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酸性磷酸酶（ACP）测试盒说明书(精简版) 
（货号：A060-2    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、测定原理： 

酸性磷酸酶分解磷酸苯二钠，产生游离酚和磷酸，酚在

碱性溶液中与 4-氨基安替吡啉作用经铁氰化钾氧化生成红

色醌衍生物，根据红色深浅可以测定酶活力的高低。 

二、试剂盒组成与配制： 

 组份 
48T 

（A060-2-1） 

96T 
（A060-2-2） 

保存条件 

试剂一 缓冲液 3mL×1 瓶 5mL×1 瓶 4℃ 

试剂二 基质液 3mL×1 瓶 5mL×1 瓶 -20℃ 

试剂三 碱液 5mL×1 瓶 10mL×1 瓶 4℃避光 

试剂四 显色剂 5mL×1 瓶 10mL×1 瓶 4℃避光 

试剂五 
1.1mg/mL 

酚标准贮备液 
0.5mL×1 支 0.5mL×1 支 4℃避光 

0.1mg/mL 酚标准应用液配制：1.1 mg/mL 酚标准贮备液﹕蒸馏

水=1﹕10 稀释，现用现配。 

（本试剂盒按标示温度保存，最多可保存 6 个月） 

三、所需仪器耗材及试剂： 

        含 490nm～530nm 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、蛋白测定试剂（组织及细胞样本用，本公司

有售）。 

四、样本采集及保存： 

1、按常规采集样本, 样本可以是血清、血浆（肝素抗凝为佳）、

细胞培养上清、组织或培养细胞。 

2、样本收集后（如血清（浆）、组织、培养细胞、培养上清等）

不能及时检测，请将样本放置于-20℃以下保存（温度越低

越好）。 

五、样本前处理： 

1、血清（浆）：解冻后可直接使用（个别含量过高的的样本需

稀释后测定，如鸡血清需要用生理盐水 5-10 倍稀释）；  

2、细胞培养液：将培养液吸出，加入到离心管中，2000-4000rpm/

分钟离心 5 分钟后取上清待测； 

3、组织样本：准确称取待测组织的重量，按重量（g）：体积

(mL)=1:9 的比例，加入 9 倍体积的生理盐水，冰水浴条件

下机械匀浆，2500 转/分钟，离心 10 分钟，取匀浆上清液待

测。（匀浆上清液需要测定其蛋白浓度，该试剂盒本公司有

售：货号 A045-2 或 A045-3/-4） 

4、细胞样本：首先，悬浮培养细胞可直接通过离心收集沉淀细

胞（1000 转/分钟，离心 10 分钟，弃上清留沉淀细胞），贴

壁培养的细胞则吸去培养液，通过细胞刮直接将细胞刮下，

或者是用 0.25%的胰酶室温消化 2～3 分钟，加培养液终止

消化，用微量移液器轻轻吹打，将所有液体吸出转入 EP 管，

然后 1000 转/分钟，离心 10 分钟弃上清，留沉淀细胞，再

加入 1mL PBS 轻轻吹打，再次 1000 转/分钟，离心 10 分钟

弃上清，留沉淀细胞待用（如暂时不做，则可以将细胞沉淀

物低温冻存，温度越低越好）。然后在收集到的细胞沉淀中

加入一定量（106 的细胞一般加 0.3～0.5mL）的缓冲液（缓

冲液可以用 PBS 或者是生理盐水），然后破碎。第一种破碎

方法是用手动玻璃匀浆器冰水浴研磨 3～5 分钟，或者是用

卡富隆电动研磨器冰水浴研磨 3 分钟待测；第二种破碎方法

是超声破碎（需保证超声探头在液面以下，功率 300W，冰

水浴，每 3～5S 超声一次，间隔 4 次（每次间隔时间为 30S

左右））。第三种破碎方法是化学裂解法（贴壁培养的细胞，

可直接将上清吸去后，直接在孔板或是瓶中加入一定量的裂

解液（覆盖满细胞），裂解 30～40 分钟（可用显微镜观察细

胞破碎情况），再用微量移液器吸出待测。根据需要可用生

理盐水或 PBS 进行一定的稀释）；破碎好的细胞 2500 转/分

钟，离心 10 分钟，取上清液待测。 

六、操作表： 

 空白孔 标准孔 测定孔 

双蒸水（μL） 4   

0.1mg/mL 酚标准应用液（μL）  4  

待测样本（μL）   4 

缓冲液（μL） 40 40 40 

基质液（μL） 40 40 40 

充分混匀 37℃温浴 30 分钟 

碱液（μL） 80 80 80 

显色剂（μL） 80 80 80 

轻轻振摇孔板混匀，静置 10min，波长 520nm，酶标仪测定各

孔吸光度 

七、技术参数： 

1 空白孔 ≤0.150 

2 试剂盒批内 CV ≤3% 

3 试剂盒批间 CV ≤5% 

4 试剂盒回收率 98% 

5 线性范围 0～60 金氏单位/100mL R2=0.999 

6 波长选择范围 490nm～530nm 

八、计算公式： 

  1、液体样本计算公式：（适用于培养液、血清、血浆等液体样

本的计算） 

定义：100mL 血清或液体在 37℃与基质作用 30 分钟产生

1mg 酚为 1 个金氏单位。 

计算公式： 

NCACP 



 100

）mL100/（金氏单位
活力液体中

标准
空白标准

空白测定       

C 标准：酚标准浓度,0.1mg/mL;  N:样本测试前稀释倍数。 

 

 2、组织计算公式：（适用于培养细胞、组织等相关样本的计算） 

定义：每克组织蛋白在 37℃与基质作用 30 分钟产生 1mg

酚为 1 个金氏单位。 

计算公式： 

CprCACP 



 标准

空白标准

空白测定

蛋白）g/（金氏单位
活力组织、细胞中  

Cpr：样本蛋白浓度，gprot/mL（prot 指蛋白）。 

测蛋白的试剂盒本公司有售（货号 A045-2 或者 A045-3/-4）。 

九、注意事项： 

1、 如果所用的酶标仪没有此波长，可以用相近的 510nm

或者 530nm 波长均可，且 510nm 波长测定结果相对

530nm 更好。 

2、 由于加样量比较少，建议加样时将吸头靠近酶标板底

部，缓慢加样，边加边将吸头上移，以保证吸头上样本

残留量最少，减少加样方面存在的误差。 

3、 所加试剂接近于水剂，所以对吸头的黏附性很小，但加

试剂时还是需要注意，速度不宜太快，以免溅出酶标孔

外。 

4、 加样或加试剂若靠壁加入则需靠近底部，前部分处理反

应液量比较少，若靠近上端加样则会有部分黏附于酶标

孔上端，从而造成反应不完全。 

5、 酶标孔比较小，所以混匀力度要适中，太剧烈则可能将

液体溅出，太慢则混匀不充分；先将孔壁上的液体轻轻

的震动落下，再前后、左右的摇动。 

6、 一般对于酶标板可能存在初始吸光度的差异，最好在使

用之前先在相应的波长处测定其初始的吸光度，然后再
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加样测定。 

7、 本试剂盒仅用于科研、实验室。 

 

 

 

附录 I： ACP 标准曲线制作 

一、样本前处理： 

将标准品贮备液用双蒸水分别 2 倍、4 倍、8 倍、11 倍、

22 倍、 44 倍、 88 倍、 176 倍稀释，稀释后浓度为

0.00625mg/mL、0.0125mg/mL、0.025mg/mL、0.05mg/mL、

0.1mg/mL、0.1375mg/mL、0.275mg/mL、0.55 mg/mL、1.1 

mg/mL 

二、操作表： 

 空白孔 标准孔 

双蒸水（μL） 4  

不同浓度酚标准应用液（μL）  4 

缓冲液（μL） 40 40 

基质液（μL） 40 40 

充分混匀 37℃温浴 30 分钟 

碱液（μL） 80 80 

显色剂（μL） 80 80 

轻轻振摇孔板混匀，静置 10min，波长 520nm，酶标仪

测定各孔吸光度 

三、测定结果： 

以所测得绝对吸光度 OD 值为横坐标，以相应的标准品浓度

单位为纵坐标，绘制标准曲线。 

 
注：标准曲线客户可以不做，直接按计算公式计算即可，不影响

测定及结果。 

ACP标准曲线

Line(a,b) Robust None

r^2=0.9992948  DF Adj r^2=0.99909332  FitStdErr=0.009897439  Fstat=11336.356

a=-0.007733382 

b=0.76848575 
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