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	用途声明  本产品仅用于科研目的（Research Use Only），不得用于临床诊断、治疗、食品或人体/动物直接使用。


1. 产品概述与作用原理
本品以磁性琼脂糖微球为基质，共价引入次氮基三乙酸（NTA）配基并螯合 Ni²⁺。Ni²⁺与多聚组氨酸标签中的咪唑基团发生配位，使 His 标签融合蛋白被捕获；非结合蛋白经洗涤去除，目标蛋白可用高浓度咪唑竞争洗脱。
本品适用于小规模、平行化和条件筛选型 His 标签蛋白纯化。默认推荐从澄清裂解液开始；未澄清裂解液虽可能直接处理，但会增加黏度、杂质包埋、磁吸变慢及磁珠带出的风险，必须先做小规模验证。
2. 产品信息
	中文名称
	RedConju® Ni-NTA 琼脂糖磁珠

	英文名称
	RedConju® Ni-NTA Magnetic Agarose Beads

	基质
	磁性琼脂糖微球

	亲和配基
	NTA 螯合 Ni²⁺

	粒径
	1–5 μm

	浆液浓度
	40% (v/v) slurry；即 1 mL 悬液含约 0.4 mL settled beads

	结合载量
	＞40 mg 6×His-tagged protein/ml 磁珠

	适用样本
	原核/真核表达裂解液、细胞培养上清或预纯化样品；建议优先使用澄清样品

	应用
	His 标签蛋白纯化、表达筛选、pull-down 前处理及自动化条件开发

	保存
	含 20%乙醇的 1XPBS，2–8°C，禁止冷冻或干燥；始终保持磁珠浸没

	规格
	以销售目录及产品标签为准（可提供多种体积规格）


包装规格
	货号
	规格（40% slurry）

	HXL-NTA-mag-agro-1
	1 mL

	HXL-NTA-mag-agro-4
	4 mL

	HXL-NTA-mag-agro-20
	20 mL



3. 推荐缓冲液
3.1 天然条件
	缓冲液
	磷酸盐
	NaCl
	咪唑
	pH

	结合缓冲液
	50 mM
	300 mM
	10 mM
	8.0

	洗涤缓冲液
	50 mM
	300 mM
	20–40 mM
	8.0

	洗脱缓冲液
	50 mM
	300 mM
	250–300 mM
	8.0



可选：在结合和洗涤缓冲液中加入 0.05% Tween 20，以改善高黏样品分散并降低塑料吸附。若下游对去污剂敏感，可不加或在洗脱后进行缓冲液置换。
100 mL 缓冲液快速配制（使用储备液）
	组分
	结合
	洗涤
	洗脱

	1 M 磷酸盐缓冲液，pH 8.0
	5.0 mL
	5.0 mL
	5.0 mL

	5 M NaCl
	6.0 mL
	6.0 mL
	6.0 mL

	1 M 咪唑，pH 8.0
	1.0 mL
	2.0–4.0 mL
	25–30 mL

	10% Tween 20（可选）
	0.5 mL
	0.5 mL
	不加

	超纯水
	补足至 100 mL
	补足至 100 mL
	补足至 100 mL



	配液注意  咪唑会影响最终 pH。所有组分加入后，在实际使用温度下将 pH 调至 8.0；若缓冲液出现浑浊、微生物污染或沉淀，应弃用。


3.2 变性条件
	缓冲液
	尿素
	磷酸盐
	Tris-HCl
	咪唑
	pH

	变性结合
	8 M
	100 mM
	10 mM
	10 mM
	8.0

	变性洗涤
	8 M
	100 mM
	10 mM
	20–40 mM
	8.0

	变性洗脱
	8 M
	100 mM
	10 mM
	250 mM
	8.0



可用 6 M 盐酸胍替代 8 M 尿素，但同一流程中不要随意切换变性剂。为防止目标蛋白重新聚集，变性剂应贯穿结合、洗涤和洗脱。尿素溶液建议新鲜配制，避免长时间高温放置。
4. 操作前准备
1. 在 2–8°C 或冰上完成裂解，并使用不含 EDTA/EGTA 的蛋白酶抑制剂。
2. 若样品黏稠，加入 DNase I 或 Benzonase 并按其说明书处理；黏度过高会显著拖慢 1–5 μm 磁珠的磁性分离。
3. 12,000–20,000 × g、4°C 离心 15–30 min，取上清。高通量工艺可评估直接处理粗裂解液，但必须验证纯度、回收率和磁吸时间。
4. 将样品 pH 调至 7.5–8.0，并使 NaCl 达 300 mM 左右；先保留少量上样样本作为 Input。

5. 天然条件标准操作流程
1. 重悬：将磁珠瓶恢复至 15–25°C 约 5–10 min，轻柔颠倒混匀；必要时短暂低速涡旋 3–5 s。确保取样时颗粒分布均匀。
2. 取珠：取 160 μL slurry 至低吸附离心管。置于磁力架直至上清澄清，沿远离磁珠一侧吸弃保存液。
3. 平衡：加入 500 μL 结合缓冲液，轻柔吹打或端对端混合至完全分散；磁吸至澄清后弃上清。重复 2 次。
4. 结合：加入 0.5–1.0 mL 澄清裂解液，确保磁珠可持续悬浮。室温端对端混合 30 min；温度敏感蛋白可在 2–8°C 混合 45–60 min。
5. 分离：磁吸至上清完全澄清，将流穿液转移至新管并保留用于分析。不要吸走磁珠层。
6. 洗涤：加入 500–1000 μL 洗涤缓冲液，完全重悬并混合 1–2 min；磁吸后弃上清。共洗涤 3 次。高背景时可增加至 4–5 次或提高咪唑至 40–50 mM。
7. 洗脱 1：加入 50–100 μL 洗脱缓冲液，完全重悬，室温混合 5–10 min；磁吸至澄清，将洗脱液转移至新管。
8. 洗脱 2：需要提高总回收时，再加入 50–100 μL 洗脱缓冲液重复一次；需要高浓度时，将 E1、E2 分开保存。
9. 分析：分别检测 Input、Flow-through、Wash 和 Elution。高浓度咪唑可能干扰部分蛋白定量、酶活或下游偶联，必要时透析、脱盐或超滤换液。
推荐的分段留样
	组分
	建议留样
	用途

	Input
	上样前 5–10 μL
	判断目标蛋白表达量与完整性

	Flow-through
	结合后上清 5–10 μL
	判断磁珠是否不足或结合条件不合适

	Wash 1 / Wash 3
	各 5–10 μL
	判断洗涤强度和目标蛋白流失

	Elution 1 / 2
	各 5–10 μL
	比较洗脱效率、纯度和是否需要合并


6. 清洗、再生与重复使用
	原则  关键分析、不同客户样品或交叉污染风险高的实验，优先一次性使用。若重复使用，只建议用于同一目标蛋白/同一项目，并以回收率、纯度和镍脱落的趋势决定终止，而不是承诺固定复用次数。



1. 用洗脱缓冲液洗涤 2 次，再用超纯水洗涤 3 次。
2. 加入 5–10 倍 settled beads 体积的 100 mM EDTA（pH 8.0），室温混合 10 min；磁吸弃液，重复 1 次以剥离 Ni²⁺。
3. 用超纯水洗涤 5 次，直至无残留 EDTA。
4. 需要深度清洁时，可用 0.5 M NaOH + 2 M NaCl 室温处理 10 min；随后以超纯水充分洗至中性。该步骤须先验证对本品载量的影响。
5. 加入 5–10 倍 settled beads 体积的 100 mM NiSO₄ 或 NiCl₂，室温混合 30–60 min 重新上镍。
6. 磁吸去除上清，用超纯水洗涤至少 5 次，再用结合缓冲液平衡 2 次后使用。
7. 记录每次循环的 Input、Flow-through、Elution、纯度和回收率；若性能明显下降或颗粒聚集，停止复用。
含镍、EDTA、强碱及样品残留的废液必须按实验室化学/生物废物规范分类处理，不得直接按普通生活废液处置。
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