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01/产品概述

Hyperactive Universal CUT&Tag Assay Kit for Illumina Pro (TD904)是针对Illumina高通量测序平

台定向开发的用于研究蛋白质-DNA相互作用的试剂盒。CUT&Tag (Cleavage Under Target & 
Tagmentation)技术是一种研究蛋白质-DNA相互作用的新方法，使用Protein A/G融合的转座酶，

在抗体引导下精准靶向目的蛋白，并在目的位点附近进行DNA的片段化。TD904对转座酶及提取

方式进行定向优化，特异性回收被片段化的DNA，实现CUT&Tag技术兼容目的核酸序列的qPCR
定量检测。试剂盒中所有试剂都经过严格的质量控制和功能验证，最大程度上保证了文库构建的

稳定性和重复性。

03/保存条件

2 ~ 8℃保存，根据不同目的地调整运输方式。

04/适用范围

本产品适用于TD904试剂盒获得的基因组中目的DNA片段的qPCR定量检测。

01/
    02

02/产品组分

Stop Buffer

组分

60 μl

TD904-C1
(12 rxns)

05/自备材料

抗体：一抗、二抗；

蛋白酶抑制剂，推荐使用Roche Complete Protease Inhibitor EDTA-Free Tablets (Sigma-Aldrich 
#5056489001)；
CUT&Tag试剂：Hyperactive Universal CUT&Tag Assay Kit for Illumina Pro (Vazyme #TD904)；
qPCR检测试剂：ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix (Vazyme #Q711)；
                            Taq Pro Universal SYBR qPCR Master Mix (Vazyme #Q712)；
qPCR引物*：DNA Spike in Primer F (10 μM)；
                      DNA Spike in Primer R (10 μM)；
                      Positive Control Primer F (10 μM)；
                      Positive Control Primer R (10 μM)。
其他材料：ddH2O、低吸附EP管、PCR管、旋转混合仪、磁力架、PCR仪、qPCR仪等。

*引物序列见06-1/关于样本制备的说明。

 



06/注意事项
本产品仅供科学研究使用，不得用于临床医学诊断及其他非合理用途。

◇

◇ 

 qPCR定量检测体系中的模板为被片段化的DNA，需经过TD904试剂盒处理。

进行qPCR定量检测的样本中需添加DNA Spike-in，校正组间差异，DNA Spike-in添加方

式如下：

◇ 经DNA释放步骤处理后的片段化DNA不能用于CUT&Tag文库构建，DNA释放过程的高

温处理会导致9 bp gap端的接头从DNA片段上脱落，因此无法进行后续建库。若需要同

时进行CUT&Tag文库构建和qPCR定量检测，方法如下：

方案一：增加测试样本复孔数量，一部分复孔用于CUT&Tag文库构建，另一部分复孔经

DNA释放步骤处理后用于qPCR定量检测。

方案二：ddH2O重悬DNA Extract Beads Pro后，取其中一部分进行扩增，构建CUT&Tag
文库，另一部分经DNA释放步骤处理后进行qPCR定量检测。需注意进行CUT&Tag文库

构建时，因模板体积减少，模板需使用ddH2O补齐至15 μl后进行文库扩增，同时适当提高

扩增循环数。

◇ 细胞投入量较低时，建议使用方案一进行qPCR定量检测。低细胞投入量有效模板相对

较少，导致CT值偏大，若采用方案二进行qPCR检测，有效模板减半导致CT更大，数据

不稳定。

▲ 使用方案二同时进行CUT&Tag文库构建与qPCR定量检测时，DNA提取后可使用20 μl ddH2O重悬

DNA Extract Beads Pro，取10 μl 重悬后的DNA Extract Beads Pro构建CUT&Tag文库，取10 μl重
悬后的DNA Extract Beads加入5 μl Stop Buffer经DNA释放步骤处理后，根据需要检测的基因数量

添加适量RNase-free ddH2O(5 - 10 μl)，混匀后用于qPCR定量检测。切勿添加过多RNase-free ddH2O，

导致有效模板浓度过低，CT值偏大。

◇

◇ 

◇ 

 实验中建议设置阳性对照组与阴性对照组，且细胞投入量应与测试样本一致；

阳性对照推荐使用样本中表达丰度较高的组蛋白(如H3K4me3)，用于验证实验是否成

功，阴性对照推荐使用非特异性抗体IgG，用于数据处理。阴性对照也可使用不加入一

抗而正常加入二抗和转座子的实验组，根据实验需要，自行选择阴性对照的使用方式。

Positive Control是针对人源细胞中组蛋白H3K4me3定向设计的qPCR引物，不适用于其他

物种。Positive Control序列如下：

Positive Control Primer F: GTTTAACTTCGCTTCCGCTGG
Positive Control Primer R: CCCGAACCGTCAGAAAAGAGT

▲

▲

▲

TD904试剂盒中提供的DNA Spike-in浓度为5 ng/μl，推荐添加量为1 pg/100,000细胞。

需根据实际细胞投入量将DNA Spike-in梯度稀释后添加，如1 pg/100,000细胞，100 fg/ 
10,000细胞，10 fg/1,000细胞，1 fg/100细胞。

DNA Spike-in的qPCR引物序列如下：

DNA Spike in Primer F: GCCTTCTTCCCATTTCTGATCC
DNA Spike in Primer R: CACGAATCAGCGGTAAAGGT

06-2/关于同时进行CUT&Tag文库构建和qPCR定量检测的说明

06-1/关于样本制备的说明
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06-3/关于数据处理的说明

统计实验组、对照组、阴性对照组中目的基因与DNA Spike-in的CT值。

以DNA Spike in为内参，计算各组△CT值，如下：

实验组：△CT treatment = CT treatment - CT treatment DNA Spike-in

对照组：△CT control =CT control - CT control DNA Spike-in

阴性对照：△CT IgG = CT IgG - CT IgG DNA Spike-in

以阴性对照IgG为参照，计算各组2-△△CT值，如下：

Relative Enrichment foldtreatment = 2-(△CT treatment - △CT IgG)

Relative Enrichment foldcontrol = 2-(△CT control - △CT IgG)

Relative Enrichment foldIgG = 2-(△CT IgG - △CT IgG) = 1

◇

◇

◇

数据处理采用2-△△CT算法，具体处理流程如下：



Fig 1. TD904 for qPCR基本原理

利用连有刀豆蛋白A的磁珠(Concanavalin A-coated Magnetic Beads Pro，ConA Beads Pro)
结合细胞，并使用非离子去污剂洋地黄皂苷(Digitonin)进行细胞膜通透。通过针对靶蛋白的

一抗、相应二抗和Protein A/G的介导，使得与Protein A/G融合的转座子精准靶向切割目的蛋

白附近的DNA序列。TD904经过定向优化，特异性回收被片段化的DNA，通过qPCR定量

检测目的基因富集程度。

07/实验原理与流程概要

收集细胞(0.5 - 1 h)

结合一抗(4℃过夜)

结合二抗(1 h)

DNA提取和释放(0.5 h)

qPCR定量检测

Hyperactive pA/G-
Transposon Pro

结合(1 h)

Living cells preparation

+1st  Antibody

+2nd  Antibody

+pA/G-Tnp Pro

Transposition

Extract DNA

Release DNA

片段化(1 h) Mg2+ Mg2+
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08/实验流程

此处按单个样本计算，请根据实际样本数量等比例配制。

50 ×蛋白酶抑制剂配制：取一片蛋白酶抑制剂混合片剂(Sigma-Aldrich, 5056489001)溶于1 ml ddH2O中，

-20℃保存。

Digitonin有接触毒性，在溶液配制过程中请做好个人防护，避免直接接触，加入Digitonin后缓冲液不可

长期保存，现配现用。

Binding Buffer：取30 μl 10 × Binding Buffer，加入270 μl ddH2O，混匀。

Wash Buffer：取150 μl 10 × Wash Buffer，加入30 μl 50 ×蛋白酶抑制剂，加入1,320 μl 
ddH2O，混匀。

1.

2.

Antibody Buffer：取50 μl Antibody Buffer (-)，加入0.5 μl 5% Digitonin，混匀后置于冰上预冷。

Dig-wash Buffer：取792 μl步骤2中配制的Wash Buffer，加入8 μl 5% Digitonin，混匀。

取一支8联管，每个样本加入100 μl Binding Buffer。

使用移液器充分重悬ConA Beads Pro，取出10 μl ConA Beads Pro至步骤1的Binding Buffer
中，混合均匀，置于磁力架上，待溶液澄清后(约2 min)，弃尽上清。

将8联管从磁力架上取下，加入100 μl Binding Buffer，用移液器轻轻吹打混匀(请勿振荡混匀)。

将8联管置于磁力架上，待液体澄清后(约2 min)，弃尽上清，加入10 μl Binding Buffer重悬

ConA Beads Pro。

Dig-300 Buffer：取100 μl 10 × Dig-300 Buffer，加入2 μl 5% Digitonin和20 μl 50 ×蛋白酶抑制

剂，加入878 μl ddH2O，混匀。

1 × B&W Buffer：取500 μl 2 × B&W Buffer，加入500 μl ddH2O，混匀。

3.

4.

5.

6.

1.

2.

3.

4.

08-1/Buffer配制

08-2/ConA Beads Pro处理

▲

▲

▲

在细胞通透之前的所有步骤都在室温下进行，使细胞受到的应力最小化。实验操作过程中避免剧烈的涡旋

振荡。

可选步骤——获取细胞核：

1. 室温收集细胞并计数。

2. 取实验所需数量的细胞于1.5 ml EP管中，室温下2,500 rpm(600 × g)低速离心5 min，弃上清。

3. 每个样本加入100 μl预冷的NE Buffer，用移液器轻轻吹打重悬细胞，冰上孵育10 min。

4. 室温下2,500 rpm(600 × g)低速离心5 min，弃尽上清。

5. 每个样本加入100 μl Wash Buffer重悬细胞核。

室温收集细胞并计数。

取实验所需数量的细胞于1.5 ml EP管中，室温下2,500 rpm(600 × g)低速离心5 min，弃上清。

室温条件下加入500 μl Wash Buffer重悬细胞，2,500 rpm(600 × g)低速离心5 min，弃尽上清。

每个样本加入100 μl Wash Buffer重悬细胞。

1.

2.

3.

4.

08-3/细胞收集

▲

▲



将100 μl细胞(细胞核)转移至含有活化ConA Beads Pro的8联管中，上下颠倒混匀后，

室温孵育10 min，期间颠倒混匀2 - 3次。

瞬时离心(<100 × g)收集反应液，将8联管置于磁力架上，待溶液澄清后(约2 min)，弃尽

上清。

▲ 切忌因离心时间过长，导致磁珠聚集在管底。

1.

2.

每个样本加入50 μl预冷的Antibody Buffer重悬细胞(细胞核)-磁珠复合物。

参照抗体说明书推荐的浓度向8联管中加入抗体，上下颠倒混匀。

瞬时离心收集液体于管底(切忌因离心时间过长，导致磁珠聚集在管底)，将8联管置于

4℃静置过夜。

▲ 实验中建议设置阳性对照与阴性对照组，参考06-2/关于样本准备与抗体选择。

1.

2.

3.

1.

2.

3.

4.

5.

6.

08-4/细胞(细胞核)与ConA Beads Pro孵育

08-5/一抗孵育

用Dig-wash Buffer按照一定的比例稀释二抗(常规推荐使用1:100比例稀释)，每个样本50 μl。

取08-5/一抗孵育中的8联管，瞬时离心收集反应液，将8联管置于磁力架上，待溶液澄清后

(30 sec - 2 min)，弃尽上清。

加入08-6/二抗孵育步骤1中稀释好的二抗，上下颠倒数次，使抗体与细胞(细胞核)-磁珠

复合物混合均匀，室温下旋转孵育30 - 60 min。

瞬时离心收集反应液，将8联管置于磁力架上，待溶液澄清后(30 sec - 2 min)，弃尽上清。

向8联管中加入200 μl Dig-wash Buffer，上下颠倒数次，确保Buffer与细胞(细胞核)-磁珠

复合物充分混合。

重复步骤4 - 5两次(共3次)。

08-6/二抗孵育

1.

2.

3.

4.

5.

6.

7.

取2 μl pA/G-Tnp Pro加入98 μl Dig-300 Buffer混合，终浓度为0.04 μM，每个样本100 µl。
▲ 不同的实验环境，转座子的切割活性可能不同，请根据实际情况，在此基础上调整转座子的使用浓度。

取08-6/二抗孵育中的8联管，瞬时离心收集反应液，将8联管置于磁力架上，待溶液澄清

后(30 sec - 2 min)，弃尽上清。

每个样本加入100 μl 08-7/pA/G-Tnp Pro孵育步骤1中稀释好的pA/G-Tnp Pro转座子，上

下颠倒数次，使转座子与细胞(细胞核)-磁珠复合物混合均匀。

室温下旋转孵育1 h。

瞬时离心，将8联管置于磁力架上，待液体澄清后(30 sec - 2 min)，弃尽上清。

向8联管中加入200 μl Dig-300 Buffer，上下颠倒数次，确保Buffer与细胞(细胞核)-磁珠复

合物充分混合均匀。

重复步骤5 - 6两次(共3次)。

08-7/pA/G-Tnp Pro孵育
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取40 μl Dig-300 Buffer，加入10 μl 5 × TTBL，混合均匀。

取08-7/pA/G-Tnp Pro孵育中的8联管，瞬时离心收集反应液，将8联管置于磁力架上，待液体澄

清后(30 sec - 2 min)，弃尽上清。

每个样本加入50 μl 08-8/片段化步骤1中稀释的TTBL，混合均匀。

将8联管置于PCR仪中37℃孵育60 min。
▲ 不需要设置热盖，可使PCR仪保持开盖状态。

瞬时离心，向08-8/片段化步骤4片段化后的样本中加入2 μl 10% SDS和适量DNA Spike-in(根
据样本中目的蛋白丰度以及细胞投入量进行调整)，上下颠倒混匀，55℃孵育10 min，其间颠倒

混匀2 - 3次。

▲
▲
▲

若样品较多，DNA Spike-in可与10% SDS预混为Mix后添加。

若进行qPCR定量检测，DNA Spike-in为必需添加组分。

本试剂盒中提供的DNA Spike-in浓度为5 ng/μl，推荐添加量为1 pg/100,000细胞，根据实际细胞投入量

将DNA Spike-in梯度稀释后添加，详见06-1/注意事项中关于样本制备的说明。

1.

2.

3.

4.

5.

瞬时离心，将8联管置于磁力架上，静置约2 - 3 min，小心转移上清至新的8联管中，丢弃磁珠。
▲ 转移上清过程中，尽可能将上清转移干净，且请勿吸到磁珠。

6.

08-8/片段化

1. 使用移液器充分重悬DNA Extract Beads Pro，取25 μl DNA Extract Beads Pro至1.5 ml离心

管，加入200 μl 1 × B&W Buffer，用移液器轻轻吹打混匀，置于磁力架上，待溶液澄清后(约

2 min)，弃尽上清。 

将1.5 ml离心管从磁力架上取下，加入200 μl 1 × B&W Buffer，用移液器轻轻吹打混匀。

将1.5 ml离心管置于磁力架上，待液体澄清后(约2 min)，弃尽上清，加入50 μl 2 × B&W Buffer
重悬DNA Extract Beads Pro，备用。
▲ 活化后的DNA Extract Beads Pro需用2 × B&W Buffer重悬！ 

08-9/DNA Extract Beads Pro处理

2.

3.

08-10/DNA提取

1.

2.

3.

4.

5.

6.

向08-8/片段化步骤6转移出来的上清中加入50 μl 08-9/DNA Extract Beads Pro处理步骤3处理

后的DNA Extract Beads Pro，充分混匀，室温孵育20 min，其间颠倒混匀2 - 3次。

瞬时离心，将8联管置于磁力架上，静置约2 - 3 min，小心移除上清。 
▲ 请勿吸走磁珠，尽量将上清去除干净。 

保持PCR管始终在磁力架上，加入200 µl 1 × B&W Buffer，室温孵育30 sec，小心移除上清。

重复步骤3一次。

开盖室温晾置2 - 5 min，直至管内无液体残留，磁珠表面无反光。

将上述样本从磁力架上取下，加入15 μl ddH2O重悬DNA Extract Beads Pro，重悬后的样本

可储存于-30 ~ -15℃或直接进行PCR扩增。
▲ CUT&Tag文库构建过程需带磁珠扩增，请勿丢弃磁珠。qPCR定量检测所需要的模板需经过后续08-11/DNA
      释放处理。



08-11/DNA释放

1.

2.

向08-10/DNA提取步骤6中重悬的DNA Extract Beads Pro中加入5 μl Stop Buffer，充分混

匀，95℃孵育5 min。

瞬时离心，将8联管置于磁力架上，待溶液澄清后(30 sec - 2 min)将上清液转移至新的八

联管中。

1. 扩增曲线和熔解曲线：

以100,000个293细胞，进行组蛋白H3K4me3的CUT&Tag实验为例，取2 μl提取产物作为模

板，使用Positive Control引物进行qPCR检测的扩增曲线和熔解曲线如下图所示：

08-13/qPCR结果分析

在灭菌PCR管中配制以下组分：

▲

▲

a.

b.

该预变性的条件适合绝大多数模板的扩增反应，如果模板结构复杂，可以将预变性时间延长至

3 min以提高预变性效果。

qPCR仪器类型不同，熔解曲线采集的程序不尽相同，使用仪器默认的熔解曲线采集程序即可。

1.
08-12/qPCR定量检测

组分

2 × ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix
Primer F (10 μM)
Primer R (10 μM)
释放产物

RNase-free ddH2O
In total

10 μl
0.5 μl
0.5 μl

2 μl
7 μl

20 μl

体积

将PCR管置于qPCR仪中，进行下述反应：2.
  Stage 1

Stage 2

Stage 3

Rep: 1

Reps: 40

Rep: 1

95℃

95℃

60℃

95℃

60℃

95℃

30 seca

10 sec
30 sec
15 sec
60 sec
15 sec

预变性

循环反应

熔解曲线b

▲ 步骤2获得的上清液即被片段化的DNA，用于qPCR定量检测，不可用于CUT&Tag文库构建。DNA
释放过程的高温处理会导致9 bp gap端接头从片段上脱落，因此无法进行后续建库。

▲ 对于低丰度的目的蛋白可以适当增加提取产物DNA投入量，投入范围为2 - 9 μl，并注意实验组和对

照组投入的提取产物体积保持一致。

一般来说反应体系中引物终浓度为0.2 μM即可得到较好的扩增效果。当反应性能比较差时，可以在

终浓度0.1 - 1.0 μM范围内调整引物浓度。

qPCR灵敏度极高，配制反应体系时加入模板量的准确程度对最终定量结果会有很大的影响，因此

请准确加入对应体积的模板，并保证枪头内的液体全部转移至反应体系中。

反应体系中各成分的量可以根据以下原则进行自行调整：
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2. CT值、-△△CT值与Relative Enrichment fold：

以使用100、1000、10,000和100,000个293细胞，进行组蛋白H3K4me3的CUT&Tag实验为

例，分别使用Positive Control引物和DNA Spike-in引物进行qPCR定量检测，qPCR检测的

CT值、-△△CT值以及Relative Enrichment fold结果如下图所示：

09/常见问题与解决方案

不能。DNA释放过程的高温处理会导致9 bp gap端接头从片段上脱落，因此无法进行后续建库。

◇ 经08-11/DNA释放处理后的片段化DNA是否可以进行CUT&Tag文库构建？

详见06-2/关于同时进行CUT&Tag文库构建和qPCR定量检测的说明。

◇ 如何同时进行CUT&Tag文库构建以及qPCR定量检测？

CT值无法检测的原因有两种：一是前期样本制备问题，二是目的基因qPCR引物设计不当。前

期样本制备问题可根据阳性对照qPCR结果判断；因Tn5转座作用，目的基因回收片段大小存

在差异，建议设计多对目的基因qPCR引物，从中筛选出最适引物。

◇ 目的基因CT值无法检测的原因？

引物设计不佳，推荐qPCR引物扩增长度在100 - 200 bp之间，按照引物设计原则进行设计。

◇ qPCR熔解曲线出现多峰的原因？
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