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4、结论：
从上面的数据统计可以看出，抑制率（ 100%OD OD

OD


 
非酶管 值 酶管 值

抑制率
非酶管 值

）在 45%～55%

之间的最佳取样浓度为 1︰4。即取 1︰4 稀释正常组大鼠血浆 0.1mL 进行 GSH-PX 正式
检测。
四、计算举例：

取经生理盐水 1︰4 稀释的大鼠血清 0.1mL 进行 GSH-PX 活力测定，测得空白管
OD 值为 0.041，标准管 OD 值为 0.165，非酶管 OD 值为 0.475，酶管 OD 值为 0.293。
则计算结果为：

LU/
LU/

PX-GSH m29.1761551.0620
.0410-.1650

.2930-.4750

）m活力（
大鼠血清 
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组织、细胞、线粒体中GSH－PX 活力的测定
一、样本前处理：

1、组织样本前处理：称取待测动物组织的重量，按重量（g）：体积(mL)=1:9 的比例，
加入 9 倍体积的生理盐水，低温（0-4℃）条件匀浆，3500 转/分，离心 10 分钟，
取上清液待测（制备好的匀浆上清液需要测定其蛋白浓度，蛋白测定试剂盒本公司
有售）。

2、线粒体制备及前处理：取 10%的组织匀浆 5～10mL，以 1000～2000r/min 离心 10 分
钟（用普通离心机或低温低速离心机），取上清液以 8000～10000r/min（低温高速离
心机）离心 15 分钟，沉淀物为线粒体（若不立即测定，可直接放-20℃或-80℃冰箱
保存，3 个月内可用）。往线粒体中加入 0.2～0.3mL 的匀浆介质（推荐生理盐水），
冰水浴条件下超声破碎(功率:300W,3～5 秒/次,间隔 30 秒，重复 3～5 次)，制备好的
匀浆液若比较均匀可不离心直接测定。也可采用裂解液裂解(推荐 TritonX-100，1～
2%浓度 0.1mL，冰上裂解 30～40 分钟),裂解好的液体可不离心直接测定（制备好的
匀浆液需要测定其蛋白浓度，蛋白测定试剂盒本公司有售）。

3、细胞样本前处理：（贴壁细胞）用细胞刮配合等渗 PBS 刮下或用胰酶消化下来（消化
后加入 0.5-1mL 等渗 PBS 冲洗），再将细胞悬液转移到另一离心管中，1000 转/分，
离心 10 分钟，弃上清液，留细胞沉淀；用等渗 PBS 再清洗 1～2 次，同样 1000 转/
分，离心 10 分钟，弃上清液，留细胞沉淀（若不立即测定，可直接放-20℃或-80℃
冰箱保存，3 个月内可用）；往细胞沉淀中加入 0.2～0.3mL 的匀浆介质（推荐生理盐
水）（加完匀浆介质后轻轻混匀细胞溶液，使其均匀，吸取少量进行细胞计数；若是
破碎后可以测蛋白，则不用细胞计数），冰水浴条件下超声破碎(功率:200~300W,3～
5 秒/次,间隔 15 秒，重复 3～5 次)或手动匀浆，制备好的匀浆液若比较均匀可不离心
直接测定。也可采用裂解液裂解(推荐 TritonX-100，1～2%浓度 0.1mL，冰上裂解 30～
40 分钟),裂解好的液体可不离心直接测定。[注]：建议细胞数在 100 万个以上（越多
测定效果越好）。破碎好的液体可显微镜观察细胞是否破碎完全。

二、GSH-PX 活力测定操作表：（分两步反应）
（1）、酶促反应：(试剂一应用液提前 5min 在 37ºC 预温)

非酶管 酶 管
1mmol/L GSH（mL） 0.2 0.2
待测匀浆 （mL） 0.2

37ºC 预温 5 分钟
试剂一应用液（mL） 0.1 0.1

37ºC 准确反应 5 分钟
试剂二应用液（mL） 2 2
待测匀浆 （mL） 0.2

混匀，3500～4000 转/分，离心 10 分钟，取上清液 1mL 作显色反应
（2）、显色反应：

空白管 标准管 非酶管 酶 管
标准品稀释液（mL） 1.0
20μmol/L GSH 标准液

（mL）
1.0

上清液（mL） 1.0 1.0
试剂三应用液（mL） 1.0 1.0 1.0 1.0
试剂四应用液（mL） 0.25 0.25 0.25 0.25
试剂五应用液（mL） 0.05 0.05 0.05 0.05

混匀，室温静置 15 分钟后，412nm，1cm 光径比色杯，蒸馏水调零，
测各管 OD 值

三、组织中GSH-PX 活力的计算：
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定义：每毫克蛋白质 37℃每分钟扣除非酶反应的作用，使反应体系中 GSH 浓度降低 1μmol/L
为一个酶活力单位（U）。

【注意】组织蛋白的测定：参照实验方法学中的考马斯亮兰法、BCA 法、紫外法及磺基水
杨酸法测出所取样本中的蛋白毫克数。

计算公式：

）（
-

-

）（
活力组织

样标准
空白管标准管

酶管非酶管 CprVC
U/mgprot

PX-GSH 





C 标准：显色反应中的 GSH 标准液浓度，20μmol/L；
N：酶促反应体系稀释倍数，5（2.5mL/0.5mL，固定值）；
T：酶促反应时间，5min；
V 样：酶促反应样本取样量，0.2mL；
Cpr：匀浆液蛋白浓度，mgprot/mL（prot 指蛋白）。

【注】：酶促反应体系如有改变，计算时实际的 V 样需乘以体系改变的系数（如酶促反应体
系缩小 2 倍后，取样 0.1mL，计算时 V 样应为 0.1mL×2=0.2mL）。

四、组织匀浆的最佳取样浓度及最佳取样量的摸索举例：
1、样本来源：正常小鼠肝组织，加生理盐水制备成 10%的肝匀浆上清待测。
2、样本前处理：用生理盐水将 10%肝匀浆稀释成 0.5%、0.4%、0.3%、0.25%、0.2%、0.1%、

0.05%浓度，分别取 0.2mL 按组织的测定操作表进行检测。
3、测定结果：

空白管 OD 值 0.041
标准管 OD 值 0.163

样本浓度 酶管 OD 值 非酶管 OD 值 绝对 OD 值
0.05% 0.411 0.463 0.052
0.1% 0.356 0.464 0.108
0.2% 0.283 0.462 0.179
0
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全血中GSH-PX 活力的测定
一、样本的前处理：溶血液的配制
①、取人肝素抗凝全血 20μL，以蒸馏水稀释至 1mL，配成 1∶49 的溶血液；鼠血 10μL 加

蒸馏水至 1mL，配成 1∶99 的溶血液。充分混匀，放置 5 分钟直至使玻璃管中的溶血
液对光呈完全透明状，方可进行检测。

②、已配好的溶血液中 GSH-PX 活力只能保持 45～60 分钟，天冷时可延迟至 120 分钟。
如果当天来不及测定则以抗凝全血冰箱（ 4℃～8℃）保存，2～3 天内酶活力变化不
大。

【注 1】请在正式实验前做预实验，详见溶血液最佳取样浓度及取样量的摸索举例；
【注 2】测溶血液中 GSH－PX 含量要注意样品测试前红细胞一定要充分溶血。（以对光观察

透亮为标准，若不透亮可以冻溶一次，但有部分大鼠及猪的红细胞是不可放置 0℃
以下，否则不易溶血，例如糖尿病大鼠和部分正常大鼠的红细胞冻后很难溶血。在
做正式试验前最好先取 1～2 只样本做预试。）

二、全血中GSH-PX 酶活力测定操作步骤：（分两步反应）
（1）、酶促反应：(试剂一应用液提前在 37ºC 预温)

非酶管 酶 管
1mmol/L GSH 标准液

（mL）
0.2 0.2

待测溶血液（mL） 0.2
37ºC 预温 5 分钟

试剂一应用液 0.1 0.1
37ºC 准确反应 5 分钟

试剂二（mL） 2 2
待测溶血液 （mL） 0.2

混匀，3500～4000 转/分，离心 10 分钟，取上清 1mL
作显色反应

（2）、显色反应：
空白管 标准管 非酶管 酶 管

GSH 标准品稀释液（mL） 1
20μmol/L GSH 标准液（mL） 1

上清液（mL） 1 1
试剂三（mL） 1 1 1 1
试剂四（mL） 0.25 0.25 0.25 0.25

试剂五应用液（mL） 0.05 0.05 0.05 0.05
混匀，室温静置 15 分钟后，412nm，1cm 光径比色杯，蒸馏水调零，
测各管 OD 值

三、全血中GSH-PX 活力的计算：
定义：每毫升全血在 37℃每分钟扣除非酶促反应的作用，使反应体系中 GSH 浓度降低

1μmol/L 为一个酶活力单位（U）。

计算公式： 样样标准
空白管标准管

酶管非酶管

-

-

）m活力（
全血中 




 VC
LU/
PX-GSH

C 标准：显色反应中的 GSH 标准液浓度，20μmol/L；
N：酶促反应体系稀释倍数，5（2.5mL/0.5mL，固定值）；
V 样：酶促反应样本加入量，0.2mL；
T：酶促反应时间，5min；
N 样：全血制备成溶血液过程中的稀释倍数。

四、溶血液的最佳取样浓度摸索举例：
1、样本来源：正常组新鲜大鼠尾部肝素抗凝全血。
2、样本前处理：分别用蒸馏水将大鼠全血按 1︰49、1︰59、1︰69、1︰79、1 ︰89、

1︰99、1︰149、1︰199 的比例稀释成不同浓度的溶血液，分别取 0.2mL
按全血的测定操作表进行检测。
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3、测定结果：
空白管 OD 值 0.041
标准管 OD 值 0.163

样本浓度 酶管 OD 值 非酶管 OD 值 抑制率
1︰49 0.096 0.452 78.76%
1︰59 0.107 0.450 76.22%
1︰69 0.118 0.452 73.89%
1︰79 0.130 0.450 71.11%
1︰89 0.144 0.450 68.00%
1︰99 0.163 0.449 63.70%
1︰149 0.231 0.450 48.67%
1︰199 0.298 0.449 33.63%

4、结论：
从上面的数据统计可以看出，抑制率（ ）在 45%～55%

之间的最佳取样浓度为 1︰149。即取 1︰149 稀释的正常组小鼠尾全血 0.2mL 进行
GSH-PX 正式检测。
五、计算举例：
例 1：取人 1︰49 溶血液 0.2mL 进行测定，测得非酶管 OD 值为 0.463，酶管 OD 值为

0.228，标准管 OD 值为 0.165，空白管 OD 值为 0.041。则计算为：

LU/
LU/

PX-GSH m81.94755052.0520
.0410-.1650

.2280-.4630

）m活力（
人全血中 

例 2：取 1︰149 大鼠溶血液 0.2mL 进行测定，测得非酶管 OD 值为 0.451，酶管 OD 值
为 0.205，标准管 OD 值为 0.165，空白管 OD 值为 0.041。则计算为：

LU/
LU/

PX-GSH m06.2975815052.0520
.0410-.1650

.2050-.4510

）m活力（
大鼠全血中 

100%OD OD
OD


 
非酶管 值 酶管 值

抑制率
非酶管 值
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注 意 点
1、溶血液在室温下 1 小时内活力不变，建议样品稀释后不超过 1 小时测试为宜。

2、血样要新鲜，肝素抗凝后放冰箱 4～8℃存放不要超过 48 小时。

3、测溶血液中 GPX 活性要注意样品测试前红细胞一定要充分溶血。（以对光观察透亮为标

准，若不透亮可以冻溶一次，但有部分大鼠及猪的红细胞是不可冻溶越冻越不破，最好

先取 1～2 只样本做预试）。

4、酶促反应离心后有悬浮物无法分离时，可加入 0.1mL 氯仿涡旋震荡 30 秒再离心。

5、酶促反应的 37℃水浴反应时间 5 分钟，记录反应时间要准确。

6、有的样本酶管 OD 值和非酶管 OD 值接近，此为样本 GPX 活性较低的缘故（且计算结果

误差会比较大），这种情况可考虑增加样本浓度或样本量以及延长反应时间来改善测试效

果。

7、样本匀浆上清液当天提取，当天测试。组织蛋白质的测定法有多种，可购买本公司蛋白

定量试剂盒。

8、试剂二甲粉溶解时不要用隔水加热的方式（因受热较慢导致溶解困难），而是需要直接加

热才行（如电炉或酒精灯等），且加热时不断搅拌。
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