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组织细胞总胆固醇酶法测定(Tissue total cholesterol )  E1015   
 

描述：在实体组织和细胞内，胆固醇酯既是构成细胞质膜的成分，也是细胞内脂滴的主要组分。细胞内胆

固醇过度聚集与动脉粥样硬化泡沫细胞形成密切相关。实体组织和细胞的胆固醇测定远比血液胆固醇测定

复杂。本试剂盒避免了有毒的有机溶剂抽提、繁杂的氮气吹干和脂质复溶等步骤，采用高效能试剂裂解细

胞和提取胆固醇，优化了酶学反应和操作步骤，简单易行，灵敏度高，线性范围 20~5000 µmol/L。 

 

原理：本试剂盒采用WHO、中国《全国临床检验操作规程》推荐的酶学方法，结合经典 GPO Trinder酶学

反应 1,2，原理如下：(1) 胆固醇酯酶分解胆固醇酯为游离胆固醇。(2) 胆固醇氧化酶将游离胆固醇氧化，

反应过程产生过氧化氢。(3) 在过氧化物酶催化下进行生色反应，在 550nm有最大吸收峰，光密度值与胆

固醇浓度成正比。 
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适于测定样品：(1) 动物实体组织     (2) 培养细胞    

组成 (105次微板测定或 30次 1 ml比色杯测定)： 

(1) 裂解液 50 ml    (2)R1试剂 16 ml    (3)R2试剂 4 ml     (4)5 mmol/L胆固醇标准品 0.5 ml 

 

储存：4 ºC保存 6个月有效 

 

所需设备：酶标仪、生化分析仪或 721、722型可见光分光光度计。最佳工作波长 550nm，如无此波长建

议优先选用 570nm、次选 530、490nm。 

 

操作步骤； 

一. 组织细胞裂解: 

裂解前，组织或细胞用 PBS洗涤 2次去除残存血液或培养基血清，以免影响胆固醇测定。 

1) 培养细胞裂解： 

消化、离心收集细胞或直接在培养皿内裂解。通常 6孔板单孔约 2x10
6个细胞，75cm

2瓶约 1x10
7细胞。

按比例每 1x10
6 个细胞加 0.1ml裂解液，震荡混匀，静置 10分钟。 

2） 动物组织裂解： 

切记要预先将新鲜组织剪切称重后再进行保存。组织冻存后再进行解冻、剪切、称重可能会产生严重的

测量误差。离心管精确称重，加入组织块后再称重，二者相减(即减量称重法)计算组织重量(约 100mg)。

强烈建议按比例每 1mg组织加 10µl裂解液以减少样品间蛋白和脂质含量变异而产生的误差。（注意；裂

解液用量在 1ml或更多可保证有效的裂解与脂质提取）。用电动高速匀浆器或手动玻璃匀浆器破碎组织。

（不推荐超声方法，因其不能完全和均匀破碎。应根据预实验调整初始的组织细胞加入量），而后静置

10分钟。 

二. 组织细胞裂解液处理 

1. 取适量上清液转移到 1.5ml离心管，进行步骤 2的操作。余下的裂解液用 BCA法蛋白定量试剂盒(货号

P1511)进行蛋白含量测定，或－20ºC储存。 

2. 可选的优化步骤：70ºC 加热 10 分钟，可能出现絮状沉淀。（此步骤即可在组织量多、胆固醇含量高时

采用）。 

3. 室温 2000g离心 5分钟，取上层清液用于酶学测定。 

注意：如果得到上清的上层有较多的白色乳浊样小颗粒，重复步骤 2和 3。 

三、工作溶液配制: 按 4:1比例，取 4 ml试剂 R1与 1 ml试剂 R2混匀，立即使用或 4ºC保存<1天，变色

弃去。 

四、标准品稀释：将 5 mM胆固醇标准品用无水乙醇稀释为 2500、1250、625、312.5、156、78、39µmol/L。

通常稀释 4个点即可。注意设置零浓度空白对照管。 

五、含量测定： 

1. 取 190 µl工作溶液加入微板。（可进行微量调整） 



北京普利莱基因技术有限公司              电话：010-62027915  62053186          Email: service_applygen@163.com 

 

Applygen Technologies Inc.                                                         DocRev: 201910 Page 2 of 2 

2. 在各工作液中，分别加入 10 µl (可进行微量调整) 空白对照溶液（无水乙醇或蒸馏水均可）、标准品、

待测样品。如测量值超过线性范围可用裂解液稀释，根据稀释倍数计算浓度。 

3. 37ºC或 25ºC室温反应 20分钟然后进行测定。 

4. 先用蒸馏水（或无水乙醇）+工作液的空白管调零，然后测定各管 OD值。 

5. 绘制标准曲线并计算浓度。 

Excel作图步骤：各标准管 OD值为 y轴，标准品浓度为 x轴。(1)鼠标左键圈住数据，点击-做图向导-，

选择-散点图-，点击-完成-。(2)鼠标右键点图上的某一点，点击 -添加趋势线-，点击 -选项-，点击 -显

示公式-和 -R
2 值-。 

6. 以每 mg蛋白浓度或细胞数校正胆固醇含量。 

 

游离胆固醇测定：请参见组织细胞游离胆固醇酶法测定试剂盒货号 E1016、液体样本游离胆固酶法酶法测

定试剂盒货号 E1006说明书。 

 

组织胆固醇酯测定：需同时用 E1015和 E1016两种试剂盒，分别测定组织总胆固醇和游离胆固醇，二者

的差值即为胆固醇酯含量，参见以下说明。 

 

说明： 

1. 维生素C>0.18g/L、血红蛋白>2g/L、还原剂二硫苏糖醇、巯基乙醇、高浓度EDTA干扰测试。 

2. 不同类型的组织细胞内总胆固醇和游离胆固醇的比例差异很大。延长反应时间可能使游离胆固醇值增加

因而使其值与总胆固醇值接近。由差值计算求得的胆固醇酯的值，主要适合血液样品测定，可能不很适

合细胞内胆固醇酯测定。其原因主要与细胞内胆固醇酯和游离胆固醇的合成、转运、外流、储存、分解、

再酯化等诸多动态生物过程的非线性的高度复杂性有关，还与现有测量方法的局限性有关。胆固醇(酯)

的含量以及代谢方式在肝细胞、巨噬细胞、肌肉细胞、成纤维细胞等不同类型的细胞中存在巨大差异。

有时以差值计算的胆固醇酯出现背离和偏差，甚至为负值。或者尝试用同位素标记方法、薄层层析、HPLC

等方法测定胆固醇酯，或许会有改善。 
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