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改良Lowry法蛋白定量试剂盒 #P1512  Modified Lowry Protein Assay Kit

Kit Contents (1000次微量测定或250次1-ml比色杯测定)
Modified Lowry Reagent, 200 ml, 含硫酸铜. 4ºC

1N Folin Reagent, 20 ml, 4ºC

Albumin Standard, 1ml, 4 mg BSA/ml, －20ºC

室温运输，到达后按指示温度避光储存，1年内稳定。如果试剂出现沉淀丢弃。

描述：许多年来，Lowry法是最常用也是被引用次数最多的蛋白质定量方法。其原理是在碱性条件和福林酚Folin-Ciocalteu Reagent存在下，铜离子与蛋白质形成可溶性兰色复合物，在750 nm有最大光吸收值。Lowry法的优点是灵敏度高，对脂质、SDS等干扰物质不甚敏感。经典Lowry法的主要缺点是，碱性铜试剂(Reagent C)不稳定须每天由两种不同的试剂A和B (Reagent A and B)新鲜配制，此外蛋白颜色复合物在反应30分钟内的稳定性较差，导致数值变化较大。本试剂盒采用一种单一的、稳定的碱性铜试剂，代替经典Lowry法的试剂A、试剂B、和试剂C。这种改良碱性铜试剂在室温下稳定1年；反应产生的蛋白-复合物在2小时内的变化不超过0.3%；反应曲线几乎100%与原有方案吻合。改良Lowry法蛋白定量试剂盒#P1512，与BCA法蛋白质定量试剂盒#P1511一样，具有非常好的稳定性和高灵敏度，但测定步骤更加简捷，是经典Lowry法忠实用户的理想选择。测定范围2-1000 µg/ml。可进行1000次微量测定及200次1-ml比色杯测定。

波长选择：在500~750 nm范围均可测定但OD灵敏度梢有不同。建议测定波长首选750nm、次选660nm，适于蛋白浓度较低<100µg/ml的样品。样品蛋白浓度高>100µg/ml选550nm测定，或可避免稀释样品步骤。

测定前准备：

标准蛋白溶液配制：用双蒸水、0.9%生理盐水、最好用待蛋白样品一致的缓冲液进行连续倍比稀释。20 µl 4000 µg/ml BSA + 80 µl稀释溶液(H2O/PBS/0.9%NaCl) = 100 µl (BSA=800 µg/ml)，从中取50 µl连续倍比稀释，得到800、400、200、100、50、25、12.5、6.25、3.125、1.5625 µg/ml标准溶液各50 µl。注意设置零对照管。样品蛋白浓度太高可预先稀释待测样品。标准曲线应该每次新做。每一稀释度的BSA标准品可预先配好－20ºC冻存备用，如果发现标准曲线某些点偏差较大，说明BSA已经坏掉应予重配。
反应温度与时间：室温反应。不推荐超过25ºC反应，灵敏度降低。可设置每管的固定加样间隔期，以保证各管反应时间尽量一致。混匀方式可采用吸头吹打、微板混合器振荡、或直接在1.5ml离心管混合反应后转移到微板中。

蛋白测定(以微板测定为例)

将40 µl标准品或待测样本直接加入微板孔中，也可加入1.5ml离心管中反应。

加入200 µl Modified Lowry试剂，混合均匀。室温放置，精确反应10分钟。

加入20 µl 1 N Folin试剂，立即混匀。盖上盖子，室温反应30分钟。注意：加入Folin试剂后应立即充分混匀，以免出现沉淀混浊影响显色反应，这对结果的重现性很重要。

750 nm测定OD值。测定波长首选750nm、次选660nm。如果样品蛋白浓度高>100µg/ml选550nm，或可避免稀释样品步骤。
绘制标准曲线并计算蛋白浓度。如果采用酶标仪内置的标准曲线拟合，采用a four-parameter (quadratic) or best-fit curve的精度效果比purely linear fit要好，如果人工Excel绘制标准曲线，使用点对点拟合point-to-point curve的精度效果比线性拟合linear fit要好。

表1  标准测定和微板测定方案的加样量和比例

	
	微板(microplate)测定方案
	标准比色杯测定方案

	
	蛋白浓度(µg/ml)
	标准或待测样品 (µl)
	Modified Lowry (µl)
	1N Folin (µl)
	标准或待测蛋白(µl)
	Modified Lowry (µl)
	1N Folin (µl)

	1
	6.25
	40
	200
	20
	160
	800
	80

	2
	12.5
	40
	200
	20
	160
	800
	80

	3
	25
	40
	200
	20
	160
	800
	80

	4
	50
	40
	200
	20
	160
	800
	80

	5
	100
	40
	200
	20
	160
	800
	80

	6
	200
	40
	200
	20
	160
	800
	80

	7
	400
	40
	200
	20
	160
	800
	80

	8
	800
	40
	200
	20
	160
	800
	80

	9
	待测样品
	40
	200
	20
	160
	800
	80

	加样比例
	1 volume
	5 volume
	1/2 volume
	1 volume
	5 volume
	1/2 volume

	允许加样范围
	20~60
	200
	20
	80～200
	800
	80


说明：EDTA、EGTA、还原剂、去垢剂等干扰测定物质见附表。如样品含干扰物质，可采用BCA法蛋白质定量试剂盒(#P1511)或Bradford法蛋白定量试剂盒(#P1510)。蛋白质样品经液体样品蛋白抽提试剂(#P1255)沉淀后，可去除干扰测定的物质。
Reference: 

Lowry, O.H., Rosebrough, N.J., Farr, L. and Randall, R.J. (1951). Protein measurement with the Folin Phenol Reagent. J. Biol. Chem. 193, 267-275

Table 2: Modified Lowry蛋白测定兼容性表

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

	Ammonium sulfate --------
	CHAPSO 0.031%
	2-Mercaptoethanol 1 mM

	Asparagine 5 mM
	Octyl β-glucoside 0.031%
	Potassium thiocyanate 100 mM

	Cesium bicarbonate 50 mM
	Nonidet P-40 (NP-40) 0.016%
	Acetone 10%

	Glycine 100 mM
	SDS 1.0%
	Aprotinin 10 mg/L

	HEPES, pH 7.5 1 mM
	Span 20 0.25%
	DMF 10%

	Imidazole, pH 7.0 25 mM
	Triton X-100, X-114 0.031%
	DMSO 10%

	MES, pH 6.1 125 mM
	Tween-20 0.062%
	Ethanol 10%

	Sodium acetate, pH 4.8 200 mM
	Tween-80 0.031%
	Glycerol (Fresh) 10%

	Sodium azide 0.2%
	EDTA 1 mM
	Hydrochloric Acid 100 mM

	Sodium bicarbonate 100 mM
	EGTA 1 mM
	Leupeptin 10 mg/L

	Sodium chloride 1 M
	Sodium citrate 100 mM
	Methanol 10%

	Sodium phosphate 100 mM
	Ascorbic acid 1 mM
	Phenol Red 0.01 mg/ml

	Tris 250 mM
	Cysteine 1 mM
	PMSF 1 mM

	Brij-35 0.031%
	Dithioerythritol (DTE) --------
	Sodium Hydroxide 100 mM

	Brij-56, Brij-58 0.062%
	Dithiothreitol (DTT) --------
	Sucrose 7.5%

	CHAPS 0.062%
	Glucose 100 mM
	Urea 3 M


PAGE  
Page 1 of 2
Applygen Technologies Inc. 

www.applygen.com.cn








                 


Rev 111111

