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谷丙转氨酶（ALT/GPT）测试盒说明书 
（货号：C009-2-1   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： 

谷丙转氨酶（ALT）在 37℃及 PH7.4 条件下，作用于丙

氨酸及 α-酮戊二酸组成的底物，生成丙酮酸及谷氨酸。反应

30min 后（固定时间）加入 2,4-二硝基苯肼（DNPH）盐酸溶

液，既中止反应，同时 DNPH 与酮酸中羰基加成，生成丙酮

酸苯腙。苯腙在碱性条件下呈红棕色，于 505nm 比读吸光度

并计算酶活力。 

二、试剂组成与配制：(试剂盒有效期 6 个月) 

试剂一:基质液，5mL×1 瓶，4℃保存； 

试剂二:显色剂，5mL×1 瓶，4℃保存； 

试剂三:浓缩终止剂，5mL×1 瓶，室温密封保存；临用时按 1∶9

的比例加蒸馏水混合配成终止剂，需多少配多少，室

温密封保存。 

试剂四:丙酮酸钠标准品 1mL×1 支，4℃保存； 

试剂五:磷酸盐缓冲液 1mL×1 支，4℃保存。 

三、所需仪器及试剂： 

        酶标仪（505nm）及 96 孔板（附赠一块），37℃水浴锅

或恒温箱，蒸馏水，蛋白测定试剂（组织或细胞样本可用，本

公司有售）。 

四、操作过程： 

1、样本前处理:  

①、血清（浆）、细胞培养液等液体样本：直接使用(若有固体

物存在,可 4000 转/分,离心 10 分钟,取上清液用)。 

②、组织样本：称取组织重量,按重量(g):体积(mL)=1:9 的比例,

加入 9 倍体积的生理盐水,冰水浴条件下匀浆,制成 10%的

组织匀浆,4000 转/分,离心 10 分钟,取上清液用生理盐水稀

释到适宜浓度(通过标准曲线计算得匀浆液卡门氏单位值

小于 150)待测。(另取部分上清液测蛋白浓度，蛋白定量试

剂盒本公司有售) 

③、培养细胞样本前处理：将收集好的细胞用等渗缓冲液（推

荐用 0.01mol/L pH7～7.4 磷酸盐缓冲液或生理盐水）清洗

1～2 次；1000 转/分,离心 10 分钟,弃上清,留细胞沉淀，加

入匀浆介质（推荐加入 0.01mol/L 且 pH7～7.4 的磷酸盐缓

冲液或生理盐水），冰水浴条件下超声破碎或手动匀浆，

制备好的匀浆液 4000 转/分,离心 10 分钟,取上清待测(上清

液取部分测蛋白浓度，蛋白测定试剂盒本公司有售；或者

在细胞收集后进行细胞计数，可不测蛋白)。 

2、操作步骤:（试剂一提前 5 分钟 37℃预温；酶标仪提前至少

30 分钟开机预热，调整波长至 505nm 备用；终止剂可提前

配好，室温密封保存） 

  ①、标准曲线制作：参考附录 I。（标准曲线可与样本测定

分开进行） 

 ②、样本测定：（样本正式实验前最好取 1~2 例，分别进行

不同倍数稀释（血清（浆）、细胞匀浆等样本推荐用原

液、2 倍、5 倍、10 倍稀释，肝组织匀浆推荐用 10 倍、

20 倍、40 倍、80 倍稀释）做预试，预试结果以各稀释

倍数下的绝对 OD 值代入标准曲线计算后得到的卡门氏

单位值在 50~100 间为最佳（正式实验时在 150 卡门氏

单位以内均可，但不宜太接近上下限）；样本若是不稀

释时结果小于 50 卡门氏单位，则就用样本原液进行操

作；但若是结果过低甚至出现负值，则需考虑样本酶活

性过低问题，可增加样本上样量或延长第一步 37℃反应

时间（如 60 分钟或 120 分钟等）改善）。 

样本操作表如下： 

 测定孔 对照孔 

待测样本（μL） 5  

试剂一（μL） 20 20 

轻轻震荡孔板混匀，37℃反应 30 分钟 

试剂二（μL） 20 20 

待测样本（μL）  5 

轻轻震荡孔板混匀，37℃反应 20 分钟       

终止剂（μL） 200 200 

轻轻震荡孔板混匀，室温避光放置 15 分钟，波长 505nm，

酶标仪测定各孔 OD 值（A），以绝对 OD 值(A 测定-A 对照）

代入标准曲线，求得相应的 ALT/GPT 活力值（卡门氏单位）。 

注：测定孔与对照孔中加的样本为同一份样本，也就是说每

个样本都要做一个测定孔和一个对照孔。 

五、计算： 

1、血清（浆）、细胞培养液等液体样本计算方法： 
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  2、组织（或细胞）样本按蛋白计算方法： 
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3、细胞样本按细胞数量计算方法： 
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以上 3 种公式中： 

0.482:卡门氏单位到 U/L 的换算（1 卡门氏单位=0.482 U/L）; 

N：样本测试前的稀释倍数（组织、细胞样本不包含匀浆过程）； 

Cpr:样本匀浆上清蛋白浓度,g/L； 

细胞数：细胞在匀浆破碎时的总数量，104 个； 

V 样总：细胞匀浆时加入的匀浆介质总体积，L。 

六、注意点： 

1、比色法中常用的有赖氏（Reitman-Frankel）法及金氏（King）

法。赖氏法标准曲线所定单位数，是用实验方法和卡门氏分

光光度法（速率法）作对比测定求得的。以卡门氏单位报告

结果，比较准确。 

2、一般血清标本内源性酮酸很少，血清对照孔吸光度值会很相

近。可将一般血清的对照孔（或称标本空白孔）的吸光度作

为日常质控的指标之一；如相差大，可考虑 α-酮戊二酸浓度、

DNPH 浓度及仪器等原因引起。 

3、样本在测定完将绝对 OD 值代入标曲计算后酶活力超过 150

卡门氏单位时，需用生理盐水稀释后重测（推荐先做预试，

确定稀释倍数后再进行正式实验）。 

4、血清中 ALT 在室温（25℃）可保存 2 天，在 0～4℃可保存一

周，在-25℃可保存 1 个月。 

5、试剂一提前 5-10 分钟置于 37℃预温。 

6、标准曲线每盒试剂至少做一次。 
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7、卡门氏单位定义：1mL 液体，反应液总容量 3mL，波长 340nm，

1cm 光径，25℃，1min 内所生成的丙酮酸，使 NADH 氧化

成 NAD+而引起吸光度每下降 0.001 为一个单位（1 卡门氏单

位=0.482 U/L，25℃）。 

8、试剂四丙酮酸钠标准品浓度为 2mol/mL，做标曲时直接使

用即可。 

 

 

附录Ⅰ：ALT/GPT 标准曲线制作 
1、操作表: 

孔号 0 1 2 3 4 5 

试剂五（μL） 5 5 5 5 5 5 

试剂四丙酮酸钠标准品（μL） 0 2 4 6 8 10 

试剂一（μL） 20 18 16 14 12 10 

试剂二（μL） 20 20 20 20 20 20 

轻轻震荡孔板混匀，37℃反应 20 分钟 

终止剂（μL） 200 200 200 200 200 200 

轻轻震荡孔板混匀，室温放置 15 分钟，波长 505nm，酶标仪测定各

孔 OD 值，计算绝对 OD 值（△A）=A（S）-A（S0），以绝对 OD

值作为横坐标，相应的卡门氏单位为纵坐标，作坐标图拟合公式，

直接在 Excel 表中用公式计算样本中的 ALT 酶活力卡门氏单位值。 

2、测定结果(附参考标准曲线： 

孔号 0 1 2 3 4 5 

酶活力卡门氏单位值 0 28 57 97 150 200 

各标准孔 OD 值 0.2169 0.2819 0.334 0.3957 0.4651 0.5189 

绝对 OD 值 0 0.065 0.1171 0.1788 0.2482 0.301 

 作图如下:（标曲拟合后公式有很多种，下面选择一种作为参考） 

 
【注】：标准曲线需要客户自己制作才更准确，操作步骤参照上述

操作表；制作标准曲线时，表格中卡门氏单位值与相应丙酮酸钠

标准浓度对应，故为定值，直接使用即可。客户可以由此值和自

己按操作表测得的各标准孔的绝对吸光值作多项式曲线（R
2
≥

0.99），得到计算公式用于样本计算。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

谷丙转氨酶（ALT/GPT）标准曲线
 y=a+bx+cx^(1.5)+dx^(2.5)+ex^3

r 2̂=0.99999654  DF Adj r 2̂=0.99998269  FitStdErr=0.31564038  Fstat=72196.041

a=0.0092174253 b=170.61834 c=1206.0703 

d=-4614.6537 e=6556.842 
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