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(57)摘要

本发明涉及一种组蛋白免疫共沉淀(ChIP)

试剂配方，包含五步，本发明的有益成果为：本发

明提供的一种组蛋白免疫共沉淀试剂配方，本发

明的方法在经过实例研究后。本发明的配方会综

合被检测者基因型和组蛋白信息，通过复杂的步

骤保证试剂的质量。
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1.一种组蛋白免疫共沉淀(ChIP)试剂配方，其特征在于，包含以下内容：

(1)进行蛋白-DNA交联和裂解细胞：用终浓度为1％甲醛溶液固定总数为1×107的K562

细胞，室温下放置10min，甘氨酸溶液中止反应；用预冷的PBS洗涤细胞两次，离心去上清后

加入1ml含蛋白酶抑制剂的SDS裂解液裂解细胞；

(2)超声断裂染色质：按优化好的条件(100W，每次超声10s，共5次，间隔30s)断裂细胞

裂解液中的染色质，4℃下离心后保留上清；

(3)免疫共沉淀：超声处理后的溶液中加入蛋白G-琼脂糖小珠进行预清除，离心后吸取

1％(v/v)上清留作Input溶液在剩余的上清中加入免疫共沉淀抗体，包括阳性对照抗体

(anti-RNA  Polymerase  II，1.0μg/管)、阴性对照抗体(normal  mouse  Ig  G，1.0μg/管)和

目的抗体(依抗体说明书推荐量：抗ac  H3抗体10μg/管，抗ac  H4抗体3μg/管)，在4℃摇床上

孵育过夜，次日溶液中加入蛋白G-琼脂糖小珠吸附免疫沉淀复合物，短暂离心后去上清，顺

次用低盐、高盐、氯化锂和TE缓冲液清洗蛋白G-琼脂糖小珠；

(4)免疫沉淀复合物洗脱：用洗脱缓冲液洗脱免疫沉淀复合物，同时在装有Input溶液

的管中加入相同体积的洗脱缓冲液；

(5)蛋白-DNA结合物解交联，释放DNA：加入5mol/L  Na  Cl溶液，65℃水浴孵育4-5h或过

夜；

(6)用DNA纯化柱回收DNA。
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一种组蛋白免疫共沉淀(ChIP)试剂配方

技术领域

[0001] 本发明涉及医学领域，涉及一种组蛋白免疫共沉淀(ChIP)试剂配方。

背景技术

[0002] 免疫共沉淀(ChIP)是一种能真实反映细胞内组蛋白与DNA相互作用的实验技术。

其原理是利用抗原抗体反应，通过用特异性抗体将目的蛋白及与之结合的DNA共同沉淀下

来，再采用PCR、蛋白质分析技术、生物芯片技术等对目的DNA片段进行分析。组蛋白免疫共

沉淀是表观遗传学研究的主要内容。

发明内容

[0003] 有鉴于此，本发明提供一种解决或部分解决上述问题的组蛋白免疫共沉淀(ChIP)

试剂配方。

[0004] 为达到上述技术方案的效果，本发明的技术方案为：一种组蛋白免疫共沉淀

(ChIP)试剂配方，包含：

[0005] (1)进行蛋白-DNA交联和裂解细胞：用终浓度为1％甲醛溶液固定总数为1×107的

K562细胞，室温下放置10min，甘氨酸溶液中止反应；用预冷的PBS洗涤细胞两次，离心去上

清后加入1ml含蛋白酶抑制剂的SDS裂解液裂解细胞；

[0006] (2)超声断裂染色质：按优化好的条件(100W，每次超声10s，共5次，间隔30s)断裂

细胞裂解液中的染色质，4℃下离心后保留上清；

[0007] (3)免疫共沉淀：超声处理后的溶液中加入蛋白G-琼脂糖小珠进行预清除，离心后

吸取1％(v/v)上清留作Input溶液在剩余的上清中加入免疫共沉淀抗体，包括阳性对照抗

体(anti-RNA  Polymerase  II，1.0μg/管)、阴性对照抗体(normal  mouse  IgG，1.0μg/管)和

目的抗体(依抗体说明书推荐量：抗ac  H3抗体10μg/管，抗ac  H4抗体3μg/管)，在4℃摇床上

孵育过夜，次日溶液中加入蛋白G-琼脂糖小珠吸附免疫沉淀复合物，短暂离心后去上清，顺

次用低盐、高盐、氯化锂和TE缓冲液清洗蛋白G-琼脂糖小珠；

[0008] (4)免疫沉淀复合物洗脱：用洗脱缓冲液洗脱免疫沉淀复合物，同时在装有Input

溶液的管中加入相同体积的洗脱缓冲液；

[0009] (5)蛋白-DNA结合物解交联，释放DNA：加入5mol/L  Na  Cl溶液，65℃水浴孵育4-5h

或过夜；

[0010] (6)用DNA纯化柱回收DNA。

[0011] 本发明的有益成果为：本发明提供的一种组蛋白免疫共沉淀试剂配方，本发明的

方法在经过实例研究后。本发明的配方会综合被检测者基因型和组蛋白信息，通过复杂的

步骤保证试剂的质量。

具体实施方式

[0012] 为了使本发明所要解决的技术问题、技术方案及有益效果更加清楚明白，以下结
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合实施例，对本发明进行详细的说明。应当说明的是，此处所描述的具体实施例仅用以解释

本发明，并不用于限定本发明，能实现同样功能的产品属于等同替换和改进，均包含在本发

明的保护范围之内。具体方法如下：

[0013] Ch  IP的实验结果易受细胞数量多少、交联时长短超声片段大小、抗体的种类等多

种因素影响，所以在做Ch  IP实验时，必须做好实验对照，否则难以对实验结果的可靠性进

行判断。交联后的DNA最好被断裂成200-1000bp大小的片段，以便暴露目标蛋白，利于抗体

识别，超声波断裂染色质后，须按一定比例留取部分染色质溶液作为Input  DNA用作内对

照，用目的抗体沉淀蛋白-DNA复合物时，还应同时设立阳性抗体和阴性抗体对照，只有将目

的抗体的结果与阳性及阴性抗体的结果互相比，才能得到正确结论。本实验中我们选择试

剂盒厂家推荐的阳性和阴性抗体，Ch  IP实验结束时经PCR鉴定，证实Ch  IP实验获得成功。

在采用Ch  IP检测基因启动子区组蛋白修饰与转录关系的实验，Real-time  PCR分析DNA样

品时，考虑到目的抗体与非目的蛋白结合的可，还应设计一对引物扩增在实验对象中确定

不表达的基因的启动子片段作为阴性对照。本实验的荧光定量PCR分析结果显，与Gγ-和A

γ-珠蛋白基因启子相比，作为阴性对照的necdin基因启动子ac  H3、ac  H4水平低下，证实

本实验抗ac  H3和抗ac  H4抗体对目的蛋白-DNA复合物的特异性沉淀。

[0014] 详细的步骤为：

[0015] (1)进行蛋白-DNA交联和裂解细胞：用终浓度为1％甲醛溶液固定总数为1×107的

K562细胞，室温下放置10min，甘氨酸溶液中止反应；用预冷的PBS洗涤细胞两次，离心去上

清后加入1ml含蛋白酶抑制剂的SDS裂解液裂解细胞；

[0016] (2)超声断裂染色质：按优化好的条件(100W，每次超声10s，共5次，间隔30s)断裂

细胞裂解液中的染色质，4℃下离心后保留上清；

[0017] (3)免疫共沉淀：超声处理后的溶液中加入蛋白G-琼脂糖小珠进行预清除，离心后

吸取1％(v/v)上清留作Input溶液在剩余的上清中加入免疫共沉淀抗体，包括阳性对照抗

体(anti-RNA  Polymerase  II，1.0μg/管)、阴性对照抗体(normal  mouse  IgG，1.0μg/管)和

目的抗体(依抗体说明书推荐量：抗ac  H3抗体10μg/管，抗ac  H4抗体3μg/管)，在4℃摇床上

孵育过夜，次日溶液中加入蛋白G-琼脂糖小珠吸附免疫沉淀复合物，短暂离心后去上清，顺

次用低盐、高盐、氯化锂和TE缓冲液清洗蛋白G-琼脂糖小珠；

[0018] (4)免疫沉淀复合物洗脱：用洗脱缓冲液洗脱免疫沉淀复合物，同时在装有Input

溶液的管中加入相同体积的洗脱缓冲液；

[0019] (5)蛋白-DNA结合物解交联，释放DNA：加入5mol/L  Na  Cl溶液，65℃水浴孵育4-5h

或过夜；

[0020] (6)用DNA纯化柱回收DNA。

[0021] 本发明的有益成果为：本发明提供的一种组蛋白免疫共沉淀试剂配方，本发明的

方法在经过实例研究后。本发明的配方会综合被检测者基因型和组蛋白信息，通过复杂的

步骤保证试剂的质量。

[0022] 尽管已描述了本发明的优选实施例，但本领域内的技术人员一旦得知了基本创造

性概念，则可对这些实施例作出另外的变更和修改。所以，所附权利要求意欲解释为包括优

选实施例以及落入本发明范围的所有变更和修改。

[0023] 显然，本领域的技术人员可以对本发明实施例进行各种改动和变型而不脱离本发
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明实施例的精神和范围。这样，倘若本发明实施例的这些修改和变型属于本发明权利要求

及其等同技术的范围之内，则本发明也意图包含这些改动和变型在内。
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