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质粒 DNA 转染注意事项 
 

质粒的构建：启动子的选择  

启动子的选择对于转染基因的有效表达是非常重要的。对于转染过程本身虽

然无甚影响，但是对转染结果却有着微妙的影响。  

启动子可分为 2 大类：诱导型启动子是比较精明的，平时歇着，一旦接到诱

导信号指示就马上开工干活儿。而组成型启动子比较老实的，就是从头到尾

不停干活从不闲着的那种——比如我们很熟悉的 CMV 启动子啊，SV40 啊，

pMC1 啊，PGK 启动子啊等等。  

获得高转染活性所需选择的启动子依赖于选用的细胞系和要表达的蛋白。

CMV 启动子在大多数细胞类型中可以获得高表达活性。在 BHK-21 中，CMV

启动子活性比其他启动子如 SV40 和 RSV 都要高。但这三种病毒启动子在 T

细胞来源的细胞系，如 Jurkat 中组成表达水平较低。转染后在培养基中加入

PHA-L 和 PMA 可以激活 Jurkat 细胞中 CMV 启动子，而单 PMA 就足以激活

KG1 和 K562（人骨髓瘤白细胞）中的 CMV 启动子。SV40 启动子的表达在

含有大 T 抗原（存在于 COS-1 和 COS-7）时会提高，因为大 T 抗原可以刺

激染色体外的合成。  

一个强悍的高表达组成型启动子是我们做表达所求之不得的，但是对于转染

本身来说却不一定好——因为任何持续过高表达外源基因都可能带来某种

程度的细胞毒性，影响细胞生长——如果外源基因本身对细胞生长有毒，那

更完蛋了，你很可能筛不到转染成功的细胞株，更别提稳定转染了——因为

过量表达本身可能已经害死了那个转染了的细胞，没转染的细胞又死于筛选

压力。这种时候一个不那么 “能干 ”的启动子可能更适合一些。如果你曾经遇

到原因不明的转染失败案例，会不会是这个原因呢？过犹不及就是这个道理

咯。  

诱导型启动子对于转染来说，特别是稳定转染，可能是更好的选择。它使得

目的基因的表达可以受到我们的调控——转染的时候不表达，筛选稳定表达

株后再诱导表达，使得表达有毒性的基因或者精确分析表达产物的生物学效
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应成为可能。多数诱导型启动子在接受某种信号后 “打开开关 ”开始工作，也

有的相反，在缺失某种信号后打开开关。Clontech 还有个诱导系统是 “剂量

依赖的 ”，就是说不单表达开关可控，表达量多少也可以通过诱导剂的量来调

控。还有一种特殊的启动子很好玩——具有时序性或者组织特异性（空间特

异性），会受到特定的元件调控，在一定的时间或者特定组织细胞中表达的，

比如那个转基因山羊奶里用的只在泌乳期的乳腺细胞中表达的启动子——

有人说这是组成型的，我觉得应该是诱导型的，只不过诱导的因素我们不知

道罢了，这类启动子在不同的细胞中会有不同的表现，需要注意。诱导系统

的问题主要是本底表达，表达量有限，以及诱导剂本身对细胞的影响和如何

清除，不过这些都与转染无关。  

转染 DNA 的启动子 -增强子如果不被宿主细胞识别也会产生无法表达的 “悲

剧 ”，这是实验设计时需要注意的问题。不过现在利用现成试剂盒或者模拟国

外已经成功的实验的居多，独立构建表达系统的极少，因而这种问题遇到的

几率也几乎可以忽略不计。  

 

目的基因 

这个对于研究人员来说是目的，因而没有选择的余地。如果你的目的基因正

好会影响选定细胞株的生长，甚至有毒，那最好选择一个诱导型的启动子，

不然你可能总是转染不了。但是通常在实验之前我们不清楚我们研究的基因

产物是否对选定的细胞有毒，所以正负对照很重要。当排除其他原因后转染

总是失败，应当从根本上考虑原因。  

 

质粒的大小和质量 

线性化还是超螺旋会影响转染结果：超螺旋质粒的转染效率比线性 DNA 高

得多，特别是瞬时转染。而线性化 DNA 转染的整合几率高。质粒太大了转

染会困难一些。毕竟，相对致密、较小的外源异物被细胞内吞的几率要大一

些。如果你的质粒正好比较大，又没有经验，选择特别注明可以转大质粒的
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转染试剂成功几率会高一些。有的转染试剂还会提供一些促进 DNA 凝聚的

成分，使得 DNA 形成转染复合物时更致密一些，更容易转染一些。  

纯化质粒的质量无疑会影响转染效率。哺乳动物细胞总归是比大肠杆菌娇气，

转染难度高些，因而要求的 DNA 纯度要更高些。早年要做转染真是大阵仗

啊，光是提质粒做超离就令人皱眉。最令人头疼的是内毒素了。内毒素是革

兰氏阴性菌细胞壁上特有的成分，主要是脂多糖中的类脂 A

（ lipopolysaccharides），在细菌被裂解时被释放出来，由于其化学结构和

特性，在质粒提取的过程中内毒素很容易混入质粒 DNA 中共同纯化出来。

内毒素的存在会严重地影响转染效率，此外内毒素可能会激活造血细胞（例

如 B 细胞、巨嗜细胞等）的非特异免疫反应，造成实验中的假阳性。所以质

粒 DNA 转染时应尽量采用无内毒素污染的超纯质粒。幸好技术的进步令复

杂的操作成为过去，多数实验室会选择使用转染级别的质粒纯化试剂盒纯化

的质粒来转染。对于一些 “耐受性高、容易操作的 ”细胞株，普通的 Kit 已经

够了。对于一些对内毒素特别敏感的细胞，就要用 “去内毒素 ”的质粒纯化 Kit

了。  

 

质粒 DNA 的浓度和量 

既然质粒纯化已经不成问题，初学者通常都不会在乎甚至愿意多加点 DNA，

但是要注意的是，DNA 量过少固然转染效率不高，DNA 量过多同样会降低

转染效率。有的初学者习惯按照说明书 123 地去操作而不求甚解，你 “知其

然 ”是否还 “知其所以然 ”呢？DNA:转染试剂的比例的优化是非常重要的，特

别是对于阳离子脂质体、多胺等带电荷的转染试剂来说，DNA-转染复合物

所带的净电荷是由转染试剂和 DNA 的比例决定的，而转染复合物是否能更

好地结合到带负电的细胞膜上，很大程度取决于这个净电荷。所以预实验需

要按照说明书的要求，按一定比例混合适量的质粒 DNA 和转染试剂。有的

转染试剂要求 DNA 的量多些，有的转染试剂效率高只要很少 DNA，比如

Effectene 只需要常规五分之一的 DNA。所以转染前最好能精确定量质粒。

另外由于质粒本身的因素（比如目的基因产物是否有毒、启动子强弱等因素），

单独 DNA 也会对细胞生长有一个基础的影响，所以同时做几组不同量的对
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照实验进行优化是很有帮助的。另外值得注意的是，当细胞铺板密度较高时，

需要的质粒 DNA 和转染试剂的量也会略微提高。  


