS检测可应用产品：

• 基因治疗产品

• 疫苗

• 抗体药和治疗性蛋白

• 其他生物制品

• 原材料

ICHQ5A (R2)  草稿有关NGS应用的部分描述摘引：ICHQ5A (R2)  草稿有关NGS应用的部分描述摘引：

下一代测序（NGS）和核酸扩增技术（NAT）（如聚合酶链反应（PCR））可分别适用于广泛和特异性病毒检测。这些试验的引入可以在不与当

前推荐的体外和体内试验进行系统的头对头比较的情况下进行。特别是，不建议在体内试验中进行头对头比较，以满足替代、移除和改进(replace, 
remove, refine)动物使用3R原则的全球目标。

3.2.5.2 Next Generation Sequencing

新的先进分子方法如NGS可用于广泛的病毒检测。NGS可以提供确定的病毒检测灵敏度和广度，并可以减少动物使用和测试时间。

基于潜在的安全问题，生物信息学分析可以针对特定病毒，也可以针对未知病毒检测。

1. NGS可以用广谱病毒检测来替代体内实验，以检测未知或未曾预见的病毒种类。

2. NGS还可以补充或替代体外细胞培养试验，以检测已知和未知或未曾预见的病毒种类。

3. 可用于检测已知病毒，并且它可替代HAP、MAP和RAP试验以及其他病毒特异性PCR测定。

NGS 的使用可在以下情形下被特别考虑：

1. 检测或表征细胞基质或细胞库中已知和未知病毒

2.  病毒种子或者病毒收获液中由于没有有效的中和载体病毒措施而对检测产生干扰时

3.  产品本身毒性或培养基组分存在毒性时

NGS可用于检测细胞DNA中存在的病毒序列（基因组学）或细胞中的RNA（转录组学），或可用于检测病毒颗粒中存在的病毒基因组（病毒组学），

并应提供选择这些不同策略的理由。

指南中除了上述针对于细胞株病毒检测的描述，针对于上清收获液（UPB），也提到应对每一批UPB进行定期病毒检测。这可能包括使用几种细胞系

体外筛选实验或广谱病毒检测分子方法（如NGS）。

由于NGS具有复杂的工作流程，鼓励制造商与适当的监管机构就方法验证和数据提交的期望进行讨论。

友情提示：详细描述请参考ICH官网的英文原文，具体应用请与监管机构保持沟通



头对头比较：NGS vs In Vivo
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实验背景及方法：实验背景及方法：

我们进行比较分析的出发点有两个：

• 《欧洲药典》第5.214章：Substitution of in vivo 
method(s) by in vitro method(s) forthe quality control 
of vaccines

• Gombold et al (2014)：Systematic evaluation of 
in vitro and in vivo adventitiousvirus assavs for the 
detection of viral contamination of cellbanks and 
biological products

我们为这项比较研究选择的病毒与Gombold等人详细介绍

的病毒一致，包括以下三类病毒：

A类：水泡性口炎病毒和甲型流感都被视为NGS检测最具挑 
          战性的模型【↑体内法灵敏度，↓体外法灵敏度】

B类：单纯疱疹病毒1型，柯萨奇病毒A和B，以及腮腺炎病 
          毒【 （中等至低）体内法灵敏度，↑体外法灵敏度】

C类：埃可病毒11型、麻疹和牛病毒性腹泻病毒【通过目前 
          的体内法无法检测到，表明分子方法具有明显优势】

结论：结论：

通过头对头实验比较，证明RNAseq转录组测序可以取代应用于细胞库的体内测试，同时提供了更好的安全保证。

• NGS转录组分析在103至107个无病毒细胞的背景中检测到1个感染细胞

• 对于体内法高灵敏度（A类）检测到的病毒，NGS的检测效率很高，可确保高检测灵敏度

• 对于体内法检测到的中低灵敏度（B类）或未检测到的（C类）病毒，NGS显示出比体内更好的分析灵敏度和检测范

围，因此确保了更好的检测灵敏度

我们使用了感染细胞模型（感染相应病毒的宿主细胞）来

更好地反映行业的典型测试矩阵。这不同于常见的加标病

毒策略，即将病毒直接添加到测试基质（如细胞裂解物）

中。虽然后者在实验室中更易操作、更简单，但活性感染

的影响和动力学可能会丢失，从而导致检测中的潜在偏差。

对于我们评估的体内部分，使用行业标准方法为测试系统

（成年小鼠、乳鼠和鸡胚）接种受感染的细胞裂解物。随

后对这些系统进行了感染和/或死亡迹象监测。

对于我们测试的NGS部分，从冷冻[感染]细胞颗粒中提取

RNA，并用于制备标准RNA-Seg（转录组）文库，用于使

用illumina系统进行测序。
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病毒载体和质粒鉴别
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符合GMP的NGS服务-病毒载体和质粒鉴别符合GMP的NGS服务-病毒载体和质粒鉴别

要点要点

• 根据监管规定，企业应提供制剂鉴别结果。对于含有遗传物质的病毒载体的鉴别测试，应对其进行核酸测序。

• 下一代测序（NGS）技术的处理量更多、规模更大、速度更快，相比传统的Sanger测序法有非常大的进步。具体而言，NGS
技术能进一步提供有关产品中遗传变异的信息，尤其是罕见或极罕见的突变。

• 质粒原材料应与成品一样，采用NGS技术进行鉴别，以保证生产质量。

用Sanger技术对1000个碱基片段完全测序需

要2到3次单独的引物设计和反应，那么对于

AAV（5 kb）或慢病毒基因组（10 kb）完整测

序可能需要10至30次反应才能完成。此外，对

于DNA二级结构和复杂的核苷酸序列，引物延

伸会受到阻碍，比如AAV基因组中的末端反向

重复（ITR）序列。因为突变会经常发生，并且

基序与载体和相关质粒的结构和功能有关，所

以要特别注意，使用Sanger测序来破解这些基

序难度很大。

Sanger测序和NGS技术优势对比

NGS技术相较于Sanger测序的优点NGS技术相较于Sanger测序的优点

历史上，Sanger测序一直都为监管部门所认可，而如今NGS技术受到青睐，因为该技

术具有提供病毒载体以及质粒的完整全面的序列信息的优势：

成本低成本低 对AAV或慢病毒基因组（分别为5 kb或10 kb）进行完整测序可能需要10至30次
Sanger测序反应。虽然单次Sanger测序通常比NGS成本更低，但并行多次Sanger反
应的成本高昂，尤其是在设计和检测需要多对引物的情况下。

省时省时 对于单次测序或优化某一特定样本时，Sanger测序速度更快（GMP检测服务通常为

1-2周）。但是，如果样本没有提前进行测序验证，那么将花费大量的时间。

复杂结构测序复杂结构测序 对于DNA二级结构和高度重复区域如富含GC碱基对的序列和poly-A，特殊

病毒序列如AAV ITR区或慢病毒LTR区，以及一些启动子和调控区域，采用NGS测序更加

方便。而在Sanger测序中，这些区域将严重阻碍引物延伸。

高精度突变检测高精度突变检测  突变检测非常重要，不仅关系到成品的质量，并且还关系到质粒原材

料的质量。Sanger测序本质上是一种获得共有序列的方法，虽然可以识别序列中的变异

或亚群，但只有在变异存在20%以上时，其识别结果才可靠。即便在此水平上，电泳图

谱的解读也带有很强的主观性。相比之下，理论上，NGS技术可以检测出单个变异，而

在实践中，确认变异需要经过多次读数。因此，即使变异存在于1%以下的群体中，采

用NGS进行突变检测也是可行的。值得注意的是，在某一样本中估算遗传变异相对丰度

时，NGS应被视为一种半定量而非完全定量的方法，因为量化取决于序列覆盖度以及被

测序列的质量。因此，在设置NGS测序结果标准时应考虑这一点。

Advantages of NGS over Sanger 
Where Sanger has historically been well accepted by 
the regulators for identity testing, NGS is now becoming 
preferred due to the advantages that this technology has in 
providing full and comprehensive sequencing information of 
viral vectors as well as manufacturing plasmids:

Cost Sequencing a full AAV or lentivirus genome (5kb or 
10kb respectively) may require between 10 and 30 Sanger 
sequencing reactions. Whereas individual runs of Sanger 
are often much more economical than a run of NGS, the 
cost of running multiple Sanger reactions in parallel can 
soon become more expensive. This is especially true when 
considering the effort required to design and validate 
multiple sets of primers. 

Time For an individual or established sequencing run, 
Sanger can be much faster (typically 1-2 weeks for a GMP 
service). However, if the sample has not previously been 
sequenced, a substantial amount of time is often required in 
the validation of the sequencing run.

Complexity NGS can more easily sequence more complex 
secondary structures and highly repetitive regions, such as 
GC rich and poly-A motifs, and typical viral sequences like 
AAV ITR or lentivirus LTR, as well as some promoter and 
regulatory regions. Primer extension in Sanger sequencing 
can be significantly hindered by such areas. 

Variant detection This is important when considering 
the quality not only of the finished product, but also 
of the plasmid raw materials. Sanger sequencing is 
by its nature a consensus method. Variations, or sub-
populations in sequence can be identified, however this 
only becomes reliable where the variant represents >20% 
of the population. Even at this level, interpretation of the 
sequencing electropherograms can be highly subjective. In 
comparison, NGS can in theory detect single variants. In 
practice, confirmation of the variant is desirable with 
multiple reads. As such, variant detection is practical below 
1% of the population. It is worth noting that where 
is it possible to estimate the relative abundance of genetic 
variation within a sample, NGS should be considered as a 
semi-quantitative rather than a fully quantitative method, 
since quantification depends on the depth of sequence 
coverage as well as the quality of the target. Release criteria 
should therefore reflect this when being set.

Viral Vector Identity Testing
As discussed above, a sequencing approach of the viral 
vector product is often expected as part of the regulatory 
submission to confirm identity as well as ensure batch 
to batch manufacturing consistency. Where Sanger 
sequencing can be used to meet this release criteria, an NGS 
approach for identity testing of viral vectors has a number of 
advantages.

Cost can be a compelling argument, however it is often a 
secondary consideration when choosing a testing strategy. 
That NGS is frequently more cost effective is certainly a 
positive aspect in its favor, given that for full coverage a 
Sanger sequencing run may require a relatively high number 
of parallel runs. It has also been discussed that Sanger 
sequencing can have challenges when sequencing through 
areas such as the AAV ITR or lentivirus LTR regions. Due to 
the mechanics and chemistry of NGS, such challenging 
sequences are much less problematic. 

However, perhaps the most compelling reason for the 
use of NGS for viral vector identity testing is that it gives a 
much deeper insight into the quality of the product. Sanger 
sequencing is a consensus method, returning a result which 
is an average of the overall sequence population present. As 
NGS provides information on every sequence read, very low 
occurrence changes can be identified. This insight can be 
of particular importance to assess the quality of the vector 
batch prior to costly downstream processing. Due to the 
encapsulated nature of a viral vector, it is not possible to 
remove any changes in the viral genome in downstream 
processing. Indeed, even purifying out totally empty AAV 
particles can prove challenging [5]. 

Sequence variants can occur as a result of the following:

Spontaneous variants or such as mutations or 
recombination can arise within the viral genome 
transcription process, and may be more or less prevalent 
depending on a number of factors within the vector design 
and the manufacturing conditions. 

Variation carried over from the manufacturing plasmids is 
likely the greatest source of any genetic variation seen in the 
final product. If NGS is used as a measure of quality of the 
final vector product, it should therefore be used to validate 
the quality of the input plasmid materials.

Incomplete viral genome can occur during vector 
manufacture if transcription is prematurely terminated, or if 
the genome transcript is particularly labile.  Manufacturing 
conditions may have an impact, as conditions can put 
additional stress on the production cells.  Moreover, 
sequence design may also impact the occurrence of 
incomplete viral genome, for example the presence of 
weak transcription termination signals upstream of the 
desired termination point.  NGS can be a useful tool in the 
assessment of incomplete viral genome.  However, as this is a 
measurement of the relative absence of sequences, NGS can 
be less sensitive than with the detection of genetic changes.  
It is also worth noting that for the assessment of empty:full 
ratios for AAV vectors, direct NGS sequencing is not 
particularly suitable and other assays should be considered.

Speed

Cost

Variant 
detection

Challenging 
sequences

Sanger Sequencing NGS

Figure 4 Summary of relative advantages of Sanger and NGS based 
sequencing for identity testing.

3GMP Viral Vector and Plasmid Identity Testing with Next Generation Sequencing | Application Note

病毒载体鉴别检测 质粒鉴别检测


