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IZAEE RISk agarose gel electrophoresis
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3.1.9

IR RAEERAMENRN realtime fluorescence quantitative polymerase

chain reaction
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DNA: i tZ %R (deoxyribonucleic acid)

PCR: R &M#Ex M (polymerase chain reaction)

qPCR: SZR ¢ ) 5 B 5K Al 5% U M. (realtime fluorescence quantitative polymerase chain
reaction)

PBS: IR ELZZ MK (phosphate buffered saline)

FP: 1E[F 5% (forward primer)

RP: K[ 5%) (reverse primer)

H20: 7K(water)



T/SPEMF 0048-2023
T/SZLSBA 02-2023

4 [FIE

DNAZ AL &4 2 5 H AR & e, =R A0 0 H ARDNAZ S Ak &) 5 H AR 8 1 45
HRMEEY, WES HirEAS A IDNAG LAY, B IE HFRDNAGIL L&Y
DNAFFAER, Higsia BnEBrEWEE, SR s 4 i i ik .

5 AR

JRE P AN — 20K, NATE GBIT 6682 fIEK.
FEAliEs IR

ek IR

Ikt

PBS

NEB Next® Ultra™ II Q5®mastermix

liElierwsilfo

AN O 4
N o0 N -

o

P34

Yl R 7 A

2 e v+ A
Gy/krecct
KT BLKAX
B HLYKAY
& IEB
B0 L

PCR 1%

B R R 5

o o000 000000 O
NV 00 N OO hNWN -

7 THikSR

7.1 YAREIEFE

RSB MR R E A, B S ias.

RrafutaseE, SH¥ONIE R e eI,

UM AK R REL) 80%I), FHIEGH 1L, 800 rpm 2.0 3 min, UAR4HAE.
Fse R E RN, LS UEE NS, HRRFE.

WeEEZH M, 4418 GB/T 42076.1 FOHR E B AT 40 it B s 56 .

7.2 ZEBRENEE

S
N
g w N =

12 GB/T 38477447 »

7.3 Wik

~

.31 UREE 2-3M 41, F PBS iE BRI IR.



T/SPEMF 0050-2023
T/SZLSBA 02-2023

~N NN

~

~

~

|
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.3.3 FI PBS iGN G, BT &EBH, 95°C 45 10 min.
.3.4 13000 rpm E5.0» 10 min, HY_FiEW.

.4 PCR
4.1 H PCR XY HE L =W
L4.2 YRR

a) NEB Next® Ultra™ II Q5®mastermix 25uL
b) FP (5uM) SuL
¢) RP (5uM) SuL
d) i) SuL
e) H20 yne
Total 50uL

L3 YRR
a) 92°C 2min;
b) 92°C 30s, 60°C 1min, 72°C Imin, fEH29¢K.
¢) 72°C 7min
d) 4°C forever

CA 4 AT IRRERER K, %18 GB/T 23814 R E AT -

.5 BREU

22 Im Ak ) o 1 B AU R AT TR

6 EGRENE

2B GB/T 34796 [H1 1 5E 04T o

gPCR

12 IBGB/T 42077 1 5E 04T o




	目  次
	前  言
	无须配体的活细胞筛选技术规程
	1　范围
	2　规范性引用文件
	3　术语和定义、缩略语
	3.1　术语和定义
	DNA编码化合物库  DNA encoded library
	配体  ligand
	细胞培养  cell culture
	基础培养基 minimalmedium 
	完全培养基  completemedium
	蛋白质印迹法  western blot
	聚合酶链式反应  polymerase chain reaction 
	琼脂糖凝胶电泳  agarose gel electrophoresis
	实时荧光定量聚合酶链式反应 realtime fluorescence quantitative p
	3.2　缩略语

	4　原理
	5　试剂和材料
	5.1　筛选所使用的水为一级水，应符合GB/T 6682的要求。
	5.2　基础培养基
	5.3　完全培养基
	5.4　胰酶
	5.5　PBS
	5.6　NEB Next® Ultra™ II Q5®mastermix
	5.7　胶回收试剂盒

	6　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　筛选步骤
	7.1　细胞培养
	7.1.1　用适宜的基础培养基复苏细胞，置于适宜环境中培养。
	7.1.2　待细胞稳定，更换为适宜的完全培养基。
	7.1.3　细胞生长至密度约80%时，用胰酶消化，800 rpm离心3 min，收集细胞。
	7.1.4　用完全培养基重悬细胞，以适当密度分装，传代培养。
	7.1.5　收集细胞，按照GB/T 42076.1的规定执行细胞计数实验。

	7.2　蛋白质印迹法
	7.3　筛选
	7.3.1　收集2-3M细胞，用PBS清洗两次。
	7.3.2　用PBS重悬细胞，加入DNA编码化合物库孵育。
	7.3.3　用PBS充分清洗样品后，置于金属浴中，95 °C维持10 min。
	7.3.4　13000 rpm 离心10 min，取上清液。

	7.4　PCR
	7.4.1　用PCR仪扩增筛选产物。
	7.4.2　扩增体系：
	7.4.3　扩增程序：
	7.4.4　进行琼脂糖凝胶电泳，按照GB/T 23814的规定执行。

	7.5　胶回收
	7.6　回收浓度测定

	8　qPCR


