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简介
BCA 法是一种通过比色分析来对蛋白质进
行定量的方法。该方法利用蛋白在碱性环
境中将 Cu2+ 还原成 Cu+，BCA 与 Cu+ 形成
有颜色的络合物。该水溶液络合物在特定
波长下有强烈的吸光值，且在一定范围内
蛋白浓度与光吸收值成正比，这就使得我
们可以利用微孔板读板机进行高通量、高
灵敏度的蛋白定量检测。早期的 PierceTM 
BCA 蛋白检测试剂盒需要 37℃ 孵育 30 分
钟，在 562 nm 处检测光吸收变化。新版 
Pierce Rapid Gold BCA 蛋白检测试剂盒仅
需室温孵育 5 分钟就会产生强烈的橙-金络
合物，在 480 nm 处检测。

SpectraMax iD5 多功能微孔板读板机具
有光吸收检测功能，可以进行蛋白定量
检 测 。 下 面 ， 我 们 介 绍 一 下 如 何 用
SpectraMax iD5 配套 SoftMax®Pro 软件，
用 Pierce BCA 蛋白检测试剂盒和 Pierce 
Rapid Gold BCA 蛋白检测试剂盒进行检
测。以上试剂盒均包括标准品牛血清白蛋
白，SoftMax Pro 预设的模板可以根据标
准曲线将待测蛋白的浓度自动计算出来。
Pierce Rapid Gold BCA 蛋白检测试剂盒
仅需室温孵育 5 分钟相比 Pierce BCA 试剂
盒 37℃ 孵育 30 分钟，可节省大量时间且
提高操作简便性。

优势
• 蛋白定量速度快，仅需室温孵

育 5 分钟

• 利用 SpectraMax iD5 多功能微
孔板读板机可在更低的背景噪
音下进行检测

• SoftMax Pro 软件里预设的程序
会自动做出标准曲线并给出待
测蛋白的浓度

材料
• SpectraMax iD5 多功能微孔板读板机
 (Molecular Devices cat.#ID5-STD)
• Pierce BCA 蛋白检测试剂盒   

(ThermoFisher Scientific cat.#23225)
• Pierce Rapid Gold BCA 蛋白检测试剂盒
 (ThermoFisher Scientific cat.#A53225)
• RIPA 缓冲液 
 (ThermoFisher Scientific cat.#89900)
• 蛋白抑制剂混合物 
 (ThermoFisher Scientific cat.#78430)
• 96 孔透明平底聚苯乙烯微孔板
 (Greiner Bio-One cat.#655101)
• 293 [HEK-293] 细胞
 (ATCC cat.#CRL -1573)
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图 2   BSA 标准曲线。标准曲线在 SoftMax Pro 软件中采用二次曲线拟合，其中 BCA 检测试剂盒为绿
色，Rapid Gold BCA 为蓝色。BCA 检测试剂盒的 r2 = 0.997，Rapid Gold BCA r2 = 0.999。每个样本
有 3 个复孔，n = 3

图 1   比较两种检测试剂盒的工作流程。上图是 BCA 检测试剂盒和 Rapid Gold BCA 检测试剂盒的实验
流程图。BCA 检测试剂盒需要 37℃ 孵育 30 分钟，而 Rapid Gold BCA 检测试剂盒仅需室温孵育 5 分钟

方法
HEK-293 细胞在 T 75 细胞培养瓶中培养。
先用 10 mL 磷酸盐缓冲液 (PBS) 冲洗细胞，
加入 2 mL RIPA 缓冲液孵育 5 分钟，枪头
上下吹打数次使得瓶壁上的细胞也消化下
来。将消化液均分至 2 个 1.5 mL 离心管中，
加入蛋白抑制剂。消化液 15000 rpm 离心 
20 分钟，收集上清作为待测样本，以 3 倍梯
度稀释待测样本。梯度稀释是为了待测样
本浓度在标准曲线检测范围内。

BSA 标准品根据各自试剂盒中的操作说明
准备。试剂 A 和试剂 B 按照 50∶1 配置，得
到 12 mL BCA 工作液。将 25 µL 的蛋白标
准品和待测细胞样本分别加入 96 孔透明微
孔板中，每个样本 3 个重复。其中一个微孔
板加入 200 µL BCA 工作液，另一个加入 200 
µL Rapid Gold BCA 工作液。BCA 检测试剂
板 37℃ 孵育 30 分钟，Rapid Gold BCA 检测
试剂板室温孵育 5 分钟。

用 SpectraMax iD5 多功能微孔板读板机读
取光吸收值，采用预设的 BCA 分析程序 
( SpectraMax iD3 多功能微孔板读板机与
SpectraMax iD5 有同样优异的光吸收检测
表现，同样适用该类检测 ) 进行检测。BCA 
检测板在 562 nm 检测光吸收值，预设程序
中检测波长就是 562 nm，无需做任何更改
即可直接读板；BCA Rapid Gold 检测板在
读板前需要更改检测波长至 480 nm。

SoftMax Pro 软件已根据检测试剂盒说明书
预设了标准曲线，读板后会自动拟合出一
条 BSA 标准曲线。每次分析都可以用标准
曲线来计算 HEK-293 细胞样本中的蛋白浓
度。图 1 是两个试剂盒的工作流程。

Concentration (µg/mL)

M
ea

n 
O

DV
al

ue

 BCA 检测试剂盒

消化细胞

Rapid Gold BCA 检测试剂盒

消化细胞

准备 BSA 标准品和稀释样本，并加入微孔板 准备 BSA 标准品和稀释样本，并加入微孔板

准备工作液，并加入每个孔中 准备工作液，并加入每个孔中

37℃ 孵育 30分钟

室温孵育 5 分钟

 读板

读板



表1   一组 Rapid Gold BCA 检测数据。每个检测出的 OD 值，都会自动带入标准曲线计算浓度。如
果检测出的 OD 值超出了标准曲线的范围，会用“R”标出。每个样品的平均浓度都会对应一个校
正浓度，校正浓度是根据每个样品的稀释倍数计算出的未稀释样品的浓度值。样本 02、03 和 04 的
校正后浓度基本一致，估算出原始样本的蛋白浓度为 680 µg/mL

结果
BCA 和 Rapid Gold BCA 检测试剂盒的 BSA 
标准曲线采用二次曲线拟合 r2 值都大于 0.99 
( 图 2 )。Rapid Gold BCA 检测试剂盒的 BSA 
标准品无论低浓度还是高浓度的 OD 值都大
于 BCA 检测试剂盒的。

在 SoftMax Pro 软件中，未知样品蛋白浓
度会自动带入标准曲线中计算出来，并以
表格形式在软件中显示 ( 表 1 是 Rapid Gold 
BCA 检测试剂盒的待测样本浓度 )。

用 Rapid Gold BCA 检测试剂盒，计算得出
原始蛋白浓度是 680 µg/mL，BCA 检测试
剂盒是 640 µg/mL。以上两个不同 OD 值范
围标准曲线用 SpectraMax iD5 多功能微孔
板读板机得出了相近的蛋白浓度。

结论
Rapid Gold BCA 检测试剂盒仅需室温孵育 
5 分钟，与原来的 BCA 检测试剂盒 37℃ 孵
育 30 分钟相比，可节省大量时间，提高
工作效率。两种检测试剂盒的标准曲线都
得出了出色的 r2  和相近的待测样品浓度。

SpectraMax iD5 多功能微孔板读板机能够
快速、精准的进行光吸收检测，SoftMax 
Pro 软件中的预设程序能够直接给出标准曲
线和未知样品浓度。预设程序包括读板设
置和样品分组信息等设置，因此未知样品
浓度可直接根据标准曲线计算出来，并在
软件中显示。
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