
UV/Visible Spectroscopy

应 用 文 章

总蛋白的定量方法是一种建立最久的

基础且重要的生物科学实验。UV/Vis

分光光度计被广泛用于蛋白的测定。

本应用报告描述了经典的蛋白方法，

Bradford法。使用LAMBDA 464 UV/Vis

分光光度计快速获取数据，并使用UV Lab软件进行分析。

原理

酸性溶液中，考马斯亮蓝和样品中的蛋白组分结合。结果造成该染料的

最大吸收从465nm红移到595nm。595nm的吸光度和蛋白的含量成

正比。

介绍
使用LAMBDA UV/Vis
分光光度计测定
总蛋白：Bradford法



本方法中，颜色反应非常快，可在2分钟内完成，并保持1小时

稳定。Bradford方法比Lowry方法更加灵敏，使用微量法

可以测量1~20µg的蛋白。并且Bradford方法更快，并几乎

不受非蛋白组分的干扰。

试剂和仪器

1、Bradford试剂

考马斯亮蓝G-250染料、磷酸和甲醇的混合溶液，使用去

离子水进行5倍稀释并过滤。该稀释的溶剂可以稳定2周。

2、蛋白标准物-牛血清丙种球蛋白（或者牛血清清蛋白-BSA）

0.1mg/ml

3、未知蛋白

4、盐溶液（8.5g/l）

5、LAMBDA 465 UV/Vis分光光度计

6、UV Lab软件

7、比色皿（10mm光程）

实验过程

1、准备蛋白溶液：依照表1，在7个试管中混合蛋白和盐溶液。

2、加入5.0ml去离子Bradford试剂到标准溶液和未知样品中，

混匀并静置5分钟。

3、在软件的定量模式的方法文件中，选择Bradford方法。

4、在定量标准模式，测量标准品2到6相对标准品1在595nm的

吸光度。在1小时之内完成。

5、在定量样品模式，测量未知样品（样品7）。

6、制作标准品吸光度相对浓度的曲线。

7、计算未知样品的浓度。

仪器参数

LAMBDA 465的仪器参数如下设置：

实验设置

数据类型：吸光度

采样：单池

模式：快速（光谱数：1/扫描数：50/积分数：1/增益数：1）

实验方法

定量方法：Bradford方法

使用波长：595nm

曲线维度：1

结果

LAMBDA 465的仪器参数如下设置：

1、校准曲线

图2显示了蛋白标准溶液的光谱，图3显示了得到的校准曲线。

曲线的相关系数R2是0.99885。

2、未知蛋白样品

基于校准曲线，未知样品的浓度计算结果为65.39mg/ml，

见表2.
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Reagent
Test Tube No.

1 2 3 4 5 6

0.1 mg/ml Standard Protein (ml) 0 0.1 0.4 0.6 0.8 1

Saline Solution (ml) 1 0.9 0.6 0.4 0.2 0

Concentration (ug/ml) 0 10 40 60 80 100

表1、蛋白标准品的浓度

图1、Bradford方法的实验设置

图2、Bradford方法的谱图



结论

使用LAMBDA 465 UV/Vis分光光度计和UV Lab软件，进行了

蛋白的定量分析。光谱快速采集，并且灵敏度很高。UV Lab

软件的定量模式有效的进行了数据处理和定量分析。

表2、未知样品的浓度

图3、Bradford方法的校准曲线
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公式：Y=0.0021X+0.0933  
R2=0.9988

Name Dilution FactorConcentration (µg/ml) Au (595.00) nm

Sample 1 65.39 1.0 0.2279


