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一、产品描述

Poly-Fecter 是我们自主开发的一种针对质粒 DNA转染的非病毒类转染试剂，该试剂主要成分为可生物降解的高分子化合物，特别适合于各种贴壁细胞的转

染，对大多数贴壁细胞具有优秀的转染效率，也可以转染原代细胞和悬浮细胞。对于某些比较难以转染的细胞系，如 Jurkat等，Poly-Fecter 转染效率比传统转染

试剂有显著的提高。

Poly-Fecter 与传统的脂质体转染试剂相比具有独特的优势，主要表现为：

1. 细胞毒性低，转染前后不需要更换培养基；

2. 对大多数贴壁细胞有较高的转染效率；

3. 操作简单，转染试剂/DNA 复合物的形成只需 10-15 分钟；

4. 转染复合物可以直接加入到完全细胞培养基中，血清和抗生素的存在不影响其转染效率；

5. 转染试剂及 DNA用量少，经济实惠，适合大规模质粒转染以及病毒包装。

二、转染前重要提示

1、 由于本品细胞毒性较低，所以转染过程中无需换液，同时转染时细胞密度（汇合度，confluent）以70%-90%为宜。表一中列举了不同细胞培养装置的推

荐细胞数量。为了取得较高的转染效率，推荐使用在50 代以内的细胞进行转染实验。转染用的细胞需提前一天（24小时内）传代，以保证实验时细胞处于指数

增长期。在培养基中加入抗生素对转染效果没有影响。

表一. 不同细胞培养装置转染前一天接种的推荐细胞数量

细胞培养装置 接种细胞数量（个） 每装置面积（cm2/孔或皿） 细胞培养液总体积（每孔或每皿）

96孔板 7.5×103 – 1.5 ×104 0.3 0.1ml

24孔板 5×104 – 2×105 1.9 0.5ml

12孔板 1×105 – 3×105 3.8 1ml

6孔板/3.5cm培养皿 2×105 – 4×105 9.4 2ml

6cm培养皿 4×105 – 8×105 28 5ml

10cm培养皿 1×106 - 2×106 78.5 10ml

14cm培养皿 2×106 - 5×106 153 20ml

2、 如果长时间没有使用过本品，请在使用前先将本品振荡混合均匀。

3、本品在加入转染复合物后的细胞培养过程中需采用含血清的完全培养基，培养基中的血清可提高转染效率，并降低细胞毒性，抗生素的存在与否不影响

细胞的转染效率和毒性。但是在 Poly-Fecter 和 DNA 形成转染复合物的过程中不能添加血清和抗生素。制备转染复合物的过程中推荐使用无血清的 DMEM 或者

Opti-MEM 稀释质粒 DNA和转染试剂。

4、转染条件优化。由于 DNA 和转染试剂的用量比值是决定转染效率的重要因素，同时由于各实验室质粒的定量误差，质粒纯化程度不同以及细胞状态不

同，造成不同细胞和实验室的最优实验条件是有差异的，为取得最高的转染效率，初次应用时，建议先进行条件优化。最优条件确定后，实验的结果将非常稳定。

转染试剂量（µl）：DNA（µg）量 的比值影响转染效果，对于接种细胞密度在 60%-90%之间的实验样本，转染试剂量（µl）：DNA（µg）量 = 1.6:1 - 3:1 都可以

得到较好的转染效率，我们推荐 转染试剂量（µl）:DNA（µg）量=2：1 为您优化实验条件的起始比例。表二中列举了常用的不同细胞培养容器质粒 DNA 和转染

试剂的用量，对于比较容易转染的细胞，可以同时减半质粒 DNA 和转染试剂的用量，同样能够得到优秀的转染效率。

三、操作步骤（以 12 孔板为例）

1、提前一天将细胞种植在 12 孔板中，以转染时细胞密度为 60-80%为宜。

2、取 12 个 EP 管，根据表二中用量，每管中加入 1.6µg 质粒 DNA，用 75µl 不含血清和抗生素的 DMEM 稀释，充分混合均匀，制成 DNA 稀释液。

3、另取 12 个 EP 管，再将 3.2µl Poly-fecter 转染试剂用 75µl 无血清 DMEM 稀释，充分振荡或者用枪吹打均匀，制成转染试剂稀释液。

4、将转染试剂稀释液分别加入到对应 DNA 稀释液中（注意：顺序很重要，一定是转染试剂稀释液加入到 DNA 稀释液中），充分振荡或者用枪吹打均匀，静

置 15 分钟，使转染试剂与 DNA 形成稳定的转染复合物。

为简化操作，在注意及时充分混匀的前提下，前面几步可以合并为一步完成：将 1.6µg 质粒稀释于 150µl 不含血清和抗生素的 DMEM 中，充分振荡或吹打均

匀，然后加入 3.2µl 转染试剂后立刻充分振荡或吹打均匀，室温放置 10-15min，获得 150µl 转染复合物。

5、 将 850µl 完全培养基（以 12 孔板培养基的标准用量是 1ml 计算，减去所用无血清 DMEM 体积）加入到转染复合物中，用枪轻柔吹打均匀。（注意：对

于本试剂，采用含血清的完全培养基有助于提高转染效率并降低细胞毒性；含双抗的培养基对转染效率没有影响）。

6、 吸去 12 孔板中原有的培养基，加入上述含有转染复合物的培养基，此后无需更换培养基（注意：目前为止没有发现细胞毒性，对于特殊细胞系，请根

据具体情况决定是否需要 4-6 小时后更换培养基）。37℃，5% CO2恒温细胞培养箱孵育 24 - 48 小时后观察结果。

注意：如完全培养基用量较大，操作不便，可先换培养基后直接将转染复合物滴加到含培养基和细胞的培养容器中，前后摇晃培养容器混匀。
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悬浮细胞转染：

转染复合物的准备与上面步骤 2-4 完全相同。悬浮细胞接种后，直接加入转染复合物，轻轻摇动使均匀混合。37℃，5% CO2恒温细胞培养箱孵育 24 - 48 小时

后观察结果。为了提高转染效率也可首先使用低细胞培养体积，转染 2-3 小时后加入培养基至正常体积。

表二 不同细胞培养容器转染用量

细胞培养装置 DNA 用量 稀释DNA的稀释剂体积 Poly-fecter 试剂的体积
稀释 Poly-fecter

的稀释剂体积

细胞培养液总体积

（每孔或每皿）

96 孔板 0.2µg 25µl 0.4µl 25µl 0.1ml

24 孔板 0.8µg 50µl 1.6µl 50µl 0.5ml

12 孔板 1.6µg 75µl 3.2µl 75µl 1ml

6 孔板 4.0µg 150µl 8.0µl 150µl 2ml

6cm 皿 5-8µg 250µl 10-16µl 250µl 5ml

10cm 皿 10-20µg 500µl 20-40µl 500µl 10ml

14cm 皿 20-30µg 1000µl 40-60µl 1000µl 20ml

四、常见问题与解决方案

问题 可能原因 解决方案

转染效率低

质粒 DNA 用量不佳 优化转染实验中所用的质粒 DNA 的用量

DNA 与转染试剂比例不佳 优化转染试剂与质粒 DNA 的比值

DNA 纯度不够 建议采用 OD260/OD280 大于 1.8，并确认不含有 RNA、蛋白和内毒素的高质量 DNA

细胞状态不佳或细胞密度

不够
转染前细胞的密度应达到 60-80%，并保证细胞状态是最佳的

稀释用溶液含血清或蛋白 建议采用高质量无血清 DMEM 稀释 DNA 和 Poly-fecter

稀释用溶液体积不合适 建议采用表二推荐的每孔稀释用溶液体积，也可适当减少稀释液体积，以增加转染复合物与细胞的接触机会

转染时培养基不合适 建议采用含血清的全培养基

建议采用其他可靠质粒做阳性对照，例如 GFP Gene，以便检查转染效果

细胞毒性大

转染时培养基使用不当
由于高分子转染试剂的特殊性，转染复合物形成以后，一定使用含血清的全培养基稀释复合物后加入细胞培

养皿。

细胞状态不佳 接种前，细胞的健康状况直接影响细胞毒性

质粒和 Poly-fecter

用量不佳

保持 Poly-fecter/DNA 比率的同时减少质粒的用量

预实验优化 Poly-fecter/DNA 比率

细胞密度太大 建议减少细胞密度

细胞污染 建议彻底清洁所有细胞培养相关用品

质粒表达系统毒性大

建议使用其他可靠质粒作为阳性对照，比较转染效果

减少 Poly-fecter/DNA 复合物与细胞的孵育时间，可在转染 4 小时后吸去转染复合物，更换成新鲜的完全培

养基

转染结果重

复性不好

细胞状态变化
细胞传代次数多，细胞老化，或者细胞分裂条件已经变化都能导致转染效果变差。建议重新取一只新的细胞

株培养用于转染

其他
在不同的 Poly-fecter/DNA 比例或不同的细胞密度下，转染效果可能差别较大；质粒的品质变化，改变培养

基等都可能导致转染结果重复性不佳

五、质量保证

我们对每一批产品进行严格的质量检验，并用 Hela 和 293T 细胞进行转染验证，以确保我们每一批产品的质量。请使用前务必仔细阅读本手册。

六、使用限制

本转染试剂仅限用于科研用途。

七、储存与安全

本品常温运输，储存于 4℃，有效期 12 个月。长期储存请置于-20℃。

本品使用安全，目前未发现任何生物、化学毒性，如不慎沾染，请立即用清水冲洗即可。


