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m6A RNA
(m6A Dot bloting )

PXM6A-D10

洗涤缓冲液（10×） 100 ml 4℃

抗体稀释液 100 ml 4℃

封闭液

（奶粉溶于 1×洗涤缓冲

液）

奶粉 10 g 4℃

一抗 10 ul -20℃

二抗 10 ul -20℃

显影液 A 5 ml 4℃

显影液 B 5 ml 4℃

本产品仅供科研使用。公司官网：http://gzzhuanyan.com/

http://gzzhuanyan.com/
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m
6
A 修饰是哺乳动物中最丰富的 RNA 表观修饰，同时也是第一个研究相对

清楚 的 RNA 表观修饰，其将表观遗传学的研究从基因组层面（DNA 和组蛋白

的修饰）推向 到 RNA 层面，是生物学中的一个重要研究前沿和研究热点。

此品非常适合对各种细胞、组织、哺乳动物、真菌、细菌、植物、 血浆

和血清 等样本中提取的总 RNA 和 poly A 富集的 RNA，进行 RNA 甲基化总

修饰水平的定 量分析。
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1.

1.1 使用 Dynabeads® mRNA 纯化试剂盒从总 RNA 中分离 mRNA 。对于一次

斑 点印迹分析，我们建议纯化至少 20 μg 的总 RNA。

1.2 用 NanoDrop 测定纯化的 mRNA 的浓度，用 RNase-free 水将 mRNA 连

续稀释 至 50 ng/ μ l、10 ng/ μ l 和 2 ng/ μ l。
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2.

2.1 在 95 °C 下变性连续稀释的 mRNA，以加热 3 分钟破坏 RNA 的二级结

构。

2.2 变性后立即冰浴以防止 mRNA 二级结构的重新形成。

2.3 将 2 μ l mRNA 直接滴到针对核酸转移优化的 Hybond-N+ 膜上。在

Stratalinker 2400 UV Crossl inker 中将 mRNA 与膜交联两次，使用

Autocross l ink 模式 (1,200 微焦 [x100]；25-50 秒)。

2.4 将膜放入干净的洗涤盒子中，并加入 5-10 ml 洗涤缓冲液洗涤膜， 室

温下轻 轻摇动 5 分钟，以洗去未结合的 mRNA。

2.5 将膜在 5-10 ml 封闭缓冲液中室温孵育 1 小时，同时轻轻摇动。

2.6 将膜与 1 ml 抗体稀释缓冲液中 (抗 m6A 抗体，1:250 稀释) 在 4 °C

下轻轻摇动孵育过夜。

2.7 用 5 ml 洗涤缓冲液洗涤膜 3 次，每次 5 分钟，同时轻轻摇动。

2.8 将膜与山羊抗兔 IgG-HRP (1:10,000 稀释；20 ng/ml) 在 10 ml 抗体

稀释缓冲液中室温孵育 1 小时，同时轻轻摇动。

2.9 在 10 ml 洗涤缓冲液中轻轻摇动膜，洗涤四次，每次 10 分钟。

2.10 将膜与 1 ml 显影液 (A+B 预先混合) 在黑暗中室温孵育 5 分钟。

请注意 ，添加的显影液溶液的体积取决于膜的大小 。建议每平方厘米膜使

用 0.125 毫升显影液溶液。
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2.11 用保鲜膜包裹膜并曝光适当的曝光时间。

2.12 冲洗胶卷 (或者凝胶成像仪)。

1. 所有的耗材须用无 RNA 酶的耗材。本试剂盒的试剂均进行过去 RNA 酶

处理。

2. 所有操作尽量在冰上进行，以减少 RNA 的降解。
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