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全能难转细胞核酸转染试剂（Gentle A30）

使用说明书 Version 2.1

01/产品概述

基于多肽的核酸递送技术能够显著提升各类细胞，包括原代细胞、难转细胞系的核酸转染[1][2]。金简达生物通过高通量多肽筛选，

开发了针对难转细胞系的Gentle A30全能难转细胞核酸转染试剂。GentleFect®多肽通过液-液相分离自组装形成纳米级微滴，经

胞饮作用高效内化，在维持细胞活性的同时，大幅提升难转细胞核酸递送效率。

02/产品信息

货号 产品名称 规格 试剂组分

1000001 Gentle A30 全能难转细胞核酸转染试剂 0.3 mL 试剂A0.3 mL  试剂B12 mL

1000002 Gentle A30 全能难转细胞核酸转染试剂 1.8 mL 试剂A1.8 mL  试剂B72 mL 

1000003 Gentle A30 全能难转细胞核酸转染试剂 5.0 mL 试剂A5.0 mL  试剂B200 mL 

03/产品保存

4℃保存6个月，-20℃保存1年。短期4℃保存，建议分装，避免反复冻融。

04/转染体系

孔板规格
试剂A

(μL/well)

试剂B

(μL/well)

DNA/mRNA 

(μg/well)

siRNA(μL/well)

 (初始浓度
20 μM)

细胞悬液 

(μL/well)

悬浮细胞
细胞数量

（cells/well）

贴壁细胞
细胞数量

（cells/well）

96孔 1 40 0.5-1 2 20 1 × 105 2 × 104

48孔 2 80 1-2 4 40 2 × 105 4 × 104

24孔 5 200 2.5-5 10 100 5 × 105 1 × 105

12孔 12.5 500 7.5-15 30 250 1.25 × 106 2.5 × 105

6孔 20 800 10-20 40 400 2 × 106 4 × 105

表1. DNA/mRNA/siRNA转染体系推荐

实验前准备

细胞活率＞90%、无菌无酶离心管、完全培养基、Opti-MEM培养基、胰酶（贴壁细胞悬浮转染需要）、核酸转染试剂（恢复至室

温），待转染核酸放于冰上。

2 细胞样品准备

取胰酶消化后的细胞（悬浮细胞直接使用），离心弃去上清，用Opti-MEM清洗重悬细胞，再次离心，Opti-MEM

重悬细胞，调整细胞密度至5×106 cells/mL（悬浮细胞）或1×106 cells/mL（贴壁细胞）。

-Note：需避免FBS或其他蛋白影响实验结果；无Opti-MEM时，可以使用MEM等无蛋白培养基替代

3 细胞转染

按照表1将细胞悬液加入到转染混合液中混合，温和吹打混匀，37℃培养箱孵育60 min。孵育时间可根据细胞类

型进行调整，但不建议超过2 h，以免造成细胞损伤。

4 终止转染

加入混合液2倍体积以上的完全培养基终止转染，离心弃上清。重悬细胞，加入到细胞培养板中，继续培养。在

转染后的12-48 h内检测目的基因表达。

1 配制转染混合液

按表1比例在离心管内加入试剂A与试剂B，温和吹打30-60 s；按表1加入对应量核酸，温和吹打30-60 s，室温

静置3 min以上。

05-1/实验步骤-悬浮转染（推荐使用）

试剂 A

试剂 B

-Note：本表仅供参考，具体用量可根据细胞类型适当调整；对于贴壁细胞，即使采用悬浮转染方式，种板时仍按贴壁培养的细胞数量进行接种。



05-2/实验步骤-贴壁转染

1 配制转染混合液

按表1比例在离心管中加入试剂A与试剂B，温和吹打30-60 s；按表1加入对应量核酸，温和吹打30-60 s，室温

静置3 min以上。

实验前准备

细胞提前计数铺板，转染时细胞汇合率达到70-80%，细胞活率＞90%、无菌无酶离心管、完全培养基、Opti-MEM培养基、核酸

转染试剂（恢复至室温），待转染核酸放于冰上。

2 细胞样品准备

取待转染细胞，弃去培养基，加入无血清Opti-MEM培养基洗涤1-2次。

-Note：需避免FBS或其他蛋白影响实验结果；无Opti-MEM时，可以使用MEM等无蛋白培养基替代

3 细胞转染

将转染混合液一半体积的Opti-MEM加入到转染混合液所在的离心管中，轻柔多次吹打30-60 s，再将混合液加入

到对应孔板中，轻轻震荡，使混合液分布均匀，37℃培养箱孵育30 min，可根据细胞状态调整孵育时间，但不

建议超过2 h。

-Note：Opti-MEM与转染复合物需充分混匀，防止因局部浓度过高造成细胞死亡

4 终止转染

弃去转染混合液，用完全培养基清洗细胞后，加入适当体积的完全培养基继续培养。在转染后12-48 h内检测目

的基因表达。

• 注意细胞的清洗，避免因FBS或其他蛋白影响实验结果；

• 转染试剂与细胞的孵育时间可根据细胞状态调整，但不建议超过2 h，孵育时间过长易造成细胞损伤；

• 配制转染复合物时，保持试剂A：试剂B=1:40；

• 在悬浮转染中，转染复合物与细胞孵育时，转染试剂的用量：细胞悬液体积=2:1；

• 多个核酸共转染时，每孔转入的核酸量为核酸的总和，如96孔板体系每孔应转入0.5-1 μg核酸，则加入的核酸总量为0.5-1 μg。

06/注意事项

07/常见问题及解答

• 为什么贴壁细胞也推荐悬浮方式转染？

Gentle系列试剂转染实验中，将制备的细胞悬液在离心管中与转染混合液孵育，能够实现转染效率最大化，且贴壁细胞无需

提前铺板，简化实验步骤。且贴壁细胞无需提前铺板，简化实验步骤。

• 可以直接用无血清培养基替代Opti-MEM进行转染吗？

不建议使用，因为部分无血清培养基可能仍含有特定的蛋白质组分，会影响转染效果。

• 做转染实验时，对核酸纯度有要求吗？

一般商业化mRNA和siRNA合成纯度较高，均可以直接使用；实验室质粒提取时，推荐使用无内毒试剂盒进行质粒DNA提取，

并确保A260/A280值在1.8-2.0之间，推荐使用纯水洗脱质粒DNA，调整DNA浓度至0.3-3 μg/μL。

• 哪些实验操作会影响转染效率？

①实验前调整细胞状态，保持细胞形态正常，细胞活率大于90%；

②细胞转染孵育时请勿使用含FBS的培养基，FBS会严重影响细胞转染效果；

③Gentle系列转染试剂不建议剧烈涡旋，推荐使用移液器温和吹打混匀。

本产品仅限于专业人员的科学研究使用

如果在实验过程中遇到任何问题，可通过邮箱及电话获取我们的

技术支持，同时也真诚地欢迎大家对本试剂产品提出宝贵的建议！

E-mail：sales@genda-bio.com

Tel：+86 19357360203
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