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[bookmark: _Toc474067460]1 样本信息
样本类型：
储存条件：
[bookmark: _GoBack]检测内容：Immunoprecipitation
样本检测要求：
[bookmark: _Toc474067461]2 仪器与试剂
[bookmark: _Toc474067463]2.1 仪器
表1 实验所用仪器
	名称
	厂家
	型号

	电子天平
	Sartorius
	BS-224S

	高速低温组织研磨仪
	Servicebio
	KZ-5F-3D

	低温高速离心机
	Eppendorf
	5417R

	移液器
	Eppendorf
	10μL、100μL、1000μL

	电泳仪
	Bio-Rad
	PowerPac HC

	酶标仪
	SpectraMax
	M5

	转膜仪
	Bio-Rad
	Trans-Blot SD

	脱色摇床
	Kylin-bell
	TS-200

	全自动化学发光图像分析系统
	上海天能
	Tanon 5200

	
	
	






[bookmark: _Toc474067462]2.2 试剂
表2 实验所用试剂
	名称
	生产商
	货号

	RIPA裂解液及蛋白酶抑制剂
	津科生物
	/

	蛋白 A/G-beads
	Millipore
	IP05

	BCA蛋白浓度测定试剂盒
	津科生物
	/

	5×上样缓冲液
	津科生物
	/

	[bookmark: _Toc474067477]彩虹180广谱蛋白Marker（11-180KD)
	Thermo Fisher
	#26617

	ECL Plus超敏发光液
	Biosharp
	BL520B

	一抗二抗
	详见Excel表格
	/

	10×TBST
	津科生物
	/

	脱脂奶粉
	碧云天
	P0216-1500g

	甲醇
	国药
	80080418

	10×转膜液
	津科生物
	/

	5×MOPS/MES电泳缓冲液
	津科生物
	/

	MerckMillipore PVDF膜 0.45µm
	Millipore
	IPVH00010

	MerckMillipore PVDF膜 0.2µm
	Millipore
	ISEQ00010

	
	
	


2.3 实验方法
[bookmark: _Toc474067481]2.3.1 样本处理
[bookmark: _Toc474067483]细胞蛋白提取
1.1 细胞培养（贴壁细胞：100mm细胞培养皿中单层细胞长满80％-90％或者细胞培养瓶中细胞达到 2-5×10^7个，悬浮细胞：离心收集细胞，细胞达到 2-5×10^7个）；
1.2 加适量预冷的IP 细胞裂解液到细胞培养皿中（IP裂解液中加入蛋白酶抑制剂），4℃裂解细胞10min，期间用移液器反复吹打，然后将细胞悬浮液转移到1.5ml离心管中，继续冰上裂解20min；
1.3 12000rpm、4℃离心10min，将上清转入新的1.5ml离心管中，冰上操作，然后采用 BCA法测定蛋白浓度；
1.4 取少量上清液变性后用于input实验，即WB检测靶蛋白。。
组织蛋白提取
2.1组织块用预冷的PBS洗涤2-3次，去除血污，剪成小块置于匀浆管中，加入10倍组织体积IP裂解液（使用前数分钟内加入蛋白酶抑制剂），机器匀浆。如果需要提高蛋白浓度，可以适量减少该IP裂解液体积；
2.2 将匀浆液转移至1.5ml离心管中，冰上裂解30min；
2.3 12000rpm，4℃,离心10min ，收集上清，然后采用BCA法测定蛋白浓度；
2.4 取少量上清液变性后用于input实验，即WB检测靶蛋白。
2.3.2 免疫沉淀步骤
1. 向阴性对照（IgG）组别蛋白上清液中加入1.0μg IgG（与IP实验用于沉淀的抗体种属来源相同的普通IgG）和20μL Protein A/G珠子（使用前充分混匀）,实验组别直接加入20μL Protein A/G珠子，4℃摇转孵育1h；
2. 2000g，4℃, 离心 5min，取上清；
3.加入 1-10μL（0.2-2μg）抗体，然后 4℃孵育过夜；
4.加入 80μL Protein A/G-珠子（使用前充分混匀），用手指轻轻弹匀，4℃孵育2h；
5. 4℃, 2000g，离心5min，小心吸去上清，注意不要吸到底部的珠子，收集免疫沉淀复合物；
6.将免疫沉淀复合物用1ml预冷的IP裂解液（不用加各种抑制剂）洗涤4次，每次4℃,2000g，离心5min，每次洗涤小心弃去上清；
3.7最后一次洗涤之后，尽可能的吸去上清液，然后,加入80μL 1×还原型上样缓冲液，沸水煮10min，4℃,1000g，离心5min取上清。
[bookmark: _Toc474067486]2.3.3检测
1.取50μL上清样品用于SDS-PAGE检测；
2.考马斯亮蓝染色后切胶回收蛋白，做质谱检测鉴定。
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