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染色质免疫共沉淀超声波破碎条件的研究
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摘要：意在找出拟南芥幼苗适宜的染色质免疫共沉淀(ChIP)超声波破碎的条件，为后期抗体的沉淀提

供适当大小的片段。以拟南芥(Columbia ecotype)幼苗为材料，用1％浓度甲醛的缓冲液交联DNA和蛋

白质，利用超声波将其染色质随机断裂成适当大小的片段。结果表明，适用于拟南芥幼苗的最佳ChIP

试验条件为：用1％甲醛溶液交联DNA和蛋白质的复合物；用65％功率，每次工作20 S，间隔4 min，8次

破碎该复合物，可以得到400～800 bp大小的片段，用于后续的试验。经本实验的研究得到了拟南芥幼

苗染色质免疫共沉淀超声波破碎的最佳条件，为后续实验奠定了基础。
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Abstract：This study intended to identify suitable ultrasonic conditions of ChIP which would provide

appropriate fragments for the precipitation of antibody in Arabidopsis seedlings(Columbia ecotype)．

Arabidopsis thaIiana tissues were fixed with 1％concentrations formaldehyde for protein to DNA cross-linking，

sonicated to shear the DNA into fragments of appropriate size．The results showed that the optimal sonication

conditions for ChIP of Arabidopsis thaliana seedlings turned out to be 8 rounds of 20 seconds each time at 65％

power，interval of 4 rain each time which was sufficient to obtain 400—800 bp size DNA fragments for the

subsequent experiment．Suitable ultrasonic conditions of ChIP were identified throu【gh the present study．It laid

the foundation for the subsequent experiments．

Key words：Arabidopsis thaliana；chromatin immunoprecipitation；sonication conditions；formaldehyde

crosslinking

0引言

蛋白质和DNA之闻的相互作用对于许多细胞功

能来说是必不可少的，转录被转录因子间的动态关联

或基因调控区域内的目标DNA序列的染色质修饰所

控制。这些关联被DNA的修饰(CpG核苷酸的甲基

化)【11，组蛋白翻译后修饰。叫和组蛋白变体的参入c51所
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调控。这些变化通常被称为表观遗传修改。这些修改

构成一个遗传密码被效应蛋白所解读来开启、关闭或

微调转录吲。

目前，研究DNA．蛋白质相互作用的技术方法有

多种，但研究体内状态下的方法仅有染色质免疫共沉

淀技术(Chromatin Immunoprecipitation，CHIP)[7-8]。染

色体免疫共沉淀是基于体内分析发展起来的方法，在

体内分析蛋白质一DNA的相互作用，它可以定位蛋白

的DNA作用位点，研究单个启动子的改变以及在整个

基因组水平分析转录因子的分布图谱。近年来，此技

术经过不断的发展和完善，特别是与DNA芯片和分子

克隆技术相结合，可用于高通量的筛选已知蛋白因子

的未知DNA靶点和研究反式作用因子在整个基因组

上的分布情况。此技术应用于研究转录因子与DNA

的结合p。121，是近几年才发展起来的。ChIP与其他方法

的结合，扩大了其应用范围：ChiP与基因芯片相结合

建立的CHIP．chip方法已广泛用于特定反式因子靶基

因的高通量筛选””；ChIP—seq是将ChIP与测序技术相

结合，在全基因组范围内检测DNA组蛋白修饰的高通

量方法，可以应用到任何基因组序列的物种，并能确切

得到每一个片段的序列信息"】。ChIP与体内足迹法

相结合，用于寻找反式因子的体内结合位点u5，；

RNA—ChIP用于研究RNA在基因表达调控中的作

用”61。ChIP—chip技术已经被广泛应用于研究转录因

子在整个基因组中的信号网络“”，染色质修饰机制在

基因组中的调控【l 81，DNA的复制，修复以及修饰[19】，基

因的转录与核运输口州等诸多方面。ChIP．seq越来越广

泛的应用到DNA与互作蛋白分析。该技术的主要困

难在于测序完成后对海量数据的分析口”。

染色质免疫沉淀技术的原理是：在生理状态下把

细胞内的DNA与蛋白质交联在一起，通过超声或酶处

理将染色质切为小片段(200～1000 bp，400～800 bp最

佳)后，然后通过目的蛋白特异性抗体沉淀此复合物，

将与目的蛋白相结合的DNA片段沉淀下来。通过对

目的片段的纯化和检测，从而获得蛋白质与DNA相互

作用的信息。甲醛可以用来蛋白质与DNA、RNA、蛋

白质之间的交联。经Ricardi等021研究甲醛交联的最

适浓度为1％，Ricardi所用的破碎番茄的超声波破碎

程序是用15％功率，每次工作10 S，5次破碎染色质与

DNA的复合物。目前，已报道的超声波破碎绝大部分

都是针对培养的细胞，Sharma等旺如对Hela细胞

(2×107)的超声波破碎条件是共破碎6～8次，每次10 S，

至DNA片段为1000～1500 bp。Bowler等瞳41对植物细

胞的破碎条件是每次破碎10 S，共4次，功率5％，可以

得到500～2000 bp的片段。很少有直接对植物组织进

行超声波破碎的，并且还没有对超声波破碎条件各个

影响因素进行系统研究的报道。

总体来说，随着ChIP技术的广泛应用，如何优化

ChIP技术来得到更多的与蛋白互作的DNA信息成为

迫切需要解决的问题，目前对于染色质免疫共沉淀超

声波破碎的条件摸索缺乏系统而全面的研究，尤其是

对于整个植株超声波破碎条件的摸索更是欠缺。得到

合适大小的片段是后续进行染色质免疫共沉淀的基

础，它影响着抗体与片段结合的效率，直接关系到最后

得到与特定蛋白质作用的DNA片段的信息量的大小，

本实验意在探索得到拟南芥幼苗最佳染色质片段大小

的超声波破碎条件，以便暴露目标蛋白，利于抗体识

别，为后续的ChIP做好铺垫，更好的提高ChIP的效

率。为拟南芥染色质免疫共沉淀技术的应用奠定良好

的基础。

1材料与方法

1．1材料

野生型拟南芥(Columbia ecotype)在本实验室的培

养房和人工气候箱中培养。以MS培养基为基质，温

度控制在2l～23℃，每目光照时间为8h，暗培养时间为
16 h，光照强度为2000 Ix，培养室相对湿度为70％。在

培养皿里生长15天后，选择长出2~4片真叶的籽苗。

Miracloth购自美国CALBIOCHEM公司，蛋白酶

抑制剂Complete protease inhibitor cocktail(Roche．cat．

No．04693116001)超声波破碎仪型号是Misonix

Sonicator 4000。

1．2方法

1．2．1组织的收集和固定取0．8 g新鲜组织到50 mL

的离心管中，收集的时间在40～60 min，然后在50 mL

的离心管中交联组织，加入MC buffer 25 mL(0．1 M蔗

糖，10 mmol／L磷酸钠pH 7，50 mmol／L氯化钠)，1％的

甲醛溶液，在真空冰上进行，10 min后释放真空。混匀

组织，然后重新放入真空中10 min(组织必须没入缓冲

液中，不能漂在表面)。加入2．5 mL甘氨酸终止交联，

来回颠倒混匀，真空放置2 min。用MC buffer洗涤3

次(25 mL／次)，然后在液氮中迅速冷却(组织在这一步

可以保存在一800C)。

1．2．2核分离和染色质剪断在液氮中彻底磨碎组织。

转移粉末到50 mL的离心管中，加入20 mL M1 buffer

(10 mmol／L磷酸钠pH 7，0．1 mol／L氯化钠，1 M 2一甲

基．2，4一戊二醇，10 mmoUL p-巯基乙醇，每50 mL溶解

一片蛋白酶抑制剂)，之后用Miracloth过滤悬浮液到

50 mL的离心管中(整个过程都在冰上进行)，加5 mL
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M1 buffer冲洗网孔，便于收集完全。收集到将滤液
1000 g，40C离心20 min。用5 mL M2 buffer(10 mmol／L

磷酸钠pH 7，0．1 M氯化钠，l M 2．甲基．2，4．戊二醇，

10 mmol／L伊巯基乙醇，10 mmol／L氯化镁，0．5％

Triton X．100，每50 mL溶解一片蛋白酶抑制剂)洗涤沉

淀5次，1000 g，40C离心10 min。然后用5 mL M3 buffer

(10 mmol／L磷酸钠pH 7，0．1 M氯化钠，10 mmoFL伊巯

基乙醇，每50 mL溶解一片蛋白酶抑制剂)洗涤1次，

1000 g，40C离心10 rain。最后用500止Sonic buffer

(10 mmol／L磷酸钠pH 7，0．1 mol／L氯化钠，0．5％

Sarkosyl，10 mmol／L EDTA，每50 mL溶解一片蛋白酶

抑制剂)重悬沉淀以备下一步的超声波破碎使用。

2结果与分析

2．1超声波破碎条件功率大小的摸索

图1A表明功率为40％时，得到的弥散条带集中在

2000 bp以上；而功率为60％时，即加大了破碎功率后，

发现得到的弥散条带虽然仍然在2000 bp以上，但是条
带已经开始向2000 bp集(图1B)。

当功率加大到80％，在进行到第5个循环的时候

被破碎的样品颜色开始变黑，并且超声波破碎仪的声

音很刺耳，这时候不论是对样品还是超声波破碎仪的

损害都很大。

如图1所示，随着超声波破碎功率的增大，破碎得

到的片段会越小，但增加到一定程度时(80％)，要破碎

的样品颜色会发黑，并且功率越大，破碎时产生的热量

越多，当产生的热量不能及时散去，蛋白质就会变性，

严重影响后期CMP的效率。随着每次破碎时间的延

长，破碎时产生的气泡就会增多，所以每次破碎的时间

不宜太久。

2．2 2次超声波破碎之间间隔时间的摸索

随着间隔时间的延长，超声波破碎得到的弥散条

带开始向2000bp集中，由图2A可以看出在间隔2min

2000 bp

1000 bp

750 bp

500bp

250bp

100 bp

A B

M：DL2000DNAmarker；破碎条件A：功率40％，10 s／次，共5次，每次间

隔lmin；破碎条件B：60％，10 s／次，共5次，每次间隔1rain

图1超声波破碎功率大小的摸索

时，弥散的条带除了一部分在2000 bp以上，还有一部

分条带集中在500—2000 bp之间。当时间间隔到3 min

时(图2B)，大部分弥散条带都集中在250-2000 bp之

间。但是当超声波破碎间隔的时间增加到4 min时

(图2C，5号泳道)，条带的大小变化不是很明显，而超

声波破碎间隔的时间增加到5 mill时(图2C，6号泳

道)，弥散条带大部分开始集中在100-2000 bp之间，

并且在100-250 bp之间的片段较多。如图2所示，随

着间隔时间的加长，破碎得到的片段越小，并且变化很

明显。推测这是因为随着间隔时间的加长，每次超声

波破碎时产生的气泡会消失的越多到最后基本没有气

泡，并且破碎时产生的热量能及时散去。当破碎的间

隔时间到达4 min时，已经覆盖了ChIP后续实验所需

要的片段长度(图2)。

2000 b

1000 b

750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

A
B C

M：DL2000DNAmark盯：破碎条件C：功率60％，10 s／次，共8次，

每次间隔2min；破碎条件D：60％，10 s／次，共8次每次间隔3rain；

破碎条件E：60％，10 s／次，共8次，5号泳道每次间隔4min，

6号泳道每次间隔5 min

图2超声波破碎间隔时间的摸索

2．3每次超声波破碎次数的摸索

为了缩小弥散条带的范围，稍微加大了破碎的功

率，提高了每次破碎的时间，结果发现当破碎条件为功

率65％，15 s／次，共8次，每次间隔4rain时(图3A)，条

带开始集中在500—1500 bp之间。然后为进一步缩小

条带范围，再次提高了每次破碎的时间，超声波破碎条

件为65％，20 s／次，共8次，每次间隔4 min。结果发现

条带大部分都集中在400～800 bp之间。达到了做染
色质免疫共沉淀的最佳片段长度要求。

3讨论

组织收集的时间要尽量缩短，大概控制在40～

60 min之间，防止组织枯萎，影响后续的实验。甲醛交

联使DNA与蛋白质形成复合物的步骤是非常重要

的。甲醛能有效的使蛋白质．蛋白质，蛋白质．DNA，蛋

白质．RNA交联，形成生物复合体，防止细胞内组分的
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、I ? M K 长时，产生的热量不能及时的散去，就会引起蛋白质变

2000 b

1000 b

750 bp

500 bp

250 bp

100bp

M：DL2000DNAmarker；破碎条件F：功率65％，15 s／次，共8次，每次间

隔4mill；破碎条件G：65％，20 s／次，共8次，每次间隔4rain

图3超声波破碎每次破碎时间的摸索

重新分布。甲醛的交联反应是完全可逆的，这样才便

于反交联之后对DNA和蛋白质进行分析。拟南芥交

联所用的甲醛终浓度为l％，甲醛的浓度太低则不能使

蛋白质与DNA充分交联，当甲醛浓度更高时反而不起

作用，这可能是因为高浓度的甲醛不能很好地解交联

或者抑制了叶绿体的降解，导致与叶绿体连在一起的

细胞核中的染色质难以纯化【231。交联时间为20 min。

交联时间如果过长，细胞染色质难以用超声波破碎，会

影响ChIP结果，而且实验材料也容易在离心的过程中

丢失。交联时间如果过短，则交联不完全，产生假阴

性。甲醛的交联反应随时可被加入的甘氨酸终止。

拟南芥染色质交联后经超声波破碎可被切成

400～800 bp的片段(用琼脂糖凝胶电泳检测)，以便暴

露目标蛋白，利于抗体识别。超声波是使用机械力断

裂染色质，容易引起升温或产生泡沫，这都会引起蛋白

质变性，进而影响ChIP的效率。所以在超声波断裂染

色质时，要在冰上进行，且要设计时断时续的超声程

序，保证低温。另外，超声探头要尽量深入管中，但不

接触管底或侧壁，以免产生泡沫。总超声时间也不要

太长，以免蛋白降解。

超声波破碎主要是利用超声波空化产生的极大压

力造成细胞壁破裂，同时利用超声波震动作用加强胞

内物质的溶解、释放。超声波功率较低时不能使细胞

完全破碎，得到的片段太大不利于后续抗体的结合。

超声波破碎的功率太大，产生的热量太多，会导致蛋白

质变性。超声波破碎的次数不宜太多，反复破碎的次

数太多会易引起蛋白质变性。每次超声波破碎的时间

也要适宜，每次超声波的时间太短，则蛋白与DNA的

复合物不能得到充分的破碎，时间太长，则产生的泡沫

太多，虽然破碎时样品放置在冰上，但当破碎的时间太

性，不能进行后期的研究。经本实验研究，每2次超声

波破碎的间隔时间的长短是影响得到的片段大小的重

要因素，在一定范围内，随着破碎间隔时间的延长，得

到的片段大小有着最明显的变化。

综上所述，超声波破碎功率的大小，超声波破碎的

次数，每次超声波破碎的时间和2次超声波破碎之间

间隔的时间都会影响破碎得到的片段大小，进而影响

后期抗体沉淀的效率。相对于以往对超声波破碎条件

的简单描述，本研究首次对拟南芥幼苗超声波破碎的

条件进行了系统而全面的研究，得到的超声波破碎条

件适用于拟南芥幼苗，在别的植物中是否适用目前还

没研究。并且超声波破碎仪的类型不同，破碎的条件

会有相应的调整，比如有的仪器不能设置中间超声波

破碎的间隔时间，这样每破碎一次就需要手动把样品

放置在冰上一段时间，然后再进行下一步的操作。但

是可调整的变量和大概的调控范围是基本相同的。可

以根据摸索的条件做一个相应的调整。另外超声波在

破碎样品的时候声音非常刺耳，超声波在介质中传播

时，介质质点震动的频率很高，因而能量很大而且容易

集中，方向性又强，所以对物质产生强大作用。这样强

大的能量是人体不能承受的，长期处于超声波环境之

下，就会对人体，特别是精密器官产生损害，所以在进

行超声波破碎的时候，要在消音箱内进行。相对于以

往对细胞培养得到的细胞来进行破碎来讲，形态结构

复杂、具有器官分化的高等植物的破碎更为困难。

Ricardi等口21对番茄的超声波破碎片段大小是200～

1000 bp，已经达到了抗体沉淀的有效范围。
4结论

本实验以拟南芥幼苗为材料进行染色质免疫共沉

淀超声波破碎条件的摸索，结果表明，适用于拟南芥幼

苗的最佳C}lIP试验条件为：用1％甲醛溶液交联DNA

和蛋白质的复合物；用65％功率，每次工作20 S，间隔

4 min，8次破碎该复合物，这时可以得到400～800 bp范

围的DNA片段，用于后续的试验。为得到更多的

DNA与蛋白质相互作用的信息提供了条件，也为染色

质免疫共沉淀技术的应用奠定了基础。
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