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1 样本信息

样本类型：细胞

储存条件：-80度保存，加干冰寄样。

检测内容：RIP-PCR
样本数量：9个
仪器与试剂

2.1实验试剂

	试剂名称
	生产厂商
	货号

	 RNA Immunoprecipitation Kit
	BersinBIO
	5101

	抗体
	CST
	86132

	引物
	华大生物
	

	RNase/DNase-free ddH2O
	天根生化科技
	RT121-02

	琼脂糖
	BioWest
	111935

	6×Loading Buffer
	索莱宝
	D1010

	Trans DNA Marker II
	全式金
	BM411

	氯仿
	10006818
	国药集团

	异丙醇
	80109218
	国药集团

	无水乙醇
	10009218
	国药集团

	苯酚
	
	国药集团


2.2实验仪器

	仪器名称
	型号
	生产厂商

	Real Time PCR 仪
	Stepone Plus
	ABI

	台式高速大容量离心机
	5810R
	Eppendorf

	制冰机
	ZBE30-10
	ZIEGRA

	凝胶成像系统
	ChemiDoc XRS+
	Bio-RAD

	电泳仪
	POWER/PAC300
	Bio-RAD

	电泳槽
	JY-SPCT型
	北京君意东方

	低温高速离心机
	5417R
	Eppendorf

	高压蒸汽灭菌锅
	YM75
	上海三申

	超微量分光光度计
	Nanodrop 2000
	Thermo

	移液器
	2.5µL、10µL、200µL、1000µL
	Eppendorf

	PCR仪
	Veriti
	ABI

	电子天平
	BS-224S
	Sartorius

	无RNase离心管
	1.5mL、2.0mL、0.6mL、0.2mL
	Axygen

	微孔板离心机
	CF2800M
	LABGIC

	掌式离心机
	D1008E
	DLAB

	无RNase枪头
	10µL、200µL、1mL
	Axygen

	微波炉
	P70D20TL-D4
	Galanz

	高速低温组织研磨仪
	KZ-5F-3D
	武汉赛维尔生物科技


3实验步骤

3.1细胞（组织）裂解
细胞样本(数量至少达到2×107个），加入1.7ml polysome lysis buffer，17μl protease inhibitor， 7.5μl RNase inhibitor涡旋混匀，冰上放置10min，涡旋混匀后-80度冰箱放置5min，室温溶解，冰上放置5min。若样本为组织样本，则称取组织样本约0.1g，液氮充分研磨后加入相应的裂解缓冲液。

3.2 去除DNA

细胞裂解液中添加8.5μl DNase salt stock，20μlDNase，37度孵育10min，转移样本到冰浴环境，快速加入9μl 0.5M EDTA，3.6μl0.5M EGTA，17μlDTT，充分混匀。4度 16000g离心10min取上清。

3.3 平衡protein A/G磁珠
取40μl的protein A/G磁珠，加入0.5ml polysome lysis buffer 颠倒混匀10次，磁力架收集磁珠，重复上述步骤一次，加入40μl polysome lysis buffer保存备用。
3.4 IP

取细胞裂解物0.8ml为IP组，0.8ml为IgG组，0.1ml为input组。IP组和IgG组分别加入相应的抗体进行4度孵育过夜。IP组加入抗体量根据说明书推荐的稀释比例（METTL3，86132，1:50）加入，IgG为IP抗体同种属的普通抗体，作为阴性对照。

IP组和IgG组分别加入平衡好的protein A/G磁珠，4度孵育1小时，磁力架收集磁珠。IP组和IgG组分别加入0.5ml polysome lysis buffer1和5μl DTT，4度摇动孵育5min，重复3次，磁力架收集磁珠。IP组和IgG组分别加入0.5ml polysome lysis buffer2和5μl DTT，4度摇动孵育5min，重复3次，磁力架收集磁珠。IP组和IgG组分别加入0.2ml polysome elution buffer，2μl DTT和2ul proteinase K。Input组加入0.1ml polysome elution buffer，2μl DTT和2μl proteinase K。55度孵育1小时，磁力架收集磁珠，转移上清置新的离心管中。
3.5 纯化收集RNA

上清中加入等体积的苯酚氯仿异戊醇（25:24:1）充分混匀后，13000g 4度离心10min，收集上层水相，加入1μl Glycogen，10μl sodium acetate和500μl无水乙醇，充分混匀-80度冰箱静置过夜。4度 16000g 离心30min弃上清，加入1ml 80%乙醇清洗沉淀，室温风干约10min，加入30μl的RNase/DNase-free ddH2O溶解沉淀。
3.6 RT-PCR逆转录及扩增反应
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