
 

 
 

 گیری پروتئین به روش برادفوردکیت اندازه

Nadford™ (Protein Assay Kit- Bradford Method) 

V-0.5 
 

 مقدمه:

سنجی سریع، ساده، دقیق و تئین به روش برادفورد یک روش رنگسنجش پرو

های بیولوژیکی به در نمونه گیری غلظت پروتئیناندازه حساس است که برای

رود. اساس روش برادفورد بر تشکیل کمپلکس بین رنگ آبی کار می

که های موجود در محلول  استوار است. زمانیپروتئین و  G-250ماسیوک

ای رنگ کوماسی در محیط اسیدی به پروتئین متصل شود، تغییر رنگ از قهوه

 .افتدبه آبی و در نتیجه تغییر جذب نوری اتفاق میایل ای متمیا قهوه

پروتئین،  -روش برادفورد به دلیل داشتن ضریب خاموشی بالای کمپلکس رنگ

گیری پروتئین دارد. از طرفی اتصال رنگ به پروتئین در اندازه حساسیت بالایی

پروتئین برای -دقیقه( و کمپلکس رنگ 2ده )حدود فرآیند بسیار سریعی بو

کند. ساعت( در محلول پایدار مانده و رسوب نمی 1مدت نسبتا طولانی )حدود 

 د.شود که روش بسیار سریع انجام شوباعث می هااین ویژگی

وند سلامت روشی ، محصول شرکت ن™Nadford کیت اندازه گیری پروتئین

، استاندارد و سازگار با طیف وسیعی از مواد واکنشگر است و ارزان، تکرارپذیر

های بیولوژیکی مانند سرم، پلاسما، بافت گوناگون در نمونه هایبرای پروتئین

باشد. این کیت، سنجش پروتئین را به روش هموژنه و لیزات سلولی مناسب می

نانومتر انجام داده که اساس آن همان واکنش  595سنجی و در طول موج رنگ

ده شده و مبنای گزارش برادفورد بوده و با استفاده از میکروپلیت ریدر خوان

 گیرد.غلظت پروتئین قرار می

 

 حتوای کیت:م

1. Nadford Reagent :2 96 تی)ک تریل یلیم 4 /(یتست 48 تی)ک تریل میلی 

 تستی ( 192میلی لیتر ) کیت  8 / (یتست

2. Stabilizing solution: 500 میلی لیتر )کیت  1تستی(/ 48لیتر )کیت میکرو

 تستی ( 192کیت میلی لیتر )  2/  تستی( 96

3. Standard Solution :500 96میلی لیتر )کیت  1تستی(/ 48لیتر )کیت میکرو 

 تستی ( 192میلی لیتر ) کیت  2/  تستی(

 

 :نادفوردسازی معرف آماده
زه لیتر آب دیونیمیلی 4با  را 5x Nadford Reagentلیتر از یک میلی

آماده شده در  نادفوردماندگاری معرف . توجه داشته باشید مخلوط کنید

 .باشدهفته می 2یخچال، به مدت 

 ها:سازی نمونهآماده

 را برای حل شدن  قرمز(، لیزات سلولی، گلبولهموژنه های بافتی )بافتنمونه

های غشایی و ممانعت از تغییرات پروتئینی در طی واکنش، با بهتر پروتئین

مخلوط کرده  1:1 موجود در کیت به نسبت Stabilizing Solutionمعرف 

 ضرب کنید.   2به عدد فرمول نهایی ی پروتئین به دست آمده را در هاو غلظت

 های ادرار، سرم و پلاسما نیازی به گیری پروتئین در نمونهدر صورت اندازه

 باشد.نمی Stabilizing Solutionاستفاده از 

 روش کار

 یبرا یبترتبه یکروب( مو  الف( استانداردحاضر به دو روش  کیت

ها کاربرد در نمونه ینپروتئ یکروگرمم ۱۰تا  ۱و  ۱۰۰تا  ۱۰ یهاغلظت

 یکیموجود در نمونه خود  ینپروتئ یزانبر اساس م توانیدیدارد. شما م

 .یداز دو روش را انتخاب و استفاده کن

های بیولوژیکی و افزایش دقت در با توجه به تنوع نمونه: تذکر

 ۳ میزان پروتئین های مجهول،در نمونهشود گیری، پیشنهاد میاندازه

در سه تکرار  ۱:۱۰۰و  ۱:۱۰، :۱های با رقتهای خود را نمونه از نمونه

ها را محاسبه نمایید. و میانگین آن سنجیده( 2طبق روش کار ) از بند 

 ۱۰ها که در بازهها، رقتی از نمونهبه نتایج به دست آمده از رقتبا توجه 

با همان ها را نیز مابقی نمونه گرفت را انتخاب وقرار  وگرممیکر ۱۰۰تا 

 نسبت رقیق نمائید.

 لیتر(میکروگرم در میلی ۱۰۰تا  ۱۰الف: روش استاندارد )بازه پروتئینی 

های پلیت به چاهکرا  میکرولیتر از هر نمونه ۲۰برای شروع آزمایش، .1

را به آماده شده  نادفوردلیتر از محلول میکرو ۲۰۰سپس و اضافه کرده 

 آن اضافه کنید.

 کرده ودقیقه در دمای اتاق انکوبه  ۱۰به مدت پس از مخلوط کردن،   .2

قرائت  میکروپلیت ریدردر  نانومتر ۵۹۵±۲۰جذب نمونه را در طول موج 

 یبرا ساعت ۱کمتر از مرحله  ینا در. توجه داشته باشید که نمائید

 .یدها فرصت دارنمونه یخواندن جذب نور

 ،های مورد آزمایشدقیق سطوح پروتئین در نمونه ادیرجهت تعیین مق .3

، باید برای هر آزمون (۱)نمودار  منحنی مرجع استاندارد برادفورد

از  گرممیکرو ۱۰۰تا  ۱۰ هایغلظت آماده شود. بدین منظور جداگانه

لیتر( را با گرم در میلیمیلی یک) محلول استاندارد موجود در کیت

  استفاده از جدول زیر آماده نمائید.

 
 های مختلف محلول استاندارد در روش استاندارد. رقت۱جدول 

 استاندارد 

 )میکرولیتر(

 آب مقطر

 ) میکرولیتر( 

 غلظت نهایی

 )میکروگرم در میلی لیتر(

0 1000 0 
10 990 10 
20 980 20 
40 960 40 
60 940 60 
80 920 80 
100 900 100 



 

 
 

 های مختلف استاندارد تهیه شدهاز غلظت ها،به جای نمونه ۲بند طبق  .4

با توجه به اعداد به دست آمده  نهایتو در  کنیداستفاده  ۱طبق جدول

پروتئین در ترسیم و از فرمول خط برای محاسبه میزان  نمودار خط را

 استفاده نمایید.ها نمونه

 
 استاندارد در روش استاندارد یمنحن .۱نمودار 

 لیتر(میکروگرم در میلی ۱۰تا  ۱)بازه پروتئینی  میکروب: روش 

های پلیت اضافه میکرولیتر از هر نمونه را به چاهک ۱۰۰برای شروع آزمایش،  .1

آماده شده را به آن اضافه  نادفوردمیکرولیتر از محلول  ۱۰۰کرده و سپس 

 کنید.

دقیقه در دمای اتاق انکوبه کرده و جذب  ۱۰پس از مخلوط کردن، به مدت   .2

نمائید. قرائت میکروپلیت ریدر نانومتر در  ۵۹۵±۲۰نمونه را در طول موج 

برای خواندن جذب  ساعت ۱کمتر از توجه داشته باشید که در این مرحله 

 ها فرصت دارید.نوری نمونه

منحنی مرجع استاندارد برادفورد باید برای هر آزمون جهت تعیین مقدار دقیق  .3

های های مورد آزمایش آماده شود. بدین منظور غلظتسطوح پروتئین در نمونه

گرم در میکروگرم از محلول استاندارد موجود در کیت )یک میلی ۸تا  ۲

 لیتر( را با استفاده از جدول زیر آماده نمائید. میلی

 های مختلف محلول استاندارد در روش میکرو. رقت۲دول ج

 استاندارد 

 )میکرولیتر(

 آب مقطر

 ) میکرولیتر( 

 غلظت نهایی

)میکروگرم در میلی 

 لیتر(

0 1000 0 
۲ ۹۹۸ ۲ 

۴ ۹۹۶ ۴ 

۶ ۹۹۴ ۶ 

۸ ۹۹۲ ۸ 

های ( به جای نمونه از غلظت2ها طبق روش کار )بند پس از تهیه غلظت .4

تهیه شده استفاده نموده و در آخر با توجه به اعداد به  مختلف استاندارد

دست آمده نمودار خط را ترسیم و از فرمول خط برای محاسبه میزان 

 ها استفاده نمایید.پروتئین در نمونه

 
 میکرومنحنی استاندارد در روش  .۲نمودار  

 :محاسبه

 ( به صورت زیر خواهد بود: BSAی مختلف استاندارد )هافرمول خط حاصل از غلظت

𝑦 = 𝐴𝑥 + 𝐵 

𝑦 جذب نوری استاندارد : 

 𝐴باشد(می ۱۱۶۷/۰این عدد برابر با  ۱ : شیب خط )مثال در فرمول نمودار 

 𝑥 غلظت :BSA لیترمیکروگرم در میلی 

𝐵  باشد(می ۷۷/۰: عرض از مبدا )مثال در فرمول نمودار روش استاندارد این عدد برابر با 

توجه به فرمول خط حاصل از نمودار روش استاندارد و یا میکرو، میزان پروتئین با 

 های مجهول را از فرمول زیر محاسبه نمائید:در نمونه

 𝑷𝒓𝒐𝒕𝒆𝒊𝒏 (µ𝒈/𝒎𝒍) =  
𝑶𝑫 𝑺𝒂𝒎𝒑𝒍𝒆 − 𝑩

𝑨
× 𝑲 

K ضریب رقت نمونه : 

 Stabilizingی بافتی را با معرف هاوجه داشته باشید در صورتی که نمونهت)

Solution  مخلوط نموده باشید عدد  ۱:۱به نسبتK  خواهد بود( ۲برابر با 

 :هاتوصیه

  گراد( درجه سانتی ۸تا  ۲ال ) یخچ استاندارد در غیر از محلولمحتویات کیت را به تمام

بندی کرده و در دمای ها تقسیممحلول استاندارد را در میکروتیوب کنید. نگهداری

 نگهداری کنید. )فریزر( سانتیگراددرجه  -۲۰

  ،بدون رسانده و  درجه سانتیگراد( ۲۵معرف نادفورد را به دمای محیط )قبل از استفاده

 .استفاده از شیکر، چندین بار مخلوط نمائید

  پس از تهیه معرف نادفورد، در صورت مشاهده رسوب و یا ذرات، محلول رنگ را با

 ، فیلتر کرده و سپس از آن استفاده نمائید.۱ شمارهواتمن استفاده از کاغذ صافی 

y = 0.1167x + 0.77
R² = 0.9903
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y = 0.0498x + 0.7862
R² = 0.9938
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 قبیل هایی ازاز دترجنت نبایدی بافتی هابرای لیز نمونهSDS, Triton  و  

NP-40 .استفاده شود  

 ها و تر،  انجام دوبار تکرار برای نمونهنوند سلامت به منظور رسیدن به نتایج دقیق

 کند.استاندارد را توصیه می

 باشد.رعایت اصول ایمنی آزمایشگاهی الزامی می در زمان کار با کیت 

 عیب یابی:

 مشکل موجود احتمالات یشنهادیپ یها حل راه

 شیبافرآزما بودن سرد باشد دهیرس اتاق یدما به دیبا بافر یدما

 ای سنجش کارکرد عدم

 شیآزما
 عدم رعایت ترتیب مراحل آزمایش دیینما یرویپ قایدق و کرده مراجعه موجود پروتکل به

 نادرست موج دردرطولیر تیپل دیینما چک را دستگاه لتریف ماتیتنظ

 موجود دستورالعمل به ای و نموده استفاده تیک در موحود بافر از

 دیینما مراجعه پروتکل در
 باشند شده هیته یمتفاوت یبافرها در ها نمونه

( خوانش) قرائت با هانمونه

 نامعقول ای نامنظم

 یهاآن گرفت خواهند قرار استفاده مورد بار نیچند ها نمونه اگر

 دیینما میتقس قسمت سه ای دو به را
 شده زیدفر بار چند یها ازنمونه استفاده

 نمونه در گر مداخله یماده وجود دیینما قیرق شتریب را نمونه امکان صورت در

 یدرست به استفاده زمان تا و ردهک استفاده تازه یهانمونه از

 شود ینگهدار
 نامناسب ای یمیقد یها ازنمونه استفاده

 یآرام به سپس ،هدیرس اتاق یدما به باتیترک تمام دیده هزاجا

 دیینما بیترک
 باتیترک مناسب نا یدما

 نمونه در نییپا/  بالا خوانش

 استانداردها و ها

 طیشرا در را ها معرف و نموده چک را تیک یانقضا خیتار

 دیینما ینگهدار مناسب
 هامعرف نامناسب ینگهدار ای و شده یمنقض تیک از استفاده

 نامناسب یهاحجم از استفاده دیینما میتقس را مواد و نموده استفاده شده برهیکال سمپلر از

 مناسب یدما به را اجزاء همه واکنش، محلول سازی آماده از قبل

 دیینما بیترک دوباره سپس رساتده
 شده گرم مهین باتیترک از استفاده

 یخط ریغ استاندارد یمنحن

 دیینما استفاده بالا یها حجم از
 یهامحلول یساز آماده در کردن پتیپ با مرتبط یخطاها

 استاندارد

 واکنش محلول در کردن پتیپ یخطاها دیینما حاضر است ممکن که زمان هر را کار محلول

 هاچاهک در هوا یها حباب لیتشک دیینما یخال ها چاهک در یآرام به را پتیپ اتیمحتو

 است نادرست استاندارد محلول غلظت دیکن مراجعه  پروتکل در رقت استاندارد دستورالعمل به

 محاسبات یخطاها دیده انجام دوباره را محاسبات ، پروتکل به مراجعه بعد

 شوند خوانده نادرست موج طول در ها نمونه دیینما یبررس را دستگاه و لتریف ماتیتنظ

 منتظره ریغ جینتا
 باشند گر مداخله اتیمحتو یرااد ها نمونه دیینما قیرق شتریب را نمونه امکان صورت در

 یخط محدوده در ییخوانا تا کرده قیرق ای ظیغل یها نمونه

 باشند
 یخط محدوده ریز/  بالا در نمونه خواندن

 


