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R1802

一、

m6A甲基化免疫沉淀

EpiTM m6A immunoprecipitation kit

试剂盒

产品概述

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Epi™ m6A Immunoprecipitation Kit 通过优化抗体-磁珠定向偶

联策略，实现 m6A抗体的高密度固定化，结合梯度洗脱体系和双链

特异性纯化技术，可有效降低非特异性吸附，确保高效捕获 m6A修

饰片段。通过 meRIP从样本中富集�m6A修饰片段，随后可通过RT-

q PCR或测序进行定量分析，得到 m6A

N6-甲基腺苷（N6-methyladenosine，m6A）是真核生物中 mRNA

上最丰富的 RNA修饰，调控着超 80%的 RNA 代谢过程。其在干细胞

分化、肿瘤发生、神经退行性疾病等关键生物学过程中发挥分子开

关作用。

修饰水平。
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二、试剂盒组分 

12T试剂盒：（12次IP反应 or 6次 m6A IP + 6次IgG IP反应） 

24T试剂盒：（24次IP反应 or 12次 m6A IP + 12次IgG IP反应） 

 

组分 保存温（℃） 

Box -1 RT 

Box -2 4 

Box -3 -20 

 

Box-1  组分 12T 24T 
保存温

（℃） 

10×RNA Fragmentation buffer A 120µL 240µL RT 

Stop buffer 120µL 240µL RT 

Lysis buffer 1200µL 2400µL RT 

纯化柱 24 个 48 个 RT 

Binding Buffer 5.3mL 10.6mL RT 

prep Buffer 4.8mL 9.6mL RT 

wash Buffer  16.8mL 33.6mL RT 

 

Box-2  组分 12T 24T 
保存温

（℃） 

Protein A/G magnetic beads 150µL 300µL 4 

1×IP Buffer 12mL 24mL 4 

5×IP Buffer 1200µL 2400µL 4 

LS Buffer 12mL 24mL 4 

HS Buffer 12mL 24mL 4 

 

Box-3  组分 12T 24T 
保存温

（℃） 

m6A antibodies 30µL 60µL -20 

IgG antibodies 24µL 48µL -20 

*本试剂盒不包含无核酸酶水（DEPC水/RNase free water）、75% 乙醇、无水

乙醇、RNA酶抑制剂，需自备。 
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1.1.1 Protein A/G magnetic beads 室温平衡 10min，涡旋混匀后，瞬

离；取 12.5 μL Protein A/G magnetic beads 放磁力架上，待澄清

后，弃上清； 

1.1.2 加入 200 μL1×IP Buffer 清洗磁珠，待澄清后，弃上清； 

1.1.3 重复一次【步骤 1.1.2】； 

1.1.4 用 200 μL 1×IP Buffer 重悬磁珠，短暂离心 1 s； 

1.1.5 加入 2.5 μL m6A antibodies 混匀后 4 ℃旋转 6 h  

1.2 阴性对照 IgG antibodies

三、操作流程

注意：

A.如果提取的总 RNA 有 DNA 污染，推荐先用 DNase I 消化；

B. 建议使用>100 µg 总 RNA，或>3 µg 纯化后的 mRNA*进行

meRIP 实验。

C. 如果测序，建议使用>20 µg 总 RNA。

1. 免疫沉淀磁珠的准备

1.1 m6A antibodies 免疫沉淀磁珠准备：

免疫沉淀磁珠准备： 

1.2.1 按【步骤 1.1.1-1.1.4】准备阴性对照的免疫沉淀磁珠，在

（步骤 1.1.5）加 2 µL 对照 IgG antibodies； 

1.2.2 至此阴性对照的免疫沉淀磁珠准备完成。 
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2. RNA 片段化 

准备工作： 

A. 设置 PCR 仪程序设置 70℃，6 min（热盖 105℃）； 

2.1 取 100 μg 总 RNA 至 5 份 PCR 管中，分 5 份打断； 

2.2 每管加入 20 μg 总 RNA，补水至总体积 18 μL； 

2.3 加 2 μL 10× RNA Fragmentation buffer A，涡旋混匀，并短暂离心

3 s； 

2.4 将 PCR 管放入已预热至 70℃的 PCR 仪孵育 6 min（热盖

105 ℃）； 

2.5 待反应完成立即向每管中加入 2 µL Stop buffer，涡旋混匀，并短

暂离心 1 s； 

2.6 将管子置于碎冰（或 4℃冰盒）上，终止反应。 

3. 片段化后 RNA 纯化  

3.1 5 管 PCR 管合并至 1.5 mL EP 管中，共 110 µL； 

3.2 合并样本中加入 220 µL Binding Buffer，加入 330 µL 的无水乙

醇，上下颠倒混匀，瞬离，转移至纯化回收柱中，室温静置 2 

min，10000 g，离心 30 s，弃滤液； 

3.3 加入 700 µL wash Buffer，10000 g 离心 30 s，弃滤液； 

3.4 12000 g 离心 2 min；去除滤膜中残留的 wash Buffer； 

3.5 把纯化回收柱套至新的 1.5 mL EP 管中，加入 100 µL 无核酸酶

水，室温静置 2 min； 
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3.6 12000 g 离心 2 min，收集 RNA； 

3.7 取 4.5 µL RNA 标记 RNA input（10%）； 

3.8 剩余 95 µL 进行 RNA 免疫沉淀处理。 

4. RNA 免疫沉淀 

4.1 （步骤 1.1.5--m6A antibodies 免疫沉淀磁珠）和（步骤 1.2.2--IgG 

antibodies 免疫沉淀磁珠）的两份磁珠，分别置于磁力架上，去上

清； 

4.2 加入 200 μL 1×IP Buffer，清洗磁珠，去上清； 

4.3 重复一次（步骤 4.2）； 

4.4 分别加入 100 μL 5×IP buffer，5 µL RNA 酶抑制剂（可选泽加或

不加）； 

4.5 分别加入 45 µL（步骤 3.8）的 RNA 样本（45 µL 进行 m6A 免疫

沉淀，45 µL 进行 IgG 免疫沉淀）； 

4.6 分别补水至 500 µL 后混匀，封上封口膜，4℃旋转 6 h。 

5. IP 后 RNA 纯化回收 

5.1 反应结束后，放磁力架上，去上清； 

5.2 加入 500 µL LS Buffer，震荡混匀后 4℃旋转 10 min，放磁力架

上澄清，去上清； 

5.3 重复一次（步骤 5.2）； 

5.4 加入 500 µL HS Buffer，混匀后 4℃旋转 10 min，放磁力架上澄

清，去上清； 
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5.5 重复一次（步骤 5.4）； 

5.6 往磁珠加入 100 µL Lysis buffer，混匀后室温放置 5 min； 

5.7 放磁力架上，待液体澄清后，转移上清至新的 EP 管； 

5.8 取出的上清中加入 200 µL Binding Buffer、300 µL 无水乙醇，盖

盖上下颠倒混匀，短暂离心 3s； 

5.9 转至 RNA 纯化柱中，室温静置 2 min ，10000 g 离心 30s，弃滤

液； 

5.10 加入 400 µL prep Buffer，10000 g 离心 30 s，弃滤液； 

5.11 加入 700 µL wash Buffer，10000 g 离心 30 s，弃滤液；  

5.12 12000 g 离心 2 min，去除滤膜中残留的 wash Buffer； 

5.13  将纯化柱套在新的 EP 管上，加入 31 µL 无核酸酶水，室温静

置 3 min； 

5.14  12000g 离心 2 min，收集 RNA。



 

科研顾问 微信公众号 

微信扫一扫 

了解更多前沿咨询 

 

广州表观生物科技有限公司 
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