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谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-PX)测试盒说明书 
（货号：A005-2-1   微板法   96T）

免责声明: 测试前请仔细阅读说明书,预试后再进行批量实验,

否则由此导致的后果用户自行承担! 

一、测定原理 

谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX）可以促进过氧化氢

（H2O2）与还原型谷胱甘肽（GSH）反应生成 H2O 及氧化型

谷胱甘肽（GSSG），谷胱甘肽过氧化物酶的活力可用其酶促反

应的速度来表示，测定此酶促反应中还原型谷胱甘肽的消耗，

则可求出酶的活力。 

GSH 量的测定：GSH 和二硫代二硝基苯甲酸作用生成 5-

硫代二硝基苯甲酸阴离子呈现较稳定的黄色，在 412nm 处测

其吸光度即可计算出 GSH 的量。 

二、试剂盒组成与试剂配制：（试剂盒有效期 6 个月） 

试剂 名 称 规 格 保 存 

试剂一 

底物贮备液 0.1mL×1 瓶 4℃ 

使用前取部分底物贮备液按 1:99 的比例加蒸馏水

稀释，配成应用液，现配现用。 

试剂二 终止剂 液体 40 mL×1 瓶 4℃ 

试剂三 缓冲液 液体 20 mL×1 瓶 4℃ 

试剂四 显色剂 液体 5.5 mL×1 瓶 4℃避光 

试剂五 促进剂 液体 1 mL×1 支 4℃ 

试剂六 

GSH 标准品 粉剂 3.07mg×2 支 4℃ 

 1μmol/mL 标准液配制：测定前将 1 支标准品粉

剂加 10mL 蒸馏水，充分溶解配成，配好后 4℃可

保存 2 周。 

 20nmol/mL 标准液配制：取 1μmol/mL 标准液

20μL加试剂二 980μL(或是按 1:49 比例)充分混匀

配成，现用现配。 

 注:试剂五低温或长时间保存可能有结晶出现,需将其 37℃融

化后再用。 

三、所需仪器及试剂： 

    酶标仪(412nm)及 96 孔板（附送一块），涡旋混匀器，离

心机，37℃水浴锅或恒温箱，试管或离心管，蒸馏水，生理盐

水，蛋白测定试剂（组织或细胞用，本公司有售）。 

四、血清（浆）样本测定方法： 

    1、样本前处理：直接使用（先挑选 2 例样品进行做预试，

确定最佳取样浓度（A 对照-A 测定差值在 0.1~0.2 之间为宜）），

若有固体物存在，可 4000rpm 离心 5min，取上清检测。 

2、操作步骤： 

第 1 步（酶促反应）：（可在离心管中操作） 

 测定管 对照管 

血清（浆）（μL） 10 10 

1μmol/mL 标准液（μL） 20 20 

试剂一应用液（μL） 10 10 

（反应条件） 
混匀，37ºC 准确反应 5

分钟后进行下面操作 

混匀后，不反应直接进行

下面操作 

试剂二（μL） 200 200 

    涡旋混匀，4000rpm，离心 10min，取上清在孔板中作显色反应（此

上清若是不完全澄清透亮，可每管再加入 50μL三氯甲烷（分析纯），

涡旋混匀 30~60 秒后再离心取上清作显色反应）。 

第 2 步显色反应：（在 96 孔板中操作） 

 空白孔 标准孔 测定孔 对照孔 

试剂二（μL） 100    

20nmol/mL 标准液（μL）  100   

酶促反应上清液（μL）   100 100 

试剂三（μL） 100 100 100 100 

试剂四（μL） 25 25 25 25 

轻轻振荡孔板混匀，室温静置 5 分钟，波长 412nm，酶标仪读取

各孔吸光值 A。 

3、活力定义：每毫升血清在 37℃每分钟催化 1nmol GSH 反

应为一个酶活力单位（U）。 

计算公式：  
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C 标准：显色反应中标准液浓度，20nmol/mL； 

V 酶促：酶促反应体系总体积，240μL； 

V 样：样本取样量，10μL； 

T：反应时间，5min； 

N：样本测试前稀释倍数。 

五、组织、细胞及全血等样本测定方法： 

1、样本前处理： 

动物组织：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，4000rpm，离心 10min，

取上清液待测（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）。 

植物组织：取组织，用蒸馏水清洗表面污渍后，用吸

水纸吸干，然后用液氮研磨成粉状，称取植物粉

末 重 量 约 100mg ， 加 入 900μL （ 或 是 按

100mg:400μL 的比例加生理盐水（或 PBS），低

温研磨或匀浆，4000rpm，离心 10min，取上清

液待测； 

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

生理盐水（加完后轻轻混匀细胞溶液，使其均匀，

可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，重复运行

3～5min)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。 

全血或红细胞：①、取肝素抗凝全血（或积压红细胞）

20μL，加蒸馏水至 1mL，充分混匀，配成 1∶49

的溶血液，放置 5 分钟直至溶血液对光呈完全透

明状，方可进行检测。（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）。 

其它液体样本：直接使用，若有固体物存在，则

4000rpm 离心 5min 后取上清检测； 

线粒体制备及前处理：取 10%的组织匀浆 5～10mL，

以 1000～2000rpm离心 10min 用普通离心机或低

温低速离心机），取上清液以 8000～10000rpm（低

温高速离心机）离心 15min，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，重复运行 3～5min)，制备好的
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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）。 

注：以上样本前处理好后，需先挑选 2 例预期差异较大的样

本进行预试（如将匀浆上清按 1:4、1:9、1:19 或 1:39 的

比例稀释），选取 A 对照减去 A 测定差值在 0.1~0.2 之间对应

的样本稀释倍数来做正式实验。 

2、操作步骤： 

   第 1 步（酶促反应）：（可在离心管中操作） 

 测定管 对照管 

待测样本（μL） 10 10 

1μmol/mL 标准液（μL） 20 20 

试剂五（μL） 5 5 

试剂一应用液（μL） 10 10 

（反应条件） 
混匀，37ºC 准确反应 5

分钟后进行下面操作 

混匀后，不反应直接进行

下面操作 

试剂二（μL） 195 195 

涡旋混匀，4000rpm，离心 10min，取上清在孔板中作显色反应（此

上清若是不完全澄清透亮，可每管再加入 50μL三氯甲烷（分析纯），

涡旋混匀 30~60 秒后再离心取上清作显色反应） 

第 2 步显色反应：（在 96 孔板中操作） 

 空白孔 标准孔 测定孔 对照孔 

试剂二（μL） 100    

20nmol/mL 标准液（μL）  100   

酶促反应上清液（μL）   100 100 

试剂三（μL） 100 100 100 100 

试剂四（μL） 25 25 25 25 

轻轻振荡孔板混匀，室温静置 5 分钟，波长 412nm，酶标仪

读取各孔吸光值 A。 

3、计算方法： 

①动物组织（或细胞）样本按蛋白计算： 

活力定义：每毫克蛋白对应的样本在 37℃每分钟催化

1nmol GSH 反应为一个酶活力单位（U）。 

计算公式：  
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②植物组织样本按样本重量计算： 

活力定义：每克组织 37℃每分钟催化 1nmol GSH 反应

为一个酶活力单位（U）。 

计算公式：  
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   ③细胞样本按细胞数计算： 

     活力定义：每 1 万个细胞 37℃每分钟催化 1nmol GSH 反

应为一个酶活力单位（U）。 

计算公式：  
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④全血（或红细胞）及其它液体样本计算： 

活力定义：每毫升全血（或红细胞或其它液体）在 37℃

每分钟催化 1nmol GSH 反应为一个酶活力单位（U）。 

计算公式：  
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以上公式中： 

C 标准：显色反应中标准液浓度，20nmol/mL； 

V 酶促：酶促反应体系总体积，240μL； 

V 样：样本取样量，10μL； 

T：反应时间，5min； 

N：样本测试前稀释倍数（不包含匀浆过程）； 

Cpr：组织（或细胞）匀浆上清蛋白浓度，mg/mL； 

V 样总：样本前处理时加入的匀浆介质总体积，mL； 

细胞总数：细胞样本在破碎时的总数量，104 个。 

七、注意点 

1、测试前请一定要预试，以防样本酶活力过高或过低造

成影响。 

2、空白孔、标准孔一批实验只需做 1—2 个孔。测定管

和对照管每个样本都要做。 

3、酶促反应后，离心得到的上清若是不完全澄清透亮，

可每管再加入 50μL 三氯甲烷（分析纯），涡旋混匀

30~60 秒后再离心取上清作显色反应。 

4、有的样本测定孔吸光值和对照孔吸光值接近，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酶促

37℃反应时间来改善测试效果。 

5、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。 

6、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）。 

八、测定意义 

谷胱甘肽过氧化物酶（Glutathione peroxidase，GSH-PX）

是机体内广泛存在的一种重要的催化过氧化氢分解的酶。它特

异的催化还原型谷胱甘肽（GSH）对过氧化氢的还原反应，可

以起到保护细胞膜结构和功能完整的作用。GSH-PX 的活性中

心是硒半胱氨酸，硒是 GSH-PX 的必需部分，每分子酶含 4

原子硒。测定 GSH-PX 的活力可以作为衡量机体硒水平的一项

生化指标。 


