植物可溶性蛋白含量（Bradford法）检测试剂盒说明书


	产品货号
	产品名称
	包装规格
	测定方法

	PYFA5-M200
	可溶性蛋白含量（Bradford法）检测试剂盒
	200T
	微量法


一、测定意义：
可溶性蛋白为重要的渗透调节物质和营养物质，他们的增加和积累能提高细胞的保水能力，对细胞的生命物质及生物膜起到保护作用，因此经常用作筛选抗性的指标之一。
二、测定原理：
考马斯亮蓝G-250与蛋白质结合后变成蓝色，结合物的最大吸收波长为595nm，这一波长下其吸光值与蛋白质含量成正比。
三、试剂组成：
	试剂名称
	试剂装量（200T）
	保存条件

	试剂一
	液体 110mL×1瓶
	2-8℃保存

	标准品（1mg/mL）
	液体 1.5mL×2支
	-20℃保存


四、操作步骤：
样本前处理
植物组织提取液的制备：取一定量植物组织擦净水分及杂质，剪碎后放入研钵，加入液氮，研磨成粉状后转移出来，然后准确称重，按照组织质量（g）：蒸馏水体积(mL)为 1：5～10 的比例（建议称重0.1g，加入蒸馏水1mL），在室温（20-25℃）放置2h以充分提取，4000r/min离心20min，上清即为待测样品提取液。
测定步骤
1、酶标仪预热 30min 以上，调节波长至 595nm。
2、标准品准备：标准品溶液稀释：取适量完全融化的标准品用蒸馏水稀释至0、0.02、0.04、0.06、0.08、0.1mg/mL，制作标准曲线。
3、操作表（在96孔板中加入下列试剂）：

	
	空白管
	标准管
	样本管

	双蒸水（mL）
	0.02
	-
	-

	标准品（mL）
	-
	0.02
	-

	样本（mL）
	-
	-
	0.02

	试剂一（mL）
	0.20
	0.20
	0.20

	混匀放置5min后，酶标仪595nm波长下测定各管吸光度。计算 
ΔA测定=A测定 - A空白，ΔA标准=A标准-A空白。


五、植物可溶性蛋白含量计算： 
1、标准曲线的绘制
以吸光度为横坐标，以蛋白浓度为纵坐标，绘制标准曲线。，将 ΔA测定带入公式计算样本浓度（y，mg/mL）。
2、可溶性蛋白含量计算：
可溶性蛋白（mg/g）=  y × V样÷(V样÷V样总×W) = y ÷ W
V样总：提取液总体积，1mL；V样：取样量，20μL=0.02mL；
W：样本质量，g；
六、注意事项：
1、不同植物组织中蛋白含量差异较大，需先做预实验确认样本浓度。
2、标准品可以分装保存，尽量避免反复冻融。
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