[image: image1.png]7V \

makewonderbio

AL 1 A YR



北京梅科万德生物科技有限公司

http://www.makewonderbio.com

蛋白定量试剂盒BCA法（标准法）

产品编号：4001

BCA法的原理是蛋白质在碱性条件下，将Cu2+ 转化成Cu+，Cu+通过与BCA试剂的反应检测出。 此法为一步法，反应产物呈紫色，最大吸收峰为562nm，通过标准曲线测出未知蛋白的浓度。许多干扰因素对此法没有影响，特别是一定范围内的蛋白质变性剂如尿素和盐酸胍。

试剂组成

试剂A: 250 mL、试剂B:5 mL，BSA标准品2.0mg/支，5支
运输、储存和有效期

常温运输(勿超过30°C)， 2-8°C储存，在有效期内使用。 正常储存条件下自生产之日起有效期2年。

操作方法

1. 准备工作液：将100份试剂A与 2份试剂B混合，混合液呈淡蓝色，室温稳定1周

2. 准备标准品：取样品相同的缓冲液1.0ml，加入BSA冻干品中，配制成2000μg/ml, 倍比稀释配制成：2000、1000、500、250、125、62.5、0μg/mL。

    测定步骤

    1. 取标准品或待测样品溶液100µL加入到2 mL 工作液中（也可取25uL样品加入到500uL工作液中)，混匀，60°C 孵育30 min
    2. 将温度降至室温，测562 nm 吸光度（1小时之内测定）。

3. 以浓度作为横坐标，吸光度作为纵坐标绘制标准曲线，根据样品的吸光度值在标准曲线上查样品的浓度值。

注意事项

1. 标准法的线性范围：1000μg/mL～100μg/mL，高于此范围，建议适当稀释后测定；低于此范围，建议使用微量法试剂盒检测。

2. 延长孵育时间可以增加灵敏度，颜色太深，可以缩短加热时间，注意采用相同的方法处理标准品和样品）

3. BCA检测方法依赖蛋白质氨基酸的成分，不能测定蛋白质的绝对量，BSA标准曲线仅用于比较相似蛋白质溶液的浓度。

4. 某些试剂会干扰BCA法的检测，脂类导致吸光度增高。含巯基的缓冲液可导致实验误差。

5. 螯合剂如EDTA等可能干扰检测，通过稀释样本可解决此问题，同时，稀释也可以减轻其它因素的干扰。
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