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I.引言
染色质免疫沉淀(ChIP)是一种广泛使用的方法，用于鉴别与基因组某个区域有关的特异性蛋
白，反之，也可用于鉴定与特异性蛋白有关的基因组区域。这些蛋白可能是在特定氨基酸处修
饰的组蛋白异构体，或其它染色质相关蛋白。当采用可识别组蛋白修饰的抗体时，ChIP可用于
“测定”修饰的量。比如，在不同情况下乙酰化组蛋白H3和某特异性基因启动子结合量的变化
可能会改变该基因的表达。组蛋白不是唯一可采用这种技术研究的蛋白。近期关注的大部分内
容是分析在整个基因组或在特异性基因位点的转录因子分布。

当进行ChIP时，首先用甲醛固定细胞，使蛋白与DNA共价交联。然后，从细胞中获取染色质，进
行免疫选择过程；此过程要求使用特异性抗体。交联至目的蛋白的任何DNA序列将作为染色质
复合物的一部分共同沉淀。在染色质碎片免疫选择和相关DNA纯化后，检测特异性DNA序列。
如果要检测的DNA与目标蛋白或修饰的组蛋白相关，那么该DNA可以通过免疫沉淀过程增加
(或富集)。

一般说来，进行标准PCR的目的，是鉴别与目的蛋白有关的DNA序列(基因或基因组区域)。通
过蛋白特异性抗体分离的DNA序列的相对丰度，与使用对照抗体获得的DNA进行比较。DNA
在凝胶上运行，以便对PCR产物进行定量。标准PCR更准确的替代方法是实时定量PCR 
(RT-qPCR)。也可以通过ChIP实验进行序列克隆，以富集与特定蛋白发生相互作用的序列，创
建文库。染色质免疫沉淀+微阵列应用(ChIP-芯片)联合，是越来越受欢迎的一种新方法，可以
获得蛋白-DNA相互作用或组蛋白修饰的基因组范围图谱。

EZ ChIP™试剂盒包含成功进行哺乳动物细胞ChIP所需要的缓冲液和试剂。重要的是，EZ 
ChIP™也包含实验必需的对照品(抗RNA聚合酶II、正常小鼠IgG和对照引物)，以确保用户可
以成功进行ChIP分析。RNA聚合酶II负责进行蛋白编码基因的转录，因此，其存在于转录基因
的启动子区。人们认为甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)是一种管家基因，预估在大多数生长的
哺乳动物细胞中均会经历转录。当采用某种抗体对RNA聚合酶II进行染色质免疫沉淀时，会使
GAPDH基因(以及所有转录的基因)富集，而采用正常小鼠IgG进行的免疫沉淀则不会富集
GAPDH。然后打断DNA和相关蛋白之间的共价键；在进行PCR之前纯化DNA。关于DNA纯化，
EZ ChIP™试剂盒结合了由Mo Bio Laboratories公司生产的独特的聚丙烯离心柱。每个离心
柱含有专门活化的硅膜过滤器；这种过滤器可以从污染蛋白和其它细胞残渣中捕获和分离
DNA。在可溶性污染物经该过滤器离心后，洗涤该柱，然后将DNA在一种低盐缓冲液中洗脱。
结合缓冲液“A”、洗涤缓冲液“B”和洗脱缓冲液“C”均由Mo Bio Laboratories提供，均不含RNase
(核糖核酸酶)和DNase(脱氧核糖核酸酶)。由Mo Bio Laboratories公司提供的这种技术，可以进
行染色质DNA的快速纯化，无需苯酚-氯仿提取或乙醇沉淀。纯化的DNA采用对照引物进行PCR；
这种对照引物对GAPDH基因的启动子区具有特异性。
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试剂盒描述
数量：2个盒子，含有进行22染色质免疫沉淀(ChIP)分析必须的试剂。试剂盒中的试剂足够从
五个15-cm平板的细胞中获得染色质，每个平板均获得的染色质足够10次免疫沉淀。

贮藏和稳定性：收到后把各组分在标签指明的温度下贮藏。本手册第5页也指明了贮藏温度。
当按照指示贮藏时，试剂盒组分自运送日期起可稳定1年。

用途：EZ ChIPTM试剂盒含有优化哺乳动物细胞染色质免疫沉淀的试剂，且包括对照品，以确
保实验成功进行。试剂盒中提供的阳性对照抗体是RNA聚合酶II的小鼠单克隆抗体，可以检测
人类、小鼠、大鼠和酵母来源的RNA聚合酶II。阴性对照品是正常小鼠IgG，可以检测非特异性
反应。PCR对照引物是人GAPDH启动子的166个碱基对区域。尚未评价该引物在其它物种
DNA中的使用情况。在已经过免疫沉淀的染色质中，检测DNA区域、目的基因或启动子时，仍
必须由研究人员根据经验确定。推荐采用启动子特异性引物的PCR，进行富集DNA的检测和
分析。

EZ ChIPTM试剂盒含有所有成功进行染色质免疫沉淀分析必须的缓冲液和试剂,但必须谨慎
留意使用细节。认真遵照所有使用说明，特别是关于培养时间和温度的使用说明。

目录号17-295

目录号17-375

目录号17-245

目录号17-229

目录号16-157

目录号16-201

目录号17-610

目录号17-611

目录号17-408

目录号17-409

染色质免疫沉淀试剂盒
EZ-Zyme染色质配制试剂盒
乙酰化组蛋白H3免疫沉淀(ChIP)分析试剂盒
乙酰化组蛋白H4免疫沉淀(ChIP)分析试剂盒
蛋白A琼脂糖/鲑鱼精DNA

蛋白G琼脂糖/鲑鱼精DNA

Magna ChIPTM A染色质免疫沉淀试剂盒
Magna ChIPTM G染色质免疫沉淀试剂盒
EZ-Magna ChIPTM A染色质免疫沉淀试剂盒
EZ-Magna ChIPTM G染色质免疫沉淀试剂盒

关于Merck ChIP验证抗体的完整目录，
请访问网址www.merckmillipore.com并搜索“ChIP”。
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交联染色质
超声处理剪切染色质

免疫沉淀
     抗组蛋白
     抗转录因子

反交联
纯化DNA

检测
   定量PCR
   启动子微阵列

II.染色质免疫沉淀分析概述

A.染色质样品配制和免疫选择
细胞生长和甲醛处理：这种处理使蛋白与DNA交
联，确保DNA与目的蛋白共同沉淀。
细胞裂解和超声处理：使细胞破裂，进行超声处
理，把染色质剪切为可检测的尺寸。一般说来，
200-1000bp的DNA足够小，在检测过程中可以
达到高度分辨率。至关重要的是，通过凝胶电泳，
根据经验确定平均的碎片大小。
免疫选择：这一步骤与标准免疫沉淀非常类似；首
先加入一抗，然后加入蛋白G-结合琼脂糖珠。这
样可以富集目的蛋白及与之特异性结合的DNA。

B.DNA纯化和检测
DNA纯化：在65℃孵育时，蛋白-DNA反转交联；除
去染色质结合蛋白，纯化DNA，制备的DNA用于检
测步骤。
检测：由于可采用方法的多样性及PCR引物选择
的不同，该步骤是实验流程中最多变的步骤。对该
步骤，采用定量PCR可获得最有意义的结果。实时
定量PCR (RT-qPCR)是理想的，但这种方法需要
专门的PCR仪器。关于标准PCR，引物选择是至关
重要的，必须严格遵守以下指南进行设计：

24nt
60℃
50%
100-700碱基对

引物长度：
最佳Tm：
最佳GC：
扩增片段大小：

在标准PCR后，碎片在琼脂糖或聚丙烯酰胺凝胶上运行，根据情况对凝胶进行染色和成像。
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III. EZ ChIPTM试剂盒组分

A.所提供试剂盒的组分
(请注意贮藏温度)

于4℃贮藏：
封 闭 的C h I P 蛋 白G 琼 脂 糖 珠，目 录 号
16-201D。一个小瓶装有结合了1.5mg BSA
和约4.5mg重组蛋白G的琼脂糖珠1.5mL。
琼脂糖珠占比50%，最终体积3mL/小瓶。悬
浮于含0.05%叠氮化钠的TE缓冲液(pH 
8.0)中。液体悬浮剂。

ChIP稀释缓冲液，目录号20-153。一个小瓶，
24mL。

低 盐 免 疫 复 合 物 洗 涤 缓 冲 液 ，目 录 号
20-154。一个小瓶，24mL。

高 盐 免 疫 复 合 物 洗 涤 缓 冲 液 ，目 录 号
20-155。一个小瓶，24mL。

LiCl免疫复合物洗涤缓冲液，目录号20-156。
一个小瓶，24mL。

TE缓冲液，目录号20-157。两个小瓶，各
24mL。

0.5M EDTA，目录号20-158。一个小瓶，250
μL。

5M NaCl，目录号20-159。一个小瓶，500μL。

SDS裂解缓冲液，目录号20-163。一个小瓶，
10mL。

1M Tris-HCl，pH 6.5，目录号20-160。一个
小瓶，500μL。

10X甘氨酸，目录号20-282。一个小瓶，
11mL。

10X PBS，目录号20-281。一个小瓶，24mL。

于-20℃贮藏：
蛋白酶抑制剂混合物II，目录号20-283。两
个小瓶，各110μL 200X蛋白酶抑制剂混合
物II/DMSO溶液。

核糖核酸酶A，目录号20-297。一个小瓶，
600μg核糖核酸酶A/60μL无菌水溶液。

蛋白酶K，目录号20-298。一个小瓶，600μ
g蛋白酶K/60μL无菌水溶液。

1M NaHCO3，目录号20-296。一个小瓶，
600μL。

对照引物，目录号22-004。一个小瓶，75μL 
5μM每种对照引物，对人类GAPDH具有特
异性。

FOR(正向引物)：
5'-TACTAGCGGTTTTACGGGCG-3’；
REV(逆向引物)：
5'-TCGAACAGGAGGAGCAGAGAGCGA-3'

RNA聚合酶II抗体，目录号05-623B。一个
小瓶，25μg抗RNA聚合酶II抗体，克隆号
CTD4H8。

正常小鼠IgG，目录号12-371B。一个小
瓶，25μg正常小鼠IgG。

在室温下贮藏。
20% SDS，目录号20-280。一个小瓶，242
μL 20% SDS。

旋转过滤器，目录号20-290。一袋，22个旋
转过滤器 + 接收管。

接收管，目录号20-291。一袋，22个接收管。

结合试剂A，目录号20-292。一个小瓶，
25mL结合试剂A。

洗涤试剂B，目录号20-293。一个小瓶，
12.5mL洗涤试剂B。

洗脱试剂C，目录号20-294。一个小瓶，
1.5mL洗涤试剂C。
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B．未提供的实验所需物料
试剂

细胞，根据实验系统所需刺激或处理
染色质免疫沉淀的目的蛋白抗体
37%甲醛或粉状甲醛，用于配制新鲜
的18.5%溶液(请参见附录B)
Taq DNA聚合酶
dNTPs，各2.5mM
不含脱氧核糖核酸酶和核糖核酸酶的
无菌H2O

设备
涡旋震荡器
混旋仪
计时器
不同容量(5-1000μL)移液管 + 吸头
微量离心机
可变温度水浴锅
细胞刮棒
超声仪
微量离心管，1.5mL
PCR仪
PCR管，0.2mL
带滤芯的吸头 

IV. 染色剂免疫沉淀方案
A.交联和裂解
实验之前准备：

在装有20mL生长培养基的150mm培养皿中培养贴壁的哺乳动物细胞，长到80%-90%
的密度。如果有必要，则进行刺激或处理。
          对于HeLa细胞，约为1-2x107个细胞。获得的染色质可用于10次免疫沉淀实验(根据细 胞
         和实验类型而不同)。
          包括一个额外的培养皿，单独用于细胞数预估。
将PBS (请参见第3步)和培养皿放在冰块上(请参见第6步)。
对每个150mm培养皿，配制42mL 1X PBS(4.2mL 10X PBS和37.8mL水)，放在冰上保
存，用于洗涤。
使SDS裂解缓冲液回温至室温，以确保SDS溶解，再进行细胞裂解。
取出蛋白酶抑制剂混合物II，在室温下解冻，用于第3步和第13步。这种产品含DMSO，在
18.4℃以下保持冷冻状态。

1.在20mL培养基中，加入550μL 37%甲醛(或1.15mL新鲜18.5%甲醛)进行交联，轻轻旋
涡培养皿混匀。
终浓度为1%。使用高质量甲醛。如果甲醛已过生产商提示的有效期，则不得使用。在每次实
验之前，配制新鲜的甲醛，请参见附录B。

2.在室温下培养10分钟。
无需震荡细胞。

3.同时，把2mL冷的1XPBS等分分装到管子里，每个管子对应一个平皿。每毫升1XPBS中加入
5μL蛋白酶抑制剂混合物II，把管子放在冰上保存待用。
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4. 在每个培养皿中加入2mL of 10X甘氨酸，淬灭未反应的甲醛。
5. 旋涡混匀，在室温下培养5分钟。
6. 把培养皿放在冰上保存。
7. 抽吸培养基，除去尽可能多的培养基，小心不得打乱细胞。
8. 加入20mL冷1X PBS，洗涤细胞。
9. 除去PBS，重复PBS洗涤，第8步和第9步。
10.在培养皿中加入含1X蛋白酶抑制剂混合物II的PBS 2mL (在第3步中配制)。
11.把每个培养皿的细胞刮到管子里
12.在4°C下按700 x g离心2-5分钟，沉淀细胞。
13.离心过程中，在每毫升 SDS裂解缓冲液中，加入5μL蛋白酶抑制剂混合物II，配制裂解缓冲 液。

每1x107 HeLa细胞，推荐使用1mL SDS裂解缓冲液。如果使用不同的细胞浓度，则进行相应
调整。因为裂解缓冲液与细胞密度比对于细胞裂解非常重要。

14.去掉上清。(在这一步骤中，细胞沉淀可在-80℃冷冻)。
15.使细胞沉淀再悬浮于含1X蛋白酶抑制剂混合物II的1mL SDS裂解缓冲液中。
16.在300-400μL/微量离心管之间进行等分分装。(在这一步骤中，裂解产物可在-80℃冷冻。)
17.如果已确定超声处理的最佳条件，继续进行至B节。否则，请参见附录A。

B.超声处理断裂DNA
在操作开始之前：
首先确定把交联DNA剪切为约200-1000个碱基对的最佳条件。请参见附录A中的实例。确定
最佳剪切条件，继续进行下面的步骤。

1. 如有需要，取A节第16步的细胞裂解产物5μL，进行未剪切DNA的琼脂糖凝胶分析。
如果A节第16步的细胞裂解产物之前已冷冻，那么在冰上解冻。

2. 在湿冰上对细胞裂解产物进行超声处理。
  采用Cole Parmer高密度超声处理器/超声发生器(50瓦型)——配置一个2mm吸头且设置为
30%的最大功率，在湿冰上用4-5套10秒脉冲破碎HeLa细胞(细胞浓度1x107/mL)/SDS
裂解缓冲液，获得适当长度的DNA片段。请参见图A(第10页)。

    保持细胞裂解产物冰上保存。超声处理产生热量，可使染色质变性。
3. 4℃，10,000 x g-15,000 x g的离心力离心10分钟，以除去不溶物质。
4. 如有需要，取出5μL剪切的DNA进行琼脂糖凝胶分析。

要配制DNA溶液进行凝胶分析，遵守附录A第7步中的方案。
5. 100μL裂解液，取上清液加到新的离心管中。

每100μL裂解液含有1x106细胞，足够进行一次免疫沉淀。
被剪切的交联的染色质可在-80℃下储存2个月。
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C. 交联蛋白/DNA的免疫沉淀(IP)
在实验开始之前：

取出蛋白酶抑制剂混合物II，在室温下解冻，用于第3步。这种产品含DMSO，在<18.4℃下
保持冷冻状态。

1.配制免疫沉淀数所需要的、含蛋白酶抑制剂的足量稀释缓冲液，并在冰上储存。
每次免疫沉淀要求加入900μL稀释缓冲液和4.5μL蛋白酶抑制剂混合物II。
免疫沉淀应包括阳性对照(RNA聚合酶II抗体)、阴性对照(正常小鼠IgG)和目的抗体(实验
者提供)。推荐实验者使用与目的抗体同一物种的阴性对照IgG。

2.根据要做的免疫沉淀实验的数量，将含有100μL已剪切的交联染色质(B节，第5步)的微量离
心管，放在冰上保存。如果染色质之前已冷冻，则放在冰上解冻。
如果同一染色质要进行多次免疫沉淀实验，那么把多次免疫沉淀实验所需的总体积放在一
个可容下1.1mL体积的大试管中。
每100μL应含有约1x106细胞的染色质。

3.在含有100μL染色质的管中，加入900μL含蛋白酶抑制剂混合物II的稀释缓冲液。
如果同一次染色质要进行多次免疫沉淀实验，根据免疫沉淀实验的次数，确认含蛋白酶抑制
剂混合物II的稀释缓冲液体积。

4.每次免疫沉淀，加入60μL蛋白G琼脂糖。
蛋白G琼脂糖是50%的浆体。在移液管吸取之前，通过倒转而轻轻混匀。
这一步骤用于“预先清洗”染色质，即除去可能与蛋白G琼脂糖非特异性结合的蛋白质或
DNA。
如果同一次染色质要进行多次免疫沉淀实验，根据免疫沉淀实验的次数，确认蛋白G琼脂糖
的体积。

5.在4℃下，旋转培养1小时。

6.通过短时间离心(3000-5000 x g，离心1分钟)，沉淀琼脂糖珠。
蛋白G琼脂糖珠不得高速离心。应用过高的g-离心力，可能使小珠压碎或变形，沉淀不一致。

7.取10μL (1%)上清液作为input，在4℃下保存，至D节第1步。
如果根据本方案同时检测不同的染色质溶液，那么每种染色质溶液中取1%作为input。

8.收集剩余的上清液，等分成1mL到每个新的离心管中。弃去琼脂糖沉淀。

9.在上清液部分中加入免疫沉淀抗体：
阳性对照品——RNA聚合酶抗体，每管加入1.0μg抗体。
阴性对照品——正常小鼠IgG，每管加入1.0μg抗体。
用户提供的抗体和对照品，每管加入1-10μg抗体。适当的抗体量须根据经验确定。

10.在4℃下，旋转培养过夜。
也可以减少免疫沉淀的培养时间。这取决于许多因素(抗体、基因靶标、细胞类型等)，应根据
经验进行试验。

11.每个免疫沉淀反应中加入60μL蛋白G琼脂糖珠，在4℃下旋转培养1小时。
用于收集抗体/抗原/DNA复合物。

12.通过短时间离心(3000-5000 x g，离心1分钟)，沉淀蛋白G琼脂糖珠，取上清液部分。
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13.按下面列出的顺序，洗涤蛋白G琼脂糖-抗体/染色质复合物。使琼脂糖珠重悬于1mL冷的缓
冲液中，并旋转孵育3-5分钟，随后短时间离心(3000-5000 x g，离心1分钟)，小心除去上
清部分：
a.低盐免疫复合物洗涤缓冲液(目录号20-154)，洗涤一次
b.高盐免疫复合物洗涤缓冲液(目录号20-155)，洗涤一次
c.LiCl免疫复合物洗涤缓冲液(目录号20-156)，洗涤一次
d.TE缓冲液(目录号20-157)，洗涤两次

D. 蛋白/DNA复合物的洗脱
在开始本节实验之前：

使1M NaHCO3恢复至室温。刚拿出来时可能观察到沉淀，只要达到室温，沉淀即溶解。可以
涡旋1M NaHCO3。
设置水浴至65℃，以便用于E节。

1.配制洗脱缓冲液用于所有免疫沉淀的管子和所有input的管子 (请参见C节第7步)。
对每个管子，按照如下方式配制200μL洗脱缓冲液：10μL 20% SDS，20μL 1M NaHCO3，
和170μL无菌蒸馏水。

2.或者，配制所有管子所需的的总体积。例如，如果有10个管子，一起混合105μL 20% SDS、
210μL 1M NaHCO3和1.785mL无菌蒸馏水。

3.在input管子中 (请参见C节第7步)，加入200μL洗脱缓冲液，于室温下搁置，直至E节操作。

4.在含有抗体/琼脂糖复合物的每个管子中，加入100μL洗脱缓冲液。轻弹试管混匀。

5.在室温下培养15分钟。

6.通过短时间离心(3000-5000 x g，离心1分钟)，使琼脂糖珠沉淀；收集上清液，放在新的
离心管中。

7.重复第4-6步，合并洗脱液(总体积=200μL)。

E．蛋白/DNA复合物与游离DNA的反交联
1.在所有管子(IPs和Inputs)中，加入8μL 5M NaCl，在65℃下培养4-5小时或培养过夜，

使DNA-蛋白反交联。在这一步骤后，样品可以在-20℃下贮藏，该方案持续至下一天。

2.在所有管子中，加入1μL核糖核酸酶A，在37℃下培养30分钟。

3.在每个管子中，加入4μL 0.5M EDTA、8μL 1M Tris-HCl和1μL蛋白酶K，在45℃下培养
1-2小时。
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F．采用离心柱进行DNA纯化
1.对E节的每个样品管，取1个离心过滤柱和一个接收管。

2.在每200μL DNA样品管(IPs和Inputs)中，加入1mL结合试剂“A”，混匀。
每1体积样品，应使用5体积的结合试剂“A”。
可能观察到沉淀产生。不会干扰这一步骤。

3.取600μL样品/结合试剂“A”混合液，移至离心过滤柱中。

4.在不小于10,000 x g且不超过15,000 x g的离心力下离心30秒。

5.从接收管中取出离心过滤柱，保留接收管，弃去液体。
如果在第2步中形成沉淀，可能在接收管底部观察到；不会干扰这一步骤。

6.把离心过滤器放回到同一接收管中。

7.取来自第2步骤的剩余600μL样品/结合试剂“A”混合液，移至离心过滤柱中，重复第4-6步。

8.在接收管的离心过滤柱中，加入500μL洗涤试剂“B”。

9.在不小于10,000 x g且不超过15,000 x g的离心力下离心30秒。

10.从接收管中取出离心过滤器，保留接收管，弃去液体。

11.把空的离心过滤器放回到同一接收管中。

12.在不小于10,000 x g且不超过15,000 x g的离心力下离心30秒。

13.弃去接收管和液体。

14.把离心过滤柱放入一个干净的接收管中。

15.把50μL洗脱缓冲液“C”，直接加到白色离心过滤器膜的中心。

16.在不小于10,000 x g且不超过15,000 x g的离心力下离心30秒。

17.取出并弃去离心过滤柱。接收管中的洗脱液现为纯化DNA。可立即进行分析，或在-20℃下
冷冻贮藏。

G．对照品的PCR
选项1：标准终点PCR
注意：推荐过滤式吸头用于本节实验，以便尽量减少污染风险。

1.根据实验的样品数，标记适当数量的0.2mL PCR管，放在冰上保存。
用本试剂盒中提供的对照引物进行PCR，至少4份DNA样品：阳性和阴性对照抗体免疫沉淀
管子、input的管子和“无DNA”的管子(作为DNA污染的对照)。
对照引物对GAPDH基因具有特异性。对来自其它物种的DNA，推荐实验者设计适当的特异
性引物(采用第4页所述指南)，并根据经验确定PCR反应条件。
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2.在PCR管中，加入2μL适当的DNA样品，并放回冰上保存。

3.在冰上的每个PCR反应管中，加入适量的试剂，首先加入H2O，最后加入Taq聚合酶，如表I所示。
推荐实验者采用Hot-Start Taq聚合酶。如果用户没有采用Hot-Start Taq聚合酶，在初始变
性步骤后，必须在每个管中加入Taq。
如果配置反应混合物，需配制足够多用于一个管子的试剂量，以弥补在分装过程中的损失。

试剂
DNA

H2O

10X PCR缓冲液
2.5mM dNTP

对照引物
Taq (5U/μL)

1次反应的
体积(μL)

2.0

13.2

2.0

1.6

0.8

0.4

4.把PCR反应管放在热循环仪中。

5.启动下述PCR反应程序：

初始变性
变性
退火
延伸
最终延伸

94℃
94℃
59℃
72℃
72℃

3分钟
20秒
30秒
30秒
2分钟

总共重复32次。

6.取出PCR管。反应物可在-20℃下贮藏。

7.取出每种PCR反应物10μL，采用4%琼脂糖凝胶电泳(采用100bp DNA marker)进行分析。 
GAPDH阳性对照品PCR产物的预期大小是166个碱基对。请参见图B(如下)的举例。

选项2：实时定量PCR
1.在实时定量PCR仪的平板中，加入2μL样品(对每份ChIP样品，推荐重复三次qPCR反应)。

2.如表II所示，配制反应混合物，需配制足够多用于一个管子的试剂量，以弥补在分装过程中的

损失。

3.在2μL样品中，加入23μL qPCR混合物。

4.使用盖子或光学胶带密封平板，开始qPCR反应。

表I，PCR试剂体积
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表II，qPCR试剂设置和运行参数

1次反应的qPCR试剂组装：

ddH2O
SYBR®-Green主混合物 
引物混合物
总计

9.5μL
12.5μL
1μL
23μL

qPCR参数：

初始变性，94℃，10分钟
变性，94℃，20秒
退火和延伸：60℃，1分钟

总共重复50次。

该PCR反应由下述一个或多个美国专利涵盖：4,683,202、4,683,195和4,889,818，由Cetus 
Corporation发布，为Hoffman-LaRoche Molecular Systems, Inc.所有并许可。购买EZ ChIP™试剂盒
并不赋予使用这些专利所涵盖PCR过程的许可。在进行PCR之前，该产品买方必须获得使用这种PCR过程的
许可。

图A.DNA超声处理

来自甲醛交联HeLa细胞的、剪切的和未剪切的染
色质，按照EZ ChIP方案的A节(所有步骤)和B节
(第1-4步)以及附录A(第7-11步)进行配制。然
后，20μL未剪切(泳道1)和剪切(泳道2)染色质，
经2%琼脂糖凝胶电泳，并用溴化乙锭染色。泳道
2显示大部分DNA已剪切至200-1000bp长度。

图B.染色质的PCR分析免疫沉淀

染色质免疫沉淀是采用来自HeLa细胞的染色质及
抗RNA聚合酶II(目录号05-623)或正常小鼠IgG
(目录号12-371)作为免疫沉淀抗体进行的。然后
采用GAPDH启动子特异性对照引物，通过PCR法
分析DNA。在使用RNA聚合酶II抗体的ChIP(泳道
3)中观察到PCR产物，未在正常小鼠IgG 的ChIP
(泳道2)中观察到。GAPDH启动子特异性DNA也
是在input(泳道4)中观察到，未在“无DNA”PCR对
照(泳道1)中观察到。
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将交联DNA剪切成200-1000碱基对长度的最佳条件，取决于细胞类型、细胞浓度和超声仪
的型号，包括电源设置和脉冲时间及脉冲数。优化超声处理的方法可能包括：
      i. 在超声处理参数保持不变情况下，改变初始细胞裂解缓冲液中每mL细胞的浓度
      ii. 选择细胞裂解缓冲液的每mL细胞固定浓度，改变超声处理的周期和/或电源设置
      iii. 两种方法合并

下面列出的方案说明了按照选项(i)的情况优化，仅作为示例。

V.附录A：DNA超声处理优化

1. 遵照A节第1-16步获得细胞裂解产物，但改变第15步中单位细胞量的细胞裂解缓冲液体
积，以获得含有不同细胞浓度的3支离心管，浓度范围为5x106/mL至4-5x107/mL。关于
HeLa细胞，要求约4x107细胞当量，或约4个15cm平板。继续遵照细胞裂解程序至第16
步，根据下表调整每个样品的浓度。每支离心管含有约500μL细胞裂解产物。

细胞裂解缓冲液的体积 细胞密度 需要的细胞数
500µL

500µL

500µL

5 x 106/mL

2 x 107/mL

4-5 x 107/mL

2.5 x 106

1 x 107

2.5 x 107

2. 确保随时把样品放在湿冰上保存。
超声处理会产生热量，此热量可能使染色质变性。

3. 在超声处理之前，从每种条件中取出1x105细胞，用于分析未剪切DNA。

4. 根据仪器生产商指南，确定每种细胞浓度，超声处理每个离心管固定的周期数，在各周期
之间的静息期。例如，使用Misonix3000仪器和#419微针探头，使用6次15秒脉冲，在
各次脉冲之间有50秒静息期，电源设置为6。随时保持各试管冰上保存。

5. 从每种条件的离心管中取出经超声处理染色质的1x105细胞(20µL、5µL、2µL，从最小到
最大浓度样品)，放在一个新的试管中。

6. 在所有样品(未剪切和剪切)中，加入ChIP稀释缓冲液至最终体积50µL。

1. 加入1µL核糖核酸酶A(10mg/mL，实验者提供)，在37℃下培养30分钟。

2. 加入1µL蛋白酶K，在62℃下培养2小时。

3. 采用100bp DNA marker，在1%-2%琼脂糖凝胶上样10µL和20µL。
选择不同的上样量，有助于避免上样量过低和过高。

选项1：
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4.观察哪种剪切条件可获得在200bp-1000bp范围内的DNA条带。请参见图A(第10页)的举例。

5.如果结果表明DNA不在预期的大小范围内，则重复优化剪切条件。一旦确定最佳条件，建议用
户不要改变每支离心管的细胞浓度或裂解产物体积，以便进行后续染色质免疫沉淀实验。

选项2：

1.加入1µL蛋白酶K，在62℃下培养2小时。

2.在每50μL染色质样品管中加入0.25mL结合试剂“A”，混匀。
对每1体积样品，应使用5体积的结合试剂“A”。
可能观察到沉淀产生。不会干扰这一步骤。

3.将样品/结合试剂“A”混合液，移至离心过滤柱中。

4.在不小于10,000 x g且不超过15,000 x g的离心力下离心30秒。

5.从接收管中取出离心过滤柱，保留接收管，弃去液体。
如果在第2步中形成沉淀，可能在接收管底部观察到；不会干扰这一步骤。

6.把离心过滤器放回到同一接收管中。

7.在接收管的离心过滤器中，加入500μL洗涤试剂“B”。

8.在不小于10,000 x g且不超过15,000 x g的离心力下离心30秒。

9.从接收管中取出离心过滤柱，保留接收管，弃去液体。

10.把离心过滤柱放回到同一接收管中。

11.在不小于10,000 x g且不超过15,000 x g的离心力下离心30秒。

12.弃去接收管和液体。

13.把离心过滤柱放入一个干净的接收管中。

14.把50μL洗脱缓冲液“C”，直接加到白色离心过滤器膜的中心。

15.在不小于10,000 x g且不大于15,000 x g的离心力下离心30秒。取出和弃去离心过滤柱。
该洗脱液含有纯化的DNA。

16.采用100bp DNA marker，在1%-2%琼脂糖凝胶上样10µL和20µL。
选择不同的上样量，有助于避免上样量过低和过高。

17.观察哪种剪切条件可获得在200bp-1000bp范围内的DNA条带。请参见图A(第10页)的举
例。

如果结果表明所得DNA不在预期的大小范围内，则重复优化剪切条件。一旦确定最佳条件，建议
用户不要改变每支离心管的细胞浓度或裂解产物体积，以便进行后续染色质免疫沉淀实验。
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VI.附录B：新鲜18.5%甲醛的配制
这一配方是用粉状甲醛配制新鲜的18.5%甲醛，以便在EZ ChIPTM实验中立即使用。进行这一

程序时，采用适当的安全措施。

1.在一个50mL锥形塑料管中，加入4.8mL蒸馏水。

2.加入0.925g多聚甲醛。

3.加入35µL1N KOH。

4.用盖子盖紧管子，放在一个装有约200mL水的400-600mL玻璃烧杯中。

5.对烧杯 + 管子进行微波处理，直至烧杯中的水开始沸腾。

6.取出烧杯，涡旋锥形管，直至多聚甲醛开始溶解。

7.重复第5步和第6步，直至多聚甲醛完全溶解。这一步骤需要重复几次。

8.在冰上贮藏至冷。

9.立即使用。

参考文献：
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交联

细胞裂解

染色质
剪切

加入一抗

加入蛋白
G琼脂糖

洗涤

洗脱

交联反转

交联不足或交联太过

细胞裂解不充分

超声处理不足/或太过
由于样品过度加热引

起蛋白变性
抗体不能识别在固定

染色质中的蛋白

染色质不足或太多

孵育时间不足

没有加入足够的琼脂
糖珠

不正确的抗体
种属或亚型

洗涤时间不足
在吸取缓冲液过程中，

将琼脂糖珠吸走
洗脱不完全

温度错误；
时间不足

可能需要根据经验确定适量甲醛和适当交联时间。在固定
甲醛浓度时进行交联时间调整和/或固定交联时间进行甲
醛浓度调整。
提示：组蛋白可能不需要交联，因为它们与DNA结合紧密。
重要的是，每个细胞浓度有足量的裂解缓冲液。遵照本说明
书中的指南进行操作。取10µL细胞裂解液通过显微镜观
察，检查细胞裂解液中是否有完整的细胞。
遵照附录A，以获得适当大小的DNA。
在超声处理过程中，把样品放在冰上保存。缩短时间，增加
样品超声处理的次数。
选择针对抗原不同表位的抗体。如有可能，选择经验证适合
进行ChIP的抗体。
降低甲醛固定的量或减少甲醛固定的时间。
采用固定量的染色质，对抗体系列稀释进行免疫沉淀实验，
或反之。
      在4℃下，目的蛋白的抗体与染色质孵育过夜。
      选择具有更高亲和力的不同抗体。
   将免疫沉淀下来的蛋白进行WB检测，确保抗体可使目的
抗原免疫沉淀。
蛋白G琼脂糖珠是悬浮于缓冲液中的。随着时间延长，琼脂
糖珠会沉淀于管子底部。在取出适当体积进行免疫沉淀之
前，确保蛋白G琼脂糖珠混匀。
检查抗体的种属或亚型是否可以结合蛋白G。IgM或鸡Ig不
推荐用蛋白G。
增加每种洗涤缓冲液的洗涤次数。
     在吸取缓冲液之前，确保在上清液中没有琼脂糖珠。
     在推荐的g离心力下离心。
采用pH试纸检查1M NaHCO3的pH约为9。如果不是，请重
新配制新鲜溶液。
     蛋白-DNA交联在65℃下反转。需要至少4小时。
      交联太过可能导致不可逆的反应。固定甲醛浓度，选择适
     合的固定时间，和/或固定时间，选择适合的甲醛浓度。  

步骤 可能的问题 实验建议

VII.染色质免疫沉淀优化和故障排除
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PCR 退火温度或扩增条件
不正确

引物设计的不好
无PCR产物

PCR产物是smear

RNA聚合酶II抗体和
小鼠normal IgG 免
疫沉淀获得的PCR产

物没有量的差异

确保在热循环仪上正确设置扩增反应程序。
再次检查引物是否有正确的Tm。

对基因组DNA进行PCR，确保引物和扩增条件在预期大小的
位置出现DNA条带。

遵照在“染色质免疫沉淀分析概述，B节”中的引物设计的建议。
在PCR反应中不同程度地增加DNA的量。
增加扩增反应的周期数。
在PCR反应中不同程度地减少DNA的量。
使用HotStart Taq聚合酶，以避免引物的非特异性退火。
减少DNA扩增的周期数。在PCR线性扩增阶段对其产物进行
分析的是十分重要的，这样可以测定启始DNA量的差异。
按照实验操作步骤，确保免疫沉淀实验中抗体和染色质的用
量是适当的。太多的抗体和/或染色质可能引起非特异性结合
增加。
用水稀释DNA，降低PCR反应中的DNA量。

步骤 可能的问题 实验建议
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