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Jibio x4
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1. IREBRE(9): REUKRAR(ML)A 1: 5~10 BILLBIMNNEER, KASIHK;
(BFEEEICH W, ZERASICH YV i2)

(BNGE=m 0.19: TmL FIEEH), HASERITEITEIIFAE, HAERLITTELE
LN SIERK)

2. #AI5 8,000g B3 4°C B 10min, EXEENE,

—. R/

. ERERAGR (10°4): IREURIR (mL) % 500~1000: 1 BOLLBIMNEERR, KA
HEFEHEAERE (D02 300w, B 3%, (AR 7%, SETE 3min);
(BEFEVEFEICA N (51, REVRAEICH Vi)

(BTt 500 75 TmL F9EEH); HASERITHITEIIFAE, FAERL I AFT
Pl LA SIEK)
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_mibio 4 1%3%

SEREHERS
1. WHIZROHIE: HREIN 6mL ZiEK, OB, K EWRE;

(TR -20°C #OLIRTF)

2. BEAMYFEER 30min LALE, ETIRIKE 450nm;

3. ERFEIAE 37°C (WZLa0H) 8 25°C (Hew);

MEHRE:
1. £ 96 FURAPORIRIE
= . EZN
IHFIZFR (uL) NEE ()
EZN 10 10
HF— 90 90
HFI= 40 -
ZEIBIK - 40
B
HFI= 50 50
Iy 10 10
RS, IMZIMITE 450nm TIRSEE Aq,
SARNRE 37°C (RELEN) 3% 25°C (HEY#)
BB 30min f5HY A
sA= Ap- A1 Bl 2A= Agizea2-A1)- A sdeg(A2-A1)

=
1. #4885 NADH, NADPH E¥BRRISTHIEN, SiFAEERENSSERN, FEIRL
SIRE, (B MELREHITIEE T Zim 72 /AT 96 15 48 #£)
2. H2A> 1 NBHIAFIELIEEE, BIEHEABRBIRERENE (BRSO AL
iE); sSUEERMNAYENT) (ZIFEAHT 30min 45422 10min);

3. H4A<0.02, ENEHIEINERREZW 5 N)UE, SR/ MERRAELREHEAR
B sREERRATENT) (ZIREAHT 30min FELEZE 40min); SESE[*Mit 212 R
KZ;

4. IABIRSEEYARLN (LB — AER) &&pH(EZH9.0~9.2, WNENEHE M pH
THROEME, TSR AI—AR (0.6mol/l H&fE-NaOH Z4%);
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_mibio 4 1%3%
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(1) RRERSEHE
BNRIEN: & mg HIREAESIMENTE 1Tnmol AEIERE X A—1EgE N8N,

BRI S EEEME(U/mg prot)= [(4A+0.0177)+0.077]+(CprxV #)+TxD
= 43.29%(2A+0.0177)+CprxD

(2) EREARETR
BAIIEN: & g BREDMMENFE 1Tnmol RERERE X I— MBI B,

BB EESEIE(U/g)= [(5A+0.0177)+0.077]+(WxV gV 4g)+ TxD
= 43.29x(2A+0.0177)+WxD

(3) $RARYNE/ MR
BUMEN: 81 FAEERMIEES AT Tnmol REIBE X A— NBEHEALL

ABBEETENEU/10" cel)= [(+A+0.0177)0.077]+ (NXV =V jg)+ TxD
= 43.29x(2A+0.0177)+NxD

(4) ZRIRRIARRITE
BNEN: 8 mLRAES N4 1nmol RERERE X A— NEE L.

| BB SESEE(U/mL) = [(4A+0.0177)+0.077]=V g+ TxD
= 43.29%(sA+0.0177)xD
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_mibio 4 1%3%

Ve IMNRBARREFEFEAAFL, 0.01mL; W: ¥XRE, g;
Via: DINREUERARR, TmL; N: MHE/MEHE, 11
T: RREAGE, 30min; Cpr: H#AEBRIRE, mg/mL;

D: SOMNGEREEL, REERDN 1,

FRsEISAIEN :

tEEEt AR S TRSCIeIFEEE

1. BEZIFEREEEZFIEMEN, LURISAINFISTIFEARRE (FLiERE
SLIERIER)

2, AFBEMTHRRURERE, TEHEMRERENIFIZNE,

3. HERARILIES ERFRREHESSE;

4, THELII R REHINAYCIOMSRENRIRE, LMETFRASEHIEEE;

5. &8 3 - 5 AffisEie, AMNAIENTHANSEENFERKETE, 5SSLHA
TRRELLA,
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mibio i

Bt 1: PREERIZERYESH (i)

1. FRER® eI 874yl ZIBKFTHEREDA Sumol/mL NADH FRAEaR;

2. BiRERER(Gumol/mL) FRZEIEKERE 1. 0.8, 0.6, 04, 0.2, 0.1pmol/mL;
(1B AT RIE B 5L KR i em /)

3. WIENIREERRME, RIEERSHIR R

HAIEIR (L) B
—&)
tritEm 10 i
ZIBK - 10
H— 90 90
A= 40 40
BE
i s 50 50
I 10 0
B, 37°CEBBERAL 30min F 450nm UEIRSE
A, A= AfRAE- AZSE

IMAREHARBHHRERE(mol) = FRERRE (mol/mL) xV1x103

O MEHF FERIRTREL EMFFENRTE IVOFF=

LDH.W-W96-N(1721) 6/8



mibio i

V1: IINRRHARHRERR, 0.01mL; 103: umol B nmol HUKEEIZREY, 1000

fFla0: 10uL t#oESR (1. 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1 pmol/mL) XM REHARR PR ER
24 (10, 8. 6. 4, 2. 1 nmol)

VIR RMAAZRFRIFRERE (nmol) J9tEAHR (x), LAERIMATAA (2A =A jmop- A z5m)
SR (y), SHPIGHE, BIRISREILEMISIE y=kx+b, BRERITEPRINERZITIE,
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B 2: MFRBEEFEPHOUELRE (S%)
1. TERMEGNRTRCEIRAVER, AT=lES BRI ARR(V )RS U ERE R M

RPIRBRMNER, (HERNERE FEEHIRIIERE S EH %)

BiEniEH0ZE 40pL:
e e HEAXRRE
IHFIEFR (L) NEE (o35
EZ 40 40
HHF— 90 90
HFI= 40
ZRIRK 40
Bs
[ 50 50
I 10 10

B, STZNSE 450nm TIRYEE A,
SAEMIRE 37°C (WFELam) 3 25°C (Hei#)
BB 30min fSHY A
sA= Ag- A B 2A= A gisao-A1)- A SgR(A2-AT)

(25 EFH: V ge=0.04mL, T=30min)

TR IR HI MBS -

T S EEE%;(RM

—g)

TR 10 -

ZEIRK 30 10

HH— 90 90

HFI= 40 40

RS
L 50 50
I 10 10

RS, 37°CBESRR 30min F 450nm UERSHE
A sA= AtrfE- AZH

(T ENNRAER FEI/EiaE (nmol): V1=0.0TmL)

2. BNERUETRIREHZLSIE, BV e AANEFITE
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	乳酸脱氢酶活性
	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：
	测定原理：
	自备仪器和用品：
	试剂清单：
	样本处理（按照步骤依次操作）：
	一、组织样本
	1、按照质量(g)：提取液体积(mL)为 1：5~10的比例加入提取液，冰浴匀浆；
	2、然后8,000g离心力 4℃ 离心10min，取上清测定。

	二、细菌/细胞样本
	1、按照细胞数量（104个）：提取液体积（mL）为500~1000：1的比例加入提取液，冰浴超声波破碎细
	2、然后8,000g离心力 4℃ 离心10min，取上清测定。

	三、液体样本
	澄清样本可直接检测，若浑浊则离心取上清检测；


	实验准备：
	1、试剂二的制备：瓶中加入6mL蒸馏水，充分溶解，冰上放置；
	2、酶标仪预热30min以上，调节波长至450nm；
	3、恒温箱加热至37°C（哺乳动物）或25℃（其它物种）；

	测定操作：
	1、在96孔板中依次操作
	1、样本含有NADH、NADPH等物质时会干扰检测，或样本存在很强的背景值时，需要设立对照管；（若每个样
	2、若△A＞1则超出试剂盒线性范围，建议将样本用提取液稀释后测定（稀释倍数(D)代入公式计算）；或缩短反
	3、若△A＜0.02，建议尝试增加样本取样量(W或N)测定，或减少提取液用量以提高样本浓度；或延长反应时
	4、乳酸脱氢酶的逆向反应（乳酸 → 丙酮酸）最适pH值多为9.0~9.2，如需测定其他pH下的活性，可更

	结果计算：结果计算：
	（1）按照蛋白含量计算
	（2）按照样本质量计算
	（3）按照细菌/细胞数量计算
	（4）按照液体体积计算

	附1：标准曲线的绘制（选做）
	1、标准品� 管中加入874μL 蒸馏水充分溶解即为5μmol/mL NADH标准溶液；
	2、将标准品母液(5μmol/mL) 使用蒸馏水稀释为1、0.8、0.6、0.4、0.2、0.1μmol
	3、依据加样表操作，根据结果绘制标准曲线

	附2：对于低活性样本的测定方案（参考）
	1、对于常规检测时吸光值过低的样本，可尝试通过增加样本加样体积(V样)的方式使其在反应体系中提高反应效果
	2、替代结果计算中的标准曲线方程，并将V样 代入重新计算



