
1������摘�要

使⽤指南

2������技术指标

®Ni-TED�Chromrose �6FF

3������操作说明® ®Ni-TED� Chromrose 6FF可以在实验室被填装到HiQumn 中
压层析柱中，以扩⼤产量。将填料填装到层析柱中，根据样本
量和填料载量选择合适的层析柱和柱⾼。

3.1����缓冲液准备

所⽤缓冲液需要采⽤⾼纯⽔配制，�使⽤前建议⽤0.45μm滤膜
过滤。

平衡缓冲液：�20�mM�Na HPO �，�0.5�M�NaCl,�pH=8.0�2 4

洗涤缓冲液：�20�mM�Na HPO �，�0.5M�NaCl,�1~5�mM�咪唑�pH�2 4

=8.0�
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®

科诺赛⽣物研发⽣产的Ni亲和层析介质属于⼀类⾦属螯合介
质，以⾼流速琼脂糖为基质，以IDA、NTA、TED为配基，并螯合

2+⾦属离⼦Ni ⽽形成的⼀种亲和层析介质，因螯合⽅式不同，
2+Ni 离⼦结合⼒也存在细微差距，在对不同蛋⽩的纯化过程中

表现出不同的选择性，⼴泛⽤于His标签蛋⽩的分离纯化，其
®中，Ni-TED� Chromrose 6FF可耐受100mM� EDTA和10mM�

DTT,在含有EDTA及DTT的情况下直接进⾏⽬的蛋⽩纯化，此介
质的清洗再⽣⼯作简单，⽆需脱镍直接进⾏�NaOH�清洗。

名�称

配�基

基�质 6%⾼度交联琼脂糖

平均粒径

推荐流速

最⼤耐压

pH稳定性

90μm,分布45~165μm

150~600cm/h

0.3MPa

储�存

每毫升载量

化学稳定性

2~8�°C�(20%⼄醇)�

3~12（⼯作）����2~14(清洗)

应�⽤ ⽤于⽣物制药和⽣物⼯程下游蛋⽩质、及多肽的
分离纯化，尤其是组氨酸标记蛋⽩质的⾼效制备

®Ni-TED�Chromrose 6FF

（根据柱⼦规格选择合适流速）

螯合量 30~60μmol/mL

30mg�His标签蛋⽩

0.01M�盐酸、0.01M�氢氧化钠（⼀周）�；100mM�EDTA、
10mM�DTT、1M�氢氧化钠、8M�尿素、6M�盐酸胍（24�⼩时）�；
100mM�EDTA、0.5M�咪唑（2�⼩时）；30%�异丙醇（20�分钟）。

三（羧甲基）⼄⼆胺（TED）

® ®Ni-TED� Chromrose 6FF可以在实验室被填装到HiQumn 中压
层析柱中，以扩⼤产量。将填料填装到层析柱中，根据样本量和填
料载量选择合适的层析柱和柱⾼。

3.1����缓冲液准备

所⽤缓冲液需要采⽤⾼纯⽔配制，� 使⽤前建议⽤0.45μm滤膜过
滤。

平衡缓冲液：0.2M�Nacl，�50mM�Tris-Hcl，�0.1mM�EDTA，�PH=7.4

淋洗缓冲液：0.2M�Nacl，�50mM�Tris-Hcl，�0.1mM�EDTA，�30mM�
咪唑，PH=7.4

洗脱缓冲液：0.2M�Nacl，�50mM�Tris-Hcl，�0.1mM�EDTA，�500mM�

咪唑，�PH=7.4

3.2����样品准备

样品所在溶液要和平衡液保持⼀致，可以⽤平衡液进⾏裂解、透

析/超滤/G25进⾏缓冲液置换。��

样品过滤（平均粒径＜45µm，⽤0.22µm过滤；45µm<平均粒径

<165µm，⽤0.45µm过滤；平均粒径>165µm，⽤�0.8µm过滤）。

3.3����样品纯化

1)� ⽤3~5CV的纯⽔冲洗出存储缓冲液；

2)� ⽤5~10CV的平衡缓冲液平衡层析柱，⾄流出液电导与pH不

变（与平衡液⼀致）；

3)� 利⽤泵或者上样环上样；

4)� 上样完毕后⽤淋洗缓冲液冲洗10~15CV，⾄基线稳定；

5)� ⽤洗脱缓冲液采⽤⼀步法或线性梯度洗脱。⼀步洗脱⼀般

5CV，梯度洗脱可以⽤⼀个⼩的梯度，例如20倍柱体积来分离不

同结合强度的蛋⽩；

6)� 依次⽤3CV平衡缓冲液，5CV纯⽔，2CV�20%⼄醇冲洗层析柱

后，置于2~8℃保存。

3.4�����在位清洗

当填料在使⽤过程中发现反压过⾼或者填料上出现明显污染，需

要进⾏在位清洗操作。

1)� 去除强疏⽔性结合的蛋⽩、脂蛋⽩和脂类

⽅法⼀：� 使⽤30%异丙醇清洗5~10CV，接触时间为15~20min可

以去除此类污染物，再⽤10CV的纯⽔清洗；

⽅法⼆：� 使⽤0.3M或0.5M� NaOH溶液冲洗填料3CV，然后⽤10-

15CV的纯⽔清洗。

2)� 去除离⼦作⽤结合的蛋⽩

使⽤1.5M� NaCl溶液清洗10~15min，再⽤10CV纯⽔清洗，清洗好

的柱⼦⽤2CV�的20%⼄醇冲洗，置于2~8℃保存。

淋洗缓冲液：0.2M�Nacl，� 50mM� Tris-Hcl，� 0.1mM� EDTA，�
30mM�咪唑，PH=7.4

洗脱缓冲液：0.2M�Nacl，� 50mM� Tris-Hcl，� 0.1mM� EDTA，�
500mM�咪唑，�PH=7.4

3.2����样品准备

样品所在溶液要和平衡液保持⼀致，可以⽤平衡液进⾏裂解、
透析/超滤/G25进⾏缓冲液置换。��

样品过滤（平均粒径＜45µm，⽤0.22µm过滤；45µm<平均粒
径<165µm，⽤0.45µm过滤；平均粒径>165µm，⽤� 0.8µm过
滤）。

3.3����样品纯化

1)� ⽤3~5CV的纯⽔冲洗出存储缓冲液；

2)� ⽤5~10CV的平衡缓冲液平衡层析柱，⾄流出液电导与
pH不变（与平衡液⼀致）；

3)� 利⽤泵或者上样环上样；

4)� 上样完毕后⽤洗涤缓冲液冲洗10~15CV，⾄基线稳定；

5)� ⽤洗脱缓冲液采⽤⼀步法或线性梯度洗脱。⼀步洗脱⼀
般5CV，梯度洗脱可以⽤⼀个⼩的梯度，例如20倍柱体积来分
离不同结合强度的蛋⽩；

6)� 依次⽤3CV平衡缓冲液，5CV纯⽔，2CV� 20%⼄醇冲洗层
析柱后，置于2~8℃保存。

3.4�����在位清洗

当填料在使⽤过程中发现反压过⾼或者填料上出现明显污
染，需要进⾏在位清洗操作。

1)� 去除强疏⽔性结合的蛋⽩、脂蛋⽩和脂类

⽅法⼀：� 使⽤30%异丙醇清洗5~ 1 0 C V，接触时间为
15~20min可以去除此类污染物，再⽤10CV的纯⽔清洗；

⽅法⼆：� 使⽤0.3M或0.5M� NaOH溶液冲洗填料3CV，然后⽤
10-15CV的纯⽔清洗。

2)� 去除离⼦作⽤结合的蛋⽩

使⽤1.5M� NaCl溶液清洗10~15min，再⽤10CV纯⽔清洗，清
洗好的柱⼦⽤2CV�的20%⼄醇冲洗，置于2~8℃保存。
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⾮常感谢您订购科诺赛⽣物的产品！

如需了解最新产品信息，请拨打服务热线�0532-55679191

或者发邮件⾄�marketing@chromsep.cn

或者登陆我们官⽅⽹站www.chromsep.cn

®

5������订货信息

31-0280-01
货�号 产品名称 规�格

31-0280-05

1mL

5mL

Ni-TED�预装柱

Xtrap�Ni-TED�6FF
Xtrap�Ni-TED�6FF

11-0280-03
货�号 产品名称 规�格

11-0280-04
100mL
500mL

Ni-TED�层析介质

®Ni-TED�Chromrose 6FF

11-0280-05 1L
11-0280-07 10L

®1.�Ni-TED�Chromrose 6FF层析介质可提供试⽤装���������
2.�如需更⼤包装可联系我公司销售⼈员

31-0280-10 8x100mmXtrap�Ni-TED�6FF

®Ni-TED�Chromrose 6FF
®Ni-TED�Chromrose 6FF
®Ni-TED�Chromrose 6FF

®Ni-TED�Chromrose 6FF�使⽤指南

L1.��Marker

L2.��原样

L3.��流穿

L4.��30mM咪唑洗脱

L5.��50mM咪唑洗脱

L6.��1M咪唑洗脱

1 2 3 4 5 6

®图2.�Ni-TED�Chromrose 6FF�纯化⻘霉素酶发酵液电泳图
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®层析介质：�Ni-TED�Chromrose �6FF

样����������品：��⻘霉素酶发酵液

实验设备：�1�mL�Xtrap�Ni-TED�FF�镍凝胶柱、蛋⽩纯化仪

平衡缓冲液：�0.2M��Nacl��50mM��Tris-Hcl���0.1mM����EDTA��PH7.4

淋洗缓冲液：�0.2M��Nacl��50mM��Tris-Hcl���0.1mM����EDTA��30mM�咪唑��PH7.4

洗脱缓冲液：�0.2M��Nacl��50mM��Tris-Hcl���0.1mM����EDTA��500mM�咪唑��PH7.4

样品处理：��⻘霉素酶发酵液经离⼼过滤后取上清pH调⾄7.4。

纯化过程：��填料装柱1mL，平衡缓冲液平衡10CV；样品上样，流速为0.5mL/min；

����������������������⽤10CV淋洗缓冲液洗杂；⽤洗脱缓冲液洗脱，流速1mL/min。

��������������

®图1. Ni-TED�Chromrose 6FF�纯化⻘霉素酶发酵液谱图
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