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摘要：全基因组 siRNA 文库筛选是功能基因组筛选的重要手段之一，被广泛用于发现 

及鉴定与特定表型或通路相关的基因。筛选体系的建立及优化是 siRNA 文库筛选的第

一步，也是最重要的环节，直接决定了筛选数据的质量。本文介绍了 siRNA 文库筛选

的整体流程，并重点讨论在建立及优化筛选体系过程中需要考虑的关键因素。 
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研究背景 

随着结构基因组学的不断成熟，基因组学进入了功能基因组学时代。功能基因组学的

主要目标是明确各基因及蛋白质的生物学功能及相互作用网络，常用研究策略是在基

因组范围内通过人为改变生物体或细胞内基因的序列或表达状态，观察干预后的表型，

从而建立基因型与表型之间的关联并阐述基因的功能 (韩帅和陈铭，2020)。 

RNA干扰 (RNA interference, RNAi) 是在进化过程中高度保守的、由双链RNA介 

导的同源mRNA高效特异性降解的现象 (Rana, 2007)。双链RNA经胞内Dicer酶剪切后 

形成21-23个核苷酸长度的双链siRNA，反义链进入RNA诱导沉默复合物 (RNA-induced 

silencing complex, RISC)，介导靶基因mRNA的降解或翻译沉默 (Fennell et al., 2014)。
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由于可以特异性敲减靶基因表达，RNAi已成为一种成熟的研究工具被广泛 用于探索基

因功能。随着自动化液体工作站和高通量检测方法的不断成熟及商业化全基因组小干

扰RNA (small interfering RNA，siRNA) 文库的出现，siRNA筛选已被广泛 应用到功能

基因组研究的各个领域，例如鉴定参与信号转导、细胞活力、细胞或细胞器形态、蛋白

定位、蛋白功能、抗药性机制及宿主细胞免疫反应等生物学过程的重要基因及基因相

互作用网络，有力地推动了诸多领域的研究进展 (Bernards, 2006; Mohr et al., 2010; 

Panda and Cherry, 2012; Mao et al., 2016; Li et al., 2017; Wang et al., 2018; Ou et al., 

2019; Wang et al., 2019; Tang et al., 2020)。 

本实验手册收集了siRNA筛选在不同领域的典型应用案例，作者们详细介绍了高

通量siRNA筛选过程中各自所用细胞株的构建方法、最终确定的siRNA转染条件及检测

流程等各个操作步骤的具体细节及注意事项。在开始正式筛选之前，每个项目都经过

了筛选体系的建立及优化。本文将重点介绍siRNA筛选体系建立及优化过程中需要考

虑的几个重要因素。 

 

一、siRNA 文库筛选概述 

一个完整的 siRNA 文库筛选流程包括了图 1 中的各个步骤。其中，筛选体系的建立及

优化是筛选流程中的第一步，也是非常重要的一步，直接决定了筛选数据的质量，是

本文的重点内容。 

筛选体系和条件确定后，在开始大规模初筛之前，一般先开展小规模预筛选，以

确保预实验确定的筛选条件合适整板操作，之后开始正式的第一轮高通量初筛。商业

化的 siRNA 文库一般排布在 96 孔板或 384 孔板中，每个孔内有针对一个基因的有明

确序列信息的 siRNA。由于 siRNA 的敲减效率和脱靶效应受序列影响，大多数商业化

的 siRNA 文库会针对同一个基因设计多条 siRNA。大规模初筛时，为提高筛选速度并

降低筛选成本，一般选用针对同一个基因所设计的多条 siRNA 混合在一个孔内的文库，

例如 Dharmacon 公司的 SMARTPool 产品。由于 siRNA 技术本身具有的脱靶效应，

进行第二轮复筛排除第一轮阳性基因列表中假阳性基因的必要性非常大。第二轮复筛

的策略，一般使用针对同一个基因所设计的多条独立 siRNA 进行验证筛选，采用的检

测手段可以跟第一轮初筛相同，也可以选择跟所关注表型相关的另外一种检测指标，

后者更有利于排除初筛的假阳性结果。经过第二轮复筛及基因聚类等分析后，将得到

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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缩减的阳性基因列表，针对全部或部分基因开展更深入的功能性验证实验后，可以确

定最终的阳性基因列表。 

 

 
图 1. 高通量 siRNA 文库筛选流程 

 

从具体操作步骤来讲，笔者单位开展正式高通量 siRNA 文库筛选的常规流程如图

2。共有四个大的步骤： 

1. siRNA 文库制备及分装。使用自动化液体工作站将 siRNA 文库从存储板分装至开

展筛选所需的细胞培养板中，制备成可直接用于文库筛选的 siRNA 文库 (文库制 

备的详细步骤及自动化液体工作站程序设置请参见本手册《siRNA 文库存储板的

制备》)。 

2. 高通量 siRNA 文库转染。siRNA 筛选时大多采取反式转染方法，利用自动分液仪

在 siRNA 文库孔板内加入转染试剂及细胞悬液，在铺细胞的同时完成转染步骤。 

3. 将细胞放至细胞培养箱培养特定时长。 

4. 针对所关注的表型进行整板检测，常用的两类检测手段包括多功能酶标仪读值或

高内涵成像分析仪获取图像并定量图像分析。 

 

筛选体系建立
及优化

小规模预筛选
(Pilot screen)

第一轮初筛
（Primary 

screen)

数据分析，确
定阳性候选基
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第二轮复筛
（Secondary 
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功能性实验

确定最终阳性
基因
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图 2. siRNA 文库筛选操作步骤 

 

对于筛选者而言，预实验阶段需要摸索的条件主要是 siRNA 文库转染条件的优化

以及筛选表型检测两大部分。其中，siRNA 文库转染条件的优化可参见本实验手册《 

siRNA 筛选文库转染条件优化方法》，该文详细地介绍了实验设计及流程。本文将重

点介绍建立及优化表型检测体系的重点考虑因素。 

 

二、建立 siRNA 筛选检测体系需要考虑的重点因素 

1. siRNA 筛选体系建立的目标及指导原则 

所有高通量筛选项目在体系建立及优化阶段基本都围绕共同的目标，即筛选体系的

特异性、灵敏性及稳定性。为实现这个目标，我们在建立筛选体系时需要首先明确

自己所关注的科学问题及筛选目标，并基于此选择合适的检测手段；其次，在保证

准确性的前提下，尽量简化操作步骤，简洁的操作流程有助于获得高稳定性的数据。 

2. 检测方法的选择 

目前检测体系多种多样，不同体系所反映的指标不同，也有各自的优缺点，选择一

个合适的检测体系对筛选项目非常关键。 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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选择合适的检测体系，首先要明确所关注的生物学问题及筛选的目标，其次要了

解各种检测方法的原理及优缺点。例如，CellTiter-Glo 发光法检测试剂被广泛应 用

于细胞活力调控基因的筛选，该检测方法由于快速及准确成为细胞活力检测的金标

准。该试剂的检测原理是通过对 ATP 进行定量测定来反应培养物中活细胞数目。 

但是，影响孔内最终活细胞数目的有可能是细胞增殖发生了改变，也有可能是细胞死

亡所引起的改变，单从 CellTiter-Glo 检测数值的变化无法分辨孔内细胞的增 殖和

死亡情况。另外，由于 ATP 是活细胞新陈代谢的一个指标，细胞代谢水平的 改变

同样会引起 CellTiter-Glo 检测值的改变。因此，筛选者需要首先明确自己的筛 选目

标，例如，如果要筛选细胞存活/死亡的调控基因，可以在 CellTiter-Glo 作为 终点法

检测的同时，整合活/死细胞染色的检测，通过成像统计孔内活细胞和死细胞的比例 

(可参考本实验手册《胃癌细胞中铁死亡调控因子筛选--- PI/ Hoechst 染 色法》)。

如果目标是筛选与细胞增殖相关的调控基因，在筛选基因数不是太多的情况下可以

整合 CellTiter-Glo 检测及活细胞动态监测即绘制细胞增殖曲线 (可参考 本实验手

册《细胞活力调控因子筛选---CellTiter-Glo 法》)。如果关注特定类型的死亡通路，

可对特定死亡通路的标志性事件进行检测，例如凋亡通路 Annexin V 染色等。筛选

细胞周期调控因子时，如果要寻找的是调控周期中某个特定时相的基因，需要选定该

时相的特定标志性事件，例如本实验手册中《细胞周期调控因子筛选---FUCCI 活细

胞标记法》案例中所使用的 FUCCI 筛选体系鉴定到的是调控 细胞从 G1 期进入

S/G2/M 期的基因 (Sakaue-Sawano et al., 2008)。 

另外，为了使筛选数据更特异性地反应筛选者所关注的表型，一般会加入内参

或归一化 (normalization) 指标用来消除由细胞数或非特异性调控等因素所带来的 

假阳性结果。在开展 siRNA 筛选时，很多基因被敲减后会影响孔内细胞数，所以

预实验阶段一定要考虑孔间细胞数改变对所关注表型所造成的影响。以筛选特定基

因的转录调控因子为例，我们一般使用报告基因体系，将该基因的转录调控区克隆

至报告基因载体上，通过报告基因的表达水平指征所关注基因的转录情况。常使用

的报告基因有荧光素酶 (luciferase) 体系及荧光蛋白体系。在选用荧光素酶作为报 

告基因筛选体系时，推荐选用双荧光素酶体系。同时也可参考本手册《生物钟调控

基因的高通量 siRNA 筛选》案例 (Ou et al., 2019) 在使用 Firefly 单荧光素酶报告 

基因的筛选体系中，整合了 PrestoBlue 作为细胞数的检测手段用以校准细胞数改

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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变对孔内信号值的影响。在选用荧光蛋白作为报告基因的筛选体系中，建议外加另

一个组成型表达的荧光蛋白作为内参，用来指征细胞内非特异性调控的基因转录水

平，例如本手册中《特定蛋白表达调控因子筛选---GFP 融合蛋白法》及《全基因 

组 siRNA 法筛选长非编码 RNA NEAT1 的转录调控因子》(Wang et al., 2018)。 

最后，基于读值的检测体系和基于成像的检测体系各有优劣。基于读值的筛选

速度快、通量高，但得到的信息相对较少；基于成像的高内涵筛选体系速度慢、对

图像分析和存储要求高，但是得到的信息量大，目前已经越来越多地运用在功能基

因组筛选中。建立高内涵筛选体系时需要考虑的重要因素可参考本手册中《高内涵

检测体系优化方法》一文及《高内涵成像及定量分析实验手册》。 

3. 检测流程中关键时间点的确定 

考虑到 siRNA 在细胞内的寿命及有效时长，整个筛选实验的流程一般控制在 48-96 

h 内，以 72 h 居多。在某些实验体系中，所关注的表型受细胞密度调控比较明 显，

例如本手册《胃癌细胞中 Hippo 通路负调控因子筛选-YAP 出入核检测》的案 例 

(Tang et al., 2020) 中，Hippo 通路中 YAP 的核质转位会受细胞密度影响，筛 选者

最终选用 48 h 作为筛选流程总时长，以尽量减少时间过长情况下不同基因被 敲减

后导致孔间细胞数不一致而引起的表型差异。 

另外，筛选实验的流程中可能会涉及中途加入特定刺激或药物等步骤，在确定外

加刺激的时间点时，需要牢记的一点是从 siRNA 转染进入细胞，到下调靶基因

mRNA 水平，到下调靶基因蛋白水平，再到最终该基因所调控的表型出现改变，整

个过程是需要特定时间长度的。由于不同蛋白半衰期不同，siRNA 在胞内下调靶基

因蛋白水平的有效时长也不尽相同，对于文库筛选，我们一般统一选取 48 h 作 为

siRNA 下调靶基因的时长。如果筛选者希望检测靶基因被下调后细胞对外加刺激物

的响应是否改变，一般建议在 siRNA 文库转染 48 h 后加入刺激物。例如，在 本手

册《胃癌细胞中铁死亡调控因子筛选--- PI/ Hoechst 染色法》的案例中，转染 48 h

后，再加入铁死亡的诱导剂，以筛选到参与铁死亡通路的基因。另外，在本 手册《全

基因组 siRNA 法筛选环形 RNA 的反式调控因子》案例 (Li et al., 2017) 中，作者构

建了环形 RNA 的可诱导表达体系，在 siRNA 转染入细胞 48 h 后，才 诱导环形 RNA

开始合成，以观察靶基因被敲减后特定事件的发生情况，从而增大表型检测的变化窗

口。 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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4. 筛选所用细胞模型及多孔板的选择 

确定筛选要用的细胞株，首先要考虑研究表型的需要。某些特定表型或信号转导通

路只在某些特定的细胞类型中存在。在满足这个条件的前提下，贴壁牢的细胞相对

而言更易操作；如果是基于成像的筛选体系，细胞铺展较开且非成团生长的细胞所

获得的图像相对更易分析。由于转染实验对细胞状态要求较高，建议筛选前进行支

原体检测，并尽量保证整个筛选过程中所用细胞代数跨度不要太大。 

关于筛选所用多孔板的选择，一般基于信号检测的方式及对细胞数的要求来决

定。siRNA 筛选大多在 384 孔板开展。基于荧光信号的检测体系多使用黑色多孔

板，以尽量降低背景噪音信号值；基于化学发光的检测体系多使用白色多孔板，以

提高信号收集效率；若检测过程涉及成像，需使用底部透明的多孔板。 

确定多孔板类型还需考虑板型与自动化设备的兼容性。例如，基于高内涵成像

的筛选体系，如果要用到高倍物镜或数值孔径较高的物镜进行拍摄，需用薄底板，

且为了能够拍摄到靠近多孔板边缘的孔，对多孔板的裙边高度也有要求 (具体请参 

考本实验手册《高内涵检测体系优化方法》)。另外，不同材质的多孔板在封膜机

上封膜的温度条件也需提前测试。 

5. 细胞接种数目的确定 

细胞接种数的确定需要同时考虑 siRNA 转染及检测体系两方面的要求。从 siRNA

转染的角度，细胞接种数目过低往往导致转染毒性较强。从检测体系角度，不同筛

选指标对细胞密度要求不同，例如，观测细胞增殖情况，需要在整个筛选实验进程

中尽量保证细胞处于对数生长期，而不是提前达到接触抑制；通过划痕实验反应细

胞迁移能力的筛选体系中，需要划痕时细胞融合度达到 100%，以减少细胞增殖对

细胞迁移结果的影响(利用划痕实验筛选调控细胞迁移能力的实验体系可参考 

(Wang et al., 2019))；某些蛋白在高细胞密度条件下定位会发生改变，当我们要筛 

选该蛋白定位的调控因子而不希望受到细胞密度干扰时，需要保证细胞在整个培养

过程中处于低密度状态 (可参见本实验手册《胃癌细胞中 Hippo 通路负调控因子筛 

选-YAP 出入核检测》(Tang et al., 2020))。另外，基于成像的筛选体系，密度过高 

不利于成像分析，在满足表型对细胞密度的要求前提下，我们一般尽量控制最 

终细胞密度在 70%-80%以内。 

6. 阴阳性对照的选择 
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siRNA 筛选中使用的阴性对照指一段随机序列的 siRNA，不靶向基因组中任何表达

基因，推荐使用与 siRNA 筛选文库配套的阴性对照 siRNA。在预实验阶段，我们会

将阴性对照孔的数据与不进行转染的实验孔 (non-transfected wells，NT 组) 和只加

转染试剂但无任何 siRNA 的实验孔 (mock transfection wells) 进行比较， 理想的

阴性对照应该跟 NT 组和 mock 组相差不大。 

siRNA 筛选体系的阳性对照分为两类，一类是文库特异性的阳性对照，该类对

照已明确验证会下调其靶基因，通用于绝大多数筛选体系，用来指征筛选过程中整

个文库的转染及细胞内 RNA 干扰的过程没有异常。例如我们在优化转染条件时用

来指征转染效率的 siRNA TOX——当 TOX 转染进入细胞后细胞发生死亡，明场下 

便可对转染效果进行评判 (参考本手册《siRNA 文库转染条件优化方法》)。另 

一类阳性对照是筛选体系特异性的，即针对已知的可调控特定筛选表型或通路的基

因所设计的 siRNA，这类阳性 siRNA 仅用于特定筛选体系，用来表征转染及检测

体系均无异常。例如，为筛选新的肿瘤细胞迁移能力调控基因，可使用已报道的通

过调控上皮细胞间质转型 (epithelial-mesenchymal transitions, EMT) 从而影响肿 

瘤细胞迁移能力的 SNAI1 的 siRNA 作为阳性对照 (Wang et al., 2019)。我们推荐 

同时使用强阳性和中等强度表型变化的 siRNA 作为阳性对照。 

7. 多孔板边缘效应对表型的影响 

由于液体蒸发等因素，往往导致位于多孔板外周的实验孔的数据出现不同程度的偏

差。为了尽量减少边缘效应对筛选结果的影响，我们一般在实验孔周边一圈的孔内

加入不少于实验孔体积的液体量。在预实验阶段，需要测试边缘效应对检测指标的

影响，并在文库排板时尽量避免边缘效应明显的区域作为实验孔。我们日常使用的

siRNA 文库中针对不同基因的 siRNA 分布在 B3-O22 区域内 (图 3，黄色区域)， 

第 2 列和第 23 列用于设置各类对照孔，四周一圈的孔 (图 3，灰色区域) 加入与 

实验孔等体积的 PBS 或培养基等液体。 
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图 3. siRNA 筛选的 384 孔板排布图 

 

三、实现 siRNA 筛选流程的自动化及质量控制方法 

筛选体系建立后，下一步是将所有操作步骤使用自动化仪器实现。由于不同单位配备

的硬件设备不同，本文不展开叙述，本实验手册的每个具体案例中都描述了正式筛选

过程中各自所用到的设备及详细参数的设置情况，供读者参考。如果筛选流程中涉及

到整板细胞换液的操作，例如干细胞诱导分化，可参考本实验手册《无菌条件下贴壁

细胞换液的 Bravo 仪器参数设置》。 

siRNA 筛选体系所有条件确定后，我们将使用阴性对照及阳性对照 siRNA 开展正

式筛选前的流程模拟 (每种 siRNA 开展至少 32 个孔的重复)。为衡量所建立的 siRNA 

筛选体系是否合适开展正式筛选，我们一般使用 Z’-factor 作为重要的评判指标之一。 

Z’-factor 的计算公式如下 (Oldenburg, 1999)： 

 
Z’-factor 反应的是阴阳性对照变化的窗口 (assay window) 及重复孔之间的变异 

(variation) 大小。Z’-factor 的数值小于或等于 1。当 Z’-factor 为负值时，说明筛选体 

系不适合开展高通量筛选，有可能是检测体系的窗口太小，或复孔间稳定性不好，或

二者兼有，需要继续优化；当 0 < Z’-factor < 0.5 时，我们认为筛选体系是可以接受 

的；当 Z’-factor > 0.5 时，筛选体系是比较理想的。 
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四、展望—siRNA 筛选与 CRISPR 筛选 

高通量 siRNA 筛选已经成为一种非常成熟的功能基因组筛选手段，被广泛应用于生命

科学的诸多研究领域。近些年随着 CRISPR 技术的快速发展，全基因组 CRISPR 筛选

技术也开始被研究者越来越多地使用。siRNA 筛选和 CRISPR 筛选两类技术各有优势。 

siRNA 筛选属于点阵式文库筛选，即一个孔对应一个明确的基因。全基因组 CRIS

PR 筛选根据开展形式的不同分为混合式 CRISPR 筛选及点阵式 CRISPR 筛选两大类。

混合式筛选目前大多利用基于病毒载体的 sgRNA 文库，且所有感兴趣基因的 sgRNA

混合在一起，同时包装病毒感染靶细胞。这种筛选体系需经过表型的富集 (例如根据 

细胞活/死或荧光强弱进行正向富集或反向富集)，最后通过对富集的细胞群体进行高通

量测序鉴定候选基因。混合式 CRISPR 筛选的优势在于筛选通量高，速度快；劣势是

对于无法进行富集的表型不具备筛选可行性。针对混合式 CRISPR 筛选所得到的阳性

基因，继续开展 siRNA 筛选作为第二轮的验证筛选，已成为很多筛选者的选择。 

点阵式 CRISPR 筛选也开始起步，筛选模式类似 siRNA 筛选。但由于 CRISPR

编辑效率的限制，一个孔内只有部分细胞真正发生基因编辑，如果筛选所选择的检测

指标是以孔内全部细胞作为一个整体进行检测和分析，有可能会导致假阴性的结果。

另外，CRISPR 筛选一般需要在筛选细胞株中稳定表达 Cas 蛋白，该蛋白的稳定表达

对筛选者所关注的表型是否有影响也需要关注。 

综上所述，siRNA 筛选技术和 CRISPR 技术将互相补充，相辅相成，成为功能基

因组筛选领域并行的两大利器。 
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