
优势
• 190-1000 nm 波长覆盖范围适

用于更多不同需求定量实验

• SpectraDrop 超微量检测板减少
上样体积同时保证其检测灵敏
度

• 通过 SoftMax Pro 软件预置模
板简化实验流程提高效率

介绍
核酸及蛋白的定量是遗传学和分子生物学
中许多复杂实验上游的基本检测方法。各
种方法被开发出来用于定量这些生物学成
分，然而最常见的检测手段仍然是紫外分
光光度法。分光光度法的基础是每个分子
在一定的波长范围内吸收或透射光，在已
知样本的消光系数和光径时可以通过朗伯
一比尔定律 ( 公式 1 )计算物质的浓度。

A = εcL
公式 1：朗伯一比尔定律指出吸光度 (A) 
等于被测分子的摩尔消光系数 (ε) 乘以浓
度 (c) 和光径 (L)。重新排列方程式使我们
可以用吸光度来计算浓度。
核酸定量是一个非常稳定的技术，其基本
原理自诞生以来一直没有太大的改变。为
了计算核酸浓度，在 260 nm 处测量样品，
并在 230 nm 和 280 nm 波长处进行辅助
测量，以检查样品纯度。
蛋白样品也可以使用紫外分光光度法进行
定量，然而，有更准确的比色法可用。紫
外分光光度法利用色氨酸的芳香性质在 
280nm 处吸收光，但是计算的蛋白浓度会
受到多种多样的的氨基酸序列中的色氨酸
残基的影响。另外二喹啉甲酸 (BCA) 蛋白
实验可以不依赖氨基酸序列和长度测定蛋
白浓度。该实验利用铜基双缩脲反应，其
中氨基酸主干在碱性环境中与铜分子形成
色螯合复合物。
SpectraMax® ABS Plus 是一款袖珍型 
UV-Vis 光吸收微孔板读板机，非常适合于
这类定量分析。在这里，我们演示了 ABS 
Plus 读板机与 SpectraDrop™ 超微量板和 
SoftMax®Pro 软件相结合的几种不同的方
法，可以定量 dsDNA 和牛血清白蛋白 (BSA) 
蛋白。

APPLICATION NOTE

材料
• SpectraMax ABS Plus 微孔板读板机 

(Molecular Devices cat. #ABS Plus) 
•  SpectraDrop 超微量微孔板 (Molecular 

Devices cat. #0200-6262) 
• 9 6  孔 ， 透 明 ， 平 底 聚 苯 乙 烯 微 孔 板  

(Greiner Bio-One cat. #655101)
• 超纯小牛胸腺 DNA (ThermoFisher 

Scientific cat. #15633019) 
• Pierce BCA Protein Assay Kit (Ther-

moFisher Scientific cat. #23225) 
• Pierce™ Bovine Serum Albumin 

Standard Ampules, 2 mg/mL (Ther-
moFisher Scientific cat. #23209) 

• UV-Star® 96 孔微孔板 (Greiner Bio-One 
cat. #655801)

SpectraMax ABS Plus 微孔板读板机实现微量
DNA 及蛋白的高通量检测

图 1   使用 SpectraDrop™ 超微量板定量 dsDNA。使用 SpectraDrop™ 超微量板在 ABS Plus 读板
机上可以测量低至 2 ng/µL 和 4 ng/µL 的 DNA，分别使用 1.0 mm ( 蓝色 ) 和 0.5 mm ( 红色 ) 盖子
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方法
DNA 定量
使用 1xPBS 稀释超纯的小牛胸腺 DNA，以 
1000 ng/µL 为起始浓度作 2 倍梯度稀释。
吸取 2 µL 和 4 µL 样本放在 64 孔超微量微
孔板上，分别盖上 0.5 mm 或 1.0 mm 的
盖子盖住 dsDNA 样本。在 SoftMax Pro 软
件中打开预配置的模板，“SpectraDrop 
DNA Quantitation”，使用模板中的设置
读板。在 SoftMax Pro 软件中应用 log-log 
方法将数据进行拟合，并生成标准曲线。
除此之外，对所有浓度进行 220 ~ 350 nm 
范围的光谱扫描 ( 4 nm 步径 )，以评估样
品纯度。
在比色皿和微孔板内的定量也做了对比。
从 250 ng/µL-0.5 ng/µL 做 2 倍梯度稀释，
并取 200 µL 和 1000 µL 分别转移到紫外透
明 96 孔板和 UV-Vis 比色皿。两种模式都
是在 SpectraMax ABS Plus 微孔板读板机
上 260 nm 处读取的，对每个数据集进行 
log-log 曲线拟合，使用 SoftMax Pro 软件
生成标准曲线。

蛋白定量
根据检测试剂盒说明书，采用 BSA 稀释法
制备 BCA 检测标准曲线。25 µL 的蛋白标
准品和 200 µL BCA 工作液被转移到一个 
96 孔透明微孔板，并在 37°C 孵育 30 分
钟。在 SoftMax Pro 软件中打开“BCA”
预配置协议，并使用提供的设置在 562 nm 
处读取车牌。对数据进行二次曲线拟合，
利用 SoftMax Pro 软件生成标准曲线。

结果
ABS Plus 微孔板读板机可以利用微量体积
和标准的微孔板方法定量 dsDNA。使用超
微量板和预置的模板，ABS Plus 微孔板读
板机可以检测 4 µL 样品低至 2 ng/µL 的浓
度，并且可以自动检测和计算相对参数，
如 A260/A280 和 A260/A230 的比值 ( 图 1 
和图 2 )。光谱扫描是为了进一步证明样品
无污染物 ( 图 3 )。

图 2   SoftMax Pro 软件预置的数据表。该软件预置的模板可以自动计算吸光度的比值以及位置样品
的浓度从而简化 DNA 定量实验

图 3   SoftMax Pro 软件预置的数据图表。通过光谱扫描确认样品纯度。四个 DNA 的相对浓度被扫
描，仅在 260 nm 处发现一个峰，表明 dsDNA 为纯 DNA

图 4   在 96 孔板和比色皿内定量 dsDNA。在 96 孔板和比色皿内分别检测在 250 ng/µL - 0.50 ng/µL 
梯度稀释的 dsDNA。另外两个结果都显示出高度的线性度
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图5   BCA 试验标准曲线。ABS Plus 微孔板读板机可以检测 BCA 的标准曲线，使用 SoftMax Pro 软件
对数据点进行二次曲线拟合，生成标准曲线 (r2 = 1.000)

另外，ABS Plus 微孔板读板机可以在微孔
板模式下定量 dsDNA。使用紫外透明板，
读板机可以检测低至 0.5 ng/µL dsDNA 
( 图 4 )。
最后，SpectraMax ABS Plus 微孔板读板
机可以结合 BCA 法对蛋白质样品进行定量
分析。按照提供的试验方案，检测 BSA 的
标准品，并生成一条与检测试剂盒中的曲
线相比较的标准曲线 ( 图 5 )。

总结
SpectraMax ABS Plus 微孔板读板机是一
款小型的，能够通过各种形式 ( 如比色皿
或微孔板 ) 对核酸和蛋白质样品进行定量的
微孔板读板机。当结合 SpectraDrop 超微
量微孔板时，该读板机可以一次检测体积
低至 2 µL 的 64 个样品。另外，SoftMax 
Pro 软件预置的模板可以优化实验，加速
获取结果。
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