
Tel: (025) 5889-4959 www.DetaiBio.com Sales@DetaiBio.com

活性蛋白整体方案

Active Protein Solutions

细胞的稳定转染

稳定转染的是将外源基因整合到细胞自身的基因组上，使外源基因成为细胞基因组的一部分而得以复制。对细胞进

行稳定转染最终可筛选得到稳定细胞株，稳定细胞株在重组蛋白/抗体生产、基因编辑、功能研究等方面起着重要

的作用。本文主要介绍了细胞稳定转染的原理、如何进行稳转株筛选得到高表达的细胞株，同时还介绍了细胞稳转

的影响因素及稳定转染的应用。

稳定转染实验流程

从实验流程的角度看，稳定转染是建立在瞬时转染的基础上的：先对哺乳动物细胞进行转染，再对得到的细胞池进

行筛选最终得到稳定细胞系。在建立稳定转染细胞系时，我们需要使用选择标记来区分瞬时转染和稳定转染，通常

质粒中带有选择标记，选择标记会与目的基因共表达，由此可以筛选出阳性克隆（外源基因已稳定整合至细胞的基

因组上），同时剔除未稳定整合的细胞。最终通过有限稀释得到稳定转染的单克隆细胞株。

细胞复苏

细胞复苏是将保存在液氮冰箱中的细胞株解冻并重新培养的过程，将

哺乳动物细胞进行复苏用于后续的细胞转染。细胞复苏的关键是快融，

防止在解冻过程中，产生的水珠形成冰晶损伤细胞。（查看细胞复苏及

细胞传代培养实验操作）

载体构建及细胞转染

将目的基因构建至载体（载体需带有抗性），随后将构建好的质粒线性

化。接着进行细胞转染，用于转染细胞的方式有多种，包括病毒转染、

脂质体转染、电转、基因枪法等，在瞬时转染与稳定转染实验流程一

文中介绍了脂质体转染细胞的详细实验操作流程。

细胞池筛选

相关阅读：细胞池筛选
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转染结束后即可得到细胞池，想要得到稳定转染的单克隆细胞株需要对细胞池进行筛选：先利用抗性标记筛选稳定

转染的阳性克隆，再用有限稀释法挑取单克隆株。另外如果想要得到高表达的稳定细胞株，需要对细胞池进行压力

筛选（GS 筛选系统或 DHFR 筛选系统），最终得到表达能力高的稳转细胞株。

稳定转染实验影响因素

 外源基因整合几率：外源基因整合几率决定了稳转株筛选的简易程度；

 拷贝数：一般情况下低拷贝或者单拷贝可以降低人为因素的干扰；

 结合位点：不同的整合位点决定了外源片段在染色体中的稳定性，有些区域易发生重组或者丢失，从而使稳转

株筛选后出现丢失的现象；

 整合位点转录活跃度：整合位点转录活跃度决定了稳转株中外源基因片段的表达质量；

稳定转染的应用

待解决的问题 解决方案

外源基因要整合到细胞染色体上 基因敲除以及基因插入突变筛选等修饰基因组的研究

细胞之间存在个体差异，同一类型细胞，不同个体细胞

基因组存在差异，会对实验结果造成干扰

单克隆稳转株筛选

外源基因未整合到细胞会导致注射入动物体内后，外源

基因片段很快丢失

需要在动物体体内注射已经表达外源基因的细胞

一些蛋白稳定性很强，瞬时 RNA 干扰作用周期短，无法

去除已经表达的目的蛋白

需要通过稳转株筛选，实现更好的基因干扰效果

稳转株筛选很大程度上降低频繁转染或者病毒包装的成

本，也很大程度上方便实验研究

在某些细胞中长期研究基因的功能

通过稳转株筛选，能使那些病毒载体也无法达到高转导

效率的细胞高效表达外源片段

获得外源片段的高效表达

避免引入人为因素影响实验结果的精确性，稳转株筛选

有助于筛选出拷贝数适量的细胞

得到过表达的目的基因或干扰拷贝数
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