
改良型BCA蛋白浓度测定试剂盒
产品货号：26475
产品规格：500 assays（分光光度法）/1000 assays（酶标板法）

产品简介：

BCA法是理想的蛋白质定量方法，在碱性环境下蛋白质分子中肽键结构与Cu2+络合并将Cu2+还原成Cu1+。BCA
特异地与Cu1+结合形成稳定的紫蓝色复合物，在562nM处有最大的光吸收值并与蛋白质浓度成正比，颜色的深浅

与蛋白质的含量成正比，可以根据吸收值测定蛋白质浓度。该测定方法灵敏度高，操作简单，并且受干扰物质去

垢剂等影响小。本试剂盒中的特殊试剂C可以有效地降低蛋白质抽提样品中残留的还原剂对蛋白质浓度检测的干

扰。当样品中的DTT浓度≤5mM或β-巯基乙醇浓度≤10mM时，蛋白质浓度的测定不会受影响。

产品特点：

1. 准确灵敏，线性范围广，BCA试剂的蛋白质测定范围是25~1000μg/mL。
2. 不受样品中离子型和非离子型去污剂影响。

3. 检测不同蛋白质分子的变异系数远小于考马氏亮蓝，线性关系良好。

4. 在样品中的DTT浓度≤5mM或β-巯基乙醇浓度≤10mM时，光吸收值不受影响。

产品组成：

产品名称 规格 保存

5×溶液A 100mL 2-8℃
溶液B 10mL 2-8℃
试剂C 260mg -20℃
溶液D 100mL 2-8℃

BSA标准蛋白（2mg/mL） 10mL -20℃
操作步骤：

A．试剂准备

1. 按照以下公式计算所需的BCA工作液总体积。

BCA工作液总体积=（标准曲线测定点数+样品数）×重复次数×每个样品所需的BCA工作液体积

2. 将5×溶液A用蒸馏水稀释为1×溶液A，根据所需BCA工作液总体积，定量取溶液A：溶液B=50:1，混匀制成

BCA工作液。

3. 取1000μl蒸馏水和1000μl溶液D，混匀制得溶液E。
4. 称取10mg试剂C，用500μl溶液E溶解，涡旋振荡1min，得到溶液F。
5. 取8支1.5mL离心管，按照下表平行操作。

溶液 0 1 2 3 4 5 6 7
溶液D(μl) 80 79 77 75 70 60 50 40

2mg/mL BSA (μl) 0 1 3 5 10 20 30 40
BSA浓度(μg/mL) 0 25 75 125 250 500 750 1000

B. 分光光度法

1. 取20支1.5mL离心管，分为标准组和样品组。其中16支1.5mL离心管，每个标准品设置1个重复，各管分别加

入25μl相应浓度梯度的标准蛋白质溶液；剩余4支1.5mL离心管，分为2个重复组，重复组离心管编号相同。

其中编号不同的两管加入25μl不同浓度的样品稀释液。

2. 各管分别加入25μl溶液F，37°C水浴中保温30min。
3. 各管加入1mL的BCA工作液，迅速混匀。

4. 在37°C水浴中保温30min。
5. 冷却至室温后，在分光光度计上测各管的A562值。



6. 以标准组各管A562平均值为纵坐标，对应的蛋白质浓度为横坐标，在坐标纸上或Microsoft Excel软件中绘制

标准曲线。

7. 根据两个相同样品稀释液A562值的平均值，在标准曲线上计算出该样品经过稀释后的蛋白质浓度。选择合适

稀释度的样品计算最终的样品蛋白浓度，再由稀释倍数计算原样品蛋白质浓度。

C. 酶标板法

1. 选取酶标板上20个孔，分为标准组和样品组。其中16个孔，每个标准品设置1个重复，各孔分别加入5μl相应

浓度的标准蛋白质溶液，剩余4孔，分为2个重复组，重复孔编号相同。其中编号不同的两孔加入浓度不同的

5μl样品稀释液。

2. 各酶标孔分别加入5μl溶液F，37°C水浴中保温30min。
3. 再往每孔中加入200μl BCA工作液，迅速混匀, 在37°C水浴中保温30min。
4. 冷却至室温后，在酶标仪上测各孔的A562值。

5. 以标准组各孔A562平均值为纵坐标，对应的蛋白质浓度为横坐标，在坐标纸上或Microsoft Excel软件中绘制

标准曲线。

6. 根据两个相同样品稀释液A562值的平均值，在标准曲线上计算出该样品经过稀释后的蛋白质浓度。选择合适

稀释度的样品计算最终的样品蛋白浓度，再由稀释倍数计算原样品蛋白质浓度。

注意事项：

1. 样品稀释的倍数应使蛋白质含量在标准曲线范围之内(25~1000μg/mL)，若超过此范围则再需将样品酌情稀释。

2. 产品中的保存条件及有效期均以未开封情况下计算，为了防止产品与空气接触发生化学反应影响产品性能，

将未使用完毕的组分按存储要求保存同时建议开封后的组分尽快使用完毕。

3. 该产品中包含配套的BSA标准蛋白溶液，由于BSA易受环境，人为，温度等因素的影响造成失效，建议收到

货后将BSA溶液分成多个小管进行冷冻保存，避免反复冻融造成BSA降解失活。

4. 试剂在低温条件或长期保存出现沉淀时，可搅拌或37°C温育使其溶解，如发现细菌污染则应丢弃。

5. 试剂C须现配现用，过夜后应该废弃。

6. 同时进行实验的样品须在10min内完成吸光度的检测。

7. 若蛋白质缓冲液的pH<5，溶解试剂C时所用的溶液E应改用溶液D。
8. 当溶液A和B混合时可能会有浑浊，但混匀后就会消失，混合液在密闭情况下可保存1周。

9. 使用后请旋紧瓶盖，防止溶液挥发和与空气中的物质发生化学反应。

10. 当样品中含有儿茶酚氨类等生物氨或者脂，脂蛋白时，也会使得光吸收值升高，在含铜离子螯合试剂时，可

以使的吸光度降低，这时可以用DOC-TCA法沉淀祛除。

11. BCA法受螯合剂和略高浓度的还原剂的影响，需确保蛋白中残留的EDTA低于1mM，无EGTA，DTT低于5mM，

β-巯基乙醇低于10mM。不适用时建议使用改良型Bradford法蛋白浓度测定试剂盒或非干扰型蛋白质定量试

剂盒。

12. 如果用于酶标板法进行蛋白质定量，可以按照分光光度法的基本程序将所用试剂的量减少到分光光度法所用

量1/5。
13. 在加入溶液A和B的混合液，37°C加热30min后，要让离心管冷却，否则吸光度值不太准确。

14. 本试剂盒只能够用于体外实验，不能够用于临床、治疗和动物体内实验等，由此产生的后果，概不承担责任。

有效期：24个月。


