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前  言

本标准按照GB/T 1.1—2009给出的规则起草。

本标准由中国标准化研究院提出并归口。

本标准起草单位：河北食品检验研究院等。

本标准主要起草人：。
核酸适体筛选制备技术通则
1　 范围

本标准规定了核酸适配体筛选条件与流程的优化，建立高效、快速、标准化的筛选技术通则。
本标准适用于针对小分子、大分子、细胞、以及复杂靶标等不同层次靶标体系的核酸适配体筛选。
2　 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是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。

GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法

SN/T 1193 基因检验实验室技术要求
3　 术语和定义
3.1　 核酸适配体( Aptamer)
能够与多种目标物（蛋白、药物、金属离子、无机或有机分子、细胞、组织）发生高亲和性和特异性结合的一类单链核苷酸（DNA或RNA）分子。
3.2　 指数富集的配基系统进化技术 (systematic evolution of ligands by exponential enrichment, SELEX)
利用大容量的随机寡核苷酸文库结合体外PCR扩增技术，通过寡核苷酸对相应靶标物质的高亲和性和高特异性，在随机序列文库中，通过多次循环选择富集，来获取所需的特定结构或功能核酸适配体的过程。
4　 操作步骤 

4.1　 文库的构建
4.1.1　 DNA文库的构建

核酸适配体筛选的单链DNA文库是由两端的固定引物区加上中间的随机区构成。固定引物区的设计遵循一般PCR引物设计规则。中间随机区的长度决定文库的库容量，通常为20-50碱基。初始文库一般包含 1015～1018个随机 DNA 序列。

4.1.2　 RNA文库的构建

筛选RNA 核酸适配体应先合成DNA文库分子且序列5’端带有T7启动子识别序列，转录成RNA分子筛选文库。

4.2　 不同靶标的筛选

4.2.1　 细胞的筛选

细胞的筛选分为悬浮细胞和贴壁细胞筛选。悬浮细胞筛选应通过离心法；贴壁细胞筛选应在培养皿或培养瓶中通过孵育清洗，吸弃上清保留细胞。

4.2.2　 大分子的筛选

大分子的筛选应将大分子偶联到固相的载体上，分析固相载体的性质，选择磁性分离、离心分离和超滤分离等。
4.2.3　 小分子的筛选
小分子的筛选应根据小分子靶标的自身结构特点和核酸适配体的应用目的，选择固定靶标或固定核酸库的方法进行分离。

4.2.4　 复杂靶标的筛选
复杂靶标的筛选应根据复杂靶标的自身结构特点，选择电泳分离、孵育清洗分离，要考虑消减或反筛验证方法，保证降低非特异性结合。

4.2.5　 结合效率的测定
在每一轮筛选的过程中应设立对应的结合效率检测实验，根据荧光定量PCR的Cq值计算出每一轮与靶标结合的核酸分子数，与投入的总分子数比值，得到结合效率结果。

4.3　 扩增

4.3.1　 常规PCR扩增

将4.2得到的与靶标特异性结合的DNA进行PCR扩增，常见的PCR体系见表1。PCR扩增程序为：95℃预变性5～10分钟，95℃变性，55～60℃退火，72℃延伸，扩增35～40个循环。

表1　 常见的PCR体系
	名称
	终浓度

	10×聚合酶buffer
	1×

	dNTP
	0.2～0.5mM

	正向引物
	0.025～0.5µM

	反向引物
	0.025～0.5µM

	DNA聚合酶
	0.02U/uL

	荧光染料
	1～3×

	模板
	小于总体积1/10

	总体系（用水补足）
	20～100uL


4.3.2　 微滴式PCR扩增
微滴式PCR应按照4.3.1的PCR体系配置，进行微滴生成后应按照4.3.1的扩增程序进行，扩增得到的DNA产物应通过正丁醇纯化后制备单链。

4.4　 次级文库制备

DNA次级文库的制备应采用磁珠法、酶解法、不对称PCR法和长短链法中的一种或多种。RNA文库的制备应将PCR得到的双链DNA为模板进行体外的转录，转录产物通过变性聚丙烯酰胺凝胶电泳回收。获得的单链产物后应采用分光光度计法测量A260/280，进行质量及纯度检验。

4.5　 多轮筛选和筛选进程监测

将4.4获得的靶标与文库孵育，分离未结合的核酸，重复4.3-4.4过程10-20次。筛选过程中应逐轮增加筛选压力，方法主要包括：减少投入的单链DNA文库的量、靶标的用量和两者的孵育时间等。

4.5.1　 亲和力检测

在每轮筛选的同时应设立平行的结合效率检测实验。

4.5.2　 PCR扩增曲线的变化监测库容
PCR扩增曲线达到平台期之后，应停止筛选并将该轮文库的亲和力。

4.6　 核酸适配体分析
4.6.1　 克隆测序
获得具有亲和力的筛选文库应用未标记的引物扩增后进行克隆和测序。

4.6.2　 高通量测序

获得具有亲和力的筛选文库应按照高通量测序要求准备后进行高通量测序并分析。
4.6.3　 核酸适配体序列结构分析

测序结果应利用分析生物学软件进行核酸适配体的同源性分析和系统进化分析，并预测核酸适配体的二级结构。

5　 防污染措施

检测过程中防止交叉污染的措施按照GB/T 27403中的规定执行。
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