[bookmark: _GoBack]PH284 线虫pull down实验方案
线虫裂解：
1. 从-80度取出冷冻保存的虫子（200ul/管，共2管），向每管冰冻的线虫中加入1倍体积的RIPA裂解液，上下翻转使之解冻。
2. 加入300µl x 0.7mm灭菌的锆珠 ，隔30s振荡30s，进行20次重复。冰浴30min。
3. 用移液枪将液体转移到新的离心管中，13000rpm，4℃离心10min，收集上清液至于新的离心管，继续13000rpm，4℃离心30min。小心吸取上清液至于新的离心管中。

[bookmark: OLE_LINK1]线虫GFP pull down：
1.	每个Pull-down 使用25ul的GFP-Trap@-A beads，根据要做的免疫沉淀数按比例放大。
2.	用500ul冰预冷的稀释buffer平衡株子，2500rpm，4度离心2min，弃上清。再用500ul的稀释buffer。重复该步骤2-3次。
3.	用稀释缓冲液将裂解产物稀释至同等体积（500ul）。
4.	向稀释的裂解产物中加入平衡后的珠子，4℃冷库旋转结合4小时。2500rpm，4度离心2min. 弃上清。
5.	用500ul的预冷的洗涤buffer洗涤beads 4次。
6.  加入50 μl 0.2 M 甘氨酸 pH 2.5洗脱结合蛋白（振荡30s），离心。将上清液转移至新的管子中，加入5 μl 1M Tris base (pH 10.4)，中和。
7．重复步骤6洗脱并分开收集目的蛋白。
8、加入40ul的稀释buffer重悬beads。
9、将收集得到的蛋白和洗涤后的beads至于-20度冰箱保存备用。


试剂：
RIPA buffer：10mm Tris/HCl PH7.5, 150mmNaCl，0.1%SDS, 1%TritonX-100, 5mmEDTA, 1X Protease inhibitor cocktail，1mmPMSF.
稀释buffer： 10mm Tris/HCl PH7.5, 150mmNaCl， 0.5mmEDTA, 1X Protease inhibitor cocktail，1mmPMSF.
[bookmark: OLE_LINK2]洗涤buffer：10mm Tris/HCl PH7.5, 300mmNaCl， 0.5mmEDTA, 1X Protease inhibitor cocktail，1mmPMSF.
