
解 放 您 的 细 胞

Lipofectamine® 3000 试剂
诱导多能性干细胞 (iPSCs) 的生成和转染
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2 Lipofectamine® 3000 reagent

诱导多能性干细胞(iPSCs)在再生医学以及各种疾病和状态的个性化治疗方面拥

有极为广阔的前景。Lipofectamine® 3000转染试剂提供了一种经济高效的核酸

导入方法，可替代电穿孔方法，激发干细胞的潜能。这种先进的脂质体纳米微

粒技术可以最大程度地减少电穿孔方法对细胞产生的压力，简化重编程工作流

程，使您能够应用先进的基因编辑技术。

Lipofectamine® 3000试剂可提供：

•  出众的效率-适用于各种难以转染的细胞

•  低毒性-对细胞作用温和，提高了细胞活性

•  功能多样-适用于DNA、RNA和共转染的试剂盒

 “它成功转染了GT1-1细胞，而采用除病毒和

nucleofector外的其他试剂却从未成功。”
—Julien Sebag, 博士

范德堡大学助理教授
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4  Lipofectamine® 3000试剂

利用供体来源的成纤维细胞生成iPSC

*  由Okita博士设计，Okita博士是东京大学iPS细胞研究和应用中心(CiRA)的Yamanaka教授实验室中的一员。

成纤维细胞重编程
病人来源的iPSCs可提供其他供体无法提供的细胞群体，具有极佳的潜能。将供体体细胞高效重编程为iPSCs

是实现上述潜能的关键。在本研究中，采用Epi5TM附着体iPSC重编程试剂盒*和Lipofectamine® 3000试剂对取自

三位供体的皮肤活检组织的成纤维细胞进行重编程(图1和图2)。其重编程效率与电穿孔方法相当(图3)。这项进

展有助于最大程度地减少电穿孔方法对细胞产生的压力，简化了重编程工作流程，可生成无转基因、无病毒

的人iPSCs，效率为0.04%至0.3%。
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采用Lipofectamine® 3000
试剂及Epi5™附着体iPSC
重编程试剂盒，无需电穿

孔即可实现体细胞的高效

重编程。

采用Lipofectamine® 3000
试剂及Epi5™附着体iPSC
重编程试剂盒，无需电穿

孔即可实现体细胞的高效

重编程。

Lipofectamine® 3000转染

试剂还可提升CRISPR载
体在多能性干细胞上的剪

切效率，基因修饰效率可

提高2倍。

Lipofectamine® 3000转染

试剂还可提升CRISPR载
体在多能性干细胞上的剪

切效率，基因修饰效率可

提高2倍。

Lipofectamine® 3000试剂可以

将DNA导入ESCs和iPSCs培养

物中。

Lipofectamine® 3000试剂可以

将DNA导入ESCs和iPSCs培养

物中。

Lipofectamine® 3000试剂可以

将DNA导入难以转染的分化细

胞培养物中。

Lipofectamine® 3000试剂可以

将DNA导入难以转染的分化细

胞培养物中。

图1. Lipofectamine® 3000试剂用于多能性干细胞应用领域。Lipofectamine
®

 3000可提供高转染效率，适用于各种应用领域，包括成纤维细胞的重编程、

基因编辑和难以处理的细胞的转染。
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图1. Lipofectamine® 3000试剂用于多能性干细胞应用领域。Lipofectamine
®

 3000可提供高转染效率，适用于各种应用领域，包括成纤维细胞的重编程、

基因编辑和难以处理的细胞的转染。
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• 第-1天：接种细胞至Geltrex®基

质包被的培养皿中

• 第0天：在成纤维细胞培养基中转染24小时

• 第1–14天：使用添加了100 ng/mL bFGF的N2B27培养基培养

(每天更换)

• 第15–20天：使用Essential 8™培

养基培养 (每天更换)

• 第21+天：人工挑取并扩增集落

第-1天 第0天 第14天  第21天

成纤维细胞培养基 添加了bFGF (100 ng/mL) 的N2B27培养基 Essential 8™培养基

Geltrex® 基质

Epi5™ 附着体iPSC
重编程试剂盒

Lipofectamine® 3000

+

鉴别ESC样
的集落

人工挑取

并扩增

体细胞 开始形成集落

图2. 采用Epi5™重编程试剂盒和Lipofectamine® 3000试剂生成iPSCs的实验方案大纲。成纤维细胞转染后21天内挑取集落并扩增。

图3. Lipofectamine® 3000试剂的重编程效率与电穿孔的比较。采用Lipofectamine
®

 3000试剂或Neon
®

转染系统转染Epi5™载体，将BJ成纤维细胞及新生

儿(HDFn)和成体(HDFa)人皮肤成纤维细胞重编程成iPSCs。采用(A)明场显微镜和(B)碱性磷酸酶染色观察集落。

第14天 第17天 BJ HDFn HDFa

Lipofectamine® 
3000 reagent

Neon® 系统

电穿孔

A B
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设计GeneArt® CRISPR载体的插入片段

采用Lipofectamine® 3000试剂导入

采用GeneArt® 基因组剪切检测试剂盒
测定剪切效率

集落筛选和扩增

图4. Lipofectamine 3000® 可提升iPSC中CRISPR
载体的剪切效率。采用Lipofectamine

®

 2000或
Lipofectamine

®

 3000试剂瞬时转染靶向特异性位

点的GeneArt
®

 CRISPR载体。采用GeneArt
®

基因

组剪切检测试剂盒评估剪切效率。
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多能性干细胞的基因组编辑

成簇的规律间隔短回文重复序列(CRISPR)基因组编辑技术可实现特定位点DNA的精确剪切。但基因组编辑的

效果依赖于目的位点本身的特性、导入效率以及生成稳定细胞系和沉默模型以研究这些基因修饰的表型效应

的下游过程。我们在此演示了采用靶向CRISPR载体，Lipofectamine® 3000可以将质粒DNA导入各种iPSC集落，

用于基因组改造。采用Lipofectamine® 3000试剂的基因改造效率较Lipofectamine® 2000试剂高2倍多，且脂质

体用量更低 (图4)。
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多能性干细胞的基因组编辑

成簇的规律间隔短回文重复序列(CRISPR)基因组编辑技术可实现特定位点DNA的精确剪切。但基因组编辑的

效果依赖于目的位点本身的特性、导入效率以及生成稳定细胞系和沉默模型以研究这些基因修饰的表型效应

的下游过程。我们在此演示了采用靶向CRISPR载体，Lipofectamine® 3000可以将质粒DNA导入各种iPSC集落，

用于基因组改造。采用Lipofectamine® 3000试剂的基因改造效率较Lipofectamine® 2000试剂高2倍多，且脂质

体用量更低 (图4)。
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采用Lipofectamine® 3000试剂转染 
多能性干细胞
采用Lipofectamine® 3000转染试剂可将DNA导入正在Geltrex®基质包被的培养板上生长的难以转染的干细胞中

(H9 ESCs和iPSCs) (图5)。转染效率为40–70%，平均荧光强度较高(图6)。

总结
Lipofectamine® 3000转染试剂可用于提升难以转染的细胞的转染效率。在本研究中，我们演示了采用出色的转

染试剂(如Lipofectamine® 3000试剂)结合Epi5™附着体iPSC重编程试剂盒，无需电穿孔即可实现体细胞的高效重

编程。

A B

DNA: 1.0 µg
Lipofectamine® 3000: 1.5 µL
SSEA+/GFP+: 42%
GFP MFI 247344

DNA: 1.3 µg
Lipofectamine® 3000: 1.5 µL
SSEA+/GFP+: 69%
GFP MFI 456741

Geltrex基质包被的
6 cm培养板

接种聚集物至
12孔板上

1. SSEA4多能性染色

2. 荧光成像

3. 流式细胞术

For support, visit www.lifetechnologies.com/support.

Timeline Steps Procedure Details (Two Reaction Optimization)

Da
y 

0

1 $

Seed cells to be 70–90% 
confluent at transfection

Component 96-well 24-well
Adherent cells 1–4 × 104 0.5–2 ×

Da
y 

1

2 $

Diluted Lipofectamine ® 3000

Vortex 2 –3 sec

Dilute Lipofectamine ® 3000 
Reagent in Opti-MEM ® 

Medium (2 tubes)  – Mix well

Opti-MEM ® Medium 5 µL × 2 25 µL ×

Lipofectamine® 3000 Reagent 0.15 and 0.3 µL 0.75 and 1.5 

3 $

Diluted DNA Prepare master mix of DNA 
by diluting DNA in Opti-
MEM® Medium, then add 

P3000™ Reagent – Mix well

Opti-MEM ® Medium 10 µL 50 µL

DNA (0.5–5 µg/ µL) 0.2 µg 1 µg

P3000™ Reagent (2 µL/ µg DNA) 0.4 µL 2 µL

4 $

Add Diluted DNA to 
each tube of Diluted 
Lipofectamine ® 3000 
Reagent (1:1 ratio)

Diluted DNA (with P3000 ™ Reagent) 5 µL 25 µL

Diluted Lipofectamine ® 3000 Reagent 5 µL 25 µL

5 $

Incubate Incubate for 5 minutes at room temperature.

6 $

Add DNA-lipid complex to 
cells

Component (per well) 96-well 24-well
DNA-lipid complex 10 µL 50 µL

DNA amount 100 ng 500 ng

P3000™ Reagent 0.2 µL 1 µL

Lipofectamine® 3000 Reagent used 0.15 and 0.3 µL 0.75 and 1.5 

Da
y 

2-
4

7 $

Visualize/analyze 
transfected cells Incubate cells for 2–4 days at 37°C. Then, analyze transfected cells.

培养基

细胞

转动

方向

使用胶原酶处理5分钟；使用
滚轮将集落切割为大小均匀
的聚集物

转移含有聚集物的培养基，
使其在重力作用下沉淀下来

孵育细胞过夜；更换培
养基然后进行转染

图5. 采用Lipofectamine® 3000试剂转染多能性干细胞的实验方案大纲。将细胞从Geltrex
®

基质包被的培养板转移至多孔板中，采用Lipofectamine
®

 3000
试剂转染细胞。采用流式细胞仪和荧光成像法评估转染效率。

图6. 干细胞转染。采用Lipofectamine
®

 3000试剂转染(A) H9 ESCs或(B) iPSCs。荧光显微镜观察细胞，然后采用流式细胞仪测定转染效率。



8  Lipofectamine® 3000试剂

详细的人成纤维细胞重编程实验方案

采用Lipofectamine® 3000转染试剂及Epi5™附着体iPSC重编程试剂盒，无需电穿孔即可实现体细胞的高效重编程。

重编程时间安排

第-1天 第0天 第1–14天 第15–20天 第21+天

接种细胞至Geltrex® 基质

包被的6孔板中

在成纤维细胞培养基中转

染24小时

添加了100 ng/mL FGF的
N2B27培养基 (每天更换

培养基)

Essential 8™ 培养基 (每天

更换培养基)
集落可供挑取，用于进一

步培养和扩增

细胞和试剂 货号 设备

Epi5™附着体iPSC重编程试剂盒 A15960 配备有立体显微镜的无菌细胞培养通风橱(即生物安全柜)

Lipofectamine® 3000转染试剂 L3000015 倒置显微镜

Opti-MEM® I减血清培养基 31985062 37°C、5% CO2培养箱

重组人碱性成纤维细胞生长因子(bFGF) PHG0261 37°C水浴箱

KnockOut™血清替代物 10828010 无菌血清移液管(5 mL、10 mL) 

Essential 8™培养基 A1517001 离心机

DMEM/F-12，GlutaMAX™添加剂 10565018 15 mL离心管

N-2添加剂(100X) 17502048 经过组织培养处理的6孔板

B-27®无血清添加剂(50X) 17504044 10 μL、200 μL和1,000 μL PIPETMAN®微量移液器及吸头

100X MEM非必需氨基酸(NEAA) 11140050

β-巯基乙醇 21985023

胎牛血清，经过ESC质量认定 1614106

DMEM，高糖，GlutaMAX™添加剂 10566016

0.05%胰蛋白酶-EDTA (1X)，酚红 25300054

Geltrex® 经hESC验证且不含LDEV的低生长因子基底膜基质 A1413301

不含钙和镁的杜氏PBS (DPBS) 14190
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细胞和试剂制备

I. 培养基制备

成纤维细胞培养基

配制500 mL的成纤维细胞培养基，在无菌条件下将

下列组分混匀。成纤维细胞培养基可置于4˚C下保存

至多1个月。

DMEM 445 mL

胎牛血清 (FBS)，经过ESC质量认定 50 mL

100X MEM NEAA (10 mM) 5 mL

N2B27培养基

配制500 mL的N2B27完全培养基，在无菌条件下将下

列组分混匀。N2B27培养基(不含bFGF)可置于2–8°C

下保存至多1周。

DMEM/F-12 479 mL

N-2添加剂 (100X) 5 mL

B-27® 添加剂 (50X) 10 mL

100X MEM NEAA (10 mM) 5 mL

 β-巯基乙醇 (1,000X) 908 μL

bFGF (100 μg/mL)

1. bFGF储液：配制1 mL的100 μg/mL bFGF溶液，

在无菌条件下将下列组分混匀：

bFGF 100 μg

不含Ca2+和Mg2+的DPBS 999 μL

KnockOut™ 血清替代物 1 μL

2. 分装bFGF溶液，置于–20°C下保存至多6个月。

3. 每mL N2B27培养基需要使用1.0 μL bFGF。制备

不含bFGF的N2B27培养基，在使用培养基时加入

新鲜的bFGF，使其终浓度为100 ng/mL。

Essential 8™ 培养基

1. 配制500 mL Essential 8™培养基，在2–8°C下过夜

解冻Essential 8™ 添加剂。切勿在37°C下解冻添

加剂。

2. 将试管轻轻上下颠倒数次，使解冻的添加剂混

匀，从Essential 8™基础培养基瓶中取出10 mL，

然后在无菌条件下将整管Essential 8™添加剂转移

至Essential 8™基础培养基瓶中。

3. 轻轻晃动培养基瓶混匀，即可获得500 mL均匀的

完全培养基。

4. Essential 8™完全培养基可置于2–8°C下保存至多

2周。使用前，先在室温下预热当天所需的完全培

养基，直到触摸感觉不冷为止。切勿37°C下预热

培养基。

II. Geltrex® 基质包被的培养皿的制备

1. 4°C过夜解冻Geltrex® 基质。

2. 取出4°C保存的DMEM/F-12。在冰上进行无菌操

作，以防聚合。用等量DMEM/F-12 (1:1)稀释

Geltrex® 基质，轻轻混匀。分装至微量离心管中，

立即置于–20°C冻存。

3. 使用1:1稀释的Geltrex® 基质及DMEM/F-12，在冰

上制备工作储液。一般培养时，我们推荐的最终

稀释度为1:100。加入1.5 mL的Geltrex™ 基质的工

作储液，覆盖6孔板中每个孔的整个表面。

4. 37°C下孵育包被的培养器皿1小时。将培养板或

培养皿转移至层流通风橱内，使其平衡至室温(约

1小时) 后使用。如果不立刻使用包被的培养板或

培养皿，则使用Parafilm® 封口膜密封，置于4°C

下保存至多2周。必须注意防止保存的培养皿干燥

或被污染。
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详细的人成纤维细胞重编程实验方案

采用Lipofectamine® 3000转染试剂及Epi5™附着体iPSC重编程试剂盒，无需电穿孔即可实现体细胞的高效重编程。

重编程时间安排

第-1天 第0天 第1–14天 第15–20天 第21+天

接种细胞至Geltrex® 基质

包被的6孔板中

在成纤维细胞培养基中转

染24小时

添加了100 ng/mL FGF的
N2B27培养基 (每天更换

培养基)

Essential 8™ 培养基 (每天

更换培养基)
集落可供挑取，用于进一

步培养和扩增

细胞和试剂 货号 设备

Epi5™附着体iPSC重编程试剂盒 A15960 配备有立体显微镜的无菌细胞培养通风橱(即生物安全柜)

Lipofectamine® 3000转染试剂 L3000015 倒置显微镜

Opti-MEM® I减血清培养基 31985062 37°C、5% CO2培养箱

重组人碱性成纤维细胞生长因子(bFGF) PHG0261 37°C水浴箱

KnockOut™血清替代物 10828010 无菌血清移液管(5 mL、10 mL) 

Essential 8™培养基 A1517001 离心机

DMEM/F-12，GlutaMAX™添加剂 10565018 15 mL离心管

N-2添加剂(100X) 17502048 经过组织培养处理的6孔板

B-27®无血清添加剂(50X) 17504044 10 μL、200 μL和1,000 μL PIPETMAN®微量移液器及吸头

100X MEM非必需氨基酸(NEAA) 11140050

β-巯基乙醇 21985023

胎牛血清，经过ESC质量认定 1614106

DMEM，高糖，GlutaMAX™添加剂 10566016

0.05%胰蛋白酶-EDTA (1X)，酚红 25300054

Geltrex® 经hESC验证且不含LDEV的低生长因子基底膜基质 A1413301

不含钙和镁的杜氏PBS (DPBS) 14190
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细胞和试剂制备

I. 培养基制备

成纤维细胞培养基

配制500 mL的成纤维细胞培养基，在无菌条件下将

下列组分混匀。成纤维细胞培养基可置于4˚C下保存

至多1个月。

DMEM 445 mL

胎牛血清 (FBS)，经过ESC质量认定 50 mL

100X MEM NEAA (10 mM) 5 mL

N2B27培养基

配制500 mL的N2B27完全培养基，在无菌条件下将下

列组分混匀。N2B27培养基(不含bFGF)可置于2–8°C

下保存至多1周。

DMEM/F-12 479 mL

N-2添加剂 (100X) 5 mL

B-27® 添加剂 (50X) 10 mL

100X MEM NEAA (10 mM) 5 mL

 β-巯基乙醇 (1,000X) 908 μL

bFGF (100 μg/mL)

1. bFGF储液：配制1 mL的100 μg/mL bFGF溶液，

在无菌条件下将下列组分混匀：

bFGF 100 μg

不含Ca2+和Mg2+的DPBS 999 μL

KnockOut™ 血清替代物 1 μL

2. 分装bFGF溶液，置于–20°C下保存至多6个月。

3. 每mL N2B27培养基需要使用1.0 μL bFGF。制备

不含bFGF的N2B27培养基，在使用培养基时加入

新鲜的bFGF，使其终浓度为100 ng/mL。

Essential 8™ 培养基

1. 配制500 mL Essential 8™培养基，在2–8°C下过夜

解冻Essential 8™ 添加剂。切勿在37°C下解冻添

加剂。

2. 将试管轻轻上下颠倒数次，使解冻的添加剂混

匀，从Essential 8™基础培养基瓶中取出10 mL，

然后在无菌条件下将整管Essential 8™添加剂转移

至Essential 8™基础培养基瓶中。

3. 轻轻晃动培养基瓶混匀，即可获得500 mL均匀的

完全培养基。

4. Essential 8™完全培养基可置于2–8°C下保存至多

2周。使用前，先在室温下预热当天所需的完全培

养基，直到触摸感觉不冷为止。切勿37°C下预热

培养基。

II. Geltrex® 基质包被的培养皿的制备

1. 4°C过夜解冻Geltrex® 基质。

2. 取出4°C保存的DMEM/F-12。在冰上进行无菌操

作，以防聚合。用等量DMEM/F-12 (1:1)稀释

Geltrex® 基质，轻轻混匀。分装至微量离心管中，

立即置于–20°C冻存。

3. 使用1:1稀释的Geltrex® 基质及DMEM/F-12，在冰

上制备工作储液。一般培养时，我们推荐的最终

稀释度为1:100。加入1.5 mL的Geltrex™ 基质的工

作储液，覆盖6孔板中每个孔的整个表面。

4. 37°C下孵育包被的培养器皿1小时。将培养板或

培养皿转移至层流通风橱内，使其平衡至室温(约

1小时) 后使用。如果不立刻使用包被的培养板或

培养皿，则使用Parafilm® 封口膜密封，置于4°C

下保存至多2周。必须注意防止保存的培养皿干燥

或被污染。
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III. 成纤维细胞培养

1. 在37°C水浴箱中预热成纤维细胞培养基。

2. 戴上眼部防护设备，加热置于液氮中保存的冻存

管可能会发生爆炸。

3. 戴上超低温防护手套。使用金属钳从液氮储存罐

中取出BJ成纤维细胞冻存管。

4. 来回在手中转动细胞管约10–15秒除霜。

5. 将细胞管浸于37°C水浴箱中。轻轻晃动。

注：管盖不浸于水中。

6. 当细胞管中只剩一块冰晶时，从水中取出。

7. 用70%乙醇拭擦细胞管外部，放入细胞培养通风

橱中。

8. 用1 mL微量移液器吸取细胞至50 mL锥形管中。

9. 使用10 mL移液器，将10 mL预热的成纤维细胞

培养基逐滴加入50 mL锥形管中 (防止细胞出现

渗透压休克)，轻轻晃动锥形管。上下吹打，轻

轻混匀。

10. 200 x g离心细胞4分钟，吸弃上清液。

11. 使用适量的成纤维细胞培养基重新悬浮细胞沉淀。

一般使用经过组织培养处理的T25培养瓶，将细

胞管中的内容物接种于5–7 mL培养基中。

12. 将BJ成纤维细胞培养物置于37°C、5% CO2培养箱

中孵育过夜。

13. 第二天，吸弃用过的培养基，加入预热的新鲜成

纤维细胞培养基。每隔一天更换培养基，直至培

养瓶达到约70%融合。

14. 达到70%融合时，必须分种并重新接种培养物，

创建细胞库，或直接接种用于Epi5™ 转染。推荐使

用一部分早期传代细胞进行实验。

15. 分种成纤维细胞培养物，吸弃培养器皿中的成纤

维细胞培养基。

16. 加入5 mL不含CaCl2和MgCl2 (为确保培养皿中成

纤维细胞的适当解离，不得有二价阳离子存在)的

室温DPBS冲洗培养皿，使冲洗液在室温下停留5

分钟。

17. 吸弃DPBS冲洗液，室温下加入2 mL 0.05%胰蛋

白酶-EDTA至培养器皿中(根据培养器皿的大小调

整胰蛋白酶的体积，参见表7)。将培养物置于

37°C、5% CO2培养箱中孵育约3至5分钟。在显

微镜下观察细胞，当细胞开始变圆时停止孵育。

18. 加入4 mL预热的成纤维细胞培养基至培养皿中，

终止胰蛋白酶消化。冲洗悬液数次，将全部细胞

从培养器皿表面冲下，收集所有细胞，制备单细

胞悬液。将细胞悬液转入15 mL离心管中。

19. 200 x g离心细胞4分钟，吸弃上清液。

20. 用2至3 mL预热的新鲜成纤维细胞培养基重悬细

胞沉淀，上下吹打，形成单细胞悬液。

21. 计数细胞，将适量细胞接种至经过组织培养处理

的新培养皿中，加入适当体积的培养基。每3至4

天定期分种一次，一般可以分种1至6份。

IV. Epi5™ 附着体载体重编程

接种人成纤维细胞至Geltrex® 基质包被的培养皿中

6孔板每孔中接种50,000至100,000个细胞，细胞~30–

60%融合(参见图7)，每孔加入2 mL成纤维细胞培养

基，置于37˚C、5% CO2条件下培养过夜。

采用Lipofectamine® 3000试剂在6孔板中转染人成纤

维细胞。

1. 将Opti-MEM® 培养基预热至室温，按下文所述制

备A管和B管。

2. 将两种Epi5™ 重编程载体混合物各1.2 μL (共2.4 μL)

加入标记为A管的1.5 mL Eppendorf® 管的118 μL

Opti-MEM®培养基中。加入4.8 μL P3000™试剂，

充分混匀。
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3. 在标记为B管的1.5 mL Eppendorf® 管中，使用121 μL

预热的Opti-MEM® 稀释3.6 μL Lipofectamine®

3000试剂。

注：使用Opti-MEM®培养基稀释的Lipofectamine® 

3000试剂应在稀释后15分钟内用完。时间过长会导致

转染效率下降。

A管和B管内容物(6孔板的每个孔所需)的制备如下表

所示：

4. 制备转染预混液，加入A管和B管内容物，充分

混匀。

5. 室温下孵育转染预混液5分钟。

6. 再次混匀，将全部250 μL转染预混液加至接种有人

成纤维细胞的Geltrex®基质包被的培养板的各个孔

中，每孔包含2 mL新鲜的成纤维细胞培养基。

组分 体积

A管

Epi5™ 重编程载体 1.2 μL

Epi5™ p53和EBNA载体 1.2 μL

Opti-MEM® 培养基 118 μL

P3000™ 试剂 4.8 μL

B管

Lipofectamine® 3000试剂 3.6 μL

Opti-MEM® 培养基 121 μL

        50,000个细胞/6孔   100,000个细胞/6孔
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图7. 新生儿(HDFn)和成体(HDFa)人皮肤成纤维细胞的接种密度。

7. 将培养板置于37°C、5% CO2培养箱中孵育24小

时。

去除转染试剂并复苏细胞

1. 转染24小时后，吸弃培养板中的培养基。每孔加

入2 mL添加了100 ng/mL bFGF的N2B27培养基

(在使用之前新鲜加入)。

2. 每天更换N2B27培养基，每孔加入2 mL添加了100

ng/mL bFGF的N2B27培养基，更换用过的培养

基，共计14天。

过渡至Essential 8™ 培养基

1. 在第14天吸弃用过的N2B27培养基，更换为

Essential 8™ 完全培养基。每天更换培养基，每

孔2 mL。

2. 每隔一天用显微镜观察培养板中是否出现具有转

化细胞特征的细胞团块。在转染后第15至21天

内，iPSC集落将生长至适合转移的大小。

3. 第21天，集落形态明显，可供挑取用于进一步培

养和扩增。数据示例如图8所示。

图8. 新生儿(HDFn)和成体(HDFa)人皮肤成纤维细胞重编程后获取的碱性

磷酸酶阳性集落。
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3. 在标记为B管的1.5 mL Eppendorf® 管中，使用121 μL

预热的Opti-MEM® 稀释3.6 μL Lipofectamine®

3000试剂。

注：使用Opti-MEM®培养基稀释的Lipofectamine® 

3000试剂应在稀释后15分钟内用完。时间过长会导致
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所示：
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时。

去除转染试剂并复苏细胞

1. 转染24小时后，吸弃培养板中的培养基。每孔加

入2 mL添加了100 ng/mL bFGF的N2B27培养基

(在使用之前新鲜加入)。

2. 每天更换N2B27培养基，每孔加入2 mL添加了100

ng/mL bFGF的N2B27培养基，更换用过的培养

基，共计14天。
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1. 在第14天吸弃用过的N2B27培养基，更换为

Essential 8™ 完全培养基。每天更换培养基，每

孔2 mL。

2. 每隔一天用显微镜观察培养板中是否出现具有转

化细胞特征的细胞团块。在转染后第15至21天

内，iPSC集落将生长至适合转移的大小。

3. 第21天，集落形态明显，可供挑取用于进一步培

养和扩增。数据示例如图8所示。
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电话  021-68654588*2570

生命科学产品和服务业务 
上海市长宁区仙霞路99号21-22楼
邮编  200051 
电话  021- 61453628 ／ 021-61453637

北  京 
北京市东城区北三环东路36号环球贸易中心C座7层/8层
邮编  100000 
电话  010-87946888

广  州 
广州国际生物岛寰宇三路36、38号合景星辉广
场北塔204-206 单元  
邮编  510000 
电话  020-82401600
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