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珠海恺瑞HEK293细胞荧光质粒转染方案
1. 产品概述
建立瞬时或稳定表达细胞株是研究基因功能的重要手段。使用带GFP（绿色荧光蛋白）标记的质粒转染细胞后，可以直接使用荧光显微镜、激光共聚焦显微镜观察，也可以通过流式细胞仪检测，判断是否有效转染及转染效率的高低。本转染方法亦可用于珠海恺瑞HEK293瞬时转染4.0系统的验证。
细胞培养基使用保存注意事项：
(1) 切勿紫外照射；
(2) 无需预热处理，可直接从冰箱取出使用；
(3) 储存细胞培养基时尽量使用医用冰箱，以确保恒温效果，切勿冷冻；
(4) [bookmark: _GoBack]定期检查细胞培养基过期日期，并在过期前使用完或更换新的培养基，避免使用过期培养基导致细胞生长异常或失败。

2. 实验步骤
2.1转染前细胞培养
（1） 将HEK293细胞置于5%的CO2恒温摇床中（使用其它浓度的CO2可能会严重影响细胞培养效果），37℃、120rpm恒温震荡培养（具体转速可根据用户培养箱摇床种类，摇瓶体积及实际培养情况自行调节，可参考下方表Ⅰ）。传代时，需先做细胞计数和观察细胞活率，尽量选择密度在3-6×106 cells/ml的高活率细胞进行传代培养。过高培养密度的细胞在传代培养后有可能会出现生长速度缓慢、培养密度降低等生长状态的变化，并直接影响重组蛋白表达等后续应用效果；
（2） 传代培养时建议细胞接种密度为0.6×106 cells/ml，每隔3-4天传代1次。KOP293培养基可支撑的最高细胞密度约为1.2×107 cells/ml，细胞在达到此密度时存活率一般仍可保持在95%以上；
（3） 若在培养过程中出现死细胞数过多的状况，应把细胞丢弃，使用新的细胞。
表Ⅰ：摇床参数设定
	摇床振幅为26mm
	摇床振幅为50mm

	0.02-2L摇瓶
	120rpm
	0.02-2L摇瓶
	85rpm

	2-5L摇瓶
	90rpm
	2-5L摇瓶
	65rpm



2.2转染细胞的准备
[bookmark: OLE_LINK1]在细胞荧光转染前需确定其细胞密度及存活率。为确保转染效果，建议使用生长处于指数生长期（密度约为3-5×106 cells/ml）、存活率大于98% 的细胞转染。
2.2.1方案一：直接转染
（1）  细胞无需离心，若细胞密度为4.0×106 cells/ml时，则可直接转染，若细胞密度>4.0×106 cells/ml<7.0×106 cells/ml时，则需兑入新鲜的KOP293培养液，将细胞密度稀释成4.0×106 cells/ml后进行转染；
2.2.2方案二：细胞培养24小时后进行转染
（1） 细胞无需离心，若细胞密度为2.0×106 cells/ml时，则直接培养24小时后转染；若细胞密度>2.0×106 cells/ml时，则需兑入新鲜的KOP293培养液，将细胞稀释成2.0×106 cells/ml的密度培养24小时后转染。细胞培养条件：5%的CO2恒温摇床中，37℃、120rpm恒温震荡培养。
 转染完成后将摇瓶置于5%的CO2、37℃、120rpm恒温摇床中震荡培养表达。
（客户也可根据自身经验摸索合适的转染密度）
	操作要点及注意事项：
a. 请确保细胞处于对数生长期（2~7×106 cells/ml），当细胞密度>2×106 cells/ml 时，使用新鲜的培养液重悬，若使用处于非对数生长期的293细胞做转染，转染效率及表达量会偏低；
b. 使用非细胞计数仪的客户，若因细胞计数误差较大，应注意尽量控制细胞转染密度为3.5~4.0×106 cells/ml；
c. 请确保细胞存活率高于98%，使用状态不佳的细胞转染效率、表达量、表达天数会受影响；
d. 细胞稀释至2.0×106 cells/ml后，细胞悬液需置于摇床中培养24小时后再做转染。
e. 转染效率与质粒大小有关，质粒较大时，建议接种低细胞密度进行转染，客户可根据自身质粒大小摸索合适的细胞转染密度（≤4.0×106 cells/ml）。



2.3细胞转染
测定细胞活率与密度并计数，获取长势较好且密度处于细胞对数生长期的HEK293细胞。按接种密度为4.0×106 cells/ml，接种体积根据实验需求进行选择，可参考下列表Ⅱ，细胞接种后置于CO2培养箱内的酶标板混匀器200rpm培养或CO2摇床120rpm培养（培养箱或摇床参数设置为：37℃、5%CO2）。
表Ⅱ：不同培养体积相关参数参考
[image: ]
2.3.1转染（24孔板）
接种细胞1ml/孔，转染复合物的配置，以1孔为例：
（1） 离心管1中加入50 μl的KPM培养液、2 μgDNA（GFP荧光质粒）；
（2） 离心管2中加入50 μl的KPM培养液、10 μl的TA-293（DNA:转染试剂=1:5 m/v）；
（3） 将离心管2加入离心管1中，混匀，静置孵育10 min；
（4） 将上述复合物加入6孔板中，置于37℃，5% CO2浓度的静置培养箱内的酶标板混匀器200 rpm培养。
2.3.2转染（6孔板）
接种细胞2ml/孔，转染复合物的配置，以1孔为例：
（5） 离心管1中加入100 μl的KPM培养液、4 μgDNA（GFP荧光质粒）；
（6） 离心管2中加入100 μl的KPM培养液、20 μl的TA-293（DNA:转染试剂=1:5 m/v）；
（7） 将离心管2加入离心管1中，混匀，静置孵育10 min；
（8） [bookmark: _Hlk507663064]将上述复合物加入6孔板中，置于37℃，5% CO2浓度的静置培养箱内的酶标板混匀器200 rpm培养。
2.3.3转染（100ml摇瓶）
接种细胞20ml/瓶，转染复合物的配置，以1瓶为例：
（1） 离心管1中加入1ml的KPM培养液、40 μgDNA（GFP荧光质粒）；
（2） 离心管2中加入1ml的KPM培养液、200 μl的TA-293（DNA:转染试剂=1:5 m/v）；
（3） 将离心管2加入离心管1中，混匀，静置10 min；
（4） 将上述复合物边晃动摇瓶边滴加入摇瓶中，置于120rpm、37℃，5% CO2 培养;

	操作要点及注意事项：
a. KPM的使用总量为细胞悬液的1/10；4.0系统质粒使用量为2μg/ml（DNA/细胞培养液体积）；
b. 质粒：转染试剂的质量比例可为1：3、1：4、1：5、1：6，多数质粒比例使用1：5效果最好，客户可根据自己的实际经验进行条件摸索，但不建议使用低于1：3或高于1：8的比例；
c. TA-293（浓度为1μg/μl）为白色悬浊液，使用前需摇匀或吹打均匀；
d. 质粒-转染试剂孵育时请勿摇晃，剧烈震荡可能会导致孵育失败；
e. 质粒-载体复合物制备好后再从摇床中取出细胞，边摇边滴加复合物，不要过早将细胞从摇床中取出。




2.4转染结果检测
（1） 转染24小时后可加入0.6%的（120 μl /20ml）293细胞蛋白表达增强剂（KE-293），以增加产物表达量；
（2） 转染48小时后测定荧光转染率（以荧光显微镜为例）：将细胞摇匀后吸120 μl加入24孔板中，让细胞液铺满孔板底部，先用显微镜观察细胞密度是否过高，若密度过高需加入KOP293将细胞稀释2~3倍，保证40X物镜下的细胞没有重叠。将处理好的细胞在荧光显微镜下拍照，先用明场找到没有细胞结团和重叠的画面后，拍一张照片。然后保证画面没有运动的情况下，切换至荧光界面（若切换至荧光界面后没有荧光或荧光数特别少可以尝试调整荧光曝光率）后再拍一张照片，然后进行人工或软件计数。每个孔拍两张照片，取平均值。           转染率=（荧光细胞数/明场细胞数）╳100%
	操作要点及注意事项：
a. KE-293原液浓度为100%，工作浓度为0.6%，添加后细胞生长速度可能变缓，此为正常现象；
b. 荧光计数取样时，不能反复吹打，防止细胞裂解影响结果。


3. 常见问题及解决方法
3.1 转染效率低
经反复多次实验鉴定，对于生长状态正常的HEK293细胞，本转染系统转染荧光蛋白表达质粒，48h左右的转染效率一般稳定在45%~70%，当出现过低转染效率时其可能原因有如下几点：
（1） 细胞存活率低于98%；
（2） 细胞增长速度过慢；
（3） 转染后孔板或者摇瓶静置培养，没有振动培养。细胞接种密度较高，静置培养转染效率略低于振动培养；
（4） 细胞转染前结团（正常生长的细胞在KOP293培养液中一般不存在结团现象，结团可能是培养液中混入其它物质或由大量死亡细胞及细胞分泌物等造成）；
（5） 使用的质粒DNA含有过多的蛋白质或其它物质，或含有过多的内毒素；
（6） 质粒与转染试剂的比例不当。不同质粒可能需要使用不同比例的转染试剂，范围一般在1:3至1:7之间；
（7） KPM体积使用不当。每100ml细胞悬液加入KPM的体积为10ml，即比例为10:1。


附录
表1：试剂清单
	产品名称
	内容
	规格
	储存条件

	KOP293
	293化学限定高密度无血清细胞培养液
	1000ml
	2~8℃

	KPM
	无血清细胞转染缓冲溶液100ml
	100ml
	2~8℃

	TA-293
	293细胞悬浮化学转染试剂
	6ml
	-20℃

	KE-293
	293细胞蛋白表达增强剂
	6ml
	-20℃

	KT-Feed*
	瞬时重组蛋白表达植物蛋白胨营养添加剂
	100ml
	2~8℃


*选择性试剂。非化学限定，不含血清及其它动物源成分

表2：试剂说明
	产品名称
	说明

	KOP293
	KOP293是由珠海恺瑞生物科技有限公司自主研发生产的化学限定高密度无血清培养液。该培养液适用于人胚肾上皮 ( human embryo kidney 293, HEK293)细胞的悬浮生长和重组蛋白质的表达。培养液使用时无需添加任何生长因子等添加物，悬浮培养可支撑的细胞密度约为10-12×106 cells/ml。

	KPM
	KPM是一种转染缓冲溶液，为质粒-转染试剂复合物的形成提供稳定的环境，适用于CHO细胞和293细胞高密度转染和蛋白表达。产品转染时使用量为细胞悬液的1/10。

	TA-293
	TA-293是293细胞转染试剂，为白色悬浊液，使用时需吹打均匀。可搭配KPM配制DNA质粒-转染试剂复合物，在大规模、高密度293细胞转染条件下表现出良好的转染效果。

	KE-293
	KE-293是由珠海恺瑞生物自主研发的293细胞蛋白表达增强剂，与KOP293高密度无血清培养液配合使用可适当提高重组蛋白的表达量。

	KT-Feed
	KT-Feed是富含蛋白胨的植物水解物，瞬时转染24小时后添加通常可提高蛋白表达，和KOP293培养液联合使用效果更佳。
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