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谷胱甘肽测试盒说明书(精简版) 
（货号：A061-1   微量酶标法测总谷胱甘肽、还原型谷胱甘肽、氧化型谷胱甘肽  微板法） 

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、测定原理： 

利用DTNB的循环反应，测定组织和体液中的总谷胱甘肽和

氧化型谷胱甘肽的含量。 

二、试剂盒组成和配制（注：如需同时测定 T-GSH 和 GSSG，则试

剂盒 48T 只能测到 24 样，96T只能测到 48 样）(试剂盒有效

期 3 个月) 

 组份 
48T 

A061-1-1 

96T 

A061-1-2 
保存 

试剂一 
底物一粉剂 粉剂×1支 粉剂×2支 4℃保存 

底物一缓冲液 5mL×1瓶 5mL×2瓶 4℃保存 

试剂一应用液的配制：临用前每支粉剂加入 5mL 的试剂一(底物一)缓

冲液，充分溶解后，4℃避光保存 

试剂二 
底物二贮备液 25μL×1支 25μL×2支 -20℃保存 

底物二稀释液 500μL×1支 500μL×2支 -20℃保存 

试剂二应用液配制：临用前按试剂二贮备液：稀释液=1：19 的比例进

行稀释，现用现配，需多少配多少。 

试剂三 
粉剂 粉剂×3支 粉剂×5支 -20℃保存 

稀释液 1mL×3支 1mL×5支 4℃保存 

试剂三的配制：临用前每支粉剂加1mL试剂三稀释液，充分溶解后使

用，现用现配，需多少配多少。注:试剂三粉剂量较少,可能附着于管

内壁及盖上(并非空管),使用时可将其1000转/分钟离心2分钟再使用。 

试剂四 粉剂 粉剂×3瓶 粉剂×5瓶 4℃保存 

试剂四的配制：临用前每瓶加煮沸的双蒸水至10mL，充分溶解；冷却

后作匀浆介质用，余下4℃保存3天。 

试剂五 
贮备液 15μL×1支 30μL×1支 4℃保存 

试剂五溶剂 150μL×1瓶 300μL×1瓶 4℃保存 

试剂五应用液的配制：临用前，按贮备液︰试剂五溶剂=1︰9 的比例

进行稀释，充分溶解，现用现配。 

试剂六 液体 250μL×1支 500μL×1支 4℃保存 

[注]：试剂六很粘稠，取样时要缓慢仔细。 

GSSG 标准品 6.13mg 粉剂×1瓶 粉剂×1瓶 4℃保存 

1mmol/L的GSSG贮备液配制：临用前加入10mL的双蒸水，配成

1mmol/L的GSSG贮备液，分装后-20℃保存一个月有效。 

50μmol/L 的 GSSG 标准品应用液配制：将 1mmol/L 的 GSSG 贮备液

用试剂四 20 倍(1:19)稀释制备成 50μmol/L的GSSG标准品应

用液，现用现配。 

GSH 标准品 3.07mg 粉剂×1瓶 粉剂×1瓶 4℃保存 

1mmol/L 的 GSH 贮备液配制：临用前加入 10mL 的双蒸水，配成

1mmol/L 的 GSH 贮备液，分装后-20℃保存一个月有效。 

50μmol/L 的 GSH 标准品应用液配制：将 1mmol/L 的 GSH 贮备液用

试剂四 20 倍(1:19)稀释制备成 50μmol/L 的 GSH 标准品应用

液，现用现配。 

三、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）、37℃水

浴锅或恒温箱、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。 

四、样本测试前处理（除蛋白） 

1、全血样本： 

取血，用肝素或者 EDTA 抗凝。取 100μL抗凝的全血，

加入 400μL的新配的试剂四（样本稀释倍数为 5 倍，如果样

本量少，可按 1：4 的比例相应缩小），漩涡混匀 30 秒后，4℃

静置 5 分钟。3500 转/分钟，离心 10 分钟。取上清 4℃备用；

如果需要过夜请于-20℃保存。 

2、红细胞样本： 

取血，用肝素或者 EDTA 抗凝。立即 2000 转/分钟，离

心 10 分钟，小心吸去上层的血浆层和红细胞层表面乳白色的白细

胞层。取 100μL 下层红细胞，加入 400μL 新配的试剂四（样

本稀释倍数为 5 倍，如果样本量少可按 1：4 的比例相应缩小），

漩涡混匀 30 秒后，4℃静置 5 分钟。3500 转/分钟，离心 10

分钟。取上清备用（4℃存放）；如果需要过夜请于-20℃保存。 

3、血清（浆）样本： 

取血，用肝素或者 EDTA 抗凝。立即 2000 转/分钟，离

心 10 分钟，小心吸取上层淡黄色的血浆层。取 100μL血浆，

立即加入 400μL 新配的试剂四（样本稀释 5 倍）（如果样本

量少，可按 1：4 的比例相应缩小），漩涡混匀 30 秒后，4℃

静置 5 分钟。3500 转/分钟，离心 10 分钟取上清 4℃备用；

如果需要过夜请于-20℃保存。 

4、组织匀浆： 

取新鲜组织，在生理盐水中漂洗，吸去组织表面多余的

水分。准确称取组织重量，按照重量体积比为 1:4 加入试剂

四进行组织匀浆（如 0.1g 组织加 0.4mL 新配的试剂四），（如

果样本量少，可按 1：4 的比例相应缩小），操作在冰浴中进

行，制备好的组织匀浆（匀浆组织浓度为 20%），3500 转/

分钟，离心 10 分钟取上清备用（放置 4℃）；如果需要过夜

请于-20℃保存。 

5、普通细胞样本： 

将收集好的细胞，用等渗的 PBS 清洗 1～2 次后，低速

（1000-2000 转/分钟）离心收集细胞沉淀，再加入 0.3mL 试

剂四，冰浴中超声或手动研磨破碎细胞，3500 转/分钟，离

心 10 分钟取上清备用（放置 4℃）；如需过夜请于-20℃保存。 

五、操作过程： 

1、T-GSH 的测定步骤： 

T-GSH 操作步骤表 

 标准管           测定管 

50μmol/L GSH 标准品（μL） 10  

样本（μL）  10 

试剂一（μL） 100 100 

试剂二（μL） 10 10 

混匀后，室温（25℃）静置 2 分钟 

试剂三（μL） 50 50 

加试剂三的同时开始计时，轻轻摇动酶标板使试剂充分混

匀，置酶标仪中，405nm 处，30 秒时准时读取吸光度值

（A1），室温（25℃）静置 10 分钟，10 分 30 秒时准时读

取吸光度值（A2），计算△A=A2-A1。 

2、GSSG 的测定步骤： 

①、前处理： 

GSSG 操作步骤表 

试剂名称 标准管 测定管 

50μmol/L GSSG 标准品（μL） 100  

样本（μL）  100 

试剂五（μL） 2 2 

试剂六（μL） 5 5 

漩涡混匀 1 分钟，37℃反应 30 分钟，然后取样 10μL进行测定 

②、GSSG 含量测定： 

试剂名称 标准管 测定管 

标准前处理液（μL） 10  

样本前处理液（μL）  10 

试剂一（μL） 100 100 

试剂二（μL） 10 10 

混匀后，室温（25℃）静置 2 分钟 

试剂三（μL） 50 50 

加试剂三的同时开始计时，轻轻摇动酶标板使试剂充分混

匀，置酶标仪中，405nm 处，30 秒时准时读取吸光度值（A1），

室温（25℃）静置 10 分钟，10 分 30 秒时准时读取吸光度值

（A2），计算△A=A2-A1。 

六、标准曲线的制备 
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1、 GSH 标准曲线： 

①、将 GSH 标准品 3.07mg 溶解于 10mL 双蒸水中，配制成

1mmol/L GSH 贮备液，分装后-20℃保存一个月有效 

②、取 1mmol/L 的 GSH 贮备液，用试剂四稀释成不同的浓

度：0μmol/L、12.5μmol/L、25μmol/L、50μmol/L、

100μmol/L，置于 4℃待测。 

③、操作表： 

 T-GSH 标准管 

不同的浓度的 T-GSH 标准（μL） 10 

试剂一（μL） 100 

试剂二（μL） 10 

混匀后，室温（25℃）静置 2 分钟 

试剂三（μL） 50 

加试剂三的同时开始计时，轻轻摇动酶标板使试剂充分混

匀，置酶标仪中，405nm 处，30 秒时准时读取吸光度值

（A1），室温（25℃）静置 10 分钟，10 分 30 秒时准时读

取吸光度值（A2），计算△A=A2-A1。 

④、测定结果： 

GSH 标准浓度 A1 A2 △A 

0μmol/L 0.1686 0.1686 0.0000 

12.5μmol/L 0.1851 0.2173 0.0322 

25μmol/L 0.2005 0.2588 0.0583 

50μmol/L 0.2306 0.3374 0.1068 

100μmol/L 0.2722 0.4786 0.2064 

⑤、GSH 标准曲线： 
GSH标准曲线

Rank 1  Eqn 8160  Line(a,b) Robust None

r^2=0.9986674  DF Adj r^2=0.9973348  FitStdErr=0.0033813212  Fstat=2248.242

a=0.00435 

b=0.002028 
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2、GSSG 标准曲线： 

①、将 GSSG 标准品 6.13mg 溶解于双蒸水 10mL 中，配制成

1mmol/LGSSG 贮备液，分装后-20℃保存一个月有效。 

②、取 1mmol/L GSSG 贮备液，用试剂四稀释成 0μmol/L、

12.5μmol/L、25μmol/L、50μmol/L、100μmol/L，置于 4℃

待测。 

③、操作表： 

a、GSSG 前处理：  

 GSSG 标准管 

不同浓度的 GSSG 标准（μL） 100 

试剂五（μL） 2 

试剂六（μL） 5 

漩涡混匀 1 分钟，37℃反应 30 分钟，然后取样 50μL进行测定 

b、GSSG 含量测定： 

 GSSG 标准管 

不同浓度的 GSSG 标准前处理液（μL） 10 

试剂一 100 

试剂二 10 

混匀后，室温（25℃）静置 2 分钟 

试剂三 50 

加试剂三的同时开始计时，轻轻摇动酶标板使试剂充分混匀，

置酶标仪中，405nm处，30秒时读取吸光度值（A1），室温（25℃）

静置 10 分钟，10 分 30 秒时读取吸光度值（A2），计算

△A=A2-A1。 

④、测定结果： 

GSSG 标准浓度 A1 A2 △A 

0μmol/L 0.1640 0.1640 0.0000 

12.5μmol/L 0.1720 0.2302 0.0582 

25μmol/L 0.1744 0.2799 0.1055 

50μmol/L 0.1799 0.3781 0.1982 

100μmol/L 0.1906 0.5679 0.3773 

⑤、GSSG 标准曲线： 
GSSG标准曲线

Rank 1  Eqn 8160  Line(a,b) Robust None

r^2=0.99911602  DF Adj r^2=0.99823204  FitStdErr=0.0050388408  Fstat=3390.7383

a=0.0053625 

b=0.0037114 
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七、计算公式： 

1、公式计算法：(不做标曲时计算方法) 

NC
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还原型谷胱甘肽（GSH）含量= T-GSH 含量 - 2×GSSG 含量 

注：CGSH 标准：T-GSH 标准品浓度，50μmol/L； 

      CGSSG 标准：GSSG 标准品浓度，50μmol/L； 

    N：样本测试前稀释倍数。 

2、标准曲线法： 

①、根据总谷胱甘肽（T-GSH）标准曲线查找出对应的总

谷胱甘肽（T-GSH）浓度，再乘以样本测定前的稀释

倍数，计算出样本中总谷胱甘肽（T-GSH）含量。 

②、根据氧化型谷胱甘肽（GSSG）标准曲线查找出对应

的氧化型谷胱甘肽（GSSG）浓度，再乘以样本测定

前的稀释倍数，计算出样本中氧化型谷胱甘肽

（GSSG）含量。 

③、还原型谷胱甘肽（GSH）含量= T-GSH 含量 - 2×GSSG

含量。 

八、实验注意点： 

1、样本中 GSH 代谢很快，故收集样本后必须尽快用试

剂四处理，以减少样本中 GSH 的消失。经试剂四处

理后的上清，其中 GSH 含量可以在-20℃条件下保存

6 个月。 

2、反应时间 10 分钟必须准确计时。 

3、样本在测定前可以取 1～2 个样本先做预试，如果吸

光度太高（△A＞0.5），要用试剂四溶液将样本稀释

到适当的倍数，以使得样本中 T-GSH/GSSG 的含量

在标准曲线的线性范围内（组织匀浆一般为 20%浓

度，红细胞一般 2～5 倍稀释，血浆原液操作）。 

九、测定意义： 

谷胱甘肽在机体内的广泛分布和多功能性愈来愈

引起科研工作者的注意。它在许多重要的生物体现象

中起着直接或间接的作用，因而涉及到许多不同的研

究课题，如酶反应机理，蛋白质和 DNA 等大分子的生

物合成、中间代谢、辐射、肿瘤、免疫、环境毒素和

老化等。特别是近年来许多研究课题都涉及到细胞对

活性氧和自由基的防御作用。其中测定生物样品中，

特别是血清（浆）中还原型和氧化型谷胱甘肽（GSH

和 GSSG）含量变化，是机体氧化物牵累的重要指标。 


