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三种蛋白含量测定试剂盒检测微量蛋白的性能比较

曹明翔，徐 华，刘碧云，张浩然，姜 莉，杨二霞*

（艾美行动生物制药有限公司，泰州 225300）

摘 要：目的 比较三种蛋白含量测定试剂盒（艾美 Lowry 法、康为 BCA 法、赛默飞 BCA 法）检测微量（0~20 µg/mL）

蛋白的性能差异，选出最准确可靠的试剂盒用于微量蛋白样品检测。方法 分别使用该三种试剂盒检测微量蛋白含

量，比较其准确度、灵敏度、线性及重复性，并评价其等效性。结果 三种试剂盒检测微量（1.25~20 µg/mL）蛋

白的回收率均在 75%~120% 范围内，表现出合格的准确度；赛默飞 BCA 在 2.5~20 µg/mL，艾美 Lowry 和康为 BCA

在 5~20 µg/mL 范围内符合精密度可接受范围 (RSD≤6%），表现出较好的重复性；三种试剂盒标准曲线（0~20 µg/mL）

的相关系数（R2）均高于 0.980，艾美 Lowry 线性的略差为 0.981，康为 BCA 的线性合格为 0.991，赛默飞 BCA 的

线性最佳为 0.993；以上方法学验证结果得出三种试剂盒的灵敏度的最低定量限分别为艾美 Lowry 法 5 µg/mL、康为

BCA 法 5 µg/mL、赛默飞 BCA 法 2.5 µg/mL。三种试剂盒对同一系列浓度 BSA 检测的值两两配对作曲线，其相关

性系数均高于 0.990。结论 通过实验，我们发现各试剂盒在不同浓度 BSA 样品中表现出不同的性能，其中赛默飞

BCA 法在准确度和重复性方面表现最优，且三种方法之间存在一定的相关性。
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Comparison of performance of three protein content determination kits  
for detecting micro protein
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ABSTRACT: Objective  Compare the performance differences of three protein content determination kits (Lowry method 

of Aimei, BCA method of Kangwei, and BCA method of Thermo Fisher) in detecting micro (0~20 µg/mL) protein. Select 

the most accurate and reliable reagent kit for the detection of trace protein samples. Methods  Use these three test kits to 

detect micro protein content, compare their accuracy, sensitivity, linearity and repeatability, and evaluate their equivalence. 

Results  The recovery rates of the three test kits for detecting trace amounts (1.25~20 µg/mL) of protein were all within 

the range of 75%~120%, demonstrating qualified accuracy; Thermo Fisher BCA meets the acceptable precision range 

(RSD≤6%) in the range of 2.5 µg/mL to 20 µg/mL, while Aimei Lowry and Kangwei BCA meet the acceptable precision 

range (RSD≤6%) in the range of 5 µg/mL to 20 µg/mL, demonstrating good repeatability; the correlation coefficient R2 of 

the standard curves of the three test kits (0~20 µg/mL) are all higher than 0.980. The linearity of Aimei Lowry is slightly 

poor, with R2 of 0.981. The linearity of Kangwei BCA is qualified, with R2 of 0.991. The linearity of Thermo Fisher BCA is 

the best, with R2 of 0.993; The above methodological validation results indicate that the minimum quantification limits for 
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the sensitivity of the three test kits are 5 µg/mL for the Aimei Lowry method, 5 µg/mL for the Kangwei BCA method, and  

2.5 µg/mL for the Thermo Fisher BCA method, respectively; Paired curves of values detected by three reagent kits for the 

same series of BSA concentrations and their correlation coefficients were all higher than 0.990. Conclusion  Through 

experiments, we found that each reagent kit exhibited different performance in different concentrations of BSA samples, 

among which the Thermo Fisher BCA method performed the best in terms of accuracy and repeatability, and there was a 

certain correlation between these three methods. 

KEY WORDS: protein content determination kit; accuracy; sensitivity; repeatability; equivalence

0  引  言

蛋白质（Protein）是人体所需的重要营养物质，是人体中

不可或缺的组成成分。蛋白质具有多种生理功能，如修复和构

成人体组织，参与人体新陈代谢，甚至提供能量等功能 [1]。涂

占晗等研究者进一步阐述了大多数蛋白质并不能单独行使其功

能，而是通过与其他蛋白质相互作用来参与细胞或组织的生理

活动 [2]。

灭活疫苗中主要成分为抗原和佐剂，以马丽等在《口蹄疫

灭活疫苗中蛋白质含量测定方法的比较》研究中以口蹄疫苗的

生产检测为例 [3]，纯化不完全的疫苗中可能会含有细胞碎片、

血清、病毒非结构蛋白等杂蛋白，使用过程中会引发动物副反应，

同时疫苗中病毒非结构蛋白的存在给病毒感染和疫苗免疫的鉴

别诊断带来困难。因此包括疫苗产品在内的各类含蛋白质产品

的质量控制特别重要。

蛋白质含量检测方法较多，常用的凯氏定氮法、光度法 ( 考

马斯亮蓝 G-250 法、双缩脲法、Folin 酚法 (Lowry 法 )、BCA

法和紫外吸收法 ) 等等 [4-8]。凯氏定氮法实验操作中涉及煮沸，

滴定等操作 [7]，相对 Folin 酚法 (Lowry 法 )、BCA 法等较为繁琐；

姜黎等在双缩脲法与考马斯亮蓝染色法在乳制品饮料蛋白质含

量测定的研究实验中 [4] 双缩脲法的检测限仅为 50 µg/mL，显然

其检测限超出本研究微量浓度范围 0~20 µg/mL；Folin 酚法与样

品中蛋白质含量有密切关系，样品含量较低时，吸光度值与蛋

白质含量呈良好的线性关系，灵敏度较高，但是蛋白质含量高时，

吸光度值与蛋白质含量呈对数关系，灵敏度变低 [9]。早期有报道

Lowry 法标准蛋白浓度设置范围为 10~100 µg/mL；BCA 法标准

蛋白浓度设置在 20~1000 µg/mL 时 R 值仍大于 0.998[10]。另有

报道 BCA 法和 Lowry 法灵敏度均较高，可检测的已知最低蛋

白质量达 5 µg/mL[11]。有研究者对多糖样品中微量蛋白质的检

测中使用到了 Micro-BCA 法，并发现 BSA 浓度在 10~40 µg/mL

范围内线性良好，线性相关系数 (R2)＞0.99，且检测限均值为

0.4 µg/mL，定量限均值为 1.1 µg/mL[12]。

针对不同检测方法，目前市场上存在多种蛋白含量测定试

剂盒，选择合适的方法对于实验结果的可靠性至关重要。因此

本研究选取了三种常用的操作简便且检测限低的适用于微量蛋

白含量测定的试剂盒：艾美 Lowry、康为 BCA、赛默飞 BCA，

通过比较其检测微量蛋白的性能，为实验室选择更精准且便捷

的测定蛋白质含量的方法提供依据。

1  材料与方法

1.1  仪器与试剂

仪器：全波长酶标仪 711 型（Thermo Fisher 公司）；紫外分

光光度计 UV-1780 型（SHIMADZU 公司）；电子天平 ME104( 酶

特勒 - 托利多仪器上海有限公司 )；恒温水浴锅 JY-SY-12II 型（上

海成顺仪器仪表有限公司）；恒温箱（Thermo 公司）。

试剂：BSA 标准品（Solarbio 公司）；微量蛋白含量测定的

试剂盒 BCA 法（Thermo 公司）；BCA 蛋白定量试剂盒（康为

世纪生物科技有限公司）；Folin 酚试剂、酒石酸钾、硫酸铜、

无水碳酸钠、氢氧化钠（均来自上海国药沪试公司）。

1.2  待测样本制备

将初始浓度为 5 mg/mL 的 BSA 标准品用纯化水依次稀释

为 0.3125、0.625、1.25、2.5、5、10、20 µg/mL 的不同浓度的

BSA 待测样品。

1.3  试剂盒操作步骤

1.3.1 艾美 Lowry 法

依据本公司《蛋白质测定法（Lowry 法）SOP》简述如下：

碱性铜试液：取氢氧化钠 2 g，无水碳酸钠 10 g，加水 60 mL

使溶解，作为甲液；取酒石酸钾 0.1 g，硫酸铜 0.05 g，加水

30 mL 使溶解，作为乙液。临用前，合并甲、乙液，并加水至

100 mL。Folin 酚试剂：取 1 mol/L 的 Folin 酚试剂，用水稀释

使其终浓度为 0.125 mol/L。精密量取对照品溶液 0.0、0.1、0.3、

0.5、0.7、0.9 mL（对照品溶液取用量可在本法测定范围内进行

适当调整），分别置于离心管中，各补加水至 1 mL，再分别加

入碱性铜试液 1.0 mL，摇匀，室温（20~25℃）放置 10 分钟，

各加入 Folin 酚试液 4.0 mL，立即混匀，室温（20~25℃）放

置 30 分钟，按紫外 - 可见分光光度法操作，在波长 650 nm 处

测定吸光度；同时以对照品溶液 0.0 mL 管作为空白。以对照品

的蛋白质浓度对其相应吸光度作直线回归，求得直线回归方程

（R2≥0.990）。另精密取供试品溶液和对照品，同法测定。以线

性回归方程计算供试品溶液中的蛋白质浓度，并乘以稀释倍数，
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即得。

1.3.2 康为 BCA 法

严格按照康为世纪试剂盒《BCA 蛋白定量试剂盒》使用说

明书进行操作，并按照试剂盒说明书的要求判断结果。

1.3.3 赛默飞 BCA 法

严格按照 Thermo 公司 Micro BCA Protein Assay Kit 使用说

明书进行操作，并按照试剂盒说明书的要求判断结果。

1.4  方法学验证试验

分别用 3 个试剂盒检测不同浓度的 BSA 标准品（0、0.3125、

0.625、1.25、2.5、5、10、20 µg/mL），计算各浓度 BSA 样品

的检测值与理论浓度的回收率和 RSD，比较各浓度范围内 3 个

试剂盒的准确度、灵敏度、线性和重复性，每组重复 6 次。

回收率 = 实测值 / 理论值 ×100%

1.5  等效性试验

相关性检测方法：将 6 个不同浓度（0~20 µg/mL）的供试

品分别用 3 个试剂盒检测，以试剂盒 1 的检测结果为 X，试剂

盒 2 的检测结果为 Y，求出线性回归方程 Y=bX+a（其中 B 为

斜率，A 为截距），由 EXCEL 计算相关系数 R2，R2 越接近 1，

截距越接近 0，则两种方法的等效性越好；将各试剂盒所测不

同浓度范围 BSA 样品的结果比对分析，可得到 3 个试剂盒检测

结果之间的赋值即为桥接参数。试剂盒 1 与试剂盒 3，试剂盒 2

与试剂盒 3 的结果比较同以上。每个试剂盒均重复检测 6 次。

两试剂盒桥接参数 = 试剂盒 1 实测平均值 / 试剂盒 2 实测

平均值

1.6  数据软件分析

使用 Graph Pad Prism 5.0 软件进行图表分析。

2  结果与分析

2.1  方法学验证数据分析

准确度：三种试剂盒分别对各浓度 BSA 样品的检测结果

由表 1 可见，1.25~20 µg/mL 的回收率均在 75%~120% 范围内，

符合《2020 版中国药典》中“待测成分回收率限定表”的限定

范围，表明 3 种试剂盒检测微量蛋白的准确度接近，且最低限

度均能达到 1.25 µg/mL。

表 1 3种试剂盒方法学验证数据（n=6） 
Table 1 Methodology validation data for 3 types of test kits (n=6)

试剂盒 理论值 (μg/mL) 实测平均值 (μg/mL) 回收率 (%) 相对标准偏差 RSD (%)

艾美 Lowry

0.3125 1.11 354.67 19.65 

0.625 1.39 223.09 14.22 

1.25 1.48 118.06 10.01 

2.5 2.20 87.92 8.14 

5 4.42 88.49 7.38 

10 9.43 94.33 5.72 

20 20.59 102.97 5.11 

康为 BCA

0.3125 0.87 277.33 17.42 

0.625 0.90 144.27 15.10 

1.25 1.18 94.61 10.50 

2.5 2.56 102.40 9.58 

5 5.27 105.36 7.72 

10 9.76 97.58 6.36 

20 19.99 99.94 5.59 

赛默飞 BCA

0.3125 1.08 345.88 15.48 

0.625 1.23 196.82 13.19 

1.25 1.40 111.90 9.57 

2.5 2.10 84.13 4.72 

5 4.89 97.87 5.94 

10 9.88 98.81 5.13 

20 19.36 96.78 4.04 
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重复性：依据《2020 版中国药典》“样品中待测成分的含

量与精密度可接受范围关系”，表 1 中对各检测值的相对标准

偏差 (RSD) 统计结果可见：赛默飞 BCA 均在 2.5~20 µg/mL 内符

合精密度可接受范围，而艾美 Lowry 和康为 BCA 则在 5~20 µg/mL

内符合精密度可接受范围。

灵敏度：依据本研究的准确度和重复性可确定三种试剂

盒的灵敏度的最低定量限分别为艾美 Lowry 法 5 µg/mL、康为

BCA 法 5 µg/mL、赛默飞 BCA 法 2.5 µg/mL。

线性和范围：三种试剂盒 BSA 标准品配制如下范围（0、

0.3125、0.625、1.25、2.5、5、10、20 µg/mL）的标准曲线后其

R2 的如表 2 可见，均高于 0.980，艾美 Lowry 线性的略差，康

为 BCA 的线性合格，赛默飞 BCA 的线性最佳。

表 2 3种试剂盒线性范围对比（n=6） 
Table 2 Comparison of linear ranges of 3 test kits (n=6)

试剂盒 艾美 Lowry 康为 BCA 赛默飞 BCA

标曲 (0~20 µg/mL) R2 0.981 0.991 0.993

范围 (µg/mL) 5~20 5~20 2.5~20

综合方法学验证数据的准确度、灵敏度、线性和重复性可

确定三种微量蛋白检测试剂盒中赛默飞 BCA 拥有的最大的检测

范围 2.5~20 µg/mL。

2.2  相关性数据分析

分别将试剂盒对同一系列浓度 BSA 检测值两两配对作曲

线，由图 1-3 可见，3 组相关性系数均高于 0.990，其中康淮

Lowry 与赛默飞 BCA 最高为 0.9985，表明三种试剂盒检测微量

（0~20 µg/mL）的相关性均较强。

各试剂盒所测不同浓度范围 BSA 样品的结果比值即为桥接

参数如表 3：

艾美Lowry (μg/mL)

康
为

B
C

A
 (μ

g/
m

L)

图 1 两种试剂盒相关性曲线（康为 BCA-艾美 Lowry） 
Fig.1 Correlation curves of two test kits (Kangwei BCA-Aimei Lowry)

艾美Lowry (μg/mL)

赛
默

飞
B

C
A

 (μ
g/

m
L)

图 2 两种试剂盒相关性曲线（赛默飞 BCA-艾美 Lowry） 
Fig.2 Correlation curves of two test kits (Thermo Fisher BCA-

Aimei Lowry)
赛
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飞
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图 3 两种试剂盒相关性曲线（赛默飞 BCA-康为 BCA） 
Fig.3 Correlation curves of two test kits (Thermo Fisher BCA-

Kangwei BCA)

表 3 3种试剂盒检测值桥接参数（n=6） 
Table 3 3 types of reagent kit detection value bridging parameters (n=6)

理论标准品浓度 (µg/mL) 0.3125 0.625 1.25 2.5 5 10 20

实测平均值 (µg/mL)

艾美 Lowry 1.11 1.39 1.48 2.20 4.42 9.43 20.59

康为 BCA 0.87 0.90 1.18 2.56 5.27 9.76 19.99

赛默飞 BCA 1.08 1.23 1.40 2.10 4.89 9.88 19.36

试剂盒检测值比值

艾美 Lowry/ 康为 BCA 1.28 1.55 1.25 0.86 0.84 0.97 1.03 

艾美 Lowry/ 赛默飞 BCA 1.03 1.13 1.05 1.05 0.90 0.95 1.06 

康为 BCA/ 赛默飞 BCA 0.80 0.73 0.85 1.22 1.08 0.99 1.03 

3  讨论与结论

Lowry 法也称福林酚法，自 1922 年 Wu H 首次提出用福林

酚试剂测定蛋白质含量，1951 年 Lowry 等将此试剂与双缩脲法

结合，其结合了双缩脲试剂和酚试剂与蛋白质的反应。但是此

方法干扰物质较多，对双缩脲反应产生干扰的离子，同样容易

干扰此方法 [13]。2,2’-联喹啉 -4,4-二羧酸法又称二辛可酸比色法，

简称 BCA（bicinchinonic acid，二喹啉甲酸）法。此方法操作

简单，灵敏性比 Lowry 法高，最常用的为半微量体系，与其他

方法相比其干扰物质较少，仅受还原剂和铜螯合剂影响 [14]。干

扰物质的存在大概也是本研究中艾美 Lowry 法的相对标准偏差

RSD (%) 高于康为 BCA 法和赛默飞 BCA 法，即艾美 Lowry 法

检测部分蛋白质样品的重复性低于康为 BCA 法和赛默飞 BCA

法的因素。
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实际检测中有时一种方法不能准确测定蛋白质的含量，可

以同时应用两种方法，已有研究将凯氏定氮法与等电点法联用 [15]。

另有研究将数码比色法与考马斯亮蓝染色法结合测定蛋白质含

量，实验发现上述两种方法联用具有测定时间短、准确度高等

优点 [16]。这些联用的案例对更可靠的检测方法的建立很受启发，

本单位已经实现高效液相色谱法（HPLC）对蛋白质的半定量检

测，后续工作中可将 HPLC 法与 BCA 法或 Lowry 法结合，实

现两种以上检测方法的联用或互为佐证，以提高检测结果的准

确性。

本研究的实验结果显示：1.25~20 μg/mL 范围内的蛋白含量

检测准确性均较高，但重复性有差异，赛默飞 BCA 法最高，因

此日常试验中在没有赛默飞 BCA 法试剂盒的情况下使用艾美

Lowry 法或康为 BCA 法对样品进行检测值均可参照表 3 的比值

换算求得。
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