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前 言

本文件按照 GB/T 1.1—2020 给出的规则起草。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。

本文件由常州百代生物科技股份有限公司提出。

本文件由常州市软件协会归口。

本文件起草单位：常州百代生物科技股份有限公司、XXX、XXX。

本文件主要起草人：夏国庆、胡安琪、马喆璇、沈佳鑫、XXX、XXX。

本文件为首次制定。
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siRNA 转染试剂性能分级标准

1 范围

本文件规定了 siRNA 转染试剂性能的试验方法和分级标准。

本文件适用于 siRNA 转染试剂。

2 规范性引用文件

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。

GB/T 35519 化学品 稳定转染人雌激素受体转录活性试验 雌激素激动活性法

3 术语和定义

GB/T 35519 界定的及下列术语和定义适用于本文件。

3.1

细胞转染 cell transfection

将外源分子如 DNA、RNA 等导入真核细胞的技术。

3.2

转染性能 transfection performance

使用转染试剂转染后，转染效率和细胞死亡率的综合表现。

4 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

表 1 缩略语

缩略语 中文全称 英文全称

DMEM 杜氏改良 Eagle 培养基 Dulbecco's modified eagle medium

DNA 脱氧核糖核酸 Deoxyribonucleic acid

HeLa 一种永生的人宫颈细胞系 An immortal human cervical cell line

RNA 核糖核酸 Ribonucleic acid

RPMI 洛斯维·帕克纪念研究所 Roswell Park memorial institute

PCR 聚合酶链式反应 Polymerase chain reaction

RT-qPCR 逆转录实时定量聚合酶链式反应 Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction

siRNA 小干扰核糖核酸 Small interfering ribonucleic acid

SSB-siRNA 单链结合蛋白小干扰核糖核酸 Single-stranded binding protein small interfering ribonucleic acid
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5 试剂和材料

5.1 HeLa 细胞。

5.2 SSB-siRNA。

5.3 转染试剂。

5.4 转染增强剂。

5.5 DMEM-高糖培养基。

5.6 胎牛血清。

5.7 吸附柱法细胞 RNA 提取试剂盒。

5.8 一步法 RT-qPCR 试剂盒。

5.9 胰蛋白酶溶液。

5.10 台盼蓝染液。

5.11 70 %乙醇。

6 器材和设备

6.1 24 孔细胞培养板。

6.2 细胞培养箱。

6.3 荧光定量 PCR 仪。

6.4 灭菌洁净离心管。

6.5 移液器。

6.6 灭菌滴管。

6.7 盖玻片。

6.8 细胞计数板。

6.9 光学显微镜。

7 转染效率测定及评分

7.1 细胞转染

7.1.1 细胞培养板选择

用 24 孔细胞培养板进行转染，特殊情况下如果不使用 24 孔细胞培养板进行细胞培养和转染，按表

2 进行细胞培养板规格的选择。

表 2 用于各种细胞培养板的 siRNA 转染试剂规格

培养容器
表面积/孔

（cm²）

生长培养基含量

（μL）

Trans Enhancer（转

染增强剂）含量

（μL）

siRNA 含量

（pmol）

转染试剂含量

（μL）

96 孔细胞培养板 0.3 120 2×6 3 0.4

48 孔细胞培养板 0.8 250 2×13 6 0.8

24 孔细胞培养板 2 500 2×25 12 1.5

12 孔细胞培养板 4 1000 2×50 24 3

6 孔细胞培养板 10 2500 2×125 60 7.5
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7.1.2 细胞接种

转染前一天，将 HeLa 细胞接种到 24 孔细胞培养板中，每孔细胞接种数为 4×10
4
个，每孔含 500 

μL DMEM-高糖培养基（添加 10 %胎牛血清，不使用抗生素），然后置于 37 ℃的细胞培养箱内培养。

7.1.3 转染复合物准备

a) 取灭菌洁净离心管 1 支，加入 25 μL RPMI-1640、DMEM 或试剂盒自配的 Trans Enhancer，再

加入 12 pmol SSB-siRNA，轻轻混匀；

b) 取灭菌洁净离心管 1 支，加入 25 μL RPMI-1640、DMEM 或试剂盒自配的 Trans Enhancer，再

加入 1.5 μL转染试剂，轻轻混匀，室温孵育 5 min，立即执行下一步操作；

c) 将 siRNA 稀释液用移液器加入转染试剂稀释液，轻轻混匀，室温孵育 15 min。

7.1.4 将转染复合物加到培养的细胞内

将 50 μL转染复合物加入到 24 孔细胞培养板的培养孔内，并轻轻晃动细胞培养板使转染复合物与

HeLa 细胞混匀，然后置于 37 ℃细胞培养箱内培养 24 h。
注：可按 7.1 进行 siRNA 细胞转染操作，也可按每种 siRNA 转染试剂的操作说明书进行操作。

7.2 RNA 提取

细胞转染完成后，使用专业的吸附柱法细胞 RNA 提取试剂盒，按照使用说明书进行细胞 RNA 提取。

7.3 RT-qPCR 检测

RNA 提取完成后，使用一步法 RT-qPCR 试剂盒，按照其使用说明书配制反应体系，将配制好的反应

管放于荧光定量 PCR 仪上，按照一步法 RT-qPCR 试剂盒使用说明书设置 PCR 反应条件，然后进行基因特

异性定量。

7.4 转染效率计算

使用∆∆CT 方法计算转染效率（siRNA 敲除效率），计算公式见式（3）：

12CT CTCT  ··················································（1）

式中：

∆CT——靶基因和内参基因的 CT 值差异；

CT1——内参基因循环阈值；

CT2——靶基因循环阈值。

CTCTCT  12 ·············································· （2）

式中：

∆∆CT——靶基因和内参基因的 CT 值差异；

∆CT1——对照组中∆CT 值；

∆CT2——实验组中∆CT 值。

%10021   ）（ CT ············································· （3）
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式中：

η——转染效率。

7.5 转染效率评分

根据转染效率测定结果进行评分，评分结果记为 Sa，评分方法见表 3。

表 3 转染效率评分表

转染效率（siRNA 敲除效率） 分值

η≥85 % 100

75 %≤η＜85 % 90

65 %≤η＜75 % 80

55 %≤η＜65 % 70

η＜55 % 0

8 细胞死亡率测定及评分

8.1 计数用细胞悬液制备

使用 0.25 %胰蛋白酶溶液（含乙二胺四乙酸）消化细胞，充分吹打，随后吸入到灭菌洁净离心管中，

充分振荡使细胞完全分散，无肉眼可见细胞团。

8.2 细胞染色

用灭菌滴管吸取 0.4 %台盼蓝染液，按 1:1 比例加入细胞悬液中，轻轻吹打混匀。

8.3 细胞计数

8.3.1 取细胞计数板一块，使用 70 %乙醇将盖玻片和细胞计数板清洁、晾干，再将晾干的盖玻片轻轻

覆盖至细胞计数板上。

8.3.2 将细胞悬液滴于盖玻片边缘，使之充满细胞计数板和盖玻片之间的空隙。静置片刻，将细胞计

数板放在光学显微镜上，在低倍镜下（10×10 倍）观察，分别记录细胞计数板四角四个大方格内的染

色和未染色细胞数。

8.4 细胞死亡率计算

计算细胞死亡率，计算公式见式（4）：

% 100



YX

XM ················································（4）

式中：

M——细胞死亡率；

X——染色细胞数；

Y——未染色细胞数。

8.5 细胞死亡率评分

根据细胞死亡率测定结果进行评分，评分结果记为 Sb，评分方法见表 4。
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表 4 细胞死亡率评分表

细胞死亡率 分值

M≤10 % 100

10 %＜M≤15 % 90

15 %＜M≤20 % 80

20 %＜M≤25 % 70

M＞25 % 0

9 转染性能计算与评分

转染试剂的转染性能取决于转染效率与细胞死亡率的综合表现，计算公式见式（5）：

SSP ba 45.055.0  ··············································· （5）

式中：

P——转染性能对应的分值；

Sa——转染效率对应的分值；

Sb——细胞死亡率对应的分值。

10 转染性能分级

本文件将 siRNA 转染试剂性能等级分为五级，其中 A 级代表最高转染性能等级，各级别对应的指标

水平如下：

表 5 siRNA 转染试剂性能等级

等级划分 A级 B 级 C级 D 级 E级

转染性能对应的

分值（P）
P≥93 % 85 %≤P＜93 % 77 %≤P＜85 % 69 %≤P＜77 % P＜69 %
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