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微量总巯基测试盒说明书(精简版) 
（货号：A063-2-1    微量酶标法） 

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、试剂的组成与配制：（48T） 

试剂一：标准品粉剂，3 支，4℃密封保存 6 个月。 

10mmol/L 标准品贮备液的配制：每次测定前将 1 支标准

品粉剂加 1mL 试剂三缓冲液溶解，即为 10mmol/L

标准品贮备液，4℃密封保存。 

500μmol/L 的标准应用液的配制：10mmol/L 标准品∶试

剂三缓冲液=1∶19 即 20 倍稀释配成应用液，按所

需量现用现配。 

试剂二：透明剂，2mL×1 瓶，4℃密封保存 12 个月（天冷

时会凝固，每次测试前适当水浴加温以加速溶解，

直至透明方可应用）。 

试剂三：缓冲液，20mL×1 瓶，4℃密封保存 6 个月。 

试剂四：显色剂，3mL×1 瓶，4℃避光保存 6 个月。 

工作液一的配制：按试剂二∶试剂二∶试剂四

=1∶50∶25 的比例混合，用多少配多少。 

工作液二的配制：按试剂二∶试剂二=1∶75 的比例混合，

用多少配多少。 

[注]：按所需检测的样本数加上标准孔及标准空白孔的数，

再放宽 2 孔进行工作液的配制（避免吸到最后试剂量

不够）。工作液需现用现配，最多可保存 1～2 天。 

[注]：本试剂盒 2℃～8℃密封保存 6 个月  

二、所需仪器耗材及试剂： 

        含 405nm 波长的酶标仪及 96 孔板(附送一块)、台式低

速离心机、各种规格移液器、双蒸水、生理盐水（0.9%）或

PBS（0.1M）、涡旋混匀器、试管或离心管、蛋白测定试剂

（组织及细胞样本用，本公司有售）。 

三、操作步骤： 

1、样本前处理： 

  组织样本：准确称取组织重量，按重量（g）：体积(mL)=1:9

的比例，加入 9 倍体积的生理盐水，冰浴条件

下机械匀浆，制成 10%的组织匀浆，2500 转/

分，离心 10 分钟，取上清液待测。 

血清(浆)样本: 直接取样 10μL 

2、操作表： 

 标准孔 空白孔 测定孔 对照孔 

500μmol/L 标准 10μL    

试剂三  10μL   

待测样本   10μL 10μL 

工作液一 150μL 150μL 150μL  

工作液二    150μL 

   轻轻摇动孔板，静置 5 分钟，405nm 波长，用酶标仪测定各

孔吸光度 OD 值（30 分钟内完成比色） 

注：1、操作之前注意先将空板读取一下吸光度，防止孔间差异

影响老师的结果。 

2、96 孔板操作，反应液中绝对不可以产生气泡（气泡会影

响测定），所以加工作液时可以考虑用差量法。 

(差量法：用移液器时，吸液前将移液器按到底部，吸取的液体会

比所需的液体要多，加样时，按到该加样的档位) 

四、计算公式： 

组织中巯基计算公式： 
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C 标准:标准液浓度,500μmol/L; 

Cpr:组织匀浆蛋白浓度,gprot/L(prot 指蛋白)。 

 

五、测定原理： 

5，5’-二硫代双，2-硝基苯甲酸（DTNB）与巯基化合

物反应时能产生一种黄色化合物，可进行比色定量测定。 

六、检测意义： 

活性巯基（SH）主要存在于半胱氨酸，是蛋白质结构

和生物体内某些氧化还原反应重要基团。在蛋白质结构中 2

个巯基脱氢而形成的双硫键，使相邻多肽得以连接．对于维

持蛋白质完整结构十分重要。所有动物组织都含有不同量的

活性巯基，机体内起重要作用的谷胱甘肽，其生理作用主要

是靠所含半胱氨酸中活性巯基起还原作用。巯基还是很多酶

活性基团，一些重金属盐如 Hg2+等与酶巯基结合，影响酶

活性。巯基化合物与机体许多机能活动，药物及毒物的作用

以及某些疾病的发生发展有着密切关系。测定组织和血液中

巯基含量已日益为人们所重视,以期探索对某些疾病的发生

机理、治疗、预防以及预后判断等方面的研究意义。 

七、标准曲线的制备： 

取一定量的 10mmol/L 标准品贮备液用试剂三 缓冲液

配制成不同浓度的标准制作标准曲线：0mmol/L、100μmol/L、

200μmol/L、500μmol/L、1000μmol/L、2000μmol/L。 

浓度（μmol/L） 测定 OD 值 绝对 OD 值 

0 0.0685 0.0000 

100 0.1025 0.0340 

200 0.1440 0.0755 

500 0.2805 0.2120 

1000 0.4880 0.4195 

2000 0.9220 0.8535 
巯基标准曲线

Rank 1  Eqn 8160  Line(a,b) Robust None
r 2̂=0.99983168  DF Adj r 2̂=0.99971946  FitStdErr=11.03417  Fstat=23759.976

a=13.928821 

b=2330.779 
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八、技术参数 

试剂盒灵敏度：0.01mmol/L 


