
1.1 消化并接种处于对数期的细胞，调整细胞密度，使转
染时细胞汇合度达到70%-90%；
1.2 室温下解冻质粒DNA，轻轻混匀后瞬离，转染试剂在
室温下平衡5-10 min；

2.1 根据转染试剂说明书，在无菌离心管中分别稀释质粒
DNA和转染试剂；
2.2 将稀释好的质粒DNA和转染试剂溶液分别轻轻混匀，
室温静置5 min；
2.3 将稀释后的质粒DNA溶液缓慢加入到转染试剂溶液中，
轻轻混匀，室温静置20 min，形成DNA-转染试剂复合物；

3.1 用无血清培养基轻轻洗涤细胞两次；
3.2 向每个培养孔中加入适量无血清培养基，缓慢滴加制
备好的DNA-转染试剂复合物，轻轻晃动培养板；

3.3 37C、5% CO2培养箱中孵育4-6 h；

4.1 小心弃除含有转染复合物的培养基，加入适量完全培
养基，继续培养；
4.2 基因表达分析：瞬时转染（转染后24-48 h通过荧光显
微镜观察报告基因的表达情况，或通过Westernblot、
qPCR等方法检测目的基因的表达），稳定转染（根据筛
选需求延长培养时间）。

1.转染前准备

2.转染复合物
制备

3.细胞转染

4. 转染后处理

质粒转染（Lipofectamine系列）实验



常见问题

1. 转染效率低怎么办？

可能原因：细胞状态不佳、质粒质量差、试剂与DNA比例不当、孵育时

间不合适或细胞汇合度不佳等。

解决方案：优化细胞培养条件以提高活力；重新提取质粒DNA以提高纯

度和浓度；调整转染试剂与质粒的比例；优化转染时间和细胞汇合度。

2. 细胞毒性高怎么办？

可能原因：转染试剂浓度过高、与转染复合物孵育时间过长或细胞对试

剂敏感。

解决方案：降低转染试剂的浓度，缩短孵育时间；或考虑使用毒性较低

的转染试剂，或选择适合该细胞类型的替代转染方法。

3. 目的基因表达量低怎么办？

可能原因：质粒启动子与细胞类型不匹配、稳定转染的整合效率低或目

的基因序列本身存在问题。

解决方案：选择适合特定细胞类型的启动子；优化稳定转染的筛选条件；

并验证目的基因序列的正确性和完整性。

4. 背景信号高怎么办？

可能原因：转染试剂固有的荧光干扰或非特异性结合。

解决方案：选择无或低荧光的转染试剂；设置适当的阴性对照以排除非

特异性信号。
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