
改良型Bradford蛋白浓度测定试剂盒
产品货号：26476

产品规格：200Assays（分光光度法），1000 Assays（酶标板法）

产品简介：

在使用常规Bradford试剂进行蛋白定量时，考马斯亮兰G-250染料分子以及G-250与蛋白质复合物之间会发生

聚集，随着时间的延长，产生可见的易沉降的颗粒，使得在A595nm处测定的吸光度值偏低。针对此种情况，本

试剂盒通过添加特殊的试剂，使得考马斯亮兰G-250染料分子之间以及G-250与蛋白质复合物在30min内不容易发

生沉降，从而提高了测量结果的准确性，使得大量样品的定量变得从容不迫。

产品内容：

产品名称 规格 保存条件

Bradford试剂 200mL 2-8℃
BSA标准蛋白（1mg/mL） 5mL -20℃

产品特点：

1. 在 30min 内，G-250染料分子和 G-250与蛋白质复合物不容易发生沉淀。

2. 能够适应中度疏水的膜或粘性蛋白的定量。

3. 比较适合进行大量样品的定量。

4. 与常规的 Bradford法相比，线形关系更佳，保证了结果的准确性。

操作步骤：

A. 试剂准备

1. 将样品用蒸馏水做适当倍数的稀释。

2. 取1.5mL离心管，按照下表的比例分别加入各溶液，其中0号管为空白对照：

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
蒸馏水（μL） 1000 995 990 985 980 975 970 950 900 850 800 750 700
1mg/mL（μL） 0 5 10 15 20 25 30 50 100 150 200 250 300

BSA浓度（μg/mL） 0 5 10 15 20 25 30 50 100 150 200 250 300
B1．分光光度法一 (测定蛋白浓度在50-300μg/ml之间）

1. 取18支1.5mL离心管，分为标准组和样品组：

标准组：14支1.5mL离心管，每个标准品设置1个重复，各管分别加入100μl相应浓度的BSA标准蛋白质溶液，

对应表格管编号为0、7、8、9、10、11和12号；

样品组：4支1.5mL离心管，分为2个重复组，同一重复组离心管编号相同，其中不同编号的两管加入100μl
不同浓度的样品稀释液；

2. 各管加入1mL Bradford工作液，迅速混匀；

3. 室温25~30°C，反应10min后，以0号管为空白对照，在分光光度计上测各管的A595值；

4. 以标准组各管A595平均值为纵坐标，对应的蛋白质浓度为横坐标，在Microsoft Excel软件中绘制标准曲线（插

入散点图，R2值大于0.99）；

5. 根据两个相同样品稀释液A595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。



B2. 分光光度法二（测定蛋白浓度在5-30μg/ml之间）

1. 取18支1.5mL离心管，分为标准组和样品组：

标准组：14支1.5mL离心管，每个标准品设置1个重复，各管分别加入500μl相应浓度的BSA标准蛋白质溶液，

对应表格管编号为0、1、2、3、4、5和6号；

样品组：4支1.5mL离心管，分为2个重复组，同一重复组离心管编号相同。其中不同编号的两管加入500μl
不同浓度的样品稀释液；

2. 各管加入500μl Bradford工作液，迅速混匀；

3. 室温25~30°C，反应10 min后，以0号管为空白对照，在分光光度计上测各管的A595值；

4. 以标准组各管A595平均值为纵坐标，对应的蛋白质浓度为横坐标，在Microsoft Excel软件中绘制标准曲线（插

入散点图，R2值大于0.99）；

5. 根据两个相同样品稀释液A595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。

C1. 酶标板法一（测定蛋白浓度在50-300μg/ml之间）

1. 选取酶标板上18个孔，分为标准组和样品组：

2. 标准组：14个孔，每个标准品设置1个重复，各孔分别加入20μl相应浓度的BSA标准蛋白质溶液；对应编号

为0、7、8、9、10、11和12号；

样品组：剩余4孔，分为2个样品重复组，同一重复组编号相同。其中编号不同的两孔加入浓度不同的20μl
样品稀释液；

3. 各酶标孔加入200μl Bradford工作液，迅速混匀；

4. 室温25~30°C，反应5min后，以0号管为空白对照，在酶标仪上测各孔的A595值；

5. 以标准组各孔A595平均值为纵坐标，对应的蛋白质浓度为横坐标，在Microsoft Excel软件中绘制标准曲线（插

入散点图，R2值大于0.99）；

6. 根据两个相同样品稀释液A595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。

C2. 酶标板法二（测定蛋白浓度在5-30μg/ml之间）

1. 选取酶标板上18个孔，分为标准组和样品组：

标准组：14个孔，每个标准品设置1个重复，各孔分别加入150μl相应浓度的标准蛋白质溶液；对应管编号为

0、1、2、3、4、5和6号；

样品组：剩余4孔，分为2个重复组，同一重复组编号相同。其中编号不同的两孔分别加入浓度不同的150μl
样品稀释液；

2. 各酶标孔加入150μl Bradford工作液，迅速混匀；

3. 室温25~30°C，反应5min后，以0号管为空白对照，在酶标仪上测各孔的A595值；

4. 以标准组各孔A595平均值为纵坐标，对应的蛋白质浓度为横坐标，在Microsoft Excel软件中绘制标准曲线（插

入散点图，R2值大于0.99）；

5. 根据两个相同样品稀释液A595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. 使用前请将 Bradford试剂颠倒混匀 3~5次并平衡至室温后再使用；

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. 样品检测后的 A595值应在标准曲线范围之内，若超过此范围则需将样品酌情稀释或浓缩；

5. 加完 Bradford 试剂后，须在 30min 内完成吸光度的测定，防止沉淀形成后影响实验结果，如果已经产生了

沉淀，可以在测量前先颠倒混匀几次，可以减少误差；

6. 进行吸光度测定时，请使用玻璃或塑料比色皿，不建议使用石英比色皿，因为考马斯亮蓝会与石英发生化学

反应，长时间使用影响比色皿的透光率及使用寿命，比色皿使用后请尽快用无水乙醇冲洗干净；

7. 疏水的膜或粘性蛋白在该 Bradford 试剂中，不容易产生沉淀，如果形成沉淀，也可以在样品溶液中加入等

体积的 0.1M NaOH促进蛋白溶解；

8. Bradford法测定蛋白浓度不受还原试剂的影响，但是受略高浓度的去垢剂影响，需确保 SDS低于 0.1 %，Triton
X-100 低于 0.1 %，Tween 20、60、80低于 0.06 %，含去垢剂的样品推荐使用尚宝生产的 BCA 法蛋白浓度

测定试剂盒或非干扰型蛋白浓度测定试剂盒；

9. 测量顺序应按蛋白浓度由低到高的顺序（以避免影响结果）或使用一次性塑料比色皿；

10. 使用后请旋紧瓶盖，防止溶液挥发和与空气的物质发生化学反应。

11. 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。

保存条件：

Bradford试剂在 2~8°C环境中保存，BSA蛋白质标准液（1mg/mL）在 -20°C保存，保质期 2年。


