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BCA试剂盒兼容物列表

BCA蛋白定量试剂盒是一种基于二喹啉甲酸比色法的总蛋白检测和定量试剂盒，比Lowry法更为优越。BCA蛋白定量法以快速灵敏、稳定可靠且对不同种类蛋白质变异系数甚小而深受专业人士的青睐，样品中离子型和非离子型去污剂对其影响较小，检测不同蛋白质分子的变异系数远小于考马斯亮蓝。BCA法的原理：在碱性环境下，蛋白质将铜离子还原成亚铜离子，二喹啉甲酸（BCA）与亚铜离子形成紫色的络合物，这种络合物溶于水并在562nm处产生光吸收峰值，光吸收强度在一定范围内与蛋白质含量呈近似线性关系，因此使用比色法可以对蛋白质进行检测和定量。BCA法没有反应终点，反应会随着时间而持续进行；通过一段时间的孵育后，反应速度会变慢，从而可以对大量样品进行检测。

A. BCA反应的干扰物
一些物质可以干扰BCA反应，如还原剂、络合剂，以及强酸和强碱。样品中应避免含有这些物质：维生素C ，EGTA，铁，不纯的蔗糖，儿茶酚胺，不纯的甘油，脂类，色氨酸，肌酸酐，过氧化氢，蜜二糖，酪氨酸，半胱氨酸，酰肼类，酚红，尿酸。
还有一些物质对BCA反应干扰程度比较低，在一定浓度以下不会产生影响。下表列出了一些物质的最大兼容浓度。在列出的浓度下这些物质对试管法进行的BCA反应造成的误差不大于10%。提高样品与BCA工作液的比例会使得最大兼容浓度降低。不同物质对BCA反应的干扰可能会有叠加效应。
B. 如何去除干扰物或者将其干扰最小化
可以使用以下方法中的一种去除干扰物或者降低干扰：
· 通过透析或凝胶过滤去除干扰物。
· 将样品稀释，直至BCA反应不再受到干扰。这个方法需要注意的是，稀释后的蛋白浓度须处于可检测范围内。
· 可参考本文的方法，用丙酮或三氯醋酸沉淀样品中的蛋白，去除含干扰物的上清后，将蛋白沉淀用水重新溶解，或者直接加入BCA工作液进行检测和定量。
· 提高工作液中铜离子的浓度，一些情况下可以消除铜离子络合剂的干扰。
注意：蛋白标准品应采用与待测样品同样的处理方式，这样可以使检测结果更准确。

C. 沉淀蛋白的方法
TCA沉淀法 
1、取500ul蛋白溶液，加入等体积预冷的20%TCA溶液，立刻混匀。
2、冰上放置30分钟。  
3、4℃，13200r/min离心15分钟。  
4、小心去除上清液，冷冻干燥沉淀，约1小时。 
5、加入5ul PBS溶解沉淀。  

三氯乙酸（TCA）沉淀蛋白质主要基于以下几个方面的作用：在酸性条件下TCA能与蛋白质形成不溶性盐；TCA作为蛋白质变性剂使蛋白质构象发生改变，暴露出较多的疏水性基团，使之聚集沉淀。   


丙酮沉淀法  
1、在-20℃预冷丙酮溶液。  
2、500ul蛋白液放置于5ml管中，加入3ml预冷丙酮，迅速混匀，-20℃放置2小时以上或过夜。  
3、4℃，13200r/min离心15分钟。  
4、小心弃去上清液，注意勿接触沉淀。加入100ml冷的90%丙酮洗涤沉淀，4℃，13200r/min离心5分钟。 
5、重复上一步再次洗涤沉淀。  
6、弃去上清液，空气中干燥沉淀15-30分钟。 
7、加入适量PBS溶解蛋白质沉淀。

丙酮沉淀蛋白质时，必须在0-4℃低温下进行。蛋白质被丙酮沉淀后，应立即分离，否则蛋白质会变性。
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ACES, pH 7.8 25mM Brij®-35 5.00%

Ammonium sulfate 1.5M Brij-56, Brij-58 1.00%

Asparagine 1mM CHAPS, CHAPSO 5.00%

Bicine, pH 8.4 20mM Deoxycholic acid 5.00%

Bis-Tris, pH 6.5 33mM Octyl b-glucoside 5.00%

Borate (50mM), pH 8.5 undiluted Nonidet P-40 (NP-40) 5.00%

B-PER® Reagent undiluted

Octyl b-

thioglucopyranoside

5.00%

Calcium chloride in TBS, pH 7.2 10mM SDS 5.00%

Na-Carbonate/Na-Bicarbonate (0.2 M),

pH 9.4

undiluted Span® 20 1.00%

Cesium bicarbonate 100mM Triton® X-100 5.00%

CHES, pH 9.0 100mM

Triton X-114, X-305,

X-405

1.00%

Na-Citrate (0.6 M), Na-Carbonate (0.1

M), pH 9.0

1:8 dilution*

Tween®-20, Tween-

60, Tween-80

5.00%

Na-Citrate (0.6 M), MOPS (0.1 M), pH

7.5

1:8 dilution* Zwittergent® 3-14 1.00%

Cobalt chloride in TBS, pH 7.2 0.8mM

EPPS, pH 8.0 100mM EDTA 10mM

Ferric chloride in TBS, pH 7.2 10mM EGTA --------

Glycine•HCl, pH 2.8 100mM Sodium citrate 200mM

Guanidine•HCl 4M

HEPES, pH 7.5 100mM

N-acetylglucosamine

in PBS, pH 7.2

10mM

Imidazole, pH 7.0 50mM Ascorbic acid --------

MES, pH 6.1 100mM Cysteine --------

MES (0.1 M), NaCl (0.9%), pH 4.7 undiluted Dithioerythritol (DTE) 1mM

MOPS, pH 7.2 100mM Dithiothreitol (DTT) 1mM

Modified Dulbecco’s PBS, pH 7.4 undiluted Glucose 10mM

Nickel chloride in TBS, pH 7.2 10mM Melibiose --------

PBS; Phosphate (0.1 M), NaCl (0.15

M), pH 7.2

undiluted 2-Mercaptoethanol 0.01%

PIPES, pH 6.8 100mM

Potassium

thiocyanate

3.0M

RIPA lysis buffer; 50mM Tris, 150mM

NaCl, 0.5% DOC, 1% NP-40, 0.1%

SDS, pH 8.0

undiluted Thimerosal 0.01%

Sodium acetate, pH 4.8 200mM

Sodium azide 0.20% Acetone 10%

Sodium bicarbonate 100mM Acetonitrile 10%

Sodium chloride 1M Aprotinin 10mg/L

Sodium citrate, pH 4.8 or pH 6.4 200mM DMF, DMSO 10%

Sodium phosphate 100mM DMSO 10%

Tricine, pH 8.0 25mM Ethanol 10%

Triethanolamine, pH 7.8 25mM Glycerol (Fresh) 10%

Tris 250mM Hydrazides --------

TBS; Tris (25mM), NaCl (0.15 M), pH

7.6

undiluted

Hydrides (Na2BH4 or

NaCNBH3)

--------

Tris (25mM), Glycine (192mM), pH 8.0 1:3 dilution* Hydrochloric Acid 100mM

Leupeptin 10mg/L

* Diluted with ultrapure water.

Compatible substance concentrations in the BCA Protein Assay

-- Dashed-line entry indicates that the material is incompatible with the assay.
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