
ProtQuanti BCA 蛋白定量试剂盒

 产品概述

本产品是基于 BCA 法 (Bicinchoninic Acid) 的蛋白质比色定量试剂盒，原理是在碱性环境中，蛋白质中的肽键可将 Cu²⁺ 还原为 Cu⁺，生成的

Cu⁺与 BCA 试剂反应形成稳定的蓝紫色复合物，在 562nm 处具有强吸收，其吸光值与蛋白质浓度呈良好线性关系。

本产品提供两种测定模式：标准浓度蛋白测定模式（简称：标准测定模式） ( 50 ~ 2000μg/ml）与微量浓度蛋白测定模式（简称：微量测定

模式）(＜50μg/ml），请根据实验需求选择合适的测定模式。

本产品可用于微孔板法和比色皿法进行检测，微孔板法操作简便、快速，仅需少量的蛋白样品；比色皿法需要相对较多的蛋白样品，比色皿

法因其光径比微孔板长，所以灵敏度会优于微孔板法。

本产品对蛋白样品中含有表面活性剂 SDS、Triton X-100、Tween-20 等干扰物质耐受性强，但不适合对含有还原剂或者螯合剂的蛋白质样

品进行定量检测。

 使用注意事项

1. 测定蛋白浓度时，微孔板法（200μl 反应体系）可做 500 次反应，比色皿法（1 ml 反应体系）可做 100 次反应。

2. 最佳测定波长为 562 nm，可使用酶标仪或分光光度计进行测定。

3. 本产品中 BCA Reagent A、BCA Reagent B 低温下可能会产生沉淀，使用前轻轻上下颠倒混匀使沉淀溶解，或 37℃ 水浴加热使沉淀完全溶解

后再使用。

4. 本产品中 BSA Standard Solution 使用时，需要打开安瓿瓶将试剂及时转移至洁净的 1.5 ml 离心管中，混匀后使用，使用完后放于 4℃ 保存。

5. 蛋白样品检测时，色素残留在比色皿上会影响样品的测定，需要用水充分冲洗干净后再使用。

ProtQuanti BCA Protein Quantification Kit Code No. AG21504           

包装量： 500 rxns / 200μl 

保存温度：Package 2-1：室温（15 ~ 30℃）

Package 2-2：4℃

 产品组成

BCA Reagent A 100 ml

BCA Reagent B 3 ml

BSA Standard Solution ( 2 mg/ml ) 1 ml X 3 pcs

 保存及运输

保存温度：Package 2-1：室温（15 ~ 30℃）保存

Package 2-2：4℃ 保存

运输温度：Package 2-1：常温运输

Package 2-2：4℃ 运输

 操作方法

步骤一、测定方法与测定模式选择

本产品提供两种测定模式，分别为标准测定模式（50 ~ 2000μg/ml）与微量测定模式（＜50μg/ml），两种测定模式均可使用酶标仪或分光光

度计进行蛋白浓度测定，可以根据实验的需求进行选择，具体测定参数如下：

测定方法 测定模式 标准测定模式 微量测定模式

微孔板法

（搭配酶标仪）

蛋白：BCA工作液（v/v）

反应条件*1

1 : 8

37℃，30min*2

1 : 1

60℃，60min

比色皿法

（搭配分光光度计）

蛋白：BCA工作液（v/v）

反应条件*3

1 : 20

37℃，30min*2

1 : 1

60℃，60min

*1：组分中 BCA Reagent A 与 BCA Reagent B 包装于 Package 2-1 中，放置于室温(15 ~ 30℃)保存，BSA Standard Solution (2 mg/ml) 包装

于 Package 2-2 中，放置于 4℃ 保存。

*2：使用微孔板法（200μl 反应体系），本产品可进行 500 次反应。

组分名称*1
AG21504

（500 rxns / 200μl*2）

Version 1

1



步骤二、配制标准曲线：

1. 标准测定模式 BSA 标准曲线制备 ( 测定范围：50 ~ 2000μg/ml）

a) 标准曲线一、当蛋白样品浓度为 250 ~ 2000μg/ml 时*1，按照下表进行 BSA Standard Solution 的稀释，BSA Standard Solution 可

使用去离子水、0.9% NaCl 或 PBS 进行稀释。

b) 标准曲线二、当蛋白样品浓度为 50 ~ 250μg/ml 时*2，首先需预先配制 250μg/ml BSA Standard Solution：取 200μl BSA 

Standard Solution ( 2 mg/ml )，加入 1400μl 稀释液充分混合，然后按照下表进行 BSA Standard Solution 的稀释，BSA Standard 

Solution 可使用去离子水、0.9% NaCl 或 PBS 进行稀释。

*1：微孔板法反应条件：建议使用恒温培养箱进行反应。

*2：当蛋白样品浓度为 50 ~ 250μg/ml 时，建议反应条件为：60℃，60min。

*3：比色皿法反应条件：可以使用恒温培养箱或者水浴锅进行反应。

*1：此时反应条件为 37℃，30min。

编号 稀释液（μl）
BSA Standard Solution

( 2 mg/ml )（μl）
BSA终浓度（μg/ml）

A 120 0 0 (Blank)

B 117 3 50

C 105 15 250

D 90 30 500

E 75 45 750

F 60 60 1000

G 30 90 1500

H 0 120 2000

编号 稀释液（μl）
250μg/ml BSA Standard 

Solution（μl）
BSA终浓度（μg/ml）

A 500 0 0 (Blank)

B 480 20 10

C 460 40 20

D 400 100 50

E 300 200 100

F 200 300 150

G 100 400 200

H 0 500 250

*2：此时反应条件为 60℃，60min。

2. 微量测定模式 BSA 标准曲线制备（测定范围：0 ~ 50μg/ml）

首先需预先配制 100 ug/ml BSA Standard Solution：取 100μl BSA Standard Solution ( 2 mg/ml )，加入 1900μl 稀释液充分混合，然

后按照下表进行 BSA Standard Solution 的稀释，BSA Standard Solution 可使用去离子水、0.9% NaCl 或 PBS 进行稀释。

编号 稀释液（μl）
100μg/ml BSA Standard 

Solution（μl）
BSA终浓度（μg/ml）

A 1000 0 0 (Blank)

B 990 10 1

C 975 25 2.5

D 950 50 5

E 900 100 10

F 800 200 20

G 600 400 40

H 500 500 50

步骤三、配制 BCA 工作液

1. 按照 BCA Reagent A : BCA Reagent B = 50 : 1 的比例进行混合（例如：配制 5 ml 的工作液时，在 5 ml 的 BCA Reagent A 中添加

0.1 ml 的 BCA Reagent B）充分振荡混匀，配制后的 BCA 工作液可 4℃ 保存 3 天。

所需反应液的计算方法如下：

BCA 工作液总体积 (μl）=【（BSA 标准蛋白 8 份+检测样品）x平行数 n+1 余量】x 1 个样品所需工作液体积
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例子：

a) 如果使用微孔板法（200μl 反应体系）进行测定：

1) 采用标准测定模式检测 2 个样品，平行数 n = 2 时：

BCA 工作液总体积 =【（8+2）x 2+1】x 200μl *1= 4200μl

注*1：200μl BCA 工作液中加入 25μl 蛋白样品。

2) 采用微量测定模式检测 2 个样品，平行数 n = 2 时：

BCA 工作液总体积 =【（8+2）x 2+1】x 100μl*2 = 2100μl

注*2：100μl BCA 工作液中加入 100μl 蛋白样品。

b) 如果使用比色皿法（1 ml 体系）进行测定：

说明：该体系是使用 1 ml 比色皿进行实验，也可选择其他比色皿，此时 BCA 工作液的体积等比例放大或者缩小即可。

1) 采用标准测定模式检测 2 个样品，平行数 n = 2 时：

BCA 工作液总体积 =【（8+2）x 2+1】x 1 ml*3 = 21 ml

注*3：1 ml BCA 工作液中加入 50μl 蛋白样品。

2) 采用微量测定模式检测 2 个样品，平行数 n = 2 时：

BCA 工作液总体积 =【（8+2）x 2+1】x 0.5 ml*4 = 10.5 ml

注*4：0.5 ml BCA 工作液中加入 0.5 ml 蛋白样品。

步骤四、测定蛋白质浓度

说明：待测蛋白进行浓度测定时，需要同时检测待测蛋白的保存液用于扣除空白，待测蛋白如果使用去离子水、0.9% NaCl 或 PBS 稀释后进行浓度测

定，其蛋白保存液也需使用去离子水、0.9% NaCl 或 PBS 稀释同样的倍数后进行测定用于扣除空白。

1. 使用微孔板法（200μl 反应体系）进行测定

a) 标准测定模式 ( 蛋白 : BCA 工作液体积比为 1 : 8 )

1) 在微孔板各孔中加入 25μl 稀释好的不同浓度 BSA 标准品蛋白、待测蛋白样品与待测蛋白保存液（用于待测蛋白浓度计算时扣

除空白）；

2) 加入 200μl 上述“步骤三”配制的 BCA 工作液，立即使用移液枪吹打或振荡器振荡混匀，注意尽量不要产生气泡，盖上微孔

板盖；

3) 参考“步骤一”测定方法与测定模式选择合适的设备及反应条件进行反应；

4) 反应结束后，将样品放置室温至温度稳定（~ 5 min），用酶标仪测定 562 nm 处样品的吸光值；

● 注意：尽可能在 20 分钟内检测完所有样品。

5) 将各浓度 BSA 标准品的吸光度值减去“Blank”吸光度值的平均值，绘制 BSA 标准品的标准曲线；

6) 待测蛋白样品溶液的吸光度值减去待测蛋白保存液的吸光度值的平均值，根据 BSA 标准曲线可计算出检测样品的蛋白浓度。

b) 微量测定模式 ( 蛋白 : BCA 工作液体积比为 1 : 1 )

1) 在微孔板各孔中加入 100μl 稀释好的不同浓度 BSA 标准品蛋白、待测蛋白样品与待测蛋白保存液（用于待测蛋白浓度计算时

扣除空白）；

2) 加入 100μl 上述“步骤三”中配制的 BCA 工作液，立即使用移液枪吹打或振荡器振荡混匀，注意尽量不要产生气泡，盖上微

孔板；

3) 参考“步骤一”测定方法与测定模式选择合适的设备及反应条件进行反应；

4) 反应结束后，将样品放置室温至温度稳定（~ 5 min），用酶标仪测定 562 nm 处样品的吸光值；

● 注意：尽可能在 20 分钟内检测完所有样品。

5) 将各浓度 BSA 标准品的吸光度值减去“Blank”吸光度值的平均值，绘制 BSA 标准品的标准曲线；

6) 待测蛋白样品溶液的吸光度值减去待测蛋白保存液的吸光度值的平均值，根据 BSA 标准曲线可计算出检测样品的蛋白浓度。
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2. 如果使用比色皿法（1 ml 体系）进行测定

a) 标准模式检测 ( 蛋白 : BCA 工作液体积比为 1 : 20 )

1) 在反应管中加入 50μl 稀释好的不同浓度 BSA 标准品蛋白、待测蛋白样品与待测蛋白保存液（用于待测蛋白浓度计算时扣除空白）；

2) 加入 1 ml 上述“步骤三”中配制的 BCA 工作液，立即使用移液枪吹打或振荡器振荡混匀，注意尽量不要产生气泡；

3) 参考“步骤一”测定方法与测定模式选择选择合适的设备及反应条件进行反应；

4) 反应结束后，将样品放置室温至温度稳定（~ 5 min），用分光光度计测定 562 nm 处样品的吸光值；

● 注意：尽可能在 20 分钟内检测完所有样品。

5) 将各浓度 BSA 标准品的吸光度值减去“Blank”吸光度值的平均值，绘制 BSA 标准品的标准曲线；

6) 待测蛋白样品溶液的吸光度值减去待测蛋白保存液的吸光度值的平均值，根据 BSA 标准曲线可计算出检测样品的蛋白浓度。

b) 微量模式检测 ( 蛋白 : BCA 工作液体积比为 1 : 1 )

1) 在微孔板各孔中加入 0.5 ml 稀释好的不同浓度 BSA 标准品蛋白、待测蛋白样品与待测蛋白保存液（用于待测蛋白浓度计算时扣除空

白）；

2) 加入 0.5 ml 上述“步骤三”中配制的 BCA 工作液，立即使用移液枪吹打或振荡器振荡混匀，注意尽量不要产生气泡；

3) 参考“步骤一”测定方法与测定模式选择合适的设备及反应条件进行反应；

4) 反应结束后，将样品放置室温至温度稳定（~ 5 min），用酶标仪测定 562 nm 处样品的吸光值；

●注意：尽可能在 20 分钟内检测完所有样品。

5) 将各浓度 BSA 标准品的吸光度值减去“Blank”吸光度值的平均值，绘制 BSA 标准品的标准曲线；

6) 待测蛋白样品溶液的吸光度值减去待测蛋白保存液的吸光度值的平均值，根据 BSA 标准曲线可计算出检测样品的蛋白浓度。
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