1. 试剂盒的准备。
a. 含抑制剂裂解液的配制。每个样品200-400条虫子，使用200μl含抑制剂裂解液用于裂解以及600μl含抑制剂裂解液用于洗涤。Lysis Buffer：Protease Inhibitor Cocktail (100X)=100:1，放置在冰浴或4ºC。现用现配。
b. TBS的配制。将TBS (10X)用超纯水水稀释至1X。 
c. 磁珠的准备。由于磁珠储存在特殊保护液中，所以需要在加入样品前适当洗涤。 
(a)轻轻吹打重悬磁珠，按照每600μl样品使用24μl磁珠悬浊液比例，取适量磁珠至一洁净离心管中， 加入TBS至最终体积为约0.5ml。
(b)轻轻吹打重悬磁珠。置于磁力架上分离10秒，去除上清。重复上述步骤两次。 
(c) 按照初始体积的量，用TBS重悬磁珠。 
e. SDS-PAGE Sample Loading Buffer (1X)的配制。取适量SDS-PAGE Sample Loading Buffer (5X)用水稀释5倍。

2. 细胞或组织样品的裂解和准备。
样品裂解后宜立即进行后续的免疫沉淀或免疫共沉淀，如果不能立即进行后续的实验，可以-20ºC或-80ºC冻存，但冻融可能会影响蛋白与蛋白的相互作用。所有的样品裂解步骤宜在冰浴或4ºC操作，以尽量减少蛋白降解的可能性。样品准备好后，
液氮冷冻后加入含抑制剂裂解液200μl，吹打裂解后12000×g在4ºC离心3-5分钟，取上清，即可进行后续的免疫沉淀和免疫共沉淀等。注意取20ul作为Input或Total，以用于后续的Western等检测。

3. 抗体与Protein A+G磁珠的结合。
a. 抗体的准备。用TBS 1:500稀释mCherry-Tag Mouse Monoclonal Antibody抗体，配制成抗体工作液（可回收重复使用5-10次）置于冰上备用。使用Normal Mouse IgG配制相同稀释比的IgG工作液，以用于去除非特异性结合或作为阴性对照。
b. 抗体吸附。将准备好的Protein A+G磁珠进行磁性分离，吸除上清，加入500μl抗体工作液或正常IgG工作液，重悬后在室温翻转混合仪上翻转孵育15分钟-1小时。注：也可以直接在步骤1d的Protein A+G磁珠中加入适量抗体或正常IgG进行孵育。 
c. 洗涤。加入500μl的TBS，用移液器轻轻吹打重悬Protein A+G磁珠。置于磁力架上分离10秒，去除上清。重复洗涤三次。 按照初始体积的量，用TBS重悬Protein A+G磁珠。注：孵育和洗涤过程中，如果磁珠发生聚团或呈片状属正常现象，不会影响实验结果。

4. 免疫沉淀(Immunoprecipitation, IP)。 
a. 去除非特异性结合(可选做)。步骤3中准备的结合了正常Normal Mouse IgG的Protein A+G磁珠与样品4ºC孵育1小时后磁性分离，上清样品用于后续实验。本实验步骤的目的是去除与正常IgG产生非特异性结合的蛋白。 
b. 样品与结合了抗体或正常IgG的Protein A+G磁珠孵育。按照每500μl蛋白样品加入20μl磁珠悬浊液的比例加入结合了抗体或正常IgG的Protein A+G磁珠，置于侧摆摇床或旋转混合仪上，室温孵育2小时或4ºC孵育过夜。 
注1：孵育过程中，如果磁珠发生聚团或呈片状属正常现象，不会影响实验结果。 
注2：也可先将适量抗体或正常IgG与样品室温孵育1-2小时或4ºC孵育过夜后，再加入10-20μl磁珠悬浊液室温孵育1小时。 可以提高抗体与抗原的结合效率，并降低磁珠与样品接触的时间，从而提高沉淀产物的特异性。
c. 磁分离。孵育完毕后，置于磁力架上分离10秒，去除上清。注：可保留部分上清液，用于检测免疫沉淀的效果。 
d. 洗涤。加入0.5ml的含抑制剂裂解液，用移液器轻轻吹打重悬磁珠。置于磁力架上分离10秒，去除上清。重复使用含抑制 剂裂解液洗涤三次。
注：也可以通过检测洗涤得到的液体的OD280来判断是否洗涤完全，若OD280大于0.05，应适当增加 
洗涤次数。

5. 洗脱。
SDS-PAGE上样缓冲液洗脱法。本方法为变性法，得到的蛋白样品适合SDS-PAGE电泳或Western检测。 
(a) 每20μl原始磁珠体积的磁珠，加入100μl SDS-PAGE Sample Loading Buffer (1X)，95ºC加热5分钟。 
(b) 置于磁力架上分离10秒，取上清即可用于SDS-PAGE电泳或Western检测。 

