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提供核酸和蛋白的整体研究方案



实验前的准备

提供核酸和蛋白的整体研究方案

1、在正式实验前，建议先通过WB检测预期的猎物蛋白的本底表
达量，如果表达水平太低，pulldown后可能检测不到而误判成假
阴性结果，建议样本中过表达后在尝试，同时也可以借此判断样
本中蛋白是否已发生降解。

2、如果没有WB条件或需求，亦可以通过考染判断蛋白提取质量。



探针扩增质控
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1、扩增好的DNA探针通过凝胶电泳，判断扩增是否完全；

2、注意：未标记的DNA探针作为对照组，生物素标记的DNA 
作为实验组。



Pulldown后WB
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1、pulldown后通过WB检测猎物蛋白，若实验组能检
测到猎物蛋白目的条带，而对照组没有，说明该蛋
白能与诱饵DNA特异性结合；若都没有检测到，说明
该蛋白不能与诱饵DNA结合。



提供核酸和蛋白的整体研究方案

银染和质谱鉴定

1、银染通常作为质谱送样上机前的质控，检测pulldown后蛋白液的质量，或
在知道预期蛋白大小的前提下切胶送质谱，减少杂蛋白的干扰；

2、在质谱结果中挑选候选蛋白时，建议选择IP组中iBAQ较高，且与研究方向
相关的蛋白，如鉴定到的蛋白太多需要缩小选择范围，可以考虑优先选择实
验组特有蛋白；

3、质谱在上机前会将蛋白酶解成肽段，而高丰度的肽段很可能会掩盖掉低丰
度肽段的信号峰，因此质谱无法保证一定能鉴定到某一个或某一类蛋白；

4、由于磁珠也可以富集到一些可以与之结合的蛋白，而且蛋白丰度都比较低，
肽段信号被掩盖的情况有时候反而没有实验组那么多，因此可能最终鉴定出
来对照组的特异性蛋白比IP组还要多，这也是很正常的情况。



质谱鉴定
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1、如图所示，我司质谱鉴定会将“对照组特有蛋白”、“实验组特有蛋白”、“共有蛋白”从data中
挑出并单独制成表“蛋白分组及注释.xlsx”，包含蛋白功能注释、iBAQ等重点信息；

2、例图中“Unique.DZ”即对照组特有蛋白列表，“Unique.SY”即实验组特有蛋白列表，“common”
即共有蛋白列表，实际sheet名称可能会根据项目不同有所变动。



质谱鉴定
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表头信息如“Accession”等具体含义，总表中均有
解释，文件路径如图所示，也可以百度一下，由于版
面限制就不赘述了。
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