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产品名称 & 产品编号 

产品名称: HisPur Ni-IDA Agarose Gel 

  

产品编号: HI020-10 mL 

 

产品介绍 

HisPur Ni-IDA Agarose Gel 是一种用于组氨酸（His-tag）标签蛋白纯化的亲和凝胶，俗

称镍柱。其将镍离子（Ni2+）借助 IDA等配基螯合在琼脂糖凝胶微球表面，通过亲水间隔臂降

低空间位阻，实现对 His 标签蛋白的高效识别。IDA利用两个游离羧基将 Ni2+螯合在琼脂糖微

球表面，可快速、高效的实现复杂样品体系中 His标签蛋白的识别及分离。 

通常带有 6个及以上连续组氨酸标签的重组蛋白(6×His-tagged recombinant protein)被

称为 His标签蛋白。当蛋白样品溶液通过 HisPur Ni-IDA Agarose Gel 时，重组蛋白上的标签

组氨酸残基能被亲和凝胶特异性捕捉，其它蛋白则不能被识别。洗涤后，His标签蛋白可在非

变性条件下或者变性条件下通过不同浓度竞争剂被解吸。该亲和凝胶可适用于细菌、哺乳动物

细胞、昆虫及病毒等多种 His标签表达系统中蛋白的纯化。纯化的蛋白可用于结构和功能研

究、抗体制备、蛋白与蛋白相互作用、蛋白与核酸相互作用等方面的研究。该凝胶具有良好的

稳定性、生物相容性及再生性能，对 pH环境及尿素、盐酸胍等变性剂有一定的耐受性，既有利

于保持生物样品活性并可以提高产品收率。 

本产品已经螯合了 Ni2+，呈蓝绿色，储存在 20%乙醇溶液；易于受到 EDTA/EGTA等强螯合剂的

影响造成 Ni2+离子流失 （<5 mM），同时 DTT、β-巯基乙醇等还原剂会在一定程度上还原的

Ni2+，因此蛋白样品或者纯化过程所使用的溶液限制使用还原剂和螯合剂。 

镍柱耐受性 8 M尿素，6 M盐酸胍（吸附量略微降低影响不大，但是盐酸胍 6M溶液浓度太高，

容易析出盐酸胍晶体）；EDTA低于 2 mM，DTT、β-巯基乙醇还原剂尽量不要有，耐受性 0.01 

mM。 

指标名称 HisPur Ni-IDA Agarose Gel 

配基 -IDA-Ni2+ 

基质 4%交联琼脂糖微球 

粒径 平均 ~ 75 μm 

工作温度 4 – 40℃ 

pH 稳定性 4 – 10稳定；短时耐受 2 - 14 
 

 

包装清单 

产品编码 产品名称 包装 

HI020 HisPur Ni-IDA Agarose Gel 10 mL 
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保存条件 

本产品包装凝胶体积为 10 mL，在 20%乙醇中 4℃下，常压，避光长期保存。使用时宜把凝

胶充分分散重悬后再吸取备用。 

 

使用步骤 

1. 样品准备 

a. 细菌中的目的蛋白诱导表达后，离心沉淀细菌。 

b. 按照每克细菌沉淀湿重加入 2-5 mL裂解液的比例加入裂解液，可添加适量蛋白酶抑制

剂充分重悬细菌。本产品兼容 Tris裂解液体系及磷酸盐缓冲体系，一般磷酸盐体系下吸附效果

会好一些。 

c. 超声或其它适当方法裂解细菌，离心取上清。 

d. 样品溶液过 0.45 μm 微孔滤膜。为获得亲和凝胶最佳吸附量，样品溶液及平衡缓冲液

中咪唑浓度不要超过 10 mM。 

 

2. 装柱 

取 1 mL混合均匀的 HisPur Ni-IDA Agarose Gel 装柱，用相应的裂解液平衡 3-4次。 

 

3. 样品纯化 

a. 细菌中的目的蛋白诱导表达后，离心沉淀细菌。根据待纯化蛋白的溶解性，选择非变性或变

性条件进行纯化。  

    b. 每克细菌沉淀湿重加入 4 mL裂解液，可添加适量蛋白酶抑制剂，充分重悬细菌。  

    c. 冰上超声裂解细菌，离心取上清。非变性条件下可以先使用溶菌酶处理，然后再进行超

声处理。  

    d. 将准备好的 4 mL细菌裂解液上清上柱，并收集穿流液并重复上柱 3-5次，以充分结合

His标签蛋白。  

    e. 非变性条件下，用 0.5-1 mL洗涤液洗柱 5次。变性条件下需要先使用 0.5-1 mL裂解液

洗涤 5次，然后再使用 0.5-1 mL洗涤液洗柱 5 次。 注：如果出现咪唑浓度偏低的情况，可以

自行添加适量咪唑，如果出现咪唑浓度偏高的情况，可以使用试剂盒提供的裂 解液作为洗涤液

使用。  
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f. 用相应 0.5 mL 洗脱液洗脱 6-10次，将目标蛋白从填料上洗脱下来，5000 rpm离心

2min，将上清中的目标蛋白转移到离心管中。  

 

注：通常该洗脱条件会比较理想。如果出现洗脱效果欠佳的情况，可以自行在洗脱液中额外加入 250mM的咪

唑。洗脱干净。 

 

4. 再生 

使用过的亲和凝胶可再生后继续使用。但再生后仅用于相同蛋白的纯化，并且最多再生 3-4

次。再生程序： 

a. 加入 5~10倍柱体积的去离子水洗柱一次；  

b. 加入 1倍柱体积的 0.1 M NaOH溶液冲洗一次；  

c. 加入 10倍柱体积的去离子水洗柱一次； 

d. 加入 1倍柱体积的 25%，50%，75%乙醇各洗柱一次；  

e. 加入 5倍柱体积的去离子水洗柱一次；  

f. 加入 5倍柱体积的 200 mM EDTA-Na2洗柱一次；  

g. 加入 10倍柱体积的去离子水洗柱一次；  

h. 加入 5倍柱体积的 50 mM NiCl2循环洗柱 3 次；  

i. 加入 5倍柱体积的样品缓冲液液洗柱一次； 

j. 加入 5倍柱体积的去离子水洗柱一次。 

 

5. 常见问题 

若纯化不成功，可对纯化过程中收集的每个组分进行 SDS-PAGE电泳检测，请参考： 

a. 蛋白无法与亲和凝胶结合或蛋白出现降解； 

b. 测序检查基因序列的读码框是否正确； 

c. 尝试将标签加在蛋白的另一端； 

d. 增加亲和凝胶与蛋白结合时间 (如 4ºC 过夜) ； 

e. 如果使用预装柱，可收集裂解液上柱后的穿流液并多次重复上柱；  

f. 检查所有缓冲液和溶液的 pH 值是否正确；  

g. 确认体系中所用各种试剂的浓度在镍柱的耐受范围以内；  

h. 自行配制裂解液，降低裂解液中的咪唑浓度并设置梯度咪唑浓度进行净化。 
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6.缓冲液配方 

非变性裂解液： 

50 mM PB, 0.3 M NaCl，1%甘油，pH 8.0；  

非变性洗涤液： 

50 mM PB, 0.3 M NaCl，1%甘油，10 mM咪唑，pH 8.0；  

非变性洗脱液： 

50 mM PB, 0.3 M NaCl，1%甘油，250mM咪唑， pH 8.0； 

 

变性裂解液： 

50 mM PB, 0.3 M NaCl，1%甘油，8M Urea，pH 8.0； 

变性洗涤液： 

50 mM PB, 0.3 M NaCl，1%甘油，10 mM咪唑，8M Urea或 6M盐酸胍，pH 8.0；  

变性洗脱液： 

50 mM PB, 0.3 M NaCl，1%甘油，250 mM咪唑，8M Urea或 6M盐酸胍，pH 8.0； 

 

 


