
Immuno-précipitation	(IP)		





1-	Diluer	100	µg	de	protéines	totales	dans	
	un	volume	final	de	500	µl	de	tampon	d’IP	

2-	Ajouter	2	µg	de	l'anticorps	de	la	
	protéine	à	immunoprécipiter		et	mettre	

sous	agitation	toute	la	nuit	à	4°C.	

3-	la	Protéine	G	sepharose	ou		
Éventuellement	Protéine	A	sepharose		

selon	la	nature	de	l’anticorps			

4-	Incuber	2	h	sous	agitation	à	4°C.		5-	Centrifuger	1	min	à	5	000	g,	ôter	
	délicatement	le	surnageant	et	reprendre	

	dans	500	µl	de	tampon	IP.	
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6-	Western-Blot.	
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IMMUNO-PRÉCIPITATION	(IP)	
		
Le	tampon	utilisé	est	identique	à	celui	de	l’extraction	pour	western	blot.	
		
Ø  Diluer	100	µg	de	protéines	totales	dans	un	volume	final	de	500	µl	de	tampon	d’IP.	Ajouter	2	

µg	de	l'anticorps	de	la	protéine	à	immunoprécipiter	et	mettre	sous	agitation	toute	la	nuit	à	
4°C.	

Ø  Le	lendemain	matin,	préparer	la	solution	avec	la	Protéine	G	sepharose	ou	éventuellement	
Protéine	A	sepharose	selon	la	nature	de	l’anticorps.	

Ø  Ajouter	50	µl	(jusqu’à	100	µl)	de	Protéine	G	sepharose	par	IP	pour	avoir	un	culot	d’une	taille	
suffisante	à	manipuler	(entre	25	et	50	µl).	Incuber	2	h	sous	agitation	à	4°C.	

Ø  Centrifuger	1	min	à	5	000	g,	ôter	délicatement	le	surnageant	et	reprendre	dans	500	µl	de	
tampon	IP.	

Ø  Prélever	le	surnageant	et	congeler	ou	faire	migrer	directement	dans	un	gel	SDS	PAGE.	



Ø  Révéler	avec	un	anticorps	dirigé	contre	la	protéine	co-immunoprécipitée.	

Ø  Eventuellement	 faire	 un	 second	 western	 blot	 avec	 la	 protéine	 immunoprécipitée	 :	 cela	
permet	de	s’assurer	que	les	variations	de	la	protéine	co-immunoprécipitée	ne	sont	pas	dues	
à	des	variations	quantitatives	de	la	protéine	qui	sert	à	l'IP.	




