


武汉⾦开瑞⽣物⼯程有限公司 WUHAN�GENECREATE�BIOLOGICAL�ENGINEERING�CO.,�LTD.



武汉⾦开瑞⽣物⼯程有限公司 WUHAN�GENECREATE�BIOLOGICAL�ENGINEERING�CO.,�LTD.

提供核酸和蛋⽩的整体研究⽅案 www.genecreate.cn

1.�实验原理

图1.1实验原理图
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向步骤4.3所得的IgG管和IP管中分别加⼊900μL� RIP�Buffer，150μL步骤4.1所得
Lysis，放到静⾳混合器上，4℃孵育过夜；

将两管放到磁⼒架上静置1min，弃上清；

将两管各加⼊300μL�RIP�Wash�Buffer，⽤移液枪吹打混匀5次，在磁⼒架上静置
1min，弃上清，该步骤操作5次；

将两管各加⼊300μL� RIP� Wash� Buffer，⽤移液枪吹打混匀5次，取100μL混合液到
新管，标记为①管，剩余液体记为②管，将4管置于磁⼒架上静置1min，弃上清，①管
加100μL� Elution� Buffer，煮沸10min后磁⼒架上静置1min，取上清到新管，加⼊
10μL�6X�Loading�buffer混匀准备WB检测，②管⽤于纯化RNA，分组设置⻅下表：

组别 RIP�Wash�Buffer 命名 体积 ⽤途

300μL

300μL

IgG

IP

IgG-①

IgG-②

IP-①

IP-②

100μL

200μL

100μL

200μL

WB

RNA纯化

WB

RNA纯化

②�

③�

④�

⑤

准备1.8mL�RIP�Buffe（r 1720μL�RIP�Wash�Buffer+70μL�0.5�M�EDTA+10μL�RNase�
Inhibitor）；

①�
4.4�RNA结合蛋⽩免疫沉淀

IP管加⼊3-5ug⽬的抗体，IgG管加⼊3-5ug⽬的抗体相同宿主的IgG，放到静⾳混合
器上室温孵育2h；

将两管放到磁⼒架上静置1min，弃上清；

加⼊300μL�RIP�Wash�Buffer，⽤移液枪吹打混匀5次，在磁⼒架上静置1min，弃上
清，该步骤操作3次。

4.3�磁珠结合抗体
①�

②�

③�



步骤4.1预留的input样品和� IgG-②管、IP-②管各加⼊500μL的Trizol，涡旋混匀，室温
静置5min，再加⼊100μL的氯仿，涡旋混匀，4℃� 14,000rpm离⼼10min，取上层⽔相

（约300μL）到新管，做好标记；

加⼊50μL� Salt� Solution，550μL异丙醇混匀，-80℃静置2-4h（亦可静置过夜），使⽤前
放置4℃解冻；

4℃�14,000rpm离⼼10min，弃上清；

加⼊500μL�75%⼄醇，4℃�14000rpm离⼼10min，⼩⼼弃掉上清，该步骤操作3次；

开盖室温晾⼲，加10-20μL�DEPC�H2O，移液枪吹打，使RNA完全溶解，-80℃保存备⽤。

4.5�RNA纯化
①�

②�

③�

④�

⑤
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5.�常⻅问题
Q1：如何判断RIP实验成功？

RIP后WB检测IP组和input组检测到⽬的蛋⽩信号即判断RIP实验成功。

Q2：IP和IgG样本Ct值没有差异

多⽅⾯原因造成:1.抗体没有富集到RNA，可更换抗体尝试；2.IgG背景过⾼，可增加洗涤
次数或减少免疫沉淀步骤RNA投⼊量。

Q3：溶解曲线异常

出现⾮特异扩增或有引物⼆聚体等情况，需重新设计引物。

Q4：拉下样本RNA浓度过低

1.样本投⼊量过少，考虑增加样本初始投⼊量；2.裂解不完全，组织样本未研磨充分，或
者⽤强裂解液进⾏裂解。
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