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康博®  
BCA 全蛋白定量分析試劑組使用說明 

CounPro® BCA Protein Quantitation Assay Instructions 
 

 

 

 

 

 
 
原理介紹 
    如下圖一在鹼性環境下，蛋白質與 Cu2+結合，並將 Cu2+還原為 Cu+。喹
啉甲酸離子（BCA）與 Cu+形成紫色的絡合物，這種絡合物在吸收光譜波長
562 nm 處產生吸收峰值，而此光吸收強度在蛋白質濃度範圍（20-2000 μ
g/mL）內與蛋白質含量呈線性關係。利用此比色法即可以對蛋白質進行檢測和
定量。若未知濃度蛋白樣品體積較大時（0.1 mL），可使用比色皿(Cuvette)檢
測；若體積較小（~10 μL），可使用 96 孔盤；或是選用 0.5 mL 薄壁離心
管，搭配建議之專用光譜儀，進行測量，其操作方式請參閱使用步驟。 

圖一 BCA 蛋白定量分析套組原理說明 
套組組成 
Package A 
1. CounPro® BCA-A 劑(黑色塑膠瓶身)：500 ml X 1 瓶 
2. CounPro® BCA-B劑(白蓋玻璃瓶身)：11 ml X 1 瓶 
Package B 
3. 牛血清白蛋白(BSA)標準品： 
   A 瓶(2000 μg/mL)：5.0 mL X 1 瓶 (藍蓋紅標塑膠瓶) 
   B瓶(1000 μg/mL)：5.0 mL X 1 瓶 (藍蓋橙標塑膠瓶) 
   C 瓶(500 μg/mL)：5.0 mL X 1 瓶 (藍蓋黃標塑膠瓶) 
   D 瓶(250 μg/mL)：5.0 mL X 1 瓶 (藍蓋綠標塑膠瓶) 
   E瓶(125 μg/mL)：5.0 mL X 1 瓶 (藍蓋藍標塑膠瓶) 
   F 瓶(50 μg/mL)：5.0 mL X 1 瓶 (藍蓋靛標塑膠瓶) 
   G 瓶(25 μg/mL)：5.0 mL X 1 瓶 (藍蓋紫標塑膠瓶) 
   H 瓶(0 μg/mL)：5.0 mL X 1 瓶 (半透明蓋白標塑膠瓶)  

快速使用指引 
1. 存放條件：Package A：室溫避光/一年；Package B：≦-20℃/一年。 
2. 檢測吸收波長(nm)：562。 
3. 工作液混合比例：組成 A/組成 B=50/1。 
4. 樣品與工作液體積(比例)：10 μL / 200 μL (1/20)。 
5. 孵育條件：在 37 °C 下孵育 30 分鐘；或是在室溫下 2 小時。待測蛋白濃度

低而呈色不明顯時，可改在 60 °C 下孵育 30 分鐘。 
6. 蛋白測量範圍：20~2000 μg/mL。 
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套組運送與保存資訊 

使用步驟 

一、工作液的配製： 

1. 使用下述公式來確定所需的工作液的總體積： 
使用比色皿，每個樣品需要 2.0 mL 的工作液； 
使用 96 孔盤法，每個樣品需要 200 μl 工作液； 
使用 0.5 mL 薄壁離心管，每個樣品需要 400 μl 工作液； 

A. 工作液總體積計算方式： 
 
 

 
B. 舉例：使用比色皿檢測，檢測三個待測蛋白質樣品，且每個樣品進

行兩次重複實驗，而標準品包含七個蛋白濃度，一個空白測試，總
共八個： 
 

 
2. 將 50 份體積的 BCA-A 劑(黑色塑膠瓶身) 與 1 份體積的 BCA-B 劑(白

色塑膠瓶身)混合（試劑 A 與試劑 B 的比率= 50 : 1），製備工作
液。如上述示例中，將 50 mL 試劑 A 和 1mL 試劑 B 混合即可。 

附註：當試劑B 加入到試劑A 中時，剛開始可觀察到有渾濁的情況，稍微
攪拌後，渾濁會迅速消失，得到綠色澄清工作液。根據所要分析的樣品數
量，配製足夠體積的工作液。雖然工作液儲存於密閉容器中，在室溫下可穩
定保存數天，仍不建議保存工作液到隔天再使用。 

二、比色皿(Cuvette)（樣品與工作液的比例=1:20） 

1. 取各個稀釋濃度的蛋白質標準品和待測蛋白質樣品各 0.1 mL，加入到做好
標記的比色皿中。 

2. 在每個比色皿中加入 2.0 mL 工作液，稍微搖晃使其充分混合。 
3. 將比色皿密封，在 37 °C 下孵育 30 分鐘；或是在室溫下 2 小時(蛋白濃度範

圍 20–2000 µg/mL)。待測蛋白濃度低而呈色不明顯時，可改在 60 °C 下
孵育 30 分鐘(蛋白濃度範圍 5–250 µg/mL)。 

4. 將所有比色皿冷卻至室溫。 
5. 將分光光度計波長設定在562 nm，使用一支僅裝有純水的比色管，將儀器

Package 組成 運送資訊 保存條件 

A 
CounPro® BCA-A 劑(黑色塑膠瓶身) 

4~8 °C 

冷藏運送 

室溫避光下 

存放一年 CounPro® BCA-B劑(白色塑膠瓶身) 

B 牛血清白蛋白標準品(5 ml 塑膠瓶) 
-20 ℃下 

存放一年 

(標準品的個數 + 待測樣品的個數) X (重複次數) X (每個樣品工作液的體積) 
= 所需的工作液總體積 

(8個標準品 + 3個待測樣品) X (2 次重複實驗) X (2 mL) = 44 mL的工作液 
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歸零。然後，在10 分鐘內，檢測所有樣品的吸光值。 
附註：此時反應並沒有達到真正的終點，樣品冷卻至室溫後仍然會繼續反應
顯色。但，在室溫時的顯色速率相對較慢，如果在10分鐘內完成所有樣品
的檢測，不會產生明顯的誤差。 
附註：該方法在波長 540-590 nm 範圍內均可得到成功的結果。 

6. 將各個標準品和待測蛋白質樣品在562 nm處的吸光值減去空白標準品的平
均吸光值。 

7. 將BSA 標準品在562 nm處，經過空白校正的吸光值對其濃度（μg/mL）作
圖，繪製標準檢量線。使用該檢量線來確定待測蛋白質樣品的蛋白質濃度。 

三、96 孔盤（樣品與工作液的比例=1:8） 
1. 取各個稀釋濃度的蛋白質標準品和待測蛋白質樣品各 10 μL，加入到 96 孔

盤中。 
2. 在每個孔中加入 200 μL 的工作液，並在震盪器上震盪 30 秒，使其充分混

合。 
3. 將孔盤密封，在 37 °C 下，孵育 30 分鐘；或是在室溫下 2 小時((蛋白濃度

範圍 20–2000 µg/mL)。待測蛋白濃度低而呈色不明顯時，可改在 60 °C
下孵育 30 分鐘(蛋白濃度範圍 5–250 µg/mL)。 

4. 將孔盤冷卻到室溫。使用孔盤讀數儀，測量樣品在 562 nm 或該波長附近的
吸光值。 
附註：該方法在波長 540-590 nm 範圍內均可得到成功的結果。 

5. 將各個標準品和待測蛋白質樣品在562 nm處的吸光值減去空白標準品在
562nm處的平均吸光值。 

6. 將 BSA 標準品在562 nm處，經過空白校正的平均吸光值對其濃度
（μg/mL）作圖，繪製標準檢量線。使用該檢量線來確定待測蛋白質樣品的
蛋白質濃度。 

四、0.5 mL 薄壁離心管（樣品與工作液的比例=1:20） 
3. 取各個稀釋濃度的蛋白質標準品和待測蛋白質樣品各 20 μL，加入到離心管

中。 
4. 在每一個孔中加入 400 μL 的工作液，蓋上離心管蓋，並在震盪器上震盪 30 

秒，使其充分混合。 
4. 在 37 °C 下，孵育 30分鐘；或是在室溫下 2 小時。待測蛋白濃度低而呈色

不明顯時，可改在 60 °C 下孵育 30 分鐘。 
5. 將離心管冷卻到室溫。使用專用的讀數儀，測量樣品在 562 nm 或該波長附

近的吸光值。 
附註：該方法在波長 540-590 nm 範圍內均可得到成功的結果。 

7. 將各個標準品和待測蛋白質樣品在562 nm處的吸光值減去空白標準品在
562nm處的平均吸光值。 

8. 將 BSA 標準品在562 nm處，經過空白校正的平均吸光值對其濃度
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（μg/mL）作圖，繪製標準檢量線。使用該檢量線來確定待測蛋白質樣品的
蛋白質濃度。 

注意事項 
1. 請避免強光照射。 
2. 開封後，樣品罐請勿橫放。 
3. 操作時，請佩戴手套、安全眼鏡，並著實驗衣。避免直接接觸本產品，若不

甚接觸、請立即以大量清水清洗接觸部位。 
4. 待測蛋白濃度低而呈色不明顯時，可改在60 °C下孵育30分鐘，或是延長孵

育時間，但，延長孵育時間或升高溫度將會增加背景吸光值，提高套組的最
低檢測下限，縮小此方法的檢測範圍。若延長孵育時間或升高溫度仍無法在
低蛋白濃度時，滿足您的檢測需求，可將A劑/B劑的比例調整為25/2，並
調整樣品與工作液的比例為1/10，並在室溫下孵育15~30分鐘，根據我們
的經驗，這樣的調整可改善套組的檢測靈敏度。 

5. 若需要加熱，建議使用水浴來加熱樣品槽。細菌培養箱傳熱不均勻，可能會
導致顯色上的明顯誤差。 

問題排除 

問題點 可能原因 解決方式 
光譜在 562 nm
處完全沒有吸收
強度 

樣品中含有其他螯合
劑，可螯合亞銅離子 

1.將樣品透析純化。 
2.將樣品稀釋，降低螯合劑的影響。 

光譜在 562  nm
處吸收強度不如
預期 

pH 值受到樣品中強酸
強鹼大幅度改變 

1.將樣品透析純化。 
2.將樣品稀釋，降低影響。 

光譜在 562  nm
處吸收強度太高 

樣品中的蛋白質含量太
高 

1.將樣品稀釋。 

樣品中含有脂質或是脂
蛋白 

1.加入 2%的 SDS 溶液，降低脂質或是脂蛋白
的影響。 

所有的試管或是
孔槽皆呈現深紫
色 

樣品中含有還原劑 1.將樣品透析純化。 
樣品中含有硫醇 1.將樣品透析純化。 
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