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乳酸脱氢酶细胞毒检测试剂盒比色法

规格 ：微量法 96孔 编号 ：JLC_K14837

注意

1、正式测定前务必取 3 - 5 个预期差异较大的样本做预测定；

2、为了您的安全和健康，请佩戴好防护用具；

测定意义

本试剂盒可用于以乳酸脱氢酶(LDH)释放为指标的细胞毒性检测。

测定原理

乳酸脱氢酶催化乳酸氧化生成丙酮酸，同时使NAD+还原生成NADH和H+，NADH在

1-mPMS的作用下使WST-8显橙黄色，通过测定450nm下吸光值增加速率，进而计算乳酸

脱氢酶活性。

需自备的仪器和用品

酶标仪、96孔板、可调式移液器、离心机、恒温箱、震荡仪、冰、蒸馏水

试剂清单

试剂名称 规格 数目 贮藏 备注

试剂一 液体2.5mL x1 -20°C

试剂二 粉剂 x1 -20°C,避光

试剂三 液体 5mL x1 4°C,避光

试剂四 液体1.2mL x1 -20°C,避光

试剂五 液体10mL x1 4°C

样本处理(按照步骤依次操作)

①96孔细胞培养板根据以下分类加样(每一种分类至少三个复孔)：

空白孔：100μL无细胞的培养液(推荐使用含1%血清的低血清或无血清培养液)；
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样本对照孔：100μL待检测细胞(约含5000-10000个细胞)；

酶活对照孔：100μL待检测细胞(约含5000-10000个细胞)；

样本测定孔：100μL待检测细胞(约含5000-10000个细胞)；

② 将96孔细胞培养板置于37°C，含5%CO2空气及100%湿度的细胞培养箱中培养24h。

③ 向步骤②中的空白孔，样本对照孔中分别加入10μL的培养液向步骤②中的样本测定孔中

加入10μL不同浓度的药物刺激。

④37°C，含5%CO2空气及100%湿度的细胞培养箱中培养(根据不同实验细胞需求选择适当

的孵育条件和时间)。

⑤ 在结束培养前1h从细胞培养箱中取出96孔细胞培养板，在最大酶活对照孔中加入10μL

的试剂一，并反复吹打混匀；

⑥37°C，含5%CO2空气及100%湿度的细胞培养箱中继续培养1h；

⑦ 将96孔细胞培养板用酶标板离心机400×g离心5min，吸取上清液

待测。

注：若无酶标板离心机，可将细胞液用移液枪吸打均匀后，移取至离心管中，使用普通离心

机离心

实验准备

1、取96孔酶标板，按上述细胞培养过程划分为空白孔、样本对照孔、 最大酶活对照孔和样

本测定孔；

2、试剂二的制备：瓶中加入6mL蒸馏水，充分溶解，冰上放置；

（用不完的试剂 -20°C避光保存）

3、酶标仪预热30min以上，调节波长至450nm，温度设置37℃；

4、工作液配置按比例配置为试剂二：试剂三：试剂四：试剂五=5 ：4 ：1 ：8；

测定操作：

1、在96孔板中依次操作

试剂名称（μL） 样本测定孔 样本对照孔 最大酶活对照孔 空白孔

各孔的细胞上清 20 20 20 20

工作液 180 180 180 180
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混匀，37°C，孵育10min；测定各孔的吸光值记为A

注 意：反应时间可根据显色深浅延长或缩短，建议测定多个不同时间点的OD值，以便于筛

选，尽量控制样品对照孔的OD值小于0.8，最大酶活对照孔的OD值小于2.0。

结果计算

计算公式： 细胞毒性(%)=(A2-A1)÷(A3-A1)×100%

注解：

A1: 样本对照孔OD值-空白孔OD值

A2: 样本测定孔OD值-空白孔OD值

A3: 最大酶活对照孔OD值-空白孔OD值

预实验的意义

比色法检测试剂盒预实验非常重要

1、确定该试剂盒是否适合客户的样本检测，以免造成试剂盒和样本的浪费（比如低表达处

理的样本）；

2、熟悉生化试剂盒的操作流程，尤其是初次使用生化试剂盒测定；

3、确定样本的处理方法及稀释倍数是否合适；

4、了解实验过程中可能出现的实验现象或问题，以便于及时作出调整；

5、通过3 - 5组预实验，判断试剂盒对于样本的适应稀释浓度范围，指导实验样本稀释比例

。


