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[bookmark: _Toc15022903][bookmark: _Toc34814030][bookmark: _Toc15029748][bookmark: _Toc34814876][bookmark: _Toc15022400][bookmark: _Toc16518][bookmark: _Toc45117180][bookmark: _Toc43215113][bookmark: _Toc34834498][bookmark: StandardName]无须配体的活细胞筛选技术标准
1　 [bookmark: _Toc21516967][bookmark: _Toc19828080][bookmark: _Toc19828165][bookmark: _Toc19826643][bookmark: _Toc25571][bookmark: _Toc19828131][bookmark: _Toc13994][bookmark: _Toc19875975][bookmark: _Toc12015]范围
本文件规定了无须配体的DNA编码化合物库的活细胞筛选相关流程及检验方法。
本文件适用于无须配体的DNA编码化合物库的的活细胞筛选技术。
2　 [bookmark: _Toc19828083][bookmark: _Toc19826646][bookmark: _Toc19875976][bookmark: _Toc22543][bookmark: _Toc19828134][bookmark: _Toc19828166][bookmark: _Toc11827][bookmark: _Toc489260168][bookmark: _Toc21516968][bookmark: _Toc489260118]规范性引用文件
[bookmark: _Toc19875977]下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成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: _Toc16406][bookmark: _Toc21516969]GB/T 6682-2008  分析实验室用水规格和实验方法
GB/T 42076.1-2022  生物技术  细胞计数  第1部分：细胞计数方法通则
GB/T 38477-2020  基因表达的测定  蛋白印迹法
GB/T 23814-2009  莲蓉制品中芸豆成分定性PCR检测方法
GB/T 34796-2017  水溶液中核酸的浓度和纯度检测 紫外分光光度法
GB/T 42077-2022  生物技术  核酸靶序列定量方法的性能评价要求qPCR法和dPCR法
3　 [bookmark: _Toc1306][bookmark: _Toc6161]术语和定义、缩略语
3.1　 [bookmark: _Toc77414852][bookmark: _Toc77414687]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
3.1.1　 
DNA编码化合物库  DNA encoded compound library
由大量被已知唯一的DNA序列所标记的化合物混合而成的化合物的集合。
3.1.2　 [bookmark: _Toc77414854][bookmark: _Toc77414689]
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]配体  ligand
本身具有特别的生物活性，能和受体特异性结合的生物活性分子。
3.1.3　 [bookmark: _Toc77414856][bookmark: _Toc77414691]
细胞培养  cell culture
使提取的细胞在体外生长、扩增并维持其生物学特性的过程。
3.1.4　 
基础培养基  minimal medium 
含有细胞增殖和发育必要的基础物质的培养基。
3.1.5　 [bookmark: _Toc77403855][bookmark: _Toc77403538]
完全培养基  complete medium
含各种添加物，能够满足包括营养缺陷突变型细胞在内的细胞最大限度生长和繁殖需要的培养基。
3.1.6　 [bookmark: _Toc77403539][bookmark: _Toc77403856]
蛋白质印迹法  western blot
蛋白质免疫印迹，将蛋白样本经聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，转移到杂交膜上，通过一抗/二抗复合物对靶蛋白进行特异性检测的方法。
3.1.7　 [bookmark: _Toc77403860][bookmark: _Toc77403541][bookmark: _Toc77403858][bookmark: _Toc77403543][bookmark: _Toc519838718]
聚合酶链式反应  polymerase chain reaction
以一段DNA为模板，在DNA聚合酶和核苷酸底物共同参与下，将该段DNA进行扩增。
3.1.8　 
琼脂糖凝胶电泳  polymerase chain reaction
用琼脂糖作支持介质，根据核酸片段大小进行分离的电泳方法。
3.1.9　 
实时荧光定量PCR  quantitative real-time PCR
将特定的DNA片段进行体外扩增与利用荧光信号积累实时检测和定量扩增过程中特定PCR产物相结合的聚合酶链式反应过程。
3.2　 缩略语
下列缩略语适用于本文件。
DNA：脱氧核糖核酸（deoxyribonucleic acid）
PCR：聚合酶链式反应（polymerase chain reaction）
PBS：磷酸盐缓冲液（Phosphate Buffered Saline）
FP：正向引物（forward primer）
RP：反向引物（reverse primer）
H2O：水
4　 [bookmark: _Toc9664]原理
将DNA编码化合物库与目标细胞进行孵育，使目标DNA编码化合物与目标蛋白结合形成复合物，裂解细胞后收集与目标蛋白结合的DNA编码化合物，通过目标DNA编码化合物的DNA序列信息，确定结合目标蛋白的化合物信息，实现无须配体的活细胞筛选。
5　 [bookmark: _Toc10607]试剂和材料
本标准所使用的水均为一级水，符合GB/T 6682-2008分析实验室用水规格和实验方法的要求。
5.1　 基础培养基
5.2　 完全培养基
5.3　 胰酶
5.4　 PBS
5.5　 NEB Next® Ultra™ II Q5® Master Mix
5.6　 胶回收试剂盒
6　 [bookmark: _Toc11370]仪器设备
6.1　 细胞培养箱
6.2　 细胞计数仪
6.3　 生物安全柜
6.4　 水平电泳仪
6.5　 垂直电泳仪
6.6　 金属浴
6.7　 离心机
6.8　 PCR仪
6.9　 凝胶成像系统
7　 [bookmark: _Toc31893]筛选步骤
7.1　 细胞培养
7.1.1　 将细胞复苏于适宜的基础培养基中，置于适宜的细胞培养箱中培养。
7.1.2　 隔天去除基础培养基，加入适宜的完全培养基，继续培养。
7.1.3　 细胞生长至约80%密度时，用适当浓度的胰酶消化，800rpm离心3min，收集细胞。
7.1.4　 用完全培养基重悬细胞，按适当密度分装至新培养瓶中，继续培养。
7.1.5　 收集培养后的细胞，按照GB/T 42076.1-2022  生物技术  细胞计数  第1部分：细胞计数方法通则执行细胞计数实验。
7.2　 蛋白质印迹法
按照GB/T 38477-2020  基因表达的测定  蛋白印迹法执行。
7.3　 筛选
7.3.1　 收集2-3M细胞，用PBS清洗两遍。
7.3.2　 将DNA编码化合物库与收集的活细胞进行孵育。
7.3.3　 用PBS充分清洗样品后，置于95 °C金属浴维持10 min。
7.3.4　 将样品置于离心机中，13000 rpm 离心10 min，取上清。
7.4　 PCR
用PCR仪扩增筛选产物。
7.4.1　 扩增体系：
a）NEB Next® Ultra™ II Q5® Master Mix         25μL
b）FP（5μM）                                5μL 
c）RP（5μM）                                5μL
d）筛选产物                                   8μL
e）H2O                                       7μL
f）Total                                      50μL
7.4.2　 扩增程序。
a）92°C 2 min；
b）92°C 30s，60°C 1min，72°C 1min，循环29次。
c）72°C 7min
d）4°C forever
7.4.3　 进行琼脂糖凝胶电泳，按照GB/T 23814-2009  莲蓉制品中芸豆成分定性PCR检测方法执行。
7.5　 胶回收
按照胶回收试剂盒说明进行回收。
7.6　 回收浓度测定
按照GB/T 34796-2017  水溶液中核酸的浓度和纯度检测 紫外分光光度法执行。
8　 [bookmark: _Toc14130]qPCR
按照GB/T 42077-2022  生物技术  核酸靶序列定量方法的性能评价要求qPCR法和dPCR法执行。
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