
谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-PX)测试盒(精简版) 

（货号：A005-1） 

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! 

【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，每克分子酶含 4 克原子硒。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。 

【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。

反应方程式为：
2 2 22 2GSH PXH O GSH H O GSSG    

GSH-PX 的活力以催化 GSH 的反应速度来表示，由于这二个底物在没有酶的条件下，也能进行氧化还原反应（称非酶促

反应），所以最后计算此酶活力时必须扣除非酶促反应所引起的 GSH 减少的部分。 

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。 

【试剂盒有效期和保存条件】 

本试剂盒保存期：6 个月；贮存温度：4℃。 

【试剂盒的组成和配制】 

试剂编号 名 称 50 管/24 样（A005-1-1） 100 管/48 样（A005-1-2） 保存条件 

试剂一 底物贮备液 1mL×1 瓶 2mL×1 瓶 4℃ 

 试剂一应用液的配制：用时取 0.1mL 加蒸馏水至 10mL，也就等于是 100 倍稀释配成

应用液，现用现配，也可按比例配制需多少配多少。 

试剂二 

甲粉 1 瓶 1 瓶 4℃ 

乙液 25mL×1 瓶 50mL×1 瓶 4℃ 

应用液配制 

每 瓶 甲 粉 加 蒸 馏 水

85mL(可多加 3mL), 高温

加热至完全溶解，然后再

与 1 瓶乙液混合 

每 瓶 甲 粉 加 蒸 馏 水

170mL(可多加 5mL), 高

温加热至完全溶解，然后

再与 1 瓶乙液混合 

室温 

试剂三 粉剂 
1 瓶 1 瓶 

4℃ 
每瓶加蒸馏水 100mL溶解 每瓶加蒸馏水 200mL溶解 

试剂四 显色剂 液体 25 mL×1 瓶 
粉剂×1 支，用时加蒸馏水

50mL 溶解 
4℃避光 

试剂五 粉剂 2 支 4 支 4℃避光 

试剂五应用液的配制：每支加蒸馏水 10mL 溶解；4℃避光可保存五天。 

试剂六 

标准品溶剂

贮备液 
5mL×1 瓶 10mL×1 瓶 4℃ 

标准品溶剂应用液配制：用时按贮备液∶蒸馏水=1∶9（即 10 倍）

稀释配成。 
4℃ 

试剂七 GSH 标准品 粉剂 3.07mg×2 支 粉剂 3.07mg×4 支 4℃ 

1mmol/L GSH 标准液配制：测定前将 1 支 GSH 标准品粉剂加到 10mL 标准品溶剂应用

液中，充分溶解配成，配好后可 4℃保存 1-2 周。（GSH 的分子量为 307） 

100μmol/LGSH 标准液配制：取 1mmol/LGSH 标准液 1mL 加标准品溶剂应用液 9mL

配成，做标准曲线用，若不做标准曲线可以不配。（见附录Ⅴ：GSH 标准曲线的制备） 

20μmol/L GSH 标准液配制：取 1mmol/LGSH 溶液 0.2 mL 加标准品溶剂应用液定容至

10mL 充分混匀配成，现用现配。 

注：试剂二甲液配置时,最好用能直接加热的设备(如电炉、酒精灯之类的)加热，不要用水浴锅加热；试剂二应用液配好后

为过饱和溶液，室温静置冷却后，如有结晶，则取上清进行实验即可；试剂三溶解时也可以放在 37℃环境中加速溶解。 

【所需仪器耗材及试剂】 

含 412nm 波长的分光光度计及 1cm 光径比色皿（或酶标仪及 96 孔板）、37℃水浴锅或恒温箱、电炉（配试剂加热用）、

300mL 烧杯、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）。 

【预实验注意点】 

注 1：空白管、标准管一般只需做 1—2 只。酶管和非酶管每个样本都要做。 

注 2：最佳取样量及最佳取样浓度因样品种类不同，其 GSH－PX 活力不一，根据酶的百分抑制率与酶的活力呈抛物线关系 ，

各种测定样品取样量及取样浓度不一样，在每测定一种新的样品前最好选择一个最佳取样量及最佳取样浓度。 

最佳取样浓度的摸索：测试前先预试以确定最佳取样浓度：当您第一次使用本试剂盒测试某一种新的样品时最好挑选 2 例样

本先做三只不同浓度的测试管。例如：测全血，则分别取用蒸馏水 1︰24、1︰49、1︰99 稀释的溶血液 200μL 进行预试；测
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组织匀浆：则分别取 5%、2%、1%等的匀浆 200μL 进行预试（不同样本稀释浓度不同）(动物肝脏中酶活一般较高些)；测血

清：则分别取未稀释的血清及用生理盐水 1︰1、1︰4、1︰9、1︰19 稀释的血清 100μL 进行预试，然后进行计算：

100%
OD OD

OD


 
非酶管 值 酶管 值

抑制率
非酶管 值

，结果应该在 15%～55%之间，然后取百分抑制率在 45%或 50%左右的一管作为最

佳取样浓度，因为酶的百分抑制率与酶的活力呈抛物线关系，若百分抑制率大于 60%时（曲线的平坦部分），则需将样品浓度

稀释后再测试。若百分抑制率小于 20%时，则需将样品浓度加大后测试。（需要注意的是组织匀浆或其他类似样本有时本身浊

度或颜色有干扰时，预实验不必通过抑制率计算，这时可以用非酶管 OD 值-酶管 OD 值在 0.2 左右时来判定） 

这样做对科研结果分析及检验有很大帮助；若百分抑制率大于 60％或小于 10％，各个测定组的结果在检验中有可能无显著性

差异。 

 

 

 

血清（浆）中 GSH-PX 活力的测定 

一、血清（浆）GSH-PX 测定操作方法： 

（1）、酶促反应：(试剂一应用液提前 5min 在 37ºC 预温) 

 非酶管 酶  管 

1mmol/L GSH标准液（mL） 0.2 0.2 

待测血清（浆）（mL）  0.1 

37ºC 预温 5 分钟 

试剂一应用液（mL） 0.1 0.1 

37ºC 准确反应 5 分钟 

试剂二应用液（mL） 2 2 

待测血清（浆）（mL） 0.1  

混匀，3500～4000 转/分，离心 10 分钟，取上清 1mL 作显色反应 

（2）、显色反应： 

 空白管 标准管 非酶管 酶 管 

标准品溶剂应用液（mL） 1.0    

20μmol/L GSH 标准液（mL）  1.0   

上清液（mL）   1.0 1.0 

试剂三应用液（mL） 1.0 1.0 1.0 1.0 

试剂四应用液（mL） 0.25 0.25 0.25 0.25 

试剂五应用液（mL） 0.05 0.05 0.05 0.05 

混匀，室温静置 15 分钟后，412nm 处，1cm 光径，蒸馏水调零，测各管 OD 值 

二、血清中 GSH-PX 酶活力的计算： 

定义：每毫升血清在 37℃每分钟，扣除非酶促反应作用，使反应体系中 GSH 浓度降低 1μmol/L 为一个酶活力单位（U）。 

计算公式：（液体类的样本均可按此公式计算） 

样样标准
空白管标准管

酶管非酶管

-

-

）m活力（
血清（浆）





 VC

LU/
PX-GSH  

C 标准：显色反应中的 GSH 标准液浓度，20μmol/L； 

N：酶促反应体系稀释倍数，6（2.4mL / 0.4mL，固定值）； 

T：反应时间，5min； 

V 样：样本取样量，0.1,mL； 

N 样：样本测试前稀释倍数。 

三、血清（浆）的最佳取样浓度摸索举例： 

1、样本来源：正常组大鼠眼眶取全血，肝素抗凝取血浆。 

2、样本前处理：用生理盐水将血浆按 1︰1、1︰4、1︰7、1︰9、1︰14、1︰19 稀释成一系列不同浓度的血浆，分别取

不同浓度血浆 0.1mL 按血清（浆）的测定操作表进行检测。 

3、测定结果： 

空白管 OD 值 0.041 

标准管 OD 值 0.163 

样本浓度 酶管 OD 值 非酶管 OD 值 抑制率 

1︰1 0.117 0.519 77.46% 

1︰4 0.283 0.520 45.58% 

1︰7 0.365 0.518 29.53% 

1︰9 0.397 0.518 23.36% 

1︰14 0.421 0.516 18.41% 

1︰19 0.442 0.517 14.51% 
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4、结论： 

从上面的数据统计可以看出，抑制率（
100%

OD OD

OD


 
非酶管 值 酶管 值

抑制率
非酶管 值

）在 45%～55%之间的最佳取样浓度为 1

︰4。即取 1︰4 稀释正常组大鼠血浆 0.1mL 进行 GSH-PX 正式检测。 

 

 

组织、细胞、线粒体中 GSH－PX 活力的测定 
一、样本前处理： 

1、组织样本前处理：准确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，3500 转/分，离心 10 分钟，取上清液待测（制备好的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）。 

2、线粒体制备及前处理：取 10%的组织匀浆 5～10mL，以 1000～2000r/min 离心 10 分钟（用普通离心机或低温低速离

心机），取上清液以 8000～10000r/min（低温高速离心机）离心 15 分钟，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 的匀浆介质（推荐 0.1mol/L pH7～7.4 的 PBS 或

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 3～5 次)，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,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）。 

3、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；用等渗缓冲液清洗 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 的匀浆介质（推荐 0.1mol/L pH7～7.4 的 PBS 或生理盐水）（加完匀浆介质后轻

轻混匀细胞溶液，使其均匀，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:300W,3～5 秒/次,间隔 30 秒，重复 3～5 次)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，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。 

二、GSH-PX 活力测定操作表： 

（1）、酶促反应：(试剂一应用液提前 5min 在 37ºC 预温) 

 非酶管 酶 管 

1mmol/L GSH（mL） 0.2 0.2 

待测匀浆 （mL）  0.2 

37ºC 预温 5 分钟 

试剂一应用液（mL） 0.1 0.1 

37ºC 准确反应 5 分钟 

试剂二应用液（mL） 2 2 

待测匀浆 （mL） 0.2  

混匀，3500～4000 转/分，离心 10 分钟，取上清液 1mL 作显色反应 

（2）、显色反应： 

 空白管 标准管 非酶管 酶  管 

标准品溶剂应用液（mL） 1.0    

20μmol/L GSH 标准液（mL）  1.0   

上清液（mL）   1.0 1.0 

试剂三应用液（mL） 1.0 1.0 1.0 1.0 

试剂四应用液（mL） 0.25 0.25 0.25 0.25 

试剂五应用液（mL） 0.05 0.05 0.05 0.05 

混匀，室温静置 15 分钟后，412nm，1cm 光径比色杯，蒸馏水调零，测各管 OD 值 

三、组织中 GSH-PX 活力的计算： 

定义：每毫克蛋白质 37℃每分钟扣除非酶反应的作用，使反应体系中 GSH 浓度降低 1μmol/L 为一个酶活力单位（U）。 

【注】组织蛋白的测定：参照实验方法学中的考马斯亮兰法、BCA 法、紫外法及磺基水杨酸法测出所取样本中的蛋白毫克数。   

计算公式： 

）（
-

-

）（
活力组织

样标准
空白管标准管

酶管非酶管 CprVC
U/mgprot

PX-GSH





  

C 标准：显色反应中的 GSH 标准液浓度，20μmol/L； 

N：酶促反应体系稀释倍数，5（2.5mL/0.5mL，固定值）； 

T：酶促反应时间，5min； 

V 样：酶促反应样本取样量，0.2mL； 

Cpr：匀浆液蛋白浓度，mgprot/mL（prot 指蛋白）。 

【注】：酶促反应体系如有改变，计算时实际的 V 样需乘以体系改变的系数（如酶促反应体系缩小 2 倍后，取样 0.1mL，计算

时 V 样应为 0.1mL×2=0.2mL）。 
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四、组织匀浆的最佳取样浓度及最佳取样量的摸索举例： 

1、样本来源：正常小鼠肝组织，加生理盐水制备成 10%的肝匀浆上清待测。 

2、样本前处理：用生理盐水将 10%肝匀浆稀释成 0.5%、0.4%、0.3%、0.25%、0.2%、0.1%、0.05%浓度，分别取 0.2mL

按组织的测定操作表进行检测。 

3、测定结果： 

空白管 OD 值 0.041 

标准管 OD 值 0.163 

样本浓度 酶管 OD 值 非酶管 OD 值 绝对 OD 值 

0.05% 0.411 0.463 0.052 

0.1% 0.356 0.464 0.108 

0.2% 0.283 0.462 0.179 

0.25% 0.244 0.461 0.217 

0.3% 0.213 0.462 0.249 

0.4% 0.175 0.461 0.286 

0.5% 0.145 0.460 0.315 

1.0% 0.085 0.460 0.375 

4、结论： 

从上面的数据统计可以看出，0.25%的匀浆液非酶管 OD 值-酶管 OD 值为 0.217。即取 0.25%正常组小鼠肝组织匀

浆 0.2mL 进行 GSH—PX 正式检测。 

 

 

 

全血中 GSH-PX 活力的测定 

一、样本的前处理：溶血液的配制 

①、取人肝素抗凝全血 20μL，以蒸馏水稀释至 1mL，配成 1∶49 的溶血液；鼠血 10μL 加蒸馏水至 1mL，配成 1∶99 的溶

血液。充分混匀，放置 5 分钟直至使玻璃管中的溶血液对光呈完全透明状，方可进行检测。 

②、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。 

【注 1】请在正式实验前做预实验，详见溶血液最佳取样浓度及取样量的摸索举例； 

【注 2】测溶血液中 GSH－PX 含量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放置 0℃以下，否则不易溶血，例如糖尿病大鼠和部分正常大鼠的红细胞

冻后很难溶血。在做正式试验前最好先取 1～2 只样本做预试。） 

二、全血中 GSH-PX 酶活力测定操作步骤： 

（1）、酶促反应：(试剂一应用液提前在 37ºC 预温) 

 非酶管 酶 管 

1mmol/L GSH 标准液（mL） 0.2 0.2 

待测溶血液（mL）  0.2 

37ºC 预温 5 分钟 

试剂一应用液 0.1 0.1 

37ºC 准确反应 5 分钟 

试剂二（mL） 2 2 

待测溶血液  （mL） 0.2  

混匀，3500～4000 转/分，离心 10 分钟，取上清 1mL 作显色反应 

（2）、显色反应： 

 空白管 标准管 非酶管 酶 管 

GSH 标准品溶剂应用液（mL） 1    

20μmol/L GSH 标准液（mL）  1   

上清液（mL）   1 1 

试剂三（mL） 1 1 1 1 

试剂四（mL） 0.25 0.25 0.25 0.25 

试剂五应用液（mL） 0.05 0.05 0.05 0.05 

混匀，室温静置 15 分钟后，412nm，1cm 光径比色杯，蒸馏水调零，测各管 OD 值 

三、全血中 GSH-PX 活力的计算： 

定义：每毫升全血在 37℃每分钟扣除非酶促反应的作用，使反应体系中 GSH 浓度降低 1μmol/L 为一个酶活力单位（U）。 

计算公式：
样样标准

空白管标准管

酶管非酶管

-

-

）m活力（
全血中 




 VC

LU/
PX-GSH  

C 标准：显色反应中的 GSH 标准液浓度，20μmol/L； 

N：酶促反应体系稀释倍数，5（2.5mL/0.5mL，固定值）； 
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V 样：酶促反应样本加入量，0.2mL； 

T：酶促反应时间，5min； 

N 样：全血制备成溶血液过程中的稀释倍数。 

四、溶血液的最佳取样浓度摸索举例： 

1、样本来源：正常组新鲜大鼠尾部肝素抗凝全血。 

2、样本前处理：分别用蒸馏水将大鼠全血按 1︰49、1︰59、1︰69、1︰79、1 ︰89、1︰99、1︰149、1︰199 的比例稀

释成不同浓度的溶血液，分别取 0.2mL 按全血的测定操作表进行检测。 

3、测定结果： 

空白管 OD 值 0.041 

标准管 OD 值 0.163 

样本浓度 酶管 OD 值 非酶管 OD 值 抑制率 

1︰49 0.096 0.452 78.76% 

1︰59 0.107 0.450 76.22% 

1︰69 0.118 0.452 73.89% 

1︰79 0.130 0.450 71.11% 

1︰89 0.144 0.450 68.00% 

1︰99 0.163 0.449 63.70% 

1︰149 0.231 0.450 48.67% 

1︰199 0.298 0.449 33.63% 

4、结论： 

从上面的数据统计可以看出，抑制率（                         ）在 45%～55%之间的最佳取样浓度为 1︰149。

即取 1︰149 稀释的正常组小鼠尾全血 0.2mL 进行 GSH-PX 正式检测。 

 
 
 
 

注 意 点 
1、溶血液在室温下 1 小时内活力不变，建议样品稀释后不超过 1 小时测试为宜。 

2、血样要新鲜，肝素抗凝后放冰箱 4～8℃存放不要超过 48 小时。 

3、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）。 

4、酶促反应离心后有悬浮物无法分离时，可加入 0.1mL 氯仿涡旋震荡 30 秒再离心。 

5、37℃水浴反应时间 5 分钟，记录反应时间要准确。 

6、有的样本酶管 OD 值和非酶管 OD 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反应时间来改善测试效果。 

7、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，可参考实验方法学部分，或购买本公司蛋白定量试剂

盒。 

8、试剂二甲粉溶解时不要用隔水加热的方式（因受热较慢导致溶解困难），而是需要直接加热才行（如电炉或酒精灯等），且

加热时不断搅拌。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

100%
OD OD

OD


 
非酶管 值 酶管 值

抑制率
非酶管 值
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附录：GSH 标准曲线的制备（选做） 
1、操作表：(只需要做显色反应) 

管  号 1 2 3 4 5 6 

100μmol/L GSH 标准液（mL） 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 

试剂二应用液（mL） 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0 

试剂三应用液（mL） 1 1 1 1 1 1 

试剂四应用液（mL） 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 

试剂五应用液（mL） 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 

混匀，室温静置 15 分钟，1cm 光径，412nm 处，蒸馏水调零，测各管 OD 值 

2、测定结果： 

管  号 1 2 3 4 5 6 

相当于 GSH 浓度（μmol/L） 0 20 40 60 80 100 

本所参考吸光度 0.043 0.165 0.285 0.406 0.525 0.648 

绝对吸光度 0 0.122 0.242 0.363 0.482 0.605 

3、绘图：以 GSH 标准品浓度为横坐标，绝对 OD 值为纵坐标，作标准曲线： 

GSH标准曲线的制备
Line(a,b) Robust None

r 2̂=0.99998559  DF Adj r 2̂=0.99997599  FitStdErr=0.00095866971  Fstat=277602.22

a=0.00047619048 

b=0.0060371429 

0 20 40 60 80 100

相当于GSH标准浓度（μmol/L）
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0.1

0.2
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标准曲线用户无须制作,计算时代计算公式即可。 
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