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🍬 转染试剂的使用

Lipofectamine是目前使用最广泛的转染试剂, 主要有 Lipo 2000和 Lipo 3000两款产品。

• 其中 Lipo 2000 适用于大多数细胞的转染, 如实验室培养的 HeLa、U­2 OS细胞;

• 而 Lipo 3000 具有更高的效率, 通常针对更难转染的细胞, 如实验室培养的 RPE1­hTERT、

果蝇 D.mel­2细胞系

Lipo 2000转染体系(HeLa, U­2 OS细胞)

1. 转染前一天, 六孔板铺细胞1.5 × 105个细胞, 确保细胞状态和活性, 消化后吹打将细胞团分散

2. 转染前 15分钟, 37°C水浴锅预热培养基

3. 准备需要转染的质粒(QIAGENE, 无内毒素), 测量质粒浓度

4. 搭建转染体系 (约 Lipo 2000说明书用量的 1/5)

• 稀释转染试剂: 50 μL Opti­MEM + 1 μL Lipofectamine 2000 (多个样品可同时稀释为 1管)

• 稀释质粒 DNA: 50 μL Opti­MEM + 500 ng DNA

搭建体系前提前准备 1.5mL管, 并做好标记; 每向 Opti­MEM中加入样品后, 涡旋 3­5

秒混匀; 将转染试剂加入到 Opti­MEM中时, 枪头尖打旋儿向外

5. 将稀释的转染试剂加入到稀释的 DNA中(每个样品 50 μL), 涡旋 3­5秒, 室温静置 5分钟

6. 静置期间给细胞换新培养基, 静置完成后逐滴加入细胞中, 轻柔摇匀

7. 细胞继续培养 1­2天后可进行检测

https://www.thermofisher.cn/order/catalog/product/11668500
https://www.thermofisher.cn/order/catalog/product/L3000015
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Lipo 3000转染体系(RPE1­hTERT细胞)

1. 前一天铺 RPE1细胞, 六孔板每孔铺1.5 × 105（0.5M­1M）

2. 转染前 1小时换液, 预热培养基和 Opti­MEM

3. 稀释 Lipofectamine 3000 Reagent, 配制好涡旋振荡 3s

125 μL opti­MEM + 3.75 μL Lipofectamine 3000 Reagent

4. 稀释质粒

125 μL opti­MEM + 2.5 μg DNA +5 μL P3000 Reagent

5. 将稀释好的 DNA加入到稀释好的 Lipofectamine 3000 Reagent中, 室温静置孵育 15min

6. 将混合液逐滴加入到细胞中, 轻轻晃匀

7. 37℃培养 3­4天后用检测

X­treme转染体系(果蝇 D.mel­2细胞)

1. 水提前拿出解冻、X­treme提前 5min拿出恢复到室温, 所需质粒混匀并短离, 转染体系提前

算好写在纸条上 (每个孔转 2ug质粒+6ul Xtreme, 体积共 100ul)

六孔板体系: 0.5μg DNA+1.5μL X­tremeGENE转染试剂+100μL Opti­MEMI

2. 将 X­treme高速涡旋震荡, 将水、质粒按顺序排好, X­treme放到架子上, 用镊子夹取所需的

1.5ml管, 提前写好标记

3. 先加质粒, 加到管底部侧壁, 加第二种时直接加到第一滴上, 再加水, 沿管侧壁混匀, 最后加 X­

treme, X­treme乙醇溶解易挥发, 用之前打开, 用完拧紧, 加多个样品中间可先虚盖着, 动作要

迅速: 加 X­treme时伸到液体下面, 转圈加, 从上到下, 从下到上, 边转圈边匀速打出, 确保 X­

treme能均匀包裹 DNA, 加时不要碰到管壁, 每加完一个涡旋 5s。加完第一个时定 14min

Timer, 再加下一个, 把握好时间, 确保每个时间间隔相同, 全部样品完成后将 X­treme盖盖紧,

封口膜封住, 放回冰箱, 确保 X­treme在外时间越短越好。

4. Timer响, 将细胞拿出来, 在盖子上做好标记, Timer响后 1min再开始转染

5. 逐滴加入, 加到不同位置, 滴一滴, 晃一圈, 再加下一个, 间隔时间也把握好, 和加 X­treme间隔

相同。

6. 全部加完后, 顺、逆时针各晃 10下, 竖直、水平各晃 10下, 放回培养箱, 放回架子上再轻轻

晃几下。

7. 25℃培养 36­48h后收细胞, 在第二天, 显微镜下查看细胞生长情况, 防止在下一步实验之前细

胞出现问题。

PEI转染体系(293T细胞)

参见包病毒的 Protocol
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